Cerstvé a spracované
huby ako zdroj zdraviu
prospesnych zloziek

aaaaa

FOODINQVO|

Co-funded by the FOODINOVO | Erasmus+ KA2 | 2020-1-SK01-KA203-078333
Erasmus+ Programme Innovation of the structure and content of study programs profiling food study
of the European Union fields with a view to digitizing teaching Strategic Partnerships for Higher Education



Vyroba a spotreba hub

» Svetova produkcia hub je priblizne 6 milidnov ton
(FAOStat)
- Cina 10 kg/osoba/rok
* Eurdpa 1 - 4 kg /osoba /rok
* Polsko 2 kg /osoba /rok
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Druhy najcastejsie konzumovaneé v
Europe a USA

Druhy najcastejsie konzumované v Eurdpe a USA

Agarlcus
bisporus

Lentinula Pleurotus
edodes ostreatus

Auricularia
Flammulina polytricha
velutipes
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Oblubené a menej oblubené druhy
volne rastucich jedlych hub v Pol'sku

Lactarius deliciosus Craterellus cornucopioides Armillaria mellea
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Chemicke zlozenie jedlych hub
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Vlastnosti hub

Rastlinny povod Zivocisny povod
* Pritomnost bunkovej steny * Heterotrofny organizmus
* | Fenolové zluceniny « Su vvbudované z hyf pripominajucich
* | Polysacharidy - beta-glukany zivocisne tkanivo
* | Triterpény * Obsahuju organely zivocisnych buniek,
| Vitamin C napr. jadro, mitochondrie,
endoplazmatickeé retikulum
| Chyba chlorofil
*| Chitin
| Syntéza vitaminu D2
*|_Glykogén ako zalozny material |
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Faktory ovplyvnujuce
chemické zlozenie hub
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1. Druhy

Auricularia auricula-judae Boletus edulis Sparassis crispa
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2. Typ substratu

Divoké pestovanie
Agaricus Pleurotus Grifola frondosa - wmaitake
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Typ substratu ...

Drevo Lesna odpad

Imleria
= badia

Lactarius
deliciosus

Armillaria

mellea
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3. Cast plodnice

Macrolepiota procera

uzaver
stonka
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4. ek a velkost plodnice
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5. Klimatické podmienky pocas

Co-funded by the FOODINOVO | Erasmus+ KA2 | 2020—1—SKO1—KA203—O78333
Erasmus+ Programme Innovation of the structure and content of study programs profiling food study
of the European Union fields with a view to digitizing teaching Strategic Partnerships for Higher Education




75 J o V4

Vyzivoveé a zdraviu prospesné zlozky
v hubach (v 100 g sm)

« Z&kladné chemickeé zlozky bielkoviny (15-35 g)
Vitaminy:
» skupina B: B1(0,5-1,0 mg), B2 (2-5 mq), B3 (30-70 mg), folaty (0,3-0,6

mQ),
- vitamin D2 (22-110 ug),

« vitamin C (20-140 mq)
Mineralne latky (6-11 @)K ((2670-4730 mg):

+ P (493-1390 mg), Cu (0,52-3,50 mg), Mg (20-200 mg), Zn (4,70-9,20
mg), Se (3,90-320 Hg)

Vlaknina (TDF, SDF, IDF) (25-55 q):

* B-glukany (0,2-0,6 g), chitin, chitosan
Antioxidanty: fenoly, karotenoidy, kataléza, ergothionein, f-karotén @
Iné: lektiny, lovastatin, seskviterpény /

«  Metddy analyzy: HPLC, spektrofotometricke, enzymatické
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Proximatne zloZenie niektorych jedlych volne rasttcich hib z Ciny
(priemerné hodnoty; % susiny)

