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ANOTACE

Bakalaiska prace je psana formou literdrni reSerSe a je zaméfena na stanoveni vitamind
obsazenych v pseuodoobilovinach. Teoreticka ¢ast se zabyva popisem pseudoobilovin a jejich
chemickym sloZenim v¢etné mineralnich latek, sacharidt, vlakniny, vitamini a aminokyselin.
Déle se zabyva podrobné&j$im popisem vitaminl obsazenych ve vybranych pseudoobilovinach,
jako je amarant a pohanka. Jsou zde popsany chemické struktury a zdroje vitamint a také
dusledky nedostatku a nadmérného mnozstvi vitamint v organismu. Zavérem je diskutovana
uprava vzorku pied analyzou, izolace vitaminu z matrice a vlastni stanoveni pomoci

analytickych technik.

KLICOVA SLOVA

Amarant, pohanka, vitaminy, vysokou¢inna kapalinovd chromatografie, extrakce, stanoveni

vitaminu

TITLE

Modern analytical techniques in analysis of vitamins in pseudocereals

ANNOTATION

The bachelor is written in the form of the literary research. It is concentrated on the
determination of vitamins contained in pseudocereals. The teoretical part is focused on the
description o pseudocereals and their composition including minerals, carbohydrates, fiber,
vitamins and amino acids. It is also focused on more detailed description of vitamins contained
in chosen pseudocereals as amaranth and buckwheat. Chemical structures and resources of
vitamins are described here and also consequences lack and excess of vitamins in the organism.
At the end is discussed the preparation of the sample before the analysis, the isolation of

vitamins from the matrix and self determination using analytical techniques.
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UvVOD

Pseudoobiloviny jsou alternativni rostliny, mezi které¢ fadime amarant, pohanku a quinou.
Pouzivaji se v potravindiském primyslu, kosmetickém primyslu nebo i v 1ékarstvi. Jsou bohaté
na obsah vitamintl, sacharidii, mineralnich latek, bilkovin a aminokyselin. V souc¢asné dobé o n¢
roste zajem vzhledem k tomu, Ze zrna pseudoobilovin neobsahuji lepek, a tak jsou vhodné pro
pacinety trpici celiakii.

Nepostradatelnou slozkou pro lidsky organismus jsou vitaminy, nebot’ jsou slozkou enzymu
bez kterych by nemohly probihat biologické procesy. Piijimame vitaminy ve velmi malém
mnozstvi. V lidském organismu se nesyntetizuji, proto jsou piijimany z potravy nebo pomoci
dopliikové stravy.

Pro stanoveni vitaminl v pseudoobilovinidch se pouzivaji riizné analytické techniky.
Nejpouzivangj$i je vysokoucinna kapalinova chromatografie. Mezi dalsi techniky patii

napiiklad titra¢ni stanoveni nebo spektrofotometrické metody.
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1 Pseudoobiloviny

Pseudoobiloviny jsou nepravé obiloviny, av§ak péstovanim, zpracovanim a vyuZzitim jsou
jim podobné. Jsou to dvoud€lozné rostliny, které patii do Celedi lipnicovitych [1, 2]. Mezi
nejznamejsi pseudoobiloviny se fadi pohanka, laskavec (amarant) a merlik (quinoa), které
zlepSuji kardiovaskularni onemocnéni, snizuji vysoky krevni tlak a vyskyt onemocnéni
rakoviny [3]. Na rozdil do obilovin maji vyssi obsah bilkovin, mineralnich latek (fosforu,

hot¢iku, drasliku) a vlakniny. Také jsou vyznamnym zdrojem vitaminu E a skupiny vitaminu B

1, 2].

1.1 Pohanka

1.1.1 Charakteristika
Pohanka (Fogopyrum) patii do celedi rdesnovitych (Polygonaceae) [4]. Pochdzi ze stfedni

a severovychodni Asie. Dnes mezi zem¢ produkujici pohanku patii Brazilie, USA, Japonsko,
Kanada, Bhutan, Korejska republika a rovnéz se péstuje v horskych a podhorskych oblastech
Cech a Moravy [5].

Na svéte existuje nékolik druhii pohanky. Mezi nejpéstovanéjsi druhy pohanky fadime
pohanku tatarskou (Fagopyrum tataricum), které se také tika pohanka hotrka, kvili vysokému
obsahu flavonoidi. Dalsi je pohanka seta (Fagopyrum esculentum) a pohanka obecna
(Fagopyrum eculentum Moench), které se také fika pohanka sladka. [4].

Vyhodou péstovani pohanky je nendro€nost na podminky péstovani. Nejvice se ji dafi
ve vlhkém, chladném podnebi. V porovnani s pohankou obecnou ma pohanka tatarska lepsi

odolnost proti mrazim [1, 6].

s

{2y 1~

Obrazek 1: Pohanka obecna [6]
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Pohanka je jednoletd rostlina (obrazek 1), kterd roste do vysky 0,7-1,5 m. M4 Cervenou,
dutou, podéln¢ ryhovanou lodyhu, kterd je malo vétvena. Horni listy jsou prisedlé, Sipovitého
tvaru. Spodni listy jsou srdCité, fapikaté. Listy jsou na stonku postaveny stfidaveé. Kvétenstvi
pohanky tvori 7-9 listkt. Kvéty jsou oboupohlavné, péticetné, drobné rizové, bilé ale i Cervené
barvy. Plodem je trojboka hladka nazka, ktera je hnéda, Cernd nebo Seda (v zavislosti na odrid¢)

5, 7].

Obrazek 2: Barvy semen pohanky [5]

Pohankova zrna jsou srd¢itého tvaru dlouhé 4-9 mm s tisici jadry o hmotnosti od 15 do 35 g.
Zrna pohanky tatarské jsou mensi nez pohanky obecné. Zrno se sklada z endospermu obsahujici

skrob, dale z aleuronové vrstvy, semenného plasté a embrya [5, 8].

Hypokotyl

Kotydelony

Endosperm

Obrazek 3: Rez pohankového zrna [9]

1.1.2 Chemické sloZeni pohanky

Zrna pohanky jsou zdrojem bilkovin s vysokym obsahem esencidlnich aminokyselin, hlavné
lysinu. Také vynikd vysokym obsahem vitamint (thiamin, riboflavin, pyridoxin, kyselina
pantothenovd, niacin, vitamin C a E) a mineralnich latek (Mg, K, P, Cu, Zn a Se). Chemické
slozeni se muze lisit v zavislosti na odridé a podminkach péstovani. V tabulce 1 je uvedeno

souhrné chemické sloZzeni pohanky obecné [1, 7, 10].
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Tabulka 1: Chemické sloZeni pohanky [1]

[%0]

Sacharidy 58,5
Proteiny 10-14,5

Tuky 2,4

Vlaknina 11,0

Popilek 1,8

Obsah mineralnich latek v pohance je 2 — 2,5 %. Mineralni latky jsou dulezité pro rizné
fyziologické funkce v lidském téle. Lidské télo vyzaduje vice nez 100 mg denné¢ kazdého
hlavniho mineralu (Na, Mg, K, Ca a P). Mineralni latky se nachazeji v pohance ve slupce
a kli¢kach. Hoi¢ik, zinek, fosfor a draslik se nachazi v zarodku a aleurové vrtvé. Zelezo, zinek
a mangan obsahuje obalova vrstva. Slupky jsou bohatym zdrojem vapniku. Pohanka je bohatsi
mineralni zdroj nez obiloviny jako ryze a kukufice. V porovndni s jinymi pseudoobilovinami
ma pohanka niz§i obsah vapniku [9, 11, 12]. V tabulce 2 je znazornéno porovnani obsahu

mineralnich latek v pohance a pSenici.

