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ABSTRAKT

Cilem této bakalarské prace je popsat biologicky aktivni latky rajcat. Mezi tyto lat-
ky lze zatadit vitaminy rozpustné v tucich, vitamin C, f-karoten, lykopen. Z lipofilnich
vitamind se v rajcatech nachdzi vitamin A a vitamin E. Je mozno sem také zatadit p-
karoten, ktery je prekurzorem vitaminu A. Biologicky aktivni latky se nejCastéji stanovuji
metodou HPLC (High Performance Liquid Chromatography). Tato metoda ma Siroké pou-
ziti a poskytuje velmi dobré vysledky.

Kli¢ova slova: f-karoten, HPLC, raj¢ata, vitamin C, vitaminy rozpustné v tucich

ABSTRACT

This bachelor work describes biologically active substances of tomatoes.
In tomatoes, there can be found some fat vitamins, vitamin C, f-carotene and lycopene.
From fat vitamins there are vitamin A and vitamin E. f-carotene is an antecedent of vita-
min A. Biologically active substances are the most frequently determined by the method
HPLC. This method has

a wide range of usage. It also affords very good results.

Keywords: [f-carotene, fat vitamins, HPLC, tomatoes, vitamin C
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UvVOoD

Rajce jedlé (Lycopersicon esculentum) se nékdy zatazuje mezi kyselé druhy ovoce,
jindy do zeleniny. Podle tvaru plodu se rozdéluji naptiklad na tieSiiovita, vejcita, masita.
Rostlina rajéete mize byt napadena riznymi $kiidci a chorobami. Také se u nich mohou
objevit fyziologické poruchy, které vétSinou vznikaji z nedostatku nékteré mineralni latky

v pudé. Nedostatek se projevi jak na rostling, tak na plodech.

V rajcatech se vyskytuje fada biologicky aktivnich latek. Mezi tyto latky se fadi
vitaminy a barviva. Z vitaminQ se v rajcatech vyskytuji vitamin A, vitamin E a vitamin C.
Vitaminy A a E se fadi do skupiny vitaminii lipofilnich a vitamin C do skupiny hydrofil-

nich vitamint. Do barviv lze zatadit karotenoidy, xanthofyly a chlorofyly.

Karotenoidy jsou ptfevazné latky lipofilni povahy, nerozpustné ve vodé, ale dobie
rozpustné v organickych rozpoustédlech. Karotenoidy maji zlutou, oranZovou az ¢ervenou
barvu a za sviij nazev vdéci uhlovodiku karotenu. Biologicky vyznam karotenoidii spociva
ve funkci provitaminl vitamind skupiny A. Hydrolytickym $tépenim dvojné vazby lezici
v ose symetrie vznika z karotenoidl, které¢ obsahuji v molekule f-jononovy kruh, vitamin
A neboli retinol. Z karotenoidil jsou v rajcatech pritomny hlavné f-karoten a lykopen. Obé
tyto latky patii do skupiny antioxidant. Antioxidanty maji schopnost zabranit autooxidaci

latek hlavné tim, Ze pterusi fetézovou radikalovou reakci.

Chlorofyly jsou skupinou zelenych barviv, kterd se nachazeji v pletivech rajcat
zajistujicich fotosyntézu. Zaklad chlorofyli tvofi protoporfyrin s vdzanym atomem hoi¢i-
ku. Chlorofyl je staly pii béznych teplotach, pii vysokych teplotach je labilni. V kyselém
prostedi se velmi rychle uvoliiuje hot¢ik z molekuly chlorofylu a je nahrazen vodikem.

Takto vzniklé slouceniny se nazyvaji feofytiny a maji olivové zelenou a Zlutou barvu.

Vitamin C je esencialni, ve vodé¢ rozpustny mikronutrient, ktery pulsobi
v biologickych tkéanich jako antioxidant. Zde snadno vychytava reaktivni kyslikaté a dusi-
katé radikaly a tim efektivné chrani ostatni substraty pied oxidativnim poskozenim. Oxi-
dacni ucinek askorbatu spociva v tom, ze redukuje anorganické i organické radikaly. Vi-
tamin C je povaZovan za idedlni antioxidant, protoZze ob¢ jeho formy, askorbyl i askorby-
lovy radikal, maji jednoelektronovy redukéni potencial. Vitamin C také stimuluje

obranyschopnost organismu, askorbat zvySuje hladinu protilatek a interferonu.
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Vitamin A patii do skupiny vitaminli rozpustnych v tucich. Po chemické strance je
to alkohol obsahujici ve své molekule Sesti¢lenny S-jononovy kruh s bocnim fetézcem slo-
zenym ze dvou isoprenoidnich jednotek. Podle poctu dvojnych vazeb v Sesticlenném cyklu
se rozliSuje vitamin A; a A,. Vitamin A zasahuje do tady fyziologickych pochodi
v lidském téle. K zakladni funkci patii ovliviiovani metabolismu rhodopsinu, tedy procesu
vidéni. Dale plisobi na diferenciaci bunék a zasahuje rovnéz do syntézy bilkovin, nukle-

vych kyselin a lipoproteint.

Vitamin E patii do skupiny lipofilnich vitamind. Je odvozeny od tokolu a tokotrie-
nolu. Tokoferoly patfi mezi vyznamné antioxidanty a zabranuji destruktivnimu neenzymo-
vému pusobeni molekuldrniho kysliku na dvojné vazby nenasycenych mastnych kyselin
vazanych v tkanovych lipidech. Antioxida¢ni schopnost tokoferolti vyplyva z jejich snadné
oxidace za vzniku tokoferylchinonii v jatrech, které mohou byt redukovany na tokofe-

rylhydrochinony. Z nich potom cyklizaci vznikaji opét tokoferoly.

Cilem této prace je vybrat nejvhodnéjsi metodu pro stanoveni biologicky aktivnich
latek rajcat. Tyto latky lze stanovit riznymi metodami. Ke stanoveni antioxidantl
v potravinafstvi je zapottebi nejprve vhodnym zplisobem antioxidanty izolovat, nejcastéji
selektivni extrakci. K vlastnimu stanoveni se nejcastéji vyuziva riznych chromatografic-
kych technik, naptiklad dvourozmérné tenkovrstvé chromatografie, plynové chromatogra-
fie, nebo vysokoucinné kapalinové chromatografie HPLC (High Performance Liquid
Chromatography), kombinovanych nékdy se spektrofotometrickym stanovenim. Pfirozené
se vyskytujici antioxidanty se stanovuji metodou RP-HPLC (Reversed-Phase High Per-
formance Liquid Chromatography) s UV-VIS (Ultraviolet-Visible) nebo ECD
(Electrochemical Detection) detektorem. Kulometricka detekce poskytuje vysokou selek-

tivitu a citlivost s detekei v pug.l”". O metodd HPLC je vice informaci v této praci.
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I. TEORETICKA CAST
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1 RAJCE JEDLE ( LYCOPERSICON ESCULENTUM )
celed’ : Lilkovité (Solanaceae)

Predpoklada se, ze divoce rostouci druh rajcat pochdzi ze severni a stfedni Casti
Jizni Ameriky, odkud se rozsifil do Stfedni a Severni Ameriky spolecné s kukufici,
v prubehu lidskych migraci pfed zhruba dvéma sty lety. KdyZ se s nimi evropsti dobyvate-
1¢ poprvé setkali v Mexiku, péstovali uz je tamni obyvatelé po celé staleti pod jmény toma-
ti, tomatl, tumatle a tomatas. Kdyz bylo rajée okolo roku 1523 poprvé dovezeno do Evro-
py, povazovali je lidé kvali vyrazné vuni
a jasné bilému, ¢ervenému nebo Zlutému zbarveni za jedovaté, a proto se péstovalo pouze

pro okrasu. ©

Obr. 1. Rajce jedlé

1.1 Druhy rajcat

Rajcata se rozliSuji podle formy plodu na tieSnovitd, vejcitd, masita a stfedné velka.
Ttesnovita rajCata jsou mald a kulatd a konzumuji se nejlépe celd. Ovalna vejcita rajcata
jsou vhodnd na omacky, stiedné velka a masita rajcata chutnaji velmi dobfe nakrijena

a syrova. ®
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Obr. 2. Rajée keiickové-tiesiiovité (viz PRILOHA 1)
Obr. 3. Rajée keii¢kové-vejcovité (viz PRILOHA T )
Obr. 4. Rajée jedlé-masité (viz PRILOHA 1T)

Obr. 5. Rostlina rajéete (viz PRILOHA 11 )

Tab. 1. Piehled druhii rajéat (viz PRILOHA 11T )

1.2 Skudci a choroby rajéat

Mezi hlavni Skiidce rajcat patii vinovnik, krtonozka obecnd, mSice broskvonova,
dratovci, potemnici a jejich larvy, molice sklenikova, tfasnénka sklenikova, sviluska

chmelova a kotenové had’atka. 7 (viz Tab. 2. Skidci rajéat, PRILOHA 1V)

Mimo tyto vyjmenované Sktidce Skodi rajéatiim i riizné hniloby. Jako ptiklad mizeme
uvést kladosporiovou skvrnitost listtl, bilou sklerotinovou hnilobu a fytoftorovou hnilobu

rajcat. 7

Tab. 3. Hniloby rajcat

Hniloby rajcat Projev hniloby

Kladosporiova skvrnitost listt Na listech vytvafi Zluté skvrny s hnédym
sametovym povlakem.