Druhy hub Pocet vzoriek Sacharidy Hrubd vlaknina  Hruby protein  Hruby tuk Popol
B. aereus 1 34.0 17.0 269 2.1 85
B. edulis 1 30.6 15.3 28.7 4.1 92
B. speciosus 1 28.6 21.0 28.1 29 7.6
C. aureus 1 61.5 52 14.1 4.0 9.2
Lactarius deliciosus 1 25.0 36.3 20.2 2.5 7.5
Lactarius hatsudake 1 38.2 31.8 15.3 1.0 73
Lactarius volemus 1 15.0 40.0 17.6 6.7 133
L. crocipodium 1 12.8 379 29.3 1.0 5.8
Lentinula edodes 1 30.2 39.4 171 1.9 43
R. virescens 1 13.4 32.8 28.3 1.5 11.9
5. aspratus 1 64.6 5.1 12.0 2.8 10.4
T. marsutake 3 36.7 29.1 143 5.0 89

B. — Boletus, C. — Craterellus, L.- Leccinellum, R. — Russula, 5.- Sarcodon, T. - Tricholoma

X.-M.Wang et al. / Food Chemistry 151 (2014) 273-285
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Nedavna bata o susine (g/kg), proximatnom zlozeni (g/kg sm) a energii
(kcal/kg) v niektorych volne rastucich hubach

Druhy hub Sucha masa Surové bielkoviny  Lipidy Popol Sacharidy Energia
Agaricus campestris 118.3 185.7 1.1 2316 581.6 364
Armillaria mellea 117.3 163.8 55.6 67.8 712.8 470

—_ 172.5 65.6 123.4 638.5 —_
Boletus aereus 835 178.6 4.4 88.7 728.3 306
B. armeniacus 285.0 1825 15.6 1209 681.0 1053
B. edulis 108.5 210.7 245 553 709.5 423
B. erythropus 116.4 209.2 75 2590 5243 349
B. reticulatus 89.0 2257 255 197.2 551.6 297
— 279.0 314 166.2 5234 —
Calocybe gambosa Q0.8 154.6 83 1389 698 2 317
Calvatia utriformis 220.0 203.7 19.0 178.1 5992 744
Canthareflus cibarius — 3579 14.7 64.2 563.2 —
Clitocybe odora 1151 1733 246 955 706.6 431
Coprinus comatus 148.1 156.7 1.3 1285 7035 525
— 2947 542 158.8 492 3 —
Fistulina hepatica 833 500.9 189 164.0 316.2 286
Flammulina velutipes 932 178.9 184 94 2 7085 346
Laccaria laccata 117.5 627.8 376 206.9 127.7 345
Lactarius deliciosus — 202.0 80.2 71.5 646.3 —
L. salmonicolor 1228 3728 20.3 2328 3741 389
— 1353 10.9 61.6 7922 —
Lycoperdon echinatum 147 .6 235.2 12.2 943 658.3 544
Pleurotus ostreatus — 1323 358 80.8 7511 —
Russula cyanoxantha 155.6 168.0 15.2 703 T46.5
R. delica 1331 505.9 9.1 2293 255.7
R. ofivacea 154.2 168.4 19.9 3778 4339
Suillus mediterraneensis 88.0 243.2 26.1 276.4 454.3
5. variegatus 923 175.7 331 153.6 637.6
Tricholoma imbricatum 1758 504.5 18.8 64.5 412.2

Kalac. P. J Sci Food Agric 2013, 93; 209-218
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Nedavna bata o susine (g/kg), proximatnom zlozeni (g/kg sm) a energii (kcal/kg) v
niektorych pestovanych hubach

Druhy hub Sucha masa Surové bielkoviny  Lipidy Popol Sacharidy Energia
\garicus bisporus
White 873 140.8 218 97.4 740.0 325
Brown 836 154.3 16.7 1136 715.4 303
Unspecified . 2649 253 87.8 622.0 —
Unspecified 97.0 363.0 8.0 120.0 509.0 —
Agaricus brasiliensis — 267.4 26.2 68.1 638.3 —
Flammulina velutipes 121.3 38.7 28.9 72.5 859.9 467
— 266.5 92.3 75.1 566.1 —
fypsizigus marmoreus
Normal strain — 196.0 409 77.5 685.6 —
White strain — 2106 56.2 82.6 650.6 —
Lentinula edodes 202.2 44.0 17.3 67.3 871.4 772
— 2046 63.4 52.7 679.3 —
Pleurotus ostreatus 108.3 70.2 14.0 57.2 858.6 416
— 2385 216 759 664.0 —
100.0 416.0 5.0 60.0 519.0 —
88.0 166.9 545 67.0 7116 —
P. eryngii 110.0 110.0 145 61.8 813.7 421
— 221.5 15.7 57.6 705.2 —
P. sajor-caju 100.0 374.0 10.0 63.0 553.0

