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ANOTACE

Tato prace pojednava o chemickém slozeni kienu selském. V prvni ¢ésti je rozebrano jeho
slozeni, zejména obsah vitaminu C, glykosionaty a produkty jejich rozkladu tedy

izothiokyanaty. V dalsi ¢asti prace je uvedeno, jak se daji jednotlivé slozky kienu analyzovat.
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TITLE

Determination of compounds in horseradish

ANNOTATION

This thesis is focused on the composition of horseradish. The first part concerns the amount
of present vitamin C, glucosinolates and the outcome of their decay, isothiocyanates. Other

parts of this thesis contain analytical approaches for each ingredient.
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0 UVOD

Kien selsky zna asi kazdy, ale malokdo vi, co tato uzitecna rostlina vlastn¢ obsahuje. Cilem
této prace je Ctenafe seznamit se slozkami kienu. Mezi vyznamné slozky patii vitamin C,
jehoz obsah tvofi dokonce jednu tietinu doporuc¢ené denni davky pro ¢loveéka. Dalsi slozkou
jsou glykosionaty, jejichz rozkladem vznikaji isothiokyanaty. Tyto latky jsou zodpovédné

za Stiplavou chut’ a aroma, kterym se kien vyznacuje.

Kfen je velmi dilezita rostlina z ¢eledi brukvovitych. V minulosti se pouzivali kienové placky,
které¢ se prikladali na omrzliny nebo klouby postizené revmatismem. Kien se pouzival
I na podporu traveni. Dnes se vSak jako 1é¢iva rostlina pouziva pouze v lidovém 1écitelstvi.
Své uplatnéni nachdzi zejména v potravinatském primyslu, kde se kvili své Stiplavé chuti
podavé k masovym pokrmiim, nebo se také pouzivéa jako konzervant ¢i kotfeni. Tato rostlina

nachazi uplatnéni ale 1 v kosmetice, kde se pouziva pro ¢isténi a dezinfekci pleti.
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1 KREN SELSKY

Kfen selsky (Armoracia rusticina) se fadi do ¢eledi brukvovitych. Je péstovan zejména pro sviij
siln¢ aromaticky koten, ktery nachdzi vyuziti jako zelenina, kotfeni, konzervant n€kterych druhti
zeleniny, napiiklad Cervené fepy a okurek, ale i jako 1é¢ivy prostfedek. Je u ného dulezité,
aby se pouzival syrovy, tedy tepelné nezpracovany, jinak nevyniknou jeho prospésné vlastnosti.
Jedna se o vytrvalou rostlinu, kterd se vyznacuje mohutnym valcovitym kofenem, ze kterého

vyrustaji ruzice listl a kvétni lodyhy dlouhé az 2 metry, jak mizeme vidét na obrazku 1 [1,2].

Obrazek 1 Kien selsky a jeho kofen (vpravo) [1]

1.1 Péstovani a sbér kifenu

Jedna se o vytrvalou rostlinu, kterd je odolna proti mraziim i suchu. Pro péstovani vyzaduje
hlubokou humoézni pidu, ale ne piili§ téZkou. Nevhodné jsou pievazné pudy zamokiené
a sléhavé. Rizky kienu o tloust’ce 2 az 3 cm a délce 10 cm se vysazuji do dobife piipravené
a vyhnojené piidy ptiblizné do hloubky 30 cm a vzdalené od sebe 70 cm. B€hem prvniho roku
péstovani vyrostou z pupent vyhony az k ptidnimu povrchu. Béhem vegetace je nutno rostlinu
ptihnojovat, kypfit piidu na povrchu kolem rostliny a v dob¢ sucha zalévat. Ve druhém roce jiz
tyto vyhony zesili do konzumni velikosti. Pfi péstovani je také dilezité kazdy rok na jafe
odrhnout ptidu okolo rostliny az k ptivodni ¢asti rostliny a nechat na ni jen 2 az 3 vyhony, zbylé

je potieba otrhat, jinak by se kfen rozrostl do okoli a stal by se z n¢ho neptijemny plevel [2].

Existuje 1 moderngj$i zplisob péstovani, ktery je vyhodny zejména z asového hlediska.
Na rozdil od pfedchoziho postupu se jedna o jednoleté péstovani. Principem je vysadba tizkl
0 délce nejméné 20 az 25 cm a tloust'ce 5 az 10 cm, které se vysadi kolmo do ptdy tak, aby dolni

¢ast tizku koncila 10 cm pod zemi a horni ¢ast tésné nad povrchem.
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Kfen sklizime co nejpozdé¢ji na podzim, tedy tésné pied piichodem silnéjSich mrazii. Kofeny
Z pidy vyryjeme a nasledné je oCistime. Slabsi se upravi nozem a pouziji se na jare pro dalsi
vysadbu. Siln€jsi kofeny se nechaji a spole¢né s témi slabSimi se skladuji v pisku ve sklepé

nebo v hlubsim paftenisti, aby neztratili svou chut’ a aroma [2].

1.2 Chemické sloZeni kienu
Prestoze zelenina, mezi kterou je ki'en fazen, vétSinou obsahuje znacné mnozstvi vody, vynika

kien v obsahu susiny, ktera se pohybuje mezi 31-34 % [3].
V nésledujici tabulce je uveden piehled zakladnich slozek kienu.

Tabulka 1 Primérné slozeni ¢erstvého kienu [4]

Slozka Obsah v ¢erstvém kienu [g/100 g kienu]
Voda 73,8
Bilkoviny 7,7
Tuky 0,7
Sacharidy 13
Vlaknina 7,5
Sal 0,015

1.2.1 Voda

V souvislosti s potravinami se spolu s dal$imi latkami, jako jsou bilkoviny, tuky, sacharidy,
vitaminy a mineralni latky, fadi mezi latky nezbytné¢ nutné pro normalni funkci zivych
organismu, kde se uplatiiuje hlavné v tepelném hospodaistvi organismt, jako transportni
médium zivin, produkti metabolismu a plynd, déle jako rozpoustédlo nebo disperzni prostredi

a jako latka ucastnici se reaket, tedy jako reaktant.

V potravinach dochézi Casto ke zméné obsahu vody, a to jak pti skladovani, tak i pii jejich
zpracovani. Ke ztraté vody dochazi odparovanim pti skladovani bez obalti nebo v obalech, které
jsou schopny propoustét vodu nebo vodni part. Dale pii tepelném zpracovani potravin suSenim,

vafenim, peCenim, smazenim nebo prazenim apod. [5].
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1.2.2 Mineralni latky
Dalsi prvky, které se v potravinadch nachéazeji oznacujeme jako mineralni latky, které se dale

déli podle obsahu v dané potraviné na majoritni, minoritni a stopové prvky [5].

Nejvice se v kfenu nachazi draslik, jehoz primérny obsah je 587 mg/100g Cerstvého kienu.
Dalsi vyznamnou latkou je vapnik a fosfor. Pfehled nejvyznamnéjsich mineralnich latek véetné

jejich pramérného obsahu v Cerstvém kienu je uveden v nasledujici tabulce.

Tabulka 2 Primérny obsah mineralnich latek v ¢erstvém ki'enu [4]

Slozka Obsah v ¢erstvém ki'enu [mg/100 g kirenu]
Draslik 587
Vapnik 93,7
Fosfor 80,5
Hot¢ik 25
Sodik 6
Zinek 14
Zelezo 1,3
Selen 0,2

1.2.2.1 Sodik, draslik

Jak je uvedeno v tabulce vyse Cerstvy ki'en obsahuje ve 100 g 587 mg drasliku. V lidském téle
se vyskytuje pievazné uvnitt bunék. Jeho hlavni funkci je udrzovat osmoticky tlak vné i uvnitf
bunky a acidobazickou rovnovéahu, podili se ale i na aktivaci glykolytickych enzymi a enzymut

dychaciho tetézce [5,6].

1.2.2.2 Vapnik, hor¢ik

Hoi¢ik se v lidském téle vyskytuje hlavné v kostte, dale je v mékkych tkanich v pankreatu,
jatrech a v kosternim svalstvu. 99 % z celkového mnozstvi vapniku v lidském organismu
je v kostie a zubech ve formé fosforecnanu vapenatého. Pro télo jsou velmi dulezitymi prvky,
nebot’ hoi¢ik se vyuziva pii vSech reakci, ve kterych figuruje ATP a ucastni se stabilizace
makromolekul DNA. Véapnik ma tedy funkci stavebni, podili se na nervové a svalové ¢innosti

a je nezbytny pro srazlivost krve [5,6].
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1.2.2.3 Fosfor

Fosfor je dalsi prvek, ktery je soucasti kosti a zubli. Hmotnostni pomér mezi vapnikem
a fosforem v kosti je cca 2. Jedna se o dilezity prvek pro metabolismus, u¢astni se fosforylace,
je soucasti ATP, fosfoproteinti, fosfolipidii a samotné DNA. Nedostatky tohoto prvku se témér

nevyskytuji a nadbytek se projevuje zhorSenim vstiebavanim vapniku [5,6].

1.2.3 Vitaminy

Vitaminy jsou organické nizkomolekuldrni slouceniny, které si organismus neni schopen
vytvofit, jsou tedy esencialni. Z chemického hlediska jsou velmi rozmanitou skupinou, pii¢emz
mezi jednotlivymi vitaminy neexistuje po chemické strdnce zadny strukturni vztah, podle
kterych by se daly délit do jednotlivych skupin. Proto se vitaminy déli podle jiného znaku,
a to podle rozpustnosti. Na zakladé¢ toho se pak déli na vitaminy rozpustné v tucich a ve vode¢.
Mezi vitaminy rozpustné v tucich patii vitamin A (retinol), D (kalciferol), E (tokoferol)
a vitamin K (kyselina askorbova). Skupina vitamini B, kam patii vitaminy Bi (thiamin),
B> (riboflavin), B3 (kyselina niktotinova) Be (pyridoxin), Bi» (kyanokobalamin), dale kyselina

listova a pantothenova se pak fadi do skupiny vitaminl rozpustnych ve vodé [7].

