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ANOTACE

Diplomova prace pojednava o vitaminu B12, konkrétné se zabyva jeho stanovenim v mase
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie se spektrofotometrickou detekci. Byla
provedena optimalizace podminek upravy vzorku a extrakce samotného vitaminu BI12.
Za nejucinngjsi metodu byla zvolena extrakce pomoci enzymatického $té€peni s naslednym
precisténim a zakoncentrovanim na imunoafinitni SPE kolon¢. Optimalizovand metoda byla

nasledné pouzita na sledovani vlivu riznych tepelnych uprav na obsah vitaminu B12 v mase.

KLICOVA SLOVA

vitamin B12, maso, tepelnd Uprava, kapalinova chromatografie, imunoafinitni SPE kolony

TITLE

Effect of meat treatment on vitamin B12 content.

ANNOTATION

The determination of vitamin B12 in meat using a high-performance liquid chromatograph with
spectrophotometric detection is topic of this thesis. The sample preparation and vitamin B12
extraction conditions were optimized. Extraction by enzymatic digestion followed
by purification and concentration on an immunoaffinity SPE column was chosen as the most
efficient method. The optimized method was used to determine the effect of different heat

treatments on the content of vitamin B12 in meat.
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UvVOD

Pro spravnou funkci lidského téla je velmi dilezité pifijimat v potravé dostatecné mnozstvi
minerald a vitamind. V soucasné moderni dobé je velkym trendem byt vegetarianem nebo
veganem a pocet lidi vyznavajicich tento styl zivota stale roste. Tito lidé jsou vSak velmi
ohrozenou skupinou pro nedostateCnost vitaminu B12, stejn¢ jako lidé zijici v rozvojovych
zemich nebo lidé trpici riznymi druhy onemocnéni, které mohou zpusobovat omezené

vstiebavani vitaminu B12 v lidském téle.

Nejdulezit€jsi potravinou pro zajisténi dostateCného piijmu vitaminu B12 je jednoznacn€ maso,
které je symbolem zivoc€iS$né stravy. Dal§imi zdroji vitaminu B12, i kdyz v mensi mife, jsou
také mléko nebo vejce. Maso obsahuje velké mnozstvi bilkovin, ale také mineréalnich latek
a vitaming, kterych je zde cela fada. Konkrétn€ se jedna o vitaminy A, D, E, K, B1, B2, B5, B6
a B12. Maso se vSak konzumuje zejména tepelné upravené s vyjimkou napftiklad tatarského
bifteku. Tepeln€¢ upravené maso je pro Cloveéka bezpetnéjsi, jelikoz se teplem eliminuje
ptitomnost nebezpecnych bakterii ze syrového masa jako jsou naptiklad bakterie salmonely
nebo listerie a zaroven je takto upravené maso stravitelngjsi. Zaroveni vSak vlivem tepla dochézi
ke znehodnoceni vitaminQ a mineralnich latek. Ktera tepelna uprava masa je k vitaminu B12
nejSetrnéjsi a kolik vitaminu B12 v ném zistane zachovano bylo cilem zjistit v této diplomové

praci.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Chemické vlastnosti vitaminu B12

Vitamin B12, jinymi slovy také kobalamin, je kovovy komplex (Obr. 1), ktery je sloZeny

z centralniho iontu kobaltu, na ktery je navéazano Sest ligandd (1-3). Jeho strukturu lze

vvvvvv

Vv,

o vitamin s nejslozitéjsi strukturou ze vSech vitaminl (4-12). Jeho zékladem je korinovy
cyklus, ktery pfipomina porfyritovy cyklus hemovych barviv a chlorofyll, coZz se zaslouZilo

o to, Ze se témto slou€enindm pfezdiva korinoidy (4-13).

Obrazek 1 Chemicka struktura kobalaminu (14)
R qroup:
CN: cyanocobalamin
OH: hydroxocobalamin
(vitamin B 129)
Me: methylcobalamin (MeChl)

Ado: adenosylcobalamin
(coenzyme B12 AdoCbl)

Ado =5'-deoxyadenosyl

Atom kobaltu je ve struktufe koordinovan na Ctyfi atomy dusiku, které jsou soucCasti
pyrrolovych jader, a patou koordina€ni vazbou je vazan dusik 5,6-dimethylbenzimidazolu.
Tato patd vazba vSak nemusi byt vZdy obsazena, protoZe pravé 5,6-dimethylbenzimidazol
zajiStuje pozitivni vliv na organismus cClovéka, jelikoz zajiStuje jeho spravnou absorpci

v lidském téle (5-7; 15-17). Co se tyCe Sesté koordinacni vazby (viz. Obr.1 - R group), taktéz
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nemusi byt vubec obsazena, ale nejCastéji zde byva navazana kyanova skupina
(kyanokobalamin). Kyanokobalamin je chemicky modifikovana forma vitaminu B12, ktera je
Siroce pouzivana v 1é¢ivech a dopliicich stravy. Kyanova skupina muaze byt nahrazena také
jinym substituentem jako tfeba vodou (akvakobalamin), hydroxylem (hydroxykobalamin),
nebo methylem, kdy vzniklou slou¢eninu nazyvame methylkobalamin. Methylkobalamin je
koenzymova forma vitaminu B12 a jedna se o aktivnéjsi formu vitaminu B12, ktera je dulezita
pro mozek a nervovou soustavu Cloveéka. DalSimi predstaviteli korinoidu je kobalamin R,
kobalamin S nebo adenosylkobalamin, ktery taktéz patii mezi koenzymové formy vitaminu
B12 a fika se mu také pseudovitamin B12, ktery je aktivni pouze u bakterii (2; 3; 5; 6; 12; 17—
19).

Vitamin B12 patfi do skupiny vitamini B-komplexu, je rozpustny ve vodé a alkoholu
a ve vodném roztoku je stabilni v rozmezi pH 4-7 a to az do teploty 120 °C bez vyraznych ztrat
(3; 7, 19-22). Vytvaii tmaveé Cervené krystaly bez chuti a zépachu (3; 21). Kazda forma
kobalaminu ma jinou stabilitu (13) a ovlivilyje ji pritomnost dalSich vitamint. Za nejstabilngjsi
formu je povazovan kyanokobalamin, proto se pred analyzou prevadéji ostatni ptirodni formy
kobalaminu na kyanokobalamin pomoci kyanidu draselného nebo sodného (12; 13; 17; 23; 24).
Kobalamin je hygroskopicky a velmi citlivy na svétlo, jelikoz pii svételné expozici dochazi
ke St€peni organokovové vazby (1; 12; 13; 17; 19; 21; 24). Ve vodném roztoku je také citlivy
vici oxidacnim a redukénim Cinidlim a vysokym teplotam (12; 17; 23). Adenosylkobalamin
a methylkobalamin jsou obzvlast' fotocitlivé formy vitaminu B12 (ve vodném roztoku
pii 100 °C zcela degraduji za 1-2 minuty) a pod ultrafialovym zafenim se snadno prevadeji

na hydroxykobalamin (12; 19; 24; 25).
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1.2 Doporucené hodnoty pfijmu a zdroje vitaminu B12

1.2.1 Doporucené hodnoty pFijmu

Mnozstvi vitaminu B12, které by mél ¢lovék denné pFijmout v potravé nebo vyZivovych
doplncich, se lisi v zavislosti navéku au zen zalezi také natom, zda koji nebojestli jsou téhotné
(6; 12; 26; 27). P¥i kalkulaci doporu¢enych hodnot denniho pfijmu je tfeba pocitat s pfiblizné
50% ztratou pfi absorpci ve stfevé (2). Pfehled doporucenych hodnot denniho pfijmu vitaminu

B12 je shrnut v Tabulce 1

Tabulka 1 Doporucené denni davky (DDD) vitaminu B12 (2; 6; 26)

Veék DDD v pg/den
Kojenci
0-3 mésicil 0,4
4-11 mésict 0,8
Déti
1-3 roky 1,0
4-6 let 15
7-9 let 1,8
10-12 let 2,0
13-14 let 3,0
Dospivajici a dospéli 3,0
Téhotné2 35
Kojici3 4,0
1. . Odhadované hodnota
2.. . Zvysena hodnota dUlezita pro doplnéni zasob
3. . Zvysena hodnota asi 0 0,13 pg vitaminu B12 na 100 g matefFského mléka

Doporuceny denni pfijem by mélo ze 70 % pokryvat maso a masné vyrobky. MIéko a mlécné
vyrobky by mély pokryvat 20 % doporuceného denniho pfijmu vitaminu B12, vejce 9% a 1 %
ceredlni vyrobky, coz tvofi zanedbatelné mnoZzstvi (6). Aby byla denni davka pokryta, je tfeba
teoreticky denné zkonzumovat 2-3 vejce standardni velikosti, 100-200 g hovéziho masa nebo
200 g Sunky a vypit 200 ml mléka. Absorbované mnozstvi vitaminu B12 je vSak omezeno
na pfiblizné 2 pg zjednoho jidla. Omezena absorpce je dana kapacitou vnitfniho faktoru (viz.

kapitola 1.3.1) v Zaludku, ktery je potfebny pro jeho vstiebavani v lidském téle (19).



1.2.2 Zdroje vitaminu B12

Vzhledem ktomu, ze je vitamin B12 velmi dobfe rozpustny ve vodé€, lze jej piijimat
v nadbytecném mnozstvi, které pro ¢lovéka neni toxické, mutagenni ani karcinogenni (2; 6).
Potrava je pro ¢lov€ka hlavnim zdrojem vitaminu B12 (1; 2; 26; 27). Vitamin B12 je ¢aste¢né
syntetizovan stfevnimi bakteriemi v tlustém stfevu, nicmén¢ lidsky organismus bohuzel takto

vytvofeny vitamin nedokaze vyuzit (2; 26; 27).

Vitamin B12 se vyskytuje zejména v potravinach zivoc¢isného ptvodu, proto se jeho nedostatek
projevuje nejcasteji u vegetariant a veganul (2; 6; 7; 12; 18; 19; 27). Ohrozenou skupinou jsou
také lidé se snizenou absorpci vitaminu B12 nebo lidé Zijici v rozvojovych zemich, kde je

nedostatek zivocisnych produktt (7; 12; 18; 19; 27; 28).

Prehled koncentraci vitaminu B12 ve vybranych potravinach zivo¢isného pavodu je uveden
v Tabulce 2. Zdaleka nejvyssi koncentrace vitaminu B12 vykazuji jatra a maso, hlavné veprové
a hovézi. Mezi vyznamné zdroje patii také ryby, vejce, mléko a mlécné vyrobky (2; 5; 7; 12;
17-19; 26; 27; 29). Tyto potraviny obsahuji vitamin B12 navazany vétSinou na proteiny
zejména ve forme€ adenosylkobalaminu, methylkobalaminu a hydroxykobalaminu (12; 13).
Najit ho mizeme také v motskych fasach, korySich a mekkysich (5; 7; 19; 29). Mofi'ské fasy by
se mohly zdat jako perfektni zptisob pro doplnéni vitaminu B12 namisto zivoCisné stravy, av§ak
vyzkumy prokazaly, ze az 17 % z celkového mnozstvi tohoto vitaminu je v moiskych fasach

v neaktivni formé€ a podobné€ jsou na tom take korysi a mekkysi (7; 17; 30; 31).
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Tabulka 2 Obsah vitaminu B12 ve vybranych potravinach Zivocisného plvodu (2; 6; 7;

17; 32)
Potravina ~g/100 g jedlého podilu
Veprové maso 0,6-1
Hovézi maso 0,2-2
KufFeci maso 0,5
Veprova jatra 50-122
Sunka 0,9-1,6
Ryby 0,6-8,9
Miéko 0,3-3,8
Syry 0,6-2,4
Vejce 0,3-1,3
Morsti korysi 52

Co se ty€e mléka, jakoZzto zdroje vitaminu B12, je jeho biologicka dostupnost velmi dobra.
VysSi obsah kobalaminu nalezneme v mléce kravském nez v mléce matefském (27; 33; 34).
MIécné vyrobky vyrabéné pomoci kultury Propionibacterium shermanii maji az tficetkrat vyssi
koncentrace vitaminu B12 oproti nezakysanému mléku. Tyto bakterie jsou svymi

metabolickymi cestami schopné produkovat velmi vysoké mnoZstvi vitaminu B12 (5; 6).

Dosud se nepodafilo najit potravinu rostlinného plvodu, ktera by byla vhodnym a dostateénym
zdrojem vitaminu B12. Rostlinné zdroje lze o tento vitamin obohatit pomoci bakterialniho
kvaSeni (2) (kysané zeli, pivo), kdy se pouzivaji bud propionové bakterie (7; 35) nebo kvasinky
rodu Candida subtilis (6; 18; 26). V lusténinach a zeleniné (brokolice, chfest) je stopové
mnozstvi vitaminu B12, které je vzhledem k hodnotdam doporu€eného denniho pfFijmu
zanedbatelné a velmi téZko analyticky detekovatelné (6; 7; 17). Nizky obsah vitaminu B12 byl
také zjistén v tempehu, coZ je potravina vyrobena fermentaci séjovych bobl pomoci plisni.
Vitamin B12 produkuji bakterie pfitomné pfi vyrobé tempehu. Koncentrace vSak byly zjistény
nespecifickou mikrobiologickou metodou, ktera nerozliSuje aktivni a neaktivni formy
vitaminu B12 (17). O kyanokobalamin se velmi ¢asto obohacuji obiloviny nebo sojové mléko
(12; 19) a vzhledem k tomu, Ze kojenci patfi mezi skupinu ohroZenou nedostatkem vitaminu

B12 jsou vSechny kojenecké vyZivy o tento vitamin obohaceny (19).
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1.3 Nedostatek vitaminu B12 v lidském téle

Bez vitaminu B12 se lidské té€lo neobejde, jelikoz je nezbytny pro tvorbu ¢ervenych krvinek
v kostni dfeni neboli erytropoéze (5; 19) a také pusobi pfi pfemeéné transportnich a zasobnich
forem kyseliny listové na jeji aktivni formy (2; 19). Hraje také zdsadni roli v methylacnich
procesech a pii metabolismu lipidd a sacharidi (12). V neposledni fadé pomaha udrzovat

zdravy nervovy systém Clovéka (19).

1.3.1 Pficiny nedostatku

Nedostatek, tzv. avitamindza, vitaminu B12 v lidském téle muze nastat z mnoha diavodu. Tim
nejcastéj$Sim divodem je nedostateCny piisun z potravy, ale existuje také fada onemocnéni,

ktera mohou deficit zpusobit.

