Biologicky aktivni latky brokolice a jejich stanoveni

Marie Bacakova

Bakalarska prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2006 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka

Ustav potravinaiského inzenyrstvi a chemie
akademicky rok: 2005/2006

ZADANI BAKALARSKE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pifjmeni: Marie BACAKOVA
Studijnf program: B 2901 Chemie a technologie potravin

Studijni obor: Chemie a technologie potravin

Téma préce: Biologicky aktivni latky brokolice a jejich stanoveni

Zasady pro vypracovani:

. Fyziologicky popis rostliny

. Princip kapalinové chromatografie

. Biologicky aktivni latky v brokolici

. Chromatografické metody pro stanoveni vitamini pfitomnych v brokolici

. Zavér prace + pfilohy



Rozsah prace:
Rozsah pfiloh:

Forma zpracovani bakalafské prace:  tisténa

Seznam odborné literatury:

dle doporuéeni vedouciho BP

Vedouci bakalaiské prace: Ing. Daniela Kramafova, Ph.D.
Ustav potravindiského inzenyrstvi a chemie

Datum zadani bakalaiské prace: 10. fijna 2005
Termin odevzdani bakalaiské prace: 31, kvétna 2006

Ve Zling dne 20. dubna 2006

I _,.-/ /r/ic
e Vi
prof. Ihg.[gnac Hoza, CSc. prof. Ing. Ignac Hoza, CSc.
dékan Feditel vstavu




ABSTRAKT

Tato prace je zamétena na ziskani komplexnich informaci o brokolici (Brassica oleracea
convar. ltalica). Brokolice je zelenina patfici do Celedi brukvovitych a obsahuje fadu
C,A,E, kyselina listova, karotenoidy, glukosinolaty a flavonoidy. Tyto latky maji pozitivni
vliv na lidské zdravi a nékteré z nich maji i antioxidacni ucinky. Védecké poznatky
prokézaly, ze brokolice obsahuje latky, které chrani pfed vznikem rakoviny. Tim se
brokolice fadi mezi velmi zdravé zeleniny. Prace déale pojednava o stanovovani téchto

latek pomoci metody HPCL (Vysocetc¢inna kapalinova chromatografie).

Klicova slova: brokolice, antioxidanty, vitamin C, kyselina listova, glukosinolaty,

sulforafan, karotenoidy, flavonoidy, HPCL

ABSTRACT

This thesis is focused on obtaining complete information about broccoli (Brassica
oleracea convar. Italica). Broccoli is one of the Brassicae vegetable and it contains a lot of
biological active substances. The most important are B vitamins as well as vitamin C, A, E,
folic acid, caroteniods, glucosinolates and flavonoids. This substances have a great benefit
for human health and some of them shows out an antioxidant activities. Scientific
reasearch have proved that some compounds in broccoli protects human body against the
cancer. That’s the reason why broccoli is taken as very healthy vegetable. Next part of this
studies is intented on substances determination by HPCL (High Performance Liquid

Chromatografy).

Keywords: broccoli, antioxidants, ascorbic acid, folic acid, glucosinolates, sulpforafan,

carotenoids, flavonoids, HPCL
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UvVOoD

Konzumace zeleniny se v Ceské Republice od konce 80. let vyrazné zvysuje. Je to déno
rozSitenim nabidky sortimentu a také zménou stravovacich zvyklosti obyvatelstva. Tento
vyvoj je velmi pozitivni avSak pofad jesté v konzumaci zeleniny zaostavame za vyspélymi
zemémi. Odbornici doporucuji konzumovat az 600 g ovoce a zeleniny denné. Nejvhodnéjsi
je konzumace ve formé zeleninovych salati. Tim je zarucen dostate¢ny a riznorody piijem
zeleniny béhem dne. Zelenina obsahuje mnoho vitaminl rozpustnych v tucich, proto je

vhodné pfidavat do salati ole;j.

Bereme-li v tivahu dalsi nedostatky ve vyzivé obyvatelstva Ceské Republiky, je nutno
poukdzat predev§im na nadmérny pfijem sacharidi, nedostate¢ny pfijem vldkniny
a nedostatek vitaminu C. Nadbyte¢ny piijem sacharidi je zptlisoben jejich nevhodnou
skladbou. Je konzumovano pftili§ mnoho jednoduchych sacharidi a malo stravy obsahujici
nerozpustnou vldkninu. Spotieba vitaminu C u pramémého obyvatele Ceské Republiky
¢ini pouze 80 % doporuceného mnozstvi. Pravé brokolice je dobrym feSenim vSech téchto
problémti. Obsahuje jak nerozpustnou vladkninu, kterd pozitivné ptisobi na travici trakt, tak
1 vysoké mnozstvi vitaminu C. Brokolice je povazovana za jednu z nejzdravéjSich zelenin,
obsahuje totiz sulforafan, latku, ktera negativné ovliviiuje rist a mnozeni Helicobacter
pylori, bakterii zodpovédnou za rakovinu Zzaludku. Védecké poznatky prokazaly, ze
pravidelnd konzumace brokolice chrani naS organismus pied vznikem plicnich nddort
u kurdkt,, pfed rakovinou tlustého stieva a délozniho cipku. Kromé toho poméha
organismu snaset ionizujici zafeni.

Brokolice dale ucinkuje proti pfekyseleni organismu, pomahd pii 1é€bé osteoporozy,
doporucuje se pii onemocnénich jater, zlu¢niku, Zaludku a ledvin. K jejim dal§im dobrym

vlastnostem patii, Ze neni nachylnd k pfijimani dusi¢nant z pudy.

Z uvedeného vyctu pozitivnich vlastnosti brokolice, je zfejmé, Ze by tato zelenina neméla

chybét v nasem jidelnicku.
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I. TEORETICKA CAST
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1 ZAKLADNI CHARAKTERISTIKA BROKOLICE

latinsky nazev:  Brassica oleracea convar. italica
desky nazev: Brokolice chiestova nebo Kapusta chiestova
anglicky nazev: Broccoli

Zeli, brokolice, kvétak, kedluben, kadefavek a rtzickova kapusta patii do velké skupiny

rostlin z ¢eledi brukvovitych (Brassicaceae). (1)

Obr.1 Brokolice chiestova

1.1 Puvod brokolice

Nazev brokolice (Brassica oleracea convar. italica) pochazi z latinkého vyrazu brocco.
V Italii se ji pak postupem doby zacalo ftikat broccolo, v mnozném c¢isle broccoli. (2)
Brokolice (Brassica oleracea convar. italica) vznikla z divoce rostoucich druhti v oblasti
Sttedozemniho mote. Jejim domovem je pravdépodobné Apeninsky poloostrov. Odrida,

ktera je znama i u nas se péstuje v italské Kalabrii od 16. nebo 17. stoleti. (3)

Prvni péstitelé byli Rimané a z Itélie se postupné dostavala do ostatnich evropskych zemi.
V 18. stoleti se zacala s oblibou péstovat v Anglii, ale jeji nejveétsi popularita zacala
kupodivu stoupat az po druhé svétové valce, kdy se jeji konzumace rozsitila prakticky

po celé Evropé. Ve 20. letech minulého stoleti ziskala na popularit¢ v USA. V Severni

oy e
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pravdépodobnosti se zde zacala péstovat s prvnimi italskymi piist€hovalci uz mnohem

drive. Nejvice se doposud péestuje zejména v okoli New Yorku a Bostonu.

1.2 Zakladni druhy brokolic

Existuje nekolik zakladnich druhti brokolic - vyhonkova, hlavkova a kvétakova. U nés je
rozSitena piedevsim brokolice vyhonkova. Stfedova riizice je nejvetsi, bocni jsou mensi
a sklizi se postupnym odiezavanim téchto rizic (zduznatéla kvétenstvi). Méné je rozsifena
hlavkova brokolice s jednou razici. VEtSinou je zname pouze jako dovadzenou zeleninu
z obchodl. Brokolice kvétakova se u nas nepéstuje viibec, protoze je velmi pozdni.
Brokolici je chutové podobny kvétdk ,,Romanesco® (2), ktery se na pultech naSich
zelinatskych obchodil jiz pomalu zacal objevovat. Kvétak romanesco (Brassica oleracea
L. convar. botrytis Alef var. botrytis L.) ma zelenozlutou barvu a tvarové predstavuje
ruzice usporadané do pyramidy. Ma pevnéjsi konzistenci nez klasicky kvétak. Je zdrojem
vitaminu By (kyseliny listové) a vitaminu C. V jedné 100 g porci Romanesca je témét cela
denni denni dévka vitaminu C pro dospélou osobu a 30 % denni doporucené davky

vitaminu Bo. (4)

Obr.2 Kvétak ,,Romanesco™
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1.3 Péstovani brokolice

Jde o dvouletou zeleninu, kterou sklizime dvakrat ro¢né. Vyzaduje obdobné péstitelské
postupy jako kvétak, je vSak mén€ narocna, takZze neni problém péstovat ji v naSich
zahradéch. (5) Stejné jako ostatni kostdloviny vyzaduje hlubokou nevysychavou humdézni
ptdu s obsahem vapniku. Plodina je citliva na kyselost ptdy, kterd by neméla byt nizsi nez
6,5 pH. V opacném piipad¢ dochazi témef s urCitosti k vyskytu nadorovitosti zplisobené
parazitem Nadorovkou kapustovou. Tato choroba zplsobuje tvorbu mohutnych nddort
hlavné na kotfenech a takto napadenou rostlinu je nutné zlikvidovat. Uvnitf nadort se totiz

mohou vyskytovat bilé larvicky, které vyziraji obsah téchto nadori. (6)

1.4 Zpracovani brokolice

Fytochemické latky si svoje vlastnosti uchovavaji bez ohledu na zptisob zpracovani, proto
je jedno, jestli konzumujeme brokolici Cerstvou, mrazenou, surovou nebo vafenou.
Dlouhym vatenim se sniZzuje jen mnoZzstvi vitaminu C asi na polovi¢ni mnoZzstvi a proto

brokolici pfipravujeme radéji v pare, dusime, nebo jen kratce oprazime na rostlinném oleji.

