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POZNAMKA K CHEMICKEMU NAZVOSLOVI

Text disertaéni prace vyuzivd pro pojmenovani anthokyand terminy odvozené
z nazvoslovi platného pro anglicky jazyk, které neodpovida pravidlim ceského nazvoslovi.
Napt. spravné pojmenovani 3-O-glukosid kyanidinu, ¢i kyanidin-3-0-glukosid je v textu
prace oznacovan pouze jako kyanidin-3-glukosid. Tento zplisob pojmenovani anthokyant
byl zvolen pro vétsi pfehlednost psaného textu. Zvlasté v kapitole Vysledky a diskuse je
v textu vysoka cetnost nazvii anthokyanli a psana forma odpovidajici zdsaddm ceského

chemického nazvoslovi by text Cinila hiife srozumitelnym a méné prehlednym.
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1. LITERARNI PREHLED

1.1. Uvod

Anthokyany jsou rozséhlou skupinou rostlinnych barviv poskytujici Sirokou skalu
barev od oranzové a ¢ervené az po fialovou a modrou. Jejich nazev pochézi z feckych slov
anthos (kvét) a kyanos (modry). Jak jiz jejich ndzev napovida, anthokyany zbarvuji kvéty,
ale také jiné casti rostlinnych tél. Pro jejich velké rozSifeni v rostlinné fisi jsou i
neodmyslitelnou soucésti lidské stravy, nejcastéji jako slozka ovoce a zeleniny. Ze
spotiebitelského hlediska je atraktivni zejména jejich pozitivni efekt na lidské zdravi,
nebot’ anthokyany jsou pfirozenymi antioxidanty, a jejich benefit tak spociva v prevenci
celé fady civiliza¢nich chorob. Pro své ucinky jsou antioxidanty v posledni dob¢ stale
Castéji vyhleddvanou slozkou stravy a diraz je kladen zejména na jejich pfirozené
potravinové zdroje. V tomto ohledu vSak zustavaji v pozadi dalsi komodity s obsahem
anthokyanti, jejichz nutri¢ni benefity v této oblasti stale nejsou dostatecné¢ docenény.
V prvni fad€ se jedna o obiloviny s pfirozenym vyskytem anthokyanti v obilkich, které
pfedstavuji zajimavou alternativu konven¢nich druhii obilovin, a mély by tak potencidl stat
se dal§$im vyznamnym zdrojem anthokyanti v lidské stravé. Vyvoj odrid obilovin
s obsahem anthokyant je v soucasné dobé predmétem intenzivni Slechtitelské prace, jejimz
cilem je nejen ziskani novych genotypt, které budou mit vysoky obsah anthokyant, ale
zaroven 1 takovych odrid, které budou mit dostate¢né vhodné vynosové a kvalitativni
charakteristiky, které ptispéji k jejich konkurenceschopnosti a moznosti rozsifeni na trhu

s konven¢nimi obilovinami.



1.2. Chemie anthokyant

Z chemického hlediska se anthokyany fadi do skupiny flavonoid. Zakladni
strukturou téchto latek je tzv. flavan, ktery je tvoien jednim heterocyklickym (C) a jednim
aromatickym (A) jadrem, spolu s aromatickym jadrem (B) spojenym C — C vazbou
s fetézcem C (viz obr. 1). Jednotlivé skupiny flavonoidl se vzdjemné odliSuji stupném
oxidace stfedniho C fetézce. Zdkladem anthokyanti je flavan obsahujici systém
konjugovanych dvojnych vazeb nazyvajici se flavyliovy kationt (viz obr. 1). Flavyliovy

kationt tvoii zaklad tzv. aglykonu, ktery se nazyva anthokyanidin (Miguel 2011).
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C
=

Obr. 1 Flavan (vlevo) a flavyliovy kationt (vpravo) (podle: Miguel 2011)
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=

Jednotlivé anthokyanidiny se vzdjemné odliSuji hydroxylaci ¢i methoxylaci na
ruznych mistech struktury, nejcastéji na pozicich 3, 5, 7a 3°,4” a5’ (viz obr. 2). V pfirodé
se vyskytuje celkem 17 riznych typt anthokyanidinli (n€kteii autofi uvadi az 23 typu),
které jsou pomysiné¢ déleny do dvou skupin, na methylované a nemethylované.
pelargonidin, peonidin, petunidin a malvidin (viz obr. 3). V pfirod¢ se cast&ji vyskytuji
hydroxylované nemethylované aglykony a jejich derivity — tedy kyanidin (50 %),
delfinidin (12 %) a pelargonidin (12 %). Oproti tomu methylované aglykony a jejich
derivaty tvoii spi§ minoritni slozku pfirozené se vyskytujicich anthokyanidini — peonidin
12 %, petunidin 7 % a malvidin 7 %. Zakladni barva anthokyanidinu ve formé
flavyliového kationtu zavisi na druhu substituentu. Pfitomnost hydroxylovych skupin
posouvaji odstin do fialova az purpurova, piitomnost methoxylovych skupin spiSe do

rizova az ¢ervena (Castaneda-Ovando et al. 2009; Miguel 2011; Francavilla & Joye 2020).

Obr. 2 Flavyliovy kation s oznac¢enim substitucnich pozic (Khoo et al. 2017)
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Obr. 3 Nejbézngjsi anthokyany (podle: Khoo et al. 2017)

Aglykony ve volné formé se vSak v pfirodnich materidlech nachdzi jen ve stopovém
mnozstvi, nebot’ maji velmi nizkou stabilitu. Zadkladnim mechanismem stabilizace, ktery
umoznuje jejich vyskyt ve volném prostiedi, je glykosylace. Glykosylovany anthokyanidin
se nazyvd anthokyan. Glykosylaci zdkladnich 17 (resp. 23) anthokyanidini vznikd az
500 riznych anthokyand. Primarné je glykosylace téméf vzdy lokalizovana na pozici C3 a
ucastni se ji mono-, di- nebo trisacharidy. Nejcastéji vytvaii glykosidy glukéza, rhamndza,
galaktéza, xyléza, arabinéza (vznikaji monosidy) a rutin6za (vznikaji biosidy).
Anthokyany mohou mit téZ formu diglykosidu, kdy je jeden aglykon glykosylovan dvéma
sacharidy, zpravidla v pozicich C3 a C5, nebo C3 a C7. Zcela nejcastéjSim anthokyanem je
kyanidin-3-glukosid, viz obr. 4. Glykosylace posouva barevny odstin anthokyanu blize

k modré barvé (Castaneda-Ovando et al. 2009, Miguel 2011).
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Obr. 4 Kyanidin-3-glukosid (Miguel 2011)

Vsechny anthokyany jsou rozpustné ve vodé a také ve vétSin€é organickych

rozpoustédel (naptf. v ethanolu). NejlepSi rozpustnost vykazuji molekuly ve formé
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flavyliového kationtu. Rozpustnost konkrétnich anthokyanti vSak zavisi také na jejich
polarité. Nejlépe rozpustnym aglykonem je delfinidin, ktery se velmi dobie rozpousti ve
vod¢ i vorganickych rozpoustédlech (hlavné v methanolu a ethanolu). Oproti tomu
kyanidin se rozpousti stejn¢ dobie ve vode, ale o néco hiife v organickych rozpoustédlech.
Naopak nejhtfe rozpustnym aglykonem v organickych rozpoustédlech je neyméné polarni

aglykon malvidin, ktery se vSak velmi dobfe rozpousti ve vodé¢ (Khoo et al. 2017).
1.2.1. VlivpH

Ve vodném prostiedi podléhaji anthokyany strukturnim zméndm podle pH roztoku.
Existuje celkem 5 forem struktury, pfiCemz v roztoku se pifi neménném pH mohou
vyskytovat vSechny formy soucasné, ale v konkrétnim rozmezi pH vétSinou jedna forma
pfevazuje. S ménici se strukturou se také méni barva anthokyanu (Khoo et al. 2017).
Tab. 1 uvadi piehled forem anthokyant vcetné jejich barvy a oblasti pH, v niz je dana

forma dominantni. Na obr. 5 je pak zndzornéna vzajemna pfeména jednotlivych struktur.

Tab. 1 Formy struktury anthokyani ve vodném prostiedi

dominance
forma struktury barva
v oblasti pH
flavyliovy kationt cervena <1-2
karbinolova pseudobaze bezbarva 4,0-4,5
neutralni chinoidni baze purpuroveé-cervena 2—-4;45-17
aniont chinoidni baze modra 75-11
chalkon zluta > 11

podle: Castaneda-Ovando et al. 2009; Khoo et al. 2017
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Obr. 5 Pfemény struktur anthokyanii (Velisek & Hajslova 2009)

v

flavyliového kationtu, ktery je zaroven nejstabiln&j$i anthokyanovou strukturou. Barva
anthokyant v této formé je jasné Cervend. Pii zvySovani pH podle Veliska a Hajslové
(2009) vzrusta podil karbinolové pseudobaze, ktera je dominantni v oblasti pH 4,0 — 4,5 a
je bezbarva. Pfi dalSim zvySovani pH v roztoku zac¢ind dominovat purpurové-cervena
neutrdlni chinoidni baze, kterd se pii pH okolo 7,5 pfeméiiuje na modry aniont chinoidni

baze a pti dalSim zvySeni pH dominuje jiZ pouze Zluty chalkon.

Odlisné€ popisuji zmény strukturnich forem Castaneda-Ovando et al. (2009). Podle
téchto autorti je flavyliovy kationt dominantni pfi pH < 1 a v rozmezi hodnot pH 2 — 4
dominuje Cervend neutralni chinoidni forma. Pfi pH 5 — 6 anthokyany existuji pouze ve
formé karbinolové pseudobéze a zaroven chalkonu. Pokud se pH zvysi nad 7, anthokyany

degraduji a rozpadaji se za vzniku aldehydu a fenolické kyseliny.



Karbinolova a chinoidni forma pii okyseleni kvantitativné prechdzi opét do formy
flavyliového kationtu. Oproti tomu pfeména na chalkon je jiz ur¢itou formou degradace
barviva, nebot’ tato struktura se sice také mize zpétné¢ meénit na flavyliovy kationt, ovSem

pfemeéna je pomald a neni kvantitativni (VeliSek & Hajslova, 2009).

1.2.2. Stabilita

Stabilita anthokyanti byva nizka a je ovlivnéna riiznymi faktory. Klicovymi faktory
jsou predevsim pH prosttedi, teplota, ptitomnost kysliku a svétla a vliv enzymi (zejména
glykosiddz a polyfenoloxiddz). Tyto faktory zaroven ovliviiuji vyslednou barvu
anthokyanu, nebot’ jejich pisobenim miize barvivo degradovat za tvorby jinak barevnych
¢i bezbarvych produktii. Zvlastni postaveni v tomto ohledu ma vliv pH, s jehoz zménou
dochazi ke zménam struktury, barvy a zaroven i stability anthokyanu (Castaneda-Ovando
et al. 2009; Francavilla & Joye 2020). Oproti tomu existuje fada mechanismi, které
stabilitu anthokyant zvySuji. Jednd se o proces jiz zminéné glykosylace a dale pak

mechanismy acylace nebo kopigmentace.

1.2.2.1.  Faktory zvySujici stabilitu

Jednim mechanismem zvysujicim stabilitu jiz glykosylovaného anthokyanidinu je
acylace. V ramci acylace je na hydroxylovou skupinu glykosylujiciho sacharidu navizana
organicka kyselina. Nejcastéji se jedna o fenolické kyseliny (p-kumarovou, kdvovou,
ferulovou nebo sinapovou) ¢i o jiné organické kyseliny resp. jejich anionty — acetét
(kyselina octova), sukcinat (kyselina jantarova) ¢i malonat (kyselina malonova). Acylaci se

zvysuje stabilita anthokyanové molekuly (Welch et al. 2009).

Zvlastnim stabiliza¢nim mechanismem je kopigmentace. Jedna se o zvySeni
stability anthokyani vazbou s dal§imi latkami rtizného typu, napft. s flavonoidy, alkaloidy,
organickymi kyselinami nebo kovovymi ionty. Kopigmentace je pfirozenym a spontannim
v rostlindch. Ke kopigmentaci dochdzi nejvice v rozmezi pH 4 — 6 a vznikajici komplexy
jsou zbarveny vyraznéji nez samotné anthokyany, nebot’ dochédzi vlivem reakce ke zméné
spektrdlnich vlastnosti barviva, a to zejména k hyperchromnimu efektu a bathochromnimu
posunu. Kopigmentaci mohou byt stabilizovany rizné formy anthokyand, napf.
kopigmentace pii nizkém pH stabilizuje flavyliovy kationt a ddva vznik komplexu vyrazné
cervené barvy, zatimco stejnd reakce pii vy$$§im pH (okolo 6) stabilizuje chinoidni bazi a
poskytuje modfe zbarvené komplexy. Komplexace probihd vice mechanismy, nejcastéji

intermolekularné, kde hraji roli kovalentni vazby mezi glykosidy dvou molekul, a
8



intramolekularné, kde jsou podstatou slabé hydrofobni interakce. Vedle téchto dvou
mechanismi se v rostlinach bézné uplatiluje 1 kopigmentace s kovovymi ionty. Tvorba
komplex s ionty Fe**, Mg**, Ca** nebo AI’* je povaZovéna za hlavni mechanismus vzniku
modré barvy v rostlinach, nebot’ tyto kovy stabilizuji anthokyany ve formé chinoidni baze
(Castaneda-Ovando et al. 2009). Kopigmentace vyznamné zvySuje rezistenci molekuly
anthokyanu vuci hydrataci, a umoziuje tak jeho existenci v rostlinnych pletivech, oviem

nezlepSuje nijak jeho citlivost na teplo a svétlo (Welch et al. 2009).

1.2.2.2.  Faktory sniZujici stabilitu

Samotné anthokyany a zvlast¢ anthokyanidiny jsou obecné nestabilni slouceniny.
K jejich zvySené degradaci dochazi vlivem teploty, pfitomnosti kysliku a ¢innosti enzymu
pii soucasném vlivu pH prostredi. Nejvyssi stabilitu vykazuji anthokyany pii pH do 4 za
nepfistupu svétla, kysliku a tepla (Castaneda-Ovando et al. 2009). OvSem v pfitomnosti
kysliku je anthokyan stabilni pouze do hodnoty pH 2. Vysoké teploty vyvolavaji rozkladné
reakce — uz pfi pusobeni teploty 35 °C muze byt degradace dvojnésobna oproti degradaci
za stejnych podminek pti 25 °C. Problematicka je také ptfitomnost enzymut. NejcastéjSimi
enzymy pusobici degradaci anthokyanl jsou glykosidazy, které §té€pi barvivo za vzniku
nestabilntho aglykonu, a polyfenoloxiddzy, které davaji vznik produktim reakci

enzymatického hnédnuti (Khoo et al. 2017).

Ovsem vliv teploty na stabilitu anthokyanti nemusi byt vZdy jednozna¢ny. Vysoké
teploty mohou zarovenn vyvoldvat kondenzaci barviv za vzniku oligomertl, které jsou
stabiln€j§i neZ monomery. Timto mechanismem za soufasné zmeény barvy byvaji
anthokyany Casto konzervovany pii zpracovani ovoce (VeliSek & Hajslova, 2009). Navic
pusobeni teplot okolo 50 °C miize rovnéZ plsobit konzervacné, nebot' pii tomto
opracovani dochdzi k inaktivaci enzymd, které jsou jinak dal§im plvodcem degradace
anthokyanti (Khoo et al. 2017). Vliv teploty je blize popsan v kap. 1.5 v rdmci tepelného

zpracovani potravin s obsahem anthokyant.



1.3. Biosyntéza anthokyant

Podobné jako u mnohych fenolickych sloucenin vychazi i biosyntéza anthokyant
z kyseliny Sikimové. Tato biosyntetickd draha — tzv. Sikimatova cesta se vyskytuje pouze
v metabolismu rostlin, bakterii, parazith a hub. Kyselina Sikimovéa je pak vychozim
substratem tvorby aromatickych aminokyselin — fenylalaninu, tyrosinu a tryptofanu. Pro
samotnou syntézu anthokyant (respektive jejich aglykonli anthokyanidinll) ma vyznam
pouze fenylalanin, ktery je prekurzorem pro vznik naringeninu, z kterého jsou nasledné
odvozeny jednotlivé anthokyanidiny. Biosyntéza anthokyant probiha v cytosolu buiiky a

vysledné produkty se kumuluji ve vakuoldch (Tanaka et al. 2008).

Cely proces biosyntézy zacind biosyntézou Sikimatu. Prvnim krokem biosyntézy je
spojeni fosfoenolpyrohroznové kyseliny s erytr6za-4-fosfatem. Z nich vznikd 3-deoxy-d-
arabino-heptulozonat-7-fosfat, ktery se v dal$im kroku méni na 3-dehydrochinat. Nasledna
reakce je katalyzovéana bifunkénim enzymem za vzniku Sikimatu. Ten se postupnou reakci
meéni az na chorizmat, ktery je klicovym prekurzorem tvorby anthokyand (a flavonoidii
obecn€). Z chorizmatu se vytvaii prefenat a z néj dvéma moznymi cestami (pies arogenat

nebo fenylpyruvat) vznika fenylalanin (Tzin & Gallili 2010).

Biosyntéza flavonoidi z fenylalaninu je zahajena jeho pfeménou na kyselinu
skoticovou a dale postupnou pfeménou na kyselinu p-kumarovou az na 4-kumaroyl-CoA.
Za kliCovy enzym syntézy flavonoidi je povazovana chalkon syntdza (CHS), ktera
katalyzuje kondenzaci 4-kumaroyl-CoA s tfemi molekulami malonyl-CoA za vzniku
chalkonu. Pfimym prekurzorem flavonoidi je pak naringenin vznikajici izomeraci

chalkonu (Delgado-Vargas & Paredes-Lopez 2002; Zhang et al. 2014).

Vlastni syntéza anthokyanl z naringeninu muize probihat tfemi riznymi cestami,
z nichZ kazda vede ke vzniku jiného metabolitu (nejprve bezbarvého leukoanthokyanidinu
a nasledné barevného anthokyanidinu). V prvnim kroku se naringenin oxidaci a ndslednou
redukci pfeménuje na dihydrokaempferol. Ten miize byt substratem pro pisobeni dvou
riznych enzymi, ¢imZ vznikd na jedné strané dihydrokvercetin a na strané¢ druhé
dihydromyricetin. Tyto oxidované slouceniny (tedy dihydrokaempferol, dihydrokvercetin a
dihydromyricetin) jsou v dalS$im kroku redukovéany na leukoanthokyanidiny, které nasledné
podléhaji plisobeni konkrétni anthokyanidin syntdzy a vytvaii definitivni anthokyanidiny.
Timto zpisobem vznikd z dihydrokaempferolu pelargonidin, z dihydrokvercetinu kyanidin
a z dihydromyricetinu delfinidin (He 2010; Jaakola 2013). Tento proces je systematicky

znazornén na obr. 6.
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Obr. 6 Biosyntéza anthokyanidinii (He et al. 2010)

Syntetizované anthokyanidiny dale podléhaji reakcim, jejichZ cilem je metabolit
déle stabilizovat, a to glykosylaci, methylaci nebo acylaci. Glykosylaci provadi skupina
glykosyltransferdz (UFGT). Methylaci aglykond vznikaji dalsi tfi anthokyany: z kyanidinu
vznikd peonidin a z delfinidinu vznik4 po jedné methylaci petunidin a po druhé methylaci
také malvidin (He et al. 2010; Routray a Orsat 2011; Zhang et al. 2014). Vznik téchto

anthokyanidinil je patrny z obr. 7. Posledni moZnou reakci je acylace.
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2010)
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1.4. Vyskyt a vyznam anthokyanii v rostlinach

V rostlinach mohou byt anthokyany pfitomny ve vSech strukturich — nejcastéji v
kvétech, listech a plodech, ale také ve stoncich, hlizach, kotfenech a semenech. Molekuly
anthokyanti jsou bézn¢ lokalizovany v bunécnych vakuolach, kde jsou stabilizovany
iontovymi interakcemi s organickymi kyselinami. Nicméné€ v nékterych rostlinach nejsou
anthokyany volné¢ rozpuStény ve vakuolarnim roztoku, ale jsou soustfedény do
specifickych vakuolarnich segmentli nazyvanych anthokyanoplasty (de Pascual-Teresa &
Sanches-Ballesta 2008). Anthokyanové spektrum vyskytujici se v jedné rostliné mize byt
rizné rozmanité a je dano vyhradné genotypem. Nékteré rostliny maji relativné chudé
anthokyanové spektrum, ovSem zpravidla jsou v jedné rostlin¢ pritomny rizné glykosidy

odvozené od vice aglykonil (Horbowicz et al. 2008).

Pfitomnost anthokyanti v rostlinich ma vice vyznaml — poskytuji zbarveni, a
funguji tudiz jako atraktanty opylovacl, maji antioxidacni a antibiotické vlastnosti a
mohou zvySovat odolnost i1 vii¢i napadeni hmyzem (Kong et al. 2003). Zaroveni byly
popsany piipady, kdy pfitomnost anthokyanti pfimo inhibovala vyvoj housenek miry
Heliothis viriscens, vyznamného Skidce tabaku. V této souvislosti se o anthokyanech
uvazuje i jako o mozném prostiedku biologické ochrany (Escribano-Bailén et al. 2004).
Ptitomnost anthokyanli miize byt také vyznamnym parametrem ochrany pfi stresové zatézi
rostliny, pfedev§im svételné a chladové. Pfi vysoké mife osvitu se v listech ve zvySeném
mnozstvi kumuluji anthokyany, ¢imz dochazi k zastinéni chloroplastli a vyraznému sniZeni
rizika svételného poskozeni chlorofylu (Pietrini et al. 2002). Podobné kumulace
anthokyanii zvySuje osmolaritu bunéénych roztoki, a pomaha tak zvysit odolnost pletiv

vuci ptisobeni mrazu (Delgado-Vargas & Paredes-Lopez 2002).

Mnozstvi anthokyanil v rostling je ovlivnéno vice faktory. Z vnitinich podminek je
nejvyznamnéj$im podminujicim parametrem genotyp, zatimco z vnéjSich podminek je
produkce a kumulace anthokyanii déna okolni teplotou, intenzitou svétla, chladem c¢i
mrazem nebo mnoZzstvim kysliku v ovzdu$i. Obsah anthokyant je téz ovlivnén napf.
hnojenim hot¢ikem nebo dobou sklizn¢€ rostliny. Vyrazné se miize projevit také vliv
ro¢niku (Garg et al. 2016) a vliv lokality, kdy zejména ve vysSich nadmotskych vyskach
byva produkce anthokyant v rostlindch vys$si (Brown et al. 2008).
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1.5. Anthokyany v potravinach

Jako jiz bylo feceno, vyznamnym zdrojem anthokyant v stravé je zejména ovoce a
zelenina. Z ovoce k celkovému piijmu anthokyant ve stravé pfispivaji zejména jablka,
hroznové vino, tfesné, Svestky, jahody a drobné bobulové ovoce, jako jsou bortvky,
ostruziny, maliny a rybiz. Mén¢ zastoupeny jsou ve stravé barevné druhy zeleniny — cibule,
lilek, zeli nebo fedkvicky. V naSich podminkach maji zatim pouze okrajovy vyznam dalsi

plodiny — brambory, ryze, pSenice nebo kukuiice (Horbowicz et al. 2008).

Krom¢ ptirozeného vyskytu v potravinach se anthokyany pouzivaji také jako
potravinaiské barvivo (pod oznacenim E 163). Pouzivaji se napf. do napojl, jogurti,
cukrovinek, zmrzlin nebo sladkého peciva. Pro tento ucel jsou anthokyany extrahovany
z rostlinnych materidlii bohatych na jejich obsah — tim je nejCastéji exokarp bobuli
hroznového vina. Kvili nizké stabilité barviv je vSak pouziti anthokyani v potravinach
omezené, nebot’ jsou vétsinou stabilni pouze pti pH < 3,5. Nejvyhodngjsi je jejich pouziti
do okyselenych napojl, jelikoz toto prostiedi umoziluje nejlepSi rozpustnost a tudiz
homogenizaci barviva a zarovei nejvyssi stabilitu latky. I pfes omezené moznosti pouziti

se anthokyany s vyhodou pouzivaji jako alternativa barviv syntetickych (Khoo et al. 2009).

Stabilitu anthokyant jako potravinarského barviva vSak lze zvysit urCitymi
technologickymi procesy. Jednim zplsobem stabilizace je vyuZiti pfirozen¢ho jevu
kopigmentace, kdy jsou barviva stabilizovany za pouziti kovovych iontl (viz. kap. 1.2.2.1).
Dalsi technikou miize byt enkapsulace. Pii enkapsulaci je molekula anthokyanu uzaviena
do pevné struktury pfirodniho nebo syntetického materidlu. Vznikla kapsula nejen chrani
barvivo pted degradaci, ale miize také slouzit k jeho fizenému uvoliiovani (Cavalcanti et
al. 2011). Guan a Zhong (2015) navrhuji stabilizaci anthokyanil v roztoku pomoci arabské
gumy, kterd vyrazné zvysuje odolnost vii¢i tepelné degradaci. Chung et al. (2016) uvadi, ze

anthokyany v roztoku lze stabilizovat také pfidavkem pektinu nebo rutinu.

NejvétSim omezenim vyznamu anthokyanli v potravinich je problematika
degradace pii tepelné tpravé a skladovani. Pfi tepelné upravé hraje roli zpisob tepelné
upravy, doba a teplota, ale obecné degradace anthokyanii probihd podle kinetiky prvniho
fadu. Volden et al. (2008) uvadi, Ze pfi tepelném opracovani Cerveného zeli je ubytek
anthokyanti 29 % po 10 min duseni, 41 % po 10 min vafeni a 59 % po 3 min blanSirovani.
Podobnou degradaci anthokyant uvadi Brownmiller et al. (2008) pfi zpracovani bortvek.
BlanSirovani a vysoka pasterizace pii vyrobé borivkového pyré snizily obsah anthokyant

0 43 %. Pti zavarovani borivek doslo k poklesu 28 % barviv pii zavafeni se sirupem a
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34 % pfti zavareni s vodou. Loypimai et al. (2016) uvadi, Ze rychlost degradace anthokyanti
je ovlivnéna nejen teplotou, ale také hodnotou pH. Pfi provadéném experimentu autofi
pozorovali nejmirnéjsi ubytek anthokyant pii teplot¢ 60 °C a pH 2, zatimco nejvyssi
ubytek barviv zaznamenali pfi teplot¢ 100 °C a pH 5. Rozporuplné vysledky vSak byly
zjistény pii tepelném zpracovani brambor. Zatimco Mulinacci et al. (2008) uvadi, ze pii
vafeni brambor se obsah anthokyani snizuje o 16 — 29 %, Brown et al. (2008) zjistili, ze
vafenim se miize obsah dostupnych anthokyanti zvysit az o 33 %. Podobné¢ také Lachman

et al. (2012) uvedli, Ze pii peCeni brambor se obsah dostupnych anthokyant zvysuje asi

3,5% au brambor vafenych ve vod¢ a dokonce az 5x u brambor vafenych v pare.

Tuto heterogenitu ve vysledcich potvrzuji ve své meta-analyze také Murador et al.
(2014). Konkrétn¢ pii vafeni, vafeni v pafe a varfeni v tlakovém hrnci byly vysledky
nejednoznacné. Nekteré zdroje (které prevazovaly) prokazovaly vysokou degradaci,
zatimco jiné zjistily vyrazné zvySeni obsahu anthokyanti. Oproti tomu peceni a pfiprava
v mikrovinné troubé v naprosté vétSin€ piipadi zplsobily vyrazny narGst obsahu
anthokyanii. Vzhledem k dobré rozpustnosti anthokyanti ve vodé¢ autoii uvedli, Ze zplsoby
piipravy za pouziti vlhkého tepla (vafeni apod.) zplisobuji pokles obsahu anthokyani také
v disledku vyluhu, zatimco zplsoby pfipravy za pouziti suché tepla (peceni, mikrovinna
trouba) snizuji obsah vody v tkanich, ¢imz se obsah anthokyani miize zakoncentrovat a
zvysit. OvSem Brennan et al. (2011) a Sommer & Cohen (2018) efekt zvySovani obsahu
anthokyanii za plisobeni suchého tepla vysvétluji spiSe jako disledek lepsi extraktibility a

uvolnovani anthokyant z rostlinnych bun¢k popraskanych vlivem plisobeni vysoké teploty.

Kromé degradace anthokyanii vlivem tepelné upravy je jejich vyznam
v potravinidch limitovdn také pfirozenym ubytkem behem skladovani. Ten negativné
ovlivituje spotiebitelskou jakost vyrobki, nebot’ zplisobuje blednuti barvy. V mnoha
potravindch, pfedev§im napojich, se projevuje negativni vliv kyseliny askorbové (vitaminu
C), ktera je pfirozenym antioxidantem a zpiisobuje degradaci anthokyanti (Chung et al.
2016). Na druhou stranu spravné skladovani plodin miiZze vést 1 k narlistu barviv. Bylo
prokazano, ze pii skladovani ovoce (konkrétné¢ jahod, brusinek, bortvek a tfesni) ¢i
brambor ve 4 °C dochdzi k biosyntéze anthokyant, a jejich obsah se tudiz béhem
skladovani zvySuje. Tento efekt vSak nenastavd pii skladovani plodin za zvySené
koncentrace CO,, ktery mize naopak indukovat degradaci anthokyand. Mirny narlst
obsahu anthokyanti byl pozorovan také pii dlouhodobém skladovani jahod a malin pfi

-24 °C (de Pascual-Teresa & Sanchez-Ballesta 2008).
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1.6. Zdravotni u¢inky anthokyani

Anthokyany jsou povazovany za slouCeniny s pozitivnim zdravotnim ucinkem a
z mnohych studii vyplyva jejich potencidl v prevenci nékterych civilizacnich chorob. Jejich
ucinek je vSak ovlivnén biologickou dostupnosti, ktera je obecné velmi nizka. Zatimco
anthokyany ze smési jsou absorbovany z 3,3 %, dostupnost samotného kyanidin-3-
glukosidu je pouhych 1,7 % (Marczylo et al. 2009). Absorpce zavisi na zdroji, davce a
chemické formé anthokyanl, pficemz methoxylované molekuly (petunidin, peonidin,
malvidin) se vstfebavaji méné. Nejvyssi dostupnost maji anthokyany ve forme
flavyliového kationtu, Cili v kyselém prostiedi zaludku, ale dobie vstiebatelné jsou i v
chinoidni formé vznikajici v zasaditém prostfedi tenkého stfeva. Vstiebatelnost je také
negativné ovlivnéna piitomnosti kovovych iontl v potravé, s nimiz anthokyany tvofi
nerozpustné komplexy. Po vstiebani se anthokyany kumuluji pfedevsim v jatrech, ale také
v ledvinach, zaludec¢ni a stfevni stén¢ a v nizkych koncentracich jsou detekovatelné i v krvi
a moéi. Cast anthokyani zistava intaktni, oviem vé&t§i ¢ast je nasledné metabolizaci
pfeménéna na fenolické kyseliny (protokatechovou, syringovou, vanilovou nabo gallovou)
a na aldehydy. Neékteré z téchto metaboliti mohou mit rovnéz pozitivni zdravotni G¢inky
(Norberto et al. 2013; Pojer et al. 2013). Intaktni anthokyany i jejich metabolity jsou
eliminovany zlu¢i, pfi¢emz mohou podléhat enterohepatalni cirkulaci, diky které se jejich
setrvani v organismu prodluZuje, a potencialni pozitivni u¢inek se tak zvySuje (Martin et

al. 2017).

Pozitivni zdravotni uc¢inky pfi¢itané anthokyanim jsou dusledkem antioxidacni
aktivity, tedy schopnosti eliminovat aktivitu volnych radikald, a branit tak vzniku
oxidacniho poskozeni bunéénych struktur. Volné radikaly se souhrnné déli na reaktivni
formy kysliku (ROS), kam patii napt. superoxidovy radikal, hydroxylova radikal ¢i
peroxylovy radikdl, a reaktivni formy dusiku (RNS) (Pojer et al. 2013). Ob¢ skupiny jsou
ptirozené vedlejSimi produkty lidského metabolismu. ROS vznikaji v riznych bunéénych
strukturdch (mitochondrie, cytosol, peroxisomy, endoplazmatické retikulum apod.) a
nejcastéji jsou produkty dychaciho fetézce. RNS jsou zase uvolilovany pii metabolismu
aminokyselin (Khoo et al. 2017). Produkce volnych radikalt je tak ptfirozenou soucasti
lidského metabolismu a organismus vlastni fadu efektivnich mechanismii pro jejich
neutralizaci (napf. enzymy superoxid dismutazu, glutathion peroxiddzu a kataldzu).
Nicméné v ptipade, kdy produkce volnych radikéala piekroci kapacitu téchto pfirozenych
mechanismi (napi. vlivem nemoci, dietnimi vlivy nebo vlivy vnéjSiho prostiedi), dojde

k poruse rovnovahy a vzniku oxida¢niho stresu. Ten se projevuje oxidaci lipidovych a
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proteinovych komponent bunécnych membran, nukleovych kyselin, DNA, enzymt a LDL
cholesterolu, ¢imz dochézi k poSkozovani a poruse funkci téchto sloucenin (Martin et al.
2017). Vtéto chvili, kdy je kapacita endogennich antioxida¢nich mechanismil
nedostatecna, se zacinaji vyznamné uplatiovat pravé antioxidanty exogenniho ptivodu

(Masisi et al. 2016).

Mira antioxida¢niho potencialu anthokyanu je zavisla na struktufe molekuly.
Antioxidacni uinky vykazuji zejména hydroxylové skupiny B kruhu, ale také ketoskupina
ptitomna v chalkonové a chinoidni formé a pravdépodobné i oxoniovy kation v C kruhu u
flavyliového kationtu. Antioxidacni ucinky tak mohou mit vSechny formy anthokyanu
(Khoo et al. 2017). Nejvyznamné;jsi ptispévek k antioxidacnimu tc¢inku je pfipisovan poctu
hydroxylovych skupin, které jsou donorem H* iontu — antioxida¢ni schopnosti molekuly se
tak zvySuji s vy$Sim poctem hydroxylovych skupin. Nejsilngj§im antioxidantem je tudiz
delfinidin a nejslab$im pelargonidin (Pojer et al. 2013). Zaroven se vSak lisi 1 efektivita
vychytavani volnych radikali podle jejich typu. Zatimco delfinidin nejlépe vychytava
superoxidovy aniont, pelargonidin je 0€inné&jsi vici hydroxylovému radikalu (Miguel
2011). Obecné jsou za silngj$i antioxidanty povaZovany samotné aglykony, zatimco
pfitomnost cukerné jednotky, zejména na pozici C3, antioxidacni aktivitu zpravidla
snizuje. Tento pokles je markantnéjsi v pfipadé, kdy je dand pozice glykosylovana
disacharidem, zatimco pfitomnost monosacharidu neovliviiuje antioxidacni aktivitu tak
vyznamné. Obecné jsou tedy silnj$imi antioxidanty napt. glukosidy nez rutinosidy. Oproti
tomu acylace anthokyanu mé na antioxidacni aktivitu nejednoznacny vliv — G¢inek muze

byt pozitivni i negativni (Miguel 2011; Baskan et al. 2015; Khoo et al. 2017).

Anthokyany plisobi antioxidacné jiz pfi velmi nizkych koncentracich pod 1 pg/l.
Tato aktivita pfitom nemusi byt pouze pfimym disledkem vychytavani volnych radikald,
nebot’ je mozné, ze krom¢ toho také anthokyany funguji jako spoustéce mechanismu pro
indukci endogenniho antioxida¢niho systému buiiky (Bornsek et al. 2012). N¢které studie
C a E a B-karoten (Welch et al. 2009). Khoo et al. (2017) také upozornuji, ze vedle
pfimého antioxida¢niho G¢inku maji anthokyany i nepfimy ochranny G¢inek pted vznikem
civilizaénich chorob, nebot’ likvidaci volnych radikaldi inhibuji bunécnou proliferaci a
apoptozu. Navic se anthokyany vychytdvanim volnych radikald podili na downregulaci
enzymu cyklooxygenazy (COX), jejiz funkce je za opacnych okolnosti pfitomnosti
volnych radikéali indukovana. COX je vyznamnym katalyzatorem prozanétlivych latek

typu leukotriend, prostacyklini a prostaglandind, a jeji nadmérna funkce je tak medidtorem
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zanétlivych procesit v lidském téle. Anthokyany déle chrani pted oxidaci lipidové latky
bunéénych struktur (bunéné membrany) a navic jsou schopny regenerovat lipofilni
antioxidanty, jako je napf. vitamin E (Martin et al. 2017). Od antioxida¢ni aktivity se tak
odviji celd tada zdravotnich ucinkii anthokyanli, mezi které patii protizanétlivy a
antiproliferacni ucinek (Bowen-Forbes et al. 2010), hypoglykemicky a hypotenzivni
ucinek (Lee et al. 2013) a dale pozitivni vliv na hladinu LDL cholesterolu a riziko
ateroskler6zy (Reed 2002). VSemi uvedenymi mechanismy se anthokyany vyznamné
podili na prevenci vzniku civilizacnich chorob, jako jsou obezita, diabetes mellitus,

kardiovaskuldrni choroby, rakovina a neurodegenerativni choroby (Tsuda 2012).

Avsak antioxidanty mohou mit i negativni zdravotni ucinky, pokud je jejich piijem
ptili§ vysoky. V ptfipad¢ nadbytku antioxidantl dochédzi naopak k prooxidaénimu efektu,
ktery paradoxn¢ oxidaéni poskozeni sam vyvolava. K tomu mize dochazet pii
suplementaci antioxidantli potravnimi dopliky, zatimco pfi pfirozeném piijmu ze stravy
toto riziko nenastava. Tento fakt jest¢ vice vyzdvihuje pfednosti antioxidantii obsazenych
ptirozené ve slozkach stravy oproti antioxidantiim ptfiddvanym do stravy uméle ve formé

fortifikace potravin ¢i ve forme doplikt stravy (Bjelakovic & Gluud 2007).

