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ABSTRAKT

Cilem prace bylo stanoveni biologicky aktivnich latek brokolice (Brassica oleracea
convar. Italica) jako je Skrob, chlorofyl, fosfor, B-karoten a vitamin C. Pozornost byla
také vénovana obsahu tézkych kovi. Ke stanoveni B-karotenu a vitaminu C byla pouzita
chromatografickd metoda HPLC-ECD. Byly vypracovany vhodné extrakéni postupy a op-

timalni chromatografické podminky pro detekci B-karotenu v brokolici.

Kli¢ova slova: brokolice, B-karoten, vitamin C, HPLC-ECD

ABSTRACT

The aim of this work was to specify biological active substances in broccoli (Brassica
oleracea convar. Italica) such as starch, chlorophyll, phosphorus, [p-carotene
and vitamin C. Consideration was given to amount of heavy metals as well. For determina-
tion of B-carotene and vitamin C chromatographic method based on HPLC-ECD was used.
Suitable procedure for extraction and installation of optimal chromatographic methods of

[-carotene from broccoli was developed.

Keywords: broccoli, B-carotene, vitamin C, HPLC-ECD
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UvVOD

Ve spolecenstvi funkénich potravin je zelenina cenéna velmi vysoko. Brokolice je pro svij
obsah vitaminli a mineralnich latek odborniky Casto oznacovana za jednu z nejzdravéjsich
zelenin. Svétova zdravotnicka organizace (WHO) vydala doporuceni konzumovat ovoce
a zeleninu pétkrat denné (jak v Cerstvé, tak i v kuchynsky ¢i konzervarensky zpracované
formé) v celkovém mnozstvi cca 0,5 kg na osobu a den. Predpoklada se, ze vétSina lidi

denné piijima jen asi 20 az 50 % z tohoto doporuc¢ené¢ho mnozstvi.

Bereme-li v avahu nedostatky ve vyzivé obyvatelstva Ceské republiky, je nutno poukazat
predevs§im na nadmérny ptijem sacharidii, nedostateCny ptijem vlakniny a nedostatek vi-
taminu C. Nadbyte¢ny piijem sacharidl je zplisoben jejich nevhodnou skladbou. Je kon-
zumovano pfili§ mnoho jednoduchych sacharidii a malo stravy obsahujici nerozpustnou
vlakninu. Spotieba vitaminu C u primérného obyvatele Ceské republiky ¢ini pouze 80 %
doporuc¢eného mnozstvi. Pravé brokolice je dobrym fesenim vSech téchto problémi. Obsa-
huje jak nerozpustnou vldkninu, kterd pozitivné pusobi na travici trakt, tak i vysoké mnoz-

stvi vitaminu C a je vhodna i pro diabetiky.

Brokolice je znama ptfedevs§im pro svij proti-rakovinovy ucinek, protoZe zabraiiuje karci-
nogennim latkdm v ni¢eni DNA. Latka sulforafan (patfici mezi glukosinolaty), hojné obsa-
zena v brokolici, totiz negativné ovliviluje rist a mnozeni Helicobacter pylori, bakterii
zodpovédnou za rakovinu zaludku. Védecké poznatky déle prokazaly, ze pravidelna kon-
zumace brokolice chrani organismus pfed vznikem plicnich nadori u kutékd, pied rakovi-
nou tlustého stfeva, dé¢lozniho Cipku, prostaty, mocového méchyte, kiize a ucinna je také
v prevenci kardiovaskularnich chorob. Tyto U€inky na lidsky organizmus jsou piisuzovany

latkam isothiokyanatiim, coz jsou rozkladné produkty glukosinolata.

Dalsi 1é¢ivé ucinky spocivaji v tom, ze zlepSuje traveni a napomaha prevenci zacpy. Také
podporuje metabolismus sacharidii a bilkovin, coz se projevuje piedevsim pii praci svalt.
ZlepSuje imunitni systém, pomaha pii poruchach spanku, ucinkuje proti prekyseleni orga-
nismu a je doporucovana i pii 16¢b€ nemoci z ozateni.

Je vhodné konzumovat brokolici tfikrat tydn€. Mnoho lidi ji pro svou typickou chut’ zatra-

cuje, ale vycet pozitivnich u€inkti na lidské zdravi hovofi jasn€ pro zatfazeni této zeleniny

do bézného jidelnicku.
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I. TEORETICKA CAST
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1 ZAKLADNI CHARAKTERISTIKA BROKOLICE

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

Zeli, brokolice, kvétdk, kedluben, kadetavek a rGzi€kova kapusta, kapusta, ¢inské zeli,
fedkev, kien a feficha zahradni, patii do velké skupiny rostlin z ¢eledi brukvovitych
(Brassicaceae). [1] Brokolice je viceleta nebo jednoleta brukvovita rostlina, ze které se

sklizi nevyvinutd kvétenstvi zelené, zluté nebo fialové barvy. [2]

Obr.1: Brokolice chiestova

1.1 Puvod brokolice

Jméno brokolice (Brassica oleracea convar. italica) je italského piivodu, odvozené od lan-
ského slova brachium, které znamend ,,paze* nebo ,,vyhonek®. Brokolice pochazi
z vychodniho Stiedomoti. Prvnimi péstiteli byli stati Rimané. Z Italie se brokolice postup-
n¢ dostavala do ostatnich evropskych zemi. [2] V 18. stoleti se zacala s oblibou péstovat
v Anglii, ale jeji nejvétsi popularita zacala kupodivu stoupat az po druhé svétové vilce,

kdy se jeji konzumace rozsitila prakticky po celé Evropé. [3]

U nés se brokolice vyraznéji rozsifila v 80. a 90. letech 20. stoleti, i kdyZ prvni ptivodni

odrtida vyhonkové brokolice Vitamina byla vySlechténa v Olomouci jiz v roce 1963. Jeji-
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mu roz§ifeni vyrazné pomohly studie identifikujici komplex latek, které brokolice obsahu-

je, a jednoznac¢né ji zatadily do kategorie ,,superzdravych® zelenin. [4]

Existuje nékolik zakladnich druhi brokolic - vyhonkova, hlavkova a kvétakova. U nas je
roz$ifena pfedev§im brokolice vyhonkova. Stfedova rizice je nejvétsi, bocni jsou mensi

a sklizi se postupnym odiezavanim téchto rizic (zduznatéla kvétenstvi). [3]
Nejznaméjsi odrady vyhonkové brokolice jsou:

- Vitamina — remontujici (obrustajici) odriida stonkového typu pro postupnou sklizen ri-
zic. Rostlina je v dospé€losti bohaté vétvena, stiedové riizice maji primér 8 - 10 cm, bo¢ni —
vyrustajici z pazdi listti — jsou drobné&jsi.

- Calabrese — italska odrida s dobfe vétvenou rostlinou a postupnym vyvojem razicek. [4]

Brokolici je chutové podobny kvétdk ,,Romanesco®, ktery se na pultech naSich zelinaf-
skych obchodt jiz pomalu zacal objevovat. Kvétak Romanesco (Brassica oleracea L. con-
var. botrytis Alef var. botrytis L.) méa zelenozlutou barvu a tvarové piedstavuje riizice
uspotradané do pyramidy. Mé pevnéjsi konzistenci nez klasicky kvétak. Je zdrojem vitami-
nu By (kyseliny listové) a vitaminu C. V jedné 100 g porci Romanesca je témét celd denni

denni davka vitaminu C pro dospélou osobu a 30 % doporucené denni davky vitaminu Bo.

[3]

Obr.2: Kvétak ,,Romanesco
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Tabulka 1: nutricni hodnoty brokolice odpovidajici 100 g cerstvé hmoty: [6]

Voda g 92,55
Energie kcal 22,00
Energie kj 92,00
Proteiny g 3,17
Lipidy g 0,49
Mineralni latky g 0,93
Sacharidy g 2,85

1.2 Péstovani brokolice

Ve stiedni Evropé mohou byt kost’aloviny péstovany v polnich podminkach od konce biez-
na do konce fijna ¢i listopadu. Brokolice vyzaduje obdobné péstitelské postupy jako kveé-
tak, je vSak mén¢ naro¢nd, takze neni problém péstovat ji v naSich zahradach. [7] Letni a
podzimni kvétak a brokolice vyzaduji pidy hlubsi, humoézni, hlinit¢ az jilovitohlinité

s dobrou udrznosti vody. Optimalni pH ptidy je pro kost’aloviny v rozmezi 6 a 6,5. [8]

Rozlozeni péstitelskych oblasti v Evrop¢ dovoluje zachovéani celoro¢ni nabidky: vyrazné
pozdné podzimni a zimni dominuje v Italii (oblast Puglia) i ve Spanélsku (Murcia, Alme-
ria). Klimatické podminky dovoluji celoro¢ni péstovani brokolice v udoli feky Ebro na
severovychodé Spanélska. Nabidka brokolice z Bretané a Poryni je vymezena mésici kvé-
ten - listopad, nizozemskd, britskd a vétSina némecké na Cervenec - polovinu listopadu.
Nejvétsimi evropskymi exportéry kvétaku a brokolice jsou Francie a Spanélsko. Francouz-
sky export v uplynulych deseti letech stagnuje, zatimco Spanélsky znacné roste. Italie pro-
dukuje pfedevSim pro domadci spotiebu, v porovnani s pfedchozimi zemémi je jeji vyvoz

nevyznamny. [9]

1.3 UdrZnost a spotieba brokolice

Hlavni stinnou strankou brokolice zistava jeji relativné kratka zivotnost pii skladovani,
zpusobena predcasnym zloutnutim a rychlou ztratou turgoru, coz znamena, ze velmi rychle
ztraci svou pfitazlivost pro spotiebitele. Vysledky z pfedeslé tiileté studie financované
DEFRA (Department for Enviroment, Food and Rural Affairs), realizované¢ vyzkumnou

organizaci HRI (Horticulture Research International) ukazuji, ze rozdily v Zivotnosti pfi
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skladovani mohou byt zplisobeny zménami v podminkach péstovani pted sklizni, véetné
faktord jako naptiklad stres z teploty a vodniho rezimu. Tato prace také zduraziuje vliv
genetickych rozdilii na Zivotnost pfi skladovani a rovnéz skutecnost, Ze horsi odridy mo-

hou mit nizsi obsah antioxidantd. [10]

Primérné spotieba kvétaku (a brokolice, nebot’ statistika kromé zahrani¢niho obchodu tyto
zeleniny neeviduje samostatné) dosahuje 4,30 kg na osobu za rok (ve SRN 2,60 kg, ve
Velké Britanii 4,03 kg, v zemich EU jen 0,59 kg v roce 2000). Na rozdil od CR, kde je
podil spotteby brokolice na celkové spotiebé stale velmi nizky, pouze 6,77 % (tj. 0,30 kg
na osobu za rok) a na spotiebé se ze dvou tretin podili dovoz (2 123 t v roce 2000), stoupl
podil spotieby brokolice ve velké Britanii z 10,82 % roku 1993 na 29,52 % roku 2000

(1,20 kg/os./rok). [8] Soucasné udaje o spotiebé brokolice nejsou k dispozici.

1.4 Vliv brokolice na lidské zdravi

Brokolice mize slouzit jako prevence: rakoviny prsu, tlustého stieva, mocového méchyte,
prostaty, kiize, srde¢nich onemocnénich, vysokého krevniho tlaku a vrozenych vad. Dale
je uvedeno nékolik studii, které se zabyvaji zdravotnimi ucinky brokolice. Napft. studie
provadéna na 1300 lidech ukdzala, ze pravidelnd konzumace kvétdku a brokolice chrani
pred rakovinou lépe, nez jiné druhy zeleniny. Experti radi, Ze nejlep$i moznosti jak snizit
riziko rakoviny je jist vyvaZenou dietu obsahujici hodné ovoce a zeleniny. Konzumace
kvétaku jednou tydné je spojena se snizenim rizika rakoviny o 52 %, brokolice snizuje

riziko 0 45 %. [11]

Na Ustavu preventivniho 1ékai'stvi v Brné zjistovali antimutagenni aktivitu brokolicové
Stavy osetiené vysokotlakou metodou a to 500 MPa po dobu 10 min. Tento zpisob osSet-
feni potlacuje riist mikroorganismu pfi zachovani nutri¢né cennych latek. Isothiokyanaty —
Stépné produkty glukosinolatl, kterych je brokolice bohatym zdrojem, vykazuji vyrazné

antimutagenni a antikancerogenni u¢inky. [12]

Nedavna studie Univerzity v Illionois ukézala, Ze spolecnd konzumace brokolice a rajcat
sniZuje riziko rakoviny prostaty u muzi. Krysy krmené kombinaci brokolice a rajcat
vykazovaly zmenseni nddort ve vEtsi mite, nez krysy krmené béznou stravou. Dalsi studie
zabyvajici se rakovinou prostaty poukazuje na latku indol-3-karbinol (13C), obsazenou

v brukvovité zelening, ktera zabranuje reprodukei rakovinnych bunék.[13, 14]
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Exprese gent v nddorech miize vést k rezistenci vici 1éktim, coz byva hlavni piekazkou pii
1é¢bé nadorovych onemocnéni, jako je rakovina plic. Isothiokyanaty, jako napfi. sulforafan,
které obsahuje brukvovita zelenina, jsou znamy jako latky, které podporuji detoxifikaci
enzymul. Tyto slozky vyzivy, které utvari detoxifikaéni systém by mély byt podrobné
zkoumany, nez budou doporuceny jako chemoterapeutikum, protoze mohou mit dalsi ucin-

ky v kombinaci s chemoterapeutickymi léky. [15]

Rakovina tlustého stieva a plic maji vazné dusledky na lidské zdravi. Obéma druhtim
rakoviny se da predchazet konzumaci zeleniny. Studie hodnoti posledni poznatky
v mechanismu rakoviny tlustého stieva a plic v souvislosti s prevenci, pfi které se uplanuje
zelenina. Je nutné provadét studie, které se zabyvaji kombinaci fyfochemikalii a zeleniny,
protoze pomahaji stanovit zmény exprese gend v tlustém stfeve, ale obzvlasté v plicich.

[16]

Dalsi studie se zabyvaji vlivem brukvovité zeleniny na rakovinu mo¢ového méchyte. Véd-
ci z univerzity v Texasu analyzovali stravu 697 lidi, u kterych byla diagnostikovéana rako-
vina mo¢ového méchyte a 708 lidi, ktefi byli zdravi. Byli rozdé€leni podle stafi, pohlavi a
etnika. Primérny denni pfijem brukvovité zeleniny byl znateln¢ nizsi u lidi s rakovinou,
nez u zdravych jedinct. Strava obsahujici brukvovitou zeleninu ma za néasledek sniZeni
rizika rakoviny mocového méchyie az o 29 %. Protirakovinny vliv brukvovité zeleniny
by méli brat v potaz hlavné lidé s vy$sim rizikem rakoviny mocového méchyie, kterymi

jsou hlavné muzi, kutéci a starsi lidé (nad 64 let). [17, 18]

Brokolice je bohaté na flavanoid nazyvajici se kampeferol. Studie provadéna v letech 1984
- 2002 ukazuje, Ze u Zen jejichz strava obsahovala vice kampeferolu, bylo prokazéno sni-
Zeni rizika rakoviny vaje¢niku az o 40 % v porovnani s Zenami, které jedi stravu méné

bohatou na kampeferol. [17]

Brokolice obsahuje také glukosinolaty, zvlasté glukorafanin, ktery je pekurzorem sulfora-
fanu. Sulforafan nici bakterii Helicobacter pylori, zodpovédnou za viedovou chorobu
Zaludku. Pravée tato bakterie je povazovana za puvodce vétSiny piipadl rakoviny Zalud-
ku. Po laboratorni upravé byl sulforafan podavan lidem, kterym lécba antibiotiky nepoma-
hala. V pokusech se zjistilo, ze sulforafan povzbuzuje tvorbu bilkovin, které plisobi proti

faktorim zptsobujici rakovinu. [19]
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Obr. 3: Helicobacter pylori

Brokolice vSak neni vhodna jen jako prevence rakoviny zaludku, ale podle nejnovéjSich
vyzkumt chrani také kizi pred zhoubnymi nasledky poSkozeni vzniklych plsobenim
ultrafialového zareni. I zde hraje vyznamnou roli sulforafan, ktery podle studie Univerzity
Johna Hopkinse, pomahé zlepSeni stavu poSkozenych bun¢k kiize po opalovani a snizuje
tak riziko rakoviny. [17] Dokazuje to také studie provadéna na mysich, kterym byl poda-

van sulforafan a u nichz bylo prokazano sniZeni rizika rastu nadorti na kizi. [20]

Semena brokolice jsou vydatnym zdrojem kyseliny erukové, kterd je skodliva pro lidské
zdravi. O kyselin€ erukové se vi, Ze vykazuje riizné negativni u¢inky na organismus (myo-
kardialni lipidosy, myokardialni nekrosy a naruseni oxidac¢ni fosforylace). V ptepoctu na
erstvou hmotu je obsah kyseliny erukové nasledujici: kvéty: 0,8 mg.100 g, vyhonky:
320 mg.100 g, semena: 12 100 mg.100 g'. Na zaklad& t&chto vysledka lze piedpokladat,
ze kvéty a vyhonky brokolice podstatné neptispivaji k celkovému piijmu kyseliny erukové

ze stravy. [21]

Brokolice obsahuje v hojné mife také glukosinolaty, které maji antimutagenni faktor a
svym pusobenim snizuji riziko tvorby nadord. [22] Obsah glukosinolatt a jejich rozklad-
nych produktt v brokolici zavisi na genotypu, prostiedi a zpisobu péstovani. Existuji stu-

die zabyvajici se vlivem téchto faktorti na obsah bioaktivnich latek v brokolici. [23]

Byly navrZzeny a vyhodnoceny moznosti vyvoje novych ,.funkénich potravin®“ ke sniZeni
rizika specifickych druhi rakoviny. Brokolice byla vyhodnocena jako velmi vhodna potra-
vina, kterd se do zna¢né miry podili na snizovéani rizika rakoviny. Byly studovany do
hloubky chemické charakteristiky fytochemickych latek brokolice a jejich vliv na bioak-

tivni slozeni latek v brokolici. [24]
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2 FYZIOLOGICKY AKTIVNI LATKY BROKOLICE

2.1 Aminokyseliny

Aminokyseliny se v potravinach nachazeji jako stavebni jednotky vSech bilkovin, peptidii
a také volné. V ptirodnich materialech bylo prokazano asi 700 riznych aminokyselin. N¢-
které z nich jsou rozsifeny zcela obecné, jiné se vyskytuji jen v urCitych druzich rostlin,
zivocicht, ¢i v jinych organismech. [25]

vvvvv

syntetizovat v dostatecném mnozstvi ve svém organismu pouze 15, zbyvajici musi byt do-
davany v dostatecném mnozstvi v potravé. K témto nezbytnym aminokyselinam, tzv. esen-
cidlnim, patfi: lysin, leucin, isoleucin, fenylalanin, methionin, threonin, valin a tryptofan.

[26]. V brokolici se vyskytuje 18 aminokyselin, jejich piehled a mnozstvi uvadi ptiloha I.

2.2 Mineralni latky

Mineralni latky potravin obvykle definujeme jako prvky obsazené v popelu potraviny nebo
presnéji jako prvky, které ziistavaji ve vzorku potraviny po uplné oxidaci organického po-
dilu na oxid uhli¢ity, vodu aj. Mineralni podil tvofi u vétsiny potravin 0,5-3 % hmot. Pte-
hled obsahu mineralnich latek v brokolici je uveden v ptiloze I1. Pfehled obsahu doporuce-

nych dennich ddvek mineralnich latek je uveden v ptiloze III.

Vapnik se v potravinach rostlinného ptivodu naléza ve formé rozliénych soli, z nichz napft.
fytinat a oxalat jsou nevstiebatelné, takze je organismus nemiize vyuzit. [26] Stupen re-
sorpce vapniku ze Spenatu, kde prevladajici formou je oxalat vapenaty, byva kuptikladu

jen 2-5 %. [27] U brokolice nebyl tento tidaj nalezen.