K tomu, aby byl ze stravy vitamin B12 v lidském téle spravné absorbovan je zapotiebi slozit¢ho
mechanismu. Dulezité jsou Zalude¢ni kyseliny a zaludeCni intrizitni faktor, znamy také jako
vnitini faktor. Vnitini faktor je glykoprotein vyluCovany zalude¢nimi zlazami, ktery na sebe
vaze vitamin B12 a ptevadi jej pres sliznici tenkého stfeva. Pokud je snizena produkce vnitiniho
faktoru, nemize se vitamin B12 vstfebavat (2; 27; 36). Ke snizené produkci zaludecniho
intrizitniho faktoru mize dochazet po dnes jiz poméme bézné operaci jako je resekce zaludku.
Pti chronickém zanétu zaludecni sliznice se zaludeCni intrizitni faktor netvoii vibec a buriky
tvotici zalude¢ni kyseliny jsou poskozeny (2; 7; 27; 37). Pti absorpci vitaminu B12 jsou dale
podstatné pankreatické enzymy a receptory v termindlnim ileu (konec¢na Cast tenkého stieva,
kterd usti do slepého stfeva), kde dochazi ke vstiebavani vitaminu B12. Na Obrazku 2 je
znazornéna cesta vitaminu B12 v lidském t€le od jeho pfijmu, kdy je navazan na protein
v potrave az po jeho ulozeni. Z obrazku je patrné, ze je 20 % z celkového piijmu vitaminu B12

ulozeno do tkani a 80 % do jater.
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Obrézek 2 Vstrebavani vitaminu B12 v lidském téle (38)

PT] B12 .Prot.

f Pankreas
HCl, pepsin 2
Zaludek

Bi2z potravy se uvoliuje
pri trdveni bilkovin

Panetalni burniky Zaludku
tvofi haptokorin (HC)

Duoaenum
Pankreaticka proteaza
degraduje HC.B

Parietalm bunky Zaludku

secernuji IF
TC.B
LUIR
Receptory pro IF
burika eriterocyt v kartacovém emu Hg otranskoba amin

TC.Bit TC.B12)je vychytavan

vSemi bufikami k synteze DNA:

ma vysoky obrat (kratky polocas)
Tkané Termina m i eum

Nedostatek vitaminu B12 se Casto objevuje u starSich lidi, ktefi trpi atrofickou gastritidou,
pfi které dochazi k naruSeni absorpce a reabsorpce vitaminu B12, a kterd se z dlouhodobého
hlediska projevuje jako porucha enzymatickych pochodd. Seniordm se proto doporucuje

preventivni zvyseni pfijmu vitaminu B12 v podobé doplikl stravy (2; 6; 7; 27; 36).

Deficit nemusi vznikat pouze pfi poSkozeni Zaludecni sliznice, ale také pfi poSkozeni sliznice

tenkého stfeva, coz zplsobuje napfiklad celiakie nebo Crohnova choroba (27; 36; 39)

Rizikova mdze byt také zhor$ena degradace bilkovin, nadmérny rist stfevnich bakterii, infekce
Helicobacter pylori nebo dédi¢né naruSeni transportu vitaminu B12 v krvi (2; 27).
S nedostatkem vitaminu B12 se spojuje také koufeni, alkoholismus a dlouhodobé uzivani 1ékd.
Mezi léky, které mohou ovliviiovat vstiebavani vitaminu B12 do lidského téla patfi zejména ty,

které upravuji sekreci Zalude€nich kyselin nebo pH v Zaludku (27).

19



1.3.2 Projevy nedostatku

Lidské télo si vytvaii zasoby vitaminu B12 prevazné v jatrech, které vystaci na nekolik let
a normalnég ¢ini 2—5 mg vitaminu B12. Ze zasob se uvoliiuje piiblizn€ 0,1 % denné. Od dostatku
vitaminu B12 ke klinické nedostatenosti prochazi télo fazi nedostatku, ktery se projevuje
klesajicim obsahem komponentl vitaminu B12. Faze nedostatku byva oznaCovana jako
subklinicka a nejsou pfi ni pozorovany veétsi projevy nedostatecnosti (2; 27; 40). Pokud se
pacient nachazi v subklinické fazi nedostatku, neni pro Iékare snadné urcit, jak dale postupovat,
jelikoz se mlize pacientiv stav zhorsit na klinickou nedostatecnost, nebo zistat v chronickém,

avsak stabilnim stavu (27; 41-43).

Pokrocily nedostatek vitaminu B12 ma mnoho projevd. Jednim z nich je megaloblasticka
anémie, coz je chudokrevnost provazena pfitomnosti velkych nezralych erytrocyti v kostni
dfeni (megaloblasti) (3; 5; 12; 26; 27). Dale to muze byt zhoubna chudokrevnost (jinak
nazyvano také jako pernicidzni anémie), coz je zavazné onemocnéni, pii kterém télo bojuje
proti vlastnim buikam, které tvoii Cervené krvinky a hemoglobin (2—4; 6; 19; 27, 36; 44; 45).
Vitamin B12 je mimo jiné velmi dualezity pro spravnou funkci nervového systému a jeho
klinicka nedostate¢nost zpusobuje degeneraci nékterych oblasti michy a tim padem také trvalé

poskozeni nervového systému (2; 5; 19; 26; 27).

Dalsimi onemocnéni, ktera se spojuji s klinickou nedostate¢nosti vitaminu B12 jsou deprese,
ubytek sluchu, srde¢ni choroby, ateroskler6za a neurologické choroby jako je letargie nebo
paralyza koncetin (5; 46; 47).

Deficit vitaminu B12 je obzvlast nebezpe¢ny u kojenct a déti, kdy muze dochazet k postizeni
vyvoje a pusobi jako pfispévek k pozd€j§im onemocnénim v dospélosti jako tfeba
kardiovaskularnim, neurodegenerativnim nebo psychiatrickym onemocnénim (2; 27; 39; 48—

51).
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1.4 Vyroba vitaminu B12

Vegetarianstvi a veganstvi je v posledni dob¢ stale vétsi zivotni trend, a proto je potieba zajistit
zdroje vitaminu B12 jinak nez jen z zivo€i$né stravy. Idealnim feSenim je obohatit potraviny
rostlinného pivodu o vitamin B12 pomoci mikroorganismi, které jsou schopny tento vitamin
syntetizovat. Jedna se o Setrnou, levnou a jednoduchou cestu, jak zajistit lidem trpicim
nedostatkem jeho doplnéni (12; 16; 18; 52—54). V posledni dobé& se zvy3Suje produkce potravin,
které byly obohaceny vitaminem B12 pomoci fermentace in situ, coZ znamena, Ze doslo

k syntéze vitaminu B12 pfimo v dané potraving (5).

Vzhledem k tomu, ze ma vitamin B12 nejslozit&si strukturu ze vSech vitamind, pouziva
se pro jeho vyrobu primarné mikrobiologicka fermentacni cesta. Chemicka vyroba vitaminu

B12 je technologicky a finan¢né€ velmi naro¢na, jelikoz zahrnuje asi 70 mezikroku (5; 17; 55).

Vybér spravného mikrobiologického kmene pro vyrobu vitaminu B12 neni zcela jednoduchy,
jelikoz mikroorganismy schopné produkovat tento vitamin maji mnoho nedostatkt. Takovym
nedostatkem muze byt naptiklad dlouhy fermentacni cyklus, naronost na zivné pudy nebo
tvorba pseudovitaminu B12. Pro masovou vyrobu lze pouzit bakterie Pseudomonas
denitrificans nebo freudenreichii, Propionibacterium shermanii nebo také Escherichia coli.
Praveé Escherichia coli mé tu vyhodu, ze se jedna o pomérné dobfe prostudovanou bakterii

a pouziva se také pfi vyrobe terpenoidu nebo syntetickych alkoholt (4; 5; 12; 16; 18; 55-58).

Na druhou stranu byla jako nejbezpecnéj$i bakterie se statusem GRAS (Generally Recognized
As Safe) vyhodnocena bakterie Propionibacterium freudenreichii, ktera produkuje aktivni
1 neaktivni formu vitaminu B12, coz je velka vyhoda pfi pouziti v potravinach 1 krmivech (5;
12; 18). Pavodné byla Propionibacterium freudenreichii pouzivana ve fermentovanych
potravinach jako je tfeba syr emental. Vzhledem k tomu, ze je schopnd produkovat také
organické kyseliny nebo nekteré dalsi vitaminy skupiny B, je v sou¢asné dob¢ v potravinarském
prumyslu hojné€ vyuzivana (12; 17). Tato bakterie samoziejme neni jedina, ktera produkuje
vitamin B12 a zaroven nese oznaceni GRAS, ale je bezesporu nejvyhodnéjsi. Ostatni bakterie
jsou zruznych diuvodi méné vhodné pro prumyslovou vyrobu. Jako piiklad lze uvést
Lactobacillus reuteri, ktera neumi vézat v dolni casti molekuly kobalaminu jiné ligandy

nez adenin, a tedy neumi produkovat aktivni formu vitaminu B12 (5; 16-18).
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1.5 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokou¢inné kapalinova chromatografie (HPLC) je druh separani techniky, kterd je Siroce
pouzivana nejen v chemickém, ale i potravinafském nebo farmaceutickém prdmyslu.
Kapalinova chromatografie je zaloZena na separaci sloZzek na zdkladé rozdilné rovnovazné
distribuci ¢astic mezi dvémi fazemi, kterymi jsou kapalnd mobilni faze, ktera se pohybuje,
apevna stacionarni faze umisténa v chromatografické koloné. Schéma kapalinového

chromatografu je zndzornéno na Obrazku 3.

Obrazek 3 Schéma HPLC (59)

Roipouitidb

V souCasné dobé je také hojné vyuzZivana ultra vysokoucinna kapalinovd chromatografie
(UHPLC), ktera se od HPLC lisi tim, Ze jsou analyzy provadény za vyssich tlakd a s mensi
velikosti Castic sorbentu stacionédrni faze. Analyza pomoci UHPLC je rychlejsi (az 4*),
citlivéjsi a kolony dosahuji vy3Sich ac€innosti v porovnani s HPLC. Stim souvisi také nizsi
néklady diky mensi spotfebé mobilni faze. Nevyhodou vSak je vy3si pofizovaci cena UHPLC,

jelikoz musi byt cely systém odolny vici vysokym tlakdim (60).
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1.5.1 Mobilni faze

Jako mobilni faze se pouziva kapalina, ktera se velmi Casto misi s riznymi aditivy. Aditiva
slouzi k Gpravé pH nebo iontové sily mobilni faze. Uprava pH mobilni faze se provadi
s pfesnosti na 0,1 jednotky pH, jelikoZ i mala zména pH miZze zpUsobit zménu retence
analyzované slozky. U pufrovanych mobilnich fazi je nejvhodnéj§i pracovat v oblasti pK
daného pufru, jelikoz se zde dosahuje nejvyssi pufracni kapacity. Pufracni kapacita vyjadiuje
schopnost pufru tlumit zmény pH pii pridavku kyseliny nebo zésady. Jako piiklad lze uvést
octanovy puft, ktery ma pufraéni kapacitu 3,6-5,6. Mobilni faze by méla byt piipravovana
a filtrovana vzdy tésné pred samotnou analyzou, aby byla zajisténa jeji Cerstvost a Cistota (61,

62).
Mobilni faze se do systému piivadi pomoci vysokotlakého Cerpadla, které charakterizuje:

- Bezpulsni pritok mobilni faze;
- Ptesnost, spravnost a reprodukovatelnost davkovani mobilni faze;

- Zajisteéni tlaku v kolon€ v rozmezi 30—60 MPa (63).

Nejcasteji se pii HPLC analyze pouziva systém s reverznimi fazemi, kdy je mobilni faze vice
polarni nez faze stacionarni. Pokud je tomu naopak, jedna se o systém s normalnimi fazemi

(63).

1.5.1.1 Gradientova eluce

Gradientova eluce piinesla do kapalinové chromatogratie mnoho vyhod a moznosti. Pti pouziti
gradientové eluce dochazi ke zmén¢€ elucni sily nebo selektivity mobilni faze pfimo béhem
separace. Nejvetsi prednosti gradientové eluce je to, Ze je mozné v jedné analyze eluovat latky
s velkymi rozdily v retenci a tim zkratit dobu separace (60; 64). Mimoto také dochazi

ke zmenseni Sitky a zvySeni vysky jednotlivych pikd, ¢imz se zvysi citlivost detekce (64).

Pokud se k tvorb¢ gradientu mobilni taze pouzivaji dve slozky, jedna se o tzv. binarni gradient
mobilni faze. Pti pouziti tfi v Case se menicich slozek, hovoiime pak o ternarnim gradientu (60;
64). Typy gradientu lze rozdélit podle zavislosti koncentrace slozek v Case. Muze byt spojity
nebo stupnovity, viz. Obrazek 4. Zménu koncentrace v pribéhu analyzy nazyvame profilem

gradientu (60).
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Obréazek 4 Typy profild gradientu mobilni faze (1, 11 - kontinualni gradient s nulovou (1)
a nenunolovou pocate¢ni koncentraci (1) 1- linearni, 2 - konkavni, 3 - konvexni; 111 -
stupnovity gradient; 1V - lin. gradient (1) nasledovany obracenym lin. Gradientem (65)

PFi pouZiti gradientové eluce je omezena moznost detekce, jelikoZ lze pouZit pouze detektory,
které nejsou citlivé na zmény prltoku a slozeni mobilni faze (spektrofotometricky detektor,

fluorescencni detektor) (60).

1.5.2 Chromatografické kolony

Chromatografickd kolona musi byt chemicky inertni, odolavat vysokym tlakiim a vnitfni
povrch jejiho plasté musi byt hladky. Materidlem pro vyrobu chromatografickych kolon je
nejCastéji nerezovéa ocel, plast, titan nebo sklo (60). Nejcastéjsi délka kolon pro kapalinovou

chromatografii je 3-30 cm a prdmér 2-10 mm.

Stacionarni fazi v chromatografické koloné mdze byt tuhy sorbent nebo kapalina, ktera je
chemicky ukotvena na tuhém nosici. Chemické a tepelna stabilita jsou u stacionarnich fazi
dllezité vlastnosti a rovnéz nesmi dochazet k reakci s mobilni fazi nebo se v ni rozpoustét (63).

Stacionarni faze Ize délit nékolika zpUsoby:

- dle chemického sloZeni - anorganické oxidy (silikagel, oxid zirkonicity, titaniCity
a hlinity);

- dle polarity - polarni, nepolarni a amfoternti;

- stacionarni faze na bazi grafitu;

- chemicky vazané faze na silikagel (aminopropyl, pentafluorfenyl (PFP)) (60; 63).
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Pravé zminovany pentafluorfenyl (Obrazek 5) je unikatni svou retenci, selektivitou a poskytuje
zpravidla obdobné separace jako oktadecylovd (C18) stacionarni faze, coZ je nejCastéji

pouZivana stacionarni faze hned vedle silikagelu (Obréazek 5) (63).

Obrézek 5 Struktura pentafluorfenylové (PFP) a oktadecylové (C18) stacionarni faze
(66; 67)

1.5.2.1 Povrchoveé porézni ¢astice stacionarni faze

Chromatografické kolony mohou byt naplnény piIné poréznimi Casticemi, neporéznimi
¢asticemi nebo povrchové poréznimi ¢asticemi. Porézni Castice jsou oproti neporéznim &asticim
odolné vici pfenosu hmoty ze stagnujici mobilni faze v pérech. Povrchové porézni Gastice,
spojuji vyhody neporéznich Castic (rychlost separace a Gc¢innost) a plné poréznich Céstic

(retence latek).

