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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva moznosti vyuziti netradi¢nich bezlepkovych obilovin pro
vyrobu vlocek. Teoreticka ¢ast je vénovana samotnym obilovinam, jejich morfologii,
slozeni a moznostem pouziti, vyrobé vlocek hydrotermdlnim oSetfenim a extruzni
metodou, polyfenolickym latkam a jejich vyskytu ve vybranych obilovinach. V praktické
casti jsou shrnuty vysledky méfeni obsahu celkovych polyfenoli, flavonoidd,
antioxidacnich aktivit a stanoveni polyfenolického profilu ve volné, konjugované a vazané

frakci.

Kli¢ova slova: netradi¢ni obiloviny, pseudoceredlie, vlocky, ryze, quiona, amarant, teff,

divoka ryze, polyfenoly, flavonoidy, antioxidacni aktivita

ABSTRACT

The thesis is focused on the possibility of using non-traditional gluten-free cereals for
flakes production. The theoretical part includes description of cereals, their morphology,
composition and ways of processing in food industry. Further, the theoretical part describes
processing of cereal flakes by hydrothermal processing and extrusion cooking, phenolic
compounds and their presence in selected cereals. The experimental part summarizes
contents of total phenolic compounds, flavonoids, antioxidant activity and polyphenolic

profile of free, conjugated and bound fractions.

Keywords: Non-traditional cereals, pseudocereals, cereal flakes, rice, quinoa, amaranth,

tef, wild rice, polyphenols, flavonoids, antioxidant activity
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UvVOD

Poslednich n¢kolik let se neustdle zvySuje zajem o zdravou a vyvazenou stravu, a to
zejména kvili zvySujicimu se vyskytu civilizaCnich onemocnéni, jako je obezita a s ni
spojené kardiovaskularni onemocnéni nebo cukrovka. V hor§im pfipadé vede Spatny
zdravotni styl ve spojeni se $patnou stravou az k rozvoji rakoviny. Pfipometime, ze Ceska
republika patfi mezi zem¢ s nejvysSim vyskytem rakoviny tlustého stfeva na svete.

Soucasti prevence vzniku téchto onemocnéni je pak pravé zdravy a rozmanity jidelnicek.

Zaklad jidelnicku vzdy tvofily obiloviny. Jiz nasi pfedci z mouky pfipravovali kaSe ¢i
chléb, téstoviny, knedliky atd. Pocatkem 20. stoleti predstavil Svycarsky Iékar Maximilian
Bircher-Benner prvni miisli smés, jejiz zéklad tvofily ovesné vlocky. Od té doby proslo
miisli vyvojem. Pivodné zdravy doplnék 1é€by se diky potravinarskému primyslu zménil
v prazenou smes plnou jednoduchych cukri. Tyto doslazované miislli smési se
v poslednich letech zacdinaji vracet ke svym pocatkim. Zaklad jiz netvoii jen ovesné
vlocky, ale také pozapomenuté ¢i v evropskych zemich ne zcela tradi¢ni druhy obilovin,
které¢ se dopliuji zejména suSenym ovocem, ofechy ¢i seminky. Pouzitim vlocek
z netradi¢nich druh@ obilovin Ize dosdhnout vétsi rozmanitosti jidelnicku a vyssi nutriéni
hodnoty miisli smési. Vyhodou téchto netradi¢nich obilovin je Casto lepsi aminokyselinové
sloZeni, jelikoz v obilovinach limitujici lyzin se v nich vyskytuje v dostatecném mnoZstvi a
napt. quinoa se dokonce svym aminokyselinovym slozenim blizi idedlni bilkoving.
Vyhodou ryzZe, quinoi, amarantu, teffu a divoké ryze je také fakt, Ze neobsahuji lepek,
jehoz piijem ve stravé se doporu€uje snizovat, ale v piipad¢ zdravého organismu ur€ité ne
zcela vylucovat. Navic, pokud nejsou obiloviny zcela zbaveny obalovych vrstev, stavaji se

také vyznamnym zdrojem vlakniny.

Nejvétsim plusem a hlavnim predmétem vyzkumt téchto surovin je poslednich cca deset
let pfitomnost polyfenolickych latek. Tyto latky, které si rostliny tvoii zejména jako jakési
ochranné latky pred vnéjSimi vlivy, maji potvrzené antioxidacni, antikarcinogenni,
antialergenni nebo antimikrobni ptisobeni. Jejich koncentrace v obilovindch sice neni tak
vysokd, jako v jinych rostlinnych materidlech, naptf. borivkach, ¢erném rybizu nebo
zeleném caji, ale jejich pfijem mize byt na rozdil od téchto potravin kazdodenni. At uz

soucasti snidanovych miisli smési, tak jako ptilohova obilovina.

Z obilovin pfedstavenych v této praci, je v naSich zemich nejcastéji pouzivana bila ryze,

jejiz pouziti se ale bohuzel ve vétSiné domacnosti omezilo jen na ptilohovou surovinu,
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pfip. jako soucast sladkych kasi ¢i ndkypd. Quinoa a amarant dnes jeSté neni obvyklou
soucasti jidelnicku, ale nasly si jiz fadu svych konzumenta, ktefi ji pouzivaji k vyrobé kasi
nebo jako soucast salatii. Amarant se ve form¢ perlicek také stal jiz béznou soucasti
prémiovych miislli smési. Barevné druhy ryze, quinoi, teff a divoké ryze jsou ale i dnes
pomérné opomijenou surovinou. Tato prace si dava za ukol zjistit, zda jde o suroviny, které

by mohly doplnit tradi¢ni obiloviny v miislli smésich.
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I. TEORETICKA CAST
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1 NETRADICNI OBILOVINY

Ceredlie a pseudocerealie jsou rostlinné zdroje, které maji stejné konecné pouziti, a to
zejména v pekarenskych produktech. Z botanického hlediska jde ale o rizné druhy. Mezi
ceredlie fadime tradién€ pSenici, jeCmen, Zzito, oves, proso, kukufici a ryzi [l].
Pseudoceredlie, mezi které se ftadi naptiklad amarant (Amaranthus spp.), quinoa
(Chenopodium quinoa) nebo pohanka (Fagopyrum esculentum), jsou pouzivany jako
alternativa k pSenici, zejména ztoho divodu, Zze neobsahuji prolaminy, tj. bilkovinné

prekurzory lepku [2,3]. Jejich vyhodou je ale také vyssi nutri¢ni hodnota [1].

1.1 Ryze

Ryze (Oryza sativa L.) je pivodni plodinou Asie, pfi¢emz tradi¢niho hlavnimi producenty
jsou Cina a Indie. Dnes jde o hlavni plodinu rozvojového svéta a piedstavuje zakladni

potravinu pro témet 2/3 svétové populace [4].

Jde o jednoletou travu z celedé lipnicovitych (Poaceae) rostouci jak pod vodou, tak i
v mokrych nebo suchych polich v Sirokém rozmezi klimatickych podminek. B&hem
jednoho roku je mozn¢ ji sklizet vicekrat, zejména jeji rané odrady. Zralé zrno ryze o délce
5 — 8 mm byva uzavieno v obalovych vrstvach, kde se u barevnych druht vyskytuji také
pigmenty [4]. Dle sloZeni a obsahu antokyanovych barviv se pak ryZe déli na barevné
druhy, a to na ryzi s Cervenymi a ¢ernymi obalovymi vrstvami [5]. Endosperm je obalen

aleuronovou vrstvou a na vn¢j$i strané€ je uloZen zarodek [4].
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Obr. 1: Rez zrnem ryze [4]
Endosperm je tvofen pievazné Skrobem (90 % suSiny) a podle podilu amylozy se ryze déli
do péti skupin — waxy (0 — 2 %), very low (5 — 12 %), low (12 — 20 %), intermediate (20 —
25 %) a high (25 — 33 %). Podil amylozy nasledné urcuje vlastnosti uvareného zrna. Ryze
s vysokym obsahem amylozy béhem vareni vice zvétSuje sviij objem a je pevna a sucha,
zatimco ryZe s nizkym obsahem amyldzy je po uvatfeni vlhka a lepiva. Ze vSech obilovin
10 g.100 g' x 6 g.100 g). Ryze mé také pom&mé nizky obsah bilkovin, ale s dobrym
zastoupenim lyzinu. Z vitamint Ize u loupané ryZze nalézt vitamin B; (tiamin),
Bs (pyridoxin), Bs (kyselinu pantotenovou), Bs; (niacin) nebo vitamin E (tokoferoly).
Obsah vitamind se zvySuje u tzv. parboiled ryze, kdy prechédzi vitaminy a mineralni latky

z obalovych vrstev do zrna [4].

Ryze je predevSim konzumovana ve formé loupanych vatfenych nebo pufovanych zrn a
extrudovanych snackl. Je mozné ji mlit na mouku, kterou lze dale zpracovat na téstoviny,
snidafiové ceredlie, pudinky, détskou vyzivu, alkoholické néapoje (saké) nebo ocet.
V asijskych zemich se z ryzové mouky ptipravuji také tradicni napafované kolacky. Pokud
chceme, aby byly vyrobky z ryzové mouky nutri¢né hodnotnéjsi, je mozné k jejich vyrobé
pouzivat ryzovou mouku z parboiled ryze [4]. Ryze je dnes v potravinaiském pramyslu
velmi pouzivanou nahradou za pSenici diky absenci lepku nebo jinych alergizujicich latek,

a proto se s ni experimentuje také pti vyrobé chleba [6] [4].
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1.2 Quinoa

Quinoa (Chenopodium quinoa) je puvodni rostlinou z pohoii And a dnes se péstuje na
uzemi Kolumbie, Ekvadoru, Peru, Bolivie, Chile a Argentiny, pficemz Bolivie a Peru jsou
jejimi nejvetsimi exportéry [7].

Jde o jednoletou rostlinu nalezici do celedi merlikovité (Chenopodiaceae). Jednotlivé
genotypy se mohou lisit vySkou rostliny (0,2 — 3,0 m), barvou rostliny i semen, hmotnosti
semene, obsahem proteinil, saponinll atd. Semeno, pfesnéji fe€eno nazka, miiZze mit bilou
barvu nebo mohou mit diky pfitomnosti f-kyaninti Zlutou, ¢ervenou, fialovou, hnédou az
¢ernou barvu. Zbarvené mize byt samotné oplodi (perikarp) nebo osemeni (testa)
v piipad¢, Ze je oplodi prasvitné. V jednom kvétenstvi se navic mize objevovat i mix
téchto barev, s tim, Ze jejich zastoupeni se sniZzuje v pofadi Cernd, Cervend, zlutd a bila.
Semeno ma hmotnost 2 — 6 mg a méfi 1 — 2,6 mm a mohou byt Spicatd, konicka,
cylindrickd nebo elipsoidni. Jejich hrana maze byt ostrd nebo zaoblena [7,4]. Uvnitf

semene je uzavien Skrobnaty perisperm svétlé barvy [3].

Osemeni

Spitka vyhonku

Poutko Perisperm

Obr. 2: Rez zrnem quinoi [4]
Quinoa se sklada z 54,1 — 64,2 % sacharidt, 10 — 18 % bilkovin, 4,5 — 8,8 % tuku, 2,1 —
4,9 % vlakniny a 2,4 — 3,7 % mineralnich latek, u kterych ptevazuje fosfor, hoicik a
zelezo [7,8]. Obsah lipl je oproti cerealiim vyssi, coZ je zplisobeno ptitomnosti velkého

zarodku. Tuky jsou navic tvofeny esencialnimi mastnymi kyselinami (MK) [3].
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Z celkovych sacharidt tvoii asi 60 % $krob tvofici vétsinu perispermu. Skrobové granule
(1 =2 pum) jsou u quinoi mensi nez Skrobové granule kukufice (1 — 23 um) nebo pSenice

(2 — 40 um) [7, 4].

Nekteré kultivary z Ekvadoru jsou velmi bohaté na bilkoviny. Uvadi se, ze 100 g quinoi
pokryje u dospélého ¢loveéka doporuc¢eny denni ptijem valinu (346 %), izoleucinu (337 %),
histidinu (200 %), v obilovinach limitujicitho lyzinu (347 %), metioninu a cysteinu
(312 %), fenylalaninu (363 %), treoninu (411 %) a tryptofanu (180 %) [7,4]. Pomérem
jednotlivych aminokyselin (AMK) se velmi blizi ide4lni bilkoving [4].

Quinoa, u niz je vétsina vitaminti koncentrovana v zarodku, je povazovana za dobry zdroj
tokoferoll, By (tiaminu), B, (riboflavinu), kyseliny listové a na rozdil od obilovin také za

zdroj vitaminu C [3, 7].

Nezpracovana quinoa je po uvafeni hotka, protoze soucasti jeji obalové vrstvy jsou hotké
saponiny [8]. Tyto latky jsou odstraiiovany pranim v proudici vodé, drhnutim nebo
kombinaci téchto zptsobt [7]. V dnesni dobé se jiz ale péstuji i odridy tzv. sladké, u nichz
je obsah saponinil niz8i. Jako hranice mezi hotkou a sladkou quinoou byl stanoven obsah
saponini 110 mg.100 g, tj. 0,11 % saponin, ktery pii senzorické analyze vy3el jako limit
detekce hotké chuti saponini [9, 10]. Druhy s obsahem saponini nad 0,11 % jsou
oznacovany jako hotké, naopak druhy s obsahem saponinti pod 0,11 % jsou oznacovany

jako sladké [9].

Tradi¢né je quinoa vyuZivana v mnoha pokrmech jako jsou polévky, vyvary nebo jako
pfiloha k dusenému masu. Quinoa je ale predevsim v Boliivii a Peru zpracovavana na fadu
produktli [3]. Samotnd zrna pufovana, extruzné vatrena. Nejcastji je ale mleta na mouku,
ze které lze ptipravovat napiiklad bezlepkové téstoviny, kolacové korpusy ¢i susenky, ale
kvali absenci lepku se nehodi pro vyrobu peciva [7]. Velky potencidl ma quinoa i pii
ziskavani oleje. Jeji produkce je v dneSni dobé ale tak nizkd, ze nejde o jeji primarni

vyuziti [3].

1.3 Teff

Teff (Eragrostits tef) je obilovinou tropického pasma, tradi¢né péstovanou ve vychodni
casti Afriky, zejména v Etiopii. Patii do Celedi lipnicovité (Poaceae) a rod Eragrostis
zahrnuje pres 300 druha teffu [4]. Dle barvy semene se pak rozliSuji dva hlavni druhy —

bily a hnédy/Cerveny teff [11]. Svétlé druhy jsou vyhledavangjsi, ale také drazsi, protoze
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jsou produkovany jen v malé &asti Etiopie na urodnych padach [4, 11]. Cervené a hnédé

druhy jsou pak méné zadané, ale jsou bohatsi na obsah Zeleza [4].

Jde o rostlinu, ktera dobfe snasi rizné mnozstvi srazek, v¢. obdobi sucha, teploty az nad
35 °C, rozdilné ptidni podminky i nadmoiské vysky. Jedna rostlina mize vyprodukovat az
50 000 zrn, je ale nutno podotknout, Ze hmotnost tisice zrn je jen 265 mg a jde tak o viibec
nejmensi zrno obilovin. Zrno neni uzavieno ve slupce. Semeno je tvotfeno oplodim, pod
kterym je osemeni u barevnych druhii bohaté na polyfenoly, aleuronova vrstva tvoiena
bilkovinami a tuky a uvnitf Skrobnaty endosperm. Na jednom z koncl je pak uloZen

zarodek bohaty na tuky a bilkoviny [4].

Jde o obilovinu, kterda je vzdy konzumovana jako celozrnnd, proto ma vyss$i nutricni
hodnotu nez vSechny hlavni obiloviny. Typicky obsahuje 9,4 — 13,3 % bilkovin, 74 %
Skrobu ulozené¢ho v endospermu, 2,6 — 3,0 % mineralnich latek a 2,0 — 3,1 % lipidu.
Z aminokyselin je dtlezitd hlavné pfitomnost lysinu, ale oproti jinym cerealiim je vyssi i
obsah metioninu, alaninu a histidinu. Radi se také mezi dobré zdroje vlikniny a
mineralnich latek, zejména vapniku, Zeleza, manganu a zinku. Z vitamini obsahuje

vitamin C a také niacin [4].

Stejné jako ostatni ceredlie, 1 teff je primarné zpracovavan na mouku. V Etiopii se z mouky
pripravuje tradi¢ni kvasena chlebova placka, tzv. injera, ale pouziva se také na vyrobu

kaSe, kolaci ¢i susenek. Zrna teffu se také uplatituji pii vyrob¢ alkoholickych népoji [4].

1.4 Amarant

Amarant je rostlina nélezici do celedi laskavcovité (Amaranthaceae) a rodu Amaranthus
s extrémni genetickou rozmanitosti [7]. Semena plodi ale jen tfi jeho druhy, a to
Amaranthus hypochondriacus, Amaranthus cruentus a Amaranthus caudatus [3]. Ptvod
této pseudoceredlie je v Jizni Americe (Ekvador, Peru, Bolivie), kde §lo o nenahraditelnou
potravinu Aztékt [7]. V souCasné dob¢ se péstuje v latinské Americe, USA, Indii, Africe,

Cing, vychodni Evropé a v Rusku [4].

Jde o jednoletou rostlinu davajici relativné mald lehk4d semena o priméru okolo 1 mm.
Obalové vrstvy jsou hladké a tenké a mohou byt rizné zbarveny (bila, krémova, Zluta,
rizova, hnéda nebo cernd). Struktura zralého semene zahrnuje klicek (25 % hmotnosti

semene) obtoCeny kolem perispermu bohatého na skrob [7, 4].
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Obr. 3: Rez zrnem amarantu [4]

Zrna amarantu jsou bohatym zdrojem sacharidl (62 %) a bilkovin (12 — 16 %), pficemz
bylo zjisténo, Ze bilkoviny amarantu se slozenim AMK blizi idedlni bilkoviné, jelikoz
obsahuje mnozstvi lyzinu, metioninu, cysteinu a argininu. Diky tomu se stava dobrym
doplitkem p3eniéné mouky, u které je metionin limitujici AMK. Skrobové granule
(cca 50 % sacharidl) jsou velmi malé s vyssi teplotou mazovaténi a schopnosti absorbovat
vetsi mnozstvi vody nez napt. Skrobové granule kukufice. Obsah lipidl v zrnech amarantu
je nizky, ale jde naptiklad o bohaty zdroj skvalenu (3,6 — 6,1 % celkového obsahu tuku).

