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ABSTRAKT

Diplomova prace je zamétfena na studium obsahu flavonoidd ve dvou druzich obilovin —
pSenice a ryze. Teoretickd cCast zahrnuje charakteristiku obilovin, fenolickych latek
s dirazem na flavonoidy a jednotlivé metody jejich stanoveni. V praktické Casti je uveden
postup ptipravy vzorkii pomoci ruznych extrakénich metod a spektrofotometrického
stanoveni s pouzitim AICl3.6H,O Vv prostfedi etanolu s ptidavkem NaNO,; a NaOH.
Nejvyssi obsah flavonoidi v analyzovanych vzorcich byl naméien ve vzorku neloupané
¢erné ryze Khaw Dam. Vysledky studie ukazuji, Ze nejvhodnégjsi extrakéni metodou pro
nasledné spektrofotometrické stanoveni flavonoidd v obilovindch je 1 hodinova extrakce

metanolem pomoci ultrazvuku.

Kli¢ova slova: pSenice, ryze, flavonoidy, spektrofotometrické stanoveni

ABSTRACT

Diploma thesis is focused on the study of flavonoid content in two types of cereals - wheat
and rice. The theoretical part includes characteristics of cereals, phenolic compounds with
emphasis on flavonoids and various methods for their determination. The practical part
describes a procedure of sample preparation using different extraction methods and
spectrophotometric determination using AICl3.6H,0 in the environment of ethanol with the
addition of NaNO, and NaOH. The highest content of flavonoids in the analyzed samples
was measured in a sample of black paddy rice Khaw Dam. The study results show that the
best extraction method for subsequent spectrophotometric determination of flavonoids in

cereals is 1 hour extraction with methanol using ultrasound.

Keywords: wheat, rice, flavonoids, spectrophotometric determination
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UvVOD

Obiloviny predstavuji vyznamnou skupinu zemédélskych produktii majici zna¢ny vliv na
vyzivovou bilanci populace, na které se celosvétove podili z 60 az 70 %, v pfipadé chudych
rozvojovych zemi i z vice. V posledni dobé predstavuji nejvyssi objemy svétové produkce
pSenice a ryze, jejichz zastupci byli zvoleni jako vzorky k analyze v praktické ¢asti studie.
Obiloviny jsou zdrojem fady cennych nutrientti. Obecné znamy je jejich obsah energeticky
dalezité¢ slozky — Skrobu, vlakniny jako Cinitele podporujiciho Cinnost traviciho traktu,
bilkovin, lipidd s pievaznym podilem nenasycenych mastnych kyselin, ve vodé
rozpustnych vitamini skupiny B a fady minerdlnich latek. Méné jsou vSak zminovany
biologicky aktivni fenolické latky, mezi néz se fadi i flavonoidy, které vykazuji fadu zdravi
prospeéSnych vlastnosti. V obilovindch pfedstavuji co do poctu relativné malou skupinu,

ktera vSak diky svym antioxida¢nim vlastnostem muze mit zna¢ny vliv na lidské zdravi.

Teoretické Cast této diplomové prace popisuje obecnou charakteristiku a chemické slozeni
obilovin s dirazem na pSenici a ryzi. Podrobngji charakterizuje jednotlivé fenolické latky
se zaméfenim na stanovované flavonoidy. Ddle popisuje rizné alternativy metod, které
jsou vhodné pro stanoveni flavonoida. Hloubéji se zabyva metodou molekularni absorpcni
spektrofotometrie v UV/VIS oblasti, ktera byla pouzita ke stanoveni flavonoida

v obilovinach v praktické ¢asti této diplomové prace.

Cilem praktické ¢asti je stanovit vhodny extrakéni postup pro nésledné spektrofotometrické
stanoveni, optimalizovat metodu stanoveni flavonoidii ve vzorcich obilovin s pouzitim
AICl3.6H,0 v prostiedi etanolu s ptidavkem NaNO; a NaOH a kvantitativné stanovit jejich

obsah.
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. TEORETICKA CAST
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1 OBILOVINY

Obiloviny neboli ceredlie, z anglického slova ,,cereals, vdé¢i za sviij nazev fimské bohyni
Ceres — bohyné plodnosti a trody. Pro vétSinu lidstva predstavuji zakladni nutri¢ni potiebu,
a to nejen ptimo formou stravy, ale i nepfimo jako krmivo pro zvifata [42]. Pro lidskou
vyZzivu se piedevsim pouziva zrno obilovin [32]. Vegetativni Casti téchto rostlin mohou byt
dale vyuzity jako krmivo, na produkci silaze nebo k zisku slamy, ktera slouzi jako
podestylka pro zvifata ¢i k vyrob¢é biopaliva [42]. Obiloviny patii mezi nejvyznamnéjsi
potravinatské rostliny diky své schopnosti tvorby vhodného a hodnotného energetického
zdroje — skrobu, zajisténi vétSiny potiebnych bilkovin i nékterych vitamind. Jsou vysoce
prizptisobivé k riznym klimatickym podminkam a pfi jejich péstovani je mozné pouzit
mechanizaci, coZ usnadiiuje zisk vysokych vynosii na velkych péstebnich plochach bez
naroki na fyzickou praci. Obilka se navic da snadno ptfepravovat a je skladovatelna az po

dobu n¢kolika let [7].

1.1 Charakteristika

Botanicky se obiloviny fadi do skupiny jednodéloznych travin — latinsky zvanych
Gramineae a vétsina z nich do ¢eledi lipnicovitych — latinsky zvanych Poaceae. Vyjimkou
je napf. pohanka z ¢eledi rdesnovitych — latinsky Polygonaceae a amarant z celedi
amarantovitych — latinsky Amaranthaceae, které se v posledni dobé zacaly hojné
uplatiiovat [50].

Kromé kukufice patii bézné obiloviny mezi dvoudomé rostliny, pro které je
charakteristické, ze kazda rostlina nese sam¢i organy — tfi prasniky (u ryze Sest) i samici
organy — semenik nesouci dvé blizny. V piipadé kukutice se sam¢i kvéty rodi v klasech na
vrcholové laté zvané stfapec a samici kvéty se rodi v fadach obilek na zdutelych $pickach
postrannich vétvi palice [42]. Jako zastupci skupiny travin sdileji nasledujici vegetativni
znaky, které¢ vSak maji vyvinuty v rizném stupni: ndpadné uzly na stonku, samostatny list
na kazdém uzlu, listy ulozené v protilehlé pozici, listy skladdajici se z plasté a Cepele,
tendence tvofit vétve v uzlech a ndhodné koteny u zdkladl uzld, spodni vétve mohou

zapustit kofeny a vyvinout se do stonkt jako odnozi [33].
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1.2 Stavba a sloZeni zrna

Casti obilovin, ktera se vyhradné vyuziva pro lidskou vyzivu, je jejich jednosemenny suchy
plod zvany nazka. U celedi lipnicovitych se nazka nazyva obilkou, obecné zrnem. Jeho
morfologicka skladba je zhruba stejna u vSech druhti obilovin, 1isi se vSak tvarem
(od tenkych protahlych po kulatd), hmotnosti, velikosti a podilem jednotlivych vrstev [36].
Skute¢nou velikost zrna ovliviiuje mnoho faktort jako napi. odrida, klimatické podminky
(destové srazky, slunecni svit, teplota a nadmotska vyska), kvalita pudy a agrotechnika.
V tabulce ¢. 1 jsou patrné rozdily ve velikosti i hmotnosti tisice zrn (HTZ) jednotlivych
obilovin [36]. Charakteristickym znakem obilovin je to, zda ma zrno pluchy nebo je nahé.
Zrna naha maji pSenice, kukufice a zito tzn., Ze pfi mlaceni vypadne samostatné zrno bez
obali. Je¢men, oves a ryze maji zrna pluchata, kterd se pted dalSim zpracovanim musi

loupat a obrousit od pluch a klicku [50].

Tab. 1 Rozdily velikosti a hmotnosti tisice zrn (HTZ) jednotlivych obilovin

Obilovina Délka (mm) Siika (mm) HTZ (g)
PSenice 5-8 25-45 27 - 48
Zito 45-10 15-35 15-40
Je¢men 8-14 1,0-45 32-36
Oves 613 1,0-45 32
Ryze 5-10 1,5-5,0 27
Kukufice 8-17 5-15 150 — 600
Cirok 3-5 2-5 8-50

Ptirozenou funkci po vyzrani semen obilovin — obilek, je uchovat zivotaschopnost zarodku
nové rostliny. K tomu slouzi rizné chemické sloZzky ulozené v jednotlivych anatomickych

castech semene. Kazda obilka je tvofena z obalovych vrstev, klicku a endospermu [32].

1.2.1 Obalové vrstvy

Obalové vrstvy tvoii cca 8 — 14 % hmotnosti zrna. Jsou tvofeny né€kolika vrstvami bunék,
chrani klicek a endosperm pied jejich vysychdnim a mechanickym poSkozenim. Obaly

se skladaji z oplodi a osemeni a v mlynské technologii byvaji ozna¢ovany jako otruby [29].
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Nejsvrchnéjsi vrstvou zrna je oplodi (pericarp), ktera je tvofena nerozpustnymi a obtizné
bobtnajicimi latkami, hlavné celulézou. M4 za ukol chranit zrno pfed mechanickym
poskozenim a U¢inky vody a Skodlivych latek [50]. Oplodi tvoii pokozka (epidermis),
bunky podélné (epicarp), buniky pii¢né (mesocarp) a buiiky hadicové (endocarp) [29].

Dalsi vrstva se nazyva osemeni neboli perisperm a déli se na vrstvu barevnou a hyalinni
(skelnou). Jsou zde ulozeny buiiky s barvivy, kterd urcuji vnéj$i barevny vzhled zrna.
Obsahuje také polysacharidové latky omezené bobtnajici a vazici vodu, ¢imz uréitym

zpusobem pfispivaji k udrzeni rovnovahy vlhkosti zrna [36].

Mezi obalovymi vrstvami a endospermem se nachdzi mékc¢i jednoduchd vrstva s velkymi
buitkami zvana aleuronova vrstva. Obsahuje vysoky podil protoplazmatickych bilkovin
(cca 30 %) a mineralnich latek, diky kterym se pfi vymilani aleuronové vrstvy vyrazné
zvysuje jejich obsah (popel) v mouce. Vzhledem Kk blizkosti k endospermu a snadné
vymilatelnosti se nékdy oznacuje jako tzv. vngjsi endosperm. Obrazek €. 1 znazoriuje
podélny fez pSenicnym zrnem, kde jsou vyznaeny jednotlivé morfologické vrstvy [36].
Vrstva oznacena pismenem E prechdzi pti mleti do mouky, vrstva O ptfechazi do otrub

a posledni vrstva K je odstranovana spolu s klickem [50].

_ endosperm

—— buiky endospermu se
Skrobem v bilkovinné matrici E

—— celulosove stény bunék endospermu

alearonova vrstva (,,vnéjsi
endosperm™)

hyalinni tkan
testa (osemeni)

cylindricke buiiky (0]
= piicné bunky

~ hypodermis

epidermis

bunééna vrstva klicku

= rudimentarni klicek K

primarni kofinky
Stitek kotinki

Obr. 1 Podélny rez psenicnym zrnem
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1.2.2 Klicek

Klicek neboli embryo pifedstavuje vlastni zdrodek nové rostliny a soucasné je nositelem
genetickych informaci [32]. Tvofi nejmensi ¢ast obilky — u pSenice tvofi cca 3 % hmotnosti
obilky, u kukufice az 15 %. Od endospermu je oddélen Stitkem obsahujicim az 33 %
bilkovin. Klicek obsahuje mnoho zivin, mezi které patii bilkoviny, aminokyseliny,
jednoduché cukry, vitaminy rozpustné ve vodé¢, hlavné tiamin a vitamin E. Také obsahuje
znacné mnozstvi tuku, kvali kterému je nutné pred mlynskym zpracovanim klicek
odstranit, jinak by velmi rychle podléhal oxida¢nim a enzymatickym zménam a vznikla by
Zlukla chut’ vyrobku [29]. Hmotnostni podil kli¢ku v zrnu kukutice (13 % hm.) je znaéné
rozdilny oproti ostatnim obilovinam (pSenice 3 % hm.). Proto také v mistech, kde se péstuji

vétsi objemy kukufice na zrno, je efektivni vyrabét z klicku olej [36].

1.2.3 Endosperm

Nazyva se vnitinim obsahem zrna a predstavuje jeho nejvétsi hmotnostni podil, az 86 %. Je
tvofen velkymi hranolovitymi buiikami a obsahuje zasobni latky pro kli¢ici rostlinu — §krob
a bilkoviny. Endosperm tedy zajistuje vyzivu zarodku a pfi zpracovani tvoii podstatnou
¢ast finalniho produktu (mouky, Skroby) [29]. PSeni¢na mouka je tvofena téméf Cistym
rozdrcenym pSenicnym endospermem. Prevdznou c¢ast endospermu (3/4) tvoii Skrob
a zhruba 10 % bilkovina, ktera je velmi vyznamna pro pekarenskou technologii. Jeji
kolisavy obsah a rozdilna kvalita je rozhodujici pro pekéarenskou zpracovatelskou kvalitu
pSeniéné mouky [32]. Pii vyzivé a krmeni je endosperm hlavnim zdrojem energie

a bilkovin [29].

1.3 Chemické slozeni zrna

Chemické slozeni vétSiny obilovin se navzajem pftili§ nelisi. Vétsi proméenlivost ve slozeni
je mezi riznymi varietami jednoho druhu. Vliv na chemické slozeni zrna maji lokalni
klimatické a pudni podminky i dané agrotechnické opatfeni v pribéhu roku [36].
Zakladnimi stavebnimi slozkami obilnych zrn jsou piedevs§im sacharidy a bilkoviny,
Vv malych mnoZstvich také lipidy, minerdlni latky a nejméné obsazeny jsou vitaminy,

barviva a dalsi slozky, které maji rizné riistové regulacni a genetické funkce [32].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

1.3.1 Sacharidy

Hlavni podil obilného zrna tvoii sacharidy. Muzeme je rozdélit podle jejich stupné
polymerizace na monosacharidy, oligosacharidy a polysacharidy [33]. V klicku jsou
predevsim soustiedény monosacharidy a disacharidy, které zde maji vyznamné biologické
funkce. Hlavni zastupce polysacharidii — $krob je vyhradné obsazen v endospermu zrna.
Celuldza se nachazi ve vnéjSich obalovych vrstvach, kde plni funkci mechanické ochrany
zrna, a spoletné sni i nerozpustné pentdézany. Rozpustna Cast pentdézanli je naopak

Vv podobalovych vrstvach osemeni a v aleuronové vrstveé [50].