Jedné se o Céastice, které maji pevné neporézni jddro a na povrchu je porézni vrstva (Obrazek 6),
vétSinou chemicky modifikovaného silikagelu. Komeréné dostupné velikosti €astic jsou od 1,7

az 5 pm srlznou tloustkou porézni vrstvy (68; 69).
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Obrazek 6 Povrchové porézni a plné porézni ¢astice (70)

Vyhod pfi pouZiti téchto Castic je nékolik. Separovand latka nepronika do celé Céastice jako
v pfipadé pIné poréznich Castic a dochazi tak k menSimu rozmyvani elu¢nich zon. Dalsi
vyhodou je vyssi u€innost neZ u pouziti kolon pIlnénych plné poréznimi ¢asticemi nebo kolon
monolitickych, které maji kontinudlni porézni strukturu vypliujici objem chromatografické
kolony. V neposledni fadé je vyhodou také kratSi doba analyzy v porovnéni stradi¢nimi

kolonami, které jsou naplnény ¢asticemi sorbentu o vétsim priiméru (68; 69).

Povrchové porézni ¢astice mohou mit nepravidelny povrch, coz mlze zpUsobit rozsifovani pik(
a snizovani pfenosu hmoty (71). Na Obrazku 7 je znazornén pritok latky kolonou, ktera je
naplnéna povrchové poréznimi ¢asticemi a pIné poréznimi ¢asticemi. Obrazek zobrazuje vyssi
acinnost chromatografické separace pfi pouZziti povrchové poréznich castic, jelikoz maji plné
porézni Gastice rlzné velikosti, a tak kazda molekula proudici latky urazi jinou vzdalenost
a dochazi tak k rozsifovani pikd. Rozdil je také v tom, Ze proudici latka urazi kratsi drahu

vzhledem k tomu, Ze neproniké do celé Castice.

Obréazek 7 Pohyb latky v kolonach naplnénych rdznymi typy Castic (72)

PIné porézni Castice
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1.5.3 Detektory

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf lze propojit s celou fadou detektort, které se déli
na koncentracni a hmotnostni. Koncentracni detektor reaguje na zménu hmotnostni koncentrace
analytu nezavisle na jeho pfivodu do detektoru. Mezi takové detektory patii naptiklad
spektrofotometricky detektor (73-75), fluorescen¢ni detektor, elektrochemicky detektor (ECD)
(73) nebo detektor fotodiodového pole (17; 18; 22; 73; 76). Detektor fotodiodového pole je
schopen zaznamenat celé spektrum latky diky diodovému poli, na kterém je kazda fotodioda
nastavena na urcitou vinovou délku. Hmotnostni detektory pak reaguji na zmé&nu hmotnostniho
toku analytu do detektoru. Pokud se tedy zméni rychlost pritoku mobilni faze, zméni se i vyska
piku, plocha v8ak zistane stejna. Pfikladem hmotnostniho detektoru je detektor rozptylu svétla
(ELSD (evaporative light—scattering detector)), refraktometricky detektor (73) nebo
hmotnostni detektor (1; 24; 73; 74; 77).

1.5.3.1 Spektrofotometricky detektor

Spektrofotometricky detektor je nejpouzivanéjSim detektorem v kapalinové chromatografii.
Je velmi citlivy, ale méné selektivni a neni univerzalni. Jedna se o nedestruktivni detektor, coz
znamena, ze pii detekci nedochéazi ke zmeéné na analytu. Méfenou veli¢inou je zde absorbance,
kterd se méti v oblasti vinovych délek od 190 do 380 nm (UV oblast) pro polynenasycené
a aromatické latky a od 380 do 780 nm (viditelna oblast) pro latky barevné.

Velikost odezvy je dana Lambert-Beerovym zdkonem, ktery vyjadiuje vztah mezi Sitkou
absorbujici vrstvy / (délkou kyvety), koncentraci stanovované slozky ¢ a velikosti absorpce A

(absorbance).
A=c-1-¢

Veli¢ina ¢ zna&l molarni absorpéni koeficient, ktery ma jednotku I-mol™-cm™

a vyjadiuje
schopnost latky absorbovat elektromagnetické zafeni (svétlo). Jedna se o konstantu, ktera je
vzdy vztazena k jedné latce o dané koncentraci a k délce drahy, kterou urazi svétlo pii prichodu

latkou (60),
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1.6 Extrakce pevnou fazi

Nekteré analyty maji tak nizkou pfirozenou koncentraci ve vzorcich, Ze je nelze detekovat
v pfimém nastfiku vzorku na chromatografickou kolonu. V takovém ptipad¢ musi byt pred
vlastni analyzou provedeno zakoncentrovani, aby bylo mozné sledovanou slou¢eninu detekovat
a stanovit. Extrakce pevnou fazi (SPE) predstavuje idealni techniku pro zakoncentrovani
a preCisténi vzorku. Mimoto muze SPE také slouzit k vyméné rozpoustédel nebo derivatizaci
analytu. Je to jednoduché a rychla metoda. Jeji vyhodou je také mensi spotieba rozpoustédel,

snadné automatizace a jednoduché spojeni s instrumentalnimi metodami (63).

Principem je zachyceni molekul stanovované latky na tuhém sorbentu. Tento d& probiha
pii protékani vzorku SPE kolonou, ktera je naplnéna vhodnym sorbentem schopnym tuto latku
zadrzet. Pro ulpivani molekul na sorbentu jsou podstatné mezimolekularni interakce, mezi které

patfi:

e vodikové vazby;

e kation-aniontové interakce;

e dipdl-dipolové interakce (tzv. polarni interakce);
e van der Waalsovy sily (tzv. nepolarni interakce);

e specifickd interakce protilatka-antigen (63).

Sorbenty pouzivané v SPE kolonach jsou velmi podobné tém, které se pouzivaji pro kolony
v kapalinové chromatografii. Mohou to tedy byt napt. nepolarni sorbenty (C18, C8), polarni
sorbenty (silikagel) nebo sorbenty z polymernich materialti. Pro spravny vybeér sorbentu jsou

dilezité chemické vlastnosti analytu i pouzivaného rozpoustédla (63).

Postup prace s SPE kolonami je znazornén na Obrazku 8 a probihé nasledovné. Nejprve je SPE
kolona kondiciovéana, aby doslo k aktivaci funk&nich skupin sorbentu. Vzorek v kapalném
stavu se nanese na SPE kolonu, kde jsou latky zachytavany na sorbentu. Nezadouci piimési
se mohou odstranit promytim kolony vhodnym rozpoustédlem, které nerozpousti analyzovanou
latku. Stanovovana latka je nasledn€ eluovana elu¢nim rozpoustédlem. Vzhledem k tomu,
zejsou eluéni objemy o mnoho niz§i nez puvodni objemy vzorku, dochazi zaroven
k zakoncentrovani. Pritok vzorku a rozpoustédel pres kolonu lze urychlit centrifugaci,

piipojenim vakua na vystup kolony nebo tlaku na jeji vstup.
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Obrazek 8 Princip extrakce tuhou fazi (78)

1.6.1 Imunoafinitni kolony

Imunoafinitni kolony jsou specialnim a samostatnym druhem SPE kolon. Mechanismus retence
funguje na principu interakce protilatky a antigenu. V praxi to vypada tak, Ze jsou na sorbentu
kolony ukotveny specifické protilatky a analyt funguje jako antigen, ktery je protilatkami
zachytavan. Matrice pak prochazi bez zadrzeni a analyt je klasicky eluovan eluénim cinidlem.
Problémem imunoafinitnich kolon mlze byt tzv. zkfiZena reaktivita, kdy jsou protilatkou
zachyceny také latky podobné stanovovanému analytu. Imunoafinitni kolony se pouZivaji

nejcastéji pro analyzu mykotoxinl nebo nékterych vitamind.

Imunoafinitni kolony jsou vysoce selektivni a odstrafuji ze vzorku vSechny ostatni latky, které
by mohly rusit stanoveni (13; 19). Cisténi vzorku pomoci imunoafinitni kolony vyrazné

pFispiva ke zvyseni selektivity a citlivosti nasledného stanoveni pomoci HPLC (13; 17; 19).

Princip imunoafinitni kolony pro extrakci vitaminu B12 je =zaloZzen na technologii
monoklonalnich protilatek, diky kterym je metoda vysoce specificka, citliva, rychla a robustni.

Nemize zde dochazet kjiz zminéné zkfizené reaktivité. Kolony jsou naplnény gelovou

suspenzi monoklonalni latky, kterd je specifickd pro vitamin B12. Jako elu¢ni cinidlo

se pouziva methanol (19; 79).

Vzhledem k vysoké selektivité imunoafinitnich kolon pro vitamin B12 je nezbytné pfevedeni
vSech forem vitaminu B12 na kyanokobalamin pomoci kyanidu. Tento postup je nutny zejména
u vzorkd, které jsou pfirodniho plvodu, jelikoZz se zde nejcastéji vyskytuje vice forem

vitaminu B12 (13).
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1.7 Stanoveni vitaminu B12 v potravinarskych vzorcich

Vitamin B12 se nachazi pfevazné v potravinach zivoc¢i§ného ptuvodu, coz jsou vesmés slozité
matrice. Nejslozit€jsi a také nejvice Casové naroCné na celém postupu analyzy, vedouci
ke stanoveni mnozstvi vitaminu B12, je ptiprava vzorku. Vzorek je vétSinou nutné nejprve
rozlozit a soufasné¢ uvolnit analyt. Nasledn€¢ dochézi kjeho precisténi, piipadné
zakoncentrovani. Teprve po této fazi nastavd vlastni stanoveni napt. pomoci kapalinové

chromatografie.

1.7.1 Uvolnéni vitaminu B12 z matrice

Vitamin B12 byva v potravinach navazan na proteinovy komplex a pokud chceme stanovit jeho
celkovy obsah, je nezbytné ho z téchto vazeb pied stanovenim uvolnit. Zpasobu, jak rozlozit

vazbu na bilkoviny a vitamin uvolnit, existuje n¢kolik.

Prvni moznosti je enzymaticky rozklad pomoci proteaz. Nejcastéji se pro tento zpusob rozkladu
proteindl pouziva pepsin nebo papain. Uinek téchto enzymd je velice podobny. Napf.
pii analyze vitaminu B12 v kojenecké vyzivé byly srovnany vysledky za pouziti pepsinu

a papainu a ziskané koncentrace byly velmi podobné (rozdil ¢inil pouze cca 3 %) (13).

Jednim z dalSich zpusobl je zahfivani vzorku v pfitomnosti nadbyteCného mnozstvi
kyanidovych ionti v neutralnim nebo slabé alkalickém prostiedi, coz vede k uvolnéni
ptirodnich forem vitaminu B12 a jejich pfeméné na kyanokobalamin (1; 13; 17; 19; 75; 77).
Reakce se provadi nejCastéji v prostiedi octanového pufru a smes je zahtivana ve vodni lazni
na teplotu 80-100 °C. Vytézek reakce je ptiblizné 98 % (17, 24; 75; 77). Tento postup je
bezesporu vyhodnéjsi, jelikoz kombinuje uvolfiovani vitaminu B12 z proteinu a zaroveri jeho
prevedeni na kyanokobalamin. Kromé toho zabranuje ruseni stanoveni v dusledku mozné
piitomnosti vitaminu B12 v enzymech zivocisného ptvodu, jako je tomu v piipadé pepsinu (1;
13; 19). Na Obréazku 9 je znazornén chromatogram z analyzy vzorku hovézich jater pomoci
HPLC bez ptedchozi reakce s kyanidovymi ionty. Z chromatogramu je patrné, ze v hovézich
jatrech prevlada hydroxykobalamin, ktery je velmi malo stabilni a bez pievedeni

na kyanokobalamin by vysledek stanoveni nemusel byt piesny.
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Obréazek 9 HPLC analyza hovézich jater bez predchoziho plisobeni kyanidovych iont(l

(24)
1- methylkobalamin ] ] ;o
2 - kyanokobalamiii | | | A
3 - adenosylkobalamiii
4 - hydroxykobalamin
l— A ey
25 5,0 75 10,0 125 15,0 175 20,0

min

UpIného uvolnéni pFirodnich forem vitaminu B12 z matrice lze dosahnout pouZitim
proteolytického kroku pfed plisobenim kyanidem, coZ je asi nejcastéjsi metoda (13; 18; 19; 75).

Ke vzorklm obsahujicim sacharidy se pFidavajesté a-amylaza, kterdje $tépi (17-19; 75).

Posledni moznost zahrnuje zaroven uvolnéni vitaminu B12 z matrice i jeho extrakci. Tento
postup se provadi pomoci kyseliny trichloroctové. Ke vzorku masa se pfida pevna kyselina
trichloroctovd, smés se zhomogenizuje a odstfedi na odstfedivce. Poté je k pevnému podilu
smési pFidan 4% roztok kyseliny trichloroctové, smés se opét zhomogenizuje a odstfedi. Oba
kapalné kyselé extrakty jsou nasledné smichany a zchlazeny pfi -20 °C po dobu 10 minut,
aby se vyloucil tuk, ktery je nasledné odstranén odstfedénim. Vzorek se poté prefiltruje pres

stfikackovy filtr s velikosti por 0,45 |im aje pfipraven pro HPLC analyzu (76).

1.7.2 Extrakce vitaminu B12

Pro extrakci vitaminu B12 po jeho uvolnéni z matrice se nejCastéji pouzivaji imunoafinitni
kolony EASI-EXTRACT VITAMIN B12 (R-Biopharm; Darmstadt, Némecko) (12; 13; 17-19;
75). Imunoafinitni kolony pro extrakci vitaminu B12 vSak lze zakoupit také napfiklad od firmy

Meizheng Group (Peking, Cina) nebo Eagle Biosciences (Amherst,USA).

Kapacita imunoafinitni kolony EASI-EXTRACT VITAMIN B12 je 1 |ig vitaminu B12,

ale optimalni davkovani je 0,01-0,5 |ig. Princip imunoafinitnich kolon je popsan v kapitole
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1.6.1. Imunoafinitni kolony je nutné uchovavat v chladu, a proto se pred pouzitim nechavaji
vytemperovat na laboratorni teplotu. Poté se necha voln¢ odkapat stabilizujici pufr a nanese se
kapalny vzorek. Vitamin B12 se zachyti na protilatce a kolona se promyje redestilovanou
vodou. Kolona se nasledné vysusi vzduchem a pomoci methanolu se eluuje zachyceny vitamin
B12. Eluat se vysusi pii 50-60 °C pod proudem dusiku nebo vzduchu a rekonstituuje mobilni
fazi nebo fedicim roztokem vzorku, aby jej bylo mozné dale stanovit pomoci HPLC s UV

detekci nebo UHLPC s hmotnostnim spektrometrem (13; 17-19; 75).

Dalsi z moznosti extrakce je pouziti SPE kolony s reverzni fazi (RP-SPE), kterou muze byt
napt. chemicky vazany oktyl (C8) nebo oktadecyl (C18) na silikagelu. Kolony jsou nejprve
kondiciovany methanolem a vodou, ¢imz se aktivuji funkéni skupiny na sorbentu. Nasledné se
na kolonu nanese kapalny vzorek a vitamin B12 se zachyti na sorbentu. Kolona se promyje
vodou a poté se vitamin B12 eluuje 50% acetonitrilem. Nadobka se vzorkem rozpust€énym
v acetonitrilu se vysu$i ve vakuu a vzorek je rekonstituovan mobilni fazi. Takto piipraveny

extrakt je vhodny pro UHPLC analyzu s MS detekci (77).