Mimo jiné také obsahuje vyssi mnozstvi vlakniny nez pSenice, kukufice nebo ryze [7, 4].

V poslednich né&kolika letech je pouzivan jako soucéast snidaiiovych ceredlii nebo
vicezrnného peciva, a to diky dobrym vlastnostem obsazené¢ho Skrobu. Z amarantové
mouky lze jednoduse ptipravovat nekyptfené druhy peciva, napt. tortilly nebo chapati.
V ptipadé vyroby chleba je mozné amarantovou moukou nahradit az 20 % pSeni¢né
mouky, pficemZ nedochazi ke ztrat¢ pozadovanych vlastnosti pfi zpracovani tésta ani
z kvality vyrobku, ktery mé navic diky amarantové mouce vyssi vlhkost a delsi trvanlivost.
Nahrazenim ¢asti pSenicné mouky lze vyrabét také téstoviny, pfipadné lze kombinaci
amarantové, quinoové a pohankové mouky s pfidavkem vajecného bilku a emulgétort
vyrobit téstoviny zcela bezlepkové. Extruzi nebo pufovanim je mozné piipravit fadu

bezlepkovych snackti [7, 4].
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1.5 Divoka ryze

Divoka ryze (Zizania aquatica), také znama jako indianské nebo kanadska ryze, je ptivodni
plodinou Severni Ameriky [7]. S ryzi ovSem nema nic spolecného, ackoli patii do stejné
Celedi lipnicovitych (Poaceae) [12]. Jde o vodni trdvu rostouci v mélkych jezerech a
v pomalu proudicich fekach hlavné v oblasti kolem Velkych jezer. Dnes se péstuje

obdobné¢ jako ryze na zaplavovanych polich [7, 12].

Z vyzivového hlediska je srovnatelna s jinymi obilovinami. M4 vysoky obsah Skrobu,
bilkovin a nizky obsah tuku [13]. Bilkoviny (12 — 15 %) jsou tvofeny z 3,8 — 4,2 %
lyzinem, coz je asi dvakrat vice, nez u jinych obilovin. Mimo to obsahuje také vysoké
mnozstvi Zeleza (2,0 — 9,7 mg.100 g susiny), m&di (0,2 — 1,3 mg.100 g sudiny) a zinku
(0,1 — 0,4 mg.100 g susiny) [7]. Celozrnna divoka ryze je navic dobrym zdrojem vlakniny
[13].

Protoze ma divoka ryze unikatni chut, barvu a texturu, je v soucasné dobé komeréné velmi

vyuZivand zejména pro ozvlaStnéni vyrobki [13].
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2 VYROBA VLOCEK

V soucasné dob¢ se pro masovou komercni vyrobu vlocek pouzivd nejCastéji pSenice,
kukufice, ryze nebo oves [14]. Jsou zndmy dva zpusoby, jakym lze vlocky vyrobit. Jednim
znich je hydrotermalni oSetieni, tj. vafeni, pfi kterém se uplatiluje hlavné kondukce a
konvekce tepla vafici vodou ¢i parou, a tim druhym je termomechanické zpracovani,
tj. extruzni vafeni, pii kterém dochdzi ke zkraceni Casu konverzi mechanické energie

[6, 14].

2.1 Vyroba hydrotermalnim oSetfenim

Hydrotermalni oSetfeni vafenim je klasicky zplisob vyroby zaloZeny na vsddkovém vateni
zrn (4 — 5 mm) pfi teploté do 95 °C po dobu nekolika hodin nebo ve vsadkovém tlakovém
rotanim zafizeni pfi teploté témét 130 °C po necelou hodinu. Vaienim, u vlocek zejména
za zvySeného tlaku, se znacné zvysi obsah vody v zrnu (az nad 30 %) a Skrobové granule
ztrati svoji krystalickou strukturu. Béhem vatfeni dochézi k ¢astenému slepeni zrn do
shluki, které museji byt rozruSeny prosévanim. Po uvateni jsou zrna upravena do finalni
podoby valcovanim [6, 14]. VSechny druhy ceredlnich vlocek jsou vyrabény obdobnym

zpiisobem.

Napftiklad ryzové vlo€ky nazyvané ,,beaten rice* se vyrabi loupanim ryZze, jejim namoceni
v horké/teplé vodé po dobu 45 minut a naslednym susenim. Poté jsou zrna ryZe oprazena
v kontinuélni praZicce a v rolleru mezi dvéma valci zplos§téna na vlocky o pozadované
tloust'ce. Vloc¢ky jsou na konci prosety ptes sito, aby byla zajisténa jejich jednotna velikost
v baleni [6]. Postup vychazi z tradi¢nich ryZovych vlocek ,,poha* vyrdbénych v Indii. Na
jejichz vyrobu se pouziva pouze neloupand ,,paddy” ryZze a voda. RyZze je Céstecné
predvarena tak, Ze je zalita vafici vodou, ve které je ponechana pies noc, aby nasakla. Rano
je voda slita a ryze je opét promyta vafici vodou. Ryze se poté plni do pytla, aby doslo
k vyrovnani vlhkosti. Pfed vélcovanim se ryze prazi v peci vyplnéné piskem, ktery
akumuluje teplo. Dilezité je spravné posouzeni teploty pisku a doby prazeni, kterd se
pohybuje okolo dvou minut. Smés pisku a ryze se vyjme z pece, pisek se odstrani na sitech
a vraci se zpct. Oprazena ryze se pak ihned odvadi na protichiidné vélce, na kterych dojde
k zplosténi zrna na vlocku a k rozdrceni obalovych vrstev, které jsou opét odstranény na

sitech. Vychladlé ryzové vlocky jsou pak pfipraveny k baleni [15].
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Pro vyrobu amarantovych vloc¢ek se pouzivaji namocena zrna amarantu, ktera jsou po dobu
1 — 3 sekund lisovana mezi Zeleznymi deskami pfedehiivanymi na 200 °C. Mimo to, Ze
amarant tak ziska pozadovany tvar, dojde také k odpafeni vody ze zrna a neni nutné

aplikovat dalsi suseni [3].

2.2 Extruzni vyroba

V potravinaiském primyslu je extruze vyuzivana velmi intenzivné a to zejména ve dvou
jeho zékladnich odvétvich. Jednim z nich je primysl zpracovévajici obiloviny, druhym
pramysl zpracovavajici olejniny. Extrudéry byly jiz v poloving 30. let 20. stoleti pouzivany
pii vyrobé téstovin. Na konci 30. let pak spolec¢nost General Mills Inc. (USA) predvedla
jednoSnekovy extrudér jako soucast linky na vyrobu RTE (ready-to-eat) ceredlii, kdy byl

ale extrudér vyuzivan jen pro tvarovani jiz predvafeného tésta [16].

Extruzni technologie je oblibend diky znacnému mnozstvi vyhod, které jeji pouzivani
pfindSi — ma univerzalni vyuziti, vysokou produktivitu, nizké provozni naklady,
energetickou a ¢asovou tsporu [17]. Casto pouZivanou je pravé ve zpracovani obilovin,
jelikoz je mozné diky ni vyrabét fadu snackl, snidanovych ceredlii, koextrudovanych
vyrobkd, knackebrotti, ale také mouk pro smési instantnich polévek nebo kasi, v¢. détské
vyzivy [16, 6, 14, 17]. Pii vyrobé vlocek pak umoznuje snadnou kontrolu nad vlhkosti
nebo stupném provareni suroviny. Diky nizkému nartstu vlhkosti se navic nasledné snizuji

naklady na energii nutnou k suseni [6, 14].

Béhem extruze dochazi ke smichani mouky s vodou, kterd v technologii slouZi jako
plastifikator. Naslednym pusobeni tlaku a tepla v extrudéru dojde k termomechanickému
tani biopolymerl tvoficich mouku (amyldza, amylopektin a bilkoviny), které se navic
stanou lépe stravitelnymi [16]. Z netradi¢nich druhl obilovin byla potvrzena zlepSena
stravitelnost bilkovin u amarantu nebo Skrobu u quinoi [14, 3, 7]. Extruzni technologie
pracujici na principu vysoka teplota-kratky c¢as (high-temperature short-time, HTSH)
minimalizuje poskozeni hodnotnych latek pfi maximalni inaktivaci mikroorganizmi a

nezadoucich enzymu [18].

Extruzni vyroba vlocek je zalozend na kontinudlnim extruznim vaifeni krupice (0,6 —
I mm) tvofici vétSinu recepturniho slozeni. Provatfenim krupice, pii kterém dojde
k relativné malému zvyseni obsahu vody (do 30 %) a naopak vlivem velkého smykového

napcti k rozruSeni Skrobovych granuli, vznika viskoelastickd tavenina. Aby vznikla
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tavenina s pozadovanymi vlastnostmi, je nutné spravné nastavit vlhkost vstupujiciho
materialu, dobu vydrze a podminky v extrudéru [6, 14, 15]. Kusy taveniny, tzv. peletky,
vychézejici z extrudéru pies hubici jsou pomoci vibracniho davkovace odvadény do
rotacniho bubnu ke zchlazeni na teplotu 50 °C. Vibracni davkova¢ zde slouzi jako
prevence proti vzniku hrudek [6, 14]. Zchlazené peletky pak prochazeji malou mezerou
mezi dvéma protichidnymi valci vyhfivanymi na teplotu pfiblizné 45 °C, ¢imz vznikaji
tenké vlocky [18]. Diky mirn€ zdrsnénému povrchu valct a zasuSenému povrchu peletek
se zabrani jejich nalepeni na valce. Spravny stupenn zmazovaténi Skrobu, obsah vlhkosti a
tloustka pelet se podili na spravném prichodu mezi valci a na jejich soudrznosti. Nasledné
jsou vlocky jesté suseny, aby doslo k upravé vlhkosti kone¢ného vyrobku. V ptipadé, ze

maji byt vlocky konzumovany jako RTE ceredlie, provadi se jeSté toastovani s vydrzi

|

\

nckolika minut pfi teploté v rozmezi 200 — 300 °C [6, 14].
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Obr. 4: Cdst vyrobniho zarizeni pro extruzni metodu [15]

K ziskani vyrobku o pozadovanych vlastnostech je potfeba spravné nastavit recepturu,
vybrat vhodné extruzni zatizeni a fidit podminky extrudéru béhem samotného vareni [15].
Do extrudéru se mimo ceredlni krupice a vody davkuje piipadné také cukr nebo
sachar6zovy sirup, sladovy sirup a stl pro dodani chuti vyslednému produktu, ptipadné
latky zlepSujici zpracovani [6, 15]. Dulezitou surovinou je samotnd mouka, protoze béhem
extruzniho vareni dochédzi k mazovaténi a hydrolyze Skrobt [15, 14]. Sacharidy, resp.

Skrob, v ni obsazeny tak dava nésledné vyrobku jeho funkéni a organoleptické vlastnosti,
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tj. vzhled, texturu a chut’. V extrudovanych vyrobcich funguji jako pojivo, latka zajist'ujici
spolu s vodou viskozitu taveniny a jako emulzifikator. Velkou vyhodou extruzni vyroby je,
ze lze doptedu také namichat suchou smés a tu pak kontinualné spolu s vodou davkovat do
extrudéru. Nevhodné slozeni smési je navic patrné ihned na vystupu, a diky tomu je

naprava rychla s a minimalnimi ztratami [15].
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3 POLYFENOLY A ANTIOXIDACNI AKTIVITA NETRADICNICH
OBILOVIN

Fenolické latky jsou sekundarnimi metabolity rostlin, které se tvoifi piirozené¢ bchem
normalniho vyvoje rostliny, pfi¢emz funguji jako atraktanty pro opylovace, ochrana pied
UV zéafenim nebo se podileji na zbarveni rostliny. Zejména se ale tvoii jako odpovéd’ na
stres pusobici na rostlinu, kterym muize byt poranéni rostliny, znecisténé ovzdusi, vysoké
teploty, napadeni patogeny nebo parazity. V tom ptipadé jde o fytoalexiny, tj. postinfek¢ni
metabolity [19, 20]. Na jejich obsahu se ale také podili zplsob péstovani, odrida nebo
podminky skladovani suroviny. Jde o riiznorodou skupinu fytochemickych latek
odvozenych od fenylalaninu a tyrozinu a jsou definovany jako latky obsahujici aromaticky
kruh s jednou nebo vice -OH skupinami [19, 21]. V malych koncentracich se mohou
podilet na antioxidacni aktivit¢ a chranit tak potravinu pied oxida¢nim Zzluknutim.
V oxidacnich reakcich zptsobujicich zhorSovani kvality potravin funguji jako
antioxidanty, kdy je jejich antioxidacni ptisobeni dano zhasenim volnych radikalti nebo
vazanim iontd kovl, ¢imz brani autooxidaci vyvolané ptisobenim svétla, tepla, ionizacnim

zafenim, ionty kovll nebo metaloproteinovymi katalyzatory [22].

Piirodni polyfenolické
antioxidanty
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Epigallokatechin Propelargonidin Formaononetin

Obr. 5: Schéma déleni prirodnich polyfenolickych antioxidantii [22]
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Mezi polyfenolické antioxidanty patii polyfenolické kyseliny (derivaty hydroxybenzoové a
hydroxyskoficové kyseliny), flavonoidy (kvercetin, kaempferol, myricetin nebo rutin),
lignany, kumariny, hydrolyzovatelné a kondenzované taniny nebo stilbeny [22, 19]. Jejich
zdrojem je téméef vSechen rostlinny material od kotinkt, ptes listy, kiiru az po plody a diky
tomu jsou zastoupeny ve vyzivé kazdého ¢loveka. Podle skladby jidelnicku se jejich denni

ptfijem odhaduje na 25 mg az 1 g [22].

R
Kyselina R Rz R
p-hydroxybenzoova H OH H
Ry COeH Protokatechova OH OH H
Vanilova OCH3 OH H
Syringova OCH; OH OCH:
Gallova 0OH OH H
R
Hydrowxybenzoova kyselina
Ry
Kyselina Ry Rz R
Ry p-kumarova H OH H
\ Kavova OH OH H
COCH  Ferylova 0OCH; OH H
r Sinapova OCH; OH OCH:

Hydroxyskoficova kyselina

Obr. 6: Vzorec kyseliny hydroxybenzoové a kyseliny hydroxyskoricové a jejich
derivatii [22]
Fenolické latky byly Siroce studovany a byl potvrzen jejich pozitivni bioaktivni u¢inek na
lidské zdravi. Obecné se uvadi, ze snizuji riziko vzniku rakoviny, onemocnéni srdce nebo
v ramci suplementace pfijimano vysoké mnoZzstvi jedné fenolické latky, miize ztracet svij
pozitivni U¢inek a stit se naopak prooxidantem a potencidlnim karcinogenem. Naopak
pokud je ve stravé pfijimadna kombinace vice antioxidantli s riznymi mechanizmy

pusobeni, mize se jejich ucinnost synergickym plisobenim zvysovat [22].

Fenolické kyseliny a flavonoidy jsou v ceredliich pfitomny jak ve volné, resp. volné a
konjugované, tak ve vazané formé, pficemz mnoh¢é studie ukazuji, ze vazané polyfenoly
vykazuji vyssi antioxidacni aktivitu nez volné ¢i konjugované [23, 24]. Fenolické latky se
ve volné form¢ nachazeji predev§im ve vakuolach, ve vazané formé jsou pak umistény

v matrici bunéénych stén, kde se vazou na celulézu, hemicelulozy, lignin nebo pektin.
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Volné a konjugované polyfenoly se absorbuji do krevniho fecisté jiz v tenkém stfeve poté,
co jsou z konjugované formy uvolnény ptisobenim enzymu. Véazané polyfenoly prochazeji
navazané na nerozpustné slozky bunécné stény az do tlustého stfeva, kde se muize Cast
vlivem pusobeni mikroorganismu a jejich enzymil uvoliiovat a fungovat zde jako prevence
vzniku rakoviny tlustého stfeva. [19, 24]. Co se tyce distribuce samotnych polyfenolii
v obilce, jejich podil je vysSi u obalovych vrstev, naopak v endospermu se obecné
vyskytuji spiSe v mensim mnozstvi, a proto byva jejich velky podil u standardnich obilovin
odstranén jiz béhem piipravnych operaci ptfedchézejicim mleti mouky [22, 25]. Ackoli je
polyfenolicky profil jednotlivych bezlepkovych cerealii a pseudoceredlii znacné

ruznorody, je mozné je oznacit za hodnotny zdroj zdravi prospésnych latek [25].

3.1 Ryze

Polyfenoly vryzi jsou cCastym predmétem vyzkumt diky faktu, ze je ryze hlavni

potravinou konzumovanou vétSinou svétové populace [4, 26].

U ryZe je vétsina fytochemickych latek, tj. tokoly, oryzanoly, polyfenolické kyseliny a
antokyany, uloZena v obalovych vrstvach [1]. Zejména pak specialni odriidy ryze jsou
vyznamnym zdrojem antioxidanti a mohou proto byt povazovany za mozny zdroj

antioxidantl pro funk¢ni potraviny [25].