Brokolice obsahuje i cennou vldkninu. 1 kg brokolice obsahuje az 13 mg vlakniny,
potiebné pro spravnou Cinnost stiev a zaludku. Nékdy vSak toto mnozstvi vldkniny muize
byt 1 nevyhodou, mize totiz u citlivych jedincl zplisobit nadouvani. Tento problém se da
zmirnit pfidanim vyrazného kofeni, at’ uz je to ¢esnek, bobkovy list, estragon, muskatovy

ofiSek nebo fenikl. (3)
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2 FYZIOLOGICKY AKTIVNI LATKY BROKOLICE

2.1 Aminokyseliny

Pfirozené aminokyseliny vazané v proteinech maji aminovou, né¢kdy iminovou skupinu
vazanou na uhliku bezprostiedné sousedicim s karboxylem. Maji, s vyjimkou glycinu,
jeden symetricky uhlikovy atom v molekule, takze se mohou vyskytovat ve dvou
prostorovych konformacich. Aminokyseliny véazané v proteinech maji vesmes
L-konfiguraci, i1 kdyz se v ptirodé n¢které D-aminokyseliny také ojedinéle vyskytuji, a to
bud’ volné, nebo vazané v peptidech. Vzhledem k ptfitomnosti ionizovatelné bazické

aminoskupiny a kyselé karboxylové skupiny mohou aminokyseliny tvofit vnitini soli.

V ptirodé€ jiz bylo dokazano kolem 200 rGznych aminokyselin, ale jen n¢které z nich jsou
hojné&ji rozsifeny. Z 23 aminokyselin bézné piitomnych v bilkovinach dovedou vyssi
zivo€ichové a Clovek syntetizovat v dostateCném mnozstvi ve svém organismu pouze 15,
zbyvajici musi byt dodédvany v dostatecném mnozstvi v potravé. K témto nezbytnym
aminokyselindm, tzv. esencialnim, patfi: lysin, leucin, isoleucin, fenylalanin, methionin,
threonin, valin a tryptofan. (7) V brokolici se vyskytuji pfevazné¢ aminokyseliny: leucin,

treonin, fenylalanin a tryptofan, pficemz vSechny se fadi mezi aminokyseliny esencilni.

Leucin se vyskytuje ve vSech béznych bilkovinach, nejcastéji v mnozstvi 7 azl0 %.
Obiloviny obsahuji proménné mnozstvi leucinu, pSeni¢né bilkoviny asi 7 %, kukufi¢né
bilkoviny dokonce 13 %. Volny leucin vznika ve vétsim mnozstvi pfi zrani syri a ¢innosti

bakterii.

HCooy CH,—CH-COOH

762 NH,

Leucin

Threonin je bohaté¢ obsazen v mase a pivovarskych kvasnicich. Jeho obsah v zivociSnych

bilkovinach (maso, vejce, mléko) byva kolem 5 %, pomérné vysoky obsah ma také

Cvwr
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H3%/0H— CH-COOH
NH;
Threonin

Fenylalanin je v potravé obsazen vétSinou v dostatecném mnoZzstvi, jeho primérny obsah
je 3.5 %. U né&kterych jedincii jeho piitomnost v potravé vyvolava tzv. fenylketonurii. (8)
Nedostatecna aktivita fenylaminooxidasy zpusobuje hromadéni fenylalaninu a produkta
jeho rozkladu (pt. fenyllaktatu), coz ma za nasledek poruchy mentalniho vyvoje. Nelécena
fenylketonurie vede k porucham centralni nervové soustavy. Po 12. a 13. roku véku

jedince toto onemocnéni zpravidla ustupuje. (9)

{ }CHQ—L}H—COOH
NH,

Fenylalanin

Tryptofan je v bilkovinach obsazen v mnozstvi asi 1,1 %. Obsah tryptofanu v masnych
vyrobcich miize proto slouzit jako indikator pouziti kvalitniho masa. V organismu je

tryptofan ¢astecné vyuzivan pro biosyntézu kyseliny nikotinové. (8)

@CHE—QH—COOH
G NH;
H

Tryptofan
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2.2 Mineralni latky

2.2.1 Draslik

Tento vyznamny prvek se vyskytuje v relativné vysSich koncentracich, v Zivocisnych
organismech se naléza pievazné v buiikich a to ve formé K’ iontdl. Draselné ionty se
podileji téz na dilezitém transportnim systému, pii kterém transport sodnych iontd z bunék
smérem ven je spjat s transportem draselnych iontii smérem dovnitt. Jde o tzv. sptazenou
neutralni pumpu. Jind situace je v rostlinach, kde draselnym iontim pfipadd mimoiadna
uloha pfi fizeni metabolickych procesti. Obsah drasliku v potravinach je proto zpravidla
daleko vys$i nez sodiku. Hlavnim zdrojem drasliku pro ¢lovéka jsou tedy potraviny
rostlinného pivodu. Dobrym zdrojem jsou fazole, Spenat, brokolice atd. V 1 kg brokolice

se nachazi az 4600 mg K.

2.2.2 Vapnik

Vapnik se podili na regulaci transportu ionti bunénymi membranami, je nezbytny pro
aktivaci neékterych enzymt, jako napt. pankreatické lipasy, fosfolipasy a apod. Primérna
denni potteba vapniku u Clovéka ¢ini 0,8 az 1 g. Vhodnym zdrojem vapniku ve vyziveé
Cloveéka je mléko a nékteré mlécné vyrobky, zejména tvrdé syry. V potravinach rostlinného
puvodu se naléza ve formé& rozlicnych soli, z nichz napt. fytindt a oxalat jsou
nevstiebatelné, takze je organismus nemuze vyuzit. V 1 kg brokolice se nachazi 1100 mg

2+
Ca .

2.2.3 Horcdik

V zelenych rostlinach je pfevazna cast hoic¢iku véazana jako centrdlni atom v chlorofylu,
latky nezbytné pro fotosyntetické déje. Rizice a stonky brokolice jsou bohaté na chlorofyl.
V rostlinach se vyskytuji jesté nékteré dal$i biokomplexy hoiciku a téZ anorganické
a organické hotfecnaté soli. Na rozdil od potravin rostlinného plvodu jsou potraviny

puvodu zivocisného pomérné chudym zdrojem hoi¢iku.
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chlorofyl

2.2.4 Fosfor

Ptevazna cast fosforu je v lidském téle ulozena v kostech a zubech (asi 70 az 80 %).
Zbyvajici cast se naléza ve svalstvu, mensi mnozstvi v mozku a jatrech, a to opét ve forme
riznych fosfore¢nych esterti a fosforecnanii. Ve formé fosforecnych ester je soucasti
fosfolipidu, fosfoproteind, nukleotidd a nukleosidd a fady dalSich fyziologicky dulezitych
slouCenin. Protoze casto jde o ,,makroergické" vazby, oznacuji se jako ,,makroergické"
fosfaty (slouceniny). Vhodnym zdrojem fosforu je mléko, mlééné vyrobky, obilniny,
lusténiny, vejce, vlasské ofechy a také brokolice. V 1 kg brokolice se nachézi asi 820 mg

fosforu.

2.2.5 Sira

V zivocisnych 1 rostlinnych organismech byva obsazen velky pocet rozmanitych sirnych
sloucenin, fyziologicky ucinnych. Jsou to sirné aminokyseliny, sulfatidy, acyl-SCoA,
thiolové enzymy, kyselina lipoova. Siru obsahuji dokonce i nékteré vitaminy, thiamin

a biotin. Nékteré sirné slouceniny ptisobi pravdépodobné v organismu detoxikacné.

V mnoha rostlinach se nalézd jeSt¢ znacny pocet dalSich sloucenin siry, napf.
glykosylmerkaptoslouceniny (thioglykosidy). Produkty enzymov¢ katalyzované hydrolyzy
nekterych téchto glykosidii patii ke strumigenim. Naproti tomu nékteré derivaty
cysteinsulfoxidu, nalézajici se v rostlindch celedi brukvovitych (Brassicaceae)

a lilkovitych, maji pomérné silny antihypercholesterolemicky ucinek.
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2.2.6 Zelezo

V mnoha zivoc¢isnych organismech je tento prvek pfitomen jako soucast dulezitych
oxidoreduk¢nich pigmentli a enzymi. Jsou to zejména hemové bilkoviny hemoglobin

a myoglobin, dale cytochromy, cytochromoxidasa, peroxidasa, katalasa apod.

Transportni formou Zeleza je transferin, coz je glykoprotein vazajici Zelezo. Zasobni
formou zeleza je ferritin, ve kterém je zelezo vazéano jako polyhydroxyzelezity polymer na

bilkovinu apoferritin.

Zdrojem zeleza pro cClovéka byvaji potraviny zivocisSného i rostlinného pavodu.
V potravindch rostlinného ptivodu byva zelezo vdzano v rtznych komplexech, zvlasté
s alifatickymi hydroxykyselinami, aminokyselinami, thioly, fenoly, ale i s polysacharidy,
polynukleotidy, peptidy atd. Z hlediska vyzivy jsou nevyuzitelné téZzce rozpustné soli,

napf. fytinat zelezity, dale polyhydroxyzelezité komplexy, popf. i jiné komplexy.

Dobrym zdrojem zeleza jsou jatra, vajecny Zloutek a nékteré druhy zeleniny jako Spenat,

brokolice apod. V 1kg brokolice se nachézi asi 13 mg zeleza.

2.2.7 Zinek

Zinek je soucasti mnoha enzymul, napt. karboanhydrasy, dehydrogenasy
(alkoholdehydrogenasy), nékterych peptidas, monofosforeCnych esteras atd. V lidském

téle doprovazi zinek insulin a prodluzuje jeho hypoglykemicky efekt.

V Zivoc¢isnych a rostlinnych potravinach byva zinek vazan v riznych komplexech.
Nejcastéji se zinek vaze pies thiolové skupiny, mimo jiné napf. pomoci cysteinu. Zndmé

jsou i jeho vazby s histidinem, nékdy téz s kyselinou L-askorbovou.

Jeho dobrym zdrojem jsou nékteré obilniny, lusténiny, maso, jatra a nékteré zeleniny jako

je napf. brokolice.