Kfen obsahuje vysoké mnozstvi vitaminu C, vitaminy skupiny B, pfevazné¢ Bi, B2 a Be.
Dale obsahuje i malé mnozstvi provitaminu A a mineralni latky. Jejich praimérny obsah muzete

vidét v nasledujicich tabulkach [3].

Tabulka 3 Primérny obsah vitamini v ¢erstvém kienu [4]

Slozka Obsah v ¢erstvém ki‘enu [mg/100 g kirenu]
Vitamin C 152
Vitamin B3 0,60
Vitamin Be 0,18
Vitamin B1 0,14
Vitamin B2 0,11
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1.2.3.1 Vitamin C

Kyselina askorbova je zakladni biologicky aktivni slouceninou, pficemz aktivitu vitaminu C

vykazuje pouze kyselina L—askorbova, ktera je zobrazena na obrazku ¢. 2 [5].

HO
HO. _~_ 9\ _-0

HO OH

Obrazek 2 Chemicka struktura kyseliny L-askorbové [8]

Tento vitamin se v organismu podili na vyznamnych hydroxyla¢nich reakcich, biosyntéze
mukopolysacharidii, prostaglandinti, dale se ucastni absorpce iontovych forem zeleza a jeho
transportu, dale stimuluje transport sodnych, chloridovych a vapenatych ionti a uplatiuje

se pii metabolismu cholesterolu a drog [5].

Jak jiz bylo uvedeno, kien obsahuje velké mnozstvi vitaminu C a to v praiméru 152 mg/100 g
cerstvého kienu. Proto se také uvadi, Ze zelenina pokryje piiblizn¢ 30—40 % doporucené denni

davky tohoto vitaminu [5,6].

Obsah vitaminu C zavisi na odridé¢ kienu, délce skladovani, podminkach péstovani ale i na
pudé a klimatickych podminkach v priabéhu vegetaéniho obdobi. Kosson a Horbowicz
zkoumali vlivy skladovani po dobu 10 mésich na dvou odriiddch kifenu — polského
a madarského. Po 10ti mésicich zjistili, Ze se obsah vitaminu C pfi skladovani snizuje. U kienu
polského byl zjistén ubytek vitaminu C 32,8 mg/100 g Cerstvého vzorku kienu, z ptivodnich
119,6 mg. U kienu z Mad’arska byl ubytek vétsi, ato 70,8 mg/100 g cerstvého kienu,
ale ptivodné obsahoval 227,1 mg vitaminu C/100 g Cerstvého vzorku. Dosli tedy k zavéru, ze

po skladovani m¢l stale vétsi obsah vitaminu C kien z Mad’arska [3].

1.2.4 Glykosinolaty

Kien obsahuje vysoké koncentrace glykosinolatl. Jsou to slouceniny, které maji vazany atom
siry a molekulu glukézy [S5]. Pfi jejich rozkladu, v zavislosti na reak¢énich podminkach
(pH a pritomnosti  Zeleza), vznikaji pFevazné nitrily, isothiokyanaty, thiokyanaty,
methoxymethyl isothiokyanat [6]. Obvykle kien obsahuje osm rtznych glykosinolatd, které

se déli na zakladé aminokyselin, ze kterych vznikaji, do 3 skupin — na alifatické, aromatické
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aindolové. Nejcastéjsimi prekurzory jsou methionin (alifatické), tryptofan (indolové)
afenylalanin(aromatické).  Alifatické  glykosinolaty odvozené od methioninu  jsou
nejrozsitenéjSi skupinou latek v ¢eledi brukvovitych. V kienu je hlavnim zastupcem této
skupiny sinigrin (2-propenyl glukosinolat) (obrazek. 3A), jehoz obsah v plné¢ vyvinutém

ktenovém kotenu je piiblizn¢ 83 % [9].

, S -Glucose =\ ,S-Glucose
CH,=CH-CH,-C y \\ »-CH,—CH,~C_
“N-0-50, \_7 Y N-0-S05
A B
S -Glucose , S -Glucose
P CH,-C N ~CH,- C\\
[ 1] “N-0-80. | | N-O-S0;
¢ A 3 R N
X \-N ’ o, N
H O-CH,

C D

Obrazek 3 Zastupci glykosinolati v koienu ki‘enu selském
A - sinirgin, B - glukonasturin, C - glukobrassicin, D - neoglukobrassicin [9]

Druhym nejvice zastoupenym glykosinolatem je glukonasturin (2-fenylathylglucosionat)
(obrazek 3B), odvozeny od aminokyseliny fenylalaninu, ktery tvofi pfiblizné 11 % vSech
ptritomnych glukosinolatti v kienu a fadi se mezi aromatické. Indolové glykosinolaty, odvozené
od tryptofanu, vkienu nejsou moc zastoupeny. Hlavnimi zastupci této skupiny jsou
glukobrassicin (3-indolmethyl glucosinolat) (obrazek 3C) a neoglukobrassicin (N-mektoxy-3-
indolymethylglukosinlat) (obrazek 3D) [9].

Glykosinolaty jsou soucasti obranné¢ho systému proti bylozraveiim a patogenim. Po pteruseni

tkang pletiv se hydrolyzuji, za pfitomnosti enzymu myrosinazy, na glukdzu a na dalsi produkty,

VW w

VW v

18



1.2.5 Enzym peroxidaza
Kften je i bohatym zdrojem peroxidazy, enzymu obsahujiciho hem, ktery vyuziva peroxid

vodiku k oxidaci nejriiznéjSich organickych a anorganickych sloucenin [10].

volny
okraj
hemu

Obrazek 4 Hem [11]

Ackoli se termin kienova peroxiddza pouziva pon€kud obecné, kotfen rostliny obsahuje fadu
vyraznych izoenzymu peroxidazy, jejichz izoenzym C (HRP C) je v kienu zastoupen nejvice.
Vsechny peroxiddzové enzymy se nyni déli do dvou skupin. Zda se tedy, ze kazdy druh rostliny
obsahuje "sadu" peroxidazovych izoenzymu, které mohou katalyzovat fadu ruznych reakci.
Termin "peroxidaza" se zacal vyuzivat az ke konci devatenactého stoleti, diky dilu Roberta
Chodata a Alexeje Nikolajevi¢ Bacha na Zenevské univerzité, které zahajilo dalsi vyzkumy
peroxidazy z kotene kienu a dalSich rostlinnych zdrojii. Nekteré z jejich pozorovani podnitily
energickou diskusi o povaze oxiddz a peroxidaz, které byly pozdé&ji popsany v knize Davida
Keilina, ktera byla dal$im vyznamnym pfispévatelem v oblasti peroxidazy. Ackoli Bach
a Chodat ziskali hruby pfipravek z kienové peroxidaze, cisty enzym byl izolovan

az prostiednictvim naslednych studii Richarda Willsty a Huga Theorelly [12].

Izoenzym C peroxidazy z kienu obsahuje jeden polypeptid obsahujici 308 aminokyselinovych
zbytkil, jejichz sekvence byla ur€ena Welinderem. Dusikaty zbytek je blokovan
pyroglutamatem a uhlikaty zbytek je heterogenni, pticemz nékteré molekuly postradaji koncové
zbytky. Celkovy obsah sacharidi v HRP C je pon€kud zavisly na zdroji enzymu a jsou typické
hodnoty mezi 18 a 22 % [11].
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Obrazek 5 Trojrozmérna reprezentace rentgenové krystalové struktury izoenzymu C kienové peroxidazy
C[11]

Hemova skupina (na obrazku vysSe cCervené zbarvena) se nachdzi mezi distalnimi
a proximalnimi doménami, kde kazdy obsahuje jeden atom vépniku (zobrazeny jako modré
koule). o—helixialni a p-listové oblasti enzymu jsou zobrazeny fialové a zluté. Struktura

enzymu je z velké ¢asti spiralovita, ackoli existuje i mala oblast B-listu (viz obrazek 5).

Struktury HRP C a dalsich rostlinnych peroxidaz ttid III obsahuji tfi a-helixy, které dopliuji
jadro peroxiddzy. Dv€ z nich (spirdly FO a F00) jsou umistény v dlouhém inzertu, ktery
vykazuje velké zmény v sekvenci i1 poctu zbytkl (obrazek 5). Celkova integrita struktury v této
oblasti je udrzovana disulfidovou vazbou od Cysl77 po Cys209. Co je zvlasté zajimavé
v pfipadé HRP C je umisténi zbytka ve Sroubovice FO, které se podileji na piistupu substratu

a vazbé [11].

1.3 Organoleptické vlastnosti kirenu
Za jeho charakteristickou chut’ a viini jsou zodpovédné éterické hoicicné silice, thiokyanaty

a isokyanaty [13].
Pti strouhani se vlivem enzymu myrosinu z glykosidu sinigrinu odstépuje ostry kienovy olej,

ktery drazdi ¢ichovy nerv. Susenim a vafenim se vSak olej ztraci [14].

Glykosinolaty poskytuji hotkou chut’ a aroma v diisledku jejich rozkladu na isothiokyanaty.
Studie ukazaly, Ze v rostlinné tkani jsou glykosinolaty piitomné v inaktivni formé a uzavieny
ve vakuolach. Jakmile se vSak vakuoly porusi, dojde K jejich uvolnéni, coz se projevi

specifickym Stiplavym aroma [15].
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1.4 Vyzivové hodnoty ki‘enu
VyZivova hodnota kienu je idedlni pro udrZeni optimélniho zdravi a hubnuti. ProtoZe obecné
zelenina nema velkou energetickou hodnotu a obsahuje hodné vody, doporucuje se jako jedna

z hlavnich slozek pfi redukci vahy [16].