Zastupci monosacharidi, pentozy i hexozy, existuji v nékolika izomerickych forméch. Ve
zralych obilnych zrnech se volné monosacharidy vyskytuji v nepatrném mnozstvi a maji
maly vyznam. Velmi dillezité jsou vSak jako slozky polymert, a to jak diky jejich podilu
ve strukturdlnich a zasobnich slozkach zrna, tak i na vlastnostech zrna a jeho produkti
béhem zpracovani. Nejcastéji se vyskytujici zastupci pentdz jsou xyloza a arabindza, které

hex6z je glukoza, jako jednotka Skrobu, celulozy a B-glukant [33].

Oligosacharidy jsou tvofeny molekulami monosacharidi spojenymi glykosidickymi
vazbami. Vyskytuji se ve velmi malych koncentracich. Mezi nejvyznamngjsi
oligosacharidy z hlediska technologie patfi maltdza a izomaltéza. Maltdza, slozena ze dvou
molekul gluk6éz pojenych vazbou a-1,4-glykosidovou, je predposlednim produktem
hydrolyzy skrobu. Ve vétSim podilu se vyskytuje u naruSené¢ho zrna, které vznika
pfedCasnym naklicenim za tepla a vlhka v dobé€ sklizné¢ nebo nevhodnym skladovanim.
Izomaltdza je slozena také ze dvou molekul glukéz pojenych vazbou a-1,6-glykosidovou.

V kli¢ku je obsazena predevsim sachardza slozena z molekuly glukozy a fruktézy [50].

Typickym piedstavitelem zasobnich polysacharidii, které jsou pro organizmus zdrojem ¢i
rezervoarem energie, je Skrob. Jeho obsah v parenchymatickych bunikach endospermu
tvori 60 — 75 % susiny obilek. Je slozen ze dvou frakci — amylézy a amylopektinu [32].
Jejich zékladnimi stavebnimi jednotkami jsou molekuly maltozy a izomaltdzy. V obilnych
Skrobech jsou amyloza a amylopektin zastoupeny v rizném poméru. VEtSinou se uvadi
pomér zhruba 25 % amylézy a 75 % amylopektinu. Amyldza je rozpustna ve vode za
studena a amylopektin ve vodé pouze bobtna [50]. Skrob je obecné ve studené vodé

nerozpustny, pouze bobtnd. Za tepla (nad 60 °C) sSkrobova zrna mazovati a viskozita
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vzniklého mazu se prudce zvySuje [29]. Po ochlazeni se vytvoii pruzny Skrobovy gel, ktery
je nositelem vlacnosti a vody ve stiidé pekatskych vyrobki, coz je jeden ze dvou hlavnich
vyznamu $krobu. Druhym je vyznam $krobu jako piedstavitele zdroje zkvasitelnych cukri

pro kvasinky pfi kypfteni tésta [32].

Zastupci neskrobovych polysacharidii jsou zejména celuléza, hemicelulozy a B-glukany.
Celuléza je slozena z polymerd, které jsou tvofeny glukdézovymi jednotkami spojenymi
vazbou B-1,4-glykosidovou. Spolu s dalsimi neSkrobovymi polysacharidy tvofi bunééné
stény a v rostlinach jsou zakladnim stavebnim materialem rostlinnym pletiv. Jsou zakladem

vlakniny, ktera je dilezitou soucasti potravy a ma ptiznivé G¢inky na zdravi [50].

Hemicelulozy jsou pestrou skupinou latek, ktera se déli na pentdzany ve vodé nerozpustné,
doprovazejici celulézu v bunécnych sténach, a rozpustné neboli slizy. Obsah hemiceluloz
je rozdilny u jednotlivych obilovin. Ve zna¢né mife jsou obsazeny ptredevSim v zitné
mouce [32]. Zitné pentdzany s vodou tvoii vysoce viskozni koloidni roztoky. Vazou na
svij hmotnostni podil nékolikandsobné mnozstvi vody v porovnani s lepkovymi

bilkovinami. Proto spolu se §krobem tvoii zaklad struktury zitnych tést [50].

Posledni zminéné B-glukany jsou rozpustné polysacharidy, které se ve vétsi mife vyskytuji
VjeCmeni a ovsu. Maji také schopnost vytvaret vysokoviskézni gely, ¢imZ zvySuji

a prodluzuji vla¢nost vyrobku a vykazuji piiznivé fyziologické uc¢inky [36].

1.3.2 Bilkoviny

Tyto nejvyznamnéjsi dusikaté latky obilovin uréuji technologickou jakost surovin [29].
Jejich obsah se pohybuje v rozmezi 6 — 15 %. Primérny obsah proteinti v zrnu pSenice se
uvadi v mnozstvi 12,6 g a v zrnu hnédé ryze v mnozstvi 7,5 g na 100 g sklizeného zrna.
Molekuly proteinil tvoii 100 a vice aminokyselin, které jsou spojené ponejvice peptidovou

vazbou [36].

V obilovindch se nachazeji bilkoviny protoplazmatické — albuminy, globuliny a zasobni —
prolaminy a gluteliny, které jsou obsazeny v endospermu [32]. Zastupci obilnych
prolamint jsou pseni¢ny a zitny gliadin, je¢ny hordein a kukufi¢ny zein. Gluteliny jsou
reprezentovany pSeni¢nym gluteninem a ryzovym oryzeinem [29]. PSeni¢né bilkoviny —
gliadin a glutenin po pfidani vody omezen¢ bobtnaji a za soucasného hnéteni s pritomnosti
vzdusného Kkysliku jsou schopny vytvofit pruzny gel nazyvany lepek. Jeho

charakteristickymi vlastnostmi jsou taznost, pruznost, plasticita a schopnost bobtnat ve
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ziedéném roztoku kyseliny mlééné. Lepek tvofi trojrozmérnou sit’ peptidickych fetézct
vzajemné propojenych riznymi vazbami a mustky, a tim vytvafi strukturu tésta. Lze jej
vyizolovat z tésta vypiranim proudem vody, kdy po vyplaveni latek rozpustnych ve vodé
a Skrobu nam zstane tzv. ,,mokry lepek“. Vyprany lepek obsahuje v susin¢ prumérné 90 %

proteint, 8 % lipidl a 2 % sacharida [29, 50].

Dominantni aminokyselinou obilovin je kyselina glutamova, kterd se vyhradné vyskytuje
jako glutamin. Naopak velice nizky obsah je lyzinu, kviili kterému je obilna bilkovina pro
¢lovéka neplnohodnotna, lyzin je limitujici aminokyselinou obilovin [32]. Obsah a skladba
jednotlivych aminokyselin ceredlnich bilkovin se li§i v zavislosti na odriidé a péstebnich
podminkédch. Obsahy esencidlnich aminokyselin vg na 100 g proteinu pfitomnych

Vv pSenici a ryzi jsou uvedeny v nasledujici tabulce €. 2 [36].

Tab. 2 Esencialni aminokyseliny v pSenici a ryzi

AMK
g.100g* Phe His lle Leu Lyz Met Thr Trp Val

proteinu

PSenice
46 2,0 3,0 6,3 2.3 1,2 2,4 2,4 3,6
(tvrda)

Ryze
52 2,5 4,1 8,6 41 2,4 4,0 1,4 58
(hnéda)

Ryze
52 2,5 4,5 8,1 3,9 1,7 3,7 1,3 6,7

(loupana)

* Phe — fenylalanin, His — histidin, Ile — izoleucin, Leu — leucin, Lyz — lyzin, Met — metionin, Thr — treonin,

Trp — tryptofan, Val — valin

1.3.3 Lipidy

Lipidy se u obilovin vyskytuji v malém mnoZstvi. Obsah v susiné se pohybuje v mnoZstvi
od 1 — 3 % u psenice, je¢mene, ryze a zita do 5 — 9 % u kukufice ¢i ovsa. Nejvice jsou
obsaZeny v klicku (cca 64 %), jehoz hmotnostni podil predstavuje 2,54 % celého zrna.
Zatimco v endospermu, i kdyz tvoii vice nez 80 % zrna, se vyskytuji v mnozstvi pouhych
3,3 % [36]. Jednozna¢né pievladajici mastnou kyselinou je kyselina linolova. Spolu
s dalS§imi nenasycenymi kyselinami tvoti vice nez 75 % mastnych kyselin. To pfedurcuje

vysokou nutriéni hodnotu lipidii obilovin, ale také nestabilitu, jelikoz nenasycené mastné
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kyseliny velmi snadno podléhaji oxidaci, ktera ma za nasledek hydrolytické zluknuti mouk
pti del$im skladovani. To se projevi zvySenim kyselosti. V obilovinach se vyskytuji také
lipofilni pigmenty, zejména karotenoidy Zluté a oranzové barvy [50]. Nasledna tabulka ¢. 3
zobrazuje profil jednotlivych druhti mastnych kyselin obsazenych v g na 100 g cerealnich

produktti — pSeni¢na mouka bila, ryze hnéda neloupana a ryze bila neloupana [36].

Tab. 3 Profil mastnych kyselin ve vybranych ceredalnich produktech

MK cis-mono- Polynenasycené MK
Nasycené MK
9.100 g* nenasycené MK celkové cis n-6 n-3
PSeni¢na
0,16 0,13 0,51 0,48 0,03
mouka bila
Ryze hnéda,
0,74 0,66 0,98 0,94 0,04
neloupana
Ryze bila,
0,85 0,91 1,29 1,26 0,03
neloupana
1.3.4 Vitaminy

Vitaminy se v obilovinach vyskytuji pfedev§im v kli¢ku a v aleuronové vrstvé. Vitamin A
neboli retinol je obsazen v kli¢cich ve formé svého provitaminu 3-karotenu. Obiloviny se
povazuji za hlavni zdroj vitaminu B; (tiamin), ktery je v kli¢cich a aleuronové vrstvé.
Vitamin B; (riboflavin), ktery se fadi k flavinim, se také nachazi pfedevsim v klicku. Ve
zna¢ném mnozstvi v pSenici a jeCmeni se vyskytuje vitamin Bz (niacin), ktery
je lokalizovan v aleuronové vrstve, a proto jeho hlavni podil ptechazi do otrub. Je odolny
vuci oxidaci a je termostabilni. Déle jsou obsaZeny téZ vitamin Bs (kyselina pantotenova)
a vitamin Bg (pyridoxin) [29]. Podle stupn¢ vymleti svétlych mouk zbyva cca 10 — 20 %
pivodniho obsahu vitaminu skupiny B v zrnu. V pSenici a jeCmenu jsou ve vyssich
mnozstvich pfitomni dal§i zastupci vitaminu skupiny B, a to kyselina nikotinova
a nikotinamid. V pseni¢nych kli¢cich se navic vyskytuje ve znacné koncentraci lipofilni
vitamin E, ktery se z nich izoluje na vyrobu vitaminovych preparati ve farmaceutickém
prumyslu [32]. Obsah n¢kterych z vySe zminénych vitamint obilovin je uveden v tabulce

¢. 4 v mg na 100 g vybranych cerealii [36].
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Tab. 4 Obsah vitaminii v pSeni¢né mouce a ryzi

Vitamin E Vitamin B; | VitaminB, | VitaminB; | Vitamin Bg Folat
mg.100 g™
mg.100g* | mg.100g* | mg.100g* | pg100g™ pg.100g* | pg.100g™
PsSeni¢na . .
0,30 0,31 0,03 3,60 0,15 22
mouka bila
PsSeni¢na
mouka 1,40 0,47 0,09 8,20 0,50 57
celozrnna
RyZe bila,
(0,10) 0,41 0,02 5,80 0,31 20
rychlovarna
RyZe hnéda,
0,80 0,59 0,07 6,80 N 49
neloupana

" fortifikovand mouka, () — odhad, N — nebylo stanoveno

1.3.5 Mineralni latky

Predstavuji anorganicky zbytek po spaleni rostlinného materidlu zvany ,,popel®. Jeho

koncentrace je nejvyssi v obalovych vrstvach, proto jeho obsah vzriista se stupném vymleti.

cv v

mezi 1,25 az 2,5 %. Zrna a celozrnné produkty obsahuji zna¢né mnozstvi drasliku, zeleza,

hot¢iku, zinku a vapniku. V nizsich koncentracich se vyskytuje fada stopovych prvkd, jako

napiiklad selen. Obiloviny maji nizky obsah sodiku [36]. Mineralni latky maji svij

technologicky vyznam, jelikoz mlynsko-technologicky proces a ptiprava mouk se fidi

i podle obsahu popela [29]. Piehled a obsah jednotlivych mineralnich latek obsazenych

V pSeni¢né mouce a ryzi uvadi nasledna tabulka ¢. 5 [36].
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Tab. 5 Obsah minerdlnich latek v pSenicné mouce a ryzi

. Selen
mg.100 g™ Sodik Draslik Vapnik Hor¢ik Zelezo Zinek
(ng)
Pseni¢na . .
3 150 140 20 2,0 0,6 2
mouka bila
Pseni¢na
mouka 3 340 38 120 3,9 2,9 6
celozrnna
Ryze bila,
4 150 51 32 0,5 18 13
rychlovarna
Ryze hnéda,
3 250 10 110 1,4 18 10
neloupana

" fortifikovana mouka

Rodriguez et al. [51] zjistovali hodnoty vySe uvedenych mineralnich latek a stopovych
prvkll ve sbirce pSeni¢nych planych forem z Kanarskych ostrovil. Stanovili nasledujici
primérné koncentrace jednotlivych mineralnich latek: sodik (102 + 52 mgkg™), draslik
(4363 + 386 mg.kg™), vapnik (351 + 62 mg.kg™), hoi¢ik (1163 + 155 mgkg™), Zelezo
(40,0 + 5,5 mg.kg™), zinek (32,1 + 2,9 mg.kg™) a selen (67,7 + 40,4 pg.kg™). Antoine et al.
[4] stanovovali také hodnoty téchto mineralnich latek a stopovych prvki v bilé a hnédé ryzi
na jamajském trhu. Nasleduje vycet zjisténych pramérnych koncentraci jednotlivych
mineralnich latek: sodik (6 mg.kg™; 15,1 mg.kg™), draslik (913 mg.kg™?; 2157 mg.kg™),
vapnik (127 mg.kg?®; 104 mgkg?), hoitik (371 mgkg?; 1205 mg.kg™), zelezo
(22,3 mg.kg?; 20,1 mg.kg?), zinek (15,6 mg.kg™; 20,2 mg.kg™), selen (0,108 mg.kg™;
0,131 mg.kg™).

1.3.6 Dalsi slozky obilovin

Ptiznivé Gc¢inky na zdravi ¢lovéka mohou vykazovat dalsi latky obsaZené v obilovinach,
které jsou oznaCovany jako fytochemikalie neboli rostlinné bioaktivni latky [36].
Antioxidacni vlastnosti téchto latek snizuji riziko vzniku chronickych onemocnéni, vcetné
rakoviny, kardiovaskularnich onemocnéni a cukrovky [44]. Mezi fytochemikalie patii
zastupci skupiny polyfenolit — flavonoidy, ale i dalsi antioxidanty tokotrienoly, tokoferoly

a karotenoidy, které pomahaji t€lu zbavit se Skodlivych volnych radikald, které by mohly
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poskodit DNA buiky a vyvolat nékteré formy rakoviny a dalSich nemoci [3]. Tyto latky
jsou soustfedény prevazné v aleuronové vrstveé, nékteré v oplodi, osemeni a klicku [68].
V malych mnozstvich byly v obilovinach také identifikovany fytoestrogeny, které mohou
hrat roli v ochran¢ proti né€kterym druhiim rakoviny prostaty a prsu [3]. V pSeni¢nych
moukach jsou obsazeny oxida¢ni enzymy lipoxygenaza a peroxygenaza, které hraji
vyznamnou roli pfi ur€ovani funkénich vlastnosti mouky béhem zpracovani. Nicméné
v kontaktu sjejich substraty, kterymi jsou pravé fytochemikalie, ovliviiuji nutriéni
vlastnosti pSeni¢nych zrn a jejich stabilitu béhem skladovani [68].

