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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva vlivem zkrmovani pSenice Konini S vySSim obsahem
anthokyanu na antioxida¢ni aktivitu u brojlerovych kutat. Pro pokus byla zvifata rozdélena do

dvou skupin po 32 kusech a pro kazdou skupinu byla sestavena krmnéa smés.

Pro pokusnou skupinu byla pouzita psenice Konini, pro kontrolni skupinu byla zarazena
obycejna pSenice, ve které byl obsah dusikatych latek vyrovnan pseni¢nym lepkem. Denné byla
sledovana spotfeba krmiva. B€hem pokusu byli kohoutci krmeni vyhradné monodietou, aby byl
jasné prokazan vliv sledovaného krmiva na antioxida¢ni aktivitu. Po ukonceni experimentu

byla odebrana krev a vzorky jater.

Antioxidacni aktivita byla zjistovana metodami DPPH, FRAP, FR a ABTS. Aktivita
jaternich enzymi byla méfena z krve (ALT, AST, ALP a GMT).

U kohoutkd, kteti byli krmeni pSenici Konini, byly prokazany vyznamné odlisné
hodnoty u metod DPPH, FR a ABTS. Kohoutci krmeni psSenici Konini méli obecné nizsi
aktivitu jaternich enzymu, az na aktivitu GMT, kde byla vyrazna odliSnost v krvi kohoutki.
Vysledky dokazuji, ze zkrmovani vy$siho obsahu anthokyant zlepSuje antioxidaéni aktivitu a

stav jaterni tkang.

Klic¢ova slova: antioxidac¢ni aktivita, pSenice Konini, anthokyany, brojlerova kutata



ABSTRACT

The aim of the diploma thesis is the influence of feeding purple wheat Konini with the
higher contents of athocyanins on the antioxidant activity measured in hybrid male chickens.
For experiment were the animals divided into two groups of 32 each. Feed mixtures were

prepared for each group.

For the experimental group the wheat Konini was used. For the control group the
common wheat was used, in which the protein content was increased by the wheat gluten. The
feed consumption was daily monitored. The male chickens were fed exclusively by mono diet
during the experiment in order to clearly demonstrate the influence of the monitored feed on

the antioxidant activity. After the experiment blood and liver samples were taken.

The antioxidant activity was measured by the methods DPPH, FRAP, FR and ABTS.
The liver enzyme activities were measured from blood (ALT, AST, ALP and GMT).

Significantly different values for methods DPPH, and ABTS, FR were proved by male
chickens that were fed by the wheat Konini. The male chickens fed by the wheat Konini
generally had lower activity of liver enzymes, but significant difference was in GMT activity
in the male chicken’s blood. The results show that the feeding of the higher content of

anthocyanins improves the antioxidant activity and the condition of the liver tissue.

Keywords: antioxidant activity, wheat Konini, anthocyanins, male chickens



Obsah

L UVOD s 10
2 PREHLED LITERATURY ...ooooiiuiiiieiieeieteieieeteseese et ss s 11
2.1  PSenice jako nenahraditelnd SI0ZKa ...........ccccooviiiiiiiicii 11
2.1.1  Krmné hodnoty proteinu Zrna PSENIiCe ..........cevvrverieririeiiieiesre e 12

2.2 Netradi€ni zabarveni PSENICE........cccviiiiiiiieiiiie e 15
2.3 AntioX1dacni aKtiVITa .....cceeiiiiiiiii 18
2.3.1  VOINE 1adiKaly ..cccvvieiiiii i 18

2.4 Antioxidacni OChranny SYSTEM .......cccuiiiieiiiiiiiiii e 20
241  AntioXidaCni ENZYIMY ...cccviiiieiiiiiieiie sttt n e sne e sneesne e e 20
2.4.2  Vysokomolekularni antioXidanty ..........cccocvviiiiiiiniiiiinie e 22
2.4.3  Nizkomolekuldrni antioXidanty..........cccccoieiriieiiiiiniieninesese e 23
2.4.4  Polyfenolické SIOUCENINY ......ccceeiviiiiiiiiiiiieiieie e 25
2.45  Stanoveni jaternich enzymull..........cccocoiiiiiiiiiiiiiicie e 27
2.4.6  Stanoveni antioXidacni aktiVity ........coceeriiriiiiiiiiiiiiee 29
CIL PRACE ... 30

4 MATERIAL A METODIKA .....coooitiiririiiiniinssiesissessssssssss s 31
4.1 CharakteriStiKa POKUSU .......cceeiviiieiiieiie e st e sie ettt sre e srnesre e snaesae s 31
4.1.1  Priprava vZorkll Z KIVE .....cccciiiiiiiiiiici 34
4.1.1  Piiprava vzorkil z jaterni tkANE..........ccoeviiieiiiiiiieiecs e 34

4.2  Metody stanoveni antioXidacni aktivity .........ccocerviiiiiiiieiic e 35
4.2.1  Stanoveni antioxidacni aktivity metodou pouzivajici ABTS ......c.cccevvviiiennnns 35
4.2.2  Stanoveni antioxidacni aktivity metodou pouzivajici DPPH............cccccvviinnnn 36
4.2.3  Stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci metody FR ..........ccccovviiiiiiiiiiicnns 36
4.2.4  Stanoveni antioxidacni aktivity pomoci metody FRAP...........ccccciiiiiiiinnns 36

5  VYSLEDKY A DISKUSE ...ccooouuiiiiiiiiieiieeinsisesssesssesssssssesses s 38
5.1 Spotfeba KIMiVa.......ccoiiiiiiiiiiiiiee e 38
5.2 PHIUSKY RMOTNOSEL. ...eitiiiiiiiiciiie et 38
5.3  Vysledky antioXidacni aKtivity .......cccciiviiieiiniisiee e 41

B ZAVER ..ot 44
7 SEZNAM TABULEK A OBRAZKU ......oovvuiiiiriieiieiiseeisesesssssssssssssssssssssssssesans 46

8 LITERATURA L 47



1 UVOD

Nejvyznamnéjsim faktorem, ktery limituje uzitkovost a rentabilitu chovu, je
bezpochyby vyziva. MliiZzeme fici, Ze zdravé a dobte zivené zvite, je zdkladnim ptredpokladem
pro dosazeni jak intenzivni produkce v konvenénim chovu, tak zakladem dlouhovékosti u zvitat

chovanych doma.