Potencialni miru pozitivniho zdravotniho G¢inku lze stanovit riznymi metodami.
Castéjsi a levngjsi jsou metody in vitro, které oviem oproti in vivo modelim nedosahuji
takové presnosti v hodnoceni funkce antioxidantu. V analytické rutinni praxi se pouzivaji
zejména jednoduché in vitro metody, napt. metody DPPH, ABTS, ORAC nebo FRAP. U
anthokyanii je casto pouZivanou metodou stanoveni antioxida¢ni aktivity metoda s
pouzitim DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylovym radikdlem). Jedna se o radikdl, ktery je
neutralizovatelny fenolickymi latkami (a tedy i1 anthokyany) na zaklad€ transferu
elektronu. Mira redukce radikdlu je poméfovana dle zmény barvy roztoku radikélu
z fialové na redukovanou bezbarvou formu. Tato metoda ma stejn¢ jako dalsi antioxidacni
metody spiSe orientacni charakter, nebot’ nemusi zcela piesné odrazet i€inek antioxidantu
v zivém systému (organismu), ktery je oproti modelovému systému mnohem
komplexnéjsi. V piipadé anthokyanli mlZe byt vysledek méfeni ovlivnén také formou
anthokyanu. Deprotonované struktury anthokyani, které vznikaji se zvySujicim se pH,
sndze redukuji radikdl, a antioxida¢ni aktivita se tak miiZze jevit vyS$i (Lemanska et al.

2001; Khoo et al. 2017).
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1.7. Extrakce a analyza anthokyanu

Anthokyany jsou poléarni slouceniny a pro jejich extrakci z matrice lze pouzit rizna
polarni rozpoustédla. Mezi nejCastéji pouzivané patii methanol, ethanol nebo aceton a
jejich vodné roztoky. Tyto roztoky se casto pouzivaji okyselené bud’ organickymi
kyselinami (mravenci, octovou) nebo kyselinou chlorovodikovou. Diky okyseleni lze
anthokyany extrahovat ve form¢ flavyliového kationtu, ktery je nejstabilnéjsi formou
anthokyanti. Pfi pouziti kyseliny chlorovodikové je vhodné volit jeji nizkou koncentraci
(napt. odpovidajici pH 2), aby nedochazelo k hydrolyze acylovanych anthokyand.
Vhodnéjsi je z tohoto hlediska pouzit slabsi organické kyseliny. K extrakci anthokyanti 1ze
pouzit také vodny roztok SO,, ktery oproti samotné vod¢ diky obsahu SO, zvySuje
ucinnost extrakce a stabilizuje anthokyany. Vedle tradi¢nich extrakénich piistupl
(Soxhletova extrakce, macerace) jsou Castéji pouzivany piistupy zlepSujici extraktibilitu

anthokyanti — napft. superkritickd fluidni extrakce (SFE), ultrazvukova ¢i mikrovinna

extrakce (Escribano-Bailon et al. 2004; Castaneda-Ovando et al. 2009; Khoo et al. 2017).

Tyto zplisoby extrakce vSak nejsou selektivni a do roztoku se kromé analyth
uvolnuji také dalsi latky, napt. sacharidy, organické kyseliny apod., které¢ je nasledné
vhodné odstranit purifikaci. Nej€astéji pouzivanou purifikacni technikou je extrakce tuhou
fazi (SPE) s adsorbentem C18. Diky obsahu hydroxylovych skupin maji anthokyany vici
tomuto sorbentu vysokou afinitu, coZ zajist'uje jejich pevnou vazbu a umozituje promyvani
vzorku dalSimi rozpoustédly pro odstranéni necistot. Po preciSténi jsou anthokyany ze
sorbentu vymyty vhodnym rozpoustédlem. V ptipad€ vyskytu lipofilnich latek se extrakt
jesté dale Cisti nepolarnimi rozpoustédly, napt. hexanem. Pro G¢innou separaci anthokyant
ze smésného vzorku lze vyuzit také chromatografické metody ¢i kapilarni elektroforézu

(Escribano-Bailon et al. 2004; Castaneda-Ovando et al. 2009; Khoo et al. 2017).

Pro analyzu anthokyantl 1ze pouZit fadu analytickych metod. Velice jednoduchou,
ale nespecifickou analytickou metodou, je spektrofotometrie. Diky spektrdlnim
vlastnostem anthokyani méa tato metoda vysokou vypovidaji schopnost jak z hlediska
kvalitativniho, tak 1 kvantitativniho, ale pouze pro smés anthokyanli — jednotlivé
anthokyany ve smési touto technikou nelze stanovit (Castaneda-Ovando et al. 2009). Pro
analyzu jednotlivych anthokyanli se pouzivaji separacni analytické metody spojené
s vhodnou detekéni technikou. Vyhodou pouziti separacni techniky je moznost snaze
identifikovat ve smésném vzorku jednotlivé analyty. NejcastéjSimi separaénimi technikami
v analyze anthokyanli jsou metody chromatografické — vysokouc¢innd kapalinova

chromatografie (HPLC), tenkovrstvd chromatografie (TLC) a historicky také papirova
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chromatografie (PC). Separaci vSak lze provést také za pouziti kapilarni elektroforézy,
kterd pracuje na principu pohyblivosti nabitych molekul v elektrickém poli.
Nejpouzivangjsi chromatografickou technikou je HPLC na reverzni fazi, pfi niz jsou
anthokyany separovdny po adsorpci na sorbent C18, zn€hoz se postupné uvoliuji
vymyvanim mobilni fazi se zvySujici se afinitou vii¢i analytim (Escribano-Bailon et al.

2004; Welch et al. 2008; Castaneda-Ovando et al. 2009).

Ptesnou identifikaci a kvantifikaci jednotlivych analyti umozituje vhodné zvolena
detek¢ni technika. Prvni ¢asto vyuzivanou technikou pro detekci anthokyanti je DAD
(detekce pomoci diodového pole), jejimz principem je UV/Vis spektrofotometrickd
detekce, kterd identifikuje anthokyany na zaklad¢ stanoveni vinové délky, v niz vykazuji
absorpéni maximum. Jedinym omezenim této techniky je limit detekce (hodnota analytu,
pod niz jej pfistroj neni schopen zaznamenat), ktery se bézn¢ pohybuje v fadech ng/ml
analytu. Druhou hojné vyuzivanou technikou je hmotnostni spektrometrie (MS), ktera
identifikuje analyty na zékladé jejich molekulové hmotnosti. Tento detektor je jesté o néco
citlivéjsi nez DAD, limit detekce bézné dosahuje fadi pg/ml. Podle typu konstrukce také
tento detektor umoznuje identifikaci analytu s vyssi jistotou nez DAD. Posledni hojné
pouzivanou technikou je nuklearni magnetickd rezonance (NMR), kterd identifikuje
analyty podle jejich absorpce zafeni v magnetickém poli pfi plisobeni elektromagnetického
zateni. Velkou vyhodou této metody je moznost popisu struktury neznamych latek (Welch

et al. 2008).
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1.8. Anthokyany v pSenici

Obiloviny jsou zdkladni slozkou lidské stravy. Diky vysokému obsahu Skrobu
funguji ve vyzivé piedevSim jako zdroj energie, ovSem obsahuji i bilkoviny a fadu
mineralnich latek a vitamint. Velkou pozornost si obiloviny ziskavaji diky piirozenému
obsahu vldkniny, kterd se v zrnu obilovin nachdzi ve vné&jSich obalovych vrstvach a ma
fadu pozitivnich zdravotnich u€inkd. Za vyznamné obsahové latky lze oznalit vitaminy
skupiny B, vitamin E, fosfor, Zelezo a také biologicky aktivni l4tky — fenolické kyseliny a
polyfenolické latky. Mnohé z téchto latek funguji jako antioxidanty a spolu s vldkninou
jsou hlavnimi nositeli pozitivniho zdravotniho G¢inku obilovin. Vétsina téchto latek je vSak
obsazena v obalovych nebo povrchovych ¢astech obilnych zrn (jako jsou otruby nebo
aleuronova vrstva), coz je duvod, pro¢ jsou tyto ucinky véazdny pouze na celozrnné
vyrobky. Zatimco vyrobky z rafinované mouky obsahuji pouze Skrob, a plni tak zejména
energetickou funkci, celozrnné vyrobky maji pfidanou hodnotu pravé v obsahu litek
s pozitivnim zdravotnim ucinkem. Tento fakt vysvétluje celosvétovy trend soucasné doby,

kdy se neustale zvySuje spotiebitelsky zdjem o celozrnné produkty (Narwal et al. 2014).

Psenice je jednou z nejrozsifenéjSich plodin na svété. Hned po kukufici je druhou
nejvice péstovanou obilovinou s celosvétovou rocni produkci 765,8 milionli tun v roce
2019 (FAOSTAT 2021). Jeji roéni produkce v Ceské republice byla vroce 2019
4,81 miliont tun (FAOSTAT 2021). V Ceské republice tvoii pSenice hlavni spotiebni
obilovinu, v roce 2019 byla jeji spotieba 124,4 kg/obyv./rok (CSU 2020) a tvofila 84,0 %
viech zkonzumovanych obilovin. Pekarenské produkty se v CR dlouhodobé t&§i vysoké
oblibé, v roce 2019 dosdhla konzumace chleba 39,0 kg/obyv./rok a konzumace pSeni¢ného

pediva 51,7 kg/obyv./rok (CSU 2020).

V Ceské republice se nejéastéji péstuji bézné odridy psenice seté (Triticum
aestivum L.), které patii mezi tzv. pSenice Cervené. Navzdory oznafeni nema zrno téchto
odrid barvu cervenou, ale okrovou — toto zbarveni je podminéno obsahem latek
polyfenolického typu, hlavné katechinii a taninti (resp. proanthokyanidinti) (Lachman et al.
2017). Tyto druhy pSenice jsou prakticky jedinymi druhy pro konvenéni péstovani v Ceské
republice. Zajimavou vlastnosti pSenice je schopnost syntetizovat v zrnu barevné latky jako
mechanismus adaptace na podminky prostfedi. Touto schopnosti disponuji plané druhy
pSenice 1 dalSich obilovin a nékteré caste¢né¢ domestikované druhy, zatimco Slechténé
odridy vyuzivané v konvencnim péstovani tuto schopnost ztratily. V soucasné dob¢ se

vyzkum zacind zaméfovat na moznosti znovuobnoveni této schopnosti s cilem vyslechtit

21



nov¢ odridy obilovin, které by mély oproti konvencnim druhtim zvyseny obsah barevnych

latek (Martinek et al. 2014).

Jednou skupinou barevnych latek syntetizovych v pSenicném zrnu jsou
karotenoidy. Jedna se o pomocna fotosyntetickd barviva, ktera jsou zaroven ptirozenymi
antioxidanty a n¢které z nich jsou téz provitaminy. V zrnu jsou lokalizovany v endospermu
a odrudy s jejich zvySenym obsahem se nazyvaji zluté. Druhou skupinou barviv, které¢ se
mohou v pSenici piirozené vyskytovat, jsou anthokyany (Ficco et al. 2014b), o nichz
pojedndva tato prace. Jejich vyznam pro rostlinu a jejich pozitivni zdravotni efekty uvadi

kapitoly 1.4 a 1.6.

PSenice syntetizujici anthokyany tvoti dvé zakladni barevné varianty — purpurovou
a modrou. Odridy pSenice s purpurovym zrnem maji perikarp zbarven do cerveno-
purpurova a jejich hlavnim anthokyanem je kyanidin-3-glukosid (Abdel-Aal et al. 2006).
Geny pro tvorbu anthokyant oznacené Ppl a Pp3 pochézi z tetraploidni pSenice Triticum
turgidum L. subsp. abyssinicum Vavilov — druh pSenice piivodem z Etiopie, kterd se téz
nazyva psenice habesska (Martinek et al. 2014). Odridy pSenice s modrym zrnem obsahuji
anthokyany v aleuronové vrstvé a zrno maji zbarveno Sedo-modre. Hlavnim anthokyanem
téchto odrid je delfinidin-3-rutinosid (Abdel-Aal et al. 2006). Je znamo vice genl
podminujicich modré zbarveni, z ¢ehoZ jsou nejcastéjsi dva, z nichz gen oznacovany Bal
pochézi z plané traviny Thinopyrum ponticum Podp. a druhy gen Ba2 z pSenice jednozrnky
(Triticum monococcum L.) (Martinek et al. 2014). Zaroven existuji také kiizenci obou
uvedenych barevnych typi, ktefi jsou nékdy oznaCovani jako cernd pSenice. Tyto linie jsou
charakteristické tmaveé purpurovym zrnem s fialovym nadechem a lokalizaci anthokyant

v perikarpu 1 aleuronové vrstvé (Martinek et al. 2014; Garg et al. 2016).

Mira exprese barvy zrna je u jednotlivych barevnych typii odlisna. U purpurového
zrna jsou anthokyany umistény v perikarpu, ktery je diploidni tkdni, a sdili stejnou
genetickou vybavu s matetskou rostlinou. U genil pro tvorbu anthokyanti v perikarpu tedy
nedochdzi ke genetické segregaci (rozdélovani alelickych pari a kombinaci matetskych a
otcovskych alel). Oproti tomu modré zrno pSenic méa anthokyany uloZeno v aleuronové
vrstve, kterd je soucasti triploidniho endospermu a kromé& matef'ské genetické vybavy se na
genoveé expresi projevi 1 geny prenesené z otcovské rostliny, a dochdzi tak k segregaci
(Lachman et al. 2017). Tim je podminén efekt genové davky u pSenic s modrym a ¢ernym
zrnem, kdy je intenzita barvy déna poctem alel daného genu — ¢im vice alel je pfitomno,
tim je barva intenzivngj$i. Tento efekt nenastavd u pSenic s purpurovym zrnem, nebot’

anthokyany ulozené v perikarpu nepodléhaji segregaci (BureSova et al. 2015). Miru
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syntézy anthokyanii v pSenici podminuje také jeji genotyp, ovSem vysledné mnozstvi
anthokyant je ovlivnéno i podminkami vnéj$iho prostiedi — pfedev§im teplotou, intenzitou
svétla ¢1 mnozstvim kysliku — a dale agronomickymi parametry, napi. dobou sklizn€ nebo
hnojenim hot¢ikem. Kumulace anthokyant v pseni¢ném klasu neni rovnomérna — vice

barviv obsahuji obilky umisténé na vrcholové ¢asti klasu (Garg et al. 2016).

Odridy (resp. genotypy) pSenice s barevnym zrnem tak oproti konven¢nim
odridam ptedstavuji plodiny se zvySenym obsahem antioxidantti, a tedy s pfidanou
hodnotou pozitivniho zdravotniho efektu. Z divodii vysoké spotieby pSenice a pSeni¢nych
produktii v Ceské republice by tyto nové barevné odriidy potravinaiské psenice mély
vysoky potencidl stit se v naSich podminkach dal$im vyznamnym zdrojem antioxidantl ve
stravé. V jinych oblastech svéta se timto zplsobem jako ,,zdravéjsi alternativy pouZzivaji
barevné odridy jinych obilovin, pfedevsim kukufice (v Americe) a ryze (v Asii) (Ficco et
al. 2014b). Prozatim vSak pSenice s barevnym zrnem v naSich podminkdch nenachazi
praktické uplatnéni. To je limitovano (v nekterych piipadech az téméf znemoznéno)
negativnimi charakteristikami, které jsou s t€émito genotypy spjaty. Jednd se zejména o
problematiku nizkého vynosu, kterd se projevuje u vSech barevnych typl pSenice, zejména
vSak u modrych typt pSenic. Nizky vynos je podminén pevnou vazbou genu pro syntézu
anthokyanti s genem pochazejicim z divokych druhi, ktery je pfi¢inou nizkého vynosu.
Rozbiti této vazby je tudiZ jednim z cili Slechténi barevnych odrid pSenice (BureSova et
al. 2015; Martinek et al. 2014). Modré pSenice jsou kromé nizkého vynosu zatizeny také
Spatnou odolnosti vici klasovym fusariézam, v jejichz dtisledku se nejen snizuje vynos, ale
klesa také kvalita osiva a dochdzi k produkci mykotoxini, které znemoznuji uziti zrna pro

potravinaiské i krmivarské ucely (Martinek a Vyhnanek 2014).

1.8.1. MozZnosti zpracovani a vyuZiti pSenic s barevnym zrnem

Barevné odridy pSenice jsou v zasad¢é pouzitelné stejnym zpisobem jako bézné
druhy pSenice. Z bézného vyuziti tedy ptipada v itvahu pouziti pro konzumni nebo krmné
ucely. Moznosti konzumniho vyuziti je vice, stejné jako béznou psenici je barevné odridy
mozné pouzit na vyrobu peciva, té€stovin, extrudovanych nebo expandovanych produkta.
Zatim malo znamym vyuzitim je vafeni pSeni¢nych zrn, kterd se daji pouzit jako piiloha
nebo plnidlo do pokrml. S konzumnim vyuzitim vSak vyvstava otdzka stability
anthokyanii pfi tepelném zpracovani. Problematika degradace anthokyand pifi tepelném
zpracovani byla uvedena v kapitole 1.5, ovSem studii, které se vénuji pfimo pSenici je

pouze omezené mnozstvi.
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1.8.1.1. Peceni

V nasi oblasti je peCeni nejbéznéjSich zplisobem zpracovani pSenice. Odridy
pSenice s barevnym zrnem lze vyuzit pro ptipravu Sirokého spektra ¢erstvych i trvanlivych
vyrobkt, jako jsou chleba, housky, muffiny, suSenky, ty¢inky apod. (Bartl et al. 2015;
Pasqualone et al. 2015; Yu a Beta 2015; Karakaya et al. 2016; Croitoru et al. 2018).
V ptipad¢ barevnych pSenic pfichazi v ivahu pouze zpracovani na celozrnné produkty,
nebot’ celozrnnd mouka obsahuje povrchové vrstvy zrna, v nichz jsou anthokyany
obsazeny. Rafinovana mouka pfipravend z odriid pSenice s barevnym zrnem by obsahovala
pouze stopové mnozstvi anthokyanti, a pro tyto ucely by tedy nebyla vhodna. Hlavni
otazkou vsak je, zda je vzhledem k tepelné degradaci anthokyanti viibec mozné tyto odrudy

pro pekatske ucely vyuzit.

Zmény obsahu anthokyani v pribéhu vyroby chleba podrobn¢ popsali Yu a Beta
(2015). Prvni krok pfipravy tésta, tedy hnéteni, snizil obsah anthokyanii az o 21 % a
v pribéhu peceni obsah anthokyanti poklesl az na 45 % ptivodniho obsahu. Vysokou
teplotu jako klicovy faktor degradace anthokyant potvrzuje i Bartl et al. (2015), ktery
uvadi, ze na degradaci anthokyani mé vliv také zplsob peceni chleba. U chlebil
pripravovanych z celozrnné mouky modrych a purpurovych psSenic vzdy zaznamenali

v

vyrazngjsi ubytek anthokyanti u chlebli pecenych 31 min pii 180 °C nez u chlebii peCenych
21 min pii 240 °C. Zajimavym poznatkem byl také vyrazngjsi ubytek anthokyani v chlebu
pfipraveném z purpurové pSenice neZ v chlebu z pSenice modré. To autofi vysvétluji
odlisnostmi ve stabilizaci anthokyanovych molekul — zatimco modra odrida obsahovala
anthokyany acylované kyselinou kumarovou, v purpurové odrudé vyrazné pievazovaly
acyly kyseliny octové, které jsou pravdépodobné néachylngjsi k degradaci nez acyly

kyseliny kumarové.

Celkovy ubytek anthokyanti v disledku peceni pii piipravé pekarenského vyrobku
muze byt velmi variabilni v zdvislosti na technologii, typu vyrobku ¢i charakteru pouZzitého
zrna. Bartl et al. (2015) uvadi degradaci anthokyanti vlivem peceni v rozmezi 10 a 73 %,
podle autori Yu a Beta (2015) zptusobuje peceni pokles anthokyani o 55 %, zatimco
Karakaya et al. (2016) popisuji pokles anthokyanti pfi peCeni o pouhd 4 %. Podobné
riznorod4 mira degradace plati i pro dal$i produkty. Pfi vyrobé suSenek byl zaznamenan
pokles obsahu anthokyanti o0 mén¢ nez 2 % (Karakaya et al. 2016), ale mize Cinit az 55 %
(Pasqualone et al. 2015). V pfipad¢ tyCinek byla popsana degradace 37 % obsazenych
anthokyanti (Karakaya et al. 2016) podobné¢ jako pii ptipravé muffini, kde cinila

degradace anthokyanti 36 — 40 % (Croitoru et al. 2018).
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Z uvedenych fakti vyplyva, Ze barevné odridy pSenice maji potencial pro
pekérenské C¢i pecivarenské vyuziti, nicméné samotny proces peceni vyznamné snizuje
obsah anthokyant. Z tohoto divodu by bylo vhodné pro tyto ucely pouzivat odridy

s vysokym obsahem anthokyanii.

1.8.1.2. Vaieni

Vareni neni tak castym zplisobem piipravy psSeni¢nych produktl a prakticky
jedingm produktem tohoto typu jsou téstoviny. Téstoviny se pfipravuji ze semoliny —
mouky pfipravené z pSenice tvrdé (Triticum turgidum subsp. durum). Jelikoz semolina
vznika po odstranéni povrchovych ¢asti zrna, dochazi pfti jeji pripraveé ke znaénému snizeni
obsahu anthokyani az o 66 %. DalSim kritickym krokem pfi pfipravé téstovin je jejich
suSeni, které muze zpUsobit az uplnou ztrdtu anthokyand v porovndni s téstovinami
cerstvymi. Vareni téstovin pak k celkové degradaci anthokyanil piispiva ztratou dalSich
20 % (Ficco et al. 2016). Z divodu vysoké degradace a nizkého obsahu anthokyand v
semoliné¢ navrhuji Zanoletti et al. (2017) pfipravovat téstoviny ze semoliny zpétné
obohacené o povrchové ¢asti zrna. Ty se po vymilani semoliny oddéli, najemno namelou a
vrati zpét. Oproti klasickému zpiisobu pfipravy semoliny tak vznika surovina obohacena
nejen o anthokyany, ale také o vldkninu. Ficco et al. (2016) navic dopliuji, ze téstoviny

z barevné pSenice maji nizsi glykemicky index v porovnani s klasickymi téstovinami.

Jind situace nastava pii1 vafeni celych obilnych zrn. V praxi je tento zplsob
nejcastéj$i, nebot se pouziva pii pfipravé ryze. V takovém piipadé¢ je degradace
anthokyanii vyznamné niZ8i, jak uvadi Tang et al. (2016), ktefi pfi vafeni ryZe zaznamenali
u celkovych anthokyanti ubytek pouhych 15 — 32 %. Oproti té€stovindm je tento zptisob
ptipravy vi¢i obsahu anthokyanti Setrnéjsi, jelikoz nezahrnuje fazi vyroby tésta a

nasledného su$eni.

Obecné jsou kritickymi parametry vateni jednak teplota (které je zpravidla 100 °C,
ale miZe byt vysSi u vafeni za zvySeného tlaku) a doba vatfeni (Hiemori et al. 2009).
Vyznamnou mérou se vSak na ubytku anthokyani mize podilet i jejich vyluh, ktery mtze
vyznamnych latek se da do urc¢ité miry predejit optimalnim pomérem vody a varené¢ho
zrna, ktery zajisti plné nasdknuti vody do zrna, a znemozni tak vyluh latek do prostiedi

(Catena et al. 2019).

Z uvedenych fakti je patrné, ze SetrnéjSi nez ptiprava téstovin, je z hlediska
anthokyanti vateni celého zrna. Tento zpiisob pfipravy sice neni u pSenice obvykly,
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nicméné v posledni dobé se jako novy typ produktu objevuje pSeni¢na lamanka (trhanka)
¢i celé pSeni€né zrno urcené pro vateni. Tyto produkty lze vyuZzit jako alternativu
klasickych ptiloh, jako ptidavek do salatl, plnidlo do pokrm ¢i jako zavarku do polévky.
Vzhledem k potencidlnimu nutri¢cnimu pfinosu anthokyanti v pSeni¢ném zrnu se tento
zpusob piipravy jevi jako mnohem Setrnéjsi a vyhodnéjSi oproti zpracovani pSenice na

téstoviny.

1.8.1.3.  Extruze a pufovdni

Extruze a pufovani jsou zptisoby tepelné upravy, u kterych je kombinovana vysoka
teplota zdhifevu (nad 100 °C) s kratkou dobou ptisobici teploty (jednotky az desitky
sekund) za nepfitomnosti tekutiny (tzv. zpracovani za pouziti suchého tepla). Vlivem
prudkého zahfevu nitrobunééné vody obsazené v materidlu dochdzi k popraskani bunék
pletiv a objemové expanzi zpracovavaného materidlu (Hirth et al. 2015). Tento typ metod,
které pouzivaji zahtev na vysoké teploty po kratky Cas, jsou povazovany za Setrnéjsi vici
termolabilnim slouc¢enindm, jakymi jsou napf. anthokyany (Camacho-Hernandéz et al.
2014). Zékladni odlisnosti obou metod je jind forma zpracovani suroviny — zatimco
pufovanim se zpracovavaji celd obilna zrna, pro extruzi je zakladni surovinou mélnénd a

vlhéena obilna kase.

Martinek et al. (2014) uvadi, Ze extruze a pufovani by mohly byt vhodnou
alternativou tepelného zpracovani pSenice. JelikoZz b&hem téchto procesti je zrno
vystavovano niz8im a krat§i dobu plsobicim teplotam, lze predpokladat, Ze ucinné latky
obsaZen¢ v zrnu budou degradovat v mensi mife a zlistane jich zachovano vétsi mnozstvi.
Vliv extruze na obsah anthokyan v zrnu kukufice zkoumali Escalante-Aburto et al.
(2013). NejSetrnéjsi bylo zpracovani kukutiéného extrudétu pfi teploté¢ 130 °C a vlhkosti
materidlu 16 %. Celkovy obsah anthokyanl pfi zpracovani za téchto podminek poklesl o
66 %. Autofi zaroven zjistili, ze vyssi teplota (140 °C) a jiné urovenn vlhkosti vedly
k vyrazné&jsi degradaci anthokyani, kterd byla v priméru 77 %, ale v nékterych ptipadech i
84 %. Podobnym zplisobem zkoumali Hirth et al. (2015) vliv extruze na anthokyany v
extraktu z ardnie pfidaného do vyrobku z kukufi¢ného Skrobu. Podle parametrii extruze
dosahovala Urovenl degradace anthokyanid 42— 90 %, pficemZ nejnizSi ubytek byl
pozorovan pii teplot€¢ 100 °C s vlhkosti vychoziho materidlu 22 %. Oproti tomu pufovani
je pro experimentalni ucely pouzivano zfidka. Pufovanim zrn ryZe se zabyvali Pal et al.
(2019), kteti pozorovali pii zpracovani za teploty 220 °C po dobu 15 — 20 s primérny
ubytek 79 % obsazenych anthokyanti.
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U obou metod je vysledna degradace anthokyant ovlivnéna parametry vyrobniho
procesu (kombinaci teploty a vlhkosti vychoziho materidlu, dobou zadhtevu) a jejich
optimalizaci l1ze degradaci anthokyant zmirnit (Escalante-Aburto et al. 2013; Camacho-

Hernandez et al. 2014;).

V porovnani jednotlivych typi tepelné upravy produkti z pSenice lze soudit, Ze
nejméné Setrnym zplusobem piipravy je vaieni, kdy mize celkovy ubytek anthokyani ¢init
86 % az témet 100 % (Ficco et al. 2016). Podobné destruktivnim zplisobem piipravy je
pufovani s primérnym ubytkem anthokyand 79 % (Pal et al. 2019). Oproti tomu pfi peceni
dochazi ke snizeni obsahu anthokyant ,,pouze™ o 55 %, jak shodn¢ uvedli Yu a Beta
(2015) a Pasqualone et al. (2015). Extruze pSenice zpiisobuje asi 66% pokles obsahu
anthokyanti (Escalante-Aburto et al. 2013) a o néco nizs$i pokles (42 %) v ptipade
anthokyanti, které byly do extrudovaného materidlu ptfidany. Vysledky naznacuji, Ze
extruze muze byt vtomto ohledu vhodnou alternativou zpracovani pSenic s barevnym

zrnem, pokud budou optimalizovéany jeji parametry (teplota procesu, vlhkost suroviny).

1.8.1.4.  Psenice s barevnym zrnem jako krmivo

Dal§im moznym vyuzitim barevnych odriid p$enice jsou krmné Gcely. Rada studii
antidiabeticky, hepatoprotektivné a neuroprotektivné. Diky témto ucinkim Ize
predpokladat, Ze ptitomnost anthokyand v krmivu by mohla mit pozitivni zdravotni efekt i
syntetickych 1é¢iv a dalSich krmnych aditiv (Changxing et al. 2018). Tento pfedpoklad
potvrzuji napt. Mrkvicova et al. (2016), ktefi zkoumali vliv krmné pSenice na jaterni tkan
brojlerovych kutat. Krmeni brojlerovych kufat pSenici purpurového typu odridy Konini
prokazatelné zvySovalo antioxida¢ni i enzymatickou aktivitu jaterni tkan&. Navic Stastnik
et al. (2014) popsali, Ze krmeni brojlerovych kufat odriidou Konini nemélo Zadny vliv na
hmotnostni pfirGstky, vyslednou hmotnost ani jate¢nou vytéznost. Je tedy pravdépodobné,
Ze barevnd pSenice pii krmeni nemda na dribeZ negativni vliv, a mohla by tedy tvofit

alternativu pSenice klasické.
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2. CILE A HYPOTEZY PRACE

Hlavnim zamérem disertacni prace bylo navazat na soucasné poznatky ve vyzkumu

anthokyanti v obilkach barevnych odrid pSenice seté (Triticum aestivum L.), tyto znalosti

dale dopliiovat a prohlubovat a posoudit moznosti vyuziti barevnych genotypti pSenice pro

potravinaiské ucely. S ohledem na to byly stanoveny nésledujici cile.

Cile prace

1. Vyvoj, optimalizace a validace analytické UHPLC-MS metody pro stanoveni
anthokyantl v barevnych genotypech psenice.

2. Zmapovani obsahu a kompozice anthokyanii v Sirokém spektru barevnych
genotypu psenice.

3. Stanoveni mezigenotypovych a popf. 1 meziro¢nikovych rozdili v obsahu
anthokyantl.

4. Stanoveni antioxida¢ni aktivity jednotlivych genotypt.

5. Sledovani zmén v obsahu anthokyanid v jednotlivych genotypech bé&hem
skladovani a zpracovéni.

Hypotézy

1. Vyvinutd UHPLC-MS metoda bude vhodné pro analyzu anthokyanli obsazenych
v obilkéach barevnych genotypt pSenice.

2. Kompozice anthokyanového spektra jednotlivych barevnych typd psSenice bude
odli$na.

3. Obilky barevnych genotypt pSenice budou vykazovat kvalitativni 1 kvantitativni
mezigenotypové a mezirocnikové rozdily v obsahu anthokyand.

4. Antioxidaéni aktivita jednotlivych genotypt a barevnych typt pSenic se bude lisit.

5. Obsah anthokyani barevnych genotypl pSenice bude ovlivnén skladovanim a

zpracovanim.

Diserta¢ni prace byla vazana na projekt NAZV €. QJ1510206 Vyzkum odlisnych

typl zabarveni zrna pSenice zptisobenych latkami s antioxidacnim tc¢inkem, jejich vyuziti

pro tvorbu odriid s pfiznivym zdravotnim benefitem pro vyzivu ¢lovéka a zvitat.

28



3. METODIKA PRACE

3.1. Material

Rostlinny materidl byl ziskdn ve spolupraci se Zemédélskym vyzkumnym tstavem
az 2018. Pro analyzy byly pouzity genotypy pSenice seté (Triticum aestivum L.) v riznych
barevnych variantich — modrd, purpurova, ¢erna a pro doplnéni pfi stanoveni antioxida¢ni
aktivity také genotypy bez obsahu anthokyani: Cervené, zluté a bilé. VSechny pouzité
genotypy jsou uvedeny v Tab. 2. Pro zjednoduSeni jsou v dal$im textu barevné typy
oznacovany zkratkami: Pp (purpurovy perikarp), Ba (modry aleuron), Ba+Pp (kombinace

obou typt,, odpovida ¢erné pSenici), R (Cerveny typ), Ye (Zluty typ) a W (bily typ).

Tab. 2 Genotypy pSenic pouzitych v experimentalni ¢asti disertacni prace (pokracovani

tabulky na dalsi strané)

genotyp typ forma zemé pivodu status
AF Jumiko Pp 0zima Ceska republika registrovana odrtida
Purple Pp jarni Kanada Slechtitelska linie
PS Karkulka Pp 0zima Slovensko registrovana odrtida
RU 687-12 Pp jarni Ceska republika Slechtitelska linie
ANK-28B Pp jarni Rusko témer izogenni linie
Purple Feed Pp jarni Austrélie Slechtitelska linie
Konini Pp jarni Novy Zéland registrovana odrtida
ANK-28A Pp jarni Rusko témer izogenni linie
AF Oxana Ba 0zima Ceska republika registrovana odrida
Skorpion Ba 0zima Ceska republika registrovana odruda
H 90-15-2 Ba jarni USA geneticky zdroj
V1 131-15 Ba 0zima Ceska republika Slechtitelska linie
Tschermaks B. S. Ba jarni Rakousko Slechtitelska linie
EF02-54/9 Ba jarni USA geneticky zdroj
EF02-5426-3 Ba jarni USA geneticky zdroj
UC 66049 Ba jarni USA geneticky zdroj
Aoi Yu Ba jarni Japonsko geneticky zdroj
Xiao Yian Ba jarni Cina geneticky zdroj
V1 133-15 Ba 0zima Ceska republika Slechtitelska linie




genotyp typ forma zemé pivodu status

AF Zora Ba+Pp 0zima Ceska republika registrovana odrida
VI1-118-17 Ba+Pp 0zim4 Ceska republika Slechtitelska linie
V1-122-17 Ba+Pp 0zima Ceska republika Slechtitelska linie
V1-129-17 Ba+Pp 0zima Ceska republika Slechtitelska linie
V1-130-17 Ba+Pp 0zima Ceska republika Slechtitelska linie
V1-142-17 Ba+Pp 0zima Ceska republika Slechtitelska linie
V1-143-17 Ba+Pp 0zima Ceska republika Slechtitelska linie
V1-144-17 Ba+Pp 0zima Ceska republika Slechtitelska linie
V1-145-17 Ba+Pp 0zima Ceska republika Slechtitelska linie
V1-208-17 Ba+Pp 0zima Ceska republika Slechtitelska linie
V2-11a-17 Ba+Pp 0zima Ceska republika Slechtitelska linie
V2-15a-17 Ba+Pp 0zima Ceska republika Slechtitelska linie

Novosibirskaya 67 W jarni Rusko recipientni odriida
Julie R 0zima Ceska republika registrovana odruda

Vanessa R 0zima Ceska republika registrovana odruda

Bohemia R 0zima Ceska republika registrovana odruda

TA 4024 Ye jarni Izrael geneticky zdroj
Bona Vita Ye 0zima Slovensko registrovana odruda

Citrus Ye 0zima Némecko registrovana odruda
V3-109-18 Ye ozima . slovensko. registrovana odrtida
Ceska republika

Standardy jednotlivych analyti pochézely od firem Extrasynthese (Genay, Francie)
a Polyphenols (Sandnes, Norsko). Chemikalie a rozpoustédla, konkrétné 35% kyselina
chlorovodikovd, methanol (p. a.), methanol (HPLC grade), acetonitril (HPLC grade)
pochédzely od firmy Lach-Ner (Neratovice, CR), kyselina mravenéi (analyticka, &istota
99 %) pochdzela od firmy Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) a DPPH od
firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Voda pro analyzu byla pfipravena za pouziti
pfistroje Simplicity UV (Merck Millipore, Darnstadt, Némecko).
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3.2. Metody

V ramci kapitoly jsou popsané jednak analytické metody slouzici pro identifikaci a
kvantifikaci anthokyani (metoda UHPLC-MS, spektrofotometrickd metoda), metoda pro
stanoveni antioxidacni aktivity (DPPH) a pro stanoveni suSiny a metodické postupy
jednotlivych experimenti (pokus pro stanoveni vlivu genotypu, skladovaci pokus a

experimenty s pecenim, vafenim, extruzi a pufovanim).
3.2.1. Metody pro stanoveni anthokyant

3.2.1.1. UHPLC-MS metoda

Metoda pro extrakci anthokyant byla pievzata od autorti Syed Jaafar et al. (2013) a
Klavins et al. (2017) a déle optimalizovéana (zvySeni poc¢tu extrakci, zmenseni navazky a
celkového objemu extraktu). VSechny vzorky byly analyzovany ve 3 opakovanich. Zrno
k analyze bylo jemné namleto na laboratornim mlynku IKA (Janke & Kunkel Co., Stanfen,
Némecko) a po umleti zhomogenizovano. Navazka pro jeden vzorek c¢inila 800 mg
v pfipad¢ pSenic purpurovych a 400 mg v pfipadé pSenic modrych. K navazce v suchém
stavu byl pfidan roztok interniho standardu — kyanidin-3-galaktosid v MeOH s ptidavkem
HCI (pH = 1) v objemu odpovidajici vysledné koncentraci 1 pg/ml v proméfovaném
vzorku. K navdzce sinternim standardem v 50ml plastové kyveté bylo pfidano 10 ml
extrakéniho rozpoustédla MeOH:1 M HCIl v poméru 85:15. Vzorek byl promichén na
vortexove trepacce (Basic 3, IKA, KG, Staufen, Némecko) po dobu 10 vtefin a déle
sonikovan 30 min v ultrazvukové lazni (PS 04, Powersonic-Notus, Ltd., Vrable,
Slovensko). Po sonikaci byl vzorek tfepan pii 150 rpm po dobu 18 hodin na vratné
trepacce (3006, GFL, Burgwedel, Némecko). Po této dobé byl vzorek zcentrifugovan na
centrifuze 5810 R (Eppendorf, Hamburk, Némecko) po dobu 5 minut pii 5000 rpm.