2.2.8 Selen

Za esencialni stopovy prvek byl selen oznacen po zjisténi, Ze je soucasti tzv. ,,Faktoru 3%
izolovaného z jater. Ukézalo se, Ze selen miize do jisté miry zastoupit vitamin E a Ze je
pravdépodobné ucinnym inhibitorem oxidace lipidi v organismu. Piiklada se mu dulezita
uloha ochranného faktoru jater. V zivocisnych a rostlinnych organismech byl selen

prokazan ve formé nékterych selenovych analogli sirnych aminokyselin, napt. jako
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selenocystein, resp. selenocystin. Rostliny obsahujici velkd mnozstvi selenu jsou nazyvany

jako rostliny selenofilni. (7)

Podle vysledkt studie dr. John W. Finleyho z vyzkumného centra Ministerstva zeméd¢lstvi
USA v Severni Dakoté¢ provadéném na laboratornich krysdch vyplynulo, Ze strava
obsahujici specialné vyslechténou brokolici, ktera obsahuje vyssi obsah selenu, nez je

bézny u normalni brokolice, dokéaze chranit ped vyskytem rakoviny prsu a prostaty.

Selen jako takovy je ve vysSich davkach toxickou latkou, pokud se ale piijima jako slozka
brokolice, jeho toxicita se snizuje. Krysy krmené obohacenou brokolici mély nizsi vyskyt
nadort prsnich zlaz i nizsi celkovy vyskyt nadort nez krysy krmené brokolici s niz§im
obsahem selenu anebo krysy, jimz byly podavany dopliiky selenu. Vysledky této studie
potvrzuji podle dr. Finleyho pfedpoklad, ze i lidé by se meéli snazit pfijimat ziviny
prostfednictvim potravy, a ne prostiednictvim potravinovych doplikd. A i kdyZ zrniny
(a také maso) jsou nejbohatsimi zdroji selenu ve strave, podle souc¢asnych poznatkt se zda,

ze prave brokolice jej obsahuje v nejlépe vyuzitelné formé. (10)
2.3 Vitaminy

2.3.1 Vitamin B; - Thiamin

Thiaminhydrochlorid [3-(4-amino-2-metyl-5-pyrimidinyl)methyl-4-methyl-5-(2-hydroxy-
ethyl)thiazoliumchlorid] je v Cistém stavu krystalickd latka o bodu tani 250°C, ktera je

ve vodé pti laboratorni teploté velmi dobfe rozpustna.

CHy.. e
Mq ; ﬁ;j% H cj“‘;ﬁm ?L:’[i:j‘f?*b
,LQN My Ls CH; CH3OH i N 0

HO~1:°=D
0

Ho—ézo
OH

HC

Vitamin B; — thiamin Thiamindifosfat, TDP

Z vazanych forem je nejlépe prozkouman thiamindifosfat, ktery je koenzymem

dekarboxylas a aldehydtransferas. Hraje podstatnou roli pti odbourdvani cukrt (pentosovy
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cylus), dekarboxylaci kyseliny pyrohroznové, podili se rovnéz na kone¢ném odbouravani
metabolickych produktd tukt a bilkovin. Thiaminasa §tépi thiamin na pyrimidinovou

a thiazolovou slozku a lze ji povazovat za antivitamin vitaminu B,

Denni spotfebu thiaminu u ¢loveéka piepocitdvame na energeticky piijem, nebot” pii vyssi
energetické spotiebé je nezbytny i vySSi pfisun thiaminu. Denni dévka thiaminu ¢ini
1,1 mg. Avitaminosa thiaminu je zndma jako nemoc ,,beri-beri’’, ktera se ve své typické
form¢ projevovala u osob zivenych ptfevazné loupanou ryzi. (7) Tato nemoc se projevuje
nervovymi piiznaky, atrofii svall, poruchami srde¢ni Cinnosti a Ubytkem kosterniho

svalstva. (11)

Hlavnim zdrojem thiaminu v potravindch jsou pivo, jatra, maso, vejce, mléko, Spenat,

brokolice atd. V 1kg brokolice se nachazi kolem 1 mg tohoto vitaminu.

2.3.2 Vitamin B, — Riboflavin

Riboflavin patii do skupiny latek zvanych flaviny. Zakladem struktury riboflavinu je
isoalloxazinové jadro, na které je vazan ribitol, alditol ovozeny od D-ribosy. (17)

Riboflavin je chemicky 6,7-dimetyl-9-(D-1"-ribityl)isoalloxazin.

0 Ho 9
HC N ‘N’LO'ZH HaC NSNS0
T CHa
H-C-OH H-C-OH
i
H-C-OH H-C-OH
I
H-C~OH H-C-OH
1
CH30H CH5OH

Vitamin B, — riboflavin

Riboflavin je pomérné znaéné staly vuci teplu, predevsim v kyselych roztocich.

V neutralnich a alkalickych roztocich je velmi labilni a rozklada se za vzniku fyziologicky
neu¢innych rozkladnych produktii. Je velmi citlivy pfedeviim na svételné zafeni. Uéinkem
svétla v neutralnim nebo kyselém prostiedi pfechdzi odstépenim postranniho fetézce na

lumiflavin, v alkalickém prostiedi poskytuje za stejnych podminek lumichrom.
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Riboflavin se vyskytuje v biochemickych systémech ve formé koenzymii oxidoredukénich
enzymi. Nejbeéznéjs§imi jsou flavinmononukleotid (FMN) a flavinadenindinukleotid
(FAD). Flavinové koenzymy se snadno redukuji. Tato reakce je reverzibilni a umoznuje

prenos vodiku ze substratu na akceptor pomoci flavinovych enzymi.

NH,
CH,0—P—0
[ . N* N
HO—C—H 0 N [
e
HO—C—H N7 N
| 1]
HO—C—H c]]ﬁ_%ix—o~€—o—cz-13 o
| i _ .
CH, HO—C—H o O

|
H;C N /N (0] HO—?—H
HO—C—H OH OH
= NH |
HC N CHy
o) HsC N INYO
LT,
HiC N

FMN FAD

Avitaminosa se projevuje zanctlivymi zménami sliznic a klize, eventudlné 1 nervovymi

poruchami.

K nejbohatsim zdrojim riboflavinu patii jatra, vejce, syr a maso a také brokolice. V 1 kg
brokolice se nachazi az 2,Img vitaminu B,. Béhem technologického a kulinafského

zpracovani potravin dochézi ke ztratdm riboflavinu pfedevsim vyluhovanim.

2.3.3 Vitamin B; — Kyselina nikotinova a jeji amid

Kyselina nikotinova (3-pyridinkarboxylova kyselina) je bezbarva krystalicka latka,
na vzduchu i v roztoku naprosto stald. S fadou kyselin tvoii velmi snadno soli. Amid
kyseliny nikotinové tvoii bezbarvé krystaly, které jsou bez zapachu a maji nahotklou

chladivou chut’. Je staly a dobfe rozpustny ve vod¢. Kyselinami a zdsadami se zmydeliuje

o~ C00H . CONH,
T
N

N

na kyselinu nikotinovou.
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Kyselina nikotinova a nikotinamid

Kyselina nikotinova i jeji amid jsou stejné fyziologicky G¢inné. U¢innost vykazuji i jiné
derivaty kyseliny nikotinové, z nichZ se v organismu kyselina nikotinovd miZze uvoliiovat.
(1) Lidsky organismus je schopen omezené¢ vytvaret niacin z aminokyseliny tryptofanu

pomoci enzymu obsahujicich jako kofaktor vitamin Bg. (11)

Nikotinamid je soucasti nikotinamidadenindinukleotidu (NAD)
a nikotinamidadenindinukleotidfosfatu (NADP), v nichz je pyridinovy kruh spojen
N-glykosidicky s ribosou. Ribosid aminu kyseliny nikotinové je prostfednictvim kyseliny

fosfore¢né vazan na adenosin.

NH, Q
H,N—C

NS N ’ o

O 0 I

%/ p il * 2

N 0 CHQ‘O"T"O_l]D"‘O—CHZ O
R—0 OH OH OH
NAD',R=H NADP", R = H,PO3

Nukleotidy obsahujici amid nikotinové kyseliny jsou koenzymy pyridinovych
dehydrogenas. Nedostatek kyseliny nikotinové v potravé zpisobovala diive pelagru, ktera

se projevovala poruchami nervovymi, koznimi a chorobami traviciho ustroji.

Ztraty kyseliny nikotinové a jejiho amidu jsou béhem technologického zpracovani potravin
a béhem jejich skladovani velmi malé. Nejvétsi ztraty jsou zplsobeny nepiimo, tj.

vyluhovanim do vody.

V ptirod¢ jsou kyselina nikotinova a jeji amid hojné rozsSifeny. Nejbohat$im zdrojem
kyseliny nikotinové jsou kvasnice, z hlediska vyzivového maso, vnitinosti a také
brokolice. V rostlinnych pletivech pfevazuje kyselina nikotinova, v ZivociSnych tkanich

jeji amid. V 1kg brokolice je obsazeno 10 mg niacinu.
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2.3.4 Vitamin Bs - Pantothenova kyselina

Kyselina pantothenova (D-(+)-a.,y-dihydroxy-B-dimethylbutyryl-B’-alanin) je vétSinou
viskozni, slabé nazloutld olejovitd latka. Je velmi dobfe rozpustna ve vod¢€, v roztoku je
stabilni v rozmezi pH 5,5 az 7,0. Pfi zahtati s kyselinami a alkaliemi se snadno S$tépi.

Kyselina pantothenova tvoti fadu soli rozpustnych ve vodé.

e
HO—CH,—C—CH—CO—NH—CH,—CH,—COOH
=
H,C OH

Vitamin Bs — Kyselina pantothenova

Kyselina pantothenova kyselina je slozkou koenzymu A, ktery pfenasi zbytek kyseliny
octové a jinych karboxylovych kyselin ve formé acetyl-SCoA. . Kyselina pantothenova je
pomérné stald, pricemz fosforylované derivaty, které jsou soucasti koenzymu A, jsou

stabilngj$i nez volna kyselina.

Koenzym A se podili na fadé metabolickych pochodti (B-oxidaci mastnych kyselin,
citratovém cyklu, metabolismu aminokyselin, tukil a sacharidtl). (7) Koenzym A zasahuje

také do biosyntézy cholesterolu, steroidnich hormont, porfyrinu a hemoglobinu.

Kyselina pantothenova se v biochemickych systémech vyskytuje jesté v dalsi formé a to
vazana v nosném proteinu oznac¢ovaném jako ACP-SH (ACP, Acyl Carrier Protein), ktery

ma vyznamnou ulohu pfi biosyntéze mastnych kyselin. (11)

Jeji nedostatek se projevuje degenerativnimi zanétlivymi zménami na sliznicich,

predevsim dychaciho a traviciho systému.

0] O CHs o O

CoA-SH



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

Dobrymi zdroji kyseliny pantothenové jsou kromé kvasnic predevsim vnitinosti, jako jatra,

ledviny apod., z ostatnich potravin pak vejce a listova zelenin, dale brokolice.

