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Karotenoidy v pSenicich s netradi¢ni barvou zrna

Souhrn

V teoretické Casti prace je zpracovan literarni prehled se zamétfenim na pSenici a na
problematiku karotenoidt v obilovinach. V literarni resersi je uvedena historie pSenice,
anatomicka stavba a chemické slozeni pSeni¢ného zrna. Déle se prace vénuje chemickému
slozeni, biosyntéze, metabolismu a stabilité¢ karotenoidll. Zvlastni pozornost je vénovana
luteinu, kterého je v obilkach pSenice zastoupeno nejvice. Netradi¢né zbarvené odridy pSenic
maji vyssi obsah biologicky aktivnich latek,(karotenoidy, antokyany, fenolické kyseliny)

a dalsi nutriéné vyznamné latky pro ¢lovéka. Tyto latky také vykazuji antioxidacni vlastnosti.

V praktické ¢asti prace byla pro analyzu karotenoidt pouzita pSenice (T. aestivum L.)
s odlisnym typem zbarveni zrn. Testovano bylo 8 odrad psenic — Citrus, Bona Vita (se zlutou
barvou zrna), V1 131-15, UC 66049 (modra barva zrna), Konini, AF Jumiko (purpurova
barva zrna) a Bohemia, Annie (standardni barva zrna). Vybrané odridy psenic byly
hodnoceny ze dvou po sob¢ jdoucich sklizni z roku 2015 a 2016. Obsahy karotenoidi byly
zmé&feny metodou HPLC s DAD detekci. V jednotlivych odridach byl sledovan vliv odrady
a barvy zrna na celkovy obsah a slozeni karotenoidl. Déle byl sledovan vliv ro¢niku sklizné
na obsah karotenoidii u jednotlivych genotypt.

Vysledky potvrdily hypotézu, ze obsah karotenoidii v pSenicich je odridové zavisly.
Nejvyssi schopnost syntézy karotenoidi byla zjisténa v odrad¢ Citrus s primérnou hodnotou
6,695 pg.g 'susiny a nejnizsi schopnost tvorby v odridé UC 66049 (1,906 pg.g susiny). Dale
byla potvrzena hypotéza, Ze obsah a slozeni karotenoidi je zavisly na barveé zrna. Nejvyssi
obsah karotenoidi vykazovala pSenice se Zlutym zrnem (6,597 pg.g ™ susiny). U klasické
pSenice (Cervené) bylo naméteno 2,304 ug.g'lsuéiny, coz predstavuje nejmensi mnozstvi
karotenoidi v porovnani s modrou (3,726 pg.g susiny) a purpurovou (3,642 pg.g susiny)
pSenici. Hypotéza, ze karotenoidy jsou ovlivnény ro¢nikem sklizné, také byla potvrzena.
Psenice sklizené v roce 2015 obsahovaly primé&rné vice karotenoidi (5,264 pg.g susiny), ne?
pienice sklizené v roce 2016 (2,870 pg.g susiny). V testovanych odriidach byl sledovan
pomeér volnych a esterové vazanych karotenoidl. Nevétsi podily esteroveé vazanych
karotenoidd v roce 2015 obsahovaly odridy Bona Vita a UC 66049 (67 %), V roce 2016 bylo
zjiSténo nejvetsi procento u odriid Bona Vita a Konini (66 %). Genotypy pSenice: Bohemia,
V1 131-15, Citrus a AF Jumiko uchovavaji pouze volné formy karotenoidu.

Kli¢ova slova:pSenice, purpurovy perikarp, modry aleuron, Zluty endosperm, standardni

barva zrna, karotenoidy, HPLC-DAD



Carotenoids in coloured wheat grains
Summary

The theoretical part of this essay describes a literary overview focused on wheat and on
matters of carotenoids in cereal. The literary recherche presents the history of wheat,
anatomical structure and chemical composition of a wheat grain. Next, this essay focuses on
chemical composition, biosynthesis, metabolism and constancy of carotenoids. Special
attention is paid to lutein, which makes the biggest part of the wheat grain. Unusually
coloured types of wheat have higher content of biologically active substances (carotenoids,
anthokyans, phenolic acids) and other substances that are nutritionally significant for people.
These substances also show antioxidant features. In the practical part was used wheat for
carotenoid analysis (T.aestivum L.) with different types of wheat colouring. 8 types of wheat
were tested - Citrus, Bona Vita (yellow grain), V1 131-15, UC 66049 (blue grain), Konini, AF
Jumiko (purple grain) and Bohemia, Annie (standard grain colour). Selected wheat types were
evaluated from two harvests from years 2015 and 2016. The content of carotenoids was
measured by HPLC-DAD detection. The effect of the type and grain colour on the entire
content and structure of the carotenoids was observed in individual types. The effect of the
year of harvest on the carotenoid content in individual genotypes was also observed. The
results confirm the hypothesis that the carotenoid content in wheat depends on the type. The
biggest capability of carotenoid synthesis was discovered in Citrus with the average value of
dry matter 6,695 pg.g™”, and the lowest capability was found in UC 66049 (1,906 pg.g” of
dry matter). The hypothesis that the carotenoid content and composition depends on wheat
colour was also confirmed. The highest content of carotenoids was found in wheat with
yellow grain (6,597 pg.g™of dry matter). Standard wheat (red) contained 2,304 ug.g™of dry
matter which means smaller amount of carotenoids in comparison with the blue (3,726 pg.g*
of dry matter) and purple (3,642 ug.g™ of dry matter) wheat. Hypothesis, that carotenoids are
affected by the year of the harvest was also confirmed. Wheat harvested in 2015 contained on
an average more carotenoids (5,264 pg.g™ DM) than wheat harvested in 2016 (2,870 ug.gof
DM). The ratio of free and ester bond carotenoids was observed in the tested types. The
highest ratio of ester bond carotenoids in 2015 contained Bona Vita and UC 66049 (67%), in
2016 was the highest percentage found in Bona Vita and Konini (66%). Wheat genotypes:
Bohemia, V1 131-15, Citrus and AF Jumiko hold only free forms of carotenoids.

Keywords: wheat, purple pericarp, blue aleuron, yellow endosperm, standard wheat colour,
carotenoids, HPLC-DAD.
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2 Uvod

Nejveétsi vyznam mezi plodinami péstovanymi na orné pudé maji obiloviny, jez jsou
pramysl. Ro¢né se u nas vypéstuje 6,8—7,1 milionii tun obilovin, z toho 2,1 milionil tun se
vyuzije pro vyrobu potravin. Obiloviny tvofi 60% rostlinné vyroby, pfic¢emz ¢tvrtina celkové

produkce ptipada na psenici.

Tradicné a nejcastéji pouzivané pSenice maji bilou a také Cervenou barvu obilky.
Nevyuzité a méné znamé jsou vSak pSenice s netradicnim zbarvenim zrna. Tyto pSenice
obsahuji vys$8§i mnozstvi pigmentd, které zbarvuji zrna pSenice do modré, purpurové a nebo
zluté¢ barvy. Modré a purpurové zbarveni obilek zplsobuji antokyany, za Zluté zbarveni
odpovidaji pfitomné karotenoidy. PSenice sbarevnym zrnem je tedy lepSim zdrojem

biologicky aktivnich latek (karotenoidli, anthokyand, fenolickych kyselin).

Prave proto, ze pSenice zabezpecuje prevaznou ¢ast vyzivy lidstva, se nabizi moznost
zacCit vyuzivat pro potravindisky primysl vice barevné pSenice a tim vyznamné zlepsit kvalitu

pekarenskych vyrobki a zvysit ptisun nejen antioxidantt.



3 Cil prace

Hypotézy:

1. Obsah a slozeni karotenoidu jsou zavislé na odradé

2. Obsah a slozeni karotenoidti jsou zavislé na barvé zrna

3. Pomér volnych a esterové karotenoidii je odridove zavisly

4. Obsahy karotenoidli v zrnech psSenice jsou ovlivnény ro¢nikem sklizné

Cile:

1. Stanovit obsah a slozeni karotenoidd ve vybranych odridach psenice

2. Porovnat obsahy karotenoidl v pSenicich s netradi¢ni barvou zrna s pSenicemi
konven¢imi

3. Stanovit mnozstvi volnych a esterové vazanych karotenoidi v testovanych odridach

4. Vyhodnotit vliv ro¢niku sklizn& na obsah karotenoidt v zrnech pSenice



4 Literarni prehled
4.1 PSenice seta (Triticum aestivum L.)

4.1.1 Pivod a historie péstovani pSenice

Nejstar§i péstované kulturni rostliny jsou obilniny, nékdy se oznacuji jako obili,
obiloviny, obilniny, pfipadné cerealie. Obili se stalo zakladem rostlinné stravy, diky tomu,
ze se dalo snadno péstovat, poskytovalo relativné vysoké vynosy a predevSim bylo dobie
skladovatelné. Zemédélstvi se udrzelo jako zdklad hospodafstvi od neolitu po novoveék
a dodnes jsou obilniny zakladem potravni pyramidy, diky tomu, Ze jsou kvalitnim zdrojem
energie a pii vafeni vSestranné pouzitelnou surovinou (Beranova, 2005).

Botanicky obilniny nalezi do ¢eledi lipnicovitych (Poaceae) a rozdélujeme je podle
morfologickych a fyziologickych vlastnosti do dvou skupin. PSenice, je¢men, Zito, Zitovec
a oves jsou mén¢ naro¢né na teplo a vice na vodu a existuji v jarnich i ozimych forméch.
Obilniny vice naro¢né na teplo a méné na vodu zastupuje kukufice, proso, ¢irok a pohanka
(Beranova, 2005).

Jednou z nejrozsifenéjich plodin ve svété i u nas je pSenice. Je zaroven i nejstarsi
kulturni rostlinou s jedlymi semeny (zrny), kterou ¢lovék k zabezpeCovani potravy vyuZziva.
Nejstarsi nalezend plana pSenice (obr 1) pravdépodobné pochéazi z doby 16 000 pied naSim

letopoctem z mésta Hajfa v Izraeli (Cepicka, 1995).

Obr. 1: Srovnani pSenice jednozrnky plané (v levo) a domestikované (v pravo)

[archeologienadosah, online]



Dnes jiz obtizn¢ rozliSujeme obdobi pouhého sbéru psSenice a obdobi zamérného
pestovani, které je spojeno se zménou ziskdvani hlavniho zdroje obzivy a vznikem
zemddélstvi (Gajdosova et Strudlik, 2004). Archeologické nélezy potvrzuji péstovani psenice
jednozrnky (Triticum monococcum) a pSenice dvouzrnky (Triticu mdicoccum) v obdobi
neolitu 8 000—7 500 let pied nadim letopoétem na uzemi tzv. Urodného pulmésice, coz
zahrnuje Piedni vychod od Palestiny, Jordénska, Syrie pies Turecko, Iran az k Perskému
zalivu (Cepicka, 1995).

V 6. stoleti pred naSim letopoctem na tUzemi stfedni Evropy zacali nasi predkové
péstovat pSenici obecnou (Triticum aestivum). PSenice seta (Triticum aestivumL.) vznikla
dlouhodobym vyvojem a Slechténim z praptivodnich forem — psenice jednozrnky a pSenice

dvouzrnky (Brandolini et al., 2008).

4.1.2 Taxonomie pSenice

Béhem casu a plsobenim rtiznych klimatickych podminek pii Slechténi a péstovani
se vytvarely rozdily mezi jednotlivymi botanickymi rody a druhy i mezi jednotlivymi
odriidami stejného druhu (napft. ve sloZeni, v obsahu tuku nebo v kvalité bilkovin). Postupem
doby jen nékteré druhy ziskaly dominantni postaveni v potravinaiské vyrobé (Pfihoda et al.,
2006).

PSenice je rostlinnd plodina, s nize uvedenym taxonomickym zatazenim:

Rise: rostliny (Plantae)

Podfise: cévnaté rostliny (Tracheobionta)
Oddg¢leni: krytosemenné (Magnoliophyta)
Ttida: jednodé€lozné (Liliopsida)

Celed: lipnicovité (Poaceae)

Rod: psenice (Triticum)

PSenice maji duté kolénkaté stéblo. Kvétenstvim je klaskovy lichoklas s obilkami
s vyraznou podélnou ryhou. Kvitka v klasku je 2 az 5. Plevy jsou $iroké, mnohozilnaté.
Pluchy jsou hladké. Pluska je blanitd. Osina je piisedla k vrcholu pluchy. Plodem je tedy
obilka, kterd zlstava az do zralosti volnd a nesrtsta s pluchou a pluSkou — nahé pSenice.
PSenice, u kterych pfiristd obilka k pluSe a plusce, jsou nazyvany pSenicemi pluchatymi
(plevnatymi). Barva vzchazejicich rostlin je zelena. Jazycek je kratky, po okraji vroubkovany.

Ouska jsou mala, ochmytena (Kucerova, 2010).



4.1.3 Rod pSenice Triticum

Rod psenice Triticum ma n¢kolik plang rostoucich i kulturnich druhii, nejvétsi vyznam
ma pSenice obecnd (Triticum vulgare) a pSenice tvrda (Triticumv durum). Psenice
je charakteristicka velkou genetickou rozmanitosti, jeji druhy se vytvafely rostoucim poctem
chromozémt — rostouci ploiditou (2n = 14-28-42). Rod Triticum se ¢leni podle poctu

chromozomtl a podle pluchatosti obilek na fadu druhti, z nichz nejzndméjsi jsou uvedeny

v tabulce 1 (Pazdera 2010).

pocet ) ]
S obilky nahé obilky pluchaté
2n=14 pSenice jednozrnka (T.monococcum)
pSenice tvrda (T. durum) pSenice dvouzrnka (T. dicoccum)
pSenice perska (T. carthlicum) pSenice Timofejevova (T. timopheevi)
on=2 pSenice nadufela (T. turgidum L.)
pSenice polska (T. polonicum L.)
pSenice obecna (T. aestivum L.) pSenice Spalda (T. spelta L.)
2n =42 pSenice indicka (T. sphaerococcum) pSenice macha (T. macha L.)
pSenice shlou¢ena (T. compactum L.)

Tab. 1: Vyznamné kulturni druhy rodu Triticum (Pazdera, 2010)

P3enice $palda (Triticum spelta) je znama nejméné 8000 let a jeji pravlasti je ran
¢1 Mezopotamie a do Evropy byla dovezena pied 4000 lety. Jeji ofechova chut dodava této
obiloving na zvlastnosti. Spalda je cenéna pro vy3§i obsah vitamind, bilkovin a vlikniny.
Ma vsak nizs§i hektarové vynosy nez napfi. pSenice obecna a je oblibena vyrobci biopotravin.

PSenice dvouzrnka (T. dicoccum) je archaicka obilovina a pochazi z oblasti dne$niho
iranu, Iraku, Syrie a Palestiny. Hrala vyznamnou ulohu ve vyzivé starobylych narodt
Babylonu a Egypta.