Pti analyze vitaminu B12 v mlé¢nych vyrobcich nebo mase se pro jeho extrakci mohou pouzit
také Oasis HLB kolony. Jednd se o kolony se sorbenty na principu SPE, které obsahuji silné¢
hydrofilni polymery s obracenou fazi (1; 24; 80). Prvnim krokem je kondicionace kolony
acetonitrilem a vodou. Po naneseni vzorku je kolona promyta vodou (pfipadné jesté¢ 5-10%
methanolem (24)) a poté je vitamin B12 eluovan 50% roztokem acetonitrilu (1) nebo 50%
roztokem methanolu (24). Rozpoustédlo je nasledné odpateno na rotani vakuové odparce
pii 30-35 °C. Odpareny vzorek je rozpustén a pfeveden ethanolem do vialky, ktery je nasledné
opét odpaten pod proudem dusiku pii 40 °C. Poté je vzorek znovu rozpustén v destilované vodé

a ptipraven na HPLC analyzu s detekci hmotnostnim spektrometrem (24).

1.7.3 Separacni metody stanoveni

Nyni je vzorek po slozitém rozlozZeni, zakoncentrovani a precisténi pfipraven na vlastni analyzu.
Vitamin B12 lze pom&mé snadno stanovit s vyuzitim separacnich technik. Je mozné vyuzit
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC) (3; 17; 19; 22; 24; 75; 76, 81) nebo ultra
vysokoucinnou kapalinovou chromatogratii (UHPLC) (1; 17; 18; 74; 77, 82). Tyto metody
stanoveni jsou pfi stanovovani vitamind nejpouzivangj$i. Separace se provadi ve vétSiné

pfipadi na chromatografickych kolonach s reverzni fazi, které mohou byt naplnény bud
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Casticemi  silikagelu s chemicky navazanymi oktadecyl uhlikovymi fetézci (C18)
nebo oktylovymi uhlikovymi fetézci (C8) (1; 17; 18; 22; 24; 74-77; 81; 82).

Mobilni fazi je nejCastéji voda (1; 17-19; 24; 74; 75; 77; 81) a acetonitril (1; 17-19; 22; 24; 74;
75; 77), kdy je voda poméroveé ve znacné prevaze (1; 17-19; 24; 75; 77). K okyseleni mobilni
faze se pouziva bud kyselina trifluoroctova (17; 19; 24; 74; 75) nebo kyselina mravenci
v koncentraci 0,025-0,5 %, kterd se misi bud sjednim (1; 77) nebo s obéma komponenty
mobilni faze (17; 18). Pfi separaci smési ve vodé rozpustnych vitamin( Ize jako mobilni fazi
pro gradientovou eluci pouZit také 5 mM kyselinu mravenci o pH=3 a 100% methanol (82).
K eluci Ize pouzitjak izokratickou (75; 76), tak gradientovou eluci (1; 17; 18; 22; 24; 74; 77,

82), pfi které se zvySuje obsah organického rozpoustédla v mobilni fazi s Casem separace.

K detekci vitaminu B12 pfi analyze kapalinovou chromatografii se mohou pouzivat rlizné typy
detektord. Jednim z nich je hmotnostni spektrometr (1; 17; 24; 74; 77) s trojitym kvadrupdlem,
ktery je typicky pro kvantitativni analyzu (1). Nejbéznéjsi ionizacni technikou pfi stanoveni
vitaminu B12 je ionizace elektrosprejem (17; 18; 24; 74; 82). Molekulovd hmotnost
kyanokobalaminu je 1355,38 gmol-1, proto se skenovani iontd provadi v rozsahu m/z 900-
1400 (24) nebo také m/z 50-1500 za pozitivniho iontového rezimu (18). Tento typ detektoru je
velmi citlivy a jeho detek&ni limity jsou asi 70 |agml-1(3). Na Obrazku 11 je zné&zornéno

MS/MS spektrum iontu m/z 1356 pro standard kyanokobalaminu.

Obrézek 10 MS/MS spektrum standardu kyanokobalaminu (17)



Dalsi moznosti detekce je pouziti spektrofotometrického detektoru (3; 13; 17; 19; 74; 75)
(detektor s fotodiodovym polem (18; 22; 76)). Pti spektrofotometrické detekci se vzorky meri
pii vinovych délkach 278 nm, 361 nm a 550 nm (3; 18; 19; 75, 76), coZ jsou absorp¢ni maxima
kyanokobalaminu. Absorbance pfi 361 nm je cca 3,3x vét§i nez pit 550 nm. Pro detekci
vitaminu B12 1ze vyuzit také hmotnostni spektrometr s indukéné vazanym plazmatem (ICP-
MS) (3; 13; 24; 81), ktery je zalozen na detekci kobaltu v molekule kobalaminu a velmi Casto
se pouziva pii analyze vitaminovych pfipravka (13). Detekce pomoci ICP-MS je vysoce citliva

a je schopna stanovit koncentrace vitaminu B12 pod 50 pg-ml, nicméné cena zafizeni

2

a provozni naklady ICP-MS jsou velmi vysoké (3; 24).

Dal$i z moznosti, jak detekovat vitamin B12 je pouzit velice selektivni a citlivou fluorescencni
detekci (13; 19; 24; 83; 84). Bohuzel vitamin B12 sam o sob¢ nefluoreskuje, ale 1ze ho prevést
alkalickou fosfatazou na fluoreskujici formu a-ribazol (17; 83). Lze ho také derivatizovat
pomoci derivatizanich ¢inidel DMEQ (hydrazin = 6,7-dimethoxy-1-methyl-2(1H)-
chinoxalinon-3-propionyl karboxylové kyseliny) nebo 4,4’ diazobenzendiazoamino-azobenzen
(3; 24). Nevyhodou pouziti tohoto detektoru je dlouha a naro¢na ptiprava vzorku, absence
komercné dostupného standardu a zvySeni celkovych nakladi (vysoka cena derivatizacnich

¢inidel) (13; 19; 24; 84).

Kapilarni elektroforéza ve spojeni s ICP-MS je dalsi moznosti stanoveni a pfinasi vyhodu
rozliSeni riznych forem vitaminu B12. RovnéZ nevyZzaduje slozitou pfipravu vzorku, ma vSak

nizkou mez detekce, a tak se pouziva hlavné pro zakladni vyzkum (3; 85).

Vitamin B12 ma elektrochemické vlastnosti, a proto lze na jeho detekci vyuzit také
coulometricky detektor, ktery méfi proud vznikajici pii pruchodu oxidovatelné nebo
redukovatelné latky mérnou celou. Vyhodou tohoto detektoru je, ze neni nutné prevadeét

vSechny formy vitaminu B12 na kyanokobalamin (13).

1.7.4 Mikrobiologicka metoda stanoveni

Mikrobiologickd metoda stanoveni je jednou z nejstarsich metod méfeni obsahu vitaminu B12
(3; 24). Principem metody je proliferace mikroorganismu, které k ristu vyuzivaji vitamin B12.
Rychlost rustu mikroorganismi tedy zavisi na koncentraci vitaminu v testovacim médiu (18;
24). Tato metoda je pracovné i Casove velmi narocna (az né€kolik dni, kvuli ristu

mikroorganismil), malo piesna a v neposledni fadé neni selektivni (3; 13; 17; 19; 24; 86). Nizka
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selektivita ma Casto za nasledek chybu 5-40 %, jelikoz touto metodou nelze rozlisit jednotlivé
formy vitaminu B12 (17; 19; 24; 75). Na druhou stranu je mikrobiologicka metoda velmi citliva
a levnd (13; 19). NejCastéjSimi mikroorganismy pouzivanymi pii stanoveni koncentrace
vitaminu B12 jsou Euglena gracilis (krasnoocko Stihl€), Propionibacterium freudenreichii,
Lactobacillus leishmanii (3; 13; 19; 87-90) a Lactobacillus delbrueckii (ATCC 7830) (12; 17).
Metoda za pouziti mikroorganismu Lactobacillus delbrueckii pro stanoveni koncentrace

vitaminu B12 je referen¢ni analytickou metodou (12; 17).

Samotné stanoveni pomoci Propionibacterium freudenreichii probihé nasledovné. Zpracovana
matrice (zpracovani se lisi dle druhu potraviny) se zaockuje kulturou a necha se fermentovat
pii teploté 28 °C po dobu 24 hodin. Po inkubaci se zjisti poCet bun¢k a vyjadii se v jednotkach
CFU/g (17, 18). Jako kalibrator se pouziva kyanokobalamin (12).

Detekéni limity se u mikrobiologické metody velmi 1i§i v z&vislosti na pouzitém
mikroorganismu. Napiiklad pifi pouziti indikatorového mikroorganismu Lactobacillus
delbrueckii je mozno dosahnout detekénich limitd 1,12 pg-ml? a nejnizsi detekéni limity
vykazuje metoda za pouziti mikroorganismu Lactobacillus leishmannii, ktery je nejcitlivejsi
asjeho pomoci miize byt stanovena koncentrace vitaminu B12 1-20 pg-ml'. Opét je tieba
pocitat s nizkou specifitou, jelikoz tento mikroorganismus nerozlisuje aktivni a neaktivni formy

vitaminu B12 a u vysledkt se musi uvazovat chyba 5-40 % (13; 18; 19).

1.7.5 Dalsi metody stanoveni

Vitamin B12 je mozno stanovovat metodou elektroluminiscence (ECL). Je to metoda, pii které
se meni elektricka energie luminiscence ve svétlo. K této premeéné dochazi, jakmile projde
proud specialnim elektroluminiscenénim materialem. Pfi méfeni vitaminu B12 touto metodou
se aplikuje tzv. konkurenni princip, ktery vyuziva jako protilatku intrizitni faktor, ktery je
znaeny rutheniovym komplexem. Vzorek se inkubuje spolu s protilatkou a nasledné se
ke smési piidava biotinylovany vitamin B12 spolu se streptavidinem, ktery je potazen
paramagnetickymi mikrocasticemi. Volna vazebna mista znacené protilatky obsadi komplex
antigenu. Po inkubaci je reak&ni smes transportovana do mémé cely, kde se imunitni komplexy
magneticky zachyti na pracovni elektrodé. Reakce je pak elektricky stimulovana tak,

aby produkovala svétlo, které je nepfimo umérné mnozstvi vitaminu B12 v ptivodnim vzorku.
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Vyhodou této metody je vysoka presnost, selektivita, rychlost a dlouha zivotnost pouzivanych

pfistroji bez nakladt na Gdrzbu.

Mez stanovitelnosti vitaminu B12 pomoci ECL je asi 30 pg-ml. Nejcast&ji se tato metoda

stanoveni pouziva ve farmakologickém, klinickém a chemickém vyzkumu (3; 24).

Ke stanoveni vitaminu B12 lze pouzit také atomovou absorpéni spektrometrii (AAS), ktera je
zalozena na méfeni mnozstvi kobaltu ve vzorku. Detekéni limit této metody je asi 20 pg-ml.
Vyhodou AAS je to, ze se jednd o snadnou a pfesnou metodu. Pouziva se hlavne
ve farmaceutickém a klinickém prumyslu. Ve farmakologickém a klinickém primyslu se také

&asto pouziva metoda radioimunoanalyzy (RIA), ktera ma mez detekce 200 pg-ml™! (3).
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristroje a zarizeni

Pro odmeéfteni objema pfi pfipravé vzorku a kalibra¢ni kiivky byly pouzity automatické pipety
s nastavitelnym objemem Biohit-Proline (Biohit, Helsinky, Finsko) a Sartorius Proline
(Sartorius, Gottingen, Némecko). Pro odméfovani velmi malych objemu pfi pfiprave kalibra¢ni
fady byly pouzity mikrosttikacky znacky Hamilton (Reno, Nevada, USA) o objemu 1, 10, 100
a 250 pl. Uprava pH octanového pufru byla provadéna pomoci pH metru SCHOTT CG 842
(SCHOTT GLAS, Mainz, Némecko).

Navazovani standardu pro ptipravu kalibra¢ni fady bylo provedeno na digitalnich analytickych
vahéch s presnosti na ¢tyfi desetinnd mista znacky Sartorius BP 211 D (Sartorius, Gottingen,
Némecko). VSechna ostatni vazeni vzorku a Cinidel pro stanoveni byla provadéna na digitalnich
analytickych vahach s presnosti na tfi desetinnd mista znatky KERN ABT 220-4M (Kern &
Sohn GmbH, Balingen, Némecko).

Pro homogenizaci vzorki byl pouzit nozovy mlyn Grindomix GM 200 (Retsch; Verder s.r.0.,
Praha, Ceska republika) a homogenizator IKA Ultra Turrax (Staufen, Némecko). Pro naslednou
inkubaci zhomogenizovanych vzorka byla vyuZzivana vodni lazen s tfepackou znacky Memmert
(Buchenbach, Némecko). Pro odstfed’ovani vzorki byla pouzita odstfedivka Sorvall ST Plus
Series (Fisher Scientific, Massachusetts, USA). K zakoncentrovani a procisténi vzorku byly
pouzivany imunoafinitni kolony EASI-EXTRACT® VITAMIN B12 (produktové cislo
P80/P80B; R-Biopharm, Darmstadt, Némecko). Eluat byl vysousen pomoci vyhtivaciho bloku
Dry block heater 1 (IKA, Staufen, Némecko) a nasledné znovu rozpoustén pomoci

ultrazvukové lazné typu Sonorex RK 31 (Bandelin, Berlin, Némecko).

Pro pfipravu ultra €isté vody jako mobilni faze bylo pouzito zatfizeni MilliQ (Merck Millipore,
Némecko) a pojejim okyseleni byla voda prefiltrovana pomoci membranové vyveévy KnF N0O35
AN.18 (KNF Neuberger GmbH, Freiburg, Némecko). Membranova vyveéva obsahovala filtr
Milipak® Express s velikosti porti 0,45 um. Pti analyze vitaminu B12 byl pouzit vysokoucinny

kapalinovy chromatograf, ktery byl slozen z téchto Casti:

e binarni Cerpadlo mobilnich fazi (Agilent 1290 Infinity Binary Pump (G4220A); Agilent
Technologies, Santa Clara, USA);
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e autosampler (Agilent 1290 Infinity Autosampler (G4226A);, Agilent Technologies,
Santa Clara, USA);

e termostat kolony (Agilent 1200 Series Thermostatted Column Compartment (G1316A);,
Agilent Technologies, Santa Clara, USA);

e detektor diodového pole (Agilent 1200 Infinity Series Diode Array Detector (G4212B);
Agilent Technologies, Santa Clara, USA).

Pro analyzu vzorkd byla vyuzivana chromatograficka kolona plnéna povrchové poréznimi
casticemi Kinetex PFP 100 A, 150%3 mm, s velikosti ¢astic 2,6 um ktera byla vyrobena firmou

Phenomenex (Torrance, USA).