2.3.5 Vitamin B¢ - Pyridoxin

Timto pojmem se oznacuji vSechny tifi fyziologicky U¢inné formy vitaminu Bg, tzv.
pyridoxinova triada, tvofena pyridoxolem (2-methyl-3-hydroxy-4,5-
bishydroxymethylpyridin), pyridoxalem (2-methyl-3-hydroxy-4-formyl-5-
hydroxymethylpyridin) a  pyridoxaminem  (2-methyl-3-hydroxy-4-aminomethyl-5-
hydroxymethylpyridin). (7) VSechny tii latky maji bazicky charakter a vytvareji

s minerdlnim kyselinami soli rozpustné ve vodg.

CH, OH cfg CHyNH,
]
HO- HyC_~ ; OH  HO-HC~ 2 ] OH  HO-HC~ = FFGH
= =
N~ CHy N CH, SN
pyridoxol pyridoxal pyridoxamin

V biochemickych procesech vystupuje pyridoxin ve formé fosfatovych derivati
pyridoxalfosfatu a pyridoxaminfosfatu. Pyridoxalfosfat se jako kofaktor dekarboxylas
zucastnuje reakei v metabolismu aminokyselin. Z reakci se jedna hlavné o transaminaci,
pfi niz je pyridoxalfosfat koenzymem aminotransferas, o dekarboxylaci aminokyselin a

jejich racemizace. (11)

Nedostatek pyridoxinu zptsobuje predev§im nervové poruchy. V evropskych podminkach

se s avitaminosou vitaminu Bg prakticky nesetkdvame.

Obecné jsou slouceniny pyridoxinové triddy pfi tepelnych procesech dosti stalé, rovnéz
vlivem vzdu$ného kysliku nedochézi k podstatnéjSimu rozkladu. Pomérné citlivé jsou vSak

na ucinky svételného zareni.

K nejbohat§im zdrojim pyridoxinu patii drozdi, maso, jatra, obiloviny a také brokolice.
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2.3.6 Vitamin By — Kyselina listova

Kyselina listovda neboli kyselina pteroylglutamova je N-(2-amino-4-hydroxy-6-
pteridylmethyl)-p-aminobenzoylglutamovéa kyselina. Kromé této kyseliny se vyskytuji
v prirod¢ jeji dalsi derivaty nazvané folaty, které ve své molekule obsahuji n¢kolik zbytki

kyseliny glutamové (az 6 zbytka).

Kyselina listova je latka krystalicka, zluté barvy, pii zahfevu se rozklada. Ve vod¢ je malo

rozpustnd, s alkaliemi tvofi soli snadno rozpustné ve vodé.

kys. p aminobenzoové kys. glutamova

Y

¥}

Ll e Dol B,

kys. pteroova

HoN

Vitamin By - kyselina listova

Aktivni formy kyseliny listové kyseliny se v enzymovych systémech podileji na ptenosu

jednouhlikatych radikald, pfedev§im methylu, hydroxymethylu, formylu a karboxylu.

Pfi jejich nedostatku v potravé dochdzi k porucham tvorby krve. Dobrymi zdroji kyseliny
listové jsou zelené Casti rostlin, to znamena zelenina a v mensi mife ovoce. Ze zivociSnych
tkani jsou nejbohat§im zdrojem kyseliny listové jatra. V biologickych substratech je

kyselina listova Casto vazana na bilkoviny. (1)

Lékati na celém svéte v poslednich letech studuji vliv kyseliny listové na néktera
onemocnéni. Tyka se to pfevazné onemocnéni jako jsou defekty nervové soustavy,

kardiovaskularni a nadorova onemocnéni.

Tabulka 1: Vybrané potravinové zdroje kyseliny listové (12)

Potravina ng.100g™

zeli 70
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Spenat 100

brokolice 100

2.3.7 Biotin

Biotin  [(+)-cis-2-(4-karboxybutyl)-3,4-(2-0x0-3,4-imidazolidino)thiofan], za  sv{j
vyslovené hydrofilni charakter vdéci jednak karboxylové skuping, ale také, a to predevsim,
vazané mocovin€. Rozpousti se sice malo ve studené vodé, zato vSak velmi snadno
ve vode¢ teplé a v alkaliich. Biotin je bila krystalicka latka. Diive byl nazyvan jako vitamin

H.

0 ]
¢ TS
NH

NG NH | l
) e
| | : HaC( g -~ CH = (CHa)~ CO=NH = (CH, )~ CH = COOH
CEZS _CH-=(CH))~ COCH NH,
Biotin Biocytin

V prirozenych systémech je biotin soucasti nékterych ligas, které katalyzuji inkorporaci
nebo pienos oxidu uhli¢itého. Je také koenzymem karboxylas, acetyl-SCoA a uplatiluje se
pii biosyntéze mastnych kyselin. V autolyzatu kvasnic se naléza derivat biotinu (biocytin),
ktery po kyselé hydrolyze poskytuje biotin. Biocytin je v zivo€iSném organismu
biocytinasou $tépen na biotin a lysin. (7) Komplex aktivniho biotinu s proteinem se
oznacuje BCCP (Biotin Carboxyl Carrier Protein) a uplatiiuje se pii biosytéze mastnych
kyselin. (11)

Nedostatek biotinu se u zivoc€ichli projevuje Sedivénim a Supinovaténim kuaze, ubytkem
tukovych rezerv, spavosti a Cetnymi dalSimi pfiznaky. Biotin se vyskytuje v téchto

potravinach: maso, jatra, vejce, mléko, listova zelenina a taktéz v brokolici.
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2.3.8 Vitamin C

Vitamin C tvoii L- askorbova a L-dehydroaskorbova kyselina. Kyselina L-askorbova je
bila krystalicka latka, dobfe rozpustna ve vodé€. Snadno se oxiduje vzdusnym kyslikem na
kyselinu L-dehydroaskorbovou. Oxidaci katalyzuji nékteré bézné kovy, predevsim pak soli
médnaté a Zelezité. V biologickych systémech katalyzuji oxidaci kyseliny askorbové ptimo

nebo neptimo rizné enzymy jako askorbasa, peroxidasa, cytochromoxidasa a jiné.

CH,0H
CH,0H
H——0H
H Ol-é 0
. -H =0
O i . _—
— 0 0
0 OH
kys. L-askorbova L-askorbylradikal kys. L-dehydroaskorbova

Obr. 3 Oxidace kyseliny L-askorobové

Kyselina askorbova se v biologickych systémech ucastni hlavné pienosu elektronil
v oxida¢n¢ redukénich systémech. Podili se na nekterych hydroxylacnich pochodech
(oxidace p-hydrofenylpropionové kyseliny, hydroxylace prolinu apod.). Kyselina
L-dehydroaskorbovda mé vzhledem k reverzibilnimu redoxnimu systému stejnou
fyziologickou ucinnost jako kyselina askorbova. Z uvedenych divodi vyplyva, ze kyselina
askorbova bude b&hem technologickych operaci podléhat snadno oxidaci, piedevsim
v prostiedi s vy$§im pH, za zvySené teploty a v pfitomnosti atmosférického kysliku. (7)

Brokolice obsahuje 110 mg vitaminu C na 100 g Cerstvé hmoty. Jedna hlavka brokolice
obsahuje dvojnasobek denni davky vitaminu C. Cim jsou riizi¢ky brokolice tmavsi, tim je

v ni vice vitaminu C a B-karotenu. (3) V 1 kg brokolice je obsazeno 1140 mg vitaminu C.

2.3.9 Vitamin A a jeho provitaminy
Utinnou formou vitaminu A jsou retinoly a retinaly. Retinol obsahuje ve své molekule
B-jononovy kruh a pét konjugovanych dvojnych vazeb, z nichz ¢tyfi v postrannim fetézci

mohou vytvaret ptislusné cis a trans-izomery. Z téchto izomeru jsou jen dva fyziologicky
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ucinné. (7) Podle poctu dvojnych vazeb rozliSujeme vitamin A; (all-trans-izomer) a A,
(3-dehydroretinol).(11) Retinol ma velky vyznam pfi fotorecepci v o¢ni sitnici (Waldiv

cyklus). (7)

CHaH o CH ) <
HyC H e ,,.%Hi o oSl c; _CHyOH HiC CHy s CHy ¢ CHg
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Vitamin A Vitamin A,
rhodopsin
<4— svétlo

<«4— nervovy vzruch

tma opsiny trans-retinal > trans-retinol
retinal-
isomerasa alkoholdehydrogenasa isomerasa
11-cis-retinal < » 11-cis-retinol
NAD"
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Retinol a neoretinol se vyskytuji pouze v zivo¢isnych materidlech (obvykle v poméru 2:1),
zatimco v rostlinnych systémech se nachdzeji pouze provitaminy vitaminu A, prekurzory

rerinolu — karotenoidy.

Pfi nedostatku vitaminu A poklesne nejprve hladina karotenoidii v krvi, teprve
po vycCerpani zasob karotenoidl se snizuje i hladina vlastniho vitaminu A. Vyznamnym
symptomem je Seroslepost. Pii tézSich formach avitaminosy dochazi ke xeroftalmii
(vysychéni a rohovaténi spojivek) a mohou byt zasazeny i rohovky (keratomalacie). dobie

rozpustnd ve vod¢. Snadno se oxiduje vzdusnym kyslikem na L-dehydroaskorbovou
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kyselinu. Oxidaci katalyzuji nékteré bézné kovy, predevSim pak soli médnaté a zelezité.
V biologickych systémech katalyzuji oxidaci askorbové kyseliny pifimo nebo nepiimo

rizné enzymy jako askorbasa, peroxidasa, cytochromoxidasa a jiné. (11)

Jak jiz bylo uvedeno retinol se nevyskytuje v rostlinnych materidlech, bohat¢ jsou zde vsak
zastoupeny jeho prekurzory, tj. karotenoidy, které ve své molekule maji alesponi jeden
B-jononovy kruh a konfiguraci bocniho fetézce, jez umoziuje vznik aktivni molekuly

vitaminu A.

Dobrym zdrojem fyziologicky ucinnych karotenoidl, zvlasté f-karotenu, jsou predevsim
nékteré druhy ovoce a zeleniny (mrkev, Spenat, petrzel, rajska jablicka, brokolice apod.).
Vysoky obsah vitaminu A maji rybi tuky, maslo, jatra. V 1 kg brokolice je obsazeno

3,2 mg B-karotenu.