Psenice jednozrnka (T.monococcum) je historicky nejstarsi. Je zndma vice jak 10000
let a dosud se na mnoha mistech péstuje. V Evropé dosahla nejvétsiho rozsifeni v Némecku,

vyznacuje se zlatozlutou barvou mouky (Brandolini et al., 2008).




Kamut (staroegyptsky ,,duse zemé*) byl znovuobjeven roku 1948 pii archeologickém
vyzkumu V jedné z mnoha egyptskych hrobek, pozdé&ji v roce 1977 byly nalezené vzorky
zasety a rozmnozeny. Zrna Kamutu maji stejny tvar jako bézné druhy psenice, jsou ovSem
dvakrét tak velkd. Maji v praméru o 30 % vice bilkovin, esencialnich aminokyselin a zvySeny
obsah vitamini E, thiaminu, riboflavinu, kyseliny pantotenové, fosforu, hoiciku, zinku
amédi. Mouka ztéto odridy je velmi lehce stravitelnd sjemnou ofiskovou pfichuti
(Michalova et Hutat, 1998).

Z vySe uvedenych druhii jsou komer¢né nejrozsifenéjsi péstované druhy: Triticum
durum (téstarenska psenice), Triticum aktivum (pekaiska pSenice) a Triticum spelta (Spalda)
(Ptihoda et al., 2006).

Druhy pSenic je mozné dale délit na niz§i taxonomické jednotky — variety a odrudy.
Odridy u nas nejrozsitenéjsi pSenice obecné patii nejcastéji ke ¢tyfem varietam (tab 2),
u kterych se dale rozliSuji z péstitelského hlediska dvé formy. PSenice se déli na ozimé, které
se vysévaji na podzim a jsou sklizeny na zacatku l1éta. Déle na pSenice jarni vysévané na jafe,
sklizené na konci 1éta, které vSak maji obecné nizs$i vynosy nez pSenice ozimé (Pazdera,
2010).

varieta barevnost klasu osinatost klasu
lutescens bily bezosinaty, osinaty
milturum Cerveny bezosinaty
ferrugineum Cerveny osinaty
erythrospermum bily osinaty

Tab. 2: Variety pSenice obecné — zakladni rozdéleni podle barvy a osinatosti klasu (Pazdera,
2010)

414 Vyuziti pSenice

K nejvétsim producentiim psenice patii Rusko, USA, Kanada, Indie, Francie a Cina.
Zrno pSenice se zpracovava na mouku, jeZ se vyuziva v potravinafstvi pfi peceni chleba
a jiného sortimentu peciva a téstovin. Zrno se také zpracovava na kroupy a krupici.

Mlynské odpady (otruby a krmné mouky) a zrno jsou krmivem pro dribez a mlada

hospodaiska zvitata. Zrno se také vyuziva i jako priimyslova surovina k vyrob¢ lihu, skrobu,
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piva a plastl. Sldma se vyuziva ke krmeni, na podestylku a zaoravani, také se rizné upravuje

pro vyrobu celul6zy, lepenek a desek. (Zimolka, 2005).
415 Anatomicka stavba a sloZeni pSeni¢ného zrna

4.1.5.1 Morfologie a anatomie pSeni¢né obilky

Plodem pSenice (obr 2) je jednosemenna nazka — obilka (caryopsis). Sklada se ze tii

¢asti (obr 3): z obalti, vnitiniho jadra (endospermu) a zarodku (embrya).

Obr. 2: Rostlina pSenice — Triticum aktivum, klas, obilka, zrno [Wikipedie, online]

Obaly chrani obilku pfed nepfiznivymi vnéj$imi vlivy, v mlynské technologii
je oznacujeme jako otruby, které jsou v potravé zdrojem nestravitelné vlakniny. Jejich podil
na celkové hmotnosti zrna ¢ini asi 8-12 % (Kucerova, 2010). Obaly jsou dva — vné&jsi oplodi
a vnitini osemeni.

Oplodi (perikarp) je tvofeno z jednovrstevné pokozky (epidermis), pod ni se nachazi
jedna nebo dvé vrstvy podpokozkovych bunék (buiiky podélné). Jeho prvotnim tkolem
je chranit zrno pfed mechanickym poskozenim, kratkodobymi ucinky vody a Skodlivymi
latkami. Oplodi je proto tvoieno nerozpustnymi a obtizné bobtnajicimi materialy (celulosa).

Osemeni (testa) se nachazi pod oplodim, ale nesrista s nim, obé vrstvy ale k sob&

tésné pfimykaji. Osemeni nese v bunikach barviva, ktera davaji obilce typickou barvu. Nékteré
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dalsi vrstvy osemeni obsahuji polysacharidické latky, které pfispivaji k udrzovéani rovnovahy
vihkosti zrna diky schopnosti zadrzovani vody bobtnanim §krobu (Piihoda et al., 2006; Zili¢
etal., 2011).

Vnitini jadro (endosperm) zaujima asi 80-85 % hmotnosti obilky. Vngjsi cast
endospermu je tvofena jednou nebo vice vrstvami aleuronovych bunék, které maji vysoky
obsah bilkovin. Vlastni endosperm je tvofen velkymi tenkosténnymi bunkami se Skrobovymi
zrny (obr. 3).

Zarodek (embryo) je uloZen na bazi hibetni strany obilky a jeho podil na hmotnosti
obilky &ini asi 1,5-3 %. Svrchu je zarodek kryt oplodim a osemenim. Stitkem (scutellum), coz
je prvni déloha, ptiléhd k endospermu. Na apikéalni strané je vzrostny vrchol (plumula)
se zaklady list, kryty blanitou pochvou (koleoptile). Na bazalni stran¢ je hypokotyl se
zéarodky kofinkd (Zimolka, 2002).

_ . endosperm
~—— bufiky endospermu se
skrobem v bilkovinné matrici E

- celulosove stény bunék endospermu

aleuronova vrstva (,,vnéjsi
endosperm™)

hyalinni tkif
- testa (osemeni)

cyhndrické bufiky 0
; pfiéné bunky

I~ hypodermis
epidermis

k. bunééna vrstva klicku =
. Stitek na klicku

= rudimentdrmni klicek K

= primarni kofinky
— . Stitek kokink(t
kloboudek kotinki

O — vrstva prichazejici pti mleti do otrub, E — vrstva ptichazejici do mouky, K — ¢ast
odstranovana s klickem
Obr. 3: Podélny fez pSeni¢nym zrnem se znazornénim jeho morfologickych vrstev (Zimolka,

2002)
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4.1.6 Chemické sloZeni pSeni¢ného zrna

Chemickeé sloZeni zrna pSenice (tab 3) urcuji genetické i ekologické faktory, stejné
jako fyzikédlni a chemické vlivy pulsobici pfi zpracovani nebo skladovéani. Zakladnimi
stavebnimi kameny jsou sacharidy, lipidy, bilkoviny, mineralni latky a vitaminy (Gajdosova
et Strudlik, 2004).

4.1.6.1 Sacharidy

Monosacharidy se Vv zrnu pSenice nachazeji velmi malo, ptevazné v klicku a mezi
Oligosacharidy se vyskytuji také ve velmi nizkych koncentracich. Z technologického hlediska
jsou nejvyznamngjsi skupinou polysacharidy. Skrob se nachazi prevazné v endospermu
a je zdrojem energie, piedstavuje az 70 % hmotnosti zrna. Skrob obsahuje dva typy glukant;
amylosu (25 %) rozpustnou ve vodé a amylopektin (75 %), ktery ve vodé pouze bobtna.
Dalsim polysacharidem je celulosa, ktera podporuje fyziologii traveni jako vléknina a tim
predchazi cévnim chorobam a nékterym nadorovym onemocnénim. Vldknina je jedla cast
rostliny, kterou tvoii komplexni sacharidy, n€kdy oznacované jako neskrobové polysacharidy.
Do této skupiny fadime celulosu, hemicelulosu, lignin, pektin a dalsi. Hemicelulosa je
uloZena v obalovych vrstvach a nachazi se spolu s celulosou v bunéénych sténach. Strukturou
jde o pentosan nerozpustny ve vodé. DalSim polysacharidem je arabinoxylan (max. 3 %),

ktery je ve vodé€ naopak rozpustny a vytvaii tzv. slizy (Pfihoda et al., 2006).

4.1.6.2 Bilkoviny

VétsSinu bilkovin najdeme v endospermu a aleuronové vrstvé. Bilkoviny obsahuji
predevsim aminokyseliny glutamin, prolin, leucin, cystein, lysin a glutamovou kyselinu.
Ostatni proteinogenni aminokyseliny jsou zastoupeny v mensim mnozstvi. PSeni¢né bilkoviny
rozdélujeme podle rozpustnosti v riiznych rozpoustédlech do Ctyt skupin:

Gliadiny (Prolaminy) — rozpustné v 70% ethanolu
Gluteniny — ¢aste¢né rozpustné ve zfedénych roztocich kyselin a zasad
Albuminy — rozpustné ve vodé

Globuliny — rozpustneé v roztocich soli
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Gliadiny a gluteniny tvoii komplexni zasobni protein (lepek), ktery je ulozen
v endospermu vyvijejictho se zrna a zasadné ovliviiuje konecné vyuziti pii zpracovani

(Zimolka, 2002).

4.1.6.3 Lipidy

Zarodek, klicek neboli embryo rostliny je zdrojem lipidii a mineralnich latek, na néz
jsou zrna pomérné chuda. Pred mlynskym zpracovanim se cely klicek odstraiiuje, aby nedoslo
k oxidaénim a enzymatickym zmé&nam lipidt, které by zménily pfipadnym zluknutim chut

i viini mouky (Pfihoda et al., 2006).

4.1.6.4 Vitaminy a mineralni latky

Vitaminy jsou lokalizovany ptedevs§im v klicku a aleuronové vrstvé. VétSinou
se jednd o vitaminy skupiny B: tiamin, riboflavin a niacin a téZ vitamin E. Mineralni latky
se nazyvaji popel a predstavuji anorganicky zbytek, ktery je ziskan po spaleni rostlinného
materidlu. Obsah popela v celych zrnech se pohybuje kolem 1,25-2,5 %, jeho koncentrace
fosfore¢ny, draselny, hofec¢naty a vapenaty. Cerealie maji nizky obsah sodiku, a jsou bohaté
na draslik. Pfevladajicim mikro — prvkem je Zelezo, jehoz obsah v p3enici &ini 33-66 mg.kg™

(Topping, 2007; Zili¢ et al., 2011).

Obsah jednotlivych slozek pSeni¢ného zrna v %
chemické slozky | zrno | aleuronova vrstva | zarodek | endosperm
bilkoviny 10-17 23-33 36-42 9-14
skrob 60-70 0 0 78-84
celuléza 2,5-3,3 12-20 35 0,13-0,18
jiné sacharidy | 3,0-6,0 3,0-5,0 22-28 3,0-4,0
lipidy 2,0-2,5 7,0-8,5 12-16 0,5-0,7
mineralni latky | 1,4—2,3 9-11 5-6 0,3-0,5

Tab. 3: Obsah jednotlivych slozek pSeni¢ného zrna v % (Ptihoda et al., 2006)
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4.1.7 PSenice s barevnym zrnem

Psenice setd (0zimad i jarni forma) mtize mit riznou barvou zrna. Nejvice je zastoupeno
cervené (Cervenohnédé) zbarveni, které zplsobuje pifitomnost anthokyani a dalSich
fenolickych sloucenin v osemeni a oplodi (Martinek et Vyhnanek, 2014). Vétsina pSenic
péstovanych v Evropé ma tedy cervenou barvu. Kromé tohoto typu zabarveni existuji
I tzv. barevné odrudy pSenice, mezi které patii pSenice se zlutym endospermem, purpurovym

perikarpem a modrym aleuronem (Obr. 4) (Martinek et al., 2006). (obr. 4 az 8).

C

8

Obr. 4: Barvy zrna: a — ¢ervené (standardni), odrida Bohemia; b — bilé (standardni), odrida

Heroldo; ¢ — se Zlutym endospermem, odruda Citrus; d — tritordeum, odrida JBI;
e - S purpurovym perikarpem, odrida Indigo; f — S modrym aleuronem, odrida Skorpion;
g - tmavé diky kombinaci barev (Karasek et al., 2014; Martinek et Vyhnanek 2014)

Zlutavé zabarveni pSenic zptsobuji karotenoidy, jejichz barevné pigmenty
se nachézeji v endospermu. Vyrazné zluté jsou také diploidni pSenice (jednozrnky), méné
vyrazné zabarveni maji i nékteré hexaploidni psenice (Lachman et al., 2017; Pozniak et al.,
2007)

Purpurové zabarveni pSenice zpusobuji antokyanové pigmenty kyanidin—3—glukosidu,
které se ukladaji v perikarpu (napf. odridy Konini, Purple, PurpleFeed,
AbissinskajaArrasajta). Geny pro purpurovy perikarp obilek byly ptfeneseny z purpurovych
tetraploidnich a hexaploidnich psenic, pochazejicich z Etiopie (Martinek et al., 2006).

Modravé zbarveni zrna je disledkem ukladani antokyanovych pigmenti do aleuronové
vrstvy mezi obalovymi vrstvami a endospermem (odrada UC 66049). Modrozrnné psenice
obsahuji vice antokyani nez standardndé zbarvené obilky (Buresova et al.,, 2015).

V porovnani s purpurovymi odriidami je stabilita pigmenttt modrych pSenic, v disledku jejich
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umisténi v aleuronové vrstvé, lepSi, nebot’ je chrdnéna vrstvami obalovymi (Garg et al.,

2016).

Ptirodni pigmenty, antokyany a karotenoidy tedy ovliviwuji specifické zabarveni zrna
(obr. 4) a vyznacuji se antioxida¢nimi vlastnostmi. MiZeme ptedpokladat, ze jejich
dlouhodobéjsi uzivani bude mit pfiznivy vliv na zdravi konzumentt (Knievel, 2009; Lachman
etal., 2017). Vyzkumy provadéné na laboratornich potkanech, prokazaly vyssi hodnoty
antioxida¢ni aktivity v jatrech potkani krmenych purpurovou psenici ve srovnani s kontroloni

skupinou, ktera byla krmena béZnou pSenici (Karasek et al., 2014).

Barevné odridy pSenice mohou zna¢né ovlivnit nutri¢ni hodnotu potravin, pokud
se budou vyuzivat pfi vyrobé riznych celozrnnych nebo cereéalnich vyrobka (Chabinova et al.,
2011).