Na druhou stranu jsou obiloviny zdrojem antinutri¢nich latek, které mohou mit naopak
negativni vliv na vyzivu organizmu. Jedna se hlavné o relativn€ hojné se vyskytujici fytaty,
které tvofi nerozpustné komplexy s mineralnimi latkami (pfedevs§im se Zelezem, zinkem
a s vapnikem), ¢imz snizi jejich biologickou dostupnost, a tim dochazi ke snizeni jejich
absorpce v organizmu [33]. Rozsah ovlivnéni nutri¢ni hodnoty z diivodu téchto reakci
se odviji od tfady faktord, jako jsou mnoZzstvi hydrolyzovaného fytatu béhem zpracovani,
koncentrace fytaitu a mineralnich latek v potraviné¢, mnozstvi fytatu degradovaného
Vv travicim traktu a také zpusob stravovani a celkovy nutri¢ni stav jedince [36]. Kyselina
fytova, ucinna chelata¢ni latka mnoha esencidlnich mineralnich Zivin, predstavuje 1 — 5 %
susiny obilovin a jedlych lusténin [65]. Negativné mohou pusobit také fenolické latky ze
skupiny flavonoidi — taniny, z divodu jejich schopnosti tvofit komplexy s bilkovinami,

a tim snizovat jejich stravitelnost [36].

1.4 Vyznam pro lidskou vyZivu

Pro vétSinu celosvétové populace predstavuji potraviny na bdzi obilovin jeden
zdrojem Skrobu, ktery poskytuje znacné mnoZstvi energie. Ta je uvolnéna ze Skrobu
rozkladem skrobovych polymert ve formé glukézy absorbované do krevniho obéhu [33].
Vlaknina obilovin tvofena pievazné z neSkrobovych polysacharidl, jako jsou celuloza,
hemicelulézy a B-glukany, je vyznamna pro Cinnost traviciho traktu. Podporuje rist
fyziologické mikroflory tlustého stieva, zvySuje Cinnost stiev, a tim ptsobi preventivné
proti zacpé. Je dilezita i v prevenci kardiovaskularnich onemocnéni nebo cukrovky 2. typu,

a to diky pozitivnimu vlivu na hladinu cholesterolu ¢i glukozy v krvi [64].
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Dalsi dileZitou Zivinou obilovin jsou bilkoviny, které vSak z divodu velmi nizkého obsahu
esencidlni aminokyseliny lyzinu, jsou povazovany za neplnohodnotné. Vyjimkou je Zito,
které ma hlavni limitujici aminokyselinu tryptofan [36]. Pro zvySeni kvality obilnych
bilkovin je vhodnd jejich kombinace spolu s bilkovinami jinych potravin jako napf.

mléénych, vaje¢nych ¢i bilkovin svaloviny masa [64].

Obsah lipidii v obilovinach je pomérné maly, vyskytuji se prevazné v klicku. Nenasycené
mastné kyseliny, z nichz jednoznaéné ptevlada kyselina linolova, tvoii vice nez 75 % vsech
mastnych kyselin. Diky nim maji obilné lipidy znacnou nutri¢ni hodnotu, nicmén¢ jsou
také pficinou nestability mastnych kyselin po hydrolyze tukli zplisobené lipdzami pii

delsim skladovani mouk [36].

Obiloviny jsou také zdrojem vitamind, které jsou pro ¢lovéka esencialni, jelikoz si je lidsky
organizmus nedokédze syntetizovat v dostateném mnozstvi k pokryti svych potieb a je
nutné je dodavat stravou. Obsahuji pfedev§im vitaminy skupiny B (tiamin, riboflavin,
pyridoxin, kyselinu nikotinovou a pantotenovou), které se vyskytuji ptevazné v obalovych
vrstvach a klicku, kde jsou doprovdzeny i1 vitaminem E s vyznamnymi antioxidacnimi
vlastnostmi [33]. Cela zrna a celozrnné produkty obsahuji také zna¢né mnozstvi
mineralnich latek, a to pfedevS§im vapnik, zelezo, hoi¢ik, draslik a zinek. V nizsich
koncentracich se v nich vyskytuje fada stopovych prvka jako naptiklad selen, jehoz

mnozstvi je zavislé na obsahu selenu v pudé [36].

1.5 Produkce

Podle nejnovéjsi statistiky FAO (Food and Agriculture Organization, Organizace pro
vyzivu a zemé&délstvi) ze dne 11. dubna 2013 je svétova produkce obilovin v sezéné od
cervence 2012 do cervna 2013 odhadovana na 2309 miliont tun. Celkové zasoby jsou
odhadovany ve vysi 2826 miliont tun, z toho 2335 miliont tun bude vyuzito na produkci
potravin, krmiva a primyslové ucely. Pro obchodni ucely se odhaduje 303 miliont tun
a zbylych 500 miliéna tun piedstavuji konecné zasoby. Na obrazku ¢. 2 je zobrazen graf,
ktery znazornuje vyvoj hodnot produkce, vyuziti a konecnych zasob obilovin v ¢asovém
obdobi od roku 2002 do roku 2013 [67]. Mezi 5 hlavnich producentii obilovin ve svété
patii Cina, USA, Indie, Rusko a Indonésie. Obrazek &. 3 zobrazuje graf, ktery uvadi
prumérnou hodnotu produkce obilovin v jednotlivych statech v letech 2002 — 2010 [15].
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Obr. 3 Priimérnd produkce obilovin péti nejvyznamnéjsich producentii v letech 2002 —2010

Obilovinou s nejvyssi svétovou produkei, zaznamenanou v roce 2009 ve vysi 817 miliénd
tun, byla kukufice. Druhou nejvice produkovanou obilovinou byla ryze s vice nez 685
miliony tun vroce 2008. Mezi jeji nejvétsi producenty patii Cina, Indie, Indonésie
a Pakistan. Pfiblizn¢ stejna hodnota produkce jako u ryze byla v roce 2008 zaznamenana

u tieti nejprodukovanéj$i obiloviny — pSenice, ktera je zakladni potravinou hlavnich



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 25

civilizaci v Evrop¢, Asii a Severni Americe po vice nez 8000 let [31]. Dalsich pét obilovin
tvoti také vyznamny podil na svétové vyzive, produkci potravin a napojui. V potadi podle

jejich celosvétové produkeni tonaze jimi jsou: jeémen, ¢irok, proso, oves a zito [42].

1.6 PSenice

Tato dominantni obilovina vét§iny zemi svéta véetné CR se taxonomicky fadi do rodu
Triticum [36]. Jedna se o plodinu péstovanou jiz ve starovéku, ktera pivodné pochazi

Z oblasti Blizkého Vychodu [42].

1.6.1 Déleni

Rod Triticum se dale dé€li do tii odrud, které se lisi poétem chromozom. Prvni skupinou
jsou ,,primitivni* diploidni pSenice se 14 chromozomy, které byly pouzivany jiz v Neolitu
a stale jsou do jisté miry péstovany v Evrop€. Zastupcem je pSenice jednozrnka (Triticum
monococcum, zvana ,,einkorn®) a jeji plana forma Triticum boeoticum, kterou lze nalézt na
Balkan¢ a ve vychodnim Stfedomoii. Dalsi skupinu tvofi tetraploidni pSenice s 28
chromozomy. Planou formou je Triticum dicoccoides, ze které pochazeji pSenice
dvouzrnka (Triticum dicoccum) a pSenice tvrda (Triticum durum), vhodna pro vyrobu
téstovin. Dale zde patii pSenice nadufela (Triticum turgidum), pSenice polska (Triticum
polonicum), pSenice Perska (Triticum carthlicum) a psSenice Timofejevova (Triticum
timopheevi), které vSak maji relativné maly ekonomicky vyznam. Tteti skupinu piedstavuji
pSenice hexaploidni se 42 chromozomy. Pfedpoklada se, ze diploidni a tetraploidni pSenice
by mohly byt ptedky pravé téchto modernich pSenic. V soucasnosti nejcastéji péstovanou
hexaploidni pSenici je pSenice seta (Triticum aestivum) a jeji poddruh — subsp. vulgare,

ktery se pouziva pro vyrobu chleba [42].

Z botanického hlediska lze pSenici rozdélit na Ctyfi variety podle barvy (bila a Cervend)
a osinatosti klasu (osinaty a bezosinny). VétSina nasich odrud patii do variety s klasem
bilym bezosinatym [47]. Cervena pSenice je charakteristicka svou na¢ervenalou ¢ mirné
fialovou barvou obilky, coZ je zplisobeno ptfitomnosti flavonoidii, diky kterym vykazuje
antioxidacni ucinky [24].

Z péstitelského hlediska se pSenice setd déli na ozimé, které se vysévaji na podzim a jsou
sklizeny na zacatku léta, a pSenice jarni vysévané na jafe a sklizené na konci 1éta, které

vSak maji obecné niz§i vynosy nez zimni. PSenice mohou byt klasifikovany také z hlediska
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zpracovatelského na mékké a tvrdé, dle tvrdosti zrna. V kontinentdlni evropské
terminologii se za tvrdé pSenice povazuji ty, které se pouzivaji pro vyrobu téstovin,

zatimco ostatni jsou mékké [42].

1.6.2 Charakteristika

Klas pSenice seté je nelamavy, s osinami nebo bez osin. Plevy a pluchy jsou vej¢itého nebo
podlouhle vejc¢itého tvaru se zjevnym kylem. Obilky, suché jednosemenné plody, jsou

nahé, na prifezu oblé s vystouplym klickem a ochmyfenim na protéjsi strané [36]. Na

obrazku ¢. 4 jsou postupné vyobrazeny pseni¢ny porost, detail klasu bezosinné variety

a semena [47].

Obr. 4 Psenicny porost, detail klasu a semena

1.6.3 Produkce

Diky zna¢nému mnozstvi druhii a odrtd a jejich schopnosti pfizptisobit se je mozné psenici
péstovat témef po celém svété [36]. Podle udaji z FAOSTAT (Food and Agriculture
Organization Corporate Statistical Database, Statisticka databaze Organizace pro vyzivu
a zem&délstvi) patii mezi 5 nejvétsich svétovych producenti psenice Cina, Indie, USA,
Rusko a Francie. Na ptelomu roku 2007/2008 se vyprodukovalo 610 miliénti tun, coz
predstavovalo cca 29 % svétové produkce obilovin ve stejném obdobi. Vice nez 73 %
vypéstované psenice bylo urceno pro lidskou spottebu, necelych 17 % piipadlo na vyrobu
krmiva pro zvifata a zbytek byl pouzit na ostatni ucely [18]. Na obrazku €. 5 je zndzornéna
primérna produkce v letech 2002 — 2010 péti nejvétsich svétovych producenti pSenice
[15].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 27

150M

: I

Cina Indie USA Rusko Francie

o

. r

miliony tun

[ # Produkce p§'enice}

Obr. 5 Priumérna produkce péti nejvyznamnéjsich producentii psenice v letech 2002 — 2010
V Ceské republice je pSenice nejvyznamnéjsi obilovinou. Tvoii 51 aZ 52 % celkové plochy
obilovin a diky svym relativné vysokym a stabilnim vynosim piedstavuje pro vétSinu
vyrobnich oblasti CR produkéni jistotu. Roéni produkce u nas je piiblizné 4 miliény tun,
coz odpovida cca 55 % ro¢ni produkce obilovin. Na mouku a potravinaiské vyrobky
se spotiebuje cca 1 200 tisic tun (30 % pramérné produkce), na osivo pfipada spotieba cca
190 tisic tun (4,7 % pramérné produkce) a zbylych cca 2 600 tisic tun (65 % primérné
produkce) se pouzije na vyrobu krmiva, export a dalsi pramyslové vyuziti [46].

1.7 Ryze

Ryze je nejrozsitenéjsi obilovinou pro piimou konzumaci. Pochézi z tropické a subtropické
jihovychodni Asie a je jednou z nejstarSich kulturnich rostlin svéta [36]. Pisemné dikazy
0 péstovani ryze v Ciné sahaji az do tietiho tisicileti pfed n. 1. Na uzemi Evropy se dostala
mnohem pozdé&ji, a to v osmém stoleti do Spanélska. Prvni ryzoviité byla zalozena v Italii
v roce 1522. Pravé z italského vyrazu ,,riso* byl pravdépodobné odvozen Cesky nazev —

ryze [48].

1.7.1 Déleni

Piedkem domestikovanych druhti ryze je pravdépodobné jejich plany druh Oryza

rufipogon. Nejbéznéji péstovanym druhem je ryze seta (Oryza sativa). Dalsi druh ryze tzv.
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ryze africka (Oryza glabberima) byla domestikovana v zapadni Africe a je stale dileZitou
plodinou tropické Afriky. Péstuji se dvé hlavni linie ryze, a to vodni (nizinnd), ktera se
pestuje ponofenim ve vode az do doby sklizné. Ta je vySe vynosna nez ryze sucha (horska),
ktera je péstovana na suché zemi. Déle se rozliSuji dva hlavni poddruhy ryze seté. Prvnim
poddruhem je Oryza sativa subsp. japonica typicka pro vétSinu severnich a jiznich oblasti
s delsimi fotoperiodami [42]. Z hlediska vafivych vlastnosti ma nelepiva a dobie
oddélitelna zrna. Dal§im poddruhem je Oryza sativa subsp. indica, ktera roste v dalSich
tropickych oblastech. Jeji zrna béhem vareni rychle méknou a stavaji se kasovitymi [33].
Oba poddruhy se od sebe vzajemné lisi tvarem zrna. Japonska ryze ma dlouhé zrno ve
tvaru tyCinky a indicka ryze ma kratké zrno, $ir$i ovalného tvaru [32]. Na obrazku ¢. 6

mizeme vidét ryzi setou - Oryza sativa v jeji kratko- i dlouhozrnné podobé¢ [43].

gor
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Obr. 6 Kratkozrnnd a dlouhozrnnd ryze

1.7.2 Obchodni druhy

V mezinarodnim obchod¢é se vyskytuji druhy ryze: bila — white, kterd ma oloupany,
obrouseny a lestény endosperm, hnéda ¢i ¢ervena — brown, red, cargo obsahujici posledni
obalovou vrstvu spolu s vitaminy a mineralnimi latkami a ryze zlomkova a poskozena —
paddy, kterou tvoii ¢asteéné obrusované zlomky bilych zrn [32]. Dale se mizZeme setkat
sryzi ve varnych saccich, instantni a parboiled. Posledni zminéna ryZze parboiled se
upravuje specialnim technologickym zptisobem, ktery byl patentovan zhruba pied padesati
lety v USA. Jde o ¢tyffazovou hydrotermickou upravu zrna, béhem které se neloupana ryze
nejprve namoci a poté se plusobenim vysokotlaké pary vpravi dovnitf zrna rozpusténé
mineralni latky a vitaminy z jeho povrchovych vrstev. Poté nasleduje béznd Uprava zrna
loupéanim, lesténim, po které vSak tyto latky v zrnu nadale zastavaji. Piisobenim vysokych
teplot soucasn¢ dochdzi ke zméné struktury skrobu, coZ se odrazi na vativosti ryze, ktera si

udrzuje sypkou konzistenci a nelepi se ani po delSim vafeni ¢i stani pfi zvySené teplote.
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Syrova parboiled ryze ma Zlutou barvu, po uvaieni se vSak zméni na zarivé bilou. V této
upraveé se prodava i ryze natural. Parboiled ryze je z vyzivového hlediska hodnotnéjsi nez

bézna ryze, a to diky obsahu vitamina skupiny B, hot¢iku, fosforu, vapniku a Zeleza [36].