Kalac. P. J Sci Food Agric 2013; 93: 208-218
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Zlozenie esencidlnych aminokyselin v jedlych volne rasttcich hib z Ciny
(priemerné hodnoty; mg/kg susiny)

Druhy hub Pocet vzoriek Lys  Thr Val lle Leu Met Try Phe EAA

B. aereus 1 1040 1670 2560 3100 2350 440 - 1290 12450
B. eduli 1 990 2110 2750 2030 2470 750 - 1700 12800
B. speciosus 1 1200 2120 3730 4190 3500 690 830 1860 18120
Cortinarius rufo-olivaceus 1 16200 13900 36800 8300 10700 10400 - 9200 105500
C. aureus 1 4441 9230 6794 5054 7014 2813 - 4240 39586
L. delieiosus 1 960 930 1300 1350 2240 360 330 880 8350
L. hatsudake 1 750 890 1040 1620 2480 320 290 800 8190
Lactarius hygrophroides 1 21348 10227 12284 9787 13563 6676 12328 4561 90774
L. volemus 1 500 820 990 1490 2060 160 150 750 6920
L. crocipodium 1 1580 1750 2840 1080 1930 580 - 1240 11000
R. virescens 1 850 1350 1310 1360 1660 890 400 1440 9260
S. aspratus 1 4602 8479 4787 4187 5780 1476 - 3913 33224
Collybia albuminosa 1 13651 19889 12748 10231 19048 5900 - 10704 92170

B. — Boletus, C. — Craterellus, L.- Lactarius, R. — Russula, S.- Sarcodon

X.-M. Wang et al. / Food Chemistry 151 (2014) 279-285
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Bioaktivne zluceniny
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Agaricus bisporous Lektiny

Auricularia auricula Kyslé polysacharidy

Cordyceps sinensis Cordycepin

LTI RE T A8 Polysacharid, flammulin, FVP (polysacharidovy
protein Flammulina), peptidové glykany,
prolamin (aktivny cukrovy protein), proflamin
(glykoprotein)

Polysacharidy, triterpenoidy, germanium,
nukleotidy a nukleozidy, kyselina ganoderova,
beta-glukan

Grifola frondosa Polysacharid, lektiny
Lentinula edodes Eritadenin, lentinan

P. florida
Lovastatin polysacharid

Trametes versicolor

Ganoderma lucidum

Volvariella volvacea Glykoproteiny
Hericium erinaceus Hericendny a erinaciny

H. Rathore et al. / PharmaMutrition 5 (2017) 35-46

Polysacharid-K (Kresin), korioldn a glykoproteiny

mm_ Bioaktivhe molekul Liecivé vlastnosti

Zvysuju sekréciu inzulinu, posobia proti starnutiu

Protinadorové ucinky, znizuju hladinu cholesterolu,
triglyceridov a lipidov; znizuju hladinu glukézy v krvi,
priaznivo posobia pri ischemickej chorobe srdca, su
imunitnym tonikom

Liecba plucnych infekcii, hypoglykemicka aktivita,
vlastnosti bunkového zdravia, antidepresivna aktivita
Antioxidant, protirakovinova aktivita, vlastnost proti
starnutiu; imuno-modulacny, antivirusovy ucinok

Posiliuje imunitny systém, ochrana pecene, antibiotické
vlastnosti, inhibuje syntézu cholesterolu;
imunomodulaéné, protirakovinové vlastnosti