Obr5: Pri¢ny fez obilkou genotypu TschermaksBlaukornigerSommerweizen, usecka = 1 mm

(Trojan et al., 2011)
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Obr. 6: Pii¢ny fez obilkou genotypu UC66049. Oplodi (P) neobsahuje zelené pigmenty.
Osemeni (T) je zbarveno stejné jako oplodi. Bunky aleuronové (A) vrstvy jsou zbarveny

modre. Buniky endospermu (E) jsou bez pigmentd, usecka =200 um (Trojan et al., 2010)

Obr. 7: Pti¢ny fez obilkou genotypu ANK-28B. Oplodi (P) obsahuje purpurové pigmenty.
Osemeni (T), které srtsta s oplodim, neobsahuje pigment. Buniky aleuronové (A) vrstvy a

buriky endospermu také nejsou zbarveny, tsecka = 200 um (Trojan et al., 2010)
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Obr. 8: Pti¢ny fez obilkou genotypu Abissinskajaarrasajta. Oplodi (P) obsahuje purpurové

pigmenty, tise¢ka = 200 um (Trojan et al., 2010).

U ozimé psenice PS Karkulka s purpurovym zabarvenim zrna S$lechtitelé uvadi
20X vyssi obsah antokyanti neZ u béZné pSenice. Zaroven ma vysoky obsah bilkovin i lepku.

Novozélandska odriida pSenice Konini s purpurovym perikarpem, ma také vyssi obsah
antokyani nez béZné pSenice zastoupenych ve formé kyanidin—3—glukosidu,
kyanidin—3-rutinosidu a peonidin—3—glukosidu. Antokyany maji vyrazné antioxida¢ni u¢inky,
zmiriuji riziko oxidaéniho poskozeni a zvySuji schopnost vazby tézkych kovu (Paulova et

Bochotakova, 2004).
4.2 Karotenoidy

Karotenoidy jsou vyznamnymi a nejrozsifenéj$imi lipofilnimi barvivy. Dnes je zndmo
asi 700 pfirozené se vyskytujicich karotenoidnich pigmentt (Kahlon et Keagy, 2003).

Nejjednodussim karotenem je acyklicky polynenasyceny uhlovodik lykopen, jehoz
isomeraci a cyklizaci 1ze odvodit postupné y—, o— a B—Kkaroten (Sivel et al., 2013).

Po chemické strance jsou fazeny k polyeniim, protoze obsahuji systém konjugovanych

dvojnych vazeb nejcastéji mezi 40 uhlikovymi atomy (Nisar et al., 2015).
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Karotenoidni barviva tvofi skupinu zlutych, oranzovych, cervenych a fialovych
pigmentt, které doprovazeji chlorofyly v rostlindich a ftasach, také se ale wvyskytuji
I v mikroorganismech a v zivoc¢isnych organismech, jako je napifiklad humr nebo losos.
V rostlinach jsou vézana v chloroplastech, ve formé& chromoproteini. Dale se také
karotenoidy funk¢né ucastni fotosyntézy (Gul et al., 2015).

Lidsky organismus neni schopen biosyntézy karotenoidu, a proto je odkazan na jejich
pfijem potravou, zejména v zeleniné, ovoci a popfipadé v doplicich stravy (Britten et
Khachik. 2009).

Pocet objevenych karotenoidl se od roku 1948, kdy bylo popséno piiblizné 30 druh,
rapidné zvySuje (Britton et al., 2008).

421 Chemicka struktura

Karotenoidy se d¢li na dvé zakladni skupiny:
e uhlovodiky nazyvané karoteny
e kyslikaté slouceniny odvozené od karotend, které se nazyvaji xanthofyly
(Howitt et Pogson, 2006).

Mezi xanthofyly patii naptiklad lutein, zeaxanthin, canthaxanthin a —cryptoxanthin
(Yamaguchi, 2010).

Podle uhlovodikové struktury molekuly mizeme karotenoidy rozdélit na:

—karotenoidy s acyklickou strukturou (napt. lykopen),
—karotenoidy s monocyklickou strukturou (napt. y—karoten, 6—karoten),
—karotenoidy s bicyklickou strukturou (a—karoten, B—karoten, lutein).

Struktura kazdého karotenoidu urcuje jak jeho barvu, tak i jeho fotochemické
vlastnosti molekuly. Polyenova struktura karotenoidii jim dodava barevnost (Sivel et al.,
2013).

Konjugované dvojné vazby absorbuji modrozelené svétlo o vinové délce 400-500 nm,
diky ¢emuz se lidskému oku karotenoidy zdaji jako Zluté az cervené (Svensson et Wong,
2011).

Cim vys3i je pocet konjugovanych dvojnych vazeb v molekule, tim vyssi je absorpéni

maximum daneho karotenoidu a karotenoid se jevi vice ¢ervenéjsi (Rodriguez—Amaya, 2001).
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Karotenoidy jsou pievazné lipofilni latky, které jsou dobfe rozpustné v nepolarnich
organickych rozpoustédlech (chloroform, hexan, petrolether), nerozpustné ve vodé a jen
omezené rozpustné v etanolu (Ferruzzi and Mario, 1998).

Karotenoidy patii do skupiny tetraterpenoidii, coz jsou slouCeniny tvofené¢ osmi
izoprenovymi jednotkami. Maji bud’ acyklicky fetézec, nebo fetézec zakonceny jednim ¢i
dvéma cykly (Sesti¢lennym nebo péticlennym) (McGray et Hill, 2006)

Dvojne vazby karotenoidii umoziuji cis— i trans—isomerii, vétSinou maji konfiguraci
all-trans, protoze cis konfigurace je termodynamicky nestabilni (Cross et al., 2006; de Klerk
et al., 1998; Iwase, 2002; Rodriguez-Amaya et Kimura, 2004).

Teplem nebo svétlem mohou byt karotenoidy isomerovany. Vaieni zeleniny tak
pusobi isomerizaci ¢asti karotenoidu z trans formy na cis formu. Stupenn isomerizace zavisi
na intenzité¢ a dob¢ trvani tepelného procesu. Nekteré studie naznacuji, ze tepelnd uprava
muze zlepsit biologickou dostupnost karotenoidu jako je lykopen (Stahl et Sies, 1992).

VétSina karotenoidd obsahuje chiralni centra, a proto se mohou vyskytovat v riznych
stereoisomernich formach. Ve vétsiné rostlin dominuje jeden stereoisomer kvuli
stereospecifické biosyntéze. (Stahl et Sies, 2004).

Zajimavosti je, Zze Karotenoidy jsou pojmenovany puvodnim objevitelem podle
biologického zdroje, ze kterého byly izolovany, jako karoten, ktery byl izolovan z mrkve
(Carrot), zeaxanthin z kukufice (Zeamays) a lutein ze zluté skvrny v oku (Macula lutea).
Obecné plati, Ze tyto trividlni ndzvy nejsou uzite€né pii popisu chemické struktury a vlastnosti
karotenoidt. TakZe byl navrZen systematicky nazev umoznujici pojmenovani karotenoida

zpusobem, ktery definuje a popisuje jejich strukturu. (Gul et al., 2015).
4.2.2 Biosyntéza

Nejjednodussim prototypem karotenil je acyklicky polynenasyceny uhlovodik fytoen.
Biosyntéza karotenoidi (Obr 9) zacina kondenzaci dvou geranylgeranyldifosfatovych
molekul (GGPP) za wvzniku 15-cis—fytoenu, pfi reakci katalyzované enzymem
fytoensyntazou (PSY). Desaturaci 15—cis—fytoenu nasledné vznika lykopen (systematicky
nazev. w,y—karoten) (Cazzonelli et Pogson, 2010). Pti syntéze lykopenu 15-cis—fytoen
prochazi  ¢tyfmi  desaturaénimi a  isomeraénimi  reakcemi,  které  katalyzuji
lykopendesaturdzy (PDS), zeta-karotendesaturazy (ZDS), karotenoidniisomerazy (CRTISO)
a zeta—karotenisomerazy (Z-1SO) (Saini et al., 2015).

GGPP také slouzi jako prekurzor pro nékolik dalSich metabolitd, jako jsou terpeny,
terpenoidy, chlorofyly, ubichinony a tokoferoly (Saini et al., 2015).
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Cyklizace je klicovym bodem v biosyntéze karotenoidi. Alicyklické karoteny vznikaji
enzymov¢ katalyzovanou cyklizaci na jednom nebo na obou koncich acyklickych
v, y-karotent, kdy se tvoti R—jononovénebo a—jononové struktury v karotenech. Cyklizaci
pouze jedné strany lykopenu a to bud lykopen—e—cyklazou (e-LCY) nebo
lykopen-B-cyklazou (B—LCY) vznikne o-karoten (systematicky nazev: g,y—karoten) nebo
y-karoten (systematicky nézev: ,y—karoten).

B—karoten (systematicky nézev:R,R—karoten) vznikne cyklizaci na obou koncich lykopenu,
pomoci B-LCY, kterd katalyzuje syntézu (3—jononovychcykli. B—karoten muze byt dale
hydroxylovan za vzniku zeaxanthinu a to ptisobenim —karoten hydroxylazy.

Aby mohl byt vytvoien o—Kkaroten (systematicky nazev: R,e—karoten), ktery vede
pozdg¢ji ke vzniku luteinu, je nutnd piitomnost jak e-LCY tak i B—LCY enzymu. Na kazdé
strané ma tedy a—karoten jiny jononovy cyklus. Na jedné strané¢ B—jononovya na druhé
g-jononovy cyklus. Z o—karotenu se pusobenim hydroxylasy syntetizuje zeinoxanthin, ktery
je poté hydroxylovan hydroxylazou e-kruhu za vzniku luteinu. Zeaxanthin mize byt nasledné
epoxidovan na antheraxanthin a vialoxanthin. Violaxanthin se dale pfevadi na neoxanthin

pusobenim neoxanthinsyntazy.

P Geranylgeranyl diphosphate
M So Phytoene synthase

15-cis-Phytoene

Phytoene desaturase

i- Carotene desaturase

Lycopene- e-cyclase Lycopene- fi-cyclase

d-carotene P-carotene
Lycopene- fi-cy cl:ul l p-carotene hydroxylase
a-carotene Zeaxanthin

CYP97A3/ - Ring l

hydroxylase l Zeaxanthin epoxidase

Zeinoxant Antheraxanthin
v e . n 2 p
CYP97Cl/¢e- Ring 1 l:\nllwruumlhm epoxidase
hydroxylase
Lutein Violaxanthin

l Neoxanthin synthase

Neoxanthin

Obr: 9: Znazornéni biosyntézy (Saini et al., 2015).

Provitaminovd aktivita karotenoidi je dana pfitomnosti nesubstituovaného
B-iononového kruhu (Send et Sundholm, 2007; Sivel et al., 2013; Saini et al., 2015). Lykopen
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proto postrada aktivitu provitaminu A v dusledku nepfitomnosti B—jononového cyklu.
Aktivitu provitaminu A postradaji také i lutein a zeaxanthnin, ktefi maji p—jononovy kruh
substituovany hydroxylovymi skupinami

Po biosyntéze se karotenoidy shromazd’uji ve specializovanych plastidech,
chromoplastech, chloroplastech nebo leukoplastech (Saini et al., 2015).

Prevladajicimi  karotenoidy v chromoplastech jsou xanthofyly, které jsou
esterifikovany mastnymi kyselinami. Esterifikace usnadfiuje akumulaci xanthofylti uvnitf
chromoplasti. Nedavna studie ukazuje, ze vétSina xanthofylu pfitomnych v okvétnich platcich
rajcat, existuje jako smés volnych (neesterifikovanych) a esterifikovanych forem. Vice nez
85 % xanthofyli v okvétnich listcich zlutych kvétin je pfitomno v esterifikované forme,
sestavajici z neoxanthinu aviolaxanthin (Ariizumi et al., 2014). Esterifikace zabrafuje jejich
degradaci.

Krom¢ biosyntézy jsou hladiny karotenoidi také modulovany enzymatickymi
degradacemi v plastidech. Karotenoidy lokalizované v plastidech jsou §tépeny
dioxygendzami (CCD). CCD pravdépodobné hraji zakladni roli v degradaci karotenoidi
v rostlinach, jejich aktivitou dochazi ke sniZzeni jejich celkového obsahu (Gonzalez-Jorge et
al., 2013).

V rostlin€ jsou identifikovany rizné tfidy CCD, které katalyzuji dilezité kroky
v biosyntéze apokarotenoidi a mnoho dal$ich aromatickych sloucenin. Karotenoidy $tépené
dioxygendzami jsou zdrojem hlavnich apokarotenoidii v rostlinach. Tyto slouceniny hraji
zasadni roli v komunikaci a ochrang rostlin, napf. pfilakani opylovaci, odrazovani bylozraveu
a obranu proti patogenum (Walter et al., 2015).

Pristup svétla hraje dulezitou roli pfi regulaci obsahu karotenoidi v nadzemnich
castech rostliny. Zmény diferenciace plastidi, které jsou zavislé na svétle, také ovliviiuji
akumulaci karotenoida v rostlinach (Fuentes et al., 2012).

Biosyntéza karotenoidi v rostlinach byla rozsahle studovana kvuli jejich vyznamu
ve vyziveé zvitat a preziti rostlin. Procesy biosyntézy karotenoidl, regulace a role raznych
karotenoidnich derivati v rostlinich a zvitatech jesté nejsou zcela pochopeny a prozkoumany.
Podrobné zkoumani biochemického procesu vedouciho k esterifikaci karotenoidi muze
pomoci pochopit nejen degradaci, ale hlavné i procesy pii zpracovani a skladovani
karotenoid (Su et al., 2015).

Spravné pochopeni biochemické cesty, ktera vede k esterifikaci xanthofylt, je rozhodujici
pro realizaci strategii zvySeni obsahu karotenoidu v plodinach (Mellado-Ortega et Hornero-
Méndez, 2012).
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4.2.3 Role karotenoida v rostlinach

Ve fotosyntéze hraji tyto pigmenty hned né&kolik roli. Uloha karotenoidi
ve fotosyntéze je siln¢ zavisla na jejich umisténi v bufice a orientaci vic¢i ostatnim
komponentam pigment—proteinovych komplexi fotosyntetickych membran, zvlasté pak vaci
chlorofylu. Pii jakémkoliv pfenosu energie je dulezitd zejména mala vzdalenost molekuly

karotenoidu od molekuly chlorofylu (Van der Waalsiiv kontakt).

V soucasnosti odbornici rozliSuji pét hlavnich uloh karotenoidl ve fotosyntéze:
1) svétlo—sbérnd funkce — pienos energie mezi singletnimi stavy karotenoidd
achlorofyli (s dalsimi pigmenty se podileji na zachyceni fotont

a nasledném ptenosu excitaéni energie do reakéniho centra).

2) Fotoochrana — zhaseni chlorofylovych tripletnich stavii
3) likvidace singletniho kysliku (jejich nejvyznamnégj$i funkce je ochrana

fotosyntetického aparatu pred vysoce reaktivnim singletnim kyslikem,
atojeho pfimym zhaSenim nebo zhaSenim tripletnich stavli chlorofyli.
Nebyt karotenoidii fungujicich timto zptisobem, fotosyntéza v aerobnim
prostiedi by nebyla vilbec mozna).