Supernatant byl slit do 10ml odmérné banky a doplnén rozpoustédlem na objem 10 ml.

Dal$im krokem pfipravy vzorku bylo pfecisténi extrakti za pomoci SPE (extrakce
tuhou fazi), jejiz postup byl prevzat z Diczhazi a Kursinszki (2014) a déale optimalizovéan.
Vzorky byly pftefiltrovany membranovym filtrem (PTFE, 0,22 pm) a odpatfeny do sucha
pii 40 °C na vakuové odparce (Rotavapor R-200, Biichi Labortechnik, AG, Flawil,
Svycarsko). Objem vzorku pro odpateni byl 900 pl v piipadé purpurovych psenic a 450 ul
v ptipadé¢ modrych pSenic (kvili rozdilu v nasledujicim zakoncentrovani). Byly pouzity
SPE kolonky Strata® C-18 (500 mg, 3 ml, Phenomenex), které byly aktivovdny nejprve
2 ml roztoku 0,1% HCOOH v MeOH a pak 2 ml 0,1% HCOOH ve vod¢. Odparené vzorky

byly rekonstituovany 1 ml 0,01% HCOOH ve vodé a naloadovany do SPE kolonek. Pro
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vymyti vzorkl byly pouzity 2 ml téhoZ roztoku (0,01% HCOOH ve vodé€) a v poslednim
kroku byly analyty ze sorbentu vymyty 2 ml 0,01% HCOOH v roztoku MeOH:voda =
50:50. Takto ziskany extrakt byl znovu odpaien do sucha a nésledné rekonstituovan do
150 pl cisttho MeOH. Vysledny roztok byl piefiltrovan membranovym filtrem (PTFE,
0,22 um) do vialek a byl ihned analyzovan.

Vzorky byly analyzovdny metodou UHPLC-MS, kapalinovym chromatografem byl
UltiMate 3000 RS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) a hmotnostnim
spektrometrem 3200 QTRAP s trojitym kvadrupdlem a elektrosprejovou ionizaci (ESI)
(Sciex, Framingham, MA, USA). Parametry kapalinové chromatografie byly pfevzaty od
autorti Syed Jaafar et al. (2013) a drobnymi upravami. Pouzitou kolonou byla Zorbax
SB-C18, 5 um, 30 x 150 mm a mobilnimi fizemi pro gradientovou eluci A: 1 % HCOOH
ve vodé a B: 1 % HCOOH ve vodé s 22,5 % MeOH a 22,5 % ACN. Podminky separace
byly nésledujici: teplota kolony 35 °C, teplota autosampleru 10 °C, rychlost pritoku
0,5 ml/min, objem nastfiku 2 pl, doba analyzy 27 min. Gradient byl: 0. — 7. min 15 % B,
7.—19. min z 15 % na 50 % B, 19. — 21. min 50 % B, 21. — 23. min z 50 % na 15 % B,
23.—27. min 15 % B. Parametry ionizace byly optimalizovany empiricky a jsou uvedeny

v nésledujici tabulce (Tab. 3).

Tab. 3 Parametry ionizace pro jednotlivé analyty

RT [M+H] DP EP CEP CE CXP
analyt MS/MS (m/z)

(min) " (m/z) VMV V) V) (V)
kyanidin-3-glukosid 12,55 4494 287,3;241,3 35 5 20 30 35
kyanidin-3-rutinosid 13,41 595,3 287,3;449,3 45 7 22 35 3.5
delfinidin-3-glukosid 10,65  465,2 303,2;257,3 45 5 15 30 4.0
delfinidin-3-rutinosid 11,45 611,3 303,3; 2294 55 6 30 40 4.0
peonidin-3-glukosid 15,55  463,3 301,1; 286,1 45 5 20 30 35
petunidin-3-glukosid 13,63  479,2 317,2;302,2 40 5 15 30 45

kyanidin-3-galaktosid 11,63 449 4 287,2;213,2 45 4 17 30 3.5

Z dvojice analyzovanych iontd (MS/MS) v jednotlivych buitkdch je vzdy uveden nejprve kvantitativni a

nasledné konfirmacni iont.

RT - retencni ¢as, DP — deklasteriza¢ni potencial, EP — vstupni potencidl, CEP — vstupni potencidl kolizni

cely, CXP — vystupni potencidl kolizni cely

Koncentrace analyti v extraktu byla vypocftena metodou kalibra¢ni kiivky
s pouzitim interniho standardu. Obsah jednotlivych anthokyant byl vyjadien v pg/g susiny.

Pro sestaveni kalibrace byly pouzity zasobni roztoky standardii. Zasobni roztok byl
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vytvofen roziedénim 1 mg praSkového standardu v 25 ml MeOH okyseleném HCI na pH 1
(odpovida 40 pg/ml). Pfesna koncentrace byla stanovena spektrofotometricky za vyuziti
extinkénich koeficientll prevzatych z odborné literatury (Wrolstad et al. 2004). Stejnym
zpusobem byl pfipraven zdsobni roztok interniho standardu. Spike interniho standardu do
vzorkd odpovidal vysledné koncentraci 1 pg/ml. Metodou UHPLC-MS bylo v pSenici
sledovano celkem 8 anthokyani: kyanidin-3-glukosid, kyanidin-3-rutinosid, delfinidin-3-
glukosid, delfinidin-3-rutinosid, peonidin-3-glukosid, petunidin-3-glukosid, pelargonidin-
3-glukosid a malvidin-3-glukosid. Internim standardem byl kyanidin-3-galaktosid. Pted
samotnym méienim byla orientacni analyzou ve vSech vzorcich prokdzana nepfitomnost

kyanidin-3-galaktosidu.

3.2.1.2. Spektrofotometrickd metoda

Metoda pro extrakci anthokyanti byla pfevzata od autort Syed Jaafar et al. (2013) a
ddle optimalizovdna. Zrno k analyze bylo jemn¢ namleto na laboratornim mlynku IKA
(Janke & Kunkel Co., Stanfen, Némecko) a po umleti zhomogenizovano. Navazka pro
jeden vzorek ¢inila 800 mg v ptipadé pSenic purpurovych a 400 mg v pfipadé pSenic
modrych. Navazka v 50ml plastové kyveté byla zalita 2,5 ml extrakéniho rozpoustédla
MeOH:1 M HCI v poméru 85:15. Vzorek byl promichan na vortexové tfepacce (Basic 3,
IKA, KG, Staufen, Némecko) po dobu 10 vtefin a dale tiepan pii 200 rpm po dobu
30 minut na vratné tfepacce (3006, GFL, Burgwedel, Némecko). Po této dobé& byl vzorek
zcentrifugovan na centrifuze 5810 R (Eppendorf, Hamburk, Némecko) po dobu 5 minut pfi
5000 rpm. Ziskany supernatant byl oddélen do 10ml odmérné banky a cely proces extrakce
byl jest€¢ 3x zopakovan (pfidani 2,5 ml rozpoustédla, tfepdni, centrifugace). VSechny
4 supernatanty byly v 10ml odmémé bance smiseny a vysledny extrakt byl doplnén
rozpoustédlem na objem 10 ml. Po promichani roztoku bylo do 1,5ml eppendortky odlito
1,5 ml a zcentrifugovano na centrifuze MiniSpin plus (Eppendorf, Hamburk, Némecko) pfi

8000 rpm po dobu 4 minut.

Cisty extrakt byl pfelit do 1,5ml mikrokyvety a proméfen na spektrofotometru
(Spectronic Helios vy, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Koncentrace analytt
v extraktu byla ziskdna metodou kalibrac¢ni kfivky pro kyanidin-3-glukosid v extrakénim
rozpoustédle (MeOH:1M HCI = 85:15). Obsah celkovych anthokyanii byl vyjadien jako
ekvivalent kyanidin-3-glukosidu pii 527 nm. Kazdy vzorek byl piipraven ve

3 opakovanich.
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3.2.2. Metoda pro stanoveni antioxida¢ni aktivity

Metoda pro stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci DPPH byla pievzata od autorti
Lachman et al. (2012) a dale upravena. Mlety a homogenizovany vzorek zrna (1 g) byl
vlozen do 10ml odmérné banky, ktera byla asi do poloviny objemu doplnéna cCistym
MeOH. Vzorek byl tiepan 2 hod pii 150 rpm (vratna tiepacka 3006, GFL, Burgwedel,
Némecko), objem extraktu byl nésledn¢ doplnén do 10 ml rozpoustédlem a pasivni
extrakce dale probihala po dobu 1 tydne ve tmé& pfi pokojové teploté. Pied samotnym
méfenim byl extrakt homogenizovan a zcentrifugovan pii 8000 rpm po dobu 2 min
(centrifuga 5810 R, Eppendorf, Hamburk, Némecko). Roztok DPPH (2,2-difenyl-1-
pikrylhydrazylovy radikal) byl pfipraven v ¢ist¢tm MeOH, pficemz koncentrace roztoku
byla upravena na absorbanci 0,600 AU pti 515 nm. Ve spektrofotometrické 1,5ml kyvete
byl smichdn 1 ml roztoku DPPH a 100 pl extraktu, roztok byl promichdn a po 20 minutové
inkubaci proméfen pii 515 nm (spektrofotometr Spectronic Helios y, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Vysledné hodnoty byly ziskdny z kalibra¢ni kiivky
roztoku Troloxu v MeOH po reakci s DPPH a vyjadieny jako ekvivalent mg Troloxu/kg

susiny. Kazdy vzorek byl pfipraven ve 3 opakovénich.

3.2.3. Stanoveni suSiny

Pro stanoveni suSiny bylo navdzeno 10 g jemn¢ namletého homogenizovaného zrna
a vzorek byl susen v susarné Venticell 111 (BMT, Brno, Ceska republika) pti 105 °C po

dobu 48 hod. Susina byla stanovena jako procentudlni rozdil hmotnosti pfed a po usuSeni.
3.2.4. Metody pro jednotlivé experimenty

3.2.4.1.  Vliv genotypu, rocniku a péstebniho systému

Sledovéni vlivu jednotlivych parametrii na obsah anthokyana byl dil¢i soucasti
pokusu organizovaného a provedeného Katedrou rostlinné vyroby FAPPZ CZU a cela
metodika je uvedena v piislusné publikaci Zrckova et al. (2018). Pouzité odridy, v nichz
byl sledovan obsah anthokyant byly AF Jumiko (Pp), PS Karkulka (Pp), AF Oxana (Ba) a
Skorpion (Ba). Vzorky byly vypéstovany ve Vyzkumné stanici Uhiinéves (FAPPZ CZU)
v letech 2015 — 2017 vzdy ve variant¢ konvencni a ekologické produkce. Vzorky
pestované konvencnim zptisobem byly béhem vegetace hnojeny dusikem v celkové ddvce
120 kg N/ha a byly oSetfovany herbicidem (Agritox 50SL, 1 I/ha), fungicidem (Amistar
XTRA, 2,5 1/ha) a insekticidem (Nurelle D, 6 1/ha). U vzorkl v ekologickém péstebnim
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systému nebyly pouzity zadné fertilizéry ani pesticidy, kontrola plevele byla zajiSténa

pomoci fadkovani pSenice. Podnebné podminky jsou uvedeny v tabulce (Tab. 4).

Tab. 4 Podnebné podminky pii experimentu v letech 2016 a 2017

pramérna teplota (°C)  thrn srazek (mm)

ro¢ni dekada mesic
2016 2017 2016 2017
1. 19,97 18,00 17,00 23,60
2. cerven 19,95 18,95 10,40 25,20
3. 20,52 20,91 18,00 51,80
1. 20,55 19,90 3,60 9,40
2. cervenec 19,14 19,40 19,00 15,40
3. 20,24 21,56 32,30 41,80
pramérna teplota 20,26 19,79
uhrn srazek 100,3 167,2
pramérna teplota 17.25
(dlouhodoby standard)
celkovy uhrn srazek 148.0

(dlouhodoby standard)

3.2.4.2. Skladovaci pokus

Pro skladovaci pokus byly vyuZity nasledujici odriidy a linie pSenice seté:
AF Jumiko (Pp), Konini (Pp), UC 66049 (Ba) a V1 131-15 (Ba). 3 kg zrna od kazdého
genotypu byly oddé€len¢ uloZeny v textilnim pytli a vSechny pytle byly ulozeny spole¢né v
nepruhledném plastovém pytli. Vzorky byly skladovany po dobu 24 mésicti v temnu pfi
22 °C. Méfeni bylo provadéno v pravidelnych intervalech (nejprve po mésici, po prvnim
pulroce vzdy po 3 mésicich), pii kazdém méfeni byla vZdy stanovena aktudlni susina zrna.
Anthokyany byly kvantifikovdny pomoci spektrofotometrické metody a jejich obsah ve

formé celkovych anthokyant byl vyjadien jako mg/kg suSiny kyanidin-3-glukosidu.

3.2.4.3. Pecleni

Pro pekatsky pokus byly pouzity genotypy pSenice seté: AF Jumiko (Pp), Konini
(Pp), ANK 28-A (Pp), UC 66049 (Ba) a VI 131-15 (Ba). Zrno bylo namleto na
laboratornim mlynu na celozrnnou mouku, kterd dale zrdla 21 dni. Na vzorek od kazdé
odridy bylo pouzito 300 g mouky, 6 g drozdi, 4,8 g soli a 180 ml vody o teploté 30 °C.
Tésto bylo 30 min hnéteno a 1 hodinu kynulo a uprostied doby kynuti bylo jesté jednou
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prohnéteno. Po vykynuti bylo té€sto rozdeno na 3 klonky. Jeden klonek byl ihned zamrazen
a z dalsich dvou klonkl byly vyrobeny bulky. Bulky byly peceny 14 minut pii 240 °C,
trouba byla pfed samotnym pecenim zapafena 70 ml destilované vody. Po upeceni byla
jedna bulka s odstupem 1,5 hodiny zamrazena a posledni bulka byla ponechana pod
utérkou pii pokojové teploté 24 hodin a poté zamrazena. VSechny zmrazené vzorky byly
pted analyzou lyofilizovany. Anthokyany byly stanoveny v nésledujicich fazich: mouka po
zrani, té€sto po kynuti, bulka po upeceni a bulka po 24 hodinach po upeceni. Anthokyany
byly stanoveny spektrofotometricky jako obsah celkovych anthokyanti (ekvivalent
kyanidin-3-glukosidu) a pomoci UHPLC-MS byly kvantifikovany jednotlivé analyty.

3.2.4.4. Vaieni

Pro vateni byly pouzity genotypy AF Jumiko (Pp), Konini (Pp), ANK 28-A (Pp),
RU 687-12 (Pp), Skorpion (Ba), UC 66049 (Ba) a V1 131-15 (Ba). Vzdy 200 g celé¢ho zrna
pSenice bylo namoceno na 2 hodiny do vody, poté byla voda vyménéna a pSenice byla
vafena po dobu 30 min. V pribéhu vareni byla voda podle potfeby dopliovana tak, aby
bylo pSeni¢né zrno pii vafeni neustale ponofeno pod hladinou. Po uvatreni bylo pSeni¢né
zrno ihned zmrazeno a lyofilizovéno pro analyzu. Zbytkova voda po uvateni byla odpatena
v susarn¢ pii teplot¢ 50 °C a reziduum bylo rozpusténo a analyzovano na obsah

anthokyant dle standardnich postupti (viz metody pro stanoveni anthokyanti).

3.2.4.5. Extruze

Pro extruzi byly pouzity genotypy AF Jumiko (Pp), Konini (Pp), ANK 28-A (Pp),
RU 687-12 (Pp) a Skorpion (Ba) a UC 66049 (Ba). Extruzi materidlu provedla firma
Extrudo Begice, s.r.o. (Begice, Ceska republika). Celé zrno bylo namleto na kladivkovém
mlynu (VM 4, Taurus s.r.o., Chrudim, Ceska republika) a surovina byla navlhéena na
vlhkost 20 %. Po 10 min odleZeni byla hmota extrudovana pfi teploté¢ 130 °C na extrudéru
s konickym Snekem Schaaf (Schaaf Technologie, Bad Camberg, Némecko) s primérem

6 mm a rychlosti ota€eni 200 rpm.

3.2.4.6.  Pufovdni

Pro pufovani byly pouzity odriidy AF Jumiko (Pp), Konini (Pp), ANK 28-A (Pp),
RU 687-12 (Pp), Skorpion (Ba) a UC 66049 (Ba) a AF Zora (Ba+Pp). Pufovani provedla
firma Racio, s.r.o. (Bfeclav, Ceska republika). Pied pufovanim bylo zrno navlhéeno na
vlhkost 17,5 % a ponechdno na 24 hod v pokojové teploté. Proces pufovani byl proveden

pfi teploté 270 — 280 °C a trval 6 s.
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3.3. Statisticka analyza

Statistickd analyza dat byla provedena za pouziti programu Statistica 12 (StatSoft
Inc., Tulsa, OK, USA). Pro statistick¢é hodnoceni dat byla vyuzita jednofaktorova analyza
rozptylu a analyza rozptylu s interakcemi (ANOVA), Fisherova LSD (Least Significance
Difference) metoda a korela¢ni analyza. VSechna data byla vyhodnocena ze 3 opakovani

pro kazdy vzorek, hladina statistické vyznamnosti byla p < 0,05.

Data byla ziskdna z programt Chromeleon 6.8 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA), Analyst 1.4 (Sciex, Framingham, MA, USA) a Vision (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA).
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1. Validace analytickych metod

Pro pouzité analytické metody byly stanoveny zadkladni validacni parametry:
linearita, limit detekce, limit kvantifikace, pracovni rozsah, vytéznost a opakovatelnost.

Dalsi valida¢ni parametry (reprodukovatelnost, selektivita a robustnost) nebyly stanoveny.

Limit detekce (LOD — limit of detection) udédva nejniz§i mnozstvi analytu ve
vzorku, ktery je statisticky odliSitelny od Sumu. Hodnota LOD byla vypoctena podle

vztahu:
LOD =33 >
=33 2

kde ¢ udavd smérodatnou odchylku ¢lenu a v regresni rovnici (y = a + bx) a

S udava primérny sklon kalibra¢ni kiivky (Boqué a Heyden 2009).

Limit kvantifikace (LOQ — limit of quantification) uddvd mez stanovitelnosti, tedy
mnozstvi analytu, které 1ze (na rozdil od limitu detekce) kvantifikovat. Hodnota LOQ byla

vypoctena analogicky vic¢i LOD ze vztahu:

LOQ =10 0
Q= S
(Novakova a Dousa 2013)

Linearita odrazi existenci piimé zavislosti odezvy detektoru vici koncentraci
analytu a je obecnym pifedpokladem pro hodnoceni vysledki. Grafickym vyjadfenim
linearity je kalibracni kfivka (ktera je idealn€ ptimkou), ktera je definovana obecnou

rovnici regrese:

y =a+ bx
kde a je konstantni hodnotou udéavajici posun piimky na ose y a b je regresni koeficient
udavajici sklon pfimky. Pfesnost kalibracni kiivky vyjadiuje korelacni koeficient r, jehoz
hodnota by méla byt co nejvyssi (rmax = 1) (Van Loco et al. 2002). Standardy AOAC
International pro validaci chemickych metod doporuc¢uji hodnotu r > 0,99 (AOAC
International, 2002). Pro validované analytické metody byla linearita vyjadiena jak rovnici

regrese, tak korelacnim koeficientem.

Pracovni rozsah je dan intervalem hodnot, v némz byla validaci potvrzena
pfijatelnost metody. Mlze byt chdpan jako rozmezi hodnot analytu, v némz méfeni

vykazuje uspokojivou linearitu a opakovatelnost a jehoz spodni mez neni nizsi nez hodnota
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LOQ. Pracovni rozsah by mél nabyvat hodnot miniméaln¢ 80 — 120 % bézné stanovované

hodnoty analytu (Huber 2010).

VytéZnost (recovery) udava schopnost extrakéni metody ziskat analyty z matrice.
Je zadouci, aby byla vytéznost metody co nejvyssi, optimalné mezi 80 a 120 %. Vytéznost
je jednou z dil¢ich hodnot pro stanoveni zdkladniho valida¢niho parametru — spravnosti
metody (Huber 2010). Pro stanoveni vytéznosti byl pouzit tzv. spike — ptidavek znamého
mnozstvi analytu do blankové matrice (tedy matrice bez obsahu tohoto analytu).
Blankovou matrici byl vzorek pSenice bez obsahu anthokyanli (odrida Bohemia).
Vytéznost byla vyjadiena jako procentudlni hodnota naméfeného mnozstvi analytu vuci

jeho teoretickému mnozstvi.

Opakovatelnost je dilcim méfenim zakladniho valida¢niho parametru — presnosti.
Opakovatelnost (repeatability) udava tésnost shody mezi vzajemné nezavislymi vysledky
mefeni vzorkl. Miize byt vyjaddiena jako kratkodoba opakovatelnost métfeni v rdmci
jednoho dne (téz intra-day repeatability), nebo jako dlouhodoba opakovatelnost méteni
béhem delsiho casového useku (inter-day repeatability) (Novakovda a Dousa 2013).
Pozadavky na hodnotu opakovatelnosti nejsou jednotné, napi. standardy AOAC
International pro validaci chemickych metod uvadi jako piijatelnou kratkodobou

opakovatelnost 8 % (AOAC International 2002).

Kratkodoba opakovatelnost byla vyjadiena jako varia¢ni koeficient (Vi) poméru
smérodatné odchylky souboru s a priméru souboru x podle vztahu:
S
Vk =100 - -
X
Dlouhodoba opakovatelnost byla vyjadiena jako RSD (repeatability standard deviation):
RSD =71 s V2
kde sje smérodatnd odchylka souboru a 7 ptredpokladand hodnota normaélniho
rozdéleni s pravdépodobnosti 95 % (Pryseley et al. 2010).
4.1.1. UHPLC-MS metoda

Cilem této disertacni prace bylo podrobné charakterizovat obsah, skladbu a zmény
anthokyanii v riiznych genotypech pSenice. Z tohoto diivodu byla pro celou disertaéni praci
klicova pravé UHPLC-MS metoda, kterd byla pro tento ucel nové vyvinuta (na rozdil od
ostatnich metod, které byly tou dobou uZ rutinn€ pouzivany a byly pouze optimalizovany

pro matrici pSenice). Také validace byla provedena ve vétSim rozsahu nez u ostatnich
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metod, nebot’ bylo potieba ovétit validitu metody pro vSechny stanovované analyty. LOD,

LOQ, parametry linearity a pracovni rozsah byly stanoveny za pouziti roztoku standardd,

zatimco pro stanoveni vytéznosti a opakovatelnosti byly pouzity redlné vzorky (v ptipadé

vytéznosti spikované). Vysledné validacni parametry metody jsou uvedeny v Tab. 5.

Tab. 5 Valida¢ni parametry UHPLC-MS metody

kya-3-glu kya-3-rut del-3-glu del-3-rut
LOD (ug/g) 0,01 0,05 0,05 0,01
LOQ (ug/g) 0,03 0,15 0,16 0,04
rovnice regrese  y = 1,87x + 0,0039 y=2,96x-0,0089 y=2,.88x+0,0138 y=243x-0,0156
korelacni
Koeficient r 0,9999 0,9998 0,9995 0,9996
pracovni
rozsah (ugfe) 0,03 -41,6 0,15-41,6 0,16 — 41,6 0,04 — 41,6
vytéznost (%) 99,3 105 96,3 101
kratkodoba
opakovatelnost 6,00 6,16 8,93 4,72
Vk (%)
dlouhodoba
opakovatelnost 9,32 7,57 9,44 11,2
RSD (%)
peo-3-glu pet-3-glu pel-3-glu mal-3-glu
LOD (ug/g) 0,04 0,01 0,02 0,03
LOQ (ug/g) 0,13 0,04 0,06 0,10

rovnice regrese
korela¢ni
koeficient r
pracovni
rozsah (ug/g)
vytéznost (%)
kratkodoba
opakovatelnost
Vk (%)
dlouhodobd
opakovatelnost
RSD (%)

y =5,72x - 0,0020

0,9999

0,13-41,6

97,7

8,96

11,0

y =5,76x —0,0316

0,9997

0,04 -41,6

98,1

7,60

6,19

y = 3,96x — 0,0009

0,9998

0,06 —41,6

99,5

8,59

9,41

y =4,05x + 0,0157

0,9997

0,10-41,6

97,3

5,43

11,7

kya-3-glu — kyanidin-3-glukosid; kya-3-rut — kyanidin-3-rutinosid; del-3-glu — delfinidin-3-glukosid; del-3-

rut — delfinidin-3-rutinosid; peo-3-glu — peonidin-3-glukosid; pet-3-glu — petunidin-3-glukosid; pel-3-glu —

pelargonidin-3-glukosid; mal-3-glu — malvidin-3-glukosid
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Vyhodou této metody jsou velmi nizké hodnoty LOD a LOQ, diky nimz bylo
mozné spolehlivé kvantifikovat i vzorky s minimdlnimi obsahy anthokyanii. Metoda
vykazala 1 vysokou linearitu a uspokojivy pracovni rozsah plné dostacujici pro ucely
disertatni prace. Také vytéznost dosahla vynikajicich hodnot, které pii statistickém
zhodnoceni nebyly vyznamné odlisné od 100 %. Parametry opakovatelnosti (jak
kratkodobé, tak dlouhodobé) dosahly o néco vyssich hodnot nez u ostatnich metod. Mirné
zvySena variabilita oproti ostatnim metodam mize byt disledkem urcité nestability odezvy

pfi hmotnostni analyze, kterd byla v ramci vyvoje metody opakované pozorovana.

V odborné literatufe nebyly nalezeny zadné validované¢ LC-MS metody pro analyzu
anthokyanti v pSenici ¢i jinych obilovinach, nicméné bylo nalezeny validacni parametry
nc¢kolika metod vyuzivajicich LC-MS pro analyzu anthokyant v jinych materidlech.
Z jejich vzajemného porovndni je ziejmé, ze validacni parametry nové vyvinuté metody a
obdobnych publikovanych metod jsou velmi podobné. Schoedl et al. (2011) uvadi LOD a
LOQ pro kyanidin-3-glukosid 1,6 a 6,6 ug/g a Ieri et al. (2011) LOQ pro malvidin-3-
diglukosid 0,072 ug/g. Parametry opakovatelnosti stanovili Ling et al. (2010) 2,89 % (Vy)
a 6,74 % (RSD) pro kyanidin-3-glukosid a Giordano et al. (2007) 6,1 % (Vi) a 9,1 %
(RSD) pro delfinidin-3-glukosid. Zarovein hodnoty vytéznosti odpovidaji pozadavkim
AOAC International (2002), které uvadi dosazené limity vytéznost 80 — 115 %. VSechny
uvedené hodnoty jsou velmi podobné validacnim parametriim nové vyvinuté metody, a lze
tedy soudit, Ze tato metoda je vhodnd pro uvedeni do rutinni praxe, nebot’ validace

prokazala jeji dobrou pouZitelnost pro matrici pSenice.

4.1.2. Spektrofotometricka metoda

Spektrofotometrickd metoda pro stanoveni anthokyanii byla pouZita u vétSiny
méteni soubézné s UHPLC-MS analyzou jako dopliikovd metoda. Zatimco UHPLC-MS
metoda dovede zcela presné stanovit jednotlivé analyty, spektrofotometricka metoda urci
jejich celkovou sumu. Neposkytuje tudiz detailni vysledky obsahu anthokyant, ale na
druhou stranu vyjadii veskeré obsaZené anthokyany vcetné téch, které UHPLC-MS metoda
neidentifikuje, nebot’ pro né neni optimalizovana. Hodnoty ziskané obéma metodami jsou
ve vzajemné korelaci a bézné¢ se pro analyzu anthokyant vyuzivaji obé soubé&zné pro

potvrzeni vysledkll. Stanovené validacni parametry metody jsou uvedeny v Tab. 6.
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Tab. 6 Validacni parametry spektrofotometrické metody

) ekvivalent
valida¢ni parametr
kyanidin-3-glukosidu

LOD (ng/g) 2,48
LOQ (ug/g) 8,17
rovnice regrese y = 0,0825x + 0,0043
korela¢ni koeficient r 0,9998
pracovni rozsah (ug/g) 8,17 - 100
vytéznost (%) 99,4
kratkodoba opakovatelnost — Vk (%) 1,57
dlouhodobd opakovatelnost — RSD (%) 4,46

Metoda vykazala vyhovujici vytéZznost a parametry opakovatelnosti, ovSem
pomérné vysoky LOQ. Tento fakt byl zpiisoben vlivem samotné matrice. I odriidy pSenice
bez obsahu anthokyanii (Cervené, bilé a Zluté) totiz vykazuji uréitou absorbanci v oblasti
absorpcniho maxima anthokyant, ktera vSak neni zpiisobena piitomnosti barviv (jak bylo
potvrzeno mnohem citlivéjsi UHPLC-MS metodou), ale pfitomnosti jinych latek, které
zbarvuji extrakt do zluta. Na zakladé empiricky stanoveného LOQ lze tedy fict, Ze
naméfené hodnoty anthokyanii pod 8,17 ug/g nelze obecné povazovat za prikaz obsahu
téchto barviv. Na druhou stranu vyborné hodnoty kratkodobé i dlouhodobé opakovatelnosti
velmi dobfe odpovidaji parametrim oficidlni pH-diferenéni metody pro stanoveni
anthokyanti (AOAC metoda 2005.02), u niZ je udévana nerozliSena opakovatelnost v

rozmezi 1,06 — 4,16 %.

4.1.3. Metoda pro stanoveni antioxida¢ni aktivity

Tato metoda je jednim z nejjednodussich zplisobli posouzeni antioxida¢ni aktivity.
Jeji vypovédni hodnota je jen omezend, vykazuje pfitomnost jakychkoliv latek
uvoltiujicich HY, tedy nejen antioxidantil, reakce probih4 v nepiirozené kyselém prostiedi a
detekuje pouze latky rozpustné v poldrnich organickych rozpoustédlech (methanol,
ethanol), ale i tak je jednou z nejcastéji pouzivanych antioxidacnich metod v rostlinnych
materidlech a potravinach. Zcela bézné je pouZzivana pro stanoveni antioxidacni aktivity
v souvislosti s analyzou anthokyanti. Stanovené validacni parametry metody jsou uvedeny

v Tab. 7.
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Tab. 7 Valida¢ni parametry antioxida¢ni metody s pouzitim DPPH

validacni parametr ekvivalent Troloxu
LOD (ug/g) 1,03
LOQ (ng/g) 3,40
rovnice regrese y =-0,0088 + 0,5465
korela¢ni koeficient r 0,9963

pracovni rozsah (ug/g) 3,40 - 500
kratkodoba opakovatelnost — Vk (%) 2,77
dlouhodobd opakovatelnost — RSD (%) 4,84

Vysledky validace jasn¢ ukazuji, pro¢ se tato metoda t&si tak Siroké oblibé i1 ptes
spornou vypovédni hodnotu vysledkii. Valida¢ni parametry prokazuji, Ze se jedna o
metodu poskytujici stabilni vysledky, s nizkym detekénim a kvantifikaénim limitem a
vybornou linearitou v $irokém pracovnim rozpéti. To potvrzuji také dalsi autofi, kteti uvadi
podobné nizké hodnoty opakovatelnosti — napt. Rafael et al. (2007) (Vi 1,5 % a RSD
2,6 %) a Bobo-Garcia et al. (2015) (Vi 1,0 — 3,4 % a RSD 1,9 — 3,2 %). V tomto ohledu

tedy metoda splituje vSechny pozadavky na metodu uzivanou v rutinni praxi.

Zamérem prace bylo stanovit antioxidaéni aktivitu v extraktech barevnych pSenic
tak, aby bylo mozné posoudit vliv pfitomnych anthokyant na miru antioxidacni aktivity.
Béhem optimalizace metody se vSak ukazalo, Ze rozpousStédlo vhodné pro extrakci
anthokyanti (MeOH: 1M HCI = 85:15) nelze v tomto ptipadé pouzit, nebot’ ptitomnost HCI
zpiisobovala faleSnou pozitivitu vysledkt (cozZ je disledkem hlavni nevyhody této metody
— tedy, ze radikdl DPPH reaguje s jakymkoliv uvoln&nym H®, ktery v tomto piipadé
pochazel z kyseliny a nikoliv z pfitomnych antioxidantl). Proto muselo byt extrakéni
¢inidlo pro tuto metodu nahrazeno €istym MeOH, ktery vSak nemél pro anthokyany tak

vysokou extrakéni ucinnost.

Validace prokézala aplikovatelnost vSech uvedenych metod a na zakladé téchto

vysledkil bylo rozhodnuto o uvedeni metod do rutinni praxe.
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4.2. Analyza pSenic s barevnym zrnem

Celkem 30 genotypl pSenice bylo podrobeno analyzam za pouziti validovanych
metod. Ve vSech uvedenych odriidach byly stanoveny jednotlivé anthokyany UHPLC-MS
metodou, spektrofotometricky stanovena suma anthokyan a déle antioxidacni aktivita
metodou DPPH. Vzhledem k vysokému rozsahu analyzovaného souboru (30 odrid po
3 opakovanich meéfenych tfemi analytickymi metodami) byl pokus v tomto rozsahu
proveden pouze vroce 2015. Uvedené vysledky jsou tedy vystupem z pouze jednoho

roc¢niku a nezohlediiuji variabilitu v obsahu bioaktivnich latek ve vice letech.

4.2.1. Obsahy anthokyanii v barevnych genotypech psenice

Anthokyany byly stanoveny dvéma metodami: pomoci UHPLC-MS byla
provedena analyza a kvantifikace jednotlivych monoglykosidii anthokyanii a

spektrofotometrickou metodou byl nespecificky kvantifikovan sumarni obsah anthokyant.

Metodou UHPLC-MS bylo identifikovano celkem 8 analyt: kyanidin-3-glukosid
(K-3-G), kyanidin-3-rutinosid (K-3-R), delfinidin-3-glukosid (D-3-G), delfinidin-3-
rutinosid (D-3-R), peonidin-3-glukosid (Po-3-G), petunidin-3-glukosid (Pt-3-G), malvidin-
3-glukosid (M-3-G) a pelargonidin-3-glukosid (P1-3-G). Prvnich 6 analyti se v odriidach
pSenic s barevnym zrnem bézné vyskytuje, ovSem malvidin-3-glukosid a pelargonidin-3-

glukosid jsou v pSeni€ném zrnu zastoupeny ojedinéle.