Z jiz diive provedenych vyzkumil Ize konstatovat, Ze u odrid s ¢ervenymi a Cernymi
obalovymi vrstvami jsou koncentrace polyfenolll asi 7 — 15% vyS8i neZ u ryZe se svétlymi
obalovymi vrstvami, pfi¢emz vys§i obsah byva obecné pozorovan spiSe u ryze s cernymi
obalovymi vrstvami [26, 25]. Jiné vyzkumy ale naopak pfichazi s vysledky, kdy mezi
barevnymi odriidami ryZe neni v obsahu celkovych polyfenolti vyznamny rozdil. Mimo
jiné se mohou znac¢né liSit vysledky i mezi riiznymi kultivary stejné¢ zbarvenych druht, coz
naznacuje, Zze obsah celkovych polyfenoll zavisi spiSe na daném kultivaru ¢1 podminkach
béhem péstovani, a nejde tak o obecnou vlastnost zbarveni obalovych vrstev [5].
V piiblizné stejnych nasobcich se pohybuje i antioxidacni aktivita, ¢imZ lze mimo jiné
potvrdit také korelaci mezi mnoZstvim polyfenolii a antioxida¢ni aktivitou. Stejné jako u
ostatnich cerealii, 1 v ryzi se fenolické latky vyskytuji ve volné a vazané formé, pticemz ve
volné formé je to u ryze se svétlymi obalovymi vrstvami 38 — 60 % celkovych polyfenola.
U ryZe s ¢ervenymi nebo ¢ernymi obalovymi vrstvami se tento podil pohybuje az kolem

81 % [26.].
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Typ a koncentrace polyfenolti se pak lis$i mezi jednotlivymi druhy ryze, ale také mezi
jednotlivymi genotypy [26]. U vSech druhii ryze ale plati, ze hlavni polyfenolickou
kyselinou je kyselina ferulova [1]. U ryzi se svétlymi obalovymi vrstvami se vyskytuji
hlavné fenolické kyseliny, zejména ferulova a p-kumarova [26]. U ryze s Cervenymi
obalovymi vrstvami jsou nejhojnéji zastoupenymi fenolickymi kyselinami ferulova,
p-kumarova a vanilovd. U ryzi s Cernymi obalovymi vrstvami pak kyseliny ferulova,
vanilova, p-kumarova nebo chlorogenova spolu s mnozstvim flavonoidu [27, 28, 25]. U
cervenych a cernych druhl se nachazeji také vysokomolekularni latky tadici se mezi
flavonoidy, zejména antokyany kyanidin-3-O-4-D-glukosid a peonidin-3-O-f-D-glukosid
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ryze nalezeny kyselina skoficova, ferulova nebo p-kumarova [6].

3.2 Quinoa

Polyfenolicky profil quinoi je tvofen zejména flavonoidy a fenolickymi kyselinami [25].
Hlavnimi polyfenoly je kyselina vanilova a ferulova a hlavnimi flavonoidy kaempferol a
kvercetin [1, 30]. Stejn¢ jako u jinych obilovin roste obsah polyfenolli a antioxidacni
aktivita s tmavs§im zbarvenim zrn, coZ znamena, Ze nejvyssi obsah je obecné pozorovan u

¢erné quinoi [30].

Jak jiz bylo zminéno vySe, rozdéluje se quinoa dle obsahu saponinli na tzv. hotkou a
sladkou. Obsah saponinii méa vliv i na obsah polyfenoll 1 antioxida¢ni aktivitu. U tzv.
hotkych druhti je vyssi obsah polyfenoll i antioxidacni aktivita [8]. Jako sladka quinoa
nejsou oznacovany jen druhy s pfirozené nizkym obsahem saponinil, ale také druhy, u
kterych byl obsah saponinil sniZzen v rdmeci piipravnych operaci. Alternativou k prani, jehoz
nevyhodou je vysoka spotfeba vody, je drhnuti. Stupeni drhnuti, pfi kterém je odstranéna
¢ast perikarpu, dostateCny pro odstranéni saponini je 30 %. To ssebou ovSem nese
1 pokles obsahu polyfenolickych latek, ktery €ini u volnych polyfenold cca 21,5 % a
u vazanych 32,5 %. Zejména dochézi ke ztratdm kyselin benzoové, ferulové a vanilinu.
Tento pokles je ale niZ8i nez u jinych obilovin (napf. u pSenice jde o0 42,5 — 72,5 % volnych
polyfenoll), coz mimo jiné dokazuje, Ze polyfenoly nejsou u quinoi lokalizovany vyhradné

v povrchovych vrstvach [10].
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3.3 Teff

Jak jiz bylo zminéno vyse, rozdéluje se teff do dvou zakladnich skupin danych zabarvenim
semen. Na celkové polyfenoly je u obou hlavnich druhii teffu bohatsi volna frakce, ve
vazané formé pak z celkovych polyfenolti ptevazovaly flavonoidy. Hlavnimi polyfenoly
svétlého teffu jsou ve volné formé rutin, kyseliny protokatechova a ferulova, ve vazané
form¢ kyseliny ferulova, rutin, katechin a kvercetin. U tmavého teffu patii mezi hlavni
polyfenoly kyseliny trans-p-kumarova, protokatechova, ferulova a gallova, resp. kyseliny

ferulova a gallova, kvercetin a katechin [31].

Cervena barva zrn je dana vysokym obsahem polyfenoltl a/nebo tanint [4]. Tato zrna také

vykazuji vyssi antioxidaéni aktivitu [31].

3.4 Amarant

Bylo také prokazano, ze amarant je jednim z hlavnich zdroji pfirodnich antioxidantii
v rostlinnych materidlech. Na jeho antioxida¢ni aktivité¢ se podili vitamin E obsazeny
v amarantu zejména ve formé tokoferold s vysokou antioxidac¢ni aktivitou a v mensi mite

také ve formée tokotrienolu [4].

Amarant obsahuje pouze malé mnozstvi fenolickych latek, ale zato jde o polyfenoly, resp.
flavonoidy, s relativné vysokou antioxidacni aktivitou, a to zejména kaempferol, kvercetin,
rutin, nicotiflorin a isokvercitrin [25, 4, 1]. Tyto polyfenoly jsou ve stievech rozkladany
p-glukosidazou, ktera z molekuly odstépuje aglykonovou ¢ast, ktera spolu s kvercetinem a

kaempferolem ptisobi piizniveé na lidské zdravi [4].

3.5 Divoka ryze

Oproti bilé ryzi obsahuje divoka ryze vice fenolickych latek a celkovy obsah polyfenoli je
asi 9 — 13x vyssi. Stejné€ jako u jinych obilovin, 1 divoké ryZze se uvadi, Ze nejvyssi podil
polyfenoll je obsaZen v obalovych vrstvach [13]. V divoké ryZi je stejné jako v jinych
cerealiich nejhojnéji zastoupena kyselina ferulova a kyselina sinapovd. Mimo tyto dvé
hlavni kyseliny Ize u divoké ryze nalézt také kyseliny p-kumarovou, vanilovou, syringovou
a p-hydroxybenzoovou [13, 22]. Pokud se dale zaméfime na zastoupeni v jednotlivych
frakcich, pak z polyfenolickych kyselin ma ve volné formé nejhojnéjsi zastoupeni kyseliny

ferulova, gallova, sinapova, protokatechova a elagova, ve vazané formé kyseliny ferulova,

sinapova, chlorogenova, elagova, skoficova a gallova. Hlavnimi flavonoidy divoké ryze je
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ve volné formé rutin, epikatechin, epigallokatechin a katechin a ve vadzané formé
epikatechin a epigalokatechin [32].
Nekteré zdroje uvadéji, ze antioxidacni aktivita divoké ryze je asi 10x vyS$i nez u ryze

bilé, jiné naopak uvadéji tento nasobek jesté vyssi — az 30x vyssi oproti bilé ryzi [13, 22].

3.6 Zmény polyfenolickych latek a antioxidacni aktivity

Bylo zjisténo, ze vétSina bioaktivnich latek je termolabilnich a béhem tepelného
opracovani dochazi kjejich ztratam [4]. Vzdy ale dochéazi pfi tepelném opracovani
v pritomnosti kysliku a vody k oxidativni degradaci fenolickych latek. Pokud po tepelném
opracovani dochdzi, zejména u vazané formy, ke zvysSeni obsahu, je mozné, ze doslo
vlivem zmén v bunécéné sténé ke zlepSeni extrahovatelnosti téchto latek. Tyto se uvoliuji

z obalovych vrstev [33].

3.6.1 Pri hydrotermalnim oSetieni

Obsah celkovych polyfenolt i polyfenolicky profil se méni rizné v zévislosti na principu
pouzitého hydrotermalniho opracovéni, tj. jinak se méni poméry volnych a vazanych
polyfenoli pfi bézném varfeni v nadbytku vody, metodou risotto, tj. vafeni, kdy je

absorbovana vSechna voda, pfi autoklavovani nebo u ptipravy parboiled ryze [34, 26, 35].

Bryngelsson a spol. (2002) pozorovali u ovsa (Avena sativa L.) ptfi propafovani a
autokldvovani, tj. propafovani za zvySen¢ho tlaku, nartist volnych fenolickych latek,
zejména kyselin ferulové a p-kumarové. ZvySeni obsahu vysvétluji tak, Ze pfi
autoklavovani se vlivem vysokého tlaku, teploty a rychlé zmény tlaku na konci procesu
uvoliiuji vazané fenolické latky rozpadem struktur tvoficich bunécné stény a parcidlni
hydrolyzou polysacharidii tvoficich vlakninu. Navic opakovanym autokldvovanim se
zvySuje antioxidacni aktivita, coZ naznacuje, Ze pravé zména tlaku na konci kazdého cyklu
muZe byt rozhodujicim faktorem [34].

K nejvétsim ztratdm pii zpracovani ryze dochazi pii jejim loupdani, jelikoZ vétSina nutricné
vyznamnych latek je pfitomna v obalovych vrstvach. Ztraty polyfenolickych latek a
antioxidacni aktivity 1ze sniZit u ryZe procesem zvany parboiling, coz je proces zalozeny na
namaceni ryze vteplé vod¢, jejim kratkém vareni pii zvySeném tlaku a naslednym
suSenim. Béhem tohoto procesu dochazi k pfechodu latek z obalovych vrstev do
endospermu ryze. U ryZzi se svétlymi obalovymi vrstvami ale i tak dojde ke ztraté asi 48 %

polyfenold, u cervené ryze kolem 80 % a u cerné jen 33 % polyfenoli. Ke snizeni
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koncentrace polyfenoli dochazi ze tfi divodi. Polyfenoly jsou latky rozpustné ve vodé,
proto &ast odchézi pii vafeni do vody. Cést je zniGena, protoze jde o latky termolabilni a

¢ast je schopna se spojovat béhem vareni zejména s bilkovinami do novych komplexii [26].

Béhem vareni neloupané ryze dojde k poklesu obsahu celkovych polyfenold o 21 — 72 %
v zavislosti na druhu ryze [26]. Surh a Eunmi (2014) ve svém vyzkumu uvadi, Ze ve volné
frakci se vafenim ryze s Cernymi obalovymi vrstvami snizi obsah celkovych polyfenolt o
18 — 40 %. Ve svém vyzkumu porovnavaji dvé odridy této ryze. U jedné z nich byl jiz u
syrového zrna zjiStén polovicni obsah celkovych polyfenoll oproti druhé, ale po uvateni se
obsah celkovych polyfenold statisticky neli$i. Tento vysledek ma podle nich dvé mozna
vysvétleni. Odrida s procentualné niz§im ubytkem obsahovala stabilné€j$i polyfenolické
latky nebo do$lo u druhé odriidy k interakcei s jinymi latkami, napt. amylozou, kterd se pfi
mazovaténi uvoliluje ze Skrobovych granuli a tvofi komplexy s hydrofobnimi latkami. Co
se ty¢e antioxidacni aktivity, ta po vafeni klesa a pozorovany ubytek je obdobny ubytku
antokyaninli, coZ naznacuje, ze antokyaniny mohou hrat u ryze s ¢ernymi obalovymi
vrstvami klicovou roli [36]. Jiny vyzkum sledoval u barevnych druhil ryze vliv vafeni
v nadbytku vody a vliv metody risotto na obsah volnych a vazanych celkovych polyfenol.
U vSech vzorkli byly pozorovany ztraty, ale vétSich ztrat bylo dosazeno u vareni ryze
v nadbytku vody. U nékterych polyfenolickych kyselin byl pfi vafeni metodou risotto
dokonce pozorovan nardst obsahu, coz se vysvétluje tim, ze b&hem vareni nedojde

k vyluhovani latek do vody [35].

Stejné jako u ryze byl pokles obsahu polyfenoltl i antioxida¢ni aktivity pozorovén i u

divokeé ryze, a to asi na 70 %, resp. 60 % [13].

3.6.2 Pri extruznim oSetireni

Extruzni vafeni ma na obsah polyfenolli dva protichtidné vlivy [37]. Na jednu stranu
mohou fenolické latky béhem extruze diky vysokym teplotdm v extrudéru podléhat
dekarboxylaci a vysoka vlhkost materidlu navic mize podpofit polymerizaci fenolli a
tanind, ¢imz se sniZuje nejen antioxidacni aktivita, ale také dostupnost téchto latek [17]. Na
druhou stranu ale dochazi k rozpadu bunéénych stén a uvolnéni kovalentnich vazeb u
vazanych vysokomolekularnich polyfenolickych komplexli, coz naopak vede k jejich
zlepsené dostupnosti [38]. Jak se pak zmény projevi, zalezi na tom, ktery z efektl

prevladne [23].
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Vétsina praci obecné uvadi, ze béhem produkce extrudovanych vyrobkli dochéazi ke
znaénému poklesu obsahu polyfenolickych latek, ale ze kyselina ferulova, kteréd je hlavni

polyfenolickou kyselinou obilovin, podléha ztratam jen malym [14].

Kowalski a kol. (2016) ve svém vyzkumu vlivu extruzniho opracovani na obsah volnych
celkovych polyfenolti v mouce z quinoi uvadi, ze vlivem extruze doslo k poklesu obsahu
téchto latek. Ve vyzkumu byly jako proménné zavedeny vlhkost materidlu, teplota a
rychlost otacek. Jen pii vihkosti 15 %, teploté 160 °C a rychlosti 500 ot..min" nebyl pokles
statisticky vyznamny, coz naznacuje, ze volbou vhodného zatizeni a nastaveni podminek
béhem extruze Ize dosahnout toho, ze tyto latky budou degradovéany jen v omezené mife

[39].

Vyzkum vlivu extruzniho zpracovani na polyfenolicky profil ryZe s cernymi obalovymi
vrstvami ukazal, Ze u samotnych otrub se vlivem extruze zvySuje obsah volnych
polyfenolii a naopak klesa obsah vazanych forem. U celozrné i loupané ryze pak byl
pozorovan ubytek v obou formach. Pti porovnani polyfenolického profilu vzorki pied a po
extruzi se ukdzalo, Ze se vyrazné¢ méni pouze zastoupeni jednotlivych polyfenolickych
kyselin, ale nedoSlo k tomu, Ze by néktera ze sledovanych kyselin (gallova, chlorogenova,
vanilova, kavova, syringova, kumarova a ferulova) pfitomna pied extruzi nebyla po extruzi

detekovana [28].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CIiLPRACE

Hlavnim cilem prace bylo vyrobit vlocky znetradicnich obilovin procesem
hydrotermalniho oSetfeni s naslednym rozvalcovanim a stanovit u nich vybrané jakostni
parametry. Pro jejich stanoveni bylo nutno provést extrakci jednotlivych polyfenolickych
frakci (volné, konjugované a vazané). Po extrakci jednotlivych frakei bylo tikolem provést
u nich analyzy potfebné k ndslednému zhodnoceni, a to stanovit obsah celkovych
polyfenoli (TPC) pomoci Folin-Ciocalteuovy metody na standard kyseliny gallové, obsah
flavonoidd (TFC) na standard rutin, antioxida¢ni aktivitu s pomoci ABTS (AO_ABTS) a
DPPH (AO _DPPH) na standard trolox a stanoveni polyfenolického profilu pomoci
HPLC/UV. Soucasti zpracovani experimentdlnich dat bylo provedeni korelaci mezi
obsahem celkovych polyfenolli, flavonoidi a jednotlivych polyfenolickych latek
s antioxidaéni aktivitou. Uelem korelaci je zhodnotit, nakolik je antioxida¢ni aktivita
zavisla na jednotlivych sledovanych charakteristikdch. Nésledovalo statistické zpracovani

dat.
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5 METODIKA PRACE

5.1 Pouzité chemikalie a pomiicky, pristrojové vybaveni

5.1.1

Chemikalie

Metanol (Lachner, s.r.o., Ceska republika)

NaOH (Mach chemikalie, Ceska republika)

Dusik (SIAD Czech spol. s r.0., Ceska republika)

HCI (Ing. Petr Lukes, Ceska republika)

Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo (Penta s.r.o., Ceska republika)
Na,COj; (Lachema, Ceska republika)

Etanol (Tereos TTD a.s., Ceské republika)

NaNO, (Lachema, Ceska republika)

AlCl3.6H,0 (Penta s.r.0., Ceska republika)

ABTS (2,2 -azinobis(3-etyl-2,3-dihydrobenzotiazol-6-sulfonova kyselina) (Sigma
Aldrich, Némecko)

K,S,05 (Ing. Petr Lukes, Ceska republika)

CH;COONa (Penta s.r.0., Ceska republika)

CH;COOH (Ing. Petr Lukes, Ceské republika)

DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl) (Sigma Aldrich, Némecko)
Standard troloxu (Sigma Aldrich, Némecko)

Standard kyseliny gallové (Sigma Aldrich, Némecko)

Standard kyseliny 3,4-dihydroxybenzoové (Sigma Aldrich, Némecko)
Standard kyseliny neochlorogenové (Sigma Aldrich, Némecko)
Standard kyseliny 4-hydroxybenzoové (Sigma Aldrich, Némecko)
Standard epigallokatechinu (Sigma Aldrich, Némecko)

Standard katechinu (Sigma Aldrich, Némecko)

Standard kyseliny vanilové (Sigma Aldrich, Némecko)

Standard kyseliny chlorogenové (Sigma Aldrich, Némecko)
Standard kyseliny kavové (Sigma Aldrich, Némecko)

Standard kyseliny syringové (Sigma Aldrich, Némecko)

Standard epikatechinu (Sigma Aldrich, Némecko)
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Standard kyseliny trans-p-kumarové (Sigma Aldrich, Némecko)
Standard kyseliny ferulové (Sigma Aldrich, Némecko)

Standard kyseliny sinapové (Sigma Aldrich, Némecko)

Standard kyseliny elagové (Sigma Aldrich, Némecko)

Standard rutinu (Sigma Aldrich, Némecko)

Standard kyseliny 1,2-hydroxyskoticové (Sigma Aldrich, Némecko)
Standard etylesteru kyseliny protokatechové (Sigma Aldrich, Némecko)
Standard resveratrolu (Sigma Aldrich, Némecko)

Standard kyseliny trans-skoticové (Sigma Aldrich, Némecko)
Standard kaempferolu (Sigma Aldrich, Némecko)

Standard kvercetinu (Sigma Aldrich, Némecko)

Destilovana voda

Piistroje a zaFizeni

Elektricky varic¢
Elektricky mlynek a vlockova¢ Waldner Biotech Combi-Star (Waldner Biotech
GmbH, Rakousko)
Susarna Venticell (BMT, Ceska republika)
Analytické vahy Voyager PRO VP214C (Ohaus corporation Ltd., USA)
Vodni lazen odpatovaci 1031 (GFL mbH, Némecko)
Ultrazvukova lazen PS 0400A (Notus — Powersonic s.r.0., Slovenska republika)
Odstfedivka EBA 20 (Hettich Zentrifugen GmbH, Némecko)
Odsttedivka Velocity 13p (Dynamica Scientific Ltd., Velka Britanie)
Aparatura pro HPLC Dionex UltiMate 3000 (Thermo Scientific Inc., USA)

o Autosampler Dionex UltiMate 3000 WPS-3000 SL a WPS-3000 RS

o Pumpa Dionex UltiMate 3000 SD

o Kolona Phenomenex Kinetex C 18 (150 mm x 4,6 mm; 5 um)

o Detektor Dionex Diode Array Detector DAD-3000 RS

o Vyhodnocovaci program Chromeleon 7 (verze 7.2.1.5537)
Spektrofotometr Lamdba 25 (Perkin Elmer Inc., USA)
Spektrofotometr Libra S6 (Bichrom Ltd. Velka Britanie)

Nastavitelné mikropipety
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e B¢zné laboratorni pomucky a sklo
5.2 Charakteristika vzorki a jejich priprava

5.2.1 Vzorky t¥i druhi ryze

Pro stanoveni byly pouzity tfi druhy ryze — bila ryze, ryze s Cervenymi obalovymi vrstvami
(komer¢né Cervena ryze) a ryze s Cernymi obalovymi vrstvami (komeréné Cernd ryze).
Vlocky zbilé ryze, Obr. 7: Viocky z bilé ryze, jako hotovy produkt (misto ptivodu:
nezndmé) byly zakoupeny v Ceské trzni siti, vloCky zryze s cervenymi a cernymi

obalovymi vrstvami byly vyrobeny v laboratornich podminkéch.