Bila sklerotinova hniloba Napada stonky v blizkosti kotfenového krc-
ku. Napadena pletiva m¢knou a na jejich
povrchu se vytvari bily husty povlak.

Fytoftorova hniloba Stonek rostliny postupné zasycha a rostlina
hyne. Na plodech se objevuje hniloba.
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U rajcat se také mizeme setkat s plisnovymi a bakterialnimi chorobami. Mezi

n¢ lze zaradit pliseit bramborovou, alternariovou skvrnitost, bakterialni vadnuti a stolbur

rajcete.”

Tab. 4. Choroby rajcat

Choroba rajcat Projev choroby

Napada stonky, listy a plody. Na listech
vznikaji hnédé skvrny, které se za vlhka
pokryvaji bilym plisiiovym povlakem. Na
plodech se objevuji skoticové hnédé, tvrdé
skvrny.

Plisefi bramborova

Choroba se projevuje na listech, plodech
a lodyhach. Na plodech se objevuji velké
cerné skvrny. Ve vlhkém pocasi se listy,
lodyhy i listy pokryvaji ¢ernym sametovym
povlakem.

Alternariova skvrnitost

Formou choroby je lokéalni onemocnéni plo-
di, na nichz se objevuji bilé nebo zluté skvr-
ny s tmavym stfedem.

Bakterialni vadnuti

Napadené kvéty jsou deformované, nékdy se

z nich vyvinou plody, ale jsou drobné,
zdtevnatélé a napravidelné vybarvené.

Stolbur

Velmi Casto se u rajcat setkavame i s virézami. Mezi né¢ miizeme uvést nekrotickou

prouzkovitost, mozaiku a hnilobu plodi rajéete.'” (viz Tab. 5. Virézy rajéat, PRILOHA V)
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1.3 Fyziologické poruchy rajcat

V uzavienych prostorach se vlivem nepfiznivych podminek vnéjSiho prostiedi,

objevuji nekrotické skvrny nebo zmény barvy listové cepele.

Péstuji-li se rajCata pii nedostatecném osvétleni a zaroven pii vysoké teploté
a nadmérné piidni vlhkosti, objevuji se na rubu jejich listd vodnaté zdufeniny, pfi¢emz

se listové Zilky zbarvuji do riZova. Pii silnych poruchach tohoto typu listy odumiraji.

Nedostatek drasliku se na listech raj¢at projevuje tvorbou zlutych, pozdéji hnédych
skvrn. Na plodech se objevi nerovnomérné zbarveni. Charakteristicky zbarvené partie
pletiv se stfidaji s rozplyvavymi neohrani¢enymi Zlutymi skvrnami. Nedostatek fosforu
se u rajcat projevuje zménou barvy na rubu listh do Cervena nebo fialova. Znacné
se opozduje vyvin reprodukénich orgént. Nedostatek dusiku znamena pro rostlinu
zaostavani v rustu. Nov¢ listy jsou drobné a maji bled¢ zelené zbarveni. Také Zilky na rubu
listu méni barvu ze Zlutozelené na tmavé ¢ervenou. Lodyhy jsou drsné a tenké. Nedostatek
vapniku vyvolava na kotenech rajcat skoticové hnédé zbarveni a zaostavani v riistu, jindy
koteny od Spi¢ek odumiraji. Listy v horni casti rostlin zloutnou. Pokud maji rajcata
nedostatek hoi¢iku, pozorujeme u nich mezizilkové Zloutnuti pletiv. Pozdé€ji postizena
pletiva hnédnou, pfi¢emz zilky si zachovavaji normalni tmavé zelené zbarveni. Okraje

Gepeli se svinuji dolt a listy se stavaji kiehkymi.
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2 BIOLOGICKY AKTIVNI LATKY RAJCETE

Uvadi se, Ze rajCata snizuji riziko vzniku rakoviny a zanétu slepého stieva.
V americkém bylinkafstvi se rajCat uziva proti nechutenstvi, potizim s jatry a ledvinami.

N&které biologicky aktivni latky se fadi zaroveti mezi antioxidanty. ©

Jako antioxidanty neboli inhibitory oxidace jsou oznacovany vSechny latky, které
svou pritomnosti zpomaluji autooxidacni reakce. V uzs§im smyslu se jako antioxidanty
oznacuji latky, které inhibuji autooxidaci tim, Ze pirerusSuji fetézovou radikalovou reakci.
V praxi se antioxidanty v potravinarském pramyslu nejcastéji pouzivaji k ochrané tukl a
jinych lipidd. Oxidace lipidl totiz vyvolava dal§i chemické zmény v potravinach, které
negativné ovliviluji jejich vyzivoveé, hygienicko-toxikologické a senzorické hodnoty, jako

. o % 4
jsou chut, viing a barva.?

K primarnim antioxidantiim nélezi vSechny povolené latky, napt. L-kyselina askor-
bova
a jeji derivaty, tokoferoly a gallaty. K sekundérnim antioxidantim se fadi napft. cystein,

kyselina lipoové, methionin a jiné pfirozené se vyskytujici sloueniny.

Podle piivodu délime antioxidanty na pfirodni a syntetické. Z ptirodnich antioxi-
dantt jsou jako aditiva povoleny pouze tokoferoly, ale i ty se dnes ziskavaji prevazné ume-
le. Cetné dalgi piirodni antioxidanty jsou piitomny v fadé oleji a jinych tuki, zejména
v nékterych druzich kofeni. Ty vSak obvykle nemaji konstantni sloZeni, byvaji méné ucin-
né.”

Podle chemické struktury rozeznavame antioxidanty fenolového, endiolového
a jiného typu. Mezi fenolové antioxidanty z povolenych latek nalezi tokoferoly, fenolové
antioxidanty a gallaty, ale také fada dalSich sloucenin pfitomnych v potravinach, koteni
a jinych ptirodnich materidlech. Endioly z povolenych latek zahrnuji kyselinu askorbovou,
dale jeji soli a jiné derivaty. ©
Antioxidanty interferuji s procesem oxidace lipida a jinych oxylabilnich sloucenin tak, ze:

1. primarni antioxidanty reaguji s volnymi radikaly nebo sekundéarni antioxidanty

redukuji vzniklé hydroperoxidy,
2. véazi do komplexi katalyticky piisobici kovy,

3. eliminuji pfitomny kyslik.
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Mechanismus uc¢inku antioxidantl se idi podle rovnice
R-O-Oe + A-H > R-0-O-H + Ae |

kdy hydroperoxidovy radikal (ROOe) reaguje s antioxidantem (A) za vzniku hydropero-
xidu (ROOH) a radikalu antioxidanti (A e ).?

Pouziti antioxidantli v potravinaistvi je vazano podobnymi piedpisy jako pouziti
jinych cizorodych latek, takze vybér je omezen na nckolik nezdvadnych latek. I latky
povazované za relativné neskodné jsou povoleny v omezenych koncentracich. (viz zakon
¢. 110/ 1997 Sb. , O potravinach a tabakovych vyrobcich , vyhlaska 304 / 2004 Sb., kterou

se stanovi druhy a podminky pouziti ptidatnych a pomocnych latek).”)

2.1 Barviva

Barviva jsou vyznamnou skupinou senzoricky a biologicky aktivnich latek potravin.
Ptirodni barviva se klasifikuji podle struktury, vyskytu v biologickych materialech ¢i dule-

zitych vlastnosti, napf. podle rozpustnosti ve vodé a v tucich.””)
Podle struktury je miizeme rozdé¢lit na:

— dusikaté heterocyklické slouceniny

— kyslikaté heterocyklické slouceniny

— chinoidy

— terpenoidy

Mezi dusikaté heterocyklické slouCeniny ndlezi pigmenty odvozené od pyrrolu
a dale pigmenty odvozené od indolu, isochinolinu, pyrimidinu, respektive purinu a pterinu,
pfibuzného flavinu, fenazinu a fenoxazinu. Né&kterd znich patfi mezi alkaloidy.
K nejvyznamnéjs$im barviviim se fadi hemova barviva.

Mezi kyslikaté heterocyklické slouceniny ndlezi mnozZstvi fenolovych sloucenin,

vvvvvv

barvivy jsou flavonoidni anthokyanova barviva.
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Chinoidy zahrnuji nejriiznéjsi chinony, jejich redukované formy fenoly, oligomery,

kondenzacni a jiné produkty téchto sloucenin.