Vysledné hodnoty obsahu anthokyani v jednotlivych genotypech pSenic
s barevnym zrnem jsou uvedeny na ndsledujicich strankdch v tabulkdch Tab. 8 a Tab. 9.
Tab. 8 uvadi primémé obsahy jednotlivych anthokyant v analyzovanych genotypech.
Kvili velkému rozsahu dat neni tabulka v této kapitole kompletni, obsahuje pouze
prumérné hodnoty naméfenych monoglykosidi bez smérodatnych odchylek. Kompletni
verze této tabulky je uvedena v pfiloze. Tab. 9 shrnuje vysledky UHPLC-MS méfeni a
uvadi obecné rozdily mezi purpurovymi, modrymi a ¢ernymi pSenicemi v primérném

obsahu a skladb¢ anthokyani.
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Tab. 8 Obsahy anthokyanti v genotypech pSenice set¢ (UHPLC-MS metoda)

obsah anthokyanil v mg/kg susiny

genolyp P K-3-G K-3-R D-3-G D-3-R Po-3-G Pt-3-G M-3-G PI-3-G suma
AF Jumiko Pp 0,046 - - - 0,257 0,008 - - 0,311
Purple Pp 0,270 0,029 - - 0,277 0,009 - 0,017 | 0,602
PS Karkulka Pp 0,157 - - - 0,758 0,010 - - 0,925
RU 687-12 Pp 0,395 0,027 - - 0,404 0,041 - 0,167 | 1,034
ANK-28B Pp 0,631 - - - 0,512 - - - 1,143
Purple Feed Pp 0479 0,131 - - 0,466 0,013 - 0,055 | 1,144
Konini Pp 0735 0,174 - - 0,838 0,006 - - 1,752
ANK-28A Pp 1,648 0,237 - - 1,454 - - - 3,340
AF Oxana Ba 0961 4,561 3,80 9,408 - 0,030 - - 18,76
Skorpion Ba 1,905 6,714 4,79 11,13 - 0,141 - - 24,68
H 90-15-2 Ba 6,135 14,52 9,896 19,34 - 0,665 - - 50,56
V1 131-15 Ba 3,034 6,671 14,93 25,02 - 0,753 0,241 - 50,64
Tschermaks B.S. Ba 6,962 12,98 14,53 23,53 - 0,580 - - 58,59
EF02-54/9 Ba 6,467 12,772 16,19 27,23 - 0,863 - - 63,47
UC 66049 Ba 4,803 12,98 16,06 32,22 - 0,543 - - 66,61
Aoi Yu Ba 4,466 12,55 15,12 35,60 - 0,720 - - 68,45
Xiao Yian Ba 9,338 14,24 21,58 25,97 - 0,985 - - 72,12
V1 133-15 Ba 5,808 9,428 25,59 33,12 - 1,598 0,276 - 75,82
V1-208-17 Ba+Pp 0,070 - - - 0,045 - - - 0,115
V1-122-17 Ba+Pp 0,130 - - - 0,174 - - - 0,304
V1-143-17 Ba+Pp 1,884 4,999 5,845 5,601 0,160 0,126 - - 18,62
V1-142-17 Ba+Pp 1911 4,869 6,056 5,611 0,277 0,205 - - 18,93
V1-129-17 Ba+Pp 1,570 4,177 8,331 6,442 0,268 0,330 - - 21,12
V1-130-17 Ba+Pp 1,675 3982 8,743 6,370 0,318 0,291 - - 21,38
V1-145-17 Ba+Pp 1,899 6,241 6,543 6,300 0,248 0,217 - - 21,45
V1-144-17 Ba+Pp 2,052 5410 6911 6,927 0,230 0,205 - - 21,74
V2-11a-17 Ba+Pp 1,926 4,558 12,50 8,779 0,317 0,417 - - 28,49
V2-15a-17 Ba+Pp 2,672 5,856 14,49 11,19 0,568 0,480 - - 35,26
VI1-118-17 Ba+Pp 2,859 5,998 16,05 10,52 0,391 0,604 - - 36,43
AF Zora Ba+Pp 2991 5,676 17,59 11,30 0,575 0,566 - - 38,69
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Tab. 9 Primérné obsahy a skladba jednotlivych anthokyani (UHPLC-MS metoda)

pramérny obsah pramérny podil na
analyt )
(mg/kg susiny)  celkovém obsahu (%)

purpurové genotypy

peonidin-3-glukosid 0,621 0,031 53,3
kyanidin-3-glukosid 0,545 + 0,044 37,9
kyanidin-3-rutinosid* 0,120 = 0,007 16,6
pelargonidin-3-glukosid* 0,079 + 0,005 7,90
petunidin-3-glukosid* 0,015 + 0,004 1,30
suma monoglykosida 1,281 + 0,052
modré genotypy
delfinidin-3-rutinosid 24,26 + 0,85 44,6
delfinidin-3-glukosid 14,25 + 0,539 24,9
kyanidin-3-rutinosid 10,74 £ 0,473 20,6
kyanidin-3-glukosid 4,988 + (0,295 8,74
petunidin-3-glukosid 0,688 + 0,041 1,12
malvidin-3-glukosid* 0,258 + 0,076 0,42
suma monoglykosida 54,97 £ 1,771
¢erné genotypy
delfinidin-3-glukosid 10,31 + 0,565 38,1
delfinidin-3-rutinosid 7,904 + 0,552 30,2
kyanidin-3-rutinosid 5,177 £0,318 20,9
kyanidin-3-glukosid 1,803+ 0,170 8,37
petunidin-3-glukosid 0,344 + 0,034 1,26
peonidin-3-glukosid 0,298 + 0,039 1,26
suma monoglykosida 21,88 £ 1,048

* oznaéené analyty jsou pfitomny jen v nékterych odridach

Pro kvantifikaci obsahu celkovych anthokyant byla vyuzita spektrofotometricka
metoda. Ta na rozdil od UHPLC-MS metody sice neumoZiuje detekci a kvantifikaci velmi
nizkych obsahti anthokyant ani pfesnou identifikaci jednotlivych analytl, ale postihuje
veskeré formy a typy anthokyani obsazené ve vzorku. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 10,

kvantifikovany jako ekvivalent kyanidin-3-glukosidu (mg/kg suSiny).
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Tab. 10 Obsahy anthokyant v genotypech pSenice seté (spektrofotometrickd metoda)

celkové celkové
anthokyany anthokyany
genotyp P (mg/kg suSiny genotyp P (mg/kg susiny
kya-3-glu) kya-3-glu)
AF Jumiko Pp 17,96 £ 0,541 V1-208-17 Ba+Pp 9,801 £0,197
PS Karkulka Pp 30,01 = 1,706 V1-122-17 Ba+Pp 15,31 £0,544
Konini Pp 33,53+ 1,104 V1-142-17 Ba+Pp 48,36 £ 0,898
RU 687-12 Pp 35,23 £ 0,837 V1-144-17 Ba+Pp 52,13 +0,192
Purple Feed Pp 36,43 £0,718 V1-143-17 Ba+Pp 52,21 £0,673
ANK-28B Pp 38,23 £3,941 V1-145-17 Ba+Pp 54,12 + 0,829
ANK-28A Pp 46,26 + 1,224 V1-130-17 Ba+Pp 54,77 £3,598
Purple Pp 52,44 £ 0,855 V1-129-17 Ba+Pp 60,68 + 1,094
Skorpion Ba 68,90 £ 1,277 V2-11a-17 Ba+Pp 61,87 + 1,556
AF Oxana Ba 69,27 £5,376 V2-13a-17 Ba+Pp 71,32 +2,072
Tschermaks B. S. Ba 116,7 + 0,935 AF Zora Ba+Pp 73,41 £1,322
UC 66049 Ba 122,0 £ 1,760 V1-118-17 Ba+Pp 78,80+ 0,883
Xiao Yian Ba 134,0 + 4,828
H 90-15-2 Ba 135,6 +£ 3,383
V1 133-15 Ba 144,3 + 5,004
EF02-54/9 Ba 149,0 £2,154
Aoi Yu Ba 177,8 £ 2,757
V1 131-15 Ba  202,8 £4,616

primérny obsah anthokyani (mg/kg susiny)

purpurové genotypy 36,26 + 1,365
modré genotypy 132,0 £ 3,209
cerné genotypy 52,73 £ 1,155

cvwr

suSiny sumy monoglykosida a 36,26 mg/kg suSiny celkovych anthokyant. Vyssi obsah
anthokyanti byl pozorovan v pSenicich s ¢ernym zrnem — 21,88 resp. 52,73 mg/kg susiny, a
nejvyssi pak v pSenicich s modrym zrnem — 54,97 resp. 132,0 mg/kg susiny. VSechny tyto
vysledky byly statisticky vyznamné odlisné. Nékolikandsobné nizsi obsah anthokyant
v purpurovych pSenicich oproti modrym potvrdila fada autort (Syed Jaafar et al. 2013;
Varga et al. 2013; Ficco et al. 2014a; Bohmdorfer et al. 2018). Ficco et al. (2014a)
popisuje prumémy obsah celkovych anthokyanli 22,6 mg/kg suSiny v purpurovych

pSenicich a 118,4 mg/kg susiny v modrych pSenicich. Podobn¢ Abdel-Aal et al. (2006)
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nam¢fili obsahy anthokyani v priméru 12,8 mg/kg suSiny v purpurovych a 153 mg/kg
suSiny v modrych pSenicich. Tyto hodnoty jsou v dobré shodé s vysledky stanovenymi
v této praci a zaroven vykazuji i stejny trend. Urcité rozdily mezi uvedenymi hodnotami
anthokyanti mohou byt dany odliSnosti analyzovanych genotypti nebo jinym vlivem
environmentalnich faktort, jako jsou lokalita, teplota nebo intenzita svétla, dale ro¢nikem,
péstebni technologii a agronomickymi parametry, napt. dobou sklizné¢ nebo hnojenim
(Garg et al. 2016; Bohmdorfer et al. 2018). Abdel-Aal a Hucl (2003) navic uvadi, ze
environmentalni faktory ovliviiuji syntézu anthokyanti mnohem vyraznéji u purpurovych
nez u modrych odriid, coz je pravdépodobné disledek odlisné lokalizace anthokyant
v pSenicném zrnu. Méné jednoznacné je porovnani ziskanych vysledki s odbornou
literaturou tykajici se obsahu anthokyanti v pSenicich s ¢ernym zrnem. Dostupna literatura
(Garg et al. 2016; Bohmdorfer et al. 2018) uvadi vys$i obsahy anthokyanii v ¢ernych
pSenicich oproti genotypim purpurovym i modrym, coZz neni ve shod€ s vysledky této
prace. Garg et al. (2016) naméfili ve tech liniich ¢erné pSenice pramérné 170,8 mg/kg
susiny celkovych anthokyantl, coz je o 64 % vice nez obsahovaly v témzZe experimentu
modré pSenice. Tento rozdil je snejvétsi pravdépodobnosti zpiisoben odliSnostmi
v genetické vybave analyzovanych kiizenct, kdy néktefi kiiZenci mohou vykazovat vyssi a
jiné¢ naopak niz$i obsah anthokyanii nez pSenice modré a purpurové. To potvrzuji i
Bohmdorfer et al. (2018), ktefi u vSech barevnych typi rozliSuji svétlou a tmavou formu.
Tyto dvé formy se v obsazich anthokyanti v ramci jednoho barevného typu vyznamné lisi,
a to 1 vice nez dvojnasobné. V této konkrétni studii autofi pozorovali nejvyssi obsahy
anthokyani u tmavé Cernych genotypll, zatimco svétle Cerné genotypy mély obsahy
anthokyanti niz§i nez tmavé modré genotypy. Tyto vysledky tedy napovidaji, ze genotypy
cernych pSenic prezentované vramci této disertatni prace odpovidaji v porovndni
s odbornou literaturou spiSe formdm svétle cernym, které maji nizs$i obsahy anthokyani

nez modré genotypy.

4.2.1.1.  Srovnani vysledkii obou metod

Vysledné hodnoty obsahu anthokyani ziskané UHPLC-MS metodou a
spektrofotometrickou metodou byly vzajemné porovnany, aby bylo mozné posoudit miru

korelace mezi vysledky obou analytickych metod. Srovnéni je uvedeno v Tab. 11.
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Tab. 11 Porovnani sumy anthokyani UHPLC-MS metody a celkovych anthokyanu

spektrofotometrické metody

UHPLC spektrofotometrie
genotyp typ
(mg/kg susiny) (mg/kg susiny kya-3-glu)

AF Jumiko Pp 0,311 £0,010 17,96 £ 0,541
Purple Pp 0,602 + 0,040 52,44 £ 0,855
PS Karkulka Pp 0,925 + 0,036 30,01 £ 1,706
RU 687-12 Pp 1,034 £ 0,019 35,23 £ 0,837
ANK-28B Pp 1,143 £ 0,078 38,23 £3,941
Purple Feed Pp 1,144 + 0,025 36,43 +0,718
Konini Pp 1,752 £ 0,059 33,53+ 1,104
ANK-28A Pp 3,340 £ 0,151 46,26 + 1,224
AF Oxana Ba 18,76 £ 1,270 69,27 £ 5,376
Skorpion Ba 24,68 £2,037 68,90 + 1,277
H 90-15-2 Ba 50,56 + 0,661 135,6 +£ 3,383
V1 131-15 Ba 50,64 + 0,867 202,8 £4,616
Tschermaks B. S. Ba 58,59 +2,936 116,7 +£ 0,935
EF02-54/9 Ba 63,47 £ 1,705 149,0 £ 2,154
UC 66049 Ba 66,61 +£2,283 122,0 + 1,760
Aoi Yu Ba 68,45 £ 1,652 177,8 £2,757
Xiao Yian Ba 72,12 £3,258 134,0 £ 4,828
V1 133-15 Ba 75,82 + 1,037 144,3 + 5,004
V1-208-17 Ba+Pp 0,115 + 0,007 9,801 £ 0,197
V1-122-17 Ba+Pp 0,304 £ 0,012 15,31 £ 0,544
V1-143-17 Ba+Pp 18,62 + 0,404 52,21 £0,673
V1-142-17 Ba+Pp 18,93 £ 0,238 48,36 + 0,898
V1-129-17 Ba+Pp 21,12 £ 0,348 60,68 + 1,094
V1-130-17 Ba+Pp 21,38 £ 0,221 54,77 £ 3,598
V1-145-17 Ba+Pp 21,45 + 0,684 54,12 £ 0,829
V1-144-17 Ba+Pp 21,74 £ 0,332 52,13+ 0,192
V2-11a-17 Ba+Pp 28,49 + 0,073 61,87 1,556
V2-13a-17 Ba+Pp 35,26 £ 0,259 71,32 £2,072
V1-118-17 Ba+Pp 36,43 £ 0,171 78,80 + 0,883
AF Zora Ba+Pp 38,69 £ 0,451 73,41 £ 1,322
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Ve vSech ptipadech byly spektrofotometricky stanovené obsahy celkovych
anthokyanii vyrazné vys$i, nez byla prostd suma anthokyanii identifikovanych pomoci
UHPLC-MS. Obéma metodami bylo prokézano, Ze obecné¢ maji purpurové psenice obsah
nejnizsi a modré pSenice nejvyssi. Mezi vysledky obou méfeni byla zjiSténa vysoka
korelace sumarn¢ pro vSechny barevné typy (r = 0,9198), ktera se ovSem vyrazné¢ liSila
v zavislosti na konkrétnim barevném typu — nejvyssi korelace byla pozorovana u ¢ernych
pSenic (r = 0,9698) zatimco dva dalsi typy vykazovaly korelaci vyznamné nizsi (r = 0,4151
u purpurovych a r=0,5716 u modrych pSenic). Relativné nizké hodnoty korelace u
purpurového a modrého typu poukazuji na skutecnost, ze vysledky méfeni jsou na sob¢
zavislé jen do urité miry a zurcité ¢asti jsou pravdépodobné ovlivnény jesté jinym
faktorem. V tomto piipadé se jedna o vliv jinych forem anthokyani, které pfi
spektrofotometrickém méteni prispivaji k celkové sumé, ovSem pii UHPLC-MS méfeni se
neprojevi, nebot hmotnostni detekce neni naladéna na jejich zachyceni. Rozsédhlym
popisem anthokyanového spektra v pSenici se zabyvali Abdel Aal et al. (2018) a Garg et al.
(2016). Krom¢ béznych monoglykosidickych forem anthokyanii identifikovali i nékteré
méné typické analyty — napf. rutinosidy peonidinu a malvidinu. Déle popsali také vyskyt
nckolika dalSich forem anthokyanii: diglykosidy — napt. kyanidin-3,5-diglukosid a
delfinidin-3-sambubiosid; triglykosidy — napf. kyanidin-3-(2G-xylosylrutinosid) a
kyanidin-3-rutinosid-3’-glukosid; anthokyany acylované organickymi kyselinami: napf.
kyanidin-3-(6’’-malonylglukosid) a kyanidin-3-(6’’-sukcinylglukosid); a anthokyany
acylované fenolickymi kyselinami — napt. delfinidin-3-kaffeyolglukosid a kyanidin-3-(6"’-
feruoylglukosid)-5-glukosid. VSechny tyto analyty tvoii soucast anthokyanového spektra, a
piispivaji tudiZ k intenzité barvy stanovované spektrofotometricky. Jak vidno z jiz zminéné
korelace vysledki obou metod, pfispévek téchto anthokyant k celkové intenzité barvy
ovSem neni konstantni, coZ vypovidd o variabilit¢ v obsahu téchto forem anthokyant
v jednotlivych odradach (Garg et al. 2016; Abdel Aal et al. 2018). Vyrazny rozdil
v hodnotach ziskanych HPLC a spektrofotometricky popsali také Abdel Aal et al. (2006),
kteti wuvedli 1,5 — 5x vyS$i hodnotu celkovych anthokyanii stanovenych
spektrofotometricky oproti sumé jednotlivych identifikovanych anthokyanii pomoci
HPLC-PDA. Podobné Ficco et al. (2014a) zjistili 1,5 — 2x vy$§i hodnotu nespecificky
stanovenych celkovych anthokyani (pomoci pH-diferen¢ni metody) oproti sumé
jednotlivych analytii identifikovanych pomoci HPLC-UV/vis. Na tomto mist¢ je vhodné
poukazat také na fakt, ze vysledky ziskané riznymi metodami jsou v mnoha piipadech jen
obtizné porovnatelné, nebot’ tyto metody jsou samy o sob¢ z hlediska zplisobu detekce

analytli naprosto diametraln¢ odliSné.
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4.2.2. Anthokyany pSenic s purpurovym zrnem

Anthokyanovy profil purpurovych pSenic byl variabilné€j$i nez u genotypti modrych
a ¢ernych. Z celkového hlediska byl dominantnim identifikovanym anthokyanem peonidin-
3-glukosid — ve 4 genotypech pievazoval a ve zbylych 4 bylo jeho mnoZstvi srovnatelné
s kyanidin-3-glukosidem, ktery byl jinak druhym analytem v potadi. Tyto dva analyty byly
identifikovany ve vSech analyzovanych vzorcich, zatimco dal$i analyty — kyanidin-3-
rutinosid, pelargonidin-3-glukosid a petunidin-3-glukosid — byly identifikovdny jen
v nékterych odraddch ¢i  liniich. Pelargonidin-3-glukosid byl zaroven jedinym
anthokyanem, ktery byl identifikovdn vyhradné v purpurovych genotypech. Variabilitu
anthokyanového profilu u purpurovych psSenic dokladaji také jini autofi. Jako hlavni
anthokyany jsou uvadény kyanidin-3-glukosid a kyanidin-3-rutinosid (Knievel et al. 2009),
kyanidin-3-glukosid, kyanidin-galaktosid a peonidin-3-glukosid (Abdel-Aal & Hucl, 2003;
Abdel-Aal et al. 2006) a kyanidin-3-glukosid, peonidin-3-galaktosid a malvidin-3-glukosid
(Ficco et al. 2014a). Kyanidin-3-galaktosid a malvidin-3-glukosid nebyly v naSich
purpurovych pSenicich nalezeny, na druhou stranu byly v odridé Konini identifikovany
delfinidin-3-rutinosid a delfinidin-3-glukosid, které ostatni autofi neuvadi. Je zfejmé, ze
anthokyanovy profil v purpurovych genotypech je velmi rGznorody a miize se u

jednotlivych genotyptl zasadné lisit (Knievel et al. 2009; Ficco et al. 2014a).

PSenice s purpurovym zrnem obsahovaly az n¢kolikandsobné¢ méné anthokyant nez
pSenice se zrnem modrym a ¢ernym. Primérnd suma obsahu identifikovanych anthokyanti
¢inila 1,281 resp. 36,26 mg/kg susiny — nejméne anthokyani (shodné¢ u obou analytickych
metod) obsahovala odrida AF Jumiko (0,311 resp. 17,96 mg/kg susiny). Nejvyssi suma
monoglykosidii byla zaznamenana v genotypu ANK 28-A (3,340 mg/kg suSiny), zatimco
celkovych anthokyanli obsahovala nejvice odriida Purple (52,44 mg/kg suSiny). NiZsi
obsahy anthokyanl v purpurovych pSenicich oproti modrym ve svych studiich potvrdili
napt. Syed Jaafar et al. (2013) a Varga et al. (2013), Ficco et al. (2014a), Bohmdorfer et al.
(2018). Z porovnani primérnych hodnot celkovych anthokyanii uvedenych v odborné
literatufe je patrna i znacnd variabilita v obsazich anthokyan u pSenic s purpurovym
perikarpem. V téch riizni autofi naméfili primémé 11,1 mg/kg suSiny (Liu et al. 2010),
14,7 mg/kg susiny (Varga et al. 2013), 22,6 mg/kg susiny (Ficco et al. 2014a), 42,56 mg/kg
susiny (Garg et al. 2016), 69,3 mg/kg susiny (Syed Jaafar et al. 2013) a 72,5 mg/kg suSiny
(Abdel-Aal et al. 2006)

Na obsahu anthokyanii se vyznamné podili tada faktorG (environmentélni

podminky, péstebni technologie, agronomické parametry), které v disledku odlisné
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lokalizace v zrnu ovliviluji vyraznéji obsah anthokyanti v purpurovych nez v modrych
pSenicich (Abdel-Aal & Hucl 2003). Vyznamny vliv vnitinich i vnéjSich podminek na
obsah anthokyanii potvrzuji i Ficco et al. (2014a), kteti uvadi, ze vedle genotypu je nejvetsi
rozdil zptsoben vlivem ro¢niku a lokality. Brown et al. (2008) navic doplnuji, ze pii
hodnoceni vlivu lokality je pozorovan té¢z vyznamny efekt nadmotské vysky daného mista
a udava, ze se zvySujici se nadmoiskou vyskou troven syntézy anthokyant v pSenicném
zrnu roste. OvSsem Francavilla a Joye (2020) také upozoriuji, ze pripadné nizké hodnoty
anthokyanti detekované v purpurovych pSenicich mohou byt téz zkresleny horsi
extraktibilitou anthokyani z perikarpu oproti extraktibilit¢ anthokyanti z aleuronové vrstvy
u pSenic modrych. Vysokou variabilitu obsahu anthokyani v purpurovych pSenicich
doklada i prosté porovnani riznych experimentti analyzujicich obsah anthokyani v odridé
Konini. Napf. vroce 2006 bylo ve vzorku této odridy zaznamenano 3 810 mg/kg
v Kanadé (Abdel Aal et al. 2006), 25,4 mg/kg v Dansku v roce 2008 (Liu et al. 2010),
6,7 mg/kg v Mad’arsku v roce 2010 a 1,3 mg/kg tamtéz v roce 2011 (Varga et al. 2013).

4.2.3. Anthokyany pSenic s modrym zrnem

Dominantnim anthokyanem vSech modrych genotypii byl delfinidin-3-rutinosid,
ktery tvofil primérn€ 44,6 % sumy vSech identifikovanych anthokyanid. DalSimi analyty
byly delfinidin-3-glukosid, kyanidin-3-rutinosid a kyanidin-3-glukosid a petunidin-3-
glukosid. Ve vét§iné vzorkd byly anthokyany zastoupeny dle obsahu pfesné v tomto
pofadi, pouze 3 odridy a linie (AF Oxana, H 90-15-2 a Skorpion) obsahovaly vice
kyanidin-3-rutinosidu nez delfinidin-3-glukosidu. Dvé linie obsahovaly navic 1 malé
mnozstvi malvidin-3-glukosidu a tento anthokyan byl zaroven jedinym, ktery byl
identifikovan vyhradn€ v modrych pSenicich. AZ na tyto drobné vyjimky byl anthokyanovy
profil pSenic s modrym zrnem napfi¢ vSemi liniemi a odrlidami prakticky totozny. To
potvrzuji také vysledky jinych autorit (Abdel Aal et al. 2006; Knievel et al. 2009; Ficco et
al. 2014a), ktefi ve vSech analyzovanych odriidach shodné potvrdili bezvyhradni
pfitomnost 4 majoritnich anthokyan (delfinidin-3-rutinosid, delfinidin-3-glukosid,
kyanidin-3-rutinosid, kyanidin-3-glukosid). Také petunidin-3-glukosid (Abdel-Aal et al.
2006) a malvidin-3-glukosid (Ficco et al. 2014a) byly v n¢kterych odridach
identifikovany. Ddle byly v pSenicich s modrym zrnem popsdny i jiné minoritni
monoglykosidové anthokyany — napf. peonidin-3-arabinosid a peonidin-3-galaktosid
(Ficco et al. 2014a), malvidin-3-rutinosid a peonidin-3-rutinosid (Garg et al. 2016), které
ovSem v rdmci této prace nebyly pomoci UHPLC-MS sledovany. Vyjimkou byl peonidin-
3-galaktosid, ktery byl vramci disertatni prace pluvodné také sledovan a metoda
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UHPLC-MS pro n¢j byla rovnéz optimalizovana. Tento analyt vSak nebyl nikdy v zadném
vzorku identifikovdn, a tudiz byl z findlni metodiky pro zjednoduseni vyfazen. Genotyp
Sebesta Blue, ktery peonidin-3-galaktosid podle Ficco et al. (2014a) obsahuje, nebyl

v souboru vzorkl pro tuto praci pritomen.

Me¢fteni ukdzalo, ze jednotlivé odridy a linie jsou v obsahu anthokyanii velmi
variabilni. PSenice s modrym zrnem obsahovaly primémé 54,97 mg/kg suSiny sumy
monoglykosidi a 132,0 mg/kg suSiny celkovych anthokyanti. Pfi hodnoceni sumy
monoglykosidl obsahovala nejméné anthokyanti odrida AF Oxana (18,76 mg/kg susiny) a
nejvice linie V1 133-15 (75,82 mg/kg suSiny). V pfipadé¢ celkovych anthokyant byly
(68,90 mg/kg suliny) a nejvyssi v linii V1 131-15 (202,8 mg/kg suSiny). Tyto vysledky
jsou obdobné hodnotdm uvedenym v odborné literatufe, kde byly zaznamenany obsahy
celkovych anthokyanti 90,7 mg/kg suSiny (Knievel et al. 2009), 104,3 mg/kg susiny (Garg
et al. 2016), 118,4 mg/kg susiny (Ficco et al. 2014a) a 165,1 mg/kg susiny (Syed Jaafar et
al. 2013). Podobné¢ stanovili Abdel-Aal et al. (2016) v odrtidé Purendo 38 primérnou sumu
monoglykosidl 73,5 mg/kg suSiny. Tato odriida sice nebyla soucasti souboru pro analyzu
v této disertacni praci, nicméné jeji vysledky jsou v dobré shod¢ s jinymi vzorky v naSem
souboru. Za zminku také stoji fakt, Ze i u modrych genotypt (podobné jako u purpurovych)
uvadi odborna literatura odlisné hodnoty celkovych anthokyant, ov§em oproti purpurovym
pSenicim jsou hodnoty anthokyanli napfi¢ studiemi mnohem méné variabilni. To miize
potvrzovat domnénku autortt Abdel-Aal a Hucl (2003), Ze mira syntézy anthokyanti v zrnu
je u modrych genotypii méné ovlivnéna pisobenim vné&jSich podminek, nez je tomu u

purpurovych pSenic.

Celkové obsahovaly pSenice s modrym zrnem vyS$i mnozstvi anthokyanli nez
pSenice purpurové a cerné. Francavilla a Joye (2020) se domnivaji, Ze zvySeny obsah
anthokyanti v modrych pSenicich je disledkem lepsi stability diky jejich lokalizaci v zrnu.
Aleuronova vrstva je kryta n€kolika povrchovymi vrstvami, a je tedy 1épe chranéna pted
vlivy vnéjsiho prostfedi oproti perikarpu, v némz jsou uloZeny anthokyany purpurovych
pSenic. Vysokd variabilita v obsahu anthokyani je ovlivnéna environmentalnimi faktory
(Garg et al. 2016; Bohmdorfer et al. 2018), ale pravdépodobné také tzv. efektem genové
davky, ktery je u pSenic s modrym zrnem velice dobfe pozorovatelny, jak uvadi BureSova
et al. (2015). Tento jev je podminén poétem kopii genu pro syntézu anthokyant. Cim je
v genotypu obsazeno vice chromozdmi nesoucich tento gen, tim je vysledny efekt genu —
tedy intenzita barvy — vyssi. Odridy a linie, které maji ve svém genotypu pfitomen pouze
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jeden chromozom nesouci tento gen, maji zrno svétle modré barvy, zatimco disomie tohoto
chromozému se projevuje tmavé modrou barvou zrna. Je tedy mozné, ze zatimco linie
s vysokym obsahem anthokyanli (napt. V1 133-15 nebo Xiao Yian) prezentuji prave
disomicky kfizence, odridy s vyrazné niz§im obsahem anthokyanii (Skorpion nebo

AF Oxana) jsou naopak monosomicti kiizenci.

4.2.4. Anthokyany pSenic s ¢ernym zrnem

V ramci charakterizace odriid byly analyzovéany i anthokyanové profily nékolika
kifiZzenct pSenice s modrym a purpurovym zrnem (v praci oznacovany jako ¢erné pSenice).
Pro méfeni bylo pouzito celkem 12 linii ze 4 riznych plivodi (viz tab). U dvou linii
V1-208-17 a V1-122-17 byl zjistén vyrazné niz$i obsah anthokyanti nez u ostatnich linii,
0,115 a 0,304 mg/kg susiny oproti primeéru ostatnich linii 26,21 mg/kg susiny anthokyan.
Tyto dvé linie vSak zifejmé nelze povazovat za typické zastupce cernych pSenic. Od
ostatnich ¢ernych pSenic se totiz tyto linie liSily vyrazné svétlejsi barvou zrna a odliSnosti
anthokyanového profilu, ktery vtomto pfipadé¢ charakterem odpovidal purpurovym
pSenicim (obsazeny byl pouze kyanidin-3-glukosid a peonidin-3-glukosid). Je tedy
pravdépodobné, ze tyto linie kiizenim neziskaly geny pro modry aleuron a z genetického
hlediska by se tak spiSe fadily mezi pSenice s purpurovym zrnem. Pfitom napt. linie
V1-122-17 mé naprosto stejny ptivod (z kiizeni RU-440/Bohemia//Indigo/Bohemia) jako
linie V1-118-17, V2-11a-17 a V2-15a-17 a jako odrida AF Zora, které¢ naopak dosahly
vysokych obsahti anthokyanti. Tyto Ctyfi linie, na rozdil od V1-122-17, pravdépodobné

v ramci kiiZeni ziskaly geny jak pro modry aleuron, tak pro purpurovy perikarp.

S vyjimkou dvou odlisnych linii mély vSechny ostatni linie velmi podobny
anthokyanovy profil. Majoritnimi anthokyany byly v sestupném pofadi delfinidin-3-
glukosid, delfinidin-3-rutinosid a kyanidin-3-rutinosid. Mnohem méné byl zastoupen
kyanidin-3-glukosid a minoritni podil tvofily petunidin-3-glukosid a peonidin-3-glukosid.
Vsechny tyto anthokyany identifikovali v ¢ernych pSenicich také Garg et al. (2016), podle
kterych se zde mohou vyskytovat i malvidin-3-glukosid, malvidin-3-rutinosid, peonidin-3-
rutinosid a pelargonidin-3-glukosid. Tento anthokyanovy profil (zejména majoritni
analyty) odpovidd do urcité miry kombinaci profili modrych a purpurovych pSenic.
ObsazZené glykosidy delfinidinu jsou typickymi analyty modrych pSenic, zatimco pfitomny
peonidin-3-glukosid je naopak charakteristicky pouze pro purpurové odridy. Jedinym

vyznamnym rozdilem je pofadi dvou prvnich majoritnich analytii — ¢erné pSenice obsahuji
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vice delfinidin-3-glukosidu, zatimco modré pSenice maji vysSi obsah delfinidin-3-

rutinosidu.

Stejné jako v ptipad¢ purpurovych i modrych genotypil, byla také u ernych linii
zaznamendna vysoka variabilita v obsahu anthokyant. Obsah sumy monoglykosida byl (s
nejvyssi u odridy AF Zora, 38,69 mg/kg suSiny. Celkovych anthokyant obsahovala
nejméné linie V1-142-17 (48,36 mg/kg susiny) a nejvice linie V1-118-17 (78,80 mg/kg
suSiny). Obecn¢ obsahovaly pSenice s Cernym zrnem vice anthokyanii nez pSenice
purpurové, ale méné nez pSenice s modrym zrnem. V odborné literatufe doposud neni
mnoho zdroju, které by pojednavaly o ¢ernych pSenicich a byly nalezeny pouze 2 ¢lanky
zabyvajici se timto tématem. Garg et al. (2016) uvadi, Ze analyzované linie ¢ernych pSenic
mély ve vSech ptipadech vyssi primérny obsah anthokyant (170,8 mg/kg) nez pSenice
purpurové (42,56 mg/kg) i modré (104,3 mg/kg). VSechny tyto linie byly potomky cerné
donorové linie kiizené s dal§imi barevnymi typy. Bohmdorfer et al. (2018) ve vysledcich
uvedli stejny obecny trend. V ramci studie vSak kazdy barevny typ (purpurové, modra,
¢ernd) autofi rozdé€lili na 2 skupiny — svétlou a tmavou formu. Z podrobné&jsich vysledki
vyplyva, ze zatimco tmavé Cerné pSenice maji jednoznacné nejvyssi primérny obsah
anthokyanti (888,2 mg/kg), svétle cerné pSenice (421,4 mg/kg) maji nizs§i obsah
anthokyanli nez pSenice tmaveé modré (514,0 mg/kg). Z téchto vysledkll je ziejmé, zZe
pivod a zdédéna kombinace genll vyznamné ovliviluje barevny fenotyp resp. jeho
intenzitu. Oproti uvedenym studiim obsahovaly vSechny linie ¢ernych pSenic pouZzitych
v této praci mén¢ anthokyanti nez modré pSenice. Jelikoz vSechny tyto linie byly potomky
vzdy jednoho purpurového a jednoho modrého genotypu, muize tento fakt souviset
s genetickou segregaci a tzv. efektem genové davky (viz kap. 4.2.3.). V disledku toho
nemusi potomek ziskat kompletni sadu vSech alel a kopii daného genu pro syntézu

anthokyanti, ale pouze jejich ¢ast, ¢imz bude celkova fenotypova exprese barvy slabsi.

4.2.5. Vliv vybranych parametri na obsah anthokyanui

Jak jiz bylo opakované uvedeno, odborna literatura zminuje vliv riznych vnitinich
a vngjSich parametrii na miru syntézy anthokyanu v pSenicném zrnu. Pro ovéfeni vlivu
nekterych téchto parametri byl proveden dvoulety pokus, jehoz cilem bylo ovéfit vliv
genotypu, rocniku a péstebniho systému na obsah anthokyanii v pSenicich s barevnym
zrnem. V experimentu byly pouzity odridy AF Jumiko (Pp), PS Karkulka (Pp), AF Oxana

(Ba) a Skorpion (Ba). Vysledky uvedené v této praci jsou pouze dil¢im vystupem pokusu,
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ktery byl v plném rozsahu publikovan autory Zrckova et al. (2018). Obsahy anthokyant

byly hodnoceny spektrofotometrickou metodou a vysledky byly vyjadieny jako obsah

celkovych anthokyand (mg/kg susiny). Vysledky jsou uvedeny v tabulce (Tab. 12).

Tab. 12 Hodnoty celkovych anthokyanli (mg/kg suSiny) pro jednotlivé vzorky
z ekologického (EKO) a konvencni (KON) péstebniho systému v letech 2016 a 2017

odrady typ

2016

2017

EKO

KON

EKO

KON

AF Jumiko Pp
PS Karkulka Pp
AF Oxana Ba
Skorpion Ba

18,89 +2,502 b
3546 +1,993 ¢
48,84 +3,304 a
46,78 + 1,525 a

18,32 £ 0,667 b
26,35+1,357a
45,67+2,549 a
48,99 + 5,399 a

16,24+ 0,432 a
31,81 £ 0,468 b
102,3 +3,883 ¢
109,8 £2,946 b

22,50+0,591 ¢
33,76 £ 0,281 bc
95,66 + 1,362 b
114,8 +4,488 b

hodnoty v fadcich oznacené odlisSnymi pismeny jsou statisticky vyznamné odlisné

Jednotlivé odriidy se v obsahu anthokyanll vyrazné liSily. Jak jiz bylo uvedeno
diive, odriidy s purpurovym perikarpem obsahuji zpravidla niz§i obsahy anthokyant nez
odridy s modrym aleuronem, jak bylo ostatné€ potvrzeno i ve vyse uvedenych vysledcich v
této praci. Efekt genotypu byl statisticky vyznamny (p < 0,0001), ¢imz byla potvrzena

obecné vysoka variabilita v obsazich anthokyanii v jednotlivych genotypech.

Vliv ro€niku je dan zejména primérnou teplotou a thrnem srazek (Garg et al. 2016;
Bohmdorfer et al. 2018). Pfi srovnani podnebnych podminek byly oba ro¢niky ve
sledovaném obdobi teplotné nadprimérné, ptficemz mirné vyssi teplota (20,26 °C) byla
zaznamendna v prvnim roce experimentu (2016) oproti druhému roku 2017 (teplota
19,79 °C). V ptipad¢ Gthrnu srazek vsak byly mezi ro¢niky vyrazné rozdily. Rok 2016 byl
ve sledovaném obdobi srazkové vyrazné podprimérny (100,3 mm sraZzek oproti
dlouhodobému priméru 148,0 mm), zatimco rok 2017 byl naopak srazkoveé nadprimérny
(167,2 mm srazek). Vliv ro¢niku byl statisticky vyznamny (p < 0,0001), vyrazné rozdily v
primérmnych obsazich anthokyanli v obou letech zaznamenaly zejména modré odridy,
zatimco u purpurovych byl rozdil mezi roéniky minimalni. Celkové vySsi hodnoty byly
zaznamenany v roce 2017, ktery byl srazkoveé nadprimérny s mirné nizsi teplotou oproti
ptedchozimu roku. Tyto vysledky mohou byt vysvétleny pravé nizsi teplotou, kterd obecné
v rostlinach zvySuje syntézu anthokyanti (de Pascual-Teresa & Sanchez-Ballesta, 2008).
Jako statisticky vyznamny byl vyhodnocen i vliv interakce genotypu s ro¢nikem
(p <0,0001). Tyto vysledky potvrzuji také Abdel-Aal et al. (2016), kteti uvadi, ze obsah
anthokyanil je vyznamné ovlivnén nejen samotnym genotypem a ro¢nikem, ale také jejich

V této disertacni praci byl naopak
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zaznamenan vyraznéjsi vliv ro¢niku 1 kombinace genotyp x ro¢nik u modrych pSenic. Na
tomto misté je vSak nezbytné upozornit, ze vysledky uvedenych autorti pochazi z Kanady,
a mohou tak byt ddny vyrazn¢ odlisSnymi podminkami lokality nez tomu bylo u vzorka

vypéstovanych v Ceské republice.