2.3.10 Tokoferoly (vitaminy skupiny E)

Do skupiny tokoferoltl fadime latky, které jsou odvozeny od tokolu (2-methyl-2-(4',8',12'-
trimethyltridecyl)-6-hydroxychromanu a tokotrienolu (2-methyl-2-(4',8',12-trimethyldecyl-
3';7',11-trienyl-6-hydroxychromanu). Tyto latky se od sebe li§i poftem a polohou

methylovych skupin. Zakladni latkou je a-tokoferol (5,7,8-trimethyltokol).

Tokoferol

v

Jednotlivé tokoferoly nemaji stejnou biologickou uc¢innost. Nejucinnéjsi je a-tokoferol.
Podle Joffa a Harrise klesa ucinnost v potadi tokoferoli a- > B- > y- > od-tokoferol

v poméru 100 :40 (5az8): 1.

Tokoferoly jsou za normalni teploty témét bezbarvé nebo jen slabé Zluté viskdzni oleje,
dobie rozpustné v tucich a organickych rozpoustédlech. Pii nizSich teplotach jsou stalé
vuci alkaliim a za vysSich teplot se rozkladaji. Jsou velmi citlivé na kyslik a velmi snadno

se oxiduji. Ultrafialovym zafenim se tokoferoly rychle rozkladaji.
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Vyznamné jsou také antioxidac¢ni vlastnosti tokoferoll; uzivd se jich velmi casto
k stabilizaci tukli v primyslové praxi. Hlavnim zdrojem tokoferoltl jsou oleje z obilnych
klicki a rostlinné oleje. Ve vétSim mnoZstvi jsou obsazeny rovnéz v masle, vejcich

a lusténinach a v brokolici.

2.4 Prirozena barviva

2.4.1 Karotenoidy

Karotenoidni barviva tvoii  skupinu Zlutych, oranzovych, cervenych az fialovych
pigmentt, které ve vétSiné pripadi doprovazeji chlorofyly v rostlinach. Nachazime je vSak
1 v mikroorganismech a v zivoc¢iSnych organismech. Jsou to ptedevsim P-karoten, lutein,

violaxanthin a neoxathin.

Z hlediska chemického slozeni je lze rozdé€lit na karoteny a xantofyly. Karoteny jsou
rozpustné v petroletheru a jen velmi mélo v ethanolu, xanthofyly jsou rozpustné v ethanolu

a nerozpustné v petroletheru.

Karotenoidni barviva jsou nenasycené slouceniny tvofici fadu isomert. V pfirozenych
systétmech se vSak nejCastéji vyskytuji v all-trans-konfiguraci. VSechny lze odvodit
od lykopenu, hlavniho pigmentu rajcat, Sipkli a jinych plodd. Maji obvykle 40 atomu
uhliku a jsou tvofeny isoprenovymi jednotkami. Izomeraci a cyklizaci lykopenu lze

postupn¢ odvodit y-, - a - karoten.

HC

CH; CH,

lykopen

Karotenoidni barviva, ktera ve své molekule obsahuji f~jononovy kruh, jsou fyziologicky

vyznamnd, nebot' plni funkci provitaminu A. Z hlediska pfirozenych barviv je dalsi
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dalezitou karotenoidni latkou lutein (f-xanthofyl), rozSifeny v rostlindch predevsim

v chloroplastech.

Brokolice je bohatd na B-karoten. Udava se, ze jedna hlava brokolice obsahuje polovinu

doporucené denni davky B-karotenu, kterd ¢ini 2 az 4 mg na den.

2.4.2 Flavonoidy

Flavonoidy jsou barevné slou¢eniny uplatiiujici se v rostlinnych systémech. V ptirod¢ se
vyskytuji jak ve formée volné, tak i glykosidicky vazané. Ob¢ formy jsou barevné a témet
stejné stalé. S vyjimkou anthokyanll jsou malo pestré (svétle az citronoveé zluté) a béhem
technologickych operaci ani béhem skladovéani potravin se neméni do t€ miry, aby

podstatnym zptisobem ovlivnily zpracovavané potraviny.

Barevna intenzita muze byt pozménéna tvorbou komplexnich sloucenin flavonoida

s tézkymi kovy. Nékteré flavonoidy ovliviiuji i chutové vlastnosti rostlinnych materiald.

Flavonoidni latky jsou rovnéz diilezitymi antioxidanty.

2.5 Rostlinné fenoly

V brokolici se nachazi tyto podskupiny rostlinnych fenoli hydroxybenzoové

a hydroxyskofticové kyseliny, chalkony a aurony.

2.5.1 Hydroxybenzoové a hydroxyskoricové kyseliny

Hydroxybenzoové a hydroxyskoficové kyseliny jsou v rostlinné fiSi velmi rozSifeny
avyskytuji se téméf ve vSech rostlindich. V brokolici se nachazi ptredev§im dvé
hydroxyskoficové kyseliny a to 4-hydroxy-3-methoxyskoficovéa (ferulova), a 4-hydroxy-

3,5-dimethoxyskoticova (sinapova).
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Kyselina ferulova Kyselina sinapova

Uvedené kyseliny se vyskytuji ve volné formé€ jen v nizkych koncentracich. V ptirodé¢ jsou
prevazné zastoupeny ve formé esterti a byly rovnéz nalezeny jako aglykony glykosidu.

Nejvyssi koncentrace téchto latek byly zjistény v listech zelenych rostlin.

2.5.2 Chalkony a aurony

Skupina chalkonii a auront neni v rostlinach pfili§ zastoupena. Vyskytuji se pfedev§im
v okvéti raznych rostlin. Z chalkonii obsaZzenych v brokolici je nejznaméjsi lutein
(3,4,2' 4'-tetrahydroxychalkon). Obsah luteinu v tepelné upravené brokolici je 2,2 mg na
100 g Cerstvé hmoty.

OH

ST T T T T Dy T Ny S

lutein

2.6 Sacharidy

Sacharidy neboli cukry jsou nejrozsifenéjsi slozkou potravy. Chemickym sloZenim jsou
sacharidy polyhydroxyaldehydy nebo polyhydroxyketony nejméné se tfemi alifaticky
vazanymi uhlikovymi atomy. Sacharidy se déli podle poctu vazanych monosacharidii na

tyto skupiny:

a) Monosacharidy jsou cukry, které hydrolyzou jiz neposkytuji zadny cukr s mensi

molekulovou hmotnosti
b) Oligosacharidy poskytuji hydrolyzou 2 az 10 molekul monosacharidu.

c) Polysacharidy poskytuji hydrolyzou vice nez 10 molekul monosacharidu. (7)
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V 1kg brokolice je obsazeno az 44 g sacharidt.

Tabulka 2: Obsah hlavnich sacharidi v brokolici a Spenatu (% v jedlém podilu) (8)

Zelenina glukosa fruktosa sacharosa
brokolice 0,73 0,67 0,42
Spenat 0,09 0,04 0,06

2.6.1 Monosacharidy

Hlavnimi monosacharidy zeleniny jsou, stejné tak jako v ovoci, glukosa a fruktosa.

HO, . HO-CH, 0O CH, -OH
2 Q
4 1 HO
OH OH
[0 % < OH
- OH
a-D-glukosa o-D-fruktosa

2.6.2 Oligosacharidy

Z oligosacharidu se v brokolici vyskytuje pouze sacharosa.

CH,OH
CH,OH
H, QH
H A
&m .
H(
H OH

Sacharosa

2.7 Tuky

2.7.1 Mastné kyseliny

Z hlediska vyzivy jsou nejvyznamnéjsi slozkou lipidti mastné Kkyseliny.
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V brokolici se vyskytuji tyto skupiny mastnych kyselin:
a) Nenasycené mastné kyseliny s jednou dvojnou vazbou (monoenové)
b) Nenasycené mastné kyseliny n¢kolika dvojnymi vazbami (polyenové) (8)

Monoenové mastné kyseliny obsahuji jednu dvojnou vazbu v molekule, tato vazba ma
v ptirodnich lipidech téméf vyhradné konfiguraci cis. Nejbéznéjsi jsou kyseliny s 18 atomy
uhliku. Z monoenovych mastnych kyselin je v pfirodnich lipidech nejrozsifené;si kyselina
olejova (cis-9-oktadecenovad), ktera je zastoupena v lipidech nejvice. Neobvyklou strukturu

ma kyselina erukova (cis-11-dokosenova), ktera je pfitomna v semenech rostlin

MV w

O
V4
H,C—(CH,),—CH=CH—(CH,),,—C
OH

Kyselina erukova

Semena brokolice jsou vydatnym zdrojem této kyseliny, ktera je Skodlivd pro lidské
zdravi. Z brokolice se nejcastéji konzumuji kvéty. Na pultech obchodti v USA Ize vSak
nalézt také vyhonky brokolice (vyrdbéné podle licence Johns Hopkins University) a
nedavno bylo patentovano pouziti semen brokolice a mouky jako potravinarské prisady.
Dosud se podrobné nezjistovalo, zda zvySend konzumace brokolice je pro spotiebitele
bezpecna. Ve vyzkumném a vyvojovém stiedisku firmy Kraft Foods (USA) proto
zjistovali slozeni mastnych kyselin a jejich distribuci v riznych forméch brokolice. Hlavni
pozornost se pritom zamérovala na kyselinu erukovou, ktera je obsazena v fadé rostlinnych
druhti z ¢eledi Brassicaceae. O kyseliné erukové se zjistilo, Ze vykazuje rlizné negativni
ucinky na organismus (myokardidlni lipidosy, myokardialni nekrosy a naruSeni oxidacni
fosforylace). Z tohoto diivodu se obsah kyseliny erukové reguluje v fepkovém semenu,

které patii také k rodu Brassica.