K terpenoidim se tadi tetraterpenové a nckteré dalSi od tetraterpenii odvozené
pigmenty zvané karotenoidy a nékteré monoterpenové pigmenty iridoidy. Nejvyznamnéjsi

skupinou t&chto latek jsou karotenoidy.”

2.1.1 Chlorofyly

Chlorofylova barviva jsou skupinou zelenych barviv, ktera se nachéazeji v pletivech
rajéat zajistujicich fotosyntézu.® Zaklad chlorofylii tvofi protoporfyrin s vizanym atomem
hot¢iku. V molekule chlorofylu jsou 3 karboxylové skupiny, z nichz jedna je esterifikova-
na fytolem a druhd methanolem. Tteti je maskovana v izocyklu V, ktery se velmi snadno

otevira za vzniku daliiho karboxylu. Tato reakce je vratnd.”)

Chlorofyl je staly pii béznych teplotach, pii vysokych teplotach je velmi labilni.
V kyselém prostiedi se velmi rychle uvoliiuje hot¢ik z molekuly chlorofylu a je nahrazen
vodikem. Takto vzniklé slouceniny, tzv. feofytiny, maji olivové zelenou a Zlutou barvu.
Rychlost tvorby feofytinu za danych podminek urcuje predevsim pH prostiedi, teplota a
doba reakce. Ta se uplatiiuje nejvyraznéji. Znacna stalost chlorofylu v rostlinnych tkanich i
pii mirné kyselém pH je zpusobena vazbou chlorofylu na lipoproteiny, které jej chrani
pfed feofytinaci. Béhem termickych technologickych operaci lipoprotein denaturuje a
uvoliiuje se tak volny chlorofyl, ktery se pfitomnymi organickymi kyselinami rychle méni

na feofytin.®

2.1.2 Karotenoidy

Karotenoidy jsou pfirodni pigmenty, které jsou syntetizovany rostlinami
a mikroorganismy. Struktura kazdého karotenoidu predurcuje jeho barvu i fotochemickeé

vlastnosti jeho molekuly.")

Vétsina karotenoidnich latek se fadi mezi tetraterpeny, tedy mezi terpenoidy
formalné obsahujici osm isoprenovych jednotek. Za svoji barevnost vdéci fetézci
konjugovanych dvojnych vazeb, které se vyskytuji v n€kolika zakladnich strukturach

a jejich kombinacich.”’
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Karotenoidy maji zlutou, oranzovou az ¢ervenou barvu a za svlij ndzev vdeci
uhlovodiku karotenu (CysoHse) izolovanému poprvé z mrkve. Dnes je zndmo nékolik
set rtiznych karotenoidii podminujicich typickou barvu nejen mrkve, ale napt. rajskych

jabligek, pomeran&, merungk, ipkil, jefabin, papriky, $afranu, kukufice atp.®)

Karotenoidy jsou ptevazné latky lipofilni, nerozpustné ve vodé¢, dobfe rozpustné

v nepolarnich (organickych) rozpoustédlech.”®)

S rostlinnou potravou se dostavaji do zivoc¢iSného organismu a podminuji zluté
zbarveni vaje¢ného Zloutku, masla i tkanovych tukd. Vyznam karotenoidli pro ZivocCichy
spo¢iva v tom, ze jsou prekursory antixeroftalmickych a antihemoraloptickych faktort-
vitamind A. Jsou tedy nepostradatelnymi latkami podmitiujicimi schopnost jak ¢ernobilé-

ho, tak barevného vidéni.®)

Zakladni latkou karotenoidli je alifaticky nenasyceny tetraterpenicky uhlovodik
lykopen, podminujici ¢ervenou barvu rajskych jabli¢ek. Jeho struktura je symetricka podle
sttedové osy, ma dv¢ izolované dvojné vazby a jedenact konjugovanych, které jsou uspo-

tadany vesmss v frans-konfiguraci (,,all-trans*).”)

Biologicky vyznam karotenoidll spoc¢iva ve funkeci provitaminil vitaminti skupiny
A. Hydrolytickym $tépenim dvojné vazby lezici v ose symetrie vznika totiz z karotenoidd,
které obsahuji v molekule f-jononovy kruh, vitamin A neboli retinol. f—karoten muze
poskytnout dvé molekuly vitaminu A, a- a y—karoten jen jednu, nebot’ druha molekula se

zbytkem a-jononovym nebo pseudojononovym nevykazuje aktivitu vitaminu A.

Kvalitativni a kvantitativni sloZzeni karotenoidii zavisi na mnoha faktorech jako je
druh
a odriida rostliny, sezona, stupen zralosti, zplisob zpracovani apod. V mrkvi, rajCatech
a paprikach se nachazi stovky mgkg’ karotenoidi. V rajatech je hlavnim pigmentem
lykopen, ktery b&zné tvori 90 % vSech karotenoidil. f-karotenu je pomérné malo, asi do 6
mg.kg” a asi

1 mg.kg™! predstavuje y-karoten."

Stabilita karotenoidnich barviv se v rostlinnych pletivech béhem technologickych
operaci lisi podle typu pfitomnych karotenoidii. Ve vétSin€ ptipadl se zmény karotenoid-
nich barviv posuzuji z celkového poklesu obsahu barevnych pigmentd sledovanim zmén

absorbance pii vlnové délce 450 nm.
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V kyselém prostiedi podléhaji karotenoidy isomeraci. V ovoci, které obsahuje
vétSinou poly-cis-karotenoidy se tyto zmény projevuji intenzivnim zbarvenim. Pfi zahtati
kyselych roztoka vznikd mezi jednotlivymi isomery rovnovaha, dana typem karotenoidi,

hodnotou pH, teplotou a dobou zahievu.?

Nepftiznivy vliv na stabilitu karotenoidnich barviv ma svétlo, jehoz pusobenim
dochdzi k isomeraci i k tvorbé epoxyderivati. Karotenoidni barviva mohou byt béhem

technologickych operaci rovnéz enzymové degradovéana oxidasami a peroxidasami.”’

Karotenoidy se déli na dvé hlavni skupiny:
- uhlovodiky nazyvané karoteny,

- kyslikaté sloueniny odvozené od karotent, které se nazyvaji xanthofyly.*

Xanthofyly primdrné vznikaji jako produkty biochemické oxidace karotent.
Naptiklad v rajéatech jsou jako minoritni pigmenty pfitomny 1,2-epoxylykopen,
5,6-epoxylykopen, 1,2-epoxyfytoen aj. NejbéznéjSimi latkami jsou monohydroxysubstitu-

ované derivaty alicyklickych karotent nazyvané kryptoxanthiny, napt. f—kryptoxanthin.’®

Predpoklada se, ze hydroperoxidovy radikal vznikajici pfi autooxidaci lipidii neni
redukovan na hydroperoxid, ale je zachycen konjugovanym polyenovym systémem

a vznikaji tak relativné stabilni radikaly B-karotenti stabilizované rezonanci:
R-0-0 e + p-karoten —» R -0 -0 - -karoten e

Tyto radikaly se rozkladaji za odstépeni alkoxylového radikalu a stabilizuji se za vzniku
epoxidii, karbonylovych sloucenin a dalSich produkti. Za anaerobnich podminek, resp.
v pfitomnosti malého mnozstvi kysliku, kdy karoteny vykazuji vyssi antioxidacni
ucinky, reaguje f-karoten s dal$im hydroperoxylovym radikdlem na findlni polarni produk-
ty.

Pfi vys$Sim parcidlnim tlaku kysliku, napt. pifi skladovéani tuku za pfistupu vzduchu,

miize vznikat nestaly peroxylovy radikal.

f—karoten je v pfirodé nejrozsSifenéjSim provitaminem vitaminu A. V piirodnim
materidlu je obvykle doprovazen a-karotenem a malym mnozstvim y-karotenu. Molekula
p-karotenu je tvofena dvéma p-jononovymi kruhy spojenymi Ctyfmi isoprenovymi

jednotkami. Je hlavnim dietnim karotenoidem a v organismu plni dvé zékladni funkce:
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1. je prekurzorem vitaminu A (jeho molekula se v pribéhu metabolickych pochoda

muze rozstépit na dvé molekuly vitaminu A),

2. ma vyznamné antioxidacni vlastnosti, které chrani organismus pied oxidativnim

poskozenim.

