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ANOTACE

Tato diplomova prace je tvofena dvéma castmi — teoretickou a experimentalni.
Teoreticka ¢ast je zaméfena na vitaminy Bs, Bs a By, popis jejich chemickych vlastnosti,
vyrobu, roli v organismu a vyskyt v potravindch a napojich. Je zde také zminéno stanoveni
téchto vitamint v potravinach a potravinovych doplicich se zaméfenim na elektromigraéni
separacni techniky.

V experimentalni ¢asti jsou prezentovany vysledky izotachoforetického stanoveni
vybranych vitamint skupiny B v lIéCivych pfipravcich. Nachazeji se zde také vysledky

zkousek stability téchto vitaminu.

Kli¢ova slova: vitaminy
kyselina nikotinova
nikotinamid
kyselina pantothenova
pantothenan vapenaty
kyselina listova
izotachoforéza

stanoveni



ANNOTATION

This diploma thesis is consisted of two parts — theoretical and experimental. The
theoretical part is focused on the description of chemical properties, production, role in the
organism and presence of vitamins B3, Bs and By in food and beverages. Determination of
these vitamins in food and food supplements with a focus on electromigration separation
techniques is also mentioned.

In the experimental part the results of isotachophoretic determination of selected
B vitamins in food supplements are presented. There are also mentioned the results of the

vitamin stability tests.

Keywords:  Vitamins
Nicotinic acid
Nicotinamide
Pantothenic acid
Calcium pantothenate
Folic acid
Isotachophoresis

Determination
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UVvOD

Jako vitaminy jsou oznaCovany organické molekuly sraznymi chemickymi

(121 350U

strukturami, biologickymi aktivitami a fyzikalné-chemickymi vlastnostmi.
nezbytné pro realizaci specifickych a zivotné dulezitych funkci v télesném systému,
ve kterém maji velmi rozmanité a vyznamné funkce. V malych mnozZstvich jsou potiebné
pro biochemické reakce, pro riist, pieziti a reprodukei organismu.”! Hraji zasadni roli
v ochrané zdravi.™ Maji velmi dulezité postaveni Vv celé fad¢ biochemickych reakei uvnitt
bun€k a bunénych drah, ovliviiujicich rizné bunky. Vitaminy nejsou v lidském
¢i zvifecim organismu Syntetizovany bud’ vibec, nebo jsou tvofeny v nedostate¢ném

mnozstvi, a proto musi byt pievzaty ze stravy jako takové nebo jako prekurzor. [ strava by

proto méla byt pestra a méla by zahrnovat mimo jiné i ovoce, zeleninu, obiloviny a maso."!

Nedostatek vitamind lze 1é¢it zlepSenim vyzivy a podavanim vitamint ve form¢ tablet.
Nedostatek vitaminl totiz mtze vést k vyvoji patologickych procesti ve formé specifické
hypo- a avitamindzy. Deficit vitaminu nemusi mit zavazné vné&jsi projevy a symptomy, ale
mize mit pouze negativni vliv na vykon a odolnost vii¢i riznym neptiznivym faktorm.
Naopak predavkovani vitaminy vede ke stavu hypervitamindzy s toxickymi piiznaky
pouze v piipad¢ vitamind A a D. Piebytek ostatnich vitamind je obvykle rychle vylucovan
mo¢i.F!

Aby mohla byt slou¢enina povazovana za vitamin, musi byt prokdzano, Ze je nezbytné
nutnd pro vyzivu. Jeji vylou€eni ze stravy musi vést k vice ¢1 méné jasné definované
nemoci a po jejim navratu by mélo dochéazet k vyléceni ¢i predchazeni této nemoci. Dale
musi byt prokdzan farmakologicky ucinek a fyziologickd funkce jako koenzym nebo
hormon. Je také nutné dokazat, Ze endogenni syntéza je nedostatend pro splnéni
fyziologickych pozadavkl v neptfitomnosti dietdrniho zdroje slouceniny. Podle téchto
kritérii by byl ze seznamu vitaminti vylou¢en niacin a vitamin D, protoZe za normalnich
podminek je jejich endogenni syntéza dostacujici k normalnimu fungovani organismu.
Nicméné jsou stale povazovany za vitaminy, i kdyZ pouze z toho divodu, Ze kazdy byl

objeven jako prevence pelagry a rachitidy.™
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Vitaminy se déli do dvou skupin — vitaminy rozpustné ve vodé a vitaminy rozpustné
v tucich.? Mezi vitaminy rozpustné ve vods fadime B-komplex a vitamin C (kyselina
askorbovd), ty nemohou byt ukladany v téle, proto potiebujeme ziskat denni davku ze
stravy.l B-komplex zahrnuje vitaminy By, By, Bs, Bs, Bs, B+, Bg @ B1, kde kazdy z nich je
slozen znékolika riznych biologicky aktivnich forem, zvanych vitamery, které se lisi
strukturou a stabilitou.”” Naopak vitaminy rozpustné v tucich Ize ukladat v tle a vytvaret
zasoby. Je zapotiebi urCité mnozstvi tuku ve stravé, aby télo dokéazalo absorbovat tyto
vitaminy. Mezi takové vitaminy fadime vitamin A, D, E, K.[¥

Vitaminy maji zdanlivé nelogicky systém piijatych trividlnich nazva, které vyplyvaji

z historie jejich objevu.P!V tabulce 1 jsou uvedeny zkratky a nézvy vech vitamin.

Tabulka 1: Vitaminy a jejich synonymal®

Vitaminy Synonyma
Vitamin A Retinol
Vitamin D, Ergokalciferol
Vitamin Ds Cholekalciferol
Vitamin E a, B, y-tokoferoly a a-tokotrienoly
Vitamin K Fylochinon, fytomenadion
Vitamin K, Menachinon, farnochinon
Vitamin K3 Menadion
Vitamin B; Thiamin
Vitamin B, Riboflavin
o Niacin, kyselina nikotinova, nikotinamid,
Vitamin Bs o
vitamin PP
o Kyselina pantothenovd, pantothenat
Vitamin Bs . .
vapenaty
Vitamin Bg Pyridoxal, pyridoxin, pyridoxamin
Vitamin Bg Kyselina listov4, folacin, vitamin M
o Kobalamin, hydroxokobalamin,
Vitamin By, ]
cyanokobalamin
Biotin Vitamin H
Vitamin C Askorbova kyselina
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1 TEORETICKA CAST

1.1 VITAMINY SKUPINY B

Mezi B vitaminy fadime thiamin (B1), riboflavin (B,), niacin (Bs), pantothenét (Bs),
pyridoxin a pfibuzné slouéeniny (Bg), biotin (B; nebo vitamin H), folat (Bo)
a kyanokobalaminy (B1,).["! Vyznamnym zdrojem mnoha vitaminii B je maso, a protoze se
jedna o ve vod¢ rozpustné organické molekuly, obsahuje libové maso vétsSi mnozstvi
vitaminti B nez masovy tuk. Diky jejich nestabilit¢ dochazi ke snizovani mnozstvi pii
vaieni v zavislosti na délce a teploté vateni.’® Dal§im vyznamnym zdrojem jsou obilné
vyrobky, zejména celozrnné produkty bohaté na otruby a klicky, které jsou rovnéz

vyznamnymi zdroji vitaminu E.©

Tabulka 2: Zastoupeni dilezitych ve vodé rozpustnych vitamint v celozrnné mouce

a frakcich pSeni¢né moukym

Vitamin (mg/kg) Celozrnna otruby klicky Prosivana
mouka mouka

Thiamin (B,) 3,9 8,9 14,5 1,9
Riboflavin (By) 0,8 3,6 6,1 0,3
Niacin (B3) 56 296 58 13
Pantothenova kyselina (Bs) 6,8 24 12 5
Pyridoxin (Bg) 3,4 13,8 14,2 0,8

Folat (By) 0,5 1,4 1,9 0,3

Nejcastéji tyto vitaminy pusobi jako soucast enzymu v bufice, tvoii prostetické
skupiny nebo kofaktory dilezité pro enzymatické reakce.l’*” Vitaminy B hraji kli¢ovou
roli v metabolismu. Podileji se pfedevsim na syntéze DNA a pocetnych metylacnich

reakcich. Tyto metabolické procesy jsou diilezité pii vyvoji embryi.!*!
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1.1.1 NIACIN (VITAMIN B,)

Nazev vitamin Bs byl navrhnut, protoze se jednalo o tfeti objevenou slouceninu
z osmi sloucenin v sérii vitaminu B. Jednd se o nejstars$i 1k pouzivany ke snizovani
hladiny lipidi s jedine¢nou antiaterosklerotickou vlastnosti.'”! Vitamin Bs mize byt dale
oznacovan jako vitamin PP, pficemz tento nazev je odvozen od ,,faktor prevence pelagry*.

Castéji pouzivany nazev je vSak niacin. 121314

1.1.1.1 CHEMICKE VLASTNOSTI NIACINU

Jako niacin jsou oznacovany latky s obdobnymi ucinky a to kyselina nikotinova
(pyridin-3-karboxylova kyselina, viz Obrazek 1A) a nikotinamid (amid Kkyseliny
nikotinoveé, viz Obrazek 1B), které jsou potiebné pro syntézu deoxyribonukleové kyseliny
(DNA).2*1¥ Kyselina nikotinové prevlada u rostlin a nikotinamid zase u zvifat."® V&tsina

kyseliny nikotinové je ve stievé a jatrech pievedena na NAD a pomoci piibuzné

vvvvvv

vitamind hrajici déileZitou roli ve zdravi, riistu a vyvoji kojenct.lt”

/
7
/

NH2

\
\

A) B)

Obrézek 1: Chemicka struktura A) kyselina nikotinové B) nikotinamid™®

Jeho strukturnim zékladem je pyridinove jadro substituované kyselinou
B - karboxylovou nebo odpovidajicim amidem. Nikotinamid i kyselina nikotinova jsou
bezbarvé krystalické latky nerozpustné nebo malo rozpustné v organickych
rozpoustédlech. Nikotinamid je dobfe rozpustny ve vodé a stiedné rozpustny v etanolu,
naopak kyselina nikotinova je slabé rozpustna ve vod¢ i etanolu. Kyselina nikotinova je
amfoterni sloucenina tvofici soli s kyselinami 1 bazemi. Jeji karboxylova skupina mtze byt
redukovana nebo mize vytvaret estery ¢i anhydridy. V suché form¢ jsou nikotinamid

a kyselina nikotinova velmi stabilni, nikotinamid se vSak v roztoku hydrolyzuje
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S kyselinami a bazemi, ¢imz se ziskava kyselina nikotinova. Koenzymovymi formami

niacinu jsou pyridinové nukleotidy, NADP(H) a NAD(H).[*¥

Je zajimavé, ze mnoho zvifat a rostlin miZze syntetizovat kyselinu nikotinovou
Z tryptofanu a dalSich prekurzori, proto neni pro tyto druhy skuteCnym vitaminem.
Dochazi-1i vsak k nizkému piijmu tryptofanu v potravé, je pro optimalni zdravotni stav

nutny i prijem kyseliny nikotinové.®!

1.1.1.2 HISTORIE NIACINU

Pted vice nez dvéma stoletimi Spanélsky 1ékai Gasper Casal popsal onemocnéni,
které se vyskytovalo u chudych zemédélci kvuli Spatnému stravovani. Jejich strava byla
chuda na maso a zivili se pfevazné kukufici. Pelagra, jak tato nemoc byla pozdé&ji nazvana,
kdysi postihovala hlavné podvyzivené obyvatelé v jizni Evropé a jiznich statech Spojenych
statt americkych.”” Je vsak stale b&znym problémem v ndkterych &astech Spanélska,
Rumunska a Italie.”! Pelagra byla zpocatku povazovana za infekéni onemocnéni, ale v
roce 1914 Joseph Goldberger zjistil, Ze tato nemoc souvisi s nedostatkem specifické
aminokyseliny a identifikoval ve vodé rozpustnou latku, kterou nazval ,,preventivni faktor
pelagry. DoSel k zavéru, Ze tato nemoc miiZe byt vylé¢ena dietou. Brzy poté bylo zjisténo,
ze pivovarské kvasnice zabranuji vzniku této nemoci u 1idi.2? V/ roce 1937 Elvehjem
a jeho kolegové z univerzity ve Wisconsinu izolovali nikotinamid z jater a ukazali, Ze
kyselina nikotinova mize zabranit vzniku &erného jazyka u pst a 1é¢it ho. Cerny jazyk je
oznaceni pro onemocnéni pelagra u psii. V tom samém roce bylo dokazano, Ze nikotinamid
a kyselina nikotinova dokazi vylécit pelagru i u lidi.®! Dnes jsou kyselina nikotinova

a nikotinamid uznavany spole¢né jako vitamin B,

1.1.1.3 ROLE NIACINU V ORGANISMU

Diky niacinu dochazi k uvoliiovani energie ve tkanich a buiikach. Ve spolupraci
s riboflavinem a thiaminem pomaha udrzovat zdravy nervovy a zazivaci systém. Podili se
I na syntéze hormont. Niacin také vykazuje ptiznivé ucinky na lipidovy profil. Snizuje
triglyceridy, lipoproteiny, LDL cholesterol a naopak zvySuje HDL cholesterol. Pusobi
velmi slozitymi mechanismy, které nejsou doposud upln¢€ objasnény, ale je jasné, zZe
snizuje tok mastnych kyselin od tukové tkan€ az po jatra inhibici lipazové aktivity.[lz]

V kosmetickém pramyslu pomaha normalizovat nerovnovdhu nikotinamidovych
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koenzymu v kiizi, kterd je zplisobena rostoucim vékem. Zvysuje biosyntézu lipidi pro

zlepseni epidermalni permeability a miize také stimulovat novou syntézu kolagenu.[e]

Tento vitamin zaujima velmi dulezité postaveni v latkové preméné diky enzymiim,
ve kterych je niacin vyznaénou slozkou. Jednd se o NAD (nikotinadenindinukleotid)
a NADP (nikotinadenindinukleotid fosfat), které zprostfedkovavaji Sirokou $kalu
energetickych a oxidatné redukénich reakei v latkové premeén&.™™ NAD hraje velmi
dilezitou roli v intracelularnim dychani a spolu s enzymy se zapojuje do oxidace mnoha
molekul napf. glyceraldehydu, laktatu, alkoholu a pyruvatu. Ve formé NADP se dale
Gastni i redukénich biosyntéz jako je syntéza steroidi a mastnych kyselin.l*¥! Jako
prekurzor nikotinadenindinukleotidu se tcastni mnoha intra- a intercelularnich procesd,
které reguluji né€které metabolické, imunitni a stresové reakce bun€k na fyziologické nebo

patologické signaly. Je kli¢ovym prekurzorem pii vyrobé bunééné energie.*!