Obr. 7: Viocky z bilé ryze

Vlocky z ryze s Cervenymi obalovymi vrstvami (misto piivodu: Kambodza), Obr. 8: Zrna a
viocky z ryZe s cervenymi obalovymi vrstvami, byly vyrobeny vafenim pii mirném varu
v neosolené¢ vod¢ po dobu 15 minut. Po uplynuti této doby byla ryze slita a v zakryté
kadince kondicionovana do vychladnuti asi 45 minut, nasledné byla ponechéna na Petriho
misce k mirnému oschnuti asi 120 minut, na desce osychala asi 180 minut, aby bylo mozné

jeji zrna vélcovat. Valcovani probihalo na vlo¢kovaci Waldner Biotech Combi Star.

Vlocky z ryze s cernymi obalovymi vrstvami (misto pivodu: Italie), Obr. 9: Zrna a viocky
z ryze s cernymi obalovymi vrstvami, byly vyrobeny stejnym zptisobem jako vlocky z ryze
s cervenymi obalovymi vrstvami. Doba vafeni byla prodlouzena na 19 minut,
kondicionovani probihalo stejné dlouho jako u Cervené ryze, na Petriho misce zrna ryze
vysychala 160 minut, na desce osychala 160 minut. Valcovani opét probihalo na

vlo¢kovac¢i Waldner Biotech Combi Star.
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Po valcovani byly vlocky vlozeny do susarny na 120 minut pti 30 °C. Poté byly ponechany
na vzduchu, aby doslo k vyrovnani se vzdusnou vlhkosti. Takto pfipraveny vzorek byl

uchovan pro nasledna stanoveni.

Obr. 8: Zrna a vlocky z ryze s cervenymi obalovymi vrstvami

Obr. 9: Zrna a vlocky z ryze s cernymi obalovymi vrstvami
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5.2.2 Vzorky tii druhii quinoi

Pro stanoveni byly pouzity tii druhy quinoi — svétla quinoa, quinoa s ¢ervenymi a ¢ernymi
obalovymi vrstvami (komercn¢ Cervend, resp. cerna quinoa). Vlocky ze svétlé quinoi
(misto ptvodu: Peru), Obr. 10: Viocky ze svétlé quinoi, byly zakoupeny v Ceské trzni siti,
vlo¢ky z quinoi s ¢ervenymi a ¢ernymi obalovymi vrstvami byly vyrobeny v laboratornich

podminkach.

Obr. 10: Viocky ze svetlé quinoi

Vlocky z quinoi s ¢ervenymi obalovymi vrstvami (misto ptivodu: Peru), Obr. 11: Zrna a
viocky z quinoi s cervenymi obalovymi vrstvami, byly vyrobeny jejim varenim pifi mirném
varu v neosolené vodé po dobu 8 minut. Po uplynuti této doby byla voda slita a zrna byla
v zakryté kadince kondicionovana do vychladnuti asi 35 minut a nasledné¢ ponechdna na

Petriho misce k mirnému oschnuti asi 20 minut, na desce osychala asi 85 minut.

Vlocky z quinoi s ¢ernymi obalovymi vrstvami (misto pivodu: Bolivie), Obr. 12: Zrna a
viocky z quinoi s cernymi obalovymi vrstvami, byly vyrobeny stejnym zplsobem jako
vlo¢ky z quinoi s cervenymi obalovymi vrstvami. Doba vafeni byla 9 minut,
kondicionovani probihalo 35 minut, na Petriho misce vysychaly 40 minut, na desce

osychaly 100 minut.

Vyvalovani probihalo z divodu malé velikosti zrn dfevénym valeckem, pfiCemzZ se pfi
vyvalovéani podafilo odstranit velmi malou ¢ast klickt tvoficich pfirozenou soucast zrna.
Po vélcovani byly oba druhy vloc¢ek vloZeny do susarny na 120 minut pti 30 °C. Poté byly
vlocky ponechany na vzduchu, aby doslo k vyrovnani vlhkosti. Takto pfipraveny vzorek

byl uchovén pro néslednd stanoveni.
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Obr. 11: Zrna a vlocky z quinoi s ¢ervenymi obalovymi vrstvami

&

Obr. 12: Zrna a viocky z quinoi s cernymi obalovymi vrstvami
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5.2.3 Vzorky dvou druhii teffu

Pro stanoveni byly pouzity dva druhy teffu — svétly (natural) a tmavy. Vlocky ze svétlého
teffu (misto ptivodu: Etiopie), Obr. 13: Viocky ze svétlého teffu, byly zakoupeny v Ceské
trzni siti, vlocky z tmavého teffu, Obr. 14: Zrna a viocky z tmavého teffu, byly vyrobeny

v laboratornich podminkéach.

Obr. 13: Vlocky ze svetlého teffu

Pro prvni pfipravu vlocek byla doba vareni pfevzata z informaci dostupnych na internetu,
kdy se obecné¢ doporucovala doba vateni pro pfimou konzumaci 20 — 30 minut. Pro vyrobu
vlo¢ek byla doba nevhodnd. Zrna absorbuji velké mnozstvi vody, jsou velmi elasticka a
neni mozné je valcovat. Pii druhém pokusu proto byla zrna ve vrouci vodé pouze kratce

spafena, aby doslo k zmeknuti povrchovych vrstev.

Tmavy teff (misto pivodu: EU) byl vsypan do vrouci neosolené vody a hrnec byl ihned
odstaven ze zdroje tepla. Po dvou minutdch byla zrna z vody vybrana na plastovou desku,
kde volné na vzduchu obcasnym promichanim suSena a vyvalovdna ru¢né dfevénym
valeCkem. Poté byly ziskané vlocky ponechany na vzduchu, aby doSlo k vyrovnéni

vlhkosti a takto pfipraveny vzorek byl uchovan pro nasledna stanoveni.
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Obr. 14: Zrna a vlocky z tmavého teffu

5.2.4 Vzorek amarantu a divoké ryze

Amarantové vlocky (misto plivodu: Némecko), Obr. 15: Viocky z amarantu, pro stanoveni

byly zakoupeny v Ceské trzni siti.

Obr. 15: Vlocky z amarantu
Vlocky z divoké ryze (Zizania aquatica), Obr. 16: Zrna a viocky z divoké ryze, byly

vyrobeny v laboratornich podminkach.

Zrna divoké ryze (misto ptivodu: Kanada) byla za mirného varu vatena 30 minut, poté byla
slita a v zakryté kadince kondicionovana asi 10 minut. Po vychladnuti byla rozloZzena na
dv¢ Petriho misky na asi 130 minut k ¢astecnému vyschnuti a pak na 50 minut na dievénou

desku. Zrna divoké ryze byla kvili vysoké elasticité a tenkému profilu valcovana ruéné
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dievénym valeckem jest¢ za mokra. Ziskané vlocky byly ulozeny na Petriho misku a
spole¢né s ni byly vlozeny na 120 minut do susarny na 30 °C. Vlocky byly poté ponechany

na vzduchu pro vyrovnani vlhkosti a poté byly uchovany pro néasledna stanoveni.

Obr. 16: Zrna a vlocky z divoké ryze

5.3 Extrakce polyfenolickych frakei u vzorki vlecek

Po vyrobé byly vzorky uchovavany pii laboratorni teploté¢ v mlécné bilych plastovych
lahvickach ulozenych v krabici bez pfistupu svétla. Pfed samotnou extrakci byly vzorky

pomlety na mlynku Combi Star na nejjemnéjsi konzistenci.

Pro extrakci byla zvolena metodika podle Qiu, Y. s optimalizaci provedenou na UACHP,

UTB ve Zlin¢ [13]. VSechny extrakce byly provedeny ve dvojim opakovani.

5.3.1 Extrakce volnych polyfenoli

Od kazdého vzorku vlocek bylo do ¢tyt vétSich tmavych 1ékovek (oznacenych Cisly 1, 2, 3
a 4) navazeno 1,5 g = 0,1 mg homogenizovaného vzorku. Ke kazd¢ navazce bylo ptidano
15 ml 80% metanolu, Iékovky byly uzavieny a umistény na magnetickou michacku, kde
byly 1 hodinu michany. Poté byly ponechany po cca 5 minut v klidu, aby doslo k usazeni
kalu a Pasteurovou pipetou byl metabolicky extrakt z kazdé lahvicky odsat do pfislusné
keramické odpafovaci misky a na vodni lazni v digestofi rychle odpafen do sucha.
Extrakce zbytku byla opakovéna s pfidavkem 10 ml 80% metanolu a extrakt byl pfidan

k prvnimu odpafenému extraktu a opét odpaten do sucha.

Obsah odpatfenych misek oznacenych €isly 1 a 2 byl pokazdé postupné zregenerovan 10 ml

80% metanolu a kvantitativné pfeveden do odmérnych ban€k o objemu 10 ml. Odmérné
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banikky byly na 10 minut umistény do ultrazvukové lazn€, aby doSlo k rozbiti vzniklé
srazeniny a poté byl objem baiikky doplnén 80% etanolem po rysku. Pies syringe filtr
(nylon, 0,2 um) byla ¢ast extraktu zfiltrovana do tmavé vialky. Extrakt volnych polyfenola
byl okamzité¢ analyzovan pomoci HPLC a také byl vyuzit pro spektrofotometrické

stanoveni.

5.3.2 Extrakce konjugovanych (rozpustnych vazanych) polyfenolii

Obsah odpatfenych misek oznacenych €isly 3 a 4 byl pokazdé postupné zregenerovan 10 ml
0,1 mol.dm™ NaOH a kvantitativné pfeveden do dvou tmavych mensich lékovek. Na
magnetické michacce byly pod dusikem 4 hodiny vzorky hydrolyzovany. Poté bylo
upraveno pH extraktu pomoci 6 mol.dm™ HCI na pH 3 — 5 (piidavek 0,2 ml), které bylo
kontrolovano pH papirkem. Poté byl obsah 1ékovky odstfedén na odstfedivce 4321g po
dobu 20 minut. V ptipadé, ze byl extrakt stale zakaleny, byl jesté odstfedén na odstiedivce
Dynamica pii 12 300g po dobu 15 minut. Cést extraktu konjugovanych polyfenold byl pies
syringe filtr (nylon, 0,2 um) zfiltrovan do tmavé vialky a okamzité analyzovan pomoci

HPLC. Zbytek extraktu byl uchovan pro spektrofotometrické stanoveni.

5.3.3 Extrakce vazanych (nerozpustnych) polyfenoli

Pevny zbytek po extrakci volnych polyfenolt v Iékovkach s oznaCenim 1 a 2 byl zalit
20 ml 0,1 mol.dm™ NaOH a pod dusikem na magnetické micha&ce hydrolyzovan po dobu
4 hodin. Poté byla hodnota pH upravena pomoci 6 mol.dm™ HCI na pH 3 — 5 (pfidavek
0,5 ml). Extrakt byl rozlit do zkumavek a odstfedén na odstfedivce Dynamica pii 12 300g
po dobu 15 minut. Cast extraktu vazanych polyfenoli byla zfiltrovana pies syringe filtr
(nylon, 0,2 pm) do tmavé vialky a okamzité analyzovan pomoci HPLC. Zbytek extraktu

byl uchovén pro spektrofotometrické stanoveni.
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5.4 Stanoveni celkového obsahu polyfenoli Folin-Ciocalteuovou

metodou

Do 10 ml odmérné banky bylo pipetovano 5 ml destilované vody, ke které bylo pfidano
potfebné mnozstvi extraktu vzorku, 0,5 ml Folin-Ciocalteuova cinidla, 1,5 ml 20%
uhli¢itanu sodného a banka byla doplnéna destilovanou vodou po rysku. Obsah odmérné
banky byl promichan a umistén na 30 minut do temna. Po uplynuti doby bylo provedeno
meéfeni absorbance pti vinové délce 765 nm na spektrofotometru Lambda 25 oproti blanku.
Z nam¢tenych hodnot byl s pomoci rovnice kalibraéni kiivky standardu vypocten celkovy
obsah polyfenolt ve vzorku, ktery byl vyjadien jako ekvivalentni mnozstvi mg kyseliny

gallové v 1 g vzorku.

Stanoveni bylo pro vSechny extrakty provedeno ve dvojim opakovani a kazdé opakovani

bylo proméfeno tiikrat. Bylo tedy ziskdno 12 hodnot pro kazdou frakci kazdého vzorku.

5.4.1 Kalibracni kiivka pro stanoveni obsahu polyfenoli Folin-Ciocalteuovou

metodou

Jako standard byla pouzita kyselina gallova, jejiz zasobni roztok byl vytvofen rozpusténim
v metanolu na koncentraci 4 000 mgl”'. Redénim byla vytvofena kalibratni fada o

koncentracich 50, 100, 200, 400, 600 a 800 mg.l'l.

Do 10 ml odmérné banky bylo pipetovano 5 ml destilované vody, ke které bylo pfidano
200 pl standardu, 500 pl Folin-Ciocalteuova ¢inidla, 1,5 ml 20% uhli¢itanu sodného a
odmérna banka byla doplnéna po rysku. Obsah odmérné banky byl promichan a umistén na
30 minut do temna. Poté byly jednotlivé koncentrace prométeny na spektrofotometru
Lambda 25 pfi vlnové délce 765 nm. Z naméfenych hodnot byla sestavena kalibracni

k¥ivka jako zavislost absorbance 4 na koncentraci ¢ kyseliny gallové [mg.1"].

5.5 Stanoveni obsahu flavonoidu

Do kadinky bylo pipetovano 8,5 ml 20% etanolu, mnoZstvi extraktu dle potfeby a 0,375 ml
0,5 mol.dm™ NaNO,. Po péti minutach bylo pfidano 0,375 ml 0,3 mol.dm™ AICl5.6H,0 a
po dalSich péti minutach bylo ptidano 2,5 ml 1 mol.dm™ NaOH. Po uplynuti 10 minut byla
zméfena absorbance obsahu baiiky pii vinové délce 506 nm proti blanku. Z namétenych
hodnot byl s pomoci rovnice kalibra¢ni pfimky vypocten obsah flavonoidii ve vzorku,

ktery byl vyjadieny jako ekvivalentni mnoZzstvi mg rutinu v 1 g vzorku.
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Z divodu nedostatku extraktu bylo stanoveni provedeno jen u jednoho opakovani kazdé
frakce, které bylo nasledné ttikrat proméieno. Byly tedy ziskany 3 hodnoty pro kazdou

frakci kazdého vzorku.

5.5.1 Kalibracni kiivka pro stanoveni obsahu flavonoidi

Jako standard byl pouzit rutin, jehoz zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim v metanolu
na koncentraci 10 mg.ml™'. Redénim byla vytvofena kalibraéni fada o koncentracich 0,1;

0,2;0,4;0,6;0,8;1,0;1,2a14 mg.ml'l.

Jednotlivé koncentrace byly proméfeny na spektrofotometru Lambda 25 pii vinové délce
506 nm. Z naméfenych hodnot byla sestavena kalibra¢ni kfivka jako zavislost absorbance

A na koncentraci rutinu ¢ [mg.ml™].

5.6 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou ABTS

Pro stanoveni bylo nejdiive potieba pripravit radikal kationtu ABTS (2,2-azinobis(3-etyl-
2,3-dihydrobenzotiazol-6-sulfonat)) reakci ABTS s peroxosiranem draselnym. Do odmérné
baiikky o objemu 10 ml bylo navaZzeno 0,018 g ABTS a doplnéno destilovanou vodou po
rysku. K tomuto roztoku bylo p¥idano 0,2 ml 0,06 mol.dm™ peroxodisiranu draselného,
ktery byl pfipraven rozpuSténim 0,162 g K,S,0g v 10 ml destilované vody. Reak¢ni smés
byla ponechana 16 hodin bez piistupu svétla pii laboratorni teploté pro vytvoreni radikalu

ABTS.

Na reakéni smés byl piipraven octanovy pufr smichanim 63,5 ml 0,2 mol.dm™
CH3COONa se 136,5 ml 0,2 mol.dm™ CH;COOH. Octanovy pufr byl smichan s radikalem
ABTS v poméru 39:1. Proti octanovému pufru byla proméiena absorbance reakéni smési

Ay pti 734 nm.

Na samotné méfeni bylo do zkumavky pipetovdno 12 ml reakéni smési a dle potieby
extrakt vzorku. Smés se nechala reagovat po dobu 30 minut v temnu a poté byla prométena
absorbance A4; pii 734 nm. Z Ubytku absorbance, vypocteného dle rovnice (1), byla
s pomoci rovnice kalibra¢ni kiivky vypoctena antioxidacni aktivita vzorku, kterd byla

vyjadrena jako ekvivalentni mnozstvi mg troloxu v 1 g vzorku.