Poznatky o vyzivé driitbeze jsou podstatné rozsahlejsi nez u kterychkoliv jinych druht
hospodaiskych zvifat. Tim, Ze kutata rychle rostou a dobte se s nimi manipuluje, jsou velmi

vhodna pro studium a provadéni vyzkumd.

Je neuvétitelné, kdyz si uvédomime, ze roku 1946 v proslulém brojlerovém testu (USA)
dosahovala hmotnost nejlepSich kutat po desetitydennim vykrmu sotva 1,2 kg, a Ze takika
vypilované technologie 21. stoleti, ndm nabizeji brojlerova kufata s primérnou hmotnosti pies

2 kilogramy a ¢asem potiebnym na jejich vykrm okolo 35 dnii.

Jelikoz pokrok nemiizeme zastavit a nové technologie jdou neustale kuptedu, je snahou

piispivat 1 malou mérou k tomuto usili.
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2 PREHLED LITERATURY

2.1 PSenice jako nenahraditelna slozka

Historie péstovani pSenice je datovana nékdy v obdobi neolitu, zhruba 8000 az 5000 let
ptfed nasim letopoctem, ve kterém se namisto dosavadniho lovu a sbéru stava hlavnim zdrojem
obzivy zeméd¢lstvi. Archeologické nélezy z tohoto obdobi dokazuji péstovani pSenice
jednozrnky (Triticum monococcum) a pSenice dvouzrnky (Triticum dicoccum). V 6. stoleti pied
nasim letopoétem se uz zacala pdstovat pSenice obecna (Triticum aestivum), (GAJDOSOVA,
STURDIK, 2004). Po viechna tato tisicileti, az dodnes, patiily a patii obiloviny k hlavnim
energetickym a z nezanedbatelné Casti i bilkovinnym zdrojim lidské obzivy. V minulych
dobach, kdy nebyl v Evropé vS§eobecny dostatek potravy a nebyly zndmy ani brambory ani cukr,

byly totiz hlavnimi zdroji energie obiloviny a tuk (CEPICKA a kol., 1995).

Ve vyzivé zvitat plni pSenice nepostradatelnou roli, protoze je nositelkou velké casti
dusikatych latek rostlinného ptivodu a zejména pak, hlavnim zdrojem energie ve forme Skrobu,
ktery se podili na stavbé jejich zrn (ZEMAN, 2006). Je to nejvyznamnéjsi plodina mirného
pasma, ktera se vyuziva jak v potravinaistvi, tak k primyslovym ucelim a v krmivaistvi.
V Cesku je psenice nejdilezitéjsi hospodaiskou obilninou, je sou¢asti kazdodenniho jidelnicku
a pro hospodaiskd zvifata ma nepostradatelny vyznam. V globalnim meéfitku zabira vice

osevnich ploch nez psenice pouze ryze (ZIMOLKA, 2005).

Psenice urcend ke krmnym ucelim by méla spliiovat nasledujici parametry, a to susinu,
ktera by méla byt minimalné 86 %, hektolitrovou hmotnost alespoil 72 kg, vlastnim rozborem
stanovit obsah dusikatych latek, které jsou v pSeni¢ném zrnu velmi variabilni, a mély by se
pohybovat v hodnotach mezi 11 a 14 %. Ve smési se doporucuje podil p$enice do 20 — 25 %,
ovSem za pouziti enzymu, mtiZe jit jeji hodnota az na 50 %. Desetiprocentni zastoupeni jemné
Srotované pSenice prispiva ke zlepSeni pevnosti granuli (ZELENKA, 2014). Vyzivova hodnota
psenice je ovliviiovéana jak geneticky, tak i agrotechnickymi vlivy (JEDLICKA, 2012), snahou
je zaméfit se predevSim na sniZeni obsahu vlakniny, zvysit energetickou hodnotu zrna,
eliminovat nekvalitni proteinové frakce, zlepSit stravitelnost proteinu, vytvaiet odrady se
snizenym obsahem fytatli, zvysit obsah a aktivitu enzymi upravujicich stravitelnost a vénovat
zvySenou pozornost odridam s vyssim obsahem dusikatych latek a esencialnich aminokyselin

(ZIMOLKA, 2005).
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2.1.1 Krmné hodnoty proteinu zrna pSenice

Zivinové sloZeni pSeni¢ného zrna bezprostiedné souvisi s hmotnostnimi podily jeho
jednotlivych casti. Tabulka 1 uvadi latkové slozeni v jednotlivych ¢astech zrna, hodnoty jsou
uvedeny v % suSiny. Obecné Ize fici, Ze obalové vrstvy jsou pfevazujicim zdrojem vlékniny,
aleuronové bunky — vlakniny a bilkovin, endosperm je sloZen, kromé zasobnich proteind,
zejména ze Skrobu a zarodek je do urcité miry depem tukli, minerdlnich latek, bilkovin a
vitaminti (HUCKO a kol., 2010). Na obrazku 1 je zndzornén podélny fez pSeni¢nym zrnem.
Obalové vrstvy jsou uréeny k ochrané zrna pfed mechanickym poskozenim a kratkodobymi u¢inky
vody a skodlivych latek. Patfi sem oplodi (perikarp), které je tvofeno z jednovrstevné pokozky a
osemeni (testa), nachazejici se pod oplodim, kde jsou barviva uréujici vné&jsi vzhled zrna. Vnitini
jadro (endosperm) je tvoieno vrstvou aleuronovych bunck, samotny endosperm je tvofen

bunikami se Skrobovymi zrny. Zarodek (embryo, kli¢ek) je cennym zdrojem tukili a vitamint.