Zdrojem Zeleza pro clovéka byvaji potraviny zivociSného 1 rostlinného piavodu.
V potravinach rostlinného ptivodu byva zelezo vazano v riznych komplexech, zvlasté
s alifatickymi hydroxykyselinami, aminokyselinami, thioly, fenoly, ale i s polysacharidy,
polynukleotidy, peptidy atd. Z hlediska vyzivy jsou nevyuzitelné tézce rozpustné soli,
napf. fytindt zelezity, dale polyhydroxyzelezit¢ komplexy, popf. i jiné komplexy. [26]

Dobrym zdrojem zeleza je pravé i brokolice.
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V zelenych rostlinach je ptevazna Cast hor¢iku vazana jako centrdlni atom v chlorofylu,
latky nezbytné pro fotosyntetické déje. [26] Chlorofyly jsou prakticky jediné ptirodni zele-
na barviva, kterd se navic vyskytuji pfirodé v t¢émét neomezeném mnozstvi. V potravinach
se vyskytuje hlavné chlorofyl a a chlorofyl b, které jsou soucasti vyssich rostlin v poméru
priblizné 3:1.

Rada potravin rostlinného ptivodu s vysokymi koncentracemi fosforu obsahuje zna¢né
mnozstvi malo rozpustné fytové kyseliny a jejich soli fytatt. Brokolice se fadi mezi rostli-
ny s nizkym obsahem fytové kyseliny. [27] Vhodnym zdrojem fosforu, kromé mléénych

vyrobki a lusténin, je také brokolice.

Draselné ionty se podileji na dilezitém transportnim systému, pii kterém transport sod-
nych iontll z bunék smérem ven je spjat s transportem draselnych iontd smérem dovnitf.
Jde o tzv. spfazenou neutrdlni pumpu. Jind situace je v rostlindch, kde draselnym ionttiim
pfipadd mimotadna tloha pfi fizeni metabolickych procesi. Hlavnim zdrojem drasliku pro
¢lovéka jsou tedy potraviny rostlinného ptivodu. Dobrym zdrojem jsou fazole, Spenat, bro-

kolice atd.

Zinek je soucasti mnoha enzymi, napt. karboanhydrazy, alkoholdehydrogenazy, nékte-
rych peptidas, esteras atd. V zivoc€iSnych a rostlinnych potravindch byvé zinek vazan v
ruznych komplexech. Nejcastéji se zinek vaze pres thiolové skupiny, mimo jiné napt. po-
moci cysteinu. Znamé jsou i jeho vazby s histidinem, n¢kdy téz s kyselinou L-askorbovou.
Jeho dobrym zdrojem jsou né€které obilniny, lusténiny, maso, jatra a né€které zeleniny jako

je opét brokolice. [26]

Méd’naté ionty jsou soucasti aktivnich center fady enzymu, zejména oxidoreduktdz. [27]

Zdrojem médi je 1 brokolice.

Ukézalo se, Ze selen mlZe do jisté miry zastoupit vitamin E a Ze je pravdépodobné ucin-
nym inhibitorem oxidace lipidl v organismu. V zivoci$nych a rostlinnych organismech byl
selen prokazan ve formé nckterych selenovych analogl sirnych aminokyselin, napft. jako

selenocystein. [26]

V zivocisnych 1 rostlinnych organismech byva obsazen velky pocet rozmanitych sirnych
sloucenin, fyziologicky ucinnych: sirné aminokyseliny, sulfatidy, acetyl-SCoA, thiolové
enzymy, kyselina lipoova aj. V mnoha rostlinach se naléza jest¢ zna¢ny pocet dalsich slou-

¢enin siry, napf. sirné heteroglykosidy. Produkty enzymové katalyzované hydrolyzy nékte-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

rych téchto glykosidl patii ke strumigentim, coz jsou latky, které vyplavuji jod z téla. Na-
proti tomu nékteré derivaty cysteinsulfoxidu, nalézajici se v rostlinach ¢eledi brukvovitych

(Brassicaceae) a lilkovitych, maji pomérné silny antihypercholesterolemicky ucinek. [26]

Rostliny pfijimaji toxické prvky jednak z pidniho roztoku kofenovym systémem, jednak
z atmosféry depozici zejména na povrchu listli (folidrni pfijem). Mezi rostliny, které siln¢
akumuluji olove a kadmium z pidy patii Spenat, hlavkovy salat a nékteré olejniny. Napf.
$penat, ktery patii do stejné Geledi jako brokolice, obsahuje 0,01-0,29 mg.kg" olova a
0,01-0,39 mg.kg" kadmia. Tolerovana denni davka olova ¢ini 50 pg a kadmia 67-83 g
(pti telesné hmotnosti 70 kg). Pti intoxikaci olovem nebo kadmiem mohou byt poskozeny

ledviny a jatra. [27]

Koncentrace rtuti ve v&t$ing potravin se pohybuji v desetitisicinach aZ setinach mg.kg™.
Tolerovatelna davka celkové rtuti pro dospelého ¢loveéka €ini 50 pg (pii télesné hmotnosti

70 kg). Hlavni organy, které¢ jsou poskozeny pii intoxikaci rtuti jsou ledviny a mozek. [27]

2.3 Vitaminy

V potravinach se vitaminy vyskytuji v proménlivém mnoZstvi zpravidla od pgkg' po
stovky az tisiciny mg.kg" podle druhu vitaminu, druhu potraviny a zpisobu jejiho zpraco-
vani. Obsah vitaminl v potravinach ovliviluje kromé genetickych ptedpokladli daného
organismu mnoho dalSich faktori. U potravin rostlinného pivodu je vyznamny zejména
stupenl zralosti, klimatické podminky b&hem rastu, predev§im mnozstvi srazek, hnojeni,
poskliziiové skladovani a zpracovani. [27] Obsah vitamini v brokolici udava ptiloha IV a

doporucené denni davky vitamint udava ptiloha V.

Thiamin (Vitamin B)),[3-(4-amino-2-metyl-5-pyrimidinyl)methyl-4-methyl-5-(2-hydroxy-
ethyl) thiazoliumchlorid] je krystalicka latka, které je ve vod¢ pii laboratorni teploté velmi
dobfte rozpustnd. [26] Thiamin se vyskytuje predevs§im jako volna latka a ve formé fosfo-

recnych estert, jako thiamindifosfat nebo thiamintrifosfat. [27]
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Vitamin B; — thiamin Thiamindifosfat, TDP

Avitaminosa thiaminu je znama jako nemoc ,,beri-beri’’, ktera se ve své typické formé
projevovala u osob Zivenych pfevazné loupanou ryzi. [26] Tato nemoc se projevuje nervo-
vymi pfiznaky, atrofii svalti, poruchami srde¢ni ¢innosti a ubytkem kosterniho svalstva.

[28]

Hlavnim zdrojem thiaminu v potravinach jsou pivo, jatra, maso, vejce, mléko, Spenat, bro-

kolice atd. Ztraty pfi vafeni u listové zeleniny jsou asi 40 %. [27]

Riboflavin (Vitamin B,) patii do skupiny latek zvanych flaviny. Zakladem struktury ribof-

lavinu je isoalloxazinové jadro, na které je vazan ribitol, alditol ovozeny od D-ribosy.

0 H o0
HyC A T N NH
LU 4 TILILL
HoC N7 SN0 T K N0
Gy Gy
H-C-OH H-C-OH
H-(l;..OH H-(II-OH
H-(;",-OH H'?'OH
CH5OH CH50H

Vitamin B, — riboflavin

Riboflavin se vyskytuje v biochemickych systémech ve formé koenzymii oxidoredukénich
enzymi. Nejbéznéjs§imi jsou flavinmononukleotid (FMN) a flavinadenindinukleotid

(FAD).
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V neutralnich a alkalickych roztocich je velmi labilni a rozklada se za vzniku fyziologicky

neucinnych rozkladnych produkti. Je velmi citlivy predev§im na svételné zafeni. U¢inkem

svétla v neutralnim nebo kyselém prostiedi pfechazi odSt€penim postranniho fetézce na

lumiflavin, v alkalickém prostiedi poskytuje za stejnych podminek lumichrom.

Avitaminosa se projevuje zanétlivymi zménami sliznic a klize, eventualné i nervovymi

poruchami. K nejbohat§im zdrojim riboflavinu patii jatra, vejce, syr a maso a také broko-

lice. Béhem technologického a kulindfského zpracovani potravin dochézi ke ztratdm ribof-

lavinu piedevsim vyluhovanim. [26]

Niacin (Vitamin B3), je spole¢nym oznacenim pro kyselinu nikotinovou a jeji amid. [27]

o~ CO0H . _CONH,
T

N

N

Kyselina nikotinova a nikotinamid

Kyselina nikotinova i jeji amid jsou stejn¢ fyziologicky ucinné. [26] Nikotinamid je sou-

¢asti  nikotinamidadenindinukleotidu

(NADP").

(NAD")

a nikotinamidadenindinukleotidfosfatu
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Nukleotidy obsahujici amid kyseliny nikotinové jsou koenzymy pyridinovych dehydroge-
naz. Nedostatek kyseliny nikotinové v potravé zplisobovala diive pelagru, kterd se proje-

vovala poruchami nervovymi, koZznimi a chorobami traviciho Ustroji.

Nejbohat$im zdrojem kyseliny nikotinové jsou kvasnice, z hlediska vyzivového maso,
vnitinosti a také brokolice. V rostlinnych pletivech pfevazuje kyselina nikotinova, v zivo-
¢iSnych tkénich jeji amid. [26]

Kyselina panthotenova neboli vitamin Bs (D-(+)-o.,y-dihydroxy-p-dimethylbutyryl-p’-
alanin) je vétSinou viskozni, slabé nazloutla olejovita latka. Je velmi dobie rozpustnd ve
vode, v roztoku je stabilni v rozmezi pH 5,5 az 7,0. Pii zahtéti s kyselinami a alkaliemi se

snadno Stépi. [26]

i
HO—CH,—C—CH—CO—NH—CH,—CH,—COOH
|
H,C OH

Vitamin Bs — Kyselina pantotenova

Kyselina pantothenova je slozkou koenzymu A, ktery prendsi zbytek kyseliny octové a
jinych karboxylovych kyselin ve formé¢ acetyl-SCoA. Koenzym A se podili na fadé meta-
bolickych pochodu (B-oxidaci mastnych kyselin, citratovém cyklu, metabolismu aminoky-
selin, tukl a sacharidii). [26] Koenzym A zasahuje také do biosyntézy cholesterolu, stero-

idnich hormonti, porfyrinu a hemoglobinu.

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

ma vyznamnou ulohu pfi biosyntéze mastnych kyselin. [28]
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Jeji nedostatek se projevuje degenerativnimi zanétlivymi zménami na sliznicich, prede-

vs§im dychaciho a traviciho systému.

NI,

onem ¢ L
lIS—Ull_w_—CHg—NH-ﬁ-—CH;-CH:-NH-\H-—CH-(F‘—C]-g—Oh]]“—O—?—O—CH; e} N N
0 0 CH; o O
o
o0— ﬁ-—() OH
O
CoA-SH

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

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

Pojmem pyridoxin (Vitamin Be) se oznacuji vSechny tfi fyziologicky ucinné formy vita-
minu Bg, tzv. pyridoxinova tridda, tvofena pyridoxolem, pyridoxalem a pyridoxaminem

[26]

CH, OH cfi CHyNH,
]
HU-HZC = , OH HU"HZC — l CH HU"HZC = i OH
= =
N~ CHy N CH, SNTSCH,
Pyridoxol Pyridoxal Pyridoxamin

V biochemickych procesech vystupuje pyridoxin ve form¢ fosfatovych derivati pyridoxal-
fosfatu a pyridoxaminfosfatu. Pyridoxalfosfat se jako kofaktor dekarboxylas zGcastiuje

reakci v metabolismu aminokyselin. [28]

V potravindch rostlinného piivodu se vyskytuje hlavné pyridoxol a pyridoxal. Nejb&znéjsi
formou je 5°-O-(B-D-glukopyranosyl)pyridoxol, ktery v ovoci a zeleniné reprezentuje

5 - 80 % celkového obsahu vitaminu. [27]

Nedostatek pyridoxinu zptsobuje predevsim nervové poruchy. K nejbohatSim zdrojim
pyridoxinu patii drozdi, maso, jatra, obiloviny a nékteré druhy zelenin, kam patii také bro-

kolice. [26]
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Kyselina listova neboli vitamin By je N-(2-amino-4-hydroxy-6-pteridylmethyl)-p-
aminobenzoylglutamova kyselina. Kromé této kyseliny se vyskytuji v pfirodé jeji dalsi
derivaty nazyvané folaty. Kyselina listova je latka krystalickd, zluté barvy, pii zahfevu se

rozklada.

kys. p aminabenzoavé kys. glutamova

A
T L]

LT D ol Pyl

kys. pteroova

HoN

Vitamin By - kyselina listova

Aktivni formy kyseliny listové se v enzymovych systémech podileji na pfenosu jednouhli-
katych radikal, predevsim methylu, hydroxymethylu, formylu a karboxylu. [26] Hraje
také dulezitou tlohu v metabolismu aminokyselin. Uplatiiuje se také v syntéze a opravach
poskozenych nukleovych kyselin, pfi tvorbé krevnich bun¢k a nékterych soucasti nervo-
vych tkani. Je esencidlni pro vlastni rlist a optimalni fungovani nervového systému a kostni

dené. [29]

Pti jejich nedostatku v potravé dochdzi k porucham tvorby krve. Dobrymi zdroji kyseliny
listové jsou zelené ¢asti rostlin, to znamena zelenina a v mensi mife ovoce. Ze zivocisSnych
tkani jsou nejbohatS$im zdrojem kyseliny listové jatra. V biologickych substratech je kyse-

lina listova Casto vazana na bilkoviny. [26]

Dostate¢ny piijem folath snizuje riziko vyskytu defektl neurdlni trubice u novorozenci,
kardiovaskularnich chorob a nékterych forem rakoviny. Obsah folati v brokolici byl sta-

noven na 63 pg.100g™. [30]

Biotin [(+)-cis-2-(4-karboxybutyl)-3,4-(2-0x0-3,4-imidazolidino)thiofan], za svij vyslo-
vené hydrofilni charakter vdéci jednak karboxylové skuping, ale také, a to predevsim, va-

zané mocoving.
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V pfirozenych systémech je biotin soucasti nékterych ligas, které katalyzuji inkorporaci
nebo pfenos oxidu uhli¢itého. Je také koenzymem karboxylas a uplatiiuje se pii biosyntéze
mastnych kyselin. [26] Komplex aktivniho biotinu s proteinem se oznacuje BCCP (Biotin

Carboxyl Carrier Protein). [28]

Zdrojem biotinu je fada potravin, avSak koncentrace vitaminu ve vétSiné z nich obvykle
byva nizkd. Biotin je ¢astecné pfitomen jako volna latka (mléko, ovoce, zelenina) a ¢astec-

n¢ vazany na bilkoviny (zivocisné tkan¢, rostlinna semena) [27].

Nedostatek biotinu v organismu ¢lovéka je extrémné vzacny. Deficienéni symptomy zahr-
nuji anorexii, zvraceni, dermatosu a ztratu vlasi. [31] Biotin se vyskytuje v téchto potravi-

nach: maso, jatra, vejce, mléko, listova zelenina a taktéz v brokolici.

Vitamin C tvoii L- askorbovd a L-dehydroaskorbové kyselina. Kyselina L-askorbova je
bila krystalicka latka, dobfe rozpustna ve vod¢€. Snadno se oxiduje vzdusnym kyslikem na
kyselinu L-dehydroaskorbovou. V biologickych systémech katalyzuji oxidaci kyseliny

askorbové ptimo nebo neptimo rizné enzymy jako askorbdza, peroxidaza, cytochromoxi-

daza a jiné.
CH,0H
CH,0H
H ot
H OHO 0
. “He =0
0 i = _—
Ve 0 0
0 OH

kys. L-askorbova L-askorbylradikal kys. L-dehydroaskorbova

Obr. 4: Oxidace kyseliny L-askorbové
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Kyselina askorbova se v biologickych systémech ucastni hlavné pienosu elektronii
v oxida¢né redukcnich systémech. Podili se na n€kterych hydroxylaénich pochodech (hyd-
roxylace prolinu apod.). Kyselina L-dehydroaskorbova ma vzhledem k reverzibilnimu re-

doxnimu systému stejnou fyziologickou ucinnost jako kyselina askorbova. [26]

Vitamin C je dulezity, ve vodé rozpustny antioxidant ptsobici v biologickych tkéanich, kde
snadno vychytava reaktivni kyslikové a dusikaté radikaly a tim efektivné chrani ostatni
substraty pred oxidativnim poSkozenim. Plsobi rovnéz jako antioxidant pfi regeneraci o -
tokoferolt, kdyz pfi eliminaci radikalt rozpustnych v tuku vznikaji tokoferoxylové radika-

ly, pfi€emZ se méni na askorbylovy radikal. [32]

V potravinach rostlinného piivodu je zpravidla 90-95 % vitaminu pfitomno ve formé as-
korbové kyseliny, zbytek tvoii dehydroaskorbové kyselina. Nejbohat$im zdrojem vitaminu
C je ovoce a zelenina. Nejvyssi obsah vitaminu C ma ¢erstvé ovoce a zelenina. [27] Studie
uvadi, Ze obsah vitaminu C v brokolici se pohybuje v rozmezi od 40,6 do 107 mg.100 g™

[33]

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.

CHaHl o CH 7 s
Hac Ha c = .-‘%t-‘?- ,-'CH.._ - C:i ,CH:OH ch CH3 ] E:Ha i (I:HB
=C =c "--tl; E: C*C/C*C’C*C’c*‘*cfc%
I [ ' :
H H H H b i g :
CHq oy
Vitamin A, Vitamin A,

Retinol mé velky vyznam pii fotorecepci v o¢ni sitnici (Waldtv cyklus). [26] Tento cyklus

umoznuje prevod svételnych impulsti na nervové vzruchy. [28]

rhodopsin

<4— svétlo

<4— nervovy vzruch

A
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tma opsiny frans-retinal > trans-retinol
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1 1-cis-retinal < » 11-cis-retinol
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Obr.5: Waldiv cyklus

Retinol a neoretinol se vyskytuji pouze v zivo¢iSnych materidlech, zatimco v rostlinnych

systémech se nachéazeji pouze provitaminy vitaminu A, prekurzory retinolu — karotenoidy.

Dobrym zdrojem fyziologicky ucinnych karotenoidl, zvlasté B-karotenu, jsou predevsim

nckteré druhy ovoce a zeleniny (mrkev, Spenat, petrzel, brokolice a rajska jablicka). [26]

Do skupiny tokoferoli, neboli vitamin E 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). Zakladni latkou je a-toko-
ferol (5,7,8-trimethyltokol).
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R'=H R’= H R’=H tokol

R'= CH; R’= CH; R} = CH; o-tokoferol
R'= CH; R’= H R’ = CH; B-tokoferol
R'=H R’= CH; R’ = CH; y-tokoferol
R'=H R’= H R’ = CH; 8-tokoferol

v

Nejucinngjsi je a-tokoferol. Podle Joffa a Harrise klesa ucinnost v potradi tokoferold

a- > - > y- > o-tokoferol v poméru 100 :40 (5 az 8) : 1.

Pti nizSich teplotach jsou stalé viici alkaliim a za vysSich teplot se rozkladaji. Jsou velmi
citlivé na kyslik a velmi snadno se oxiduji. Ultrafialovym zafenim se tokoferoly rychle
rozkladaji. Vyznamné jsou zejména antioxidacni vlastnosti tokoferold. [26] Vitamin E
v lidském organizmu piisobi jako u¢inny antioxidant membrén, ktery aktivné vstupuje do
retézové reakce, prerusuje kaskddu reakci volnych radikalti a chrani biomembrany pied
oxidativnim atakem téchto radikal. Nejsilngj$§im antioxidantem ze skupiny tokoferolil je

a-tokoferol, ktery je zaroven nejhojnéji zastoupen v lidském organizmu. [34]

Vitamin E se nachazi ptfedevSim v potravinach rostlinného plivodu, v menSim mnozstvi
v potravinach zivocisného ptivodu. [27] Hlavnim zdrojem tokoferoltl jsou oleje z obilnych
klickli arostlinné oleje. Ve vétSim mnoZstvi jsou obsaZzeny rovnéZz v masle, vej-

cich, lusténinach a v brokolici. [26]

Vitamin K; neboli fyllochinon obsahujici hexahydrotetraprenylovy fetézec fytyl (2-
methyl-3-tytyl-1,4-naftochinon) se vyskytuje v potravinach rostlinného ptivodu. Dalsi lat-
kou je vitamin K, (menachinon-n, 2-methyl-3-multiprenyl-1,4-naftochinon,). Vitamin K3

(menadion, 2-methyl-1,4-naftochinon) je synteticka latka.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 30

0
: CHy
Ug ~CHy, o~ o ~CHa  _CHp Oy _-CHy - CHp  _-CHz
I ¢ CHy CH CcHy cH CHy cH
CHg

Vit. K; - fyllochinon

K nezadoucim reakcim a ztraté aktivity vitaminu K dochazi piisobenim svétla (fotodegra-

dace na fadu produkti), pii reakci s redukénimi €inidly a v alkalickém prostredi.