1.1.1.4 SYNTEZA NIACINU

Niacin miZe byt ziskavan dvéma zplsoby. Bud' ze stravy nebo mize byt vyrabén
riiznymi cestami napf. enzymaticky z tryptofanu.**® Diky tomu, Ze niacin mize pochazet
z aminokyseliny tryptofanu, neni povazovan za pravy vitamin v té nejpiisnéjsi definici.
Nicméné vyuziti tryptofanu pro syntézu niacinu neni piili§ vhodné, hlavné kvili malym
vytézkim, kdy je zapotiebi 60 mg tryptofanu k syntéze 1 mg niacinu. K této syntéze je
navic vyZadovana pFitomnost vitamint By, B, a Bs.[*! Niacin miize byt dale syntetizovan

z 3-methylpyridinu, ktery miiZe byt vyroben z akroleinu a amoniaku, viz Schéma 1.8
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I - CH3
2 HZCJ\H + NH3 ——— U + 2H20
N

akrolein 3 - methylpyridin

l NHs, O,
i
CN
@/\0H H,0 @/
| — |
s 7
N N

niacin 3 - kyanopyridin

Schéma 1: Syntéza niacinu z tryptofanu!*®

N Br, N 230- 250 °C X Br
‘ +° CH,COOH ‘ +- |
3 —
N\ ) N
H

- H
Br Br,
3 3 - brompyridin
pyrimidinium bromid pyrimidinium tribromid
CuCN
165 - 170 °C
I
‘ N OH NaOH ‘ AN CN
-
_— EtOH
=
N N
niacin

3 - kyanopyridin

Schéma 2: Syntéza vychézejici z pyridinut*?
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Y Y + |\|H3£8000> | N CH3

0] O 1450 psi _—
e H3C”~ "N
CH3
paraacetaldehyd 5 - ethyl - 2 - methyl pyridin

33% HNO
4260 psi, 5,5 sec

i
N N HNO, X OH
@p — L
N/ CH3 N niacin

nikotin H,SO4 (Se, SeO,, CuSeO3)

CH3
N =
e
\ N/ NS
N/ CH3 N

nikotin B - pikolin chinolin

Schéma 3: Dalsi syntézy niacinu™?

V prumyslu je rozSifena jinda metoda spocivajici v oxidaci 2-methyl-5-
ethylpyridinu, ktery je pro priamyslové syntézy vyrabén ve velkém mnoZstvi
z paraacetaldehydu a amoniaku. Mezi dal$i zpisoby syntézy fadime i syntézu vychazejici
z pyridinu, ktery je bromovan ve tietim stupni za vzniku 3-brompyridinu. Ten je nasledné
pteveden na 3-kyanopyridin a hydrolyzovan na pozadovanou pyridin-3-karboxylovou
kyselinu, viz Schéma 2. Dale mize dochazet ke vzniku niacinu oxidaci nikotinu, chinolinu

a B-pikolinu, ale tyto syntézy se moc &asto nepouZivaji, viz Schéma 3.1*%
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1.1.1.5 VYSKYT NIACINU V POTRAVINACH

Niacin se nachazi v rostlinnych a ZzivociSnych zdrojich, nejvice v hovézim
a kufecim mase nebo ve zralych zrnech. Dale se vyskytuje v hrasku, arasidech, dribezi,
jatrech, kvasnicich, rybach a v ¢aji nebo kave.'® V potravinach se mize vyskytovat
v riaznych formach. VétSinou se nachdzi ve formé, ze které se nemiize uvolnovat pii
traveni, ¢imZz se stava nedostupnym pro stravnika. V zrnkach je vSak piitomen
Vv kovalentné vazanych komplexech s malymi peptidy a sacharidy, které jsou souhrnné
oznacovany jako niacytin. V nékterych potravinach je niacin zase pfitomen ve formé
methylovaného derivatu (kyselina 1-methylnikotinova, trigonelin), fungujiciho jako

rostlinny hormon. V této forme vSak neni dostupny pro zvitata.*!

1.1.1.6 DOPORUCENE DAVKOVANI NIACINU

Mensi nadbytek niacinu mé vliv na snizeni hladiny cholesterolu, ale pokud dojde ke
konzumaci vice nez 500 mg za den, mize dojit i k poskozeni jater.™>*®! Denni davka by
méla byt prim&rné 18 mg.™ Piesné stanoveni denni davky je viak velmi obtizné, protoZe
dochazi k pfechodim mezi obéma formami piirodnich slozek a kromé& toho niacin je

dodavan i tryptofanem.™®

1.1.1.7 NEDOSTATEK NIACINU

Nedostatek vitaminu Bs se vyskytuje pfedev§im u déti predskolniho véku, zejména
v rozvojovych zemich.[® Projevuje se onemocnénim kize, zejména ve vztahu k citlivosti
na svétlo, dale poruchami centralniho nervového systému, bolestmi hlavy, bolestmi bticha,
nevolnosti, zvracenim, zrychlenym srde¢nim tepem, skleslosti az ztratou paméti
a poskozenim jater nebo gastrointestinalnimi potizemi.>*3%3 v/ gastrointestinalnim traktu
dochdzi ke zménam sliznice jazyka, jicnu, stfeva a zaludku.™ Mezi nejzname;jsi
onemocnéni, které zpiisobuje nedostatek niacinu, fadime jiz zminénou pelagru.l’”? Pxi
tomto onemocnéni dochédzi k dermatologickym zménam hlavné na castech téla, které jsou
vystaveny slune¢nimu zafeni, napf. oblicej, ruce, zada, krk a ptedlokti. N&ékdy tyto 1éze
u pacientti mohou vypadat jako spaleniny od slunce, v n¢kterych piipadech zase dochazi
k praskani kiuze. Pelagra zahrnuje dale uzkost, depresi, unavu a mezi pozd&jsi pfiznaky
fadime i podrazdénost, ties, zavraté a bolesti hlavy.!*® V sougasnosti se nedostatek niacinu

v primyslovych zemich nevyskytuje, vyjimku tvoii osoby poZivajici alkohol.*®
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Nekteré fyziologické stavy (napi. Hartnupova choroba a maligni karinoidni
syndrom) nebo nékteré 1ékové terapie (napi. 1é¢ba isoniazidem) mohou vést k nedostatku
niacinu. V piipadé Hartnupovy choroby je naruSena absorpce tryptofanu a u maligniho
karcinoidniho syndromu dochazi zase ke zméné metabolismu tryptofanu, kterd vede

k nadmérné syntéze serotoninu.*®

1.1.2 KYSELINA PANTOTHENOVA (VITAMIN Bs)

Vitamin Bs je oznaCovan také jako kyselina pantothenova. Je Siroce distribuovana
V potravinach, proto je jeji nedostatek velice vzacny. UZ jeji nazev ukazuje, Ze je
vSudypfitomnd, protoze ,,pantothen pochazi z fectiny a znamena v prekladu do cestiny

4l
viude”.H

1.1.2.1 CHEMICKE VLASTNOSTI KYSELINY PANTOTHENOVE

Vitamin Bs (viz Obrazek 2) se vyskytuje Vv potravinach ve tfech biologicky
aktivnich forméch: kyselina pantothenova, koenzym A (CoA) a acylovy nosi¢ovy protein
(ACP). K obohaceni potravin a jako vyzivové dopliiky se pouziva vitamin Bs ve formé

pantothenatu vapenatého nebo sodného.!?!

OH

NH\/\
COOH

HO I
H3C  CH3

Obréazek 2: Chemicky vzorec kyseliny pantothenové!*®!

Kyselina pantothenova byla objevena v roce 1931 jako rustovy faktor, ktery je
nezbytny pro rist potkanli a zaroven zabranuje dermatitidé kufat. V roce 1938 byla

izolovana z jater ovci.™

Jednd se o opticky aktivni derivat kyseliny pantoové a alaninu. Kyselina
pantothenova je trivialni ndzev pro dihydroxy-B,B-dimethylbutyryl-p-alanin, dfive znamy
jako pantoyl-p-alanin. Zakladem struktury kyseliny pantothenové je B-alanin a kyselina

2,4-dihydroxy-3,3-dimethylméaselna spojené amidovou vazbou. Samotna kyselina ma
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formu Zlutého viskozniho hygroskopického oleje citlivého na kyseliny a baze, proto je
vitamin Bs prodavan jako vapenata nebo sodna sil nebo jako primarni alkoholovy derivat
panthenol. Vapenata stl kyseliny pantothenové je bezbarva krystalicka latka, ktera je
v suché formé stabilni viigi vzduchu a svétlu.M® Vykazuje také stabilitu v rozmezi
pH 4 — 7,5, pficemz optimalni hodnota pH je 6, dale teplotni stabilitu do 75 °C.!®! Vodné
roztoky kyseliny pantothenové jsou nestabilni pfi zahiivani za kyselych a alkalickych
podminek, coz vede k hydrolytickému $tépeni molekuly (dochazi ke vzniku B-alaninu
a 2,4-dihydroxy-3,3-dimethylbutyratu).™**!

1.1.2.2 VYSKYT KYSELINY PANTOTHENOVE V POTRAVINACH

Kyselina pantothenové se nachazi téméf v kazdém druhu jidla. Nejvétsi mnozstvi se
nachazi piedev§im ve vnitinostech (mozek, srdce, ledviny, jatra), ale také v houbach,
avokadu, brokolici a i nékteré kvasinky jsou bohatymi zdroji tohoto vitaminu.[**! Dalgimi
zdroji je mléko, vejce, zelenina, luSténiny a celozrnné obiloviny. Zde se vSak vitamin
vyskytuje ve wvné&jSich vrstvach, proto je vzdy zvelké casti odstranén mletim.*
Upravované potraviny tedy obsahuji mensi mnoZstvi vitaminu Bs, protoze dochazi k jeho
ztratdm bhem riiznych zpracovani.’®! V potravinach se vyskytuje piedevsim ve vazanych
forméach (CoA estery, CoA, acyl-nosicovy protein), v rajéatech byl dokonce identifikovan
ve formé glykosidu. Proto stanoveni v potravinach a krmivech probiha po enzymaticke

hydrolyze, ktera slouzi k uvolnéni vitaminu z CoA.™*"!

1.1.2.3 SYNTEZA KYSELINY PANTOTHENOVE

V kyseliné pantothenové se nachdzi hydroxylova skupina na primarnim
i sekundarnim uhliku. Déle se tam nachazi karboxylova skupina, peptidova vazba i jedno
stereogenni centrum. Vychozi sloueninou pro vyrobu kyseliny pantothenové a vSech
jejich derivata je R-pantolakton. Syntéza pantolaktonu zahrnuje aldolovou kondenzaci
isobutyraldehydu a formaldehydu, nasledovanou reakci s kyanovodikem za kyselych
podminek. Syntézou vznika racemicka smés R a S izomeri. Vznikly R-pantolakton je dale
transformovan a jeho kondenzaci s alaninem vznika kyselina pantotenova a jeji derivaty.
S-pantolakton je oddélen, transformovan na jeho sodnou sil a nasledné pieveden na

R-pantolakton, ktery miiZe reagovat s alaninem, viz Schéma 4.1
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Schéma 4: Syntéza kyseliny pantothenové!™!

1.1.2.4 ROLE KYSELINY PANTOTHENOVE V ORGANISMU

Ke své spravné funkci potiebuje kyselina pantothenova pfitomnost vitaminu A,
vitaminu Bg, By, By a Bs. Je Zivotné dilezita pro uvolhovani energie z potravin, pro
zdravy rust, dobry stav kize a vlasu, ale také pro produkci protilatek. Vyznamnou roli
hraje panthenol v kosmetickém primyslu, stal se nedilnou soucasti pfipravkl pro péci

0 vlasy, nehty a pokozku. Mezi jeho zékladni funkce patii také lepsi hojeni ran.[®
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1.1.2.5 NEDOSTATEK KYSELINY PANTOTHENOVE

Nedostatek kyseliny pantotenové byl objeven pouze u pacientt 1éCicich se
antagonisty kyseliny o-methylpantothenové a u tézce podvyzivenych pacienti. Pfi
nedostatku mize dochazet k pocitu mravenceni prsti a nohou, dale mohou pacienti
vykazovat Unavu, depresi, zvraceni, nespavost, svalovou slabost, poruchy spanku
a gastrointestinalniho traktu. V nékterych piipadech muze dochazet i ke zméné tolerance

glukdzy, ke zvysené citlivosti na inzulin a snizené tvorbé protilétek.[lg]

1.1.2.6 DOPORUCENE DAVKOVANI KYSELINY PANTOTHENOVE

Pii stanoveni doporu¢ené denni davky pantothenatu musi byt zohlednén rust
a velikost lidského téla, u kojencti zavisi predev§im na slozeni a mnozstvi spotfebovaného
mléka. Doporucend denni davka vitaminu Bs se pohybuje v rozmezi od cca 1,5 do 7 mg za
den v zavislosti na véku a pohlavi (viz Tabulka 3).[??

Tabulka 3: Doporucena denni davka pantothentu u riznych skupin lidi®®?

Skupina Doporucena denni davka (mg/den)
Kojenci a déti
0 — 6 mésicu 1,7
7 — 12 mésici 1.8
1-3let 2,0
46 let 3,0
7-9let 4,0
Adolescenti
10— 18 let 5,0
Dospéli

Zeny 197 5,0
Muzi 197 5,0
Té&hotné zeny 6,0
Kojici Zeny 7,0
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1.1.3 KYSELINA LISTOVA (VITAMIN By)

Vitamin By je oznacovan také jako kyselina listova, chemicky kyselina pteroyl-
glutamova. Pro oznaceni sloucenin s aktivitou vitaminu Bg, véetné kyseliny listové,
kyseliny dihydrofolové, kyseliny tetrahydrofolove, 5-formyl-H4-kyseliny listové

a 5-methyl-H4-kyseliny listové jsou pouzivany terminy folét a folacin.[*

1.1.3.1 CHEMICKE VLASTNOSTI KYSELINY LISTOVE

Kyselina listova (viz Obrdzek 3) neni povazovana za pftirozenou fyziologickou
formu, nybrz za chemickou formu a pouziva se jako doplnék stravy.[z] Jedna se o oranzov¢
zlutou krystalickou latku rozpustnou ve vodé, ale nerozpustnou v etanolu a jinych méné
polarnich rozpou§tédlech.[19] Je citliva na svétlo i teplo.[Z?”?’] Obecné se vSechny folaty

v piirodg vyskytuji ve velmi malych mnoZstvich pievazné ve formé polyglutamatd.?
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Obrazek 3: Chemicky vzorec kyseliny listové!?!

Mezi spole¢ny zaklad struktury folath fadime pteridinovy kruhovy systém spojeny
s kyselinou p-aminobenzoovou (PABA), ktera tvofi kyselinu pteorovou, a jednu ¢i vice
skupin kyseliny glutamové.[3’23] Pocet skupin kyseliny glutamové se 1i$i u pteroylglutamatt
a pteroylpolyglutamati.'?®! Kyselina listova je monoglutamat kyseliny pteroové, ale jak jiz
bylo feceno, nejedna se o piirozenou formu, ale o syntetickou formu vitaminu, ktera je

pouzivana k obohacovani potravin.[gl

Mezi folaty fadime velké mnozstvi chemicky piibuznych latek, liSicich se
Vv zavislosti na riznych substituentech na tfech mistech v zékladni struktufe kyseliny

pteroylglutamové. Teoreticky je mozné vytvorit az 170 folatt. ™!
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1.1.3.2 ROLE KYSELINY LISTOVE V ORGANISMU

Zé&kladni funkci kyseliny listové v organismu je ucast v metabolismu bilkovin
a nukleovych kyselin, coz je uplatiovano hlavné pfi rGstu a déleni bunék, ale také pii

pienosu mezibun&énych informaci.*>®!

V lidském organismu je folat absorbovan ve formé pteroylmonoglutamatu v tenkém
stievé. Poté dochazi k jeho redukci uvnitié bunék (hlavné jatra, kde je ulozend) na
biologicky aktivni tetrahydrofolat (THF nebo H4-folat, viz Obrazek 4) a jeho derivaty
pusobenim enzymu dihydrofolatreduktazy (DHFR). Derivat, ktery se ukladad do zasob
v lidském téle, se nazyva 5-methyltetrahydrofolat (viz Obrazek 4).22!

[ Vs [ g
0 NH_@—\/ 0 CH; NH _®_/<
Glu Gl

lu

Obrézek 4: Struktura tetrahydrofolatu (vlevo) a 5-methyltetrahydrofolatu (vpravo)®!