Molekula p-karotenu, stejné¢ jako u ostatnich karotenoidli, vzhledem ke své konfiguraci
velmi snadno podléha cis, trans isomerizaci, all-frans izomery jsou stalejsi a v pfirozenych

systémech se vyskytuji nejéastéji.”

a -karoten

y-karoten

Dobrym zdrojem f-karotenu jsou predevSim nékteré druhy ovoce a zeleniny, ale
je obsazen 1 v zivociSnych produktech. Siroka rozmezi obsahu karotenii u tychz rostlin-
nych druhtl je zpisobena exogennimi i endogennimi vlivy, napt. odridou, zralosti, vege-

ta¢nim stadiem, slozenim ptidy apod. Doporucena denni davka pro f-karoten neni stanove-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

na, ale bézn¢ se udava doporuceni ve vysi 2 az 4 mg za den. Tato davka je nezbytna pro

dosazeni hodnoty snizujici riziko ICHS (ischemické choroby srdeéni) ("

Vyznam karotenoidl ve vyzivé je omezen jejich vstfebatelnosti z potravy a fyzio-
logickou vyuzitelnosti v organismu. Tepelné opracovani potravinovych surovin pied
konzumaci zlepSuje vyuzitelnost karotenoida v organismu, protoze se rozrusi jejich vazby
na bilkoviny nebo se disperguji jejich krystalické agregaty, rovnéz tuky ptitomné v potrave

hraji vyznamnou roli pi jejich rozpousténi a nasledné absorpci.

Byla posuzovana vyuzitelnost karotenoidi z tomatovych produktt. Bylo zjisténo,
ze neporusenost bunénych matric v Cerstvych rajatech vyznamnym zptsobem ovliviiuje
vyuzitelnost f-karotenu v organismu a rozruseni téchto vazeb homogenizaci ¢i naslednym
tepelnym zpracovanim tuto vyuZitelnost vyznamné zvysuje.'”

Stejné jako ostatni karotenoidy je f-karoten ze stievni sliznice piendSen prostied-

nictvim chylomikroni do krve, kde je transportovan pomoci lipoproteini.

Lykopen je acyklicky karotenoid, ktery je tvofen 8 isoprenovymi jednotkami
(jeho molekula ma 40 atomt uhliku a 11 linedrné sestavenych konjugovanych dvojnych
vazeb). Nepusobi jako provitamin vitaminu A, protoze jeho molekula nemd f-jononovy
kruh. Lykopen je vyznamnym antioxidantem, kterému je vénovana znacna pozornost

v souvislosti s prevenci civilizaénich onemocnéni.'”

Iykopen

Lykopen se nachazi v nemnoha potravinach. Ve vét§iné potravin se vyskytuje v all-
trans konfiguraci, cozZ je jeho termodynamicky nejstabilnéjsi forma. Vice nez 80 % lyko-
penu vstupujiciho potravou do lidského organismu pochdzi z rajskych jablicek a produkti
z nich vyrobenych. Lykopen je pomérné stabilni béhem zpracovani suroviny a pfi vafeni,
v tomatovych produktech ¢ini jeho podil az 64 % vSech karotenoidi, zatimco ostatni karo-

teny pouze 15 %.
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Byl zkouman vliv mechanické homogenizace a tepelného zpracovani se zaveérem,
ze homogenizace a uvafeni potravy pred pozitim zlepSuje vstiebatelnost a vyuzitelnost
karotenoidi vcetné lykopenu (disociace vazeb na proteiny, disperze karotenoidnich

krystalickych agregatt) a dileZitou roli hraje i pitomnost lipidi."”

Lykopen, stejn¢ jako ostatni karotenoidy, je po esterifikaci v enterocytu transporto-
van v chylomikronech cestou dictus thoracicus do krevniho feciste. Specifickym nosi¢em
lykopenu
i karotenoidu jsou lipoproteiny. cis-Isomery lykopenu jsou Iépe rozpustné v lipofilnich
roztocich
a mohou tedy byt rychleji transportovany do bunék nebo mezi tkanémi. Lykopen nevyka-
zuje provitaminovy ucinek, ale je pfedurcen byt uCinnym antioxidantem v lidském orga-

wewr

karotenoidiim pfipisovan v oblasti ochrany proti oxidativnimu poskozeni tkani.""

Zdrojem lykopenu, ktery vyznamnou mérou posiluje obranny mechanismus lidské-
ho organismu proti negativnimu pusobeni reaktivnich forem kysliku, je vyvazena strava

s dostateénym zastoupenim nosict lykopenu.”

2.2 Vitaminy

Vitaminy jsou organické nizkomolekularni slouceniny syntetizované autotrofnimi
organismy. Heterotrofni organismy je syntetizuji jen v omezené mitfe a ziskavaji je jako

exogenni latky predevsim potravou a nékteré z nich prosttednictvim stfevni mikroflory.

Vitaminy jsou v ur¢itém minimalnim mnozstvi nezbytné pro latkovou preménu a regulaci
metabolismu ¢loveéka. Nejsou zdrojem energie, ani stavebnim materidlem, ale vesmés maji
funkci jako soucast katalyzatorti biochemickych reakci a proto byvaji ¢asto oznacovany

jako exogenni esencialni biokatalyzatory.

Vitaminy jsou latky s rGznou chemickou strukturou. V potravinach se obsah vitamint
béZné udava v jednotkdch hmotnosti. Existuji také mezinarodni jednotky IU (International
Units), ve vazbé na hmotnost konkrétniho vitaminu. Vyuzivaji se hlavné ve farmacii

C oy . .o , , 4
a medicing u vitamini rozpustnych v tucich.®”
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Potieba vétSiny vitamina je pomérné nizka. MnoZzstvi potfebné k zajisténi normal-
nich fyziologickych funkci ¢loveka je vSak zavislé na mnoha faktorech jako je stafi, pohla-

vi, zdravotni stav, Zivotni styl, stravovaci zvyklosti, pracovni aktivita apod.”

Nejbéznéjsi hledisko tfidéni vitamind je podle spolecnych fyzikalnich vlastnosti,
rozpustnosti ve vod¢, tj. v polarnim prostiedi, a rozpustnosti v tucich, tj. v nepolarnim
prostiedi. Mezi hydrofilni vitaminy patii vitaminy skupiny B a vitamin C. K lipofilnim

vitaminim fadime vitaminy A, D, E, K@

Ve vodé rozpustné vitaminy nejsou zpravidla v organismu skladovany viibec nebo
jen omezen¢ a jejich prebytek je vyluCovan moci. Lipofilni vitaminy jsou skladovany
v jatrech. Pfi nedostatku, tzv. deficienci, nékterého vitaminu dochazi k hypovitaminose
(je-1i vitamin podévan v nedostatecném mnozstvi) nebo az k avitaminose, coz je piechodny
uplny nedostatek vitaminu projevujici se poruchou nékterych biochemickych procest.
Hypervitaminosa zptisobend nadmérnym piijmem lipofilnich vitamini skupiny A a skupi-

ny D rovnéz vyvola poruchy biochemickych procesti a miize vést k té€zkym onemocnénim.

Aktivita antivitamint hlavné spoc¢iva na nasledujicich zékladnich principech:

- strukturni analogy vitamina reaguji s pfisluSnymi apoenzymy, které pu-
sobi jako kompetitivni inhibitory enzym, nebo s bilkovinami, které vita-

miny transportuji,
- nékteré enzymy pireméiuji vitaminy na neucinné latky,

- nékteré latky, vétSinou bilkoviny, ale i latky nizkomolekularni, tvoii

s vitaminy nevyuzitelné komplexy.

V potravinach se vitaminy vyskytuji v promé&nném mnozstvi zpravidla od pgkg’
po stovky az tisice mgkg ' podle druhu vitaminu, druhu potraviny a zptsobu jejiho
zpracovani. Vyskytuji se jednak volné, jednak v riznych véazanych formach, obvykle
vazané na bilkoviny nebo sacharidy. Fyziologickou aktivitu zpravidla vykazuje vice latek.

Vitaminy obecné patii mezi velmi labilni slozky potravin. Béhem technologického zpraco-
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vani

i kulinarni upravy potravin dochazi u vétsiny vitamini k v&t3im & mengim ztratam.”

2.2.1 Vitamin A
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Vitamin A, puvodné nazyvany axeroftol, je nejdéle zndmym vitaminem. Podle
IUPAC

( International Union of Pure and Applied Chemistry) je doporucen nazev retinol.