V potravinach rostlinného ptivodu se vyskytuje vyhradné vitamin K;, ktery je béznou sloz-
kou bun¢k specializovanych na fotosyntézu (chloroplastil). Bohatym zdrojem vitami-
nu K jsou hlavné zelené listové zeleniny (v zelenych listech z okraje hlavky je 3-6 krat

vy$si obsah vitaminu, nez ve zlutych listech uvnitt hlavky). [27]
2.4 Prirozena barviva

2.4.1 Karotenoidy

Karotenoidni barviva tvoti skupinu zlutych, oranzovych, ¢ervenych az fialovych pigment,
které ve vétsin€ ptipadi doprovazeji chlorofyly v rostlinach. Jsou to predevsim B-karoten,
lutein, violaxanthin a neoxathin. [26] Karotenoidy nachézejici se v brokolici uvadi nasle-

dujici tabulka:

Tabulka 2: Obsah karotenoidu v brokolici [6]

Karotenoid Obsah
[ng 100 g']
B-karoten 1573
o-Karoten 0
B-kryptoxanthin 0
Lykopen 0
Lutein + zeaxanthin 1121

Z hlediska chemického slozeni je I1ze rozdélit na karoteny a xantofyly. Karotenoidni barvi-
va jsou nenasycené slouceniny tvofici fadu isomeri. V pfirozenych systémech se vSak nej-

Castéji vyskytuji v all-trans-konfiguraci. VSechny lze odvodit od lykopenu, hlavniho pig-
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mentu rajcat, $ipki a jinych plodd. Izomeraci a cyklizaci lykopenu lze postupné odvodit y-,

a- a B- karoten.

Karotenoidni barviva, ktera ve své molekule obsahuji B-jononovy kruh, jsou fyziologicky
vyznamnd, nebot’ plni funkci provitaminu A. Z hlediska pfirozenych barviv je dalsi dulezi-
tou karotenoidni latkou lutein (B-xanthofyl), rozSiteny v rostlindch ptedevsim

v chloroplastech. [26]

Studie zaméfena na ztratu B-karotenu ve varfené brokolici béhem skladovani pii 1°C, 5°C a
pozdé&ji pfi 10°C béhem 14 dni dokazuje, ze B-karoten zistava po tuto dobu stabilni. [35]
Brokolice je pomérné bohatd na B-karoten. Studie zabyvajici se obsahem [-karotenu
v brokolici a jeho antioxidacnimi vlastnostmi uvadi jeho obsah v rozmezi od 0,04 do

2,7mg.100 g [33]

Karotenoidy, a tedy i1 B-karoten jsou dilezité biologické slouceniny, které mohou inaktivo-
vat elektronicky excitované molekuly, tento proces se nazyva zhaSeni (quenching). Piikla-
dem takové molekuly je singletovy molekularni kyslik (O,), ktery vznika fotochemickou
reakci, enzymaticky nebo pii procesu peroxidace lipidii v membrandch (fotoexcitace, che-
miexcitace). Lidsky organizmus pouziva celou fadu obrannych systémui a faktord proti
pusobeni reaktivniho kysliku, z nichz nékteré jako enzymy superoxidova dizmutaza a glu-
tathionova peroxidaza, jsou geneticky zakodovany, ale jiné, mezi nimi i karotenoidy, jsou
dodavany nutriéni cestou. Nejnovéjsi studie prokazuji, ze jest¢ ucinnéjsi ,,vychytavac®

kyslikovych radikalii nez B-karoten je lykopen. [36,37]
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2.4.2 Chlorofyly

Chlorofylova barviva (chlorofyly) jsou skupinou zelenych barviv, ktera se nachazi v pleti-
vech zajistujici fotosyntézu. [38] Molekuly chlorofylu jsou specificky uloZeny
v proteinovych pigmentovych komplexech, které se nazyvaji fotosystém. Nachéazeji se
v chloroplastech. Funkce chlorofylu je absorbovat svétlo a prenést jeho energii do speci-
fickych reak¢nich center fotosystému. Chlorofyl méa podobnou strukturu a je produkovan
stejnymi metabolickymi drahami jako porfyrinové pigmenty jako je napi. hem. [39]

Jejich témér jediné vyuziti je jako potravinarska barviva, ale velka nestabilita zabraiiuje
vétsimu rozsifeni. Chlorofyly jsou jako potravinaiska barviva téméf ve vSech zemich ak-

ceptovana. [38]

Obr. 6: Chlorofyl Obr. 7: Chlorofyl uloZeny v chloroplastech

2.4.3 Flavonoidy

Flavonoidy jsou barevné slou¢eniny uplatiiujici se v rostlinnych systémech. V ptirod¢€ se
vyskytuji jak ve formé volné, tak i glykosidicky vazané. Ob¢ formy jsou barevné a téméf
stejné stalé. [26] Hlavnim zastupcem této pocetné skupiny jsou flavonoly. Nejznaméjsi
jsou kvercetin a kampeferol. Kvercetin je vSudypfitomny v ovoci a zeleniné. Kampeferol

se nachazi prevazné v listové zeleniné€ a ovoci. [40]
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S vyjimkou anthokyanl jsou malo pestré (svétle az citronové zluté) a béhem technologic-
kych operaci ani béhem skladovani potravin se neméni do té miry, aby podstatnym zptiso-

bem ovlivnily zpracovdvané potraviny.

Barevna intenzita muze byt pozménéna tvorbou komplexnich sloucenin flavonoida
s tézkymi kovy. N&které flavonoidy ovliviiuji i chutové vlastnosti rostlinnych materili.
Flavonoidni latky jsou rovnéz dilezitymi antioxidanty. [26]

vvvvvv

vliv na sniZeni rizika rakoviny vaje¢nikti u zen. [17]

2.5 Rostlinné fenoly

V brokolici se mnachdzi tyto podskupiny rostlinnych fenolt: hydroxybenzoové

a hydroxyskofticové kyseliny, chalkony a aurony.

Hydroxybenzoové a hydroxyskoricové kyseliny jsou v rostlinné fi§i velmi rozsifeny
a vyskytuji se témét ve vSech rostlinach. V brokolici se nachazi ptedevsim dvé hydro-
xyskoticové kyseliny a to 4-hydroxy-3-methoxyskoficova (ferulova), a 4-hydroxy-3,5-

dimethoxyskoticova (sinapova).

o
CH; CH=CH—CZ

] ]
OH
H,C—O O—CH;

OH

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 zjisStény v listech zelenych rostlin. [26]

Skupina chalkonii a auroni neni v rostlinach pfili§ zastoupena. Vyskytuji se pfedev§im

v okvéti riznych rostlin. [26] Z chalkonti obsazenych v brokolici je nejzndméjsi lutein.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

OH

N i i,

lutein

Lutein spolecné se zeaxantinem patii zarovel mezi karotenoidy s preventivnim u¢inkem
proti onemocnéni zraku, degeneraci makuly spojené se starnutim a o¢nim zakalem. Pre-
vence o¢nich chorob prostfednictvim stravy je proto vysoce aktudlni. Obsah luteinu

v tepeln& upravené brokolici je 2.2 mg.100 g™ Gerstvé hmoty. [41]

2.6 Sacharidy

Sacharidy neboli cukry jsou nejrozsifenéjsi sloZzkou potravy. Chemickym sloZenim jsou
sacharidy polyhydroxyaldehydy nebo polyhydroxyketony nejméné se tftemi alifaticky va-
zanymi uhlikovymi atomy. Obsah hlavnich sacharidli a vlakniny v brokolici je uveden

v ptiloze VI.

Hlavnimi monosacharidy brokolice jsou glukosa a fruktosa. V malém mnozstvi jsou pfi-

tomny dal$i monosacharidy (arabinosa, xylosa aj.)

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

Z oligosacharid se v brokolici vyskytuje pouze sacharosa. Sacharosa se vyskytuje ve

vegetativnich ¢astech rostlin, napt. v listech a stoncich.
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CH,OH

Sacharosa

Hlavnim zasobnim polysacharidem brokolice je Skrob. Na rozdil od ovoce obsah Skrobu
zranim roste, vyssi obsah byva v prezralych zeleninach. [27] V brokolici se vyskytuje malé

mnozstvi Skrobu, které je predevSim vdzané na celulosu.

OH L OH OH

[E Amylopectin

Skrob

Dalsim polysacharidem brokolice je celuldza a hemiceluldza (vlaknina), ktera je stavebni
soucasti celozrnnych potravin, zejména zeleniny a ovoce. Tvoii ji dlouhé fetézce glukdzo-
vych molekul. Vldknina ma vyznamné ptiznivé vlastnosti: vaze ¢ast tukl (i cholesterol)

a obsah celulozy zvétsuje objem stolice. [42]
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2.7 Lipidy

2.7.1 Mastné kyseliny

Z hlediska vyzivy jsou nejvyznamnéjsi slozkou lipidii mastné kyseliny. V brokolici se vy-
skytuji tyto skupiny mastnych kyselin (MK): nasycené mastné kyseliny, nenasycené mast-
né kyseliny s jednou dvojnou vazbou (monoenové) a nenasycené mastné kyseliny s né€ko-
lika dvojnymi vazbami (polyenové), kam patii kyselina linolenova [8]. Celkovy obsah li-
pida v brokolici je 0,49 g.100 g'. [6] Nasledujici tabulka udava obsah mastnych kyselin

v brokolici.

Tabulka 3: Obsah mastnych kyselin v brokolici: [6]

Mastné kyseliny Obsah [g.100 g']
Nasycené¢ MK 0,050

Monoenové MK 0.026
Polyenové MK 0,130

Neobvyklou strukturu ma kyselina erukova (cis-11-dokosenova), ktera je pritomna v se-

P %

O
7
H,C—(CH,),—CH=CH—(CH,),,—C
%
OH
Kyselina erukova

V brokolici se také nachazi kyselina linolenova, ktera obsahuje tfi dvojné vazby. [25]

0

HD_C\/A\/A\/\\/?:\HE\/M
&

3,7, a-linolenova kyselina

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 rostlinach je obsazen brassikasterol.
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2.8 Prirozené toxické slozky potravin

Nejcastéji se setkdvame s rliznymi strumigeny (goitrogeny), lathyrogeny, karcinogeny
a mutageny. [26] Mezi latky majici jak toxické tak antimutagenni a antikancerozni uc¢inky,
patii glukosinolaty, které jsou v brokolici 1 ve vSech zeleninach rodu Brassica obsazeny

v hojné mife.

Glukosinolaty (GSL) se vyskytuji pfedev§im v semenech, ale jsou pfitomny ve vSech vege-
tativnich a dalSich castech rostlin ¢eledi brukvovitych (Brasseacaceae). Jejich hlavnim
zdrojem v potravé Cloveka je zeli, kveétak, kapusta, kedluben a v souc¢asné dob¢ také broko-
lice a ¢inské zeli. Obsah glukosinolati v brukvovitych zelenindch je zna¢né proménlivy
v zavislosti na druhu zeleniny, odrade, podminkach béhem vegetace a dalSich. Jako piiklad
je v ptiloze VII uveden obsah glukosinolati v zelenindch. Odhaduje se, Ze denni piijem
glukosinolatl je zhruba 50 mg, u vegetarianti dokonce 110 mg, coz je mnozstvi srovnatel-
né kupftikladu s dennim pfijmem vitaminu C. BéZné se v zeleniné vyskytuje nckolik raz-

nych glukosinolatti, jejichZ zastoupeni je charakteristické pro danou zeleninu.

Glukosinolaty jsou stabilni latky pouze v neposkozenych rostlinnych pletivech.
V poskozenych buiikach jsou rychle hydrolyzovany zde ptfitomnym enzymem myrosind-
zou. Obecné rozsifené aromatické a idolové glukosinolaty poskytuji nestale isothiokyanaty

a thiokyanaty. [43]
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Obr. 8: Produkty degradace glukosinolatt [43]

Hlavni glukosinolaty brokolice jsou pfedevSim glukorafanin, glukobrassicin a sulfora-
fan. [44] Sulforafan se uvoliluje porusenim rostlinnych bunék pti kousani brokolice. Syro-
va brokolice obsahuje této latky malo, zato v brokolici, kterd je lehce povarena (piiblizné

pti 60°C), ji najdeme dvakrat az tiikrat tolik. [45]
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3 OPTICKE METODY

3.1 Polarimetrie

V polarimetrii se vyuziva schopnosti opticky aktivnich latek stacet rovinu polarizovaného
svétla doprava nebo doleva. Paprsek svétla ma elektrickou a magnetickou slozku. Jejich
vektory jsou na sebe kolmé. Nepolarizované svétlo kmita ve vSech rovinach, které prolo-
zime paprskem. Rovinné¢ (linedrné) polarizované svétlo kmitd pouze v jedné rovin€ prolo-
zené paprskem (elektrickd slozka v jedné, magneticka slozka v druhé, na ni kolmé roving).
Kruhové (cirkularn€) polarizované svétlo kmité tak, ze elektricky (a magneticky) vektor
kona rota¢ni pohyb ve sméru paprsku. Smér rotace mize byt doprava (R) nebo doleva (L).
Mifi-li paprsek do naseho oka, pak rotace doprava znamena pohyb vektoru ve sméru hodi-
novych rucicek. Rovinné polarizované svétlo je slozeno z doprava a doleva kruhové pola-

rizovaného svétla shodné frekvence a amplitudy.

Opticky aktivni jsou latky, jejichz molekuly nelze ztotoznit s jejich zrcadlovym obrazem.
Jednou z nejcastéjSich pficin této nesymetrie molekuly je pfitomnost asymetrického uhli-
ku. Asymetricky uhlik nese ¢tyfi odlisné substituenty. Pravo a levotociva forma téze latky
se oznacuji jako optické enantiomery (antipody). Smichame-li oba enantiomery dané slou-

¢eniny v poméru jedna ku jedné, ziskdme opticky neaktivni racemickou smés.

Opticky aktivni latka ma rtizny index lomu pro slozky doprava a doleva kruhové polarizo-
vaného svétla. Slozka paprsku, pro kterou je index lomu niz$i, se proto pohybuje rychleji
nez druhd. Mezi slozkami vznika fazovy rozdil, protoze rychlejsi paprsek ma vétsi vinovou
délku. Vektorovy soucet obou sloZek dava rovinu polarizovaného svétla pootocenou do-
prava nebo do leva. Fazovy rozdil a thel oto¢eni roviny polarizovaného svétla je tim vétsi,

¢im vice molekul opticky aktivni latky stoji v cesté paprsku. Plati vztah:

0!=[0£7301c

a je thel otoceni roviny polarizovaného svétla [°],
1 je tloustka vrstvy opticky aktivni latky [dml],
¢ je koncentrace latky v [g.cm™],

[a]éo je mérna otacivost (pii teploté 20 °C, vlnova délka sodikové vybojky).
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Meérné otacivost se rovna thlu oto€eni roviny polarizovaného svétla pro tloustku vrstvy
1 dm a koncentraci roztoku 1kg.dm™. Opticka otagivost se mé&fi polarimetry. Rovinn& pola-

rizované svétlo se ziskava priichodem paprsku Nicolovym hranolem. [46]

V této diplomové praci byl pomoci polarimetrické metody stanoven Skrob v brokolici.

3.2 Ultrafialova a viditelna spektrometrie

Podstatou je absorpce ultrafialového a viditelného zateni (200-800 nm) ziedénymi roztoky
molekul. Pfi absorbanci dochazi k excitaci valen¢nich elektronti. Proto tato spektra nazy-
vame elektronova a spektrometrii elektronovou spektrometrii. Méteni zafivého toku neboli

fotometrie je podstatou pfistrojii pro tuto (i dalsi optické metody).

Optické pfistroje, jimiZz objektivné méfime a hodnotime emisni nebo absorp¢ni spektra
latek, oznacujeme jako spektrometry. Na kyvetu obsahujici roztok vzorku dopada zativy

tok @. Prosly zativy tok je ochuzen o odrazené, rozptylené a absorbované zareni.

Transmitance T [%] je relativni ¢ast proslého zafeni:

=2 100

) )
@, je dopadajici zarivy tok,

® je prosly zafivy tok,

Je-1i absorbance zafeni nulova, transmitance je jednotkova (100%).

Absorbance (extinkce) je zaporny dekadicky logaritmus transmitance:

A=-logT = log% ,

Lamertiv — Beeriiv zakon:
A=¢,cl,
€, je molarni absorp¢ni koeficient (konstanta pro danou latku za danych podminek pfi
uréité vinové délce [dm’.mol™".dm™],
¢ je latkova koncentrace absorbujici latky [mol.dm™],

1 je tloustka absorbujici vrstvy [46].
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V této diplomové praci byly spektrofotometrickou metodou stanoveny chlorofyly a obsah

fosforu.

3.3 Atomova absorp¢ni spektrofotometrie

Podstatou metody je absorpce vhodného elektromagnetického zareni volnymi atomy
v plynném stavu. Pfi absorpci zafeni nastava excitace elektronu. Absorbovat se bude pravé

takové zareni, které splituje podminku:

kde Ej je energie zakladni hladiny a E, je energie excitované hladiny.

Proto je vhodné jako zdroj zateni pouzit takovy prvek, ktery chceme stanovovat. Ten nam
emisi zafeni bude poskytovat pravé pozadované vinové délky. Z uvedené podminky je
ziejmé, ze se bude absorbovat pouze Cast zareni, ktera svymi vinovymi délkami odpovida
rezonancnim ¢aram. Rezonancnich ¢ar je mnohem méné nez emisnich. Proto je absorpéni
spektrum jednodussi nez emisni. Pro méfeni se bere ¢ara, pro kterou je splnéna nejvetsi
absorbance zateni. Sleduje se absorbance, kterd je podle Lambertova-Beerova zdkona pii-

mo umeérna koncentraci stanovovaného prvku:
1
log™

kde 7 y je intenzita budiciho zafeni a / je intenzita zatfeni po pruchodu absorbujicim pro-

sttedim (plamenem). [46,47]

3.3.1 Pristroje a pomocna zafizeni

Carovym zdrojem je vybojka s dutou katodou. Katodou je duty molybdenovy drat. Lampa
osahuje argon (neon). Po vlozeni napéti 400 V vznika doutnavy vyboj, kdy ionizované
atomy vzacného plynu bombarduji kov, uvolnéné atomy kovu se srazkami excituji a pii
deexcitaci vysilaji potiebné zafeni. Atomizator slouzi k pfevedeni vzorku do stavu volnych
atomu. Jeho teplota by méla byt dostatecnd k atomizaci, ale nizsi, nez je tfeba k excitaci

atomul. Potiebna teplota je kolem 2000 az 3000°C.

Plamenovy atomizator pracuje na principu pneumatického zmlzovani nebo ultrazvukového

rozpraSovani roztoku vzorku. Aerosol vzorku je vnasen plynem do plamene. Tady se ato-
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mizuje. Plamen je dlouhy 10 az 12 cm, aby absorp¢ni draha byla co nejdelsi. Podle druhu
paliva a odkysli¢ovadla se dosahuje riznych teplot. Piiklady kombinaci jsou propan —
vzduch (2100°C) nebo acetylen — oxid dusny (2900°C). Tento atomizator umozituje méfit

staly signal. [46]

Obr. 9: Atomovy absorpcni spektrofotometr

V této diplomové praci byly metodou AAS stanoveny obsahy tézkych kovi: rtuti, olova a

kadmia.