V posledni dobé€ se na trhu mizeme setkat s novymi druhy ryze, jako jsou ryze basmati
s jemnou chuti a ofiSkovym nadechem, ryzi carnaroli a jasminovou. Oblibenou je také ryze
divoka (indianska, plana neboli Wild rice, Zizania aquatica), ktera se ziskava z plané vodni
travy rostouci v Kanadé a v USA v oblasti Velkych jezer. Casto se pouziva v kombinaci
sryzi hnédou ¢i psenici a jeji nutricni hodnota je pomérné vysoka [36]. Na nasledujim

obrazku ¢. 7 je ryze divoka - Zizania aquatica a jeji zrna [21, 43].
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Obr. 7 Ryze divoka a jeji zrna

1.7.3 Produkce

Ryze je ponejvice péstovana v asijskych a africkych zemich a zcasti také v Americe [50].
svété Cina, Indie, Indonésie, Bangladés a Vietnam. Podle zvefejnénych tdaji se v letech
2007/2008 vyprodukovalo 441 miliont tun, coz tvorilo necelych 21 % celkové produkce
obilovin v daném obdobi. Vyvezlo se zhruba 7 % z celkového mnozstvi vyprodukované
ryze a cca 379 miliont tun bylo pouzito pro potravinaiské ucely [19]. Obrazek ¢. 8
zobrazuje prumérnou produkci v letech 2002 — 2010 péti nejvétsich svétovych producentt

ryze [15].
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Obr. 8 Priumérna produkce péti nejvyznamnéjsich producentii ryze v letech 2002 — 2010
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2 FENOLICKE LATKY

Celozrmné obiloviny obsahuji mnoho zdravi prospéSnych latek, mezi které se kromé
vlakniny, vitamind a mineralnich latek fadi i fytochemikalie zahrnujici pravé fenolické
latky [14]. Tyto sekundarni metabolity rostlin se obecné zapojuji do obrany rostlin proti

puasobeni ultrafialového zafeni a agresivité patogenti [40].

Strukturalné obsahuji jedno nebo vice aromatickych jader, na které je kovalentn¢ vazana
jedna hydroxylova skupina v pfipadé¢ monomert, nebo vice hydroxylovych skupin u vysoce
polymerovanych slou€enin zvanych polyfenoly [5]. VéEtSina pfirodnich fenolickych latek
je ptitomna v konjugované formé s mono- a polysacharidy (glykosidy). Mohou se vSak
vyskytovat i jako funk¢ni derivaty, jako jsou estery a metylestery [20]. Polyfenoly maji
obrovskou variabilitu ve své struktufe a nasledné ve své funkci. V soucasnosti bylo
identifikovano vice nez 8000 fenolickych struktur v rostlinach, a to obvykle ve formé
glykosidui [10].

Fenolické latky vykazuji silné antioxidacni vlastnosti, diky nimz mohou spolu
s antioxidacnimi vitaminy a enzymy chranit pfed oxida¢nim stresem zpusobenym
nadmérnymi reaktivnimi formani kysliku a dal$imi radikaly. Hraji tak roli v prevenci
degenerativnich onemocnéni, zejména rakoviny, Kkardiovaskularnich a neuro-
degenerativnich onemocnéni [60], ackoli donedavna byly povazovany odborniky na vyZivu
za antinutrienty kvuli nezadoucimu G¢inku tanini na stravitelnost proteint [9].
V potravinaiském pramyslu dale roste zdjem o rostlinné materialy bohaté na fenolické
latky z diivodu jejich schopnosti zpomalit oxida¢ni degradaci lipidd, a tim zlepsit kvalitu

a nutri¢ni hodnotu potravin [66].

Jsou obsaZzeny ve vSech potravindch rostlinného ptvodu, proto tvoii nedilnou soucast
lidské stravy [9]. Bylo prokazano, ze hraji vyznamnou roli pro zdravi ¢loveka. Vysoky
pfijem potravin bohatych na polyfenoly byl spojen se sniZenim rizika mnoha chronickych
chorob, véetné rakoviny, kardiovaskularnich onemocnéni, chronického zanétu a dalsich
degenerativnich onemocnéni [60]. Hlavnimi zdroji polyfenoli ve stravé jsou ovoce
anapoje, jako ¢aj, kdva a vino. Cokolada, svysokym obsahem flavonoidii, spolu
s obilovinami, zeleninou a semeny luskovin pfispivaji také k jejich celkovému dennimu

piijmu, ktery je odhadovan mezi 150 — 1000 mg [10].
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Vétsina literarnich zdrojii tykajicich se rostlinnych fenolti je zaméfena hlavné na ty
obsazené v ovoci, zeleniné, vinu a €aji, ackoliv mnohé z nich (napt. fenolové kyseliny
a flavonoidy) se vyskytuji také v obilovinach. Navic ziskavani fenolickych latek z obilovin
ma fadu vyhod. V porovniani s ovocem a zeleninou jsou obilnd zrna suchd, snadno
dlouhodob¢ skladovatelnd a mozna také jednodusSeji zpracovatelna do stabilnich
koncentratti. Diky tomu mohou obiloviny poskytovat fadu piijatelnych, zdravi prospésnych
slozek v potravinach. V obilném zrnu se pievazné vyskytuji v oplodi (pericarp). Mohou
se ziskat oloupadnim zrna k produkci otrub, které se mohou déle pfidat do potravin, ¢imz

se zvysi jejich obsah vlakniny a nutri¢ni vlastnosti [14].

Mezi hlavni skupiny fenolickych latek, které byly stanoveny v celozrnnych obilovinach,
patii fenolové kyseliny, flavonoidy, kondenzované taniny, avenantramidy, lignany

a alkylresorcinoly [14].

2.1 Fenolové kyseliny

Fenolové kyseliny jsou polyfenolické slouceniny, které mohou byt dale rozdéleny do dvou
hlavnich tfid na derivaty kyseliny benzoové a derivaty kyseliny skoficové [40]. Mezi
zastupce derivati kyseliny benzoové patii kyselina vanilova a salicylova, zatimco derivaty
kyseliny skoficové jsou kyselina ferulova a kavova [63]. Jejich vyskyt byl zaznamenan
ve vSech obilovinach, a to jak ve volné, tak ve vazané form¢. Volné fenolové kyseliny jsou
lokalizovany ve vné&jsi vrstveé pericarpu a extrahuji se pomoci organickych rozpoustédel
[14]. Uvolnéni vazanych kyselin je mozné provést kyselou nebo alkalickou hydrolyzou
nebo pomoci enzymi [60]. Hlavni hydroxyskoficovou kyselinou vyskytujici
se v obilovinach je kyselina ferulova. Vyskytuje se zejména ve vnéjs$i Casti zrna.

V pseniéném zrnu byl stanoven jeji obsah v hodnoté¢ cca 80 — 2000 mg.100 g* susiny [52].

Zili¢, S. et al. [68] chromatograficky analyzovali jednotlivé fenolové kyseliny v otrubach
pSenice seté a tvrdé. Prevladajici fenolovou kyselinou byla kyselina ferulova s koncentraci
v rozmezi od 5502,05 do 9160,92 mg.kg™, coz odpovida asi 95 — 99 % obsahu celkovych
kyselin v zrnu. Dale byla detekovana také kyselina p-kumarova a p-hydroxybenzoova.
Hung, P. V. et al. [30] stanovovali obsah fenolovych kyselin ve volnych a vazanych
fenolovych extraktech zrn voskové (bez amylézy) psenice pomoci HPLC. Piky vsech
slozek byly detekovany pti 280 nm. V této studii byly zjistény tii fenolové kyseliny,

ato kyselina ferulova, kumarova a p-hydroxybenzoova, ackoliv i kyselina vanilova
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a skoficova mohou byt pfitomny. Obsah kyseliny ferulové byl nejvyssi ve vazané forme
ve vn&j§i &asti pSeniéného zrna v mnozstvi 374,4 + 3.4 pg.g” vzorku. Zatimco kyselina p-
hydroxybenzoova a kumarova byly pfitomny ve vétSim mnozstvi ve volné formé nez ve
vazané. Mattila, P. et al. [41] kvantifikovali obsah celkovych fenolovych kyselin metodou
HPLC po alkalické a kyselé¢ hydrolyze. Nejvyssi obsah byl zaznamenan v otrubach psSenice
V mnoZzstvi 4527 rng.kg'1 a zita v mnozstvi 4190 mg.kg'l. Celozrnné mouky téchto zrn
obsahovaly 1342 a 1366 mg.kg™ v daném pofadi. V obilnych produktech byly nalezeny

zejména kyselina ferulova, sinapové a p-kumarova.

2.2 Proantokyanidiny

Kondenzované taniny neboli proantokyanidiny ¢i prokyanidiny jsou slozeny z jednotek
flavanol [26]. Taniny jsou schopny navazat proteiny, sacharidy a mineralni latky, ¢imz
snizuji jejich stravitelnost. Podileji se na trpkosti potravin. Vykazuji vysokou antioxidacni
aktivitu in vitro ve srovnani s monomernimi fenolickymi latkami. Navic mohou mit
antikarcinogenni, gastroprotektivni a protiviedové c¢inky, mohou snizovat hladinu
cholesterolu a pfiznivé pisobit na mocové cesty. Tyto latky se nachazeji v ¢iroku ve formé
polymert a v je¢meni ve form& mono-, di- ¢i trimert. Jejich oddéleni a kvantifikace podle
stupné polymerace je mozna pouzitim metody HPLC s fluorescencni detekeci. V je€menu
byly napiiklad stanoveny v mnozstvi 0,74 mgkg™ a v &roku v mnozstvi 7,88 — 21,97
mg.kg™ [2]. Finocchiaro et al. [17] stanovili spektrofotometricky pfi 540 nm obsah
proantokyanidini ve vzorcich &ervené ryze v rozmezi od 93,30 mg.kg™ do 118,56 mg.kg™,

v zavislosti na genotypu, a ve vzorcich &erné ryze v mnozstvi 153,07 mg.kg™.

2.3 Avenantramidy

Avenantramidy se skladaji z derivatu kyseliny antranilové pojeného s derivatem kyseliny
hydroxyskoticové. Nachdzeji se predevSim v ovesnych vlockach [14]. Byly zaznamenany
LDL [60]. Mattila, P. et al. [41] detekovali mnozstvi avenantramidi v ovesnych
produktech metodou HPLC po extrakci 80% metanolem. Zjistili, ze ovesné vlo¢ky (26 — 27
mg.kg™) jich obsahuji piiblizng dvakrat vice neZ ovesné otruby (13 mg.kg™). Mezi tfi

hlavni avenantramidy vyskytujici se v ovsu patii avenantramid 1, 3 a 4, znami také jako
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avenantramid B, C a A [2]. Dimberg, L. H. et al. [13] stanovili pomoci metody HPLC

mnozstvi avenantramidi A v ovesném zrnu v rozsahu od 40 do 132 mg.kg™.

2.4 Lignany

Lignany se fadi k fytoestrogenim, které se vyskytuji pfedevS§im ve Inéném seminku,
ale také v je¢meni, ovsu, pSenici, triticale a Zzitu. Jejich mnozstvi v téchto obilovinach
se pohybuje v rozmezi od 8 do 299 pg.100g™ [14]. V rostlinach byly identifikovany
sekoizolaricirezinol a matairezinol, které jsou metabolizovany stievni mikroflérou na savéi
lignany enterodiol a enterolakton [40]. Lignany jsou biologicky dostupné, s antioxida¢nimi
vlastnostmi a piedpokladem ke snizovani rizika srde¢nich onemocnéni, rakoviny prsu,

prostaty a tlustého stieva [14].

2.5 Alkylrezorcinoly

Alkylrezorcinoly jsou derivaty 1,3-dihydroxybenzenu s lichym po¢tem uhlikovych fetézct
na benzenovém jadie v pozici C-5. Nachazi se v otrubach psenice, zita, triticale a jeCmene.
Maji antibakterialni a antimykotické vlastnosti a in vitro antioxidacni aktivitu [ 14]. Mattila,
P. et al. [41] stanovovali mnozstvi alkylrezorcinoli v obilnych produktech pomoci HPLC
po extrakci ve 100% metanolu. Uvadi, Ze jejich obsah v otrubach psenice byl v hodnoté

3225 mg.kg™ a v celozrnné mouce v hodnoté 759 mg.kg™.

2.6 Flavonoidy

Predstavuji rozsahlou tfidu sekundarnich rostlinnych fenolti o nizké molekulové hmotnosti,
které se vyznacuji flavanovym jadrem [26]. Vyzkum flavonoidli ma pocatek ziejmé v roce
1936, kdy madarsky védec Albert Szent-Gyorgi zkoumal sou¢innost mezi vitaminem C
a dosud neidentifikovanymi kofaktory z kiry citronu, které nejprve nazval ,.citrin® pozdéji
»vitamin P* [53]. Dosud bylo identifikovdno vice nez 4000 flavonoidii vyskytujicich
se prevazné v listech, semenech, kofenech a kvétech rostlin, kde zajistuji ochranu proti
ultrafialovému zateni, patogenim a bylozravcim [26]. Jejich nazev pochazi z latinského
»Hflavus® (zluty) a mnohé z nich jsou zodpovédné za zbarveni kvétin nebo listi na podzim
[23]. V potravinach jsou obsazeny piedevsim ve formé glykosidu a polymerd, které jsou
dale v rizném rozsahu Stépeny v travicim traktu [26]. Denni pfijem flavonoidi stravou

je odhadovanna 1 — 2 g [53].
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2.6.1 Struktura

Zakladem struktury flavonoidi je flavan, ktery se sklada ze dvou benzenovych kruht (A
a B) a heterocyklického pyranového kruhu C. Jednd se o charakteristické usporadani
uhlikatého skeletu C6-C3-C6 [62]. Obrazek ¢. 9 znazornuje obecnou strukturu a systém
pouzivany pro ¢islovani uhlikt jadra flavonoida [16]. Flavonoidy se lisi svym uspofadanim
hydroxylovych, metylovych a glykosidickych postrannich skupin a spojenim mezi A a B
kruhem [53]. Béhem metabolizmu jsou hydroxylové skupiny pfidavany, metylovany,
sulfatovany a glukuronidovéany [26]. Znacné ¢ast flavonoidl je glykosylovéana. Nejcastéji
navazanym cukrem byva glukéza, ramndza, méné pak galaktoza, arabinoza, xyloza [8].
V rostlinach se flavonoidy ¢asto vyskytuji jako O-glykosidy nebo C-glykosidy. O-
glykosidy maji cukernou slozku navazanou na —OH skupinu aglykonu obvykle v pozici

3 nebo 7, zatimco u C-glykosidt je navazana obvykle na 6-C nebo 8-C aglykonu [53].