Vitamin A patii do skupiny vitaminil rozpustnych v tucich, po chemické strance je to alko-
hol obsahujici ve své molekule Sesticlenny S-jononovy kruh s bo¢nim fetézcem slozenym
ze dvou isoprenoidnich jednotek. Podle poc¢tu dvojnych vazeb v SestiClenném cyklu se roz-

liSuje vitamin A, a Az.(l)

Vitamin A; — all-trans-retinol a vitamin A, — 3-dehydroretinol, ktery ma jen 40 %
ucinnosti vitaminu A;. V organismu se ¢ast retinolu méni na kyselinu retinovou, ktera se

povazuje za jeho aktivni formu.®

V potravé je vitamin A pfijimdn piimo nebo ve form¢ svého provitaminu
B-karotenu, ktery hydrolyzou ve stievé poskytne dvé molekuly retinolu. Uéinnou formou je
1 oxidaci vznikajici 11-cis-retinal, ktery je soucasti fotorecepcniho pigmentu ty€inek o¢ni

sitnice, rodopsinu. "

Vitamin A se vyskytuje pouze v zivocisnych potravinach, provitaminy, prekurzory
vitaminu A, pochézeji pirevazné z rostlinnych materialti a jsou v téle s riznym stupném

éinnosti pfemétovany na vitamin A.
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Listové zeleniny jako Spenat a zeli jsou velmi bohatym zdrojem provitaminti A,
obsahuji 10-30 mg.kg ' ekvivalentl retinolu, prevazné ve formé f-karotenu. Retinoidy
tvofi asi 25% zcelkového mnozstvi pfitomnych karotenoidnich pigmenti. Klasickym

zdrojem p-karotenu je mrkev (karotka) obsahujici kolem 20 mg.kg™" retinolu.”

Vyzivova doporutend davka pro pramémého obyvatele CR &ini v sou¢asnosti
859 pg vitaminu A na den. V CR je pro t&hotné a kojici matky doporudeny piijem
1200 resp. 1600 pg retinolu na den, pro déti do tii let 400 pug na den, pro déti mezi
4. a 6. rokem se davka zvySuje na 500 pg retinolu na den, pro sedmi az desetileté na 700
ug na den, pro starsi je doporucovan piijem jako pro dospélé. Nejvyssi tolerovatelnd hrani-

ce UL (Untolerable Limit) piijmu retinolu &ini 3000 pg pro muze a zeny.'”

Retinol 1 karotenoidy se vstiebavaji v tenkém stieveé, pifiCemz karotenoidy
se vstiebavaji jen z ¢asti. Samotné karotenoidy se konvertuji na retinol ve stfevni sténé
a Kupferovych bunkéach jater za pomoci enzymu karotenasy. Z molekuly p-karotenu
po rozlozeni ve stfevni sliznici vznikaji dvé molekuly retinolu pfi tzv. symetrickém Stépe-
ni, ale bylo zjiS§téno, Ze u savcl za siln¢ oxida¢nich podminek a pti vysokych davkach
f-karotenu muze dochézet i ke $t€peni asymetrickému, které poskytuje oxidacni produkty
apokarotenaly, u nichZ bylo prokdzano toxické puisobeni. Uéinnost premény klesa
s rostouci davkou, proto ani pfi vysokém piijmu S-karotenu otrava vitaminem A nehrozi.
Existuji 1 dals$i méné vyznamné provitaminy (a-karoten, y-karoten, pS-kryptoxanthin),

z jejichz molekuly vznika pouze jedna molekula vitaminu A.

2.2.2 Vitamin C
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kyselina L-askorbova a L-dehydroaskorbova
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Vitamin C je esencialni, ve vod¢é rozpustny mikronutrient. Pfi normalni funkci
organismu je nezbytny pro fadu biochemickych dé&ji. Lidé musi tento vitamin pfijimat
v potraveé, zejména v ovoci a zelening, protoze ztratili schopnost tento vitamin syntetizo-

vat.

Za vitamin C je povazovan reverzibilni oxida¢né-redukeni systém, ktery je charak-
terizovan ptenosem dvou elektroni a ktery tvoifi kyselina L-askorbova
(y-lakton-2-oxo-L(-)-gulonové kyseliny), jeji monoanion askorbat, dale kyselina
semihydro-L-askorbova (jakozto meziprodukt ve formé volného radikdlu a kyselina
L-dehydroaskorbova (y-lakton-2,3-dioxo-L(+)-gulonové kyseliny). Pienos elektront je
reverzibilni, dokud neni porusena kruhova struktura kyseliny L-dehydroaskorbové. Kdyz
dojde k jejimu rozstépeni, vznikd kyselina 2,3-dioxo-L-gulonova a aktivita vitaminu C

zanik4.\V

Vitamin C se nachazi téméf ve vSech zivych organismech, nejvice ho obsahuje Cer-

, . . . r 1
stva zelenina a ovoce, zejména citrusové plody."

Vitamin C se snadno nici pii skladovani, pfi povatreni a pti dalSich kulinafskych
upravach, protoze L-kyselina askorbova tak prechazi na kyselinu L-dehydroaskorbovou,
ktera pomérné snadno otevira laktonovy kruh, coz mé za nésledek ztratu biologické aktivi-

ty. Rozklad vitaminu C urychluji i enzymy a stopy kovl z nafadi a nadobi, takze ztraty

ey e

Kyselina L-askorbova mé diky svym vlastnostem $iroké pouziti jako potravinaiské
aditivum predevSim v konzervarenské a kvasné technologii, v technologii masa, tukl
a cerealii. Jako antioxidant se pouziva také ve vod¢ rozpustna stl kyseliny L-askorbové
askorbat sodny a lipofilni 6-palmitoyl-L-askorbova kyselina, ktera soucasné inhibuje

tvorbu nitrosamind v nakladaném mase a masnych V)’/robcich.(4)

Funkce vitaminu C v lidském organismu je vysoce dulezita pro lidské zdravi. Zaso-
by vitaminu C jsou v lidském organismu rozloZeny nerovnomérné v jednotlivych tkénich,
pricemz vysokou koncentraci vitaminu C maji pfedevsim tkané s vysokym metabolickym
obratem. Klinické ptiznaky nedostatku se projevuji, kdyz se celkova télova zasoba vitami-
nu C snizi pod 300 mg. Pozadavek na piijem vitaminu C se zvySuje pfi extrémni télesné
zatézi, trvalém psychickém stresu, abuzu drog a alkoholu, u nékterych nemoci a infekei a

pii enviromentalni zatézi. U kuiaka dochazi ke snizené absorpci a zvySenému obratu vita-
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minu C, takze doporuéeny piijem pro né byl zvysen o 50 %. V Ceské republice je doporu-
ceny prijem vitaminu C pro muze
1 zeny v produktivnim véku 75 mg vitaminu C na den. Doporu€ena vyzivova davka pro

primérného obyvatele &ini 78,8 mg na den.”

Vitamin C je pro ¢lovéka esencidlnim nutricnim faktorem a jeho koncentrace ve
vnitinim prostiedi lidského organismu je plné zavisla na peroralnim pfijmu. Absorpce ky-
seliny
L-askorbové v horni ¢4sti tenkého stieva, jeji pfenos placentou, jeji renalni tubularni reab-
sorpce a jeji akumulace v télovych buiikach jsou zajistovany aktivnim transportnim proce-
sem. Druhy mechanismus pro akumulaci vitaminu C v tkanich spoc¢iva v transportu kyseli-
ny
L-dehydroaskorbové, ktera je ihned po dosazeni cile redukovana, v mnoha tkénich primar-
n¢ thioltransferasou. Tento transport je desetkrat rychlejsi nez transport kyseliny L-

askorbové, ale je kvantitativné limitovan.

Dlouhodoby nedostatecny piijem vitaminu C potravou vyvola u déti Moellerovu-
Barlowovu nemoc, u dospélych pak kurdéje. Mnozstvi vitaminu C nutné pro prevenci
kurdgji je nizké, lehce dosaZitelné pouhou konzumaci &erstvého ovoce a zeleniny. Cini

pouze 10 mg na den.!

Vitamin C se podili na mnoha hydroxylac¢nich reakcich probihajicich v organismu.
Dale se ucastni biosyntézy mukopolysacharidl, prostaglandint, absorpce iontovych forem
7eleza, jeho transportu, stimuluje transport vodnych, chloridovych a ziejmé i Ca*" iontd,
uplatiiuje se

v metabolismu cholesterolu, drog a v fadé dalsich reakei.”

Vitamin C je dulezity ve vodé rozpustny antioxidant pisobici v biologickych
tkanich, kde snadno vychytavé reaktivni kyslikaté a dusikaté radikaly, a tim efektivné
chrani ostatni substraty pfed oxidativnim poskozenim. Oxida¢ni u¢inek askorbatu spociva
v tom, ze redukuje anorganické i organické radikaly. Pasobi rovnéz jako kooxidant pii
regeneraci a-tokoferolu, kdyz pfi eliminaci radikalti rozpustnych v tuku vznikaji tokofero-
xylové radikaly, pficemz se méni na askorbylovy radikal. Tato jeho funkce je potencidlné

velmi diilezitd, nebot’ tak zabranuje prooxidacnimu plisobeni a-tokoferolu.
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Vitamin C je povazovan za idedlni antioxidant, protoze ob¢ jeho formy, askorbyl
1 askorbylovy radikal, maji nizky jednoelektronovy redukéni potencial. Dalsi jeho vyhoda
spociva ve stabilité a nizké reaktivité askorbylového radikalu, ktery vznika pti vychytavani
kyslikovych a dusikatych radikald. Vitamin C stimuluje obranyschopnost organismu,
askorbat zvysSuje aktivitu fagocytii a chrani jejich membrany piedoxida¢nim poskozenim,

zvysuje hladinu protilatek a interferonu.