Obrazek 1: Slozeni pSenicného zrna. Zdroj:
http://www.ssss.cz/files/kpucebnice/p/pv/1/druhyobilovi.htm

——— slupka plodu =

slupka semene
aleuronova vrstva -

skrobova téliska ——==
0¥

klicek

Bez ohledu na pSeni¢ny druh, uzitkovy smér, systém pestovani ¢i odradu, pievazujici
zivinovou skupinou, tvofici zrno, jsou sacharidy (700 — 750 g/kg zrna). Jde o velice riznorodou
skupinu strukturalnich a zasobnich latek s velice kontrastni energetickou hodnotou.

Nejpocetnéji je zastoupen Skrob, ktery spolu s jednoduchymi cukry je nejlépe stravitelny. Ve
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srovnani s tim organicky bezdusikaty zbytek a vldknina jsou reprezentovany piedev§im
neskrobovymi polysacharidy, které predstavuji pro vétSinu zvifat pouze obtizné¢ vyuzitelny
substrat. Do této skupiny zivin patfi i lignin, povazovany za hlavni inhibitor stavitelnosti zivin.
Skrob obvykle obsahuje 20 — 30 % amylozy a 70 — 80 % amylopektinu (ZELENKA, 2014).
Obiloviny vSeobecné jsou hlavnim zdrojem energie ve formé Skrobu a fadime je do skupiny

glycidovych krmiv (ZEMAN, 2006).

Po sacharidech, do energetické hodnoty zrna, nejvice zasahuji dusikaté latky. Pro
krmivarské ucely nejcastéji oznacovany jako N * 6,25 (resp. pro psenici N * 5,7). Jejich obsah
byva ze vSech zivin nejvice rozkolisany, coz je vysledkem genetickych, agrotechnickych a
environmentalnich  vliva (KUST, 2013). Mizeme hovoiit o protoplazmatickych
(strukturalnich) a zasobnich bilkovinach. Ty prvni, reprezentované albuminy a globuliny, plni
Vv obilce predevSsim metabolické a strukturdlni funkce, tzn. Zze, jsou soucasti enzymi,
enzymovych inhibitord, bunécnych stén, membran a ribosomalniho aparatu. Z nutri¢niho
hlediska je dllezité, Ze jejich aminokyselinové slozeni je z pohledu potieb neptezvykavych
zvitat piiznivéjsi, neZ zasobnich bilkovin. Strukturalni bilkoviny jsou pod silnou genetickou

kontrolou a jejich obsah se agrotechnickymi zasahy neda prakticky ovlivnit (PRUGAR, 2008).

Zasobni bilkoviny jsou tvofeny ze dvou hlavnich frakci gliadini a glutenind.
Z nutri¢niho hlediska mohou, zejména u neptezvykavych, zpiisobovat problémy zpomalenim
pasaze traveniny a zhorSenim resorpce zZivin v zazivacim traktu. Obsah a pomér zasobnich
bilkovin byva velice variabilni, pfi¢emz je vyrazn€ ovliviiovan hnojenim, agrotechnikou,
zralosti 1 geneticky. Mira vyuziti bilkovin pSeni¢ného zrna je zavisld nejenom na celkovém
mnozstvi aminokyselin, vybalancovanosti vzdjemnych pomérd, ale i na jejich stravitelnosti

(PRUGAR, 2008).

Mensi ¢ast komplexu dusikatych Zivin, asi jednu desetinu z obsahu, pfedstavuji dusikaté
latky nebilkovinné povahy, reprezentované nejcastéji nitraty, aminocukry, amidy, amidickymi
solemi, aminy, volnymi aminokyselinami apod. Jedna se o dusikatou frakci, ktera je sice zvitaty
dobfe stravitelna, ovSem pro neptezvykava zvitata t¢émét nedostupnd, s minimalni energetickou
hodnotou, zatézujici navic detoxika¢ni mechanismy organismu. Nepiiznivou roli na dostupnost
zivin pro organismus sehrdvaji i bilkoviny typu hemaglutent, inhibitord amyldz a protedz,

alfagliadinovych bilkovin a dalsich bilkovin antinutri¢ni povahy (HUCKO a kol., 2010).

Obsah tuku v pseni¢ném zrn¢, kolem 20 g/kg zrna, je velmi nizky a tato zivina vyrazné

do energetické hodnoty zrna nezasahuje. Ptiblizné€ stejné mnozstvi zaujimaji také mineralni
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latky, které se stejné jako vitaminy, nachazeji zejména v klicku a v obalové vrstvé zrna
(ZEMAN, 2006). Z hlediska nutri¢ni hodnoty, jsou tedy klicky velmi cenné. Z celkového
chemického slozeni zrna obsahuji klicky vétsi podil sacharidii, bilkovin bohatych na esencialni
aminokyseliny a tukt. Klicky jsou zdrojem celého souboru biologicky vysoce hodnotnych latek
a obsahuji vSechny vitaminy skupiny B, vitaminy A, C, D a E. Olej z pSeni¢nych klickii ma
obzvlast vysoky obsah vitaminu E, ktery mé vlastnosti antioxidanti a chrani bunééné

membrany (PRUGAR, 2008).