Tabulka 2: Obsah mineralnich latek v pohance [1]

Mineralni latky Pohanka [mg/100g] PSenice [mg/100g]
Vépnik 110,0 39
Zelezo 4,0 1,7
Hoft¢ik 390,0 20,0
Fosfor 330,0 300,0
Draslik 450,0 140,0
Med’ 1,0 0,4
Mangan 3,4 -
Zinek 0,9 3,1

Obsah bilkovin v pohance je 7 —21 % v zavislosti na podminkach béhem rtstu [5]. Bilkoviny
S esencialnimi aminokyselinami jako je lysin, threonin a valin maji v pohance vyssi obsah nez
Vv pSenici. Obsah lysinu je 2,5x vyS$$i nez v pSenici. Kyselina glutamova, kyselina asparagova
s lysinem jsou nejvice zastoupené neesencidlni aminokyseliny. Aminokyselinova skladba je

témeét shodnd se skladbou aminokyselin v lusténinach. [9, 11]. Jednotlivé zastoupeni

14



aminokyselin v pohance a v psenici je zobrazen v tabulce 3.

Tabulka 3: Obsah aminokyselin v pohance [1, 8]

Aminokyselina Pohanka [g/100 g] PSenice [g/100 g]
Lysin 6,0 1,8
Histidin 2,6 1,4
Threonin 4,0 1,8
Valin 53 2,8
Isoleucin 4,0 2,0
Serin 4,9 2,9
Fenylalanin 4,8 2,8
Glycin 6,6 2,5
Leucin 6,7 4,2
Kyselina asparagova 9,5 3,1
Kyselina glutamova 194 18,6

Pohanka je také bohata na fenolické slouceniny. Mezi tyto latky se fadi flavonoidy,
fytosteroly a fenolické kyseliny. Flavonoidy jsou polyfenoly piedstavujici hlavni skupinu latek

s antioxida¢nimi vlastnostmi. Mezi hlavni flavonoidni slozky patii rutin (quercetin-3-rutinosid)

[8, 10, 13].

Obrazek 4: Chemicka struktura rutinu [8]
Rutin je také oznacovan jako vitamin P (obrazek 4), ktery udrzuje kapilary a tepny silné

a pruzné, chrani cévy pred tvorbou srazenin a snizuje s vitaminem C hladinu krevniho tlaku [1].

-----

rostliny (listy, semena, stonky, kofeny) a zpusobuje jeji hotkou chut’. Listy pohanky obsahuji
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10x vice rutinu nez semena. Obsah rutinu v semenech muze byt 12,6 - 51,1 mg/100 g
v zavislosti na podminkach ristu (geograficka poloha, odrtda ¢i teplota) [8, 10, 13]. Flavonoidy
jsou v semenech pfevazné ve vazané formé v bunééné sténé. Odtud jsou uvoliiovany nejéastéji

alkalickou, kyselou nebo enzymatickou hydrolyzou [15].

Tabulka 4: Obsah rutinu v jednotlivych ¢astech pohanky [15]

Cast pohanky [mg/100 g]
Loupané zrno 8,0
Semeno 23,4
Nat’ 420,8

Z fenolickych kyselin  jsou nejcastéji zastoupené Kkyselina p-hydroxybenzoova
(1,7 mg/100 g), kyselina kavova (1,3 mg/100 g) a kyselina ferulova (1,2 mg/100 g). Celkovy
obsah flavonoidii u pohanky obecné je 2,19 g/100 g susiny a u pohanky tatarské je obsah
flavonoida 7,4 g/100 g susiny [5, 13].

Hlavnim sacharidem obsazenym v pohankovém zrnu je Skrob, ktery tvoii 59-74 % zrna
pohanky. Nejvice je ho v jadie v endospermu [9]. Skrobové granule jsou ve velikosti 3-4 um
a tvoii je amylosa (24%) a amylopektin (76%) [5].

Malou ¢ast pohanky tvofi lipidy. Maji vyznamnou fyziologickou roli a rozhoduji o kvalité
potravin, protoze mohou zpisobit zhorSeni semen a tim i kone¢ny produkt. V pohance se
nachazeji lipidy v embryu [9]. Nasycené kyseliny tvoti 20,5 % a kyseliny nenasycené 59,3 %.

Jednotlivé zastoupeni kyselin je zobrazeno v tabulce 5 [5, 9].

Tabulka 5: Obsah kyselin v pohance seté, pohance tatarské [9]

Kyselina Pohanka seta [%0] Pohanka tatarska [%]
Linoleova 39,0 36,6
Olejova 37,0 35,2
Palmitova 15,6 19,7
Stearova 2,0 3
Eikosapentoenova 2,3 2
Arachidonova 1,8 1,8
o-linoleova 1 0,7
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1.1.3 Vyuziti pohanky

Vyuziti pohanky je velmi pestré. Pohankové zrno lze vyuzit jako obilovinu pro vyrobu
mouky, kterd se v Japonsku pouziva napt. k vyrobé nudli. V Indii je pohankovd mouka
dilezitou surovinou pro vyrobu chleba. Dal$im vyuzitim je jako zelené hnojivo. Listy a mladé
nat€ lze pouzit v gastronomii jako zeleninu do salatu. Listy pohanky jsou zdrojem rutinu, ktery
udrzuje tepny silné a pruzné a chrani cévy pred prasknutim a tvorbou sraZenin. Rutin
s vitaminem C snizuje vysokou hladinu krevniho tlaku. V odvétvi potravinaiském lze pouzit
pohankovy med z nektaru kvéti pohanky. Specialni vyuziti maji pohankové slupky, které se

pouzivaji jako plnidlo do polstart a matraci [1, 6, 7].
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1.2 Amarant
1.2.1 Charakteristika

Amarant (laskavec) stejné¢ jako pohanka se fadi mezi pseudoobiloviny. Patfi do rodu
Amaranthus, ¢eledi laskavcovitych (Amaranthaceae) a zahrnuje zhruba 75 druhti. Amaranthus
cruentus, Amaranthus cauatus a Amaranthus hypochondriacus jsou nejvice vyuzivany druhy
pro potravinatsky pramysl [10].

Amarant byl diive hlavni potravinou Aztéku, Mayt a Inkd [4]. Dnes je péstovani této
pseudoobiloviny velmi rozsifené. Mezi oblasti, kde se péstuje patii jihovychodni Asie (Tibet,
Nepal a Indie), Amerika (USA a Mexiko) a Afrika [9, 10].