Kyselina L-askorbova i jeji isomery a derivaty mohou reagovat s volnymi radikaly,
které zplisobuji oxidaci lipidi a dal$ich oxylabilnich slozek potravin. Brzdi tak fetézovou
antioxidacni reakci a U¢inné plsobi jako antioxidanty. Reakce kyseliny L-askorbové
s peroxylovym radikdlem mastné kyseliny (R-O-Oe), ptipadné s alkoxylovym radikalem

(ROe) l1ze schematicky zndzornit rovnici:
H,A + R-O-0Oe —> HA e + R-0-0OH,
kde R-O-OH je hydroperoxid mastné kyseliny.

Vznikly askorbylradikal jiz neni schopen vyvolat dalsi fetézovou reakci a disproporcionuje

na kyselinu L-askorbovou a L-dehydroaskorbovou.

Kyselina L-askorbova je obecné ucinngjSim antioxidantem pouzije-li se v kombinaci
s tokoferoly. Ty potom piednostn¢ reaguji s volnymi radikaly lipidi. Vzniklé radikaly to-
koferolil jsou na fazovém rozhrani tuk-voda redukovany zpét na tokoferoly kyselinou L-
askorbovou. Kyselina
L-askorbové reaguje podobn¢ také s toxickymi formami kysliku jako je hydroxylovy radi-
kal, anion superoxidového radikalu a singletovy kyslik. VSechny tyto reakce tak soucasné

zpomaluji oxidaci lipidi.¥

2.2.3 Vitamin E

Vitamin E patii do skupiny lipofilnich vitamini. Je odvozeny od tokolu a tokotrie-
nolu. Z rostlinnych materiali bylo izolovano osm derivatu tokolu a tokotrienolu, které
projevovaly u¢inky vitaminu E a tvofi zaroven jeho strukturni skelet. Z nich nejvyznam-
néjsi je
a-tokoferol, dale B-tokoferol a y-tokoferol, které vSak maji jen 40 % biologickou aktivitu
a-tokoferolu. Tokoferoly patii mezi vyznamné antioxidanty a zabranuji destruktivnimu

neenzymovému pusobeni molekularniho kysliku na dvojné vazby nenasycenych mastnych
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kyselin vazanych v tkanovych lipidech. Antioxida¢ni schopnost tokoferoli vyplyva z je-
jich snadné oxidace za vzniku tokoferylchinonl v jatrech, které mohou byt redukovany
na tokoferylhydrochinony. Z nich potom cyklizaci vznikaji opét tokoferoly. Tokoferoly
vytvareji v organismu dulezitou oxida¢né redukéni soustavu. V krevnim fecisti je vitamin
E transportovan asociovany s lipidovou fazi LDL (Low Density Lipoprotein). Absorpce
vitaminu E probihd v tenkém stfevé a jeho Uc€innost vstiebavani zavisi na povaze tuku,
ktery je snim soucasn¢ vstfebavan. Tokoferoly jsou v pfirodé¢ rozSifeny zejména
v rostlinnych olejich, ofechéch, z zivoc¢isnych produkti jsou to vejce, maso, jatra. Obzvlas-
t¢ bohaty na vitamin E je olej slunecnicovy, fepkovy a olej z obilnych klicka. Potieba
vitaminu E pro organismus je zavisla na pfijmu nenasycenych mastnych kyselin potravou.
Obecné se doporucuje, pii primémém dennim piijmu do 20 g polyenovych mastnych

kyselin, davka 15 mg vitaminu E.'
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3 ZMENY BILOGICKY AKTIVNICH LATEK V PRUBEHU ZRANI
A ZPRACOVANI RAJCAT

Rajcata obsahuji mnoho esencialnich zivin, hlavné vitaminy A, C, E, folaty a rizné

biogenni prvky. Jsou také dobrym zdrojem karotenoidii.®

Béhem zrani méni rajcata barvu ze zelené pres oranzovou do jasné cervené. Rajcata
a vyrobky z raj¢at obsahuji lykopen a f-karoten. f-karoten je karotenoid, ktery je schopen
se pfeméiovat na retinol 1épe nez jiné karotenoidy. f-karoten a lykopen jsou esencialni
slozky. Lykopen je hlavni karotenoid vyskytujici se v rajcatech a vyrobcich z rajcat,
zabranuje oxidaci LDL cholesterolu a snizuje riziko rozvoje ateroskler6zy a kardiovasku-
larnich onemocnéni. Lykopen je dvakrat G¢inn€jsi antioxidant nez f-karoten a desetkrat
ucinngjsi nez vitamin E.

Ochranného ucinku lykopenu lze dosdhnout pitim dvou sklenic rajcatové stavy
denné. Vyzkumy ukazuji, Ze lykopen z raj¢at mize byt efektivnéji vyuzit pokud je poda-
van ve zpracovanych vyrobcich, jako jsou rajcatova stava, omacka, pasta nebo kecup. Vy-

uzitelnost lykopenu se zvysuje ptisobenim vyssich teplot pti zpracovani.”’
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4 METODY STANOVENI BIOLOGICKY AKTIVNICH LATEK
V RAJCATECH

4.1 Prirodni antioxidanty

Ke stanoveni antioxidantl v potravinarstvi je zapottebi nejprve vhodnym zplisobem
antioxidanty izolovat, nejCastéji selektivni extrakei. K vlastnimu stanoveni se nejcastéji
vyuzivd ruznych chromatografickych technik, naptf. dvourozmérmné tenkovrstvé
chromatografie, plynové chromatografie, nebo vysokoucéinné kapalinové chromatografie
HPLC (High Performance Liquid Chromatography), kombinovanych né¢kdy se spektrofo-

tometrickym stanovenim.®

Ptirozen¢ se vyskytujici antioxidanty se stanovuji metodou RP-HPLC s UV-VIS
nebo ECD detektorem. Kulometrickd detekce poskytuje vysokou selektivitu a citlivost

s detekei v pg. 1.0V

4.2 Vitamin A a vitamin E

Vitaminy rozpustné v tucich se stanovuji metodou HPLC s elektrochemickou de-
tekci. Elektrochemické detekce zajisti citlivost i na nizkd mnozZstvi stanovovanych latek.
Pouzivaji se mobilni faze obsahujici methanol a octan amonny v poméru 90:10, nebo
methanol, 1-propanol
a octan amonny v poméru 78:20:2. Rychlost priitoku kolonou je 0,8 ml za minutu, teplota

stanoveni 37°C a promyvacim rozpoustédlem je 2-pr0pan01.(20)

Také 1ze pouzit stanoveni s pouzitim mobilnich fazi obsahujicich kyanid methylna-
ty ve smési s vodou nebo s 1-propanolem s piidavkem kyseliny chloristé a chloristanu sod-

ného. Rychlost priitoku v koloné je 1,5 ml za minutu a teplota stanoveni je 32°C.""

4.3 Vitamin C

Ke stanoveni kyseliny L-askorbové a L-dehydroaskorbové se pouziva velké mnozstvi me-

tod, které Ize rozdé€lit do n¢kolika skupin:
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1. stanoveni kyseliny askorbové titracnimi metodami,

2. spektrofotometrické metody,
3. polarografické metody,
4. chromatografické metody.

4.3.1 Titrac¢ni stanoveni kyseliny L-askorbové

Kyselina L-askorbova se v kyselém prostiedi oxiduje 2,6—dichlorfenolindofenolem
na kyselinu L-dehydroaskorbovou; 2,6—dichlorfenolindofenol se redukuje na bezbarvou
bazi. Jako oxidac¢ni Cinidlo nalezl nejvétsi uplatnéni 2,6-dichlorfenolindofenol. Tyto meto-
dy vsak nejsou specifické a jsou ruSeny piitomnosti latek schopnych za danych experimen-
talnich podminek oxidace. Nékteré z nich je mozné eliminovat napiiklad tvorbou konden-

zacnich produktii s formaldehydem.

Metoda je vhodna pro vétSinu potravinaiskych vyrobkl. Neni vSak specificka
a je rusena predevSim latkami obsahujicimi thiolové skupiny a reduktony. Jsou-li ve vzor-
ku ptitomny ve vyssi koncentraci, je nutno pracovat podle specialniho pracovniho postupu.
Titracni metoda je velmi rychld a vhodnad ptfedev§im pro sledovani ubytku kyseliny

L-askorbové b&hem technologického procesu.'?