Kyselina listova je esencialni kyselina, ktera se t€astni mnoha biochemickych déju,
kde vystupuje jako koenzym.Podili se na pienosu jednouhlikovych skupin (formyl-,
metanyl-, metyl-), ale také ovliviiuje syntézu cholinu, serinu, histidinu a methioninu. Ma
nenahraditelnou ulohu v syntéze purini a pyrimidind. Kyselina listova je také velmi
dulezitd pro konverzi homocysteinu na methionin. Tato reakce je vyznamna hlavné
v souvislosti se vznikem a rozvojem chorob, které vznikaji kvuli zvySené hlading
homocysteinu. Jedna se hlavné o kardiovaskularni onemocnéni, rakovinu a Alzheimerovu

chorobu.?

1.1.3.3 NEDOSTATEK KYSELINY LISTOVE

Nedostatek kyseliny listové je celosvétovym problémem vyzivy, protoze se vyskytuje
V potravinach ve velmi malém mnozstvi a je velmi citlivd na oxida¢ni podminky

a reduk¢ni ¢inidla pii zpracovani potravin.[ZS] Nedostatek se miize vyskytovat v t€hotenstvi
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nebo pii onemocnéni v disledku 1é¢by ur¢itymi 1éky. Pfi nedostatku kyseliny listové
dochédzi k nedostate¢né tvorbé cCervenych krvinek a krevnich desticek a pomalému
snizovani hladiny homocysteinu. Nedostatek kyseliny listové je dale spojovan i s vys$$im

vyskytem nadori, hlavné tlustého stieva.['®)

Déle mize nedostatek zplisobovat
megaloblastickou anémii, jejiz pfiznaky zahrnuji unavu, slabost, nesoustfedénost, bolesti
hlavy, podrazdénost, dusnost a palpitaci srdce. Mezi ptiznaky nedostatku mizeme tadit
i zmény v pigmentaci vlasi, neht a kuize. BEhem téhotenstvi nedostatek kyseliny listove
zvysuje riziko pred¢asného porodu, mtize zpusobit i retardaci rastu plodu ¢i nizkou
porodni hmotnost ditéte. S nedostatkem folat jsou spojena také néktera zavazna
onemocnéni jako je napf. Alzheimerova choroba, koronarni onemocnéni srdce, rakovina
prsu, ztrata sluchu a osteoporéza.™! Nekteré lIéky (napt. antikonvulziva a peroralni
antikoncepce) mohou zhorsit absorpci folatu. Antikonvulziva navic zvySuji i rychlost

metabolismu folatu.r!

1.1.3.4 VYSKYT KYSELINY LISTOVE V POTRAVINACH

Kyselina listova se vyskytuje zejména v potravinach rostlinného pivodu, bramborach,
pomerancich, celozrnném chlebu, ofechach, fazolich, ovoci, mléénych vyrobcich, vejcich,
motskych plodech a zrnech, tmavé zelené listové a kost'alové zelening, napt. ve Spenatu,
brokolici, rizickové kapusté, kvétaku a zeli. Mezi zivo€iSné zdroje vitaminu patii driibez,
maso a jatra, které jsou vSak nevhodné pro téhotné Zeny kvili vysokému obsahu

vitaminu A5

1.1.3.5 DOPORUCENE DAVKOVANI KYSELINY LISTOVE

Denni davka by se u lidi méla pohybovat okolo 200 mikrogramd, u t€hotnych Zen by

méla byt zvySena na 400 mikrogrami a u kojicich zen na 300 mikrogramﬁ.[ls]

1.1.3.6 SYNTEZA KYSELINY LISTOVE

Kyselina listova mtze byt ziskavana né€kolika zpusoby, jeden z nich je uveden na
Schématu 5. Zde je kyselina listova syntetizovana z 2,3-dibrompropanalu, 2,5,6-triamino-

3,4-dihydro-4-pyrimidinonu a N-(4-aminobenzoyl)-L-glutamové kyseliny.
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Schéma 5: Syntéza kyseliny listovél™®

Obsah folath v potravindich miiZze byt zvySen procesem zvanym fermentace
(kvaseni). Napiiklad mléko obsahuje malé mnozstvi folatu, asi 2 — 5 ug/100 ml, ale pokud
je mléko zpracovano na jogurt, obsah folati miize byt zvySen na vice nez 20 ug/100 ml
v zavislosti na kmenech mikroorganismii pouzitych pti fermentaci. Fermentaci se zvySuje
koncentrace folati predevsim u kukuficné mouky a fementované zeleniny. Mezi tradi¢ni
fermentovanou zeleninu fadime kyselé zeli, kde jsou folaty produkovany spontannim
kvasenim. Kyselé zeli v konzervé obsahuje okolo 5 - 21 pg/100 g folatd. Ke zvySeni
koncentrace folati kvasinkami dochazi také pfi kvaseni zita a pSeni¢ného tésta pii vyrobé

chleba.[®!

De novo produkce folati se vyskytuje u hub, zelenych rostlin, nékterych prvoki
a bakterii (naptiklad bakterie Lactococcus lactis, Streptococcus thermophilus,

a Leuconostoc)./*!
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1.2 STANOVENI VITAMINU V POTRAVINACH

Diky ¢im dal vétsimu zajmu o spravné stravovani, doslo k nardstu zajmu nejen
0 zeleninu a ovoce, ale i o konzumaci potravin obohacenych o vitaminy
a multivitaminovych preparatt. Tento fakt vedl k zavedeni povinného znaéeni potravin.
Zacaly také vznikat piesné a ucinné analytické separa¢ni metody pro kontrolu kvality
téchto preparati. Vitaminy jsou stanovovany piedevsim pomoci biostanoveni, ale mohou
byt stanoveny i dal$imi metodami jako jsou metody fyzikalné-chemické, mikrobiologické

nebo imunometody.!*>!

Vitaminy jsou v potravinach stanovovany z celé fady diuvodu:
- zachovani kvality produktd,
- pozadavky dané zdkonem v souvislosti s nutri¢nim znac¢enim,
- odhaleni ztrat vitamin béhem baleni, skladovani a technologickych postupu,
- zamezeni falSovani potravin,
- stanoveni vitamint v potravinach pro tvorbu potravinovych tabulek,
- nutriéni studie (stanoveni obsahu vitamint v dietach),

- posouzeni vlivu sezénnich, environmentélnich a geografickych podminek.

Vybér metody je ovliviiovan celou fadou faktort, napf. rozdilnymi koncentra¢nimi
hladinami jednotlivych vitamind v potravinach, rozdilné biologické a fyzikalné-chemické

vlastnosti jednotlivych vitamind.

Diky nestabilité vitaminii je jejich stanoveni ¢asto problematické, v ptipadé potravin je
problém ve sloZitosti analyzované matrice. Mezi nejrychlej§i a zarovenl nejucinnéjsi
metody patii HPLC, ktera je pouzivana ptredevSim pro analyzu multivitaminovych
preparati, mlééné détské vyzivy a hydrofilnich vitamind v potravinach. Ke stanoveni
vitamini muze byt vyuzivana i mikrobiologie, spektrofotometrie, fluorimetrie,
chromatografie a elektromigracni metody. Vzdy ptfed provedenim analyzy vSak musi byt
provedena néktera preventivni opatfeni, aby se piedchazelo ztratim zpasobenym
nestabilitou vitamint. Mezi faktory, které nejvice ovliviiuji stanoveni a tim vedou

k deaktivaci vitaminu, fadime svétlo, vzduch, teplota, pH, stopové kovy a iontova sila.[?
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1.2.1 STANOVENI NIACINU

Celkovy obsah niacinu mutze byt stanoven po pfreméné vazané formy vitaminu ¢i
jakéhokoliv nikotinamidu ptitomného v potraviné Kyselinou nebo zadsadou na kyselinu
nikotinovou.?® Nezbytnou sou¢asti stanoveni niacinu bez ohledu na pouzitou analytickou
techniku je tedy hydrolyza potraviny. Pokud je stanovovan biologicky aktivni niacin, je
pouzivana kysela hydrolyza, pokud je vSak pozadovan celkovy niacin, je nutna alkalicka
hydrolyza k uvolnéni nebiologicky dostupného niacinu.?! K ur&eni obsahu niacinu v celé
fad¢ potravin byly pouzity metody vyuzivajici vysokou¢innou kapalinovou chromatografii
(HPLC) s detekci v UV oblasti. U mastnych vyrobki byla dokonce pouzita i plynova
chromatografie. Neni v§ak moc vyuzivana diky nizké t€kavosti niacinu a nutnosti pfipravy
tekavejsich derivatd.®® Pomémé asto pouZivany jsou metody mikrobiologické,
fotometrické a elektroforetické (CE).1*! Tyto metody jsou Casto specifict&jsi a rychlejsi nez

odpovidajici postupy HPLC.B”!

1.2.1.1 KAPILARNI ZONOVA ELEKTROFOREZA (CZE)

Kapilarni zénové elektroforéza je ucinna pro separaci iontovych latek.®" lontové
latky jsou oddélovany podle jejich elektroforetické pohyblivosti pod vlivem elektrického
pole, ¢imZ je vytvaren silny elektroosmoticky tok uvniti trubice. Ten zpiisobuje, Ze se
kazdy druh rozpusténé latky, véetné kationovych a aniontovych, eluuje na jednom konci
trubice s velmi vysokym rozliSenim. Neiontové latky nemohou byt stanovovany, protoze
jejich rychlost migrace neni ovliviiovana elektrickym polem ani pH, proto migruji stejnou
rychlosti jako elektroosmoticky tok a nedosahne se Zadného oddgleni.*4 V disledku toho
byla vyvinuta dal§i metoda tzv. micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie
(MECC).BY Kapilarni zénova elektroforéza mé také své nevyhody, mezi které fadime
hlavné pomérné nizkou koncentra¢ni citlivost a nékdy nemoznost metodu vyvinutou pro

standardy uplatnit pro skutecné Vzorky.[gg]

Poprvé byla predstavena kapilarni elektroforeticka metoda pro stanoveni celkového
niacinu v koncentrovanych roztocich kvasnic v Australii Wardem a spol. v roce 1996. Bylo
zjisténo, ze k uvolnéni kyseliny nikotinové z potravni matrice autoklavovanim vzorku ve
vodném roztoku hydroxidu vapenatého dochazi ptiblizné po 2h pfi 121 °C. Nasledné byla
ochlazend smés ziedéna na 50 ml deionizovanou vodou, dikladné promichana

a centrifugovana po dobu 15 minut pii 0 °C. Po pfidani kyseliny §tavelové pro apravu pH
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na 7 a dal$i centrifugaci byl roztok podroben kationtové vyménné chromatografii. Déle
nasledovalo stanoveni kapilarni elektroforézou. Extrakty byly analyzovany 75 cm kapilarni
kolonou z taveného kiemene, jejiz ucinna délka byla 50 cm. Jako pufr zde vystupovala

smés 0,02 M tetraboritanu sodného a 0,02 M hydrogenfosfore¢nanu sodného o pH 9,2.54

Schreiner a spol. pouzili kapilarni elektroforézu pro stanoveni Sesti ve vodé
rozpustnych vitamint (thiamin, riboflavin, pyridoxin hydrochlorid, kyselina pantothenova,
nikotinamid a kobalamin) v nealkoholickych napojich a vitaminovych dopliicich
(na Obrazku 5 muzeme vidét elektroforeogram dvou z nich). Analyza byla provadéna ve
standardni 50 cm Kkapilafe z oxidu kifemicitého a k detekci byl pouzit UV detektor
(A = 214 nm). K separaci byl pouzit boritanovy pufr o pH 8,5. Napéti vloZené na kapilaru
bylo 30 kV a jeji teplota byla udrzovana na 23,8 °C. Byly testovany rtizné koncentrace
boréatu (25, 50, 75, 100 mM) a SDS jako povrchové aktivni latky (0, 5, 10, 15, 20, 25,
30 mM). Kapilara musela byt na za¢atku kazdého dne proplachovana separacnim pufrem
po dobu 30 minut.l*
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Obrazek 5: Déleni vitamint rozpustnych ve vodé v nealkoholickych napojich ve srovnani

se standardy. 1 - nikotinamid; 2 - pyridoxin; 3 - sacharin (vnitini standard)®®

1.2.2.2 MICELARNI ELEKTROKINETICKA KAPILARNI CHROMATOGRAFIE
(MECC)

MECC je stejné ucinna jako CZE, ale ma navic tu vyhodu, ze mize byt aplikovana i na
neiontové latky. Metoda je zaloZena na piidani povrchové aktivniho €inidla do roztoku
nosného elektrolytu, kde dochazi k rozdéleni rozpusténych latek mezi vodnou a micelarni
fazi pti rychlém elektroosmotickém toku. MECC je pouzivana pro déleni riznych skupin

slouCenin a nachazi vyuziti v biomedicinské analyze. Pomoci MECC jsou stanovovany
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rizné 1éky a biologicke latky. Touto metodou lze analyzovat i ve vodé rozpustné vitaminy.
Soucasné bylo stanoveno sedm ve vodé rozpustnych vitamini pomoci UV detekce.
Analyza probihala ptiblizné 20 minut a pro tvorbu micel byl pouzit dodecylsulfat sodny.
Detekce, kterd probihala pfi 254 nm s ethyl p-aminobenzoatem jako vnitinim standardem,

v - PR T v 7 s [31
umoznila reprodukovatelné, citlivé a presné stanoveni.*!

V Japonsku jiz vroce 1988 Fujiwara provedl stanoveni kyseliny nikotinové,
nikotinamidu, kyanokobalaminu, riboflavinu, kyseliny L-askorbové, pyridoxin-
hydrochloridu a thiamin hydrochloridu pomoci MECC. Stanoveni probihalo v 80 cm
dlouhé kapilarni trubici z taveného kiemene, kde vysoké napéti bylo zajiSténo
izotachoforetickym zatizenim IP-2A. Jako surfaktant byl pouzit dodecylsulfat sodny (SDS)
a jako interni standard ethyl-p-aminobenzoat (EAB). K udrzovani pH slouzil fosfatovy
pufr, ktery byl nasledné¢ smichan s SDS. UV detekce byla provedena pomoci detektoru

s proménlivou vlnovou délkou.!

MECC analyza ve vod¢ rozpustnych vitaminii (thiamin, riboflavin, riboflavin-
fosfat, kyselina nikotinova, nikotinamid, pyridoxin, pyridoxal, pyridoxal-5-fosfét,
pyridoxamin, pyridoxamin-5-fosfat, kyanokobalamin) byla provedena také Tsumagarim,
Nishim a Kakimotem. K separaci byla pouzita 65 cm dlouha kiemenna kapilara s vnitinim
primérem 0,05 mm. Jako surfaktanty zde vystupovaly dodecylsulfit sodny (SDS)
a lauroylmethyltaurat sodny (LMT) a jako pufr byl pouzit roztok, ktery vznikl smichanim
0,02 M roztoku dihydrogenfosforecnanu sodného s0,02 M roztokem tetraboritanu
sodného. Detekce UV zafeni probihala pti vinové délce 210 nm. Bylo zjisténo, Ze pro

separaci je lepsi pouzit SDS, protoze dochazi k lep§imu rozdéleni vitaming.*

1.2.2.3 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE (HPLC)

V dnesni dobé je kapalinova chromatografie nejpouzivanéjsi technikou ke

stanoveni niacinu i dalgich vitaming.F!