Vyznamny vliv péstebniho systému na syntézu anthokyani nebyl potvrzen
(p =0,4915). To je v rozporu s meta-analyzou Baranski et al. (2014), kteti prokazali, ze
organicky péstované plodiny obsahuji zpravidla vyssi obsahy anthokyanii. Tento efekt je
patrny zejména v piipadé ovoce a zeleniny, zatimco u pSenice se odliSnosti mezi
péstebnimi systémy projevit nemusi (Almuayrifi 2013). I v pfipadé experimentu v této
praci lIze mezi vzorky z obou péstebnich systémii pozorovat dil¢i rozdily. V roce 2016,
ktery byl pro syntézu anthokyanli méné ptiznivy, byl rozdil v ekologické a konvenéni
produkci pozorovan pouze u odridy PS Karkulka, pfi¢emz vzorek pochazejici z
ekologického péstebniho systému mél signifikantné vyssi obsah anthokyand (o 34,6 %).
Mirn¢ zvyseny obsah anthokyanii byl pozorovan i u odridy AF Oxana, tento rozdil vSak
nebyl statisticky vyznamny. Jinak tomu vSak bylo v roce 2017, ktery byl charakterizovédn
ptiznivéjSimi podminkami pro syntézu anthokyanl v pSeni¢ném zrnu. V tomto ro¢niku se
ekologicky péstebni systém pozitivné projevil na obsahu anthokyanii u odridy AF Oxana
(0 6,94 % nez u konvencni varianty), ovSem zaroveil byl pozorovan i pozitivni efekt
konvenéniho péstovani u odrid AF Jumiko (obsah anthokyanli vyssi o 28,5 %) a Skorpion
(rozdil o 4,62 %). Je tedy patrné, Ze péstebni systém ma pravdépodobné rlizné ucinky na
odlisné odridy a ze v tomto ohledu muze hrat roli také interakce s rocnikem, ani jeden z
téchto efektd vSak pfi statistickém hodnoceni nebyl vyznamny (genotyp x systém

p = 0,0993; systém X ro¢nik p = 0,6938; genotyp x systém x ro¢nik p = 0,2570).

Vysledky ukézaly, ze syntéza a kumulace, resp. celkovy obsah anthokyani
v pSeni¢ném zrnu je vyznamné ovlivnén genotypem a ro¢nikem. Naopak vliv péstebniho
systétmu (ve smyslu pozitivniho efektu ekologického produkéniho systému) potvrzen
nebyl. DalSi parametry s potencidlnim vlivem na obsah anthokyanii (vliv lokality, vyZivy

apod.) v rdmci této prace hodnoceny nebyly.

4.2.6. Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Antioxidac¢ni aktivita pomoci metody DPPH byla stanovena u vSech genotypt
hodnocenych v této préci z hlediska obsahu anthokyanli a pro porovnani také u dalSich
barevnych typi pSenice bez obsahu anthokyanii — jednalo se o typ bily (bez obsahu

barevnych latek), cCerveny (standardni zbarveni) a zluty (se zvySenym obsahem
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karotenoida). Celkové bylo do pokusu stanoveni antioxida¢ni aktivity (AOX) zahrnuto
celkem 41 genotypt — 1 bily, 5 Cervenych, 4 zluté, 9 purpurovych, 10 modrych a
12 ¢ernych. Vysledky méfeni pro jednotlivé genotypy uvadi Tab. 13, jejich souhrn a pro
lepsi porovnani s odbornou literaturou i piepocet hodnot na procentualni ubytek DPPH

radikalu uvadi Tab. 14.

Tab. 13 Antioxidacni aktivita riznych genotypl pSenice stanovenych metodou DPPH

AOX DPPH AOX DPPH
genotyp typ (mg Troloxu/ genotyp typ (mg Troloxu/
kg susiny) kg susiny)
Novosibirskaya 67 W 202,7 £ 1,534 Xiao Yian Ba 201,4 + 0,166
Annie R 133,1+£0,663 UC 66049 Ba 203,2 + 3,461
Rebell R 163,3+0,550 Aoi Yu Ba 204,4 £ 0,951
Julie R 170,6 £ 0,285 Skorpion Ba 205,1 £ 0,870
Vanessa R  188,2+0,286 V1 133-15 Ba 216,0 £ 2,296
Bohemia R 186,1 +£2,097 | Tschermaks B. Ba 2243 +£0,182
Bona Vita Ye 142,9+0,288 AF Oxana Ba 2247 1,767
V3-109-18 Ye 179,9+0,428 V1 131-15 Ba 225,4 £ 0,404
Citrus Ye 188,7+0,890 H 90-15-2 Ba 254,5 £ 1,627
TA 4024 Ye 247,1+0412 EF02-54/9 Ba 267,0 £ 0,189
Purple Pp 174,2+0,108 VI1-118-17 Ba+Pp 196,5 £ 0,457
Rosso Pp 192,3+1,244 V1-208-17 Ba+Pp 197,4+0,231
RU 687-12 Pp  202,5+0,300 V1-122-17 Ba+Pp 201,7 £0,653
PS Karkulka Pp 206,6 £0,212 V1-129-17 Ba+Pp 211,9+0,137
ANK-28B Pp 210,4+0,929 V2-15a-17 Ba+Pp 212,9 + 0,664
Konini Pp 211,1+£0,676 AF Zora Ba+Pp 2129 £0,933
ANK-28A Pp 215,8+0,725 V1-145-17 Ba+Pp 218,2 +0,498
AF Jumiko Pp 231,6+1,139 V1-143-17 Ba+Pp 219,3+£0,494
Purple Feed Pp  240,6 £ 1,041 V2-11a-17 Ba+Pp 221,2+0,097
V1-142-17 Ba+Pp 225,0+0,116
V1-144-17 Ba+Pp 225,741,052
V1-130-17 Ba+Pp 229,7+0,748
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Tab. 14 Souhrnné porovnani praimérné hodnoty AOX u jednotlivych barevnych typt

prumérna hodnota AOX pramérna hodnota AOX

barevny typ  oznaceni )
(mg Troloxu/kg susiny) (jako % redukce DPPH)

bila* W 202,8 £ 1,534 39,6
cervené R 168,3 +£2,276 35,9
zluté Ye 189,4 + 4,144 36,2
purpurové Pp 209,5 + 1,997 38,3
modré Ba 228,0 £2,908 39,2
cerné Ba+Pp 214,5 £ 0,499 39,8

* jedna se o vysledky jediné odridy, vice bilych genotypt nebylo k dispozici

Z vysledkll je patrné, Ze jednotlivé barevné genotypy dosahuji odlisné AOX.
Nejnizs$i hodnota (168,3 mg Troloxu/kg suSiny) byla zaznamendna u cCerveného typu,
kterému odpovidaji b&Zné konvenéni odridy psenice s okrovym zbarvenim zrna. Zluté
genotypy se zvySenym obsahem karotenoidi mély hodnotu AOX vyssi (189,4 mg
Troloxu/kg sus$iny) stejné jako jedind odrida bilého typu (202,8 mg Troloxu/kg suSiny).
Barevné typy s obsahem anthokyant se v hodnotach AOX také lisily a celkové dosahovaly
vyssich hodnot AOX nez barevné typy bez obsahu anthokyand. Hodnota AOX se mirné
zvySovala v fadé: purpurové < ¢erné < modré genotypy (konkrétné 209,5 < 214,5 < 228,0
mg Troloxu/kg su$iny). Rozdily mezi nimi vSak byly relativné nizké a jejich statisticky
vyznamnd odli$nost nebyla prokdzana (p = 0,0825) vzhledem k vysoké mezigenotypové
variabilit¢ v hodnotaich AOX. Nicméné vSechny typy s obsahem anthokyand souhrnné
dosahovaly statisticky vyznamné vys$si hodnoty AOX nez souhrnné genotypy bez obsahu
anthokyant (souhrnné p = 0,0385, konkrétné p = 0,0052 pro Pp, p = 0,0001 pro Baap =
0,0009 pro BatPp). Tyto vysledky tedy poukazuji na fakt, ze na rozdil od bé&zné
dostupnych odrid pSenice predstavuji genotypy psSenic s obsahem anthokyanii zdroj

zdravotné prospé$nych latek, a 1ze je tak oznacit za produkt s pfidanou nutricni hodnotou.

Hodnoty AOX v této préci byly ekvivalentem 133 — 267 mg Troloxu/kg suSiny.
Podobné hodnoty zaznamenali ve svych pokusech i Brandolini et al. (2013) (138 mg
Troloxu/kg suSiny u pSenice bez barevného zrna) nebo Yu a Beta (2015) (317 mg
Troloxu/kg suSiny u pSenice s barevnym zrnem), zatimco jini autofi zaznamenali hodnoty
AOX vyrazné vyssi (viz dale). Pro porovnani vysledkl s vice autory byly vzaty v potaz
také studie uvadéjici AOX jako procentualni pokles DPPH. Igbal et al. (2007) uvedli u
riznych genotypi s purpurovym perikarpem redukci 24 — 48 % DPPH, podobné jako
Abdel-Aal et al. (2016), ktefi pozorovali 44 — 51 % poklesu DPPH. Tyto hodnoty jsou
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v dobré shodé¢ a AOX stanovené v této préci, kdy hodnoty redukce DPPH odpovidaly
souhrnné 36 — 40 %.

Hodnoceni antioxidacni aktivity pomoci DPPH se vénuje fada odbornych
publikaci, jednotlivi autofi vSak dochazi k vyrazné odliSnym hodnotam. P#i hodnoceni
vzorkli konvenénich druhii pSenic s Cervenym zrnem byla zaznamendna AOX (jako mg
Troloxu/kg suSiny) v tadech st, napt. 300,0 (Yilmaz et al. 2015), tisic, napt. 2500
(Fogarasi et al. 2015) 1 desetitisict, napt. 27 532 (Mazzoncini et al. 2015). Podobné se
hodnoty antioxida¢ni aktivity 1i8i 1 ve studiich s barevnymi genotypy pSenice. U genotypil
s purpurovym zrnem rozdilné zaznamenali Yu a Beta (2015) 317 mg Troloxu/kg suSiny,
Abdel-Aal et al. (2018) 775 mg Troloxu/kg suSiny, Liu et al. (2010) az 2144 mg
Troloxu/kg suSiny a Saini et al. (2020) az 10 286 mg Troloxu/kg suSiny. Je nezbytné
podotknout, ze vSechny uvedené vysledky se tykaji vyhradné stanoveni antioxidacni
aktivity pomoci DPPH s vyjadfenim vysledki jako ekvivalent Troloxu, vysledky jinych
antioxida¢nich metod (ABTS, ORAC apod.) nebo vysledky piepoctené na jiny standard
(kyselina askorbovd, BHT apod.) nebyly briany v potaz. Je vysoce pravdépodobné, ze
v téchto rozdilech hraje roli jednak variabilita vzorkl, ale zfejmé také urcité rozdily
v metodikdch. Jak upozornili Mishra et al. (2012), metoda s pouzitim DPPH je zatizena
nepiesnosti pii nevhodném nastaveni urcitych parametrt. Vyznamnym parametrem
ovliviiuyjicim vysledky této metody je rozpoustédlo, v némz reakce antioxidantu
s radikdlem probiha, nebot’ jeden antioxidant miZe vykazovat rliznou kinetiku redukce
DPPH v roztoku methanolu, ethanolu nebo v prostfedi s obsahem vody. Schaich et al.
(2015) dodava, ze ptitomnost vody usnadiuje pienos vodikového radikalu, a reakci
vedouci k redukci DPPH tak vyznamné urychluje. Stejné tak se mohou vysledky liSit pii
riznych koncentracich DPPH a antioxidantu, jelikoz kinetika reakce se pii jinych
relativnich pomérech antioxidantu a DPPH muiiZze ménit. Vysledky jsou také ovlivnény
Casem, po némz je odecten vysledek redukce DPPH bez ohledu na to, zda reakce jesté
probihd. Zatimco pro n¢které typy antioxidantl jsou vhodné studie sledujici miru redukce
DPPH v kratkém case (napf. 2 min pro tzv. rychlé antioxidanty), jiné molekuly reaguji
pomaleji a vysledky je vhodné pozorovat v delSim ¢ase (20 ¢1 60 min) (Mishra et al. 2015).
Problém také muze predstavovat pfitomnost kyseliny v extraktu vzorku, nebot’ uvolnény
H" z kyseliny interaguje s DPPH, a mliZe tak zpUsobit fale$né pozitivni vysledek. Pfidavek
kyseliny navic ovlivituje také pH roztoku, s nimz se mtize ménit i rychlost redukce DPPH
(Schaich et al. 2015). Popsana uskali metody DPPH mohou alespoii ¢aste¢né vysvétlovat

velkeé rozdily ve zjiSténé antioxidacni aktivité vzorki pSenic s barevnym zrnem.
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Z tohoto diivodu byla metoda s pouzitim DPPH optimalizovana tak, aby dochézelo
pfipravné fazi experimentu byla vénovadna pozornost zejména pouzitému rozpoustédlu,
optimalnimu ¢asu reakce a poméru koncentrace DPPH a antioxidantti ve vzorku (vysledky
nejsou uvedeny). Jako rozpoustédlo byl zvolen ¢isty methanol, ktery méa dobrou extrakcni
ucinnost pro ziskdni anthokyanli z matrice a zaroven se v ném radikdl DPPH dobfe
rozpousti. Cisty methanol byl pfitom alternativou methanolu s piidavkem HCI, ktery byl
pro pouziti v této metod€ zvolen primarné, ovSem 1 minimdlni ptitomnosti HCI (0,01 %
v roztoku) vedla k vyznamné redukci radikalu a zpisobovala faleSné pozitivni vysledky.
Pro volbu optimalniho ¢asu reakce byl proveden pokus s kontinudlnim sledovanim dbytku
absorbance roztoku DPPH v ¢ase. Jako optimalni byla vyhodnocena doba trvani reakce
20 min. Po tomto ¢ase jiz byly rozdily v poklesu absorbance minimalni, zatimco kratsi
¢asy sledovani vysledku (napf. 2 a 10 min) byly pro maximéalni poklesy absorbance pfilis
kratké. Pomér objemu roztoku DPPH a objemu ptidavaného extraktu byl zvolen empiricky

tak, aby se vysledny pokles absorbance DPPH pohyboval v rozmezi 25 — 75 %.

I pfes vyznamné odlisné absolutni hodnoty AOX pSenic s barevnym zrnem se
vétSina autortt shoduje v tvrzeni, ze pSenice s barevnym zrnem dosahly vyssi hodnoty
AOX nez genotypy bez obsahu anthokyant. Vyssi hodnotu AOX u purpurovych pSenic
oproti bilym, cervenym a zlutym genotypiim uvedli Abdel-Aal et al. (2016), zaroven vSak
pozorovali, ze pti prodlouzeni ¢asu reakce z 10 na 30 min dochdzi k vyrovnani hodnot
AOX — to autofi odivodnuji efektem pomaleji plsobicich antioxidanti — zejména
fenolickych kyselin, které podle nich reaguji pomaleji nez anthokyany. Liu et al. (2010)
AOX mély cervené pSenice (1621 mg Troloxu/kg suSiny), o trochu vyssi bilé pSenice
(1674 mg Troloxu/kg suSiny) a nejvyssi pSenice purpurové (1934 mg Troloxu/kg suSiny).
Vyssi hodnoty AOX purpurovych oproti ¢ervenym pSenicim popsali také Li et al. (2007),
Pasqualone et al. (2015) a Yu a Beta (2015). U vice barevnych genotypli zkoumali rozdily
v AOX Sharma et al. (2018), ktefi pozorovali snizenou hodnotu AOX u bilych pSenic
(2 352 mg Troloxu/kg susiny), podobné hodnoty AOX u purpurovych a modrych pSenic
(3641 resp. 3 441 mg Troloxu/kg suSiny) a vys$i hodnoty AOX u Cernych pSenic
(3892 mg Troloxu/kg susiny).

Vedle konkrétni miry antioxidaéni aktivity byla také hodnocena korelace mezi
hodnotou AOX a mnozstvim obsazenych celkovych anthokyant. I pfes jasnou vizualni

souvislost pozorovanou ve vysledcich byla potvrzena pouze nizkd mira korelace mezi
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hodnotami AOX a obsahem anthokyanii — konkrétné r = 0,4749 pro celkové anthokyany
stanovené spektrofotometricky a r = 0,3961 pro sumu monoglykosidii stanovenych
UHPLC-MS. I pfes jednoznacny trend patrny z primérnych hodnot AOX pro jednotlivé
barevné typy se v tomto vysledku s nejvétsi pravdépodobnosti odrazila relativné vysoka
variabilita vysledkli v rdmci jednotlivych barevnych typu. Tyto vysledky jsou ve shod¢
s vétSinou odborné literatury, avSak hodnoty korelace jsou nizsi, nez uvadi nékteré literarni
zdroje — napt. Yilmaz et al. (2015) uvadi ve vzorcich pSenice korelaci mezi anthokyany a
hodnotou AOX stanovenou DPPH r = 0,68. S pozitivni korelaci anthokyant s antioxida¢ni
aktivitou v barevnych genotypech pSenice souhlasi i Hu et al. (2007), Abdel-Aal et al.
(2008) a Li et al. (2015), podobné¢ jako tuto korelaci potvrdili Catena et al. (2019) v ryzi
s barevnym zrnem a Takahata et al. (2011) v bramboréach s barevnou duzninou. Na druhou
stranu Li et al. (2007) neshledali Zadny rozdil v AOX v porovnani konvenéni a purpurové
pSenice, stejn¢ jako Shao et al. (2014), ktefi porovnavali genotypy ryze s a bez obsahu

anthokyan.

Vysledky tedy napovidaji, Ze byt obsah anthokyanii pozitivné ovliviiuje miru
antioxidacni aktivity, podili se na této hodnoté i dalSi nezdvislé parametry. Tim jsou
zejména fenolické resp. polyfenolické latky, které ptedstavuji skupinu vyznamnych
rostlinnych antioxidantti (Bobo-Garcia et al. 2015). Podil obsahu fenolickych resp.
polyfenolickych latek na celkové antioxidacni aktivité pSenic s barevnym zrnem potvrzuji
Hu et al. (2007), Liu et al. (2010) a IvaniSova et al. (2014), ktefi dokonce uvadi vysokou
miru korelace AOX s celkovymi polyfenoly (r = 0,87). Podil fenolickych latek na
antioxidac¢ni aktivité byl potvrzen také v ryzi (Surh & Koh 2014) a v je¢meni, kde popsana
korelace dosahla dokonce hodnoty 0,94. Tyto vysledky tedy jednoznaéné poukazuji na
fakt, Ze vedle obsahu anthokyanii je antioxidacni aktivita pSenic ovlivnéna zejména
obsahem fenolickych latek, coz ostatné potvrdila 1 diivejsi studie souvisejici s touto
disertacni praci, kde byla v riiznych druzich obilovin (mimo jiné i v genotypech pSenice
s barevnym zrnem) potvrzena vysokd mira korelace AOX s obsahem celkovych polyfenold
(r =0,93) (ElidSova & Paznocht, 2015). Hu et al. (2007) navic uvadi, ze kromé fenolickych
latek se na antioxidac¢ni aktivit€¢ mohou podilet také karotenoidy a tokoferoly. Nicméné bez
ohledu na podil jednotlivych typl sloucenin na antioxida¢ni aktivit¢ pSenic s barevnym
zrnem lze souhrnné konstatovat, ze barevné genotypy pSenic piedstavuji obiloviny

s obsahem nutri¢né hodnotnych antioxidantt.
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4.3. Zmény anthokyanii vlivem skladovani

Dil¢im cilem disertacni prace bylo sledovani ubytku obsahu anthokyanti v zrnu
barevnych psSenic v delSim casovém useku. Zamérem pokusu bylo posoudit vhodnost
barevnych psenic pro dlouhodobé skladovani. Ubytek byl sledovan po dobu 24 mésici,
prvnich 6 méfeni bylo provedeno po mésici a zbytek méfeni potom v 3mési¢nich
intervalech. Pro pokus byly pouzity 4 genotypy: AF Jumiko (Pp), Konini (Pp), UC 66049
(Ba) a V1 131-15 (Ba). Cerné linie pSenic do pokusu nebyly zafazeny, nebot’ tou dobou
nebyly jejich vzorky jest¢ kdispozici. Anthokyany byly kvantifikoviny pouze
spektrofotometricky a vyjadieny jako ekvivalent kyanidin-3-glukosidu (mg/kg susSiny).
Pivodné byly anthokyany soubézné analyzovany téz pomoci UHPLC-MS, ovsem béhem
celé doby sledovani byl pfistroj opakované mimo provoz, data pro posouzeni vlivu
skladovéani byla tudiZz nekompletni, a do findlniho hodnoceni proto nebyla zahrnuta.

Tab. 15 uvadi hodnoty obsahu celkovych anthokyant vzdy jako primér ze 3 opakovani.

Tab. 15 Primérné obsahy anthokyanti (mg/kg susiny) v jednotlivych mésicich skladovani

mésic AF Jumiko Konini V1131-15 UC 66049

I 21,10£0,173a  33,53+0,386a 111,7+0,892a 101,7+ 1,940 a
IL. 17,18+£0,059b  25,15+0,585bH  98,10+3,387bH 87,68 +1,635b
III. 11,40 £ 0,534 ¢ 18,41 £0,324¢  89,65+3,808¢c  77,02+1,857 ¢
Iv. 13,55+0,266d 18,89 +0,042¢  98,79+3,156b 78,59 £0,423 ¢
V. 13,29+0,284d 20,06 +0,465d 109,2+4,596a 95,17 +1,140d
VL 15,05+0,398¢e¢  20,27+£0,326d 102,9+5,696ab 81,27+3,115¢
IX. 13,45+0,043d 18,90 +0,237 ¢ 1143+£3943a 91,38 £4,542 bd
XII. 14,63 £0,608 de  21,99+0,310¢ 105,5+3,957b 95,87 +0,575 bd
XV. 12,18 £ 0,447 ¢ 18,36 £0,215¢ 92,68 +2,767¢ 80,41 + 1,681 ¢
XVIIL 9,771 £ 0,521 f 15,070,096 f 7791+1,628d 69,15+£2519¢
XXI. 12,63 +0,351 cd 16,21 +0,117fg  75,44+1965d 73,15+1,487 e
XXIV. 11,41 +0,388 ¢ 17,11+£0,263cg  7825+2,143d  71,54+1958¢

hodnoty v jednotlivych sloupcich oznacené odliSnymi pismeny jsou statisticky vyznamné odlisné

V Grafu 1 jsou zndzornény zmény v obsahu anthokyanii v relativnich hodnotéich.
Barevné linky v grafu znazoriuji pribéh absolutnich hodnot kyanidin-3-glukosidu (mg/kg
suSiny) a cCisla popisujici jednotlivé body vyjadiuji primérnou procentudlni hodnotu
daného obsahu vztazenou k prvnimu méfeni (100 %). VSechny uvedené hodnoty

odpovidaji priméru ze 3 opakovani.
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Graf 1 Zména obsahu anthokyant v pribéhu skladovéani
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U vSech genotypl byl v porovnani za¢atku a konce pokusu pozorovan statisticky
vyznamny ubytek anthokyanii v Case, ani v jednom ptipadé vsak tbytek anthokyand nebyl
linearni. U vSech odrid byl pozorovan vyznamny pokles anthokyanti v pocatecni fazi
pokusu (béhem prvnich 3 mésicil), ktery byl nasledovan jejich postupnym naristem a ve
findlni ¢asti pokusu jejich opetovnym poklesem. Docasny narist obsahu anthokyani byl
pozorovan od 3. do 9. nebo 12. mésice, pak zacal obsah anthokyanii opét klesat a v 15.
meésici méfeni byl obsah anthokyant prakticky roven obsahu ve 3. mésici. Nejnizsi obsahy
anthokyanii v jednotlivych genotypech byly pozorovany az v zavérecné fazi pokusu (v 18.
popt. 21. mésici). Do 3. mésice po zacatku méfeni byl zarovenn pozorovan narist podilu
suSiny nasledovany mirnou fluktuaci. Zmény v hodnoté suSiny v zadném z ptipadt

A4

nepiesahly 1,5 % (ve srovnani nejnizsi a nejvyssi hodnoty pro jednotlivé odridy).

U modrych linii pSenice byla pozorovana vyraznéjsi fluktuace obsahu anthokyan,
ovSem niz$i relativni dbytek v porovnani s pSenicemi purpurovymi. Ob&€ modré linie mély
velmi podobny pribéh zmén obsahu anthokyant, ktery klesal téméf linearné az do 3.
mésice a od 3. do 9. — 12. mésice naopak nartistal (s vyjimkou méfeni v 6. mésici, kdy byl
zaznamenan snizeny obsah anthokyantl). V jednom ptipadé byl dokonce naméfen vyssi
obsah anthokyant nez byla jejich vychozi hodnota (tato hodnota vSak nebyla statisticky
odlisna od 100 %). V poslednich 3 méfenich (od 18. do 24. mésice) byla fluktuace obsahu
anthokyanii uz pouze nepatrnd. Kone¢ny obsah anthokyanti po 24 mésicich méfeni byl u
obou linii prakticky shodny — 70,3 % pivodniho obsahu anthokyant. U purpurovych

pSenic byl pozorovan vyssi relativni ubytek anthokyanii s méné vyraznou fluktuaci hodnot,
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ale s vyrazn¢j$Sim pocatecnim poklesem nez u pSenic modrych. Linedrnim ubytkem doslo
ke snizeni obsahu anthokyanti na 54,0 — 54,9 % ptivodniho obsahu anthokyanti v prvnich 3
mesicich, poté zacal obsah anthokyanti opét nartstat a to az do 12. mésice, kdy byl nartst
vystiidan opétovnym linedarnim poklesem. Kone¢ny obsah anthokyani po 24 mésicich

skladovani dosdhl 51,0 a 54,1 % ptivodniho obsahu anthokyant.

Pro porovnani vysledkii pokusu s odbornou literaturou byl nalezen pouze jeden
obdobny experiment, ktery sledoval degradaci anthokyant v obilkach ryze s purpurovym
perikarpem skladované pii 25 °C. Po prvnim mésici skladovani byl zaznamenéan pokles
obsahu anthokyanti na 82,5 % ptvodni hodnoty a po 6 meésicich skladovani ¢inil obsah
anthokyanti 78,9 % jejich plvodniho obsahu (Yamuangmorn et al. 2018). Podobné
hodnoty degradace anthokyanli byly zaznamenany v experimentu sledujicim nezpracovana
semena s6ji skladované pii 25 °C. Obsah anthokyani po 2 mésicich skladovani Cinil
86,4 —90,1 % a po 6 mesicich skladovani 82,7 — 87,6 % ptvodniho obsahu anthokyanti
(Wang et al. 2010). Oba uvedené experimenty prokdzaly v celych zrnech ¢i semenech
skladovanych pifi pokojové teplot€¢ postupny ubytek anthokyanli, ktery dosahoval
podobnych hodnot, jako uvadi vysledky této disertaéni prace. Ani jeden z uvedenych
experimentll nezaznamenal v pribéhu skladovani fluktuaci v obsahu anthokyant, ale
vzhledem k designu obou pokusti (pouze 2 méfeni obsahu anthokyani béhem doby

skladovani) nelze ptipadné vykyvy v obsahu anthokyant vyloucit.

Nartst obsahu anthokyanti béhem skladovani byl pozorovan v nékterych pokusech
pfi skladovani brambor s barevnou duzninou. Napiiklad Hamouz et al. (2018) popsali pfi
6mésicnim skladovani brambor ve 4 °C nejen zhruba pokles 30 % obsahu anthokyantl, ale
zaroven 1 vyznamny narist obsahu anthokyanti (az o 77 %) v nékterych odradach. Podle
autorti se obsah anthokyant pii poskliziiovém uskladnéni zvySuje diky biosyntéze. To
potvrzuji také Carmona et al. (2017), kteti popsali poskliziiovou biosyntézu anthokyanti u
pomerancl skladovanych v chladu (9 °C). Autofi uvadi, Ze nizké teploty indukuji tvorbu
enzymu biosyntetické drahy anthokyanli. Tomu odpovidad i obecné¢ znamy fakt, Ze stres
nizkymi teplotami zvySuje tvorbu anthokyani v raznych Céastech rostliny ziejmé jako
obranny mechanismus (Ahmed et al. 2015). Je vSak otazkou, zda mlzZe byt nartst obsahu
anthokyanii pfi skladovani v této praci dan zvySenou biosyntézou. Ta by totiZ musela byt

indukovana i za vyrazné vyssi teploty (20 °C) nez bylo popsano v uvedenych pracich.

Naruast obsahu anthokyanti v§ak muize souviset také s polymeraci a kopigmentaci

barviv, jak popsali napt. Eiro a Heinonen (2002), Stavek et al. (2006) nebo Tiirkyilmaz a

vvvvvv

65



intenzivnéj§i barvu, poskytuji vysSi absorbanci a jsou stabilnéjSi nez prosté
monoglykosidy anthokyanti (Eiro & Heinonen, 2002). Mira hyperchromniho efektu u
vznikajicich kopigmentl je ddna mimo jiné koncentraci latek interagujicich s anthokyany
(zejména fenolickymi kyselinami), pfiCemz ¢im vyssi je koncentrace téchto latek, tim je
hyperchromni efekt vyraznéjsi (Markovi¢ et al. 2005). Stavek et al. (2006) uvadi, ze
polymerace a kopigmentace je velmi dilezitd pfi stafeni vina, kdy pfi jeho skladovani
dochdzi k rozvoji zminénych sloucenin, a tim se zintenzivituje barva vina. Tiirkyllmaz a
Ozkan (2012) popsali polymeraci anthokyanti pfi skladovani koncentratu z derné mrkve.
Obsah polymerovanych barviv se v prubéhu skladovani zvySoval, zatimco obsah

jednoduchych anthokyanii se imérné tomu snizoval.

Nelze tedy vyloucit, ze zvySovani absorbance v popsaném skladovacim pokusu
neodrazelo zvysujici se obsah anthokyanii, ale pouze tvorbu intenzivnéji barevnych
sloucenin. V takovém ptipadé pfitomnost polymert a kopigmentd anthokyanti mize do
ur¢ité miry maskovat skute¢ny tbytek jednoduchych anthokyani. Pribéh kiivky obsahu
anthokyanti pii skladovani by pak mohl byt interpretovan nasledovné: V pocatecni fazi
skladovani (prvni 3 mésice) dochdzelo k linedrnimu ubytku obsahu anthokyani. V obdobi
od 3. do 12. mésice absorbance extrakti vzrostla, coz mohlo byt zplsobeno tvorbou
produktii polymerace a kopigmentace anthokyanti. Od 12. mésice hodnota absorbance
zacala opét klesat, bud’ v dusledku postupného ubytku téchto latek nebo vlivem degradace

zbylych jednoduchych anthokyani.

Skladovaci pokus poukazal na vyznamny ubytek anthokyant v celém zrnu pSenice
v dlouhodobém m¢éftitku. Na druhou stranu i po 24 mésicich skladovani si pSenice
zachovala vyznamny podil obsahu anthokyanti (zhruba 50 % u purpurovych a 70 % u
modrych pSenic). Z hlediska obsahu anthokyanti by bylo nejvyhodnéjsi zacit pSenici
zpracovavat co nejdiive po sklizni, v praxi vSak toto neni mozné. PSenice z nové sklizné se
béZné zacind pouzivat aZz zhruba 3 mésice po sklizni, nebot’” do té doby prochézi
poskliziovym dozradvanim, které zvySuje technologickou kvalitu bilkovin (Faméra, 2019,
pers. comm.). Bohuzel vSak pravé v tomto obdobi je ubytek anthokyant nejvyssi. Pro
praktické ucely tedy lze doporucit vybér odriad s vysokym obsahem anthokyani, v nichz 1
po pocatecnim ubytku zlstane obsazeno jesté¢ dostate¢né mnozstvi anthokyanti. Také lze
doporucit zpracovani pSenic v obdobi mezi 5. a 12. mésicem skladovéni, kdy nedochazi
k vyznamné degradaci barviv a zaroven neodkladat zpracovani do doby po 12. mésici, kdy

se prokazateln¢ obsah anthokyanli op€t zacina sniZovat.
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4.4. Zmény anthokyani vlivem zpracovani

Nizkou stabilitu anthokyanti pii zpracovani popsala fada autorti (napi. Brownmiller
et al. 2008; Mulinacci et al. 2008; Loypimai et al. 2016; Volden et al. 2018). Nejvice

citlivé jsou anthokyany na pfitomnost kysliku, svétla, kovovych iontl a na vyssi teploty.

Z hlediska disertacni prace je vyznamna predevsim otazka vlivu tepelné ipravy na
degradaci anthokyanti — vzhledem k faktu, Ze obiloviny pro lidskou spottebu vyzaduji pied
konzumaci tepelnou upravu. Proto bylo dal§im cilem vyzkumu popsat vliv piisobeni
vysokych teplot na obsah anthokyant v pSenici. V potaz byly vzaty rizné typy tepelnych
uprav, kromé nejbéznéjSiho peCeni také vareni, extruze a pufovéani. Tyto dpravy se
vzajemné 1iSi vysi piisobici teploty, dobou jejiho plsobeni a vlhkosti prostiedi resp.
materialu pfi zpracovani. Zamérem experimentil bylo popsat vliv jednotlivych tepelnych
uprav, vzajemng¢ je porovnat a na zakladé toho vytipovat nejvhodnéjsi typ tepelné tpravy,

popft. nejvhodnéjsi genotypy pro tyto ucely.

Pro zpracovéani byly vybrany genotypy pSenic s purpurovym a modrym zrnem.
Nejmensi soubor (3 purpurové a 2 modré psenice) byl zastoupen v pekarském pokusu,
fazich zpracovani zrna. Néasledujici pokusy (vafeni, extruze, pufovani) byly v provedeni
jednodussi, (obsah anthokyant byl sledovan pouze na zafatku a po provedeni tepelné
upravy) a provedeny byly v del§im casovém odstupu, béhem kterého bylo rozhodnuto o
rozSiteni sledované¢ho souboru (na 4 purpurové a 3 modré pSenice). K pokusu pufovani
byla navic pfidana ¢erné pSenice, jejiz vzorky nebyly pro diivEjsi experimenty k dispozici.
Zmény anthokyanii vlivem zpracovdni byly stanoveny jak UHPLC-MS metodou, tak
spektrofotometricky. Spektrofotometrickou metodou byl kvantifikovan obsah vSech
extrahovatelnych anthokyant, zatimco metoda UHPLC-MS identifikovala a kvantifikovala
pouze vybrané monoglykosidy. Porovndnim vysledkii z obou metod bylo zjistovano, jak

se 1181 degradace vSech forem anthokyanti vii¢i jednotlivym monoglykosidim.

4.4.1. Peceni

Pro pekaisky pokus byly pouzity genotypy AF Jumiko (Pp), Konini (Pp),
ANK-28A (Pp), UC 66049 (Ba) a V1 131-15 (Ba). Zmény v obsahu anthokyant byly
sledovany ve 4 fazich ptipravy pekarenského vyrobku: v mouce po zrdni, v téstu, ve
vyrobku po upeceni a ve vyrobku 24 hod po upeceni. Konkrétni hodnoty obsahu
anthokyanti (mg/kg suSiny) v jednotlivych fazich peceni jsou uvedeny v Tab. 16. a

procentudlni vyjadfeni miry degradace uvadi Graf 2.
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Tab. 16 Zmény v obsahu celkovych anthokyanti a sumy monoglykosidi (mg/kg susiny)

vyrobek po vyrobek 24 hod

genotyp mouka tésto

upeceni po upeceni
spektrofotometricka metoda
(ekvivalent mg/kg suSiny kyanidin-3-glukosidu)
AF Jumiko 15,45+0,384 a 19,02 +£0,322 b 12,41 £ 1,366 ¢ 11,57 £ 0,607 ¢
Konini 23,00 £ 0,507 a 31,29 +£0,750 b 19,75 +0,244 ¢ 18,38+ 1,188 d
ANK 28-A 28,46 = 1,560 a 34,34 £ 1,250 b 21,49 £ 0,396 ¢ 20,84 £ 0,489 ¢
UC 66049 69,92 £3,285a 70,55+ 1,191 a 55,23 +£5,276 b 42,68 + 4,564 ¢
V1 131-15 135,0+5,382a 144,6 £2,402 a 111,3+ 1,346 b 86,40 £ 1,030 ¢
UHPLC-MS metoda
(mg/kg susiny)

AF Jumiko 0,209 + 0,010 a 0,154 + 0,004 b 0,172 £ 0,020 b 0,174 £ 0,004 b
Konini 1,510 £ 0,298 a 1,065 + 0,072 b 0,925 + 0,042 bc 0,705 = 0,046 ¢
ANK 28-A 2,113 +0,287 a 1,304 + 0,040 bc 1,414 £ 0,046 ¢ 1,055 £ 0,044 4
UC 66049 41,51 +2,650 a 36,05+0,6115 14,99 + 0,084 ¢ 9,564 + 0,166 d
V1 131-15 68,27 +3,263 a 63,29 +4,492 b 32,46 £ 1,265 ¢ 17,32 £0,398 4

hodnoty v fadcich oznacené odlisnymi pismeny jsou statisticky vyznamné odlisné

Graf 2 Zména obsahu anthokyant pfi peceni (% piivodniho obsahu anthokyant)

A) vSech extrahovatelnych anthokyanti (méfeno spektrofotometricky)
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B) vsech sledovanych monoglykosidi (méfeno UHPLC-MS metodou)
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U vSech sledovanych odrid dosSlo v priibéhu peceni k prokazatelnému ubytku
celkovych anthokyanti (Graf 2A). Obecny charakter degradace byl u vSech sledovanych
odriid obdobny, ovSem s drobnymi rozdily v porovnani purpurovych a modrych genotypt.
Ve fazi ptipravy té€sta doSlo u vSech sledovanych vzork k narGstu obsahu celkovych
anthokyanti. Tento nartst byl mnohem vyraznéjsi u genotypt purpurovych, u nichz bylo
zaznamenano statisticky vyznamné zvySeni obsahu anthokyant primémé o 26,6 %. U
modrych genotyptl byl tento nartist pouze nepatrny a ani v jednom piipad¢ nebyl statisticky
vyznamny. Oproti tomu obé dalsi faze (peceni a kratkodobé skladovani) vedly u vSech
genotypi  k postupnému snizovani obsahu celkovych anthokyan. Peceni vedlo
k vyraznéjsi degradaci v ptipad¢ genotypt purpurovych (primérné o 46,0 %) nez tomu
bylo v pfipadé¢ modrych genotypll (primérny ubytek o 23,3 %), jejichz celkovy obsah
anthokyanii byl pfi peceni stabilngj$i. Pro tento fakt sv€d¢i 1 vysledky dalSich autord, ktefi
udéavaji degradaci vlivem peceni 39 — 55 % v ptipad€é purpurovych pSenic (Bartl et al.
2015; Pasqualone et al. 2015; Yu a Beta 2015), ale pouze 10 % v ptipad¢ pSenic modrych
(Bartl et al. 2015). Na druhou stranu srovnani z hlediska typu barvy v tomto experimentu
také ukazalo, ze obsah anthokyanl po upeCeni je naopak stabilnéj$i v purpurovych
genotypech, kde se vysledné hodnoty po upeceni a po kratkodobém skladovani pfilis
nelisily (v priméru o 4,6 %). V modrych genotypech vSak celkovy obsah anthokyant

béhem kratkodobého skladovani poklesl priméme o 18,2 %. Celkové byl pozorovan vyssi
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absolutni 1 relativni pokles obsahu anthokyant (vztazeno k vychozi hodnot€) v ramci
celého procesu u modrych genotypl (primérmé 37,5 %) oproti genotyplim purpurovym
(pramérné 24,0 %). Nicméné i piesto obsahovaly modré genotypy po peceni vyznamné

vys$i absolutni obsahy anthokyanti nez genotypy purpurové.