Zvysuje vylucéovanie inzulinu, znizuje hladinu glukézy v
krvi, zlepSuje ovulaciu

Znizuje hladinu cholesterolu, posobi proti rakovine

Antihyperglykemicky ucinok; ucinok proti
hypercholesterolémii

ZniZuje cholesterol, zabranuje kardiovaskuldarnym
porucham

ZniZuju depresiu imunitného systému, zabranuju vzniku
rakoviny, inhibuju rast Candida albicans, antivirusova
aktivita inhibiciou replikacie HIV, ochranné funkcie
pecene

Kardio-protektivne, znizuje krvny tlak

Neuritogénne ucinky
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Polysacharid Zdravotné vyhod
Agaricus bisporus Heteropolysacharidy Aktivacia makrofagov
Agaricus bitorquis Homopolysacharidy Aktivacia prirodzenych zabija¢skych buniek

Agaricus blazei Glukanovo-proteinovy komplex Aktivacia T lymfocytov

Homopolysacharidy Antivirusova aktivita
judae

Boletus erythropus Homopolysacharidy Antimikrobidlna aktivita
Calocybe indica Homopolysacharidy Reguluju lipogenézu

Ganoderma lucidum Heteropolysacharidy Indukcia apoptozy
Glukanovo-proteinovy komplex Liecba rakoviny zZaltudka

Grifola frondosa Heteroploysacharidy Grifloan Protinadorova aktivita
Lentinus edodes Heteropolysacharidy Lentinan Protinadorova aktivita
Phellinus linteus Homopolysacharidy Zvysenie produkcie interleukinu

Pleurotus eryngii Homopolysacharidy Antiproliferacny ucinok
P. florida Homopolysacharidy Inhibuju adhéziu nadorovej bunky k bunke

Homopolysacharidy Zvysenie gastrointestinalnej motility
Polysacharidy typu B-glukanov Liecba rakoviny hrubého creva

LT 1T Te1d=1d 38 Polysacharidy typu B-glukanov Liecba rakoviny hrubého creva
Schizophyllum Homopolysacharidy Schizophyllan Protinadorova aktivita
commune

Homopolysacharidy inky proti starnutiu

ue
1) )20 4074758 Homopolysacharidy Ucinky proti starnutiu

Homopolysacharidy Hepatoprotektivna aktivita

H. Rathore et al. / PharmaMutrition 5 (2017) 35-46
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Typ terpénov I I v

Seskviterpinoidy P. cornucopiae
F. velutipes

F. velutipes

F. velutipes

L. subpiperatus
Diterpenoidy P. eryngii

H.erinaceum
Tricholoma sp.

Triterpenoidy G. lucidum

G. lucidum

G. lucidum

G. lucidum
G. amboinenese

G. lucidum
G. amboinenese

H. Rathore et al. / Pharmamiutrition 5 (2017) 35-46

Co-funded by the
Erasmus+ Programme

Pleurospiroketal
Enokipodin J
2,5-kuparadién-1,4-dion

Flammulinolid

Enokipodin

Laktarolid A

Eryngiolid A

Erinacine A
Tricholomalid A
Tricholomalid B
Tricholomalid C

Methyl ganoderate A acetonid
n-butyl ganoderat H
Metyl ganoderat A
Kyselina ganoderova B
Kyselina ganoderova E
Kyselina ganolucidova A
Ganodermadiol
Kyselina ganoderova Y
Ganoderiol F

Lucidumol B

Ganodermanondiol Ganodermanontriol

Lucidadiol

Kyselina lucidénova N
Kyselina lucidénova A
n-butyl lucidenat N
n-butil lucidenat A

Kyselina ganoderova Sz

Ganodermacetal
Metylganoderat C
Kyselina ganoderova DM
Kyselina ganoderova X
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Cytotoxicky
Cytotoxicky
Antioxidant Antibakteridlne
Cytotoxicky
Antioxidant
Antibakteridlne
Cytotoxicky
Antibakteridlny
Antimikrobialne
Propagacny NA
Cytotoxicky
Antibakteridlne
Cytotoxicky