4) disipace prebyte¢né absorbované energie (v ramci tzv. xanthofylového
cyklu se podileji na regulaci mnoZstvi energie, kterd byla pfijata
do reak¢niho centra pti nadmérném ozarent).

5) stabilizace struktury (pomahaji udrzovat strukturni celistvost a pevnost
vnéjSich i vnitinich svétlo — sbémych antén) (Avendafio-Vazquez et al.,
2014; Joyard et al., 2009; Nisar et al., 2015; Welsch et al., 2000).

Vedle esencidlni funkce fotoprotektant a antioxidanti se karotenoidy chovaji jako

‘‘senzory’’ pfi oxidacnim stresu a jako signaly oxidace radikalnim kyslikem (Havaux, 2014;

Ramel et al., 2012; Shumbe et al., 2014).
424 Vyskyt

Karotenoidy jsou pfitomny v celé fadé potravin, od plisni, hub, ovoce, zeleniny
az K vajickim, tukim, olejim a rybam. Vyskytuji se jak volné, tak i jako estery mastnych
kyselin nebo v komplexech s proteiny ¢i sacharidy (Murray et al., 2003).

Ptiblizn€ 40 karotenoidii se vyskytuje v typické racionalni lidské straveé a cca 20 je jich

pfitomno Vv méfitelném mnozstvi v tkanich a krvi. V nejvétSich koncentracich se v Krvi
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nachazeji: p—karoten, lykopen, a—karoten, lutein, zeaxanthin a B—kryptoxanthin (Cooper et al.,
1999).

Listy vSech zelenych rostlin obsahuji téz hlavni karotenoidy: f—karoten, o—karoten, lutein,
violaxanthin a neoxanthin. Zeaxanthin a kryptoxanthin jsou minoritni slozky takzvané
xantofylové frakce (Ferruzzi et al., 1998).Ve vétsiné ovoci a zeleniné obecné dominuje
B-karoten ve srovnani s jeho geometrickym isomerem o—karotenem. Vyznamny vysoky obsah
a—karotenu se nachazi v omezeném mnozstvi ovoce a zeleniny, jako jsou sladké brambory,
mrkev, dyn¢ a tmavé zelena zelenina, jako jsou zelené fazole, Spenat a brokolice (Khoo et al.,
2011).

Karotenoidy se vyskytuji ve vSech fotosyntetizujicich rostlinnych pletivech, kde jsou
ptitomny jako slozky chromoplasti ve formé chromoproteinti Casto je doprovazeji dalsi
barviva, u broskvi, merun¢k a netradi¢ni pSenice jsou to napi. anthokyany. Ptitomnost
karotenoidl v zelenych ¢astech rostlin byva maskovana chlorofylem (Ferruzzi et al., 1998;
Sivel et al., 2013).

Vice nez 90 % rostlinnych karotenoidii je obsazeno v bunkach listli, obvykle jako smés
2040 % karotent a 60—80 % jejich oxidac¢nich produkti. Lutein (témé&f 45 %) a B—karoten
(25-30%), nasledovany violaxanthinem (10-15%) a neoxanthinem (10-15%) jsou
prevladajicimi formami karotenoidii v zelené listové zeleniné (Lakshminarayana et al., 2005;
Priyadarshani et Jansz, 2014).

Piesto, ze obilné zrno ma pomérné nizky obsah karotenoidli ve srovnani s vétSinou
ovoce a zeleniny, vysoky denni piijem obilovin a vyrobkl z obilovin €ini tyto zakladni
potraviny nezanedbatelnym a cenové dostupnym zdrojem karotenoidl a jinych fytochemikalii
(Graham a Rosser, 2000), stavaji se idealnimi prostiedky pro pouziti v bioforfikacnich
a nutri¢nich strategiich (Farré Martinez et al., 2011).

Obsah a typy karotenoidd v rostlinach zavisi na mnoha faktorech pied a po sklizni
dob¢ zrani, druhu a odridé rostliny, sezéné, kultivaéni metod¢, klimatickych podminkach
a zpracovani. Rzné casti téze rostliny mohou také obsahovat razné typy a mnozstvi
karotenoidt. Napiiklad kira plodl je obecné bohatsi na karotenoidy ve srovnéni s duZinou.
Metody baleni a zpracovani produktl také =znacné¢ ovliviiuji obsah karotenoidd
ve zpracovanych potravinach (De Moura et al., 2015).

U zivocicht jsou karotenoidy pifitomné hlavné v povrchovych tkanich (kize, krovky,
Supiny, pefi, zobaky), ale také jsou piitomné ve zloutku ptacich vajec, a nebo jako zrakové
pigmenty (Velisek, 1999).
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Rostliny a mikroorganismy jsou schopny syntetizovat karotenoidy samy, zZivo¢ichové
je musi ziskavat od primarnich producenti a pouze je preménuji na latky odlisné struktury
nebo je skladuji jako takové v tukové tkani (Koolman et al., 2005; Velisek, 1999).

Degradacni produkty karotenoidii jsou zodpovédné za vini a chut’ potravin (hlavné
ovoce a zeleniny) a vini mnoha kvétin. Vyskytuji se jako slozky vonnych latek malin,
bortivek, ostruzin, merunék, manga, banand, visni, Svestek, rajcat, papriky, mrkve, petrzele
a mnoha jinych druhii ovoce a zeleniny, ale také zeleného a Eerného ¢aje a tabaku (Sivel et al.,
2013).

Ovoce a zelenina jsou obecné povazovany za hlavni zdroj karotenoidil ze stravy, avSak
n¢které obiloviny, jako pSenice tvrda a ptivodni druhy pSenice (napt. jednozrnka a kamut),
obsahuji pomérné vysoké mnozstvi karotenoidd, zejména luteinu a zeaxanthinu (Abdel-Aal et
al., 2007).

4.2.5 Pouziti karotenoidu

Karotenoidy nachézeji vyuziti jako potravinaiska barviva, bud’ pfimo ptidavana, nebo
nepiimo jako soucast potravy zvirat. Komeréné je fadime do dvou typt: ,,pfirodni nebo
ptirodné¢ identicka syntetickd barviva (Caballero et al., 2003). V mnozstvi zpravidla
1-10 mg.kg ™" jsou karotenoidy pouzivany k barveni mnoha potravin, napf. margarind, syrt,
jogurtli, mouky, zmrzlin, ovocnych dzust, dressingi, téstovin, cukrarskych vyrobkt a dalSich
(Velisek, 1999).

Karotenoidy se ptidavaji do krmiva dojnic a driibeZe pro zajisténi Zadouci pigmentace
mléka, mlé¢nych vyrobkl, vajec a masa.

Karotenoidni pigmenty jsou hojné vyuzivany také ve farmaceutickém primyslu
pfedev§im jako dopliky stravy. Pro své antioxidacni vlastnosti se pouzivaji také jako
antikarcinogennilatky. f—Karoten a ostatni prekurzory vitaminu A slouzi lidem, ktefi nemaji
dostatecny ptisun téchto latek v potravé, jako doplnék stravy.

Nekteré karotenoidni pigmenty jsou jako cCerstvé nebo suSené Casti rostlin nebo
extrakty pouzivany k barveni potravin velmi dlouho napt. mrkev, slupky pomeranci, rajcat,
Safran, a paprika (Britton et al, 2009).

Hlavni vyhody karotenoid jako potravinatskych barviv jsou:

e pfirodni pavod
e vysoka barvici schopnost

e nemajici vliv na kvalitativni vlastnosti
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e nekorozivnost (nemaji rozkladajici vlastnosti)
e dobra stabilita v Sirokém zabéru pH u vétSiny potravinaiskych produktt
e piitomnost a aktivita karotenoidd jako provitaminu A
e dalsi vyhodné vlastnosti pro lidské zdravi.
Jejich nevyhody jsou:
e 0mezené rozmezi barev
e vys§i cena v porovnani se syntetickymi barvivy
e citlivost na rozklad oxidaci

e problémy s rozpustnosti (Caballero et al., 2003).

4.2.6 Stabilita Karotenoidu

Karotenoidy nejsou piili§ stabilni latky. Uginkem enzymd, svétla, tepla a kysliku
dochazi k isomeraci, tvorbé epoxyderivatl, oxidaci nebo dokonce az degradaci téchto
pigmentl. VétSina xanthofyld je nachylngjsi k témto vliviim a snadnéji degraduji nez karoteny
(Eder, 2000; Koolman et al., 2005).

V kyselém prostiedi podléhaji karotenoidy isomeraci. Pfi zahtivani kyselych roztoki
dochazi mezi jednotlivymi karotenoidy k ustaveni rovnovahy, kterd je dana rGznym typem
karotenoidu, hodnotou pH, teplotou a dobou plisobeni vyssi teploty. Stabilita karotenoidnich
barviv v rostlinnych pletivech se 1i$i béhem technologickych operaci podle typu pfitomnych
karotenoidd. Ve vétSiné piipadii se zmény karotenoidnich barviv posuzuji z celkového
poklesu obsahu pigmentt (Ferruzzi et al., 1998).

Oxidace karotenoidli probihd za pfitomnosti kysliku, za neptistupu kysliku jsou
karotenoidy velmi stalé. Oxidace je urychlovana ionty Cu®*, pii této reakci vznika aceton,
methylheptenon, kyselina levulova a glyoxal. Oxidaci B—karotenu vznikad acethaldehyd,
2-methylpropanol, 1-butanol, biacethyl a 1-penthanol (Ferruzzi et al., 1998)

Rozsah degradacnich reakci karotenoidnich latek v konzervovaném ovoci a zelening
je zpravidla maly, zalezi na druhu a skladovacich teplotach. Ztraty 20-30 % (u mrkve
az 50 %) byly pozorovany u susené zeleniny skladované na vzduchu v diisledku oxidace. Tyto
ztraty byly minimalizovany pfi skladovani za vakua nebo v inertnim plynu, za nizsi teploty
a bez piistupu svétla. K rozsahlym ztratdm karotenoidi dochdzi také pii vyrobé ovocnych vin
a destilatl. Degradaci karotenoidi vznika také fada produktl, které jsou vyznamnou slozkou

aroma (vin¢) mnoha potravin (Meyers, 2001; Koolman and Rohm, 2004).
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Je znamo, ze karotenoidy v raznych potravinaiskych matricich jsou pfi skladovani
vysoce degradovany kyslikem, teplotou a svétlem (De Moura et al., 2015; Rodriguez-Amaya
et Kimura, 2004). Ptirozené retinoly, jako je Bf—karoten v potravinach rostlinného ptivodu,
estery retinolu v potravindch zivo¢isSného puvodu, jsou latky relativné stabilni
za nepiitomnosti vzduchu (kysliku). Za vysSich teplot a na svétle (napi. pti konzervovani
potravin) v§ak mohou isomerovat na tzv. neokaroteny .

Bez ohledu na tepelné (tepelné suseni) nebo netepelné (napt. vysokotlaké, impulsni
elektrické pole, ultrazvukové suseni) mize zpracovani vyznamné snizit hladinu karotenoid
Vv potravinaiskych produktech. Stabilita v dehydrované (suSené¢) a praskové podobé
je u ovoce a zeleniny obecné horsi, pokud nejsou produkty Setrné zpracovany a uskladnény
V inertni atmosféfe a v obalech zamezujicich pfistupu vzduchu a svétla. U vétSiny zeleniny
zpusobilo suseni 10-20% ztraty karotenoidt (Saini et al., 2014).

Znatna C&ast karotenoidii mize byt odstranéna mletim a drcenim semen. Casova
prodleva mezi loupanim a mletim se béhem zpracovani az po baleni musi zkratit na minimum,
aby se predeSlo enzymatické oxidaci karotenoidl, ktera mize byt vétSim problémem

nez tepelny rozklad (Caballero et al., 2003).
4.2.7 Metabolismus a u¢inky karotenoidi na lidsky organismus

Metabolismus karotenoidd zahrnuje vSechny jejich chemické pfemény, transport
po organismu a pisobeni na bunku.

Kromé role provitaminu A (obr 10) se karotenoidy ucastni dalSich procest
Vv organismu jako antioxidanty, regulatory bunécné proliferace a diferenciace, modulatory
imunitnich reakci a metabolismu karcinogend, stimulatory komunikace mezi buitkami a jako
filtry UV zafeni. Pfijem karotenoidli sniZuje riziko kardiovaskularnich onemocnéni
(ischemicka choroba srde¢ni, méstnavé srdecni selhani, ateroskler6za, diabeticka
kardiomyopatie aj.) a nékterych nadorovych onemocnéni (rakovina tlustého stieva) (Murray
et al., 2003)

Vstiebatelnost uvolnénych karotenoidli (pfirozené vazanych v chloroplastech nebo
chromoplastech) z potravinové matrice je v travicim traktu ¢lovéka obecné relativné nizka
(Réblovd, 2011). Dostupnost a metabolismus jsou ovlivnény nékolika faktory, vcetné
vlastnosti potravinové matrice, zptsobu ptipravy jidla, podavanim tuku a vl&kniny, chorobami
traviciho traktu, mnozstvim vitaminu A v téle, nebo mirou podvyzivy. Existuji dikazy,
ze ruzné enzymy zaméfené na rizna mista Sté€peni jsou schopny metabolisovat karotenoidy

na apokarotenoidy a retinoly (Von Lintig et Vogt, 2000; Wyss, 2004).
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Vstiebany p-karoten je oxidativné Stépen B-karoten—15,15°-monooxygenasou.
Vznikaji dvé molekuly retinalu. Ve stfevni sliznici je redukovan retinaldehydreduktasou
a NADPH na retinol, ktery je esterifikovan. Estery retinolu jsou ze stfeva transportovany
v chylomikronech (VLD lipoproteiny) pies lymfaticky systém do krevniho ob¢hu, kde jsou
vychytavany jatry. V jatrech je vitamin A ukladan do zasoby jako ester v lipocytech (Hlubik
et Opltovd, 2004).

Vyssi denni davky karotenoidi nez doporucené, ziskané at uz z potravy nebo
z doplnka stravy, mohou oranzové zbarvit kazi, zvlast¢ na dlanich a chodidlech. Tento
ptiznak je neSkodny a postupné vymizi, snizime-li denni davky karotenoidd (Jordan et
Hemzalova, 2001).