Tabulka 1:0bsah zivin v pSenicné diete (100 % susina) Zdroj:
is.mendelu.cz/eknihovna/opory/download.pl?objekt=6377

Slozka Popel | Bilkoviny | Tuky | Celkova vliaknina | Pentosany | Skrob
Oplodi a osemeni 3,4 6,9 0,8 50,9 46,6 -
Aleuronova vrstva | 10,9 31,7 9,1 11,9 28,3 -
Klic¢ek 5,8 34 27,6 2,4 - -
Endosperm 0,6 12,6 1,6 0,6 3,3 80,4

Zrna obilovin jsou vSeobecné chudd na mineralni latky. Obzvlasté nizky je obsah
vapniku a fosfor je zase vazany ve formé kyseliny fytové. Komplexy nékterych prvkl
s kyselinou fytovou se nazyvaji fytaty. Aby mohl byt fosfor zvitaty z této vazby vyuzit, musi
byt uvolnén enzymatickou hydrolyzou, a jelikoZ zvifata nemaji enzym fytdzu, potiebny
k uvolnéni z této vazby, je pro né tak méné vyuzitelny, oviem zalezi na konkrétnim druhu
zvitete. Nasledkem nevyuZitelnosti, se fosfor dostava vykaly do plidy a piisobenim plidnich
mikroorganismi, zde dochazi k jeho uvoliiovani. Hrozi riziko vyplaveni do vod a nasledné
ekologické problémy ve vodnich nadrzich spojenych s eutrofizaci (ZEMAN a kol., 2006).
Fytazy se proto vyrabé&ji pomoci mikroorganismi a pfidavaji do krmnych smési. Vyssi vyuziti
fosforu z rostlin vede ke snizenému vylucovani fosforu v exkrementech az o 50 %, a tim se

znacn€ omezi zatéz zivotniho prostiedi (ZELENKA, 2014).

U nékterych druhti obilovin, je jejich nutri¢ni hodnota negativné ovlivnéna ptitomnosti
riznych neskrobovych polysacharidii (NSP), zejména beta — glukand a arabinoxylanti. NSP
jsou jen omezené¢ stravitelné nebo nestravitelné viibec a u zvifat maji negativni vliv na
uzitkovost, protoze pro jejich hydrolyzu nevytvareji zvirata potfebné enzymy. Specifickou

vlastnosti téchto latek, je jejich ¢aste¢na vodorozpustnost, ktera v travicim traktu vede K tvorbé
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viskéznich geltl (ZELENKA, 2014). Zvyseni viskozity omezuje promichavani chymu, narusuje
¢innost travicich enzymi, zpomaluje pasdz traveniny a zpusobuje vylucovani lepivého trusu.
Diusledkem téchto vlivi je snizen pfijem krmiva, zvySuje se spotieba vody, dochazi ke snizené
stravitelnosti zivin a vyuzitelnosti energie, dale k poklesu hmotnostnich ptirtistkli, zvétSuje se
travici trakt a snizuje se jate¢nd vytéznost (ZELENKA, 2014). Tyto negativni G¢inky se daji
eliminovat pfidanim enzym@ do krmné davky, glukanidzy a xylandzy, a tim snizit jejich
antinutriéni aktivitu. Hlavnim efektem enzymatickych pfipravki je sniZzeni schopnosti
viskoznich NSP vazat ostatni komponenty traveniny, coz vede k lepSimu traveni a zvySuje se
metabolizovatelna energie krmiva. Zaroven se snizuje mnozstvi trusu, zlepSuje se kvalita
podestylky a zmensuje se mnozstvi uvoliilovaného amoniaku, coz napomaha zlepsit mikroklima

Vv hale a zachovat tak dobry zdravotni stav zvifat (ZELENKA, 2014).

2.2 Netradi¢ni zabarveni pSenice

Snaha o zvySeni nutriéni hodnoty potravin, krmiv a vyrobki z nich, je celosvétovym
trendem. Vyuzivani nejriznéjSich surovin se zvySenym obsahem nutri¢né vyznamnych slozek
potravy, umoznuje vyvijet stale $irsi sortiment vyrobkl s pozitivnimi zdravotnimi u¢inky na
lidsky organismus, a ma proto velky vliv na roz§ifeni konzumace takto obohacenych produkti

mezi spotiebiteli riznych vékovych skupin (ROMERO — BARANZINI a kol., 2007).

Vyssi obsah a odliSné slozeni bilkovin, r0zné zastoupeni vitamind 1 latek
s antioxida¢nimi uc¢inky (zejména ze skupiny flavonoidid) maji i jiné typy pSenice ($palda,
dvouzrnka a dalSi) nebo nékteré specifické genetické zdroje pSenice set¢ (ABDEL — AAL a
kol., 2006, MARTINEK a kol., 2006; PENNINGTON, 2002).

Zahrani¢ni publikace s vysledky vyuziti netradi¢nich zrnin k pfipravé cereédlnich
vyrobkill s pfiznivym vlivem na prevenci diabetu, kardiovaskularnich a dalSich civiliza¢nich
chorob se zacaly vyraznéji objevovat v poslednich 20 letech. Soucasny ptehled ptivodnich praci
potvrzuje, Ze toto téma za¢ina nabyvat vyznamu i v tuzemsku (GAVURNIKOVA a kol., 2010;
SVEC a HRUSKOVA; 2010, MARTINEK a kol., 2010).

PSenice setd (ozimd i jarni forma) muiZze disponovat rliznou barvou zrna. Nejvice
vyskytované je Cervené (Cervenohnédé€) zbarveni, které je zptisobeno pritomnosti anthokyant a

dalsich fenolickych slouc¢enin v osemeni a oplodi (MARTINEK a kol., 2010). Je zde nizsi
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aktivita hydrolytickych enzymt a vyssi zastoupeni fenolickych latek, ty omezuji volné radikaly
a funguji jako nespecifické inhibitory (LACHMAN a kol., 2003).