Anticholinesteraza

Antiinvazivna

Uéinok na adipocyty
diferenciaciu v 3T3-

L1 bunkach
Antikomplement
Kyselina ganoderova C1
Toxicka aktivita proti
larvdm slanych kreviet
Cytotoxicka
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Iné kvalitativne analyzy hub

White

Farba - CIELAB g
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Organolepticka analyza
@L Y

I @

Co-funded by the FOODINOVO | Erasmus+ KA2 | 2020-1-SK01-KA203-078333
Erasmus+ Programme Innovation of the structure and content of study programs profiling food study
of the European Union fields with a view to digitizing teaching Strategic Partnerships for Higher Education




Skladovanie cerstvych hub

* Jedlé huby su velmi [ahko skazitelné.

* Rychle zhorsenie kvality je spbsobené najma:
* vysokym obsahom vihkosti,
* enzymatickou aktivitou,
* mikroflérovu,
* biologické procesy.
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Hlavné zmeny pocas skladovania

» Zhorsenie zmyslovych vlastnosti, najma farby a struktdry
» Pokles obsahu vihkosti odparovanim
- Otvorenie uzaveru

» PrediZenie stopky
* Znizenie vyzivovej hodnoty vratane zdraviu prospesnych
zloziek

Co-funded by the FOODINOVO | Erasmus+ KA2 | 2020-1-SK01-KA203-078333
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Sposob spracovania hub

A. Predbezné osetrenie
« Umyvanie
* Blansirovanie
 Vakuové namacanie
B. Spracovanie
* Mrazenie
*Susenie
*Sterilizacia
*Morenie

Kvasenie kyselinou mliecnou / @

*Hubové obcerstvenie, napr. susené huby
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Predbezné osetrenie

Typ predbeznej Upravy a parametre aplikacie by sa mali
zvolit podla:

* druhu huby,

* spbsobu konzervacie,

* Casu skladovania hotového vyrobku.
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Pranie

* Je to zakladna operacia pri predbeznej
Uprave hub.

- Podporuje hygienu tym, ze odstranuje
mineralne znecistenie a zniZuje pocet
mikroorganizmov.

* Poskodzuje bunkové membrany
oddelujuce polyfenoloxidazu od jej
substratov, co vedie k rychlemu
stravnutiu tkaniva.

Pouzité zluceniny: metabisulfit sodny,
H202, EDTA, erytorban sodny.
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Metabsulfit sodny

» Je ngjucinnejsou latkou na udrzanie svetlej farby hab, ale
jeho zvysky mdzu u spotrebitelov vyvolat alergické reakcie.

* Inhibuje polyfenoloxidazovu aktivitu a reakcie s produktmi,
ktoré zostavaju po enzymatickych reakciach, vratane o-
chindnov, ktoré sa metabisulfitom sodnym menia na
difenoly.

 Optimalna koncentracia metabisulfitu sodného v roztokoch
pouzivanych pred zmrazenim A. bisporus je 4000 mg/dm3.

- - -

O
/.0
2Na* f'fE—S""J /
R 0DINO\ D
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Blansirovanie

Voda alebo vodné roztoky obsahujuce zldceniny, ktoré zabranujud zmenéam farby hab
» metabisulfit sodny (0,2 - 1%), H202, EDTA, kyselina citrénova, erytorban sodny.

Cas: 1- 3 min, tem. 85 - 95 °C.

Délezité pred zmrazenim, konzervovanim a fermentaciou v mliecnej kyseline.

Hmotnostné straty 10 - 20 %.

Iné metddy

Para.

Mikrovinna rdra - vyssi obsah susiny, popola a vitaminov B1 a B2, rychla inaktivacia
polyfenoloxidazy.

Vysoky izostaticky tlak - inaktivuje mikroorganizmy a enzymy bez vyrazného ovplyvnenia
chuti alebo vitaminov, nepriaznivy vplyv na farbu hdb.
Kombinéacia mikrovinného blansirovania a blansirovania v hordcej vode - uplnlvécia

polyfenoloxidazy v kratkom Case, dobra farba, znacné straty hmotnosti a fe
zldcenin.
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Vakuové namacanie

» Pouziva sa pred blansirovanim a konzervovanim s cielom
znizit straty hmotnosti a zvysit vytaznost.