3.3.2 Atomovy absorpéni spektrofotometr GBC 933

Model GBC 933 AA je jednopaprskova verze atomového absorpcniho spektrofotometru.
Zdrojem zéfeni je vybojka s dutou katodou, jejiz zativy tok je modulovan elektricky pteru-
Sovanim napdjeciho proudu piesné stanovenou frekvenci, se kterou je elektronicky syn-
chronizovan frekvenéné ladény zesilovac. Pristroj je vybaven mtizkovym monochromato-
rem stfedni disperze s fokalni vzdalenosti 333 mm. Sitka vymezeného spektralniho inter-
valu je v rozmezi 0,2-1 nm. K detekci relativnich intenzit je pfistroj vybaven univerzalnim

fotonasobicem s pracovnim rozsahem 185-900 nm. [48]

3.3.3 Analyzator AMA 254

Analyzator AMA 254 (Altec, CR) je jednouc¢elovy atomovy absorpéni spektrometr, vyvi-
nuty a vyrabény v CR. VyuZivé se pro stanoveni celkového obsahu rtuti v pevnych i ka-
palnych vzorcich bez potieby ptedchozi Gpravy vzorku (rozkladu, separace). Spektrometr
vyuziva principu generovani par kovové rtuti tepelnym rozkladem vzorku ve spalovaci

trubici s naslednym zachycenim a zakoncentrovanim na zlatém amalgamatoru, opétovnym
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tepelnym vypuzenim a detekci. Timto je dosazeno vysoké citlivosti bez zavislosti na ma-
trici. Nosnym plynem je kyslik. Orienta¢ni mez detekce je 0,01 ng Hg. Funk¢éni schéma

piistroje je uvedeno v prfiloze IX.

Obr. 10: Analyzator AMA 254 [49]
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4 VYSOCEUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE (HPLC)

Chromatografie je separa¢ni proces, pii kterém se latky rozdéluji mezi dvé nemisitelné
faze, jednu pohyblivou (mobilni) a druhou nepohyblivou (staciondrni), na zaklad¢ fyzikal-

né—chemickych interakci, jako jsou adsorpce, rozpousténi, iontova vymeéna apod. [50]

V nedavné dobé¢ doslo k velkému rozvoji technologie kolonové kapalinové chromatografie,
ktera vede k pouzivani novych a mensich praktickych velikosti stacionarnich fazi, které

jsou schopné vydrzet velké tlaky. [51]

Zakladni vyhodou HPLC (High-Performance Liquid Chromatography) je Siroky obor pou-
zitelnosti (lze analyzovat az 80 % veSkerych zndmych latek, které se podstatné lisi
v chemickych 1 fyzikalnich vlastnostech). Dalsi pfednosti je moznost u¢inné ovliviiovat
separaci nejenom volbou stacionarni faze, ale rovnéZ zménami sloZeni mobilni faze, proto-
ze kapalnd mobilni faze neni pouze internim nosi¢em vzorkd, ale podili se pfimo na inter-

akcich rozpusténych latek se stacionarni fazi. [50]

vvvvvv

ziskanych pfi dané analyze. Pfesnost v HPCL zavisi na kvalité kontroly instrumentalnich
a separa¢nich podminek. Spravnost metody je ddna moznostmi kalibrovat systém standar-

dy o znamém sloZeni. [50]

4.1 Chromatograficka separace

Chromatografickou separaci latek v koloné Ize provést tfemi 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 staciondrni fazi v koloné. Do proudu

této mobilni faze se nasttikuji smési latek ve forme uzké symetrické zony. [52]

Jednotlivé slozky jsou eluovany v pofadi rostouci velikosti interakce se stacionarni fazi
a jsou oddéleny Cistou mobilni fazi. Plocha uzaviena pikem a zakladni linii (symetrické

piky) slouzi k zjisténi obsahu slozky ve vzorku. [46]
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4.2 Mobilni a stacionarni faze

Zadrzovani latek rozpusténych v mobilni fazi — soluti — kolonou se nazyva retence, zatim-
co vymyvani solutd z kolony se nazyva eluce. Mobilni fazi se fika elu¢ni Cinidlo a jeji
schopnost vymyvat latky z kolony se posuzuje relativnim parametrem elu¢ni silou. Mobil-
ni fdze o vyssi elucni sile vymyva latky z kolony rychleji, neZ mobilni faze o nizsi eluéni
sile. Rozpoustédla, sefazena podle stoupajici elu¢ni sily, tvoii tzv. eluotropni fadu. Latky

1ze eluovat tfemi zplsoby [50]:
1. Izokraticky
2. Skokem
3. Gradientem

Pokud se celd chromatograficka separace provadi s pouzitim mobilni faze o konstantnim
slozeni, tedy o konstantni elu¢ni sile, jde o techniku izokratické eluce. Pokud se ovSem
eluéni sila mobilni faze podle urcitého programu zvySuje v prib¢hu separace, pak jde

o techniku gradientové eluce. [50]

Isokraticka separace mliZze byt provadéna pomoci jednoduché pumpy za pouziti jednoho
rozpoustédla nebo dvou rozpoustédel smichanych v ur€itém poméru. Gradientova eluce
obecné pouziva jednotlivé pumpy, kterd pfivadi rozpoustédlo v ur¢itém mnozZstvi, které se

voli gradientovym programem. [51]

Gradientova eluce souvisi se zménou rozdélovacich konstant jednotlivych slozek vzorku
v Case a to v disledku zmény slozeni mobilni faze, zmény pH, teploty, koncentrace kom-
plexotvorného ¢inidla. Eluéni chromatografie je nejCastéji pouZivanym postupem
v analytické chromatografii. Poloha piku v chromatogramu je odrazem velikosti interakce

slozky vzorku s chromatografickym systémem a slouZi k jeji identifikaci. [46]

V soucasné dob¢ se jako stacionarni faze pouzivaji porovité ¢astice silikagelu o praméru
1 - 5 um. Umoziuji separace s podstatné vyssi ucinnosti, pfi¢emz se dosahuje i vyssi ka-
pacity kolony pro davkované vzorky a zvysuje se rychlost analyzy. Uginnost separace
vzrista s klesajicim primérem castic. Zavadi se kolony o velmi malém vnitfnim praméru.
Jde otzv. mikrokolony s vnifnim primérem kolem 1 mm a o tzv. kapilarni kolony
s vnitinim primérem od jednotek do desitek pm, nejcastéji sklenéné nebo z roztaveného

oxidu kiemicitého, jejichz vnitini stény jsou pokryty filmem stacionarni faze. [46,50,52]
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Silikagel je charakterizovan primérem péri (5.10° az 25.10°° mm), specifickym povrchem
(od 100 do 860 m®.g™") a specifickym objemem (0,7 az 1,2 cm’.g™"). Na povrchu silikagelu
jsou volné silanolové —Si-OH a siloxanové —Si-O-Si- skupiny. Koncentrace silanolovych
zpusobuji nespecifické interakce. V adsorpéni chromatografii s polarnimi adsorbenty se
pouzivaji nepolarni rozpoustédla jako mobilni faze. Postupem c¢asu pievladly separace
s fazemi méné& polarnimi nez faze mobilni. Zatimco adsorbnéni chromatografie se hodi pro
separace smési latek nizkomolekularnich, sloucenin lipofilniho charakteru a geometric-
kych izomer, homologické tady latek se nejlépe déli chromatografii s obracenymi fazemi.
Reverzni faze se nehodi pro separace silnych kyselin a bazi, nebot silikagel, ktery slouzi
jako nosi€ reverzni faze, se rozklada pti extrémnich hodnotach pH. Na povrchu silikagelu
jsou uz zminéné volné hydroxylové (silanolové) skupiny —Si-OH s aktivnim vodikovym
atomem, ktery miiZze byt nahrazen riiznymi organickymi skupinami a tak mohou byt pfi-
praveny stacionarni faze s riznymi vlastnostmi. V souc¢asné dobé¢ je vétSina komeréné vy-
rabénych stacionarnich fazi siloxanového typu Si-O-Si-R. Takto se vyrabé&ji napt. faze se
skupinami —Si-C-Si-ethyl, -hexyl, -oktyl, -odktadecyl, -fenyl, -amino a dal$i. Vysoce u¢in-
né kolony, vyZaduji k dosaZeni optimalnich pritokovych rychlosti vysokych tlaki (jednot-
ky az desitky MPa). [46,50,52]

4.3 Pristroje a pomocna zarizeni

- Zasobnik mobilnich fazi
- Cerpadla

- Déavkovaci zatizeni

- Ptedkolona

- Kolona

- Detektory

Mobilni faze se ptivadi ze zdsobniku do vysokotlakého Cerpadla, které ji pfes davkovaci
zatizeni vzorku dopravuje do kolony. Na vystupu z kolony je pfipojen detektor, jehoz sig-
nal se zpracovava na pocitaci. Pro gradientovou eluci je zapotiebi dvou nebo vice zasobni-
ki pro slozky mobilni faze a zafizeni pro jejich sméSovani. Nékdy je nezbytné prevadet
slozky vzorku na derivaty, takze systém miiZze obsahovat zafizeni pro derivatizaci. Rada

vzorkd obsahuje balastni latky, proto se do systému zatazuje piedkolona, ve které se tyto
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latky zachyti. N&které piistroje umozituji odplynéni mobilni faze. Cerpadlo musi zajistit

definovany a konstantni pratok mobilni faze. [50]

Davkovaci zafizeni

Predkolona
Detektor
Kolona
L -
Zasobnik Vysokotlaka Wstup
pumpa vzorku
PoZitad

Obr. 11: Schéma uspotadani chromatografu (HPLC) [51]

4.3.1 Zasobnik mobilni faze

Mobilnimi fazemi jsou pro RP-HPLC acetonitril, iso-propanol, ethanol, methanol, vo-
da a pufry. Pouzivaji se bud’ jednotlivé, nebo jejich misitelné smési Pro déleni bazickych
nebo slabé kyselych latek je velmi dilezité pH, protoze ionizované formy téchto latek mayji

pro vazanou fazi C18 mensi afinitu neZ latky neutralni a budou eluovany rychleji. [53]

432 Cerpadla

Moderni instrumentace umoziuje pracovat s tlaky az 60 MPa. Dulezita je vysoka presnost
a reprodukovatelnost pratoki v celé $kale pracovnich tlaki. Cerpadla byvaji délena na
pulzni a bezpulzni, pouZzivaji se pistovd, membranova. Materidlem pro vyrobu cerpadel

v HPLC je nejcastéji nerezova ocel. [52]

4.3.3 Davkovaci ventily

V soucasné dobé se pouziva davkovani pomoci ddvkovacich ventild, které umoznuji pod-
statn¢ presnéjsi davkovani a nevyzaduji zastaveni toku mobilni faze. Davkovaci ventily
jsou vicecestné ventily s vyménitelnou davkovaci smyckou. Smyckové davkovace umoz-

nuji davkovat libovolny objem vzorku mikrostfikackou do smycky pfi atmosferickém tla-
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ku. Po naplnéni smycky se jeji obsah vymyje pootoenim ventilu mobilni faze do kolony.

[50]

4.3.4 Predkolona

Predklony byvaji nejcastéji umistény mezi ddvkovacem a chromatografickou kolonou.
Jednotlivé ¢asti kapalinového chromatografu se nejcastéji spojuji nerezovymi kapilarami
s minimalnim mrtvym objemem. Termostatovat 1ze kolonu i detektor i cely okruh vedeni

mobilni faze. S chemicky vazanymi fazemi se obvykle pracuje v rozsahu 10 az 65°C. [50]

4.3.5 Kolona

Kolony pro HPLC jsou z materialu, ktery musi odolavat relativné¢ vysokym pracovnim
tlaktim a zaroven chemickému plisobeni mobilnich fazi a separovanych slozek. Materialem
chromatografickych kolon je vétSinou antikorozivni ocel nebo specielné tvrzené borosili-
katové sklo, 1ze pouzit 1 kombinaci obou materiali. Pro analytické aplikace se prevazné
pouzivaji kolony plnéné poérovitymi naplnémi o priméru 1-10 pm o délce
5-30 cm a vnitinim pramérem 3-4 mm. Uginnost separace, doba analyzy a pracovni tlak se
zvysuji s rostouci délkou kolony a naopak klesaji s rostoucim priimérem castic naplng. Pti
praci s kolonami o priméru mensim nez 2 mm se jedna o tzv. mikrokolonovou kapalino-
vou chromatografii, jejiz vyhodou je hlavné sniZeni spotfeby mobilni faze i vzorku a zvy-
Seni citlivosti detekce. Charakter staciondrni faze zavisi na chromatografickém systému.
V HPLC se ¢asto vyskytuji pojmy "normalni fdze" a "reverzni faze". U normalnich fazi
jsou funk¢ni skupiny stacionarni faze polarni, mobilni fazi byva nepolarni rozpoustédlo
(pentan, hexan). Chromatografie na tzv. systémech s obracenymi fazemi (RP, Reversed-
Phase, asi v 80 % vsech aplikaci HPLC) pouzivéa chemicky vazanou nepolarni stacionarni
fazi jako je oktasilan nebo oktadecylsilan a mobilni fazi je polarni rozpoustédlo, jako je

systém voda/acetonitril nebo voda/methanol. Mobilni faze v systému RP je polarni. [52,54]

4.3.6 Detektory

Chromatograficky detektor je zafizeni na identifikovani ptfitomnosti vzorku nebo kvantita-
tivni sledovani jeji koncentrace v eluatu. Detektor v podstaté sleduje vhodnym snimacem
jednu nebo soucasné nékolik vlastnosti eludtu a prevadi jejich zmény na elektrické signaly,

které je mozné po zesileni zvolenym zplsobem zaznamenat (zapisovac). V nékterych pfi-
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padech detektor urcuje i vybrané vlastnosti eluovaného vzorku (molarni hmotnost, ab-

sorpcni spektrum apod.). [55]

Zakladni podminkou pouzitelnosti detektoru je linearni zévislost odezvy v Sirokém kon-

centraCnim rozmezi stanovované latky a plnd automatizace zdznamu. [53]

Detektor by mél mit co nejvyssi citlivost detekce solutu a co nejnizsi hodnotu meze detek-
ce. Zakladni linie detektoru (tj. hodnota signdlu za nepfitomnosti solutu) by méla mit co
ticky 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 spektrofotometrické detektory. Jsou selektivni, takze zaklad-
nim pozadavkem je, aby pfi dané vinové délce detekovana latka absorbovala co nejvice.
Vinovou délku lze programovat. Mezi dalsi pouzivané detektory patii fluorimetrické, re-
fraktometrické, elektrochemické nebo kombinace s hmotnostni spektrometrii (LC-MS).

[46,50]

Fotometrické detektory se zaklddaji na méfeni zmén intenzity svétla zptisobenymi vy-
myvanim vzorku. [52] VétSina organickych latek absorbuje v oblasti UV zareni, nékteré i
ve viditelné oblasti svétla. Svétlo zdroje prochazi pritokovou celou, intenzita prosSlého

paprsku je métena fotondsobi¢em, kontinudln€ se snima signal eluovanych slozek. [56]

Elektrochemicky detektor - ESA Coulochem III multi umozituje métit v tzv. DC-modu
tzn., ze aplikovany potencidl je konstantni béhem celého analytického méteni. V elektro-
chemickém detektoru eluent prochazi skrz pritokovou kyvetu a poskytuje vhodné potenci-
aly a kontroluje proudéni. Citlivost ECD je vyznamné lepsi neZ pro mnoho jinych bézné
uzivanych rezimti z detekce pro HPLC (naptiklad UV absorbance). Selektivita ECD spoci-
va v tom, ze jestlize se z kolony vymyvaji dvé a vice latek a maji-1i riizny oxida¢ni nebo
redukéni potencidl, mizeme vybrat potencial tak, ze budeme selektivné detekovat pouze
jednu z té€ch latek. ECD vyuziva dvou typl detekce. U amperometrického detektoru eluent
teCe po povrchu elektrody. Vétsina elektroaktivnich prvka smési te¢e na povrchu elektrody
a nereaguje. Pouze 5-15 % elektroaktivnich latek reaguje s touto elektrodou. U coulomet-
rického detektoru eluent protékd pdrovitou grafitovou elektrodou. Detektor tak muiize po-

skytnout zvySenou citlivost. Proud je pak imérny koncentraci vzorka. [51, 57]

Elektrochemicky detektor Coulochem III miize obsahovat dvé cely. Standardni analyticka
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cela model 5010A poskytne potencial pro oxidaci nebo redukci vzorki. Cela obsahuje dvé
sériové zapojené komory, kazda komora obsahuje porovitou grafitovou coulometrickou
elektrodu a dvojitou referencni elektrodu. Ochranné cela model 5020 je uzivana pro oxi-
dované nebo redukované elektrolyticky aktivni soucasti vzorkt, které by mohly byt pii-
tomny jako necistoty v mobilni fazi. Ochranna cela je obvykle umisténa mezi erpadlem a
nastiikem. Elektrochemicka cela je misto, kde nastane oxidace nebo redukce analytu a
proud, ktery je tak vytvofen, je pfevedeny na vystupni napéti potenciostatu, kde se tento
signal zpracovava. Potencial je po celou dobu méteni konstantni (DC mod) a proud je mé-
feny jako funkce ¢asu. Operacni vyhody coulometrického detektoru jsou takové, Ze signal-
ni odezva je velmi stabilni, signalni rozsah mtize byt maximalni, plocha piku a vyska piku

pro vzorek jsou predvidatelné, coulometrickd detekce miize poskytnout navic selektivitu a

lepsi odezvu pro nevratné analyzy. [57]

Obr. 12: Coulochem III Obr. 13: Kolona Coulochemu I1I
Fluorescen¢ni detektor je zaloZen na principu fluorescence. V podstaté jde o schopnost
latek absorbovat ultrafialové zafeni a pak vysilat zafeni o vyssi vinové délce, které se méii

fotonasobicem kolmo na smér vstupujiciho zateni. [46]

Vodivostni (priitokové) detektory se pouzivaji na méfeni vodivosti elektrolytd, ale i nee-

lektrolytt, které tvoii ve vod¢ rozpustné vodivé komplexy. [55]
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Hmotnostni detekce (LC/ MS) je zaloZena na snimani hmotnostniho spektra béhem eluce
latek. Je velmi vyhodny pro strukturni analyzu a identifikaci latek ve slozitych smésich.

Technicky vyhodné pro piimé napojeni je pouzivani mikrokolon a kapilarnich kolon. [56]

Refraktometricka detekce je zaloZena na intenzité svétla odrazeného optickym rozhra-
nim sklo-kapalina, které je citlivou funkci indexu lomu proudici kapaliny, kterou je mozné
méfit s vysokou citlivosti. Jedna se o métfeni zmén indexu lomu v zavislosti na koncentraci

vzorku v mobilni fazi. [55]

V této diplomové praci byl metodou HPLC-ECD stanoven B-karoten a vitamin C.
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5 STATISTICKE ZPRACOVANI VYSLEDKU KVANTITATIVNICH
ANALYZ

Vysledky statistické analyzy hodnotime podle spravnosti, tj. schopnosti metody kvantita-
tivné ur¢ovat danou velicinu, dale podle pfesnosti, tj. schopnosti metody poskytovat kon-
zistentn¢ stejné vysledky pro fadu opakovanych stanoveni a podle reprodukovatelnosti,
tj. schopnosti metody poskytovat konzistentné stejné vysledky pro nezavisla méteni, pro-
vadéna se stejnym vzorkem a stejnym postupem riznymi pracovniky v riznych laborato-
fich.