Amarant je rostlina nendrond na podminky péstovani, avSak Preferuje predev§im horké,
jasné slunecni svétlo. Je také tolerantni vici vysokému suchu, pH piidy, teplotam a Skiidciim

[10, 16].

Obrazek 5: Amarant [17]

Amarant patii mezi dvoudélozné, vicelété rostliny [9], které rostou do vysky 0,8-2,5 m
(obrazek 5). Listy jsou ftapikaté a velké, nejcastéji vejCité zelené barvy. Kvéty jsou
jednopohlavné, seskupené v klubic¢kach. Plodem je tobolka, ve které jsou elipsovitd semena
s hladkym povrchem. Tobolky jsou Zlutozené nebo naéervenalé barvy ve velikosti 0,8-1,2 mm

[16]. Zrno amarantu (obrazek 6) je charakterizovano vy$s§im obsahem bilkovin, lipidu a skrobu
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nez je tomu u obilovin. Dale se zde nachazi rizné mineralni latky a vitaminy. Hladina fosforu,
vapniku, drasliku a hot¢iku je obvykle ve vysSich koncentracich nez u obilnych zrn.

Amarantova zrna také obsahuji pomérné vysoky obsah vitaminu C a p-karotenu [10].

Délozni listky

Prokambium

‘A =3 .‘;

Délozni listky

Prokambium
Pricny fez Podélny fez

Obrazek 6: Popis zrna amarantu [18]

1.2.2 Chemické sloZeni amarantu

Chemické slozeni amarantu (tabulka 6) je proménlivé, protoze obsah organickych
a anorganickych slou€enin se méni v zavislosti na druhu, podminkach péstovani ¢i zpracovani.
Semena amarantu maji vysokou vyzivovou hodnotu. Obsah bilkovin se pohybuje okolo 16 %
S vysokym obsahem esencidnich aminokyselin (lysin a methionin). Mezi hlavni mastné

kyseliny patii kyselina linolenova (30-70 %) a palmitova (13-14 %) [4, 16].

Tabulka 6: Chemické slozeni amarantu [10]

[%6]

Sacharidy 59,2
Protein 16,6
Tuky 7,2
Vlaknina 4.1
Popel 3,3

Mineralni latky jsou nezbytnou soucasti lidského organismu, avSak nedokaze si je vytvofit.
Popilkem nazyvame mineralni latky, které ziistavaji po oxidaci potravin [10]. Bohatym zdrojem
mineralnich latek je také amarantové zrno. Hladiny vapniku, drasliku a hotciku jsou pomérné
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vysoké, 1 ptesto je nejvice zastoupeny fosfor s hodnotou 578 mg/100 g [4]. V malé mife jsou
zastoupené dalsi mineralni latky, jako jsou zinek, mangan a zelezo [10]. Srovnani obsahu

jednotlivych mineralnich latek v amarantu a pSenici je uvedeno v tabulce 7.

Tabulka 7: Obsah mineralnich latek v amarantu [1, 4]

Mineralni latky [mg/100 g] Amarant [mg/100 g] PSenice [mg/100 g]

Vapnik 212,0 39

Zelezo 8,2 1,7

Hoi¢ik 327,0 20,0

Fosfor 578,0 300,0
Draslik 541,0 140,0

Med 18 0,4
Mangan 3,4 -

Zinek 3,8 31

Amarantové listy a zrna obsahuji bilkoviny. Endosperm zrna obsahuje 35 % bilkovin
a zbytek je obsazen v zarode¢ném obalu a embryu zrna. Nejvice zastoupenou aminokyselinou
je lysin (61-80 %), ktery je izolovany z listu amarantu [4, 10, 19]. Porovnani jednotlivych

aminokyselin v amarantu a v psenici je znazornéno Vv tabulce 8.

Tabulka 8: Obsah aminokyselin v amarantu [1]

Aminokyselina Amarant [g/100 g] PSenice [g/100 g]

Lysin 53 1,8
Histidin 2,5 1,4
Threonin 3,5 18
Valin 4,1 2,8
Isoleucin 3,6 2,0
Tyrosin 2,9 1,9
Serin 59 2,9
Fenylalanin 34 2,8
Glycin 6,9 2,5
Leucin 53 4,2
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Hlavni slozkou amarantovych sacharidti je Skrob, ktery obsahuje 48-69 % celkové
hmostnosti v susing. Skrob je v amarantovych zrnech v perispermu. Skrobové granule jsou malé
o velikosti 0,8-2,5 um, krystalické struktury [9]. Skrob se sklada z amylozy a amylopektinu.
Nejvetsi cast tvofi amylopektin. Amyléza tvoti 0,96-34,3 % celkového Skrobu v zrnu a
amylopektin zbytek. Svétla zrna obsahuji vice skrobu (69%) nez tmavé zbarvena zrna [10].

Amarantové zrno obsahuje 6-10 % lipidd, které jsou obsazeny v kliccich. Ze 76 % jsou
to nenasycené mastné kyseliny [1]. Z nenasycenych mastnych kyselin amarantové zrno
obsahuje kyselinu linolovou (43,4-51,4 %), z nasycenych mastnych kyselin je nejvice
zastoupena kyselina olejova (21,3 %) a kyselina palmitova s obsahem 18,6-21,3 %. Skvalen
tvoti 6-7 % celkového mnozstvi lipida [4].

Skvalen, chemicky (2,6,10,15,19,23-hexamethyl-2,6,10,14,18,22-tetrabzahexan), je
triterpenicky uhlovodik se Sesti dvojnymi vazbami, ktery muize byt jak rostlinného tak
zivocisného pivodu (obrazek 7) [20].

Vyuziva se v oblasti mediciny, farmaceutického primyslu, kosmetiky nebo jako vyziva.
V lidském téle se tvoii v jatrech. Jednou z funkci v lidském téle je vychytdvani volnych
kyslikatych radikali, které muize vést ke vzniku rakoviny. Dalsi funkei v lidském téle je
snizovani hladiny cholesterolu [10, 21]. Amarantovy olej miizeme vnimat jako alternativni

rostlinny zdroj skvalenu. Skvalen Ize extrahovat z amarantového zrna vakuovou destilaci [10].

Obrazek 7: Chemicka struktura skvalenu [20]

Obsah vlakniny v amarantu je 5,4-24,6 % a zalezi na véku rostliny. Staré listy a vyhonky
vykazuji nejvyssi hodnoty vldkniny [4]. Amarantové listy a stonky jsou dobrym zdrojem
0 obsahu 11,1-22,9 % [10].
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1.2.3 VyuZiti amarantu

Amarant se dnes vyuziva velmi €asto v potravinaiském primyslu napt. semena pro vyrobu
mouky, ale také amarantové kvéty pro vyrobu cCaje. Amarantové semena se vyuZzivaji
v kosmetice v podobé amarantového oleje. Zeleninova nat’ se vyuziva obdobné jako Spenat.