Apg—A4Aq

Ubytek absorbance (%) = -100 (1)

0

Stanoveni bylo pro vSechny extrakty provedeno ve dvojim opakovani a kazdé opakovani

bylo proméieno tikrat. Bylo tedy ziskano 12 hodnot pro kazdou frakci kazdého vzorku.
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5.6.1 Kalibraéni kiivka pro stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou ABTS

Jako standard byl pouzit trolox, jehoz zdsobni roztok byl pfipraven rozpusténim
v metanolu na koncentraci 0,04 umol.25 ul™'. Jeho fedénim byla piipravena kalibraéni fada

o koncentracich 0,04; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1; 1,2 a 1,6 mmol.dm>.

Jednotlivé koncentrace byly pfidavany ke 12 ml reak¢éni smési v mnozstvi 150 pl a po

30 minutach v temnu méfeny na spektrofotometru Lambda 25 pfi vinové délce 734 nm.

Z nam¢tfenych hodnot ubytku absorbance byla sestavena kalibracni kiivka jako zavislost

ubytku absorbance 4 na koncentraci troloxu ¢ [mmol.dm™].

5.7 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou DPPH

Pro stanoveni je potieba pfipravit pracovni roztok DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl).
Na zasobni roztok bylo rozpusténo 24 mg DPPH ve 100 ml metanolu. Ze zdsobniho
roztoku byl dle spotieby potiebné ke stanoveni michan pracovni roztok v poméru 10 ml
zasobniho roztoku DPPH na 45 ml metanolu. Byla zméfena absorbance pracovniho

roztoku A, proti metanolu pti 515 nm.

Pro méfeni bylo do zkumavky pipetovano 8,55 ml pracovniho roztoku DPPH a potiebné
mnozstvi extraktu vzorku. Smés se nechala 60 minut reagovat v temnu. Po uplynuti doby
byla zméfena absorbance A4; pti vinové délce 515 nm. Z ubytku absorbance, vypocteného
dle rovnice (1), byla s pomoci rovnice kalibracni kfivky vypoctena antioxida¢ni aktivita

vzorku, ktera byla vyjadiena jako ekvivalentni mnozstvi mg troloxu v 1 g vzorku.
Stanoveni bylo pro vSechny extrakty provedeno ve dvojim opakovani a kazdé opakovani
bylo proméfeno tiikrat. Bylo tedy ziskdno 12 hodnot pro kazdou frakci kazdého vzorku.
5.7.1 Kalibraéni kfivka pro stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH

Jako standard byl pouzit trolox, jehoz zasobni roztok byl pfipraven rozpusténim
v metanolu na koncentraci 800 mg.I". Jeho fedénim byla pfipravena kalibratni fada o

koncentracich 40, 80, 120, 160 a 200 mg.l'l.

Jednotlivé koncentrace byly pfidavany k 8,55 ml pracovniho roztoku v mnozstvi 450 pl a

po 60 minutach v temnu méteny na spektrofotometru Lambda 25 pti vinové délce 515 nm.

Z namétenych hodnot ubytku absorbance byla sestavena kalibracni kiivka jako zavislost

ibytku absorbance 4 na koncentraci troloxu ¢ [mg.1"].
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5.8 Stanoveni vybranych polyfenolit metodou HPLC/UV

Pro stanoveni pfitomnosti a obsahu vybranych polyfenolt ve vzorcich byla pouzité metoda

HPLC s UV detekci a kolonou Phenomenex Kinetex C 18 (150 mm % 4,6 mm; 5 um).

Mobilni faze byla tvofena dvéma slozkami a probihala gradientové. Mobilni faze A byla
smési vody a ledové kyseliny octové (99,8%) v poméru 99:1 a mobilni faze B byla smési
vody, acetonitrilu a ledové kyseliny octové (99,8%) v poméru 67:32:1. Piesné sloZeni
pomérd mobilni faze v pribéhu méfeni je uvedeno v Tab. 1: SloZeni pomérii mobilnich fazi
behem gradientove eluce. Objem nastfiku byl 10 pl, teplota kolony byla nastavena na 30
°C, rychlost pritoku mobilni faze byla 1 ml.min" a délka analyzy &inila 45 minut. M&feni
na detektoru pak probihalo pti vinovych délkach 210, 254, 275 a 375 nm a vyhodnoceni
bylo provedeno pii vinové délce 275 nm. Z naméfenych hodnot byl s pomoci rovnice

kalibracni pfimky vypocten obsah jednotlivych standardli ve vzorku, ktery byl vyjadieny
vugv 1 gvzorku [pg.g'].

Kazdy extrakt byl proméfen dvakrat. Ke kazdé frakci kazdého vzorku byly tedy ziskany 4
hodnoty.

Tab. 1: Slozeni pomérit mobilnich fazi behem gradientové eluce

Cas [min] Mobilni faze A [%] Mobilni faze B [%]
0-10 90 — 80 10— 20

10— 16 80 — 60 20 — 40

16 —20 60 — 50 40 - 50
20-25 50 —30 50 —70
25-30 30 70

30— 40 30-90 70— 10

40 — 45 90 10

5.8.1 Stanoveni kalibraénich kfivek standardu

Pro stanoveni vybranych polyfenolli ve vzorcich byly pfipraveny kalibra¢ni kiivky 22
standarda fenolickych latek — kyseliny gallova, 3,4-dihydroxybenzoova, neochlorogenova,
4-hydroxybenzoova, epigallokatechin, katechin, kyseliny vanilova, chlorogenova, kavova,

syringova, epikatechin, kyseliny trans-p-kumarova, ferulova, sinapova, elagova, rutin,
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kyselina 1,2-hydroxyskoticovd, etylester kyseliny protokatechové, resveratrol, kyselina

trans-skoticova, kaempferol a kvercetin.

Ke stanoveni rovnice kalibra¢ni kiivky byl pfipraven zasobni roztok standardu tak, ze bylo
navazeno 0,001 g + 0,1 mg. Navazka byla kvantitativné pievedena do odmérné banky o
objemu 10 ml a doplnéna metanolem po rysku. Ze zdsobniho roztoku o koncentraci
100 ug.ml”" byla fedénim mobilni fazi A piipravena kalibraéni fada roztokii o
koncentracich 5, 20, 30 a 50 pg.ml”. Roztoky byly nasledn& proméfeny za stejnych
podminek jako méteni vzorkl v kap. 5.8. Ze ziskanych hodnot byla sestavena kalibra¢ni
ktivka zavislosti plochy piku (mAU) na koncentraci kalibrac¢nich roztokt. Z kalibracnich
bodl byla pro kazdy standard ziskana metodou linearni regrese regresni rovnice, Pfiloha

P I, podle které byl poté vypocitan obsah jednotlivych polyfenolickych latek.

Retencni casy jednotlivych standardid pak byly ziskdny proméfenim redlného vzorku a

proméfenim vzorku s pfidavkem standarda.

5.9 Statisticka analyza

S pomoci Grubbsova testu byly z namétenych dat vylouceny odlehlé hodnoty. Ze zbylych

hodnot byl vysledek vyjadien jako aritmeticky primér se smérodatnou odchylkou.

Déle statistické hodnoceni probihalo v programu StatK25 [40], sjehoz pomoci byl
proveden parametricky test srovnavajici stfedni hodnoty dvou nezavislych souborti

(Studentiiv t-test) na hladin€ vyznamnosti 5 %.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Vliv tepelného opracovani na obsah celkovych polyfenold, antioxidacni aktivitu a
polyfenolicky profil je v tuto chvili stale jesté¢ nedostate¢né prozkoumanou oblasti. Proto
jsou data srovnavéana zejména s nezpracovanymi surovinami. Jen u vzorkd ryze, pfip.

quinoi, jsou data srovnévana s tepelné opracovanymi vzorky.

Na uvod je nutno podotknout, ze ackoli existuji predpoklady, ze tmavé druhy obilovin by
mely dosahovat vysSich obsahii polyfenolickych latek a antioxida¢nich aktivit, jiz diive
bylo prokazano, ze rozhodujici jsou v tomto ohledu vlastnosti daného kultivaru a nejde o
obecnou vlastnost zbarveni obiloviny, coz ve svém vyzkumu dokézal jiz Sompong a kol.
(2010), ktery srovnaval n¢kolik variet ryzi s Cervenymi a ¢ernymi obalovymi vrstvami

[27].

6.1.1 OBSAH POLYFENOLU A FLAVONOIDU

Jak ukazuje Obr. 17: Suma obsahit TPC, na celkové polyfenoly byly z testovanych vzorkt

nejbohatsi zakoupené quinoové vlocky a vlocky vyrobené z divoké ryZe. Naopak mezi

cvwr

a vlocky ztmavého teffu. Mezi vlockami zryZe s cervenymi obalovymi vrstvami a

vlockami ze svétlého teffu nebyl statisticky vyznamny rozdil (p < 0,05).
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Obr. 17: Suma obsahi TPC
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Obr. 18: Obsah TPC v jednotlivych frakcich zobrazuje obsahy TPC v jednotlivych
frakcich. Ze ziskanych dat, podrobné uvedenych v Ptiloze P II, 1ze usoudit, Ze po tepelné
upraveé potiebné k vyrobé vlocek, pii které nedochazi k celkovému provaieni zrna, se
nejvyssi podil celkovych polyfenoli vyskytuje ve vazané formé, coz je ve shodé
s vyzkumem Zaupa a kol. (2015), ktery ve své praci prezentuje pro barevné druhy ryze
vyrazné vyssi podil celkovych polyfenoli ve vazané formé [35]. Naopak Scaglioni a kol.
(2014) ve své praci prezentuje u bilé ryze, nehled¢ na to, jestli jde o ryzi celozrnnou,
loupanou nebo parboiled, vyssi podil polyfenolti ve volné formé, stejné tak Min a kol.
(2014), ktery dostal stejné vysledky u ryzi s barevnymi obalovymi vrstvami. Min a kol.
(2014) navic také ziskal data, ze kterych je patrné, ze svétlé druhy ryze obsahuji az témét
10x méné€ TPC ve volné form¢ neZ druhy barevné, zatimco i1 u vazané formy tento rozdil
dosahuje maximaln¢ dvojnasobku [41, 33]. U svétlych druhli ryZe a quinoi byly podily
jednotlivych frakei relativné srovnatelné. U svétlé quinoi navic v obsahu TPC ve volné a
vazané frakci neexistuje statisticky vyznamny rozdil. Slo ale o vzorky vlogek, u kterych
neni zndm zpisob vyroby, a proto nelze rozhodnout, jestli jde o vliv technologie

zpracovani nebo o vliv druhu obiloviny.

S vyjimkou quinoi s ¢ervenymi obalovymi vrstvami a amarantu pifevazoval obsah volnych
TPC nad konjugovanymi. U vlocek z tmavého teffu byl rozdil mezi obsahem volnych a
konjugovanych TPC vyrazné vy$§i. Obsah TPC ve volné formé byl 3,82 mg GAE.g”,
zatimco v konjugované formé jen 1,77 mg GAE.g", tj. vice nez dvojnasobné mnoZstvi.
Tepelné opracovani semen tmavého teffu bylo oproti ostatnim vzorkiim kratké. Doslo pfi
ném jen ke spafeni semen ve vrouci vod¢, a proto mohl byt vliv tepelného opracovani jen
zanedbatelny, jelikoz kratkym spafenim nedoSlo k vyraznému vyluhovani latek do vody

nebo k jejich tepelnému rozkladu.
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Pii spektrofotometrickém méfeni obsahu flavonoidii doSlo u nékterych extrakt
quinoovych a teffovych vlocek ke komplikacim. Béhem reakce byly pozorovany barevné
zmeény, které ale nebyly dostateCné k piesnému stanoveni obsahu flavonoidia. Vysledky
tj. koncentrace rutinu 0,1 mg.ml”. Jak je patrno z Obr. 19: Suma obsahii TFC, nejvyssi
obsah flavonoidii byl naméfen u vlocek z tmavého teffu. U vlocek z rtiznych druht ryzi
stoupa suma celkovych flavonoidi v potadi svétld ryze, ryze s cervenymi a Cernymi
obalovymi vrstvami. U vlo¢ek zriznych druhli quinoi tento trend nebyl potvrzen. U
amarantovych vlo¢ek naopak nebylo mozné obsah flavonoidii vibec zméfit, protoze
namisto zmény barvy dochazelo k zakaleni reak¢ni smési. Zakaleni mtze byt zptisobeno
vyS$§im obsahem zmazovatélého Skrobu a dextrinli v amarantovych zrnech po tepelné
upravé, ktery pii extrakci nebyl odstranén. Problematicky ale mtze byt také vyssi obsah

bilkovin.
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3 2,80 272

1,83

1,47
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Obr. 19: Suma obsahi TFC

Z grafu na Obr. 20: Obsah TFC v jednotlivych frakcich je patrné, Ze v zastoupeni

flavonoidt v jednotlivych frakcich neni patrny Zadny vyrazny trend.
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6.1.2 ANTIOXIDACNI AKTIVITA

Obr. 21: Suma antioxidacnich aktivit mérenych pomoci ABTS a Obr. 22: Suma
antioxidacnich aktivit merenych pomoci DPPH zobrazuji sumy antioxida¢nich aktivit
jednotlivych vzorkl. Z naméienych hodnot Ize usoudit, Ze nejvyssi antioxidacni aktivitu
mély quinoové vlocky. Suma antioxidacnich aktivit u méfeni s pomoci ABTS klesala
v potadi quinoa > divokd ryze > ryze s cCervenymi a Cernymi obalovymi vrstvami >
amarant > teff svétly > teff tmavy > quinoa s Cervenymi a ¢ernymi obalovymi vstvami >
ryze. Mezi barevnymi druhy ryze a barevnymi druhy quinoi v tomto piipad€ neni
statisticky vyznamny rozdil. Pfi méfeni s pomoci DPPH se pofadi vyznamné nelisilo, jen
antioxidacni aktivita ryze s Cernymi obalovymi vrstvami byla oproti ryzi s Cervenymi
obalovymi vrstvami vyrazn¢ vyS$i. NejvySsi antioxidacni aktivitu v obou piipadech
vykazovala bild quinoa. Slo ovsem o vlocky, které byly zakoupeny v trzni siti, a neni u

nich znama technologie vyroby.
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Obr. 21: Suma antioxidacnich aktivit mérenych pomoci ABTS
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Obr. 22: Suma antioxidacnich aktivit mérenych pomoci DPPH

Jak dokazuje Tab. 2: Antioxidacni aktivity v jednotlivych frakcich na antioxidacni aktivité
se nejvice podilely frakce vazanych polyfenoldi, coz potvrzuje i obecnou teorii, Ze
polyfenoly ve vazané formé vykazuji vyssi antioxidacni aktivitu. U vlocek z bilé ryZze byly
ale antioxida¢ni aktivity pro jednotlivé frakce nejvice rovnomérné. Zastoupeni
antioxidacnich aktivit v jednotlivych frakcich se u obou metod pro nékteré vzorky lisilo,
napf. u quinoovych vlocek pro ABTS klesala antioxidacni aktivita v pofadi volné,
konjugované a vazané polyfenoly a pro DPPH v potfadi vazané, konjugované a volné
polyfenoly. Ackoli jsou obé metody zaloZené na zhaseni barevného radikalu antioxidanty
ptitomnymi ve vzorku, jejich princip se mirné 1isi. U DPPH dochazi k neutralizaci radikalu
pouze prenosem elektronu z antioxidantu, u ABTS dochazi ke zhaSeni kation radikélu
ABTS™ pienosem elektronu nebo vodikového atomu z antioxidantu. Ktery z pfenost

pfevazuje, je dano strukturou ptitomnych antioxidant a pH media [42].