. Cas 15 - 20 min.
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Metody spracovania hub

Konzervovanie
Susenie

Mrazenie

Solenie

Hubové susené maso
Kvasenielné
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* ZvycCajne susenie hordcim vzduchom, najprv pri teplote 40 °C pocas 3
hodin, potom pri 60 °C.

* Iné metddy:

Susenie j
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susenie mrazom,
susenie mrazom v kombinacii s mikrovinnym susenim,
susenie mrazom v kombinacii so susenim vo vakuu,
susenie vo vakuu,

vakuove susenie v kombinacii s mikrovinnym suseninf; ¢
vakuové susenie alebo lyofilizacia vo fluidnom 16zku




* Lyofilizaciou sa ziskava vysokokvalitny produkt, ale je to
nakladny proces.

* Mikrovinno-vakuové susenie viedlo k 70 - 90 % skrateniu
casu susenia a susené vyrobky mali lepSie rehydratacné
vlastnosti v porovnani s konvekénym susenim vzduchom.
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Konzervovanie - blansirovanie je
nevyhnutne!!!

Nakladané huby
« V sklenenych naddobach

« Vsladko-slanom kyslom solnom roztoku
obsahujucom kyselinu octovu (1,5 az 4 %),
kuchynsku sol @ cukor

e Parametre: 85-87°C, 10-20 min.

Sterilizované huby

« V sklenenych nddobach alebo kovovych
plechovkach.

« V solnom alebo solnokyslom solnom roztoku
obsahujucom priblizne 2 % chloridu sodného a
rilezitdostne 0,05 % kyseliny citronovej, kyseliny
-askorbovej, metabisulfit sodny.

e Parametre: 118-121 °C, 10-20 min.

PARTNERSHIP)

Co-funded by the FOODINOVO | Erasmus+ KA2 | 2020-1-SK01-KA203-078333

* X %
. % Erasmus+ Programme Innovation of the structure and content of study programs profiling food study
N of the European Union fields with a view to digitizing teaching Strategic Partnerships for Higher Education



Metoda stanovenia vitaminu B1 a
B2 metdodou HPLC

OH
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Vitamin B1 a B2

* VSetky nadoby na vzorky musia byt vyrobené z
materialu, ktory neprepusta UV ziarenie (napr. hnede
sklo) alebo zabalene do hlinikovej folie, okna musia
byt zakryté, vitamin B2 je citlivy na svetlo.

* Dvojdnova analyza.
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Vitamin B1 a B2

* Metodika
* PN-EN 14122:2004/AC:2006. Potraviny - Stanovenie vitaminu B1 metédou HPLC.
* PN-EN 14152:2004/AC:2006. Potraviny - Stanovenie vitaminu B2 metdédou HPLC.
* Hlavné zariadenia
* Inkubator na vzorky (teplota 121°C)
*  SPE Bakerov systémSystém

«  HPLC: fluorescencny detektor, odplynovac, cerpadlo, termostat kolon,
autosampler

* HPLC kolona: Bionacom Velocity C18 PLMX (4,6 mm x 250 mm, 5 um) (Bionacom
LTD, UK) s predkolénou

«  SPE polypropylénova koldna Chromabond (200 mg/3 ml)
 Hlavné cinidla

* 0, In HCI, 2,5 M octan sodny, taka-diastaza, 15 % NaOH, 0,005 M octan amonny,
metanol, Cista voda (Cistota HPLC), hexakyanozelezitan draselny(lll) (C6FeK3
% H3PO4, tiamin hydrochlorid (Cistota > 99 %), riboflavin (Cistota > 98 %)

SERIy
R\ e,
@ %
<
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Vitamin B1 a B2

PRVY DEN

1.V kadicke s objemom asi 20 ml odvazte 0,5 g lyofilizovanych
hub a preneste (vysypte) ich do kuzelovej banky s objemom
200 - 250 ml, pridajte 60 ml 0,1n HCI (pouzite valec).