Dal$im vyuzitim listd a stonku je krmivo pro zvifata v mnoha zemich (Cina, Indie) [10].
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2  Vitaminy obsaZené v pseudoobilovinach

Vitaminy jsou organické nizkomolekulérni slouceniny, které jsou ve velmi malém mnoztsvi
nezbytné pro zivot ¢lovéka. Dfive nebylo znamo chemické slozeni, a tak se vitaminy
oznacovaly pismeny. Toto oznaCeni Se pouziva spiSe v Iékarské literatufe. Dnes jsou
polysystematické, nékdy i systematické nazvy. Skupina vitamint je z hlediska chemické
struktury velmi rdznorodd. Jednotlivé vitaminy se 1iSi konkrétni funkci v bunééném
metabolismu. Organismus je nesyntetizuje sam (vyjimkou je vitamin A, Bz a B12). Syntetizuji
je rostliny a mikroorganismy. Do organismu se dostavaji v rostlinné potravé, hotové formé
(tablety) nebo jako provitaminy [22-24, 25].

Pro kazdy vitamin existuje denni davka. Mnozstvi potfebné k zajisténi fyziologickych funkci
Cloveéka je zavislé na stafi, pohlavi, zdravotnim stavu, zZivotnim stylu, stravovaci zvyklosti.
U kojencti a batolat je tieba zvysit piijem vitamin A, C, D, B1 a B2. U mladistvych je tieba
zvySovat B-komplex a vitaminy C, D a A. Ve stafi je zase nutno dopliiovat vitamin A, C a B
komplex [22, 26, 27].

Pfi niz§im pfijmu vitaminu se po Case vytvoii hypovitamindza. Jestlize dojde k uplné
eliminaci vitaminu ze stravy vznikne avitamindza. Pfi nadmérmém zvySeni denni davky
nékterych vitamina (vitamin D) se miize projevit hypervitaminoza [26, 28].

Hypovitamindéza nebo avitaminéza muze vzniknout, nedostatkem vitamini Vv potravé,
nedostateCnou resorpci vitamind Vv zazivaci soustavé (zanétlivd a prijmova onemocnéni,
zrychlena peristaltika) nebo zvySenou potiebou vitamint v organismu.

Nékteré latky nevykazuji fyziologické i¢inky mohouslouZit jako prekurzory vitamint. Tyto
latky se nazyvaji provitaminy. Z provitaminl organismus dokdze vitaminy syntetizovat.
Ptikladem je B-karoten, coz je provitamin vitaminu A [22, 23].

Vitaminy se dé€li podle rozpustnosti na vitaminy rozpustné v tucich (lipofilni vitaminy),
mezi které fadime vitaminy A, D, K a E a vitaminy rozpustné ve vodé (hydrofilni vitaminy),

mezi které pafi vitamin C a celd skupina vitamint B [25, 29].

2.1 Vitaminy rozpustné v tucich

Tyto vitaminy jsou absorbovany ze stfevniho traktu do krevniho obé&hu spolu s tuky,
se kterymi jsou ukladany v tukové tkani a poté v jatrech. Za normdlnich okolnosti nedochazi
k jejich vyluCovani ledvinami do moc¢i. Vitaminy mohou byt uchovavany nékolik let.

Neni tak nutné, aby byly dodavany télu kazdy den [29].
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2.1.1 Vitamin A (Retinol)

Nejvyznamnéjsi latkou v zivociSnych tkanich je all-trans-retinol neboli vitamin A1 (obrazek
¢.8) a provitamin A, ktery zname jako B-karoten. Retinol se fadi mezi terpenické alkoholy.
Ve své molekule obsahuje B-jononovy kruh s bo¢nim fetézcem, ktery je sloZzen ze dvou

isoprenoidnich jednotek [22, 24, 30].

HyC CH, CHs CHg

\\\\OH

CH,

Obrazek 8: Struktura vitaminu A [34]

Vitamin A se podili na vSech hlavnich funkcich naseho organismu (tvorba kosti a zubd,
télesny rist, ochrana respiracniho, traviciho traktu pied infekci). Je rozpustny v tucich
a v organickych rozpoustédlech a naopak je nerozpustny ve vodé [29, 32].

Vitamin A zlepSuje Seroslepost a zrakovou slabost, udrzuje zdravou vnéjsi vrstvu organi
a tkani a urychluje rist. Pouziva se k 1é¢b¢ lupenky a ekzémii. Spolu s karoteny zvysuje vitamin
A imunitni funkce a snizuje dusledky infekéniho onemocnéni [24, 28, 33]. Z ptebytku
vitaminu A praskaji a krvaceji rty a svédi pokozka. Déale miiZe nastat porucha riistu vlast, kosti,
anorexie a Unava [28, 32]. Prvnim projevem nedostatku vitaminu A je zhorSena schopnost
vidéni za Sera a v noci. DalSim projevem nedostatku je bledd olupujici se kiize, suché vlasy
a lamavé nehty [29, 33].

Bohatym zdrojem vitaminu A je rybi olej, jatra, mléko, vejce a maslo (tabulka 9).
Provitaminy jsou obsazeny v mrkvi, §penatu a paprice, z ovoce je to pomeran¢ nebo broskev

[25, 27, 28].

Tabulka 9: Obsah retinolu v potravinach [34]

Potravina Obsah retinolu v mg ve 100 g
Jatra hovézi 8,4-41
Miéko 0,040-0,950
Vejce 0,180-0,680
Rybi olej 19-160
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2.1.2 Vitamin E (Tokoferol)

Spoleénym nazvem tokoferol neboli vitamin E se oznacuje n€kolik latek. Tyto latky jsou
odvozené od zékladni struktury, ktera se nazyva tokol. Jednd se o chromanovy cyklus
S nasycenym nebo nenasycenym isoprenoidnim postrannim fetézcem o 16 atomech uhliku.
Podle po¢tu methylovych skupin na chromanovém jadru rozeznavame a, B, y, 6-tokoferol.
Nejucinnéjsi forma vitaminu E je a-tokoferol (obrazek 9) [22]. Obecné tokoferoly jsou
nazloutlé viskézni oleje, které jsou dobfe rozpustné, jak v tucich, tak v etheru a chloroformu.
Nerozpustné jsou ve vodé a méné rozpustné v alkoholu a acetonu. Za ptitomnosti kysliku

podléhaji oxidaci. V ptitomnosti UV zafeni se rozkladaji [19].

Obrazek 9: Struktura vitaminu E [34]

Vitamin E zpomaluje proces starnuti organismu a uplatiiuje se v prevenci kardiovaskularnich
chorob. Dale je dulezity pro ¢innost jater a ochranu jaternich bunék [22, 27]. Dlouhodoby
nadmérny piijem miZe vyvolat nauzeu, zvraceni a briSni bolesti. Projevem nedostatku vitaminu
E je bledost kiize a sliznic [24, 29].

Zdrojem jsou obilné kli¢ky, ze kterych je lisovan. Dal§im zdrojem jsou rostlinné oleje,

Spenat, mouka a jatra [35].