Zaupa a kol. (2015) ve své praci prezentuji u ryze s ernymi obalovymi vrstvami vyrazné
vy$$i antioxidacéni kapacitu u volné frakce oproti frakci vazané. Pro ryzi bilou a pro ryzi
s cervenymi obalovymi vrstvami jsou vysledky ve shodé, tj. u bilé ryze je pomér mezi
antioxidac¢ni aktivitou volné a vazané frakce témet shodny a u ryze s ¢ervenymi obalovymi
vrstvami je pozorovana vyssi antioxidacni aktivita u vazané frakce [35]. Naopak Min a kol.
(2014) opéet prichazi s vysledky, které ukazuji, Ze barevné druhy ryze maji vyssi
antioxidac¢ni kapacitu ve volné form¢ nez ve formé vazané. U ryze bilé jsou ale vysledky

ve shodgé, jelikoz volna a vdzana forma mé antioxida¢ni kapacitu témet shodnou [33].
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Tab. 2: Antioxidacni aktivity v jednotlivych frakcich

Vzorek Frakce 1 ABTS 0 1 DPPH o
mg TE.g % ze sumy mg TE.g % ze sumy
Vol (0,94 +0,02) “ 37,29 (0,49 +0,01)° 32,50
Rose Kon (0,77 £0,01) “ 30,46 (0,52 +0,01)“ 34,49
4 Vaz (0,81 +0,02) * 32,24 (0,50 £ 0,02)* 33,01
Suma (2,52 +0,02) ™ (1,51 £0,01)*
Vol (0,70 +0,02) ° 16,82 (0,26 +0,01)° 12,70
Ryze Kon (0,66 +0,01)” 15,79 0,56+ 0,02) " 27,83
ervena Vaz (2,82 +0,03)% 67,40 (1,20 £ 0,03) % 59,46
Suma (4,18 +£0,02) %% (2,01 £0,02)%
Vol (1,12+0,02) 26,66 (0,58 +0,01)°¢ 22,48
Roze dons oD (0,76 £ 0,01) “ 18,16 (0,62 +0,02) 24,03
4 Vaz (2,31+0,01) € 55,19 (1,38 £ 0,03) ¢ 53,49
Suma (4,19 £0,01) “5* (2,58 £0,02) ¢
Vol (2,38 £ 0,02) 38,27 (0,78 £0,01)¢ 25,89
Quin Kon (1,93 +0,02) 31,01 (0,86 + 0,02) 28,65
Hmnoa Vaz (1,91 +0,02)° 30,72 (1,37 +0,02) € 45,47
Suma (6,22 +0,02) " (3,01 £0,02)""
Vol (0,61+0,02)° 20,47 (021 +0,01)¢ 11,11
Quinoa Kon (0,75 +0,02)“ 25,17 (0,66 + 0,01) 34,92
ervend Vaz (1,62 +0,03) ¢ 54,36 (1,02+0,02) ¢ 53,97
Suma (2,98 £ 0,02) “¢ (1,89 +0,01) “*
Vol (0,80 + 0,02)” 27,01 (0,56 +0,01)” 28,87
.. . Kon (0,75 +0,01) %4 25,31 (0,56 +0,01)7 28,87
Quinoa cerna F F
Vaz (1,41 +0,02) 47,68 (0,82 +0,02) 42,27
Suma (2,96 + 0,02) “FEE (1,94 +0,01)""
Vol (1,17 +£0,02)¢ 32,41 (0,64 +0,02)¢ 27,49
.., Kon (0,70 +0,01)* 19,39 (0,61 0,02) 88 26,20
Teffsvétly ), (1,74 +0,03) ¢ 48,20 (1,08 + 0,03) 46,32
Suma (3,61 +0,02) “° (2,33 +£0,02) ¢
Vol (1,11 +0,02) " 31,53 (0,61 +0,01)" 28,63
Tefftmave KON (0,80 +0,01)7 22,73 (0,68 +0,02) " 31,95
Y Vaz (1,61 +0,02) £ 45,74 (0,84 +0,02) 7 39,42
Suma (3,52 +£0,02) " (2,13 +£0,02)
Vol (0,74 £0,02)° 18,71 (0,31 £0,01)° 13,96
Amarant Kon (0,79 +0,01) %7 20,07 (0,69 + 0,02) "Mt 31,08
Vaz (2,41 +0,03)7 61,22 (1,22 +0,03)"# 54,95
Suma (3,94 +0,02)" (2,22 +£0,02)”
Vol (1,59 +0,02)/ 31,05 (0,71 +£0,01)/ 26,13
Divoki roze KoM (0,89 +0,02) " 17,51 (0,74 + 0,02)” 27,42
Y2 Vaz (2,63 +0,03)7 51,44 (1,25+0,14)78 46,45
Suma (5,11 +£0,02)"” (2,70 +0,06) "

Vysledky jsou vztazeny na Cerstvou hmotnost vzorku. Indexy v jednom sloupci ve stejném formatu (x, xx, X,

XX) ptedstavuji mezi sebou porovnavany soubor. Stejné indexy znac¢i hodnoty, mezi kterymi neni statisticky

vyznamny rozdil (p > 0,05).
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Déle byla sledovana zavislost mezi obsahem celkovych polyfenoli a celkovych flavonoidii
na antioxidacni aktivitu, ze které lze usuzovat, na kolik se polyfenoly, resp. flavonoidy
podileji na antioxidacni aktivité. Obecné se deklaruje, ze antioxidacni aktivita je zavisla na
obsahu TPC. Z korelacnich koeficienti uvedenych v Tab. 3: Korelacni koeficienty pro
zavislost AO/TPC a AO/TFC lze usoudit, ze existuje zavislost mezi sumou TPC, resp.
TFC, a antioxida¢ni aktivitou, nebot’ korela¢ni koeficient dosahl hodnoty 0,9234, resp.
0,9171. SilngjSich zavislosti bylo dosazeno u méteni antioxida¢ni aktivity pomoci ABTS.
Nejsilnéjsi zavislost, Obr. 23: Zavislost AO_ABTS/TPC ve volné frakci, mezi antioxida¢ni
aktivitou a obsahem TPC byla pozorovéana u volné frakce, kde korelacni koeficient
dosahoval hodnoty 0,9900. Poté nasledovala vazand a konjugovana frakce s korelacnim
koeficientem 0,9215, resp. 0,7978. U celkovych flavonoidii zavislost nebyla prokdzana.

Nizkych hodnot korelaci mohlo byt dosazeno v diisledku rtiznorodého souboru vzorkii.

Tab. 3: Korelacni koeficienty pro zavislost AO/TPC a AO/TFC

7

Zavislost
Vol Kon Vaz Suma
AO_ABTS/TPC 0,9900 0,7978 0,9215 0,9234
AO_DPPH/TPC 0,8462 0,7464 0,8380 0,9171
AO_ABTS/TFC 0,3391 0,7350 0,3271 0,1761
AO_DPPH/TFC 0,2851 0,3509 0,1266 0,0826

Vol — voln¢ polyfenoly, Kon — konjugované polyfenoly, Vaz — vazané polyfenoly
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Obr. 23: Zavislost AO_ABTS/TPC ve volné frakci
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6.1.3 POLYFENOLICKY PROFIL

Pro stanoveni polyfenolického profilu testovanych vzorkl bylo vybrdno 22 standardi
polyfenolickych latek nalezicich do 4 skupin. Prvni skupinu tvoii derivaty kyseliny
hydroxybenzoové — tj. kyseliny gallova, 3,4-dihydroxybenzoova, 4-hydroxybenzoova,
vanilova, syringova, elagova a etylester kyseliny protokatechové. Druhou skupinou jsou
derivaty kyseliny hydroxyskoficové — tj. kyseliny neochlorogenova, chlorogenova, kavova,
trans-p-kumarova, ferulova, sinapova, trans-2-hydroxyskotficova a trans-skoticova. Tieti
skupinu tvofi flavonoidy — tj. epigallokatechin, katechin, epikatechin, rutin, kaempferol a

kvercetin. Posledni latkou je resveratrol fadici se mezi derivaty stilbenu.

V péti nejvice zastoupenych latkach byl mezi vSemi vzorky nejCastéji nalezen katechin,
epigallokatechin a rutin. VSechny tyto tfi latky patii do skupiny flavonoidi. Pomérné casto
se mezi prvnimi péti nejvice zastoupenymi latkami objevovala také kyselina sinapova,
prip. 3,4-hydroxybenzoova a chlorogenova. Naopak mezi latky, jak je patrné z Tab. 4:
Sumy standardii pro jednotlivé vzorky, které nebyly detekovany vibec, patii nejcastéji
trans-skoficova kyselina, pfipadné¢ kaempferol a reveratrol. U vSech druhl ryZovych
vlocek a u vlocek z Cervené quinoi tvofily v této studii sledované flavonoidy kolem 20 %
TPC, u vlocek ze svétlého teffu 23 % a z tmavého teffu dokonce az 35 %. U zbylych druht

vlocek quinoovych a vlocek z divoké ryze bylo toto procento nizsi.
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Tab. 4: Sumy standardii pro jednotlivé vzorky

Standard Ryze (Quinoa e sty o
-1 Ryze Cervena Quinoa cervena f Amarant Divoka ryze
(nge] Ryze Gerna Quinoa ¢erna Teff tmavy
Derivaty kyseliny hydroxybenzooveé
(2.85£0,05)¢  (3.88+0,11)° . , ,
Gall (103£008)"  (1.88+002)¢  G2022027) " 33, 604y (0,09+0,02)
(4,04 +0,05) © ©656+031)/  (18.28%£0.29)
(549£0,12)¢  (2569+0,11)° . , ,
34-dhBenz  (19.75+0.18)" (5076 +0022)¢ (74007 " (649101000 (6.21+0.19)
(30290+033)¢ (1302021 (074001
(8.90£0,08)¢  (2634%0,11)° . , |
4-hBenz (164005 (0724002 gﬁg i?féf&h (27.81£023) (3,10 £0,05) "
(5.91£003)¢  (147=003) 08 £0,
(103920,14)°  (5.03%0,05)° . , |
Van (370+004)" (159006 ((19419761062234))  (9.62£024)  (913+£0,17)¢
(2.82£0,04)¢ (5546 +0,08) 26£0,
(94240060  (4,96+0,05)° . , ,
Syr 438+0.10)"  (437+012) ¢  CLIE0ID 640001y (8.74+0,10)
442£0,06)°  (156+0,03)/  (2389£0006)
(6.66£0,03)¢  (98,17+0,17)° . , ,
Ela (1545000 (0,96+0,05)¢  UOBIE027) “gih i 004 (7,70=0,02)

(1,17 +0,03) €

(22,32 +0,17) °
(1,73 £0,03)”
(3,56 + 0,04) ©

EtEs Prot

Derivaty kyseliny hydroxyskoricove

(14,57 +0,10)
(2,04 +0,07)
(1,27 +0,07) ¢

NeoChl

(18,48 £0,37) °
Chl (8,78 £0,20)
(33,98 + 0,33) €

(1,12 +0,02)
(1,71 £0,05) *
(2,67 +0,07) ¢

Kav

(0,37 +0,01) “
(0,04 +0,01)°
(0,07 +0,01) ¢

t-p-kum

(3,54+0,01) “
Fer (0,20 £0,01)”
(0,13 +£0,01) ¢

(1,52 +0,06)"

(2,25 +0,02) ¢
(2,31 £0,10) “
(2,34 +0,02) **

(1,78 £ 0,05) ¢
(4,58 +0,25)¢
(7,20 + 0,08) /

(175,01 +1,54) ¢

(5,79 £0,09)
(21,26 +0,09) /

(2,24 +0,02) ¢
(10,77 +£0,23)¢
(2,54 +0,02) 7

(0,92 +0,04) ¢
(3,94+031)°¢
(0,26 + 0,03)”

(37,12 + 0,03)¢
(17,12+0,57) ¢

(192,19 + 1,48)”

(0,76 +0,02) "

(83,38 +£0,14) ¢
(6,60 +0,12) "

(16,73 +£0,25) ¢
(20,44 +0,04) "

(15,73 +0,29) ¢
(7,23 +£0,17)"

(1,06 +0,04) ¢
(6,09 + 0,08)"

(14,64 +0,24) ¢
(2,09 +0,03)"

(6,20£0,17)
(1,82 +0,08)"

(1,70 £ 0,02) "

(257,23 +0,60)

(16,60 + 0,04)°

(0,26 +0,02)"

(0,68 +0,01)"

(22,66 +0,23)°

(1,02 +0,02)’

(0,86 + 0,03)’

(45,08 +0,31)/

(0,98 + 0,07)"¢

(6,05 + 0,09)

(11,12 +0,04)7
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Tab. 4: Sumy standardii pro jednotlivé vzorky - pokracovani

(7,20 + 0,06)
Sin (249,63 +0,14) ”
(302,56 + 0,97) ¢

(658,76 + 0,89) ¢
(52,304 0,03) ¢
(10,53 + 0,09)”

(52,07 + 0,77) &

(50,95 020y (1140 0,10)'

(183,06 + 0,14)

(0,62 +0,01)

(5,46 +0,01) “

(19,01 £0,15) ¢

N ¥ b e i J
-2-hSkoF 006+0007 QLT pLog 0972000 026500)
0,02 +0,01) “ 0,17 +0,01)"
t-skot ( ND : ( ND : (0,62+0,02) ¥ ND ND
ND 065+0,02)¢  (008=£00D
Flavonoidy
(21,95+035) ¢  (52,58+0,52)° . | ,
EGKat (822+037)" (139,00« 1,05)° 83‘{}3 i g;z; , 67585+ 171) (18,97 +035)
(547+033)° (182,86 +0,97) ATE0,
(43,45+0,09)° (32,60 % 0,24)° . , ,
Kat (13,40 +030) " (94,81+030)° gzgg ig’}i; , (17.81£0,19)  (21.43+0,10)
(1130£024)C (62,41 £0,15) A0,
0,96+ 0,01)°  (5,01+0,05)° . , ,
Ekat (114+0,08)"  (41,78+0,09)° ((1964(;)210611052) » o (075+003)  (2,45+0,03)
(1,13 £0,05) ¢ (9,80 + 0,34)” 0220,
(28,02£0.28)° (67,13 %1,07)° . , ,
Rut (2,08 +0,07)” (132,29 +0,22)° ((15029 89 10 fé) ’3427));, (12,01 £0,14)" (36,63 £0,10)/
(575+0,07)¢ (93,41 +0,46)’ SLED,
026+0,01)°  (3,61+0,04)° ; ,
Kaemp ND (2,80 +0,07) ¢ E?’ég i 8’(1);; (8,42 +0,03)" (0,76 + 0,06) '
0,68+0,02)"  (233+0,02)° 09 %0,
(77,18 2,94 ¢ (4,54+0,13)° . , ,
Kver (2495+004)"  (1450=£022)¢  O%00E037) 0 oh 051008  (1,70+0,02)

(31,33 £0,90) ¢

Derivaty stilbenu

Resv

(0,85 +0,02)
(0,54 +0,01)"
ND

(10,30 £0,16)

(0,34 +0,02)
(14,51 +0,06) ¢
(47,36 + 0,40)

(28,63 +0,02)"

(4,83 +0,12)7
(2,20 +0,05)¢

(25,33 +0,30)"

(5,19 £ 0,03)"

Gall — kyselina gallova, 3,4-dhBenz — kyselina 3,4-dihydroxybenzoova, 4-hBenz — kyselina 4-
hydroxybenzoova, Van — kyselina vanilova, Syr — kyselina syringova, Ela — kyselina elagova, EtEs Prot —
etylester kyselina protokatechové, NeoChl — kyselina neochlorogenova, Chl — kyselina chlorogenova, Kav —
kyselina kavova, ¢-p-kum — kyselina trans-p-kumarova, Fer — kyselina ferulova, Sin — kyselina sinapova, z-2-
hSkot — kyselina trans-2-hydroxyskoticova, ¢-skot — kyselina trans-skoticova, EGKat — epigallokatechin, Kat

— katechin, EKat — epikatechin, Rut — rutin, Kaemp — kaempferol, Kver — kvercetin, Resv — resveratrol

Vysledky jsou vztaZzeny na Cerstvou hmotnost vzorku. Stejné indexy u kazdého standardu znaci hodnoty,

mezi kterymi neni statisticky vyznamny rozdil (p > 0,05).
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Ryzové vlogky z bilé ryze zakoupené v trzni siti CR obsahovaly v nejvy$§im mnoZstvi
kvercetin, katechin, rutin, etylester kyseliny protokatechové a epigallokatechin. Ctyii z péti
nejvice zastoupenych latek u ryzovych vlocek tvoii latky nalezici mezi flavonoidy. Jiz pfi
zakladnim stanoveni tvofily flavonoidy 17,11 % z TPC. VSechny z hledanych standardii
byly ve vzorku detekovany alesponn ve stopovém mnozstvi. Nejvice zastoupené
polyfenolické latky u vlocek z ryze s Cervenymi obalovymi vrstvami tvofily v sestupném
poradi kyselina sinapova, kvercetin, 3,4-dihydroxybenzoova kyselina, kyselina elagova a
katechin. U ryZe s ¢ernymi obalovymi vrstvami byly ¢tyfi z péti latek stejné, jen v jiném
potadi a misto kyseliny elagové mezi né patfila kyselina chlorogenova. Sestupné poradi
tvotila kyselina sinapova, 3,4-dihydroxybenzoova a chlorogenova, kvercetin a katechin. U
barevnych druhli se tedy jiz kromé flavonoidi uplatiiuji 1 polyfenolické kyseliny. Ve
vzorcich vlo¢ek z barevnych druhii ryze nebyly detekovany kyselina trans-skoficova a
kaempferol a u ryze s Cernymi obalovymi vrstvami navic také resveratrol. Literatura jako
hlavni polyfenoly nezpracované ryze nejcastéji uvadi kyselinu ferulovou, p-kumarovou,
vanilovou a skoficovou. Vzhledem k tomu, Ze ani jedna z nich nepatii k péti nejhojnéji

zastoupenym latkam, Ize pfedpokladat, ze béhem zpracovani dochazi k jejich degradaci.

Ve vzorku quinoovych vloc¢ek byly v nejvy$§i mife zastoupeny kyselina sinapova,
chlorogenova, elagova, rutin a 3,4-dihydroxybenzoova kyselina. U vlocek z ¢ervené quinoi
epigallokatechin, rutin, katechin, sinapova a 3,4-dihydroxybenzoova kyselina, resp. u ¢erné
quinoi kyselina ferulova, epigallokatechin, rutin, 3,4-dihydroxybenzoovad kyselina a

katechin. Lze tedy opét u barevnych druhtli pozorovat jistou podobnost.

Mezi hlavni polyfenolické latky svétlého teffu patiily epigalokatechin, katechin, rutin,
etylester kyseliny protokatechové a kvercetin. U tmavého teffu Slo o epigallokatechin,
katechin, rutin, kyselinu sinapovou a trans-2-hydroxyskoticovou. Kotaskova a kol. (2016)
ve svém vyzkumu uvadi, ze hlavnimi polyfenoly nezpracovaného svétlého teffu jsou rutin,
kyselina protokatechova a ferulovd, katechin a kvercetin a hlavnimi polyfenoly tmavého
teffu kyseliny frans-p-kumarova, protokatechova, ferulova, gallova, kvercetin a katechin
[31]. Stejné jako u vlo€ek z riznych druhti ryZe, se ve zpracovaném teffu nevyskytuji mezi
péti nejvice zastoupenymi latkami piivodni kyseliny, ale pouze flavonoidy. Identifikované
flavonoidy se ve vloCkach teffu navic vyskytovaly ve znacné vysokém mnoZzstvi. Napf.
epigallokatechin u tmavého teffu dosahoval hodnoty 394,19 pg.g™, resp. u tmavého teffu
321,47 pg.g”'. Piitom obsah flavonoidti méfeny spektrofotometricky byl relativng nizky,
jen 2,72 mg RE.g"' u svétlého teffu a 3,57 mg RE.g" u teffu tmavého. U obou druht
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teffovych vlocek byl pozorovan také vyrazné vyssi obsah kyseliny gallové nez v ostatnich
vzorcich. Navic obsah kyseliny gallové ve volné formé vysoce ptevazoval, viz Piiloha P
Il — P V. U ostatnich vzorkii nebyla kyselina gallova ve volné form¢ bud vibec
detekovana, nebo byla pfitomna pouze ve velmi nizkém mnozstvi. Tento jev si lze
vysvétlit tim, ze teff vyzaduje pro vyrobu vlocek jen kratké tepelné opracovani a tak
nedochézi k jejimu vyluhovani nebo tepelné degradaci. U zakoupenych vlocek ze svétlého

teffu ovSem neni znama metoda vyroby, proto lze o vlivu technologie jen spekulovat.