Pti sledovani degradace sumy jednotlivych monoglykosidt (Graf 2B) byly na prvni
pohled patrné vyrazné odliSnosti v porovnani se zménami obsaht celkovych anthokyant.
Ve vSech fazich zpracovani tésta byl pozorovan ubytek sumy monoglykosidi. 1 v tomto
ptipad¢ byly pozorovany charakteristické rozdily v prib¢hu degradace u purpurovych a
modrych genotypli. Faze zpracovani mouky na tésto byla hlavnim faktorem degradace
monoglykosid v purpurovych genotypech (pokles primémé o 31,3 %), zatimco v
modrych genotypech byl zaznamenan niz§i pokles (pouze prumérné 10,3 %). Naopak faze
peceni byla klicovym faktorem degradace monoglykosidii modrych genotypl (zptsobila
pokles praiméré o 47,9 %), zatimco u purpurovych genotypt byl negativni vliv vysoké
teploty prokazan pouze u odriidy Konini (degradace zde vSak byla vyznamné nizsi, pouze
9,3 %). Naopak u genotypi AF Jumiko a ANK 28-A byl pozorovan mirny narast sumy
monoglykosidii ve fazi pefeni. Tento narGst nebyl ani v jednom piipadé statisticky
vyznamny. Posledni sledovand faze zpracovani (kratkodobé skladovani) vedlo, s vyjimkou
odridy AF Jumiko, k dalSimu statisticky vyznamnému poklesu sumy monoglykosidi u
jednotlivych genotypti. Na rozdil od vyse uvedené odlisnosti v tibytku celkového obsahu
anthokyanii, nebyl v pfipadé poklesu sumy monoglykosidl pifi kratkodobém skladovani
shleddn vyznamny rozdil v porovnani purpurovych a modrych odrid (ubytek 15,8 resp.

17,6 %).

NejvyraznéjSim rozdilem v porovnani charakteru degradace celkovych anthokyanti
a sumy monoglykosidi byla zména obsahu analytl ve fazi zpracovani mouky na tésto.
Tento vyznamny rozdil byl pravdépodobné dusledkem skutecnosti, ze na obsazené
anthokyany v této fazi plsobi fada rozdilnych faktord. Pokles sumy monoglykosidi 1ze
pfi¢ist zejména prostému efektu pridani dalSich ptisad k mouce (drozdi, sil), ¢imZ dochazi
k nartistu hmotnosti celkové hmoty a sniZzeni relativniho podilu obsazené mouky na zhruba
96 % (ptidavek vody neni zapocten, nebot’ vzorek byl pro analyzu lyofilizovan). Dal§im
faktorem vedoucim ke snizeni obsahu monoglykosidii je hnéteni, pfi némz je do tésta
zapracovan vzduch, ktery aktivuje enzymy polyfenoloxiddzy a peroxidézy zplsobujici
degradaci monoglykosidii (Nayak et al. 2015). Rozdilné miry degradace monoglykosidi
v porovnani purpurovych a modrych genotypti jsou pravdépodobné zplsobeny
meziodridovymi rozdily v obsahu téchto oxida¢nich enzymid. Ty mohou mit
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v jednotlivych odriidach psSenice vyznamné proménlivy obsah i aktivitu (Geng et al. 2019).
Na druhou stranu pfitomnost drozdi, resp. kvasinek, obsah anthokyanti prokazatelné
zvysSuje. Yu a Beta (2015) uvadi, ze proces fermentace v téstu zvySuje obsah anthokyant
jejich uvolnovanim z vazanych forem. Sui et al. (2015) navic dopliiuje, ze kvasinky
konzumuji ptitomny kyslik, ¢imz mohou zmirnit naslednou degradaci volnych anthokyan.
Z porovnani uvedenych vysledkt je patrné, ze efekt ucinku kvasinek bude mit vyznamny
vliv na nartist obsahu jinych nez monoglykosidickych forem anthokyanti, které v této fazi
piipravy vyrobku naopak prokazateln¢ degradovaly. Jak jiz bylo uvedeno diive,
(napt. diglykosidy a triglykosidy), které jsou ve fazi mouky pravdépodobné vazané na
bunécné komponenty a pii zpracovani mouky se z téchto komponent uvolilyji, ¢imz se

zvysuje jejich extraktibilita (Yu & Beta 2015).

Féaze peceni tésta vedla jak v ptipad¢ obsahu celkovych anthokyanti, tak v ptipadé
sumy monoglykosidii k vice ¢i méné vyznamnym ubytkim analyti. To potvrzuje
Cavalcanti et al. (2011), ktery oznacuje plisobeni vysoké teploty za hlavni faktor degradace
anthokyantl. Zejména vyznamny byl tento efekt v ptipad€ celkového obsahu anthokyanii u
purpurovych genotypti a v piipadé¢ sumy monoglykosidii u modrych genotypt. Obé tato
dil¢i pozorovani napovidaji, ze degradace riznych forem anthokyanii je vyznamné
ovlivnéna genotypem a jeho konkrétnim anthokyanovym profilem. To potvrzuji také
Szaloki-Dorké et al. (2015), ktefi uvadi, ze mezigenotypové rozdily jsou vyznamnym
faktorem miry degradace anthokyant. Uplatiuje se zde zejména rozdilna stabilita
jednotlivych anthokyant (Fleschhut et al. 2006; Hou et al. 2013; Sui et al. 2015) jak
demonstruji i ddle uvedené miry degradace jednotlivych monoglykosidl (viz dale Graf 3).
Na druhou stranu nelze vyloucit ani fakt, Ze peceni miZe obsah anthokyant (konkrétné
monoglykosidll) mirn¢€ zvysSovat, jak je patrné z vysledkli sumy monoglykosidt u genotypi
AF Jumiko a ANK 28-A. PiestoZe rozdily mezi hodnotou ve fazi tésta a ve fazi peceni
nebyly ani v jednom pfipad¢ statisticky vyznamné, miiZe tento jev zaroven poukazovat na
fakt, ze peCenim se miZze mirn¢ zvySovat extraktibilita anthokyant, jak popisuji napft.
Lambri et al. (2015), ktefi pfi tepelném zpracovani pozorovali vyS§i miru uvoliiovani
anthokyanli vazanych na bunétné komponenty v exokarpu bobuli hroznového vina.
Podobné popsali lepsi extraktibilitu i Wathon et al. (2019), kteti zaznamenali lepsi uc¢innost
extrakce anthokyanii z plodli aronie po tepelné upravé. Tento efekt byl pozorovén i u
jinych tepelnych tprav, napi. u extruze (Escalante-Aburto et al., 2013) a vafeni (Melini &

Acquistucci 2017), a 1 u ostatnich experimentl s tepelnymi tpravami v rdmci této prace.
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Kratkodob¢ skladovani po dobu jednoho dne vedlo ve vSech ptipadech k
prokazatelnému snizeni obsahu jak celkovych anthokyanti, tak sumy monoglykosidu.
V ptipadé celkovych anthokyant byla degradace vlivem kratkodobého skladovani nizsi a
¢inila primérné pokles o 5,6 % u purpurovych a o 22,5 % u modrych genotypl pSenice.
Vys§i mira degradace byla pozorovana v pfipadé sumy monoglykosidi, kdy byl
zaznamenan ubytek anthokyant primérné o 24,6 % u purpurovych a o 41,4 % u modrych
genotypu pSenice. Vyjimkou byla odrida AF Jumiko, u niz nebyl pokles anthokyani pfi
kritkodobém skladovani statisticky signifikantni. Vysledky poukazuji na fakt, Ze
formy anthokyant, jak potvrzuji Eiro a Heinonen (2002). Degradaci anthokyani pfi
kratkodobém skladovani pekérenskych vyrobkl pifi pokojové teploté potvrzuji i jiné
literdrni zdroje. Croitoru et al. (2018) zaznamenal pokles méné nez 5 % anthokyanil pii
kratkodobém skladovani muffinii z obilek ryze s obsahem anthokyand. Oproti tomu
Karakaya et al. (2016) uvedli vyssi miru degradace anthokyanii v houskach a suSenkach
ptipravenych z pSeni¢né mouky obohacené o anthokyanovy extrakt z exokarpu hroznového

vina. Pokles anthokyanil podle druhu vyrobku ¢inil pfi kratkodobém skladovéani 9 — 18 %.

Z dil¢ich vysledka pekatského pokusu byly blize popsany i miry degradace
jednotlivych sledovanych monoglykosidi. Uvedené procentualni hodnoty jednotlivych

monoglykosidl jsou primérem jejich hodnot v jednotlivych odriidach (Graf 3).

Graf 3 Degradace jednotlivych anthokyant (% ptivodniho obsahu anthokyant).
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Analyty podle zvySujici se miry degradace (uvedena v zavorce) byly: peonidin-3-
glukosid (44 %) < kyanidin-3-glukosid (52 %) < kyanidin-3-rutinosid (61 %) < petunidin-
3-glukosid (65 %) < delfinidin-3-rutinosid (80 %) < delfinidin-3-glukosid (82 %). Nejvyssi
mira degradace byla pozorovana u glykosida delfinidinu, zatimco glykosidy peonidinu a
kyanidinu byly pii ptisobeni vysokych teplot stabilngjsi. Ke stejnym zavéram dospéli také
Sui et al. (2015), ktefi popsali niz§i miru degradace u kyanidin-3-glukosidu nez u kyanidin-
3-rutinosidu, a Hou et al. (2013), ktefi uvedli vzristajici miru degradace v fad¢: peonidin-
3-glukosid < kyanidin-3-glukosid < kyanidin-3-rutinosid. Konkrétnéji popisuji vztah
struktury anthokyanti a jejich tepelné stability Fleschhut et al. (2006), kteti udavaji pokles
stability jednotlivych aglykonl se vzrlstajici mirou jejich hydroxylace a methoxylace.
Podle této zasady se mira degradace jednotlivych aglykont zvySuje v fadé: pelargonidin <
peonidin < kyanidin < malvidin < petunidin < delfinidin. To odpovida i vysledkiim
ziskanym z pekatského pokusu. Je tedy ziejmé, Ze mira degradace sumy anthokyant mize
byt u jednotlivych genotypi ovlivnéna charakterem anthokyanového profilu. Zejména
genotypy obsahujici vysoké podily peonidin-3-glukosidu a kyanidin-3-glukosidu (profil
charakteristicky pro purpurové pSenice) tak mohou vykazovat niz§i procentudlni ubytek
anthokyanti pifi pisobeni vysoké teploty nez odridy s dominantnim obsahem glykosidil

delfinidinu (typickym pro modré genotypy).

V souhrnu z vysledkii popsaného experimentu vyplyva, Ze v procesu vyroby
pekarenskych produkti dochazi k vyznamné degradaci obsazenych anthokyant. Prestoze
purpurové genotypy zkoumané v této praci vykazovaly vys$i stabilitu anthokyanti pfi
peceni, lepSich finalnich hodnot z hlediska rezidualniho obsahu anthokyanli dosahovaly
modré genotypy s pfirozen¢ vysokym obsahem anthokyanl — u téch byl obsah anthokyant
po peceni a kratkodobém skladovéani az 86,40 mg/kg (genotyp V1 131-15), zatimco u
analyzovanych purpurovych genotypli to bylo maximalné 20,84 mg/kg (genotyp
ANK 28-A). Pfestoze genotyp je vyznamnym faktorem ovliviiujicim miru degradace
ve vychozim materidlu. Z tohoto hlediska tudiz lze pro pekarenské Ucely jednoznaéné
doporucit genotypy s vysokym obsahem anthokyant, jako jsou napt. genotypy UC 66049 a
V1 131-15 zkoumané v tomto experimentu. Takové a podobné genotypy piedstavuji

potencidl pro vyrobu produkti s pfidanou nutri¢ni hodnotou.
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4.4.2. Vareni

V experimentu pro ovéfeni vlivu vafeni na obsah anthokyani bylo pouzito celkem
7 barevnych genotypi: AF Jumiko (Pp), Konini (Pp), ANK 28-A (Pp), RU 687-12 (Pp),
UC 66049 (Ba), Skorpion (Ba) a V1 131-15 (Ba). Pfed samotnym vafenim bylo celkem

200 g celého zrna od kazdého genotypu namoceno na 2 hodiny do vody, poté byla voda

vyménéna a pSenice byla vafena po dobu 30 min. PSeni¢né zrno bylo ihned po uvateni

zmrazeno a lyofilizovano pro analyzu. Vedle pSeni¢ného zrna byla na obsah anthokyant

analyzovana také zbytkova voda po vatreni. Voda byla odpafena v susarné pfi teploté 50 °C

a reziduum bylo rozpusténo a analyzovano dle standardnich postupti. Obsahy anthokyani

byly analyzovany a kvantifikovdny pomoci spektrofotometrické a UHPLC-MS metody,

vysledky jsou uvedeny v Tab. 17. Procentudlni zmény obsazenych celkovych anthokyanii a

sumy monoglykosidii uvadi Graf 4.

Tab. 17 Zmény v obsahu celkovych anthokyanti a sumy monoglykosidi (mg/kg suSiny)

genotyp

AF Jumiko
Konini
ANK 28-A
RU 687-12
UC 66049
Skorpion
V1 131-15

celkové anthokyany (mg/kg susiny)

spektrofotometricka metoda

suma jednotlivych anthokyani (mg/kg susiny)

UHPLC-MS metoda

pred vaienim

po uvareni

pred vafenim (celé

po uvateni

(celé zrno) Zrno)
6,531+0,054a 15,63+1,443b 0,065 +0,013 a 0,094 + 0,007 b
8,943+£0,229a 12,600,851 b 0,147 +£0,010 a 0,172 +£0,012 b
1722+0,293a  16,83+0,598 a 0,841 £ 0,042 a 0,244 + 0,007 b
37,77£0,558a 2694+ 1,114 b 1,061 £ 0,049 a 0,195+0,013 b

46,87 +0,493 a
61,46 +0,775 a
105,5+3,957 a

52,70+ 1,378 b
61,50 +2,602 a
86,53 +£1,847 b

37,40+ 1,490 a
29,02+ 1,056 a
35,17+ 1,448 a

15,78 £ 0,334 b
15,49 +£ 0,244 b
23,47+0,833 b

odli$na pismena uréuji statisticky vyznamny rozdil ve dvojicich hodnot (pfed a po pufovani) oddélené pro

jednotlivé odrudy a analytické metody
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Graf 4 Zména obsahu anthokyant pii vafeni (% piivodniho obsahu anthokyanti)
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Graf 5 uvadi efekt vafeni na stabilitu jednotlivych monoglykosidl. Procentudlni
zmény jednotlivych monoglykosidi jsou hodnocené jako primér jejich hodnot

v jednotlivych genotypech.
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Graf S Procentudlni zmény obsahu jednotlivych monoglykosidi
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Pii hodnoceni vysledkli experimentu nebyl ve zméné obsahu anthokyant
pozorovan jednoznacny trend. V pfipadé spektrofotometrického stanoveni celkovych
anthokyani byl statisticky vyznamny pokles (ktery je v piipad€ anthokyanii ocekavatelny u
vSech tepelnych uprav) pozorovan pouze u dvou genotypt z celkovych 7. V obou
pripadech se pfitom jednalo o zastupce s nejvyssim obsahem anthokyant pro konkrétni
barevny typ — linie V1 131-15 (Ba) zaznamenala pokles celkovych anthokyant o 18,0 % a
linie RU 687-12 (Pp) o 28,7 %. U dalSich dvou zastupcl, purpurového genotypu
ANK 28-A a modré odriidy Skorpion, se obsah celkovych anthokyani po uvareni nelisil od
vychozi hodnoty v nevafeném zrnu a celkem u tfech genotypil byl pozorovén statisticky
signifikantni nardst hodnoty celkovych anthokyand. U modré linie UC 66049 vzrostl obsah
anthokyanii o 12,4 %, u odriidy Konini 0 40,9 % a u odridy AF Jumiko dokonce o 140 %.
Souhrnné byl pifi hodnoceni vlivu vafeni celého zrna pozorovan jednoznacné pozitivni
efekt, kdy ve vétSiné vzorkli byl obsah anthokyanti zachovan nebo vzrostl a pfipadné

degradace u menSiho mnozstvi vzorkil neptesahly tfetinovy ubytek.

Také zména sumy monoglykosidit (UHPLC-MS metoda) vykazovala u riiznych
genotyptt odlisné trendy. U vétSiny vzorkti doSlo k signifikantnimu poklesu barviv
s vyjimkou purpurovych odrid AF Jumiko a Konini, kde byl (stejn¢ jako v ptfedchozim
pfipad¢) zaznamenan statisticky vyznamny nértst sumy monoglykosidi o 17,0 % (Konini)
a 44,9 % (AF Jumiko). Naopak u dalsich zastupct s purpurovym zrnem (linie ANK 28-A a

RU 687-12) byly zaznamenany vibec nejvétsi poklesy sumy monoglykosidi v tomto
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experimentu (71,0 a 81,6 %), zatimco u genotypii s modrym zrnem se degradace sumy
anthokyanti pohybovala v rozmezi 33,3 — 57,8 %. Vysledky z méteni UHPLC-MS
metodou tak byly vyrazné odlisné od trendu pozorovaného pii spektrofotometrickém

stanoveni celkovych anthokyanti.

Neshoda mezi vysledky obou méteni poukazuje na odlisny vliv vafeni celého zrna
na jednoduché a slozit¢ formy anthokyant. V piipadé¢ monoglykosidii ve vétSing€ piipadt
dochdzelo k degradaci jejich celkového obsahu, coz odpovidd vSeobecné nizké stabilité
téchto latek pti zvySené teplot¢ (Hiemori et al. 2009; Harakotr et al. 2014). Slozité formy
anthokyanti, které¢ jsou zahrnuty v celkové sumé anthokyani pii spektrofotometrickém
méieni, jsou vuci zvysené teplote pti vareni odolnéjsi (Hiemori et al. 2009; Abdel-Moemin
2016;). Jak ovSem naznacuji dil¢i vysledky signifikantniho navySeni obsahu anthokyant v
disledku vateni, vyznamnou roli hraje také zvySeni extraktibility anthokyanti vlivem
vateni, diky Cemuz se analyty zbunééné matrix sndze uvoliluji do extrakéniho
rozpoustédla (Melini & Acquistucci 2017). Z vysledka lze soudit, Ze po uvafeni jsou
z pSeni¢ného zrna 1épe extrahovatelné slozité formy anthokyant (celkové vice pozorovani
navyseni obsahu celkovych anthokyant, viz Graf 4A), tento efekt vSak funguje zfejmé i u
jednodussich monoglykosidickych forem, jak napovidaji vyss$i sumy monoglykosidi u
odrid AF Jumiko a Konini po uvateni (viz Graf 4B). Efekt navyseni sumy monoglykosidi
muze byt i disledkem uvoliovani téchto analytl pfi rozpadu sloZitych forem anthokyant

vlivem vateni, jak se domnivaji Salinas-Moreno et al. (2003).

Sledovdani miry degradace jednotlivych monoglykosidli poskytlo podobné
vysledky, jaké byly pozorovany i u ostatnich experimentl s tepelnymi dpravami v této
praci. U vsech analyti dosSlo k degradaci, nejvice stabilni byl kyanidin-3-glukosid a
peonidin-3-glukosid (v mife degradace u téchto analyti nebyl statisticky vyznamny rozdil),
zatimco nejniZsi stabilitu mély glykosidy delfinidinu. Zajimavym dil¢im vysledkem byla
detekce kyanidin-3-rutinosidu v odridé¢ Konini po uvafeni, zatimco v nevafeném zrnu
tento analyt nebyl v detekovatelném mnozZstvi viibec pfitomen. Tento vysledek muize byt
forem po uvareni jak bylo uvedeno vyse. Celkove vysledky degradace jednotlivych analyti
vizualn¢ zcela neodrazi vysledky sumy monoglykosidd, a je proto namisté tyto diskrepance
blize vysvétlit. Zatimco u vétSiny analyti byly miry degradace v jednotlivych genotypech
viceméné¢ podobné, v pfipad¢ kyanidin-3-glukosidu a peonidin-3-glukosidu byl tbytek
v jednotlivych vzorcich vyrazn€ variabilni. Na dané variabilité¢ vysledkli se nejvice

odrazily hodnoty z genotypi ANK 28-A a RU 687-12, u nichZ byla pro oba analyty
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zaznamenana vyrazn¢ vysSi labilita nez u ostatnich genotypti (u kyanidin-3-glukosidu
dosdhla degradace u téchto dvou odrid primérné az 78 %, u peonidin-3-glukosidu pak
68 %). Naopak zejména u odridy AF Jumiko oba analyty zaznamenaly po uvaieni
vyznamny nartist hodnoty (u kyanidin-3-glukosidu o 18 %, u peonidin-3-glukosidu o
56 %). Je tedy =zfejmé, Ze stabilita jednotlivych monoglykosidi podléha velké
mezigenotypové variabilité. Ve vysvétleni této variability pravdépodobné hraje roli fada
parametri. Lze se domnivat, ze rozdily v mife degradace mohou byt ovlivnény jinou
urovni vlhkosti v zrnu pii vafeni. Jak upozornili Escalante-Aburto et al. (2013),
monoglykosidy pfi vyssi trovni vlhkosti podléhaji pfi pisobeni vysoké teploty rychlejsi
degradaci nez slozitéjsi formy anthokyanl. Rozdilnd uroven vlhkosti v zrnu mulze byt
disledkem namaceni suchého zrna pred zapocetim vareni. VSechny vzorky byly namaceny
po dobu 2 hod a byla u nich pozorovéna odliSna mira bobtnani zrna (vysledky nejsou
uvedeny). Je tedy pravdépodobné, ze rozdilné kvalitativni charakteristiky u jednotlivych
genotypt mohou vést k odliSnym rychlostem pronikani vody do vnitinich pletiv zrna, ¢imz
muze byt uroven vlhkosti ve chvili zapoceti vaieni u jednotlivych genotypti vyznamné
odlis$nd. Také objemy zbytkové vody po vateni byly pfi stejnych podminkéch vafeni u
jednotlivych vzorki odlisné (vysledky nejsou uvedeny), coz napovida dalSimu bobtnani
zrna i pti procesu vareni. Ve vysledku tak mohla odlisna mira vlhkosti v zrnu pfi vareni
vést k vetsi degradaci anthokyanti u nékterych genotypti. Pro ovéreni této hypotézy by bylo
zapotiebi podrobit jednotlivé vzorky analyze hmotnosti pfed a po namaceni a po vareni,

coz nebylo soucasti experimentu.

Pti vafeni vzorkii pSenice byly brany v potaz také ztraty anthokyant zplisobené
vyluhem. Po uvateni byly u vSech vzorkli oddéleny pevné podily a zbytkova voda (vyluh)
byla dale analyzovana. Kvantifikace obsaZenych anthokyani byla provedena ob&ma
metodami, ovSem spektrofotometrickd metoda hodnoceni celkovych anthokyant v tomto
pripadé neposkytla dostatecné vysledky, nebot v naprosté vétSin€é vyluhti byl obsah
celkovych anthokyanil niz8i neZz mez detekce. Vyjimkou byl vyluh linie RU 687-12, ktery
na rozdil od ostatnich vzorkll byl i viditeln¢ zbarven a jako jediny obsahoval mnoZstvi
anthokyanti kvantifikovatelné i1 spektrofotometricky. Objemy vyluhti (resp. zbytkové vody
po vaieni) vykazovaly velké mezigenotypové rozdily, mezi jednotlivymi vzorky se liSily az
témer dvojnasobné (vysledky nejsou uvedeny). Z tohoto divodu byl konecny vysledek
sumy anthokyant vyjadfen nikoliv ve formé& koncentrace v roztoku, ale jako mnoZstvi

analytu (ug), které se do vyluhu uvolnilo z 1 g pSeni¢ného zrna, resp. jako procentudlni
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podil anthokyanii uvolnénych do roztoku vzhledem k jejich vychozi hodnoté ve vzorku

pSenice pred varenim. Vysledky méteni jsou uvedeny v Tab. 18.

Tab. 18 Obsahy anthokyant ve vyluhu u jednotlivych genotypta

UHPLC-MS metoda

spektrofotometricka metoda

vychozi obsah  vyluh anth. podil  vychozi obsah  vyluh anth. podil
genotyp anth. (ug/g) " z 1 gzrna (%) anth. (ug/g)" z 1 g zrna (%)™
(ng) (ug) "

AF Jumiko 0,065+0,013 0,033+0,004 50,01 6,531 +0,054 n. d. n. d.
Konini 0,147 +0,010 0,106 £0,019 72,93 8,943 £0,229 n. d. n. d.
ANK 28-A 0,841 £0,042 0,187+0,033 22,25 17,22+0,293 n. d. n. d.
RU 687-12 1,061 £0,049 0,561 £0,015 52,87 37,77+0,558 18,47+ 1,114 48,90
UcC 66049 37,40+1,490 0,052+0,007 0,140 46,87 +0,493 n. d. n. d.
Skorpion 29,02+ 1,056 0,192+0,010 0,662 61,460,775 n. d. n. d.
V1131-15 35,17+1,448 0,147+0,008 0,417  105,5 + 3,957 n. d. n. d.

" vychozi obsah anthokyant v zrnu pied vafenim (ug/g)
" suma anthokyanti uvoln&nych do vyluhu z 1 g p3enice (ng)
™" podil vyluhovanych anthokyant viigi jejich obsahu v zrnu pied varenim (%)

n. d. nedetekovatelné

Vyluh ptedstavoval vyznamny podil na ztrat¢ anthokyani ve vSech genotypech
pSenic s purpurovym zrnem, nejméné u genotypu ANK 28-A a nejvice u odridy Konini —
mnozstvi anthokyanii ve vyluhu odpovidalo 22,3 % resp. 72,9 % piivodniho obsahu
anthokyanti v pSeni¢ném zrnu ptfed vafenim. Oproti tomu v genotypech s modrym zrnem
nedoSlo vyluhem prakticky k Zddnym ztratdm anthokyan®i, mnoZstvi anthokyanti v téchto
vyluzich ptedstavovalo pouhych 0,14 — 0,66 % z vychozi sumy anthokyanil. Tento rozdil
v porovnani modrych a purpurovych genotypll poukazuje na skutecnost, Ze k vyluhu ve
vetsi mife dochdzi pouze u anthokyant, které jsou lokalizovany v perikarpu (purpurové
7rno), a jsou tak v pfimém kontaktu s vnéjSim roztokem. Oproti tomu anthokyany uloZené
v aleuronové vrstvé (modré zrno) jsou lokalizovany hloubé&ji, od vnéj$iho prostedi jsou
oddéleny a chranény vrstvou perikarpu a k vyluhu u nich dochdzi pouze v minimdlnim
mnozstvi. Tento efekt pozorovali také Salinas-Moreno et al. (2003) pii vafeni kukufice,

kdy potvrdili, Ze vyluhu podléhaji zejména anthokyany lokalizované v perikarpu.

Podrobnéjsi analyza anthokyant uvolnénych vyluhem pfinesla i n€kterd zajimava
zjisténi. V prvni fadé se jednalo o zaznamenani pfitomnosti ur¢itych monoglykosidu, které
nebyly v detekovatelném mnozstvi pfitomny v zrnu daného vzorku ani pted ani po uvareni.

Takto bylo u modrych genotypli Skorpion a V1 131-15 ve vyluhu nové detekovano
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stopové (ale kvantifikovatelné) mnozstvi malvidin-3-glukosidu a peonidin-3-glukosidu.
Malvidin-3-glukosid se v detekovatelném mnozstvi vyskytuje v anthokyanovém spektru
pSenic s barevnym zrnem velmi vyjimecné a vyhradné u modrych genotypti. Oproti tomu
peonidin-3-glukosid byl vtéto praci zaznamenan vzdy vyhradné v purpurovych
genotypech a jeho minoritn{ zastoupeni i v modrych odrtidach bylo proto uplnou novinkou.
Stejnym zptisobem byl u purpurovych genotypit AF Jumiko, Konini a ANK 28-A ve
vyluhu zaznamendn na hranici kvantifikace pelargonidin-3-glukosid, ktery se za bézného
stavu v detekovatelném mnozstvi vyskytuje pouze u malého mnozstvi purpurovych
genotypii. Podobné byl ve vyluhu odriidy Konini nalezen kyanidin-3-rutinosid. Tento
analyt nebyl zaznamenén v zrnu pfed vafenim, ale v detekovatelném mnozstvi se objevil
vzrnu po vafeni. Jak jiz bylo zminéno, u anthokyanti se vlivem vaieni zlepSuje
extraktibilita (Melini & Acquistucci 2017) a miize dochézet 1 k uvoliiovani monoglykosidil
ze sloZitéjSich forem anthokyanii (Salinas-Moreno et al. 2003). Oba tyto efekty mohou byt
divodem, pro¢ jsou ve vyluzich patrny zndmky analytl, které jsou za jinych okolnosti

v daném vzorku nedetekovatelné.

Pro porovnani vysledkli experimentu s odbornou literaturou byly brdny v potaz
¢lanky vénujici se degradaci anthokyanii vlivem vaieni v obilovindch a vyrobcich z nich.
Cela tada autorti sleduje tento efekt za pouziti ryze ¢i kukufice (v tomto piipad¢ se jednd o
experimenty s vafeni celého zrna), zatimco pSenici se v tomto ohledu vénuje mensi
mnozstvi odbornych ¢lankd. VétSinou se jednd o experimenty s pouZitim pSenice ve formé

téstovin, v nichZ je obsah anthokyant zajistén ptidavkem jiného rostlinného materialu.

Maximélni ubytek zaznamenany v tomto experimentu byl 28,7 % u celkovych
anthokyanti a 81,6 % u sumy monoglykosidi. Popsané ztraty anthokyant vlivem vareni se
v jednotlivych literarnich zdrojich 1i8i, ale v pfipadé¢ obsahu celkovych anthokyant
(vyjadienych spektrofotometricky) dosahuji vesmeés piijatelnych hodnot. V té€stovinach
s ptimé&si slupek z hroznového vina popsali Marinelli et al. (2018) tbytek pouhych 11,6 %
celkovych anthokyanii. O trochu vy$§i (26 %) byla ztrata celkovych anthokyant
v téstovinach s extraktem z cerné mrkve (Singh et al. 2018) a na jesté vyssi troven (41,8
%) narostla u téstovin obohacenych otrubami z obilek s barevnym perikarpem (Parizad et
al. 2020). V obilkach ryze byla zaznamenana degradace celkovych anthokyant 15 — 32 %
(Tang et al. 2016) a v kukufici, kterd je pro ucely testovani vafeni vyuZivana minimalné,
byl v obilkach ubytek celkovych anthokyanti 19,2 % (Harakotr et al. 2014). Mén¢ piiznivé
hodnoty degradace anthokyant jsou popisovany v ptipad¢ sumy monoglykosidi. Pti vafeni
ryze zaznamenali rizni autofi ubytek sumy monoglykosidl 64 % (Zaupa et al. 2015), 65 %

80



(Tang et al. 2016), 65 — 79 % (Hiemori et al. 2009) i 70 — 92 % (Catena et al. 2019). Jiné
studie uvadejici degradaci sumy monoglykosidi v dalSich obilovinidch nebyly nalezeny.
Tyto vysledky poukazuji na fakt, ktery byl patrny i z vysledkd experimentu v této préci.
Zatimco miry degradace obsahu celkovych anthokyant dosahuji relativné nizkych hodnot
(v dostupné odborné literatufe primérné zhruba 25,3 %), ubytek sumy monoglykosidl je
mnohem vyraznéj$i (v odborné literatuie prumérné 72,5 %). V experimentu v této praci byl
zaznamenan maximalni tbytek 28,7 % v obsahu celkovych anthokyanii a 81,6 % v sumé
monoglykosidi. V tomto ohledu jsou vysledky této prace v dobré shod¢ s odbornou
literaturou. Rozdilné miry degradace monoglykosidickych a sloZitych forem anthokyanii
jsou dany odliSnosti ve stabilit¢ obou forem — jak jiz bylo zminéno, slozit¢ formy
anthokyanti jsou pfi vafeni stabilnéjsi nez monoglykosidy, jejichz degradace je pfi vaieni
rychlej$i (Hiemori et al. 2009; Harakotr et al. 2014; Abdel-Moemin 2016). Na druhou
stranu jsou v literatufe zaznamenany i ptipady navySeni obsahu anthokyani v disledku
vateni, a to v ryzi (Melini & Acquistucci 2017) a v kukufici (Salinas-Moreno et al. 2003).
Konkrétné Melini a Acquistucci (2017) uvadi nartist obsahu sumy monoglykosidi oproti
nevafenému zrnu o 25 %. Podobné vysledky byly zaznamendny i v experimentu v této
praci, kdy zejména v pfipad€ celkovych anthokyani doslo ke statisticky vyznamnému
navySeni obsahu analyti u 3 genotypti ze 7 testovanych. Podobné byl stejny efekt
pozorovan i u dvou vzorki pii hodnoceni sumy monoglykosidi. Tato zjisténi svéd¢i pro
zvySeni extraktibility anthokyantl, jak potvrzuji Melini a Acquistucci (2017). Kromé
obilovin byl efekt zvySeni obsahu anthokyani vlivem vafeni pozorovédn i v hlizich
brambor s barevnou duZninou (Brown et al. 2008; Lachman et al. 2012). I zde vysvétluji

autori tento efekt jako dusledek zlepsené extrakce.

Pii hodnoceni stability jednotlivych monoglykosidii byla v tomto experimentu
pozorovéana nejvyssi stabilita u kyanidin-3-glukosidu a peonidin-3-glukosidu. Zaroven pro
tyto dva analyty existuje v odborné literatuie dostatek studii zkoumajicich jejich stabilitu
pfi vafeni v zrnu obilovin (vétSina téchto studii totiz pracuje s tmavymi genotypy ryze,
které ve svém anthokyanovém spektru obsahuji vyhradn¢ oba zminéné analyty). Surh a
Koh (2014) pozorovali pfi vatfeni ryze vyssi stabilitu u kyanidin-3-glukosidu (ztrita 20 %)
nez u peonidin-3-glukosidu (ztrata 23 %). Tyto tdaje odpovidaji velmi presné vysledkiim
této prace — ztrata 18,6 % kyanidin-3-glukosidu a 22,1 % peonidin-3-glukosidu. Také
Zaupa et al. (2015) popsali pfi vafeni ryze vyssi stabilitu u kyanidin-3-glukosidu (iibytek
45 %), zatimco u peonidin-3-glukosidu se ztrita pohybovala kolem 53 %. Jinymi autory

vSak byl zaznamenan i opacny trend, kdy stabilngj$i z dvojice analyti byl naopak
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peonidin-3-glukosid (Hiemori et al. 2009; Harakotr et al. 2014). V literatuie jsou vSak
zaznamenany 1 piipady statisticky vyznamného nartstu anthokyant pfi vareni (Salinas-
Moreno et al. 2003; Melini & Acquistucci 2017). Naptiklad pfi vafeni ryze vzrostl obsah
kyanidin-3-glukosidu o 73 %, ktefi si autofi vysvétluji jako pozitivni diisledek zlepSené
extrakce. V tom samém vzorku byl v§ak zaroven pozorovan i pokles peonidin-3-glukosidu
0 46 % (Melini & Acquistucci 2017). Tyto vysledky dokladaji rGznou miru stability
hlavnich anthokyanti u riznych obilovin. V této disertacni praci byla vedle kyanidin-3-
glukosidu a peonidin-3-glukosidu i1 u ostatnich analytl pozorovéana relativné dobrd mira
retence. Napf. u glykosida delfinidinu, které obecn¢ podléhaji vysoké mitfe degradace, byla
po vafeni zaznamenana retence 46 %. Jako nejméné stabilni byl pfi vafeni v této praci
vyhodnocen pelargonidin-3-glukosid (degradace 72,5 %), tento vysledek vSak neodpovida
obecnym poznatkiim o obecné vysoké stabilité glykosidl pelargonidinu pti vysoké teploté
(napt. Fleschhut et al. 2006; Hiemori et al. 2009). I Harakotr et al. (2014) uvadi, ze pii
vafeni kukufiénych zrn byla nejvyssi stabilita pozorovana pravé u pelargonidin-3-
glukosidu. Nizkd stabilita pozorovand v tomto experimentu tedy zfejm& neodpovida
skute¢nosti, nebot’ se jednalo o data ziskand pouze z jednoho genotypu (ve vice vzorcich se
tento analyt nevyskytoval). Navic se v tomto pifipad¢ jednalo o linii RU 687-12, ktera
obecné¢ vykazala abnormalné vysokou miru degradace anthokyanii, a je tedy

pravdépodobné, ze tato data maji pouze omezenou vypovédni hodnotu.