Existuji 1 genotypy, jejichz obilky vykazuji 1 jiné zbarveni a to purpurové ¢i modré, kde jsou
zastoupeny ve formé glykosidl anthokyany nebo rutinosidy cyanidin a delfindin. Anthokyany
funguji jako antioxidanty a maji proti - rakovinovy uc¢inek (VARGA a kol.,, 2013).
U purpurového zbarveni pievlada jako aglykon cyanidin, u modrého zbarveni se vice vyskytuje
delfindin (FARAH a kol., 2008; ABDEL — ALL a kol., 2008). Produkce téchto pigmentu je
podminéna urcitymi biochemickymi drahami, které jsou fizeny skupinou gend, jez byly pomoci
klasickych genetickych metod detekovany a lokalizovany na chromozomy. Bylo prokazano, ze
distribuce uvedenych barviv je v obilce ptesné lokalizovana. U purpurového zbarveni obilky se
pigmenty ukladaji do perikarpu (napf. odrudy Konini, Purple, Purple Feed, Abissinskaja
Arrasajta), zatimco u modrého zbarveni jdou do aleuronové vrstvy (odrudy Tschermaks,
Sommerweizen), (TROJAN a kol., 2010; MOLTON, CORNISH, 1995; DIXON, STELLE,
1999).

Zluté zrno, je ddno obsahem luteinu, zeaxantinu a zejména obsahuje vy3$i obsah beta —
karotent, které se kumuluji do endospermu (odrady Citrus, Luteus, Bona Dea, Yellow, Carotti).
Bilé zrno obsahuje méné hotkych fenolickych latek a nenachazi se v ném polyfenol oxidasa

(odrtida Novosibirskaja 67) (MARTINEK a kol., 2011).

Genotypy, lokalizované na chromozomech, 1ze navzajem riizn€ kombinovat a vytvaiet
tak odridy s vys8i antioxidacni aktivitou (MARTINEK a kol., 2011). Pravé latky
s antioxida¢nim ucinkem, ovliviiuji specifické zabarveni zrna. Da se tedy pfedpokladat, Ze
jejich dlouhodobégjsi uzivani hospodarskymi zviraty, by mohlo mit pfiznivy vliv na jejich
zdravi, potazmo na zdravi lidi (POKORNY, 2001; KNIEVEL, 2009). V tabulce 2 jsou

zobrazeny rizné genotypy jednotlivych barevnych odriid pSenice.
Novozélandska odruda Konini

PSenice s purpurovym perikarpem, ma vyssi obsah anthokyanin (14,1 mg/g zrna)
zastoupenych piedev§im ve formé kyanidin-3-glykosidu, kyanidin-3-rutinosidu a peonidin-3-
glukosidu (KNIEVEL a kol., 2009). Anthokyany maji vyrazné antioxida¢ni ucinky a plisobi
ptizniveé na zdravi lidi 1 zvifat. Zmiriuji riziko oxida¢niho poSkozeni, zvysuji schopnost vazby
tézkych kovii nebo mohou ptisobit preventivné proti kardiovaskuldrnim onemocnénim

(WALLACE, 2011).
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Tabulka 2: Netradicni genotypy barevnych odrid psenice. Zdroj:
www.davidpublishing.com/DownLoad/?id=8042

Varieta pSenice ptvod odruda ‘Varieta pSenice pivod odruda

Blue aleuron Czech
48M Republic

Purple pericarp Czech
ANK 28A Republic

Purple pericarp
ABISSINSKAJA ZZ&Ch

ARRASAJTA

Blue aleuron Czech
UC 66049 Republic

Republic

Blue aleuron Czech Purple pericarp  Czech

RU 440-6 Republic KONINI Republic
:neduoz\ge m Czech Red grain Czech
CITRUS Republic FEDERER Republic

Yelow endosperm Czech ;(neolll)z\germ Slovak

BONA DEA Republic BONA DEA Republic
T

Yellow Yellow

endosperm CR:ZECT)I' endosperm ;Iovall;l.

LUTEUS epublic BONAVITA  HePublic

Brown Slovak Brown Slovak

IS CORVINUS Republic HANA Republic

IS (oRVIWS
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2.3 Antioxidacni aktivita

V zZivych systémech maji reakce antioxidantli a volnych radikalti urCity prabéh a
rychlost. Takova reakce se oznaGuje pojmem antioxidaéni aktivita (KOPRIVA, 2011). Celkova
antioxidacni aktivita (total antioxidant activity) je parametrem, ktery uréuje mnozstvi kapacity

vzorku biologického materialu eliminovat radikaly (PAULOVA a kol., 2004).

Jednou z mozZnosti, jak chranit organismus pied vlivem exogennich i endogennich
volnych radikalt, je pisobeni antioxidanti. Podle definice jsou antioxidanty molekuly, které
jsou-li ptitomny v malych koncentracich, mohou zabranovat nebo omezovat destrukci
organizmu. Nékteré volné radikaly jsou béznou soucasti zdravého metabolismu, nékteré se
objevuji nebo se jejich mnozstvi zvySuje v prubéhu nemoci, psychické a fyzické zatéze

(PAULOVA a kol., 2004).

2.3.1 Volné radikaly

Jako radikél nebo volny radikél se ve fyziologii oznacuje chemicky radikal, ktery
zvysuje oxidativni charakter vnitiniho prostiedi organizmu (krve, tkani, organt, bun¢k), snizuje
hladinu antioxidantdi (antioxidacni rezistenci) vnitiniho prostfedi organizmu a stava se tak

radikalem biologickym (KOPRIVA, 2011).