Niacin mlZe byt v potravinach stanovovan také fluorimetricky vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii s postkolonovou derivatizaci. Tato derivatizace byla navrzena
Inumou, Mawatarim a Watanabem v roce 1991 pro stanoveni nikotinamidu a kyseliny

nikotinové v lidském séru. Diky této derivatizaci nemuselo byt provedeno C¢isténi
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analyzovanych vzork. Tato metoda se vyznacuje velmi dobrou citlivosti
a opakovatelnosti. Byla zde pouzita 150 mm kolona s vnitinim prumérem 4,6 mm
a fluorimetricky detektor. Detektor pracoval pii emisni vinové délce 380 nm a excita¢ni
vlnové délce 322 nm. Separace byla provedena za pokojové teploty pii pritoku 1 ml/min
chromatografii s obracenymi fazemi. Jako mobilni faze byla pouzita smés 0,07 M
dihydrogenfosforecnanu draselného, 0,075 M peroxidu vodiku a 5,1 az 6 M roztok siranu

médnatého. Data byla vyhodnocena provnénim se standardnimi roztoky. %

Sood a kol. pouzili vysokoucinnou kapalinovou chromatografii pro stanoveni
niacinu a niacinamidu v multivitaminovych  pfipravcich. Analyza probihala
pomoci kapalinove chromatografie. Detekce byla provadéna pii 254 nm. Byla pouzita
30 cm kolona z nerezové oceli s vnitinim primérem 4 mm. Tato kolona byla naplnéna
Casticemi oxidu kifemicitého, které byly modifikovany oktadecyltrichlorsilanem.
Standardni roztoky byly pfipraveny jako roztoky niacinamidu ve fosfatovém pufru o pH 6.
Vzorek byl homogenizovan a umistén do odmérné banky (100 ml) s fosfatovym pufrem
o pH 6 a protfepavan po dobu 5 minut. Vzorek byl pfipadné filtrovan a prvnich 10 az 15
ml filtratu bylo jimano. Obsah niacinamidu ve vzorcich byl stanoven pomoci kalibra¢ni
kiivky.B®

1.2.2.4 SPEKTROFOTOMETRICKE STANOVENI

Kyselina nikotinova reaguje s bromkyanem a ostatnimi a- a y-nesubstituovanymi
derivaty pyridinu za vzniku pyridinového iontu. Tento iont dale reaguje s aromatickymi
aminy otevienim pyridinového kruhu za vzniku hnédocerveného zbarveni, které je vhodné
pro spektrofotometrické stanoveni. Spektrofotometrické stanoveni Ize pouzit jako
univerzalni, ale neni specifické, proto je poticba zafadit ke stanoveni nékterou
z chromatografickych délicich technik. Dilezité je take provedeni slepych pokust, které do

jisté miry eliminuji chyby této metody.

Roztok vzorku byl pfipraven smichanim 1 ml extraktu vzorku s 0,5 ml ztedéneho
amoniaku, 5 ml roztoku bromkyanu, 2 ml 10 % roztoku kyseliny sulfanilové a 0,5 ml
ziedéné kyseliny chlorovodikové (1:5). Poté byl obdobnym zptsobem pfipraven standardni
roztok, kde misto 1 ml extraktu vzorku byl pouzit 1 ml standardniho roztoku kyseliny

nikotinové. P této metods je nutné pripravit slepy pokus pro kazdy vzorek i standard.r®
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1.2.25 SPEKTROFOTOMETRICKE STANOVENI PO CHROMATOGRAFICKE
SEPARACI NA TENKE VRSTVE SILIKAGELU

Pii této metod¢ dochdzi k chromatografickému rozdéleni na tenké vrstvé silikagelu
kyseliny nikotinové a nikotinamidu po jejich extrakci. Odpovidajici skvrny se eluuji
a obsah nikotinamidu a kyseliny nikotinové se stanovi spektrofotometricky proméfenim
absorbance pii 264 a 300 nm. Tato metoda je velmi spolehliva a dava velmi dobré
vysledky srovnatelné s mikrobiologickymi testy u vzorkd, které obsahuji okolo 10 az 20

mg daného vitaminu na 100 g vzorku.®®!

1.2.3 STANOVENI KYSELINY PANTOTHENOVE

Stanoveni kyseliny pantothenové je mnohem castéjsi nez stanoveni pantothenatu
vapenatého. Pantothendt vapenaty je vSak stanovovan v nékterych farmaceutickych
pripravcich, jako jsou napt. Sampdny, krémy a gely na vlasy, rizné masti, vlasové toniky ¢i
pletové krémy nebo i multivitaminové tablety.*%*% Dfive bylo stanoveni kyseliny
pantothenové v krvi a tkanich zalozené na mikrobiologickych testech, nyni jsou vSak
pouzivany 1 enzymatické, hmotnostni, spektrometrické a dalSi postupy. Kyselina
pantothenova je stanovovana piedev§im pro tvorbu potravinaiskych tabulek a k tomuto

ucelu byly vyvinuty chemické postupy.[Al]

1.2.3.1 KAPILARNI ZONOVA ELEKTROFOREZA

Pro stanoveni celé fady vitaminti B i1 kyseliny pantothenové v tabletach byla pouZita
metoda kapilarni zonové elektroforézy (CZE). Pti této metod¢ probiha separace Vv kapilaie
z taveného kiemene 0 celkové délce 48,5 cm (40 cm k detektoru) a vnitinim praméru 50
pm. Kapilara musi byt pfed pouzitim vzdy promyta vodou a bazickymi roztoky, nejdiive
1 M NaOH a poté¢ 0,1 M NaOH. Na zacatku kazdého dne byla promyvana jesté separacnim
pufrem po 10 min. Je zde pouzit boratovy pufr o koncentraci 50 mM pti pH 8,5 a latky
jsou detekovany UV detektorem pii 215 nm a pracovnim napéti 25 kV.[*%

V prostiedi fosfatového pufru o koncentraci 60 mmol.I" a pH 7 s piidavkem 10 %
(v/v) methanolu a 60 mM 2-hydroxypropyl-B-cyklodextrinu mohly byt metodou CZE

stanoveny dokonce oba izomery kyseliny pantothenové v nealkoholickém napoji. Celé
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stanoveni probihalo pii teploté 20 °C a napéti 20 kV. Ke spektrofotometrické detekci
dochazelo pti 200 nm. Byla pouzita kapilara ztaveného kiemene o délce 56 cm

a s vnitinim primérem 75 um.[43]

1.2.3.2 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE (HPLC)

Metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie s obracenymi fazemi (RP-
HPLC) Dbyl stanovovan pantothenat vapenaty spoleéné s methylparabenem
a propylparabenem v masti. Byly zkouSeny kolony s riznymi stacionarnimi fazemi, ale u
vétsiny z nich dochazelo ke spole¢né eluci pantothenatu vapenatého s mrtvym objemem
kolony. Nakonec byla pouzita kolona Hypersil ODS o délce 250 mm, vnitinim priméru
4,6 mm a velikosti ¢astic stacionarni faze 5 pm. Jako mobilni faze byla pouzita smés
kyseliny fosforecné a methanolu (35:65 v/v) o pH 2,5. Analyza trvala asi 12 minut pfi
prutoku 0,7 ml za minutu a latky byly detekovany UV detektorem pii vinové délce 214

nm.E%

Metoda RP-HPLC sUV detekci byla pouzita i pro analyzu pantothenatu
vapenatého ve smési vitaminl. K tomuto stanoveni smési vitamind fady B, ale i vitaminu
C, byla pouzita kolona o délce 250 mm, vnitinim praméru 4,6 mm a velikosti ¢astic
stacionarni faze 5 um. Byla zde pouZita gradientova eluce a jako mobilni faze byla pouzita
kyselina trifluorooctova o pH 2,6 a acetonitril. Oddéleni bylo dosazeno béhem 17 minut pti
prutoku 0,8 ml za minutu. Detekce pantothenatu vapenatého probihala pii vinové délce 210

nm.[*4]

RP-HPLC s UV i s MS detekci byla pouzita pro stanoveni kyseliny pantothenové
v lé¢ivych piipravcich. Byla pouZita kolona 0 délce 150 mm, vnitinim priméru 4,6 mm
a velikosti ¢astic stacionarni faze 3 um. Jako mobilni faze zde vystupoval methanol a 0,01
% kyselina trifluoroctova o pH 3.9. Ke spektrofotometrické detekci dochazelo pti vinové

délce 280 nm nebo byl pouzit hmotnostni spektrometr.1**]

1.2.3.3 DIFERENCNI PULZNi VOLTAMETRIE (DPV)

Casto pouzivana metoda pro stanoveni kyseliny pantothenové, pantothenétu
vapenatého a D-panthenolu v nejriznéjsich farmaceutickych a kosmetickych piipravcich je

diferenéni pulzni voltametrie (DPV). Byla pouzita uhlikova pastova elektroda potaZzena
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kobaltem (CPE) ponoiena ve fosfatovém pufru o pH 6,08. Pracovni elektroda byla
vyrobena z PTFE ty¢e o délce 7 mm, ve které se nachazel na jedné strané hluboky otvor
o priuméru 3 mm. Tento otvor byl naplnén uhlikovou pastou pomoci PTFE stérky.
Uhlikova pasta byla vyrobena z 1,2 g grafitového prasku a 0,01 g az 0,03 g oxidu kovu.
Tato smés byla michana po dobu 5 minut, poté bylo ptidano 0,8 g kapalného parafinu
a opét bylo vse potadné promichano. Kvantitativni analyzy probihaly v rezimu diferen¢né-
pulzni voltametrie. Potencial byl ménén v rozmezi 0,0 - 0,7 V versus Ag/AgCl, vyska

pulzu byla 50 mV a rychlost skenovani 10 mVs™.1%

1.2.3.4 BIOSENZORY

Tato technologie byla vyvinuta pro analyzu ve vod¢ rozpustnych vitamin (B, By,
biotin, kyselina listova a kyselina pantothenova), které se nachazeji ve vzorcich kojenecké
vyzivy. Byly prozkoumény parametry jako je opakovatelnost, pfesnost a vyuziti pro
analyzu realnych vzorki.[*! Nejcastéji byla pomoci biosenzori stanovovana kyselina
pantothenova a to nejen v 1é¢ivych ptipravcich, ale také v potravinach jako jsou napf.
ovocné dzusy, mléko, dezerty ¢i ceredlie. Technologie biosenzorli se ukazala jako citliva

a spolehliva metoda,[5:4647]

1.2.4 STANOVENI KYSELINY LISTOVE

Diky velkému mnozstvi ptitomnych forem, omezené stabilité a slozitosti zpisobené
variabilni biologickou dostupnosti, je analyza folatl v potravinach velkou vyzvou. Protoze
se tetrahydrofolaty pfitomné v potravindch velmi snadno oxiduji a nékteré oxidované
formy jsou biologicky neaktivni, je vhodné ptidavat do extrakéniho média redukéni
¢inidlo, kterym je nejCastéji kyselina askorbova. Dale také dochazi kvili slozitosti
folatovych polyglutamat, bezprostiedné po pocateénim extrakénim procesu, ke

zjednoduseni struktury pomoci enzymatické dekonjugace na monoglutamétové formy.[*!

1.2.4.1 KAPILARNI ZONOVA ELEKTROFOREZA (CZE)

Tato metoda byla vyvinuta ke stanoveni kyseliny listové a dalSich ve vod¢
rozpustnych vitaminid (B;, By, B3, Bs, Bg, Bg @ B1g) v multivitaminovych farmaceutickych
piipravcich. Analyza probihala v kapiladfe ztaveného kiemene za konstantniho napéti
20 kV pii teploté¢ 25 °C. Celkova doba analyzy byla 9 minut. Jako pufr byl pouzit
tetraborat o koncentraci 20 mM a pH 9,2. Pro optimalizaci dané metody byly provedeny
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analyzy pfi napéti mezi 10 a 30 kV. Oddé€leni vSech analyti bylo dosazeno pfi nizkém
napéti (10 kV), ale doba analyzy se zvysila na 20 minut. Naopak pii 30 kV byla separace

analytd rychla, ale netipIna. Nakonec byla zvolena hodnota 20 kV.[*®]

1.2.4.2 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE (HPLC)

Ke stanoveni kyseliny listové, ale i kyseliny pantothenové, se vyuziva metoda
kombinujici RP-HPLC a MS s piidavkem radioaktivnich izotopt. Byla pouzita kolona
0 délce 250 mm s vnitinim primérem 4,6 mm a s velikosti ¢astic stacionarni faze 5 um.
Detekce byla provedena pomoci hmotnostniho spektrometru. Tato metoda se vyznacuje
velmi vysokou citlivosti. Byla zde pouzita gradientova eluce, mobilni faze byla tvofena

acetonitrilem a vodnym roztokem kyseliny mravendi o koncentraci 0,1 %.!

Dalsim zplisobem stanoveni kyseliny listové a ostatnich ve vodé rozpustnych
vitamin je ultra vysokoucinna kapalinovd chromatografie standemovou hmotnostni
spektrometrii (UHPLC-MS/MS). Tato metoda byla pouzita pro stanoveni téchto vitaminQ
v multivitaminovych doplitkovych tabletich. MS/MS bylo pouzito pro nejlepsi citlivost
a selektivitu ve zvoleném rezimu. Pro lepsi kvantifikaci byl pouzit izotopové znaceny
vnitini standard. Byla zde pouzita gradientova eluce. Chromatograficka separace byla
provedena na kolon¢ (2,1 x 150 mm) s velikosti ¢astic 3 um. Prutok byl nastaven na 0,6

ml/min a teplota kolony na 15 °C.1*%!

Kyselina listova a dalSich 13 ve vodé rozpustnych vitamini mize byt stanoveno
pomoci spojeni kapalinové chromatografie a tandemové hmotnostni spektrometrie
(LC/MS/MS) s elektrosprejem (ESI) v nejrtiznéjsich potravinovych matricich. Tato metoda
je jednoducha, rychla a citliva. Analyty byly oddéleny pomoci kapalinové chromatografie
s obracenymi fazemi. Separace byla provedena na koloné o délce 25 cm, vnitinim priaméru
4,6 mm s velikosti ¢astic 5 um. K detekci byl pouzit hmotnostni spektrometr s trojitym

kvadrupdlem.

Pro soucasné stanoveni vitamini fady B (B, B,, Bs, Biz, kyseliny nikotinové,

nikotinamidu a kyseliny listové byla pouzita metoda chromatografie iontovych para s UV

detekci. Pro urychleni analyzy byla pouzita gradientova eluce. V mlééné détské vyzivé
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byly tyto vitaminy analyzovany stejnou metodou s vyjimkou detekce, ta byla v tomto

w1 « ¢ [15
piipadé fluorescenéni.™

1.2.4.3 CHEMILUMINESCENCE

Pro stanoveni kyseliny listové pomoci chemiluminescence ve farmaceutickych
ptipravcich byla popsana metoda prutokové injek¢éni analyzy (FIA). Tato metoda je
zaloZena na reakci kyseliny listové s Ru(bipy)s** a Ce (IV) za vzniku chemiluminescence.
K priutokové injekéni analyze byly pouzity dvé peristaltické pumpy, cerpadlo,
Sestistupniovy vstiikovaci ventil a spektrofluorimetr s prato¢nou komorou. Byla

zaznamenavana intenzita luminiscence vs. ¢as.®!