Dle vysoké variability jednotlivych vysledkii je ziejmé, Ze Uroven degradace
vlivem vareni zavisi na fad¢ faktort. Hlavnim faktorem ubytku anthokyant vlivem vareni
je bezpochyby teplota, jak potvrzuje fada autori (Hiemori et al. 2009; Harakotr et al. 2014;
Zaupa et al. 2015; Parizad et al. 2020). Stejné jako u jinych tepelnych tGprav i v tomto
ptipad¢ plati, Ze se zvysujici se teplotou degradace anthokyanli vzrlstd. Zatimco pfi
standardnim zpisobu vareni dosahuje teplota 100 °C, pfi vafeni za zvySeného tlaku je
teplota vysSi pfi souasném zkraceni doby vafeni. Tento typ tepelné Upravy je hojné
vyuzivan zejména pii piipravé ryZe. Nicméné jak Hiemori et al. (2009), tak Tang et al.
(2016) popsali, ze vateni ryze za zvyseného tlaku vede k vyznamné vyssi mife degradace
(o 14,4 % resp. 17,0 % oproti vafeni za normdlniho tlaku). Pfi¢inou je pravé rychlejsi
degradace anthokyana vlivem vyssi teploty, pfiCemz zkraceni doby vafeni tento negativni
efekt neni schopno vykompenzovat. Vedle teploty hraje roli také doba vateni. Naptiklad
pfi zpracovani ryze je nejlepsi retence anthokyanti dosazeno pii dobé vatreni 20 min,
pficemz s prodluzujicim se Casem degradace nartstd (ze ztraty 10 % anthokyanii ve

20. minuté¢ vafeni az na ztratu 32 % anthokyant v 35. minuté vateni) (Tang et al. 2016).
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Catena et al. (2019) také uvadi, ze dalSim vyznamnym parametrem degradace anthokyant
v ryzi je pomér vody a zrna pii vafeni. Tento poméer by mél byt vhodné zvolen tak, aby
béhem vareni doslo k Gplné absorpci vody do zrna, ¢imz bude zkracena doba vateni, a
zaroven se tak omezi mozny vyluh. Vzhledem k odliSnym mirdm bobtnavosti zrn u
riznych obilovin 1 u riznych genotypti nelze stanovit jednotny optimalni pomér.
Kupftikladu Hiemori et al. (2009) a Catena et al. (2019) zkoumali dva rizné genotypy ryze
seté (Oryza sativa L.) a dospéli ke zcela odliSnym optimalnim pomérim voda:zrno — 3:1
resp. 8:1. V otazce vyznamu vyluhu anthokyanii z vafenych obilek nepanuje v odborné
literatuie plna shoda. Zatimco Harakotr et al. (2014), Surh a Koh (2014) a Catena et al.
(2019) ve svych experimentech nepozorovali ztraty anthokyant vlivem vyluhu, vétSina
autort (Salinas-Moreno et al. 2003; Zaupa et al. 2015; Tang et al. 2016; Parizad et al.
2020) popsala ztraty anthokyanii vyluhem jako vyznamné. K vyluhu pfitom dochazi jak
vlivem naméceni zrna ve studené vod¢ pied zapocetim vareni, tak i béhem vateni (Tang et
al. 2016). Naptiklad Zaupa et al. (2015) uvadi rozdil v poklesu obsahu anthokyanii az o
34 % v porovnani vzorku varené¢ho za prebytku vody (kdy dochézi k vyluhu) a vzorku, u
néjz dochézi k plné absorpci vody do zrna (k vyluhu tedy nedochazi). Mira vyluhu vSak
vyznamné zavisi na lokalizaci anthokyanti v zrnu, kdy anthokyany uloZené v perikarpu
vykazuji vyrazné vyssi miru degradace (Salinas-Moreno et al. 2003), jak bylo ostatné
pozorovano i v této praci. Harakotr et al. (2014) také dopliiuji, ze nejvyssi miry vyluhu lze
pozorovat pfi vafeni mechanicky poSkozenych zrn. V experimentu s vafenim kukufice
autofi pozorovali ztrdtu 19,2 % obsahu anthokyanli v obilkdch v pfipad€, kdy byl
kukuficny klas vafen vcelku. Oproti tomu ve chvili, kdy byly kukufi¢né obilky od vietena
oddé€leny a vafeny samostatné, se vlivem poSkozeni zrn pii oddélovani z klasu tbytek

anthokyanii zvysil na 60,7 %.

Zatimco pii vafeni celych zrn obilovin se v degradaci anthokyand uplatniuji vyse
popsané faktory, v pifipad¢ téstovin je nezbytné¢ brat navic v dvahu také degradaci
anthokyanii vlivem dalSich faktorli pfi samotné vyrobé€ téstovin. Tim je zejména faze
suSeni, kdy jsou Cerstvé pfipravené téstoviny vystaveny nckolikahodinovému plsobeni
teplot v rozmezi 50 — 60 °C (doba suSeni byva dle vyse teploty 6 — 12 hod). Tento krok
muze vést k abytku 11,5 — 35,5 % obsazenych anthokyant (Parizad et al. 2020), mira
degradace vSak muze dosdhnout az 46 % (Singh et al. 2018). Retence anthokyanti
v téstovinach je vSak déna nejen pisobenim vnéjSich faktorti, a také vlastnostmi ptiddvané
suroviny. Vyhodné je obohacovani takovou surovinou, kterd obsahuje sloZitéjsi formy

anthokyanti — jako je napfiklad extrakt z ¢erné mrkve, jejiZ anthokyanové spektrum tvofi
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zejména velmi stabilni triglykosidy (Abdel-Moemin 2016). Vyssi retence anthokyant je
pozorovana i v ptipadé, kdy je pfiddvanou surovinou bohatou na anthokyany rostlinny
perikarp (ovocné slupky, otruby apod.), nebot strukturni slozky perikarpu chrani
anthokyany pfed nadmérnou degradaci vice, nez je tomu napt. v ptfipadé¢ pridavani
anthokyanti do té€stovin ve formé praskového extraktu (Marinelli et al. 2018). V ptipadé
téstovin se na vySi vysledného extrahovatelného obsahu anthokyani miize podilet i
matricovy efekt. Ten je din kvalitativnimi parametry zrna daného genotypu, zejména
skladbou a kvalitou glutenovych proteini. Vyssi obsah proteinti a vyss$i zastoupeni
kovalentnich vazeb (napf. disulfidickych mustkli) v proteinové struktuie zhorsuji
extraktibilitu anthokyanli. Naopak druhy a genotypy pSenice s vyS$im zastoupenim
hydrofobnich interakci v proteinové siti vykazuji lepsi extraktibilitu anthokyanl po
tepelném zpracovani. Tento efekt je zietelny zejména pii porovnani téstovin z pSenice seté
(Triticum aestivum L.) a pSenice tvrdé — semoliny (Triticum durum L.). Proteinova
struktura semoliny s vysokym zastoupenim kovalentnich vazeb zhorSuje extrakci

anthokyanti o 24 % (Parizad et al. 2020).

Experiment prokéazal, ze vafeni pSeni¢ného zrna zplsobuje variabilni zmény
anthokyanti. Zatimco v nékterych piipadech byla pozorovéna zfejma degradace barviv,
v jinych vzorcich se obsah anthokyanti zvysil. Vysledky poukazuji na fakt, ze béhem
vateni podléhaji anthokyany vlivu riiznych faktorti. Jejich degradace je ovlivnéna vysi a
dobou ptisobici teploty, vlhkosti zrna pfi vafeni, pomérem zrna a tekutiny a také vyluhem.
Optimalizaci téchto parametrii lze maximalizovat retenci nebo podpofit efekt nartstu
obsahu anthokyanti. Lze ocekavat, ze optimalni retence anthokyanti bude dosazeno pfi
krat$i dob& vateni, pfi vhodném pomé&ru zrna a tekutiny tak, aby nedochéazelo k vyluhu (a
zrna se tak spiSe dusila, nez vafila) a také pfi vareni celého nepoSkozeného zrna. V
opacném piipad¢ kdy by bylo zrno mechanicky poskozeno (jako je tomu napt. u ldmanky
nebo bulguru) by ztraty vyluhem byly mnohem vyraznéjsi. Naopak vnitini parametry zrna,
jako jsou bobtnavost a lokalizace anthokyanii v zrnu, nejsou ovlivnitelné a mohou slouzit
jako ukazatele vhodnosti daného genotypu pro tento typ tepelné tpravy. Jako optimélni se
pro vafeni jevi obecné pSenice s modrym zrnem, u nichZ byly zaznamendny nizké miry
degradace anthokyantd, minimalni podil vyluhu a obecné vyssi obsah anthokyani, avsak 1
nekteré¢ genotypy purpurovych psenic mohou dosahovat dobrych vysledkii diky zvysSeni
obsahu anthokyanii v zrnu v disledku vafeni. Jako méné vhodnd byla pro vateni
vyhodnocena purpurovd linie RU 687-12, kterd podléha vyssi mife degradace anthokyant

a jejich vyluhu. Na druhou stranu se jednd o purpurovou linii s obecné nejvysSim obsahem
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anthokyanti a pii optimalizaci parametrii vafeni a minimalizaci ztrat anthokyanii vyluhem

by i tento genotyp mél potencidl pro Sir$i vyuziti.

V porovnani s jinymi tepelnymi Upravami pSeni¢ného zrna uvedenych v této praci
lze v ptipad¢ vateni zaznamenat urcité rozdily. Jedna se o jediny zplisob Upravy, pii némz
byla pozorovana vyssi mira degradace u purpurovych genotypt, zatimco u vSech ostatnich
tepelnych uprav vice degradovala barviva modrych genotypt. Zaroven byly zaznamenany
ztraty anthokyanl vyluhem, ale zaroven i Casty trend zvySovani obsahu anthokyant vlivem
tepelné dpravy. Je tedy patrné, ze v metodach uprav za pouziti vlhkého tepla (vafeni) a

suchého tepla (peceni, extruze, pufovani) jsou vyznamné rozdily.

Experiment prokdzal, Ze vafeni celého pSenicného zrna mize byt zajimavou
alternativou tepelného zpracovani, nebot’ vykazuje lepsi retenci anthokyanti nez napft. pfi
vafeni té€stovin nebo pii peCeni z mouky. Piestoze v tradi¢nim spotiebitelském vyuziti se
vafené pSenicné zrno neobjevuje, mohlo by nepochybné byt vyuzito jako piilohova

potravina stejn¢ jako ryze, kukufice nebo napt. bulgur, pohanka ¢i quinoa.

4.4.3. Extruze

Pro stanoveni vlivu extruze na obsah anthokyani v obilkach barevnych genotypil
pSenice bylo vybrdno 6 genotypl: AF Jumiko (Pp), ANK 28-A (Pp), Konini (Pp),
RU 687-12 (Pp), Skorpion (Ba) a UC 66049 (Ba). Zpracovana surovina s obsahem vody
20 % byla extrudovana pii 130 °C a 200 rpm. Obsahy anthokyanii byly kvantifikovany
pomoci spektrofotometrické a UHPLC-MS metody, viz Tab. 19. Graf 6 uvadi procentudlni

zmény v obsazich celkovych anthokyant a sumy monoglykosidu.

Tab. 19 Zmény v obsahu celkovych anthokyanti a sumy monoglykosid (mg/kg susiny)

celkové anthokyany (mg/kg susiny) suma anthokyand (mg/kg susiny)

genotyp spektrofotometricka metoda UHPLC-MS metoda
pied extruzi (mouka) po extruzi pied extruzi (mouka) po extruzi

AF Jumiko 12,80 £ 0,136 a 10,34 + 0,389 b 0,152+ 0,024 a 0,317 £0,052 b
Konini 20,48 +0,562 a 16,12 +0,242 b 1,217+ 0,313 a 1,214 £ 0,059 a
ANK 28-A 20,78 £0,525 a 13,93+ 0,151 b 0,803 +0,113a 0,840+ 0,171 a
RU 687-12 41,39 £0,238 a 28,68 £0,315 b 3,060 + 0,030 a 1,924 + 0,039 b
Skorpion 63,91 + 1,883 a 42,72 +2274 b 30,70 £ 3,658 a 1542+ 1,447 b
UC 66049 101,4 +4,478 a 58,59 +0,725 b 85,84 +3441a 3527+ 1,253 b

odlisné pismena urcuji statisticky vyznamny rozdil ve dvojicich hodnot (pfed a po pufovani) oddé€lene pro

jednotlivé genotypy a analytické metody

85



Graf 6 Zména obsahu anthokyant pfi extruzi (% pivodniho obsahu anthokyanti)

A) vSech extrahovatelnych anthokyanil (méfeno spektrofotometricky)
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B) vsech sledovanych monoglykosidi (méfeno UHPLC-MS metodou)
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Oproti jinym tepelnym Upravam byl vliv extruze na obsah celkovych anthokyanti u
jednotlivych genotypli obdobny. Ve vsech ptipadech byl zaznamenéan ubytek anthokyanti
v rozsahu 19,2 — 42,2 %, ktery byl u vSech vzorkl statisticky vyznamny. Nejniz§i mira
degradace byla pozorovana u purpurové odridy AF Jumiko, nejvyssi naopak u modrého

genotypu UC 66049. Navzdory nejvysSimu zaznamenanému ubytku mél vSak tento
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genotyp po extruzi zaroven stale nejvysSi rezidudlni obsah celkovych anthokyand.
V ptipad¢ purpurovych genotypid obsahoval nejvice anthokyanid po extruzi genotyp

RU 687-12.

V ptipadé sledovani sumy monoglykosidi (Graf 6B) byly zmény obsahu
anthokyanti zna¢né variabilni. U obou modrych genotypti byla degradace anthokyanti
minimaln¢ 50 % podobné jako u genotypu RU 687-12, kde vlivem extruze ubylo 37,1 %
sumy anthokyanti. Naproti tomu u dvou purpurovych genotypi Konini a ANK 28-A
nebyla zména v obsahu anthokyani statisticky vyznamna a u odridy AF Jumiko dokonce
doslo k vice nez dvojnadsobnému nartistu sumy monoglykosida. Z hlediska relativni zmény
sumy monoglykosidii dosahovaly lepSich vysledkii purpurové genotypy, u nichz
pozorované zmény v obsahu anthokyanli sv&dCily pro mnohem lep$i retenci nez u
modrych genotypti. OvSem 1 vtomto piipadé byl nejvyssi obsah rezidualni sumy

monoglykosidi zaznamenan u genotypu UC 66049.

Vedle vlivu extruze na celkové ¢i sumarni obsahy anthokyant byl sledovan 1 efekt
z hlediska jednotlivych monoglykosidii. Graf 7 uvadi procentualni zmény jednotlivych

monoglykosidi hodnocené jako primér jejich hodnot v jednotlivych odriidach.

Graf 7 Procentualni zmény obsahu jednotlivych monoglykosidii
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Na rozdil od ostatnich tepelnych uprav pSenice zkoumanych v této praci byl

v ptipad¢ extruze vedle degradace jednotlivych analytl zaznamenan i statisticky vyznamny
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narast peonidin-3-glukosidu (o 36,8 %). Vysokd mira retence byla pozorovéana i v ptipade
kyanidin-3-glukosidu (91,1 %) a pelargonidin-3-glukosidu (83,1 %), charakteristickych
zastupcti anthokyanového spektra purpurovych odrid psenice, zatimco typické anthokyany
modrych genotypt (glykosidy delfinidinu a petunidinu) vlivem extruze degradovaly vice.
Tyto vysledky vysvétluji, pro¢ byla u purpurovych genotypll pozorovana vyznamné vyssi

retence sumy monoglykosidii nez u modrych genotypti.

Degradace anthokyanti v rostlinnych materidlech vlivem extruze byla popsdna
v fad¢ védeckych publikaci, ovS§em pro pfesnou komparaci nebyl nalezen zadny c¢lanek,
ktery by studoval tento efekt za pouziti pSenice. VéEtSina autorti uvadi obdobné miry
degradace celkovych anthokyanli v obilovindch vlivem extruze. V ptipadé¢ vyrobkil
z kukufice popsali Escalante-Aburto et al. (2013) a Camacho-Herndndez et al. (2014)
ubytek 61 — 82 %, resp. 70 — 85 % anthokyand. Velmi podobné vysledky uvedli i Hu et al.
(2018), kdy pfti extruzi vyrobkil z ryze pozorovali ubytek 74 % anthokyani. I v ptfipadé
jinych nez obilnych vyrobkll byly popsany obdobné hodnoty degradace anthokyanii vlivem
extruze — u prasku z brambor s purpurovou duzninou 60 — 70 % (Nayak et al. 2011),
v extraktu z aronie 42 — 90 % (Hirth et al. 2015) a v extraktech z bortivek a hroznového
vina 90 % resp. 74 % (Camire et al. 2002). Ve vSech piipadech se vSak jednalo o
vyznamné vyss$i miry degradace, nez byly zaznamendny v této praci (ibytek celkovych
anthokyanii ¢inil pouze 19,2 — 42,2 %). Podobnou miru degradace jako v této praci vSak
popsali Khanal et al. (2009), kteti u vyliskii z boriivek zaznamenali tbytek 33 — 42 %
celkovych anthokyanti. Vzhledem k obecné vysoké variabilité rostlinnych materialt vSak
urcité rozdily nejsou piekvapivé. VSechny studie ovS§em shodné poukazuji na vice ¢i méné

negativni vliv extruze na obsah anthokyand.

Na druhou stranu byl v disledku extruze pozorovan i nartist sumy monoglykosidti u
genotypt AF Jumiko (statisticky vyznamny) a ANK 28-A (statisticky nevyznamny). Tento
narGist byl zplsoben zejména zvySenim obsahu peonidin-3-glukosidu, ktery v obou
genotypech predstavuje vyznamného zastupce anthokyanového spektra. Narhst obsahu
monoglykosidi v disledku extruze popsali i Escalante-Aburto et al. (2013), ktefi pfi
extruzi vyrobkil z kukufice pozorovali nartist 11 % obsahu kyanidin-3-glukosidu oproti
nezpracovanému materidlu. Menchaca-Armenta et al. (2020) k tomu doddvaji, Ze pfi
extruzi jsou kombinovéany efekty rozpadu termolabilnich latek spolu se zlepSovanim
biologické dostupnosti anthokyant v disledku rozpadu kovalentnich vazeb struktury a
porusovani bunécnych stén. Vysledny obsah anthokyant tak zavisi na tom, ktery z téchto

dvou efektd pfi extruzi prevladne. Salinas-Moreno et al. (2003) uvadi, ze tento efekt mtze
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byt zptisoben uvolnénim monoglykosidii pfi degradaci slozitéjSich forem anthokyani. Roli
zde muze hrat napiiklad forma stabilizace jednotlivych glykosidd, kdy zejména acyly
kyseliny malonové jsou za vysokych teplot nestabilni a vazanou kyselinu snaze odstépuji
(a stavaji se tak monoglykosidy). Brennan et al. (2011) tento efekt vysvétluji spiSe vySsi
extraktibilitou urCitych forem anthokyani po extruzi, vlivem které dojde k lepSimu
uvoliovani anthokyant z bunééné matrix. To potvrzuji i Sommer a Cohen (2018), ktefi
vysvétluji, ze vlivem prudké evaporace vody v suroviné dochdzi k masivnimu praskani
bunécnych stén nasledovanému uvolilovanim anthokyanti z bun¢k. Escalante-Aburto et al.
(2013) dale uvadi, ze zejména vhodnad kombinace parametri vlhkosti a teploty zpracovani

ovliviiuje miru uvolilovani monoglykosidl z bunééné matrix.

Mira degradace anthokyanil pfi zpracovani extruzi je vyznamné¢ zavisla na riznych
parametrech tohoto procesu, zejména na teploté bubnu (neboli vélce) a vlhkosti vstupni
suroviny a o néco méné i na rychlosti Sroubu (Escalante-Aburto et al. 2013; Camacho-
Hernandez et al. 2014). Extruze jako proces je obecné charakterizovana zpracovanim
suroviny pfi teploté vice nez 100 °C, pficemz tato teplota mize dosahovat libovolnych
hodnot (zpravidla se pohybuje mezi 120 — 180 °C) (Hirth et al. 2015; Durge et al. 2013).
Cim je teplota bubnu vys§i, tim vzrista i degradace anthokyant, které se vlivem vysoké
teploty rozpadaji na bezbarvé chalkony podléhajici nasledné rychlé degradaci, pfipadné
dochdzi k hydrolyze glykosidickych forem a vzniku nestabilnich aglykonl, nebo
anthokyany podléhaji tvorbé produktli neenzymatického hnédnuti vlivem Maillardovy
reakce (Nayak et al. 2011). Markantni rozdily v degradaci lze pozorovat zejména pii
teploté nad 140 °C (Nayak et al. 2011; Durge et al. 2013). V otdzce optimalni vlhkosti
vstupni suroviny nejsou literdrni zdroje zcela jednotné. Escalante-Aburto et al. (2013)
popisuji nejlepsi retenci anthokyant v extrudovaném produktu z kukufice pii vlhkosti
suroviny 16,5 %, zatimco vyraznéj$i poklesy obsahu anthokyanli pozorovali jak pii
vlhkosti 14 %, tak pii vlhkosti 20,5 %. Oproti tomu ostatni autofi uvadi jako optimalni
obsah vody vyssi hodnoty vlhkosti — u kukutice 23,8 — 25,2 % (Camacho-Herndndez et al.
2014), u ryze 18 % (Durge et al. 2013) a u aronie 22 % (Hirth et al. 2015). Jak ovSem
upozoriuji Camacho-Herndndez et al. (2014) spiSe nez samotnd vlhkost ovliviluje
degradaci anthokyanii kombinace vlhkosti a teploty. Zatimco pfi nizkych teplotach
zpracovani (kolem 100 °C) obsah vlhkosti na degradaci pfili§ velky vliv nemad, pfti
zvysuyjici se teploté¢ (140 °C a vice) lze pozorovat vyznamny vliv vlhkosti na ubytek
anthokyanti. To potvrzuji také Menchaca-Armenta et al. (2020), ktefi u vyrobki z kukuftice

zpracovavanych pii 90 °C pozorovali nejlepsi retenci anthokyanil v Sirokém rozpéti hodnot
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vlhkosti 15 — 22,5 %, ovSem pii teploté procesu nad 110 °C se pii vy$Sim obsahu vody
(nad 22,5 %) zacala degradace anthokyani vyznamné zvySovat. Uréity obsah vody
v surovin¢ je nezbytny pro jeji protektivni efekt na obsah anthokyanli a pii jejim
nedostatku 1ze pozorovat jejich zvySenou degradaci (Hirth et al., 2015; Brennan et al.
2011). Stejny efekt ma vsak i pfili§ vysoky obsah vody v suroving, nebot’ vysoka vlhkost
zpuisobi Zelatinizaci Skrobu a vznik pastovité konzistence smési, kterd zpomali tok smési
extrudérem a zpusobi vys$si degradaci anthokyanl vlivem zvySené teploty smési kviili
jejimu delSimu setrvani ve valci (Camacho-Hernandez et al. 2014). Tento efekt je zvlast
vyznamny v piipadé¢ monoglykosidi, jejichz Ubytek je pifi vysoké vlhkosti rychlejsi nez u
extrudované suroviny vede k vy$s$i mife komplexace a asociace anthokyand, ¢imz vznikaji
slozité molekuly s vysokou hmotnosti a zhorSenou extraktibilitou (Menchaca-Armenta et
al. 2020). Vedle teploty a vlhkosti se na degradaci anthokyand podili i rychlost Sroubu
extrudéru, kterd ovliviiuje dobu setrvani smési ve vélci. Cim déle smés prochazi valcem
extrudéru, tim vice je tepeln¢ namahéna a tim se i zvySuje degradace anthokyanti (Hirth et
al. 2015). Durge et al. (2013) popsali jako optimalni rychlost otaeni Sroubu 190 rpm,
jelikoz niz8i rychlosti otdeni vedly v jejich experimentu k horSi retenci anthokyani.
Menchaca-Armenta et al. (2020) vsak dopliuji, Ze pokud je nizka rychlost Sroubu (do 100
rpm) kombinovdna zaroven s nizkou teplotou (90 °C), je pfi tomto nastaveni retence
anthokyanii nejvyssi. Hirth et al. (2015) uvedli, ze dobrych retenci anthokyant lze
dosahnout i pfi rychlosti Sroubu 300 rpm, zatimco pfili§ vysoka rychlost nad 500 rpm muZe
paradoxné degradaci anthokyanid zhorsit, nebot” vede k vys$§imu tepelné-mechanickému

namahani smési vlivem vétsiho tfeni.

Optimalizace vyrobniho procesu pii extruzi pSenice nebyla pfedmétem zkoumani
této disertaéni prace. OvSem dle poznatkli z odborné literatury lze soudit, Zze nastaveni
parametrl extruze (teplota zpracovani 130 °C, vlhkost suroviny 20 % a rychlost otaceni
Sroubu 200 rpm) relativné dobfe odpovidalo pozadavkim na Setrné zpracovani a
pravdépodobné nezplsobilo intenzivni Ubytek anthokyand, ¢emuz by odpovidala i
piijatelnd mira degradace anthokyani 19 — 42 %, ktera byla vyrazné niz$i, nez uvadi
vétSina odborné literatury. Pro ovéteni této hypotézy by vSak byl zapotiebi detailnéjsi

experiment.

Vzhledem k ostatnim tepelnym dpravdam zkoumanym v ramci této prace, dosahly
retence anthokyanl po extruzi spiSe méné piiznivych hodnot. Mira degradace zpisobena
vlivem extruze byla sice vyssi nez v pfipadé vareni a peceni, nicméné¢ stale byla pfijatelna.
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Extruzi provadénou za popsanych parametra lze tedy jednozna¢né oznacit za pouZzitelnou

tepelnou Upravu z hlediska obsahu anthokyand.

4.4.4. Pufovani

Vliv pufovani na obsah anthokyant byl sledovédn v 7 genotypech: AF Jumiko (Pp),
Konini (Pp), ANK 28-A (Pp), RU 687-12 (Pp), UC 66049 (Ba), Skorpion (Ba) a AF Zora
(Ba+Pp). V ramci této prace se jednalo o jediny experiment, do né&jz byla zahrnuta i jedna
odrtda cerné psenice, ktera bohuzel nebyla k dispozici v dob€ provadéni ostatnich pokust.
Pufovani zrna navlh¢eného na 17,5 % bylo provedeno pii teploté 270 — 280 °C po dobu
6 s. Obsahy anthokyanti byly analyzovany a kvantifikovany pomoci spektrofotometrické a
UHPLC-MS metody a vysledky jsou uvedeny v Tab. 20. Procentudlni zmény v obsahu

celkovych anthokyand a sumy monoglykosidi jsou uvedeny v Grafu 8.

Tab. 20 Zmény v obsahu celkovych anthokyanti a sumy monoglykosid (mg/kg susiny)

celkové anthokyany (mg/kg susiny) suma anthokyani (mg/kg susiny)

spektrofotometricka metoda UHPLC-MS metoda

genotyp
pied pufovanim pied pufovanim
po pufovani po pufovani
(celé zrno) (celé zrno)

AF Jumiko 13,04 £0,154 a 20,35+0,555b 0,182 £ 0,005 a 0,095 £ 0,037 b
Konini 22,74+ 1,714 a 2428 £2712 a 1,205 £ 0,124 a 0,191 £ 0,049 b
ANK 28-A 2531 +£8,250 a 22,45+0,740 a 0,719 £ 0,052 a 0,193 £ 0,061 b
RU687-12 54,14 £5,564 a 28,44 +£ 1,994 b 2,806 £ 0,563 a 0,413 +0,018 b
Skorpion 63,01 £1,705 a 27,23 £0,700 b 42,04 £3,891 a 1,375 +£ 0,227 b
UC 66049 102,7 £2,400 a 27,79 £0,251 b 65,12+3,784 a 1,331 £ 0,439 b
AF Zora 97,73+ 1,525 a 33,50+ 1,979 b 52,16 £ 0,807 a 1,643 £ 0,192 b

odlisna pismena uréuji statisticky vyznamny rozdil ve dvojicich hodnot (pfed a po pufovani) oddélené pro

jednotlivé odrudy a analytické metody
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Graf 8 Zména obsahu anthokyant pti pufovani (% plvodniho obsahu anthokyantl)
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Efekt pufovani zrna na obsah celkovych anthokyanli (viz Graf 8A) byl u
jednotlivych genotyptli odlisny. U obou modrych a jednoho ¢erného genotypu doslo shodné
k ubytku anthokyand. Nejvétsi degradace celkovych anthokyanii byla zaznamendna u
genotypu UC 66049, témét 72,9 %. Oproti tomu vliv pufovani na zrno purpurovych odrid

vykazoval velké mezigenotypové rozdily. Jedinym purpurovym genotypem, u né¢hoz doslo
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ke statisticky vyznamné degradaci, byl RU 687-12, ubytek anthokyant zde ¢inil 47,5 %.
Mnohem mirngj$i ubytek byl zaznamenan jest¢ u genotypu ANK 28-A (11,3 %), tato
degradace vSak nedosdhla statisticky vyznamné hranice. Naopak u odrid Konini a
AF Jumiko byl oproti ostatnim genotypiim zaznamenan narast obsahu anthokyanii, ktery
byl signifikantni zejména v piipad¢ odridy AF Jumiko a dosdhl vice nez 1,5nasobku
puvodni hodnoty. Z hlediska absolutnich hodnot dosahovala nejvyssiho obsahu celkovych
anthokyanti po pufovani cernd pSenice AF Zora, kterd po zpracovani obsahovala
33,50 mg/kg anthokyanli. U zbylych genotypii byl pozorovan stejny trend jako v piipadé
peceni a extruze — piestoze degradace u purpurovych genotypii pSenic byla celkové nizsi,

vyssi rezidualni obsahy anthokyanii stdle obsahovaly modré pSenice.

Sledovani dbytku jednotlivych monoglykosidl prokazalo oproti zménam celkovych
anthokyanti jednoznac¢ny trend. U vSech genotypti doslo vlivem pufovani k vyraznému
poklesu hladin monoglykosidi. LepsSich vysledkti v tomto ohledu dosahly opét purpurové
pSenice, u nichz byla zaznamenana vyznamna variabilita v ubytku monoglykosidii, od
47,9 % do 85,3 %. Oproti tomu obé modré pSenice, stejné jako odriida Cerné pSenice,
vykazaly velmi podobny pokles primémé o 97,0 %. Z rozdild mezi vysledky celkovych
anthokyanﬁ a jednotliv;’/ch monoglykosidﬁ je zfejmé, ze jednoduché monoglykosidy jsou
monoglykosidi v porovnani purpurovych a modrych genotypl pSenice 1ze vysvétlit riznou

mirou lability jednotlivych monoglykosidi, jak je uvedeno v Grafu 9.

Graf 9 Procentuélni degradace jednotlivych monoglykosidii
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Z vysledku je patrné, ze pufovani 1épe odolavaji peonidin-3-glukosid a kyanidin-3-
glukosid, které tvofi hlavni analyty anthokyanového spektra purpurovych psenic. Naopak
anthokyany typické pro modré resp. ¢ernou psenici — glykosidy delfinidinu — vykéazaly
v disledku pufovani témér absolutni degradaci. Konkrétni mira degradace pro jednotlivé
monoglykosidy v tomto experimentu byla: peonidin-3-glukosid (72,7 %) < kyanidin-3-
glukosid (82,2 %) < petunidin-3-glukosid (88,6 %) < pelargonidin-3-glukosid (89,6 %) <
kyanidin-3-rutinosid (90,1 %) < delfinidin-3-glukosid (97,0 %) < delfinidin-3-rutinosid
(98,1 %). V porovnani téchto vysledkii se stabilitou jednotlivych monoglykosidl pfi
dalSich tepelnych upravach sledovanych vtéto praci byl pii pufovani sledovan
jednoznacéné nejvyznamnéjsi ubytek jednotlivych monoglykosidi. Byl zde vSak pozorovan
stejny trend tykajici se glykosidi majoritnich aglykonii — stabilita postupné klesala

v pofadi peonidin > kyanidin > delfinidin.

Pro porovnéani vysledki pufovani s odbornou literaturou byl nalezen pouze jeden
¢lanek tykajici se pufovani obilovin, konkrétné ryze (Pal et al. 2019). Pro uvedeny
experiment byly pouzity odridy tzv. c¢erné ryZze a pufovani zrn bylo provedeno pii teploté
220 °C po dobu 15 — 20 s. U vSech pouZitych odriid byl zaznamenan vyznamny ubytek
anthokyanti, ktery pfedstavoval degradaci 46 — 96 % obsahu celkovych anthokyanti
(pramérné¢ 79 %). Podobné miry degradace uvedli i dal§i autofi sledujici zmény
anthokyanii vlivem pufovani v bobulovych plodech. Si et al. (2016) pfi zpracovani malin
pufovanim pti 97 °C uvedli ztratu 47 % anthokyanil ve vysledném produktu. Oproti tomu
Chen et al. (2017) pouzili pifi pufovani plodl moruse nizsi teplotu (80 °C), ovSem ztrata
anthokyanti byla v tomto pfipadé vyssi, 62 %. VSechny uvedené prace shodné popsaly
jednoznacny ubytek celkovych anthokyanii vlivem pufovani bez ohledu na zkoumany
materidl. Podobné miry degradace (do 73 %) byly zaznamenany i v experimentu v ramci
této prace, ale pouze v pripad¢é ne€kterych genotypi, zejména u druhii s modrym a ¢ernym
zrnem. Naopak nariast celkovych anthokyant vlivem pufovani tak, jak byl popsan v této
praci, nebyl zaznamendn v zddném z dohledanych odbornych zdroji. Je vSak tieba
upozornit na celou fadu odliSnosti v designu jednotlivych experimentli (pouzita surovina,
doba a teplota pufovani) a na celkové velmi maly pocet relevantnich odbornych zdroja.
Nicméné lze v tomto piipad¢ poukazat na fakt, ze 1 v pfipad€ extruze, kterd je povahou
zpracovani podobnad procesu pufovani, byl zaznamenan ndrGst obsahu celkovych
anthokyant vlivem zpracovani (Escalante-Aburto et al. 2013). Je tudiz pravdépodobné, ze i
v ptipad¢ pufovani muze hrat roli lepSi extraktibilita slozitych forem anthokyant

z perikarpu vlivem praskdni bunéénych stén (Brennan et al. 2011; Sommer & Cohen
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2018). Vzhledem k faktu, ze nartst obsahu celkovych anthokyanti v uvedenych odriidach
byl doprovédzen vyraznym ubytkem monoglykosidd, l1ze polemizovat o tom, zda v tomto
vznik barevn¢ intenzivnéjSich forem anthokyant, jak bylo popsano napt. v pripade
polymerace a kopigmentace (Eiro a Heinonen 2002). Pro podporu tohoto dohadu se vSak
nepodafilo dohledat Zadnou odbornou literaturu. Pro bliz§i diskuzi vysledkid tohoto
experimentu by bylo zapotiebi vice zdrojii zkoumajicich pufovani s odpovidajicimi
parametry pokusu a se stejnou vstupni surovinou, zadny takovy zdroj se vSak v odbornych

databéazich nepodafilo nalézt.

Degradaci jednotlivych monoglykosidi vlivem pufovani zkoumali ve svém
experimentu pouze Chen et al. (2017). Pii pufovani plodi moruse zaznamenali autofi u
majoritniho kyanidin-3-glukosidu tbytek 63 %, zatimco minoritni kyanidin-3-rutinosid s
ubytkem 58 % byl mirn¢ stabilngj$i. Ani tyto vysledky nejsou v dobré shodé
s pozorovanim v této praci, kdy byl pii pufovani genotypt pSenice popsan opacny trend,
nebot’ kyanidin-3-glukosid vykazoval vyssi stabilitu nez kyanidin-3-rutinosid. Také miry
degradace, které autofi u obou analytll zaznamenali (63 a 58 %), byly vyrazné€ niZ§i, nez
bylo pozorovano v ptipadé pSenice v této praci (82,2 a 90,1 %). Tento rozdil mohl byt
zpusoben odlisnosti suroviny (pSenice vs. bobulové ovoce), nizsi teplotou pufovani nebo

jinymi odli$nostmi v technologickém procesu (napf. jind mira vlhkosti).