U zivocichd, ale 1 u ptakl a ryb, jsou provitaminy A (karotenoidy obsahujici alespon
jeden nesubstituovany B-jononovy cyklus) transformovany na all-trans—retinal neboli
retinaldehyd. Z B—karotenu vznikaji dvé molekuly retinalu, ostatni provitaminy A poskytuji
pouze jednu molekulu retinalu. Retinal je reverzibilné redukovan retinoldehydrogenasou
na all-trans—retinol, ktery je nejvyznamnéj§im biologicky aktivnim apokarotenoidem
zivociSnych tkani. Retinol je vyznamny v biochemii zrakového vjemu. Biochemie vidéni
je slozity proces. V tomto procesu isomerujeall-trans—retinol na 11-cis—retinol a ten
je enzymové oxidovan na piislusny aldehyd, 11-cis—retinal, ktery se specificky vaze
na zrakovy protein opsin, ¢imzZ dojde k vytvofeni rhodopsinu. Vznikly komplex je vizudlnim
pigmentem (fotoreceptorem), ktery zahajuje kaskadu, jez svétlo (fotony) dopadajici na sitnici
oka ptrevadi na elektricky impuls ¢ili nervovy signal. Pohlcenim fotonu ze svétla se rhodopsin
$tépi na opsin a all-trans—retinal, ktery je nezbytny pro udrzovani této cyklické reakce (Sivel
etal., 2013).

Teoreticky je mozné ziskat z jedné molekuly B—karotenu dv€ molekuly vitaminu A,
prakticky je to jinak: 6 ug f—karotenu je ekvivalentni 1 ug retinolu (vitaminu A) (Hoza et al.,
2006; Murray et al., 2003).

Odhaduje se, ze karotenoidy obsazené v séru jsou asi 1 % z celkem se vyskytujicich
karotenoidl u ¢lovéka. Tukova tkan (80-85 %) a jatra (8-12 %) jsou hlavnimi misty, kde
se karotenoidy v lidském organismu vyskytuji (Britton et al, 2004).

Skupina karotenoidi ma vysokou schopnost vychytavat volné kyslikové radikaly.
Napftiklad B—karoten dokaze inhibovat oxidaci cholesterolu a tim redukovat riziko vzniku
onemocnéni srdce a cév a ochraiiovat pied poskozenim volnymi radikaly. Urcité karotenoidy
neutralizuji toxické formy volného kysliku, které se Casto vyskytuji v cigaretovém Koufi,

zneCisténém ovzdusi, UV zafeni a ozonu (Stransky et Kohout, 2015)
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Obr.10: Funkce karotenu jako provitaminu A ( Koolman and Rohm, 2004).

Ackoliv je B—karoten dobry neutralizator téchto toxickych molekul, studie prokazaly,
ze lykopen, y—karoten a a—karoten jsou zna¢né silngjsi nez B—karoten. Byly pozorovany
inhibi¢ni ucinky na rust leukemickych bunék, kdyz byl lykopen aplikovan v kombinaci
s vitaminem D3 a zaroven byla pozorovana inhibice ristu lidského karcinomu prostaty pfi
podani lykopenu v kombinaci s tokoferoly (Stahl et Sies, 2005).

Karotenoidy lutein a zeaxanthin jsou silnymi antioxidanty uvnitf o¢ni tkané a jejich
vysoky piijem chrani o¢i pied degeneraci zluté skvrny (makularni degenerace sitnice).

I pro konzumaci vitaminl plati: vSeho s mirou. T¢lo potfebuje vitaminy v nepatrném
mnozstvi a doporu¢enou denni davku (DDD) stanovuje Svétova zdravotnickd organizace
(WHO) a narodni ustavy zdravi. DDD je primémé mnozstvi jednotlivého vitaminu nebo
mineralu, které postaCuje potiebam zdravych osob pii bézném zplisobu normalni stravy.
U nés je pro urovani DDD smérodatna vyhléaska ¢islo 450/2004 Sb. (Strunecka, 2013).

Doporuc¢ena denni davka karoteni neni nijak stanovena, béZn€ se ale udava
doporudeni ve vy3i 2 az 4 mg.den* (Hoza et al., 2008).

Karotenoidy se Vv potravé nikdy nenachazeji jednotlivé, vzdy je spolecné vice
karotenoidl a ochrannych slozek. Ochrana bungk, ktera byla prezentovana riznymi studiemi,
byla dana synergickym efektem karotenoidt a dalSich antioxidantli nalézajicich se v potravé.
Nicméné testy in Vvitro a na zviratech prokazaly ochranny uc¢inek jednotlivych karotenoidu.
Nékolik malo in vivo studii na lidech, zahrnujicich suplementaci syntetickym B—karotenem,
neprokazalo ochranny efekt diety s vysokym obsahem karotenoidti na bunky. Bylo to diky

tomu, ze byl pouzivan synteticky p—karoten.
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Vysoky piijem karotenoida je siln€ spojen se zmirnénim rizika infekce. Napiiklad
B-karoten ochrafiuje nejvétsi zlazu imunitniho sytému — brzlik — pfed pusobenim volnych
radikalti a jeho suplementace také zna¢né€ povzbuzuje aktivitu bilych krvinek (Szpylka et
DeVries, 2005).

Vyssi ptijem karotenoidii, specialné f—karotenu a luteinu mize pomoci oddalit nebo
dokonce zamezit pocatku onemocnéni ALS (Amiotroficka laterarni sklerdza), fikaji americti
védci publikujici v ,,Annalsof neurology“. ALS je formou poskozeni nervové soustavy
znamou jako LouGehringova choroba. Harvardska studie pouzila data od jednoho milionu
lidi, ktefi se ucastnilipéti studii. Timto vyzkumem bylo zjiSténo, ze zvyseni celkového piijmu
karotenoidd je pfimo umérné snizeni vyskytu ALS, specidlné u diet s vysokym obsahem
B-karotenu a luteinu (Fitzgerald et al., 2013).

Pouze 10 % v ptirodé se vyskytujicich karotenoidi spada do kategorie provitaminu A
tzn., Ze mohou byt v téle pfeménény na vitamin A. Produkce vitaminu A z karotenoida
vyzaduje adekvatni hladinu hormont S$titné zlazy, proteiny, zinek a vitamin C.
Zaptredpokladu, ze tato pfeména probiha efektivné, jsou karotenoidy dobrym zdrojem
vitaminu A bez rizika jeho ptedavkovani (Ferruzzi et al., 1998). Odhaduje se, ze karotenoidy
z ovoce a zeleniny poskytuji vice nez 70 % vitaminu A. Zavisi to vSak na stravovacich
navycich a dostupnych zdrojich potravin (Sies et Stahl, 2004).

Karotenoidy s provitamin A aktivitou:

— B—karoten — 100 % aktivity vitaminu A

— kryptoxanthin — 50-60 % aktivity vitaminu A

— a—karoten — 50-54 % aktivity vitaminu A

— y—karoten — 42-50 % aktivity vitaminu A

Karotenoidy, které nejsou provitaminem A: lykopen, zeaxanthin, lutein
(Haskell, 2013)

Nekolik studii na lidech ukazalo, ze hladiny karotenoidid v plazmé a v kdzi se pfi
vystaveni UV zafenim snizuji. Lykopen je nejvice sniZzen ve srovnani s jinymi karotenoidy

(Stahl et Sies, 2005).
4.2.8 Lutein

Sumarni vzorec: C4oHs60-
Mr: 568, 88 g.mol*
Teplota tani: 190 °C
CAS: 127-40-2
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Lutein je pfirozené se vyskytujici karotenoid v rostlinach. Je to endogenni rostlinny
pigment, ktery se nachazi v plastidovych membrénéch. Dale je také dulezitou mikrozivinou
pro ¢lovéka (Ahmad et al., 2015).

Lutein je zluté rostlinné barvivo. Vyskytuje se ve vajecném zloutku, v ovoci
a zelening, zejména v té listové, ale také v ocnich a tkanich. Lutein a zeaxanthin jsou
karotenoidy, které sice nefunguji jako provitamin A, ale hraji vyznamnou roli pfi podpofe
a ochrané zdravi o¢i a pokozky, protoze dokazou neutralizovat volné radikaly, které vznikaji
pusobenim UV paprski. Pfispivaji k ochrané¢ pted rakovinou a kardiovaskularnich
onemocnéni. Dale také pii snizovani rizika makularni degenerace souvisejici s vékem
a Sedého zakalu (Michaud et al., 2000; O’neill et al., 2001).

V rostlinnych materidlech se lutein vyskytuje ve dvou forméch:

e ve form¢ volného luteinu — nejvice v listové zelenin€, napf. Spenatu,
kapusté, brokolici;

e ve formé ester mastnych kyselin — v ovoci (napf. mango, pomerané ¢i
papaja) Vv zelenin¢ (Cervena a zelend paprika, kukufice) (Ligor
et Buszewski, 2012; Sivel et al., 2013).

V lidském organismu je jeho podil na celkové koncentraci cirkulujicich karotenoida
znaény (lykopen 20-40 %, B— karoten 15-30 % a lutein 10-20 %). Lykopen a p— karoten
prevladaji v krevnim séru, zatimco lutein pfevlada v erytrocytech. Primérna koncentrace
luteinu v krevnim séru ¢lovéka je 0,36 umol. 1™ (0,20 mg. I*) (Sivel et al., 2013).

Mnoho védeckych studii se zabyvalo antioxida¢ni aktivitou luteinu v modelovych
systémech, ale vétSina z nich nemliZze byt pouzita k porovnani antioxida¢niho G¢inku luteinu,
ziskaného z ptirodnich zdroju (z potravy), na lidske zdravi (Calvo, 2005).

Rostlinné materialy obsahuji all-trans—isomer luteinu, ale byly detekovany i cis
isomery luteinu, které vznikaji piisobenim svétla, teploty a dalSich faktort béhem extrakce
a analyzy vzorkt (Calvo, 2005). Lutein doprovazi hlavné 9—cis— a 9"—cis—, 13-cis—a 13"—cis—
isomery a mén¢ 15—cis a 15 —cis—isomeri.(Velisek et Cejpek, 2008).

Karotenoidy a pfedev§im lutein jsou hlavnim zdrojem zluté barvy pSenice a dalSich
piibuznych obilovin. Lutein je hlavni karotenoid pfitomny v pSenici (Ficco et al., 2014,
Rodriguez—Suarez et al., 2010).

Studie provedena autory Abdel-Aal et al. (2002) ukazala, Ze lutein je pievladajici
karotenoid u psenice a tvofi 80 az 90% vsech karotenoidii s malym mnozstvim zeaxanthinu,

B—karotenu a estery luteinu.
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Ruzné druhy pSenice (zahrnujicich pSenici tvrdou neboli semolinu, jednozrnku
a Kamut) byly identifikovany jako slibné suroviny pro vyvoj funkénich potravin s vysokym
obsahem luteinu. Zminéné druhy obsahuji relativné¢ vyssi hladiny tohoto karotenoidu
ve srovnani s druhy $paldy a pSenice mékké (Abdel-Aal et al., 2010).

Ve zralych zrnech psSenice je lutein pfitomen primarné jako volny. Je tedy nachylny
k oxidativni degradaci a lipooxidaci (oxidaci lipidi) béhem skladovani a zpracovani
(Leenhardt et al., 2006).

Béhem poskliziiového skladovani muze byt lutein pfeménén na estery mastnych
kyselin, které se zdaji byt stabiln&jsi nez volny lutein (Ahmad et al., 2013).

Luteinové mono— a di— estery mohou tvofit vysoké podily luteinu v endospermu,
oplodi a osemeni ne vSak v klicku pSenice (Ahmad et al., 2015).

Vysoké teploty pti dozravani zrna ma za nasledek nizsi celkovy obsah karotenoidu
a volného luteinu. Estery luteinu vSak nevykazovaly vyznamné rozdily, z ¢ehoz vyplyva

jejich vyssi stabilita oproti volnému luteinu (Mattera et al., 2017).

4.3 HPLC-DAD

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie je jednou z nejcastéji vyuzivanych metod
pro stanoveni karotenoidii. Tato metoda oddéluje slozky vzorku na zéklad€ jejich priichodu
dvéma odlisnymi fazemi: mobilni a stacionarni fazi. Mobilni fazi je zde kapalina (metanol,
hexan, atd.), kterd je do systému vhanéna pomoci vysokotlakych Cerpadel. Stacionarni faze
je tvofena bud’ tuhou latkou, nebo kapalinou ukotvenou na tuhém nosi¢i a je umisténa ve
formé¢ sorbentu v chromatografické koloné (nejCastéji na bazi silikagelu). Pii separaci latek
vyuzivame 2 typy eluce: isokratickou (jedna mobilni faze, jejiz sloZzeni se b&hem procesu
nemeéni) gradientovou (v pribéhu separace je pomoci sméSovace piidavano rostouci mnozstvi
jedné mobilni faze s vétsim elucnim Géinkem k druhé). Separace a nasledna eluce latek
je ovlivnéna nejen charakterem obou fazi, ale i kvalitou sorbentu. Mezi faktory ovliviiujici
separaci hraje také vyznamnou roli tlak. HPLC je flexibilni, automatizovand, ptesnd a vysoce
reprodukovatelna. K detekcei latek mtizeme vyuzit optické, elektrochemické nebo fotometrické
detektory (napt. fluorimetricky detektor, refraktometricky detektor nebo hmotnostni
spektometr). Detektory pouzivané pii HPLC musi spliovat urcité pozadavky jako je: vysoka
citlivost, univerzalnost, nezdvislost odezvy na zméné sloZzeni mobilni faze pti gradientové
eluci, reprodukovatelnost a linearita odezvy. V praktické casti této prace byl pouzit detektor
diodového pole (DAD) (Novakova, 2013, Novakova et Dousa, 2013).
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5 Prakticka ¢ast

Prakticka c¢ast této diplomové prace je zaméfena na stanoveni obsahu karotenoidi
v pSenicich se standardnim a netradi¢nim zbarvenim zrna. Karotenoidy byly ve vzorcich
stanoveny pomoci kapalinové chromatografie ve spojeni s detektorem diodového
pole (HPLC-DAD)

5.1 Rostlinny material

Do pokusu bylo zafazeno 8 genotypt pSenice ( UC 66049, Konini, KM 131-15, Annie,
Bohemia, Citrus, AF Jumiko, Bona Vita). Charakteristika jednotlivych genotypt je uvedena
vtabulce ¢. 4. Vzorky byly poskytnuty od Vyzkumného institutu Agritestfyto s.r.o.

vvvvv

Tab. 4: Popis genotypu pSenice

Zem¢
Odrtda Typ Status odridy Barva zrna
ptvodu
Triticum ) o . )
UC 66049 ) Jarni USA Geneticky zdroj  Modry aleuron
aestivum L.
. Triticum Purpurovy
Konini ) Jarni NZL Uznana odrida _
aestivum L. perikarp
Triticum o Slechtitelska )
V1 131-15 ) Ozima CZE o Modry aleuron
aestivum L. linie
_ Triticum o )
Annie ] Ozima CZE Uznana odrida Standardni
aestivum L.
) Triticum ]
Bohemia ) Ozimé CZE Uznana odrida Standardni
aestivum L.
) Triticum o y
Citrus ) Ozima GER Uznana odrida  Zluty endosperm
aestivum L.
) Triticum _ Purpurovy
AF Jumiko ) Ozimé CZE Uznana odrida _
aestivum L. perikarp
) Triticum o .
Bona Vita ] Ozima SVK Uznana odrida  Zluty endosperm
aestivum L.
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5.2 StanovisSté a podminky péstovani

VSechny odrady pSenic byly sklizeny v letech 2015 a 2016 v zeméd¢lském vyzkumném

vvvvv

Tabulky5a 6 ukazuji ptesné klimatické podminky béhem dvou vegeta¢nich obdobi.