1.2.4.4 MIKROBIOLOGICKE TESTY

V péti druzich bilého vina a osmi druzich cervené¢ho vina byl stanovovan folat
a dal$i ve vod¢ rozpustné vitaminy (thiamin, riboflavin, niacin, biotin, pantothenat, vitamin
C, vitamin Bj, a vitamin Bg). Bylo zjisténo, Ze v Cervenych vinech se nachazeji vyssi
obsahy stanovovanych vitaminli (kromé& pantothenatu) nez ve vinech bilych. V Cervenych
vinech hraje vyznamnou roli hlavné riboflavin, niacin a vitamin Bg. Urovein folatd ve
vinech byla jest¢ niz§i nez u ptedchozich studii. Castor vroce 1953 zkoumal zmény
zpusobené fermentaci u hroznovych mosti. Bylo zjisténo, ze obsah riboflavinu se zvysuje,
obsah pantothenétu obvykle klesa, obsah vitaminu Bg je mirné sniZzen a biotin je témé&f
ztracen. Zatimco thiamin a pantothenat se ztraceji béhem procesu vinifikace, riboflavin
a kyselina listova klesa béhem extrakce mostu. Béhem pétiletého starnuti vina doslo ke
ztraté 36 % riboflavinu a 45 % pantothenatu. Folat byl analyzovan pomoci Lactobasillus

casei a pantothenét s niacinem byly stanoveny za pouziti testi Lactobacillus plantarum.®?
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 POUZITE CHEMIKALIE

Vsechny chemikalie, které byly v laboratofi pouzity, byly uréené pro analyzu (p.
a.). K ptipravé standardnich roztokl byl pouzit pantothenat vapenaty (SIGMA-Aldrich),
kyselina listovd (SIGMA-AIdrich) a kyselina nikotinova (SIGMA-AIdrich). Pro piipravu
elektrolytového systému byl pouzit histidinchlorid (Reanal), histidin (Serva), kyselina
morfolinethansulfonova (Serva), kyselina octova (Lach:ner) a kyselina chlorovodikova

(Lach:ner). Dale byl pouzit hydroxid sodny (PENTA) k alkalizaci kyseliny listové.

2.2 VZORKY

Jako realné vzorky byly pouzity vitaminoveé tablety B-komplex (Generica),
B-komplex (Zentiva), B-komplex Forte (Dr. Max), Biosil (Naturvita), Acidum Folicum
(Zentiva). Vsechna tato 1éCiva byla zakoupena Vv 1ékarné. Vzorek s obsahem kyseliny
nikotinové nebyl k dispozici, jelikoZz ve vétsiné€ preparatl je vitamin B pfitomen ve formé

nikotinamidu.

- i
B-komplex Vzorek 1
BKOMPIEX vl 20

I GENERICA

Dostupné z: https://www.drmax.cz/b-komplex-forte-generica-tbl-20

SloZeni:

thiamin mononitrat (10 mg), riboflavin (10 mg), pyridoxin hydrochlorid (10 mg),
pantothenat véapenaty (40 mg), nikotinamid (50 mg), kyselina listova (1 mg),
kyanokobalamin (10 ug), D-biotin (0,5 mg)

pomocné latky — hydrogenfosfore¢nan vapenaty dihydrat, mikrokrystalicka celuloza,
maltodextrin, kroskarmeloza, polydextroza, stearan hofecnaty, mastek,

hydroxypropylmetylceluldza, oxid titani¢ity, zluty a ¢erveny oxid Zeleza
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s Vzorek 2
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i O
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Dostupné z: https://www.magister.sk/produkt/detail/produkty-od-a-po-z/b-komplex-
leciva-30tbl/

SloZeni:

thiamin hydrochlorid (2 mg), riboflavin (2 mg), pyridoxin hydrochlorid (1 mg),
nikotinamid (20 mg), kyselina pantothenova (3 mg)

pomocneé latky — monohydrat laktozy, kukufi¢ny $krob, Zelatina, stearan vapenaty, mastek,
sachardza, oxid titani€ity, sodna sl karamelozy, tekuty parafin, oxid kfemicity, zloutkova

zIut', bily a karnaubsky vosk, tuk z ov¢i viny (lanolin)

B-komplex Forte

Vzorek 3
Na znizenie inavy a vycerpania

Naplet a viasy
Na spravnu funkdiu nervového systému

Dostupné z: https://vitaminy-a-mineraly.heureka.sk/dr-max-b-komplex-forte-20-tabliet/

SloZeni:

nikotinamid (50 mg), kyselina pantothenova (25 mg), thiamin mononitrat (15 mpg),
riboflavin (15 mg), pyridoxin hydrochlorid (10 mg), biotin (0,5 mg)

pomocné latky — mikrokrystalicka celuléza, hypromeldza, polyvinylalkohol,
polyethylenglykol 4000, talek, polydextréza, oxid kiemicity, zesitovana stl

karboxymethylcelulézy, oxid titani¢ity, hofe¢naté soli mastnych kyselin, oxidy Zeleza
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Vzorek 4

Dostupné z: http://www.vlasy.info/leky/biosil-plus/

SloZeni:
biotin (150 pg), kyselina pantothenova (6 mg), oxid kiemicity (15 mg), zinek (10 mg)

Vzorek 5

Dostupné z: https://www.lekarna-doktorka.cz/8594739010253-acidum-folicum-drg-
30x10mg-leciva

SloZeni:

kyselina listova (10 mg)

pomocné latky — monohydrat laktosy, sacharéza, kukufiény Skrob, zelatina, mastek,
kalcium-stearat, oxid titaniCity, sodna sul karmelosy 20, arabska klovatina, Zluty oxid

zelezity, smés bilého a karnaubského vosku
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2.3 PRIPRAVA STANDARDNICH ROZTOKU

2.3.1 KYSELINA NIKOTINOVA

0,01 M roztok kyseliny nikotinové

Na analytickych vahach bylo navazeno 0,123 g kyseliny nikotinové. Navazka byla
kvantitativné pievedena do 100 ml odmérné baniky a doplnéna po rysku destilovanou
vodou.

0,001 M roztok kyseliny nikotinové
Bylo odpipetovano 10 ml 0,01 M roztoku kyseliny nikotinové do 100 ml odmérné

barnky, ktera byla doplnéna destilovanou vodou po rysku.

0,0001 M roztok kyseliny nikotinove

Z 0,001 M roztoku kyseliny nikotinové bylo do odmérné bariky o objemu 50 ml
odebrano 5 ml. Nasledné byl roztok doplnén po rysku destilovanou vodou.
0,0002 M roztok kyseliny nikotinove

Bylo odpipetovano 10 ml z 0,001 M roztoku kyseliny nikotinové do 50 ml odmérné
baiiky. Tento roztok byl doplnén destilovanou vodou po rysku.
2.3.2 PANTOTHENAT
0,01 M roztok pantothenatu

0,238 g pantothendtu bylo navazeno na analytickych vahach, kvantitativné
ptevedeno do 100 ml odmérné bainky a doplnéno po rysku destilovanou vodou.
0,001 M roztok pantothenatu

Bylo odpipetovano 10 ml 0,01 M roztoku pantothenatu do 100 ml odmérné baiky.
Tato batika byla nasledné doplnéna po rysku destilovanou vodou.
0,0001 M roztok pantothenatu

Z roztoku pantothenatu o koncentraci 0,001 M bylo do 50 ml odmérné banky
odebrano 5 ml. Tento roztok byl poté dopInén destilovanou vodou po rysku.
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0,0002 M roztok pantothenatu

Z 0,001 M standardniho roztoku pantothenatu bylo odpipetovano 10 ml do 50 ml

odmérné banky. Roztok byl doplnén po rysku destilovanou vodou.

2.3.3 KYSELINA LISTOVA

0,01 M roztok kyseliny listove

Bylo navazeno 0,441 g kyseliny listové, poté byla navdzka kvantitativné pfevedena
do 100 ml odmérné banky. Nasledné€ byl roztok doplnén po rysku destilovanou vodou.
0,001 M roztok kyseliny listové

Bylo odpipetovano 10 ml 0,01 M roztoku kyseliny listové do 100 ml odmérné
barky, kterd byla doplnéna destilovanou vodou po rysku.
0,0001 M roztok kyseliny listové

Ze standardniho roztoku kyseliny listové o koncentraci 0,001 M, jehoz piiprava
byla jiz popsana, bylo do odmémé baiky o objemu 50 ml odebrano 5 ml. Roztok byl

doplnén destilovanou vodou po rysku.

0,0002 M roztok kyseliny listové

Z 0,001 M roztoku kyseliny listové, jehoz ptiprava byla jiz popsana, bylo do
odmérné bainky 0 objemu 50 ml odpipetovano 10 ml. Takto pfipraveny roztok byl doplnén

po rysku destilovanou vodou.

2.4 PRIPRAVA KALIBRACNICH ROZTOKU

Kyselina nikotinova

Na analytickych vahach bylo navazeno 130 mg kyseliny nikotinové, ptevedeno do
100 ml odmérné banky a doplnéno po rysku destilovanou vodou. Takto pfipraveny roztok
byl pfed méfenim ziedén 1000x (10,6 pmol/l, 1,3 mg/l), 400x (26,4 pmol/l, 3,25 mg/l),
200x (52,8 pmol/l, 6,5 mg/l), 100x (105,6 pmol/l, 13 mg/l), 50x (211,2 umol/l, 26 mg/l)
a 25x (422,4 pmol/l, 52 mg/l). Tyto roztoky byly proméfeny v aniontovem elektrolytovém
systému s vedoucim roztokem o pH 6,2.
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Pantothenat

Do 100 ml odmérné banky bylo ptevedeno 232,3 mg pantothenéatu, ktery byl
navazen na analytickych vahach. Odmérna banka byla doplnéna po rysku destilovanou
vodou. Tento roztok byl pfed méfenim ziedén 200x (48,8 pmol/l, 11,6 mg/l), 100x
(97,3 umol/l, 23,2 mg/l), 50x (194,6 umol/l, 46,4 mg/l) a 25x (389,2 pumol/l, 92,8 mg/l).

Takto ptipravené roztoky byly proméfeny v aniontovém elektrolytovém systému.

Kyselina listova

448,3 mg kyseliny listové bylo navazeno a pfevedeno do 100 ml odmérné bariky,
poté byl ptidavan roztok hydroxidu sodného, dokud nedoslo k vycefeni roztoku. Nakonec
bylo vSe doplnéno po rysku destilovanou vodou. Takto pfipraveny roztok byl pted
méfenim ziedén 1000x (10,1 pmol/l, 4,48 mg/l), 400x (27,8 umol/l, 11,2 mg/l), 200x
(55,5 umol/l, 22,4 mg/l), 100x (101 pmol/l, 44,8 mg/l), 50x (202 umol/I, 89,6 mg/l) a 25x
(404 pmol/l, 179,2 mg/l). Tyto roztoky byly proméfeny v aniontovem elektrolytovém

systému.

2.5 PRIPRAVA ROZTOKU VZORKU

Vzorek 1: Jedna tableta B-komplexu od firmy Generica byla rozdrcena v achatové
tieci misce, kvantitativné pifevedena do 50 ml odmérné banky a doplnéna destilovanou
vodou po rysku. Pfed samotnou analyzou byl takto ptipraveny roztok zfedén 20x. Poté byl
pfipraven roztok vzorku se standardnim piidavkem pantothenatu a kyseliny listové
pfipraveny smichanim 0,25 ml pdvodniho nefedéného roztoku vzorku s25 pl roztoku
standardu o koncentraci 4,8 g/l (navySeni koncentrace o 24 mg/1), poté bylo vSe doplnéno

destilovanou vodou na 5 ml.

Vzorek 2: V achatové tieci misce byla rozdrcena jedna tableta B-komplexu od
firmy Zentiva, kvantitativné pfevedena do 50 ml odmérné banky a doplnéna destilovanou
vodou po rysku. Takto ptipraveny roztok byl ziedén 10x. Dale byl pfipraven roztok vzorku
se standardnim ptidavkem pantothendtu pfipraveny smichanim 0,5 ml puavodniho
netedéného roztoku vzorku s 25 ul roztoku standardu o koncentraci 2,05 g/l (navySeni

koncentrace 0 10,23 mg/l), poté bylo v§e doplnéno destilovanou vodou na 5 ml.
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Vzorek 3: Tableta B-komplexu Forte od firmy Dr. Max byla vloZena do achatové
tfeci misky, rozdrcena, kvantitativné pievedena do 50 ml odmérné banky a doplnéna
destilovanou vodou po rysku. Pied samotnou analyzou byl tento roztok ziedén 10x. Poté
byl piipraven roztok vzorku se standardnim pfidavkem pantothenatu pfipraveny
smichanim 0,5 ml pavodniho netfedéné¢ho roztoku vzorku s25 pl roztoku standardu
0 koncentraci 2,05 g/l (navySeni koncentrace o 10,23 mg/l), vse bylo doplnéno

destilovanou vodou na 5 ml.

Vzorek 4: Jedna tableta Biosilu Plus od firmy Naturvita byla rozdrcena v achatové
tieci misce, kvantitativné pifevedena do 50 ml odmérné banky a doplnéna destilovanou
vodou po rysku. Roztok byl pted samotnou analyzou zfedén 5x. Dale byl pfipraven roztok
vzorku se standardnim ptidavkem pantothendtu ptipraveny smichanim 1 ml ptivodniho
nefedéného roztoku vzorku s 25 pl roztoku standardu o koncentraci 2,05 g/l (navySeni

koncentrace 0 10,23 mg/l), poté bylo v§e doplnéno destilovanou vodou na 5 ml.

Vzorek 5: V achatové tieci misce byla rozdrcena jedna tableta Acidum Folicum od
firmy Zentiva, kvantitativné pfevedena do 50 ml odmérné banky a doplnéna destilovanou
vodou po rysku. Takto pfipraveny roztok byl pied samotnou analyzou zfedén 10x. Byl
pfipraven roztok vzorku se standardnim piidavkem kyseliny listové pfipraveny smichanim
0,5 ml ptivodniho nefedéného roztoku vzorku s 25 pl roztoku standardu o koncentraci 8,82
g/l (navySeni koncentrace o 44,1 mg/l), poté bylo vSe doplnéno destilovanou vodou na

5ml.

2.6 PRISTROJE A ZARIZENI

Elektroforeticky analyzator EA 102, Villa Labeco, Slovensko
Laboratorni pH metr Sentron, Nizozemi

Magnetické michadlo Fisher Scientific, CR

Analytické vahy KERN ABT 120-4M, KERN a Sohn Gmbh, Némecko
Ultrazvukova lazen K2, KRAINTEK s. r. 0., Slovensko

Pipety Biohit a Finnpipette

Obmérné baiiky, kadinky, teplomér
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K méfeni byly pouzivdny dva stejné izotachoforetické analyzétory s rtiznymi
kolonami. Jednd se o dvoukolonové elektroforetické analyzatory EA 102 (VILLA
LABECO, Spisska Nova Ves, Slovensko). Prvni z nich m¢l piedseparacni kolonu dlouhou
160 mm o praméru 0,8 mm a jeho analyticka kolona byla dlouhd 160 mm a méla pramér
0,3 mm. Druhy z elektroforetickych analyzatort se lisil jen délkou predseparacni kolony,
ktera byla 90 mm. Na konci kazdé kolony byl zabudovan vodivostni detektor. VVzorky byly
vnaSeny davkovacim kohoutem. Vyhodnoceni i fizeni analyzy bylo provadéno pomoci

pocitacového programu ITPPro.

2.7 POUZITE ELEKTROLYTOVE SYSTEMY

Vedouci elektrolyt: 0,01 M histidinchlorid + histidin (pH 6,2)
Vedouci elektrolyt (leading) byl pfipraven navazenim 1,0485 g histidinchloridu do
500 ml odmérné banky a doplnénim po rysku destilovanou vodou. Poté bylo pH roztoku

upraveno na hodnotu 6,2 pomoci piidavku pevného histidinu.

Koncovy elektrolyt: 0, 01 M kyselina 2-morfolinethansulfonova (MES)
Koncovy elektrolyt (terminator) byl pfipraven navazenim 0,7808 g kyseliny 2-
morfolinethansulfonové do 400 ml odmérné bariky a doplnénim po rysku destilovanou

vodou.