Tabulka 10: Obsah vitaminu E v potravinach [34]

Potravina Obsah vitaminu E v mg ve 100 g
Sojovy olej 92-280
Spenat 50
Mouka pSenicna 1,7-2
Hlavkovy salat 17-56

2.2 Vitaminy rozpustné ve vodé
Organismus je schopen uchovavat tyto vitaminy jen v omezeném mnozstvi. Pokud jsou

konzumovany ve vétS§im mnozstvi, tak dochazi k jejich vylu¢ovani moci. Je nutné k prevenci
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nedostatku vitamini rozpustnych ve vodé nezbytny pravidelny piisun v odpovidajicim
mnozstvi. Vyjimkou je vitamin B1o. Ten se uklada v jatrech a mize v jatrech setrvat nékolik let
[29].

2.2.1 Vitamin B1 (Thiamin)

Je to prvni objeveny vitamin ze skupiny vitaminu B. Jeho struktura (obrazek 10) obsahuje
pyrimidinovy cyklus (4-amino-2-methyl-pyridimidin) spojeny s methylenovou skupina na C5
s dusikem thiazolového cyklus 5-(2-hydroxyethyl)-4-methylthiazol [22, 23]. Thiamin v Cistém
stavu je krystalicka latka o bodu tani 248-250 °C. Jeho dalsi vlastnosti je termostabilita

V kyselém prostiedi. V neutralnim a alkalickém prostiedi se rychle oxiduje na thiochrom [19].

HSCYN\ S on
| o
No _~ N |'
C
NH, CHs

Obrazek 10: Struktura vitaminu B1 [34]

V organismu napomaha traveni cukrii, udrZzuje normalni ¢innost nervového systému svald,
srdeéniho svalu a zmirfiuje bolesti po oSetieni zubl [24]. Projevem nedostatku vitaminu B
je psychicka a svalova inava a ztrata chuti k jidlu. Nemoc z nedostatku vitaminu B; se nazyva
beri-beri. Nemoc beri-beri zahrnuje poruchy srde¢ni ¢innosti, brnéni a pocit paleni [23, 29].

Zdrojem vitaminu B1 jsou obiloviny, lusténiny, brambory, Spenat a kvasnice (tabulka 11).

Doporucend denni davka je 1,4 mg [22, 34].

Tabulka 11: Obsah thiaminu v potravinach [34]

Potravina Obsah thiaminu v mg ve 100 g
Cocka 0,22-0,56
Maso vepirové 0,39-0,82
Brambory 0,05-0,18
Zeleny hrach 0,20-0,80

2.2.2 Vitamin B; (Riboflavin)

Riboflavin se dfive nazyval laktoflavin. Zakladni strukturou (obrazek 11) je isoalloxazinové
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jadro, na kterém je v poloze N-10 navazan ribitol odvozeny od D-rybosy [23, 27]. Riboflavin
tvoii oranzovozluté jehlicky, které jsou citlivé na svételné zatreni. Déle je staly vuci teplu,

a to predevsim v kyselych roztocich [19, 34].

o]

\( X

(0]
Obrazek 11: Struktura vitaminu B [34]
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Je dilezity pro sitnici oka, podporuje jasnéj$i vidéni. Spolu s retinolem zlepSuje vidéni
za Sera. Riboflavin se ucastni tvorby novych bun¢k, podporuje spravnou funkci jater a imunitni
systém [36]. Nedostatek riboflavinu se projevuje zanétlivymi zménami sliznic a kiuze (praskani
ustnich koutkt). Dale migrénami, akné a svalovymi kie¢i [23, 33].

Volny riboflavin se vyskytuje v zanedbatelném mnozstvi v syrovatce. Jinymi zdroji jsou

mlécné vyrobky, jatra, luSténiny a kvasnice (tabulka 12). Denni spotieba je 2 mg denné [27, 37].

Tabulka 12: Obsah riboflavinu v potravinach [34]

Potravina Obsah riboflavinu v pg ve 100 g
Jatra veptova 2900-4400
Syr 330-565
Mléko 20-300
Hrach 10-280

2.2.3 Vitamin B3z (Niacin)
Vitamin Bz neboli niacin se sklada z kyseliny nikotinové (3-pyridinkarboxylovou kyselinu)
a amidu kyseliny nikotinové (amid kyseliny 3-pyridinkarboxylové kyseliny) [22].
Nikotinamid je krystalickd latka, kterd je bezbarvd a bez zapachu. Bod tani kyseliny
nikotinové je 234-237 °C. Od 150 °C zacina kyselina sublimovat [19]. Struktura vitaminu B3

je uvedena na obrazku 12.
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Obrazek 12: Struktura vitaminu B3 [34]

Hlavni podil ma na funkci nervového a traviciho systému, produkci pohlavnich hormont
a zachovani zdravé klize. Je zapojeny do metabolismu sacharidi a tukt [29]. V nadmérnych
davkach je kyselina nikotinova toxicka. Muze zpuisobit poskozeni jater a ledvin [37]. Projevem
nedostatku je suchost a bledost rtti a nervosvalové bolesti [33].

Zdrojem vitaminu B3 jsou ryby, vepfové maso, jatra a kvasnice (tabulka 13). Naopak ovoce

a zelenina obsahuje niacinu malo [23, 27]. Doporuc¢eny denni pfijem je 10 az 20 mg [34].

Tabulka 13: Obsah niacinu v potravinach [36]

Potravina Obsah niacinu v mg ve 100 g
Jatra veptfova 9,7-27,5
Vepiové maso 3,3-13
Ryze loupana 6,0
Zeli 0,3

2.2.4 Vitamin Bs (Kyselina pantothenova)

V piirodé se vyskytuje (R)-enantiomer kyseliny pantothenové. Strukturou je 2,4-dihydroxy-
3,3-dimethylbutonova kyselina vazana amidovou vazbou na 3-aminopropionovou Kyselinu
(obrazek 13), tzv. B-alanin [22]. Je to viskdzni, slabé nazloutly olej, ktery je dobfe rozpustny ve
vodé. Pantothenova kyselina tvofi krystalické soli (napf. sodnou nebo vapenatou) rozpustné ve

vodé [34].

OH
HsC

» H NH%/O

Obrazek 13: Struktura vitaminu Bs [34]
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Podili se na metabolismu sacharidii a tukd, funkci nervového systému a nadledvin, na ristu
a vyvoji [29]. Projevem nedostatku vitaminu Bs je vyCerpani, nespavost, deprese, vypadavani
a lamani nehtt [33].Hlavni zdrojem jsou hovézi jatra, mléko, vejce, lusténiny a nékteré druhy

zeleniny (tabulka 14). Denni davka se pohybuje mezi 5-15 mg [26].

Tabulka 14: Obsah kyseliny pantothenové v potravinach [37]

Potravina Obsah kyseliny pantothenové v pg ve 100 g
Jatra hovézi 5700-8200
Vejce 2700
Spenat 180-2680
Kvétak 920

2.2.5 Vitamin Bs (Pyridoxin)

Pyridoxin neboli vitamin Be jsou tfi strukturné piibuzné latky, tzv. pyridoxinova triada -
ktera je tvofena pyridoxolem (2-methyl-3-hydrocy-4,5-bishydroxymethylpyridin), jehoz
struktura je zobrazena na obrazku 14. Dale je tvofena pyridoxalem (2-methyl-3-hydroxy-4-
formyl-5-hydrocymethylpyridin) a pyridoxaminem (2-methyl-3-hydroxy-4-aminomethyl-5-
hydroxymethylpyridin) [19, 22]. VSechny tfi latky maji bazicky charakter a vytvareji
s mineralnimi kyselinami soli rozpustné ve vodé. Vitamin Bg je dobfe rozpustny v ethanolu a

acetonu. Baze tvofi bezbarvé krystaly o bodu tani 160 °C [23, 19, 34].