Miuzeme fici, Ze nékteré oxidanty maji pivod v potrave a Zivotnim prostiedi a jiné jsou
odpadnimi produkty metabolickych procest, jako je dychani a obranné reakce organizmu.
Nekteré oxidacni procesy jsou proto potiebné a kontrolu nevyzaduji. Ale mnoho oxidantl
pochézi z okolniho prostfedi, nebo vlivem okolniho prostiedi stoupé jejich produkce v téle a
ma ni¢ivé ucinky. Mezi tyto Cinitele patii UV a dalsi ionizujici (ionizacni) zateni, latky
znecistujici ovzdusi, toxické primyslové chemikalie, pesticidy, kontaminované potraviny,
cigaretovy kout a drogy. Takeé stres je jednou z mnoha pficin snizovani hladiny antioxidantt v
lidském téle v moderni dobé (obrazek 2). Tyto faktory piispivaji k nemocnosti a starnuti
vétSinou skrze proces, kdy kyslik reaguje s jistymi slouceninami a vytvaii volné radikaly

kysliku (STIPEK, 2000).

Volné radikaly vznikaji pfi riznych metabolickych procesech, které neustale probihaji
v organismu, jako vedlejsi produkt latkové vymény v bunikach. Jsou to vlastné molekuly nebo
atomy, v jejichz elektronovém obalu jeden elektron chybi. To zptisobuje jejich nestabilitu a
potiebu tento chybéjici elektron ziskat z okolnich struktur. Vznika tak uméla fetézova reakce:

volny radikal ukradne chybéjici elektron z nejblizsi obéti a ta se zas okamzité snazi vzit si to,
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co ji bylo vzato, z néceho dalsiho pobliz. A tak se vytvareji dalsi a dalsi radikaly s lichym
elektronem (STIPEK, 2000).

Volnym radikaltim se v souCasnosti vénuje velka pozornost a sleduje se jejich negativni
pusobeni na organismus pii fadé onemocnéni. Jde ptedev§im o reaktivni kyslikové radikaly
(ROS - reactive oxygen species) a dusikové radikaly (RNS — reactive nitrogen species),
reaktivni formy kysliku a dusiku jsou uvedeny v tabulce 3. Tyto radikaly ptisobi na biologicky
vyznamné sloueniny, pfedevS§im lipidy, bilkoviny a nukleové kyseliny, pozménuji jejich
strukturu a tim pretvareji jejich funkci (VALKO a kol., 2007). Tento sled reakci, vyvolany
radikaly, vede k naslednym zménam ve struktuie bunék, k poskozeni celych tkani, organti a
dulezitych funkci v organismu. Je-li vznik reaktivnich forem kysliku a dusiku vétsi nez jejich

odstrafiovani, dojde ke vzniku nerovnovahy nazyvané oxidaéni stres (LIZALOVA, 2010).

Organismy na jedné strané volné radikadly vyuzivaji ve svilj prospéch — k niceni
fagocytovanych mikroorganisma, pii ovulaci a oplodnéni vajicka, apod. Na druhé strané mohou
volné radikaly organismus zavazné poskodit. Proto byly vyvinuty G€¢inné mechanismy obrany

proti témto volnym radikaliim, obecn& hovoiime o antioxidaéni ochran& (STIPEK, 2000).

Kromé endogennich nizkomolekularnich antioxidantl, jako je glutation, kyselina
mocovd, koenzym Q a dalsi, se v posledni dobé do centra pozornosti fadi mnoho latek
prirodniho ptivodu, které se do organismu dostavaji spole¢né s potravou. Nékteré potraviny

rostlinného plivodu tak vedle své nutricni a energetické hodnoty maji dilezitou roli jako zdroj

antioxidantt (PAULOVA a kol., 2004). Obrdzek 2: Faktory pFispivaji ke vzniku oxidacniho
stresu. Zdroj: http://www.eucerin.cz/indikace/anti-
Oxidacni stres age/prevence

OXIDACNi STRES

'olne radikaly vyvolane

Pod pojmem oxidacni stres si muzeme

predstavit nerovnovahu organismu ve prospéch

s
i N\ - Nl

UV PAPRSKY

vysoce reaktivnich forem radikala (reaktivnich
kyslikovych nebo dusikatych ¢&astic) nebo n ;“‘ ®(\ \

zpomaleni antioxida¢nich mechanismii bunky.

Oxidanty jsou builtkami imunitniho systému —

\ | / ZNECISTENYM

. ~roo 7 o I ()| 0VZDUSIM
organismu vyuzivany k odstranéni patogenli % (\( )

‘\“ /
nebo vznikaji jako produkt mitochondrialniho /\ V1 ———®
Lo, , . . ; Y (4 KOURENIM
dychani. Ve vysoké koncentraci v organismu ‘s

ovSem zpiisobuji oxidaci zdkladnich stavebnich jednotek buiiky, coz vede k patologickym

zménam ve fyziologii.
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Tabulka 3: Reaktivni formy kysliku a dusiku. Zdroj: STIPEK, 2000

REAKTIVNI FORMY KYSLIKU

Volné radikaly Latky, které nejsou volnymi radikaly
superoxid, Oz¢ peroxid vodiku, H20>
hydroxylovy radikal, HO« kyselina chlorna, HOCI
peroxyl, ROOe ozon, O3
alkoxyl, RO singletovy kyslik O2
hydroperoxyl, HO¢
REAKTIVNI FORMY DUSIKU
Volné radikaly Latky, které nejsou volnymi radikaly
oxid dusnaty, NO2¢ nitrosyl, NO*
oxid dusi¢ity, NO2e nitroxid, NO
kyselina dusitd, HNO2
oxid dusity, N2O3

oxid dusicity, N2O4

2.4 Antioxida¢ni ochranny systém

je odoléavat tvorbé nadmérného mnozstvi reaktivnich forem kysliku a dusiku, naptiklad regulaci aktivity
enzymu, které je tvofi. Druha moZnost je zachyceni a odstranéni radikald, které se jiz vytvorily, mizeme
pro né pouzit oznaceni ,,scavengers® neboli vychytavace ¢i zametace. SelZou-li prvni dva mechanismy,

uplatni se repara¢ni mechanismy poskozenych biomolekul (STIPEK, 2000).