Vzhledem k celkové nizké stabilit¢ anthokyani lze ocekavat, ze mira degradace
celkovych anthokyani bude vyznamné zaviset na technologickych parametrech procesu
zpracovdni. Relevantni literarni zdroje uvedené vySe se diskusi této problematiky bohuzel
nevénuji, ale vzhledem k vzajemné podobnosti se lze domnivat, ze kritické parametry
degradace anthokyant budou podobné jako v piipadé extruze — teplota procesu, doba
pusobeni teploty a vlhkost suroviny (Hirth et al. 2015; Escalante-Aburto et al. 2013;
Camacho-Hernandez et al. 2014). Také Mu et al. (2013) se domnivaji, Ze pfili§ vysoka
teplota v kombinaci s dlouhou dobou trvani procesu miiZze vést k nadmérné degradaci
anthokyanti. Vysledky jejich studie s pufovanim produktu z malin za pouziti mikrovinného
ohfevu napovidaji, ze k dosazeni nejlepsi retence anthokyanli musi byt teplota zpracovani
nepiimo umérna dob¢ piisobeni. Nejvyssich rezidualnich hodnot celkovych anthokyanti
tudiz dosahovaly produkty, u nichz se doba pufovani Gmérné s rostouci teplotou
zkracovala. Kromé& téchto dvou parametrii sledovali autofi tohoto experimentu také vliv
vlhkosti zpracovavané suroviny a stanovili jako vhodnou uroven vlhkosti vychozi suroviny

17 %, zatimco pfi vlhkosti okolo 20 % zaznamenali vys$i degradaci anthokyand.
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Z hlediska rezidualniho obsahu celkovych anthokyanti poskytly vysledky pufovéani
v této praci nejednoznacné vysledky. Zatimco u modrych genotypti a cerné odriidy pSenice
dosdhla mira degradace anthokyant az 73 %, u odriid AF Jumiko a Konini byl pozorovan
narGst obsahu celkovych anthokyanli. Vzhledem k faktu, Zze optimalizace parametri
pufovani nebyla pfedmétem této prace, lze polemizovat o tom, zda by jiné nastaveni
parametril procesu v tomto experimentu vedlo k lep$i retenci anthokyanli u pSenic s
modrym a cernym zrnem. Pfi porovnani s vysledky autorG Mu et al. (2013) se zda
pravdépodobné, Ze mira vlhkosti vstupniho materialu v této praci (17,5 %) byla pro ucel
zpracovani zvolena vhodné. Bez dalsi optimalizace vSak nelze jednoznacné soudit, zda
byla vhodné zvolena kombinace teploty a doby zpracovani (270 — 280 °C, 6 s).
V porovnani s ostatnimi relevantnimi zdroji je patrné, Ze teplota pouzita v tomto
experimentu byla vyrazn€ vys$i nez v pokusech jinych autord, na druhou stranu tomu
umérné odpovidala velmi kratka doba zpracovani (6 s). Pravé kombinace vysoké teploty a
kratké doby zpracovani je klicova pro dobrou retenci anthokyani, jak popsali Mu et al.
(2013). Z vysledku je vsak ziejmé, ze zejména s ohledem na modré genotypy pSenice by

bylo zapotiebi dalsi optimalizace parametra pufovani.
4.4.5. Souhrnné vysledky zpracovani

Tato disertacni prace se vénovala ziskavani novych poznatkli o genotypech pSenic
s barevnym zrnem v navaznosti na moznosti jejich spotiebitelského vyuziti. Na rozdil od
jinych komodit bohatych na anthokyany, jako je ovoce a zelenina, vyZaduji obiloviny pted
konzumaci tepelnou dpravu. V jakékoliv otdzce vyuzitelnosti obilovin jakoZto potraviny,
musi byt zohlednén vliv tepelné Gpravy. Z tohoto diitvodu ovétovala tato prace moznosti
vyuziti riznych typt tepelnych Gprav — konkrétné pe€eni, vareni, extruzi a pufovani. Cilem
téchto experimenttl bylo zjistit, jak destruktivni ¢i Setrné jsou dané metody zpracovani

s ohledem na obsah anthokyantl, a posoudit jejich vhodnost pro tento ucel.

NejSetrn€j$i metodou zpracovani bylo jednoznacné vareni. Na rozdil od ostatnich
tepelnych Uprav zde byl zaznamenan relativné nejnizsi ubytek celkovych anthokyant —
18,0 a 28,7 % u dvou sledovanych odriid — zatimco u ostatnich genotyptli bud’ ke statisticky
vyznamnému Ubytku anthokyant nedoslo, nebo bylo dokonce zaznamenano zvyseni jejich
celkového obsahu — tento neobvykly vysledek byl pii vafeni pozorovan dokonce ve 3 ze 7
zkousenych genotypt. Velmi uspokojivych vysledkil s nadpriimérnou retenci anthokyant
dosdhlo také peceni, kdy byla pozorovana degradace nejvyse 24,5 % celkovych
anthokyanti. Oproti tomu v piipadé extruze dochazelo k ubytku az 42,2 % celkovych
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anthokyantli a jednoznacné nejhorsi vysledky byly zaznamenany v piipad¢ pufovani, kde

maximalni ztrata celkovych anthokyanii dosahla 82,9 %.

v

Celkoveé byly vyrazngj§i ubytky anthokyanli pozorovany u modrych genotypt
pSenice, kde témét ve vSech pfipadech byla mira degradace signifikantné vyssi nez u
purpurovych genotypud. Lepsi retence anthokyant v purpurovych genotypech je podminéna
odliSnym uloZenim analyti v zrnu. Strukturni slozky perikarpu, v némz jsou typicky
umistény anthokyany purpurovych genotypl, poskytuji analytim vysSsi ochranu pied
ztratou vlivem pisobici teploty, nez je tomu u barviv ulozenych v aleuronové vrstveé
(modré genotypy). Avsak zcela opacny efekt byl pozorovan u vareni, kdy naopak vyS$im
ztratdm anthokyanti podléhaly genotypy purpurové. Lokalizace anthokyanti v perikarpu
byla v tomto konkrétnim ptipadé nevyhodou, nebot” pfitomnost tekutiny jako teplonosného
média vyrazné zvysila nejen ptimou destrukei jednotlivych analytl, ale také jejich vyluh
z povrchové vrstvy zrna. Naopak aleuronova vrstva byla v pfipad¢ varfeni mechanicky
chranéna okolnim perikarpem ptfed kontaktem s tekutinou, ¢imz se retence anthokyant
modrych genotypt vyrazné zlepSila. Tyto vysledky poukazuji na fakt, Ze degradace
anthokyanii ma zcela jiny charakter pfi pouZiti suchého ¢i vlhkého tepla. Ve vSech
pripadech byly vyssi absolutni obsahy anthokyani po tepelné upravé zaznamenany u
genotypll s modrym zrnem, které i pfes vysSi miru degradace po zpracovani stale
obsahovaly vétsi mnoZstvi analytil. Stejny efekt byl zaznamenan i u jediné odriidy cerné
pSenice (AF Zora), kterd byla zafazena do experimentu s pufovdnim — stejné jako u
modrych pSenic 1 u tohoto vzorku byl pfes vy$§i miru degradace pozorovan vysoky obsah

zachovanych anthokyantl.

Pti sledovani anthokyanti ve formé sumy monoglykosidli bylo mozné jednoznaéné
konstatovat, ze jednoduché formy anthokyanti glykosylované jednou sacharidovou
jednotkou jsou vyznamné méné stabilni nez slozité¢ formy anthokyand. Téméf u vSech
tepelnych uprav byl totiz pozorovan trend, kdy monoglykosidy vlivem tepelné tpravy
ubyvaly mnohem vyraznéji nez celkové anthokyany. Zaroven byla napfi¢ experimenty
pozorovana odli§na stabilita jednotlivych monoglykosidt, ktera si ve vSech ptipadech
zachovdvala stejny charakter — nejstabiln€j$im analytem byl peonidin-3-glukosid a
kyanidin-3-glukosid, zatimco nejméné stabilnimi byly ve vSech pfipadech delfinidin-3-

rutinosid a delfinidin-3-glukosid.

U vSech tepelnych tprav byl pozorovan efekt zlepSeni extraktibility anthokyant po
tepelném zpracovani. Nejvyraznéjsi byl tento efekt v ptipadé vatreni, kde dochédzelo vlivem

pusobeni tepla 1 ke znaénym naristim obsahu anthokyanti. V mensi mife se tento efekt
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projevil pii pufovani a extruzi a u peceni byl jeho podil sice patrny, ale nevyznamny. Jak je
uvedeno v pfislusnych kapitolach, tento efekt zvySené extraktibility mize byt disledkem
uvolnovani anthokyanli vazanych na slozky bunécnych stén, popft. jejich uvolnovani do

prostoru vlivem praskani bunéénych struktur, nebo i uvolnovanim jednodussich analyti ze

vvvvvv

Vyzkum vlivu jednotlivych tepelnych tprav na jednu stranu poukdzal na obecnou
nestabilitu anthokyanii pfi zpracovani zrna, ale na druhou stranu prokazal, ze pSenicné zrno
muze 1 po zpracovani stale obsahovat vyznamna mnozstvi anthokyant. Zatimco nékteré
tepelné upravy se jevi jako vylozené vhodné (vateni, peceni), u jinych (extruze, pufovani)
byl negativni vliv na obsah anthokyant zfetelnéjsi. Ani tyto Upravy vSak nelze zatracovat,
protoze mohou byt pfinosné zejména z diivodu rozsifeni portfolia produktii z pSenice
s barevnym zrnem. Dal$im krokem by proto méla byt optimalizace parametri vyrobnich
procest tak, aby mohla byt ztrata anthokyani minimalizovana. Obecné lze pro vyrobu
produktli z pSenice s barevnym zrnem doporucit zejména genotypy s vysokym obsahem
anthokyanti, u nichz bude 1 ptes ptipadny tbytek po zpracovani pfitomno stdle vyznamné
mnozstvi anthokyanli. Do této kategorie spadaji prakticky vSechny genotypy s modrym a
¢ernym zrnem, ale i ve skupiné purpurovych pSenic Ize najit dost zastupci, kteti budou
tuto podminku bez obtizi spliiovat. PSenice s barevnym zrnem tudiz v tomto ohledu maji
velky potencidl pro spotiebitelské vyuziti a vedle tradi¢nich komodit s obsahem
anthokyanii (ovoce a zelenina) tak mohou predstavovat dalsi typ potraviny bohaté na

nutriéné vyznamné latky.
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5. ZHODNOCENI CIiLU A HYPOTEZ PRACE

Cile této disertatni prace byly zaméfeny na zlepSeni a doplnéni poznatkli o
genotypech pSenice seté s obsahem anthokyanli v zrnu. Za pouziti analytickych metod byly
identifikovany a kvantifikovany obsazené anthokyany a dal$imi pokusy byla ovétovana
vhodnost pSenic s barevnym zrnem pro zpracovani a potravinaiské vyuziti. Bylo stanoveno

celkem 5 cili prace s piislusSnymi hypotézami, které byly ovétfovany dil¢imi experimenty.

1. cil prace: Vyvoj, optimalizace a validace analytické UHPLC-MS metody pro stanoveni

anthokyanti v barevnych genotypech psenice.

1. hypotéza: Vyvinuta UHPLC-MS metoda bude vhodna pro analyzu anthokyant

obsazenych v obilkach barevnych genotypt psenice.

V ramci prace byla vyvinuta funkéni analytickd UHPLC-MS metoda umoziujici
identifikaci jednotlivych anthokyani obsazenych v zrnu pSenice. Vhodnost metody pro
ucely této prace byla ovéfena zhodnocenim validacnich parametrt, které byly ve vSech
ohledech uspokojivé. Zejména nizké limity detekce a kvantifikace umoznily pouziti této
metody pfi analyze i stopovych mnozstvi anthokyanli. Nevyhodou metody byla ptedevs§im
vEtsi ¢asova narocnost pracovniho postupu, tuto nevyhodu vsak dostatecné vyvazily cenné
informace ziskané jejim pouzitim. Pro doplnéni vysledkii byla soubézné s UHPLC-MS
metodou pouzivana 1 méné specifickd, ale zaroven jednodus$si kvantifikace anthokyant
spektrofotometrickou analyzou. Tato metoda je vhodnd pro rutinni analyzu velkého
mnozstvi vzorkli a poskytuje piesné udaje o souhrnném obsahu anthokyantl, je ovSem
limitovana vys$i mezi detekce a kvantifikace a neumoZznuje ani detailni identifikaci
jednotlivych anthokyanti. Vysokd mira korelace mezi vysledky obou metod (r = 0,9198)
poukdzala na moznost jejich soubéZného pouziti a vyjadfeni anthokyanii ve dvou
doplilyjicich se hodnotéch: jako suma jednotlivych monoglykosidii anthokyanil (stanovena

UHPLC-MS) a jako celkova suma anthokyant (stanovena spektrofotometricky).

Prvni cil prace byl splnén a souvisejici hypotéza byla potvrzena, vhodnost

vyuziti UHPLC-MS metody byla ovétena jeji validaci.

2. cil prace: Zmapovani obsahu a kompozice anthokyanti v Sirokém spektru barevnych

genotypu pSenice.

2. hypotéza: Kompozice anthokyanového spektra jednotlivych barevnych typli pSenice
bude odlisna.
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Anthokyany pSenic sbarevhym zrnem byly identifikovany a kvantifikovany
pomoci UHPLC-MS metody. Anthokyanové spektrum s podrobnou kvantifikaci
jednotlivych analyti a stanoveni obsahu celkovych anthokyant bylo provedeno u celkem
30 genotypli pSenice s ruznym zbarvenim zrna. Tyto barevné genotypy zastupovaly
pSenice s purpurovym perikarpem (Pp), pSenice s modrym aleuronem (Ba) a tzv. Cerné
pSenice s kombinaci purpurového perikarpu a modrého aleuronu (Ba+Pp). Vysledky
prokdzaly vyrazné rozdily v obsahu anthokyant jak zhlediska kvalitativniho, tak
kvantitativniho. I pfes vysokou mezigenotypovou variabilitu v obsahu anthokyant bylo
pSenice obsahuji nejvyssi sumy anthokyanti. PSenice ¢erné, které jsou genetickymi kiizenci
dvou predeslych typl, vykazovaly stiedni hodnoty obsahu anthokyani. Celkem bylo
v barevném pSeni¢ném zrnu identifikovano 8 rtiznych anthokyant (resp. monoglykosidi).
Pro kazdy barevny typ bylo popsano charakteristické anthokyanové spektrum, které se
mezi jednotlivymi barevnymi typy vyznamné liSilo, ovSem zramci daného zbarveni
vykazovalo pouze minimalni rozdily. Spektrum purpurovych psenic bylo relativné chudé,
standardn¢ bylo tvofeno pouze dvéma anthokyany s obCasnym vyskytem 3 dalSich
anthokyanti, zatimco modré pSenice mély anthokyanové spektrum ve vSech piipadech
tvoreno minimaln¢ 5 anthokyany. Nejbohatsi bylo anthokyanové spektrum ¢ernych pSenic,

které vykazovalo kombinaci Pp a Ba spektra a bylo tvotfeno vzdy 6 monoglykosidy.

Druhy cil prace byl splnén a souvisejici hypotéza byla potvrzena. Pomoci
identifikace jednotlivych anthokyani UHPLC-MS metodou byly ovéfeny vyznamné

rozdily ve skladbé anthokyanového spektra u jednotlivych barevnych typi pSenice.

3. cil prace: Stanoveni mezigenotypovych a popf. i mezirocnikovych rozdilti v obsahu

anthokyant.

3. hypotéza: Obilky barevnych genotypti pSenice budou vykazovat kvalitativni i

kvantitativni mezigenotypové a meziro¢nikové rozdily v obsahu anthokyand.

Po charakterizaci anthokyanového spektra vSech 30 genotypil pSenice s barevnym
zrnem byly obsahy anthokyant kvantifikovany nezévisle UHPLC-MS metodu a
spektrofotometrickou  metodou.  Vysledky obou metod prokdzaly vysokou
mezigenotypovou variabilitu v obsahu anthokyanti, kterd se mezi jednotlivymi vzorky
lisila 1 nékolikanasobné. Tyto rozdily byly statisticky vyznamné a genotyp byl vyhodnocen

jako nejvyznamnéjSi parametr variability anthokyanii v pSeni¢ném zrnu. Statisticky
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prokazatelny efekt genotypu byl ovéfen i v samostatném experimentu, v némz byl zaroven
potvrzen i statisticky vyznamny vliv ro¢niku a téz vliv interakce genotyp % ro¢nik na obsah

anthokyanii v pSeni¢ném zrnu.

Treti cil priace byl splnén a souvisejici hypotéza byla potvrzena.
Mezigenotypové rozdily byly pozorovany ve vysledcich jak UHPLC-MS analyzy, tak ve
vysledcich stanovenych spektrofotometricky. Genotyp a ro¢nik se ukazaly jako vyznamné

parametry ovliviiujici obsah anthokyanti v pSeni¢ném zrnu.

4. cil prace: Stanoveni antioxidacni aktivity jednotlivych genotypu.

4. hypotéza: Antioxidacni aktivita jednotlivych genotypl a barevnych typid pSenic se bude
lisit.

Mira antioxidacni aktivity pSenic s barevnym zrnem byla hodnocena pomoci
metody s redukei radikdlu DPPH. I pfes urcité limity metody byl posouzen vliv pfitomnosti
anthokyanli na antioxida¢ni aktivitu pSenic s barevnym zrnem. PfestoZe celkova mira
antioxidacni aktivity byla z vétsi ¢asti ovlivnéna piitomnosti jinych latek nez anthokyant, 1
obsah téchto barviv se na hodnoté antioxida¢ni aktivity projevil pfiznivé. V tomto dil¢im
experimentu byly porovnavany vysledky jednotlivych barevnych genotypu s vysledky
genotypll bez obsahu anthokyani. Barevné typy obsahujici anthokyany (Pp, Ba a Ba+Pp)
dosahovaly signifikantn¢ vysSich hodnot antioxidacni aktivity nez ostatni typy pSenice
(bily, Cerveny a zluty). I pfestoze nebyl mezi jednotlivymi genotypy s obsahem anthokyanti
stanoven Zadny mezitypovy statisticky vyznamny rozdil, byl ve vysledcich pozorovan
trend mirného navySovani antioxidacni aktivity s nariistem primérného mnoZstvi
anthokyanti v fadé Pp < Ba+Pp < Ba. Tento trend byl potvrzen i zjisténou (i kdyz ne pfilis
silnou) korelaci mezi hodnotou antioxidacni aktivity a obsahem anthokyani (r = 0,4749).
Na druhou stranu vyznamné mezigenotypové rozdily v ramci jednotlivych barevnych typl

nebyly aZ na vyjimky pozorovany.

Ctvrty cil prace byl splnén a souvisejici hypotéza byla &asteéné potvrzena.
Vysledky prokézaly souvislost anthokyanii s antioxidac¢ni aktivitou psSenic s barevnym
zrnem, pfiemZz genotypy obsahujici anthokyany mély vyznamné vyS$$i antioxidacni
aktivitu nez genotypy bez obsahu anthokyanli. Nebyly vSak prokizany statisticky

vyznamné rozdily mezi genotypy v ramci jednotlivych barevnych typt.
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5. cil prace: Sledovani zmén v obsahu anthokyant v jednotlivych genotypech béhem

skladovéni a zpracovéni.

5. hypotéza: Obsah anthokyani barevnych genotypt pSenice bude ovlivnén skladovanim a

zpracovanim.

Zmény anthokyanti vlivem skladovani a zpracovani piedstavovaly kliCcovou ¢ast
vyzkumu charakterizujiciho moznosti vyuziti barevnych pSenic jako spotiebni komodity.
Pokusy prokézaly, ze k vyznamnym zméndm anthokyanti dochazi jiz béhem skladovéni.
V prvnich tfech mésicich obsah celkovych anthokyani prokazatelné klesa a dale béhem
jednoho roku skladovani fluktuuje. V prubéhu této doby lze pozorovat i doasny nartst
relativniho obsahu anthokyant, ktery je v obdobi po 12. mésici skladovani nasledovan
opétovnym poklesem analyti. Celkoveé byl pozorovan ubytek obsahu anthokyant, ktery
nepievysil 30 % u modrych genotypti a 50 % u purpurovych genotypt. Skladovani
ptedstavuje dilezity krok v celém procesu vyuziti zrna a nelze jej eliminovat. Poznatky o
ubytku anthokyani v této fazi jsou tedy dulezité pro vybér vhodného genotypu tak, aby
v disledku skladovani nedo$lo k natolik vyrazné degradaci, Zze by dana obilovina po
skladovani jako vyznamny zdroj anthokyani jiz nebyla pouzitelna. Jako vhodné se v tomto
ohledu jevi genotypy s vysokym obsahem anthokyanl, u nichZ lze ocekévat retenci
dostatecného mnozstvi barviv, a zdrovenn genotypy modré, jejichz anthokyany pfi
skladovani degraduji méné nez u purpurovych typti. S dalsim ubytkem anthokyant je
nezbytné pocitat 1 pfi nasledném tepelném zpracovani. V experimentech byly dopodrobna
rozebrany efekty jednotlivych tepelnych uprav a jejich pfispévek k celkové degradaci
anthokyanii obsaZenych v zrnu. Jako Setrné metody zpracovani byly vyhodnoceny vateni a
peceni, kde byl zaznamenany ubytek anthokyanl vyrazné nizsi (degradace 28,7 a 24,5 %
anthokyantl) nez v ptipad¢ extruze a pufovani (degradace 42,2 a 82,9 % anthokyantl). Pro
tyto tepelné upravy lze pted dalsim pouzitim doporucit optimalizaci, diky které by bylo
mozné retenci anthokyanil zlepSit. Jak skladovaci pokus, tak experimenty s tepelnymi
upravami poukédzaly na vhodnost vybéru genotypli s vysokym obsahem anthokyanl, které

budou i pies nevyhnutelné degradace po zpracovani stale hodnotnym zdrojem anthokyanti.

Paty cil prace byl splnén a souvisejici hypotéza byla potvrzena. Vysledky
prokdzaly vyznamny vliv skladovani a tepelné Gpravy na obsahy anthokyanti, ¢imz byla
potvrzena obecné znama nestabilita anthokyanii vlivem piisobeni vnéjSich faktora. I pies

tyto negativni vlivy vSak obsahy anthokyanl v n¢kterych genotypech byly stale vyznamné.
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6. ZAVER A DOPORUCENI PRO PRAXI

Disertacni prace byla vénovana vyzkumu genotypu psenic s obsahem anthokyanti a
moznostem jejich vyuziti v praxi. V ramci jednotlivych experimentii bylo prostudovano
celkem 30 genotyptll pSenic s purpurovym, modrym nebo ¢ernym zrnem. U vSech genotypt
byla potvrzena pfitomnost rostlinnych barviv — anthokyant, které pfedstavuji piirodni
bioaktivni latky s antioxida¢nim G¢inkem a s pfiznivym efektem na lidské zdravi. Trendem
soucasné¢ho vyvoje v oblasti potravinafstvi (¢i mediciny) je zavadéni pfirozenych zdroji
téchto prospésnych latek do lidské stravy. Genotypy pSenic s barevnym zrnem v soucasné
dobé nejsou béznou vetejné dostupnou komoditou a nachazi zatim spise okrajové vyuziti
v produkci specidlnich potravin. Cilem vyzkumu v této praci bylo posoudit potencidl

téchto genotyptl s obsahem anthokyant pro béznou potravinarskou produkei.

Pti zvazovani potencialu konkrétni odriidy nebo linie je nezbytné posoudit fadu
parametri a faktorti, které maji vliv na jakostni i1 jiné kvalitativni charakteristiky
pSeni¢ného zrna. V piipad¢ anthokyant je dillezitym parametrem zejména genotyp, ktery
vyznamné ovliviiuje syntézu a vysledny obsah anthokyand v zrnu. Obecné vysokymi
obsahy anthokyanii v této praci vynikaly zejména modré a ¢erné genotypy, ale i v oblasti
purpurovych pSenic byly evidovany genotypy s konstantné vysokymi obsahy anthokyand.
Mezi purpurové genotypy s vysokymi obsahy anthokyani se fadi napf. odridy Purple a
PS Karkulka a Slechtitelska linie RU 687-12. U modrych genotypt byly v tomto ohledu
nejlepsi vysledky konstantné pozorovany u Slechtitelskych linii V1 131-15a Va 133-15au
genetického zdroje EF 02-54/9. Z ¢ernych genotypti byly vysoké obsahy zaznamenéany
zejména u odridy AF Zora a u Slechtitelskych liniif V1-118-17 a V2-15a-17. Nevhodné
zvoleny genotyp s pfirozené nizkou produkci anthokyan pfitom nemusi pfinést

pozadovany nutri¢ni benefit.

Vedle genotypu je produkce anthokyani vyznamné ovlivnéna také rocnikem.
Meziro¢nikové rozdily jsou dany ptfedevsim rozdily v ro¢nich thrnech srazek, primérné
teploté a intenzité svétla. Prestoze efekt ro€niku neni ovlivnitelnym parametrem, je vhodné
ho brat v potaz. Z hlediska velkoprodukce mutze byt zvlast vyhodné pouziti odrud
s relativné stabilnim mezirocnikovym obsahem anthokyanti, u nichz je pravdépodobné vliv
rocniku nizky. Vedle neovlivnitelnych parametri je obsah anthokyani podminén také
ovlivnitelnymi parametry, mezi které odborna literatura tfadi naptiklad vliv lokality,
hnojeni ¢i doby sklizné. Tyto faktory nebyly v ramci prace ovéfovany. Naopak vliv

ekologického vic¢i konvenénimu zplsobu produkce na miru syntézy anthokyanl vliv
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nemél. Z vySe uvedeného vyplyva, Ze rozhodujicim parametrem pro vybér vhodného
genotypu muze byt zejména vysoky obsah anthokyant. Z hlediska nutri¢niho benefitu totiz
hraje roli pouze celkové mnozstvi anthokyani bez ohledu na jejich presnou skladbu. Nebot’
piestoze se jednotlivé monoglykosidy anthokyana ve svém antioxidacnim potencialu mirné
lisi, z hlediska obsahti anthokyana v pSenicich se jedna o nevyznamny rozdil. Pii vybéru
genotypu se tedy muze jednat o libovolny barevny typ, nebot’ z hlediska potencidlniho

antioxidacniho u¢inku je rozhodujici vyhradné kvantita anthokyani.

DalSim experimentem bylo ovéteno, ze v dusledku skladovani pSeni¢ného zrna
obsah anthokyant ptirozené klesd. Vyvoj obsahu celkovych anthokyant sledoval ve vSech
experimentdlnich odridach zhruba stejny trend, kdy doSlo k vyraznému poklesu obsahu
anthokyanti v prvnich 3 mésicich. Nasledovalo obdobi, v némz nebyl prokdzan ubytek
celkovych anthokyant, avSak v 15. mésici sledovani doslo k opétovnému poklesu obsahu
anthokyanti na hodnotu zhruba odpovidajici jejich mnozstvi ve tfetim meésici. Z téchto
vysledku je patrné, Ze poskliziiové dozravani je také vyznamnym parametrem ovliviiujicim
obsah anthokyant. V praxi se pSeni¢né zrno zacina pouZzivat zhruba od tietiho mésice po
sklizni déle. V tomto okamziku je vSak obsah anthokyanl v pSenici nejnizs$i, a 1ze v tomto
ohledu tudiz doporucit, aby bylo zpracovani takové psenice odlozeno idedln¢ do obdobi od
5. do 12. mésice po sklizni, kdy se obsah celkovych anthokyant opét zvysuje. I v tomto
bod¢ plati jiz diive uvedena skuteCnost, Ze vyhodné mizZe byt pouziti téch odrid, které
maji vysoky pocatecni obsah anthokyanli a i po degradaci vlivem skladovani si

zachovavaji dostate€na mnoZstvi barviv.

Klicovou fazi experimentl bylo ovéfeni vlivu riiznych tepelnych Gprav na obsah
anthokyanti. Jak jiz bylo feeno, vzhledem k praktickému potravinarskému vyuziti nelze
tuto fazi opomenout, nebot’ tepelné¢ neupravené obiloviny neni mozné v b&zné
spotiebitelské praxi vyuzit. Zaroven se jedna o kritickou fazi vyznamné limitujici vyuziti
jakéhokoliv rostlinného materidlu v obsahem anthokyant, nebot’ tato barviva maji obecné
nizkou stabilitu pfi pisobeni vysokych teplot. Cilem tedy bylo zjistit, zda nezbytna tepelna
uprava pSenice a s ni nevyhnutelné spojend degradace anthokyanil zcela neznemoziuje
vyuziti barevnych typl pSenice v praxi. Vysledky nicméné piinesly pomémé pozitivni
vystupy, nebot’ se ukédzalo, Ze vramci jednotlivych tepelnych uprav (peceni, vateni,
extruze a pufovani) k ubytku anthokyant sice prokazateln¢ dochazi, ale zdaleka ne natolik,
aby tim bylo vyuziti pSenic znemoznéno. Nicméné 1 v této fazi vyuziti zrna barevnych
pSenic plati, ze vys$i obsah anthokyani v daném genotypu je v disledku degradace

anthokyanii jednozna¢né vyhodou. Ptekvapivé nizkd mira degradace byla zaznamendna u
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peceni, kde bylo po zpracovani zachovano 75,5 % obsazenych anthokyant. Jesté lepsi
vysledky pfinesl experiment s vafenim pSenice, kde byl pozorovan nejen na jedné strané
relativné mirny ubytek anthokyanti (neptesahujici 28,7 %), ale na druhé strané i zvyseni
obsahu anthokyanta vlivem piisobiciho tepla. Naopak vyznamné&jsi pokles byl zaznamenan
v pfipad¢é extruze (retence anthokyanl se pohybovala na 57,8 %) a zejména v piipade
pufovani, u né&jz byla prokadzana nejvétsi mira destrukce obsazenych anthokyant, ktery
bylo po zpracovéini zachovdno pouze 17,1 %. V tomto ohledu lze tedy pro tepelné
zpracovani pSenice jednoznacné doporucit peceni a vareni. OvSem v piipad€ peCeni mohou
byt jednotlivé genotypy barevnych pSenic vyznamné limitovany jinymi kvalitativnimi
charakteristikami. Zejména pro pekarenské vyuziti musi vybrané odridy spliovat tfadu
prisnych jakostnich kritérii, aby bylo jejich vyuziti vilbec mozné. Je tedy otdzkou, pro
jakou skupinu pekarenskych vyrobkl budou dané genotypy vyuzitelné. Na druhou stranu
je mozné tyto odrudy doporucit napt. pro pecivarenské zpracovani, kde zpravidla nejsou
jakostni kritéria tak pfisnd. V tomto ohledu mize byt mnohem vyhodnéjsi vyuziti
barevnych pSenic na vareni, kde problém s jakostnimi parametry z velké miry odpada. Pro
vafeni mohou byt vhodné prakticky jakékoliv genotypy barevnych pSenic, 1 kdyz drobnym
limitem mtize byt odliSnd bobtnavost jednotlivych genotypil, kterd se miize nepiiznivé
projevovat na zvySené degradaci anthokyanid. Jak ovSem bylo patrné z vysledki, byt
bobtnavost urcity efekt ma, tento vliv neni pravdépodobné nijak dramaticky. Jedinym
limitujicim parametrem u tohoto vyuziti tak miiZze byt rozdilnd senzorickd jakost, jejiz
hodnoceni vSak nebylo soucasti této prace. V tomto piipadé¢ vSak praktické vyuZiti
samoziejm¢ narazi na jinou piekazku — totiz ze vafené pSenicné zrno neni v bézné
spotiebitelské praxi nijak vyuzivano. Pfitom by se mohlo jednat o zajimavou alternativu
ptilohovych potravin, nebot’ mize plnit podobny ucel jako ryze, bulgur, kroupy nebo jahly.
Nicméné¢ nebylo by spravné vyloucit z praxe ani dvé posledni tepelné upravy — extruzi a
pufovani. Po optimalizaci parametri vyrobnich procest, ktera by zlepSila retenci
anthokyant, by oba zplsoby upravy mohly do potravinaiského portfolia ptispét dalSimi
zajimavymi produkty. Paleta moznych vyrobki z pSenic s barevnym zrnem tak miize byt
velmi Siroka — od klasického peciva pies pe€ivarenské vyrobky (ty€inky, susenky, suchary
apod.), k extrudovanym vyrobkim (kfupky, lupinky a jiné snidanové cerealie), pufovanym

chlebicktm ¢i burizoniim a v neposledni fad€ 1 k vyuziti vafené pSenice ve formée piilohy.

Ve shrnuti lze genotypy pSenic s barevnym zrnem jednoznacné doporucit pro
komer¢ni vyuziti. VEtSi potencial maji zejména genotypy s vysokym obsahem anthokyanti,

u nichz lze garantovat, ze i v pfipad€ nepfiznivych podminek péstovani budou mit po
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skladovani a zpracovani dostateCn¢ vysoky obsah nutricné prospéSnych anthokyand.
Zavedeni takovych vyrobkl nejen do povédomi spotiebitelll, ale i do bézné potravinaiské
praxe by tak mélo byt cilem vSech zainteresovanych Slechtitelli, péstitelll i vyrobcti, nebot’
tyto vyrobky maji velky nutri¢ni potencidl a mohly by vyznamné ptispét ke zlepSeni
vyzivy a zdravi Siroké vefejnosti. Dalsi Slechtitelska prace by vSak méla byt zamétena
nejen na zlepSovani nutriéné kvalitativnich parametri (zejména obsahu anthokyanil), ale
také na zvySeni vynosového potencialu, zvySeni odolnosti vii¢i houbovym chorobam a na
zlepseni dalSich parametrii, které v soucasné dobé komercni vyuziti téchto obilovin

limituji.
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PRILOHA

Obsahy anthokyanti v genotypech psenice seté¢ (UHPLC-MS metoda)

obsah anthokyant v mg/kg susiny

genotyp typ
K-3-G K-3-R D-3-G D-3-R Po-3-G Pt-3-G M-3-G P1-3-G suma

AF Jumiko Pp 0,046 £ 0,003 - - - 0,257 £0,013 0,008 + 0,001 - - 0,311 + 0,010
Purple Pp 0,270 £ 0,031 0,029 % 0,002 - - 0,277 £ 0,003 0,009 £ 0,003 - 0,017 £ 0,003 | 0,602 + 0,040
Karkulka Pp 0,157 +£0,012 - - - 0,758 £0,028 0,010 £ 0,003 - - 0,925 + 0,036
RU 687-12 Pp 0,395+0,016 0,027 +0,011 - - 0,404 £ 0,013 0,041 £ 0,005 - 0,167 £ 0,008 | 1,034 £+ 0,019
ANK-28B Pp 0,631 +0,080 - - - 0,512 + 0,003 - - - 1,143 + 0,078
Purple Feed Pp 0,479+0,021 0,131 +0,012 - - 0,466 + 0,048 0,013 £ 0,007 - 0,055 +£ 0,005 | 1,144 + 0,025
Konini Pp 0,735+ 0,050 0,174 +0,004 - - 0,838 £ 0,034 0,006 + 0,004 - - 1,752 + 0,059
ANK-28A Pp 1,648 +£0,099 0,237 +0,008 - - 1,454 £ 0,110 - - - 3,340 = 0,151
AF Oxana Ba 0,961 +0,114 4,561 +£0,339 3,759 £ 0,273 9,408 £ 0,578 - 0,030 £ 0,021 - - 18,76 £1,270
Skorpion Ba 1,905+£0,229 6,714 +0,612 4,791 £0,437 11,13 £0,728 - 0,141 £ 0,075 - - 24,68 + 2,037
H 90-15-2 Ba 6,135+0,185 14,52 +0,091 9,896 +0,460 19,34 +0,140 - 0,665 + 0,028 - - 50,56 + 0,661
V1 131-15 Ba 3,034+0,152 6,671 +£0,244 14,93 +0,189 25,02 + 0,395 - 0,753 £0,018 0,241 £ 0,103 - 50,64 + 0,867
Tschermaks B.S.  Ba 6,962 +0,444 12,98 +0,705 14,53 +£0,656 23,53 +1,136 - 0,580 0,077 - - 58,59 + 2,936
EF02-54/9 Ba 6,467+0,120 12,72+0,457 16,19+0,571 27,23 + 0,623 - 0,863 + 0,025 - - 63,47 + 1,705




UC 66049

Aol Yu

Xiao Yian

V1 133-15

V1-208-17

V1-122-17

V1-143-17

V1-142-17

V1-129-17

V1-130-17

V1-145-17

V1-144-17

V2-11a-17

V2-15a-17

VI1-118-17

AF Zora

Ba
Ba
Ba
Ba
Ba+Pp
Ba+Pp
Ba+Pp
Ba+Pp
Ba+Pp
Ba+Pp
Ba+Pp
Ba+Pp
Ba+Pp
Ba+Pp
Ba+Pp

Ba+Pp

4,803 + 0,099
4,466 = 0,341
9,338 = 1,037
5,808 0,224
0,070 = 0,004
0,130 £ 0,023
1,884 + 0,408
1,911 £ 0,229
1,570 = 0,256
1,675+ 0,179
1,899 +£0,122
2,052 £ 0,088
1,926 + 0,085
2,672 +0,240
2,859 +£0,196

2,991 £ 0,204

12,98 + 0,485
12,55 £ 0,330
14,24 + 1,376

9,428 + 0,091

4,999 + 0,404
4,869 + 0,238
4,177 £ 0,348
3,982 + 0,221
6,241 + 0,684
5,410 +£ 0,332
4,558 £ 0,073
5,856 + 0,259
5,998 £0,171

5,676 £ 0,451

16,06 + 0,583
15,12 £ 0,109
21,58 £ 1,745

25,59 +£ 0,366

5,845+ 0,821
6,056 = 0,106
8,331 £ 0,542
8,743 £ 0,465
6,543 +£ 0,537
6,911 + 0,504
12,50 + 0,605
14,49 + 0,628
16,05 £ 0,215

17,59 £ 1,225

32,22+1,170
35,60 £ 1,032
25,97 £2,067

33,12 £ 0,583

5,601 + 0,699
5,611 0,199
6,442 + 0,795
6,370 £ 0,527
6,300 = 0,567
6,927 + 0,464
8,779 £ 0,336
11,19 £ 0,628
10,52 + 0,279

11,30 £ 1,030

0,045 + 0,025
0,174 + 0,045
0,160 + 0,047
0,277 £ 0,018
0,268 = 0,062
0,318 £ 0,035
0,248 + 0,061
0,230 £ 0,041
0,317 £ 0,022
0,568 + 0,030
0,391 + 0,033

0,575 + 0,049

0,543 £ 0,014
0,720 = 0,052

0,985 = 0,052

1,598 £ 0,050 0,276 + 0,050

0,126 + 0,027
0,205 £ 0,018
0,330+ 0,021
0,291 + 0,026
0,217+ 0,019
0,205 = 0,049
0,417 + 0,009
0,480+ 0,071
0,604 + 0,039

0,566 + 0,064

66,61 + 2,283
68,45 + 1,652
72,12 + 3,258
75,82 + 1,037
0,115 + 0,020
0,304 + 0,030
18,62 + 1,785
18,93 + 0,564
21,12 + 1,567
21,38 + 1,127
21,45 + 1,547
21,74 + 1,145
28,49 + 0,715
35,26 + 1,311
36,43 + 0,537

38,69 + 2,225
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