5 4

Obr. 9 Zdkladni struktura flavonoidii

2.6.2 Chemicka stabilita

Barva flavonoidi se odviji podle prostfedi, ve kterém se nachézeji. V neutralnim a kyselém
prostfedi jsou bezbarvé. V zasaditém prostiedi se zabarvuji do zluté az zluto-oranzové
barvy [11]. Antokyany, jedni ze zastupct skupiny flavonoidd, maji v kyselém pH ¢ervenou
barvu a v zasaditém pH modrou [62]. Teplotni stabilita flavonoidl se odviji od prostiedi
extrakénich rozpoustédel. Byl studovan vliv extrakéniho prostfedi metanolu, etanolu
avody na standardni roztoky rutinu a kvercetinu v teplotnim rozsahu od 40 do 120 °C.
V piipadé metanolu a etanolu byl zjistén velmi pozvolny pokles koncentraci standardi,
ktery pii teploté 120 °C vykazoval hodnotu 20 %. Zato pfi extrakci stlacenou vodou nastal
pokles jiz pii pocatecni teploté 40 °C. S rostouci teplotou klesala koncentrace standarda

k nulové hodnoté [27].
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2.6.3 Resorpce a metabolizmus

Resorpce se odviji od davky, zpiisobu podani, ptedchozi stravy, mikrobidlni populace
stieva apod. [26]. Pied tim, nez mohou byt flavonoidy z rostlinné stravy absorbovany, musi
byt uvolnény zvykanim, ¢innosti travicich §t'av a nakonec mikroorganizmy tlustého stfeva
[28]. Vétsina flavonoidl, s vyjimkou flavanolti (katechiny a proantokyanidiny), jsou
Vv rostlindch pfitomny jako glykosidy, coz urCuje, Zze mohou byt absorbovany az po
metabolizaci bakteridlnimi enzymy v tlustém stievé. Pouze flavonoidové aglykony
a glukosidy (vazany na glukozu) mohou byt absorbovany jiz v tenkém stievé, kde jsou
rychle metabolizovany za vzniku metylovanych, sulfatovanych ¢i glukuronidovanych
metaboliti [39]. Tyto reakce jsou velmi efektivni, vysledkem je nepiitomnost volnych
flavonoidovych aglykonti v plazmé nebo moci. Absorpce z tenkého stieva je €¢innéjsi nez
zZ tlustého stfeva a vede k vy$Sim hodnotdm v plazmé. Flavonoidy, které nemohou byt
absorbovany z tenkého stfeva a absorbované flavonoidy vylucované zluci, jsou Stépeny
mikroorganizmy Vv tlustém stfevé za vzniku fenolovych kyselin. Ty mohou byt dale
absorbovany a jejich hodnoty 1ze métit v plazmé a moci [28]. Obecné plati, ze biologicka
dostupnost flavonoidii je relativné nizka v diasledku omezené absorpce, rozsahlé

metabolizace a rychlé eliminace [39].

2.6.4 Antioxida¢ni aktivita

Jejich ochranné uCinky v biologickych systémech spocivaji ve schopnosti prenaSet
elektrony na volné radikaly, chelatovat kovové kationty, aktivovat antioxida¢ni enzymy,

redukovat a-tokoferolové radikaly a inhibovat oxidazy [26].

Antioxidacéni aktivita flavonoidli a jejich derivati zavisi na prostorovém uspofadani
funkénich skupin jaderné struktury. Konfigurace a celkovy pocet hydroxylovych skupin ma
znaény vliv na nékolik mechanizmt antioxidacni aktivity. Schopnost odstrafiovani volnych
radikali je predevSim pfipisovana jejich vysoké reaktivité [26]. Stupen hydroxylace
a umisténi —OH skupin na B-kruhu ma za nasledek vyssi aktivitu, nebot’ pii odstranovani
reaktivnich forem kysliku a dusiku vytvofi relativné stabilni flavonoidové radikaly F-O-,
nebo se chovaji jako zadouci vazebné misto pro stopové kovy [5]. Mechanizmus reakce

odstranovani volnych radikala diky —OH skupinam flavonoidt je uveden nize:

F-OH + R- ——p» F-O-+RH
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Pfitomnost nenasycené vazby mezi C-2 a C-3 spoleéné se 4-o0xo skupinou v C-kruhu
zvySuje schopnost flavonoidi odstranovat volné radikdly [5]. Aglykony jsou obecné

silnéjsimi antioxidanty nez jim odpovidajici glykosidy [26].

Rozdily v antioxida¢ni aktivité mezi polyhydroxylovanymi a polymetylovanymi flavonoidy
jsou s nejveétsi pravdépodobnosti zptsobeny jak rozdily v hydrofébnosti, tak molekularni
usporadanosti v prostoru [26]. Substituci hydroxylovych skupin v B kruhu skupinami

metylovymi se méni redoxni potencial, ktery potlacuje jejich antioxidaéni aktivitu [5].

2.6.5 Zastupci flavonoidu v obilovinach

Na zaklad¢ stupné oxidace pyranového C kruhu se rozliSuji nasledujici hlavni skupiny
flavonoidu: flavony, flavonoly, flavanony, flavanoly a antokyany [62]. Jejich obecna

struktura je uvedena na nasledujicim obrazku ¢. 10 [8].

(OH)
(OH) I o)

o
(CH) (|3

flavony

flavanony flavanoly
(CH)
'9) =+
(OH) : Os,
antolcyany

Obr. 10 Obecnda struktura hlavnich zdstupcu flavonoidii

Flavonoidy se vyskytuji v oplodi vSech obilovin. Doposud nejvétsi rozsah riznych

flavonoidu byl zaznamenan v ¢iroku [14].

Flavony patti spole¢né s flavonoly k nejrozsitengj$im zlutym pigmentiim rostlin. Casto se

vyskytujicimi flavony jsou piedevsim apigenin a luteolin [62]. Vyskyt obou zastupci byl
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kromé petrzele a celeru hlasen i v prosu, ovsu a ¢iroku [14]. V ryZovych otrubach, prosu

a pSenici se nachazeji nejbéznéjsi C-glykosidy flavont — vitexin a orientin [40, 62].

Flavonoly jsou nejvice rozsifenymi flavonoidy v bézné piijimanych potravinach (cibule,
jablka, kapusta, zeleny a Cerny caj) a hlavnimi zastupci jsou kvercetin a kemferol.
Vyskytuji se piedevsim ve vné&jSich tkanich rostlin (pokozka, listy), jelikoz je jejich
biosyntéza stimulovana svétlem [40]. Jako volné aglykony jsou pfitomny minimalng,

hlavnimi formami flavonoli jsou glykosidy [62].

V ¢iroku a ovsu byly zaznamenany flavanony, které se nachazeji predevsim v citrusech
[14]. Nejvyznamnéj$imi zastupci jsou aglykony hesperetin, ktery je soucasti glykosidu
pomeran¢ll a citrond, a naringenin vyskytujici se hlavné v grapefruitech. Jsou uloZeny

v albedu citrusovych plodu a jejich obsah se zvySuje béhem zrani [62].

Flavanoly existuji v monomerni form¢ jako katechiny a polymerni jako proantokyanidiny
[40]. Katechiny se nachazeji ptedevsim Vv ¢aji, ale byly také identifikovany v je¢meni
a ¢iroku [8, 14]. Na rozdil od jinych tfid flavonoidi flavanoly nejsou v potravinach
glykosylovany. Proantokyanidiny, znamé jako kondenzované taniny, jsou dimery,
oligomery a polymery katechinti [40]. Maji astringentni (sviravé) ucinky, a spolu
s flavanolovymi katechiny se vyskytuji v ovoci (jablka, hrusky, hrozny) a napojich jako

napf. vino, ¢aj, cokolada a kakao [8].

Antokyany piedstavuji nejrozsifenéj$i a pocetné velmi rozsahlou skupinu rostlinnych
barviv [62]. Tyto ve vodé rozpustné pigmenty jsou zodpovédné za modré, fialové a Cervené
zbarveni v potravinach rostlinného ptivodu [14]. V potravinach ma vyznam nasledujicich
6 antokyanii sefazenych sestupné dle Cetnosti vyskytu: kyanidin (fialovy), pelargonidin
(Sarlatové Cerveny), peonidin (fialovy), delfinidin (purpurové modry), petunidin (purpurové
modry) a malvidin (purpurovy) [62]. Tyto latky byly stanoveny v oplodi pigmentovanych
odrtd obilovin, a to modrého jeCmene; rizové, cervené, modré a fialové kukufice; Cerné
ryze; cerného ¢iroku; modré a fialové pSenice. Mletim téchto obilovin do otrub doslo ke
koncentraci antokyani [3]. Abdel-Aal [1] studoval slozeni a stabilitu antokyanti v modré
a fialoveé pSenici. Po jejich separaci pouzitim HPLC se ukazalo, ze kazda pSenice ma
zfetelny antokyanovy profil. V celozrnné p3enici stanovili 93 — 152 mg.kg™ a v otrubach
236 — 453 mg.kg™. Antokyany ziskané z prirodnich zdrojii se pouZivaji jako potravinaiska
barviva vice nez 100 let. Jejich nevyhodou vSak je skutecnost, ze maji intenzivni barvu

v prostiedi o pH < 3,5, coz omezuje jejich pouziti pouze pro kyselé potraviny [62]. Zjistilo
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se, ze Ciroky obsahuji unikatni antokyany, takzvané 3-deoxyantokyany, které postradaji —
OH skupinu na treti pozici v C kruhu. Tento znak pravdépodobné zvysuje jejich stabilitu
pii vysokém pH prostiedi, coz je Cini dobrymi pfirodnimi potravinovymi barvivy. Mezi
jejich hlavni zéstupce v Ciroku patii zluty apigeninidin a oranzovy luteolinidin. Vysledky
vyzkumu ukazaly, Ze ¢iroky s cernym oplodim mély vyssi obsah 3-deoxyantokyanti nez ty
s cervenym. Produkci otrub ze zrn ¢erného Ciroku se koncentrace antokyant zvysila témét
sedmkrat [14]. V lidské stravé se antokyany nachazeji v Cerveném viné, nékterych
odradach obilovin, nékteré listové a kofenové zeleniné (lilek, zeli, fazole, cibule,

fedkvicky), a nejhojné&ji v ovoci [40].

2.6.6 Utinky na zdravi

Vyzkum flavonoidt a jinych fenolickych latek, jejich antioxida¢nich vlastnosti a jejich
ptiznivych G¢inkl v prevenci chorob, skuteéné zacal az po roce 1995, do té doby se o nich
zminovalo velmi ziidka. Hlavnim faktorem, ktery ovliviiuje vyzkum fenolickych latek, je
jejich znaéna riznorodost a slozitost chemickych struktur [54].

Pfiznivé zdravotni ucinky flavonoidt jsou pfipisovany jejich antioxida¢nim vlastnostem
a schopnostem inhibovat peroxidaci lipidi, tvofit stabilni komplexy s redox-aktivnimi
kovy a zmirflovat ostatni procesy =zahrnujici reaktivni formy kysliku. Ty totiz
prostfednictvim destabilizace membran, poskozeni DNA a oxidace LDL pfispivaji ke
starnuti bun€k, mutagenezi, rakoviné [26]. Uvadi se, Ze vykazuji protirakovinne,
protialergenni, protivirové a protizanétlivé efekty a snizuji riziko kardiovaskularnich
onemocnéni [16]. Dle uvedenych informaci by mohly v budoucnu flavonoidy, ve formé
pfirodni, hemisyntetické ¢i syntetiCké, samostatné nebo v kombinaci s jinymi G¢innymi
latkami, slouzit jako ucinné 1éky proti nejcastéjSim degenerativnim onemocnénim, jako

rakovina, diabetes a kardiovaskularni onemocnéni [59].
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3 METODY STANOVENI FLAVONOIDU

Detekce a identifikace biologicky ucinnych latek hraje duleZitou roli ve fytochemickém
vyzkumu. Fenolické latky v rostlinnych materidlech se orientaéné stanovuji pomoci
techniky chromatografie na tenké vrstvé (TLC — Thin Layer Chromatography) piipadné na
kolonach. Ke kvalitativnimu a kvantitativnimu stanoveni téchto latek se vyuzivaji
predevsim metody chromatografické, a to plynovda a vysokou¢inna Kkapalinova
chromatografie (GC — Gas Chromatography, HPLC — High Performance Liquid
Chromatography), elektromigra¢ni metody — kapilarni elektroforéza (CE — Capillary
Electrophoresis) a spektrofotometrické v UV/VIS oblasti [35].

3.1 Molekularni absorpé¢ni spektrofotometrie v UV/VIS oblasti

Jedna se o jednu z nejuzivanéjSich analytickych metod pro stanovovani latek v roztocich.
Podstatou je méfeni absorpce vhodného elektromagnetického zateni molekulami latek
v ultrafialové a viditelné oblasti spektra (v rozsahu vinovych délek cca 200 — 800 nm).
Latky absorbujici zéafeni s vlnovou délkou pod 380 nm (ultrafialové zafeni) se jevi jako
bezbarvé, a ty absorbujici vinové délky v rozsahu 380 — 770 nm se jevi oku jako barevné
[45]. Absorpce zafeni souvisi s pfechodem elektronu mezi dvéma a vice energetickymi
hladinami v molekule. Excitovana molekula se vraci zpét do zakladniho stavu bez radiace,

zativa energie se méni v tepelnou a zvySuje se kineticka energie molekul [57].

Pii méfeni absorpce je ¢ast ze vstupujiciho toku zafeni @g absorbovana vzorkem jako tzv.
absorbovany zativy tok ®@a. V idealnim piipadé zbytek zafeni projde a je zaznamenan jako
vystupujici zativy tok @ [56]. Tato skutecnost je schematicky znazornéna na nasledujicim

obrazku &. 11 [56].

h

vzorek

\ 4
\ 4

zaiivy tok zaitvy tok
vstupujici vystupujici

= zafivy tok
absorbovany

Obr. 11 Interakce zdieni se vzorkem
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Podil zafivého toku vystupujiciho @ a vstupujiciho ®¢ se oznacuje jako propustnost neboli
transmitance, ktera je dana vztahem: t = ® / ®( [56]. Mnozstvi absorbované¢ho zareni
urcité vinové délky se vyjadiuje v jednotkach absorbance, coz je zaporné vzaty logaritmus

transmitance. Absorbance je definovana vztahem A = - log t = log (®o / @) [45].