2.4.1 Antioxida¢ni enzymy

Antioxidacni enzymy jsou velmi duleZitou slozkou obrany proti oxida¢nimu stresu.

o 24

reduktaza (STIPEK, 2000).
Superoxid dismutaza (SOD)

Hlavni antioxida¢ni enzym, katalyzujici pfeménu superoxidu na peroxid vodiku, ktery muze
byt dale rozkladan katalazou. Superoxidovy aniont mé oxidacni i redukéni vlastnosti. Plsobi
zde dismutace, pii které jedna z jeho molekul poskytne elektron druhé, takze superoxid se

zaroven redukuje 1 oxiduje. Produkty reakce jsou kyslik a peroxid vodiku:
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207 ¢- + 2H+ — O2 + H20O»

Reakce probihd automaticky ve vodném prostfedi a v biologickych systémech ji urychluje
enzym superoxid dismutaza, ktery katalyzuje proces pfemény superoxidu na peroxid vodiku a
kyslik. U savet existuji tfi formy superoxid dismutdza, a to SOD 1, kterd se nachazi v
cytoplazmég, SOD 2 v mitochondriich a SOD 3 v extracelularnim prostoru. Prvni a tieti forma
obsahuje méd’ a zinek, zatimco druhd forma obsahuje mangan. Superoxid dismutdza snizuje

oxidaéni stres a tim zamezuje poskozeni DNA, RNA, proteinti a lipidid (CALETKOVA, 2010).
Katalaza (KAT)

Zrychluje heterolytické S§tépeni dvou molekul peroxidu vodiku za vzniku kysliku a vody.

Katalazy maji zakladni spole¢nou reakci dismutace peroxidu vodiku:

KAT
2H,02, — 2H,0 + O,

Tento enzym je schopny peroxid vodiku redukovat i oxidovat, ¢imz se odliSuje od
peroxidaz. Kataldza se vyskytuje takika u vSech aerobnich organismu. Jeji hlavni funkce
spociva v ochrané bunék pred reaktivnimi molekulami s peroxidickou vazbou, které vznikaji
jako vedlejsi produkty katabolismu. V eukaryotickych butikach je kataldza typickym zastupcem
peroxisomil. Piisobenim peroxisomalnich oxidaz vznika velké mnozstvi peroxidu vodiku, ktery

je diky ptisobeni peroxisomalni katalazy odstrafiovano (GRITZOVA, 2010).

Katalazy a peroxidazy predstavuji nepostradatelnou vybavu bunék pii zdolavani skodlivych

ucinki oxidac¢niho stresu.
Glutation peroxidaza (GPx)

Peroxidy vodiku uvniti buné€k jsou odstrailovany glutation peroxidazou, kterd ho pfeménuje na
neskodnou vodu a molekularni kyslik. Glutation, ve spojitosti s enzymy glutation peroxidazou
a glutation S-transferazou, hraje vyznamnou roli v detoxikaci chemoterapeutickych 1éC¢iv a fadi
se k nejvyznamnéjSim ciniteliim antioxidacniho obranného systému builky. Glutation
peroxidazy maji dileZitou roli v ochrand pted jejich lipidovou peroxidaci (CALETKOVA,
2010). Ke své aktivaci potiebuje malé mnozstvi selenu. Produkty této reakce jsou alkoholy a

voda:
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GPx
2 GSH + ROOH — GSSG + H20 + ROH

Jsou znadmy cCtyti druhy glutation peroxidaz: cytosolova, gastrointestinalni, plasmaticka
a fosfolipid hydroperoxidova. VSechny tyto druhy odstranuji pomoci redukovaného glutationu

peroxidy, a proto maji antioxidaéni funkci (LIZALOVA, 2010).
Glutation reduktaza (GR)

Zabezpecuje zpétnou redukci oxidované formy glutationu na glutation. Také se podili na
udrzovani fyziologického poméru v buikach glutation/oxidovana forma (10:1). Glutation
reduktaza katalyzuje preménu oxidovaného glutationu na redukovany glutation za spotteby
NADPH. Aktivita glutation reduktazy je stanovovana na zaklad¢ tbytku mnozstvi NADPH v
reakci (GRITZOVA, 2010).

GR

NADPH + H" + GSSG — NADP" + 2GSH

2.4.2 Vysokomolekularni antioxidanty

Proteiny schopny vazat piechodné prvky (Zelezo a méd’) a ménit jejich oxidoredukéni
vlastnosti tak, aby prestaly katalyzovat radikalové reakce (LIZALOVA, 2010).