K analyze byly pouzity Cerstvé a zmrazené kvéty brokolice, dale Cerstvé a zmrazené
vyhonky a semena brokolice. Zjistilo se, ze obsah kyseliny erukové u semen brokolice je

46 %, u vyhonkl 30 % a u kvéti 0,2 % z celkového poctu lipid. V pfepoctu na cerstvou
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hmotu je obsah kyseliny erukové nasledujici: kvéty: 0,8 mg.100g”, vyhonky:
320 mg.100 g, semena: 12 100 mg.100 g™

Na zaklad¢ téchto vysledkl l1ze predpokladat, ze kvéty a vyhonky brokolice podstatné
neptispivaji k celkovému piijmu kyseliny erukové ze stravy. Semena brokolice jsou vSak
vydatnym zdrojem kyselina erukové. Diive nez dojde kjejich SirSimu pouzivani
u spotiebiteld, je zapotiebi provést dal§i vyzkum zaméfeny na biologické ucinky. Pfi
konzumaci brokolice je proto nezbytné brat do uvahy ucinky nejen fytochemikalii

s prospéchem pro zdravi, ale také slozek, které jsou pro organismus skodlivé. (13)

V brokolici se také nachéazi kyselina linolenova, ktera obsahuje tfi dvojné vazby.
V biologickych textech casto oznacovand jako a-linolenova kyselina (9,12,15-

oktadektrienova kyselina, fada n-3). (8)

0

HO—C \/A\/A\/\\H/Z\\E/Z\/m
L
3,7, a-linolenova kyselina

2.7.2  Steroly

Hlavni podil doprovodnych latek lipidi tvoii steroly. Jako steroly oznacujeme alicyklické
alkoholy. Vyskytuji se bud’ volné nebo vdzané na mastné kyseliny ¢i aromatické kyseliny.

V brukvovitych rostlindch je obsazen brassikasterol. V 1 kg brokolice jsou obsaZeny asi

2 g tuku.
R ! CH
CH, ‘ 2
cu H.C CH CH
; R= N 7N\ /N
(|fH CH CH2
|
HO : "
: CHy

Brassikasterol
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2.8 Prirozené toxické slozky potravin

V potravinach rostlinného piivodu byva pocet toxicky plisobicich latek zpravidla mnohem
vetsi nez v potravinach pivodu zivoc¢isného. Nejcastéji se setkavame s riznymi strumigeny
(goitrogeny), lathyrogeny, karcinogeny a mutageny. Pomérné hojny je i vyskyt raznych
toxickych bilkovin, zvlasté¢ riznych inhibitor enzymit, piedev§im proteolytickych, dale
hemagutininii apod. Casto jsou zde piitomny i mnohé biogenni aminy, toxicky piisobici
glykosidy apod. Negativné se posuzuje i1 pfitomnost vétSiho mnozstvi kyselin $tavelove,
fytinové, erukové a sterkulové. Nelze ovSem opomenout ani skutecnost, ze nékteré slozky
rostlin mohou mit ucinky farmakologické. (7) Mezi latky majici jak toxické tak
antimutagenni a antikancerosni u¢inky patii glukosinolaty, které jsou v brokolici obsazeny

v hojné mife.
2.8.1 Glukosinolaty

Glukosinolaty se vyskytuji predevSim v semenech, ale jsou pfitomny ve vSech
vegetativnich a dalSich c¢éstech rostlin celedi brukvovitych (Brasseacaceae). Jejich
hlavnim zdrojem v potravé Clovéka je zeli, kvétak, kapusta, kedluben a v souc¢asné dobé

také brokolice a ¢inské zeli.

Obsah glukosinolatt v brukvovitych zeleninach je zna¢né proménlivy v zavislosti na druhu
zeleniny, odridé, podminkach béhem vegetace a dalSich. Jako ptiklad je v tabulce 3
uveden obsah glukosinolati stanoveny v laboratofi. Odhaduje se, Ze denni pfijem
glukosinolatl je zhruba 50 mg, u vegetaridni dokonce 110 mg, coz je mnozstvi
srovnatelné kupfikladu s dennim piijjmem vitaminu C. B&zné se v zelenin¢ vyskytuje

nekolik riznych glukosinolatd, jejichz zastoupeni je charakteristické pro danou zeleninu.

Tabulka 3: Obsah glukosinolati v nékterych Cerstvych zeleninach

Zelenina mg.kg'1
zeli hlavkové 83
kveétak 295

brokolice 194
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Glukosinolaty jsou slouceniny prakticky indiferentni a nejsou tudiz ani zdravi Skodlivé, ani
prospésné. Az do neddavné doby vSak byly jednoznaéné zatracovany pro antinutri¢ni
a toxické ulinky, které vykazuji jejich rozkladné produkty. Bylo totiz prokdzano, ze
nékteré  produkty degradace  glukosinolati  interferuji rlznymi  mechanismy
s metabolismem jodu a ptisobi tedy jako antinutri¢ni, takzvané antithyroidni latky, také
nazyvané goitrogeny ¢i strumigeny (latky vyvoldvajici strumu, U¢inek souvisi s ¢innosti
Stitné zlazy, thyroidea). Nékteré produkty byly hepatotoxické. Jedinou pozitivni vlastnosti
nékterych produkt byly antimikrobialni ucinky. Od pocatku 80. let jsou glukosinolaty,
resp. jejich rozkladné produkty, studovany také jako =zdravi prospésné latky

s antimutagennimi a antikarcinogennimi u¢inky.

Glukosinolaty jsou stabilni latky pouze v nepoSkozenych rostlinnych pletivech.
V poskozenych buiikkach jsou rychle hydrolyzovany zde pfitomnym enzymem
myrosinasou. Glukosinolaty brokolice zastupuje zvlasté glukorafanin, ktery je
prekurzorem sulforafanu, latky prokazatelné branici nddorovému bujeni. Sulforafan zabiji 1
bakterii Helicobacter pylori, zodpovédnou za viedovou chorobu. Pravé tato bakterie je
povazovana za puvodce vétSiny piipadt rakoviny Zzaludku. Po laboratorni upravé byl
sulforafan poddvan lidem, kterym lécba antibiotiky nepoméhala. Antibakterialni G¢inek
sulforafanu byl znam uz dfive, otazkou bylo jen, nakolik je tato latka i¢innd pti konzumaci
brokolice. V pokusech se zjistilo, Ze sulforafan povzbuzuje tvorbu bilkovin, které plisobi
proti faktorim zptisobujicim rakovinu. Dalsim krokem do budoucnosti a vyzvou pro védce
bude zjistit, zda by se lidé nemohli vylécit z ndkazy touto bakterii konzumaci brokolice a
brokolicovych vyhonkt. Antibiotika mohou mit téz bakteriocidni G¢inek na Helicobacter
pylori. Tato antibiotika jsou vSak draha a maji mnoho vedlejSich ucinkl. Pokud budouci
klinické studie ukéazi, ze pfijimand brokolice muze zmirnit prabéh nemoci spojené
s pfitomnosti této bakterie v lidském téle nebo zabranit jejimu vzniku, mélo by to

vyznamny dopad na vefejné zdravi. (3,14,15,17)
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Obr. 5 Produkty degradace glukosinolati (16)

Sulforafan se uvolfiuje porusenim rostlinnych bunék pii kousani brokolice. Syrova
brokolice obsahuje této latky malo, zato v brokolici, ktera je lehce povatfena (piiblizné pti

60°C), ji najdeme dvakrat az tiikrat tolik. (18)

2.8.2 Steroidni glykosidy a jim pribuzné glykosidy

Ke steroidnim glykosidim patii glykosidy, jejichz aglykony jsou steroidni latky
oznacované jako geniny. Patii sem piedev§im srdecni glykosidy a saponiny. Aglykony
saponinii nazyvame sapogeniny. Saponiny mohou byt pfitomny v mnoha rostlinnych
potravinach, napt. Spenatu, chiestu, sojovych semenech, v brokolici apod. Tyto saponiny
se vyznacuji nizkou hemolytickou u¢innosti, pfi poziti nejevi téméf Zzadnou toxicitu.
Aglykony téchto témer netoxickych saponinli byvaji Casto esterové vazany na kyselinu

glukuronovou.

CH,OH
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Saponin

R = steroidni nebo triterpenovy zbytek

2.9 Antioxidanty

Jako antioxidanty neboli inhibitory oxidace jsou oznaCovany vSechny latky, které svou
pritomnosti zpomaluji autooxidacni reakce. V uz§im slova smyslu se jako antioxidanty
oznacuji latky, které inhibuji autooxidaci tim, Ze pirerusSuji fetézovou radikalovou reakci.
(7)

Hlavnimi antioxidanty brokolice jsou fytochemikdlie, u kterych byla prokazana
antikancerozni aktivita in vitro 1 na zvitatech - vitaminy C, E, kyselina listova, selen,

karotenoidy a glukosinolaty. (19,20)

Vyzivové antioxidanty pfitomné v zeleniné jako je ve vodé rozpustny vitamin C
a fenolické smési, stejné jako v tucich rozpustny vitamin E a karotenoidy, pfispivaji
k prvotni i druhotné ochran¢ proti oxidacnimu ptsobeni. Vysledkem je ochrana bun¢k pied
oxida¢nim poskozenim a mohou také zabranit chronickym onemocnénim jako je rakovina,

kardiovaskularni choroby a cukrovka. (21,22)

Protirakovinotvorné uc¢inky brukvovitych zelenin jsou dany také diky jejich relativné
vysokému obsahu glukosinolati. Urcité produkty hydrolyzy glukosinolati ukazaly
antikarcinogenni vlastnosti. Bylo provadéno 7 soubéznych studii a 87 kontrolnich studii
sledujici souvislost mezi konzumaci zelenin z Celedi brukvovitych a rizikem rakoviny.

(23,24)
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3 VYSOCEUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE (HPLC)

Chromatografie je separacni proces, pii kterém se latky rozdéluji mezi dvé nemisitelné
faze, jednu pohyblivou (mobilni) a druhou nepohyblivou (stacionarni), na zaklad¢
fyzikalné—chemickych interakci, jako jsou adsorpce, rozpousténi, iontovd vyména apod.