2.8 PODMINKY ANALYZY

Izotachoforetickd analyza byla uskute¢néna v aniontovém rezimu. V piipadé
méfeni vzorkd probihala na obou kolonach. Hnaci proud byl nastaven na ptedseparaéni
kolon¢ na 250 pA a na analytické koloné 50 pA a pted detekci byl snizen na 30 pA. Pii
zkouskach stability byla pouzivana pouze piedsepara¢ni kolona, kde byl hnaci proud
nastaven na 250 pA.
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2.9 VYHODNOCENI EXPERIMENTALNICH DAT

Relativni vyska signélu tzv. RSH byla pouzita pro vyhodnoceni jednotlivych dat.

Vypocita se podle vzorce:

RSH= — -1
SH = — 100

kde L je velikost signalu vedouciho elektrolytu, T je velikost signalu koncového
elektrolytu a S je velikost signalu analyzovaného iontu.

3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 VOLBA OPTIMALNIHO ELEKTROLYTOVEHO SYSTEMU

Prvnim Ukolem v experimentalni ¢asti prace bylo zjistit, jaky elektrolytovy systém
bude nejvhodngjsi k analyze vitamind aniontového charakteru (tj. kyseliny nikotinové,
pantothenatu a kyseliny listové). Cilem bylo najit takovy elektrolytovy systém, ve kterém,
by bylo moZzné stanovit v§echny zminéné vitaminy bé¢hem jedné analyzy. Byly zkouSeny
elektrolytové systémy s vedoucim elektrolytem o rtizném pH v rozmezi od 5,2 do 6,4.
Problémem vétSiny elektrolytovych systémii bylo to, Ze rychlost migrace kyseliny
nikotinové a kyseliny listové byla stejnd, tudiz nedochazelo k jejich rozdéleni. K tspésné
separaci vSech tii vitamint doslo pouze v elektrolytovém systému s vedoucim elektrolytem

0 pH 6,2. Proto byl tento systém pouzivan k dal§im analyzam.
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Graf 1: Vliv pH na separaci analyzovanych vitamind, A — samotny vitamin, B — vitamin
analyzovany ve smési. Nad grafem se nachazeji zaznamy analyz pii pH 5,2; 5,4; 5,6;

5,8; 6,0; 6,2 a 6,4 s oznacenymi zé6nami.

3.2 KALIBRACNI ZAVISLOST

Ke zjisténi kalibrac¢nich zavislosti jednotlivych vitamint byla proméfena fada jejich
standardi. Méfeni byla provedena na obou kolonach — predseparacni i analytické. Byly
zhotoveny dvé kiivky, jedna pro latkovou a jedna pro hmotnostni koncentraci. Kalibra¢ni
kiivky s rovnicemi regrese jsou uvedeny v Grafu 2 a 3. Vysledky meéfeni jsou

zaznamenany v Tabulce 12 a 13, které se nachazeji v piilohach.
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Graf 2: Kalibra¢ni kiivka za pouziti latkové koncentrace
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Graf 3: Kalibra¢ni kiivka za pouziti hmotnostni koncentrace

3.3 MEZ DETEKCE A MEZ STANOVENI

Jako mez stanoveni pro analyzu byla zvolena koncentrace, ktera se projevuje zénou
0 délce 1 sekunda a mez detekce méla obdobné délku zony 0,33 sekund (tfetina meze
stanoveni). Ze smérnice kalibra¢ni ktivky dosazenim piislusnych délek zoén byly

vypocteny koncentrace odpovidajici mezi detekce a mezi stanoveni. Zjisténé meze detekce

a stanoveni danych vitamind jsou uvedeny v Tabulce 4.
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Tabulka 4: Mez detekce a mez stanoveni

Kyselina Pantothenat Kyselina listova
nikotinova
mez detekce (umol/Il) 1,38 1,22 0,91
mez detekce (mg/l) 0,17 0,29 0,4
mez stanoveni (umol/l) 4,13 3,65 2,7
mez stanoveni (mg/l) 0,51 0,87 1,21

3.4 REPRODUKOVATELNOST METODY

Pro zjisténi reprodukovatelnosti, charakterizované relativni smérodatnou odchylkou
(RSD), bylo provedeno pét méfeni standardnich roztokti o koncentraci 0,1 mmol/l.
Relativni smérodatna odchylka byla vypoéitana podélenim smérodatné odchylky
pramérnou hodnotou délky zény, kdy smérodatna odchylka byla ziskdna pomoci programu
Microsoft Office Excel 2007. Relativni smérodatna odchylka byla nasledné vyndsobena
stem, aby byla ziskdna hodnota v procentech. Vysledky méfeni reprodukovatelnosti

metody jsou uvedeny v Tabulce 5.

Tabulka 5: Reprodukovatelnost metody

w kyselina kyselina pantothenat
méFeni nikotinova listova vapenaty

1 16,18 91,66 28,44
2 16,87 86,78 28,41
3 15,96 87,17 29,79
4 15,85 86,98 30,84
5 16,54 88,49 29,63
primér (s) 16,28 88,22 29,42
smérodatna odchylka (s) 0,42 2,04 1,02
reprodukovatelnost (%) 2,59 2,31 3,47

3.5 VYTEZNOST METODY

Kyselina nikotinova

Pro zjisténi vytéznosti byly postupné promeéteny tfi roztoky. Prvni roztok vznikl
odpipetovanim 2 ml standardniho roztoku o koncentraci 675 mg/l do 50 ml odmérné
banky. Roztok byl dopInén po rysku destilovanou vodou. Koncentrace kyseliny nikotinové

Vv tomto roztoku ¢inila 27 mg/l. Dale byl proméfen druhy roztok vznikly smichanim 2 ml
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standardniho roztoku o koncentraci 675 mg/l a 1 ml roztoku o koncentraci 665 mg/l
(1. standardni ptidavek) do 50 ml odmérné banky. To vSe bylo doplnéno destilovanou
vodou po rysku. Celkova koncentrace kyseliny nikotinové ve druhém roztoku ¢inila 40,3
mg/l (koncentrace standardniho pfidavku 13,3 mg/1). Tieti roztok tvorily 2 ml standardniho
roztoku o koncentraci 675 mg/l a 2 ml roztoku o koncentraci 665 mg/l (2. standardni
ptidavek) v 50 ml odmérné bance, ktera byla doplnéna po rysku destilovanou vodou.
Celkova koncentrace kyseliny nikotinové ve tietim roztoku ¢inila 53,6 mg/l (koncentrace
standardniho ptidavku 26,6 mg/l). Nakonec byla sestrojena zavislost délek zon na
koncentraci standardniho ptidavku (Graf 4) a zrovnice regrese byla vypocitana
koncentrace modelového roztoku 26,8 + 0,1 mg/l. Vysledky vytéZznosti kyseliny nikotinové

jsou zaznamenany v Tabulce 14, ktera se nachazi v piilohach.
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Graf 4: Zavislost délky zony na koncentraci standardniho ptidavku kyseliny nikotinové

Pantothenat

K vypoctu vytéznosti byly postupné prométeny tii roztoky. Prvni roztok vznikl
odpipetovanim 2 ml standardniho roztoku o koncentraci 1180 mg/l do 50 ml odmérné
banky. Roztok byl doplnén po rysku destilovanou vodou. Koncentrace pantothenatu
V tomto roztoku €inila 47,2 mg/l. Déle byl prométen druhy roztok vznikly smichanim 2 ml
standardniho roztoku o koncentraci 1180 mg/l a 1 ml roztoku o koncentraci 1055 mg/I
(1. standardni ptidavek) do 50 ml odmérné baniky. To vse bylo doplnéno destilovanou
vodou po rysku. Celkova koncentrace pantothenatu ve druhém roztoku ¢inila 68,3 mg/l
(koncentrace standardniho ptidavku 21,1 mg/l). Tfeti roztok tvofily 2 ml standardniho
roztoku o koncentraci 1180 mg/l a 2 ml roztoku o koncentraci 1055 mg/l (2. standardni

pridavek) v 50 ml odmérné bance, ktera byla doplnéna po rysku destilovanou vodou.
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Celkova koncentrace pantothenatu ve tfetim roztoku cinila 89,4 mg/l (koncentrace
standardniho ptidavku 42,2 mg/1). Poté byla sestrojena zavislost délek z6n na koncentraci
standardniho piidavku (Graf 5) a zrovnice regrese byla vypocitana koncentrace
modelového roztoku 50,5 £ 0,7 mg/l. Vysledky vytéznosti pantothenatu jsou zaznamenany

v Tabulce 15, kterd se nachazi v piilohach.
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Graf 5: Zavislost délky zony na koncentraci standardniho pfidavku pantothenatu

Kyselina listova

Pro zjisténi vytéznosti byly postupné prométeny tii roztoky. Prvni roztok vznikl
odpipetovanim 2 ml standardniho roztoku o koncentraci 1145 mg/l do 50 ml odmérné
baiiky. Roztok byl doplnén po rysku destilovanou vodou. Koncentrace kyseliny listové
v tomto roztoku ¢inila 45,8 mg/l. Dale byl prométfen druhy roztok vznikly smichdnim 2 ml
standardniho roztoku o koncentraci 1145 mg/l a 1 ml roztoku o koncentraci 2260 mg/I
(1. standardni ptidavek) do 50 ml odmérné banky. To vSe bylo doplnéno destilovanou
vodou po rysku. Celkova koncentrace kyseliny listové ve druhém roztoku ¢inila 91 mg/l
(koncentrace standardniho ptfidavku 45,2 mg/l). Tteti roztok tvofily 2 ml standardniho
roztoku o koncentraci 1145 mg/l a 2 ml roztoku o koncentraci 2260 mg/l (2. standardni
ptidavek) v 50 ml odmérné bance, ktera byla doplnéna po rysku destilovanou vodou.
Celkova Kkoncentrace kyseliny listové ve tfetim roztoku cinila 136,2 mg/l (koncentrace
standardniho piidavku 90,4 mg/1). Dale byla sestrojena zavislost délek zon na koncentraci
standardniho piidavku (Graf 6) a zrovnice regrese byla vypocitana koncentrace
modelového roztoku 43,9 + 0,1 mg/l. Vysledky vytéznosti kyseliny listové jsou

zaznamenany v Tabulce 16, ktera se nachazi v ptilohach.
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Graf 6: Zavislost délky zony na koncentraci standardniho piidavku kyseliny listové

3.6 ANALYZA REALNYCH VZORKU

Vzorek 1: B-komplex od firmy Generica byl proméfen nejdiive bez standardniho
piidavku a poté i se standardnim ptidavkem (piiprava viz kapitola 2.5). V tomto vzorku byl
analyzovan obsah pantothenatu a kyseliny listové, kyselina nikotinova nebyla v preparatu
ptitomna. Hodnoty délek zon a smérodatnych odchylek se nachazeji v ptiloze v Tabulce
17. Obsahy pantothenatu a kyseliny listové v tableté¢ deklarované vyrobcem a zjisténé

obsahy bez i se standardnim pfidavkem jsou zaznamenany v Tabulce 6 a 7.

Tabulka 6: Deklarovany a zjistény obsah pantothenatu v tableté B-komplexu od firmy

Generica
B-komplex (Generica) | mnoZstvi pantovthenétu relativni mnozstvi
v tableté
udavano vyrobcem 40,0 mg -
kalibraéni kiivka 43,6 + 0,7 mg 1090+1.8%
st. piidavek 37,4+0,4mg 935+10%
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Generica

Tabulka 7: Deklarovany a zjistény obsah kyseliny listové v tableté B-komplexu od firmy

B-komplex (Generica)

mnoZzstvi kyseliny
listové v tableté

relativni mnoZstvi

udavano vyrobcem 1 mg -
kalibracni kiivka 0,9+ 0,1 mg 90,0+1,8%
st. pridavek 0,9+ 0,1 mg 90,0+ 1,0%

Vzorek 2: B-komplex od firmy Zentiva byl proméfen nejdiive bez standardniho
piidavku a poté i se standardnim piidavkem (piiprava viz kapitola 2.5). VV tomto vzorku byl
stanovovan pouze obsah pantothendtu. Hodnoty délek zon a smérodatnych odchylek se
nachazeji v pfiloze v Tabulce 17. Obsah kyseliny pantothenové v tableté deklarovany

vyrobcem a zji$téné obsahy bez i se standardnim piidavkem jsou zaznamenany v Tabulce
8.

Tabulka 8: Deklarované a zjisténé obsahy kyseliny pantothenové v tableté B-komplexu od

firmy Zentiva

B-komplex (Zentiva) | mnozZstvi v tableté | relativni mnozstvi

udavano vyrobcem 3,0 mg -
kalibrac¢ni kiivka 3,1+0,1 mg 103,3+3,3%
st. pridavek 2,9+0,1 mg 93,5+3,3%

Vzorek 3: B-komplex od firmy Dr. Max byl prométen nejdiive bez standardniho
ptidavku a poté i se standardnim ptidavkem (pfiprava viz kapitola 2.5). V tomto vzorku byl
stanovovéan obsah kyseliny pantothenové. Hodnoty délek zon a smérodatnych odchylek se
nachazeji v ptiloze v Tabulce 17. Obsah kyseliny pantothenové v tableté deklarovany
vyrobcem a zjisténé obsahy bez i se standardnim piidavkem jsou zaznamenany

v Tabulce 9.
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Tabulka 9: Deklarované a zjisténé obsahy kyseliny pantothenové v tableté B-komplexu
Forte od firmy Dr. Max

B-komplex Forte (Dr. Max) | mnoZstvi v tableté | relativni mnoZstvi

udavano vyrobcem 25,0 mg -
kalibra¢ni kiivka 27,6 0,1 mg 110,4 + 0,4 %
st. pridavek 24,0 +0,1 mg 96,0+ 0,4 %

Vzorek 4: Biosil Plus od firmy Naturvita byl proméfen nejdiive bez standardniho
piidavku a poté i se standardnim piidavkem (pfiprava viz kapitola 2.5). V tomto vzorku
byla z hodnocenych vitamint pfitomna pouze Kyselina pantothenova. Hodnoty délek zon
a smérodatnych odchylek se nachazeji v piiloze v Tabulce 17. Obsah kyseliny
pantothenové deklarovany vyrobcem a zjisténé obsahy bez i se standardnim piidavkem

jsou zaznamenany v Tabulce 10.