4.3.2 Spektrofotometrické stanoveni kyseliny L-askorbové

Stanoveni je zalozeno na méfeni ubytku absorbance modrého zbarveni
2,6—dichlorfenolindofenolu po reakci s kyselinou L-askorbovou v prostfedi benzenu. Také
lze pouzit méfeni nékterych barevnych produkta, které poskytuje kyselina
L-askorbovéa naptiklad s diazotovanym 4-methoxy—2—nitroanilinem, nebo na stanoveni
barevného produktu, ktery poskytuje kyselina L-dehydroaskorbova wvznikld oxidaci
bromem z kyseliny L-askorbové s 2,4—dinitrofenylhydrazinem. Tento postup neni
specificky a je nutné jej kombinovat s chromatografickym ¢isténim piislusnych hydrazont.

Metoda se pouziva hlavn& u zbarvenych roztoki vzorki.?

4.3.3 Chromatografické stanoveni kyseliny L-askorbové

Metody chromatografického stanoveni jsou zalozené na oddéleni interferujicich

slozek nékterou chromatografickou technikou a na stanoveni kyseliny L-askorbové
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z velikosti plochy skvrn na chromatogramu nebo na jejim stanoveni titraéni metodou
po eluci. Volba vhodné metody se fidi typem analyzovaného materidlu a pozadavkem na
piesnost stanoveni. Pro nékteré srovnavaci pokusy je postacujici i nespecificka titracni
metoda.

Kyselina L-askorbova se oddéli chromatografiii na papife od ostatnich rusivych latek,
skvrny se vyeluuji a kyselina L-askorbové se stanovi kolorimetricky z tibytku absorbance

modrého zbarveni 2,6—dichlofenolindofenolu.

Metodu Ize pouzit jen pro takovy material, ze kterého lze ziskat extrakt obsahujici
5 az 20 pg kyseliny askorbové v 10 az 100 pl. Metodu lze pouzit pro analyzu vzorka
s vysokym obsahem interferujicich latek, je viak ¢asové velmi naroéna.
4.3.4 Chromatografické déleni a stanoveni vitaminu C ve formé

bis—2,4—dinitrofenylhydrazonu

Kyselina L-askorbova reaguje po oxidaci bromem s 2,4—dinitrofenylhydrazinem za
tvorby bis—2,4—dinitrofenylhydrazonu. Od ostatnich derivata, které rusi piimé
spektrofotometrické stanoveni se hydrazon kyseliny L-dehydroaskorbové oddéli
tenkovrstvou chromatografii na vrstvé silikagelu, vyeluuje se a stanovi spektrofotometric-

ky.

Metodu Ize pouzit pro vSechny druhy potravin neobsahujici vyssi mnozstvi jinych
karbonylovych latek poskytujicich hydrazony, jinak neni chromatografické déleni ostré.

Nevyhodou tohoto postupu je pomérné znaéné asova naroénost.

4.3.5 Stanoveni pfimou metodou HPLC/UV-VIS nebo HPLC/ECD

Vysokoucinna kapalinova chromatografie je separacni metoda, ktera se vyuziva
k rozdélovani smési a naslednému stanovovani jednotlivych slozek smési vhodnou
metodou. Tato metoda mé velmi Siroké pouziti, vyznacuje se rychlosti a vysokou citlivosti.
HPLC se tfadi do sloupcové chromatografie. Sloupec obsahuje stacionarni cast, ktera
je spojena s vhodnou matrici a je umisténa do kovové kolony, a pohyblivou cast, ktera

prochazi kolonou. Priichod mobilni faze neni samovolny, je nutno pouzit Cerpadla. {13)
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V kapalinové chromatografii se vyuzivaji Ctyfi systémy podle pievazujiciho me-

chanismu separace:
- kapalinové adsorp¢ni chromatografie (LSC, liquid-solid chromatography),
- kapalinova rozdélovaci chromatografie ( LLC, liquid-liquid chromatography),
- gelova permeacni chromatografie (GPC, gel permeation chromatography),
- iontoveé vyménna chromatografie (IEC, ion exclution chromatography).

Ve vysokouc¢inné kapalinové chromatografii plnime sklenénou trubici délky asi
0,5 m a priméru asi 2 cm zrnitym sorbentem, jakym je napiiklad oxid hlinity. Na horni
vrstvu naplné davkujeme malé mnozstvi vzorku a pak ptiddvame mobilni kapalnou fazi.

Pro analytické ugely se pouZivaji kolony o délce 5 az 30 cm. '®

Kapalinovy chromatograf mize obsahovat zadsobniky na vice kapalin a je mozné
naprogramovat zafizeni pro fizeni zmén ve sloZeni vysledné mobilni faze. Zlstava-li
slozeni mobilni faze stalé, hovotfime o isokratické eluci. Kapalina se do kolony Cerpa
pistovymi nebo membranovymi Cerpadly. Obvykle pracuji dvé Cerpadla tak, aby na sebe
navazovaly faze vytlaku a faze sani. Kolony pouzivdme pouze néapliiové. Jsou ze silného
borosilikatového skla pro nizsi tlaky nebo z nerezavéjici oceli pro tlaky vysoké (kolem

50 MPa). '®

4.4 Karotenoidy

Pro jejich stanoveni se vyuziva jejich barevnosti, po chromatografickém rozdéleni
se stanovi spektrofotomericky. Pokud se nesleduji fyziologicky vyznamné derivaty, lze je

stanovit pouze mé&fenim absorbance pii vlnové délce 450 nm.?

K izolaci karotenoidnich barviv z rostlinnych zelenych materiali slouzi bud’ ptima
extrakce acetonem, nebo extrakce diethyletherem po zmydelnéni alkalickym hydroxidem.
Timto zpisobem se ze vzorku odstrani pfitomné tuky, které by ve vétSin€ ptipadt mély pii
stanoveni karotenoidl, resp. jejich blizsi identifikaci, rusivy vliv. Pokud jde o stanoveni
jednotlivych karotenoidnich barviv je nutné smés karotenoidii po extrakei rozdelit nékterou

z vhodnych délicich technik. Pro praktické ucely nalezla uplatnéni pfedevsim kapalinova
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chromatografie na oxidu hlinitém
a hotecnatém. K identifikaci Ize rovnéz pouzit Ry (retencni faktor) po rozdéleni na papite
s obracenymi fazemi nebo na tenké vrstvé a po eluci rozdélenych latek a spektrofotomet-

rické charakterizaci.?)

Pro analyzu se karotenoidy z riznych materidlii ziskdvaji extrakéni metodou. Nej-

vhodn&jsimi extrak&nimi &inidly jsou ethanol a hexan.""

4.4.1 Stanoveni karotenoidnich barviv

Karotenoidni barviva se ze vzorkl extrahuji organickym rozpoustédlem a chroma-
tograficky déli na sloupci oxidu hlinitého a oxidu hofe¢natého. Odd¢lend barviva se stano-
vi spektrofotometricky.

Metoda je vhodnd pro stanoveni karotenoidnich barviv v obili, téstovinach,

suSenych rajéatovych polévkach, syrech, krmivech a jinych materialech.®

4.4.2 p-karoten

Krystaluje z methanolu v tmavé fialovych Sesterecnych hranolcich, z petroletheru

krystaluje ve fialovych destigkach kovového lesku. Bod tani ma 182—184°C.

4.4.3 Spektrofotometrické stanoveni karotenu

Zlutavé zbarveny petroletherovy extrakt vzorku se ¢isti chromatograficky na sloup-
ci oxidu hlinitého; karoteny se po eluci stanovi spektrofotometricky pii vinové délce 450
nm. U materialt s vy$§im obsahem tukt se karoteny extrahuji az po zmydelnéni.

Metodu Ize pouzit pro vSechny druhy potravinafskych surovin i potravin. Pouze

zptisoby &isténi mohou byt v jednotlivych piipadech rozdilné."

4.4.4 Stanoveni retinolu a f—karotenu kapalinovou chromatografii

Retinol a p—karoten se izoluji ze vzorku nejcastéji po zmydelnéni extraktu
n—hexanem, d¢€li se na sloupci oxidu hlinitého s obsahem 5 % vody a stanovi se spektrofo-
tometricky. Taktéz lze poufit extrakci retinolu a f — karotenu pomoci n— hexanu

a methanolu. Rozpusténé vzorky v methanolu lze aplikovat na kolonu za pouziti methanolu
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jako imobilni faze. Pokud se pouzije UV/VIS detektor, pak tyto latky maji absorbanci pti
450 nm.

Metoda je vhodna pro vSechny druhy potravin obsahujici vys$§i mnozstvi retinolu
a f—karotenu. Ve srovnani s klasickymi metodami je zna¢né rychld. Déleni lze provadét

automaticky za pouziti vhodného zafizeni pro kapalinovou chromatografii.'®

4.5 Chlorofyly

Ke stanoveni celkového obsahu chlorofylu se pouziva spektrofotometrickych
metod. Pro odliSeni chlorofyli se vyuZzivd odliSné absorpce téchto latek v riznych

rozpoustédlech.?