U vlotek zamarantu nad ostatnimi znaén& prevazoval epigallokatechin 675,85 pg.g”,
nasledovany  kyselinou neochlorogenovou 257,23 pg.g’, 4-hydroxybenzoovou,
resveratrolem a kyselinou ferulovou. Ackoli je amarant botanicky pfibuzny quinoi, neni si
zastoupeni prvnich péti polyfenolickych latek podobné. Prekvapivy byl v polyfenolickém
profilu obsah flavonoidi, zejména jiz zminéného epigallokatechinu, jelikoz pii

spektrofotometrickém méfeni nebylo mozné obsah flavonoidt zméfit, viz kap. 6.1.1..

Vlocky zdivoké ryze pripravené v laboratofi pro potieby experimentu obsahovaly
v nejvyssim mnozstvi kyselinu sinapovou, chlorogenovou, rutin, katechin a

epigallokatechin.

Co se tyCe zastoupeni jednotlivych standardi ve tfech frakcich, nejCastéji prevazuji
v konjugované formé. Poté nasleduje forma volna a vazana. Tento rozdil je nejvice patrny
u polyfenolickych kyselin odvozenych od kyseliny hydroxybenzoové, kde sledované
standardy pfevaZovaly v konjugované formé v 56 % piipadi. Naopak nejméné casto
pfevazuji ve vazané formé, coZz mize byt zplisobeno tim, ze beéhem tepelného opracovani

se uvoliuji z matrice bunécnych stén, kde jsou navazany na jeji slozky.

Tab. 5: Korelacni koeficienty pro zavislost AO/PP obsahuje korelacni koeficienty pro
zavislost antioxidani aktivity na obsahu jednotlivych sledovanych standarda
polyfenolickych latek. Ackoli v polyfenolickém profilu pfevazuji flavonoidy, antioxida¢ni
aktivitu nijak neovliviiyji. Nejsilngjsi korelace dosahoval epikatechin ve volné formé, ale
hodnota 7 ¢inila jen 0,6375, coz neni signifikantné vyznamné. Mnohem vétSi vliv na
antioxidacni aktivitu maji polyfenolické kyseliny. Silngsi zavislost vykazovaly
antioxidacni aktivity méfené s pomoci ABTS. Nejsilngjsi korelaci v sumé vykazuje
kyselina sinapova, a to jak pro ABTS (r = 0,8703), tak pro DPPH (r = 0,7658),
nasledované kyselinou chlorogenovou a elagovou. Nejvice se na antioxida¢ni aktivité

podileji polyfenolické kyseliny v konjugované formé. Jde o kyselinu elagovou (r =
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0,9905), kyselinu chlorogenovou (r = 0,9846), kyselinu sinapovou (» = 0,9756) a kyselinu
trans-p-hydroxyskoticovou (r = 0,9620), ptip. kyselina chlorogenova ve volné formé (» =

0,9238). Ostatni korelace se pohybuji pod hodnotou 0,9000.

Tab. 5: Korelacni koeficienty pro zavislost AO/PP

T

Standard ABTS DPPH

Vol Kon Vaz Suma Vol Kon Vaz Suma
Derivaty kyseliny hydroxybenzoové
Gall 0,0383 0,3706 0,3450 0,1895 0,3144 0,0563 0,2351 0,0211
3,4-dhBenz 0,0698 0,0493 0,1569 0,1945 0,1018 0,0743 0,0598 0,1092
4-hBenz 0,5994 0,5751 0,0435 0,4939 0,2484 0,4688 0,1820 0,4146
Van 0,0576 0,1291 0,0259 0,3914 0,0418 0,3109 0,0674 0,3066
Syr 0,3306 0,1153 0,2761 0,1393 0,4325 0,0118 0,0027 0,0187
Ela 0,8558 0,9905 0,4704 0,7623 0,5278 0,7661 0,1318 0,6174
EtEs Prot 0,0009 0,1702 0,5004 0,2236 0,2180 0,2432 0,4771 0,0710

Derivaty kyseliny hydroxyskoricove

NeoChl 0,2622 0,1116 0,2087 0,0453 0,3607 0,1112 0,1270 0,0510
Chl 0,9238 0,9846 0,4562 0,8120 0,6081 0,7362 0,6531 0,7291
Kav 0,1550 0,0531 0,0037 0,3012 0,3673 0,1058 0,1329 0,2373
t-p-kum 0,2263 0,1884 0,3429 0,0127 0,4324 0,0111 0,1861 0,1688
Fer 0,1354 0,6228 0,3088 0,1915 0,0940 0,4499 0,3228 0,1326
Sin 0,8241 0,9756 0,6734 0,8703 0,4437 0,7558 0,4925 0,7658
t-2-hSkot 0,0501 0,9620 0,1702 0,1057 0,2732 0,7187 0,0845 0,0019
t-skot 0,1596 0,0308 0,3498 0,1900 0,3503 0,2472 0,4453 0,0193
Flavonoidy

EGKat 0,3076 0,1891 0,0369 0,1982 0,3822 0,0899 0,0032 0,0793
Kat 0,2363 0,2548 0,2533 0,2518 0,0635 0,1673 0,2174 0,0541
EKat 0,6375 0,1250 0,2855 0,3431 0,2847 0,0422 0,2038 0,2597
Rut 0,0685 0,0952 0,0140 0,2424 0,1356 0,0182 0,0673 0,0922
Kaemp 0,6254 0,0414 0,0666 0,1401 0,3194 0,1766 0,0220 0,1316
Kver 0,0248 0,1042 0,5411 0,5420 0,2266 0,1000 0,6324 0,4980

Derivaty stilbenu
Resv 0,2543 0,1666 0,3219 0,3637 0,2909 0,2922 0,3266 0,2775

Gall — kyselina gallova, 3,4-dhBenz — kyselina 3,4-dihydroxybenzoova, 4-hBenz — kyselina 4-
hydroxybenzoova, Van — kyselina vanilova, Syr — kyselina syringova, Ela — kyselina elagova, EtEs Prot —
etylester kyselina protokatechové, NeoChl — kyselina neochlorogenova, Chl — kyselina chlorogenova, Kav —
kyselina kavova, t-p-kum — kyselina trans-p-kumarova, Fer — kyselina ferulova, Sin — kyselina sinapova, ¢-2-
hSkof — kyselina trans-2-hydroxyskoticova, ¢-skot — kyselina trans-skoticova, EGKat — epigallokatechin, Kat

— katechin, EKat — epikatechin, Rut — rutin, Kaemp — kaempferol, Kver — kvercetin, Resv — resveratrol
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ZAVER
Cilem prace bylo vyrobit vlocky z netradi¢nich druhii obilovin, vyextrahovat z nich
fenolické frakce obsahujici volné, konjugované a vazané fenolické latky, a v téchto

frakcich stanovit celkovy obsah polyfenolii a flavonoidli, antioxidacni aktivitu a

polyfenolicky profil pomoci metody HPLC.

Nejvyssi obsah polyfenoll 1 antioxidacni aktivita byl stanoven u vlocek ze svétlé quinoi.
Vzhledem k tomu, Ze jde o obilovinu bez vyrazného zbarveni obalovych vrstev, je toto
zjisténi prekvapivé. Bohuzel jde o vzorek vlocek, u kterého neni zndma technologie
vyroby. Z vlo¢ek, které byly vyrobeny pro potieby experimentu, byl nejvyssi obsah
obsah polyfenold i antioxidac¢ni aktivitu vykazovaly vlocky z bilé¢ ryze. Nejvyssi podil
polyfenolli se u obilovin po tepelném opracovani vyskytoval ve vazané formé. Stejné tak i
nejvyssi antioxidacni aktivita. Nejvyssi obsah celkovych polyfenoli ve volné a
konjugované formé, které jsou pro organismus nejlépe vyuzitelné, byl zjistén u vlocek ze

svétlé quinoi, nasledované vlockami z divoké ryze.

Mezi prvnimi péti polyfenolickymi latkami s nejvySSim obsahem byly nejcastéji
zastoupeny flavonoidy katechin, epigallokatechin a rutin. Dle dostupné literatury obsahuji
v nezpracované formé testované obiloviny z polyfenolickych latek v nejvy$§im mnozstvi
hlavné polyfenolické kyseliny, zejména kyselinu ferulovou nebo p-kumarovou. Vzhledem
k tomu, Ze obsah téchto kyselin byl po zpracovani nizsi a ptevazovaly zejména flavonoidy,
lze usuzovat, Ze polyfenolické kyseliny patii mezi latky, které se béhem tepelného
opracovani snadnéji degraduji. Ackoli v nejvysSim mnozZstvi pievazovaly flavonoidy, ze
sledovanych standardd se na antioxida¢ni aktivité¢ nejvice podilela kyselina elagova,
chlorogenova, sinapova a trans-p-hydroxyskoficovd. Muze jit o latky se silnéjsi

antioxidacni aktivitou, nez jakou vykazuji flavonoidy.

Obsah sledovanych standardii polyfenolickych latek prevazoval v konjugované forme. Pti
méteni celkovych polyfenoll ale pievazovaly ve formé vazané. Lze tedy predpokladat, Ze
kromé& sledovanych standardli obsahuji tyto obiloviny ve vazané form¢ také fadu jinych

polyfenolickych latek.
Z komeréné dostupnych vlocek mély nejlepsi sledované charakteristiky vlocky ze svétlé
quinoi, u kterych, jak jiz bylo zminéno vyse, neni znama technologie vyroby, kazdopadné

je lze jako soucast miisli smési doporucit. Z obilovin, ze kterych se vlocky v dnesni dobé
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komeréné nevyrabi, mély nejlepsi parametry vlocky z divoké ryze. Nepatii ale mezi
obiloviny péstované ve velkych objemech, proto je jeji vyuziti na vyrobu vlocek

limitovano.

Pro dalsi testovani se doporucuje zaméfit se na vliv extruzni technologie vyroby cerealnich

vlocek.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ABTS 2,2-azinobis(3-etyl-2,3-dihydrobenzotiazol-6-sulfonat)
AMK Aminokyselina
AO Antioxidacni aktivita

AO_ABTS Antioxidacni aktivita métend s pomoci ABTS

AO DPPH Antioxida¢ni aktivita méfend s pomoci DPPH

CR Ceska republika

DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl)

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie

MK Mastna kyselina

PA Polyfenolicka kyselina

PP Polyfenolické latky

RTE Z angl. Ready-to-eat, cerealie k ptimé konzumaci
TFC Obsah flavonoidil

TPC Obsah celkovych polyfenoli

USA Spojené staty americke

uv Ultrafialové
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PRILOHA P I: KALIBRACNI ROVNICE POLYFENOLU

Standard

rovnice kalibrace

Derivaty kyseliny hydroxybenzoové
Gallova kyselina
3,4-dihydroxybenzoova kyselina
4-hydroxybenzoova kyselina
Vanilova kyselina

Syringova kyselina

Elagova kyselina

Etylester kyseliny protokatechové

Derivaty kyseliny hydroxyskoricove
Neochlorogenova kyselina
Chlorogenova kyselina

Kavova kyselina

trans-p-kumarova kyselina
Ferulova kyselina

Sinapova kyselina
trans-2-hydroxyskoticova kyselina
trans-skoticova kyselina

Flavonoidy
Epigallokatechin
Katechin
Epikatechin
Rutin
Kaempferol
Kvercetin

Derivaty stilbenu
Resveratrol

y=0,3413x
y =0,2359x
y=0,5114x
y=0,2612x
y=0,3716x
y =0,2005x
y =0,3095x

y=0,1559x
y=0,2125x
y =0,5478x
y=1,1882x
y =0,4502x
y=0,1767x
y=1,2589x
y = 1,4882x

y=0,0221x
y =0,0987x
y=0,1366x
y=0,1257x
y=0,2241x
y =0,3202x

y=0,3613x

0,9998
0,9995
0,9995
0,9999
0,9993
0,9982
0,9998

0,9994
0,9985
0,9994
0,9994
0,9989
0,9993
0,9999
0,9995

0,9984
0,9992
0,9988
0,9997
0,9990
0,9956

0,9995




PRILOHA P II: TABULKA OBSAHU TPC A TFC

Vzorek Frakce TpC TFC
mg GAE.g" % ze sumy mg RE.g”! % ze sumy

Vol (3,10 +0,03) “ 35,17 (031+0,01)° 20,49
Ryze Kon (2,70 £ 0,02) A 30,64 (0,48 +0,01) A 31,78

Vaz (3,01 £ 0,04) 34,19 (0,72 £ 0,02) 47,73

Suma (8,80 + 0,03) (1,51 £0,01)*

Vol (2,67 +0,05)° 22,75 (0,59 +0,02)° 25,09
Ryze Kon (1,99 +0,03) 16,97 (0,04 +0,01) " 1,79
ervena Vaz (7,08 £ 0,05)% 60,28 (1,73 £ 0,03) ® 73,12

Suma (11,75 +0,04) *# (2,37+0,02)

Vol (3,84 £ 0,05) ¢ 25,99 (1,30 +0,02) 46,50
Ry Sernd Kon (3,22 + 0,06) C 21,83 (0,29 +0,01) C 10,44

Vaz (7,70 + 0,10) 52,17 (1,21 +0,02) 43,07

Suma (14,77 £ 0,07) <¢ (2,80 £ 0,02) <¢

Vol (6,23+0,11)¢ 35,22 (1,19+0,01) ¢ 64,78
Ouinoa Kon (5,22+0,100% 29,51 (0,65+0,01)“ 3522

Vaz (6,24+0,12)° 35,27 ND

Suma (17,70 £0,11) °P (1,83+0,01)

Vol (2,29 +0,05) ¢ 23,34 (1,01 £0,02)¢ 35,11
Quinoa Kon (2,98 + 0,04) « 30,29 (0,68 £0,01)* 2356
gervena Vaz (4,56 +0,07)F 46,37 (1,19+0,02) € 41,32

Suma (9,83 +0,05) “* (2,89 +0,02) *

Vol (2,76 £ 0,04)” 28,73 (0,78 £ 0,02)” 49,00
Quinoa Kon (2,67 +0,03)“ 27,81 (0,68 +0,01)* 7 4284
derna Vaz (4,18 +0,06)” 43,46 (0,13+0,01) 8,16

Suma (9,62 +0,04) (1,59+0,01) "

Vol (3,63 +0,06) ¢ 30,79 (0,67+0,01)*¢ 24,63

Kon (3,37 £ 0,05)7 28,59 (0,68 + 0,01)* ¥ 25,00
Teffsvétly  Vaz (4,79 + 0,06) © 40,63 (1,37+0,00)*" 50,37

Suma  (LL78%0,06) (2,72 +£0,01) 9

Vol (3,82+0,04)" 37,99 (1,52 +0,03)" 42,57
Teff tmavy Kon (1,77 £ 0,05) % 17,59 (0,68 + 0,01)* "¢ 19,05

Vaz (4,47 +0,08)"F 44,42 (1,37+£0,01)* “F 38,38

Suma (10,06 + 0,06) ™ (3,57 +0,02)

Vol (2,70 +0,04) ">/ 18,53 ND

Kon (3,46 +0,07) "1 2378 ND
Amarant I

Vaz (8,39+0,11) 57,68 ND

Suma (14,55 +0,07) 7

Vol (4,95 +0,05)” 28,46 0,78 +0,02)/ 53,12
Divoké ryze Kon (3,76 + 0,04) , 21,58 0,14+ 0,01) H 9,69

Vaz (8,69 + 0,05) 49,95 (0,55 +0,02) 37,20

Suma (17,40 + 0,05) (1,47 +0,02) "

Vysledky jsou vztazeny na Cerstvou hmotnost vzorku. Indexy v jednom sloupci ve stejném formatu (x, xx, X,

XX) predstavuji mezi sebou porovnavany soubor. Stejné indexy zna¢i hodnoty, mezi kterymi neni statisticky

vyznamny rozdil (p = 0,05).

v



PRILOHA P III: TABULKA OBSAHU VOLNYCH POLYFENOLU

Standard , vR}/ze . . QUIIVIOB. , Teff svétly o
1 Ryze Cervend Quinoa Cervena , Amarant Divoka ryze
[ngg’] Ryze ¢erna Quinoa &erna Teff tmavy
Derivaty kyseliny hydroxybenzoové
0,05+ 0,01) ° (0,27 +0,04) d
Gall (0,06 = 0,01) ° ND ((212 ; : ?)’22)) . ND ND
(2,09 +0,01)° ND e
(2,27+0,08)°  (6,04+0,17)° g _ _
3,4-dhBenz (16,21 +0,40)°  (5,19+0,19)° 0,97£0,07) (3,52+0,23)’ (1,19 +0,12)’
(3678 +031)° (16012  (O10=00D)
(0,78+0,01)°  (9,23+0,26)° f
4-hBenz (0,30 +0,03) ° ND ((1)’; ; i 8’82)0 (7,05+0,16)7 (1,11 +0,02)"
0,15+0,01)¢  (0,16+0,01)*° ©, 06)
(4,81,£0,18)° (0,85 +0,02) “
b b D
Van 036+0,04)"  (2,13+0,13)°¢ N f o (320+0,19)¢  (3,06+0,23)"
0,22 +0,03) € ND (9:390,70)
(0,04+0,01)°  (0,76+0,02)° N d
Syr (0,04 £0,01)° (0,10 £0,02) ¢ (1,92 0’16)e,b ND ND
ND 004001  (©068£0.07)
(0,94+0,05° (60,83 +0,27)° f
Ela (0,04 +0,01) ° ND (g’gé I g’gg)g (0,96 +£0,03)"  (1,14+0,04)"
(0,68 + 0’05) Cc (0’73 + O’Ol)e,c ( ) £ )
(11,02£036) ¢ (0.83=0,01)¢ g _ _
EtEs Prot (1,47+0,060°  (1,34+0,11)%” (531 4127 f 8 2259 )h (1,26 £ 0,02)" (0,59 + 0,02)’
(1,990,060 ¢ (1,16 £0,04)” 3, ,25)
Derivaty kyseliny hydroxyskoricové
(0,23 £0,03) ° ND d
NeoChl ND 0,080,03)°  IS3TEOI8) ) eh 108y ND
ND (171 +0.12)° (0,50 £ 0,05)

(1,54 £ 0,06) °
Chl (1,25 £ 0,06) °
(7,66 £0,18)°

(0,60 £ 0,03) °
Kav (0,81 £0,01)°
(1,51 +0,17)°

(0,08 £0,01)°
(0,04 +0,01)°
(0,07 +£0,01)°

t-p-kum

(0,28 £0,01) °
Fer (0,09 +£0,01)°
0,13£0,01)°

(57,39 +0,43) ¢
(2,58 +£0,21)°
(3,61 +0,23)