OH
HO
X OH
A
HaC N

Obrazek 14: Struktura vitaminu Bg [34]

Ovliviiuje tvorbu kolagenu, a tim tedy zasahuje do struktury cévnich stén a chrupavek. Mize
se uplatnit v prevenci artréz a revmatickych potizi. Také se podili na pfeméné bilkovin a
sacharidi v téle, zlepSuje funkci traviciho a nervového systému a zachovava zdravou kiizi [27,
29]. Nadmeérny pfijem zpusobuje neuritidu, coz znamena zanét nervu. Naopak nedostatek vede
K nervozité, nespavosti a lamavosti nehtt [29, 33].

K dobrym zdrojim patii ryby, kvasnice, zelenina, vejce a banany (tabulka 15). V malém
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mnozstvi vyrabéji pyridoxin stfevni bakterie [27, 29].

Tabulka 15: Obsah pyridoxinu v potravinach [37]

Potravina Obsah pyridoxinu v pg ve 100 g
PSeni¢né klicky 850-1600
Kvasnice 620-700
Zeli 120-290
Jatra hovézi 290-580

2.2.6 Vitamin C (Kyselina askorbova)

Vitamin C (obrazek 15) tvoii kyselina L-askorbova (y-lakton L-threo-2-hexenové kyseliny).
Néazvem vitamin C se oznacuje také cely reverzibilni redoxni systém, ktery zahrnuje L-
askorbovou kyselinu a produkt jednoelektronové oxidace, coz je L-monodehydroaskorbova
kyselina a produkt dvouelektronové oxidace, tj. L-dehydroaskorbovou kyselinu [22]. Je to
bezbarva krystalicka latka kterd ma siln€ redukéni vlastnosti, tzn. snadno podléhd oxidaci.

Rozpousti se ve vod¢, methanolu a ethanolu. [30, 34].

Obrazek 15: Struktura vitaminu C [34]

Ma velky vyznam pro rast a zdravi kosti, zubtl, dasni, vazii a krevnich cév. Dale pro hojeni
ran a tvorbl neurotransmiterd, které zodpovidaji za pfenos nervovych impulsit mezi nervovymi
buiikami [29]. Poméha piti stresu, fyzické zatézi, opakované infekci, nadorovych
onemocnénich, odbourdva nadbytek alkoholu [33]. Nejvyssi obsah ma Cerstva zelenina a ovoce.

Mezi zdroje vitaminu C patfi $ipky, petrzel nebo Cerny rybiz (tabulka 16) [22].

Tabulka 16: Obsah vitaminu C v potravinach [37]

Potravina Obsah kyseliny askorbové v mg ve 100 g
Sipky 600-1 000
Petrzel kadetava 193
Paprika zelena 84-120
Chrest 24,8-40
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3 Analytické stanoveni vitamint

Stanoveni vitaminll vV potravinaiském materidlu je slozity ukol. Divodem je koncentrace
vitamind, kterd je ve srovnani s ostatnimi slozkami analyzovaného vzorku velmi nizka.
Vitaminy jsou citlivé k oxidaci a v n€kterych ptipadech na svételné zatfeni. Je proto nutné
vSechny analytické separace provadét s maximalni opatrnosti, v prostiedi inertni atmosféry
a snizeného ptistupu ptimého denniho svétla. Skupina vitaminti je chemicky heterogenni, proto
nelze pouzit zadné univerzalni metody ke stanoveni vétsiho poctu nebo celé skupiny vitamint.
Pii samotném analytickém stanoveni je nutno dodrZet dané pracovni postupy (pH, teplota).

Nejcastéjsi analytickou metodou stanoveni je chromatografie, spektrofotometrie, titrace,

polarografie nebo mikrobiologické metody [38].

3.1 Extrakce

Extrakce je separacni metoda, pii které dochazi k distribuci analyzované latky mezi dvé faze,
které jsou nemisitelné. NejdileZzitejsi je volba vhodného rozpoustédla, nebot” délici schopnost
zavisi na selektivni rozspustnosti latek a na vybéru mobilni a stacionarni fazi v chromatografii,
kterd se nasledné pro stanoveni vyextrahovanych latek pouziva. Extrakei jsou pojmenovany
i dal$i metody, pii kterych je pfevadéna slozka smési fazovym rozhranim z jedné (plynné,
kapalné, pevné) do druhé faze (kapalné, pevné). Extrakci Ize dé€lit na [39-41]:

e Zpevné faze do kapaliny — z pevného materialu se rozpousti ve vhodném rozpoustédle
pozadovana slozka, ostatni slozky nikoli.

e Z kapaliny do kapaliny — extrakce je zaloZzena na rozdélovaci rovnovaze dvou
nemisitelnych kapalin. Slozka pfechéazi do rozpoustédla, ve kterém je 1€pe rozpustna.

e Z kapaliny na pevnou fazi — extrakce pevnou fazi z roztoku selektivné zachycuje
pozadované slozky z roztoku.

e Zkapaliny nebo plynu na pevnou fazi — mikroextrakce pevnou fazi, kde zakoncetrovani

analytu adsorpci na polymer pokryvajici kiemenné vlakno.

3.2 Chromatografické metody

Chromatografick¢ metody jsou separa¢ni metody, pifi kterych se odde€luji slozky obsazené
ve vzorku na zéklad¢ rozdilné afinity délenych latek viici mobilni (pohyblivé) a staciondrni
(nepohyblivé) fazi, které jsou vzajemné nemisitelné. Vzorek se davkuje do proudu mobilni faze
ptes stacionarni fazi, ktera je umisténa v koloné. Jednotlivé slozky vzorku se separuji na zakladé

schopnosti rtizné siln€ se poutat se stacionarni fazi. Slozky opoustéjici kolonu indikuje detektor.
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Chromatografické metody umoziuji kvantitativni i kvalitativni analyzu. Chromatografické
metody lze rozdélit podle skupenstvi mobilni faze, podle uspotfadani stacionarni faze a podle
povahy dé¢je, ktery prevlada pii separaci. Podle skupenstvi mobilni faze se déli
chtomatografické metody na kapalinovou chromatografii, kde je mobilni fazi kapalina
a plynovou chromatografii, kde je mobilni fazi plyn. Podle uspotadani stacionarni faze lze
rozdélit chromatografii na kolonovou chromatografii, kde je stacionarni fdze umisténa v piimo
kolon¢ a déle sem patii plosné techniky, které zahrnuji papirovou chromatografii (stacionarni
faze je soucasti chromatografického papiru) a tenkovrstvou chromatografii, kdy stacionarni
faze je umisténa na pevném podkladu (sklo, hlinikova folie). Podle povahy d¢je, ktery prevlada
pii separaci se déli na [39, 42]:

o Rozdé¢lovaci chromatografie — uplatiluje se odliSna rozpustnost slozek ve vzorku

ve stacionarni fazi (kapalina) a mobilni fazi (kapalina nebo plyn).

o Adsorp¢ni chromatografie — uplatituje se rizna schopnost slozek adsorbovat se na
povrch stacionarni faze (tuha latka).

o lontov€ — vyménny chromatografie — rozhoduji rizné velké elektrostatické pritazlivé
sily mezi funk¢énimi skupinami stacionarni faze a ionty vzorku.

o Gelova chromatografie — slozky se separuji podle velikosti na porovitou stacionarni fazi,
kterou je gel (mensi molekuly vzorku se v porech gelu zdrzuji déle).

o Afinitni chromatografie — stacionarni faze je schopna vazat ve vzorku slozky, ke kterym

ma uzce selektivni vztah.