Analytickd chyba predstavuje rozdil mezi nalezenym obsahem analytu (x) a jeho skutec-
nym obsahem (p) ve vzorku. Malé, nepravidelné odchylky od skute¢né hodnoty se urcuji
statisticky ze souboru paralelnich (opakovanych) analyz. Ovliviiuji pfesnost (reprodukova-
telnost) €1 opakovatelnost stanoveni. Aritmeticky primér vSech vysledka se zpravidla nej-

vice blizi skuteéné hodnoté:

Zakladni charakteristikou nahodilych chyb je odhad smérodatné odchylky:

\/nll[i(xii)zj @

Ve skutecnosti mame k dispozici jen omezeny pocet vysledkd, ktery je podstatné mensi

”
Il

nezZ n— oo a tudiz je smérodatna odchylka zavisla na poctu paralelnich vysledki. Byl defi-
novan Studentiiv koeficient t, ktery charakterizuje Studentovo rozlozeni nahodnych odchy-
lek pro dany stupeni volnosti (dany pocet vysledkl analyz a pouzitou hladinu vyznamnosti
1-a)). Nejlepsim vyjadienim pro primérny vysledek ze série paralelnich stanoveni je vztah:

[58]
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Tabulka 4: Kvantily ¢ () Studentova rozd&leni o n stupnich volnosti: [59]

yzgi

-

.n (3

t(n)

n 0,05 0,01 0,001
1 12,71 63,66 636,58
2 4,30 9,93 31,60
3 3,18 5,84 12,92
4 2,78 4,60 8,60
5 2,57 4,03 6,87
6 2,45 3,71 5,96
7 2,37 3,50 5,41
8 2,31 3,36 5,04
9 2,26 3,25 4,78
10 2,23 3,14 4,59
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II. PRAKTICKA CAST
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6 METODIKA

6.1 Pouzité chemikalie
Hexan (Penta Praha)
Aceton (Penta Praha)
Ethanol (Chemapol Praha)
Chloroform (dodavatel Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)
2,6-dichlorfenolindofenol (LOBA, Chemie Wien, Fischamend)
Kyselina stavelova (Chemapol Praha)
Kyselina L-askorbova (Spofa Praha)
Uhli¢itan vapenaty (Chemapol Praha)
Moisky pisek (Chemapol Praha)
Kyselina chlorovodikova (dodavatel Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)
Carrez I, 30 hmot.% ZnSO,4 (Chemapol Praha)

Carrez II, 15 hmot.% K4 [Fe(CN), ] (Chemapol Praha)

Koncentrovand kyselina sirovd (Chemapol Praha)

Peroxid vodiku (dodavatel Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod)

Kyselina dusi¢na (Chemapol Praha)

Vanadi¢nan amonny (Chemapol Praha)

Molybdenan amonny (Chemapol Praha)

Methanol ¢Cistoty pro HPLC (Sigma Aldrich, Riedel-del Haén, SRN)
Kyselina fosfore¢na (Chemapol Praha)

Standard B-karotenu (Sigma Aldrich, Riedel-del Haén, SRN)
Kapsle B-karotenu (Walmark, a.s.)

Destilovana a redestilovana voda
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6.2 Pouzité pristroje a pomicky
Temperovana vodni lazen a tiepacka (Memmert, SRN)
Ptedvazky (Kern, SRN)

Lednice (Samsung- Calex, CZ)

Polarimetr (POL 1, Optica microscopes)
Spektrofotometr (Spekol 11, Carl Weiss, Jena)
Mineraliza¢ni hnizda (Digesdahl)

Odparka (RVO 400 A, Ingos)

BéZné laboratorni sklo a pomucky

Specialni zfizeni:
e Aparatura pro HPLC — ECD (ESA-Coulochem III)
- analytické cela 5010 A
- guard cela 5020
- detektor Coulochem II1
- davkovaci ventil analyticky smyckovy (20ul)
- kolona SUPELCOSIL C8, 5 pm (15 cm x 4,6 mm, Supelco, USA)

- PC s vyhodnocovacim programem Chemstation - Instrument 1, (Agilent, USA)

Dévkovaci stfikacka (Hamilton, USA)
Mikrofiltry 0,45 pm, Nylon (Supelco, USA)

Mikrofiltry na mobilni fazi 0,2 pum (Supelco, USA)

e Atomova absorp¢ni spektrofotometrie
- atomovy absorp¢ni spektrometr (AVANTA, vyrobce GBC Australie, GBC 933A)

- atomizator: grafitova kyveta (GBC GF 3000, vyrobce GBC Australie)
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- katodové lampa pro olovo (Photron Lamps, Australie)
- katodova lampa pro kadmium (Photron Lamps, Australie)

- PC (operaéni software GBC 906/908/909 AA, Australie)

e Analyzator AMA 254 (Advanced Merkury Analyser)
- uspoiadani: jednopaprskovy pfistroj, sériové usporadani méficich kyvet
- zdroj zatizeni: nizkotlaka rtutova vybojka
- pocita¢ PC

- detektor kiemikova UV dioda

6.3 Metody

6.3.1 Stanoveni susiny brokolice

Principem je vazkové stanoveni suSiny po dokonalém odpaieni vody s pouzitim nasavaci
hmoty (moftského pisku). Do hlinikové misky s tyCinkou bylo nasypéano 20 - 25 g pisku
a miska byla zvazena na analytickych vahach. Z dobfe homogenizovaného vzorku brokoli-
ce (Spanélsko, I. jakost, maloobchod) bylo odvaZeno 5 g s pfesnosti na 0,0001 g a vzorek
byl pomoci ty¢inky promichdn s piskem. Hlinikova miska byla vlozena do suSarny vyhta-
té na 105 °C. Po asi ¢tvrt hoding byla miska vyjmuta a obsah byl opatrné promichan a poté
byl opét vlozen do susarny. Po piil hodin€ byly vzorky opét dikladn¢ promichany. Po ho-
diné a pil suSeni pii teploté 105 °C byla miska vyjmuta, vloZena do exsikatoru. Pak byla
miska zvdzena a znovu vlozena na hodinu a pil do susarny. Poté opét nasledovalo pro-
chlazeni vzorku v exsikéatoru a bylo opét provedeno opakované vazeni. Vzorek byl susen

az po dosazeni konstantni hmotnosti. Vysledky jsou uvedeny v kapitole 7.1.

Vypocet susiny brokolice v hmot. %:
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kde s je suSina v hmot.%,
m, je hmotnost misky se vzorkem brokolice po suseni [g],
m; je hmotnost misky s piskem a ty¢inkou [g],

n je navazka vzorku [g].

6.3.2 Stanoveni obsahu §krobu v brokolici dle Ewerse

Vhodnou metodou pro stanoveni skrobu je polarimetrie. Metoda dle Ewerse vyuziva prin-
cipu hydrolyzy pomoci zfedéné kyseliny chlorovodikové na glukosu. Do 100 ml odmérné
batiky bylo navazeno 5 g brokolice (CR, II. Jakost, zakoupena v Intersparu) s piesnosti
na 0,0001 g, bylo pfidano 25 ml roztoku HCI o sloZeni 1,124 hmot. %. Obsah baiiky byl
krouzenim diikladné promichan a stény byly splachnuty dalsimi 25 ml tohoto roztoku HCI.
Potom byla batika vloZena do vrouci vodni 14zn€ a zahfivana presné 15 minut. Béhem prv-
nich 3 min byla banika promichavana stale ponofena ve vodni lazni. Po 15 minutach byla
baika vyjmuta z vodni 1azné€, bylo pfidano dalSich 20 ml roztoku kyseliny chlorovodikové
a vzorek se ochladil. Nasledné bylo provedeno vyceteni podle Carreze. Pfi Cifeni byl nej-
prve piidan 1 ml Carrez I. Smés byla diikladné promichéana a pak byl pfidan 1 ml Carrez II.
A opét byla smes promichéna. Po 5 minutach byla baiika doplnéna po znacku destilovanou
vodou a roztok byl zfiltrovan. Prvni podily filtratu byly vraceny zpét na filtr. U €irého
filtratu vytemperovaného na 20 °C byl zméfen na polarimetru thel otoeni a. Vysledky

meéieni jsou uvedeny v kapitole 7.2.

Vypocet obsahu skrobu v hmot. % byl proveden podle nasledujiciho vzorce:
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a -100
X = (5),

kde o je uhel otoCeni [°],
1 je tloustka vrstvy (délka polarimetrické trubice) [dm],
n jenavazka vzorku [g],
[o ] je specifickd opticka ota¢ivost pii teploté t a vinové délee [°].

pro (Skrob brokolice 184 °)

6.3.3 Stanoveni obsahu fosforu vanadi¢nanovou metodou

Vzhledem k relativné malému obsahu fosforu v potravinach se vyuzivaji citlivé kolorimet-
rické metody, zalozené na reakci kyseliny fosfore¢né s molybdenanem amonnym. [60].
Stanoveni fosforu bylo provadéno ve dvou krocich: mineralizace vzorku brokolice a vlast-

ni stanoveni fosforu.

Do mineralizaéni baiiky byl navazen lg brokolice (Spanélsko, I. jakost, maloobchod)
s presnosti na 0,0001 g. Bylo navazeno pét vzorkl. Ke vzorku bylo pfidano 7 ml koncent-
rované H,SO4 a vzorek byl ponechan na mineraliza¢nich hnizdech 30 minut. Pomoci na-
levky bylo pfidano pfiblizn€¢ 5 ml 30% H,0,. Zmineralizované vzorky byly kvantitativné

pievedeny do 250 ml odmérnych ban€k a doplnény destilovanou vodou po rysku.
Pted vlastnim stanovenim fosforu byly pfipraveny tyto reagencie:

1. HNO; —zfedéna 1:2 destilovanou vodou (na 1 1 bylo pouzito 333 ml koncentrované
kyseliny a 666 ml destilované vody).

2. Vanadi¢nan amonny — 2,5 g vanadi¢nanu amonného bylo rozpusténo v 500 ml
vrouci vody, po ochlazeni bylo pfidano 20 ml koncentrované HNOs. Roztok byl
doplnén destilovanou vodou na 11 celkového objemu.

3. 5 % roztok molybdenanu amonného — 50 g (NH4)sMo07,0,.4H,0 bylo rozpusténo
v 800 ml vody ohfaté na 50°C. Po rozpu$téni molybdenanu a jeho nasledného
ochlazeni byl objem doplnén po ryskuna 1 1.

4. Reagencni smés — kyselina dusi¢nd, vanadi¢nan amonny a molybdenana amonny

byly v uvedeném potadi smichdny v poméru 1:1:1.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 60

5. Standardni roztok pro méfeni kalibracni kiivky — 0,4394 g KH,PO4 bylo rozpusté-
no v destilované vod¢ a doplnéno na objem 11. Kalibra¢ni kfivka byla sestrojena v
nasledujicich koncentracich: 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 1; 1,3
a 1,5 mg.ml” (graf 1). Jednotlivé koncentrace z kalibragni kfivky byly proméfeny

na zafizeni Spekol 11 pfi 442 nm.

Do 50 ml odmérné baniky bylo odpipetovano 25 ml zasobniho roztoku vzorku (vzorek po
mineralizaci), poté k nému bylo pfiddano 15 ml reagencni smési a vzorek byl promichén
a doplnén destilovanou vodou po rysku. Déle byl pfipraven slepy pokus (15 ml reagenéni
smési bylo odpipetovano do 50 ml odmérné baiiky a obsah byl doplnén po rysku). Méfeni
absorbance bylo provadéno pii 442 nm na pfistroji Spekol 11 (Carl Zeiss).

Nasledng byla vypodtena koncentrace fosforu [mg.100g™] dle vzorce:

c=27 100 ke (6)
m

¢ je koncentrace [mg.100g™],

X je mnozstvi fosforu ve vzorku [mg.ml™],
f je faktor fedéni [5],

m je navazka vzorku [g].

Vysledky stanoveni obsahu fosforu jsou uvedeny v kapitole 7.3.

6.3.4 Spektrofotometrické stanoveni chlorofylii v brokolici

Pro stanoveni chlorofyld v brokolici byly navazeny 2 g &erstvé hmoty (Spanélsko, I.jakost,
zakoupena v Kauflandu) s ptesnosti na 0,0001 g. Vzorek byl rozetien ve tfeci misce
s n€kolika ml acetonu a s uhli¢itanem véapenatym (na Spicku noze), ktery byl pfidan pro
zabranéni tvorby feofytinu. Smés byla zfiltrovana ptes papirovy filtr smoceny acetonem do
25 ml odmérné banky. Dalsimi ddvkami acetonu byla barviva pievedena kvantitativné do
filtratu a objem byl doplnén acetonem po znacku. V 1 cm kyveté byla zméfena absorbance

pii vinovych délkach 663 (A) a 645 (A;) oproti acetonu jako blanku.
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Vypodet obsahu chlorofyléi v [mg.1"]:
Chlorofyla =12,70 . A1 —2,69. A, (7)

Chlorofyl b =22,90 . A, —4,68.A; (8)

Celkové koncentrace obou barviv v [ mg.I"]:

Chlorofyl a + b=8,02. A; +20,20 . A, (9)

Nasledné byla vypoétena koncentrace chlorofylti v [mg.100g™] dle vzorce:

¢ =7 100 ke (10)
m

¢ je koncentrace [mg.100g™],
X je mnozstvi chlorofylu ve vzorku [mg.ml™],
f je faktor fedéni [25].

Vysledky stanoveni obsahu chlorofylli uvadi kapitola 7.4.
6.3.5 Stanoveni -karotenu metodou HPLC-ECD

6.3.5.1 Extrakce f-karotenu z brokolice

Pro extrakci biologicky aktivnich latek z brokolice byly pouzity dva extrakéni postupy.
Nejprve byla provedena jednoducha extrakce za pouziti hexanu, acetonu, ethanolu a chlo-
roformu jako samostatnych rozpoustédel a taktéz pti kombinaci téchto rozpoustédel. Ex-
trakce byla provadéna za laboratorni teploty (21°C) a ve vodni lazni pti 35°C. Poté byla
provedena dvojita extrakce za pouziti kombinace extrakénich ¢inidel hexan-aceton a he-
xan-ethanol, ktera se pfi jednoduché extrakci jevila jako nejvhodnéjsi. Pfi extrakci byly

vzdy vSechny vzorky chranény proti svétlu tak, ze byly baleny extrakéni banky Al-folii.
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Prvni extrak¢ni postup — jednoducha extrakce

Razice brokolice (GRABMAIR A-4611 Buchkirchen/Wels, Kaufland) byla rozmixovana
ruénim mixérem na kasi. Ze vzorku bylo odebrano po 5 g do tfinacti zdbrusovych ban¢k
s ptesnosti na 0,0001 g. Poté byla pfidana vyse uvedena rozpoustédla nebo kombinace roz-
poustédel o objemu 10 ml. Extrakce byla provadéna 20 min za laboratorni teploty pii pou-
ziti tfepacky a ve vodni lazni pfi 35 °C, taktéz po dobu 20 min. Extrak¢ni ¢inidlo chloro-
form bylo pouzito pouze pii laboratorni teploté. Vysledky jednoduché extrakce udava ka-

pitola 7.5.1.
Druhy extrakéni postup — dvojita extrakce

Pro nésledné extrakce byla pouzita kombinace extrakénich Cinidel vzdy v kombinaci
s hexanem a to: ethanol-hexan a hexan-aceton ve vodni lazni pfi 35 °C. Pfi tomto postupu
byla pouzita erstva brokolice (CR, II. Jakost, zakoupena v Intersparu). 5 g rozmixované
brokolice bylo navazeno s piesnosti na 0,0001 g. Byla provadéna dvojita extrakce. Pro
kazdou kombinaci €inidel byly pfipraveny dva vzorky. Princip dvojité extrakce spocival
v tom, ze po jednoduché extrakci byl pridan opét stejny objem rozpoustédel (10 ml od kaz-
dého) a nasledné byly vzorky vlozeny do vodni 14zné& pfi 35 °C po dobu 20 minut. Po jed-
notlivych extrakcich byla vzdy odebrana horni vrstva pomoci injekéni stiikacky do 4 kadi-
nek, které byly uchovavany za nepftistupu svétla. Prvni dva vzorky byly ptefiltrovany pies
jemny filtr a dalsi dva byly vlozeny do délici nalevky. Vzorky byly nasledné odpafeny na
odparce a poté byly rozpusStény v 10 ml ethanolu. Vysledky obou postupll jsou zachyceny
v kapitole 7.5.1.

6.3.5.2 Stanoveni chromatografickych podminek pro detekci fi-karotenu metodou
HPLC-ECD

Pro vypracovani metodiky méfeni B-karotenu byl pouzit standard B-karotenu (Sigma Ald-
rich) a kapsle B-karotenu (Walmark, a.s.). Slozeni kapsle: sojovy olej, zelatina, glycerin,
beta karoten, sojovy lecitin, barvivo (B-karoten). Obsah kapsle B-karotenu a standard
B-karotenu byly extrahovany v ethanolu. Chromatograficka separace probihala na koloné
SUPELCOSIL C8, 5 um (15 cm x 4,6 mm). Eluce byla provadéna izokraticky s mobilni
fazi (CH30H : rH,O : H3PO4 v poméru 99 : 0,5 : 0,5), pii teploté 30°C, pritok mobilni faze
byl stanoven napfed na 1 ml.min" a tlak 56 bar. Detekce B-karotenu byla provadéna vzdy

na dvou kanalech K, a K; a to s postupné zvolenymi potencialy: 100; 200; 300; 400; 500
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a 600 mV. Na guard cele G byl zvolen potencial 750 mV pii vSech méfenich. Kazdy vzo-
rek byl prométen pétkrat pfi stejném potencidlu. Cilem bylo urcit nejvhodnéjsi potencialy

pro detekci B-karotenu a jeho retencni ¢as. Vysledky méfeni udava kapitola 7.5.2.

6.3.5.3 Stanoveni vhodného potencialu pro méveni kalibracni kiivky f-karotenu a f3-

karotenu v realném vzorku brokolice metodou HPLC-ECD

Dva vzorky brokolice (Spanélsko, Jakost I, dovozce: BILLA s.r.0) byly extrahovany podle
postupu uvedeného v kapitole 6.3.5.1 metodou dvojité extrakce za pouziti kombinace roz-
poustédel hexan-aceton. Nasledné byly odpaieny na odparce a bylo pfidano 10 ml ethano-
lu. Takto upravené vzorky byly vstiiknuty na kolonu po filtraci ptes filtr nylon 0,45um.
Chromatograficka separace probihala na kolon¢ SUPELCOSIL C8, 5 um (15 cm x 4,6
mm). Eluce byla provadéna izokraticky s mobilni fazi (CH3;OH : rH,O : H;PO4 v poméru
99 : 0,5: 0,5), pii teploté 30°C, priitok mobilni fize byl stanoven napied na 1 ml.min’!
atlak 61 bar. Vzorky byly prométfeny pétkrat pti nasledujicich potencidlech K; = 100 mV
aK,=200mV, K; =200 mV a K, =300 mV, K; =300 mV a K, =400 mV, K; =400 mV
a K, =500 mV. Cilem bylo zjistit, pfi jakém potencidlu je nejvhodnéjsi chromatograficka
detekce B-karotenu v brokolici a pti jakém potencialu je vhodné proméftit kalibraéni kiivku

metodou HPLC-ECD. Vysledky méteni udava kapitola 7.5.3.

6.3.5.4 Kalibracni kiivka pro stanoveni f-karotenu metodou HPLC-ECD

Nejprve byly pfipraveny standardni roztoky B-karotenu (jako standard byl pouzit B-karoten
od vyrobce Sigma Aldrich) o rliznych koncentracich. Jako prvni byl pfipraven standardni
roztok o koncentraci 500 pug.ml” tak, Ze bylo navazeno ptesn& 0,0500 g B-karotenu do
100 ml odmérné baiiky a vzorek byl doplnéno ethanolem po rysku. Z toho zdsobniho roz-
toku byly ziskény nésledujici koncentrace standardnich roztokti pro méfeni kalibracni kiiv-
ky: 50, 100, 250 a 400 pg.ml'. Chromatograficka separace probihala na kolon&
SUPELCOSIL C8, 5 pg (15 cm x 4,6 mm). Eluce byla provadéna izokraticky s mobilni
fazi

(CH30H : rH,0 : H3PO4 v poméru 99 : 0,5 : 0,5) pfi teploté 30°C, prutok byl zvySen na
1,1 mlmin' a tlak 63 bar. Kalibracni kiivka byla mé&fena pii napéti K, = 300 mV
aK, = 400 mV, pficemz pro sestaveni kalibracni kiivky byl pouzit pouze kanal 1
(300 mV) z diivodu ptesnéjsiho stanoveni. Kalibracni kiivka byla sestrojena jako zavislost

plochy piku [mV.s"] na koncentraci B-karotenu [ug.ml™”]. Reten¢ni ¢as p-karotenu byl
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cca 3,6-3,7 min. Kazdy bod kalibracni kiivky byl prométen pétkrat. Vysledky stanoveni
kalibra¢ni kiivky B-karoteny jsou uvedeny v kapitole 7.5.4.