Kvantitativni analyza absorpénich metod je zalozena na Lambertové-Beerové zakonu, dle
kterého plati, ze hodnota absorbance A pfi vinové délce A je pfimo umérna soucinu
molarniho absorpéniho koeficientu &, (I.mol™t.cm™), tloustky vrstvy kyvety | (1 cm)

a molarni koncentrace absorbujici latky ¢ (mol.I™) [49].
Ak =& . l.c

Neznamou koncentraci absorbujiciho analytu lze vyhodnotit metodou kalibra¢ni kiivky

nebo metodou standardniho piidavku [6].

Zili¢ et al. [68] stanovovali spektrofotometricky celkovy obsah flavonoidi v péti
genotypech psenice seté (Triticum aestivum L.) a pSenice tvrdé (Triticum durum). Po dobu
4 hodin pied provedenim extrakce volnych a vazanych fenolickych sloucenin byly vzorky
vystaveny piisobeni 4 N NaOH, tim doslo k uvolnéni vazanych forem. Nasledovala uprava
pH na hodnotu 2,0 pomoci 6 N HCI a hydrolyzaty byly ¢tyindsobné extrahovany ve smési
etylacetat:dietyleter (1:1, v/v). Kombinovany extrakt byl odpafen do sucha pod proudem N
a pii teploté 30 °C. Zbytek se rozpustil v 1,5 ml metanolu a pftefiltroval pies 0,45 um
nylonovy filtr a udrzoval se pii teplot¢ 20 °C. Ke stanoveni obsahu flavonoidi bylo
smichano 100 ml extraktu s 50 ml 5% NaNO,. Po péti minutach bylo pfidano 500 ml 10 %
AICl;. Po sedmi minutach nasledoval ptidavek 250 ml NaOH a smés byla odstfedéna pfi
5000 g po dobu 10 minut. Absorbance supernatantu byla métfena pii vinové délce 510 nm
proti slepému vzorku. Celkovy obsah flavonoidii byl vyjadien v mg ekvivalentu katechinu
(CE) na kg. Vysledky této studie ukazaly, ze flavonoidy byly soustfedény v otrubach
pSenic. Primérny celkovy obsah flavonoidll v otrubédch pSenice seté byl zjistén v hodnoté

213,04 a pSenice tvrdé v hodnot& 259,31 mg CE.kg™.

Afify et al. [2] zjistovali celkovy obsah flavonoidi ve tfech bilych odridach ciroku.
Vzorek (1 g) byl smichan s 10 ml 80% metanolu a poté 2 hodiny tfepan. 0,4 ml extraktu
celkovych flavonoidi bylo pfidano ke 4 ml H,O a 0,3 ml 5% NaNO,. Po péti minutach byl
pfidan 10% AICl;3 v mnozstvi 0,3 ml a po dalSich 6 minutach 1 M NaOH ve 2 ml.

Destilovana voda byla pouzita k doplnéni na konecny objem 10 ml. Nasledovalo
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spektrofotometrické stanoveni pii 510 nm proti slepému vzorku. Jako standard byl pouzit
katechin. Celkovy obsah flavonoidii v surovém ciroku byl stanoven v rozmezi od 45,91

do 54,69 mg.100g™ susiny.

Hung P. V. et al. [30] spektrofotometricky stanovovali celkovy obsah flavonoidi
jednotlivych frakci zrn voskové psenice pomoci kolorimetrické metody s pouzitim AICIs.
Volné fenolové slouceniny byly extrahovany smisenim 1 g mouky s 10 ml 80 % etanolu
za stalého tfepani po dobu 20 min pii pokojové teploté. Suspenze byla odstiedéna, pouzita
k opakované extrakci a ziskal se supernatant. Extrakty volnych fenolovych sloucenin byly
koncentrovany pomoci vakuové odparky a nasledné doplnény metanolem na konecny
objem 10 ml. Poté bylo ke zbytku piimo piidano 20 ml 2 N NaOH a tfepalo se 90 minut pfi
teploté¢ 60 °C. Dale bylo upraveno pH na hodnotu 2 pomoci 6 N HCI a byla odstfedéna
srazenina. Volné mastné kyseliny a lipidy byly odstranény pétindsobnou extrakci hexanem.
Uvolnéné fenolové kyseliny byly extrahovany Sestkrat etylacetatem. Etylacetatové extrakty
byly nasledn¢ odpafeny do sucha a rozpustény v 10 ml metanolu. Ke stanoveni obsahu
flavonoidt bylo pouzito vhodné fedéni extraktd (0,5 ml) spolu s 1,5 ml 95% etanolu. Poté
bylo pfidano 0,1 ml 10% AICls, 0,1 ml 1 M octanu draselného a 2,8 ml destilované vody.
Smés se inkubovala 30 minut pii pokojové teploté a absorbance byla métena pii 415 nm
pomoci Shimadzu UV-160A spektrofotometru. Obsah flavonoidl byl vypoc€itan pouZitim
kalibrace standardniho alkoholového roztoku rutinu vyjadieny v pg ekvivalentu rutinu
(RE) na g vzorku. Nejvyssi obsah celkovych flavonoidli byl zaznamenan u vnéjsi Casti
pSeniéného zrma v mnozstvi 226,5 pug RE.g" mouky volnych fenolovych extrakti
a341,8 ng RE.g" mouky vézanych fenolovych extrakti. Ostatni asti pSeniéného zrna,
véetné bilé a celozrnné mouky, mély podstatné niZsi obsah flavonoidl, z ¢ehoZ vyplyva,

ze flavonoidy jsou soustfedény predevsim ve vnéjsi vrstveé pSeni¢nych zrn.

Shen et al. [55] méfili spektrofotometricky celkovy obsah flavonoidi v bilé, Cervené
a ¢erné ryzi pouzitim kolorimetrické metody. Nejprve byla provedena extrakce 1 g vzorku
Vv prostiedi metanolu s obsahem 1% HCI po dobu 24 hod pfi teploté 24 °C. Tento postup
byl dvakrat opakovan. Ziskané extrakty byly odstiedény pii 4000 g 15 minut. 0,5 ml
vhodn¢ ziedéného extraktu nebo standardu bylo odpipetovano do 15ml zkumavek s 2 ml
dvakrat destilované vody a 0,15 ml 5% NaNO,. Po péti minutach bylo ptidano 0,15 ml
10% AICl3.6H,0 a za dalsich pét minut byl pfidan 1 ml 1 mol.dm™ NaOH. Reakéni smés

byla dobfe promichana, nechala se 15 minut odstat a nasledovalo méteni absorbance pfi



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 43

415 nm. Celkovy obsah flavonoidil byl vypocitan s pouzitim kalibra¢ni kiivky standardu
rutinu a vyjadien v mg RE na 100 g suché hmotnosti. Obsah flavonoidii ve vsech trech
druzich ryze se pohyboval v rozmezi od 88,6 do 286,3 mg RE. lOOg'l. Hodnota priimérného
obsahu flavonoidt v bilé ryzi byla 131,6; v ¢ervené ryzi 147,2 a v erné ryzi 240,6 mg
RE.100g™.

3.2 Plynova chromatografie — GC

Plynova chromatografie byla pro analyzu flavonoidl pouzita jiz na pocatku Sedesatych let
20. stoleti [12]. Nevyhodou této techniky je omezeni separace pouze na aglykony
flavonoidu, proto je nutnym krokem analyzy tzv. derivatizace. Vznik derivatu vede ke
zvySeni tékavosti predev§im téch analyti obsahujicich hydroxy, karboxy nebo amino
skupiny. Vysledkem je zvySeni citlivosti a selektivity pti detekci [34]. Ve vétSiné piipadt
dochazi pti derivatizaci ke vzniku trimetylsilyleterovych (TMS) derivati. Ty jsou dale
separovany na kolon¢ s naslednou tepelné-vodivostni detekci. Jednotlivé frakce slouzi pro
IR a UV/VIS spektroskopii. GC metoda poskytuje vysokou rozliSovaci schopnost
S nizkymi detekénimi limity, ale kvili derivatizaci je naro¢nd na provedeni. Analyza
flavonoidi metodou GC ma v posledni dobé vétsi vyznam pravdépodobné diky rozvoji
vysokoteplotni chromatografie a zavedeni zlepsenych derivatiza¢nich postupt [12]. GC je
hlavni chromatografickou metodou pouZivanou pro analyzu zejména fenolovych kyselin

Vv rostlinnych materialech [58].

Havsteen [25] identifikoval flavonoidy pouzitim metody GC-MS (Gas Chromatography
with Mass Spectrometry, Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii) v propolisu.
Vzorek propolisu (0,5 mg) byl derivazitovan v 50 ml pyridinu a 100 ml bis-(trimetylsilyl)
triflouro-acetamidu v uzaviené sklenéné trubici pfi teploté¢ 100 °C. Dalsi vzorek propolisu
(1 mg) byl extrahovdn se 70% etanolem pro zisk balzdmu a ten byl nasledné také
derivatizovan. Slozky vzorku byly nasledné separovany a analyzovany na automatickém
GC-MS pristroji. Zjisténé latky mohou byt identifikovany pomoci pocitacového
vyhledavani v referencnich knihovnach obsahujicich GC reten¢ni cCasy a hmotnostni

spektra.
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3.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie - HPLC

Patii mezi analytické separa¢ni metody, pii kterych dochazi k d€leni slozek obsazenych ve
vzorku mezi mobilni (pohyblivou) a stacionarni (nepohyblivou) fazi. Pohybem mobilni
faze je vzorek unasSen soustavou. Separaci jednotlivych slozek ovliviiuje nejen jejich
interakce se stacionarni fazi, ale i slozeni mobilni faze. Pouzivaji se rozpoustédla rtizné
polarity dle mechanizmu separace, zménou vlastnosti mobilni faze v systému s danou
stacionarni fazi dojde k ovlivnéni pohybu jednotlivych slozek a tim i jejich rozdéleni [27].

Pro separaci fenolovych kyselin a flavonoidi metodou HPLC se témét vyhradné pouziva
usporadani s reverzni fazi na alkylovanych silikagelech C18, UV/VIS detektor s diodovym
polem (DAD) a binarni rozpoustédlo, které je tvofeno systémem obsahujicim okyselenou
vodu (rozpoustédlo A — obvykle zahrnuje vodné kyseliny nebo pfisady jako fostaty)
apolarni organické rozpoustédlo (rozpoustédlo B — zpravidla cisté nebo okyselené
metanolem ¢i acetonitrilem). Oddéleni obvykle trva jednu hodinu pii pritokové rychlosti
1,0 — 1,5 ml.min™ [61]. Viechny flavonoidové aglykony obsahuji alespoii jeden aromaticky
kruh a v duasledku toho efektivné absorbuji UV zafeni. Prvni maximum nachazejici se
v rozsahu 240 — 285 nm je dusledkem A-kruhu a druhé maximum, které je v rozsahu 300 —

550 nm, je dusledkem substituce a konjugace C-kruhu [58].

Li et al. [38] analyzovali metodou HPLC flavonoidy v riznych organech pohanky tatarské
a pohanky obecné. 0,1 g rozemletého vzorku bylo extrahovano s5 ml 80% metanolu
obsahujiciho 10% kyselinu fosfore¢nou. Nasledovalo 5 minutové tfepani pii pokojové
teploté a poté byl vzorek uloZzen po dobu 1 hod pii teploté 37 °C, béhem toho byl kazdych
20 min vortexovan 1 min. Po odstfedéni pfi 1000 x g po dobu 5 min byl vznikly
supernatant piefiltrovan a pouzit pro analyzu. Nasledovalo dvounasobné ziedéni
metanolem a vzorky byly stanoveny HPLC pfistrojem s UV/VIS detektorem. Analyza byla
vyhodnocena pii 280 nm, pouzita byla kolona C18. Mobilni faze byla pfipravena ze smési
0,15% kyseliny octové a metanolu. Priitok byl nastaven pii 1,0 ml.min™, vstiikovaci objem
byl 20 pl a kolona byla udrzovana pti 30 °C. Kvantifikace jednotlivych flavonoidt byla
vypocitana jako ekvivalent odpovidajiciho standardu. Jako standardy byly pouzity rutin
a kvercetin. Veskery obsah byl vyjadien v pg.mg™ suSiny. Nejvyssi obsah flavonoidi
(ptevazné rutinu) byl stanoven v kvétech pohanky obecné v mnozstvi 169,66 a pohanky
tatarské 177,90 ug.mg™. V kofenech pohanky obecné bylo zjisténo 1,02 a pohanky tatarské
0,86 pg.mg™* flavonoida.
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Havsteen [25] popsal analyzu propolisu pouzitim HPLC jako piiklad identifikace
flavonoidt v pfirodnich produktech. Vzorek z propolisu (0,5 mg) byl extrahovan
metanolem v ultrazvukové 1azni po dobu 10 min. Extrakt byl nasledné filtrovan a davkovan
do HPLC pristroje. Jako vhodné mobilni faze uvedli: rozpoustédlo A, voda:kyselina
mravenci (95:5) a rozpoustédlo B, metanol. Latky mohou byt eluovany pii pritokové
rychlosti 1 ml.min? s pouZitim linearniho gradientu zacinajiciho s30 % B po dobu
15 minut, poté navySeného na 40 % B po 20 min, 45 % B po 30 min, 60 % B po 50 min,
80 % B po 52 min a 80 % B v 60 min k ustaleni sloupce. Latky mohou byt detekovany pti
290 a 340 nm.

3.4 Kapilarni elektroforéza — CE

Jedna se o relativné¢ novou separacni techniku ve srovnani s plynovou a kapalinovou
chromatografii [34]. VyuZziva pohybu nabitych c¢astic v elektrickém poli, ke kterému
dochazi bud’ ptimo v roztoku elektrolytu, nebo v nosném médiu, napt. gelu. Podstatou
metody je charakteristicka rychlost pohybu jednotlivych ¢astic v elektrickém poli, ¢ehoz se
vyuziva pii analyze €i separaci smési [22]. Kapilarni elektroforéza se pouZziva pro analyzu
flavonoidi v oblasti vyzkumu pfirodnich produktd, jako jsou rostliny, zelenina, byliny
a produkty z nich ziskané [12]. Na zaklad¢ provedeni paralelni analyzy ¢ajovych katechint
a flavini zcajové infize metodou CE a HPLC sUV detekci bylo zjisténo,
ze reprodukovatelnost hodnot byla pfiblizné stejna, doba analyzy CE byla 3x kratsi

(10 minut / 27 minut), nicméné citlivost byla 5x nizs§i ve srovnani s HPLC [58].