2. Umiestnite kuzelovité banky do inkubatora na vzorky na 1h,
teplota 121 °C (obcas premiesajte).

3. Ochladte vzorky na teplotu < 50 °C (umiestnite do misky so
studenou vodou).3. Upravte pH vzoriek na 4,0 - 4,5
pomocou 2,5 M octanu sodného.

4. Pridajte 5 ml roztoku taka-diastazy v 2,5 M octane sodnom (6
%) a nechajte posobit 16 - 18 h v inkubatore so vzorkami pri
37 °C, zakryte hlinikovou fdliou. @
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Vitamin B1 a B2

DRUHY DEN

1. Umiestnite konické banky so vzorkou do vriaceho vodného kupela
na 5 minut, aby sa enzym inaktivoval, a potom okamzite ochladte
na teplotu. <30 °C (miska so studenou vodou).

2. Upravte pH vzoriek na 5,5 - 6,0 pomocou 2,5 M octanu sodného.

3. Kvantitativne preneste vzorky do 100 ml odmernej banky s pouzitim
Cistej HPLC vody, doplnte po znacku.

4. Vzorky odstredujte 15 minut pri 5000 otackach za minutu.

5. Supernatant prefiltrujte cez filtracny papier do kuzelovej banky
(objem 100 ml).
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Vitamin B1 a B2

DRUHY DEN

6. Reakcia s tiochromom:

a) Reakcna zmes: odoberte 2 ml roztoku Fe3+ do 50 ml odmernej banky a doplnte
po kohutik 15 % NaOH.

b) Odoberte 2 mlfiltratu (bod 5) do 12 ml plastovej skimavky.
c) Pridajte 2 ml roztoku Fe3+ v 15 % NaOH (bod 6a), pretrepte 10 s (vortex),
nechajte posobit 2 minuty.
d) Okamzite upravte pH vzorky na 6,8 - 7,0 pomocou 17 % H3POA4.
/. Preneste vzorky do odstredovacich nadob a odstredujte 5 minut pri 15 000 otackach

za minudtu.
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Vitamin B1 a B2

DRUHY DEN
8. Cistenie na SPE - koléna SPE C18, 200 mg, 3 ml

) Aktivacia kolony SPE 2,5 ml metanolu.
) Elucia metanolu z kolény SPE s 2,5 ml octanu aménneho (0,005 M).

) Umiestnenie supernatantu (str. 7) na kolonu SPE (Poznamka - vzorka sa Uplne
nezmesti !).

d)  Premytie vzorky 2,5 ml octanu amonneho (0,005 M).

e)  Elucia vzorky 3 ml mobilnej fazy (60 % metanolu + 40 % 0,005 M octanu
amonneho) do cistej 12 ml plastovej skumavky.

N O W

Délezité: kolona SPE sa mdze pouzit priblizne 10-krat, zakazdym sa musi vycistit v stlade s
bodmi 8a - 8b.
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HPLC analyza

Standardy:

* tiamin hydrochlorid v chlorovodiku (vitamin B1),

* (-)-riboflavin v kyseline octovej (vitamin B2).
Eluent: voda (Cistota HPLC) a acetonitril.
Podmienky vylucovania:

* Prietokova rychlost: 0,9 ml/min.

 Gradientova elucia: t=0 min pomer voda/acetonitril 88:12; t=12
min pomer voda/acetonitril 0:100.

Teplota kolény: 22 °CVinové dizka:
* excitacia 360 nm,

* emisia 503 nm. @
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Standardné krivky (vitamin B1 a
B2)

» Tiamin hydrochlorid (Cistota >99 %), koncentracia: 0,05, 0,1, 0,2, 0,5,
1,0, 2,0, 3,0, 5,0 (ug/T ml vzorky)

 Riboflavin (Cistota >98 %), koncentracia: 0,05, 0,1, 0,2, 0,5, 1,0, 2,0, 3,0,
5,0 (ug/1T ml vzorky)
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