2.2 Chemikalie a vzorky

2.2.1 Pouzivané chemikalie

Pro ptipravu vodného roztoku pufru potrebného pfi ptiprave vzorku byl pouzit trihydrat octanu
sodného p.a. zakoupeny od firmy Lach-Ner, s.r.o. (Neratovice, Ceska republika)
a pro naslednou tpravu jeho pH kyselina octova zakoupena od firmy Penta s.r.o. (Praha, Ceska
republika). Pti ptipravé vzorku byl déale pouzivan kyanid sodny a enzymy a-amylaza (A3176—
-1MU; > 10 jednotek/1 mg) a pepsin (P7125; > 400 jednotek/1 mg) zakoupené od firmy Sigma-
Aldrich (Louis, Missouri, USA). Pro eluci vitaminu B12 z imunoafinitni kolony byl pouzivan

methanol (HPLC grade) zakoupeny od firmy Honeywell (Charlotte, USA).

Jako mobilni faze byl mimo ultracisté vody ziskané pomoci €isticiho systému na Gpravu vody
(Milli-Q®; Merck Millipore, Némecko) pouzivan také acetonitril LC-MS G&istoty (Sigma-
Aldrich, Louis, Missouri, USA). Na okyseleni obou slozek mobilni faze byla pouzivana 99%

kyselina mraven¢i (Sigma-Aldrich, Louis, Missouri, USA).
2.2.2 Pouzivany standard
Pti optimalizaci a ptipravée kalibra¢ni fady byl pouzivén standard vitaminu B12 (CAS 68-19-9;
Cyanocobalamin, V2876—-1G; Cistota > 98 %) zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich, USA.
2.2.3 Vzorky

Vsechny vzorky masa byly zakoupeny v potravinovych fetézcich v CR a jejich prehled
je uveden v nasledujici Tabulce 3.
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Tabulka 3 Pouzité vzorky pro analyzu

Maso Druh Prodavajici Zemé plvodu Typ baleni

Albert Ceska republika,

Hovézi  Kyta s.r.0., Radlicka 520/117, Pultovy prodej

Praha 5 Chlazeno

Veprové Kyta Ceska republika Baleno
Lidl Ceska republika v.o.s., v ochranné
o Stehenni Narozni 1359/11, Praha 5 atmosfére
Kureci Fizek Chlazeno

2.3 Pracovni postup

2.3.1 P¥iprava roztok(d standardu vitaminu B12

Koncentrace vitaminu B12 byla vyhodnocovédna metodou Kkalibraéni kFfivky, kterd byla
vytvofena pomoci kalibracni Fady roztoku standardu vitaminu B12, a to nésledujicim

zplsobem.

Navazenim 0,1000 g standardu vitaminu B12 do 100ml odmérné bariky a doplnénim vodou
po rysku byl pfipraven Zasobni roztok o koncentraci 1000 pgmI"1l Tento roztok byl dale
nafedén na koncentraci 12,5 pgmIl"lodmérenim 1250 pl do 100ml odmérné barnky a naslednym
doplnénim po rysku ultraCistou vodou. Takto vytvofeny Pracovni roztok byl déle pouZzit
pro pfipravu kalibra¢ni fady podle Tabulky 4. Kazdy roztok byl pfipraven tfikrat pro kazdou
koncentraci. Roztoky standardu vitaminu B12 o koncentracich 0,05; 0,5 a 2,5 pgmI-1 byly

pouzivany také pro validacni méfeni.
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Tabulka 4 Pipetované objemy pro pripravu roztok( pro kalibraci a validaci

Koncentrace [gg-mi™1] Objem Pracovniho Objem ultragisté vody [gl]
roztoku [gl]

0,005 0,4 999,6
0,01 0,8 999,2
0,025 2 998
0,05 4 996
0,1 8 992
0,25 20 980
0,5 40 960
1 80 920
2,5 200 800

2.3.2 Fotodegradace vitaminu B12

Do Cirych vialek a vialek z tmavého skla o objemu 1 ml bylo odméfeno vzdy po 1 ml roztoku
standardu vitaminu B12 o koncentraci 1 ng-ml"1l Dvé vialky z tmavého skla byly uloZeny

do lednice, dvé tmavé a dvé Ciré vialky byly ponechany v blizkosti okna pfi laboratorni teploté.
Obsah vitaminu B12 ve vSech vialkach byl poté postupné proméren po 24 hodinach, 5 dnech
a po dvou mésicich pomoci HPLC.

2.3.3 Vliv ultrazvuku na koncentraci vitaminu B12

Roztok standardu vitaminu B12 o koncentraci 1 gg ml"1 byl napipetovdn do dvou vialek
0 objemu 1 ml, které byly nasledné ponechany v zapnuté ultrazvukové lazni po dobu 1a 3
minuty. Vialky se standardem vitaminu B12 byly poté proméfeny pomoci HPLC jako vSechny

ostatni vzorky.

2.3.4 PFiprava vzorkd

Pfed samotnym zpracovanim vzorkl byl pfFipraven roztok octanu sodného o koncentraci

50 mmol I"l a jeho pH bylo upraveno pomoci kyseliny octové na hodnotu 4,2. Déle byl
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pripraven 1% roztok kyanidu sodného, ktery byl pfipravovan vzdy cerstvy a v pfesné
pozadovaném objemu pro danou analyzu, aby se zamezilo vytvafeni odpadu obsahujici

kyanidy.

Vzhledem k tomu, Ze bylo cilem prace monitorovat zmény obsahu vitaminu B12 v mase
pfi tepelné Upravé, byly vzorky tepelné upravovany za rGznych podminek. Soucasné byla
provedena analyza vzork( za syrového stavu pro posouzeni ztrat. Z kazdého druhu masa byly
odebrany vzdy 2 kusy vzorku pro jednu tepelnou Upravu. VSechno maso bylo naporcovano

na platky o tlouStce 2 cm. Podminky tepelnych Gprav pro kazdy druh masa je zn&zornén

v Tabulce 5.
Tabulka 5 Pre iled pouzitych tepelnych Uprav vzork({ masa
Vareni ‘. Smazenina Grilovanina  Varenive
. Peceni L .
Maso v tlakovém o o rostlinném kontaktnim  vakuu, tzv.
i pri 190 °C .. . .
hrnci oleji grilu sous-vide
Hovézi 20 min 45 min
4 min 60 °C,
3 min 4 hodiny
Veprové 15 min 35 min z kazdé
strany
Kureci 13 min 30 min 3 min 70 C
2 hodiny

JelikoZ pri tepelné Gpravé masa dochéazi k hmotnostnim ztrdtdm vlivem odpafovéani vody
arozpousténi tuku, byly vSechny vzorky pfed i po tepelné Upravé zvazeny, aby bylo mozno

pfi vypocltu obsahu vitaminu B12 zohlednit ztratu hmotnosti.

2.3.4.1 Uvolnéni vitaminu B12 z masa

Cerstvé nebo tepelng upravené maso bylo nejprve po malych kouscich rozmixovano v nozovém
mixéru (1000 otaek/min po dobu 10 sekund). Z rozmixované hmoty bylo nasledné navazeno
30 g do 100ml lahve se Sroubovacim uzavérem obalené alobalem pro zamezeni pfistupu svétla
a bylo pfidano 50 ml octanového pufru. Tato smés byla zhomogenizovdna pomoci
homogenizatoru Ultra-Turrax (25 000 otaCek/min po dobu 5 sekund) a poté k ni bylo pfidano
15 ml 1% roztoku kyanidu sodného, 2 g pepsinu a 0,05 g a-amylazy. Takto pfipravena smés
byla protfepana a inkubovana ve vodni lazni pfi teploté 37 °C po dobu 30 minut. Po uplynuti

této doby byla smés vloZzena do vodni lazné o teploté 95 °C a po uplynuti dalSich 30 minut byla
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smés zlazné vyjmuta a vytemperovana na laboratorni teplotu. Lahev se smési byla poté
doplnéna octanovym pufrem na objem 100 ml. Po sedimentaci pevnych Castic byla kapalna
taze odebrana do 50ml centrifugacni zkumavky a odstredéna rychlosti 10000 ot/min (13640x g)
po dobu 10 minut. Supernatant byl pfipraven na extrakci vitaminu B12 pomoci imunoafinitni

kolony.

2.3.4.2 Imunoafinitni preciSténi a zakoncentrovani

Imunoafinitni kolonka byla vytemperovana na laboratorni teplotu a po odstranéni vicka byl
stabilizujici pufr nechan voln¢ odkapat. Nasledné bylo na kolonu naneseno 15 ml supernatantu,
poté byla kolona promyta 10 ml deionizované vody a vysusena 10 ml vzduchu. Vysuseni
vzduchem bylo provedeno nasledujicim zptsobem. Plastové vicko imunoafinitni kolony bylo
propichnuto Sml stfikackou, kterd byla naplnéna vzduchem, ktery byl nasledné vypustén
do imunoafinitni kolony. Tento postup byl opakovan dvakrat. Zachyceny vitamin B12 byl poté
eluovan 3 ml methanolu. Eluat byl vysuSen pod proudem dusiku ve vyhfivaném bloku
pti teploté 50 °C. Vzorek byl rekonstituovan v 300 ul mobilni faze (ultra €ista voda + 0,1%
kyselina mravenci) a vialka byla na chvili ponofena do ultrazvukové 1azné€. Takto pfipraveny

vzorek byl podroben analyze HPLC se spektrofotometrickou detekci.

2.3.5 Chromatograficka analyza

Jak uz bylo uvedeno dfive, pro analyzu vitaminu B12 byla pouzita chromatografické kolona
Kinetex 2,6 um PFP 100A o délce 150 mm a priméru 3 mm. Mobilni faze se skladala z ultra
Cisté vody a acetonitrilu, oba komponenty byly okyseleny kyselinou mravenc¢i na koncentraci
0,1 %. Pro analyzu bylo vyuzito gradientové eluce s pribéhem, ktery je popsan v Tabulce 6.
V prabéhu chromatografické separace byl udrzovan konstantni pratok 0,3 ml/min a teplota
kolony byla 40 °C. Davkovano bylo 20 ul vzorku a detekce probihala pii vinové délce 361 nm
a 550 nm. Soucasné byly sbirany UV/VIS spektra beéhem celé analyzy.
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Ta julka 6 Pribéh gradientové eluce pFi analyze vitaminu B12

. ) Ultracista voda + 0,1 % kyseliny Acetonitril + 0,1 % kyseliny
Cas [minuty]

mravenci [%0] mravenci [%0]
0 95 5
15 80 20
20 5 95
21 95 5

2.4 VVyhodnoceni a zpracovani dat

Experimentéalné ziskana data byla ziskdvéna a zpracovéna pomoci programu OpenLab CDS
ChemStation Edition for LC & LC/MS Systems (Agilent Technologies, USA). Vysledky
méfeni byly zpracovavany v programu Microsoft Office Excel 2016, dale v programu QC

Expert 2.5 a EffiValidation 3.0.



3 VYSLEDKY A DISKUZE

Nejdalezit€j§im zdrojem vitaminu B12 je pro ¢loveéka jednozna¢n€ maso. To se vSak v drtivé
veétsiné pripadd konzumuje tepelné upravené a je vSeobecné€ znamé, ze vysoka teplota ma
na vitaminy degrada¢ni u¢inky. Kolik tepeln€ upraveného masa je tedy zapotiebi snist, aby byla

spolehlivé pokryta denni davka vitaminu B12?

Cilem této diplomové prace bylo prozkoumat vlivy riznych tepelnych Gprav masa na obsah
vitaminu B12. Jelikoz rizné formy vitaminu B12 maji velmi vysoky bod varu, byla na stanoveni
pouzita metoda kapalinové chromatografie. Prvnim krokem tedy bylo nalezeni optimélnich
podminek na separaci a detekci. Pfed zpracovanim vzorka byl zjistovan vliv svételné expozice
a ultrazvuku na vitamin B12. Nasledné¢ bylo nutné vyhledat nejlepsi metodu na extrakci
vitaminu B12 ze vzorku a jeho zakoncentrovani na koncentraci, kterou by bylo mozné pomoci
HPLC detekovat a kvantifikovat. Nakonec byly prométeny vzorky masa, které prosly riznymi

tepelnymi upravami.

3.1 Optimalizace chromatografické separace a detekce

Na zacatku celé prace bylo tfeba nalézt vhodné sloZzeni mobilni faze, pribéh gradientu
a rychlost prutoku mobilni faze pro optimalni separaci vitaminu B12. Dale bylo potieba nalézt
odpovidajici metodu detekce. Pti hledani vhodnych podminek pro chromatografickou separaci

byl pouzivan standard vitaminu B12 o koncentraci 4 pg-ml™.

Jako mobilni faze pro kapalinovou chromatografii bylo vyzkouSeno né€kolik organickych
rozpousteédel v riznych pomérech s vodnou ¢asti mobilni faze pii isokratické nebo gradientové
eluci, n€kolik typa chromatografickych kolon i rychlosti pratoku. Vse je prehledné uvedeno
v Ptiloze P1 a P2 v poftadi, v jakém byly metody zkouSeny. Pouzity typ mobilni faze, gradient
i chromatograficka kolona pro separaci vitaminu B12 a analyzu vzorkd jsou v tabulkéach

vyznaceny tu¢ne.

Zdaleka nejlepsi separaci a tvar piku vykazovala chromatograficka kolona Kinetex 2,6 pm PFP
100A o délce 150 mm a primeéru 3 mm pfi gradientové eluci za pouziti mobilni faze slozené
z ultraisté vody a acetonitrilu. Ob¢ tyto slozky byly okyseleny kyselinou mravenci
na koncentraci 0,1 %. Prubéh pouzivaného gradientu je znazornén v Tabulce 6 v kapitole 2.6.3.

Standard vitaminu B12 m¢l pii ném eluéni ¢as 13,0 minut.
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Pfi optimalizaci detekce byl nejprve vyzkouSen hmotnostni spektrometr s ionizaci
elektrosprejem nebo chemickou ionizaci za atmosférického tlaku spojeny shmotnostnim
analyzatorem na bézi iontové pasti. Mez detekce byla bohuZel velice vysokd na zamySlené
pouZiti a tak bylo pFistoupeno k detekci pomoci detektoru fotodiodového pole, kdy byla
absorbance méfena pfi vinovych délkach 361 a 550 nm, coZ jsou absorpéni maxima UV/VIS
spektra (Pfiloha P3).

3.2 Validace metody

Po nalezeni vhodnych podminek chromatografické separace bylo dale potfeba provést validaci
chromatografické metody. Validace se provadi pro posouzeni vhodnosti pouZiti daného
procesu. Pro méfeni byl pouzivan roztok standardu vitaminu B12 o rliznych koncentracich
v rozmezi od 0,005 pgml-1 do 2,5 pgm I-1 Kalibrace byla vytvofena jako linearni zavislost
koncentrace (od 0,005 pgmI-1do 0,5 pgm I-1) na ploSe piku s ohledem na koncentraci vitaminu
B12 ve vzorcich. Na kvantifikaci byla pouzita vinovéa délka 361 nm, nebot” absorbance a tedy
i plochy pikl byly vétsi nez u 550 nm. Vysledna linearni kalibraéni zavislost je zndzornéna
na nasledujicim Obrazku 11 a kompletni hodnoty jsou uvedeny v Pfiloze P4. Tato kalibraéni
kfivka byla také nasledné pouzivana pro vyhodnocovani obsahu vitaminu B12 ve vzorcich

masa.