Mezi hlavni elektromigra¢ni techniky patii kapilarni zonova elektroforéza (CZE, Capillary
Zone Electrophoresis) a micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC, Micellar
Electrokinetic Chromatography) s typickym fosfatovym ¢i boratovym pufrem, kapilarami
0 vnitfnim pruméru 50 — 100 mm, napétim 10 — 30 kV a objemem nastiiku v rozmezi 10 —
50 nl [12]. CZE pracuje Vv kontinualnim systému elektrolytd, kde se vzorek umisti do
prosttedi zakladniho elektrolytu, jehoz slozeni =zarucuje konstantni podminky
(t]. homogenni elektrické a chemické pole, pH) v celé separani kapilafe. Vlivem
elektrického pole vznikaji zony jednotlivych latek migrujicich svou stalou rychlosti.
V pribéhu casu se zoény postupné od sebe vzdaluji. MEKC je modifikovana
elektroforetickd technika zaloZena na ptfidani surfaktanti do zékladniho elektrolytu. Tyto

latky tvofi nabité micely, které migruji v kapilafe pisobenim elektrického pole [34].
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Nasledna detekce je obvykle provedena pomoci UV detektorii, ale také jsou pouzivany
fluorescenéni, ED a MS [12].

Kreft et al. [37] provedli extrakci a nasledné stanoveni rutinu v pohance pouzitim metody
CE. Extrakce byla provedena za pouziti rozpoustédla s obsahem 60 % etanolu a 5 %
amoniaku ve vodg. Extrakty byly analyzovany pomoci CE s 50 mmol.dm™ boratovym
pufrem (pH 9,3), 100 mmol.dm™ dodecyl sulfitu sodného, p¥i 380 nm. V otrubéach
pohanky byla stanovena koncentrace rutinu v hodnotach 131 — 476 ppm, v mouce 19 — 168
ppm. Byly také stanoveny primérné hodnoty koncentrace rutinu v ostatnich céastech
pohanky: v listech — 300 ppm, ve stoncich 1000 ppm a kvétech 46 000 ppm. Vysledky

naznacuji, ze pohanka by mohla byt dilezitym nutri¢nim zdrojem flavonoidu.
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CIiLPRACE

Cilem praktické casti diplomové prace bylo vypracovat extrakéni postup pro nasledné
spektrofotometrické stanoveni flavonoidl, rozpracovat metodu stanoveni flavonoidl
s pouzitim AIlCl3.6H,0 V prostiedi etanolu s pfidavkem NaNO, a NaOH. Nasledné pak
spektrofotometricky stanovit flavonoidy ve vybranych druzich obilovin a jejich mnoZzstvi

vyjadiit jako obsah rutinu.
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5 METODIKA

5.1 Chemikalie

- metanol — Penta

- etanol

- redestilovana voda

- HCI — 36%, Penta

-NaNO;, (c=0,5 mol.dm'3) — dodavatel Ing. Petr Lukes

- AlICI3.6H,0 (c=0,3 mol.dm'3) — dodavatel Ing. Petr Svec
- NaOH (c = 1 mol.dm™) — dodavatel Ing. Petr Lukes

- standard Rutin Trihydrat ROTICHROM®~CHR

5.2 Pristroje a zarizeni

- elektricky mlynek a vlockova¢ Waldner Biotech

- digitalni vahy Schoeller AFA-2102C

- ultrazvukova lazen PS04000A Ultrasonic compact cleaaner 4L — powersonic
- odstedivka Hettich zentrifugen D-78532 Tuttlingen

- spektrofotometr Libra S6 biochrom

- mikropipety s nastavitelnym objemem v hodnotach 5 — 1000 pl

- bézné laboratorni pomuicky a sklo
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5.3 Charakteristika vzorku

Celkem bylo analyzovéano 10 vzorki obilovin: 5 druht pSenice a 5 druhti ryze.

Bio ¢ervena pSenice jarni

- zemé puvodu — Ceska republika, polypropylenové baleni o obsahu 300 g

Obr. 12 Bio cervena pSenice jarni

Kamut

- zem¢& puvodu — Kanada, polypropylenové baleni o obsahu 500 g

Obr. 13 Kamut
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Griinkern

- zem¢& puvodu — Rakousko, polypropylenové baleni o obsahu 300 g

Obr. 14 Griinkern

PSenice ozima

- zemé puvodu — Ceska republika, polypropylenové baleni o obsahu 1 kg

Obr. 15 Psenice ozima
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PSenice Spalda

- zemé puivodu — Ceska republika, polypropylenové baleni o obsahu 1 kg

Obr. 16 Psenice spalda

Lila reis (Fialova ryze)

- zemé puvodu — Laos, polypropylenové baleni o obsahu 500 g

Obr. 17 Lila reis
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RyZe ¢ervena

- zem¢& puvodu — Francie, polypropylenové baleni o obsahu 500 g

Obr. 18 Ryze cervena

RyZe basmati natural

- zemé puvodu — Recko, polypropylenové baleni o obsahu 500 g

Obr. 19 RyzZe basmati natural
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Jasminova ryZe cervena

- zem¢& puvodu — Thajsko, polypropylenové baleni o obsahu 500 g

Obr. 20 Jasminova ryze cervenad

Khaw Dam - ¢erna ryZe neloupana, dlouhozrnna

- zemé puvodu — Laos, polypropylenové baleni o obsahu 500 g

Obr. 21 Khaw Dam

5.4 Priprava vzorki

5.4.1 Odbér a homogenizace vzorku

Nejprve byly od kazdého vzorku rozemlety tii baleni na elektrickém mlynku a vlockovaci
znaCky Waldner. Poté byl kvartaci odebran vlastni analyticky vzorek, ktery slouzil pro

nasledné spektrofotometrické stanoveni flavonoidi. Vzorky byly rozemlety do praskové
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konzistence odpovidajici vymleti hladké mouky. Zhomogenizované vzorky byly uloZeny
do tmavych PP lahvi a uzavieny. Tyto byly skladovany pii laboratorni teploté po dobu

max. 14 dni a byly postupné¢ analyzovany.

5.4.2 Priprava extraktii pro nasledné spektrofotometrické stanoveni

Jiz zhomogenizované vzorky byly vazeny na analytickych vahach s ptesnosti na 0,1 mg.
Od kazdého vzorku bylo navazeno 5 g. Kazdy vzorek byl navazovan vzdy tiikrat. VVzorek
byl dale smichan v Erlenmeyerové bance bud’ s 15, 12 nebo 10 ml extrakéniho c¢inidla.
Objem extrakéni smési byl zvolen na zaklad¢ piedpokladaného obsahu flavonoidd

ve vzorku.

Jako extrakéni cinidla byla postupné pouzita nasledujici rozpoustédla s pfislusnym

zpusobem extrakce:

- 1 hodinova extrakce metanolem v ultrazvukové lazni

- 24 hodinova extrakce metanolem ve tiepacce pii laboratorni teploté

- 1 hodinova extrakce okyselenym metanolem v ultrazvukové lazni

- 24 hodinova extrakce ve tfepacce okyselenym metanolem pii laboratorni teplote.
Okyseleny metanol mél slozeni HCl:metanol:H,O v poméru 2:80:18.

Po extrakei byla horni vrstva extraktu vzorku kvantitativné pfevedena pomoci Pasteurovy
pipety do odstiedivkovych zkumavek. Nasledovalo odstfedéni extraktu vzorku
na odstiedivce pti 6000 RPM/min po dobu 10 — 20 minut. Po odstfedéni byl vzorek
prefiltrovan pies modry filtraéni papir a ziskany filtrat byl pouZit na jednotliva

spektrofotometricka stanoveni.

5.5 Spektrofotometrické stanoveni flavonoidi

Ke kazdému stanoveni bylo pouzito 1,7 ml extraktu vzorku spolu se 17 ml 20% etanolu
a0,75 ml 0,5 mol.dm® NaNO,. Po 5 minutach bylo pfidano 0,75 ml 0,3 mol.dm™
AICl3.6H,0. Po dalsich p&ti minutich bylo pfiddno 5 ml 1 mol.dm™ NaOH. Poté byla
vznikld smés kvantitativné pievedena do odstfedivkovych zkumavek a odstiedéna pti 6000
RPM/min po dobu 10 minut. VVzorek byl pied spektrofotometrickym stanovenim davkovan

do kyvet pomoci stiikacky s pouzitim PTFE mikrofiltru o velikosti port 13 um. Bylo
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provedeno méfeni absorbance na pfistroji Libra S6 biochrom pii vinové délce 506 nm.

Jako slepy vzorek (blanc) byl pouzit etanol.

5.6 Priprava zasobniho roztoku rutinu a sestrojeni kalibraéni kifivky

Jako standard byl pouzit rutin. Nejprve bylo navazeno 0,1 g standardu S piesnosti na
0,1 mg, ktery byl rozpustén v metanolu a nasledné kvantitativné¢ preveden metanolem
do 10 ml odmérné banky. Timto zplsobem byl ziskan zasobni standardni roztok
o koncentraci 10 mg.ml™, ktery nasledng slouzil pro piipravu roztokd kalibragni fady
0 koncentracich: 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1; 1,2a 1,4 mg.ml’l.

Jednotlivé body kalibra¢ni kiivky byly podrobeny stejnému pracovnimu postupu, ktery je
uveden v ptedchozi kapitole. U kazdého bodu kalibra¢ni kiivky byla proméiena absorbance
4 X.

Pti ptipravé zasobniho standardniho roztoku rutinu v okyseleném metanolu byla zjisténa
jeho nerozpustnost v tomto prostiedi, proto nebylo mozné dale pokraCovat v piipravé

roztokl kalibra¢ni fady.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Vysledky méreni kalibra¢ni krivky

Nasledujici tabulka ¢. 6 zobrazuje jednotlivé koncentrace roztokii kalibra¢ni fady a jim
odpovidajici naméfené hodnoty absorbance. Z té€chto hodnot byla sestavena nize uvedena
kalibra¢ni kiivka rutinu v prostfedi metanolu (Obr. 22), jejiz rovnice byla pouzita pro
vypodet mnozstvi flavonoidii v mg.kg™ ve vzorcich stanovovanych obilovin, piepoétenych
¢i vyjadienych pravé jako rutin. Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena jako zavislost absorbance

rutinu na jeho koncentraci (mg.ml™).

Tab. 6 Namérené hodnoty absorbance kalibracnich roztokii

Koncentrace Primérna
mg.ml™* A he Ao Aa A
0,1 0,102 0,103 0,102 0,104 0,103
0,2 0,175 0,173 0,174 0,172 0,174
0,4 0,292 0,290 0,290 0,291 0,291
0,6 0,419 0,422 0,421 0,420 0,421
0,8 0,541 0,543 0,542 0,544 0,543
1,0 0,657 0,656 0,655 0,660 0,657
1,2 0,785 0,787 0,786 0,784 0,786
14 0,901 0,899 0,900 0,902 0,901
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Obr. 22 Kalibracni krivka rutinu v prostiedi metanolu

Kalibra¢ni ktfivka rutinu v prostfedi okyseleného metanolu nemohla byt pfipravena
z diivodu nerozpustnosti standardu v této smési. Namétené vysledky absorbance vzorki
extrahovanych v prostiedi okyseleného metanolu jsou proto vyhodnocovany dle kalibra¢ni

ktivky rutinu v prostfedi metanolu.

6.2 Vysledky stanoveni obsahu flavonoidi za vyuziti 1 hodinové

extrakce v metanolu/okyseleném metanolu pomoci ultrazvuku

Po provedeni 1 hodinové extrakce vzorkt obilovin v prostiedi metanolu nebo okyseleného
metanolu pomoci ultrazvuku, po piidani ptislusnych chemikalii dle postupu uvedeného
v kapitole 5.5, byly nasledné¢ naméteny hodnoty absorbance u celkem 10 druhd vzorkt
obilovin, 5 druhd psenice a 5 druht ryze. Kazdy ze vzorki byl prométen tiikrat a vysledna
hodnota byla zprimérovana. Zrovnice linedrni regrese bylo vypocteno mnoZstvi
flavonoidii vyjadiené v mg rutinu na 1 kg &erstvé namletych vzorkéi (mg RE.kg™).
Vysledné praimé&mé hodnoty absorbance a primémého mnozstvi flavonoida (mg RE.kg™)
veetné¢ smérodatné odchylky jsou uvedeny v nasledujicich tabulkéch. Tabulka ¢. 7 uvadi
hodnoty zjisténé u vzorkid extrahovanych v prostfedi metanolu a v tabulce €. 8 jsou zjisténé

hodnoty vzorka extrahovanych v okyseleném metanolu.
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Tab. 7 Vysledky stanoveni obsahu flavonoidii v obilovindch vyuzitim 1 hodinové extrakce

v metanolu
Oznacéeni Primérna | Primérné mnoZstvi flavonoidi
Vzorek Smérodatna odchylka
vzorku absorbance (mg RE.kg™)
Bio Cervena
P1 0,132 433,74 11,89
pSenice jarni
P2 Kamut 0,175 427,38 11,67
P3 Griinkern 0,143 322,75 11,48
P4 PSenice ozima 0,166 397,37 11,52
P5 Psenice $palda 0,208 535,48 10,37
R1 Lila reis 0,126 401,68 14,84
R2 Ryze Cervena 0,215 837,23 12,22
Ryze basmati
R3 0,175 639,70 12,23
natural
Jasminova ryze
R4 0,249 999,25 12,39
cervena
R5 Khaw Dam 0,587 2640,98 13,96

Primérmé mnozstvi flavonoidii stanovené ve vzorcich psenice (P1 — P5), které byly

extrahovany 1 hodinu v metanolu pomoci ultrazvuku, se pohybuje v hodnotach od 322,75

do 535,48 mg RE.kg™. Ve vzorcich ryZe extrahovanych za stejnych podminek byly zjistény

cvwr

obsah flavonoidii byl zjistén u vzorku p3enice griinkern (P3) 322,75 mg RE.kg™ a naopak

nejvyssi obsah byl stanoven u vzorku neloupané ¢erné ryze Khaw Dam (R5) 2640,98 mg

A v - s o XAy
RE.kg™, coz piedstavuje viibec nejvyssi stanovené primérné mnozstvi flavonoidi ze vsech

pouzitych extrakénich metod.
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Tab. 8 Vysledky stanoveni obsahu flavonoidii v obilovindch vyuzitim 1 hodinové extrakce

V okyseleném metanolu

Oznacéeni Prumérna | Priamérné mnozstvi flavonoidi
Vzorek Smérodatna odchylka
vzorku absorbance (mg RE.kg™)
Bio Cervena
P1 0,033 n.d. -
pSenice jarni
P2 Kamut 0,017 n.d. -
P3 Griinkern 0,025 n.d. -
P4 PSenice ozima 0,020 n.d. -
P5 Psenice $palda 0,016 n.d. -
R1 Lila reis 0,039 n.d. -
R2 Ryze Cervena 0,065 105,25 7,42
Ryze basmati
R3 0,010 n.d. -
natural
Jasminova ryze
R4 0,117 361,18 10,11
cervena
R5 Khaw Dam 0,210 811,48 4,85

n.d. — nebylo detekovano

Pti stanoveni flavonoidii u vzorkl obilovin extrahovanych 1 hodinu v okyseleném

metanolu pomoci ultrazvuku byl kvantitativné detekovan jejich vyskyt pouze u 3 vzorkd.