Tabulka 10: Deklarované a zjisténé obsahy kyseliny pantothenové v tableté Biosilu Plus

od firmy Naturvita

Biosil Plus (Naturvita) | mnoZstvi v tableté | relativni mnozZstvi

udavano vyrobcem 6,0mg -
kalibra¢ni kiivka 6,3 + 0,4 mg 105,0 £ 6,7 %
st. piidavek 6,3+ 0,2 mg 105,0 + 3,3 %

Vzorek 5: Acidum folicum od firmy Zentiva byl proméfen nejdiive bez
standardniho pfidavku a poté i1 se standardnim piidavkem (pfiprava viz kapitola 2.5).
V tomto vzorku byl stanoven obsah kyseliny listové. Hodnoty délek zon a smérodatnych
odchylek se nachazeji v ptiloze v Tabulce 16. Obsah kyseliny listové deklarovany
vyrobcem a zjisténé obsahy bez i se standardnim piidavkem jsou zaznamenany v Tabulce
11.
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Tabulka 11: Udavané a zjisténé koncentrace kyseliny listové v Acidum folicum od firmy

Zentiva
Acidum Folicum mnozstvi v tableté | relativni mnoZstvi
udavano vyrobcem 10,0 mg -
kalibracéni kiivka 12,6 +0,7 mg 126,0+ 7,0 %
st. pridavek 9,4+0,2mg 940+2,0%

3.7 ZKOUSKY STABILITY VITAMINU

3.7.1 STANI ZA LABORATORNI TEPLOTY
Kyselina nikotinova

Po piipraveé 0,001 M roztoku kyseliny nikotinové byla ¢ast roztoku odlita do kadiny
a promé&fena, zbytek byl nechan stat. Poté byl roztok prométovan po 12, 24, 48, 60, 80,
120, 160, 200, 240 a 280 minutach. Nakonec byl vytvoien graf zavislosti vytéZnosti na
Case (Graf 7), kde vytéznost byla vypocitana z délky zony vitaminu zméfené v ur¢itém
Case podélené délkou zoOny v case piipravy a vynasobené stem, aby byl vysledek

v procentech. Vysledky méfeni jsou uvedeny v Tabulce 18, ktera se nachazi v pilohach.
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Graf 7: Zavislost vytéZznosti na Case pii stani roztoku Kyseliny nikotinové za laboratorni

teploty
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Tento roztok byl nechan stat jest¢ dalSich 21 dni a po tydnu byl vzdy proméfen
stejnym zpisobem. Byl opét vytvoien graf zavislosti vytéZnosti na ¢ase (Graf 8). Vysledky

méfeni jsou uvedeny v Tabulce 21, kterd se nachazi v pfilohach.
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Graf 8: Zavislost vytéznosti na ¢ase pii stani roztoku kyseliny nikotinove za laboratorni

teploty po 21 dni

Pantothenat

0,001 M roztok pantothenatu byl ihned po jeho ptipravé proméien tak, Zze Cast
roztoku byla odlita do kadiny a proméfena, zbytek byl nechan stat. Poté byl roztok
promé&fovan po 12, 24, 48, 60, 80, 120, 160, 200, 240 a 280 minutach. Nakonec byl
vytvoren graf zavislosti vytéznosti na ¢ase (Graf 9), kde vytéznost byla vypocitana stejné
jako v ptipad¢ kyseliny nikotinové. Vysledky méfeni jsou uvedeny v Tabulce 19, ktera se

nachazi v ptilohach.
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Graf 9: Zavislost vytéznosti na ¢ase pii stani roztoku pantothenatu za laboratorni teploty

Tento roztok byl nechéan stat jest¢ dalSich 21 dni a po tydnu byl vzdy prométen
stejnym zpusobem. Byl opét vytvotfen graf zavislosti vytéznosti na Case (Graf 10).

Vysledky méfeni jsou uvedeny v Tabulce 22, kterd se nachazi v piilohach.
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Graf 10: Zavislost vytéznosti na Case pii stani roztoku pantothenatu za laboratorni teploty

po 21 dni

Kyselina listova

Cast 0,001 M roztoku kyseliny listové byla ihned po jeho p¥ipravé odlita do kadiny
a promé&fena, zbytek byl nechan stat. Poté byl roztok prométovan po 12, 24, 48, 60, 80,
120, 160, 200, 240 a 280 minutach. Nakonec byl vytvoren graf zdvislosti vytéZnosti na
Case (Graf 11), kde vytéZnost byla vypocitana stejné jako v predchozich piipadech.

Vysledky méfeni jsou uvedeny v Tabulce 20, ktera se nachazi v ptilohach.
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Graf 11: Zavislost vytéZznosti na ¢ase pii stani roztoku kyseliny listové za laboratorni

teploty

Tento roztok byl nechan stat jesté dalsich 21 dni a po tydnu byl vzdy prométen. Byl
opét vytvoren graf zavislosti vytéznosti na Case (Graf 12). Vysledky méfeni jsou uvedeny

v Tabulce 23, ktera se nachazi v piilohach.
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Graf 12: Zavislost vytéznosti na Case pfi stani roztoku kyseliny listové za laboratorni

teploty po 21 dni

Po proméfeni vSech tii roztokd vitamini béhem stani pii laboratorni teploté byly
vSechny tfi roztoky vitamint stabilni po dobu 280 min. Pti ponechéni vitamint po dobu
nekolika dnti se jako nejstabilnéjsi jevil pantothenat, jehoz koncentrace neklesla ani po 21
dnech. Roztok kyselina nikotinové byl stabilni po dobu 14 dnt, ale po 21 dnech jeji

koncentrace klesla na pfiblizné 70 % ptivodni hodnoty. Koncentrace kyseliny listové se
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snizovala postupné, mirny pokles byl zaznamenan uz po 7 dnech. Béhem 14 dni jeji

koncentrace klesla na 80 % ptivodni hodnoty a dale se nesnizovala.

3.7.2 ZAHRIVANI NA 50 °C

Kyselina nikotinova

0,001 M roztok kyseliny nikotinové byl prométen a vloZen do vodni lazné, kde byl
zahtat na 50 °C. Po dosazeni 50 °C byl roztok vyndan, odlit do k&diny, znovu proméfen
a vlozen zpét do lazn¢. Takto byl prométovan i po 12, 24, 48, 60, 80, 120, 160, 200, 240
a 280 minutach. Nakonec byl vytvofen graf zavislosti vytéznosti na ¢ase (Graf 13), kde
vytéznost byla vypocitana jako délka zény namétend po ochlazeni zahtivaného roztoku
vV urCitém case podélena délkou zony ziskanou prométfenim téhoz nezahiatého roztoku
a vynasobena stem, aby byl vysledek v procentech. Vysledky méfeni jsou uvedeny

v Tabulce 18, ktera se nachazi v piilohach.
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Graf 13: Zavislost vytéznosti na ¢ase roztoku kyseliny nikotinové pii zahfati na 50 °C

Pantothenat

0,001 M roztok pantothenatu byl proméfen a vlozen do vodni 1azné, kde byl zahtat
na 50 °C. Po dosazeni 50 °C byl roztok znovu proméien (obdobnym zpusobem jako
u kyseliny nikotinové) a vlozen zpét do lazné. Takto byl promé&fovan i po 12, 24, 48, 60,
80, 120, 160, 200, 240 a 280 minutach. Nakonec byl vytvotfen graf zavislosti vytéznosti na
Case (Graf 14), kde vytéznost byla vypocitana stejné jako v piipadé kyseliny nikotinové.

Vysledky méfeni jsou uvedeny v Tabulce 19, ktera se nachazi v piilohach.
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Graf 14: Zavislost vytéznosti na ¢ase roztoku pantothenatu pti zahtati na 50 °C

Kyselina listova

0,001 M roztok kyseliny listové byl proméfen a vlozen do vodni lazné, kde byl
zahtat na 50 °C. Po dosazeni 50 °C byl roztok znovu proméfen (obdobnym zptisobem jako
u pfedchozich roztokil vitamintl) a vloZen zpét do 1azné. Takto byl promé&fovan i po 12, 24,
48, 60, 80, 120, 160, 200, 240 a 280 minutach. Nakonec byl vytvofen graf zavislosti
vytéznosti na ¢ase (Graf 15), kde vytéZznost byla vypocitana stejné jako v piipadé kyseliny

nikotinové. Vysledky méteni jsou uvedeny v Tabulce 20, ktera se nachazi v pfilohach.
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Graf 15: Zavislost vytéznosti na ¢ase roztoku kyseliny listové pii zahtati na 50 °C
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Po promeéteni vSech tii roztoku, které byly zahtivany na 50 °C lze fici, Ze v tomto
ptipadé se jako nejstabilnéjsi jevila kyselina listova (jeji obsah zstaval stejny), kterou
nasledovala kyselina nikotinova (jejiz obsah s ¢asem mirné klesal). Pantothenat vykazoval
neobvyklé chovani, protoze délka jeho zony po zahiati nejprve vzrustala a po urcité dobé

zase klesala. Toto chovani zatim nebylo blize vysvétleno.

3.7.3 ZAHRIVANI NA VROUCI VODNI LAZNI
Kyselina nikotinova

0,001 M roztok kyseliny nikotinove byl prométen a vlozen do vodni lazné€, kde byl
zahtat na 96 °C. Po dosazeni 96 °C byl roztok znovu proméfen a vlozen zpét do lazné.
Takto byl proméfovan i po 12, 24, 48, 60, 80, 120, 160, 200, 240 a 280 minutach. Nakonec
byl vytvofen graf zavislosti vytéZznosti na case (Graf 16), kde vytéznost byla vypocitana
jako délka zony naméienda po ochlazeni zahiivaného roztoku v uritém case podé€lena
délkou zony ziskanou proméfenim téhoz nezahiatého roztoku a vynasobena stem, aby byl
vysledek v procentech. Vysledky méteni jsou uvedeny v Tabulce 18, kterd se nachazi

Vv prilohach.
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Graf 16: Zavislost vytéZznosti na ¢ase roztoku kyseliny nikotinové pfi zahfati na 96 °C

Pantothenat

0,001 M roztok pantothenatu byl prométen a vlozen do vodni 1azné, kde byl zahtat
na 98 °C. Po dosazeni 98 °C byl roztok znovu prométen a vlozen zpét do ldzné. Takto byl
proméfovan i po 12, 24, 48, 60, 80, 120, 160, 200, 240 a 280 minutich. Nakonec byl

vytvoien graf zavislosti vytéznosti na ¢ase (Graf 17). Vytéznost byla vypoétena stejné jako
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v ptedchozich piipadech. Vysledky méteni jsou uvedeny v Tabulce 19, ktera se nachazi

Vv ptilohéch.
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Graf 17: Zavislost vytéznosti na ¢ase roztoku pantothenatu pti zahiati na 98 °C

Kyselina listova

0,001 M roztok kyseliny listové byl prométen a vlozen do vodni lazné, kde byl
zahtat na 97 °C. Po dosazeni 97 °C byl roztok znovu proméfen a vloZen zpét do lazné.
Takto byl prométovan i po 12, 24, 48, 60, 80, 120, 160, 200, 240 a 280 minutach. Nakonec
byl vytvoien graf zavislosti vytéZznosti na Case (Graf 18), kde vytéznost byla vypocitana
stejné jako v piipadé ostatnich vitamint. Vysledky méfeni jsou uvedeny v Tabulce 20,

ktera se nachazi v ptilohach.
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Graf 18: Zavislost vytéznosti na ¢ase roztoku kyseliny listové pfi zahtati na 97 °C
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Po promeéteni vSech tii roztokt, které byly zahfivany na vrouci vodni lazni lze fici,
ze stejné jako pii zahtivani na 50 °C se jako nejstabilngjsi jevila kyselina listova, jejiz
obsah se vlivem zahtivani neménil. Obsah kyseliny nikotinové po zahtati klesl na 80 %
a poté se postupné s ¢asem snizoval az na kone¢nych 60 %. Pantothenat vapenaty se
choval stejné jako v pfipadé zahtivani na 50 °C, kdy po zahtati na 100 °C se délka zony

prodlouzila jesté vice nez pti 50 °C.

3.7.4 ZMRAZENI

Kyselina nikotinova

0,001 M roztok byl ptipraven navazenim 0,0123 g kyseliny nikotinové do 100 ml
odmérné banky a doplnén destilovanou vodou po rysku. Takto pfipraveny roztok byl
vlozen do mrazaku. Zmrazeny roztok byl vzdy nejdiive cely rozmrazen a poté prométen po
7, 14 a 21 dnech. Byl vytvoten graf zavislosti vytéznosti na Case (Graf 19). Vysledky

méfeni jsou uvedeny v Tabulce 24, ktera se nachazi v piilohach.
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Graf 19: Zavislost vytéznosti na ¢ase roztoku kyseliny nikotinové pii zmrazeni

Pantothenat

0,001 M roztok byl ptipraven navazenim 0,0238 g pantothenatu do 100 ml odmérné
banky a doplnén destilovanou vodou po rysku. Takto pfipraveny roztok byl vlozen do
mrazaku. Zmrazeny roztok byl vzdy nejdtive cely rozmrazen a poté prométen po 7, 14 a
21 dnech. Byl vytvofen graf zavislosti vytéZnosti na ¢ase (Graf 20). Vysledky méfeni jsou

uvedeny v Tabulce 25, ktera se nachazi v piilohach.
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Graf 20: Zavislost vytéZznosti na ¢ase roztoku pantothenatu pii zmrazeni

Kyselina listova

0,001 M roztok byl piipraven navazenim 0,0441 g kyseliny listové do 100 ml
odmérné banky. Do roztoku byl ptidavan roztok hydroxidu sodného tak dlouho, dokud
nedoslo k vycefeni roztoku, poté byla odmérna banka doplnéna destilovanou vodou po
rysku. Takto pfipraveny roztok byl vlozen do mrazdku. Zmrazeny roztok byl vzdy nejdiive
rozmrazen a poté prométen po 7, 14 a 21 dnech. Byl vytvoten graf zavislosti vytéznosti na

Case (Graf 21). Vysledky méfeni jsou uvedeny v Tabulce 26, které se nachazi v piilohach.
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Graf 21: Zavislost vytéznosti na ¢ase roztoku kyseliny listové pii zmrazeni

Po prométeni vSech tii roztoka, které byly vlozeny do mrazaku a prométeny po 7,
14 a 21 dnech lze fici, Ze pantothenat vapenaty i kyselina listova jsou stabilni, jejich
koncentrace neklesé ani po 21 dnech. Kyselina nikotinova je po vystaveni nizkym teplotam
nejméné stabilni, uz po 7 dnech dochazi ke sniZzeni koncentrace na 80 % ptvodni hodnoty.

Po 14 a 21 dnech uz nedochazi k dalsimu sniZeni koncentrace.
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3.7.5 MERENI pH
Kyselina nikotinova

Po pfipraveni roztoku kyseliny nikotinové o koncentraci 0,001 M bylo zméfeno
jeho pH. Bylo zjisténo, ze dany roztok ma hodnotu pH 4,08. Poté byly vytvoreny dalsi
roztoky o pH 2, 6, 8, 10 a 12. pH roztokt bylo upraveno Kyselinou sirovou a roztokem
hydroxidu sodného. VSechny tyto roztoky byly proméfeny v den piipravy i druhy den.
Byla vytvotena zavislost délky zony na pH (Graf 22). Vysledky méfeni jsou uvedeny
v Tabulce 27, ktera se nachazi v piilohach.

120 -
100 -
80 -
60 -
40 - P A e o
20 - .
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

délka zony (s)

‘ """"" @ kyselina nikotinova (1) O kyselina nikotinova (2) ‘

Graf 22: Zavislost délky zény na pH kyseliny nikotinové métené ve dvou dnech

Délka zony kyseliny nikotinové se v rozmezi pH 6 - 10 neméni, ke zkraceni

dochézi ptipH 12 apfipH 2 a 4.

Pantothenat

Po ptipraveni roztoku pantothenatu o koncentraci 0,001 M bylo zméfeno jeho pH
pomoci pH metru. Bylo zjisténo, Ze dany roztok mé hodnotu pH 6,5. Poté byly vytvofeny
dalsi roztoky o pH 2, 4, 8, 10 a 12. pH roztoki bylo upraveno kyselinou sirovou
a roztokem hydroxidu sodného. Vsechny tyto roztoky byly proméfeny v den piipravy
i druhy den. Byla vytvoifena zavislost délky zony na pH (Graf 23). Vysledky méfeni jsou
uvedeny v Tabulce 28, ktera se nachazi v piilohach.
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Graf 23: Zavislost délky zény na pH pantothenatu méfené ve dvou dnech

Délka zony pantotehnatu je v rozmezi pH 2 - 12 stale stejna.