Chlorofyly lze stanovit po extrakci acetonem, zméfenim absorbance pii vlnovych
délkach 663 nm a 645 nm oproti acetonu jako blanku. Mnozstvi chlorofylti se vypocte
podle vztahti, zvlast’ pro chlorofyl a i pro chlorofyl b, nebo Ize vypocitat celkovou koncen-

traci obou barviv.!”
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ZAVER

Rajce jedl¢ je zdrojem mnoha biologicky aktivnich latek. Mezi né¢ se fadi piede-
v§im vitaminy, dale f—karoten a lykopen. Z vitaminll jsou obsaZeny retinol (vitamin A),
tokoferol
( vitamin E) a kyselina L-askorbova (vitamin C). VétSina biologicky aktivnich latek se fadi
zaroven mezi antioxidanty. Takto se oznacuji vSechny latky, které jsou schopny svou pfi-
tomnosti zpomalovat autooxidacni reakce. f—karoten a lykopen se zatazuji do skupiny ka-
rotenoidl. Jsou to latky barevné. Za svoji barevnost vdéci fetézci konjugovanych dvojnych
vazeb, které se vyskytuji v n€kolika zakladnich strukturach. Karotenoidy jsou nepostrada-

telnymi latkami podmifiujicimi schopnost jak cernobilého, tak barevného vidéni.

Nejdulezitéjsi casti této prace bylo posouzeni jednotlivych metod stanoveni biolo-

gicky aktivnich latek. Ke stanoveni téchto latek se vyuziva mnoho raznych metod.

Ke stanoveni kyseliny L-askorbové a L-dehydroaskorbové 1ze pouzit metody che-
mické (titracni), spektrofotomerické, chromatografické a polarografické. Titraéni metoda
je zaloZena na oxidaci kyseliny L-askorbové na kyselinu L-dehydroskorbovou v kyselém
prostiedi. Jako ¢inidlo se pouziva 2,6-dichlorfenolindofenol. Tato metoda je velmi rychla a
pouziva se ptredevsim pro sledovani ubytku kyseliny L-askorbové béhem technologického
procesu. Spektrofotometrické metody jsou zaloZeny na métfeni ubytku absorbance barev-
nych produktd kyseliny L-askorbové. Tyto metody jsou vhodné pro barevné vzorky. Pola-
rografické metody vyuzivaji ke stanoveni kyseliny L-askorbové jeji oxidace na rtutové
kapkové elektrodé. Dnes se jiz témét nepouzivaji. Chromatografické metody jsou zalozeny
na odd¢leni interferujicich slozek ze vzorku pouzitim nékteré chromatografické techniky.
Nasleduje stanoveni kyseliny L-askorbové z velikosti plochy skvrn ana chromatogramu

nebo jeji stanoveni titracni metodou po eluci.

f—karoten a chlorofyly Ize stanovi spektrofotomericky. Nejcastéji se ovSem pouzi-
va,
u vSech biologicky aktivnich latek, stanoveni chromatografické. Nejbéznéjsi je pouziti
metody kapalinové chromatografie HPLC s naslednym spektrofotometrickym stanovenim

zkoumanych latek. Tato metoda ma velmi Siroké pouziti, je rychla a velmi citliva.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ECD Electrochemical detection, elektrochemicka detekce
GPC Gel Permeation Chromatography, gelova permeacni chromatogarfie

HPLC High Performance Liquid Chromatography, vysokoucinnd kapalinova

chromatografie
IEC Ion Exclution Chromatography, iontové vyménna chromatografie
ICHS Ischemicka choroba srde¢ni
IU International Units, mezinarodni jednotky
IUPAC  International Union of Pure and Applied Chemistry, Mezinarodni unie pro

¢istou a uzitou chemii

LDL Low Density Lipoprotein, lipoprotein s nizkou hustotou
LLC Liquid-Liquid Chromatography, kapalinova rozdélovaci chromatografie
LSC Liquid-Solid Chromatography, kapalinova adsorp¢ni chromatografie

RP-HPLC Reversed Phase-High Performance Liquid Chromatography, vysokou¢inna
kapalinova chromatografie s obracenou fazi
UL Untolerable Limit, nejvyssi piipustna mez

UV-VIS  Ultraviolet-Visible, ultrafialova a viditelna oblast svétla



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 41
SEZNAM OBRAZKU
Obr. 1. RajCe Jedlé ..........ccooooiiiiiiiiiii et 10
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SEZNAM TABULEK

Tab. 3. Hniloby rajc¢at
Tab. 4. Choroby rajcat
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SEZNAM PRILOH
PRILOHA PI: Rajée kefickovité
PRILOHA P II: Rajée jedlé
PRILOHA P III: Druhy rajéat
PRILOHA P IV: Skidci rajéat

PRILOHA P V: Virézy rajéat
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PRILOHA P I: RAJCE KERICKOVITE

Obr. 2. Rajce kerickové-tiesiiovité
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Obr. 3. Rajce keiickové-vejcovité



PRILOHA PII: RAJCE JEDLE

Obr. 5. Rostlina rajcete



PRILOHA P III: DRUHY RAJCAT

Tab. 1. Piehled druhii rajcat

Forma plodu rajcete Druh rajcete Popis druhu rajcete
« sladka, 2,5 cm velké plody,
»Sweet 100 velké trsy rajcat
] jasné ¢ervena, pravidelné
TRESNOVITA »wEvita® velké plody, vynikajici chut,
robustni
. « zlatozluta, asi 2 cm velké
»Mirabell plody, roste kaskadovité
_Roma¢ raj’(“ie se silnoulslllllp(liioy ah ’
VEJCOVITA malo semeny, lahodna chut

»San Marzano*

velké, podlouhlé plody,
choulostiva

HMartina“

jasné cervena, pevné plody,
nepraskaji, vzrostld a zdrava

»Zlata kralovna®

zlatozluté pevné plody, vel-
mi bohatd odrtida na vynosy

STREDNE VELKA
,»Ohen Harzu“

polozelené rajce, velmi
osvédEend a zdrava odriida

»Balkonstar

ketovité rajCe, stejnomerné
velké, svétlé plody, robustni

»Master

velké, kulaté plody, mohutny
zdravy vzrist

MASITA ,Beefmaster

velké stavnaté plody, se sil-
nou slupkou, plody az do 1
kg, odolné proti napadeni
plisni, robustni

sSupermarmande*

zplostélé, trochu zebrovité
plody, visi v hroznech, odol-
né proti chorobdm




PRILOHA PIV: SKUDCI RAJCAT

Tab. 2. Skivdci rajéat

Skiidci rajéat

Uc¢inek Skudce

VInovnik

Vysava st'avu z lodyh, listii a plodi rajcat

Krtonozka obecna

Nejvice poskozuje sadbu a rané zeleniny ve
sklenicich, kde se zivi kofinky mladych rost-
lin. Pfekusuje kofinky a stonky rostlin.

MsSice broskvonova

Zivi se st'avou rostlin, vyvolava zkadeteni
listl, zbrzdéni rlstu a pii silném napadeni i
odumirani celych rostlin.

Dratovci

Podhryzévaji nebo prekusuji podzemni Casti
stonki rostlin.

Potemnici a jejich larvy

Vykusuji na kli¢nich rostlinach a mladych
vysazenych sazenicich délozni listy i mladé
pravé listy, prekusuji stonky u kofenového
krcku.

Molice sklenikova

Larvy vysavaji z listovych pletiv stavu, na-
padené listy se zkrucuji.

Trasnénka sklenikova

Vysavaji Stavu z listl,, poskozené listy
zloutnou a usychaji.

Sviluska chmelova

Svilusky propichuji pokozku na rubu listu a
zivi se rostlinnou $§tavou. PoSkozené listy
usychaji

a odumiraji, rostliny zaostavaji v rastu a
piedcasné ukoncuji vegetaci.

Korenova had’atka

Zivi se pletivy v kofenech rostlin, vytvaieji
nadorky, tzv. halky.




PRILOHA PV: VIROZY RAJCAT

Tab. 5. Virozy rajcat

Virozy rajcete

U¢inek virézy

Nekroticka prouzkovitost

Na stoncich, fapicich listli a stopkéach plodii
se tvoii prerusované, skoricoveé hnédocerve-
né carky a prouzky. Na listech se choroba
projevuje tmavymi nekrotickymi skvrnami.
Piivodcem choroby je virus mozaiky tabaku.

Mozaika

Napadené listy se stdvaji mozaikovitymi,
tmave zelené partie se stiidaji se zlutozele-
nymi. Na plodech se objevuje ve formé stii-

dajicich se ¢ervenych a svétle zelenych
skvrn.

Hniloba plodi

Na vrcholu plodt se tvoti velka, zelena,
vodnata skvrna, ktera tmavne a vrcholek
plodu se zplost'uje, tvrdne a stava se zvras-
nénym.