(25)

V nedavné dobé doslo k velkému rozvoji technologie kolonové chromatografie, ktera
vedla k pouzivani novych a menSich praktickych velikosti staciondrnich fazi, které jsou
schopné vydrzet velké tlaky. Tento rozvoj pfispél k adsorbei, rozdélovani, iontové
vymeéné, vylucovani a afinitni chromatografii, ktera vedla k rychlejsim a lepsim vysledktim
a vysvétluje, pro¢ se metoda HPCL stala nejpopularnéjsi, nejicinnéjsi a vsestrannou

formou chromatografického stanoveni. (26)

Zakladni vyhodou HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) je Siroky obor
pouzitelnosti (Ize analyzovat az 80 % veSkerych znamych latek, které se podstatné 1isi
v chemickych 1 fyzikalnich vlastnostech). Dalsi pfednosti je moznost u¢inné ovlivilovat
separaci nejenom volbou stacionarni faze, ale rovnéZ zménami slozeni mobilni faze,
protoZe kapalna mobilni fdze neni pouze internim nosi¢em vzorkd, ale podili se pfimo na
interakcich rozpusténych latek se stacionarni fazi. (25) Chromatografickou separaci latek

v kolong lze provést ttemi rozdilnymi technikami:
1. Frontalni
2. Vytésnovaci

3. Eluéni

Soucasna praxe vyuzivd vyhradné elu¢ni chromatografii. Jeji princip spociva v tom, ze
chromatografickym systémem protéka konstantni rychlosti mobilni faze o urcitém slozeni
a fyzikalnich vlastnostech, jejiz slozky neinteraguji se stacionarni fazi v kolon¢. Do proudu

této mobilni faze se nasttikuji smési latek ve forme uzké symetrické zony. (27)

Zadrzovani latek rozpuSténych v mobilni fazi — solutii — kolonou se nazyva retence,
zatimco vymyvani solutii z kolony se nazyva eluce. Mobilni fazi se tika elu¢ni ¢inidlo a
jeji schopnost vymyvat latky z kolony se posuzuje relativnim parametrem elucni silou.

Mobilni faze o vyssi elucni sile vymyva latky z kolony rychleji, nez mobilni faze o nizsi
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elucni sile. Rozpoustédla, sefazena podle stoupajici elu¢ni sily, tvoii tzv. eluotropni fadu.

Latky lze eluovat tfemi zptsoby (25):
1. Izokraticky
2. Skokem
3. Gradientem

Pokud se celd chromatograficka separace provadi s pouzitim mobilni faze o konstantnim
slozeni, tedy o konstantni elucni sile, jde o techniku izokratické eluce. Pokud se ovSem
elucni sila mobilni faze podle urcitého programu zvysuje v pritbé¢hu separace, pak jde

o techniku gradientové eluce. (25) Kolony se vybiraji podle tfi zakladnich kritérii:
1. Pozadovaného rozliSeni
2. Pozadované rychlosti analyzy
3. Potfebného zatizeni kolony

V soucasné dobé se jako stacionarni faze pouzivaji pérovité Castice silikagelu o praméru
10 um. Umoznuji separace s podstatné vyssi ucinnosti, pficemz se dosahuje 1 vyssi
kapacity kolony pro davkované vzorky a zvysuje se rychlost analyzy. Uinnost separace
vzrista s klesajicim primérem céastic. Mikropdrové Castice pouzivané dnes maji rozméry
od 3 do 10 um. Zavadi se kolony o velmi malém vnitinim priiméru. Jde o tzv. mikrokolony
s vnifnim pramérem kolem 1 mm a o tzv. kapilarni kolony s vnitinim primérem
od jednotek do desitek pum, nejcastéji sklenéné nebo z roztaveného oxidu ktemicitého,

jejichz vnitini stény jsou pokryty filmem stacionarni faze. (25,27,28)

NejbéZnéjSim adsorbentem pouzivanym v HPCL je silikagel. Silikagel je charakterizovan
primérem pora (5.10° az 25.10° mm), specifickym povrchem (od 100 do 860 m*.g™")
a specifickym objemem (0,7 a7 1,2 cm’.g™"). Na povrchu silikagelu jsou volné silanolové —
faktorem pfi separaci, naopak siloxanové jsou nezadouci, nebot’ zplsobuji nespecifické
interakce. V adsorpéni chromatografii s polarnimi adsorbenty se pouzivaji nepolarni
rozpoustédla jako mobilni faze. Postupem cCasu pirevladaji separace s fdzemi méné
polarnimi nez faze mobilni. Zatimco adsorbnéni chromatografie se hodi pro separace smési
latek nizkomolekuldrnich, slouc¢enin lipofilniho charakteru a geometrickych izomert,

homologické fady latek se nejlépe d€li chromatografii s obracenymi fazemi. Reverzni faze
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se nehodi pro separace silnych kyselin a bazi, nebot’ silikagel, ktery slouzi jako nosic¢
reverzni faze, se rozklada pti extrémnich hodnotdch pH. Na povrchu silikagelu jsou uz
zminéné volné hydroxylové (silanolové) skupiny —Si-OH s aktivnim vodikovym atomem,
ktery mize byt nahrazen rGznymi organickymi skupinami a tak mohou byt pfipraveny
stacionarni faze s riznymi vlastnostmi. V soucasné dob¢ je vétSina komeréné vyrabénych
stacionarnich fazi siloxanového typu Si-O-Si-R. Takto se vyrabéji napt. faze se skupinami
—Si-C-Si-ethyl, -hexyl, -oktyl, -odktadecyl, -fenyl, -amino a dal$i. Vysoce u¢inné kolony,
naplnéné casticemi o pruméru menSim nez 10 pum, vyzaduji k dosazeni optimalnich

pratokovych rychlosti vysokych tlakii (jednotky az desitky MPa). (25,27,28)

3.1 Pristroje a pomocna zarizeni

Mobilni faze se ptivadi ze zadsobniku do vysokotlakého Cerpadla, které ji pres davkovaci
zatizeni vzorku dopravuje do kolony. Na vystupu z kolony je pfipojen detektor, jehoz
signal se zpracovava na pocitati. Pro gradientovou eluci je zapotifebi dvou nebo vice
zasobniki pro slozky mobilni fize a zafizeni pro jejich sméSovéani. Nékdy je nezbytné
prevadét slozky vzorku na derivaty, takze systém muize obsahovat reaktory pro
derivatizaci. Rada vzorkil obsahuje balastni latky, proto se do systému zafazuje
predkolona, ve které se tyto latky zachyti. Ze zasobniku se mobilni faze Cerpa ptes filtr.
Nekteré piistroje umoziuji odplynéni mobilni faze. Cerpadlo musi zajisti definovany a

konstantni pritok mobilni faze.

Nejjednodussi je davkovani vzorku ptes septum, které vSak musi byt schopno odolavat
velmi vysokym tlakiim. Tento davkova¢ muze potom zplsobovat tzv. dodatecné piky
(ghost peaks). Proto se v soucasné¢ dobé pouziva davkovéani pomoci davkovacich ventili,
které umoziuji podstatné presnéjsi davkovani a nevyzaduji zastaveni toku mobilni faze.
Davkovaci ventily jsou vicecestné ventily s vyménitelnou davkovaci smyckou. Smyckoveé
davkovace umoziuji davkovat libovolny objem vzorku mikrostiikackou do smycky pfi
atmosferickém tlaku. Po naplnéni smycky se jeji obsah vymyje pootocenim ventilu mobilni
faze do kolony. Predkolony byvaji nejcastéji umistény mezi davkovacem
a chromatografickou kolonou. Jednotlivé ¢asti kapalinového chromatografu se nejcastéji
spojuji nerezovymi kapilarami s minimalnim mrtvym objemem. Termostatovat Ize kolonu
1 detektor 1 cely okruh vedeni mobilni faze. Soucasné se tim snizi viskozita mobilni faze.

S chemicky vazanymi fdzemi se obvykle pracuje v rozsahu 10 az 65°C.
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cvwr
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systematicky posun). Je Zadouci, aby detektor byl stejné citlivy ke vSem detekovanym
solutim a aby jeho signal co nejméné zavisel od experimentalnich podminek. Nejvice se
v praxi pouzivaji spektrofotometrick¢ detektory. Jsou selektivni, takze zakladnim
pozadavkem je, aby pii dané vinové délce detekovana latka absorbovala co nejvice.
Vinovou délku lze programovat. Mezi dal§i pouzivané detektory patii fluorimetricke,
refraktometrické, elektrochemické, plamenové ioniza¢ni nebo kombinace s hmotnostni

spektrometrii (LC-MS). (25,28)

vvvvvv

ziskanych pii dané analyze. Pfesnost v HPCL zavisi na kvalité¢ kontroly instrumentalnich
a separacnich podminek. Spravnost metody je dana moznostmi kalibrovat systém

standardy o znamém slozeni. (25)

Davkovaci zafizeni

Detektor
Kolona
T -
Zasobnik ysokotlaka ystup
pumpa vzorku
Potitad

Obr. 6 Schéma chromatografického stanoveni (26)

3.2 Pouziti HPCL k analyze vitaminii

Chromatografické metody nasly Siroké uplatnéni jak v analyze potravin, tak i syntetickych
preparati. Heterogenni sloZeni téchto matric zapticinuje to, ze se nedaji jednotlivé slozky

stanovit vedle sebe jinak, nez jejich rozdélenim. Z téchto diivoda se pouzivaji rizné délici
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techniky. K déleni chromatografickych latek dochazi podle Henryho zdkona (koncentrace

latek ve fazich se rovnaji podilu rozpustnosti). (29)

Na analyzu tady vitaminovych slozek je dokonale vyuzivana vysokouUc¢innd kapalinova
chromatografie s pouzitim reverzni faze (C18). Jako elu¢ni zpiisob se nejcastéji pouziva
izokratickd nebo gradientova eluce. Jako mobilni faze byva nejvice pouzivan methanol,

ethanol, acetonitril a voda v riznych pomérech, ptipadné v kombinaci s vhodnymi pufry.

3.3 Statistické zpracovani vysledki kvantitativnich analyz

Vysledky kvantitativni analyzy hodnotime podle spravnosti, tj. schopnosti metody
kvantitativné urCovat danou veli¢inu, dale podle piesnosti, tj. schopnosti metody
poskytovat konzistentné stejné vysledky pro fadu opakovanych stanoveni a podle
reprodukovatelnosti, tj. schopnosti metody poskytovat konzistentné stejné vysledky pro
nezavisla méteni, provadéna se stejnym vzorkem a stejnym postupem riznymi pracovniky

v riznych laboratotich.

3.4 Chromatografické stanoveni vitaminu C metodou HPCL

Jednou z moznosti je chromatograficka separace na koloné Biopsher 120-C18, 7 um, MAC
4,6 x 150 mm. Eluce se provadi nejcastéji izokraticky methanolem pii 30°C a pratoku
1,1ml.min"". Detekce kyseliny askorbové se provadi spektrofotometricky v UV oblasti pii
vinové délce 254 nm. Absorpni maximum je ovéfeno stanovenim absorbcniho spektra
standardniho roztoku kyseliny L-askorbové. Zpracovani dat a vyhodnoceni vysledkl je
provadéno za pouziti softwaru u pfislusného HPCL. Kvantitativni stanoveni kyseliny

askorbové se provadi pomoci externiho standardu.