Obrazek 11 Kalibraéni kfivka vitaminu B12

Hodnocenym parametrem linearity kalibracni zévislosti byl koeficient determinace regresni

zavislosti R2, ktery mél hodnotu 0,9993 a QC koeficient, ktery mél hodnotu 2,37 %.
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Oba parametry byly vyhodnoceny pomoci programu EffiValidation a spliovaly kritérium

pFijatelnosti, které je pro koeficient determinace > 0,999 a pro QC koeficient < 5 %.

Dale bylo provedeno statistické vyhodnoceni pomoci programu QC Expert 2.5 pro odhaleni
odlehlych bodd avyznamnosti ¢lenl rovnice pfimky kalibraéni zavislosti. Odlehlé body nebyly
odhaleny a na hladiné pravdépodobnosti p = 0,05 byl Usek pfimky vyhodnocen jako
nevyznamny (p > 0,05) (Tabulka 7). Usek pfimky byl ve v3ech néasledujicich vypo&tech

zanedban. Ostatni vysledky statistického vyhodnoceni jsou zobrazeny v Tabulce 7.

Tabulka 7 Vysledky statistického vyhodnoceni rovnice kalibracni zavislosti

Odhad Smérodatna odchylka Pravdépodobnostp ZAaver
Smeérnice 327,526 2,225 0 Vyznamny
Usek  -0,0578 0,5015 0,9096 Nevyznamny

DalSimi hodnoticimi parametry byly spravnost, vyjadfendjako vytéznost, a pfesnost, vyjadfena
jako opakovatelnost pomoci relativni smérodatné odchylky (RSD). Tyto parametry byly
hodnoceny na tfech koncentracnich Grovnich a to 0,05, 0,5 a 2,5 pgmTL1 Hodnotici kritéria
byla pfevzata z publikace Guidelinesfor Standard Method Performance Requirements (91).

Ziskané validacni hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 8.

Tabulka 8 Vysledky validace pfFesnosti a spravnosti metody stanoveni vitaminu B12
Presnost (opakovatelnost) Spravnost (vytéznost)

Koncentrace Presnost Kritérium , Kritérium
Spravnost [%0]

[~ gmli1] (RSD) [%0]  prijatelnosti [%] prijatelnosti [%0]
0,05 0,24 <15 101,40
0,5 3,82 <15 100,10 80-110
2,5 6,88 <11 105,97

Na zékladé kritérii pFijatelnosti pro pfesnost a spravnost byla metoda vyhodnocena jako

vyhovujici.

V neposledni Ffadé byla hodnocenym parametrem také mezilehld pfesnost. Stejné jako
u pfesnosti a spravnosti byly zvoleny tfi koncentraéni urovné (0,05, 0,5 a 2,5 pgmT1), které
byly méfeny a nasledné vyhodnoceny po jednom, sedmi a 52 dnech. Mezilehlou pFesnosti se

oveéfuje schopnost pristroje méfit se stejnou odezvou v delSim ¢asovém Gseku, pfipadné sjinym
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operatorem, pfistrojem nebo jinou SarZi chemikalii. Vysledky validatniho méfeni
pro mezilehlou pfesnost jsou uvedeny v nésledujici Tabulce 9 a odpovidaji kritériim
pfijatelnosti, takZze i mezilehlad pfesnost byla vyhodnocena jako validni. VeSkeré vysledky

méFeni pro stanoveni pfesnosti a spravnosti jsou uvedeny v PFiloze P5, P6 a P7.

Tabulka 9 Validacni vysledky mezilehlé presnosti stanoveni vitaminu B12

Koncentrace Mezilehla pFesnost Kritérium
[ug-mi™]] (RSD) [%] prijatelnosti [%]
0,05 0,002 <15
0,5 0,012 <15
2,5 0,034 <11

Dulezitym parametrem pfi hodnoceni metody je také mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti
(LOQ). Mez detekce je nejnizsi mozné koncentrace analytu, kterou je moZzné detekovat a mez
stanovitelnosti je nejniz$i mozna koncentrace analytu, kterou je mozné s definovanou presnosti
kvantitativné stanovit. Z chromatogramu analyzy standardu vitaminu B12 byl vyhodnocen Sum
a podle zavislosti vysky piku na koncentraci roztoku standardu byl vypoCten mez detekce

na 8,010"4 pgmI"1la mez stanovitelnosti na 2,6-10"3pgmI"1

3.3 Fotodegradace vitaminu B12

Svétlo ma na degradaci vitaminu B12 vyznamny vliv, jelikoZ pFi svételné expozici dochazi
ke $tépeni organokovové vazby ve struktufe kobalaminu (1; 12; 13; 17; 19; 21; 24), ddlezita je
vSak doba, po kterouje tento vitamin vystaven svételné expozici. P¥i pFipravé roztok( standardu
i Upravach vzorkl bylo dbano na zamezeni pFistupu svétla, a tak byly pouzivany vialky
ztmavého skla, nebo byly nadoby obsahujici vitamin B12 obalovany alobalem. | pfesto
dochézelo k obCasné expozici roztokll vitaminu B12 svétlem. Jak moc je ale dodrZovani téchto

podminek podstatné ajak dlouha dobaje potfebna k jeho degradaci bylo potfeba zjistit.

Do ¢Cirych vialek a vialek z tmavého skla byl odpipetovan roztok standardu vitaminu B12
o koncentraci 1 pgmI"1 Dvé vialky z tmavého skla byly uloZeny do lednice, dalsi dvé vialky
ztmavého skla a dvé Ciré vialky byly volné poloZeny na okenni parapet laboratofe. Obsah
vitaminu B12 ve v3ech vialkach byl postupné proméfen po 24 hodinédch, péti dnech a dvou

mésicich.
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Vysledky méfeni jsou pfehledné zobrazeny na Obrazku 12. Z néj je patrné, ze pokud je vitamin
B12 vystaven svételné expozici v fadu hodin nebo par dni, ztrata obsahu je necelych 20 %.
Z tohoto mizZeme usuzovat, Ze rychlé laboratorni prace v fadu minut nevyZaduji extrémné
pfisné dodrZzovani zamezovani pristupu svétla k vitaminu B12. Nejvétsi riziko pro vitamin B12
pak ale samoziejmé predstavuje vystaveni svételné expozici po deldi dobu v Ffadu tydnd
amésicl, kdy sejeho obsah snizi vice jak o polovinu. Na druhou stranu roztoky vitaminu B12
uchovavané v chladnickové teploté a bez pfistupu svétla vydrzi i nékolik mésicl. Nizsi obsah
vitaminu B12 v tmavé vialce vystavené svételnému zéafeni, neZ v tmavé vialce v lednici mohl

byt zplisoben ¢astecnym pronikanim svételného zafeni do vialky, pfipadné zvysenou teplotou.

vvvvv

Obrazek 12 Fotodegradace vitaminu B12

3.4 Vliv ultrazvuku na koncentraci vitaminu B12

Vzhledem k tomu, Ze byly vzorky obsahujici vitamin B12 po vysouSeni znovu rozpoustény
v mobilni fazi a ponofeny do ultrazvukové vodni 14zné, bylo nutné zjistit, zda nema ultrazvuk
navitamin B12 degradacni Gcinky. Opét byla pouZita koncentrace 1iigml"la standard ve vialce

byl ponofen do ultrazvukové 14zné najednu minutu a na tfi minuty (viz. kapitola 2.3.3)

Po jednominutové i tfiminutové expozici ultrazvukem byla plocha piku, a tedy i koncentrace
vitaminu B12 stale stejnd v porovnani s plvodnim roztokem, ktery nebyl vlivu ultrazvuku
vystaven. Byl tedy prokézan negativni kratkodoby vliv ultrazvukovych vin na koncentraci

vitaminu B12.
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3.5 Optimalizace extrakce vitaminu B12 z matrice a jeho zakoncentrovani

Maso je velmi slozitou matrici a vitamin B12 je v ném navazan na proteiny, coz komplikuje
jeho extrakci. Bylo tedy zapotiebi najit vhodnou techniku pro jeho uvolnéni a naslednou
extrakci, coz se zpocatku zdalo jako velmi slozity problém. Pro optimalizaci extrakce vitaminu
B12 byla pouzita matrice, obsahujici vy$si koncentraci vitaminu B12 nez svalovina, a to jatra.
Nekteré druhy svaloviny totiz obsahuji velmi nizké koncentrace vitaminu B12 (1 200x nizsi,
nez jatra) a optimalizace s jejich pouzitim by byla slozit&j$i. Pro srovnani 100 g veptovych jater
obsahuje od 50 do 122 pg vitaminu B12 a stejné mnoZstvi vepfové svaloviny obsahuje
0,6 az 1 pgvitaminu B12 (2; 6; 7; 17, 32). Pik vitaminu B12 byl vzdy identifikovan na zaklad¢

reten¢niho ¢asu a UV/VIS spektra, ptipadné pomoci standardniho piidavku.

3.5.1 Extrakce okyselenou vodou

Jelikoz je vitamin B12 dobfe rozpustny ve vodé, byla jako prvni vyzkousena jednoducha
extrakce vodou okyselenou kyselinou mraven¢i na pH 4,5. Kyanokobalamin je ve vodnych
roztocich pomérn¢ stabilni. Vydrzi var nékolik hodin a ve vodnych roztocich s pH 4-7 mtze
byt i autoklavovan pii 120 °C (3; 19; 22). Postup extrakce byl nésledujici: rozmélnénd kureci
jatra byla smichana a zhomogenizovana s okyselenou vodou a odstfedéna na centrifuze.

Supernatant byl dale vyCefen Carrezovymi Cifidly a piefiltrovan.

Z chromatogramu (Pfiloha P8) bylo patrné, Ze tento zplsob pfipravy vzorku neni vhodny.
Standard vitaminu B12 mél pii stejném slozeni gradientu eluéni &as 7,7 minut. Zadny pik
vitaminu B12 vSak nebyl vtomto Case v extraktu vzorku zaznamenan. Pro kontrolu byl
ke vzorku pfidan standard vitaminu B12, ktery se poté v chromatogramu projevil jako pik

ve spravném elu¢nim Case.

3.5.2 Extrakce kyselinou trichloroctovou

Druhy vyzkouseny zpusob extrakce byl popsan ve védeckém ¢lanku, ktery vypracovali Fortuna
Riccio a kol. (76). Rozmélneéna kufeci jatra byla smichana s pevnou kyselinou trichloroctovou
a spole¢n¢ zhomogenizovana. Poté byla smés odstfedéna a supernatant oddelen od pevného
podilu, ke kterému byla ptidan 4% roztok kyseliny trichloroctové. Smeés byla znovu odstfedéna

a nasledné byly oba supernatanty smichany a zchlazeny pro vysrazeni tuku. Vzorek byl
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prefiltrovan ptes stiikackovy filtr a zakoncentrovan pomoci SPE kolony s oktadecylovou fazi.

Konkrétné byla pouzita kolona Strata C18-E (55um, 70 A; Phenomenex, Torrance, USA).

Kolona byla nejprve nékolikrat promyta methanolem a poté ultraCistou vodou. Po naneseni
vzorku byla kolona opét promyta vodou a vitamin B12 byl eluovan methanolem. Methanol byl
poté vysusen pod proudem dusiku ve vyhfivaném bloku a nasledné byl vzorek rekonstituovan
mobilni fazi (voda + 0,1 % kyseliny mravenci). Z chromatogramu bylo patrné (Pfiloha P9),
Ze ani takto pfipraveny vzorek, ktery byl zakoncentrovan 5x, neobsahoval zadny extrahovany

vitamin B12, ktery by mél mit elu¢ni ¢as 7,7 minut.

3.5.3 Extrakce pomoci enzymu za pritomnosti kyanidu a zakoncentrovani

na imunoafinitni koloné

Ani jedna z popsanych technik nebyla dostacujici pro analyzu vzorku, a tak byla vyzkouSena
metoda enzymatického rozkladu za pfitomnosti kyanidu sodného, pomoci kterého se prevedou
vSechny pfitomné formy vitaminu B12 na kyanokobalamin, s naslednym zakoncentrovanim
na imunoafinitni SPE kolon€. Postup prace (92) byl pievzat z originadlntho néavodu

poskytovaného vyrobcem imunoafinitnich kolon a byl upraven pro vzorek masa.

P1i tomto postupu se vyuzivaji enzymy, které vzorek rozlozi a dojde tak k uvolnéni veskerého
vitaminu B12. Na vzorky masa byl pouzit pepsin a a-amylasa. Pepsin je proteaza, ktera rozklada

bilkoviny, a a-amylasa je enzym Stépici polysacharidy skrobu.

Zhomogenizovana kufeci jatra byla smisena s octanovym pufrem (pH = 4,2), 1% roztokem
kyanidu sodného, pepsinem a a-amylasou. Tato smés byla inkubovéna ve vodni 1azni nejprve
pii 37 °C a poté pit 95 °C. Po vytemperovani na laboratorni teplotu byla smes doplnéna
octanovym pufrem a odstfedéna. Supernatant byl ddvkovan na imunoafinitni kolonu, ze které
byl vitamin B12 eluovan methanolem. Methanol byl néasledn¢€ vysuSen pod proudem dusiku
ve vyhiivacim bloku. Poté byl vzorek rekonstituovan mobilni f4zi a podroben analyze HPLC.

Podrobny postup této metody je popsan v podkapitole 2.6.2.

UV/VIS spektrum zakoncentrovaného vzorku odpovidalo spektru standardu vitaminu B12
(Priloha P3) a chromatogram analyzy takto pfipraveného a zakoncentrovaného vzorku
(Obrazek 13) poskytoval §tihly a vysoky pik ve stejném elucnim ¢ase jako standard vitaminu
B12. Pro porovnani je na Obrazku 14 zndzornén chromatogram analyzy vzorku, ktery byl
zpracovan stejn€, ale bez zakoncentrovani a procisténi na imunoafinitni kolong€. Je ziejmé,
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Ze bez zakoncentrovani neni mozné vitamin B12 ve vzorku stanovit, jelikoz jeho koncentraci
nelze detekovat a imunoafinitni SPE je velice u€innd metoda na obohaceni analytu a vycisténi

vzorku.

Obréazek 13 Chromatogram analyzy vzorku po enzymatickém rozkladu
a zakoncentrovani na imunoafinitni SPE koloné

Obrézek 14 Chromatogram analyzy vzorku po enzymatickém rozkladu bez precisténi
a zakoncentrovani na imunoafinitni SPE koloné

Dale bylo potfeba ovéfit, zda teploty vodnich lazni neovlivni vysledky tim, Ze by dochéazelo
k degradaci rliznych forem vitaminu B12. K tomuto Géelu byl jeden vzorek masa rozdélen
na dvé Casti a kjedné Casti bylo pfiddno znamé mnozstvi kyanokobalaminu (0,3 pg). Oba

vzorky byly zpracovany stejnym postupem. Vysledky tohoto méfeni jsou uvedeny v Pfiloze P9.
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Po provedeni analyzy pomoci HPLC bylo zjisténo, ze rozdil koncentrace pridané a namerené
je velmi nepatrny (cca 6 %), a mohl byt zapfi¢inén riznym obsahem vitaminu B12 ve dvou
kouscich masa. Lze tedy usuzovat, ze je metoda k vitaminu B12 Setrnd a lze ji aplikovat
navzorky masa. Takto bylo také ovéfeno, zda imunoafinitni kolona pracuje spravne
a zachytava veskery vitamin B12 z rozlozen¢ho vzorku. Vyrobce udava, ze je imunoafinitni

kolona schopna zachytit 0,01-0,50 pg vitaminu B12.