(0,48 £0,03) ¢
(2,04 +0,01) ¢
(0,18 £0,01)”

(0,53 £0,04)
ND
ND

(19,96 + 0,08) °
(11,03 +0,01) ¢

(149,61 + 4,02)7

(10,04 + 0,64) ¢
(2,14 +0,05)"

ND
ND

(6,14+0,17) ¢
(1,17 £0,02)°

(1,79 £0,17)°
(0,76 +0,02)"

(3,64 +021)”

ND

(0,05 £0,01)**

(12,42 + 0,24)’

(13,63 +0,78)’

(0,87 +0,12)%”

(0,05 +£0,01)°

(5,21 £0,08)’




Ptiloha P III - pokracovani

Sin

t-2-hSkot

t-skof

Flavonoidy

EGKat

Kat

EKat

Rut

Kaemp

Kver

Derivaty stilbenu

Resv

(7,20 £ 0,06) °
(2,95 +0,09)
(2,04 £0,20)°

0,38 £0,01)°
ND
(0,11 +0,01)"

(0,02 £0,01)°
ND
ND

(14,43 +0,49) °
ND
ND

(2,02£0,07)°
ND
ND

0,23 £0,01)°
ND
ND

(24,09 +0,81) ¢
(0,80 £0,07) °
(1,48 £0,14)°

(0,26 £0,01) °
ND
(0,68 +0,02)"

ND
ND
ND

(0,26 £0,02) °
(0,42 +0,01)°
ND

(401,00 + 1,39) “
(47,20£0,01)°
(3,29 +0,19)

(2,72 £0,02)
(0,64 +0,03)°
(0,14+0,01)°

(0,13 0,01)"
ND
(0,15 +0,02)°"

(15,28 £0,19) °
(46,92 +0,45)
(52,72 £ 1,33)°

(32,07 £0,35)°

(33,32+0,17) €
(18,72 £0,15)°

(1,66 +0,09)
(0,70 £0,03) ©
(0,29 +0,01)°

(57,49 = 1,03) ¢
(129,24 + 0,42)
(84,80 = 1,07)”

2,77+0,07) €
(1,18 +0,07) ¢
(0,48 £0,01)°

(2,55+0,24)°
(1,41 £0,10)°
(1,80 £0,09)°

(0,34 +0,02)°
(0,80 + 0,08) “
(3,84 +£0,04)°

(21,65 £ 1,29)°
(2,56 +0,01)"

(18,43 +0,42)
(49,70 + 1,58)°

(0,62 +0,02) ¢
ND

(45,48 +0,39) ¢
(15,02 = 0,34)"*

(5,49 £0,39) °
(2,83 £0,02)”

0,52 £0,07) ¢
(0,36 +0,03)”

(24,69 £ 1,29)°
(43,49 +0,89)°¢

(0,16 +0,01)”
(1,69 £0,13)°

ND
ND

(4,41 +0,33)7
(2,01 £0,09)°

(8,63+£0,15) (16,49 +0,09)’
(0,21+0,01)"  (0,26+0,02)’

ND ND

(269,00 = 1,78)% (11,03 +0,72)"

(7,97 £0,15)° ND
(0,57 +0,05)%°  (0,12+0,01)"
(1,13+£0,03)"  (20,15+0,08)’
(0,76 = 0,06)’

(1,43 +0,01)"

(8,020,017 (1,70 £0,02)%

(25,11+0,86)"  (3,19+0,05)’

Gall — kyselina gallova,

3,4-dhBenz — kyselina 3,4-dihydroxybenzoova, 4-hBenz — kyselina 4-

hydroxybenzoova, Van — kyselina vanilova, Syr — kyselina syringova, Ela — kyselina elagova, EtEs Prot —

etylester kyselina protokatechové, NeoChl — kyselina neochlorogenova, Chl — kyselina chlorogenova, Kav —

kyselina kavova, ¢-p-kum — kyselina trans-p-kumarova, Fer — kyselina ferulova, Sin — kyselina sinapova, z-2-

hSkot — kyselina trans-2-hydroxyskoticova, #-skot — kyselina trans-skoticova, EGKat — epigallokatechin, Kat

— katechin, EKat — epikatechin, Rut — rutin, Kaemp — kaempferol, Kver — kvercetin, Resv — resveratrol

Vysledky jsou vztaZzeny na Cerstvou hmotnost vzorku. Stejné indexy u kazdého standardu znaci hodnoty,

mezi kterymi neni statisticky vyznamny rozdil (p > 0,05).



PRILOHA P IV:TABULKA OBSAHU KONJUGOVANYCH

POLYFENOLU
Ryze Quinoa "y
Stand_alud Ryze cervena Quinoa cervena Teff svetl}f Amarant Divoka ryze
[me.g"] Ryze Cerna Quinoa ¢erna Teff tmavy
Derivaty kyseliny hydroxybenzoové
(2,01 +£0,12)°  (3,38+0,28)° .
i .
Gall 0432006  ©71x0,10°¢ I3 0’16)g,c (0,42 +0,09™  (0,09+0,02)’
(120£0,12)° (506061 (122016
(2,88+0,27)7  (18,72+0,12) ¢ f
+
3,4-dhBenz (2,55+0,05)° (39,90 +0,41)° (2,01+0,05 )gb (12,30 £0,03)" (2,70 £0,24)°
0,92+ 0,67)°  (64,65+0,04)° (0,64+0,0H)"
(7,48 +0,20)°  (16,02+0,02)¢ ’
4-hBenz (2,09 +0,10) ° (0,47 £0,01) (0,44+0,01) h (18,45 + 0,50) (1,65 +0,10)’
4.69£003)°  (131x004  (©2=00D
(3,10£0,19)°  (2,12+0,10)° ’
Van (0,99 +£0,05°  (0,35+0,02)° Ei;g N g’ffg ho (2,69+021) (3,85+0,11)’
(1,61 £0,01)¢ (55,26 +0,25)" ’ ’
(7,07+£0,16)°  (4,12+0,11)° ;
Syr (2,15+0,08)°  (3,72+0,33)%° (19,12£0,16) " (0,32 +0,01) (5,47 £0,15)
2222006 (080006 >87=010
(4.94+0,02)°  (36,85+0,21)° ND
Ela ND - (0,64007) ‘: 031001 83 0,05)¢  (6,45+0,02)"
(0,49 +0,01) 0,79 +£0,10)* ’ ’
(8,51 +0,05) ° (1,42+0,02) € N f
EtEs Prot ND (0,83 +0,16) ° (29,20 0’12)9 (0,35 +0,02)" ND
0324001  (1,03002)° (200006
Derivaty kyseliny hydroxyskoricovée
(13,29+0,25)° (1,78 +0,05)° .
=+ .
NeoChl (1,60 0,07 ° (3,77 +0,70) (13,32:+049) o (198,67+0,02)"  (0,66+0,05)'
(037£004)°  (3.62+002)0 (19945003
(15,02£084)7 (112,06 +4,14) ¢ e
+
Chl (4,45+035)°  (0,07+0,01)° (2,55 0’09),%, (10,57 +0,25)%  (23,85+0,06)"
(14,83 £0,81)°  (15,07+0,02)° (2,51£0,29)
(0,43+0,01)°  (1,67+0,01)° g
+0,04 ,
Kav (0,68 = 0,10) ° (7,76 £ 0,66) (1,06 £0, )h ND 0,11 £0,01)"
0.61£00)% (2002003 (6092008
b
024+0,01)°  (0,39+0,03) N J
t-p-kum ND (3,94£031)° ((?)’% ig’f)i)) e (0,27 +0,01)” (2,83 £0,25)°
ND (0,26 +0,03) ’ ;




Ptiloha P IV - pokracovani

Fer

Sin

t-2-hSkot

t-skof

Flavonoidy

EGKat

Kat

EKat

Rut

Kaemp

Kver

Derivaty stilbenu

Resv

(2,62+0,01)°
ND
ND

ND
(19,00 +0,21) °
(43,24 £0,02)"

ND
ND
0,19 £0,01)°

ND
ND
ND

(4,53 £0,39)°
(3,30 £ 0,25)°
(2,47+0,32)°

(33,53 +£0,03) °
(7,40 + 0,35) °
(6,70 £0,23)°

(0,11 +0,01)°
ND
ND

(1,58 £0,01)°
(0,68 + 0,04)°
(2,27 +0,02)°

ND
ND
ND

ND
ND
ND

(0,43 £0,02) °
(0,08 +0,01)"
ND

(16,90 = 0,01) °
(5,09 +£0,29) ¢
(16,05 = 0,14)°

(256,34 +£1,19) €
(1,34 +£0,04)°
(7,03 £0,07)¢

(2,65+0,01)°
(0,18 £0,01) **
0,35 £0,02)°

(0,04 £0,01)°
ND
(0,43 £0,02)°

(31,62+1,18) ¢
(56,22 +0,73) €
(89,99 +0,51)"

(0,53 +0,12) ¢
(47,85+0,53)°¢
(33,08 = 0,05)”

(2,33+0,03)°
(34,50 £ 0,20)
(4,35+0,25)°

(9,64 % 1,10)°
(1,99 £0.21) ¢
(6,95 +0,25)

(0,46 £0,02) °
(1,10+0,13) °
(0,56 +0,03)°

(1,99 £0,01) ¢
(0,81 +0,06) ”
(1,37£0,13)¢

ND
(11,95 +0,08) ¢
(34,51« 1,14)°

(4,41 £0,16) ¢

(1,06 +0,13)7 (9,77 £0,41)°

4,18+0,11)7

(0880017 (2,49 £0,13)"

(0,41 +0,01) ¢

f
(0,20 +0,01)¢ (0,12£0,01)

ND

ND ND

(214,29 + 5,82)°

(26004 1.81)" (28841£27)

(322,38 £ 0,04) ¢

(131.85+020)"  (»16£0.28)

(6,50 £ 0,08)°

(7,93 £0,33)” (0.18+0,01)°

(81,00 + 0,08) ¢
(8,90 +0,03) ™

(10,25 + 0,36)""

ND

d
ND (5,68 = 0,04)

(25,45 +0,63) ¢

ND ND

0,34 +£0,01) °

019+ 0.01) (0,14 +0,02)°

h,c

(4,95 = 0,02)

(35,18 0,17)’

ND

ND

(5,22 £0,16)’

(12,68 + 0,07)’

ND

(12,20 + 0,03)’

ND

ND

(0,14 +0,02)"

Gall — kyselina gallova,

3,4-dhBenz — kyselina

3,4-dihydroxybenzoova, 4-hBenz — kyselina 4-

hydroxybenzoova, Van — kyselina vanilova, Syr — kyselina syringova, Ela — kyselina elagova, EtEs Prot —

etylester kyselina protokatechové, NeoChl — kyselina neochlorogenova, Chl — kyselina chlorogenova, Kav —

kyselina kavova, t-p-kum — kyselina trans-p-kumarova, Fer — kyselina ferulova, Sin — kyselina sinapova, ¢-2-

hSkof — kyselina trans-2-hydroxyskoticova, ¢-skot — kyselina trans-skoticova, EGKat — epigallokatechin, Kat

— katechin, EKat — epikatechin, Rut — rutin, Kaemp — kaempferol, Kver — kvercetin, Resv — resveratrol

Vysledky jsou vztaZzeny na Cerstvou hmotnost vzorku. Stejné indexy u kazdého standardu znaci hodnoty,

mezi kterymi neni statisticky vyznamny rozdil (p > 0,05).



PRILOHA P V: TABULKA OBSAHU VAZANYCH POLYFENOLU

Standard , VRzlze . . Qulrvloa , Teff svétly .
1 Ryze Cervena Quinoa cervena , Amarant Divoka ryze
[ngg’] Ryze ¢erna Quinoa &erna Teff tmavy
Derivaty kyseliny hydroxybenzoové
0,79 +0,01)° (0,23 +0,02) g
+
Gall (0,54+0,18)°  (1,17+0,02)° ((03’70; N (?’1036))0,b (0,90 +0,02)" ND
0,75+0,03)%  (1,50+001n T
(0,34+0,02)°  (0,93+0,03) %" 1764 0,099 _
3,4-dhBenz 099+009° (674005 b D ) (0,67+0,05)"  (2,32+0,20)
(1,59+0,01)¢ (5,21 +0,48)"°
(0,64+0,02)° (1,09 £0,04) % f
4-hBenz (0,77£0,02)°  (0.25+002)° (6’33§§’36) 231£002)°  (034+0,02)"
(1,07 +0,06)€ ND
(2,48+0,04)° (2,06 +0,02)° g
+ i i
Van (2,35+0,04)°  (5,11+0,03)° ((3123 N g’g?)) h (3732031 (2,22+0,17)"7
(0,99 +£0,08)°  (0,19+0,01)" ’ :
(2,31£0,02)° (0,08 £0,01)° f
+
Syr 2.194020)% (055001  (047=00D g ND (3,27 £ 0,05)"
2202006  (072+003)°  (034=00D
(1,09 +£0,01) ° (0,49 £ 0,03) e
Ela (1541+0,01)°  (0,32+0,02)° (1’24;;12’01) (0,33+0,03)" (0,11 +0,01)°
ND ND
(2,79+0,10) ° ND f _
EtEs Prot (0,26 +0,02) ° (0,14 = 0,02) (13 ’1081500;?51 )g,c (0,09 +0,01)" (0,41£0,01)’
(1,25:|:0,05)C (0’15:‘:0’01)6,11 ( > > )
Derivaty kyseliny hydroxyskoricové
(1,05 +0,03) ° ND 2044 0.08)
NeoChl (0,44 +0,06) ° (0,73 £ 0,03) 2, ND. ) (1572£0,50)° (0,20 £0,01)"
037+0,04°  (1,87£0,08)°
(1,92+40,20)°  (5,56+0,04)° ab
:t . .
Chl (3,08+0,20)" (3,14 +0,06) %’ (é 15‘; i%’ 1136)) ne (239+0,00" (7,60 +0,10)
(11,49+0,01)¢ (2,58 +0,02)" ’ ’
(0,09 +0,01) “ (0,09 +0,02)“ ND
Kav (0,22+0,08)°  (0,97+0,01)° ND (0,26 + 0,02)"° ND
(0,55+0,02)° (0,27 +0,02)%°
(0,05+0,01) ° ND N b
t-p-kum ND ND ((g"g i(())’(());)) ¢ (036+001)7  (0,77+0,01)°
ND ND ’ ’
(0,64 +0,02) ° (0,26 +0,01)° ND
Fer (0,11£001)°  (2.37£0,04)° ND (0,47 £0,04)  (0,96+0,02)°
ND (26,53 £0,29)°




Ptiloha P V - pokracovani

Sin

t-2-hSkot

t-skof

Flavonoidy

EGKat

Kat

EKat

Rut

Kaemp

Kver

Derivaty stilbenu

Resv

ND
(227,68 £0,13) °
(257,28 +2,70)”

(0,24 £0,01)°
(0,06 +0,01) °
ND

ND
ND
ND

(2,99 £0,18)°
(4,92+0,49) "
(3,00 £ 0,34) ™"

(7,90 £0,16) °
(6,00 +0,24) °
(4,60 £0,24)°

(0,62 +0,01) °
(1,14 £ 0,08)"
(1,13 £ 0,05)

(2,35+0,01)°
(0,60 £0,11)°
(2,00 £ 0,06)°

ND
ND
ND

(77,18 £2,94) °
(24,95 +0,04)
(31,33 £0,90)°

(0,16 £0,01)°
(0,04 +0,02) °
ND

(1,42 £0,09)
(3,76 £0,03)°
(0,21 £0,02)°

(0,09 +0,01) ¢
(1,38 +0,01) ¢
(0,08 £0,01)°

ND
ND
(0,07 £0,01)°

(5,68+0,18) €
(35,864 1,98) °
40,15+ 1,07)°¢

ND
(13,64 £0,19)°
(10,61 +0,24)¢

(1,02 £0,03)°
(6,58 £0,03)
(5,16 +0,75)"

ND
(1,06 +0,03) ¢
(1,66 + 0,05)°

(0,38 £0,03) °
(0,52 +£0,01)°
(1,29 +£0,01)°

ND
(12,28 + 0,50) ¢
(7,13+0,27)¢

ND
(1,76 £0,02)
(9,01 £0,01)°

(26,24 +0,91)7
(47,51 +0,86)°

(0,17 +0,01)”
(0,02 +0,01)°

ND
(0,08 £0,01)°

(134,42 +337)7

(45,51 +0,24)°

(62,26 +0,11)7
(31,75 + 0,20)°

(2,38£0,16)°
(1,73 £0,17)"

(4,21+0,03)”
(0,42 £0,05)°

ND
ND

43,61 +0,11)7
(28,63 +0,02)°

(0,08 £0,01)°
ND

(0,28 £0,03)"

(0,64 +0,01)"

ND

(118,44 £0,64)"

(0,68 +0,13)"

ND

(0,63 +0,04)"”

(1,31 £ 0,04)%°

(12,23 £0,15)™

(0,08 £0,01)*°

(131,39 +0,17)"

ND

ND

(2,72 +0,16)’

(8,75+0,12)’

(2,33 +0,05)"

(4,28 +0,20)

ND

ND

(0,41 £0,03)°

Gall — kyselina gallova,

3,4-dhBenz — kyselina 3,4-dihydroxybenzoova, 4-hBenz — kyselina 4-

hydroxybenzoova, Van — kyselina vanilova, Syr — kyselina syringova, Ela — kyselina elagova, EtEs Prot —

etylester kyselina protokatechové, NeoChl — kyselina neochlorogenova, Chl — kyselina chlorogenova, Kav —

kyselina kavova, ¢-p-kum — kyselina trans-p-kumarova, Fer — kyselina ferulova, Sin — kyselina sinapova, z-2-

hSkot — kyselina trans-2-hydroxyskoticova, #-skot — kyselina trans-skoticova, EGKat — epigallokatechin, Kat

— katechin, EKat — epikatechin, Rut — rutin, Kaemp — kaempferol, Kver — kvercetin, Resv — resveratrol

Vysledky jsou vztaZzeny na Cerstvou hmotnost vzorku. Stejné indexy u kazdého standardu znaci hodnoty,

mezi kterymi neni statisticky vyznamny rozdil (p > 0,05).