Rostliny byly p&stovany na malych experimentélnich plochach (10 m?) podle zasad b&zné

agrotechniky.

Po sklizni byly vzorky ulozeny v papirovych saccich v krabic¢ce v tmé pii pokojové

teploté (25 °C) po dobu 2 mésict pied analyzou.

Charakteristika stanoviste:

e poloha: GPS 49.2851172 N, 17.3646269E,

e nadmotska vyska: 235m

e pudni typ: ¢ernozem hnédozemni

e vyrobni oblast: fepaiska

e dlouhodoba primérna roéni teplota: 8,7 °C

Tab. 5: Pfehled pramérnych teplot vzduchu v mésicich péstovani vzorki (°C)

Rok 2014/15 Rok 2015/16
Meste Priméma O?j(lzgli/rlwlc()?j.o ‘ Charakteristika Primérnd 0?1?25:1&.0 ‘ Charakteristika
teplota o < r teplota o < :
(OC) prl(lorél:t):ru mesice (OC) pnzlorg;ru mesice
Z4k 15,7 1,4 teply 15,6 13 teply
Rijen 10,9 1,6 teply 9,1 0,2 normalni
Listopad 7,5 3,5 6,5 2,5
Prosinec 2,2 2,1 3,1 3,0
Leden 1,7 3,0 -1,1 0,2 normalni
Unor 1,3 0,9 normalni 4,9 45 mimofadné teply
Bfezen 9,7 1,2 teply 5,2 0,9 normalni
Duben 9,7 0,3 normalni 9,6 0,2 normalni
Kvéten 13,9 -0,6 studeny 16,9 0,4 normalni
Cerven 18,1 0,8 normalni 19,3 2,0 teply
Cervenec 22,1 2.4 20,6 14 teply
Srpen 23,1 4,3 mimofradné teply 22,0 1,2 normalni
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Tab. 6:Suma srazek v mésicich péstovani vzorki (mm)

Rok 2014/15 Rok 2015/16
Meésic Procenta k Procenta k
nga primérnému Charakteristika Sg[na pram&rnému Charakteristika
srazek . .. srazek . . .
(mm) dlquhodobemu mgsice (mm) dlguhodobemu mésice
thrnu (%) Uhrnu (%)
Z4¥ 119,9 221 mimofidné 22,6 42 suchy
vihky
Rijen 42,0 109 vihky 24,6 64 normalni
Listopad 27,8 70 normalni 31,1 78 normalni
Prosinec 35,7 107 vihky 13,7 41 suchy
Leden 41,7 167 vihky 21,8 88 normalni
Unor 18,9 71 normalni 69,9 263 mimoradné
vihky
Bfezen 39,6 121 vihky 21,8 66 normalni
Duben 13,6 33 suchy 73,8 181 siln& vlhky
Kvéten 41,9 63 suchy 39,1 59 suchy
Cerven 47,0 58 suchy 51,4 64 suchy
Cervenec 42,0 57 suchy 123,0 167 vihky
Srpen 65,1 99 normalni 25,8 58 normalni

5.3 Priprava vzorku

Pro pfipravu reprezentativniho vzorku bylo z kazdého papirového sacku odebrano

veétsi mnozstvi Cerstvych zrn. Zrna byla pied extrakci homogenizovana pomoci mlynku IKA.

5.4 Stanoveni suSiny

Procento suSiny bylo stanoveno z rozdilu hmotnosti Cerstvého a usuSen¢ho vzorku.

Su$ina byla stanovena suSenim 10 g namletych zrn pii teplot¢ 105 °C po dobu 24h

do konstantni hodnoty.

5.5 Pouzité chemikalie

55.1 Standardy

e antheraxanthin (HPLC, 95%, CaroteNature, GmbH, Lupsingen, Svycarsko)
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e lutein (UV, >95%, >98%, Extrasynthese, Genay, Francie)

e zeaxanthin (UV, >95%, >98%, Extrasynthese, Genay, Francie)

e [-karoten (HPLC, >95%, Sigma—Aldrich, St. Louis, USA)

e a-karoten (HPLC, 95%, 97%, CaroteNature, GmbH, Miinsingen, Svycarsko)

5.5.2 Chemikalie

e ethanol (absolutni, Ph.Eur., Sigma—Aldrich, St. Louis, USA)

e butylovanyhydroxytoulen (BHT, Ph.Eur., Sigma—Aldrich, St. Louis, USA)

e tert—butylmethyl ether (HPLC grade, Sigma—Aldrich, St. Louis, USA)

e methanol (HPLC grade, Lachner Ltd., Neratovice, Ceska republika)

e aceton (p.a., Lachner Ltd., Neratovice, Ceska republika)

e ethanol (p.a., Lachner Ltd., Neratovice, Ceska republika)

e hexan (p.a., Lachner Ltd., Neratovice, Ceska republika)

e ultra cistd HPLC voda byla ptipravena pomoci Simplicity UV (MerckMillipore,
KGaA, Darmstadt, Némecko).

5.6 Pouzité pomiucky a pristroje
5.6.1 Pomucky

e plastové uzaviratelné kyvety
e kovové 1zicky

e sklenéne pipety

e automaticke pipety

e plastové injekéni stiikacky

e membranové mikrofiltry

o laboratorni sklo (odmérné valce, kadinky, sklenéné vialky, odparné bariky)
5.6.2 Pristroje

e suSarna (Venticell 111,BMT, Medical Technology, Brno, Ceské republika)
e laboratorni mlynek (A 11basic,IKA,Staufen, Némecko)
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e analytické vahy s pfesnosti na 3 a 4 desetinna mista (Kern&SohnGmbH, Némecko)

e vortex (Basic 3, IKA, KG, Staufen, Némecko)

e pristroj na pfipravu deionizované vody (Simplicity UV, EMD, Millipore)

e Uultrazvukova lazen (PS 04, Powersonic—Notus,Vrable, Slovensko)

e laboratorni centrifuga (5810R, Eppendorf, Hamburg, Némecko)

e vakuovarotacni odparka (Rotavapor R-200, BichiLabortechnik, AG, Flawil,
Svycarsko)

e tfepaCka GFL 3006 (Burgwedel, Germany)

e kapalinovy chromatogram Ultimate 3000 (HPLC): (ThermoFisherScientific, Waltham,
MA, USA) (vysokotlaka kvartérni pumpa Ultimate 3000; autosamplerUItimate 3000;
detektor diodového pole (DAD) Ultimate 3000; termostat kolon Ultimate 3000)

5.7 Vlastni stanoveni karotenoidu

5.7.1 Extrakce

5.7.1.1 Volné karotenoidy

Do plastovych uzaviratelnych kyvet bylo navazeno na analytickych vahach 2,0 g
homogenizovaného vzorku obilnych zrn. K navdzenému vzorku bylo ptidano 12 ml extrakéni
smési ethanol:aceton:hexan v objemovém poméru 1:1:2. Plastové uzaviratelné kyvety
se vzorky byly tadné uzavieny a na 24 hodin byly umistény do lednice pti 4 °C. Po denni
extrakci byly vzorky promichany na vertexu a poté byly na 10 min vlozeny do ultrazvukové
lazné K podpotfe homogenizace a rozpustnosti ¢astic. Nasledovalo odstiedéni vzorkd po dobu
10 min ptri 8228 rcf. 9 ml supernatantu bylo pfevedeno do 50ml odparnych ban¢k.
Ke zbylému sedimentu bylo piidano dalSich 12 ml extrak¢éni smési a cely postup extrakce byl
proveden jesté jednou. Spojené extrakty (18 ml) byly odpateny do sucha pii 40 °C na vakuové
rotaéni odparce, residuum obsahujici karotenoidy bylo rekonstituovano do 2 ml smési
ethanol:aceton (3:2) sptidavkem 0,2% BHT. Vzorky byly nasledné piefiltrovany pres
0,45 um PVDF membranovy mikrofiltr do tmavych vialek a ve tfech opakovanich byly ihned
analyzovany na HPLC s DAD detekci. Po celou dobu zminovanych operaci bylo dulezité

uchovavat vzorky v temnu, aby nedochazelo ke svételné degradaci karotenoidii.
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5.7.1.2 Xanthofylové estery

Extrakce karotenoidli az do suchého zbytku probéhla stejnym zpisobem. Suchy
zbytek byl rekonstituovan do 6 ml diethyletheru a dale bylo pfidano hydrolyzaéni ¢inidlo,
které bylo pfipraveno smisenim 50% vodného roztoku KOH a ethanolu v objemovém poméru
1:9). Vysledna koncentrace hydroxidu pouzitého pro hydrolyzu ¢inila 2,5%. Vzorky byly
ttepany na tfepaCce ve tmé po dobu dvou hodin pii pokojové teploté. Poté bylo 6 ml
hydrolyzéatu prevedeno do 50 ml uzaviratelnych kyvet a nasledné bylo pfidano 6 ml smési
diethylether:hexan (1:1) a 6 ml vody. Smés byla tfepana po dobu 10 minut a nasledné
centrifugovana pii 4 °C a 2057 rcf po dobu 10 minut. Poté byla spodni faze (vodnd)
obsahujici KOH odstranéna injekéni stiikackou s jehlou. Do zbytku bylo pfidano 6 ml vody
a znovu bylo protfepano na 10 minut a centrifugovano. Organicka vrstva byla kvantitativné
ptevedena do 25 ml odparné baiiky a odpafena do sucha pti 30 °C na vakuové rotaéni
odparce. Organické residuum bylo rekonstituovdno do 1 ml smési ethanol:aceton (3:2)
spfidavkem 0,2% BHT. Vzorky byly nasledn¢ piefiltrovany pies 0,45 pum PVDF
membranovy mikrofiltr do tmavych vialek a ve tfech opakovanich byly ihned analyzovany na
HPLC s DAD detekci. Po celou dobu zminovanych operaci bylo dulezité stejné jako pfi

analyze volnych karotenoidti uchovavat vzorky v temnu.

5.7.2 Chromatografickéa separace

Analyza karotenoidi ve vzorcich byla provedena na kapalinovém chromatografu
Ultimate 3000. K separaci analyti byla pouzita C30 kolona. Vzorky byly méfeny
za nasledujicich podminek chromatografické separace:

e Mobilni faze: methanol (MeOH), voda (H;0), tert—butylmethyl ether (TBME)

e Eluce: gradientova
0-1 min 90 % MeOH; 10 % H,0, 0 % TBME (isokrat.)
1-6 min 90 % MeOH, 0 % H,0, 10 % TBME (lin. gr.)
6-22 min 40 % MeOH; 0 % H,0, 60 % TBME (lin. gr.)
22-24 min  20% MeOH; 0 % H,0, 80 % TBME (lin. gr.)
24-30 min  90% MeOH:; 10 % H,0, 0 % TBME (lin. gr.)
30-33min 90 % MeOH; 10 % H,0, 0 % TBME (isokrat.)
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e Priitok: 0,6 ml.min™
e Teplota kolony: 25°C
e Teplotasampleru:  10°C

e Objem nastfiku: 10 ul
e Doba analyzy: 33 min
e Detekce: 445 nm (spektralni akvizice 300-700nm)

5.7.3 Identifikace a kvantifikace vzorka

Karotenoidy lutein, zeaxanthin, antheraxantin, a-karoten a B-karoten byly ve vzorcich
identifikovany porovnanim retenénich ¢ast a absorpénich spekter se zakoupenymi externimi
standardy. Kvantifikace karotenoidl ve vzorcich byla provedena metodou externi kalibrace.

Ze zakoupenych standardil byly vytvofeny zasobni roztoky o koncentraci 100 pg.ml™
(aceton s piidavkem 0,2 % BHT). Ze zasobnich roztoku byly pfipraveny pracovni standardy
o koncentracich 0,1-20 pg.ml™. Pied kazdou analyzou byla spektrofotometricky stanovena

ptesna koncentrace standardi, ktera byla vypocitana z nize uvedeného vztahu:
Ask

Kde Cqq je koncentrace piislusného standardu, Ag je skuteéna absorbance extraktu

Cstd =

standardu pii predpokladané koncentraci 1 pug.ml™ a A; je absorbance extraktu standardu
0 koncentraci 1 pg.ml™.

Pro jednotlivé standardy byly pouzity extinkéni koeficienty (EC, L.g™".cm™): uvedeny
v tabulce 7.

Mnozstvi xanthofylti vazanych v esterech bylo stanoveno jako rozdil mezi volnymi
xanthofyly a xanthofyly uvolnénymi alkalickou hydrolyzou.

Obsah karotenoidii ve vzorcich obilovin byl vyjadien v ug.g™ suchého zrna. Viechny

analyzy byly provedeny ve tfech opakovanich.
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Tab. 7: Extink¢ni koeficienty standarda

Solvent EC | Amax(nm) | Rozpoustédlo
antheraxanthin | 235 446 ethanol
lutein 255 445 ethanol
zeaxanthin 234 452 aceton
a-karoten 271 445 hexan
[B-karoten 259,2 453 hexan

5.8 Statisticka analyza

Data byla zpracovana v programu Excel (Microsoft, Redmond, WA, USA). Statistické
vyhodnoceni bylo provedeno pomoci softwaru STATISTICA 12.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK,
USA). Ke zjisténi vlivu odrudy a ro¢niku slizné na obsah karotenoidt byla pouzita statisticka
metoda: dvoufaktorova analyza rozptylu (ANOVA) o hladiné vyznamnosti a = 0,05.

K podrobnéjsimu statistickému zhodnoceni byl pouzit Tukeytv Post Hoc HSD test.
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6 Vysledky

Provedeny pokus byl zaméfen na sledovani vlivu ro¢niku sklizn€ na obsah a slozeni
karotenoidii u rtiznych genotypi pSenice. Dale byl sledovan pomér volnych a esterové
vazanych karotenoidd v jednotlivych odridach pSenice. Také byl sledovan vliv barvy zrna na

obsah karotenoidi. Naméfené hodnoty jsou v celé kapitole uvadény v pg. g‘1 susiny.

6.1 Celkové karotenoidy v obou roé¢nicich sklizné

Stanoveni celkového obsahu karotenoidii bylo v roce 2015 a v roce 2016 provedeno
ve ttech opakovanich. Primérné hodnoty obsahu karotenoidd, které byly naméfeny

ve vzorcich, jsou shrnuty v tabulce 8.
6.1.1 Vliv odriady

Obsah celkovych karotenoidit se pohyboval v rozmezi 1,906-6,695 ng.g*t susiny
V zavislosti na odrude.