3.6 Analyza vzorki masa

Po tom, co byla dokonCena veskera optimalizace, bylo mozno pfejit k samotné analyze vzorku.
Pro studium vlivu tepelnych uprav byly vybrany ti1 druhy masa: hovézi kyta, veprova kyta
a kufeci stehenni fizek. Tyto druhy masa byly vybrany kvili tomu, Ze pochazi ze stejnych ¢asti
tél zvifat a zaroveti jsou velmi Casto konzumované. Dale byly zvoleny Ctyfi nejcastejsi tepelné
upravy masa: vareni v tlakovém hrnci, peCeni v troub€, smazeni na rostlinném oleji, grilovani
na kontaktnim grilu a jedna mén¢ obvykla tepelné Gprava, a to vafeni ve vakuu tzv. sous-vide.
Cilem tepelné upravy bylo vzdy maso zcela propéct nebo uvaftit, aby bylo mozné vysledky
porovnat a také aby se vliv tepelné upravy naplno projevil. VSechny pouzité podminky
tepelnych uprav jsou uvedeny v Tabulce 5 v kapitole 2.3.4. Kazdy vzorek masa a kazda tepelna
uprava byla zpracovana nezavisle dvakrat (od syrového masa az po HPLC analyzu) a ziskany
extrakt byl analyzovan dvakrat pomoci HPLC. V tabulkéach s vysledky jsou uvedeny vzdy
pruméry z obou nezavislych stanoveni a vysledky z méfeni jednotlivych kust vzorkl masa jsou
uvedeny v Piiloze. Koncentrace vitaminu B12 ve vzorcich byla vypoctena podle kalibraéni
pfimky ajak na pg/100 g tepeln€ upravené¢ho masa, tak prepocitana na ng/100 g syrového masa
pomoci hmotnostni ztraty pii tepelné tpraveé. Diky tomu mohla byt vypocitana ztrata vitaminu

B12 nezavisla na zméné hmotnosti masa béhem tepelné upravy.

3.6.1 Hmotnostni ztraty masa vlivem tepelné apravy

Pti tepelné uprave masa vznikaji hmotnostni ztraty, které jsou mnohdy velmi vyrazné a mohou
poté ovlivnit konecny vypocet obsahu vitaminu B12.

Kazdym zpusobem tepelné Upravy byly zpracovany vzdy 2 kusy masa z jednoho puvodniho
vzorku. Kusy masa byly pfed i po tepelné upravé zvazeny, aby mohly byt zji§tény hmotnostni

ztraty vzniklé danou tepelnou Gpravou. Primérma procenta hmotnostnich ztrat jsou prehledné
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uvedeny Obrazku 15 ajednotlivé hodnoty hmotnosti jsou rozepsany v Pfiloze. Tyto hodnoty

byly pouZzity pfi findlnim vypocCtu koncentraci vitaminu B12 ve vzorcich masa.

Obrézek 15 Prehled hmotnostnich ztrat masa vlivem tepelnych Uprav

Z grafu mdzZeme usuzovat, Ze k nejvyssi ztraté hmotnosti dochéazi pfi vareni hovéziho masa
nebo grilovani vepfového. Naopak smaZeni, peCeni nebo metoda sous-vide poskytuji pomérné
stabilni hmotnostni ztraty, at’' uz jde o hovézi, vepfové nebo kufeci maso. Vafenim metodou
sous-vide vSak docilime jednoznacné nejnizSich hmotnostnich ztrat, jelikoZ se pfi ném maso
nachazi v zataveném obalu a Uunik vody a tuku z masa je znacné ztizen. Mimoto Gprava masa
metodou sous-vide je realizované pouze pfi 60 °C, respektive 70 °C, a nedochazi k odlouceni

tukovych Casti jako v pFipadé peceni nebo smazeni.

3.6.2 Hovézi maso

Hovézi maso je tfetim nejcastéji konzumovanym masem v Ceské republice. Hovézi kyta
obsahuje velmi mélo tuku a vaziva ajedna se tak o velmi libové Casti masa. Vysledky méfeni
vitaminu B12 v hovézim mase jsou uvedeny v nasledujici Tabulce 10 spolu s pismeny
znacicimi statisticky vyznamné rozdily (p < 0,05). Ri{znad pismena znamenaji statisticky
vyznamné rozdily a naopak stejné pismeno znamend nevyznamny rozdil mezi danymi
hodnotami. Statistické vyhodnoceni bylo provedeno vicenasobnym parovym porovnanim

pomoci Duncanova testu. Kompletni vysledky jsou zobrazeny v Pfiloze P12.



tabulka 10 Koncentrace vitaminu B12 v hovézim mase, n = 2

Tepelnd Koncentrace Kop centrace . Ztrata vitaminu oproti

(prava [pa/10° g] se zapoctenou ztratou syrovému [%4]
hmotnosti [pg/100 g]

Syrové 0,6904

Vareni 0,5036 0,2412 65,06C

Peceni 0,8237 0,4374 36,65b
Smazeni 0,9389 0,6131 11,20a
Grilovani 0,2434 0,1558 77,44d
Sous-vide 0,3856 0,2935 57,48C

Nejvétsi ztrata vitaminu B12 byla pfi grilovani na kontaktnim grilu (az 77 %) a pfi tepelné
Upravé varenim, pfi kterém ubylo cca 65 %. Dlvodem vysoké ztraty pfi grilovani mohlo byt
pouZzitd vysoka teplota kontaktniho grilu, ktery byl nastaven na teplotni program pro hovézi
steaky. Dal$im dlvodem mohl byt vétsi kontakt masa svysokou teplotou diky struktufe
plotynek a plsobeni tepla z obou stran platku masa. P¥i vafeni dochazi k velkym ztratdm
vzhledem k tomu, Ze je v tlakovém hrnci teplota az 130 °C a z&rovef je vitamin B12 velmi
dobfe rozpustny ve vodé. Kvili tomu miZze vitamin B12 volné prechazet do vyvaru z masa.
Pokud porovndme ztraty vitaminu B12 v mase vafeném (C) a vafeném ve vakuu (C), jsou
rozdily mezi nimi statisticky nevyznamné. Naopak rozdily ztrat mezi ostatnimi druhy pfiprav
jsou statisticky vyznamné. NejSetrnéjSi metodou pro Upravu hovéziho masa vzhledem k obsahu
vitaminu B12 je smazeni na rostlinném oleji, kde byla ztrata primérné pouhych 11 %, cozZ je
pozoruhodné vzhledem k vysoké teploté oleje na panvi. Na druhou stranu bylo maso smazeno

po velmi kratkou dobu v porovnani napfiklad s dobou vaFeni nebo peceni.

Dosazené vysledky se pomérné lisi oproti jiz publikovnym zavérim. Napf. Czerwonka a kol.
(10), ktefi zkoumali vliv tepelnych Uprav v hovézim mase, zjistili, Ze nejvice vitaminu B12 bylo
zachovéno v grilovaném mase, kde ztrata Cinila pouhych Sest procent a u smazeného masa byla
ztrata az 32 %. Rozdilné vysledky mohou byt zplsobeny réiznou délkou tepelné Gpravy, pouzité

teploté, testovaném druhu masa nebo v plemeni skotu.

3.6.3 Veprové maso

Veprové maso ma oproti hovézimu vyssi obsah tuku, vyssi energetickou hodnotu aje také hire

stravitelné. Jak je na tom ale zhlediska vitaminu B12? Ztraty obsahu vitaminu B12



ve vepfovém mase béhem tepelnych Uprav byly o néco nizsi, nez v mase hovézim (Tabulka

11).

Tabulka 11 Koncentrace vitaminu B12 ve vepFovém mase, n = 2

Tepelna Koncentrace Kovn centrace . Ztréata vitaminu oproti

(prava W 100 g] se zapoctenou ztratou syrovému [%4]
hmotnosti [*g/100 g]

Syrové 0,1646

Vareni 0,1034 0,0639 61,19C

Peceni 0,2374 0,1365 17,07a
Smazeni 0,1841 0,1309 20,49a
Grilovani 0,1697 0,0814 50,53b
Sous-vide 0,1111 0,0860 47,73b

Jako Setrné se opétjevilo tepelné upravené maso pomoci smazeni (A) (ztrata pouhych 20 %),
ale jeSté o tfi procenta nizsi ztrata byla zjiSténa v mase peCeném (A). Ze statistického hlediska
jsou v8ak rozdily mezi témito dvéma Upravami zanedbatelné. Nejvyssi ztraty byly naméreny
v mase vareném (C) a grilovaném (B), které sekunduje vepfové maso vafené va vakuu (B).
Tento faktje velmi prekvapivy, jelikoZ se podle literatury mé touto metodou zachovat az 100 %
vitaminu B12 (7; 93) a ve skutecnosti to bylo pouhych 52 %. U grilovaného masa a masa
vafeného ve vakuu jsou ze statistického hlediska rozdily ztrat vitaminu B12 nevyznamné a lze
je tedy povazovat za stejné. DGvodem muize byt délka doby tepelné Gpravy nebo druh pouzitého
masa. Je mozné, Ze maso obsahuje vitamin B12 zejména ve formach adenosylkobalaminu

a methylkobalaminu, cozjsou zvIast citlivé formy vitaminu B12, a tak je délka tepelné Upravy

velmi podstatnd. Kompletni vysledky jsou zobrazeny v Pfiloze P13.

3.6.4 Kufeci maso

Kufeci maso je celosvétové nejkonzumovangjsi druh masa a z poCatku se v ném analyza
vitaminu B12 zdalajako neredlnd, jelikoz je zde jeho koncentrace na opravdu nizkych arovnich.
Nakonec v3ak bylo dosazeno G¢inného zakoncentrovani a pomérné nizké meze stanovitelnosti,
atak bylo méfeni provedeno také na kufecim mase. Vysledky méfeni vitaminu B12 v kufecim
mase jsou prehledné zobrazeny v Tabulce 12 a kompletni vysledky jsou zobrazeny v Pfiloze
P14.



tabulka 12 Koncentrace vitaminu B12 v kurecim mase, n = 2

Tepelna Koncentrace Kovn centrace . Ztréata vitaminu oproti

(prava [pg/10° g] se zapoctenou ztratou syrovému [%4]
hmotnosti [pg/100 g]

Syrové 0,0911

Vareni 0,0802 0,0487 46,59ab

Peceni 0,0786 0,0444 51,23ab
Smazeni 0,1071 0,0672 26,26a
Grilovani 0,1490 0,0495 45,64ab
Sous-vide 0,0440 0,0315 65,44b

Stejné jako u predchozich dvou druhd masa bylo opét nejsetmé&j$i metodou smazeni
na rostlinném oleji (ztrata pouhych 26 %), zfejmé z ddvodu kratké doby pobytu masa na panvi.
Naopak nejvice ztratovou pro vitamin B12 byla metoda vafeni ve vakuu, kdy se zachovalo
pouhych 35 % vitaminu B12. Dlvodem mdZe byt zfejmé to, Ze kufeci maso obsahovalo velké
mnozZstvi vody, kterd se vyloucila do vakuovaciho s&€ku a vitamin B12 do vody volné preSel,
stejné jako je tomu u vafeni, kde byla ztrata okolo 47 %. Ze statistického hlediska byly rozdily
ztrat mezi vafenym, peCenym a grilovanym masem nevyznamné (AB). Naproti tomu rozdily

mezi smazenym (A) a grilovanym (B) masem byly statisticky vyznamné.

3.6.5 Ztraty vitaminu B12 pfi rliznych tepelnych Upravéch

Pokud porovnadme vSech pét tepelnych Uprav z pohledu procenta ztrat vitaminu B12 v mase
dosahneme mozna prekvapivych vysledkd. Zda jsou rozdily mezi jednotlivymi typy Gprav
statisticky vyznamné bylo ovéfeno pomoci dvoufaktorové analyzy rozptylu (ANOVA)
a Duncanovym testem. Jak je nazorné zobrazeno na Obrazku 16, primérné byly nejvyssi ztraty

v mase vafeném, grilovaném a vafeném ve vakuu metodou sous-vide.

Chybové usecky v grafu zobrazuji intervaly spolehlivosti a rlizna pismena nad nimi znamenaji
statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05) hodnoceny podle Duncanova testu. Nejmensi ztraty
vitaminu B12 byly zjistény u mas pfipravenych smazenim a rozdil od ostatnich tepelnych tprav
je statisticky vyznamny (A). Naopak nejvétSi ztraty byly zjistény pfi vafeni, grilovani
a u metody sous-vide. Rozdily mezi témito Upravami masa jsou statisticky nevyznamné (C).

PeCeni (B) se se jevi jako SetrngjSi Uprava nez vareni nebo grilovani, avSak s vétsi ztratou
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vitaminu B12 neZ smazeni. MizZeme tedy fici, Ze typ Upravy ma statisticky vyznamny vliv

na ztraty vitaminu B12 (p <0,001).

Obrazek 16 Ztraty vitaminu B12 v mase pfi riznych tepelnych Gpravach

Vareni Peceni Smazeni  Grilovani Sons-vide

U vareného masa byla ztrata pomérné logicka (primérné 56 %), vzhledem k velmi dobré
rozpustnosti vitaminu B 12 ve vodé. D4 se tedy pfedpokladat, Ze vitamin volné pfeSel do vyvaru
z masa, nebo byl degradovan vysokou teplotou v tlakovém hrnci, kterd miZze dosahovat
az 130 °C. U grilovaného masa byla vysoka ztrata (v primeéru 56 %) ziejmé zplsobena nékolika
faktory. Maso pfi grilovani sice nebylo ve vodném roztoku, ale bylo vystaveno vysoké teploté
na velmi velké ploSe povrchu masa (z vrchni i spodni strany), a také se povrch zvétsil

diky vroubkované struktufe plotynek kontaktniho grilu.

Nejpfekvapivéjsi byl vysledek analyzy masa vafeného ve vakuu. Nékteré zdroje uvadéji, ze by
mélo dojit k zachovani téemér veSkerého vitaminu B12 (7; 93). Tyto zavéry potvrzeny nebyly,
jelikoz ztrata byla prakticky stejna jako u grilovani a vafeni a to cca 56 %. 100% zachovani

vitaminu B12 se zda nereéalné vzhledem k dlouhé dobé, po kterou je maso ve vakuu vareno.

Pe€ené maso si vedlo co se ty¢e obsahu vitaminu B12 relativné dobre, primérna ztrata byla

33 % a divodem bylo zfejmé to, Ze bylo maso peceno zprudka, bez dopékani pfi nizsi teploté

atudiz po kratsi dobu.