Zelenina obsahuje 1 slozky, které sami nemaji specificky ucinek, avSak plsobi komplexné
S ostatnimi. Proto pravidelné konzumovani zeleniny chrani lidsky organismus pted rtiznymi

chorobami a ma povzbudivy ucinek na zdravi [17].

1.5 Zdravotni u¢inky konzumace kienu

Protoze kifen na rozdil od jiné zeleniny jime méne, povazuje se jeho obsah zivin
za zanedbatelny. Pfesto ma vyrazny odvodiujici u€inek diky vysokému obsahu drasliku, ktery
je jesté podpoien piitomnosti hot¢i¢nych oleji. Kien také povzbuzuje krevni obéh a snizuje
vysoky krevni tlak, protoze podporuje prokrveni. Obsah vitaminu C je tak vysoky, ze pii
konzumaci 3 polévkovych 1zic nastrouhaného kienu pokryjeme ptiblizné€ polovinu doporuc¢ené

denni davky vitaminu C. Je tedy prospésny hlavné pro nas imunitni systém [18].

Chut'ové neptijemné mohou byt i latky, které se v zelenin€ bézné vyskytuji, ale vlivem Spatného
péstovani se objevuji ve vysSich koncentracich. Jedna se o hoi¢i¢né silice, které maji i lécivy
ucinek. Na druhou stranu ale mize nadmérna konzumace kienu u citlivych lidi zptsobovat
alergie. Mezi jeho negativni G¢inky patii to, Ze na pokozku pusobi drazdivé a mize vyvolat

az puchyte [16].

Hoic¢i¢né oleje maji silnou biologickou aktivitu. Kromé Stiplavé chuti maji i silnou
antibiotickou aktivitu. Ptipravky z kofent kienu se pouzivaji k 1é¢bé infekci mocovych cest

[14].

Kfen v malych davkach povzbuzuje Zalude¢ni a stievni ¢innosti tim, Ze stimuluje produkci
travicich $tav a zvySuje stravitelnost pokrmu, takze celkové podporuje traveni. Pouziva
se i pro povzbuzeni chuti K jidlu, ovSem v malych davkach, protoze pii pouziti vysokych davek
hrozi jiz zminéné poskozeni sliznice. Doporu¢ené mnozstvi pro vyrobu §tavy z kienu je 150 g
kfenu a 2 az 3 citrony. Pouziva se jako diuretikum (Ié¢ivo nebo rostlinna droga, které zvysSuje
tvorbu moci a podporuje vylu¢ovani Skodlivin z téla), expektorans (1é¢ivo nebo rostlinna droga,
které podporuje uvolnéni a odstranéni hlenu z dychaci soustavy), antiseptikum

(protimikrobialni latka aplikovana na zivou tkan/ kuzi ke snizeni rizika infekce, sepse nebo
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hniloby) a derivans (Iéky, které silnym drazdénim pokozky snizuji bolestivy pocit) a to vniting,
oloupany a nastrouhany kofen nebo se z né¢ho piipravi sirup. Kien se rozieze na tenké platky,
které se posypou cukrem a odtékajici tekutina pak tvofi potiebny sirup. Denné se uzivaji 2-
3 polévkové lzice sirupu pii zanétech prudusek, jarni unavé, piirekonvalescenci
a pii nedostatku vitaminu C, kterého jak jiz bylo zminéno, obsahuje pomérné velké mnoZzstvi.
Pfi revmatismu se pouzivaji obklady z nastrouhaného kienu. Tyto obklady silné¢ prokrvi
a prohfeji postizené misto, ¢imz pomahaji rozpustit a vyloucit krystalky kyseliny moc¢ové, diky

¢emu urychluji 1é¢bu zanétu [14,19].

Bylo zjisténo, Ze glykosinolaty, pfevazné nejvice zastoupeny sinigrin, a jejich produkty
rozkladu, potlacuji pudni organismy, jako jsou bakterie, houby a viry, a onemocnéni,
které zptisobuji. Maji tedy antimikrobialni uc¢inek. Dale bylo prokazéano Ze glykosionolaty maji
antikarcinogenni ucinek, tedy chrani pied rakovinou a bojuji s choroboplodnymi bakteriemi
tim, Ze potlacuji rozvojovou fazi vyvoje rakovinnych bunék a blokuji estrogenni receptory

rakoviny [15].

V poslednich letech se zvysil zajem o hygienu potravin a bezpe¢nost spottebiteld, proto se také
zvysila potteba a vyzkum ptirodnich konzerva¢nich latek namisto syntetickych. Protoze tékavé
latky, jako isothiokyanaty, neovliviiuji samotné zpracované potraviny, oznacuji se jako
relativné bezpecné konzervacni latky. Navic iSothiokyandty, jak jiz bylo uvedeno, vykazuji
biocidni aktivitu proti riznym patogentim, véetné hub, bakterii a mnoha dalsim druhim hmyzu.
Zvlasté studie prokazaly, Ze isothiokyanaty ze sinigrinu (2-propenylglukosinolat) tedy
aromatické, ucinné inhibuji fadu patogennich mikroorganismii pii nizké koncentraci
atomnohem Iépe, nez isothiokyanaty odvozené od alifatickych prekurzora. Lepsi
antimikrobialni ucinky byly prokdzany na bakteriich rodu Bacillus, Staphyloccocus,

Aeromonas, Salmonella, Serratin, Pseudomonas a Listeria [20].

Shin a kol. provadg¢li studii, kdy sledovali skladovatelnost tofu, coz je syr, ktery je v poslednich
letech velmi oblibeny zejména v asijskych dietach. Jedna se o potravinu, ktera ma nizky obsah
kalorii ale vysoky obsah bilkovin, zeleza, vapniku, hof¢iku a vitamind, zejména pak typu B.
Za jeho kratkou dobu skladovatelnosti miize hlavné to, Ze je velmi nadchylny na mikrobidlni
kontaminaci a rychlému rstu mikrobil, zejména kvili zminénému vysokému obsahu bilkovin
a vody. Mnoho vyzkumnikl uvadi antimikrobidlni Gcinky rostlinnych esencidlnich oleji.
Proto byl také pti konzervaci jiz zminéného tofu pouzit kien, resp. isothiokyanaty, které byly

z kenu ziskany. U tofu byl pak sledovan nariist poctu bakterii, pficemz bylo zjisténo, ze
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pti skladovani po dobu 10 ti dnd, pfi teploté 10 °C a koncentraci isothiokyanatt 300 ppm (tedy

0,03 %), doslo ke znaénému potlaceni rastu bakterii [21].

1.6 Antioxidac¢ni aktivita kienu

Rostliny poskytuji bohaté pfirodni antioxidanty, které jsou pro lidské zdravi zivotné dalezité.
Fenolické slouceniny, které se bézn€ vyskytuji v rostlinach, jsou biologicky aktivni latky
s antiseptickou a vitaminovou aktivitou. Je zndmo, ze fenolické slouceniny jsou velmi ucinné
antioxidanty. Na zdkladé téchto studii 1ze konstatovat, Ze je velmi dllezité vyvinout nejlepsi

metodu extrakce téchto sloucenin z rostlin [22].

Nekolik autori odbornych ¢lanki, na zakladé svych studii, zjistili, ze kfen ma vysokou
antioxida¢ni aktivitu ve srovnani s butylovanym hydroxyanisolem (BHA), butylovanym
hydroxytoluenem (BHT) a a-tokoferolem, které se pridavaji do potravin, aby ochranili tuky
pied oxidaci. Mnoho vyzkumniki také uvadi vliv riznych extrakénich rozpoustédel a postupti
na obsah pfirodnich antioxidantl v extraktech. Pro extrakci fenold z cerstvého produktu
se bézn¢ pouzivaji rozpoustédla jako methanol, ethanol, aceton, propanol a ethylacetat.
Vlastnosti extrakénich rozpoustédel vyrazné ovlivituji naméfeny obsah vsech fenolt 0 + 25 %
a antioxida¢ni kapacitu, kde je odchylka az 0 30 % u ovoce a zeleniny. Velmi dalezitym
parametrem je polarita rozpoustédla — vyssi polarita, lepsi rozpustnost fenolickych sloucenin.
Nejvyssi vytézky (az 22,8 %) jsou ziskany pouzitim rozpoustédel na bazi polarniho alkoholu.
Ptidanim vody k ethanolu se zvysuje rychlost extrakce, ale pfili§ vysoky obsah vody zpuisobuje
zvySenou soubéznou extrakci dalSich sloucenin a nasledné nizSi koncentrace fenolu v

extraktech [22].

Je tézké vytvorit standardni extrakéni postup vhodny pro extrakci vSech rostlinnych fenola.
Vysledky analyz ukazaly, ze nejvyssi celkovy obsah fenold (TPC) z kienu se extrahuje pomoci
95% ethanolu extrakénimi metodami konvekéni i Soxhletovou extrakci. Ethanol a smési
svodou se bézn¢é pouzivaji pro extrakci fenold z rostlinnych materialii, protoze rostliny

obsahuji Siroké spektrum fenolu, které se mohou rozpoustét ve vodné ethanolové smési [23].

Antioxidanty jsou slouceniny, které inhibuji nebo zpomaluji oxidaci jinych molekul tim,
ze inhibuji iniciaci nebo mnozeni oxidacnich fetézovych reakei. Existuji dvé zakladni kategorie
antioxidantl — syntetické a pfirodni. Syntetické antioxidanty jsou obecné slouceniny
s fenolickymi strukturami riznych stupni alkylové substituce, zatimco pfirodnimi antioxidanty
mohou byt fenolické slouceniny (tokoferoly, flavonoidy a fenolové kyseliny), slouc¢eniny

dusiku (alkaloidy, derivaty chlorofylu, aminokyseliny a aminy) nebo karotenoidy ¢i kyselina
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askorbova. Jako antioxidanty se od pocatku tohoto stoleti pouZzivaji syntetické antioxidanty,
jako je butylhydroxyanisol (BHA) a butylovany hydroxytoluen (BHT). Omezeni pouziti téchto
slou€enin jsou vSak ulozZena kviili jejich karcinogenité, ¢im se znaéné zvysil zdjem o ptirodni
antioxidanty. Karotenoidy maji také ochrannou funkci proti oxidativnimu poskozeni

a singletovy kyslik je velmi siln¢ potlacen a-karotenem.