U vzorku ryze cCervené (R2) bylo zjisténo primémé mnozstvi flavonoidid v hodnoté

10525 mg RE.kg' a vzorek jasminové ryze &ervené (R4) obsahoval v priméru

361,18 mg RE.kg™. Nejvyssi obsah flavonoidii byl detekovan opé&t u vzorku neloupané

Gerné ryze Khaw Dam (R5) v mnozstvi 811,48 mg RE.kg™. U zbyvajicich vzorki byla

hodnota naméfené absorbance mimo rozsah kalibraéni kiivky rutinu, tudiZ nebylo mozné

provést vypodet mnozstvi flavonoidi v mg RE.kg™. K vyhodnoceni vsak byla pouzita

kalibra¢ni kiivka, kdy byl rutin rozpustén v metanolu. Ve smési okyseleného metanolu byl

rutin nerozpustny. Toto mélo jisté i vliv na samotnou extrakci, kdy za danych nastavenych

podminek spektrofotometrické metody, nelze tuto extrakéni smes pouzit.
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6.3 Vysledky stanoveni obsahu flavonoidi za vyuziti 24 hodinové

extrakce v metanolu/okyseleném metanolu

Po provedeni 24 hodinové extrakce vzorkll obilovin v prostfedi metanolu a okyseleného
metanolu pfi laboratorni teploté, po ptidani pfislusnych chemikalii dle postupu uvedeného
Vv kapitole 5.5, byly nésledné naméteny hodnoty absorbance u celkem 10 druht vzorkt
obilovin, 5 druht psenice a 5 druht ryze. Kazdy ze vzorkd byl proméfen tfikrat a vysledna
hodnota byla zprimérovéna. Zrovnice linearni regrese bylo vypocteno mnozstvi
flavonoidii vyjadiené v mg rutinu na 1 kg &erstvé namletych vzorkéi (mg RE.kg™).
Vysledné primérné hodnoty absorbance a mnozstvi flavonoidi (mg RE.kg?h) véetnd
smérodatné odchylky jsou uvedeny v nasledujicich tabulkach. Tabulka ¢. 9 uvadi zjisténé
hodnoty pro vzorky extrahované v prostifedi metanolu a v tabulce ¢. 10 jsou hodnoty pro

vzorky extrahované v okyseleném metanolu.

Tab. 9 Vysledky stanoveni obsahu flavonoidit v obilovindch vyuzitim 24 hodinové extrakce

v metanolu
Oznacdeni Primérna | Primérné mnozstvi flavonoidi
Vzorek Smérodatna odchylka
vzorku absorbance (mg RE.kg™)
Bio ¢ervena
P1 0,145 396,28 10,00
pSenice jarni
P2 Kamut 0,082 151,52 11,00
P3 Griinkern 0,112 266,76 11,86
P4 PSenice ozima 0,107 250,02 11,52
P5 Psenice $palda 0,139 373,12 3,88
R1 Lila reis 0,118 292,47 8,08
R2 Ryze Cervena 0,149 514,81 8,41
Ryze basmati
R3 0,052 45,34 9,22
natural
Jasminova ryze
R4 0,223 872,59 10,11
Cervena
R5 Khaw Dam 0,337 1429,53 11,22
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U vzorki obilovin extrahovanych v metanolu po dobu 24 hodin pfi laboratorni teploté bylo
zjisténo primémé mnozstvi flavonoidi v hodnotach od 45,34 do 1429,53 mg RE.kg™.
Nejniz§i prumérny obsah flavonoidii ve vzorcich pSenice byl stanoven u kamutu (P2)
151,52 mg RE.kg™ a ve vzorcich ryZe u ryze basmati natural (R3) 45,34 mg RE.kg™.
Nejvyssi primérné mnozstvi flavonoidi ve vzorcich pSenice bylo zjisténo u bio ¢ervené
psenice jarni (P1) 396,28 mg RE.kg™. Vzorek Gerné ryze Khaw Dam (R5) mél nejvyssi

pramérné mnozstvi flavonoidi ze vzorkt ryze v hodnoté 1429,53 mg RE.kg’l.

Tab. 10 Vysledky stanoveni obsahu flavonoidii v obilovindch vyuzitim 24 hodinové extrakce

V okyseleném metanolu

Oznaceni Prumérna | Primérné mnozstvi flavonoidu
Vzorek Smérodatna odchylka
vzorku absorbance (mg RE.kg™)
Bio ¢ervena
P1 0,075 124,30 10,27
pSenice jarni
P2 Kamut 0,039 n.d. -
P3 Griinkern 0,049 22,02 9,78
P4 PSenice ozima 0,044 13,60 2,74
P5 Psenice $palda 0,040 n.d. -
R1 Lila reis 0,080 143,82 10,28
R2 Ryze Cervena 0,074 152,18 14,83
Ryze basmati
R3 0,038 n.d. -
natural
Jasminova ryze
R4 0,124 395,15 7,42
cervena
R5 Khaw Dam 0,213 824,52 11,01

n.d. — nebylo detekovano

Pfi stanoveni mnozstvi flavonoidi u vzorku obilovin, které byly extrahovany v metanolu
po dobu 24 hodin pii laboratorni teploté, byla u trech vzorku, a to kamutu (P2), pSenice
Spaldy (P5) a ryZze basmati natural (R3), zjiSténa hodnota absorbance mimo rozsah
kalibra¢ni kiivky rutinu, méteni bylo pod hladinou detekce v dané metod¢, a tedy nebylo

mozné provést vypocet mnozstvi flavonoidi v mg RE.kg'l. V ostatnich vzorcich byl
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pramérny obsah flavonoidl stanoven v hodnotach od 13,60 mg RE.kg'l, Vv ptipad¢ vzorku

psenice ozimé (P4), do 824,52 mg RE.kg™, v piipadé vzorku &erné ryze Khaw Dam (R5).

6.4 Porovnani extrakénich metod

Z vysledki uvedenych ve vySe prezentovanych tabulkdch byly sestrojeny grafy pro
posouzeni vhodnosti jednotlivych typt extrakce pro stanoveni flavonoidi ve vzorcich
obilovin. V nasledujicim grafu (Obr. 23) je uvedena zavislost stanoveného primérného
mnozstvi flavonoidi (mg RE.kg'l) jednotlivych vzorkll pSenice (P1 — P5) na zvolené

extrakéni metodé.
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Obr. 23 Mnozstvi flavonoidii ve vzorcich psenice dle metod extrakce

Z grafického znazornéni je patrné, Ze nejvhodnéjsi extrakéni metodou pro nasledné
spektrofotometrické stanoveni obsahu flavonoidid ve vzorcich pSenice byla 1 hodinova
extrakce metanolem pomoci ultrazvuku. Pfi této metod€ bylo vyextrahovdno a nasledné
stanoveno nejvyssi mnozstvi flavonoidi ve vSech vzorcich psSenice (P1 — P5). Naopak
naprosto nevhodnou extrakéni metodou pro spektrofotometrické stanoveni obsahu
flavonoidi ve vzorcich pSenice je dle vysledki 1 hodinova extrakce okyselenym
metanolem pomoci ultrazvuku, pii které nedoslo k vyextrahovéani flavonoidii u zadného

Ze vzorku.

Z vysledkt zjisténych u jednotlivych detekovanych druhi ryze (R1 — RS), které jsou

uvedeny v tabulkach vySe, byl sestaven graf (Obr. 24), ve kterém je znazorné€na zavislost
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stanoveného priimérného mnozstvi flavonoidi (mg RE.kg™) jednotlivych vzorkd ryze

(R1 - R5) na zvolené extrak¢éni metodé.
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Obr. 24 Mnozstvi flavonoidit ve vzorcich ryze dle metod extrakce

Z grafu je zjevné, Ze nejvhodnéjsi extrakéni metodou pro nasledné spektrofotometrické
stanoveni obsahu flavonoidl ve vzorcich ryze byla také 1 hodinova extrakce metanolem
pomoci ultrazvuku. Touto metodou bylo vyextrahovdno a poté stanoveno nejvyssi
mnozstvi flavonoidi ve vSech vzorcich ryze (R1 — R5). Na rozdil od extrakce vzorki
pSenice nebyla zjisténa metoda, pii které by nedoslo K vyextrahovani zadnych flavonoida.
Jako nejméné vhodnou metodou extrakce vzorkll ryze se jevi 1 hodinova extrakce
metanolem, pii které nedoslo k vyextrahovani flavonoidd u vzorku ryze lila reis (R2)
a basmati natural (R3). U ostatnich vzorki ryze extrahovanych touto metodou byl zjistén
nejmensi primérny obsah flavonoidd ve srovnani s vysledky vzorkid extrahovanych jinymi

extrakénimi metodami.

Pfi srovnani vysledkli obsahu flavonoidi ve vzorcich pSenice extrahovanych v prostiedi
metanolu po dobu jedné hodiny, které se pohybovaly v rozmezi od 322,75 mg RE.kg™ (P3)
do 535,48 mg RE.kg™" (P5) s vysledky studie spektrofotometrického stanoveni flavonoidi
v pienici seté a tvrdé [68], které byly zjistény v hodnotach 213,04 mg CE.kg™ u p3enice
seté a 259,31 mg CE.kg™ u psenice tvrdé, je patrny znacny rozdil, ktery miZe byt zpiisoben
odliSnou metodou extrakce, pouZitim jiného standardu i rozdily (pfedevS§im ve zbarveni)
analyzovanych vzorkd. Celkovy obsah flavonoidl stanoveny spektrofotometricky v bilé,

¢ervené a Cerné ryzi s pouzitim kolorimetrické metody [55], ktery se pohyboval v rozmezi
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od 88,6 do 286,3 mg RE.100g™, je srovnatelny s obsahem flavonoidii ve vzorcich ryze
extrahovanych v metanolu po dobu 1 hodiny, ktery byl stanoven v hodnotach od 401,68
(R1) do 2640,98 mg RE.kg™ (R5). Je to dano podobnym davkovéanim reagencii v prib&hu
ptipravy extraktli pro nasledné spektrofotometrické stanoveni. Urcité patrné rozdily mohou

byt zplisobeny mirnym okyselenim metanolu a delsi dobou extrakce.
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo zjistit vhodny extrakéni postup pro nasledné
spektrofotometrické stanoveni flavonoidd v obilovinach. Byly zkouseny celkem 4 metody
extrakce, a to 1 hodinova extrakce metanolem v ultrazvukové lazni, 1 hodinova extrakce
okyselenym metanolem v ultrazvukové 1azni, 24 hodinova extrakce metanolem ve tfepacce
pii laboratorni teplot¢ a 24 hodinova extrakce ve tfepaCce okyselenym metanolem
pti laboratorni  teploté. Na zakladé¢ porovnani vyslednych obsahii flavonoida
Vv analyzovanych vzorcich, které byly extrahovany pouzitim jednotlivych extrakénich
metod, bylo zjisténo, ze nejvys$si mnozstvi flavonoidii bylo naméfeno u vzorki
extrahovanych 1 hodinovou extrakci metanolem v ultrazvukové lazni. Tudiz byla tato

metoda oznacena za nejvhodnéjsi.

Ke spektrofotometrickému stanoveni obsahu flavonoidi bylo zvoleno celkem 10 vzorku
obilovin: 5 druhli pSenice (bio Cervend pSenice jarni, kamut, griinkern, pSenice ozima
a pSenice Spalda) a 5 druhu ryze (lila reis, ryZe Cervena, ryZe basmati natural, jasminova
ryze ¢ervend a Khaw Dam). Extrakty vzorkil byly pfipraveny k nésledujicimu stanoveni
piidanim etanolu, NaNO;, AlCI3.6H,0 a NaOH v piesné definované ¢asové posloupnosti.
M¢éfeni absorbance bylo provedeno na piistroji Libra S6 biochrom pfi vinové délce 506 nm
S pouzitim etanolu jako slepého vzorku. Pro vytvoteni kalibraéni kiivky byl jako standard
zvolen rutin. Pfi naslednych vypocltech mnozstvi flavonoidi ve vzorcich obilovin
se vychazelo zrovnice regresni piimky rutinu v prostiedi metanolu a vysledky byly
uvadény v mg RE.kg™. Kalibragni kiivka rutinu v prostiedi okyseleného metanolu nebyla
sestavena z divodu jeho nerozpustnosti v této smési, vysledky absorbance vzorki
extrahovanych v tomto prostiedi byly hodnoceny dle kalibra¢ni kiivky rutinu v prostredi
metanolu. U vétSiny vzorkd extrahovanych touto smési nebyly detekovany zadné
flavonoidy, coZ poukazuje na nevhodnost pouziti této extrakéni smési za danych podminek

spektrofotometrické metody.

Primérné mnozstvi flavonoidii stanovené ve vzorcich psSenice extrahovanych 1 hodinu
vV metanolu pomoci ultrazvuku bylo zjisténo v hodnotach od 322,75 do 535,48 mg RE.kg‘1
a ve vzorcich ryze v hodnotach od 401,68 do 2640,98 mg RE.kg™. Nejniz§i praimé&rny
obsah flavonoidii byl stanoven u vzorku pSenice griinkern a naopak nejvyssi primérny
obsah byl zaznamenan u vzorku neloupané cerné ryze Khaw Dam. Celkové potadi vzorkl

extrahovanych touto metodou podle primérmého obsahu flavonoidi je: griinkern, pSenice
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0zima, lila reis, kamut, bio ¢ervena pSenice jarni, pSenice Spalda, ryZe basmati natural, ryze

cervena, jasminova ryze cervena a Khaw Dam.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AMK
CE

CZE

CR

DAD
DNA
FAO
FAOSTAT
GC
GC-MS
HPLC

HTZ

LDL

MEKC

MK

MS

PP

PTFE

RE

SD

TLC

TMS

USA

Aminokyselina

Kapiléarni elektroforéza

Kapiléarni zénova elektroforéza

Ceska republika

Spektrofotometricky detektor s diodovym polem
Deoxyribonukleova kyselina

Organizace pro vyzivu a zemé&d¢lstvi

Statisticka databaze Organizace pro vyzivu a zemédélstvi
Plynova chromatografie

Plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii
Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
Hmotnost tisice zrn

Infracervené zareni

Lipoproteiny o nizké hustoté

Micelarni elektrokineticka chromatografie
Mastna kyselina

Hmotnostni spektrometrie

Polypropylen

Polytetrafluorethylen

Ekvivalentni mnoZzstvi rutinu

Smérodatna odchylka

Chromatografie na tenké vrstvé
Trimetylsilyleter

Spojené staty americké
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uv Ultrafialova oblast

VIS Viditelna oblast
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