3.2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC je nejcastéji pouzivanad separacni metoda, kterd se vyuzivd v mnoha odvétvich,
napiiklad ve farmacii, mediciné a potravinafstvi. Mobilni faze je ¢erpana ze zasobnikl pomoci
vysokotlakého ¢erpadla. Do proudu mobilni faze je nadavkovan vzorek ddvkovacim ventilem
a postupuje do chromatografické kolony. V koloné dochazi k opakovanému ustanoveni
rovnovahy mezi mobilni a stacionarni fazi a k separaci slozek vzorku dle rozdilné afinity
ke stacionarni fazi. Za kolonou je detektor, ktery je ptfipojen k pocitaci pro vyhodnoceni dat.
Pokud je stacionarni fdze polarnéj$i nez mobilni fize mluvime o systémech s normalnimi
fazemi (NP-HPLC), kde se jako stacionarni faze pouziva silikagel nebo oxid hlinity, ktery je
zakotveny v kolon¢. Jako mobilni faze se pouziva hexan nebo heptan. Pokud je to naopak jedna
se o systém s obracenymi fazemi (RP-HPLC), kde se jako mobilni faze pouziva methanol nebo
ethanol a jako staciondrni faze se pouzivaji uhlovodiky nebo alkyly vdzané na silikagel.

V HPLC se pouzivd mnozstvi detektorti, kdy nejpouzivanéjSim je spektrofotometricky detektor.
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Dale se pouziva fluorimetricky nebo elektrochemicky detektor ¢i hmotnostni spektrometr [39,

43].

terpadlo  davkovaci
zafizeni
fizeni sloZeni 5
mobilni faze
vzorek
smé&ovaci kolona
zafizeni ]
zasobniky vyhodnocovaci
mobilni faze zafizeni

Obrazek 16: Schéma HPLC [39]
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4  Analyza vitamint v pseudoobilovinach

Pohankové zrno obsahuje nejvetsi mnnozstvi vitaminu B, vitaminu C (kyseliny askorbové)

[1]. V listech a kvétech pohanky, ze kterych se vyrabi Caj je zastoupen vitamin E. V pohance

obecné jsou piedev§im zastoupeny vitaminy rozpustné ve vodé [8]. V porovnani s pohanka

tatarskou ma vyssi obsah vitaminu B, ale mensi obsah vitaminu E [10]. Naopak v porovnani

S pSenici obsahuje pohanka men$i mnozstvi vitaminll. Zastoupeni jednotlivych vitaminQ

Vv pohance a v psenici je zobrazeno v tabulce 17.

Tabulka 17: Obsah vitaminl v pohance obecné [9]

Vitamin Pohanka [mg/100 g] PSenice [mg/1000 g]
Vitamin A (B-karoten) 0,21 -
Vitamin Bi (Thiamin) 0,46 4
Vitamin B2 (Riboflavin) 0,14 15
Vitamin Bz (Niacin) 1,8 50
Vitamin Bs (Kyselina pantothenova) 1,05 11
Vitamin Be (Pyridoxin) 0,73 3
Vitamin C (Kyselina askorbova) 5 0
Vitamin E (Tokoferoly) 5,46 32

Amarant je dileZitym zdrojem vitaminl.. Obsah u jednotlivych druhli amarantu se pfili$

nelisi. MnoZstvi vitaminu Bi, Bz, kyseliny nikotinové a vitaminu C jsou podobné tém, které se

vyskytuji u jinych zelenych rostlin. AvSak obsah B-karotenu je vyS$i neZ u jinych zelenych

rostlin. Nejvice zastoupenymi vitaminy v amarantovém zrnu jsou vitaminy C a -karoteny [4].

Tabulka 18: Obsah vitamin v amarantu [4]

Vitamin Amarant [mg/100 g]
Vitamin By (thiamin) 0,1
Vitamin By (riboflavin) 0,2
Vitamin B3 (niacin) 1,2
Vitamin C (kyselina askorbova) 45
B -karoteny 4,6
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4.1 Uprava vzorku pied analyzou a stanoveni jednotlivych vitamini
vitaminli. Proto musime pii zpracovani vzorku byt opatrni a peclivi. Jest¢ pired samotnou
analyzou oloupeme semena pseudoobiloviny a upravime lyofilizaci [4, 44]. Stanoveni vitamint
Vv potravinach zahrnuje nasledujici kroky: pfipravu vzorku, alkalickou hydrolyzu vzorku
(zmydelnéni), enzymatickou hydrolyzu u vitaminu K a vitamina skupiny B, kyselou hydrolyzu
u vitamin® skupiny B [44], extrakci vitaminti rozpousStédlem [44] a vlastni analytické stanoveni
[38].

Pii stanoveni vitaminli rozpustnych v tucich je vzorek zmydelnén methanolickym
nebo ethanolickym roztokem hydroxidu draselného za piitomnosti antioxidantd (kyselina
askorbova). Hydrolyza probih4 pod zpétnym chladi€¢em pod proudem dusiku. Pfi stanoveni
vitaminu K se vyuziva ezymatické hydrolyzy lipazami [18, 44, 46].

K extrakci vitamind se pouzivaji zpravidla organickd rozpoustédla (petroether, n-hexan)
a poté se k hydrolyzatu ptidava voda a mineralni kyseliny. Pomoci chromatografie
se U nckterych extrakti provadi precisténi na vhodnych adsorpénich materidlech
(napt. silikagelu) [46, 47, 48]. U vitamini rozpustnych v tucich se provadi filtrace pfes vrstvu
bezvodého siranu sodného, kdy dochazi k vysuSeni extraktu, ktery se nasledné odpaiuje

ve vakuové odparce za snizené teploty [18].

4.1.1 Stanoveni vitaminu A pomoci HPLC

Pfi stanoveni vitaminu A byla nejdfive provedena hydrolyza vzorku ethanolickym roztokem
NaOH za ptitomnosti antioxidantii (kyseliny askorbové) pod zpétnym chladi¢em po dobu
30 minut ve zmydeliiovaci aparatute pti teploté 60-70 °C s proudem dusiku [45, 49].