Transferin, laktoferin

Transportni bilkoviny pro Zelezo, které ho pevné vazou ve formé Fe (I1I), a to nemize vstupovat
do Fentonovy reakce (STIPEK, 2000). Transferin se nachizi v plazmé, kde zabezpeduje

transport Zeleza do tkani.
Feritin

Zasobni bilkovina obsahujici Zelezo, ktera ma antioxida¢ni ucinky. Feritin oddéluje Zelezo

v buiice a udrzuje ho v oxidovaném stavu diky feroxidazové aktivité (STIPEK, 2000).
Haptoglobin, hemopexin

Haptoglobin je plazmaticky glykoprotein, ktery se tvofi v jatrech a velmi pevné vaze
molekulu hemoglobinu. Hemopexin je plazmaticka bilkovina, ktera vaze hem (STIPEK, 2000).
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Ceruloplazmin

Je to vyznamny protein plazmy, ktery vaze méd’. Kromé transportu médi dale brani vzniku
nebezpeéného hydroxilového radikald tzv. Fentonovu reakci, ktera katalzuje oxidaci Fe?* na

Fe®*. Umoziuje uvolnéni Zeleza z bunék a jeho predani transferinu (STIPEK, 2000).
Albumin

Vaze ion Cu 2%, ktery se oxiduje peroxidem vodiku na Cu (III) a v této formé& poskozuje
sousedici struktury albuminu. Molekuly albuminu se vlastné obétuji, nebot” jsou degrada¢nimi

procesy odstranény (STIPEK, 2000).
Chaperony

Proteiny, jejichz funkce je zabezpeCovat spravnou prostorovou strukturu proteind a branit tak
vzniku nespravnych vazeb. Syntézou chaperonti se tedy bunka brani denaturacnim u¢inkiim

stresovych faktorti (PLATENIK, 2011).

2.4.3 Nizkomolekularni antioxidanty
Vitamin C (kyselina askorbova)

Vitamin C je potiebny jako kofaktor enzymu pfi syntéze kolagenu a pfi pfeméné dopaminu na
noradrenalin. Radi se také mezi dileZita redukéni ¢inidla. Redukuje Fe (111) na Fe (11) a Cu (11)
na Cu (I). Tim umoZiuje vstiebavani Zeleza ze stfeva a vyuZiti dalSich prvka v aktivnim centru
hydroxylaz. Jeho antioxida¢ni ti€inek spociva v redukci anorganickych i organickych radikalt
(STIPEK, 2000). Udastni se oxidoredukénich procesti a piispiva také k vyuziti vapniku
(ZELENKA, 2014). VSeobecné se tvrdi, ze kyselina askorbova regeneruje tokoferylovy radikal.
Pti této reakci ztrati elektron a zméni se na askorbylovy radikal, ktery vykazuje mnohem mensi

reaktivnost.
Vitamin E (tokoferol)

V organismu slouzi jako dilezity antioxidant, chrani bunééné membrany pied poSkozenim
volnymi radikély. Je tvofen sloZkou osmi izomerQ, z nichZ biologicky nejucinnéjsi je alfa
tokoferol. V mitochondriich se pfi aerobnim dychani uvolnuje redukci molekularniho kysliku
na vodu energie. Pfi tomto procesu se vytvareji redukované formy kysliku, které se nazyvaji
volné radikdly (ZELENKA, 2014). Biologicky efekt volnych radikali je kontrolovan
antioxida¢nim systémem, v némz ma vitamin E nezastupitelnou roli, znazornuje obrazek 3.
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Vitamin E (tokoferol) pfeméni volné radikaly na hydroperoxidy. Sam je pfitom oxidovan na
tokoferylchinon, pfiCemz ztrati svou aktivitu. Zpét na tokoferol ho regeneruje kyselina
askorbova (vitamin C), tim je sama oxidovana, glutation ji pfeméni zpét na vitamin C.
Redukovany glutation je napraven glutationreduktazou. Hydroperoxidy lipidd, vzniklé na
zacatku, jsou nadale toxické, ovSem jejich detoxikaci vykona enzym glutation peroxidaza

obsahujici selen (ZELENKA, 2014).

Obrazek 3: Specificky antioxidacni systém vitaminu E. Zdroj: prepracovino podle ZELENKA,
2014

VITAMIN E (tokoferol) HYDROPEROXIDY

N -

volné

radikaly

GLUTATION PEROXIDAZA + selen TOKOFERYLCHINON
T / TS VITAMIN E
GLUTATIONREDUKTAZA KYSELINA ASKORBOVA
/ e VITAMIN C
GLUTATION

Koenzym Q (ubichonon)

Je vyznamnym antioxidantem, ktery chrani organismus pied nebezpeénymi volnymi radikaly
azvysuje jeho celkovou obranyschopnost. Ve spolupraci s tokoferolem tlumi radikalové reakce.

Jako ubichinon poméha pii regeneraci vitamin E z tokoferylovych radikalti (KOPRIVA, 2011).
Karotenoidy

V antioxida¢ni ochrané se karotenoidy uplatiiuji pii odstrafiovani radikalii centrovanych na
uhlik a alkylperoxylovych radikalt v lipidech. Dale maji vyznam v prevenci pied
degenerativnimi procesy a také jako antikarcinogenni latky (VELISEK, 1999). Odstratiuji

volné radikaly vznikajici z ultrafialového zafeni na sitnici oka.
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Thioly a disulfidy

Vyznamnou mérou zasahuji do ochrany proti radikalovym reakcim. Thioly (redukovany
glutation GSH) a disulfidy (oxidovany glutation GSSG). Glutation je obsazen ve vSech savcich
bunkach, je jednim z nejvyznamnéjSich redoxnich pufrii bunky, nebot’ se snadno oxiduje a
s dalsi molekulou glutationu vytvaii glutationdisulfid. Jeho ukolem je odstraiiovat redukované
formy kysliku, udrzovat v redukované formé sulfhydrylové skupiny proteinii, cysteinu a

regenerovat tokoferol a askorbat (STIPEK, 2000).

Kyselina mocovd

4

Nejhojngjsi antioxidant plazmy. Lidsky organismus s ni u¢elné¢ hospodafi, v tubulech se ji
prevazna vétSina reabsorbuje. Antioxidacni schopnosti spocivaji ve vychytavani volnych
radikall a ve vazbé zeleza a médi do formy, ktera nepodporuje radikalové reakce (MURRAY,

1998).
Bilirubin
Latka, vznikajici rozpadem hemu. