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Obsah vitaminl skupiny B v obilovinach s barevnym
zrnem

Souhrn

Diplomova prace se zabyva simultdnnim stanovenim obsahu vitamind skupiny B
v obilovinach s barevnym zrnem metodou HPLC s vyuZitim detektoru diodového pole (PDA).
Teoreticka Cast se zaméfuje na vybrané vitaminy skupiny B, popisuje jejich vlastnosti, funkce
¢i Gcinky na lidsky organismus. Préace se dale vénuje metodam izolace a stanoveni vitamind B
v potravinach, zminéna je rovnéz charakterizace analyzovanych obilovin.

V rdmci diplomové préace byla provedena optimalizace pFipravy vzorku obilovin a nasledna
analyza 34 vybranych odrld psenice, jeémene a tritordea, a to ve formé ozimé i jarni. Vlastni
stanoveni metodou kapalinové chromatografie vychédzelo =z aplikacniho listu firmy
Phenomenex. Inc. Ve vsech odrlidach byly kvantifikovany vitaminy B1, B2, B3 a B6.

Odridy psenice vykazovaly ze vsech druhli analyzovanych obilovin nejvyssi primérné
obsahy vitaminl B1 a B2. Primérné nejvice vitaminu B3 obsahovaly vzorky tritordea,
nejvyssi prlimérné mnozstvi vitaminu B6 bylo zjisténo v odrddach je¢mene. Tritordeum
obsahovalo ze vsech analyzovanych druhl obilovin nejvy$si primérné celkové mnoZstvi
vitamin{ B, nejnizsi celkovy obsah vitamin( byl stanoven v pSenici. Mezi rlstovymi formami
pSenice, psenici jarni psenici a ozimou, nebyly v obsahu jednotlivych vitamind pozorovany
statisticky vyznamné rozdily. Rozdilné obsahy sledovanych vitamin( byly zjistény mezi
odrdidami pSenice s odlisnou barvou obilky. Odrlida s purpurovym perikarpem a Zlutym

v v ~

endospermem obsahovala ze vSech odriid nejnizsi mnoZstvi vsech analyzovanych vitamin(.
Nejvyssi obsah vitaminu B1 a B2 byl zjistén v odr(idé bez pigmentu, nejvice vitaminu B3 a
B6 obsahovaly odriidy s modre zbarvenou aleuronovou vrstvou.

Metoda simultdnniho stanoveni vitamind skupiny B, aplikovand v diplomové préci,
poskytovala opakovatelné a reprodukovatelné vysledky. VétSina stanovenych obsahll

analyzovanych vitamin{ se pohybovala v rozmezi hodnot vyplyvajicich z literarnich zdrojd.
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obiloviny, thiamin, riboflavin, niacin, pyridoxin, kyselina pantothenova, HPLC



The contents of B-group vitamins in cereals with colour
grains

Summary

The diploma thesis deals with the simultaneous determination of B-group vitamins in cereals
with coloured grains by HPLC using diode array detector (PDA). The theoretical part focuses
on selected B-group vitamins, describes their qualities, functions and effects on human
organism. The thesis also deals with methods of isolation and determination of B-group
vitamins in foodstuffs, characterization of analyzed cereals is also mentioned.

Within the thesis, an optimization of the preparation methodology and a simultaneous
determination of B1, B2, B3 and B6 content in cereals with coloured grains was implemented.
The analysis was conducted with 34 samples of winter and spring wheat, barley and
tritordeum. The liquid chromatography method was based on the Phenomenex Technical
Documents Inc.

Wheat varieties showed the highest average content of B1 and B2 vitamins. Tritordeum
contained most of the B3 vitamin. The highest average amount of vitamin B6 was found in
barley varieties.

Tritordeum contained the highest average levels of total B-group vitamins amount in
comparison with all analyzed cereal species. The lowest average levels of total vitamins
amount was determined in wheat.

The difference between the content of B-group vitamins in the samples of spring and winter
wheat were not statistically significant. Different contents of individual vitamins were found
among wheat varieties with different color of caryopsis. The purple pericarp and yellow
endosperm variety contained the lowest amount of all analyzed vitamins from all varieties.
The highest levels of vitamin B1 and B2 were found in the non-pigmented variety, most of
the B3 and B6 vitamins contained varieties with a blue-colored aleurone layer.

The method of simultaneous determination of B-group vitamins, applied in the diploma
thesis, provided repeatable and reproducible results. Most of the results were in the range of

values resulting from literary sources.

Keywords:
cereals, thiamine, riboflavin, niacin, pyridoxine, pantothenic acid, HPLC
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1 Uvod

Vitaminy skupiny B jsou organické nizkomolekularni slouceniny nezbytné pro spravnou
funkci lidského organismu. Jako kofaktory enzymi hraji dilezitou roli v energetickém
metabolismu. Vyznamnou Ulohu plni rovnéZz vsyntéze hemoglobinu a nékterych
neurotransmiterd a hormond.

Bohatym zdrojem vitamin( skupiny B jsou obiloviny. V poslednich letech vzbuzuji zajem
obiloviny s netradi¢nim zbarvenim obilky, které je zplisobeno pfitomnosti prirodnich barviv.
Pro tyto barviva je typickd vysokd antioxidacni aktivita. Strava bohatd na antioxidanty
pozitivné ovliviiuje lidské zdravi, plisobi preventivné na vyskyt aterosklerézy a ischemické
choroby srde¢ni, snizuje pravdépodobnost vzniku nékterych typd rakoviny ¢&i zlepSuje
funkci zraku. Diky témto Gcinkdm maji obiloviny s barevnym zrnem velky potencial pro
VyuZiti v potravinarstvi.

Stanoveni vitamind rozpustnych ve vodg, tedy i vitaminl skupiny B, je pomérné narocné.
Potize zplsobuje jejich chemicka labilita, problémem vsak mize byt také pfrilis
nizka koncentrace jednoho vitaminu ve srovnani s ostatnimi. Vyznamné omezeni mohou
rovnéz predstavovat rusivé latky pritomné v analyzovaném extraktu. Pro stanoveni vitamin(
skupiny B bylo vypracovano mnoho rdznych metod. V praxi se nejcastéji aplikuje
vysokoucinnd kapalinovd chromatografie (HPLC), a proto byl tento postup pouZit i v

diplomové préci.



2 Cil prace a védecka hypotéza

2.1 Cile prace

Cilem diplomove prace je optimalizace pripravy vzorku a vlastni metody vysokouc€inné
kapalinové chromatografie (HPLC) pro simultdnni stanoveni vitamind skupiny B
v obilovinach. Déle si prace klade za cil stanovit vybrané vitaminy skupiny B v obilovinach
s barevnym zrnem a statisticky porovnat rozdily v obsahu jednotlivych vitamin( v rdznych

druzich i odrdidach obilovin s barevnym zrnem.

2.2 Védecke hypotézy

Vhodnou metodou HPLC Ize s dostateCnou spolehlivosti stanovit soucasné v jedné analyze

jednotlivé vybrané vitaminy skupiny B v obilovinéch.
R(zné druhy obilovin s barevnym zrnem se lisi v obsahu vybranych vitamin( skupiny B.

R{zné odridy jednoho druhu obilovin s barevnym zrnem se lisi v obsahu vybranych vitamin(i

skupiny B.



3 Literarni reSerse

3.1 Vitaminy

Vitaminy jsou organické nizkomolekularni slouéeniny nezbytné pro spravny vyvoj, rist a
funkci lidského organismu. V lidském téle zastdvaji mnoho vyznamnych funkci.
NejdUleZitéjsi z nich je predevsim katalyza biochemickych reakci. Vitaminy se jako kofaktory
enzymi Ucastni témér vsech procest latkové vymény v organismu, uplatriuji se napfiklad v
metabolismu bilkovin, sacharidd, tukl a nukleovych kyselin (Velisek 1999). Kromg
katalytickych a¢ink( hraji vitaminy nepostradatelnou roli také v prevenci a l1écbé civilizanich
a narodovych onemocnéni. Zejména vitaminy C a E se diky svym antioxida¢nim
schopnostem podili na prevenci vzniku ateroskler6zy ¢i cévni mozkové prihody

(HIGbik 2004).

Vitaminy jsou po chemické strdnce velmi heterogenni latky. Vyznamna charakteristika, dle
které Ize jednotlivé vitaminy rozdélit, je jejich rozpustnost. Vitaminy se déli do dvou skupin
na vitaminy rozpustné v tucich (A, D, E, K) a vitaminy rozpustné ve vodé (C, H a vitaminy
skupiny B). Vitaminy rozpustné v tucich mohou byt po deli dobu skladovany v jatrech
a tukové tkani organismu, ¢imz mohou vyvolat fadu nezadoucich i toxickych stavl. Vitaminy
rozpustné ve vodé skladovany nejsou a jejich prebytek je ztéla vyloucen moci
(Fajfrova 2011).

Vitaminy musi byt ve vétSiné pfipad(l pFijimany potravou. Lidské télo je nedokaze samo
syntetizovat, pfipadné neni schopné vytvofit je v dostate€ném mnoZzstvi. PFi dlouhodobém
nedostatku nékterého z vitamin( dochazi k tzv. hypovitamindze. Uplny deficit, avitamindza,
mlZe zplsobit vznik mnoha tézkych onemocnéni, nebot’ zasadné narusuje biochemické
procesy Vv organismu. Obdobné jako nedostatek vitamind mizZe mit fatalni nasledky i jejich
nadbytek. Nadmérné mnozstvi vitamin{ se oznacuje jako hypervitamindza. Tento stav nebyva
prili§ Casty a dochazi k nému pouze u vitaminl rozpustnych tucich (Hlubik 2004).

Mnozstvi vitamin(, nezbytné k zajisténi normalnich fyziologickych funkci, zavisi na mnoha
faktorech a v pribéhu Zivota kolisd. Potfeba vitaminl vzrlstd svékem. Roste také
v téhotenstvi a v priibéhu kojeni i pfi velké psychické a fyzické zatézi. ZvySené pozadavky
organismu na pFijem vitaminG byly taktéZ pozorovany u kufak( a u lidi poZivajicich ve vétsi

mife alkoholické napoje (Schreiber 1993).
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3.1.1 Thiamin

Vitamin B1 neboli thiamin (viz obrdzek 1) je molekula skladajici se z pyrimidinového a
thiazolového jadra. V lidském organismu se vyskytuje ve dvou formach: jako volna latka
thiamin a ve formé fosforecnych ester(i monofosfatu, difosfatu a trifosfatu (Velisek 1999).

CHs
N +/g//70H
N NN
)I\/I\ \\\s
H4C N NH,

Obréazek 1 Thiamin (volna béze)
(Velisek 1999)

3.1.1.1 Funkce thiaminu

Volny thiamin z potravy je v tké&nich esterifikovan za vzniku thiamindifosfatu (obréazek 2),
ktery se jako koenzym ucastni fady enzymatickych reakci. Vyznamny je predevSim
v metabolismu sacharid(, kdy pdsobi pfi pfeméné pyruvatu na acetyl-CoA a a-ketoglutaratu
na sukcinyl-CoA. Podstatnou roli sehrava take v katabolismu aminokyselin s rozvétvenym
retézcem (Depeint et al. 2006).

HiC”™ SN~ ONH, °

Obrazek 2 Thiamidifosfat
(Velisek 1999)

3.1.1.2 Doporuceny denni pFijem thiaminu

Mnozstvi potfebného thiaminu je Gzce spjato s celkovym energetickym pFijmem organismu.
Svétova zdravotnicka organizace (WHO) doporucuje pfijem 0,4 mg thiaminu na 1000 kcal.
Pro dospélého muze, konzumujiciho v priméru 3200 kcal, tak uvadi doporuceny denni pfijem
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1,3 mg thiaminu. Na zakladé vysSiho energetického vydeje doporucuje WHO téhotnym a
kojicim Zendm navysit mnoZstvi vitaminu B1 primérné o 0,4 mg/den, resp. 0,5 mg/den
(Prinzo  1999). V Ceské republice je doporudena denni davka thiaminu stanovena
vyhlaskou 330/2009 Sbh. na 1,1 mg.

3.1.1.3 Zdroje thiaminu

Hlavnim zdrojem thiaminu jsou pfedevsim obiloviny. Vitamin je v nich pfitomen hlavné
v kliCku a otrubéch, proto jsou celozrnné mouky na thiamin vyrazné bohatSi nez mouky bilé
(VeliSek 1999). Cennym zdrojem vitaminu B1 je rovnéZz maso (zejména hovézi a veprove),
vejce a lusténiny. Vysoky obsah maji také kvasnice a ofechy. V mnoha zemich (zejména ve
Spojenych statech americkych) se thiaminem bézné fortifikuji rlzné potravinarské vyrobky.
Nejcastéji se jedna o pSeni¢né mouky, snidanové cerealie, téstoviny Ci ryzi. Studie ukazuji, Ze
nejvice vitaminu B1 pfijimaji dospéli AmeriCané pravé z takto obohacenych potravin
(Insel et al. 2006). Obsah thiaminu ve vybranych potravinach uvadi tabulka 1.

Tabulka 1 Obsah thiaminu ve vybranych potravinach
(Hlabik 2004)

Potravina Obsah thiaminu Potravina Obsah thiaminu
(mg.100 g*) (mg.100 g*)
Libové veprové maso 0,834 Ovesne viocky 0,485
Hovézi jatra 0,415 PSeni¢na mouka 0,061
Fazole 0,715 Brambory 0,089
Cocka 0,528 Rajata 0,092
Vlasske ofechy 0,405 Jablko 0,050

3.1.1.4 Nedostatek thiaminu
3.1.1.4.1 Hypovitamindza

Nedostatek thiaminu se projevuje ve dvou skupinach symptom(. V prvni fadé se manifestuje
poruchami kardiovaskularniho systému, napf. tachykardii, zménami EKG ¢i pocitem svirani
na hrudi. Druhou skupinu symptom( predstavuji neurologické poruchy. U osob s

nedostatecnym prijmem vitaminu B1 mdlZe dochazet k paresteziim, psychickym zménam
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(pocit napéti, podrazdénost, deprese), poruchdm koordinace, krfeC¢im, paralyzam atd.
(HIGbik 2004).

3.1.1.4.2 Avitaminbza

Thiaminova avitamin6za zplisobuje onemocnéni zvané beri-beri. V klinické praxi se rozlisuji
dvé formy této nemoci. Suché beri-beri se projevuje svalovou slabosti dolnich koncetin.
Typickym znakem jsou poklesla chodidla a ztizena chlize. VInké beri-beri zplsobuje srde¢ni
selh&ni. Doprovézi ho take otoky oblieje a dolnich koncetin a problémy s dychanim
(Vanderkooi 2000).

Onemocnéni beri-beri se ve vyspélych zemich vyskytuje pouze vyjimecné, €asto se s nim
viak lze setkat v jihovychodni Asii. Hlavni slozkou potravy Asiatd je totiZz loupana ryze, ktera
diky odstranéni oball veskery vitamin ztraci (Prinzo 1999).

3.1.2 Riboflavin

Vitamin B2 (obrazek 3) nebo také riboflavin je Zlutozelena latka velmi odolna vici vysokym
teplotam. Z&klad struktury tvofi isoalloxazinové jadro s ribitolem navazanym v poloze N-10.

HO
HO OH
OH
HsC N N o)
= \f
= NH
HsC N
O

Obrazek 3 Riboflavin
(Velisek 1999)

Riboflavin se v biologickych systémech vyskytuje bud volny anebo je jako kofaktor soucasti
enzymil zvanych flavoproteiny. Mezi nejdlleZitéjsi z nich patfi flavinmononukleotid (FMN) a
flavinadenindinukleotid (FAD) (Velisek 1999).
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3.1.2.1 Funkce riboflavinu

FMN a FAD jsou pro organismus velmi vyznamné. KliCovou roli sehrdvaji zejména
v mitochondriich, kde se podili na odbouravani sacharid(, tukl a bilkovin a tim zisku energie
ve formé adenosintrifosfatu (ATP).

Jako soucast dychaciho fetézce se Gcastni prenosu elektrond skrz mitochondrialni membranu,
na jehoz zékladé vznika napfi€ membranou tvz. vodikovy gradient. Energie vodikového
gradientu je nasledné wvyuzita ksyntéze ATP. FAD je také kofaktorem
sukcinatdehydrogenazy, kterd v Krebsové cyklu katalyzuje konverzi sukcinatu na fumarat
(Udhaybanu et al. 2017).

3.1.2.2 Doporuceny denni pFijem riboflavinu

Doporucené denni davka vitaminu B2 je pro dospélé muze 1,3 mg a pro Zeny 1,1 mg. Pro déti
se doporucuje pfijem v rozmezi 0,3 a7 1,0 mg (Institute of Medicine 1998). V' Ceské republice
je doporucenda denni davka riboflavinu stanovena vyhlaSkou 330/2009 Sb. na
1,4 mg. VysSi davky riboflavinu by meéli uZivat alkoholici, pacienti po chirurgickych
zakrocich a téhotné Zeny (HIubik 2004).

3.1.2.3 Zdroje riboflavinu

Vitamin B2 je obsazen prevazné v potravinach Zivocisného plvodu. Odhaduje se, Ze mléko a
mlécné vyrobky kryji potfeby vitaminu ze 40 %, maso a masné produkty z20 %
(VeliSek 1999). Ve vétSim mnoZzstvi se riboflavin nachézi také ve vejcich, lusténinach a
houbach. Vyznamnym zdrojem jsou i obiloviny. V nich se vitamin vyskytuje zejména
v povrchovych vrstvach, proto jeho obsah v mouce zavisi na stupni vymleti (HIUbik 2004).
Vitamin B2 je hojné vyuzivan v potravinarském primyslu. Pro své zbarveni se pod
oznatenim E 101 uziva jako barvivo v instantnich produktech. Casto se jim také fortifikuji
cerealie Ci détska vyZiva (EFSA FEEDAP Panel 2016).

Obsah riboflavinu ve vybranych potravinach dokumentuje tabulka 2.
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Tabulka 2 Obsah riboflavinu ve vybranych potravinach
(Hlabik 2004)

Potravina Obsah riboflavinu Potravina Obsah riboflavinu
(mg.100 g*) (mg.100 g*)

Hovézi jatra 2,95 Fazole 0,24
Veprové maso 0,17 Ovesné viocky 0,15
Polotuéné mléko 1,96 PSeniéna mouka 0,04
Tvaroh mékky 0,42 Spenat 0,25
Vejce 0,33 Jablko 0,05
Cocka 0,21 Zampiony 0,33

3.1.2.4 Nedostatek riboflavinu

Nedostatek riboflavinu je pomérné vzacny. Nejcastéji se projevuje zanétlivymi zménami klize
(seboreicka dermatitida, akné) a dutiny Ustni (zanéty sliznice jazyka, eroze Ustnich koutkd)
(Institute of Medicine 1998). Dal$im pfiznakem hypovitaminézy mlize byt také zanét spojivek
vedouci v krajnich pfipadech az k rozvoji Sedého zakalu. Nizky pFijem riboflavinu také
prispiva k druhotnému deficitu Zeleza a tim vzniku anémie (Fajfrova 2011).

3.1.3 Niacin

Vitamin B3 neboli niacin je spoleCnym oznaCenim pro nikotinovou kyselinu a jeji amid

nikotinamid (obrézek 4).

o o]
AN OH X NH,
_ Z
N N
Kyselina nikotinova Nikotinamid

Obréazek 4 Nikotinova kyselina a jeji amid
(Velisek 1999)
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3.1.3.1 Funkce niacinu

Niacin je soucasti nikotinamidadenindinukleotidu (NAD) a jeho fosfore¢ného esteru
nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADP), které se jako kofaktory rliznych enzymi
Ucastni oxido-redukénich reakci probihajicich v kazdé burice. Hlavni funkci kofaktor( je
reverzibilni pfenos vodiku (HIubik 2004).

NAD se uplatiuje prevazné v reakcich katabolickych, tzn. v reakcich sméfujicich k zisku
energie. Jako kofaktor dehydrogendz katalyzuje v Krebsové cyklu konverzi isocitratu na
o-ketoglutarat, a-ketoglutaratu na sukcinyl-CoA a malatu na oxalacetat. Dale je také soucasti
pyruvatdehydrogenazy,  kterd&  katalyzuje ~ pfeménu  pyruvatu na  acetyl-CoA
(Muhammad 2015).

NADP je naopak klicové v biosyntetickych drahach. Podili se napfiklad na syntéze mastnych

kyselin ¢i steroidnich latek (EFSA NDA Panel 2014).

3.1.3.2 Doporuceny denni pFijem niacinu

Americky Institute of Medicine (1998) doporucuje denni pFijem ve vysi 16 mg niacinu pro
muZe a 14 mg niacinu pro Zeny. V severskych statech je od roku 2012 doporuceny pFijem pro
muZze 19 mg a pro Zeny 15 mg. V némecky mluvicich zemich (Rakousko, Némecko a
Svycarsko) ¢ini od roku 2013 doporugeny prijem pro muze 17 mg a pro Zeny 13 mg vitaminu
(EFSA NDA Panel 2014). V Ceské republice je doporucena denni davka niacinu stanovena
vyhlaskou 330/2009 Sh. na 16 mg.

3.1.3.3 Zdroje niacinu

Lidsky organismus dok&Ze niacin syntetizovat z tryptofanu. Udava se, Ze na syntézu 1 mg
niacinu je zapotrebi primérné 60 mg této aminokyseliny. Konverze tryptofanu na niacin je
vyrazné snizena pfi nedostatku Zeleza, riboflavinu a vitaminu B6. Vyznamnym zdrojem
vitaminu B3 jsou diky vysokému obsahu tryptofanu hlavné potraviny bohaté na bilkoviny
(Tabulka 3). Potfebu vitaminu proto pokryva zejména maso a masné produkty, mléko a
mlécné vyrobky a vejce. Bohatym zdrojem je také prazena kava (EFSA NDA Panel 2014).
Niacin je hojn& p¥itomen i v obilovinach, napf. psenice obsahuje v priméru 30-70 mg.kg™
vitaminu. Z velké Casti je vSak lokalizovan v kliCku a v otrubéch, proto jeho obsah v bilé
pSeniéné mouce klesé jen pFiblizné na 10 mg.kg™. V kukuFici a €iroku je niacin pevné vazéan

na glykopeptidy a jako takovy je pro organismus nevyuzitelny (VeliSek 1999).
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3.1.3.4 Nedostatek niacinu

Nedostate¢ny pfijem vitaminu B3 zplsobuje pelagru neboli nemoc ,,3 D*“. Nazev onemocnéni
vychazi z pocatecnich pismen typickych pFiznakd, jimiz jsou dermatitida, diarea a demence
(Prousky et al. 2011). Primarni pelagra vznika v dlsledku nedostatku niacinu ve stravé.
Pfi sekundarni je pfijem niacinu stravou dostateCny, je vSak naruSeno jeho
vstfebavani, napf. uzivanim nékterych 1ék(l, poruchami metabolismu ¢i alkoholismem
(Thornton & Drummond 2014). Deficit niacinu vede také k poruchdm sekrece kyseliny
chlorovodikové v Zaludku a tim naruseni vstfebavani vitaminu B12 (Fajfrova 2011).

3.1.4 Pantothenova kyselina

Pantothenova kyselina (obrézek 5), zndméa také jako vitamin B5, je tvofena pantoovou
kyselinou a B-alaninem. Biologicky aktivni je pouze jako D-izomer, L-forma nevykazuje
Zadnou vitaminovou aktivitu (VeliSek 1999).

CHy © o)

HO /\/(k
NH OH

H3C
HO

Obrézek 5 Pantotenova kyselina
(Velisek 1999)

3.1.4.1 Funkce pantothenové kyseliny

Pantotenova kyselina ma pro organismus zasadni vyznam, nebot” je soucCasti koenzymu A
(CoA) a proteinu prenasejiciho acyly (ACP).

CoA je dalezitym kofaktorem ve vSech Zivych organismech. Je zapojen do vice nez 70
enzymatickych proces(, Gcastni se napf. oxidace mastnych kyselin, metabolismu sacharidd,
katabolismu aminokyselin, syntézy hemoglobinu a acetylcholinu, atd.

ACP je jako soucast syntazy mastnych kyselin nepostradatelny pfi tvorbé mastnych kyselin.

3.1.4.2 Doporuceny denni pFijem pantothenove kyseliny

Institute of Medicine (1998) i WHO doporucuji denni pfijem ve vysi 5,0 mg pantotenové

kyseliny pro obé pohlavi a viechny vékové kategorie od 19 let. Pro déti doporucuji pfijem
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vrozmezi 1,8 aZ 5,0 mg (EFSA NDA Panel 2014). V Ceské republice je doporugena denni
davka pantothenové kyseliny stanovena vyhlaskou 330/2009 Sh. na 6,0 mg.

Drivejsi predpoklad, Ze stresové situace, rlizné dietni zvyky nebo nékterd onemocnéni
(diabetes mellitus) vyzaduji vyssi pfijem vitaminu B5, nebyly podle soucasnych poznatkii
potvrzeny (HIUbik 2004).

3.1.4.3 Zdroje pantothenové kyseliny

Mala mnoZstvi pantothenové kyseliny se vyskytuji prakticky ve viech potravinach rostlinného
i Zivocisného plvodu. Nejbohat$im zdrojem je maso, zvIasté vnitfnosti (ledviny, jatra), dale
vejce a mlécné vyrobky. Vysoky obsah je také v celozrnnych potravinach, bramborach a
drozdi (Sampedro et al. 2015).

V tabulce 3 je uveden obsah pantothenové kyseliny ve vybranych potravinach.

Tabulka 3 Obsah pantothenové kyseliny ve vybranych potravinach

(Ball 2003)

Potravina Obsah pantothenove Potravina Obsah pantothenove
kyseliny (mg.100 g) kyseliny (mg.100 g)

Vaje€ny Zloutek 4,6 Fazole 4,9

Hovézi maso 0,6 Ovesné vlocky 1,0

Kureci maso 1,4 Brokolice 1,2

Jatra 8,0 Mléko 0,35

Ledviny 3,0 Arasidy 2,7

Brambory 0,4 Matefi kaSicka 50,0

3.1.4.4 Nedostatek pantothenové kyseliny

Deficit vitaminu B5 je velmi ojedinély, nebot’ se pantothenova kyselina vyskytuje témér ve
vdech potravindch. Nedostatek tohoto vitaminu se tak objevuje pouze u extrémné
podvyZivenych osob. V 50. letech minulého stoleti vypracoval internista Hodges se svymi
spolupracovniky (1958) studii, ve které podaval zdravym dobrovolnikiim antagonistu

pantothenové kyseliny (inhibitor pantothenat kinazy). Béhem nékolika tydn(i se u vsech
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dobrovolnikli rozvinuly pfiznaky deficitu, nejcastéji bolest hlavy a svaldl, malatnost, Unava,
zvraceni a paleni chodidel. U nékterych dobrovolnikl bylo zaznamenano také kolisani
arterialniho krevniho tlaku a tachykardie.

3.1.5 Pyridoxin

Pyridoxin neboli vitamin B6 oznaCuje tfi strukturné pfibuzné pyridinove derivaty
(obrazek 6), pyridoxol, pyridoxal a pyridoxamin liSici se substituci v poloze 4 pyridinového
kruhu. Pod pojem pyridoxin jsou zafazeny také jejich prislusné 5°-fosfaty (obrazek 7).

OH O NH,
OH OH = OH
OH OH OH
X X X
Z = =
N CHs N CH3 N CH3
pyridoxol pyridoxal pyridoxamin
Obrézek 6 - Pyridoxol, pyridoxal, pyridoxamin
(Velisek 1999)
OH OH OH
P or \/P\o £ - o e
HO Q HO HO
OH OH OH
X X X
Z = =
N CHj N CHj3 N CHg
pyridoxol-5"-fosfat pyridoxal-5-fosféat pyridoxamin-5"-fosfat

Obrézek 7 Prislusné 5" -fosfaty
(Velisek 1999)
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3.1.5.1 Funkce pyridoxinu

Pyridoxin pfijaty stravou je absorbovan v tenkém stfevé. Volné formy (pyridoxol, pyridoxal a
pyridoxamin) jsou vstfebany ihned, u fosfatd nejdfive dochéazi k jejich defosforylaci.
Vitamery jsou poté transportovany do jater, kde dochazi Kk jejich preméné na
pyridoxal-5"-fosfat (P5P), coZ je biologicky aktivni forma vitaminu.

P5P je kofaktorem mnoha enzymd. Jako soucast dekarboxyldz se podili na dekarboxylaci
aminokyselin za vzniku biogennich amin(, z nichZ nékteré jsou dlleZitymi neurotransmitery a
hormony (napf. serotonin, adrenalin, histamin). Ugastni se také transaminace aminokyselin
na ketokyseliny, které jsou vyuZity pfi tvorbé energie ve formé ATP. Déle se jako
kofaktor  fosforyldz  uplatfiuje  pfi  Stépeni  glykogenu na  glukdzu-1-fosfat
(Vitamin B6 (Pyridoxine; Pyridoxal 5'-Phosphate) 2001).

Vitamin B6 je dulezZity také v metabolismu homocysteinu. Homocystein, ktery je
meziproduktem pfemény methioninu na cystein, je pro organismus velmi toxicky. Cetné
studie ukazuji, Ze jeho zvysena hladina v krevni plazmé mdze byt pficinou vzniku a rozvoje
kardiovaskularnich onemocnéni. Vitamin B6 spolu s vitaminy B9 a B12 jako kofaktory

enzym( katalyzuji jeho pfeménu na cystein nebo zpatky na methionin (Cuskelly et al. 2001).

3.1.5.2 Doporuceny denni pfijem pyridoxinu

Potfeba vitaminu B6 zavisi ha mnoZstvi konzumovanych bilkovin. Pyridoxin hraje kli¢ovou
roli v metabolismu aminokyselin, proto se jeho denni davka se stoupajicim pFijmem bilkovin
zvySuje. Udava se, Ze na 1 g pfijatych bilkovin pfipada 0,020 mg pyridoxinu (Hlubik 2004).
Institute of Medicine (1998) doporucuje denni pfijem ve vysi 1,3 mg pyridoxinu pro muZe a
zeny ve veéku 19-50 let. Pro téhotné a Kkojici Zeny doporuCuje pfijem navysit na
1,9 mg, resp. 2,0 mg. V Ceské republice je doporucena denni davka vitaminu B6 stanovena
vyhlaskou 330/2009 Sb. na 1,4 mg.

3.1.5.3 Zdroje pyridoxinu

Bohatym zdrojem vitaminu je pfevazné maso, masné vyrobky a vnitfnosti. Jak doklada
tabulka 4, ve vysokych koncentracich je obsazen také v kvasnicich. V potravinach rostlinného
pdvodu se hojné vyskytuje v ceredliich, pSeniénych kliccich a celozrnnych produktech.
Pomérné nizky je jeho obsah v mléce a mléEnych vyrobcich (Spinneker 2007).

K fortifikaci potravin se pouziva synteticky hydrochlorid pyridoxolu. Nej¢astéji se vitaminem
obohacuje détskd mlécna vyZiva a v nékterych zemich bila pSeni¢nd mouka (Velisek 1999).
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Tabulka 4 Obsah pyridoxinu ve vybranych potravinach
(Spinneker 2007)

Potravina Obsah pyridoxinu Potravina Obsah pyridoxinu
(mg.100 g™) (mg.100 g™)

Hoveézi jatra 0,90 Kvasnice 0,81
Kureci maso 0,50 Vlasské ofechy 0,87
Losos 0,98 MIéko 0,05
Tunék 0,46 P3eni¢nd mouka 0,46
Vejce 0,12 P3enicné klicky 4,00
Mrkev 0,30 Bila ryze 0,18
Brokolice 0,17 Brambory 0,21

3.1.5.4 Nedostatek pyridoxinu

Deficience vitaminu se projevuje predevsim zanétlivymi procesy postihujici kiizi (seboroicka
dermatitida), ustni sliznici (stomatitida, glositida) a rty. Casto se objevuji poruchy nervové
soustavy (periferni neuropatie), slabost a nespavost. DalSim pFiznakem nedostatku vitaminu
je také zvysené vyluCovani kyseliny Stavelové v moc¢i a stim spojena tvorba kamenl
v mocovém traktu (HIUbik 2004).

3.2 Stanoveni vitamind skupiny B

3.2.1 Stanoveni thiaminu

K detekci vitaminu Bl byla vyvinuta fada metod jako napfiklad spektrofotometrie Ci
fluorimetrie. V soucasné dobé se ke stanoveni nejcastéji pouzivda metoda vysokoucinné

kapalinové chromatografie (HPLC).

3.2.1.1 Extrakce thiaminu

Izolaci thiaminu z matrice provadi autofi obvykle pomoci minerélnich kyselin, napf. 0,1 M
HCI ¢i 0,1 M H,S0Oy, pfi teploté 121 °C po dobu 30 minut. Teplotu 121 °C doporucuji pouze
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pro Zivocisné produkty, nebot’ obsahuji vitamin prevazné ve formé fosforecnych esterl. U
analyzy rostlinnych produkt( by teplota neméla presahnout 108 °C. Thiamin se v rostlinnych
materialech vyskytuje vice v nefosforylované formé a vyssi teploty by mohly zplsobit jeho
vyznamné ztraty. Aby doSlo k uvolnéni veSkrerého vdzaného thiaminu, je pfedchozi krok
doplnén o enzymatickou hydrolyzu. Hydrolyza nejcastéji probiha pfi teploté 45 - 50 °C po
dobu 3 hodin za pouziti Sirokého spektra enzyml, jako napf. takadistazy nebo B-amylazy. Ve
vzorcich, ve kterych pfevaZzuje vazana forma vitaminu, se doporuCuje spiSe hydrolyza pfi
37 °C po dobu 16 hodin (Knobloch 1956; Ball 2006).

3.2.1.2 Spektralni metody
3.2.1.2.1 Fluorimetrie

Thiamin se v potravindch €asto stanovuje tzv. thiochromovou metodou. Alkalickou oxidaci
thiaminu vznika thiochrom, ktery vykazuje intenzivni modrou fluorescenci. Intenzita
emitovaneho zéareni se meéfi fluorimetricky a analyza probiha pfi excitacni vinové delce
370 nm a emisni vinové délce 445 nm. K oxidaci byvé typicky pouZivan hexakyanoZelezitan
draselny, bromkyan, oxid rtuthaty ¢i peroxid vodiku (Y et al. 2015).

3.2.1.2.2 Spektrofotometrie

Reakci thiaminu s jodiénanem draselnym dochazi k uvolnéni jodidovych iontl, které
v kyselém prostfedi reaguji s pfebytkem jodi¢nanu za vzniku jodu. Tento jod oxiduje
leukokrystalovou violet' na fialové zbarvenou slouceninu, jejiz absorbance je pfi 589 nm

mérena spektrofotometrem (Szpikowska-Sroka 2011).

3.2.1.3 Chromatografické stanoveni

Metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie je zaloZzena na UV detekci thiaminu anebo
fluorescencni detekci thiochromu. V obou metodéch je thiamin nejprve extrahovan mineralni
kyselinou a poté defosforylovan enzymatickou hydrolyzou. Pfi  fluorescencni
detekci nésleduje oxidace thiaminu na thiochrom, kter4d probiha bud prfed vstupem
thiaminu do kolony, nebo az po jeho prlichodu kolonou (tzn. mezi kolonou a detektorem).
V oblasti UV zéfeni je thiamin detektovan pfi vinové délce 280 nm (MarszaH et al. 2005;
Edwards et al. 2017).
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3.2.1.4 CSN EN 14122

Stanoveni vitaminu B1 v potravinach specifikuje norma CSN EN 14122 vydana v roce 2015.
Thiamin se z potravin extrahuje po kyselé hydrolyze a nésledné enzymatické defosforylaci a
kvantifikuje metodou HPLC s predkolonovou nebo postkolonovou derivatizaci na triochrom.

3.2.2 Stanoveni riboflavinu

Riboflavin je vysoce fotolabilni slou€enina, proto je nezbytné provadét jeho stanoveni za

minimalniho pFistupu svétla.

3.2.2.1 Extrakce riboflavinu

V biologickych systémech je riboflavin nejcastéji soucasti flavoproteind. K uvolnéni z téchto
enzymi se pouziva hydrolyzy v pFitomnosti mineralnich kyselin, napf. HCI ¢i H2SO,. Tato
hydrolyza byla popsana jako dostaujici, byla ale rovnéz vypracovana metoda zaloZzena na
enzymatické hydrolyze pomoci takadiastazy, klarazy nebo trypsinu. V Casopise International
Journal of Vitamin Research (1967) byla publikovana studie porovnavajici enzymatickou
hydrolyzu takadiastazou s kyselou hydrolyzou 0,1 M HCI na Cistém preparatu FAD. Kysela
hydrolyza probihala pfi teploté 70 °C, enzymaticka pfi teploté 38 °C a pH 5,2 po dobu 2
hodin. Vysledky ukazaly, Zze FAD byl zhydrolyzovan enzymatickou hydrolyzou z 90 %,

kyselou pouze ze 45 %.

3.2.2.2 Spektralni metody

Charakteristickou vlastnosti riboflavinu je intenzivni Zlutozelena fluorescence, kterd se stala
zakladem metod pouzivanych k jeho stanoveni.

3.2.2.2.1 Fluorimetrie

Fluorimetrie je zaloZena na méfeni intenzity pFirozené fluorescence riboflavinu vyvolané
excitacnim zafenim o vhodné vinové délce. Jako idealni uvadi Friedrich (1988) zareni o délce
440 nm. Detekce emisniho fluorescencniho zafeni probiha pfi 565 nm. Stanoveni se provadi
v slabé kyselém prostredi, obvykle v rozmezi pH 3-5.

3.2.2.3 Lumiflavinova metoda

Plisobenim silného svételného zdroje na alkalicky roztok riboflavinu dochazi k odstépeni

rib6zového fetézce a riboflavin se rozpadd na lumichrom a lumiflavin. Lumichrom se
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vyznaCuje modrou fluorescenci, lumiflavin Zlutozelenou. Oba produkty jsou po okyseleni
ozafovaného roztoku vytfepadny do chloroformu a jejich koncentrace je fluorimetricky
stanovena (Knobloch 1956).

3.2.2.4 Elektromigracni metody

Cataldi se svymi kolegy (2003) vypracovali postup kvantifikace riboflavinu, FAD a FMN ve
vzorcich vybranych potravin. K analyze pouZili metodu kapildrni zonove elektroforézy
s laserem indukovanou fluorescenéni detekci. Separaci provedli v pfitomnosti fosfatoveho
pufru o koncentraci 30 mM a pH 9,8 pfi 15 °C a napéti 30 kV.

3.2.2.5 Chromatografické stanoveni

Metoda HPLC umozZiuje rychlé a citlivé stanoveni riboflavinu v potravinach. Po kyselé a
nasledné enzymatické hydrolyze je provedena separace na chromatografické koloné a
vysledny signal je zaznamenan pFislusnym detektorem. K analyze jsou vyuzivany riizné typy
detektor(l. Watada & Tran (1985) stanovili obsah riboflavinu ve vybranych potravinach
fluorescencnim detektorem. Méreni provadéli pfi excitacni vinové délce 450 nm a emisni
vinové délce 530 nm. Jin et al. (2012) vypracovali metodu s pouZitim detektoru diodového
pole (PDA). Anyakora et al. (2008) aplikovali UV detekci.

3.2.2.6 CSN EN 14152

Stanoveni vitaminu B2 v potravinach udava norma CSN EN 14152. Riboflavin se po kyselé
hydrolyze a nasledné enzymatické defosforylaci stanovuje metodou HPLC s fluorimetrickou
detekci.

3.2.3 Stanoveni niacinu
3.2.3.1 Extrakce niacinu

Niacin je spole€nym oznaCenim pro kyselinu nikotinovou a nikotinamid. Tyto latky jsou jako
koenzymy soucasti mnoha enzyml a k jejich uvolnéni dochéazi kyselou ¢i alkalickou
hydrolyzou. Hydrolyza také zplsobuje konverzi nikotinamidu na kyselinu a niacin je pak
stanoven jako celkovy obsah obou vitamerd (Ball 2006). Néktefi autofi doplriuji kyselou a
alkalickou hydrolyzu hydrolyzou enzymatickou. Ndaw et al. (2002) hydrolyzovali vzorky
vybranych potravin (napf. pSeni¢nd mouka, fazole €i araSidy) 50 ml 0,1 M fosfatového pufru
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v pritomnosti 120 uyg NADazy (pfi 37 °C, 18 hod.). Rose-Sallin et al. (2001) hydrolyzovali
vzorky (napf. obilné vyrobky, détska vyziva) 70 ml 0,1 M HCI (pfi 100 °C, 1 hod), upravili
pH roztokem NaOH na 4,5 a enzymatickou hydrolyzu provedli 150 mg klaradiastazy.

3.2.3.2 Spektralni metody
3.2.3.2.1 Kolorimetrie

Zakladem kolorimetrického stanoveni niacinu je tzv. Konigova reakce. Plsobenim
bromkyanu na Kkyselinu nikotinovou, nikotinamid a ostatni pyridinové derivaty dochazi
k vzniku pyridinového iontu, ktery reaguje saromatickymi aminy za vzniku barevné

slouCeniny s absorpénim maximem pfi 436 nm (Eitenmiller et al. 2008).

3.2.3.3 Elektromigracni metody

Ward & Trenerry (1997) popsali stanoveni niacinu v obilovinach, mase, kvasnicich a dalSich
vybranych potravindch pomoci kapilarni elektroforézy. Niacin extrahovali alkalickou
hydrolyzou a separovali v kiemicité kapilare pfi 30 °C a napéti 20 kV. K separaci pouZili pufr
tvofeny z 15 % acetonitrilem a z85 % smési dihydrogenfosforeCnanu draselného a

hydrogenfosfore¢nanu disodného v poméru 1:1. UV detekce provedli pfi 254 nm.

3.2.3.4 Chromatografické stanoveni

Pro stanoveni kyseliny nikotinové a jejiho amidu se nejcastéji vyuzivA HPLC. Diky
rozSifenosti této metody bylo vyvinuto mnoho rlizny postupl, které se navzajem znacné
odlisuji. Rozdily jsou jiz v prvnim kroku analyzy, v extrakci. Néktefi autofi voli alkalickou
extrakci, jini preferuji extrakci kyselou. Byly publikovany i prace, ve kterych je extrakce
doplnéna o enzymatickou hydrolyzu. Lisi se také pouZzité detektory. Pfehled vybranych metod

stanoveni vitaminu B3 je uveden v tabulce 5.
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Tabulka 5 Vybrané metody stanoveni vitaminu B3

Analyzovany vzorek Extrakce Mobilni faze Stacionarni Detekce
faze
PSeni¢na mouka, Kysela Mobilni faze A: C18 3 um Hmotnostni
snidarové ceredlie extrakce gk (150 x 2,0 mm) detekce
(Goldschmidt & Wolf (H,S05) Mobilni faze B:
2007) acetonitril
Ceredlie Alkalicka 15 % metanol C8 4 um UV detekce
(Juraja et al. 2003) extrakce ¥ (100 x 8 mm)
85 % voda
(Ca(OH).)
Cereédlie Kysel smés KH,PO,, C185pum  Fluorimetricka
(Ndaw et al. 2002) extrakce H,0,aCuSOs (150 x 4,6 mm) detekce
(HCI)
Cereédlie Kyseld Mobilni faze A: C18 5 um Fluorimetricka

(Rose-Sallin et al. 2001)

extrakce (HCI)

+
enzymaticka
hydrolyza

(klaradiastaza)

smés KH,PO,, (250 x 4,6 mm)
H,0,, CuSO, a
vody
Mobilni faze B:
10 % acetonitril

v eluentu A

detekce

3.2.3.5 CSN 56 0051

Stanoveni niacinu (nikotinové kyseliny) v potravinach a zemédélskych a potravinafskych

surovinach specifikuje norma CSN 56 0051. Metoda stanoveni spo¢iva v uvolnéni niacinu ze

vzorku v prostredi zfedéné H,SO4 a nasledném zaoCkovani analyzovaného vzorku kmenem

Lactobacillus plantarum. MnoZstvi

kyseliny vyprodukované pfi

rdstu

testovacich

mikroorganism(l se poté stanovi titracné. Test je citlivy i na nikotinamid, ktery je kyselou

hydrolyzou preveden na kyselinu nikotinovou.
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3.2.4 Stanoveni pantothenové kyseliny
3.2.4.1 Extrakce pantothenoveé kyseliny

Pantothenova kyselina se v potravinich vyyskytuje ve dvou forméch: jako volna latka a ve
vazané formé na koenzym A a ACP. Pfed vlastnim stanovenim je proto nezbytné vitamin
z vazanych forem uvolnit. Kysela a alkalickd hydrolyza nemohou byt k extrakci pouZity,
nebot’ zplsobuji rozklad vitaminu. Jedinou alternativou je extrakce prostrednictvim enzymd,

napf. alkalické fosfatazy, pantetheinazy, takadiastazy Ci papainu (Gonthier et al. 1998).

3.2.4.2 Chromatografické stanoveni

Pakin et al. (2004) popsali stanoveni vitaminu B5 v rliznych potravinach (napf. kvasnice,
avokado, Cocka). K enzymatické extrakci zvolili kombinaci pepsinu (pfi 50 °C, 3 hod.) a
smési pantetheinazy s alkalickou fosfatazou (pfi 20 °C, 18 hod.). Obsah vitaminu stanovili
metodou HPLC s fluorimetrickou detekci. Analyzu provadéli pfi excitacni vinové délce
345 nm a emisni vinové délce 455 nm. Romera se svymi spolupracovniky (1996) pouzili ke
stanoveni pantothenove kyseliny v kojenecke vyzivé metodu HPLC s detektorem diodového
pole. Mittermayr et al. (2004) aplikovali na vzorky snidafnovych ceredlii, kojenecké vyZivy a
sojovych produktll kapalinovou chromatografii s hmotnostni detekci.

3.2.4.3 CSN 56 0060

Norma CSN 56 0060 popisuje metodu stanoveni pantotenové kyseliny v poZivatinach a
zemédélskych a potravinarskych surovinach. Pantotenova kyselina se z potravin uvolni
extrakci v prostfedi octanového tlumivého roztoku o pH 4,5 a analyzovany material se poté
zaoCkuje kmenem Saccharomyces uvaru. V pfitomnosti pantothenové kyseliny dochazi
k narlstu mikroorganisml a vysledna koncentrace vitaminu B5 se vypolte ze zjisténé

absorbance bunécné suspenze.

3.2.,5 Stanoveni pyridoxinu
3.2.5.1 Extrakce pyridoxinu

Stanoveni vitaminu B6 je pomérné komplikované z divodu vyskytu tohoto vitaminu ve velmi
nizké koncentraci v 6 rozdilnych formach. Kromé triady pyridoxinu (pyridoxol, pyridoxal a

pyridoxamin) je vitamin pfitomen také ve formé jejich 5°-fosfatd.
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Izolace pyridoxinu z analyzované matrice je nejcastéji provadéna kyselou hydrolyzou
za vysokych teplot (121 °C). K hydrolyze jsou pouzivany riizné mineralni kyseliny, obvykle
HCI a H,SO,. Neéktefi autofi doplfiuji pfedchozi krok o enzymatickou hydrolyzu.
Hélvin et al. (2013) zjistili, Ze enzymaticka Uprava zvySila miru extrakce aZz o 35 %. Ke
stejnému zavéru dosli také Bognar & Ollilainen (1997).

3.2.5.2 Spektralni metody
3.2.5.2.1 Spektrofotomerie

Reakci pyridoxinu s 2,6-dichlorchinonchlorimidem vznikd modfe zbarvena sloucenina, jejiz

absorbance je spektrofotometricky mérena pfi vinové délce 620 nm (Knobloch 1956).

3.2.5.3 Chromatografické stanoveni

Bergaentrzlé se svymi kolegy (1995) publikovali metodu HPLC s fluorimetrickou detekci, ve
které analyzovali vybrané vzorky cerealii a détské vyzivy. Detekci provadéli pfi excitacni
vinové délce 290 nm a emisni vinové délce 395 nm. Sampson et al. (1995) popsali stanoveni
vitaminu B6 v rdznych odrldach pSenice stejnou metodou jen s rozdilem vinovych délek.
Jejich méfeni probihalo pfi excitacni vinové délce 311 nm a emisni vinové délce 360 nm.
Lebiedzinska et al. (2007) vyvinuli metodu stanoveni vitaminu B6 v potravinach rostlinného i
zivocisného plvodu. K izolaci vzork(i z matrice pouzili kombinaci kyselé a enzymatické

hydrolyzy a vzorky nasledné analyzovali metodou HPLC s coulometrickou a UV detekci.

3.2.5.4 CSN EN 14663

Norma CSN EN 141663 specifikuje stanoveni vitaminu B6 v potravinach technikou HPLC.
Vitamin B6 je v normé definovan jako hmotnostni koncentrace souctu pyridoxinu, pyridoxalu
a pyridoxaminu vcetné jejich fosforylovanych derivatl a rovnéz B-glykosilovanych forem.
Pyridoxal, pyridoxamin a pyridoxin se z potravin extrahuji kyselou hydrolyzou a enzymaticky
defosforyluji a deglykosiluji za pouziti kyselé fosfatazy a B-glukosidazy. VSechny vyse
uvedené derivaty vitaminu B6 se poté separuji metodou HPLC a kvantifikuji fluorimetrickou
detekci.
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3.2.6 Simultanni stanoveni vitamin{ skupiny B
3.2.6.1 Chromatografické stanoveni

Jednu z metod simultanniho stanoveni vitamind skupiny B publikovali Sami et al. (2014) v
Journal of Chemistry. Dle této metody byly analyzované vzorky okry (ibiSkovec jedly)
extrahovany 25 ml 0,1 M H,SO, (121 °C, 30 minut) a pH vzniklé smési bylo upraveno 2,5 M
acetdtem sodnym na hodnotu 4,5. Néasledné bylo pfiddno 50 mg takadiastazy, smeés byla
zfedéna 50 ml vody a ponechana prfes noc odlezet. Do systému HPLC s UV detekci bylo
davkovano 20 pl filtratu a kvantifikace obsahu jednotlivych vitamini (B2, B3, B6 a B12) byla
provedena metodou vnéjsi kalibrace.

Podobnou metodu popsali také Khair-un-Nisa (2010) se svymi spolupracovniky. Analyzované
vzorky mléka extrahovali 65 ml 0,1 M HCI ve vodni lazni po dobu 30 minut a pH smési
upravili pomoci 2,5 M octanu sodného na pH 4,0 - 4,5. Poté pfidali 5 ml 10 % enzymového
roztoku takadiastazy, smés doplnili na 100 ml destilovanou vodou a nechali 3 hodiny
inkubovat pri teploté 45 az 50 °C. Vitaminy B1, B2, B3, B6 a B9 stanovili HPLC metodou
s UV detekci pFi vinové délce 245 nm.

Batifoulier et al. (2006) vypracovali postup stanoveni vitamini B1, B2 a B6 v psenitné
mouce. Vzorky celozrnné a bilé pSeni¢né mouky hydrolyzovali 0,05 M octanem sodnym a
doplnili 500 pl kyselé fosfatdizy (20 mg.ml™?), papainu (100 mg.mlY),
a-amylazy (10 mg.ml?) a B-glukosidazy (20 mg.ml™). Dale ke smési pfidali 1,25 ml 1 M
kyseliny glyoxylové, 200 pl 2% roztoku siranu Zeleznatého a 250 pl 1% glutathionu.
PFipravenou smés inkubovali v tfepaci vodni l&zni o teploté 37 °C po dobu 18 hodin a zfedili
50 ml destilované vody. Riboflavin stanovili metodou HPLC s fluorimetrickou detekci pfi
excitacni vinové délce 422 nm a emisni vinové délce 522 nm. K determinaci pyridoxinu
roztok upravili pridanim 4,5 ml 0,1 M borohydridu sodného a 500 pl ledové octove kyseliny.
Merfeni provadéli pfi excitacni vinové délce 325 nm a emisni vinové délce 400 nm.
Pro stanoveni thiaminu nejdfive roztok doplnili 3 ml 1% roztoku kyanoZelezitanu draselného
v15% NaOH a poté jej precistili pfes chromatografickou patronu SepPack C18
kondicionovanou 5 ml destilované vody a 2 ml metanolu. Thiamin analyzovali pfi excitacni
vinové délce 365 nm a emisni vinové délce 435 nm.

Granda et al. (2018) popsali simultanni stanoveni vitamin(i B1, B2 a B6 v zrnech psenice,
je€mene a quinoi. 5 g vzorku extrahovali 65 ml 0,1 M HCI (1 hodina, 100 °C), poté upravili
2,5 M octanem sodnym pH smési na hodnotu 4,0, pFidali roztok klaradiastazy (0,25 g enzymu
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v1 ml H,O) a smés ponechali inkubovat 16 hodin pfi 37 °C. Obsah vitamin( stanovili
metodou HPLC s fluorescencni detekci.

Aslam et al. (2008) analyzovali vitaminy B1, B2, B3, B5 a B6 v cizrné. K 10 g vzorku pridali
25 ml extrakéniho roztoku pFipraveného smichanim 50 ml acetonitrilu, 10 ml ledové octové
kyseliny a 1000 ml destilované vody. Smés umistili na 40 minut do tfepaci vodni 14zné o
teploté 70 °C a poté ji doplnili extrakénim roztokem na objem 50 ml. Obsah vitamind
stanovili metodou HPLC s UV detekci. Stejnou metodu aplikovali také Rohi et al. (2013) ve
své studii porovnavajici obsah vitamin( B1, B2, B3 a B6 v celozrnné a hladké pSenicné
mouce.

Celar se svymi kolegy (2016) publikovali stanoveni vitamin{ skupiny B metodou kapalinové
chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci. Vzorky détské vyzivy a nutricnich drinkd
pro dospélé prevedli na ionty elektrosprejem, nasledné je separovali v tandemovém
usporadani kvadrupolll a produktové ionty detektovali detektorem. Ve vzorcich kvantifikovali
s velkou presnosti a citlivosti vitaminy B1, B2, B3, B5, B6, B7 a B9.

3.2.6.2 Elektromigracni stanoveni

Simultanni stanoveni vitamind B1, B2, B3, B5, B6 a B12 v energenickych napojich a
ovocnych nektarech popsali Navarro-Pascual-Ahuir se svymi kolegy (2018). Ke kvantifikaci
pouZili metodu micelarni elektrokinetické chromatografie. Jako optimalni podminky pro
separaci zvolili teplotu 25 °C, napéti 25 kV a vitaminy detekovali PDA detektorem pfi
214 nm. Stejnou metodu aplikovali také da Silvi et al. (2013) na vzorky vybranych
potravinovych doplikd. Analyzu provedli pri teploté 25 °C a napéti 28 kV v pritomnosti
ethanolu (10%), dodecylsiranu sodnyho (2%) a boratového pufru (0,02 M). Vitaminy B1, B2,
B3, B5, B6, B7, B9 a B12 detekovali pfi vinové délce 214 nm.

Mardkovd se svymi spolupracovniky (2014) vyvinuli metodu zaloZenou na kapilarni
elektroforéze v kombinaci s elektrosprejovou ionizaci a tandemovou hmostnostni
spektrometrii. Vitaminy B1, B2, B3, B5, B6, B7, B9 a B12 stanovili ve vybranych
farmaceutickych pfipravcich a doplficich stravy. Vitaminy separovali kapilarni elektroforézou
pfi teploté 20 °C a napéti 30 kV. Kdetekci a identifikaci pouZili trojity kvadrupolovy
analyzator sionizaci elektrosprejem. Hlavni pfinosy vypracované metody spatfuji autofi

v jednoduchosti, vynikajici citlivosti a nizkych nakladech.
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3.3 Obiloviny

3.3.1 Stavba a chemické slozeni obilného zrna

Vétsina obilovin patfi do celedi lipnicovitych. Diky stejnému botanickému plvodu jsou si
obiloviny vzdjemné velmi podobné, a proto i anatomicka stavba jejich zrn je témérF stejna.
Obilky se od sebe lisi vétSinou pouze velikosti, tvarem a podilem jednotlivych vrstev.

Obilné zrno se sklada z obalovych vrstev, endospermu a klicku (viz obrazek 8). Obalové
vrstvy, tvofené vnéjSim perikarpem a wvnitfni testou, chrani zrno pfed mechanickym
poSkozenim a Ucinky Skodlivych latek. Z hlediska vyzivy predstavuji velmi cennou Cast
obilky, vynikaji vysokym obsahem mineralni latek (zejména véapniku, hofCiku a Zeleza) a
vitamin{ skupiny B. Na obalové vrstvy navazuje endosperm slozeny z vrstvy aleuronovych
bunék a moucného jadra. Aleuronové buriky maji vysoky podil bilkovin (cca 30 %), moucné
jadro obsahuje hlavné Skrob ve formé Skrobovych zrn. Funkci endospermu je vyZiva klicku.
Klicek je nejdllezitéjsi Casti zrna, je zarodkem nové rostliny a nositelem genetickych
informaci. Ve vysokych koncetracich obsahuje vitamin E, déle je také zdrojem bilkovin a

tukl (Pfihoda et al. 2004).

endosperm

—— bufiky endospermu se
gkrobem v bilkovinné matrici

— celulosové stény bunék endospermu

alewronovi vrstva (,,vnéjii
= endosperm™)

hyalinni thah
testa (Osement)

cylindricke buiky
piicné bunky
hypodermis
epidermis

- bunéénd vrstva klitku
atitek na klicku

2 rudimentarmi kli¢ek

— primarni kofinky
Stitek kofinkd

==k loboudek kofinki

Obréazek 8 Podélny Fez pSenickym zrnem se znazornénim jeho morfologickych vrstev
(Pfihoda et al. 2004)
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3.3.2 PSenice

PSenice obecna je jednou z nejrozsifensjsich plodin ve svété i v Ceské republice. V CR se
nejcastéji péstuje ve dvou formach, a to jako pSenice ozima a pSenice jarni.

Zrno pSenice se vyuziva k vyrobé peCiva, téstovin, krup €i v cukrafstvi. PSenicné Sroty,
mouky nebo otruby se vyuZivaji jako krmivo pro hospodéarska zvirata.

PSenice je z nutricniho hlediska hlavné zdrojem energie. Obsahuje 50 — 70 % Skrobu, ktery
je pro organismus lehce stravitelny. MnoZstvi bilkovin v zrnu se primérné pohybuje v
rozmezi 8 — 13 %. Z&sobni bilkoviny gliadin a glutenin s vodou vytvéreji lepek. Vysoky
obsah lepku pozitivné ovliviiuje pekarenské vlastnosti pSenice, mdze ale zplsobovat i travici
obtize. PFi trdveni se méni na mazlavou hmotu, kterd mlze zapFiCinit zhorseni stfevni
peristaltiky a snizit absorpci Zivin. Obsah tuku je v pSenici nizky (cca 1,5 az 3 %) a tvofi
ho predevSim nenasycené mastné kyseliny. Z vitaminl jsou v pSeni¢ném zrnu obsaZeny
hlavné vitaminy skupiny B a vitamin E. Z mineralnich latek je nejvice zastoupen fosfor
(Ticha & Vyzinovéa 2006).

3.3.3 Jemen

JeCmen patfi spolu s pSenici k nejstar§im obilovindm. ZaCatky jeho péstovani se datuji do
pocatkll zemédélstvi, kdy byl pouzivan nejen k pfimé lidské vyzivé, ale pro své protizanétlivé
a antisepticke ucinky i jako léciva rostlina.

V soucasné dobé se nejvétsi podil vypéstovaného je€mene vyuZiva pro krmeni hospodarskych
zvirat. Potravinarske vyuZiti predstavuje mensi ¢ast a slouzi pfedevsim k vyrobg sladu.

V zrnu je€mene jsou nejvice zastoupeny sacharidy (cca 60 %). Bilkoviny se na nutricni
hodnoté podili v prliméru 14 %, tuky 4 %. Z vitamin( jsou pfitomny zejména vitaminy
skupiny B a vitamin E (Pfihoda et al. 2004). Je¢men je také bohatym zdrojem beta-glukand.
Beta-glukany jsou neSkrobové polysacharidy s pozitivnim G€inkem na lidské zdravi.
Pomahaji snizovat hladinu LDL cholesterolu a hladinu glukézy v krvi a pdsobi tak
preventivné proti vzniku ischemické choroby srdefni. V roce 2012 vydala Evropska
Komise nafizeni ¢. 1048/2012, ve kterém schvaluje pouZivani zdravotni tvrzeni o vlivu

beta-glukan(l z je€mene na sniZeni rizika ischemické choroby srde¢ni (Machar et al. 2014).
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3.3.4 Tritordeum

Tritordeum je obilovina vySlechténa v 70. letech minulého stoleti z plané formy jeCmene a
pSenice tvrdé. Vyznacuje se vysokym obsahem bilkovin a antioxidant(i, zejména luteinu.
Pravé pro obsah luteinu, ktery mlze byt az 20krat vy$Si nez v pSenici, je tritordeum
potencialni plodinou pro vyrobu nutriéné hodnotnych potravinarskych produktd. Tritordeum

je rovnéz bohatym zdrojem vlakniny a nékterych stopovych prvki (Koubova 2010).

3.3.5 Netradi¢ni barevné odridy obilovin

Obilky obilovin mohou mit rizné zbarveni. Bézné péstované odrlidy maji obilky cervené,
existuji ale také purpurové, modré, Zluté a bilé. Odlisna barva je zplsobena pritomnosti
rozliénych skupin pigment(. V pfipadé purpurovych a modrych obilek se jedna o antokyany.
Cervené obsahuji derivaty katechinu a taninu, bilé nemaji zadny pigment a v obilkach Zlutych
je barva podminéna zvysenym obsahem karotenoidd. K tvorbé jednotlivych pigment( dochazi
v obilce v rozdilnych anatomickych vrstvach. Lokalizace barviv je popsana v tabulce 6
(Musilova et al. 2010).

PFirodni barviva se obvykle vyznacCuji antioxidacni aktivitou. Strava bohat& na antioxidanty
typu antokyand, katechinll a karotenoidd plsobi preventivné na vyskyt aterosklerézy,
ischemické choroby srdecni a zanétlivych procest, zlepSuje funkci zraku a pozitivné
ovliviiuje ochranné procesy v organismu. Obiloviny s barevnym zrnem by proto mohly byt
vhodné pro vyrobu funkCnich potravin, které by mély kromé prosté vyzivne hodnoty i

pfiznivy GCinek na zdravi konzumenta (Trojan et al. 2010).

Tabulka 6 Lokalizace pigment( v rliznych zbarvenich obilky

Zbarveni obilky Lokalizace
Cervena Perikarp
Modra Aleuronova vrstva
Purpurova Perikarp, testa
Zluta Endosperm
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3.3.6 Vitaminy skupiny B v obilovinach

Obsah vitaminl skupiny B v obilovinach se lisi v zavislosti na odr(idé, zralosti ¢i zplsobu a
misté péstovani. To je diivodem, pro€ rlizné literarni zdroje uvadi pro obsah vitamind rdizné

hodnoty.

3.3.6.1 Vitaminy skupiny B v pSenici

Obsah vybranych vitamind skupiny B v pseni¢ném zrnu dokumentuje tabulka 7. Z tabulky
vyplyva, Ze celkovy rozsah hodnot je znacné Siroky. Obsah thiaminu se pohybuje v rozmezi
0,13-0,99 mg.100g™, riboflavinu 0,06-0,31 mg.100g™ a pyridoxinu 0,09-0,79 mg.100g™.
Nejvétsi rozdily lze pozorovat v obsahu niacinu., ktery literatura udava vrozmezi
2,20-11,1 mg.100g™.

Porovnani obsahu vybranych vitamind ze skupiny B vrlznych druzich psenice uvadi
tabulka 8.

Tabulka 7 Obsah vybranych vitamind skupiny B v pseniéném zrnu v mg.100 g™

Thiamin Riboflavin Niacin Pyridoxin Literarni zdroje
0,55 0,13 6,40 0,53 (Kulp & Ponte 2000)
0,47 0,09 5,70 0,50 (Spiller 2017)

0,13-0,99 0,06-0,31 2,20-11,1 0,09-0,79 (Khan & Shewry 2009)
0,47 0,09 8,2 0,50 (McKevith 2004)

Tabulka 8 Srovnani obsahu vybranych vitamint skupiny B v zrnu psenice tvrdé a penice obecné v mg.100 g™

(Kulp & Ponte 2000)

Thiamin Riboflavin Niacin Pyridoxin
PSenice tvrda 0,67 0,11 11,1 0,43
PSenice obecna 0,57 0,12 7,4 0,35

3.3.6.2 Vitaminy skupiny B v jeCmeni

Obsah vybranych vitamin( skupiny B v zrnu jeémene je uveden v tabulce 9. Stejné jako

v pripadé pSenice uvadi jednotlivé literarni zdroje rozdilné hodnoty.
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Tabulka 9 Obsah vybranych vitamind skupiny B v zrnu jeémene v mg.100 g™

Thiamin Riboflavin Niacin Pyridoxin Literarni zdroje
0,36 0,14 4,07 0,26 (Lebiedzinska & Szefer 2006)
0,12 0,05 4,80 0,22 (McKevith 2004)

0,65 0,29 4,60 0,32 (United States Department of
Agriculture 2018)
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4 Material a metody

4.1 Laborator

Analyza vzork( probihala v laboratofich katedry chemie ve 4. patfe hlavni budovy FAPPZ
CZU v Praze.

4.2 Vzorky

K analyze byly pouzity vzorky zrna vybranych odrlid pSenice, jemene a tritordea. V$echny

vzorky byly dodany spoleCnosti Agrotest Fyto, s. r. o se sidlem v KroméfiZi a pochézely ze
sklizné z roku 2017.

Tabulka 10 Seznam analyzovanych obilovin

Obilovina Nazev Barva zrna Forma
JeCmen AF Cesar svétle Zluta jarni
JeCmen AF Luciue svétle Zluta jarni
JeCmen Hordeum nudimelanocrithon cerna jarni

Tritordeum JB1 Zluty endosperm jarni

Tritordeum JB3 Zluty endosperm jarni

Tritordeum HT 439 Zluty endosperm jarni
P3enice Julie Cerveny perikarp 0zima
PSenice Vanessa Cerveny perikarp 0zimé
P3enice Bohemia Cerveny perikarp 0zima
PSenice Annie Cerveny perikarp 0zimé
P3enice Novosibirskaya 67 bila — bez pigmentu jarni
PSenice Bona dea x ANK-28B x Zluty endosperm, purpurovy 0zimé

CEB0211 perikarp
P3enice TA 4024 Zluty endosperm jarni
PSenice Citrus x Bona Dea Zluty endosperm 0zimé
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Tabulka 10 - pokracovani Seznam analyzovanych obilovin

PSenice Bona Vita Zluty endosperm 0zima
P3enice Citrus Zluty endosperm 0zima
PSenice RU 687-12 purpurovy perikarp jarni
P3enice Purple Feed purpurovy perikarp jarni
PSenice Purple purpurovy perikarp jarni
PSenice PS Karkulka purpurovy perikarp 0zimé
PSenice Rosso purpurovy perikarp 0zima
P3enice AF Jumiko purpurovy perikarp 0zima
PSenice ANK -28A purpurovy perikarp jarni
P3enice Konini purpurovy perikarp jarni
PSenice Skorpion modra aleuronova vrstva 0zima
P3enice Aoi Yu modra aleuronova vrstva jarni
PSenice H 90-15-2 modra aleuronova vrstva jarni
P3enice Tschermak’s modra aleuronova vrstva jarni
BlaukdrnigerSommerweizen
PSenice Xiao Yian modra aleuronova vrstva jarni
P3enice RU 440-6 x UC 66049 modra aleuronova vrstva, jarni
purpurovy perikarp
PSenice AF Oxana modr aleuronova vrstva 0zimé
P3enice UC 66049 modra aleuronova vrstva jarni
PSenice KM 15-17 modra aleuronova vrstva, jarni
purpurovy perikarp
P3enice PSR 3628 x ANK-28A modra aleuronova vrstva, jarni

purpurovy perikarp




4.3 Pristroje

e analyticka vaha Kern 770 (Némecko)

e mlynek IKA Al1l basic (Fisher Scientifics, Némecko)

e laboratorni tfepatka GFL 30006 (Némecko)

e centrifuga Eppendorf 5810R (Némecko)

e vodni lazen Julabo 19 (Némecko)

e pH - metr Schott (Némecko)

e pFistoj na pFipravu destilované vody Goldman Water (CR)

e pristroj na pfipravu deionizované vody (odpor 18 MQ) Millipore (Francie)
e kapalinovy chromatograf Waters Alliance 2695 (USA)

e detektor diodového pole Waters 996 PDA (USA)

4.4 Pomicky

e bézné laboratorni sklo (kadinky, barky)

e pipety s nastavitelnym objemem

e 3picky k pipetam (ul, ml)

e injekeni stiikacky (3 ml)

e membréanové filtry PVDF Syringe 25 mm 0,45 pm (Labicom, s.r.0., CR)
e plastove centrifugaCni zkumavky s vicky (45 ml)

e vialky (2 ml) se $roubovacimi zavity o0 9 mm (Chromservis, s.r.o., CR)
e plastovy stojan na zkumavky

e alobal

4.5 Chemikalie

o destilovana a deionizovana voda

e roztoky pro kalibraci pH - metru (Fisher Scientifics, Némecko)

e 1M kyselina chlorovodikova (pFiprava z 36% HCI p. a., Lach-Ner, CR)
e 2,5M octan sodny p. a. (Lach-Ner, CR)

o Takadiastaza z Aspergillus oryzae (Sigma-Aldrich, CR)

e sodna sll kyseliny hexan-1-sulfonové (Fisher Scientifics, Némecko)

e triethylamin (Lach-Ner, CR)
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e kyselina octova ACS reagent > 99,7% (Sigma-Aldrich, CR)

e methanol gradient grade (Lach-Ner, CR)

e standardy thiaminu,

(Sigma-Aldrich, CR)

4.6 Chromatografické podminky

riboflavinu, niacinu,

e analyticka kolona: KINETEX 2,6 um C18 100 A 150 x 4,6 mm

e mobilni faze A: deionizovana voda (992,5 ml), kyselina octova (7,5 ml), sodna stl

kyseliny hexan-1-sulfonové (1,5 g), triethylamin (0,2 ml)

e mobilni faze B: 100% methanol

e typ eluce: gradientova (viz tabulka 11)

o teplota kolony: 26 °C

e prlitok mobilni faze: 0,5 ml/min

e objem nastFiku: 5 pl

e doba analyzy: 17 minut

e podminky detekce: 270 nm

Tabulka 11 Podminky gradientové eluce

kyseliny pantothenové a pyridoxinu

Cas (min)  Mobilni faze A (%) Mobilni faze B (%) Prdtok (ml/min) Rezim
0,0 95 5 0,5
9,0 63 47 0,5 linearné
9,15 2 98 0,5 skokové
12,0 2 98 0,5
12,1 95 5 0,5 skokové
17,0 95 5 0,5
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4.7 PFiprava vzorku

Vzorek zrna obiloviny byl nejprve zhomogenizovan pomoci elektrického mlynku.
Do centrifugacni zkumavky bylo poté odvédZzeno 5 g vzorku, ke kterému bylo pfidano 25 ml
1M HCI, a vzorek byl umistén do tfepaCky po dobu 15 minut. V protfepaném vzorku
bylo upraveno pH 2,5M octanem sodnym na hodnotu 4-4,5. Ke vzorku bylo nasledné pridano
0,1 mg takadiastazy a opét byl po dobu 15 minut protfepan na trepaCce. Poté byl
vzorek umistén na 3 hodiny do vodni lazné o teploté 50 °C. Po vyjmuti z vodni lazné byl
doplInén deionizovanou vodou na objem 35 ml a 10 minut centrifugovan v centrifuze pfi
4000 otackach (6000 xg). Vznikly supernatant byl odebran injekéni stfikaCkou a zflitrovan
skrz membréanovy filtr PVDF 0,45 um do vialky. Vialka byla ponechéna 18 hodin odlezet
v temnu a p¥i laboratorrni teploté. Po této dobé byl obsah vialky podroben HPLC analyze.

Z divodu fotolability riboflavinu probihala analyza ve zkumavkach obalenych alobalem.
Kazdé stanoveni bylo provedeno ve 3 opakovanich.

4.8 Statistické vyhodnoceni

Data ziskand metodou HPLC byla zpracovdna v programu Microsoft Office Excel 2010.
Pro vyhodnoceni obsahu vitamin( skupiny B byla pouzita jednofaktorova analyza rozptylu
(ANOVA). Testovéani bylo provedeno na hladiné vyznamnosti a = 5 %
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5 Vysledky

5.1 Hodnoceni obsahu vitamind podle druhu obiloviny

Primérné obsahy vitamin B1, B2, B3 a B6 v rdznych druzich obilovin s barevnym zrnem
uvadi tabulka 12. Obsahy byly vypocteny z 3 paralelnich opakovani a vysledné hodnoty byly
zaokrouhleny na 3 desetinna mista. Obsahy vitamind ve vzorcich je¢mene, tritordea a pSenice
byly podrobeny statistické analyze, jejiz vysledky jsou uvedeny v pfiloze. Statistickym
Setfenim bylo zjisténo, Ze druh obiloviny ma vliv na obsah vitaminu B1, B2, B3 i B6.

Tabulka 12 Primérny obsah vitamind B1, B2, B3 a B6 v je¢meni, tritordeu a pSenici (v mg.100 g™)

Bl o) B2 o) B3 o) B6 o)
JeCmen 0,648 0,141 0,033 0,015 4,854 1,653 1,037 0,241
Tritordeum 0,554 0,235 0,098 0,032 8,437 1,024 0,297 0,091
P3enice 1,710 0,654 0,477 0,193 4,286 1,606 0,373 0,172

Celkem bylo analyzovano 28 vzorkd psenice, 3 vzorky jeCmene a 3 vzorky tritordea.
Prdmérné zastoupeni thiaminu, riboflavinu a niacinu v jednotlivych druzich obilovin

znazornuji grafy 1-4.
Vitamin B1
2,5
2,0
1,5
1,0

0,5

Obsah vitaminu (mg.100 g)

0,0

Je€men Tritordeum PSenice

Graf 1 Prlimérny obsah vitaminu B1 ve vzorcich jeSmene, tritordea a pSenice
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Vitamin B2
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Graf 2 Priimérny obsah vitaminu B2 ve vzorcich jeémene, tritordea a psenice
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Graf 3 Priimérny obsah vitaminu B3 ve vzorcich jeémene, tritordea a pSenice
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Vitamin B6
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0,0

Obsah vitaminu (mg.100 g)

Je€men Tritordeum PSenice

Graf 4 Priimérny obsah vitaminu B6 ve vzorcich jeémene, tritordea a pSenice

5.2 Hodnoceni obsahu vitamind podle odr(dy obiloviny

Primérné obsahy vitamind B1, B2, B3 a B6 v rliznych odrlidach je¢mene, tritordea a p$enice
dokumentuji tabulky 13-15. Obsahy byly vypocteny z 3 paralelnich opakovani. Dale byly
vypocitany smérodatné odchylky a vSechny hodnoty byly zaokrouhleny na 3 desetinna mista.

5.2.1 JeCmen

Byly analyzovany 3 vzorky rliznych odrdd je¢mene. Obsah vitaminu B1 se pohyboval od
0,553 mg.100g" (AF Cesar) do 0,790 mg.100g? (Hordeum nudimelanocrithon),
obsah vitaminu B2 od 0,020 mg.100g™ (Hordeum nudimelanocrithon) do 0,046 mg.100g™
(AF Lucius) a obsah vitaminu B6 od 0,727 mg.100g” (AF Cesar) do 1,265 mg.100g™
(Hordeum nudimelanocrithon). Nejvétsi rozdil mezi jednotlivymi odrlidami byl
zjistén v obsahu vitaminu B3. MnoZstvi tohoto vitaminu bylo v rozmezi od 2,616 mg.100g™
(Hordeum nudimelanocrithon) do 6,036 mg.100g" (AF Cesar). Obsahy vitamin(
(grafy 5-8) ve vzorcich rliznych odriid je€mene byly statisticky testovany. Bylo zjisténo, Ze
odrdida jeémene nema vliv na obsah vitaminu B1 a B2. MnozZstvi vitaminu B3 a B6 je vsak

odridou ovlivnéno.
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Tabulka 13 Obsahy vitamin(i B1, B2, B3 a B6 ve vzorcich jeémene (v mg.100 g™)

Bl o B2 o B3 o B6 o

AF Cesar 0,553 0,076 0,032 0,008 6,036 0,202 0,727 0,016
AF Lucius 0,600 0,034 0,046 0,011 5910 0,679 1,118 0,116
Hordeum 0,790 0,146 0,020 0,013 2,616 0,414 1,265 0,080

nudimelanocrithon

Vitamin B1
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0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0

Obsah vitaminu (mg.100 g)

AF Cesar AF Lucius Hordeum
nudimelanocrithon

Graf 5 Prlimérny obsah vitaminu B1 ve vzorcich jemene
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Graf 6 Primérny obsah vitaminu B2 ve vzorcich jemene
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Vitamin B3
7,0
6,0
5,0
4,0

2,0

Obsah vitaminu (mg.100 g?

1,0
0,0

AF Cesar AF Lucius Hordeum
nudimelanocrithon

Graf 7 Primérny obsah vitaminu B3 ve vzorcich jemene

Vitamin B6
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Graf 8 Prlimérny obsah vitaminu B6 ve vzorcich jemene

5.2.2 Tritordeum

Byly analyzovany 3 vzorky rlznych odriid tritordea. Obsah vitaminu B1 se pohyboval od
0,358 mg.100g™ (HT 439) do 0,853 mg.100g™ (JB3), obsah vitaminu B2 od 0,067 mg.100g™
(JB1) do 0,137 mg.100g® (JB3) a obsah vitaminu B6 od 0,279 mg.100g™ (JB1) do
0,312 mg.100g™ (HT 439). Nejvice zastoupenym vitaminem ve viech vzorcich byl vitamin
B3. MnoZstvi tohoto vitaminu bylo v rozmezi od 7,567 mg.100g™ (JB3) do 9,336 mg.100g™
(HT 439). Obsahy jednotlivych vitamin( (grafy 9-12) byly statisticky testovany.
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Bylo zjisténo, Ze odr(ida tritordea ma vliv na obsah vitaminu B1 a B2. MnoZstvi vitaminu B3

a B6 neni odrtdou ovlivnéno.

Tabulka 14 Obsahy vitamin(i B1, B2, B3 a B6 ve vzorcich tritordea (v mg.100 g)

Bl

o B2

)

B3

o B6 o

JB3
JB1
HT 439

0,853
0,401
0,358

0,061 0,137
0,034 0,067
0,018 0,079

0,011
0,012
0,008

7,567
8,394
9,336

0,532 0,300 0,081
1,006 0,279 0,092
0,519 0,312 0,098

1,0
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0,3
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Obsah vitaminu (mg.100 g)

JB3

Vitamin B1

JB1

Graf 9 Prlimérny obsah vitaminu B1 ve vzorcich tritordea
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Graf 10 Prdimérny obsah vitaminu B2 ve vzorcich tritordea
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Vitamin B3
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Graf 12 Priimérny obsah vitaminu B6 ve vzorcich tritordea

5.2.3 Psenice

Bylo analyzovano 28 vzorkd rliznych odrlid jarni a ozimé pSenice. Obsah vitaminu B1 se
pohyboval od 0,701 mg.100g™ (AF Jumiko) do 3,187 mg.100g™ (Bohemia), obsah vitaminu
B2 od 0,208 mg.100g™ (AF Jumiko) do 0,921 mg.100g™ (Bona Vita) a obsah vitaminu B3
od 1,623 mg.100g™ (Julie) do 7,517 mg.100g™ (Tschermak’s BS). MnoZstvi vitaminu B6
bylo v rozmezi od 0,106 mg.100g™ (Citrus x Bona Dea) do 0,831 mg.100g™ (Aio Yu).
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V grafech 13-16 jsou vyneseny prdmérné obsahy jednotlivych vitamin(. Statistickym

Setfenim bylo zjisténo, Ze odrlida pSenice ma vliv na obsah vitaminu B1, B2, B3 i B6.

Tabulka 15 Obsahy vitamin(i B1, B2, B3 a B6 ve vzorcich psenice (v mg.100 g™)

Bl o) B2 o) B3 o) B6 o)
Bona Vita 1,979 0,137 0921 0,045 5,137 0,173 0,281 0,025
Citrus 1,653 0,077 0,446 0,013 3,625 0,361 0,316 0,088
TA 4024 1,359 0,060 0,410 0,010 4,736 0,261 0,487 0,160
Citrus x Bona Dea 1,509 0,047 0,410 0,010 2,154 0,471 0,106 0,029
Aio Yu 1,191 0,013 0,369 0,015 6,994 0,485 0,831 0,065
Xiao Yian 2,494 0,153 0,532 0,020 6,903 0,574 0,637 0,093

Tschermak’s BS 1,113 0,062 0,273 0,010 7,517 0,103 0,423 0,011
RU 440-6 x UC 66049 1,387 0,007 0,348 0,006 5,280 0,375 0,615 0,020

Skorpion 2,728 0,165 0,654 0,049 5342 0,563 0,495 0,105
AF Oxana 1,802 0,018 0,458 0,008 3,912 0,127 0,312 0,032
H 90-15-2 2,865 0,069 0,721 0,012 5961 0,175 0,442 0,061
UC 66049 1,840 0,189 0,541 0,052 2,696 0,545 0,124 0,019
Julie 1,318 0,024 0,342 0,009 1,623 0,397 0,378 0,090
Vanessa 1,186 0,040 0,339 0,011 2,718 0,276 0,217 0,048
Bohemia 3,187 0,111 0,867 0,039 6,938 0,471 0,361 0,068
Annie 0,878 0,019 0,244 0,022 6,194 0,395 0,259 0,010
KM 15-17 1,017 035 0,275 0,058 3,116 0,625 0,221 0,024
PSR 3628 x ANK -28A 1,074 0,081 0,284 0,021 4,435 0,081 0,284 0,026
RU 687-12 1,539 0,041 0,440 0,022 3,753 0,194 0,387 0,052
Purple Feed 1,989 0,126 0541 0,029 3,521 0,114 0,513 0,076
Karkulka 2,030 0,042 0,555 0,007 3,229 0,209 0,383 0,085
AF Jumiko 0,701 0,026 0,208 0,046 2,353 0,041 0,209 0,005
Konini 2,280 0,045 0,69 0,029 4,381 0,218 0,556 0,053
Rosso 0,962 0,105 0,237 0,017 2530 0,310 0,354 0,056
ANK 28A 2,760 0,149 0,778 0,046 4,482 0,334 0,422 0,061
Purple 1,307 0,034 0,392 0,011 4550 0,455 0,359 0,014

Novosibirskaya 67 2,342 0,096 0,725 0,025 3,528 0,280 0,315 0,055
Bonadea x ANK-28Bx 1,387 0,033 0,409 0,009 3,464 0,158 0,120 0,009
CEBO0211
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Vitamin B1

Graf 13 Obsah vitaminu B1 ve vzorcich pSenice
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Graf 14 Obsah vitaminu B2 ve vzorcich pSenice
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Vitamin B3

Graf 15 Obsah vitaminu B3 ve vzorcich pSenice
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Graf 16 Obsah vitaminu B6 ve vzorcich pSenice
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5.3 Hodnoceni celkového obsahu vitamind skupiny B v jednotlivych
odridach

Celkové obsahy vitamin( skupiny B v obilovinach s barevnym zrnem dokumentuji grafy
17-20.

5.3.1 Jarni p3enice

Vzorky jarni pSenice vykazovaly v celkovém souctu vy$Si obsahy vitamind B nez
vzorky pSenice ozimé. Na vitaminy byly bohaté zejména odrldy Xiao Yian
(10,576 + 0,840 mg.100g™) a Aio Yu (9,384 + 0,578 mg.100g™).

12,0

10,0
I I

o I
S 80— — — I
W ] I
: l
2 ;g I
2 60+ —1 — — — — -
8 ‘
s
< 40+ - — — — — — —/— — — — — — —
8
o

20— — — — — — — — — = — — — — — =

0,0 T T T T T T T T T T T T T T 1

@’1?‘ NN & b@ g'\:\ B A <<e,‘?'b & F F L
¥ VP FEFEIEE TS T
T LYY &y K v 5
\\Q, + + <& Q\) "
& o° o S
o 3 &
<29 g

Graf 17 Celkovy obsah vitamind skupiny B ve vzorcich jarni pSenice

5.3.2 0Ozima pSenice

Z odrlid ozimé pSenice vynikala vysokym celkovy obsahem vitamin( skupiny B odrida
Bohemia (11,352 + 0,689 mg.100g™). Nejniz$i obsah byl naopak pozorovan v pripadé odriidy
AF Jumiko (3,471 + 0,118 mg.100g™).
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Graf 18 Celkovy obsah vitamind skupiny B ve vzorcich ozimé pSenice

5.3.3 Odrddy je¢mene

Podobny celkovy obsah vitamind B byl sledovéan u odrid AF Cesar (7,348 + 0,302 mg.100g™)
a AF Lucius (7,674 + 0,840 mg.100g™). Odriida Hordeum nudimelanocrithon vykazovala
celkovy obsah vitamind vyrazné nizsi, a to 4,691 + 0,653 mg.100g™.
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Graf 19 Celkovy obsah vitaminG skupiny B ve vzorcich jeCmene
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5.3.4 Odrldy tritordea

Celkovy obsah vitamin{ skupiny B &inil v odridé JB3 8,857 + 0,675 mg.100g™, v odr(idé
JB1 9,141 + 1,144 mg.100g™ a v odridé HT 439 10,085 + 0,643 mg.100g™. Jednotlivé
odridy tritordea se vzajemné odliSovaly, v porovnani s jeémenem vsak rozdily nebyly tolik

vyznamné.
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Graf 20 Celkovy obsah vitamind skupiny B ve vzorcich tritordea

5.4 Hodnoceni obsahu vitamin( v psenici podle rlstové formy

5.4.1 Jarni pSenice

Analyze bylo podrobeno 15 vzork( rdznych odrld jarni pSenice. Naméfeny obsah vitaminu
B1 byl v rozmezi od 1,017 mg.100g™* (KM 15-17) do 2,865 mg.100g™ (H 90-15-2), obsah
vitaminu B2 od 0,273 mg.100g™ (Tschernak’s BS) do 0,778 mg.100g™ (ANK 28A),
obsah vitaminu B3 od 2,696 mg.100g™ (UC 66049) do 7,517 mg.100g™ (Tschernak’s BS)
a obsah vitaminu B6 od 0,124 mg.100g™ (UC 66049) do 0,831 mg.100g™ (Aio Yu).

5.4.2 0Ozima pSenice

V 13 analyzovanych odrldach ozimé pSenice se mnoZzstvi vitaminu Bl pohybovalo
od 0,701 mg.100g™ (AF Jumiko) do 3,187 mg.100g” (Bohemia), vitaminu B2 od
0,208 mg.100g”* (AF Jumiko) do 0,921 mg.100g” (Bona Vita), vitaminu B3 od
1,623 mg.100g™ (Julie) do 6,938 mg.100g™ (Bohemia) a vitaminu B6 od 0,106 mg.100g™
(Citrus x Bona Dea) do 0,495 mg.100g™ (Skorpion).
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Dle vysledkl statistického Setfeni mezi sebou odriidy pSenice ozimé a pSenice jarni

nevykazuji statisticky vyznamné rozdily.

5.5 Hodnoceni obsahu vitamin( v psenici podle zbarveni zrna

Primérné obsahy vitamind B1, B2, B3 a B6 v odridach psenice se stejné zbarvenymi
obilkami uvadi tabulka 16.

Tabulka 16 Primérné obsahy vitaminli B1, B2, B3 a B6 v odrlidach pSenice se stejnou barvou zrna

Bl B2 B3 B6
PSenice se Zlutym endospermem 1,625 0,547 3,913 0,298
PSenice s modrou aleuronovou vrstvou 2,005 0,507 5,618 0,466
PSenice s Cervenym perikarpem 1,642 0,448 4,368 0,304
PSenice s purpurovym perikarpem 1,696 0,481 3,600 0,398
P3enice s modrou aleuronovou vrstvou a 1,757 0,501 4,633 0,356
purpurovym perikarpem
PSenice s purpurovym perikarpem a Zlutym 1,387 0,409 3,464 0,120
endospermem
PSenice bez pigmentu 2,342 0,725 3,528 0,315

Porovnani obsahu vitamini B1, B2, B3 a B6 v odrlidach psenice se stejnou barvou zrna uvadi
grafy 21-27.

5.5.1 PSenice se Zlutym endospermem

Byly analyzovany 4 vzorky riiznych odrld psenice se Zlutym endospermem. Obsah vitaminu
Bl se pohyboval od 1,359 mg.100g" (TA 4024) do 1,979 mg.100g™
(Bona Vita), obsah vitaminu B2 od 0,410 mg.100g™ (Citrus x Bona Dea, TA 4024) do
0,921 mg.100g™ (Bona Vita) a obsah vitaminu B6 od 0,106 mg.100g™ (Citrus x Bona Dea)
do 0,487 mg.100g™ (TA 4024). Nejvice zastoupenym vitaminem ve viech vzorcich byl
vitamin B3. MnoZstvi tohoto vitaminu bylo v rozmezi od 2,154 mg.100g™ (Citrus x Bona
Dea) do 5,137 mg.100g™ (Bona Vita).
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Graf 21 Porovnani obsahu vitamin(i B1, B2, B3 a B6 v p3enici se Zlutym endospermem

5.5.2 PSenice s purpurovym perikarpem a Zlutym endospermem

Byl analyzovan jeden vzorek p3enice s purpurovym perikarpem a Zluté zbarvenym
endospermem. Obsah vitaminu B1 ve vzorku ¢inil 1,387 mg.100g™, vitaminu B2
0,409 mg.100g™ a vitaminu B6 0,120 mg.100g™. Vitamin B3 byl zastoupen nejvice, jeho
hodnota byla 3,464 mg.10 g™,
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Graf 22 Obsah vitaminu B1, B2, B3 a B6 v p3enici s purpurovym perikarpem a Zlutym endospermem
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5.5.3 PSenice s purpurovym perikarpem

Bylo analyzovano 8 vzorkd rlznych odriid pSenice s purpurové zbarvenym perikarpem.
Obsah vitaminu B1 se pohyboval od 0,701mg.100g™ (AF Jumiko) do 2,760 mg.100g™
(ANK 28A), obsah vitaminu B2 od 0,208 mg.100g” (AF Jumiko) do 0,778 mg.100g™
(ANK 28A) a obsah vitaminu B6 od 0,209 mg.100g™ (AF Jumiko) do 0,556 mg.100g™
(Konini). Nejvice zastoupenym vitaminem ve v3ech vzorcich byl vitamin B3. MnoZstvi

tohoto vitaminu bylo vrozmezi od 2,353 mg.100g™ (AF Jumiko) do 4,550 mg.100g™

viech sledovanych vitamind.
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Graf 23 Porovnani obsahu vitamin(i B1, B2, B3 a B6 v p$enici s purpurovym perikarpem

5.5.4 PSenice s modrou aleuronovou vrstvou a purpurovym perikarpem

Byly analyzovany 3 vzorky rliznych odrlid pSenice s modrou aleuronovou vrstvou a
purpurovym perikarpem. Obsah vitaminu B1 se pohyboval od 1,017 mg.100g™ (KM 15-17)
do 1,387 mg.100g™ (RU 440-6 x UC 66049), obsah vitaminu B2 od 0,275 mg.100g™
(KM 15-17) do 0,348 mg.100g™" (RU 440-6 x UC 66049) a obsah vitaminu B6 od
0,221 mg.100g* (KM 15-17) do 0,615 mg.100g™ (RU 440-6 x UC 66049). Nejvice
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zastoupenym vitaminem ve v3ech vzorcich byl vitamin B3. MnoZstvi tohoto vitaminu bylo
v rozmezi od 3,116 mg.100g™ (KM 15-17) do 5,280 mg.100g™ (RU 440-6 x UC 66049).

v v s

sledovanych vitamind, odriida RU 440-6 x UC 66049 naopak nejvyssi.
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Graf 24 Porovnani obsahu vitamin( B1, B2, B3 a B6 v psenici s modrou aleuronovou vrstvou a purpurovym
perikarpem

5.5.5 PSenice se standardni barvou zrna (tzn. Cervenym perikarpem)

Byly analyzovany 4 vzorky rdiznych odrdd psenice se standardni barvou zrna. Obsah vitaminu
Bl se pohyboval od 0878 mg.100g? (Annie) do 3,187 mg.100g™
(Bohemia), obsah vitaminu B2 od 0,244 mg.100g™ (Annie) do 0,867 mg.100g™ (Bohemia)
a obsah vitaminu B6 od 0,217 mg.100g™ (Vanessa) do 0,378 mg.100g™ (Julie). Nejvétsi
rozdil mezi jednotlivymi odrlidami byl zjistén v obsahu vitaminu B3. MnoZstvi tohoto
vitaminu bylo v rozmezi od 1,623 mg.100g™* (Julie) do 6,938 mg.100g™ (Bohemia).

57



7,0 -
6,0 -
w50 -
o
S
o mB1
£ 40 -
2 mB2
g 3,0 1 mB3
pe B6
©
3 2,0 -
(@)
1,0 -
0,0 T T T T

Julie Vanessa Bohemia Annie

Graf 25 Porovnani obsahu vitamin( B1, B2, B3 a B6 v psenici s ¢ervenym perikarpem

5.5.6 PSenice bez pigmentu

Byl analyzovén jeden vzorek p3enice bez pigmentu. Obsah vitaminu B1 ve vzorku Cinil
2,342 mg.100g™, vitaminu B2 0,725 mg.100g™ a vitaminu B6 0,315 mg.100g™. Nejvy3si
obsah vykazoval vitamin B3, a to 3,528 mg.100g™.
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Graf 26 Obsah vitaminu B1, B2, B3 a B6 v pSenici bez pigmentu
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5.5.7 PSenice s modrou aleuronovou vrstvou

Bylo analyzovano 7 vzork( rliznych odrdd pSenice s modrou aleuronovou vrstvou. Obsah
vitaminu B1 se pohyboval od 1,113 mg.100g™ (Tschermak’s BS) do 2,865 mg.100g™
(H 90-15-2), vitaminu B2 od 0,273 mg.100g” (Tschermak’s BS) do 0,721 mg.100g™
(H 90-15-2), vitaminu B3 od 2,696 mg.100g™ (UC 66049) do 7,517 mg.100g™ (Tschermak’s
BS) a vitaminu B6 od 0,124 mg.100g" (UC 66049) do 0,831 mg.100g™
(Aio Yu).
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Graf 27 Porovnani obsahu vitamind B1, B2, B3 a B6 v psenici s modrou aleuronovou vrstvou
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6 Diskuze

Jednim z cili diplomové prace byla optimalizace pfipravy vzorku a vlastni metody
vysokoucinné kapalinové chromatografie pro simultanni stanoveni vitamind skupiny B
v obilovinach s barevnym zrnem. Stanoveni vitamin( rozpustnych ve vodé, tedy i vitamin(
skupiny B, je pomérné naroc¢né. Nejvétsi potize zplsobuje jejich chemicka labilita,
problémem vSak mize byt také pfilis nizka koncentrace jednoho vitaminu ve srovnani s
ostatnimi. Vyznamné omezeni mohou rovnéZz predstavovat ruSivé latky pfitomné
v analyzovaném extraktu. Abano & Dadzie (2014) uvadi, Ze dosud nebyla vypracovana
metoda, kterd by spolehlivé dokézala simultdnné stanovit vSechny vitaminy rozpustné ve
vode.

Pfiprava vzorkl obilovin a jejich néaslednd analyza vychazela zprace autord
Khair-un-Nisa et al. (2010). P¥i pfipravé vzorkd byly analyzované vitaminy extrahovany
kombinaci kyselé a enzymatické hydrolyzy. Pravé enzymatickd Uprava je dle fady
autor(l (Bognar & Ollilainen 1997; De Leenheer et al. 2000; Ball 2006) klicovym krokem, a
proto byla aplikovana i v této diplomové préaci. Uginek enzymatické hydrolyzy spoiva
v uvolnéni vazanych forem vitamin(, a tedy jejich vyss$i vytéZnosti z analyzovanych vzorkd.
Napfiklad Halvin et al. (2013) ve své praci zjistili, Ze enzymatickd Uprava zvysila miru
extrakce pyridoxinu o 35 %. NavrZzena metodika byla ovérena analyzou 34 vzork( obilovin
s barevnym zrnem.

Diplomové prace si kladla za cil stanovit vitaminy skupiny B v rliznych druzich a odridach
obilovin s barevnym zrnem. Ke stanoveni byly vybrany pouze vitaminy B1, B2, B3 a B6.
Vitamin B5 nebylo mozné stanovit zarovei s ostatnimi vitaminy z diivodu jeho rozkladu pfi
kyselé hydrolyze. Vitaminy B7, B9 a B12 se v obilovinach témér nevyskytuji, proto nejsou
v préci diskutovany.

Mnozstvi vitamin( skupiny B v obilovinach je ovlivnéno fadou faktor(i, napf. odrldou,
zralosti ¢i zplsobem a mistem péstovani. Obsahy jednotlivych vitaminl v rliznych vzorcich
téhoZ druhy ¢i odrlidy proto mohou byt zna¢né odli$né. Z toho dlvodu uvadi rdzné literarni
zdroje pro obsahy vitamind riizné hodnoty.

Jednotlivé druhy obilovin s barevnym zrnem se mezi sebou liSily v obsahu
vSech analyzovanych vitamind. Primérny obsah vitaminu B1 ve vzorcich pSenice
(1,710 + 0,654 mg.100g™) byl ve srovnani s prlimérnymiobsahy v je¢meni
(0,648 + 0,141 mg.100g™) a tritordeu (0,554 + 0,235 mg.100g™) téméF trojnasobny. Také
primérné mnoZstvi vitaminu B2 bylo v p3enici (0,477 + 0,193 mg.100g™) mnohonésobné
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vys8i. V tritordeu Einil stanoveny prlimérny obsah riboflavinu 0,098 + 0,032 mg.100g™,
vje€meni pouhych 0,033 + 0,015 mg.100g". Nejvice zastoupenym vitaminem
ve Vvsech druzich obilovin sbarevnym zrnem byl niacin. V jeho mnoZstvi vynikalo
tritordeum, ve kterém bylo prdimérné stanoveno 8,437 + 1,024 mg.100g™. V je€meni
(4,854 + 1,653 mg.100g™) a pdenici (4,286 + 1,606 mg.100g™) byl zjistény obsah
niacinu polovicéni. Podobné primérné obsahy vitaminu B6 vykazovaly vzorky psenice
(0,373 + 0,172 mg.100g™?) a tritordea (0,297 + 0,091 mg.100g™). V porovnani s témito
hodnotami byl priimérny obsah pyridoxinu v jemeni trojnasobny (1,037 + 0,241 mg.100g™).
Statistické Setfeni potvrdilo hypotézu, Ze se rlzné druhy obilovin s barevnym zrnem Ilis{
v obsahu vSech sledovanych vitamind, tzn. vitaminu B1, B2, B3 i B6.

Ve vzorcich jeémene byl zjistén primérny obsah vitaminu B1 0,648 + 0,141 mg.100g7,
vitaminu B2 0,033 + 0,015 mg.100g™, vitaminu B3 4,854 + 1,653 mg.100g™ a vitaminu
B6 1,037 + 0,241 mg.100g™. Dle prace McKevith (2004) je priimérny obsah thiaminu
vje€meni 0,12 mg.100g?, riboflavinu 0,05 mg.100g™, niacinu 4,80 mg.100g” a
pyridoxinu 0,22 mg.100g™. USDA (United States Department of Agriculture 2018) udava
primérné mnoZstvi vitaminu B1 0,65 mg.100g™, vitaminu B2 0,29 mg.100g™, vitaminu B3
4,60 mg.100g™ a vitaminu B6 0,32 mg.100g™. Z provedenych analyz vyplyvé, Ze obsah
thiaminu byl srovnatelny s obsahem uvadénym USDA. V porovnani s praci McKevith (2004)
byl viak zjistény obsah tohoto vitaminu vice neZ pétinasobné vyssi. V pripadé riboflavinu
byla stanovena hodnota naopak podobna hodnoté zverejnéné v praci McKevith (2004) a
od hodnoty udavané USDA (2018) se velmi liSila. Priimérny obsah niacinu se shodoval s
Udaji uvedenymi v obou citovanych zdrojich. PfestoZze obsah niacinu odpovidal literarnim
Udajdm, mezi jednotlivymi odrlidami je¢mene byl v jeho obsahu pozorovan statisticky
vyznamny rozdil. V odrldach se Zluté zbarvenym endospermem, c¢inil jeho obsah
6,036 + 0,202 mg.100g™ (odrida AF Cesar) a 5,910 + 0,679 mg.100g™ (odriida AF Lucius).
Odrida Hordeum nudimelanocrithon, pro kterou jsou typickad &erné zbarvena zrna,
obsahovala niacin ve vyrazné niz$im mnoZstvi, a to 2,616 + 0,414 mg.100g™. Lze tedy
usuzovat, ze zbarveni zrn miize mit na mnozstvi vitaminu B3 vyznamny vliv. Dale byly ve
vzorcich je€mene stanoveny vyrazné vysSi obsahy pyridoxinu, nez jaké uvadi oba vySe
citované zdroje. Vzhledem k této diferenci Ize predpokladat, ze barevnost zrn mdze obsah
vitaminu B6 ovlivnit. Statistické Setfeni prokazalo, Ze odrlida jecmene nema vliv na obsah
vitaminu B1 a B2. MnoZzstvi vitaminu B3 a B6 je naopak odrlidou ovlivnéno. Vysledky
statistické analyzy vSak mohou byt zatizeny chybou v dlisledku malého poctu analyz.
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V odrldach tritordea byl stanoven primérny obsah vitaminu B1 0,554 + 0,235 mg.100g™,
vitaminu B2 0,098 + 0,032 mg.100g™ a vitaminu B6 0,297 + 0,091 mg.100g™. Nejvice
zastoupenym vitaminem ve vSech vzorcich byl obdobné jako v pSenici a jeCmeni niacin,
primérny obsah tohoto vitaminu ¢&inil 8,437 + 1,024 mg.100g™. Tritordeum neni prilis
rozsifenou plodinou. Prozatim nebyly publikovéany studie, které by sledovaly obsah vitamin(
skupiny B vtéto netradi¢ni obiloving, a proto neni mozné ovéfit spravnost vysledki
srovnanim s Udaji v literature. Statistickou analyzou obsahu jednotlivych vitamind bylo
zjisténo, Ze odrlda tritordea ma vliv na mnozstvi vitaminu B1 a B2. Obsah vitaminu B3 a B6
odrldou ovlivnén neni. Obdobné jako v pFipadé jeGmene mohou byt, z dlivodu malého poctu
pozorovani, vysledky statistického Setfeni volatilni.

Vzorky ozimé a jarni pSenice s netradiCnim zbarvenim zrna zahrnovaly obilky se Zlutym
endospermem, obilky s Cervenym perikarpem, obilky s purpurovym perikarpem, obilky s
modrou aleuronovou vrstvou a purpurovym perikarpem, obilky s purpurovym perikarpem a
Zlutym endospermem, obilky s modrou aleuronovou vrstvou a obilky bez pigmentu.
Analyzou vzorkdl byl stavoven primérny obsah thiaminu 1,710 # 0,654 mg.100g7,
riboflavinu 0,477 # 0,193 mg.100g*, niacinu 4,286 + 1,606 mg.100g™ a pyridoxinu
0,373 + 0,172 mg.100g™. Mezi jednotlivymi odriidami byly v obsahu vitamin{ zjitény
statisticky vyznamné rozdily. Obsah vitaminu B1 se pohyboval od 0,701 + 0,026 mg.100g™
(odrlida AF Jumiko) do 3,187 + 0,111 mg.100g” (odriida Bohemia), vitaminu B2 od
0,208 + 0,046 mg.100g™ (odriida AF Jumiko) do 0,921 + 0,045 mg.100g™ (odriida Bona
Vita), vitaminu B3 od 1,623 + 0,397 mg.100g™ (odrdda Julie) do 7,517 + 0,103 mg.100g™
(odrtida Tschermak’s BS) a vitaminu B6 od 0,106 + 0,029 mg.100g™ (k¥iZenec Citrus a Bona
Dea) do 0,831 + 0,065 mg.100g*(odrlida Aio Yu). Podobné Sirokd rozmezi v
obsazich jednotlivych vitamin( publikovali ve své praci Khan & Shewry (2009).
Autofi udavaji priimérné mnoZstvi thiaminu v rozmezi 0,13 — 0,99 mg.100g™, riboflavinu
0,06 — 0,31 mg.100g™, niacinu 2,20 — 11,1 mg.100g™ a pyridoxinu 0,09 — 0,79 mg.100g™.
Stanovené hodnoty niacinu a pyridoxinu odpovidaly rozmezi hodnot uvadénych témito
autory. Rovnéz obsah riboflavinu byl blizky udaji v literatufe. Stanovené obsahy thiaminu
byly vysSi nez obsahy thiaminu zverejnéné v praci Khan & Shewry (2009). S hodnotami
publikovanymi Khan & Shewry (2009) se shoduji také dalSi autofi. McKevith (2004) udava
priimérny obsah thiaminu v psenici 0,47 mg.100g™, Kulp & Ponte (2000) 0,55 mg.100g™.
Stanoveny obsah vitaminu Bl byl porovnanim stémito autory vice neZ trojnasobny.
Analyzované odrlidy se v$ak od klasickych odrdid popisovanych v literatute lisily barvou zrna.
Lze tedy predpokladat, Ze odliSnost zbarveni mohla koncetraci vitaminu B1 ovlivnit. Obsahy
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stanovenych vitamind byly statisticky testovany. Bylo zjisténo, Ze odrlida pSenice ma vliv na
obsah vitaminu B1, B2, B3 i B6. VVysledek statistického Setfeni potvrdil hypotézu, Ze se riizné
odrldy psSenice s barevnym zrnem li$i v obsahu vybranych vitamind.

Porovnanim obsahu jednotlivych vitamind bylo zjisténo, Ze se mezi sebou rlstové formy
pSenice az na vyjimky témér neliSily. Primérny obsah vitaminu B1 se v odrddach jarni
psenice pohyboval od 1,017 + 0,356 mg.100g™ (KM 15-17) do 2,865 + 0,069 mg.100g™
(H 90-15-2). V pSenici ozimé bylo mnoZstvi tohoto vitaminu v podobném rozmezi, a to od
0,701 + 0,026 mg.100g™ (AF Jumiko) do 3,187 + 0,111 mg.100g™ (Bohemia). TéméF shodné
hodnoty byly naméreny také v pfipadé vitaminu B2. Priimérné mnozstvi riboflavinu v psenici
jarni bylo od 0,273 + 0,010 mg.100g™” (Tschernak’s BS) do 0,778 + 0,046 mg.100g™
(ANK 28A), vpdenici ozimé od 0,208 + 0,046 mg.100g® (AF Jumiko) do
0,921 + 0,045 mg.100g™ (Bona Vita). Podobny trend byl sledovéan i v obsahu vitaminu B3.
Odridy pSenice jarni vykazovaly prlimérné zastoupeni niacinu vrozsahu od
2,696 + 0,545 mg.100g™* (UC 66049) do 7,517 + 0,103 mg.100g™ (Tschernak’s BS),
odrlidy psenice ozimé od 1,623 + 0,397 mg.100g” (Julie) do 6,938 + 0,471 mg.100g™
(Bohemia). V prfipadé vitaminu B6 byla u obou rlstovych forem naméfend stejna
doIni hranice hodnot. Nejniz§i primérny obsah pyridoxinu v pSenici jarni byl
0,124 + 0,019 mg.100g™ (UC 66049), v psenici ozimé 0,106 + 0,029 mg.100g™ (Citrus x
Bona Dea). V nejvyssim stanoveném primérném obsahu se rlstové formy vzajemné lisily.
Odrlidy p3enice jarni (0,831 + 0,065 mg.100g™, Aio Yu) obsahovaly pyridoxinu téméF
dvakrat vice nez odrlidy pSenice ozimé (0,495 + 0,105 mg.100g™, Skorpion). Dle vysledkd
statistického Setfeni mezi sebou odrldy pSenice jarni a pSenice ozimé nevykazovaly
statisticky vyznamné rozdily. Lze tedy konstatovat, Ze rlistova forma ps$enice nema vliv na
obsah vitaminu B1, B2, B3 a B6.

Mezi odrlidami psenice, které se vzajemné lisily barvou obilky, byly pozorovany urcité
rozdily v obsahu sledovanych vitamind. Nejvyssi primérny obsah vitaminu B1 byl zjistén
v odrdidach p3enice bez pigmentu (2,342 + 0,096 mg.100g™) a s modrou aleuronovou vrstvou
perikarpem a Zlutym endospermem (1,387 + 0,033 mg.100g™). Obsah vitaminu B2 se mezi
jednotlivé zbarvenymi zrny pfilis neliSil. Primérné mnoZstvi vitaminu se pohybovalo
od 0,409 + 0,009 mg.100g™ (odr(ida s purpurovym perikarpem a Zlutym endospermem) do
0,725 + 0,025 mg.100g™ (odriida bez pigmentu). Nejvice vitaminu B3 obsahovaly odrldy

v v s

vitaminu byl naméfen v odr(idé s purpurové zbarvenym perikarpem a Zlutym endospermem
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(3,464 + 0,158 mg.100g™). Nejvyssi primérny obsah vitaminu B6 vykazovaly odridy psenice
s modrou aleuronovou vrstvou, a to 0,466 + 0,209 mg.100g™. Ve srovnani s odriidou, jejiz
obilky mély purpurové zbarveny perikarp se Zlutym endospermem (0,120 + 0,009 mg.100g™),
byl jejich obsah téméF ctyrnasobny.

Tritordeum obsahovalo ze vSech druhll obilovin nejvyssi prlmérné celkové mnoZzstvi
vitamin{ B (9,361 + 0,525 mg.100g™). V porovnani s tritordeem byl celkovy obsah vitamin(
Vv je€meni tém&F jeden a pllkrat nizéi (6,571 + 0,598 mg.100g™). Jarni p3enice vykazovala
celkovy obsah vitamind B vys$i neZ psenice ozima. Na vitaminy byly bohaté zejména jarni
odrlidy Xiao Yian (10,576 + 0,840 mg.100g™) a Aio Yu (9,384 + 0,578 mg.100g™). Nejnizsi
celkovy obsah byl stanoven v odr(idé KM 15-17 (4,630 + 1,063 mg.100g™). Z ozimé p3enice
vynikala vysokym celkovy obsahem vitamin(l odrida Bohemia (11,352 + 0,689 mg.100g™).
Nejnizi obsah byl naopak zjistén v odriidé AF Jumiko (3,471 + 0,118 mg.100g™). Primérné
celkové mnozstvi vitamind B €inilo v jarni psenici 7,491 + 0,497 mg.100g™, v p3enici ozimé
6,186 + 0,441 mg.100g™.

Navzdory sloZitosti simultanni analyzy vitamind rozpustnych ve vodé, dokazala metoda
pouZzitd v diplomové préaci zajistit opakovatelné a reprodukovatelné vysledky méreni. VétSina
obsah(l stanovenych vitamind skupiny B se navic pohybovala v rozmezi hodnot vyplyvajicich
z literarnich zdrojd. Aplikovany postup by proto mohl byt zékladem pro vyvoj dalSich metod
pouzitelnych pro stanoveni vitamin( skupiny B v rozmanitych potravinach a zemédélskych
komoditéch.
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7 Zaver

Byla optimalizovana pfFiprava vzorku a ovéfena vlastni metoda vysokolcinné kapalinove
chromatografie pro simultanni stanoveni vitaminl skupiny B v obilovinach s barevnym
zrnem. Ve vybranych odrddach pSenice, jemene a tritordea byly kvantifikovany vitaminy
B1, B2, B3 a B6.

Jednotlivé druhy obilovin se mezi sebou liSily v obsahu vSech analyzovanych vitamind.
Odrldy psenice vykazovaly ze vSech druhd obilovin nejvyssi obsahy vitamind Bl a B2.
Primérné mnozstvi thiaminu ve vzorcich psenice bylo ve srovnani s prdimérnymi obsahy
vjeCmeni a tritordeu témeéf trojndsobné. Rovnéz primérny obsah riboflavinu byl
mnohonasobné vyssi. Nejvice vitaminu B3 obsahovaly odrddy tritordea, v jemeni a pSenici

v

byl prlimérny obsah tohoto vitaminu poloviéni. Nejvyssi mnozstvi vitaminu B6 bylo

stanoveno v jeémeni. Oproti psenici a tritordeu byl primérny obsah pyridoxinu trojnasobné

v

VySsi.

Mezi rdstovymi formami pSenice, pSenici jarni pSenici a ozimou, nebyly v obsahu
jednotlivych vitamin{ pozorovany statisticky vyznamné rozdily.

Odlisné obsahy sledovanych vitamin( byly zjistény mezi odrlidami psenice s odliSnou barvou
obilky. Odrlda s purpurovym perikarpem a zlutym endospermem obsahovala ze vsech odrld
nejniz§i mnozstvi vsech analyzovanych vitaminl. Nejvys$i obsah vitaminu B1 a B2 byl
zjistén v odr(idé bez pigmentu, nejvice vitaminu B3 a B6 obsahovaly odridy s modre
zbarvenou aleuronovou vrstvou.

Tritordeum obsahovalo ze vSech druhll obilovin nejvyssi prlmérné celkové mnoZzstvi
sledovanych vitamin(l skupiny B. V porovnani s tritordeem byl celkovy obsah vitamind
v je€meni a psenici témér jeden a pllkrat nizsi.

Vétsina stanovenych obsahl analyzovanych vitamind se pohybovala v rozmezi hodnot
vyplyvajicich z literarnich zdroji. Vysledky méfeni byly opakovatelné a reprodukovatelné.
Aplikovany postup pripravy vzorku a vlastni metody simultanniho stanoveni vitamin(
skupiny B by proto mohlo byt zékladem pro vyvoj dalSich metod stanoveni vitamind skupiny

B v potravinach a agrarnich komoditach.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbol(

ACP
ATP
CoA
EKG
FAD
FMN
HPLC
LDL
NAD
NADP
PDA
P5P
USDA
uv
VIS
WHO

protein pfenasejici acyly
adenosintrifosfat

koenzym A

elektrokardiografie
flavinadenindinukleotid
flavinmononukleotid

vysokoucinna kapalinova chromatografie
nizkodenzitni lipoprotein
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat
detektor diodového pole
pyridoxal-5"-fosfat

United States Department of Agriculture
ultrafialova oblast spektra
viditelnaoblast spektra

Svétova zdravotnicka organizace
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10 Samostatné prilohy

10.1 Ukazkovy priklad statistického zhodnoceni obsahu vitamin( podle
druhu obiloviny

Pro hodnoceni obsahu vybranych vitaminl skupiny B byla pouzita analyza rozptylu

(ANOVA). Testovani bylo provedeno na hladiné vyznamnosti o = 5 %.

10.1.1 Vitamin B1

HO: pl = p2 = u3 (Druh obiloviny nema vliv na obsahu vitaminu B1)
H1: pl # p2 # u3 (Druh obiloviny ma vliv na obsahu vitaminu B1)

Anova: jeden faktor
Faktor
Vybér Pocet Soucet  Primér  Rozptyl
Jemen 9 5,829831 0,647759 0,022394
Tritordium 8 4,43555 0,554444 0,06321
PSenice 87 148,788 1,710207 0,432065
ANOVA
Zdroj variability SS Rozdil MS F Hodnota P F krit
Mezi vybéry 17,44406 2 8,722031 23,31773 4,72173E-09 3,086371
Vsechny vybéry 37,7792 101 0,374052
Celkem 55,22327 103

P hodnota < a (5 %) = zamitame HO

H1= Druh obiloviny ma vliv na obsah vitaminu B1.

10.1.2 Vitamin B2

HO: pl = p2 = u3 (Druh obiloviny nema vliv na obsahu vitaminu B2)
H1: pl # p2 # u3 (Druh obiloviny ma vliv na obsahu vitaminu B2)



Anova: jeden faktor
Faktor
Vybér Pocet Soucet  Primér  Rozptyl
Jemen 9 0,29342 0,032602 0,000258
Tritordium 8 0,781976 0,097747 0,001202
Pienice 87 41,51549 0,47719 0,037539
ANOVA
Zdroj variability SS Rozdil MS F Hodnota P F krit
Mezi vybéry 2,45461 2 1,227305 38,2721 4,24865E-13 3,086371
Vsechny vybéry 3,238855 101 0,032068
Celkem 5,693465 103

P hodnota < a (5 %) = zamitame HO

H1= Druh obiloviny ma vliv na obsah vitaminu B2.

10.1.3 Vitamin B3

HO: pl = p2 = u3 (Druh obiloviny nema vliv na obsahu vitaminu B3)
H1: pul # p2 # u3 (Druh obiloviny mé vliv na obsahu vitaminu B3)

Anova: jeden faktor

Faktor
Vybér Pocet Soucet  Primér  Rozptyl
Jeémen 9 43,68745 4,854161 3,073528
Tritordium 8 67,49782 8,437227 1,197814
PSenice 87 372,8587 4,285733 2,60885
ANOVA
Zdroj variability SS Rozdil MS F Hodnota P F krit
Mezi vybéry 126,6621 2 63,33103 24,85655 1,66573E-09 3,086371
Vsechny vybéry 257,334 101 2,547861
Celkem 383,9961 103

P hodnota < a (5 %) = zamitame HO

H1= Druh obiloviny ma vliv na obsah vitaminu B3.




10.1.4 Vitamin B6

HO: pl = p2 = u3 (Druh obiloviny nema vliv na obsahu vitaminu B6)
H1: pul # p2 # u3 (Druh obiloviny mé vliv na obsahu vitaminu B6)

Anova: jeden faktor

Faktor
Vybér Pocet Soucet  Primér  Rozptyl
Jeémen 9 9,331144 1,036794 0,065571
Tritordium 9 2,67252 0,296947 0,009411
PSenice 87 32,41359 0,37257 0,029852
ANOVA
Zdroj variability SS Rozdil MS F Hodnota P F krit
Mezi vybéry 3,754947 2 1,877474 60,4662 4,80591E-18 3,085465
Vsechny vybéry 3,167097 102 0,03105
Celkem 6,922044 104

P hodnota < a (5 %) = zamitame HO

H1= Druh obiloviny ma vliv na obsah vitaminu B6.