Vitamin A byl extrahovan do hexanu z vodné-ethanolického roztoku. Stopové zbytky vody
byly odstraiieny vrstvou bezvodého siranu sodného a roztok byl nasledné filtrovan pies
skladany filtr. Pfi zakoncentrovani extraktu byla pouzita destilace za snizeného tlaku
ve vakuové odparce, kdy bylo dosazeno koncentrace vhodné pro nastiik do HPLC kolony.
K detekci byl vybran spektrofotometricky detektor pii vinové délce 325 nm [18, 45, 47].
Jako mobilni faze byl pouzit methanol a jako stacionarni faze oktadecylsilikagel [50].
Ke kvantitativnimu vyhodnoceni byla pouzita plocha piku z chromatogramu a pro kvalitativni

vyhodnoceni bylo pouZito porovnani vzorku se standardnim vzorkem all-trans-retinol palmitatu
[47, 50].
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4.1.2 Spektrofotometrické stanoveni vitaminu A

Retinol byl po zmydelnéni ethanolickym roztokem hydroxidu sodného izolovan extrakci
petroletherem a po chromatografickém ¢isténi extraktu na sloupci oxidu hlinitého stanoven
pomoci spektrofotometrie. Po reakci s chloridem antimonitym byla zméfena intenzita modrého
zbarveni pii vinové délce 620 nm. Absorbance byla méfena proti slepému vzorku, kterym byl

chloroform [18, 38]

4.1.3 Stanoveni vitaminu B; pomoci HPLC

Pti stanoveni thiaminu byla provedena kysela hydrolyza vzorku s vyuzitim 0,1M HCI nebo
0,1M H2SOg4 v autoklavu nebo ve vodni lazni pii 90-100 °C [46, 47, 51]. Po ochlazeni a Gipravé
pH byl pfidan do vzorku enzym takadiastdza, ktery byl inkubovan pii 37 °C 15 hodin.
Jako mobilni faze byla pouzita smés 0,01M NaH2PO4a 0,15M NaClO4 s methanolem v poméru
95:5. Pro separaci byla zvolena chromatograficka kolona s chemicky vazanou
oktadecylsilikagelovou fazi. Vitamin B1 byl detekovan s vyuzitim fluorimetrického detektoru

pii excita¢ni vinové délce 375 nm a emisni vlnové délce 440 nm [46, 52, 53].

4.1.4 Fluorimetrické stanoveni vitaminu B

Fluorimetricka metoda je zaloZena na oxidaci thiaminu oxida¢nim ¢inidlem v alkalickém
prostiedi na thiochrom. NejCastéji se pouziva jako oxida¢ni Cinidlo hexakyanoZzelezitan
draselny. Thiochrom se po oxidaci extrahoval isobutanolem a jeho koncentrace byla stanovena
fluorimetricky, nebot’ vykazovala modrou fluorescenci. Fluorescence vzniklého thiochromu

byla detekovana pti vinové délce 420-460 nm o excitaéni vinové délce 365,5 nm [38, 54].

4.1.5 Stanoveni vitaminu C pomoci HPLC

Vitamin C byl extrahovdn z homogenizovaného vzorku roztokem 5% kyseliny
metafosforeéné, 8% kyseliny octové a 0,005M ethylendiamintetraoctové kyseliny a nechal
se stat za stalého michani [46, 55]. Poté byl kvantitativné pfeveden do odmérné baiky
a  zfiltrovan ptes filtratni papir. Extrakt byl stanoven HPLC pii teplot¢ 35 °C
se spektrofotometrickym detektorem a pro detekci vitaminu C byla nejvhodnéjsi vinova délka
Vv rozmezi 240 — 265 nm, kdy nejcastéji se pouziva vinova délka 254 nm s pouzitim
chromatografické kolony C18. Pro separaci byla pouzita izokratickd eluce mobilni faze

5% methanolu ve vodeé [46, 47].
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4.1.6 Titra¢ni stanoveni vitaminu C

Titra¢ni metoda je zaloZena na oxidaci kyseliny askorbové (obrazek 17). Kyselina askorbova
se oxiduje titra¢nim ¢inidlem 2,6-dichlorfenolindofenolem na kyselinu dehydroaskorbovou
vV kyselém prosttedi (napi. kyseliny metafosforené) za soucasné redukce
2,6-dichlorfenolindofenolu na bezbarvou bazi. Vzorek byl titrovan do vzniku prvniho riizového

zbarveni vlivem pfebytku nezreagovaného tira¢niho ¢inidla [56, 57].

0]
\\ o Cl
OH O OH
HO™ N ' ©\\
N Cl
OH OH
Kyselina 2,6-dichlorfenolindofenol  kyselina Leukoforma

L-askorbova L-dehydroaskorbova  2,6-dichlorfenolindofenolu

Obrazek 17: Oxidace kyseliny L-askorbové [38]

4.1.7 Stanoveni vitaminu E pomoci HPLC

Pfi stanoveni vitaminu E ve vzorku byla provedena alkalicka hydrolyza KOH za pfitomnosti
kyseliny askorbové pod zpétnym chladicem ve vodni lazni za stdlého michani. Nasledné
extrakce vzorku byla provedena hexanem a rozpoustédlo bylo odstranéno ve vakuové odparce
pfi teploté 40 °C. Pro stanoveni vitaminu E metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie
se systémem s obracenymi fazemi byl pouZit fluorimetricky detektor s excitaéni vlnovou
délkou 292 nm a emisni vinovou délkou 330 nm. Mobilni fazi byla smés methanolu a vody

v poméru (85:15). K separaci byla pouzita chromatograficka kolona C18 [58, 59].
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ZAVER

Cilem této bakalaiské prace bylo zpracovani literarni reSerSe, kterd se zabyva stanovenim
vitaminl v pseudoobilovinach s vyuzitim modernich analytickych technik.

V prvni ¢asti je popsana charakteristika, chemické slozeni pohanky a amarantu a nasledné
jejich vyuziti. SloZzeni obou dvou pseudoobilovin je podobné.

Druhd cast shrnuje vlastnosti jednotlivych vitaminl, které jsou obsazené
Vv pseudoobilovinach, jejich biologické funkce a obsah jednotlivych vitaminu v potravinach.

Nasledné je vénovana pozornost Upraveé vzorku pred samotnou analyzou vitamini, ktera je
zdlouhava a naro¢na. Uprava vzorku zahrnuje alkalickou hydrolyzu vzorku ¢&i enzymatickou
nebo kyselou hydrolyzu u skupiny vitaminu B. Z upraveného vzorku se izoluji vitaminy
vétSinou pomoci extrakce a jejich stanoveni se provadi predev§im pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie s vyuzitim fluorimetrického nebo spektrofotometrického detektoru.
Také lze pouzit ke stanoveni jiné analytické metody jako napiiklad fluorimetrii,
spektrofotometrii nebo titracni metody.

Bylo zjisténo, Ze nejbohat$im zdrojem vitaminu E je pohanka. Naopak v amarantu
se vyskytuje nejvice vitaminu C a fB-karotenu. Celkové je v pseudoobilovinach nejvice

zastoupena skupina vitaminu B.
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