Kyselina listova

Po pfipraveni roztoku kyseliny listové o koncentraci 0,001 M bylo zméfeno jeho
pH pomoci pH metru. Bylo zjisténo, ze dany roztok ma hodnotu pH 4,9. Poté byly
vytvoteny dalsi roztoky o pH 2, 6, 8, 10 a 12. pH roztokii bylo upraveno koncentrovanou
kyselinou sirovou a hydroxidem sodnym. VSechny tyto roztoky byly proméfeny v den
pfipravy i druhy den. Byla vytvofena zavislost délky zony na pH (Graf 24). Vysledky

méfeni jsou uvedeny v Tabulce 29, ktera se nachazi v ptilohach.
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Graf 24: Zavislost délky zony na pH kyseliny listové méfené ve dvou dnech
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pH 0,001 M roztoku kyseliny listové v destilované vodé je 4,9. Pfi tomto pH
nedochazi k dostate¢nému rozpusténi kyseliny, a proto je délka zony minimalni. Uz pti
zvySeni pH na hodnotu 6 doslo ke zvySeni rozpustnosti, a tudiz i k prodlouzeni zo6ny.
Optimalni hodnota pH pro analyzu kyseliny listové je 10, pfi tomto pH je délka zony

nejvetsi.
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4 ZAVER

Teoreticka ¢ast diplomové prace se zabyva vitaminy patfici do skupiny
B-komplexu, konkrétné niacinem, kyselinou pantothenovou a kyselinou listovou. Byly zde
popsany jejich chemickeé vlastnosti, vyroba, role v organismu i jejich vyskyt v potravinach
a napojich. Byl také sepsan piehled stanoveni vybranych vitamini v potravinovych
dopliicich a potravinach se zamétenim na elektromigra¢ni separacni techniky.

Prvni polovina experimentalni ¢asti diplomové prace se zabyva izotachoforetickym
stanovenim vitaminl B3z, Bs a Bg V nejriznéjSich potravinovych dopliicich. Jako redlné
vzorky byly vzaty B-komplexy od tii riznych vyrobct (Zentiva, Dr. Max, Generica),
Biosil Plus (Naturvita) a Acidum folicum Léciva (Zentiva). Méfeni probihalo
v elektrolytovém systému, kde vedoucim elektrolytem byl 0,01 M histidin-chlorid
+ histidin (pH 6,2) a koncovym elektrolytem byla kyselina 2-morfolinethansulfonova
(MES). Ukazalo se, ze zjisténé koncentrace viceméné odpovidaji koncentracim udavanym
vyrobcem na obalu ¢i piibalovych letacich. Naméfend mnozstvi vitamini v realnych
vzorcich byla bud’ stejnd nebo o trochu vyssi, nikdy vsak nizsi, nez udaval vyrobce.

Druhd polovina experimentalni ¢asti je zaméfena na zkousky stability kyseliny
nikotinové, pantothenatu vapenatého a kyseliny listové. Tyto vitaminy byly podrobeny
stani za laboratorni teploty zahtaté na 50 °C a na vrouci vodni 1azni, a také bylo ménéno
pH jejich ptivodnich roztokd na hodnoty 2, 4, 6, 8, 10 a 12. Pfi této analyze byl pro
kyselinu nikotinovou, pantothenat a kyselinu listovou pouzit elektrolytovy systém, kde
vedoucim elektrolytem byl 0,01 M histidinchlorid + histidin (pH 6,2) a koncovym
elektrolytem MES. Pii stani za laboratorni teploty byly stabilni vSechny tii roztoky
vitaminu, pfi zahfivani na 50 °C a na vrouci vodni lazni se jako nejstabilnéjsi jevila
kyselina listovd. Zmrazeni odolala kyselina listovd a pantothenat, v piipadé¢ kyseliny

nikotinové doslo ke snizeni obsahu pfiblizné o 20 %.
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5 PRILOHY

Tabulka 12: Zaznamy koncentraci roztokd kalibra¢ni kiivky, odpovidajicich délek zon

a k nim vypocitanych smérodatnych odchylek

Bs Bs By
navazky (mg/100ml) 130 232,3 4483
koncentrace (mg/l) délka zony (s)
B3 Bs Bo Bs Bs By
1,30 - 4,48 4,01 £0,37 - 6,39 £ 0,14
3,25 - 11,20 8,16 £ 0,04 - 12,49 £ 0,04
6,50 11,60 22,40 15,24 +0,08 | 12,41+£0,04 | 24,66+ 0,44
13,00 23,20 44,80 26,88+0,14 | 25,46+1,70 | 46,71+0,01
26,00 46,40 89,60 50,60+0,21 | 51,53+0,92 | 83,25+0,02
52,00 92,80 179,20 | 104,72 +0,34 | 105,48 +0,86 |151,72+0,47

Tabulka 13: Zaznamy délek zon roztoku kalibraéni kitivky pomoci latkové koncentrace

koncentrace (pmol/l) délka zony (s)
BS B5 Bg Bg B5 Bg

10,55 18,80 10,60 - 10,10

26,4 47,00 26,40 - 27,80

52,8 26,28 94,01 52,80 48,80 55,50
105,60 52,56 188,02 105,60 97,30 101,00
211,19 105,12 376,04 211,20 | 194,60 202,00
422,39 210,24 752,09 422,40 | 389,20 404,00

Tabulka 14: Zaznamy délek z6n a k nim vypocitanych smérodatnych odchylek roztokt

métenych pro zjisténi vytéznosti roztoku kyseliny nikotinové

vr délka zony (s rumeér smeér.
pridavek —— ’ () P | odchylka )
1. méreni |2. méreni
bez pridavku 50,89 49,60 49,95 0,68
1. pridavek 81,30 80,68 80,99 0,31
2. pridavek 101,79 100,82 101,31 0,49
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Tabulka 15: Zaznamy délek zon a k nim vypoéitanych smérodatnych odchylek roztoka

métenych pro zjisténi vytéznosti roztoku pantothenatu

piidavek Vdvélk,a zény (szv : pramér smér.
1.méfeni | 2. méfeni (s) odchylka (s)

bez pridavku 51,72 52,91 52,80 0,84

1. piidavek 76,81 74,81 75,81 1,00

2. pridavek 97,02 97,21 97,12 0,10

Tabulka 16: Zaznamy délek zén a k nim vypocitanych smérodatnych odchylek roztokt

mefenych pro zjisténi vytéznosti roztoku kyseliny listové

v, délka zény (s ramér smér.
pridavek 1= eFen ZYrglgi‘eni i (s) |odchylka (s)
bez pFidavku | 43,17 43,52 43,32 0,15
1. pridavek 111,35 110,68 111,02 0,34
2. pridavek 144,23 144,44 144,335 0,11

Tabulka 17: Zaznamy délek zon a k nim vypocéitanych smérodatnych odchylek

zkoumanych redlnych vzorkl bez standardniho ptidavku 1 se standardnim ptidavkem.

N — kyselina nikotinové, P- pantothenat, KP- kyselina pantothenovd, L — kyselina listova

standardni pridavek
délka zény | Primér | smér. | prodlouZeni | délka zony (s) | primér | Smér.
vzorek (s) (s) odchylka zbny (s) (s) odchylka
(s) (s)
1N |47,98 | 4959 | 48,79 0,81 24,04 79,32 | 80,97 | 80,15 0,83
1L |20,88|2028| 20,58 0,30 44,10 76,15 | 79,63 | 77,89 1,74
2P |]40,70 | 38,32 | 38,32 1,19 44,10 101,78 | 98,53 | 100,16 1,63
3KP | 6,44 | 6,88 6,66 0,22 10,23 17,38 | 17,22 | 17,38 0,22
4KP |3254|34,02| 33,28 0,74 10,23 - - - -
5L 132,12 28,86 | 30,49 1,63 10,23 41,97 - 41,97 -
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Tabulka 18: Zaznamy délek zon a k nim vypocitanych vytéznosti roztoku kyseliny

nikotinové pfi zkouskéch stability

Bs délka zony (s vytéznost (%)
¢as (min) 25°C 50°C | 100°C | 25°C | 50°C | 100°C
0 26,36 26,98 41,24 | 100,00 | 97,60 80,60
12 26,38 28,32 39,16 | 100,10 | 102,40 | 76,50
24 27,25 27,32 | 3553 | 103,40 | 98,80 | 69,40
48 26,48 27,05 31,05 | 100,50 | 97,80 60,70
60 27,44 28,26 30,42 | 104,10 | 102,20 | 59,40
80 26,75 27,15 29,29 | 101,50 | 98,20 57,20
120 27,53 26,80 | 27,41 | 104,40 | 96,90 | 53,60
160 27,54 26,49 27,37 | 104,50 | 95,80 53,50
200 27,13 26,23 27,98 | 102,90 | 94,90 54,70
240 27,25 26,83 | 28,22 | 103,40 | 97,00 | 55,10
280 27,00 24,83 28,46 | 102,40 | 89,80 55,60

Tabulka 19: Zaznamy délek zon a k nim vypocitanych vytéznosti roztoku pantothenatu piti

zkouskach stability

Bs délka zony (s) Vytéznost (%)
¢as (min) 25°C 50°C | 100°C | 25°C 50 °C 100 °C
0 25,39 23,93 | 29,07 | 100,00 | 116,00 | 141,25
12 25,44 - 27,38 | 100,20 - 133,04
24 25,77 2512 | 27,95 | 101,50 | 121,76 | 135,81
48 24,50 2590 | 28,31 96,49 125,55 | 137,56
60 25,68 2595 | 26,88 | 101,14 | 125,79 | 130,61
80 25,88 2499 | 26,86 | 101,93 | 121,13 | 130,52
120 25,08 24,18 | 25,89 98,78 117,21 | 125,80
160 25,81 23,08 | 23,31 | 101,45 | 111,88 | 113,27
200 25,31 21,88 | 21,80 98,21 106,06 | 105,93
240 25,23 20,13 | 20,79 | 102,98 97,58 101,02
280 25,40 20,63 | 20,38 98,91 100,00 99,03
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Tabulka 20: Zaznamy délek zon a k nim vypocéitanych vytéznosti roztoku kyseliny

listové pti zkouskach stability

By délka zony (s vytéznost (%0)
¢as (min) 25°C 50°C | 100°C | 25°C | 50°C | 100°C
0 39,86 40,55 | 40,05 | 100,34 | 100,07 | 103,97
12 38,47 40,01 | 38,27 | 96,84 | 98,74 | 99,35
24 39,31 40,77 | 38,84 | 98,95 | 100,62 | 100,83
48 38,74 41,26 | 36,29 | 97,52 | 101,83 | 94,21
60 40,76 41,74 | 36,83 | 102,60 | 103,01 | 95,61
80 40,33 40,28 | 37,04 ] 101,52 | 99,41 | 96,16
120 39,44 40,26 | 36,37 | 99,28 | 99,36 | 94,42
160 39,03 39,89 | 37,15 | 98,25 | 98,45 | 96,44
200 40,79 40,13 | 40,68 | 102,68 | 99,04 | 105,61
240 40,79 40,66 | 38,08 | 102,68 | 100,35 | 98,86
280 39,47 40,60 | 39,65 | 99,35 | 100,20 | 102,93

nikotinové — stani za laboratorni teploty po 21 dni

Tabulka 21: Zadznamy délek zon a k nim vypocitanych vytéznosti roztoku kyseliny

Bs délka zony (s) | vytéznost (%0) ¢as (den)
0,001 M standard 20. 3. 2018 26,36 100,00 0
0,001 M standard 26,11 100,00 -
méfeni 27. 3. 2018 25,61 98,09 7
0,001 M standard 23,13 100,00 -
méfeni 3. 4. 2018 22,49 97,23 14
0,001 M standard 27,69 100,00 -
meéieni 10. 4. 2018 19,70 71,14 21

Tabulka 22: Zaznamy délek zon a k nim vypocitanych vytéznosti roztoku pantothenatu

— stani za laboratorni teploty po 21 dni

Bs délka zony (s) | vytéinost (%) | ¢as (den)
0,001 M standard 4. 4. 2018 25,39 100,00 0
0,001 M standard 20,14 100,00 -
meéfeni 11. 4. 2018 19,39 96,28 7
0,001 M standard 22,75 100,00 -
méfeni 18. 4. 2018 22,60 99,34 14
0,001 M standard 20,70 100,00 -
méfeni 25. 4. 2018 20,03 96,76 21
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Tabulka 23: Zaznamy délek zon a k nim vypocitanych vytéznosti roztoku kyseliny

listové — stani za laboratorni teploty po 21 dni

By délka zony (s) | vytéznost (%) | ¢&as (den)
0,001 M standard 27. 3. 2018 39,86 100,00 0
0,001 M standard 38,52 100,00 -
méfeni 3. 4. 2018 35,28 91,59 7
0,001 M standard 36,45 100,00 -
méfeni 10. 4. 2018 27,04 74,18 14
0,001 M standard 36,79 100,00 -
méfeni 17. 4. 2018 29,34 79,75 21

Tabulka 24: Zaznamy délek zon a k nim vypocitanych vytéznosti roztoku kyseliny

nikotinové po zmrazeni

Bs délka zony (s) | vytéZinost (%0) ¢as (den)
0,001 M standard 21. 3. 2018 26,36 100,00 0
0,001 M standard 23,13 100,00 -
méfeni 28. 3. 2018 18,1 78,25 7
0,001 M standard 27,69 100,00 -
méfeni 4. 4. 2018 22,20 80,17 14
0,001 M standard 26,31 100,00 -
méfeni 11. 4. 2018 21,05 80,01 21

Tabulka 25: Zaznamy délek zon a k nim vypocitanych vytéznosti roztoku pantothenatu

po zmrazeni
Bs délka zony (s) | vytéznost (%) | ¢as (den)

0,001 M standard 21. 3. 2018 25,39 100,00 0

0,001 M standard 25,58 100,00

meéfeni 28. 3. 2018 25,88 101,17 7

0,001 M standard 20,14 100,00

méfeni 4. 4. 2018 21,36 106,06 14

0,001 M standard 22,75 100,00

méieni 11. 4. 2018 22,53 99,03 21
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Tabulka 26: Zaznamy délek zon a k nim vypocitanych vytéznosti roztoku kyseliny listové

po zmrazeni
By délka zony (s) | vytéznost (%) | &as (den)

0,001 M standard 21. 3. 2018 39,86 100,00 0
0,001 M standard 38,52 100,00 -
méfeni 4.4. 34,49 89,54 7

0,001 M standard 36,79 100,00 -
méfeni 11.4. 35,82 97,36 14

0,001 M standard 36,45 100,00 -
méfeni 17.4. 23,44 94,65 21

Tabulka 27: Zaznamy délek zon a k nim vypocitanych vytéznosti roztoku kyseliny

nikotinové po zmén¢ pH métfené ve dvou dnech

B; délka zony (s) vytéznost (%)
pH 1. den 2. den 1. den 2. den
2 31,31 30,07 124,44 | 104,12
4,08 25,16 28,88 100,00 | 100,00
6 41,45 37,51 164,75 | 129,88
8 45,91 44,20 182,47 | 153,05
10 43,27 46,78 171,98 | 161,98
12 34,10 35,96 135,53 | 124,52

Tabulka 28: Zaznamy délek z6n a k nim vypocitanych vytéznosti roztoku pantothenatu po

zméné pH métené ve dvou dnech

Bs delka zény (s) vytéznost (%0)
pH 1. den 2. den 1. den 2. den
2 27,11 25,48 96,20 103,83
4 30,51 25,80 108,27 105,13
6,5 28,18 24,54 100,00 100,00
8 28,02 25,14 99,43 102,44
10 28,68 25,46 101,77 103,75
12 28,01 23,44 99,40 95,52
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Tabulka 29: Zaznamy délek zon a k nim vypocitanych vytéznosti roztoku kyseliny listové

po zméné pH métené ve dvou dnech

Bg délka zény (s) vytéznost (%0)
pH 1. den 2. den 1. den 2. den
2 3,32 515 83,63 89,88
49 3,97 5,73 100,00 100,00
6 18,30 26,16 460,96 | 456,54
8 34,84 40,44 877,58 | 705,76
10 48,58 4986 | 1223,68 | 870,16
12 11,58 10,17 291,69 | 177,49
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Obréazek 8: Zaznam realného vzorku B-komplexu od firmy Zentiva (vzorek 2)
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