3.5 Chromatografické stanoveni B-karotenu metodou HPCL

Chromatografické stanoveni lze provést na koloné z nerezové oceli naplnéné reverzni fazi
Nucleosil C18 (7um) o rozmérech 4,6 x 150 mm, spojené¢ s piredkolonou o rozmérech
4,6 x 30 mm se stejnou naplni. Analyza se provadi izokraticky pfi 45°C a pratoku
1,1 mL.min" a jako mobilni faze se pouZiva methanol. K nastfiku vzorku se pouziva
davkovaci smycka o objemu 10 pl. Spektrofotometricka detekce se provadi pii vinové

délce 450 nm.
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3.6 Chromatografické stanoveni vitaminu E metodou HPCL

HPCL stanoveni vitaminu E Ize provést na kolon€ z nerezové oceli naplnéné reverzni fazi
Nucleosil C18 (7 pm) o rozmérech 4,6 x 150 mm, spojené predkolonou o rozmérech
4,6 x 30 mm se stejnou naplni. Analyza se provadi izokraticky pfi 45°C a pratoku
1,1 ml.min" a jako mobilni faze se pouziva methanol. K nastfiku vzorku se pouziva
davkovaci smycka o objemu 10 pl. Spektrofotometrickd detekce se provadi pii vinové
délce 289 nm. Adsorpéni maximum tokoferolacetatu se ovefuje zméfenim absorbéniho

spektra standardniho roztoku. (30)

3.7 Chromatografické stanoveni kyseliny listové metodou HPCL

HPCL stanoveni kyseliny listové se mize provést na koloné¢ Zorbax SB-CI18, 3,5 um,
o rozmérech 150 x 2,1 mm. Analyza se provadi pfi teploté 30°C a pritoku 200 pul.min™.
Jako mobilni faze se pouziva voda + 0,1% kyselina formylova a acetonitril + 0,1%
kyselina formylova. Jako detekce se pouziva hmotnostni detektor (LC-MS). Byla pouzita

hmotnostni spektrofotometrie. (31)

3.8 Urceni sulfarafanu v brokolici a zeli pomoci metody HPCL

Sulforafan je pfirozené piitomny a béZné¢ konzumovany isothiokyanat brukvovitych
zelenin. Byla popsana jednoduchd a pfesnd metoda pro analyzu sulforafanu postavena
na methylen chloridové extrakci a RP-HPCL vyuZivajici linearnich gradientl a acetonitrilu
ve vodé. Spravnost tohoto postupu byla testovana analyzou obsahu sulforafanu v jedlych
castech brokolice a zeli, stejné jako v ostatnich ¢astech brokolice. Obsah sulforafanu
v brokolici byl témér pétkrat vyssi nez v zeli. Nejvyssi obsah sulforafanu byl nalezen

v okvéti, zatimco nejnizsi obsah byl stanoven v listech. (32)

3.9 Analyza glukosinolati brokolice a jinych pfibuznych zelenin

hydrofylickou interakci kapalinové chromatografie

Pokud se pouzivaji metody pro identifikaci a kvantitifikaci celkového obsahu rostlinnych
glukosinolatl jako je desulfatace glukosinolatd, po které nésleduje chromatografie se
reverzni fazi, je analyza neporuSenych glukosinolati velmi problematicka. Chromatografie

s hydfrofilickou interakei nabizi novou metodu pro analyzu neporusenych glukosinolati.
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Pokud vedle této metody jeSté provedeme ionizujici parovou chromatografii s reverzni

fazi, ziskdme ucinnou a kompletni metodu pro analyzu glukosinolata. (33,34)

3.10 Specifikace kolon pouZivanych v nasi univerzitni laboratori
Supelcosil LC-8 15 cm x 4,6 mm, Spm

Discovery C8 25 cm x 4,6 mm, Spum

Discovery C18 25 cm x 4,6 mm, Spum

YMC Carotenoid S5 25 cm x 4,6 mm, Sum
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ZAVER

Brokolice (Brassica oleracea convar. lItalica) se v poslednich letech stala velmi
vyhleddvanou zeleninou, je to dano jejimi dietetickymi ucinky na lidsky organismus,
bohatym obsahem mineralnich latek, volnych aminokyselin, sacharidi, tukti a v neposledni
rad¢ také vitaminil.

Prvni ¢ast této prace je zamétena na ziskani obecnych informaci o brokolici jako je jeji
taxonomické zafazeni, puvod, fyziologicky popis, dale jeji péstovani a kuchynské
zpracovani. Brokolice je zelenina pattici do ¢eledi brukvovitych (Brassicaceae) a pochézi

z divoce rostoucich druht, které byly ptivodné péstovany na Apeninském poloostrové.

Podstatné del$i ¢ast je zaméfena na fyziologicky aktivni latky obsazené v brokolici.
Brokolice je jednim z nejlepSich zdroji vapniki a drasliku. Déle obsahuje dualezité latky,
které maji pfevazné antioxidacni ucinky. Jsou to hlavné vitaminy C, A, E, kyselina listova,
selen, karotenoidy, flavonoidy a glukosinolaty. Jsou to latky, které mohou jednotlivé nebo
spolecné plsobit proti rakovinnému bujeni. Brokolice je bohatd obzvlaste na jiz zminiované
glukosinolaty, které se v téle preménuji na isothiokyanaty. Tyto latky, mezi které patii
i sulforafan, byvaji povazovany za nejucinnéj$i proti rakovinotvorné latky obsazené
v potravinach. Sulforafan plsobi bakteriocidn¢ na Helicobacter pylorii zptsobujici

zaludec¢ni viedy, které mohou vést az k rakoviné zaludku.

Vitamin C je latka hrajici dtlezitou roli v boji proti infekénim chorobam. Kyselina listova
zase snizuje riziko rakoviny, kardiovaskularnich onemocnéni a je velmi dillezita zejména
v t¢hotenstvi. Jeji dostatek redukuje riziko vzniku zdravotni vady v obdobi prenatalniho
vyvoje - rozstépu patefe plodu. Vitamin A je dulezitou latkou pro proces vidéni a jeho
provitamin B-karoten je vyznamnym protektivnim faktorem rakoviny, dale snizuje riziko
cévnich onemocnéni, mrtvice a $edého zakalu. Zelezo a kyselina listové hraji také znaénou
roli pfi prevenci a 1é¢bé anemie (chudokrevnost).Vitamin E rovnéz plsobi proti vzniku
rakoviny, navic napomihd zpomalovat proces starnuti. Uginky selenu jako
protirakovinotvorné latky byly prokdzany v pokusech na laboratornich krysach. Ptirodni
flavonoidy mohou vyznamnym zplsobem plisobit pfi prevenci chorob majicich sviij piivod
v oxidaénim poskozeni biologickych struktur (atheroskleréza, kardiovaskularni

onemocnéni).
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Kyselina erukova, obsazena v kvétech, vyhoncich a semenech brokolice, je lidskému
zdravi Skodliva. V kvétech a vyhoncich je obsah této kyseliny zanedbatelny. Naproti tomu
semena obsahuji vysoky obsah kyseliny erukové. Ty se ovSem u nés zatim nekonzumuyji,

proto neni tfeba se znepokojovat.

Brokolice je i pfesto velmi zdravou zeleninou a rozhodné bychom ji méli zatadit do svého
jidelnicku. Nizk4d konzumace zeleniny patii totiz k zadpornym faktorim ovlivilujicim

vyskyt civilizacnich chorob a kardiovaskularnich onemocnéni.

V posledni ¢asti prace je pojedndno o chromatografickém stanoveni latek obsazenych
v brokolici. Jedna se konkrétné o vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC),

kterd je velmi roz§ifenou a komplexni metodou pro stanovovani vitamind.

Pti stanoveni vitaminu C se jako mobilni faze pouziva nejcastéji methanol a provadi se pfi
30°C. Detekce se provadi spektrofotometricky v UV oblasti pfi vinové délce 254 nm.
Stanoveni B-karotenu se provadi izokraticky pii 45° a jako mobilni faze se pouziva
methanol. Spektrofotometrickd detekce je pfi vinové délce 450 nm. Kyselina listova se
stanovuje pomoci mobilni faze, kterou tvoii voda + 0,1% kyselina formylova a acetonitril
+ 0,1% kyselina formylova pii 30°. Jako detekce se pouziva hmotnostni spektrofotometrie.
Vitamin E se stanovuje izokraticky pii 45°C a jako mobilni faze se pouzivd methanol.

Spektrofotometricka detekce se provadi pii vinové délce 289 nm.
Dale je mozné pouzit metodu HPCL 1 pro stanoveni glukosinolatti, poptipad¢ sulforafanu.

Predlozena bakalaiska prace slouZzi jako podklad pro navazujici diplomovou préci, ve které
budou stanovovany vybrané biologicky aktivni latky, pfevazné vitaminy, a to metodou

HPCL s detekei UV-VIS nebo ECD.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

TDP Thiamindifosfat

FMN Flavinmononukleotid

FAD Flavinadenindinukleotid

NAD Nikotinamidadenindinukleotid

NADP Nikotinamidadenindinukleotidfosfat

CoA Koenzym A

ACP Acyl Carrier Protein

BCCP Biotin Carboxyl Carrier Protein

HPCL Vysocetcinnd kapalinova chromatografie

LC-MS Kapalinové chromatografie v kombinaci s hmotnostni spektrofotometrii
RP-HPCL Vysoceucinna kapalinovéa chromatografie s reverzni fazi

UV/VIS Ultrafialova oblast/Viditelna oblast spektra

ECD Elektrochemicky detektor
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PRILOHA PI: DOPORUCENE DENNIi DAVKY MINERALNICH
LATEK

Mineralni latka Doporucena denni davka

®

draslik 25-5
vapnik 0,8
hoi¢ik 0,4
fosfor 1,5

sira 0,5-1

zelezo 0,01 - 0,015
zinek 0,015
selen 0,0001

(35)



PRILOHA P II: DOPORUCNE DENNI DAVKY VITAMINU

Vitamin Doporucena denni davka
(mg)
vitamin B, 1,1
vitamin B, 1,5
vitamin B; 16 —20
vitamin Bs 7,3
vitamin Bg 1,7
vitamin By 0,2
biotin 0,03-0,1
vitamin A 0,9
vitamin E 12,5
vitamin C 75-100

(17)
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