6.3.5.5 Vlastni stanoveni obsahu f-karotenu ve vzorcich brokolice

Bylo pfipraveno 5 vzorkl brokolice (Polsko, Jakost I, Interspar) extrakci podle postupu
uvedeného v kapitole 6.3.5.1 za pouziti kombinace rozpoustédel hexan-aceton. Vzorky
byly odpateny na odparce a poté byl odparek rozpustén v 10 ml ethanolu. Alikvotni ¢ast
vzorku byla prefiltrovana ptfed vstiikem na kolonu ptes mikrofiltr o velikosti pora 0,45 um.
Chromatografickd separace probihala na kolon¢ SUPELCOSIL C8, 5 pum
(15 cm x 4,6 mm). Eluce byla provadéna izokraticky s mobilni fazi (CH30H : H,O : H3PO4
v poméru 99 : 0,5 : 0,5), pii teploté 30°C, pii pritoku 1,1 ml.min™ a tlaku 61 bar. Detekce
B-karotenu byla provadéna pomoci potencidlu vzdy na dvou kanalech K; = 300 mV
a K, =400 mV. Kazdy vzorek byl proméfen pétkrat pti daném potencidlu. Z diivodu lepsi
odezvy signalu byl pouzit kanal K;= 300 mV pro ptesnéjsi stanoveni. Poté byly odecteny
plochy piku [mV.s"]. Nasledng byla vypo&tena koncentrace p-karotenu [mg.100g™" Gerstvé
hmoty].

6.3.6 Titracni stanoveni Vitaminu C v brokolici

K titratnimu stanoveni vitaminu C byla vyuzita jeho reakce v kyselém prostiedi
s 2,6-dichlor-fenolindofenolem. Vitamin C (kyselina L-akorbova) se pfi titraci 2,6-dichlor-
fenolindofenolem oxiduje na kyselinu L-dehydroaskorbovou a 2,6-dichlor-fenolindofenol
se redukuje na bezbarvou bazi. Titrace 2,6-dichlor-fenolindofenolem byla provadéna
v prostiedi 2% kyseliny Stavelové. Prvnim piebytkem odmérného roztoku se vzorek zbar-

vil do rtizova.
Pted vlastnim stanovenim byly piipraveny nasledujici standardni roztoky:

1. Odmérny roztok 2,6-dichlor-fenolindofenolu o koncentraci 0,001 mol.1™": 0,14504 g
2,6-dichlor-fenolindofenolu bylo rozpusténo v predvarené destilované vod¢ a kvan-

titativn€ dopInéno po rysku do 500 ml odmérné banky.

2. Kyselina stavelova (2% roztok): 5 g kyseliny Stavelové bylo rozpusténo v destilo-

vané vod¢ a bylo doplnéno v 250 ml odmérné baiice po znacku.
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3. Roztok kyseliny L-askorbové o koncentraci 1 mg.I": s piesnosti na 0,0001 g byl
navazen 1 g standardniho roztoku kyseliny L-askorbové a toto mnozstvi bylo roz-

pusténo ve 100 ml odmérné bance v destilované vode.

Pred vlastnim stanovenim byl urcen titr odmérného roztoku 2,6-dichlor-fenolindofenolu
o koncentraci 0,001 mol.I"" na standardni roztok kyseliny L-askorbové o slozeni 1 mg.1™”.
Titr (t) pfedstavuje hmotnost kyseliny L-askorbové v mg, ktera odpovida 1 ml odmérného
roztoku. Do titracni banky byly odpipetovany 2 ml standardniho roztoku kyseliny
L-askorbové a 5 ml 2 hmot.% kyseliny stavelové. Poté byl vzorek titrovan odmérnym roz-
tokem do rGizového zbarveni. Vysledkem byl aritmeticky priimér ze tii stanoveni. Titr od-
mérného roztoku 2,6-dichlor-fenolindofenolu udévajici hmotnost kyseliny L-askorbové

v mg odpovidajici 1 ml odmérného roztoku byl vypocitan ze vztahu:

VA

(1),

kde VA je objem standardniho roztoku kyseliny L-askorbové odebrany k titraci [2 ml],
cA je koncentrace standardniho roztoku [1 mg.I"],
a je spotfeba odmérného roztoku pfi stanoveni titru [ml],
s je spotfeba odmérného roztoku pfi slepém pokusu.

Stejnym zplisobem byl proveden slepy pokus, pficemz 2 ml standardniho roztoku kyseliny
L-askorbové byly nahrazeny 2 ml roztoku kyseliny stavelové. Vysledek slepého pokusu
byl odeCten od objemu barviva spotfebovaného pii stanoveni titru. Odmérny roztok
2,6-dichlor-fenolindofenolu neni stabilni a proto se musel titr uréit vzdy pied vlastnim sta-

novenim kyseliny L-askorbové.

Ve tieci misce bylo dikladné rozetfeno asi 10 g brokolice (Spanélsko, AgroBest,
Kaufland) s ptesnosti na 0,0001 g s mofskym piskem. Rozetfeny vzorek byl kvantitativné
preveden do 50 ml odmérné bariky a ta byla po rysku doplnéna 2 hmot. % kyselinou $tave-
lovou a ponechana 15 minut tak, aby byl vzorek co nejméné vystaven slunecnim paprs-
kiim. Ziskany extrakt byl pak zfiltrovan a k titraci byla odpipetovana jeho alikvotni ¢ast

(10 ml), ktera byla rychle titrovana odmérnym roztokem do rizového zbarveni. Pro vypo-
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cet byl pouzit aritmeticky primér z péti stanoveni. Kazdy vzorek byl titrovan pétkrat. Vy-

sledky stanoveni uvadi kapitola 7.6.

Obsah kyseliny L-askorbové vyjadieny v mg na 100 g cerstvé hmoty byl vypocten dle

VZOrce:

X

_(b=9)100
m

kde b je spotfeba odmérného roztoku pti stanoveni vzorku [ml],
t je titr,
s je spotfeba odmérného roztoku pfi slepém pokusu,

m je hmotnost vzorku v alikvotni ¢asti, ktera byla titrovana [g].
6.3.7 Stanoveni vitaminu C v brokolici metodou HPLC-ECD

6.3.7.1 Kalibracni kiivka pro stanoveni vitaminu C v brokolici metodou HPLC-ECD

S ptesnosti na 0,0001 g bylo navazeno 0,0020 g kyseliny L-askorbové. Navéazka byla
rozpusténa ve 250 ml odmérné baiice a doplnéna po rysku smési (CH;OH:rH,O:H3;POy4
v poméru 99:0,5:0,5). Vychozi koncentrace zasobniho roztoku tedy byla 8 pg.ml”. Ze za-
sobniho roztoku kyseliny L-askorbové byly pfipraveny dal§im fedénim smési
(CH30H:rH,0:H3PO4 v poméru 99:0,5:0,5) kalibra¢ni roztoky o koncentraci 1; 1,5; 2; 2,5;
3 a4 pg.ml’ aanalyzovany metodou HPLC.

Chromatografickd separace probihala na kolon¢ SUPELCOSIL C8, 5 um
(15 cm x 4,6 mm). Eluce byla provadéna izokraticky smobilni fazi pi#i 30°C
a pritoku 1,1 mlmin’. Detekce kyseliny askorbové byla provadéna pii potencialech
K; = 600 mV a K, = 650 mV. Zdivodu lepsi odezvy signdlu byl pouzit kanal
K; =600 mV pro ptesnéjsi stanoveni. Kalibracni kiivka byla sestrojena jako zéavislost plo-
chy piku (mV.s™) na koncentraci kyseliny askorbové (ug.ml™). Vysledky stanoveni kalib-

ra¢ni kiivky vitaminu C jsou uvedeny v kapitole 7.7.1.
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6.3.7.2 Vlastni stanoveni vitaminu C v brokolici metodou HPLC-ECD

S ptesnosti na 0,0001 g bylo navazeno 10 g vzorku brokolice (Polsko, Jakost I, Interspar).
Ten byl dikladné rozetfen ve tieci misce s motskym piskem. K rozettenému vzorku bylo
pfiddno 50 ml smési (CH304:rH,0:H3PO4 v poméru 99:0,5:0,5) a nechal se 15 minut od-
stat. Ziskany extrakt se poté prefiltroval a tim byl ziskan zasobni roztok pro dalsi fedéni.
Z kazdého filtratu bylo provedeno pét méfeni. Alikvotni ¢ast vzorku byla piefiltrovana

pred vsttikem na kolonu pfes mikrofiltr o velikosti pora 0,45 pm.

Chromatografickd separace probihala na kolone SUPELCOSIL C8, 5 pm (15 cm x
4,6 mm). Eluce byla provadéna izokraticky s mobilnifazi p¥i 30°C a pritoku 1,1 ml.min™.
Detekce kyseliny askorbové byla provadéna pii potencidlech K;= 600 mV a K ;= 650 mV.
Z divodu lepsi odezvy signalu byl pouzit kanal K;= 600 mV pro presnéjsi stanoveni. Kaz-
dy vzorek byl proméfen pétkrat. Vysledky stanoveni vitaminu C jsou uvedeny v kapitole

7.7.2. Nésledné byla vypodtena koncentrace vitaminu C [mg.100g™ Gerstvé hmoty].

6.3.8 Stanoveni téZkych kovu v brokolici atomovou absorp¢ni spektrofotometii

(AAS)

6.3.8.1 Stanoveni rtuti analyzdatorem AMA 254

Z raznych &asti rizice brokolice (Agrobest, broccoli-murcia, Spanélsko, dovozce Kau-
fland) a také z riiznych ¢asti kost’alu brokolice bylo odebrano pét vzorkii. Vzorky byly
navazeny s presnosti na 0,0001g, navazka vzorkl byla 0,1 g a vzorky byly nasledné vloze-
ny do analyzatoru AMA 254 (Advanced Merkury Analyse) a byla provedena analyza. Vy-
sledky stanoveni obsahu rtuti udava kapitola 7.8.1.

6.3.8.2 Stanoveni olova a kadmia atomovou absorpcéni spektofotometrii

Nejprve byla provedena mineralizace vzorkll brokolice. Do mineraliza¢ni baiiky bylo na-
vazeno 0,5 g brokolice (Agrobest, broccoli-murcia, Spanélsko, dovozce Kaufland)
s presnosti na 0,0001g. Bylo navazeno pét vzorka. Poté bylo pfiddno 5 ml koncentrované
H,SO4 a vzorek byl ponechan na mineralizacnich hnizdech. Pomoci nalevky bylo ptidano
pfiblizné 3 ml H,0, (30%). Poté byly vzorky kvantitativné pfevedeny do 25 ml odmérné
baiiky a doplnény destilovanou vodou po rysku. Do atomového absorbéniho spektrofoto-

metru byla vlozena lampa pro olovo. Nésledné byla proméfena kalibra¢ni kiivka pomoci
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jiz ptipravenych kalibracnich roztokli o nasledujicich koncentracich olova 0,05, 0,100,
0,200, 0,500 pg.ml™” a poté byly proméfeny vzorky. Nasledné byla provedena vyména
lampy pro kadmium a byla taktéZ prométena kalibracni kiivka pro kadmium a poté byly
opét proméieny jednotlivé vzorky. Métfeni bylo provedeno v souladu s ptiruckou Flame

Metod Manual for Atomic Absorbtion. [61] Vysledky méteni jsou uvedeny v kapitole
7.8.2.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Vysledky a presnost stanoveni suSiny brokolice

SuSina byla stanovena postupem uvedenym v kapitole 6.3.1. Po Sestém suSeni byly jiz
vzorky povazovany za vysuSené (hmotnost m,) a vypoctem pomoci vzorce (4) byl stano-
ven obsah sus$iny (tabulka 5). Pfi stanoveni suSiny vaZzkovou metodou po dokonalém odpa-
feni vody s pouzitim motského pisku, byl primérny obsah susiny v brokolici stanoven na

14,43 hmot.%, pficemz primérny obsah vody je tedy 85,57 hmot.%.

Tabulka 5: Vysledky stanoveni susiny v brokolici

miska m; my navazka n suSina — —
[x.—x/ | /x —x/*
[g] [g] [g] [hmot.%)]
47,3684 48,0885 5,0146 14,36 0,074 0,00548
45,2327 45,9506 4,9785 14,42 0,014 0,00020
45,3703 46,0995 5,0151 14,54 0,106 0,01124
44,5742 45,3131 5,1348 14,39 0,044 0,00194
45,5036 46,2342 5,0525 14,46 0,026 0,00068
x =1443 ¥ =0,01952

Primérny obsah suSiny v brokolici byl vypocten podle vzorce (1). Dale byl vypocten od-
had smérodatné odchylky s podle vzorce (2). Skute¢ny obsah suSiny stanovovany vazko-
vou metodou byl vypocten podle vzorce (3), ktery je s ostatnimi statistickymi parametry
uveden v kapitole 5. Hodnota Studentova koeficientu t je pfi testované hladin€ vyznamnos-

ti (a = 0,05) a pii Ctyfech stupnich volnosti 2,78. [58].

Smérodatna odchylka s = 0,062
Primérny obsah suSiny v brokolici

p =14,43 = 0,448 hmot.% (a = 0,05)
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Obsah susiny brokolice 14,43 hmot.%
Obsah vody v brokolici 85,57 hmot.%

Zdroj uvedeny v kapitole 1.1 uvadi hodnotu obsahu vody v brokolici 92,55 g.100™. Namé-
fena hodnota v brokolici je mensi, coz bylo pravdépodobné zpiisobeno vyparem vody be-

hem skladovani a distribuce.

7.2 Vysledky a presnost stanoveni obsahu Skrobu v brokolici dle

Ewerse

Obsah Skrobu byl stanoven metodou uvedenou v kapitole 6.3.2. Pfi stanoveni Skrobu byla
pouzita polarimetrickd metoda, kterd vyuziva vyznamné vlastnosti sacharidd, jejich optic-
ké aktivity. Hodnoty specifickych otacivosti nejsou pro dané latky univerzalnimi konstan-
tami, nybrz se vztahuji k ur¢itému rozpoustédlu. Roztoky, u nichz se méti thel otoceni
musi byt dokonale ¢iré, proto bylo u analyzovanych vzorkl provedeno ¢ifeni podle Carre-
ze. Citiciho uginku bylo dosaZeno vytvofenim objemné srazeniny hexakyanoZeleznatanu

zine¢natého. Obsah Skrobu v brokolici byl vypocten podle vzorce (5)

Tabulka 6: Vysledky méreni obsahu Skrobu v cerstvé brokolici

o [] X [hmot. %] /x,—x/ /x, —x/?
59 3,19 0,012 0,00014
58 3,16 0,018 0,00032
58 3,15 0,028 0,00078
59 3,2 0,022 0,00048
59 3,19 0,012 0,00014

x =3,18 ¥ =0,00188

Primérny obsah Skrobu v brokolici byl vypocten podle vzorce (1). Dale byl vypocten od-
had smérodatné odchylky s podle vzorce (2). Skute¢ny obsah Skrobu stanovovany metodou
dle Ewerse byl vypocten podle vzorce (3), ktery je s ostatnimi statistickymi parametry uve-
den v kapitole 5. Hodnota Studentova koeficientu t je pfi testované hladin¢ vyznamnosti

(o= 0,05) a pti ¢tytech stupnich volnosti 2,78. [58]
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Smérodatna odchylka s = 0,019
Primérny obsah Skrobu v brokolici

p=23,18 £ 0,320 hmot.% (a = 0,05)

Primérny obsah skrobu v brokolici byl stanoven 3,18 hmot. % (tabulka 6). Obsah Skrobu

v brokolici neni velky, vaze se na celulozu.

7.3 Vysledky a presnost stanoveni obsahu fosforu vanadi¢nanovou

metodou

Fosfor byl stanoven pomoci metody uvedené v kapitole 6.3.3. Ze standardnich roztoki
kyseliny dihydrogenfosfore¢né byla nejprve vytvorena kalibracni kiivka (graf 1) pro sta-
noveni koncentrace fosforu. Poté byla metodou linearni regrese programem vygenerovana
rovnice kalibracni kiivky s korelaénim koeficientem R = 0,9976, ze které¢ byly dale vypoc-

teny hodnoty koncentrace fosforu [mg.ml™].

Graf 1: Kalibracni krivka pro stanoveni koncentrace fosforu

y = 0,3039x + 0,0085
R? = 0,9976

x [mg.ml
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Z namétenych hodnot absorbance byla dosazenim do rovnice kalibra¢ni kiivky vypoctena
koncentrace fosforu. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 7. Dale byl vypocten obsah fosforu

v brokolici v mg.100g™ &erstvé hmoty podle vzorce (6).

Tabulka 7: Vysledky stanoveni obsahu fosforu v cerstvé brokolici

A o] o SV ix—xl | Ix,—x/
[mg.ml] [mg.100g™ |

0,066 0,1892 94,2982 0,4015 0,1612

0,065 0,1859 93,4077 0,489 0,23912

0,066 0,1892 94,4206 0,5239 0,27447

0,065 0,1859 92,8386 1,0581 1,11958

0,066 0,1892 94,5184 0,6217 0,38651
x =93,90 ¥ =12,18088

Primérny obsah fosforu v brokolici byl vypocten podle vzorce (1). Déle byl vypocten od-
had smérodatné odchylky s podle vzorce (2). Skutecny obsah fosforu stanovovany vana-
di¢nanovou metodou byl vypocten podle vzorce (3), ktery je s ostatnimi statistickymi pa-
rametry uveden v kapitole 5. Hodnota Studentova koeficientu t je pii testované hladiné

vyznamnosti (o = 0,05) a pfi ¢tyfech stupnich volnosti 2,78. [58]

Smérodatna odchylka s = 0,660
Prumérny obsah fosforu v ¢erstvé brokolici

1 =93,90 + 1,461 mg.100g™" (a = 0,05)

Hloubkova nutriéni analyza uvedend v knize The World's Healthiest Foods, Essential
Guide to the Healthiest Way of Eating od George Mateljana uvadi obsah fosforu
65,90 mg.100 g &erstvé hmoty a recenzovana encyklopedie Wikipedie udava podobnou
hodnotu 66 mg. 100 g, tudiZ je brokolice povazovana za jeho velmi dobry zdroj. Mé&feni
ukazalo pram&my obsah fosforu v brokolici 93,90 mg.100g”. Vys§i hodnota mohla byt

zpusobena nadmérnym hnojenim v prubéhu péstovani.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 73

7.4 Vysledky a presnost spektrofotometrického stanoveni chlorofyli
v brokolici
Stanoveni bylo provedeno podle postupu uvedeného v kapitole 6.3.4. Obsah listovych bar-
viv chlorofylu a v brokolici byl vypocten podle vzorce (7), chlorofylu b podle vzorce (8)

a chlorofylu a + b podle vzorce (9). Néasledné byla pomoci vzorce (10) ptepoctena koncen-

trace na mg.100g™" &erstvé hmoty.