Mnoho ptirodnich antioxidantli, zejména flavonoidii, vykazuje Siroky rozsah biologickych
ucinkd, vcetné¢ antibakteridlnich, antivirdlnich, protizanétlivych, antialergickych,
antitrombotickych a vazodilatatnich u¢inkt. Antioxida¢ni aktivita je zakladni vlastnosti
dalezitou pro zZivot. Mnohé z biologickych funkci, jako je antimutagenicita, antikarcinogenita
a antiaging, mimo jiné pochazeji z této vlastnosti. Informace o vztahu mezi antioxidacni

aktivitou a fenolickym obsahem a slozenim mnoha potravinovych rostlin nejsou bohuzel

k dispozici.

V nasledujici tabulce je ptehled celkového obsahuju polyfenolt ve vybranych druzich zeleniny

[23].

Tabulka 4 Pi‘ehled celkového obsahu polyfenoli ve vybranych druzich zeleniny [23]

Vzorek zeleniny Obsah polyfenolti [mg/100 zeleniny]
Cervené brambory 781
Koften kiene 481
Brokolice 290
Mrkev 156
Cervena cibule 150
Razickova kapusta 91
Cuketa 38

1.7 Vyuziti kienu
Kien je velmi dulezita rostlina z ¢eledi brukvovitych, ktera predstavuje témér 60 % celkové
spotfeby v USA. VétSina komer¢nich plodin je rozdrcena na omacky nebo pouzivana jako

potravinatska piisada pro svou ostrou chut’ [15].

V minulosti se pouZivali pfevazné kienové placky, které se ptikladali na omrzliny nebo klouby
postizené revmatismem, tyto placky dané misto silné prokrvili a ulevili tak od bolesti. Déle byl

kfen pouzivam i na podporu traveni. Dnes se vSak jako 1é¢iva rostlina pouziva pouze v lidovém
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1éc¢itelstvi. Své uplatnéni nachézi zejména v potravinarském primyslu, kde se kviili své Stiplavé

chuti podava k masovym pokrmim, nebo se také pouziva jako konzervant [24].

Vzhledem k tomu, Ze kien je jiz dlouho pouZivan jako kofeni na maso a rybi vyrobky, povazuje
se za bezpe&nou a piijatelnou potravinu pro spotiebitele. Utad pro kontrolu potravin a 16&iv
(FDA) ho schvalil jako kofeni a potvrdil, Ze je bezpe¢ny. Nicméné pouziti vysoké koncentrace
extraktu z kfenu se vsak nedoporucuje kviili neptiznivym ucinktim na organoleptické vlastnosti

potravin [21,25].

Kfen najde své uplatnéni ale i v kosmetice, kde se po smichdni jeho §tavy a vody, pouziva
pro ¢isténi, regeneraci a dezinfekci mastné pleti. Je vSak velmi dilezité zajistit, aby pokozka

s touto vodou nebyla ve styku pfili§ dlouho, mohlo by dojit k alergickym reakcim [26].
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2 STANOVENI LATEK V KRENU SELSKEM

2.1 Priprava vzorku
Vzorek je vybrana cast celku, tedy materialu nebo objektu, ktery ma byt analyzovan.
Je dulezité, aby byl reprezentativni, tedy obsahoval vSechny slozky v takovém hmotnostnim

¢1 objemovém pomeéru, v jakém jsou zastoupeny v dané potraving.

Vzorkovani, tj. proces odebirani vzorku se ¥idi platnymi normami — CSN EN ISO normy
a ISO normy. U nebalenych potravin, jako je pravé kien, se odbér vzorku provadi pomoci
zlabkovych vzorkovact nebo odkrojenim. Pfed samotnym odbérem vzorku je vSak potieba kien
zbavit veskerych nejedlych soucasti, které by pfi analyze prekdzely. Poté se vzorek rozmélni

naptiklad pomoci mleti, drceni nebo strouhani [8].

2.2 Analytické metody a postupy pro stanoveni latek v kifenu

2.2.1 Stanoveni obsahu vody a suSiny

Obsah vody se Vv potravinich stanovuje kviuli technologické a hygienické jakosti potravin,
zejmeéna pak kvili idrznosti a konzistenci, dale kvlili ekonomickému hledisku, aby bylo mozné
sledovat dodrzeni danych parametri a pro moznost stanovit obsah jinych slozek Vv susiné

daného vzorku.

Vodu lze v potravinach stanovit dvéma zpisoby, pfimo i nepfimo. U pfimého stanoveni
se stanovuje piimo obsah vody, za pouziti destilatni metody, chemickych metod (dle Kirchera),
plynové chromatografie, NIR spektrometrie (spektrometrie v blizkosti infracervené oblasti)
nebo pomoci NMR spektrometrie (spektrometrie nuklearni magnetické resonance).
U nepiimého stanoveni obsahu vody se stanovuje obsah suSiny a obsah vody se nasledné

dopocita. Susina je hmota vzorku, ktera zbyde po odstranéni vody susenim [5,8].
Obsah vody pak vypoc¢teme pomoci nasledujiciho vzorce (1):

You,o = mﬂ -100 (1)

S

Kde m je hmotnost vzorku pted susenim (tedy navazky) a ms je hmotnost susiny ve vzorku (tedy

ta, co zbyla po vysuseni) [27].
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Susinu Ize stanovit susenim pfi teploté¢ 105 °C do konstantni hmotnosti vzorku. To se provadi

bud’ v susarnach nebo pomoci specialnich vah pro stanoveni vlhkosti [27].

Tyto vahy neboli analyzatory vlhkosti vyrabi naptiklad spole¢nost KERN. Piiklad toho,

jak takovy analyzator mize vypadat, mizete vidét na nasledujicim obrazku.

Obrazek 6 Analyzator vlhkosti KERN -MLS 50-3D [28]

Analyzator provede suseni pii teploté, ktera se pfedem nastavi, az do konstantni hmotnosti, tedy

uplného vysuseni vzorku. Na displeji se pak zobrazi obsah suSiny v daném vzorku v % [23].

Pti takovém to postupu stanovovani suSiny ve vzorcich muze dojit k nékolika chybam.
Pfi samotném suSeni se mohou odpatit i tékavé latky, jako naptiklad silice, u nékterych
materidlll mize dojit k jejich ¢aste¢né dehydrataci, nebo mtize dochazet k oxidaci lipida

vzdus$nym kyslikem, coz vede ke zvySovani hmotnosti [27].

2.2.2 Stanoveni obsahu bilkovin
Bilkoviny se v potravinach stanovuji kvili posuzovani nutriéni hodnoty potravin,
kdy se stanovuje celkovy obsah bilkovin, aminokyselinové slozeni bilkovin, volné

aminokyseliny, dale cizorody nebo neplnohodnotny obsah bilkovin a jejich stravitelnost [27].

Obsah bilkovin v potravinach lze stanovit Kjeldahlovou metodou, ktera je mezinarodné
uznavana a univerzalni. Spo€ivd v mineralizaci vzorku kyselinou sirovou za pfitomnosti

katalyzatoru — elementarniho selenu a siranu draselného (Se + K2SQOy), pii které se prevedou
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slouceniny dusiku na siran amonny [(NH4).SO4]. Reakce probiha pfi teplot¢ 340-390 °C
po dobu 20-60 minut. Ze vzniklého siranu amonného se pak pusobenim silné zasady uvolni

amoniak podle nasledujici rovnice
(NH4)2S04 + 2 NaOH — 2 NH3z + Na;S04 + 2 H,0 @)

Vznikly amoniak lze stanovit vice postupy. Bud’ se jima do piedlohy s odmérnym roztokem
kyseliny sirové nebo s nadbytkem kyseliny borité. Zle ho stanovit i spektrofotometricky
nebo reakei s formaldehydem.

Prvnim postupem je, ze se vznikly amoniak jima do pfedlohy odmérnym roztokem kyseliny
sirové (H2SO4) za vzniku siranu amonného. Nadbytek kyseliny sirové se pak stanovi zpétnou

titraci hydroxidem sodnym. Celé stanoveni probiha dle nasledujicich rovnic [8,27].

2NH,+H,SO,— (NH,),SO, (3)
H,SO,+ 2NaOH — Na, SO, + 2 H,0 4)

Obsah bilkovin se vypocita dle nésledujiciho vzorce

Mpitkovin = 6,25 * My (%)
my = Nyy, * My (6)
nyu, = 2 [(¢* Vu,s0, = 0,5 (¢ V)naon] (7)

Kde 6,25 je tzv. pfepocitavaci faktor, ktery zavisi na druhu bilkoviny. ProtoZe je obsah dusiku
Vv bilkovinach primérné 16 %, je faktor roven 6,25 (100/16). Tento faktor je pro mnoho druhti
zeleniny specificky, u kienu se ale pocita s obecnym. Tedy s 6,25. A my je hmotnost dusiku

ve vzorku [g].

Vznikly amoniak lze jimat i do pfedlohy s nadbytkem kyseliny borité. Pfi této reakci vznika

boritan amonny, ktery se dale titruje kyselinou chlorovodikovou, dle rovnic (8) a (9).

3NH3+ H3BO3—> mHzl)3BO3 (8)
(NH4)3BO3+ 3HClI—3 NH4C| + H3BO3 (9)

Obsah bilkovin pii pouziti této metody je pak spocitd obdobn¢ jako v prfedchozim stanoveni

(rovnice (5) a (6)) pouze s tim rozdilem, Ze obsah amoniaku se spocita:

Nyy, = Nuct = Cael Vae (10)
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Jak jiz bylo zminéno amoniak lze stanovit i spektrofotometricky, a to reakci s Nesslerovym
¢inidlem, coz je roztok tetrajodortutnatanu draselného v roztoku hydroxidu draselném

(K2(Hgls) v KOH). Vznika zluto-hnédy roztok, jehoz absorbance se méfi pii 410 nm [8,27].

2.2.3 Stanoveni obsahu lipidi
Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 1.4.3. tuky jinymi slovy lipidy jsou vyznamnou slozkou
potravin a tvofi jednu z hlavnich Zivin, které jsou nezbytné pro zdravi a spravny vyvoj

organismu.

Pfi jejich stanoveni je nutné je nejprve izolovat z potravin. To se provadi extrakei nepolarnim
az sttedn¢ polarnim rozpoustédlem a naslednym odpafenim rozpoustédla z extraktu. Prikladem
takové extrakce je Soxhletova extrakce. Kdy se tuhy vzorek rozmélni a po vysuseni se umisti
do extrak¢ni patrony, ktera je umisténa v Soxhletové nastavci, ktery je i s celou aparaturou

na extrakci vyobrazen na obrazku ¢. 7 [8,27].

o odvod
=chiadici
kondenzator ‘ vody
=]

] pfivod
¢~f3 chladici
vody

\ |
| odpafovani
—
vzorek ) |
T
==
B

extrakt _~

Tl

extrakeni
rozpoustédlo

zahfivani

Obrazek 7 Aparatura pro extrakci (vlevo) a Soxhletiiv nastavec (vpravo) [29]
Rozpoustédlo, umisténé v bafice pod néstavcem, se zacne zahtivat, ¢imz se za¢ne odparovat
a dostane se tak do styku se vzorkem, ktery se bude extrahovat. Cela extrakce trva 4 — 6 hod
pii neustalém zahiivani. Po skonceni extrakce se rozpoustédlo vypusti vypustnim kohoutem

a destilacni bankka se po vysuSeni zvazi. Na zdkladé hmotnosti vzorku, ktery byl vloZen
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do partony a hmotnosti extraktu se zjisti obsah tuku (S) ve vzorku potraviny, dle nasledujiciho
vzorce [8,27].

S = TEEky 100 [9%] (11)

Mnpavazky

2.2.4 Stanoveni obsahu sacharidu

U potravin se bézné stanovuje obsah dominantniho sacharidu, celkovy obsah urcité skupiny
sacharidii nebo jednotlivych monosacharidii a oligosacharidi ¢i polysacharidi. Stanoveni vSech
sacharidi se nepouziva. U vzorku tuhé potraviny se nejprve musi provést jejich rozmélnéni
a extrakce, pti které cukr prechazi do extratu. U n¢ho se poté musi provést Cifeni, pii kterém
se odstrani zakal a rozpusténé nesacharidové latky, které jsou opticky aktivni a ovliviiovaly
by tak vysledek analyzy. Citeni se provani &inidly, z nichZ nejpouzivangjsi je Carrezovo &inidlo
—roztok siranu zine¢natého a hexakyanozeleznatanu draselného. DalSimi ¢inidly jsou naptiklad
neutralni siran olovnaty, zasadity siran olovnaty nebo dusi¢nan olovnaty, ale i kyselina

wolframova, aktivni uhli a hydroxid hlinity. Pfi smiseni vzorku s ¢ifidlem vznikne srazenina,

ktera se odfiltruje a zbyde Ciry roztok.

Sacharidy ve vzorku pak Ize stanovit mnoha zptsoby. Polarimetricky, metodami zalozenymi

na stechiometrickych reakcich nebo vzniku oxidu méd’ného.

Pii polarimetrickém stanoveni sacharidii se méfi thel otoceni roviny polarizovaného svétla.
Nevyhodu této metody je, Ze pokud vzorek obsahuje vice druhti sacharidii, musi se pievést

na opticky inaktivni, aby bylo mozné stanovovat sacharidy postupn¢ [8,27].

Jak bylo vySe zminéno, existuji i metody které jsou zaloZeny na stanoveni oxidu méd’ného
(Cu20). Jednou takovou metodou je metoda dle Luffa-Schoorla, ktera se pouziva zejména
pro stanoveni sacharidti v potravinaiskych surovinach rostlinného ptivodu. Luffiiv roztok (smés
siranu médnatého, uhli¢itanu sodného a citronanu sodného) se smicha s vycefenym extraktem
vzorku potraviny v poméru 1:1 v Erlenmayerové batice. Banka se zahieje k varu za pouziti
zpétného chladice a smés se vaii pfesn¢ 10 minut. Poté se rychle ochladi pod tekouci vodou a
k vychladlému roztoku se pfida jodid draselny (KI) a okyseli se Kyselinou sirovou (H2SO4).
Takto ptipraveny roztok se ihned titruje roztokem thiosiranu sodného (Na2S403) do nazloutlého
zbarveni. Poté se pfida indikétor, Skrobovy maz, a dotitruje se do smetanové barvy. Stejnym
postupem se pfipravi i tzv. slepy pokus, u které¢ho se misto extraktu vzorku pouzije destilovana

voda. Obsah cukri se pak uréi podle tabulky z rozdila spotieb Na>S403 [27,30].
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Tabulka 5 Stanoveni redukujicich cukri podle Luffa — Schoorla [27]

Spotieba 0,1 M Glukoéza, fruktoza,
NazS403 [ml] inertni cukr [mg]
1 2,4
2 4,8
3 7,2
4 9,7
5 12,2
6 14,7
7 17,2
8 19,8
9 22,4
10 25,0
11 27,6
12 30,3

2.2.5 Stanoveni hrubé vlikniny

Vlaknina zahrnuje nevyuzitelné polysacharidy a jejich doprovodné latky (lignin) a déli
se na rozpustnou a nerozpustnou. Rozpustna vlaknina zahrnuje pektiny, rostlinné gumy, slizy
a n¢které hemiceluldézy. Mezi nerozpustnou vlakninu se pak fadi celuldza, lignin a nékteré

hemicelulozy.

Pro stanoveni vlakniny je nutné odstranit lipidy ze vzorku, dale je stanoveni zalozeno
na hydrolyze a solubilizaci ostatnich slozek (bilkovin, vyuzitelnych sacharidi...) a zvazeni

zbytku nerozpustného za podminek dané metody [27].

2.2.5.1 Stanoveni hrubé vlakniny podle Henneberga a Stohmanna

Rozpoznani skute¢nosti, ze nestravitelné oligosacharidy a rezistentni Skrob se také fyziologicky
chovaji jako vlaknina, si vyzadala pfehodnoceni definice vlakniny a nasledné i pfehodnoceni
metody na jeji stanoveni. Henneberg a Stohmann jiz v roce 1860 vyvinuli analyticky systém
pro potraviny. Protoze byla identifikovana vlaknina, kterd nebyla natravena, vedlo
to k vytvofeni nového postupu, ktery spociva ve dvoustupniové hydrolyze. Nejprve v kyselém

a nasledn¢ v alkalickém §tépeni, aby doslo k izolaci nestravitelné (nerozpustné) frakce, tedy té,
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ktera prosla nezménéna tenkym stievem. Tato frakce obsahuje celulozu, nékteré hemicelulozy
a lignin. Soucasnymi metodami se zjistuje hmotnost zbytku po hydrolyze, od kterého se odecita

hmotnost zbytku tedy popela s prislusnou korekci [31].

2.2.6 Stanoveni celkové antioxidacni aktivity

Jak jiz bylo zminéno dfive, antioxidanty prodluzuji skladovatelnost potravin a inhibuji
nebo zpomaluji oxidaci jinych molekul tim, Ze inhibuji iniciaci nebo mnoZeni oxida¢nich
retézovych reakci. Existuje mnoho metod a postupti pro jejich stanoveni, ovSem tyto stanoveni

poskytuji vzajemné odlisné vysledky.

Za rozdily ve vysledcich mohou hlavné vnéjsi faktory, které ovlivituji antioxidacni aktivitu
(TAA). Aktivitu antioxidantd ovliviiuje hlavné jejich koncentrace, oxidovany substrat,
pfitomnost jinych antioxidantd, pouzité rozpoustédlo, pokud se jedna o reakce v roztoku,
dale homogenita ¢i vicefazovost systému, pH, pfitomnost dalSich latek (u potravin hlavné
piitomnost bilkovin), oxidac¢ni Cinidla nebo faktor iniciujici oxidaci (naptiklad svétlo),

dale teplota a piistup kysliku [32].

Nekteré antioxidanty mohou ve vysSich koncentracich vykazovat prooxidacni uéinek, ktery
je vysoce nezadouci. Pouzité rozpoustédlo zas mize ovlivnit jejich reaktivitu nebo rozpustnost.
Ve vicefdzovych systémech zas o antioxidacnim Uc€inku rozhoduje jejich umisténi.
To je primarné dané jejich polaritou, ale mize byt ovlivnéna fadou faktort, jako napiiklad
u emulzi maze jejich umisténi ovlivnit emulgator. DalSim dilezitym faktorem, ktery ma vliv
na rozdilnou hodnotu mezi antioxida¢ni aktivitou in vitro a u¢inkem antioxidantd v lidském
téle, patii jejich biologicka dostupnost, kterd zahrnuje tfi zdkladni kroky — uvolnéni

antioxidantt z potravinové matice, jejich vstiebavani v travicim traktu a ptestup do bun¢k [32].

Pfi stanoveni antioxida¢ni aktivity u tuhych vzorki je potfeba nejprve provést jejich extrakci.
Problém ovsem je, Ze pii ni ¢ast antioxidantti nepfechdzi do extraktu. Diivody mohou byt riizné,
naptiklad pfitomnost antioxidantd, které jsou nerozpustné, nebo mohou byt vazany kovalentné
na nerozpustné slozky potravin, ale i to, Ze ¢ast extrahovanych antioxidantii ziistdva vazana
na extrakeéni zbytek vodikovymi mustky nebo jinymi nekovalentnimi vazbami, nebo Ze je ¢ast

antioxidantli uzaviena v bunécnych ¢i jinych strukturach.

Béhem traveni se muiZe antioxidacni aktivita zvySit 1 u extrahovatelnych antioxidant

(napft. diky hydrolyze rozpustnych polymernich forem fenol nebo glykosidu a estert). Ovsem
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béhem traveni muze dochdzet i ke ztratdm antioxidantd (pravdépodobné oxidaci). Stfevni
mikroflora mize modifikovat antioxidanty pfijimané potravou riiznymi zptisoby, ¢imz muze

menit jejich vstiebatelnost véetné / nebo biologické aktivity [32].

Antioxidacni aktivitu Ize tedy stanovit mnoha zplisoby, které se déli do dvou zakladnich skupin.
Na metody hodnotici schopnost eliminovat radikdly a na metody posuzujici redoxni vlastnosti
latek. Do prvni skupiny, tedy metod zaloZenych na eliminaci radikald, patfi metoda pouzivajici
ABTS radikal (sulfonova kyselina). Jedna se o jednu z nejpouzivangjSich metod, pii které
se testuje  schopnost vzorku zhaSet kation radikdlu ABTS®, ktera se sleduje
spektrofotometricky. ProtoZe vyslednda TAA je srovnavana s antiradikdlovou aktivitou
syntetické latky Troxol, nazyva se tato metoda také metodou TEAC. Dalsi metoda spociva
v reakci vzorku se stabilnim radikale DPPH, kdy se spektrofotometricky sleduje tubytek

barevnosti vzorku [33].

2.2.6.1 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH

Tato metoda slouzi ke zjisténi TAA &istych latek i riznych smési. Principem je reakce vzorku
se stabilnim radikdlem DPPH - difenylpikrylhydrazyl, jehoz strukturni vzorec
je na obrazku ¢.8. DPPH, mize byt akceptorem vodiku, a tak se pfi reakci redukuje na DPPH-
H (difenylpikrylhydrazin), ¢imz dochazi k poklesu absorbance, ktera se meéfi pri 517 nm

(tedy v oblasti fialového zbarveni) po uplynuti uréitého ¢asu. [33,34]

N—N NO,

0,N

Obrazek 8 Chemicka struktura DPPH radikalu [35]

U barevnych vzorkl je vyhodné reakci sledovat pomoci HPLC (vysokoucinné kapalinové
chromatografii), pii které latky rozdélené na kolon¢ reaguji kontinualné s DPPH

a spektrofotometricky se vyhodnocuje pik.

U smésnych vzorkil je mozné radikalovou aktivitu vyjadfit v ekvivalentech kyseliny askorbové

nebo v jednotkach Troxolu, tedy standardu [33,34].
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2.2.7 Stanoveni obsahu polyfenolickych latek

Nutri¢ni a senzorické ti¢inky fenolickych latek obsazenych v potravinach se v poslednich letech
staly centrem pozornosti. Pfestoze tyto slou¢eniny maji obecné prospésné ucinky na zdravi,
mohou také snizit dostupnost proteini a mineralnich latek a ovlivnit chut’ a barvu potravin.
Neexistuje spolehliva metoda kvantifikace fenolickych sloucenin, kterd by mohla byt pouzita
pii analyze vSech potravin. Navic ne vSechny fenoly ptfitomné v potravindch maji vyzivovy
nebo senzoricky vyznam. Zjisténi jejich celkového obsahu v potravinach proto nelze povazovat

za spolehlivy index fenolickych nutri¢nich a senzorickych vlastnosti.

Existuji rizné metody stanoveni fenolickych sloucenin, které mozno rozdélit na ty, kterymi
se zjisti celkovy fenolicky obsah nebo ty, kterymi se dokaze urcitd skupina nebo tfida
fenolickych slouc¢enin. Folin Denisuv test a prusky modry test jsou piiklady metod pouzivanych
pro Uplné stanoveni fenolti. Naproti tomu vanilinovy test se pouziva jako metoda stanoveni

katechini a proanthokyanidint [36].

Analyza polyfenolovych sloucenin je ovlivnéna jejich chemickou povahou, pouzitou extrakéni
metodou, velikosti ¢astic vzorku, casem a podminkami skladovani, jakoZ i metodou stanoveni,
vybérem standardii a piitomnosti interferujicich latek, jako jsou vosky, tuky, terpeny
a chlorofyly. Proto neni pro extrakci vSech fenolli nebo specifické tfidy fenolickych latek
Vv potravinach zcela vhodny zadny extrakéni postup. Rozpustnost polyfenolt se fidi typem
pouzitého rozpoustédla (polarity), stupném polymerace fenoll, interakci fenoll s ostatnimi

slozkami potravin a tvorbou nerozpustnych komplexa [36].

2.2.7.1 Extrakéni postupy

Vzhledem k chemické povaze fenoli obsazenych v potravinach neexistuje ani zadné
univerzalni extrakéni rozpoustédlo, které by bylo vhodné pro izolaci vSech fenolii. Prestoze
nékteré fenoly s vysokou molekulovou hmotnosti a jejich komplexy jsou nerozpustné, extrakty
vzdy obsahuji smés riznych tfid fenolickych latek rozpustnych ve zvoleném rozpoustédle.
Obvykle jsou potieba dalsi kroky k ¢isténi izolatl a k odstranéni nezddoucich fenolickych

a nefenolovych latek.

Extrak¢éni doba je dalSim faktorem, ktery ovliviiuje extrakci polyfenold. Byly zaznamenany
doby extrakce od 1 minuty do 24 hodin. Nicméné del$i doby extrakce zvySuji moznost oxidace
fenolti, pokud do systému rozpoustédel nejsou pridavany redukéni ¢inidla. Extrakce polyfenoli

z potravinovych produktii je rovnéz ovlivnéna pomérem vzorku k rozpoustédlu [36].
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2.2.7.2 Spektrofotometrické postupy

Byla vyvinuta fada spektrofotometrickych metod na urceni fenolickych sloucenin v rostlinnych
materidlech. Na zaklade¢ riznych principti se tyto testy pouzivaji k ureni riznych strukturalnich
skupin pfitomnych ve fenolickych slouceninach. Spektrofotometrické metody mohou urcit
vSechny extrahovatelné fenoly nebo mohou ur¢it specifickou fenolickou latku nebo dané tiidy

fenolickych sloucenin, jako jsou fenolové kyseliny.

Mezi spektrofotometrické metody patii vanilinovy test, Folin-Denistiv test, test pruské modré

a Folin-Ciocalteu test, které jsou podrobné&ji popsany v nasledujicich podkapitolach [36].

2.2.7.3 Stanoveni celkovych polyfenola
Test Folin-Denis

Folin-Denisiiv test je nejrozSifenéj$im postupem kvantifikace celkovych fenolickych
latek v rostlinnych materialech a napojich. Redukci Folin-Denisova ¢inidla, coz
je fosfomolybdenfosfowolframova kyselina v alkalickém roztoku, ktery obsahuje fenolické
sloucenin, vznika modry komplex. Swain a Hillis jiz v roce 1959 tuto metodu modifikovali
pro rutinni analyzu velkého poctu vzorki. Celkové fenoly se stanovuji kolorimetricky podle
metody Swain a Hillise, kdy se k 0,5 az 1,0 ml roztoku fenolt pfida 7 ml destilované vody
a vznikla smés se dobie promicha, poté se ptida 0,5 ml Folin-Denisova ¢inidla. Po 3 min
se pfida 1 ml nasycené¢ho roztoku hydrogenuhli¢itanu sodné¢ho a celkovy objem se doplni
destilovanou vodou na 10 ml. Po dikladném promichédni se smés nechd 1 hodinu odlezet pii
pokojové teploté a poté se odeCte absorbance pii 725 nm, proti slepému vzorku, ktery tvori

smé&s vody a uvedenych ¢inidel [36].

Test Folin-Ciocalteu

K urceni celkového obsahu fenolli v potravinach se ¢asto pouziva Folin-Ciocaltetv test. Folin-
Ciocalteuovo ¢inidlo (kysely roztok fosfore¢nanu molybdenového a wolframového, ktery
je zluty) neni specifické a detekuje vSechny fenolové skupiny nachazejici se v extraktech,
véetné téch, které se nachazeji v extrahovatelnych proteinech. Cinidlo reaguje v alkalickém
prostfedi s fenolickymi latkami za vzniku modrého molybdeno-wolframového komplexu.
Postup spociva v piipravé smési smisenim 2,5 ml 10-nasobn¢ ziedéného ¢inidla Folin-

Ciocalteu, 2 ml 7,5% roztoku uhli¢itanu sodného a 0,5 ml roztoku fenolu. Tato smés
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se 15 minut zahiiva pii 45°C a poté se mé&ii jeji absorbance pii 765 nm opét proti slepému
vzorku, ktery tvoii smés vody a reak¢nich Cinidel. Obsah fenoli se vyjadiuje jako ekvivalent

kyseliny gallové nebo ekvivalent katechinu [36].

Katechiny jsou latky slozenim podobné flavonoidiim, které jsou ve vyssich rostlinach zna¢né

rozsifeny. Spolu s flavonoidy patii mezi polyfenoly [37].

Test pruské modri

Metoda pruské modii byla navrZena spole¢nosti Price a Butler v roce 1977 pro stanoveni fenol
ze zrna cCiroku (obilovina péstovand napiiklad pro vyrobu mouky nebo ke krmnym
a technickym wceliim). Spoc¢iva v redukci zelezitych ionti na zeleznaté, polyfenolickymi
slouceninami a tvorb&é komplexu iont Zelezity-Zeleznaty, také nazyvany pruskd modr.
Schopnost polyfenolickych sloucenin redukovat Zelezité ionty zavisi na jejich vzorci a stupni
polymerace. Citlivost této metody na flavonoidy je dostatecna pro méteni koncentraci mensich
nez 10 M. Obsah polyfenolt ziskanych pruskym testem je vzdy ponékud niz$i nez obsah
ziskany vanilinovym testem, protoze katechin pouZzivany jako standard ve vanilinovém testu
muze vést k nadhodnoceni vysledki. Kromé toho mize prusky modry test také podceniovat
vysledky, pokud jsou polyfenoly vice oxidovany neZz katechin nebo méné reaktivni

nez standardni monomer [36].

Postup zahrnuje 1 minutovou rychlou extrakci fenolickych sloucenin vodou, nasledné
se ekvivalentni ¢ast extraktu zfedi destilovanou vodou, aby se odstranila jakakoli rusiva barva.
Poté se ptida nadbytek chloridu zelezitého v 0,1 M kyseliné chlorovodikové (HCI), pro zvyseni
stability, aby se zajistila rychld a Uplna reakce. Vzhledem k vlastni nestabilité¢ ziedéného
roztoku chloridu zelezité¢ho je nutno okamzité piidat ferrikyanid. Polyfenolické slouceniny
se tedy testuji kolorimetricky metodou Price a Butler. Kdy se k 6 ml vodného roztoku fenolt
ptida 50 ml destilované vody a smés se promicha. K tomuto roztoku se pfidaji 3 ml 0,1 M
chloridu zelezitétho a ihned se ptidaji 3 ml 0,008 M roztoku ferrikyanidu draselného.
Absorbance se odecita po 10 minutach stani pii pokojové teploté pti 720 nm. Jako slepy pokus

se pii této metod¢ pouziva destilovana voda [36].
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2.2.7.4 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Protoze vzorky Casto obsahuji malé koncentrace polyfenolovych latek je potfeba provést
extrakci, kterou se ziskd zakoncentrovany podil analyzovanych latek. Ke stanoveni
polyfenolovych latek se dnes nejvice vyuziva vysoko ti¢inna kapalinova chromatografie (HPLC
z anglického High Performance Liquid Chromatography). Mezi jeji hlavni vyhody patii
schopnost analyzovat organické méné t€kavé kapalné i tuhé latky, které jsou rozpustné
ve ziedénych mineralnich kyselindch od desitek procent do stotisicin procenta a v rozpéti
relativnich molekulovych hmotnosti (Mr) od stovky po nékolika stovek tisic. Nejptesné;si

méfeni viak je pfi Mr =102 — 10%

Metoda HPLC je zalozena na mnohonasobné distribuci vzorku mezi pohyblivou mobilni
a nepohyblivou (tuhou) stacionarni fazi. Nejprve dojde k nastfiku vzorku do chromatografické
kolony, kde je unasen mobilni fazi ve které latky smési migruji riznou rychlosti a na kolon¢,
ktera je naplnéna sorbentem dojde k jejich déleni [38]. Na obrazku ¢. 9 je uvedeno zakladni

schéma kapalinového chromatografu.
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Obrazek 9 Zakladni schéma kapalinového chromatografu [39]
Chromatograficka kolona je naplnéna stacionarni fazi, kterou protéka mobilni faze. Stacionarni
faze je vetSinou na bazi silikagelu, 1ze pouzit 1 f4zi na bazi oxidu hlinitého, oxidu zirkonicité¢ho
nebo organickych polymera. Protoze ma staciondrni faze maly primér ¢astic, je tfeba mobilni

fazi cerpat pomoci vysokotlakych ¢erpadel.

Poté, co z kolony odtéka mobilni faze, ktera obsahuje jiz rozseparované latky analyzovaného

vzorku, je zavadéna do detektoru, ktery detekuje jednotlivé latky. Pii prichodu prvni slozkou
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vzorku detektorem dojde k zaznamenani piku (eluéni viny). Tento pik se pak tvofi pii prichodu
dalsi latky kolonou. Cas, ktery setrvé slozka vzorku v koloné zavisi na velikosti interakei latky
se stacionarni fazi a uruje potadi, ve kterém slozka opusti kolonu. Métenim ziskame zavislosti

signalu na Case, ktery se nazyva chromatogram [38].

Z chromatogramu, viz obrazek ¢. 10, Ize zjistit kvalitativni udaj, tedy o jakou latku se jedna,
pomoci polohy piku v chromatogramu (reten¢ni ¢as). Kvantitativni udaj, tedy mnozstvi dané
latky ve vzorku, zjistime pomoci plochy pod pikem (na obrazku zndzornéna zelen¢)

nebo pomoci vysky piku.

M

retencni ¢as

reakce detektoru

Obrazek 10 Chromatogram [38]

Elu¢ni ¢as (tr) je doba, od nastfiku vzorku do kolony po maximum piku, elué¢ni objem (VRr)
je celkovy objem faze protekly od nastiiku vzorku po maximum piku. Elu¢ni doba a objem jsou

tim vetsi, ¢im veétsi je interakce latky se stacionarni fazi [38].

2.2.8 Stanoveni glykosionati

Kien je bohatym zdrojem glukosinolat (GLS), sloucenin obsahujici atom dusiku a siry. Agneta
a kol. [40] se zabyvali stanovenim GLS ve vSech ¢astech rostliny kienu, tedy nadzemni
I podzemni, a sledovali jejich koncentrace béhem vegetativniho obdobi. Dosli k zavéru,
ze celkova koncentrace GLS je nejvys$si na zacatku ristu a postupné se snizuje po celou dobu

rustu rostliny.

Piiprava vzorku je pomérné slozita, nebot’ je nutné GLS ziskat z matrice vzorku, ktera

se ptipravi nasledujicim zptisobem. Kien se nejprve omyje destilovanou vodou, vysusi a rychle

zmrazi pii -80 °C, aby se inaktivoval enzym myrosinasa. Poté se lyofilizuje a homogenizuje

najemny prasek pomoci laboratorniho mlynu. Suchy vzorek se umisti do zkumavky

a pro extrakci GLS se do kazdé zkumavky piida 70% methanol, roztok vnitiniho standardu
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(jednotlivé GLS) a smés se po promichani vati 10 min ve vodni 1azni pfi teploté 75 °C. Poté
se provede centrifugace a vznikly extrakt se odpafi do sucha pii 40 °C, nakonec se rozpusti

vV malém mnozstvi 70% roztoku methanolu a vysledny roztok se pouZzije pro analyzu.

Zatimco kvalitativni analyza se provadi pomoci kapalinové chromatografie (LC) spojené
s hmotnostni detekci Sionizaci elektrosprejem. Kvantitativni analyza se provadi pomoci
vysoko ucinné kapalinové chromatografie s UV/VIS detekci (HPLC-UV) vybavené detektorem
diodového pole (PDA) [40,42]. Separace se provadi pti laboratorni teploté na kolon¢ Discovery
C18 a latky jsou identifikovany za pouziti MS detektoru: iontové cyklonové rezonance
s fournierovou transformaci s ionizaci elektrosprejem (ESI-FTICR). Mobilni fazi tvoti vodny
roztok kyseliny mravenci (rozpoustédlo A) a acetonitril (rozpoustédlo B). Pouziva

se gradientova eluce a analyza trva ptiblizn¢ 20 min.

Na nésledujicim obrazku €. 11 jsou piky, které odpovidaji 16ti riznym GLS které lze najit

Vv kfenu s reten¢nimi ¢asy od 3,8 do 16,7 minut [40,41].
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Obrazek 11 GLS v extraktu z kienu: glukoiberin (1), sinirgin (2), 2-methylsulfonyloxyethyl-GSL (3),
glukonapin (4), glukochlearin (5), glukonringianin (6), glukosativin (7), glukobinin (8), 4-
hydroxyglukobrasicin (9), 5-hydroxyglukobrassicin (10), glukokapparili nebo glukobrassicanapin (11),
glucotropaeolin  (12), glucobrassicin (13), gluconasturtiin (14), 4-methoxyglucobrassicin (15) a
glucoarabishirsutain (16) [40].

Molekulové vzorce, trividlni ndzvy a reten¢ni ¢as 16 GLS zjisténych v ¢astech kienu, jsou

véetné rozdéleni do tiid uvedeny v tabulce ¢. 6. Mezi sledované tiidy tedy patii GLS alifatické,

39



aromatické a indolové. V nadzemnich castech rostliny se vyskytuje vice nez 98 % GLS
alifatickych, v kotenech je to vice nez 73 % celkového obsahu GLS. Naproti tomu obsah
aromatickych a indolovych GLS se vyrazné snizoval po celou dobu vyvoje a vyznamné vzrostl
jen u kotfenti. Ob¢ tfidy GLS jsou pfitomny v pfiblizn¢€ stejnych Grovnich v obou ¢astech

rostliny (kazda v primeéru asi 1 % v nadzemnich ¢astech a 8 % v kotfenech).

Pocet GLS se lisil mezi jednotlivymi ¢astmi rostlin, tedy jak u kofent, tak u listi. Mladé listy
obsahovaly 16 GLS, zatimco dospélé (vyrostlé) kofeny pouze 11. V kotfenech nebyl nalezen
glukonapin (4), glukochlearin (5), glukonringianin (6), glucotropaeolin (12) [40,42].

Tabulka 6 Molekulové vzorce, trivialni nazvy a retenéni ¢asy GLS pritomnych v kifenu [40]

Molekulovy Retencni
Ttida Pik Trividlni nazev )
vzorec ¢as [min]

1 C11H21NO10S3 glucoiberin 4,3

2 C10H17NOoS; sinigrin 44

3 C10H17NO12S3 2-methylsulfonyloxyethyl-GLS 4,6

4 C11H19NOgS; Gluconapin 55

5 C11H21NOgS; Glucocochlearin 6,2

alifatické 6 C11H21NQOgS> Glucoconringianin 6,4
7 C11H21NOgS3 Glucosativin 6,5

8 C15H29NO10S3 Glucoibarin 73

glukokapparili nebo
9 C12H21NOoS; _ ] 7.8
glukobrassicanapin
10 C15H29NOgS3 glucoarabishirsutain 16,7
11 C14H19NO9S; Glucotropaeolin 8,5
aromatické —

12 C15H21NO9S; Gluconasturtiin 12,1

13 C16H20N2010S2 4-Hydroxyglucobrassicin 7,4

14 C16H20N2010S2 5-hydroxyglukobrassicin 7,5

indolové —

15 C16H20N206S> Glucobrassicin 10,3

16 C17H22N2010S2 4-Methoxyglucobrassicin 12,7

Jiny zpusob stanoveni spoc¢iva v tom, ze se vzorky kienu po Sklizni zmrazi v tekutém dusiku
a skladuji pfi teploté -20 °C maximalné tyden. Zmrazené vzorky se poté rozemelou na jemny

prasek pomoci mlynu a takto ptfipravené se mohou skladovat maximaln¢ mésic. Pro analyzu
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pomoci HPLC se praskovy vzorek smisi s roztokem methanolu a 10 min se zahtiva pii 95 °C.
Po péti minutovém chlazeni ledem se pfida vnitini standard (benzyl- GLS) a provede
se centrifugace smési. Supernatant, tedy tekutina, se prelije do zkumavky a zbytek se opét
extrahuje roztokem methanolu. Vznikly extrakt se vysrazi pomoci smési octanu olovnatého
a octanu barnatého, aby se odstranili bilkoviny. Ziskany filtrat se po centrifugaci nadavkuje
do kolonky C18 obsahujici pryskyfici DEAE Sephadex A-25 pro desulfaci s arylsulfatasou
na 18 hod. Desulfované vzorky se z kolony vymyvaji pomoci destilované vody. Takto
ptipravené  vzorky  byly  analyzovany  pomoci  kapalinové  chromatografie
na oktadecylsilikagelové koloné¢ s UV detekci (229 nm) a hmotnosti detekci (Q-TOF).
Koncentrace GS se vyjadiuje v mikromolech na 1 gram susiny vzorku. Nejniz§i koncentrace
sinirginu, které byly zjistény, byly 41 umol/g susiny vzorku a nejvyssi 80,3 umol/g susiny.
Koncentrace glukonasturinu byly v rozmezi 3,77 az 10 pmol/g susiny. Dalsim GLS byl
glukobrassicin, jehoz koncentrace byly od 0,16 do 2,07 umol/g suSiny. Pii této studii byly
zjistény i koncentrace isothiokyanatd, které byly v rozmezi od 37,4 do 47,1 umol/g susiny[43].

2.2.9 Stanoveni isothiokyanati
Vyraznou chut’ kienu zptsobuji isothiokyanaty, které se uvolituji hydrolyzou z glykosionatu

sinigrinu enzymovou myrosionasou.

Mg¢feni ¢istoty ITC se provadi pomoci plynové chromatografie, pro kterou se pouziva plynovy
chromatograf série Agilent 6850 vybaveny plamenovym ioniza¢nim detektorem (FID)
a kapilarni kolonou z oxidu kifemicitého DB-WAX (30 m x 0,25 mm, tloustka filmu 0,25 um).

Nastiik vzorku probiha pfi teploté 210 °C a jako mobilni faze se pouziva helium. [44].

2.2.10 Stanoveni glykosinolatu a isothiokyanati kapilarni elektroforézou

Kapilarni elektroforéza (CE) je velmi zajimavou alternativou pro analyzu glykosinolatt, méfeni
aktivity myrosinasy a stanoveni isothiokyanati, protoze vyzaduje minimalni mnozstvi vzorku
a sklada se pouze z n€kolika krok. ITC maji obvykle Spatnou UV detekovatelnost, ale mohou
byt stale urCeny po derivatizaci. Tento postup se pouziva pravé pro zvySeni citlivosti
aumoznéni detekce ¢i separace, nebo k zamezeni nezadouci sorpce latek v kapilafe.
U stanoveni ITC se derivatizace provadi hydrolyzou na aminy a naslednym ptidanim fluoroforu

do molekuly. Ovsem tento postup neni mozny pro méteni aktivity enzymu.
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Cilem studie Sandor a kol. [45] bylo vyvinout rychlou a jednoduchou metodu vyuzivajici
kapilarni elektroforézu, konkrétné¢ micelarni elektrokinetickou chromatografii (CE-MEKC),
pro stanoveni glukosinolati a ITC se zaméfenim na sinigrin, allyl isothiokyanat,
a gluconasturtiin. Poté byla metoda pouzita pro ureni obsahu glukosinolatt v rostlinach,

aktivitu enzymu myrosinazy a rychlosti uvolnovani ITC v riznych rostlinnych extraktech [45].

Pro stanoveni aktivity bylo asi 15 g rostlinného materialu homogenizovano v mlynech
po ptidani fosfatového pufru pii teploté¢ 4 °C. Poté byla smés centrifugovana a filtrovana.
Suplementy byly pouzity pro méfeni aktivity. Naopak pro stanoveni GLS bylo do zkumavky
vlozeno 10 g rostlinného materidlu a ponoieno do vodni 14zn€ na 30 min, aby doSlo k GpIné
inaktivaci enzymu myrosindzy. Poté se do vafeného rostlinného materialu pfidalo
10 ml methanolu, nasledovala dikladna homogenizace a centrifugace pti 13 000 otackach
za minutu po dobu 3 minut. Supernatant byl ze zkumavky odpipetovan a odpafen dosucha.

Pied analyzou pomoci CE byly tyto vysusené extrakty rozpustény ve vod¢ a centrifugovany.

Vyvoj metod byl provadén na kapilarni elektroforéze PrinCE-C 700, kdy byly pouzity
kfemenné Kapilary o délce 60 cm S vnitinim primérem 50 um. Na stanoveni aktivity a ITC byla
testovana krat$i i delsi délka kapilary vzhledem k detekénimu okénku. Pokud byl vzorek
davkovan na krat$im konci, tak byla efektivni délka kapilary, ve které probihala separace
7,2 cm. Na druhou stranu pti ddvkovani na del$im konci byla efektivni délka kapilary 52,8 cm.
Pii stanoveni GLS a ITC z kienu bylo zjisténo, ze metoda s pouzitim delsi kapilary separuje
latky do 15ti minut. Jedna se tedy o velmi rychlou metodu, jejiz vyhodou je | minimalni pouziti

rozpoustédel oproti HPLC.

Methanolické extrakty byly stanoveny pro obsah glukosinolatu (sinigrinu a glukonasturtiinu)
navrhovanou CE. Stejné extrakty byly testovany na sinigrin a glukonasturtiin pomoci LC-ESI-
MS a ziskané hodnoty byly porovnany. Bylo zjiSténo, Ze obsah glukosinolatli, métenych obéma
metodami, tedy metodou kapilarni elektroforézy (CE) a metodou LC-ESI-MS, je velmi odlisny.

Ziskané naméfené hodnoty jsou uvedeny v nasledujici tabulce [45].

Tabulka 7 Obsah GLS- sinirginu a glukonasturinu v kifenu selském [45]

Sinirgin [ng/g] Glukonasturin [pg/g]
CE LC-ESI-MS CE LS-ES-MS
22918 2784,4 248,5 2443
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3 ZAVER

Cilem prace bylo vypracovat reSerSi zabyvajici se slozenim kienu selského a moznostmi
stanoveni téchto latek. Kien patii spolecné s wasabi, hoicici, zelim, brokolici a dal§imi druhy
zeleniny do Celedi Brassicaceae. Je to Stiplava rostlina, ktera ma fadu pozitivnich Gc¢ink.
Napriklad zdravotni G¢inky, kdy se doporucuje na vyssi krevni tlak, protoze podporuje krevni
obéh, povzbuzuje zaludeCni a stievni Cinnosti tim, Ze stimuluje produkci travicich §tav
a zvySuje tak vstfebatelnost zivit v organismu. Pro svilj vyssi obsah vitaminu C ma pozitivni
ucinek i na nas imunitni systém. Snad nejvice pozoruhodné je, Ze kien muize zabranit rakoviné
kvuli jeho extrémné vysokym hladinam glukosinolatti. Na druhou stranu ma i negativni G¢inky.
Nadmérnd konzumace muze zpusobit poSkozeni sliznice a plsobi drazdivé na pokozku,
kdy mize vyvolat az puchyfe. Vétsina zdravotnich pfinost je diky vysokému obsahu Zzivin
a mineralt, zejména vitaminu C, kyseliny listové, drasliku, vapniku, siry a hoiciku.
Z organickych chemickych latek obsahuje enzym peroxidazu a hoici¢né oleje, které vznikaji

rozkladem glykosionatu.

V druhé casti prace jsou rozebrany rizné metody, kterymi lze slozky kifenu analyzovat.
Pro stanoveni fenolickych latek existuji rizné metody, které se mohou d¢lit na ty, kterymi
se zjisti celkovy fenolicky obsah nebo ty, kterymi se dokdze urcitd skupina nebo tfida
fenolickych slouc¢enin. Folin Denisuv test a prusky modry test jsou piiklady metod pouzivanych
pro Uplné stanoveni fenolti. Naproti tomu vanilinovy test se pouziva jako metoda stanoveni
katechinti a proanthokyanidint. Protoze ki'en obsahuje malé koncentrace polyfenolovych latek
je potfeba provést extrakci, kterou se ziskd zakoncentrovany podil analyzovanych latek.
Ke stanoveni polyfenolovych latek se dnes nejvice vyuzivd vysoko uc€inna kapalinova
chromatografie, ktera umoznuje analyzovat organické mén¢ tékavé kapalné 1 tuhé latky, které

jsou rozpustné ve ziedénych minerdlnich kyselinach od desitek procent do stotisicin procenta.

Kapilarni elektroforéza (CE) je velmi zajimavou alternativou pro analyzu glykosinolatt, méfeni
aktivity myrosindsy a stanoveni isothiokyanati, protoze vyzaduje minimalni mnozstvi vzorku

a sklada se pouze z nékolika kroki.
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