Nevyssi schopnost syntézy karotenoidii byla zjisténa u genotypu Citrus s primérnou
hodnotou 6,695 pg.g™ susiny (Obr 11). Ze statisticky zhodnocenych vysledkir (ptiloha 3,
obrazek la) je patrné, 7e vzorky Bona Vita s pramémou hodnotou 6,499 pg.g™ susiny
a V1 131-15 s primérnou hodnotou 5,546 ;,tg.g'1 suSiny nebyly vyhodnoceny jako statisticky
prikazné odlisné vici genotypu Citrus.
hodnotou 1,906 pg.g™ susiny. Srovnatelné obsahy s odriidou UC 66049 byly také naméteny
vodridach Annie (2,046 p.g’ sufiny), AF Jumiko (2,066 p.g' susiny) a Bohemia
(2,562 p.g * susiny). Tyto &ty odridy se statisticky vyznamné lisi od ostatnich.

Odrtda Konini vykazovala stiedni obsah celkovych karotenoidd s primérnou hodnotou

5,218 g™ susiny, ktera se vyznamné statisticky nelisila od odriid V1 131-15 a Bona Vita.
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Obr 11: Celkové karotenoidy v jednotlivych odriidach pSenice
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Rok Odrada Barva Antheraxanthin Lutein Zeaxanthin a-Karoten B-Karoten Celkové

2015 Konini Pp 0,183+0,005 5,282+0,308 1,433+0,061 0,049+0,003 0,233+0,038 7,516 + 0,258
2015 UC 66049 Ma 0,278+0,010 1,717+0,063 0,791+ 0,015 n.d 0,076 £ 0,009 2,863 + 0,063
2015 Bona Vita Ze 0,327+0,026 5,719+0,090 0,823+ 0,030 n.d n.d 6,915 + 0,213
2015 Annie S 0,070+ 0,005 1,988+0,040 0,452+ 0,031 n.d 0,051 +0,023 2,586 + 0,030
2015 V1 131-15 Ma 0,447£0,006 5,796+0,162 1,259 + 0,042 n.d n.d 7,571+ 0,076
2015 Bohemia S 0,209 +0,008 2,624 +0,144 0,809 + 0,063 n.d n.d 3,713 £ 0,103
2015 Citrus Ze 0484+0,044 6934+0,263 0,878+0,0564 0,022+0,002 0,295+0,022 8,734 +0,145
2015 AF Jumiko Pp 0,060+ 0,002 2,151+0,017 0,271+0,002 n.d 0,072+0,003 2,562 + 0,011
2016 Konini Pp 0,034+0,006 2,650+0,060 0,189+0,003 0,015+0,002 0,033+0,003 2,945+ 0,019
2016 UC 66049 Ma 0,020+ 0,007 0,081+0,017 0,112 +0,004 n.d 0,011+0,001 1,918 + 0,026
2016 Bona Vita Ze 0,074 +0,003 5,619+0,062 0,205+0,012 0,050+0,001 0,180+0,006 6,158 + 0,095
2016 Annie S 0,027 £0,003 1,323+0,025 0,165+ 0,003 n.d 0,016 £ 0,001 1,542 + 0,007
2016 V1 131-15 Ma 0,046 £ 0,005 3,272+0,042 0,214+0,006 0,027 +0,002 0,033+0,002 3,609 + 0,021
2016 Bohemia S 0,032+0,001 1,331+0,022 0,101 + 0,003 n.d 0,020 £ 0,003 1,492 + 0,041
2016 Citrus Ze 0,048 + 0,001 4,439%0,075 0,188 £ 0,009 n.d 0,104 £ 0,005 4,807 + 0,022
2016 AF Jumiko Pp 0,023+0,001 1,429+0,046 0,108 + 0,010 n.d 0,019 £0,004 1,597 +0,075

Tabulka ¢. 8: Praimérné hodnoty obsahu karotenoidti; Pp — purpurovy perikarp; Ma — modry aleuron; Ze — zluty endosperm; S — standardni barva

(Gervena); n.d — nebylo detekovano
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6.1.2 Vliv barvy zrna

Z obrazku 12 je patrné, Ze celkovy obsah karotenoidi byl zavisly na barvé zrna.
Nejvyssi obsah byl stanoven u pSenice se zlutym endospermem s primérnym obsahem
6,597 p.g’l susiny a statisticky se vyrazné odliSoval od ostatnich barev zrn (piiloha 2, obrazek
1c).
aprimérmou hodnotou 2,304 p.g’ susiny. Rozdily v obsazich celkovych karotenoidi
Vv pSenicich se standardni barvou zrna, spurpurovym perikarpem (3,642 p.g” susiny)
a modrym aleuronem (3,726 p.g™ susiny) byly vyhodnoceny jako statisticky neprikazné.

Vysledky naznacuji, Ze obsah karotenoidli v zavislosti na zbarveni zrna je vyrazné

odli$ny pouze u zlutého zbarveni.
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standardni purpurovy perikarp  modry aleuron zluty endosperm

Obr. 12: Celkovy obsah karotenoidil v zavislosti na barvé zrna
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6.1.3 Vliv ro¢niku slizné

Rozdil v celkovém obsahu karotenoidi v roce 2015 a 2016 je uveden na obrazku 13.
V ramci dvouletého sledovani byl shledan statisticky prikazny rozdil mezi rokem 2015
a 2016. Jak také ukazuje statistické zhodnoceni vysledkt (ptiloha 3 obrazek 1b). V roce 2015
dosahl celkovy obsah karotenoidli ve vSech pSenicich primérné hodnoty 5,264 u.g'l susiny,
oproti slabsimu roku 2016 (2,870 p.g™ susiny).

Dle vysledki 1ze usuzovat silnou zavislost celkového obsahu karotenoidli na ro¢niku

slizn¢ (podminky prostiedi).

6.0

5.0

4.0

3.0

2.0

1.0

Celkové karotenoidy (ug.g?)

0.0
2016 2015

Obr. 13: Celkovy obsah karotenoidi zavisly na ro¢niku sklizné
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6.2 Jednotlivé karotenoidy za oba ro¢niky sklizné

6.2.1 Antheraxanthin

Nejvyssi obsah antheraxanthinu byl naméfen u pSenic se zlutym endospermem

0,232 pg.g™ susiny (Obr. 15). Mezi purpurovym a modrym zbarvenim nebyly statisticky

zbarvenim (0,084 pg.g™ susiny).

Pokud srovname obsahy podle odrady (Obr. 14), byly stanoveny vyznamné diference
mezi genotypy: Konini, V1 131-15, Citrus (0,246 - 0,276 ug.g™ susiny) a genotypy: Annie,
AF Jumiko (0,041-0,048 pg.g™ susiny).

Statistiky prikazny rozdil byl také zjiSt€n u ro¢niku sklizn¢ (Obr. 16). V roce 2015

byla naméfena vys§i priméma hodnota 0,298 pg.g™ susiny na rozdil od slabsiho roku 2016

(0,0381 pg.g™* susiny).
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Obr. 14: Celkovy obsah anteraxanthninu v jednotlivych odridach
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Obr. 15:Celkovy obsah anteraxanthninu podle zbarveni zrna

Obr. 16: Celkovy obsah anteraxanthninu podle roku sklizné
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6.2.2 Lutein

Nejvyssi obsah luteinu byl naméfen u pienic se Zlutym endospermem 5,686 pg.g™

susiny (Obr. 18). Mezi purpurovym, modrym a standardnim zbarvenim nebyly statisticky

prokazatelné rozdily.
Nejnizsi obsahy luteinu (Obr. 17), byly stanoveny v odriidach UC 66049 (1,261 ug.g'1

suiny), Annie (1,655 pg.g™ susiny), AF Jumiko (1,790 pg.g™ susiny) a Bohemia (1,977 g.g°

susiny). Oproti tomu statisticky vyznamné odlisné hodnoty byly naméteny u odrid Citrus

(5,686 [,lg.g'1 suSiny) a Bona Vita (5,669 ug.g'1 susiny), které obsahovaly nevétsi mnozstvi

luteinu.

Statistiky prukazny rozdil byl také zjistén u roéniku sklizn¢ (Obr. 19). V roce 2016

byla namé&fena niz§ priméméa hodnota 2,608 ug.g" susiny na rozdil od roku 2015

(4,026 p.g-! susiny).
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Obr. 17: Celkovy obsah luteinu v jednotlivych odradach
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Obr. 18: Celkovy obsah luteinu podle zbarveni zrna

Obr. 20: Celkovy obsah luteinu podle roku sklizné
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6.2.3 Zeaxanthin

Vliv barvy zrna na obsah zeaxanthinu v psenici byl po statistické analyze vyhodnocen
jako neprikazny (Obr. 21). Obsah zeaxanthinu se pohyboval od 0,381 pg.g” susiny
(standardni barva) do 0,593 pg.g™ susiny (modré barva).

Statistiky prukazny rozdil byl zjistén u vlivu ro¢niku sklizné na obsah zeaxanthinu
v zrnech (Obr. 22). Vroce 2015 byla naméfena vyznamné vys$i prumérna hodnota
0,839 pg.g™ susiny na rozdil od slabsiho roku 2016 (0,160 pg.g™ susiny).

Nejvyssi obsah zeaxanthinu byl naméfen u genotypu Konini 0,810 ug.g‘1 susiny

(Obr. 20) a nejnizsi obsah byl stanoven u genotypu AF Jumiko (0,189 pg.g™ susiny).
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Obr. 20: Celkovy obsah zeaxanthinu v jednotlivych odridach
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Obr. 21: Celkovy obsah zeaxanthinu podle zbarveni zrna

Obr. 22: Celkovy obsah zeaxanthinu podle roku sklizné
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6.2.4 a-karoten

Z obrazku 23 je patrné, ze v odridich UC 66049, Annie, Bohemia a AF Jumiko
nebylo stanoveno zadné zjistitelné mnozstvi o—karotenu. Nejvyssi obsah byl zjistén u odrudy
Konini 0,032 pg.g™ sudiny a nejniz§i obsah byl stanoven u pSenice Citrus (0,011 pg.g”
susiny).

Statistiky neprukazny rozdil byl zjistén u ro¢niku sklizné (Obr. 25). V roce 2015 byla
priméma hodnota o—karotenu 0,009 pg.g™ susiny a vroce 2016 byla pram&ra hodnota
a-karotenu 0,011 pg.g™* susiny

Standardni zbarveni pSenice neobsahovala zadné zjistitelné mnozstvi o-karotenu
(Obr. 24). Psenice se zlutym ednospermem se vyznamné statisticky neliSily od pSenic
s modrym aleuronem a purpurovym perikarpem. Nejvice a—karotenu bylo vSak naméfeno

u pSenic se Zlutym zbarvenim zrna (0,018 pg.g™* susiny)
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Obr. 23:Celkovy obsah a-karotenu v jednotlivych odridach
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Obr. 24: Celkovy obsah a-karotenu podle zbarveni zrna

Obr. 25: Celkovy obsah a-karotenu podle roku sklizné
49



6.2.5 p-karoten

Nejvyssi obsah p—karotenu byl naméfen u psenic se Zlutym zbarvenim 0,144 pg.g™
susiny (Obr. 27), tento obsah se statisticky vyznamné neodliSoval od pSenic s purpurovym
standardnim zbarvenim zrna (0,021 ug.g™ susiny) a s modrym zbarvenim zrna (0,030 pg.g™
susiny).

Pokud srovname obsahy podle odridy (Obr. 26), byly stanoveny vyznamné diference
mezi genotypy: Konini, Bona Vita, Citrus (0,090-0,199 pg.g” susiny) a genotypy: Annie,
AF Jumiko, V1 131-15, UC 66049 a Bohemia (0,009-0,045 pg.g™ susiny).

Statistiky prukazny rozdil byl zjistén u ro¢niku sklizné (Obr. 28). V roce 2015 byla
naméfena vys§i primérna hodnota 0,090 pg.g™ susiny na rozdil od roku 2016 (0,051 ug.g™

susiny).
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Obr. 24: Celkovy obsah B-karotenu podle zbarveni zrna

Obr. 25: Celkovy obsah B-karotenu podle roku sklizné
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6.3 Pomér esterové vazanych karotenoidi

Genotypy pSenice Bohemia, V1 131-15, Citrus a AF Jumiko uchovavaji pouze volné

formy karotenoidt. Proto nejsou v této kapitole uvedeny.

6.3.1 Sklizen 2015

Nejvétsi podil esterové vazanych karotenoidt byl detekovan v odrudach Bona Vita

a UC 66049. U obou genotypu, jak je patrné z obrazku 26, bylo zji$téno stejné procento estert

Cv v

(55 %) bylo stanoveno v odridé Annie.

2015 Annie 2015 UC 66049

Vazoa/ne Véazané

2015 Konini 2015 Bona Vita

Véazané

Véazané 67%

65%

Obr. 26: Poméry esterové vazanych karotenoida
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6.3.2 Sklizen 2016

Nejvétsi procento esterti karotenoidd bylo zjisténo v odridadch Bona Vita a Konini.
U obou genotypt, jak je ziejmé z obrazku 27, bylo zjisténo stejné procento esterti (66 %).
odriida Annie (62 %), coz je ptiblizn€ o 7 % vice nez v ptedchozim roce. Zaroven jde o jediny
genotyp, u kterého doslo k meziro¢nikovému nartstu zastoupeni esterti. Odriida UC 66049

obsahovala 64 % esteru.

2016 Annie 2016 UC 66049

Vézané Vazané
62% 64%

2016 Konini 2016 Bona Vita

Véazané
66%

Obr. 27: Poméry esterové vazanych karotenoida
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7 Diskuze

V praktické casti byl sledovan obsah jednotlivych karotenoidlii ve vzorcich psenice.
Mnozstvi 1 slozeni jednotlivych karotenoidi mtize zaviset na mnoha faktorech, jako
je genotyp, stanovisté, péstitelské podminky, ro¢nik sklizn¢, podminky skladovani a dalsi.
V diplomové praci byl zkouman vliv odrady, ro¢niku sklizné a barvy zrna na obsah a slozeni
karotenoidt. Lze pfedpokladat, ze vliv pocasi a odridy by mél vést k vyraznym zménam

ve slozeni 1 obsahu karotenoidll v zrnech pSenice.
7.1 Celkové karotenoidy

Primérna hodnota celkovych karotenoidii v psenicich s Pp byla 3,642 pg.g” susiny
(5,039 p.g susiny v roce 2015 a 2,271 pg.g susiny v roce 2016). V zrnech sklizenych v roce
2016 byly naméfeny niz$i pramérné obsahy u pSenic s purpurovym zbarvenim zrna:
1,597 p.g'susiny (AF Jumiko) a2,945 pg.gsusiny (Konini) ve srovnani s predchazejici
sezénou: 2,562 pg.g susiny (AF Jumiko) a 7,516 png.g susiny (Konini).