Tabulka 8: Spektrofotometrické stanoveni chlorofylu a v brokolici

Ay A, Chlorofyl Chlorofyl /xi —)_C / /xi —)_C /2
(pfi 663nm) | (pfi 645nm) | a [mgl'] | a[mg.100g"]

0,214 0,118 2,40 3,01 0,076 0,00578
0,209 0,116 2,34 2,93 0,004 0.00002
0,208 0,115 2,33 2,91 0,024 0,00058
0,207 0,115 2,31 2,89 0,044 0,00194
0,209 0,116 2,34 2,93 0,004 0,00002

x =293 ¥ =0,00832

Primérny obsah chlorofylu a v brokolici byl vypocten podle vzorce (1). Dale byl vypocten
odhad smérodatné odchylky s podle vzorce (2). Skutecny obsah chlorofylu a stanovovany
spektrofotometrickou metodou byl vypocten podle vzorce (3), ktery je s ostatnimi statistic-
kymi parametry uveden v kapitole 5. Hodnota Studentova koeficientu t je pfi testované

hladin€ vyznamnosti (o= 0,05) a pfi ¢tyfech stupnich volnosti 2,78. [58]
Smérodatna odchylka s = 0,041

Priumérny obsah chlorofylu a v brokolici

1 =2,93 + 0,364 mg.100g" (a = 0,05)

Tabulka 9: Spektrofotometrické stanoveni chlorofylu b v brokolici
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Ay A, Chlorofyl Chlorofyl /xi —;C / /xi —)_C /2
(pii 663nm) | (pii 645nm) | b [mgl’] b [mg.100g™]
0,214 0,118 1,70 2,13 0,034 0,00116
0,209 0,116 1,68 2,10 0,004 0,00002
0,208 0,115 1,66 2,07 0,026 0,00068
0,207 0,115 1,66 2,08 0,016 0,00026
0,209 0,116 1,68 2,10 0,004 0,00002
x =2,10 2 =0,00212

Primérny obsah chlorofylu b v brokolici byl vypocten podle vzorce (1). Dale byl vypocten

odhad smérodatné odchylky s podle vzorce (2). Skute¢ny obsah chlorofylu b stanovovany

spektrofotometrickou metodou byl vypocten podle vzorce (3), ktery je s ostatnimi statistic-

kymi parametry uveden v kapitole 5. Hodnota Studentova koeficientu t je pfi testované

hladiné vyznamnosti (o= 0,05) a pti Ctyfech stupnich volnosti 2,78. [58]

Smérodatna odchylka s = 0,020

Primérny obsah chlorofylu b v brokolici

n=2,10 + 0,256 mg.100g" (a = 0,05)

Tabulka 10: Spektrofotometrické stanoveni chlorofylu a + b v brokolici
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A, A, Chlorofyl Chlorofyl /x,' —)_C / /xi —)_C /2
(pfi 663nm) | (pfi 645nm) a+b a+b
[mg.I"] [mg.100g™]
0,214 0,118 4,10 5,14 0,11 0,0121
0,209 0,116 4,02 5,03 0,00 0,0000
0,208 0,115 3,99 4,99 0,04 0,0016
0,207 0,115 3,98 4,97 0,06 0,0036
0,209 0,116 4,02 5,02 0,01 0,0001
x =5,03 ¥=0,0174

Primérny obsah chlorofylu a + b v brokolici byl vypocten podle vzorce (1). Dale byl vy-

pocten odhad smérodatné odchylky s podle vzorce (2). Skute¢ny obsah chlorofylu a + b

stanovovany spektrofotometrickou metodou byl vypocten podle vzorce (3), ktery je

s ostatnimi statistickymi parametry uveden v kapitole 5. Hodnota Studentova koeficientu t

je pfi testované hladin€ vyznamnosti (o = 0,05) a pfi Ctyfech stupnich volnosti 2,78. [58]

Smérodatna odchylka s = 0,059

Priamérny obsah chlorofylu a + b v brokolici

1 =5,03 + 0,437 mg.100g™" (¢=0,05)

Pti pouZiti spektrofotometrické metody byl primérny obsah listovych barviv chlorofylu a

v brokolici stanoven po extrakci acetonem na 2,93 mg.100g™, obsah chlorofylu & byl sta-

noven na 2,10 mg.100g™" a celkova koncentrace obou barviv je 5,03 mg.100g™.

7.5 Vysledky a presnost stanoveni f-karotenu metodou HPLC-ECD

7.5.1 Vysledky extrakce p-karotenu z brokolice

Prvni extrakéni postup — jednoducha extrakce
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Extrakce byly provedeny podle postupu uvedeného v kapitole 6.3.5.1. Z tabulky €. 11 vy-
plyva, Ze biologicky aktivni latky byly nejlépe extrahovany pti pouziti kombinace rozpous-
tédel hexan-aceton a etanol-hexan, a to jak pfi laboratorni teploté, tak i ve vodni lazni. By-
lo vizualné pozorovano, Ze kombinace téchto rozpoustédel zptisobila nejlepsi oddéleni fazi
a pfechod biologicky aktivnich latek do rozpoustéla, ktery zpisobil tmavé zelené zabarveni
horni vrstvy, pfi¢emz nejtmavsi zabarveni bylo pozorovano u kombinace rozpoustédel
hexan - aceton pii 35°C. Také pii pouziti ethanolu ve vodni 1azni (35°C) byla rozpustnost
dobra. Pti pouziti ethanolu, acetonu a hexanu jako samostatnych rozpoustédel byla extrak-
ce malo U¢inna. Nejhorsi extrakce nastala pii pouziti chloroformu, kdy byla pozorovéana
srazenina. Vysledek jednoduché extrakce je zachycen na obrazcich 14-17. Vzorky byly

vyhodnoceny symboly +a —:
+ doslo k oddéleni fazi
- nedoslo k oddéleni fazi

Tabulka. 11: U¢innost rozpoustédel na extrakci biologicky aktivnich latek brokolice

Extrakce pii laboratorni | Extrakce ve vodni 1azni

Rozpoustedlo
= teploté (21°C) (35°C)
Hexan + aceton + +
Ethanol + hexan + +

Ethanol + aceton - -

Ethanol - +

Aceton - -

Hexan - -

Chloroform - -
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Obr. 14: Extrakce pfi laboratorni teploté Obr. 15: Extrakce pfi laboratorni teploté

Obrazek 14 zachycuje vysledek extrakce latek z brokolice za laboratorni teploty 21°C
a pouziti extrak¢nich cinidel bylo nasledujici hexan-aceton, ethanol-hexan a ethanol-
aceton. Z obrazki je jasné patrné oddéleni fazi. Obrazek 15 zachycuje vysledek extrakce
za laboratorni teploty 21°C a pouZiti samostatnych extrakénich ¢inidel v nasledujicim po-
radi: ethanol, hexan, aceton a chloroform. Faze jiz nejsou odd¢leny tak zietelné jako na

obrazku 14.

Obr. 16: Extrakce pii 35°C Obr. 17: Extrakce pii 35°C

Obrazek 16 zachycuje vysledek extrakce latek z brokolice pfi pouziti vodni 14zn€ o teploté
35°C a pouziti extrakénich ¢inidel bylo nasledujici ethanol-hexan, hexan-aceton a ethanol-
aceton. Odd¢leni fazi u téchto kombinaci rozpoustédel je zietelnéjsi, nez na obrazku 17.
Obrazek 17 zachycuje vysledek extrakce pii pouziti vodni 14zné o teploté 35°C a pouziti

samostatnych extrakcnich Cinidel aceton, hexan a ethanol.

Druhy extrakéni postup — dvojita extrakce

Kombinace rozpous$tédel hexan-aceton pii 35°C se jevila jako nejlepsi, protoze byl ziskan
daleko kvalitnéjsi extrakt, nez pii pouziti rozpoustédel hexan-ethanol. V délici néalevce
doslo koddé€leni fazi u rozpoustédel hexan-ethanol, u rozpoustédel hexan-aceton
k oddéleni fazi nedoslo. Proto jako vhodnégjsi extrakéni postup byla vyhodnocena filtrace

pres filtra¢ni papir (obrazek 18 a 19).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 78

Obr. 18: Pouziti délici nalevky po extrakci Obr. 19: Extrakty po filtraci pies filtracni papir

Obrazek 18 zachycuje pouziti délicich nalevek pro extrakty obsahujici hexan-ethanol a he-
xan-aceton. Obrazek 19 ukazuje extrakt po filtraci za pouziti rozpoustédel hexan-ethanol a

hexan-aceton.

Kombinace rozpou$tédel hexan-aceton ve vodni 1azni (pii 35°C) byla pouzita pfi vSech

extrakcich B-karotenu z brokolice.

7.5.2 Vysledky stanoveni chromatografickych podminek pro detekci -karotenu
metodou HPLC-ECD

Kapsle p-karotenu a standard B-karotenu byly proméfeny za podminek uvedenych
v kapitole 6.3.5.2. Cilem bylo urcit separacni detekéni podminky, které jsou nejvhodnégjsi
pro stanoveni P-karotenu. DalSim ukolem bylo zjistit reten¢ni ¢as p-karotenu.

Z chromatogrami byly vyvozeny tyto zavéry:

Standard p-karotenu mél velmi dobrou odezvu pii potencidlech K; = 100 mV
a Ky =200 mV a retenc¢ni Cas nastal v 3,97 min (chromatogram 1, pfiloha VIII). Relativné
dobra odezva nastala pii potencidlech K; = 200 mV a K; = 300 mV, kdy reten¢ni cas
B-karotenu byl v 3,96 min. Pfi potencidlech K; =300 mV a K, =400 mV byla odezva dob-
rd pouze pii 300 mV a retencni Cas byl opét v 3,96 min. Pfi vy$§im zvoleném potencialu
K; =400 mV a K, =500 mV nastala $patnd odezva a dal by se pro kvantitativni detekci
pouzit pouze kanal 1, retencni Cas byl stanoven na 3,97 min. Vyssi potencialy K; = 500
mV a K, = 600 mV se nedaji aplikovat, protoze neni takova citlivost detektoru. Pro méteni

se jevily v pocatku vhodné potencialy v rozmezi od 100 do 300 mV.

Kapsle pB-karotenu méla podobnou odezvu jako standard. Jako nejvhodnéjsi byly vyhod-
noceny potencialy do 300 mV. Pfi potencidlech K; = 100 mV a K, = 200 mV nastal re-
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tencni ¢as v 4,088 min. Stejny retencni ¢as byl naméfen 1 pfi potencidlech K; = 200 mV
a K, = 300 mV, ale nejlepsi odezva se jevila pfi K; = 300 mV a K, = 400 mV , kdy lze
pouzit pouze kandl 1 a retencni €as byl stanoven na 4,092 min (chromatogram 2, pfiloha

VIII). Vyssi potencialy jiz nebyly vyhodnoceny jako vhodné.

7.5.3 Vysledky stanoveni vhodného potenciilu pro méreni kalibracni krivky p-ka-
rotenu a stanoveni f-karotenu v realném vzorku brokolice metodou HPLC-

ECD

Postup dvojité extrakce (kapitola 6.3.5.1) a podminky méfeni vzorku brokolice byly pro-
vedeny podle metody uvedené v kapitole 6.3.5.3. Cilem bylo proméfit vzorky brokolice pii
riznych potencialech a urcit pfi kterém potencidlu bude nejlepsi odezva. Analyzovalo se
pii postupném zvySovani potencialii od 100 mV az po 500 mV. Z chromatografické analy-
zy bylo zjisténo, Ze nejlepsi odezva nastala na kanalech K; = 300 mV a K, = 400 mV
vretenénim cCase 4,204 min. Proto nasledné méfeni kalibra¢ni kiivky a stanoveni
B-karotenu ve vzorcich brokolice bude probihat pfi téchto potencidlech. Analyza je zachy-

cena v ptiloze VIII, chromatogram 3.

7.5.4 Vysledky a presnost stanoveni kalibra¢ni kiivky p-karotenu metodou HPLC-
ECD

Kalibra¢ni kiivka pro chromatografické stanoveni B-karotenu metodou HPLC-ECD byla
provedena podle postupu uvedeného v kapitole 6.3.5.4. Byly vypocteny primérné hodnoty
ploch piki, které jsou uvedeny v tabulce 12. Priitbéh analyzy kalibracni kiivky je zachycen

na chromatogramu 4, v ptiloze VIII.

Tabulka 12: Kalibrace p-karotenu metodou HPLC-ECD na K; = 300 mV’

Koncentrace B-karotenu Priimérné plocha piku Smérodatna odchylka
[ng.ml'] [mV.s'] [mV.s']
50 1,36 0,101
100 8,064 0,080
250 28,10 0,330
400 41,82 0,790
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Koncentrace B-karotenu Prtiimérna plocha piku Smérodatna odchylka
[ug.ml'l] [mV.s™] [mV.s']
500 52,46 0,460

Graf 2: Kalibracni kiivka s regresni rovnici pro stanoveni f-karotenu metodou HPLC-

ECD na kanalu K; = 300 mV
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Z kalibracni kiivky byla stanovena rovnice regresni piimky s korelacnim koeficientem

0,9941.

7.5.5 Vysledky a presnost vlastniho stanoveni obsahu p-karotenu ve vzorcich broko-
lice

Postup stanoveni byl proveden podle metody uvedené v kapitole 6.3.5.5. Retenc¢ni Cas

B-karotenu nastal ptiblizn¢ ve 3,6 minuté a v tomto Case byly odecteny plochy pikii. Re-

tencni Cas nastal dfive, nez v piedchozich ptipadech, protoze byl zvétSen priutok kolonou

z 1 na 1,1 ml.min™. Prab&h analyzy zachycuji chromatogramy 5-8 v piiloze VIII.

Tabulka 13: Presnost stanoveni p-karotenu metodou HPLC-ECD

Plocha piku | Obsah B-karotenu | Obsah B-karotenu i5: —;C / I 5 —)_C /2
i i

[mV.s'] [ng.ml™] [mg.100g™]
3,65 8,458 1,691 0,0118 0,00014
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Plocha piku | Obsah B-karotenu | Obsah B-karotenu /x,- —;C / /xi . )_C /2
[mV.s'] [ng.ml'] [mg.100g™]
3,67 8,636 1,722 0,0199 0,00040
3,65 8,458 1,691 0,0117 0,00014
3,66 8,547 1,703 0,0003 0,00000
3,66 8,547 1,706 0,0033 0,00001
x =1,703 ¥ =0,00068

Primérny obsah B-karotenu v brokolici byl vypocten podle vzorce (1). Déle byl vypocten
odhad smérodatné odchylky s podle vzorce (2). Skutecny obsah B-karotenu stanovovany
metodou HPLC-ECD byl vypocten podle vzorce (3), ktery je s ostatnimi statistickymi pa-
rametry uveden v kapitole 5. Hodnota Studentova koeficientu t je pfi testované hladiné

vyznamnosti (a= 0,05) a pti ¢tyfech stupnich volnosti 2,78. [58]

Smérodatna odchylka s =0,0117
Prumérny obsah p-karotenu v brokolici

n=1,703 + 0,1945 mg.100g™ (o = 0,05)

Plochy piku byly dosazeny do regresni rovnice kalibra¢ni kiivky a byly vypocteny koncen-
trace B-karotenu v jednotlivych vzorcich. Primérna hodnota B-karotenu v brokolici byla
stanovena na 1,703 mg.100g”. Zdroj uvedeny v kapitole 2.4.1. uvadi hodnotu 1,573

mg.100g™" &erstvé hmoty, coz piiblizné odpovida namétené hodnoté.

7.6 Vysledky a presnost titra¢niho stanoveni vitaminu C v brokolici

Titraéni stanoveni kyseliny L-askorbové pomoci 0,001 mol.lI" odmémého roztoku
2,6-dichlor-fenolindofenolu bylo provedeno podle postupu uvedeného v kapitole 6.3.6.
Nejprve byl stanoven titr (t), ktery pfedstavuje hmotnost kyseliny L-askorbové v mg, ktera
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odpovida 1 ml odmérného roztoku (tabulka 14). Spotteba titracniho ¢inidla na slepy pokus

byla 0,1 ml. K vypoctu hodnoty titru t byl pouzit vzorec (11).

Tabulka 14: Spotreba odmérného roztoku a vysledky vypoctu titru t

Me¢fteni a [ml] t
1 14,0 0,1439
2 13,9 0,1449
3 13,4 0,1504
0 0,1464

1 ml 0,001 mol.I"" odmérného roztoku 2,6-dichlorfenolindofenolu odpovida

0,1464 mg kyseliny L-askorbové

t=10,1464

K vypoctu obsahu kyseliny L-askorbové byl pouzit vzorec (12).

Tabulka 15: Titracni stanoveni kyseliny L-askorbové

Obsah kyseliny /X,- —;C / /xi —)_C /2
b [ml] L - skorbové
[mg.100g™]
3,55 25,25 0,356 0,12674
3,50 24,64 0,254 0,06452
3,50 24,66 0,234 0,05476
3,50 24,68 0,214 0,0458
3,55 25,24 0,346 0,11972
x =24,89 ¥=0,41152

Primérny obsah vitaminu C v brokolici byl vypocten podle vzorce (1). Déle byl vypocten
odhad smérodatné odchylky s podle vzorce (2). Skute¢ny obsah vitaminu C stanovovany

titraéni metodou byl vypocten podle vzorce (3), ktery je s ostatnimi statistickymi paramet-
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ry uveden v kapitole 5. Hodnota Studentova koeficientu t je pfi testované hladiné vyznam-

nosti (a0 = 0,05) a pfi ctyfech stupnich volnosti 2,78. [58]

Smérodatna odchylka s = 0,287
Prumérny obsah vitaminu C v brokolici

n=24,89 + 0,963 mg.100g™ (o = 0,05)

Primérny obsah kyseliny L-askorbové v brokolici byl stanoven na 24,89 + 0,963 mg.100g"
! gerstvé hmoty. Hloubkova nutri¢ni analyza uvedena v knize podle knihy The World's
Healthiest Foods, Essential Guide to the Healthiest Way of Eating od George Mateljana
uvadi obsah kyseliny L-askorbové vyssi a to 79,102 mg.100g™". Recenzovana encyklopedie
Wikipedia uvadi obsah vitaminu C jesté o ndco vyssi a to 89,2 mg.100g™”. I piesto, Ze
vzorky byly uchovavany ve tmé, mohlo dojit ke ztratdm vitaminu C v disledku piistupu
slune¢niho svétla, dalsi ztraty mohly byt zptsobeny pfistupem vzduchu. K oxidaci mohlo
dojit v disledku dehydrogenacnich pochodt pii ptechodu kyseliny L-askorbové na L — de-
hydroaskorbovou. Nutri¢ni ztraty mohly nastat i v disledku nevhodného nebo delsiho skla-
dovani brokolice. Zdroj uvedeny v piiloze III ovSem uvadi hodnotu obsahu vitaminu C

v brokolici 20,2 mg.100g™, ktera pfiblizné odpovida namétené hodnots.
7.7 Vysledky a presnost stanoveni vitaminu C metodou HPLC-ECD

7.7.1 Vysledky stanoveni kalibra¢ni krivky vitaminu C v brokolici metodou HPLC-
ECD

Kalibra¢ni kiivka pro chromatografické stanoveni vitaminu C byla provedena podle postu-
pu uvedeného v kapitole 6.3.7.1. Kazdy bod kalibraéni kiivky byl prométen pétkrat a vy-
poctena odpovidajici primérna plocha piku. Kalibracni kiivka byla sestrojena jako zavis-
lost primérné plochy pfislusného piku na koncentraci kyseliny askorbové. Kalibrac¢ni kiiv-
ka byla méfena za pouziti kandli, kde byly stanoveny potencialy K; = 600 mV
a Ky = 650 mV. Z divodu lepsi odezvy signélu byl pouzit prvni kanal K; = 600 mV pro

presnéjsi stanoveni. Namétené hodnoty kalibracni kiivky ukazuje tabulka 16.