Smazeni masa sice nepatfi mezi nejzdravéjsi variantu tepelné Upravy co se tyCe nutri¢nich

hodnot, av$ak z pohledu zachovani vitaminu B12 je to jisté nejlepsi moznost. Primérné bylo

sy v
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zajisténa diky kratké dobé tepelné Upravy a zaroveri mensi sty€né ploSe masa s teplotnim

zdrojem oproti grilovani na kontaktnim grilu.

Dale bylo pomoci dvoufaktorové analyzy rozptylu testovano, zda také druh masa méa vliv
na obsah vitaminu B12 v tepelné upraveném mase. Na statistickou analyzu byly pouZity
procentualni ztraty vitaminu B12 ziskané ze vSech tepelny Uprav. Byl prokézéan efekt upravy
masa na obsahu vitaminu B12 a byl prokazan statisticky rozdil mezi hovézim a vepfovym
masem, c0Z je nazorné zobrazeno na Obrazku 17. Zatimco mezi kufecim a hovézim statisticky
vyznamny rozdil neni, stejné jako u kufeciho a vepfového masa. Chybové Usecky v grafu opét
zobrazuji intervaly spolehlivosti a rlizna pismena nad nimi znamenaji statisticky vyznamny
rozdil (p <0,05).

Obrézek 17 Ztraty vitaminu B12 v z4vislosti na typu masa
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3.6.6 PFijem vitaminu B12

Nyni se dostdvame k poslednimu bodu vyhodnoceni, a tedy kolik tepelné upraveného masa je
tfeba snist, aby byla doporuc€ena denni davka vitaminu B12 spolehlivé pokryta. Pro pfiklad je
v nasledujici Tabulce 13 uvedeno pét pfikladl riznych pokrmd z masa spolu s velikosti porce,
kterou by bylo potfeba snist pro naplnéni pfedepsané doporucené denni davky vitaminu B12

pro dospélého ¢lovéka ato 3 pg (2; 6; 26).

Tabulka 13 Velikosti porci masa pro pokryti DDD vitaminu B12

Typ pokrmu Hmotnost porce po tepelné Upravé [g]
Hovézi vafrené kyta 600
Hovézi peCend kyta 370
Kufeci smazeny stehenni fizek 2800
Grilovany veprovy platek z kyty 1800
Kureci stehenni Fizek vareny ve vakuu 6800

Z Tabulky 13 je samozfejmé patrné, ze takovéto velikosti porci nejsou pro bézného €lovéka
realné, a tudiz nelze vitamin B12 pfijimat pouze z masa. Absorbované mnoZstvi vitaminu B12
zjedné porce je navic omezeno na 2 pg (19), takZe je potfeba dodrZovat pestry jidelnicek,
do kterého pravidelné zafazujeme maso, masné vyrobky, mléko a mlécné vyrobky ataké vejce,

aby byl pfijem vitaminu B12 rovnomérny a mohl se tak postupné ukladat v naSem téle.
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4 ZAVER

Z pocatku se zdala analyza vitaminu B12 velmi slozita vzhledem k jeho nizké koncentraci
v mase a také kvuli jeho citlivosti na svétle. Po Gspé€sné optimalizaci chromatografické separace
pomoci kapalinového chromatogratu s UV/VIS detekci byla nakonec zvolena separace
na chromatografické koloné Kinetex 2,6 um PFP 100A. Nejlepsi separace bylo dosazeno

s pouzitim gradientové eluce s mobilni fazi obsahujici kyselinu mravenci o koncentraci 0,1 %

jak ve vodné fazi, tak v acetonitrilu. Detekce probihala pfi vinové délce 361 nm.

Optimalizace extrakce vitaminu B12 ze vzorku masa byla ponékud zdlouhava, ale nakonec bylo
dosazeno uspokojivych vysledka. Ty byly ziskany diky enzymatickému rozkladu masa pomoci

pepsinu a a-amylazy a naslednému procisténi a zakoncentrovani na imunoafinitni SPE koloné.

Pro analyzu byly zvoleny 3 druhy masa, ktera byla vybrana tak, aby reprezentativné zastupovala
nejdastdji konzumované maso v Ceské republice. Proto byla studie provadéna na hovézi kyts,
vepiové kyt€ a kufecim stehennim fizku. VSechna tato masa byla upravovéna ctyfmi tepelnymi
upravami, které jsou v Ceské kuchyni nejCastéjsi (vateni, peCeni, smazeni, grilovani) a jednou

méng Castou a tou je metoda tzv. sous-vide, neboli vareni ve vakuu pii nizké teplote.

Vysledky méteni byly ponekud piekvapivé, jelikoz se nejvétsi ztrata vitaminu B12 prokazala
u grilovani, kdy bylo primérné zachovano pouze 42 % vitaminu B12. U tepelné upravy vafenim
bylo ponékud jasné, ze bude ztrata velmi vysoka vzhledem k rozpustnosti vitaminu B12
ve vodé. U vafeného masa se tak primérné€ zachovalo 43 % vitaminu B12 a stejna Cisla
poskytovalo také maso varené na vakuu. Maso varené metodou sous-vide si mélo podle
literatury zachovat veSkery obsah vitaminu B12, coz je pon€kud neredlné vzhledem k délce
doby této tepelné upravy. Ze statistického hlediska poskytovalo vareni, grilovani a sous-vide
srovnatelné ztraty. Nejlépe si pak vedlo maso peCené (prumérna ztrata 35 %) a smazené, které
mélo jednoznatné nejmensi ztraty a pramérn€ si takto upravené maso zachovalo celych 81 %
obsahu vitaminu B12. Také bylo prokazéano, ze ztraty vitaminu jsou ovlivnény druhem masa.

Hoveézi maso ztratilo v pruméru méné vitaminu B12 nez vepiové.

Je mozné, Ze maso obsahuje vitamin B12 zejména ve formach adenosylkobalaminu
a methylkobalaminu, coz jsou zvlast citlivé formy vitaminu B12 a tak je délka tepelné upravy
velmi podstatna. Toto uz vsak z ¢asovych divodu nebylo mozno prozkoumat a bylo by to jisté

zajimavym tématem pro dal$i diplomovou préci.
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PFiloha P1 Pouzité podminky pro optimalizaci chromatografické separace vitaminu B12

Mobilni faze -
Komponent A

Octan amonny
c=10mmolll
pH = 3,2

Ultracista voda
+0,1 %
kyselina
mravenci

Mobilni faze -
Komponent B

Acetonitril

Acetonitril +
0,1 % kyselina
mravenci

Pribéh gradientu

Cas [minuty]

0
15

0
15

0
10
0
10

0
15

Mnozstvi B

[%0]

10
90

2
90

5
30

5
30

5
20

Rychlost
pritoku
[ml/min]

0,15

0,15
0,6

0,5

0,3

0,3

PFiloha P2 Prehled chromatografickych kolon pouzivanych pro optimalizaci separace

vitaminu B12
Poroshell 300 SB Zorbax SB
C18 C18
Agilent Agilent
, Technologies, Technologies,
Vyrobce
y Santa Clara, Santa Clara,
USA USA
Dé
€lka 75 150
[mm]
Prdmér
2,1 1
[mm]
Velikost
castic 5 35
[Pm]
Typ Cc18 c18
sorbentu
Xz Povrchové
Castice v . V pIné porézni
porézni
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Zorbax SB

C18

Agilent
Technologies,
Santa Clara,
USA

150

2,1

C18

pIné porézni

Kinetex PFP
100 A

Phenomenex,
Torrance, USA

150

2,6

Pentafluoro-
fenyl (PFP)
Povrchoveé
porézni



PFiloha P3 UV/VIS spektrum vitaminu B12

Priloha P4 Vysledky kalibrace

Koncentrace [g-mi™]] Plocha [mAU”s-]] Vyska [mAU]
0,005 1,919 0,235
0,005 1,847 0,229
0,005 1,704 0,219
0,010 2,987 0,375
0,010 3,023 0,365
0,010 2,967 0,393
0,025 7,764 0,952
0,025 7,992 1,018
0,025 8,979 1,169
0,050 16,012 1,982
0,050 16,167 1,979
0,050 15,817 1,976
0,100 32,625 3,994
0,100 32,855 4,035
0,100 32,345 4,029
0,250 82,258 10,326
0,250 82,100 10,353
0,250 82,991 10,306
0,500 158,512 19,823
0,500 167,248 20,925
0,500 164,767 20,865
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PFiloha P5 Valida¢ni hodnoty pro pfFesnost a spravnost 1. den

Koncen_traf: ¢ Plocha Koncent_race Presnost . oy
teoreticka [MAUS-T] podle kalibrace (RSD) [4] Spravnost [%] Prumér [%]
[ug-mi™]] [ug-ml*]]
0,05 16,012 0,0489 97,8
0,05 16,167 0,0494 0,18 98,8 97,7
0,05 15,817 0,0483 96,6
0,5 158,512 0,4840 96,8
0,5 167,248 0,5106 4,50 102,1 99,8
0,5 164,767 0,5031 100,6
2,5 853,909 2,6071 104,3
2,5 860,559 2,6274 3,45 105,1 104,8
2,5 858,819 2,6221 104.,9

PFiloha P6 Valida¢ni hodnoty pro pfFesnost a spravnost 7. den

Koncen_traf: € Plocha Koncent_race Presnost . oy
teoreticka [MAUS-T] podle kalibrace (RSD) [%4] Spravnost [%0]  Prumér [%0]
[ug-mi™]] [ug-mi™1]
0,05 16,4091 0,0501 100,2
0,05 16,3551 0,0499 0,05 99,9 99,9
0,05 16,3085 0,0498 99,6
0,5 157,4881 0,4808 96,2
0,5 164,8711 0,5034 3,99 100,7 99,0
0,5 163,819 0,5002 100,0
2,5 855,7987 2,6129 104,5
2,5 871,3608 2,6604 9,18 106,4 105,8
2,5 872,033 2,6625 106,5

PFiloha P7 Validacni hodnoty pro presnost a spravnost 52. den

Koncen_tra,c € Plocha Koncen'grace Presnost . oy
teoreticka [MAU-s"1] podle kalibrace (RSD) [%4] Spravnost [%0]  Prumér [%]
[ug-mi**]] [ug-mI**]]
0,05 17,9536 0,0548 109,6
0,05 16,9749 0,0518 0,49 103,7 106,6
0,05 17,4582 0,0533 106,6
0,5 162,9613 0,4975 99,5
0,5 168,7004 0,5151 2,97 103,0 1015
0,5 167,1442 0,5103 102,1
2,5 870,5538 2,6579 106,3
2,5 879,5333 2,6854 8,02 107,4 107,3
2,5 886,5483 2,7068 108,3
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PFiloha P8 Chromatogram analyzy vzorku po extrakci okyselenou vodou

Priloha P10 Ziskané koncentrace po pridavku standardu vitaminu B12 ke vzorku masa
Plocha piku [mAU-s']] Koncentrace [g-ml']
Syrové hovézi maso 28,2117 0,0861

Syrové hovézi maso
) i 119,0912 0,3636
+ 0,3 g vitaminu B12

7



Kus

PFiloha P11 Hmotnostni ztraty masa vlivem tepelnych Uprav

Hmotnost/ztrata  Vareni Peceni Smazeni  Grilovani
Hovézi maso
pfed Upravou [g] 64 64 72 52
po Upraveé [g] 31 30 46 33
ztrata [%] 51,7 46,9 36,1 36,5
pfed Upravou [g] 59 64 75 62
po Uprave [g] 28 30 50 40
ztrata [%] 52,5 46,9 33,3 35,5
Veprové maso
pred Gpravou [g] 58 68 59 95
po Upraveé [g] 35 38 39 46
ztrata [%] 39,7 44,1 33,9 51,6
pfed Upravou [g] 90 61 96 63
po upravé [g] 57 36 73 30
ztrata [%)] 36,7 40,9 23,9 52,4
KuFeci maso
pfed Gpravou [g] 64 59 43 60
po Upraveé [g] 39 33 30 36
ztrata [%] 39,1 44,1 30,2 40,0
pfed Gpravou [g] 53 40 50 54
po upravé [g] 32 70 31 31
ztrata [%] 39,6 42,9 38,0 42,6
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Sous-
vide

49
35
28,6
73
59
19,2

68
54
20,6
57
43
24,6

46
31
32,6
41
31
24,4



PFiloha P12 Vitamin B12 v hovézim mase pfi rdiznych tepelnych Gpravéch

Konc. se zapoC€t. Ztrata vitaminu

Tepelna Uprava Plocha piku Koncentrace ztratou hm oproti
mAUSs-]] 0 o ' X
[ ] [Ug/100 g] [8g/100 g] syrovému [%4]
S . 41,5691 0,8461
yrove 28,4008 0.5781
- 23,3529 0,4753 0,2277 67,02
Vareni
26,2248 0,5338 0,2557 62,96
. 46,1764 0,9399 0,4991 27,71
Peceni
35,1826 0,7161 0,3803 44 92
Smazeni 46,4161 0,9448 0,6169 10,64
45,8356 0,9330 0,6092 11,76
Grilovani 13,2758 0,2702 0,1729 74,95
10,5762 0,2153 0,1378 80,04
) 18,1877 0,3702 0,2818 59,18
Sous-vide
19,6596 0,4002 0,3046 55,88

PFiloha P13 Vitamin B12 ve vepFovém mase pfi rdznych tepelnych Upravéch

Konc. se zapoCt. Ztrata vitaminu

Tepelna Gprava P[IrOT::RS_pSl_Eu Koon(;iggrace ztratou hm. oproti
[lig/100 g] [€ig/100 g] syrovému [%6]
S . 7,0536 0,1436
yrove 8,9108 0,1814
o 4,5765 0,0932 0,0576 65,03
Vareni
5,6077 0,1141 0,0705 57,14
" 10,0606 0,2048 0,1177 28,46
Peceni
12,1292 0,2469 0,1420 13,76
. . 9,4945 0,1933 0,1374 16,52
Smazeni
8,9511 0,1822 0,1295 21,30
S, 9,3955 0,1912 0,0918 44,23
Grilovani
17,1776 0,1461 0,0701 57,39
. 5,4388 0,1107 0,0857 47,93
Sous-vide
5,3147 0,1082 0,0838 49,15
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PFiloha P14 Vitamin B12 v kuFecim mase pfi rliznych tepelnych Gpravéach

Konc. se zapoCt. Ztrata vitaminu

Tepelna Uprava Plocha piku Koncentrace ztrdtou hm oproti
mAU-s- ¥ o ' X
[ 1 [Ug/100 g] [Cig/100 g] syrovému [%4]
S , 4,2734 0,0870
YrOve 4,6269 0,0942
. 4,0328 0,0821 0,0498 45,32
Vareni
4,0210 0,0818 0,0497 45 48
. 5,0086 0,1019 0,0576 36,74
Peceni
3,0936 0,0630 0,0356 60,92
. . 5,0995 0,1038 0,0651 28,52
Smazeni
5,4847 0,1116 0,0700 23,12
. , . 4,0870 0,0832 0,0480 47,27
Grilovani
4,3385 0,0883 0,0510 44,02
. 3,4238 0,0697 0,0498 45,30
Sous-vide
0,8169 0,0166 0,0119 86,95
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