Psenice s modrym zbarvenim obsahovala v praméru 3,726 pg.g™ suiny (celkovych
karotenoidi). Stejné jako u pSenice s purpurovym zbarvenim, byly v roce 2016 naméfeny
niz§i obsahy celkovych karotenoidi v praméru 2,764 ng.gsusiny (1,918 pg.g susiny
v UC 66049, 3,609 pg.g-susiny ve V1 131-15). V piedeslém roce sklizn&, byla primérna
hodnota celkovych karotenoidi 5,217 ug.g'lsuﬁiny, 2,863 ug.g'lsu§iny (UC 66049)
a 7,571 pg.gtsusiny (V1 131-15).

Hodnoty celkovych karotenoidi v pSenicich s modrym zbarvenim zrna zahrnuji
i neobvyklou $lechtitelskou linii V1 131-15, kterd je specifickd velmi tmavym zbarvenim
aleuronove vrstvy obilky (v dasledku pfitomnosti anthokyanovych pigmentl) a zaroven
obsahuje vysokd mnozstvi volnych karotenoidi. Zminéna Slechtitelska linie by tak mohla
predstavovat potencialné vyznamny zdroj téchto latek v lidské stravé. Autofi Paznocht et al.
(2018) uvad¢ji, ze vysoké obsahy karotenoidi jsou spiSe netypické pro pSenice s modrou
barvou zrna.

Konvenc¢ni pSenice s ¢ervenou barvou zrna, v pekaiském primyslu tradicné uzivané
pro vyrobu chleba, doséhly primémé hodnoty celkovych karotenoidt 2,304 png.glsusiny
(3,150 pg.g susiny v roce 2015 a 1,517 pg.g sudiny v roce 2016). Nase primémé hodnoty
piiblizné souhlasi s vysledky jinych autort, jako jsou Hidalgo et al. (2006), ktefi uvadéji
obsah celkovych karotenoidi v konvenénich odriidach 2,12 p.g™susiny. Srovnatelny obsah
(1,94 pg.g susiny) stanovili také autori Abdel-Aal et al. (2007). Na druhou stranu jsou nami
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stanovené hodnoty zhruba 3,5krat vyssi, neZ udava Mattera a kol. (2017) (0,63 ug.g™v derstvé
hmoty) apfiblizn¢ 1,7krat vy$$inez hodnoty publikované Lachmanem et al. (2013)
(1,36 ug.g susiny).

V nasem méfeni vykazovaly Cervené pSenice (2,304 ug.g'lsuéiny) o témet 40 % nizsi
obsahy karotenoidi ve srovnani s purpurové (3,642 ug.g'lsuéiny) a modfe pigmentovanymi
odridami (3,726 pg.g susiny). Purpurové a modré psenice jsou tak celkovym obsahem
karotenoidt srovnatelné s pSenici tvrdou (Triticum durum), kterd je znama pro svij vysoky
obsah karotenoidt (3,02 ug.g'lsuéiny), jak udava Hidalgo et al. (2006). PSenice s Pp a Ma
by tudiz mohly byt cennymi zdroji nejen antokyand, ale také karotenoidd jak shrnul Lachman
etal. (2017).

Celkové nejvyssi obsah karotenoidi byl stanoven Vv odradé Citrus
(Ze, 6,695 pg.g'susiny). Tento obsah je srovnatelny sobsahem karotenoidi v tritordeu
(6,50 ug.g™* Gerstvé hmoty), kterému se ve své studii vénovali autofi Mellado-Ortega at al.
(2015). O tritordeu, ki¥izenci pSenice tvrdé (Triticum durum) ajec¢mene cilského (Hordeum
chilense) je obecné je znamo, ze obsahuje velmi vysoka mnozstvi karotenoidu (az 5,2krat vice
oproti pSenici tvrdé). Diky tomu je tritordeum fazeno mezi tzv. funkéni potraviny (Atienza et
al., 2007). Na zakladé naSich vysledkti lze tedy usuzovat, 7e pSenice Citrus (Ze)
by v budoucnu mohla byt taktéz vyuzivana jako funkéni potravina s vysokym obsahem

karotenoidd.
7.2 Jednotlivé karotenoidy

Analyza HPLC-DAD potvrdila pfitomnost celkem péti karotenoidi. Jmenovité
antheraxanthinu, luteinu, zeaxanthinu, o—karotenu a p—karotenu, které byly kvantifikovany
celkem v osmi genotypech, pficemz xanthofyly byly analyzovany jek ve volné, tak i ve
vazané esterové forme.

Nase vysledky celkového obsahu luteinu, které zahrnuji lutein volny 1 lutein vazany
v esterech (primérné 2,878 pg.g™” a 2,897 pg.glsusiny v Pp a Ma psenicich) byly asi 4,8krat
vy$$i v porovnani s vysledky Pp psenice (0,60 pg.g™" susiny) uvedenymi ve studii autord
Ndolo a Beta (2013).

Velmi vysoky obsah luteinu (primérné 4,534 ug.g'lsuéiny) byl naméfen u pSenice
V1 131-15 s modrym aleuronem, coz je bezmala 4 nasobné vice v porovnani s jinou pSenici

stejné barvy zrna oznacované jako UC 66049. Veliky rozdil lze pfisuzovat, jak jiz bylo
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zminéno,  vlivu  Slechténi  pSenice V1 131-15  (velké  mnozZstvi  volnych
karotenoida + antokyanovych barviv).

Zeaxanthin byl druhy nejvice zastoupeny xanthofyl identifikovany u sledovanych
pSenic. Koncentrace zeaxanthinu v pSenicich s purpurovym perikarpem a V pSenicich
s modrym aleuronem byla v priméru 0,500 a 0,593 pg.g ™ susiny, coZ je podobné s vysledky
autorti Ndolo a Beta (2013), kteii udavaji 0,540 ug.g™ v Pp.

U nasich vzorki pSenice byly karoteny v porovnani s xantofyly v mnohem nizsich
koncentracich. Obsah p—karotenu dosahoval v priméru 0,089 pg.g™ suSiny v pSenici s Pp
20,144 pg.g'susiny v psenici se Zlutym endospermem. Vysledky, které byly naméfeny
u pSenic se Ze, souhlasi se zjisténimi vysledky (0,11 pg.g” susiny) od autort Hidalgo et al.
(2006) a také s vysledky (0,13 ug.g™ susiny) uvedené ve studii od autor Abdel-Aal et al.
(2007).

a—Karoten nebyl nalezen v odriadach UC 66049, Bohemia, Annie, AF Jumiko
ani v jednom roce sklizné. Z vysledku vyplyva, ze standardni zbarveni pSenice (kontrola)
neobsahuje zadné zjistitelné mnozstvi o—karotenu. NaSe vysledky se vyrazné lisi od studie
autord Hidalgo et al. (2006), kteti naméfili prumémé 0,11 ;,Lg.g‘1 susiny o—karotenu
vV konvenéni pSenici. V ostatnich odriidach byla zjist€éna pouze stopova mnoZstvi tohoto
karotenu: od 0,006 pg.g ™ susiny (Ma) do 0,018 pg.g ™ susiny (Ze).

Primérny obsah a—karotenu, jako jediného ze sledovanych karotenoidii, mirné vzrostl
v roce 2016 v porovnéni s piedchozim rokem (o 23 %; z 0,009 pg.g™* susiny na 0,012 pg.g™
suSiny). Statistické hodnoceni vSak tento narlst nevyhodnotilo jako statisticky prikazny.
a-karoten se tak odliSuje od vSech ostatnich karotenoidi, u kterych byl vroce 2016
zaznamenan velmi vyrazny pokles. Z toho lze usuzovat, ze obsah a-karotenu v zrnu je méné

zavisly na podminkach prostfedi v porovnani s ostatnimi karotenoidy.

7.3 Estery

Xanthofyly se v piirodé casto vyskytuji ve formé esterd s rdznymi mastnymi
kyselinami. Esterifikace zvySuje jejich stabilitu, jelikoZ je chrani pfed oxidaci vlivem
vysokych teplot ¢i piisobenim UV zafeni nebo degradaci béhem skladovani a technologického
zpracovani (Ahmad et al., 2015; Fu et al., 2010; Subagio et al., 1999). Schopnost obilovin
tvofit estery tak muze byt dilezitym kritériem pro selekci genotypit v ramci Slechtitelskych

programtl.
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Nejvyssi zastoupeni esterové vazanych karotenoidi bylo zaznamenano ve vzorcich
Bona Vita (Ze, 67 %) a UC 66049 (Ma, 67 %) ze sklizné z roku 2015. Odrtida Annie (55 %)
obsahovala nejmensi podil esteroveé vazanych karotenoidii. V roce 2016 se podily ester ptili§
nezménily. U genotypu Bona Vita (66 %) a UC 66049 (64 %) a Konini (66 %) byl rozdil
obsahti esterové vazanych karotenoidi vac¢i roku 2015 piiblizné jen 0 1 %. Odrida
Annie (62 %) zaznamenala vyssi rozdil mezi lety, ptiblizné 7 %. Z vysledk bychom mohly
usuzovat, ze pocasi nema veliky vliv na pfitomnost esterd v zrnech pSenice. Lze tedy
predpokladat, ze obsahy byly z vétsi miry ovlivnény genotypem. Vysledky pro Bohemii (S),
V1 131-15 (Ma), Citrus (Ze) a AF Jumiko (Pp), V jejichZ zmech byly v obou letech nalezeny
karotenoidy pouze ve volnych (tedy neesterovanych) formach naznacuji, ze by tvorba

xanthofylovych esterti mohla také mohla zalezet na genotypu pSenice,
7.4 Podminky prostiedi

Pro uréeni vlivu roéniku byly hodnoceny obsahy karotenoida ve vybranych
genotypech psenice ve dvou po sob¢ jdoucich vegetacnich sezonach.

Sezona 2015 se vyznaCovala mimofddné nizkymi srdzkovymi uhrny, a také,
v porovnani srokem 2016, vys$§imi pramérnymi teplotami v prubéhu prakticky celého
vegetacniho obdobi. V roce 2015 presahla teplota v Cervenci a srpnu o 2,9 °Cao 4,3°C
dlouhodoby primér, navic v obdobi od dubna do cervence téhoz roku doslo k poklesu
primérného srazkového tthrnu o 37-67 % pod dlouhodoby primér. VSechny odridy zahrnuté
do naseho pokusu vykazaly vroce 2015 vyrazné zvyseni celkového obsahu karotenoidd.
Jelikoz péstebni podminky zlstaly v obou letech zachovany, lze predpokladat vyrazny vliv
vngjsich faktort, vyssi teploty (pravdépodobné i vyssi intenzity sluneéniho zafeni) a nizSich
srazkovych tthrnli na celkovy obsah karotenoidii v zrnu.

Vsechny jednotlivé karotenoidy vykazovaly podobny trend vyssiho obsahu v roce
2015. Vyjimkou byl pouze a-karoten, jehoz obsah v zrnu se mezi obéma lety prakticky
nezménil (jiz bylo uvedeno vyse 1.2).

K pon€kud odlisnému nazoru vsak dospéli, na zéklad¢ vysledkd Sest let trvajiciho
experimentu s pSenici jednozrnkou, autoii Abdel-Aal et al. (2007). Dle jejich vysledka je
syntéza a ukladani luteinu naopak podporovana chladngj§im a vlhc¢im pocasim. Obdobné pak
Mattera et al. (2017) zjistili, Ze vysoka teplota v pribéhu dozravani zrna snizuje celkovy

obsah karotenoidu.
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Z vysledku studii vySe uvedenych autori vyplyva, Ze celkovy obsah karotenoidd
Vv obilovinach je ovlivnén celou fadou vnéjsSich i vnitinich faktorG (podminkami prostiedi,
biotickymi stresory, genotypem nebo ptivodem odrad). Z toho lze predpokladat, ze odridy
pochazejici z oblasti mirného podnebného pasu, kde se nachazi také Ceska republika (tradiéni
odrida Bohemia), mohou reagovat odlisné na zvySenou teplotu.

S vyjimkou a-karotenu byla zjisténa zavislost mezi obsahem jednotlivych i celkovych
karotenoidd na roku sklizné.

Pro ovéfeni vysledkl by tedy bylo Vhodné tento pokus provést opakované se stejnymi
odriidami a ve stejné lokalité, aby mohla byt pfesnéji vyhodnocena mira vlivu klimatickych

podminek na obsah karotenoidi v pSenicich.
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8 Zavér

Cile stanovit obsah a slozeni karotenoidu, stanovit mnozstvi volnych a esterové
vazanych karotenoidi v testovanych odriidach, porovnat obsahy v psenicich s netradi¢ni
barvou zrna s psenicemi Konven¢imi a vyhodnotit vliv ro¢niku sklizné byly splnény.

Statistické zhodnoceni vysledki potvrdilo, hypotézu &islo 1, Ze existuje vyznamny
rozdil ve schopnosti odriid syntetizovat karotenoidy. Nejvyssi schopnost tvorby karotenoid
byla zjiSténa v odridé Citrus.

Na zakladg statistického zhodnoceni vlivu barvy zrna na obsah a slozeni karotenoida
byla potvrzena hypotéza ¢islo 2. Nejvice karotenoidii bylo stanoveno u pSenice se zlutym
zbarvenim zrna.

Hypotéza, ze obsahy karotenoidl v zrnech psenice jsou ovlivnény ro¢nikem sklizng,
byla statisticky potvrzena. V ro¢niku sklizné 2015 byl vyznamné vyssi obsah celkovych
karotenoidd.

Pomér volnych a esterové karotenoidu je odridoveé zavisly, tato hypotéza byla také
prokazana. Odridy Bohemia (S), V1 131-15 (Ma), Citrus (Ze) a AF Jumiko (Pp), netvofily

zadné estery, ani v jednom roce sklizné.
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10 Seznam pouzitych zkratek a symboli

BHT- butylhydroxytoluen

B—-LCY - enzym lykopen—p—cyklaza
CRTISO - enzym karotenoidniisomeraza
EC - extinkcni koeficient

e-LCY - enzym lykopen—e—cyklaza
GGPP — geranylgeranyldifosfat

H,O — voda

MeOH — methanol

PSY — enzym fytoensyntaza

PDS - enzym lykopendesaturaza
TBME - tert-butylmethyl ether

ZDS - enzym zeta-karoten desaturaza

Z-1S0 - enzym zeta—karoten someraza
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11 Ptilohy

Seznam priloh:

Piiloha 1 Statistické vyhodnoceni vysledkl - dvoufaktorova ANOVA (0=0,05)
Piiloha 2 Statistické vyhodnoceni vlivu odrudy (a), roéniku sklizné¢ (b) a barvy zrna
(c) — Tukeyuv HSD test

Priloha 3 Naméiené hodnoty esterti karotenoida za rok 2015 a 2016
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