Tabulka 16: Kalibrace vitaminu C metodou HPLC-ECD na K; = 600 mV
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Koncentrace kyseliny Primérna plocha piku Smérodatna
L — askorbové [pug.ml™] [mV.s'] odchylka plochy piku
(mV.s™
1 29,89 1,201
1,5 57,76 1,073
2 97,25 1,665
2,5 137,85 0,313
3 168,82 0,662
4 249,45 0,618

Graf  3: Kalibracni kiivka s regresni rovnici pro stanoveni vitaminu C metodou

HPLC na kanale K; = 600 mV.
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Z kalibra¢ni kiivky byla stanovena rovnice regresni ptimky s korelacnim koeficientem

0,9968.
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7.7.2 Vysledky a presnost vlastniho stanoveni vitaminu C v brokolici metodou

HPLC-ECD

Stanoveni vitaminu C v brokolici bylo provadéno dle postupu uvedeného v kapitole
6.3.7.2. Reten¢ni €as pro vitamin C byl 1,8 min. Priibéh chromatografické analyzy ukazuje

priloha VIII, chromatogram 9. Vysledky stanoveni uvadi nasledujici tabulka:

Tabulka 17: Stanoveni vitaminu C v cerstve brokolici

Plocha l?liku Obsah Vital}}inu C Obsah Vitamglu C i —)_C / /x. — )_C /2
[mV.s™] [ng.ml ] [mg.100g ] i i
166,45 2,93902 58,60 0,63 0,3969
164,68 2,90585 58,12 0,15 0,0225
160,77 2,85203 57,04 0,93 0,8649
163,56 2,89044 57,81 0,16 0,0256
165,34 2,91485 58,30 0,33 0,1089
x =57,974 Z=1418

Primérny obsah vitaminu C v brokolici byl vypocten podle vzorce (1). Déle byl vypocten
odhad smérodatné odchylky s podle vzorce (2). Skute¢ny obsah vitaminu C stanovovany
titraéni metodou HPLC byl vypocten podle vzorce (3), ktery je s ostatnimi statistickymi
parametry uveden v kapitole 5. Hodnota Studentova koeficientu t je pii testované hladiné

vyznamnosti (o= 0,05) a pfi Ctyfech stupnich volnosti 2,78. [58]

Smérodatna odchylka s = 0,5327
Prumérny obsah vitaminu C v brokolici

n=57,974 + 1,3127 mg.100g™" (a = 0,05)

Pramérny obsah vitaminu C v brokolici stanoveny metodou HPLC je 57,97 mg.100™, coz

je vice neZ obsah vitaminu C stanoveny titraén& (24,89 mg.100™"). Je nutno samoziejmé

Mrwe

jinou brokolici. Metoda HPLC-ECD byla méfena u brokolice, kterou 1ze zakoupit v dubnu
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v maloobchodni siti, kdeZto metoda titra¢ni byla provedena v zimnich mésicich. The Wori-
d's Healthiest Foods, Essential Guide to the Healthiest Way of Eating od George Matelja-
na uvadi obsah kyseliny L-askorbové vysi a to 79,102 mg.100g™”. Recenzovana encyklo-
pedie Wikipedia uvadi obsah vitaminu C je$té o n&co vyssi a to 89,2 mg.100g™". Naopak

zdroj uvedeny v piiloze III uvadi hodnotu obsahu vitaminu C v niZi a to 20,2 mg.100g™.

7.8 Vysledky a presnost stanoveni tézkych kovu v brokolici atomovou

absorpéni spektrofotometrii (AAS)

7.8.1 Vysledky a presnost stanoveni rtuti pomoci analyzéru AMA 254

Postup stanoveni byl proveden podle metody uvedené v kapitole 6.3.8.1. Naméfené hodno-

ty obsahu rtuti v rizicich a v koSt'alu uvadi tabulky 18 a 19.

Tabulka 18: Presnost stanoveni obsahu rtuti v rizici brokolice

Hmotnost vzorku Obsah rtuti Obsah rtuti _ 2

[mg] [ppm] metoog | /%=X | /x—x/
96,10 0,000944 0,094 0,000 0,0000

93,50 0,000869 0,087 0,007 0,000049
90,20 0,000934 0,093 0,001 0,000001
92,51 0,000965 0,097 0,003 0,000009
95,12 0,000957 0,099 0,005 0,000025

x = 0,094 ¥ =0,0000842

Primérny obsah rtuti v riizicich brokolici byl vypocten podle vzorce (1). Dale byl vypoc-
ten odhad smérodatné odchylky s podle vzorce (2). Skutecny obsah rtuti stanovovany me-
todou AAS byl vypocten podle vzorce (3), ktery je s ostatnimi statistickymi parametry
uveden v kapitole 5. Hodnota Studentova koeficientu t je pfi testované hladin€¢ vyznamnos-

ti (o= 0,05) a pfti ¢tyfech stupnich volnosti 2,78. [58]
smérodatna odchylka s = 0,0041

Prumérny obsah rtuti v riZici brokolice
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p=0,094 +0,1152 pg.100g” (o = 0,05)

Tabulka 19: Presnost stanoveni obsahu rtuti v kostalu brokolice

Hmotnost vzorku Obsah rtuti Obsah rtuti _ 2
] [ppm] [1g.100g"] /x,—x/ /x;, —x/
93,10 0,000565 0,057 0,006 0,000036
94,60 0,000484 0,048 0,003 0,000009
104,30 0,000580 0,058 0,007 0,000049
92,82 0,000428 0,043 0,008 0,000064
93,76 0,000491 0,049 0,002 0,000004
X =0,051 ¥ =0,000162

Primérny obsah rtuti v kost’alu brokolici byl vypocten podle vzorce (1). Dale byl vypocten
odhad smérodatné odchylky s podle vzorce (2). Skute¢ny obsah rtuti stanovovany metodou
AAS byl vypocten podle vzorce (3), ktery je s ostatnimi statistickymi parametry uveden
v kapitole 5. Hodnota Studentova koeficientu t je pii testované hladin€é vyznamnosti

(o= 0,05) a pti ctyfech stupnich volnosti 2,78. [58]

Smérodatna odchylka s = 0,0057
Primérny obsah rtuti v ko$t’alu brokolice

i = 0,051 + 0,1358 pg.100g™ (a = 0,05)

V rizici brokolice byl obsah rtuti naméfen 0,094 pg.100g”, v kodtalu 0,051 pg.100g™.
Z uvedenych hodnot vyplyva, Ze koncentrace rtuti v brokolici se blizi nulovym hodnotam.
Rtut’ se tedy v brokolici pfili§ neakumuluje. Podle vyhlasky ministerstva zdravotnictvi
53/2002 Sb., ktera byla pozd¢ji zrusena, je nejvyssi pfipustné mnozstvi rtuti (tj. takové pfi
jehoz piekroceni je potravina vylouena z obéhu) v susiné zeleniny 20 pg.100g™”. Souasné

maximalni limity pro obsah rtuti v zelenin€ nebyly nalezeny.

7.8.2 Vysledky a presnost stanoveni olova a kadmia na pristroji GBC 933 AA

Postup stanoveni byl proveden podle metody uvedené v kapitole 6.3.8.2. Byla sestavena

kalibra¢ni ktivka pro olovo (graf 4) a kadmium (graf 5). Slepy pokus byl stanoven u olova
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na 0,059 pg.ml™" a u kadmia na 0,004 pg.ml” a byl odeéten od naméfenych hodnot. Vy-

sledky méfeni jsou uvedeny v tabulkach 20 a 21.

Graf 4: kalibracni krivka pro stanoveni olova metodou AAS

Tabulka 20: Presnost stanoveni koncentrace olova v mineralizatu brokolice

Absorbance Obsah 01_(1)Va Obsah 010_\1/a ise —)_C / 5 —)_C /2
[nm] [ug.ml™] [ng.100g™] l i
0,004 0,002 0,001 0,0006 0,0000
0,003 0,002 0,001 0,0006 0,0000
0,003 0,000 0,000 0,0004 0,0000
0,004 0,000 0,000 0,0004 0,0000
0,004 0,001 0,000 0,0004 0,0000
x = 0,0004 £=10,0000

Primérny obsah olova v brokolici byl vypocten podle vzorce (1). Dale byl vypocten odhad
smérodatné odchylky s podle vzorce (2). Skutecny obsah olova stanovovany metodou

AAS byl vypocten podle vzorce (3), ktery je s ostatnimi statistickymi parametry uveden
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v kapitole 5. Hodnota Studentova koeficientu t je pfi testované hladiné vyznamnosti

(o =0,05) a pfti ctyfech stupnich volnosti 2,78. [58]
Smérodatna odchylka s = 0,00049
Primérny obsah olova v brokolici

i = 0,0004 + 0,03981 pg.100g (a = 0,05)

Graf 5: kalibracni kirivka pro stanoveni kadmia metodou AAS
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Tabulka 21: presnost stanoveni koncentrace kadmia v mineralizatu brokolice
Absorbance Obsah kadmia Obsah kadmia _ 2
[nm] [ngml’] I R R
0,003 0,0 0,0 0,0 0,0
0,003 0,0 0,0 0,0 0,0
0,003 0,0 0,0 0,0 0,0
0,003 0,0 0,0 0,0 0,0
0,003 0,0 0,0 0,0 0,0
x =00 £=0,0

Z naméienych hodnot vyplyva, ze hodnoty obsahu tézkych kovii olova i kadmia jsou jeste

nizs$i nez obsah rtuti. Olovo a kadmium se v rostlinnych materidlech kumuluji méné nez

rtut’ a v brokolici se pohybuji kolem nulovych hodnot. Kadmium nebylo v brokolici dete-

kovano vibec. Natizeni komise (ES) €. 466/2001 ze dne 8. biezna 2001, kterym se stanovi

maximalni limity né€kterych kontaminujicich latek v potravinach, udava tyto hodnoty pro

obsah tézkych kovli: maximalni limit pro obsah olova v kostdlové zeleniné je timto nafi-

zenim stanoven na 30 pg.100g™, pro kadmium je tento limit stanoven na 20 pg.100g™.
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ZAVER

Cilem ptedlozené diplomové prace bylo stanoveni biologicky aktivnich latek brokolice
pomoci analytickych metod. V ramci této prace byly testovany optimalni extrakéni postu-
py vhodné ke kvantitativni izolaci B-karotenu a vitaminu C z brokolice. Pozornost byla

vénovana i t¢Zkym kovliim obsazenym v brokolici a mineralnim latkdm. Nejsou opomenuty

zakladni technologické charakteristiky jako je obsah susiny a skrobu.

Vazkovou metodou byla stanovena suSina. Primérny obsah suSiny v brokolici byl naméten
14,43 + 0,448 hmot.%. Obsah skrobu byl stanoven metodou dle Ewerse a jeho pramérny
obsah v brokolici byl naméten 3,18 + 0,320 hmot.%. Fosfor byl stanoven pomoci vanadic-
nanové metody. Primérny obsah fosforu v brokolici byl naméten 93,90 + 1,461 mg.100g™.
Obsah fosforu je pon€kud vyssi nez uvadi literatura, coZ mohlo byt zplisobeno nadmérnym
hnojenim v prubéhu péstovani. Obsah chlorofyli byl stanoven spektrofotometricky. Pri-
mérmy obsah listového barviva chlorofylu a v brokolici byl stanoven 2,93 mg.100g™, obsah
chlorofylu b byl stanoven na 2,10 mg.100g™ a koncentrace chlorofylu a + & je 5,03
mg.100g™". Obsah chlorofyli nebylo mozno ovéfit v literatufe. Viechny tdaje jsou vzdy

definovany na 100 g Cerstvé hmoty.

B-karoten byl stanoven metodou HPLC-ECD. Izolace B-karotenu z ¢erstvé hmoty brokoli-
ce byla provedena pomoci kombinace rozpoustédel hexan-aceton ve vodni 1azni pii 35°C.
Jako mobilni fdze zde byla pouzita smés CH3;OH:H,O:H;PO,4 v poméru 99:0,5:0,5. Byl
testovan i pritok mobilni faze, jako nejlepsi byl zvolen 1,1 ml.min™. Vzorky byly méfeny
na kolon¢ SUPELCOSIL-LCS (15 cm x 4,6 mm; 5 um). Na elektrody bylo vloZeno napéti
300 mV a 400 mV a ochranna guard cela byla zvolena 750 mV. Nejlepsi odezvy bylo do-
sazeno pii vlozeném napéti 300 mV, pii kterém byl 1 B-karoten vyhodnocovan. Eluce pro-
bihala izokraticky. U tohoto pfistroje byla provedena i metoda standardniho ptidavku, kdy
byla ovéfena presnost stanoveni B-karotenu a zaroven postup jeho extrakce z redlnych
vzork{l. Primérny obsah p-karotenu v brokolici byl naméfen 1,703 + 0,1945 mg.100g™,

coz odpovida hodnotdm citovanym v literatufe.

Vitamin C byl stanoven taktéz metodou HPLC-ECD a i titra¢né. Titra¢ni stanoveni vitami-
nu C probihalo v prostiedi 2 % kyseliny $tavelové, kdy byly vzorky titrovany 2,6-dichlor-
fenolindofenolem. Primérny obsah vitaminu C v brokolici byl naméfen 24,89 + 0,963
mg.100g™". P¥i stanoveni vitaminu C metodou HPLC-ECD byl také testovan pritok mobil-
ni faze. Jako mobilni faze zde byla pouzita taktéz smé¢s CH3;OH:H,O:H3;PO4 v poméru
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99:0,5:0,5. Jako nejlepsi byl zvolen priitok mobilni faze opét 1,1 ml.min™. Extrakce vita-
minu C byla provedena piimo do této mobilni faze. Vzorky byly méfeny taktéz na koloné
SUPELCOSIL-LCS8 (15 cm x 4,6 mm; 5 pm). Na elektrody bylo vloZeno napéti 600 mV
a 650 mV a ochranna guard cela byla zvolena 750 mV. Nejlepsi odezvy bylo dosazeno pii
vlozeném napéti 600 mV. Eluce probihala izokraticky. Primémy obsah vitaminu C
v brokolici byl naméfen 57,97 + 0,739 mg.100g™". Rozdil v mnozstvi vitaminu C u obou
metod, byl zcela jisté zpisoben rozdilnosti ptivodii vzorki. Titracni metoda byla provadeé-
na v zimnich mésicich, kdezto pii méteni metodou HPLC byla pouzita brokolice zakoupe-
na v mésici dubnu. TaktéZ literatura se v udajich o mnozstvi vitaminu C v brokolici roz-
chazi.

Tézké kovy byly stanoveny metodami atomové absorpéni spektrofotometrie. Primérny
obsah rtuti v rizici brokolice byl naméten 0,094 + 0,1152 pg.100g™". Priaimérny obsah rtuti
v kostalu brokolice byl naméfen 0,051 + 0,1358 pg.100g”. Pramémy obsah olova
v brokolici byl naméten 0,0004 + 0,03981 pg.100g". Kadmium nebylo v brokolici deteko-

vano vibec. Z vysledkl vyplyva, Ze se tézké kovy v brokolici pfili§ neakumuluyji.

Vysledky jednotlivych analyz byly zpracovany pomoci standardnich statistickych paramet-
ri za pouziti Studentova rozlozeni ndhodnych odchylek pro dany stupeini volnosti. Vysled-

ky byly testovany na hladiné vyznamnosti o = 0,05 (95 %).
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PRILOHA P I: AMINOKYSELINY V BROKOLICI A JEJICH OBSAH

[6]

Aminokyselina Obsah
[2.100g"]

Tryptofan 0,043
Threonin 0,106
Isoleucin 0,104
Leucin 0,170
Lysin 0,198
Methionin 0,048
Cystin 0,039
Fenylalanin 0,128
Tyroxine 0,075
Valin 0,153
Arginin 0,172
Histidin 0,066
Alanin 0,124
Asparagova kyselina 0,360
Glutamova kyselina 0,549
Glycin 0,123
Prolin 0,131
Serin 0,099
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PRILOHA P II: MINERALNI LATKY V BROKOLICI A JEJICH

OBSAH

Mineralni latka Mnozstvi
[mg.100g™]
Vapnik 108,00
Zelezo 2,14
Hot¢ik 22,00
Fosfor 73,00
Draslik 196
Sodik 33,00
Zinek 0,77
Med 0,042
Selen 1,0 pg.100g-1
Sira Neni stanovena
Olovo a kadmium Neni stanovena
Rtut’ Neni stanovena

[6]
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PRILOHA P III: DOPORUCENE DENNI DAVKY MINERALNICH

LATEK

[27,62]

Mineralni latka

Doporucena denni davka

(2]

vapnik 0,8
zelezo 0,01 - 0,015
hoi¢ik 0,4
fosfor 1,5
draslik 25-5
sodik 0,5
zinek 0,015
sira 05-1
meéd’ 0,0015-0,003
selen 0,0001
sira neni stanovena
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PRILOHA IV: VITAMINY V BROKOLICI A JEJICH OBSAH

Vitamin Obsah vitaminu jednotky
Vitamin C 20,2 mg.100g™
Thiamin 0,162 mg.100g™
Riboflavin 0,129 mg.100g™
Niacin 1,221 mg.100g™
Pantotenova kyselina 0,322 mg.100g™
Vitamin By 0,171 mg.100g™
Vitamin By 100 ng.100g™
Biotin obsah neuveden @ | = —mmeee-
Vitamin C 20,2 mg.100g™
Vitamin A, RAE 131 ng EAR.100g™
Vitamin E (alpha-tokoferol) 1,62 mg.100g™!
B-tokoferol 0,01 mg.100g™
y-tokoferol, gama 0,16 mg.100g™
o-tokoferol, delta 0,00 mg. lOOg'1
Vitamin K 224.0 ng.100g™

[6]

RAE (ekvivalenty retinolové aktivity), které byly sestaveny na zaklad¢ vysledkti absorpc-
nich studii v roce 2001, kdy 1 pg RAE = 1 pg all-trans- retinou = 2 mg B-karotenu v oleji
= 12 pg B-karotenu z potravy = 24 pg ostatnich karotenoidi — provitaminii A z potravy.

[63]
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PRILOHA P V: DOPORUCNE DENNI DAVKY VITAMINU

[28]

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 Bg 0,2

biotin 0,03 -0,1

vitamin C 75-100

vitamin A 0,9

vitamin E 12,5

vitamin K neni presné stanovena
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PRILOHA VI: OBSAH HLAVNICH SACHARIDU A VLAKNINY
V BROKOLICI

Sacharidy Obsah
[g.100g"]
Cukr celkovy 0,38
Sacharosa 0,11
Glukosa 0,10
Fruktosa 0,17
Laktosa |
Maltosa | -
Galaktosa | e
Skrob Obsah neuveden

Vlaknina 2,70

[6]
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PRILOHA P VII: OBSAH CELKOVEHO MNOZSTVI GSL
V ZELENINE RODU BRASSICA

Druh GSL
[mg.100g™]

Hlavkové zeli bile 26-275
Hlavkové zeli Cervené 16-120
Kapusta 47-129
Kvétak 14-208
Brokolice 40-340
Razickova kapusta 145-394
Kadetavek 40-140
Kedluben 109-200
Cinské zeli 17-136
Redkev, fedkvicka 4-218
Kien 500
Reficha zahradni 95
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PRILOHA P VIII: STANOVENI B-KAROTENU METODOU HPLC-
ECD

Chromatogram 1: Stanoveni chromatografickych podminek pro méfeni f-karotenu za pou-

ziti standardu B-karotenu
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Chromatogram 2: Stanoveni chromatografickych podminek pro méfeni B-karotenu za pou-

ziti kapsle pB-karotenu
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Chromatogram 3: Stanoveni vhodného potencialu pro méfeni kalibra¢ni kiivky B-karotenu

a stanoveni B-karotenu v redlném vzorku brokolice metodou HPLC-ECD
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Chromatogram 4: Stanoveni kalibra¢ni kiivky
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Chromatogram 5: Vlastni stanoveni obsahu p-karotenu ve vzorcich brokolice
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Chromatogram 6: Vlastni stanoveni obsahu p-karotenu ve vzorcich brokolice
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Chromatogram 7: Vlastni stanoveni obsahu p-karotenu ve vzorcich brokolice

Voltage

Voltage

[mV]
— 06-11-2008-3 - kanal 1
— 06-11-2008-3 - kanal 2
=+
Lo ]
8
104 é:_
o
5 ©
o ~
o~ o 3
B ]
1 1 3 3
; T
ob
T T T T
0 5 10 15 20
Time [min.)
Chromatogram 8: Vlastni stanoveni obsahu p-karotenu ve vzorcich brokolice
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Chromatogram 9: Vlastni stanoveni vitaminu C v brokolici
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PRILOHA P V: FUKCNI SCHEMA PRISTROJE AMA 254

17
3 3 2]
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J
Obr: Funk¢ni schéma pfistroje AMA 254
1 davkovaci zafizeni 9 clonka 17 vystup kysliku
2 spalovaci trubice 10 detektor 18 analogovi elektronika
3 katalyticka pec 11 interferenéni filtr 19 mikropo&ita¢ 8051
4 spalovaci pec 12 chladici ¢erpadio 20 reguldtor pritoku kysliku
5 amalgamator 13 topeni bloku méf. kyvet 21 davkovaci lodicka
6 vypuzovaci pec 14 deldi méfici kyveta 22 vstup kysliku
7 blok méficich kyvet 15 zpoZd'ovaci nidobka 23 komunikace s PC
8 rtut'ovd vybojka 16 kratdi méfici kyveta
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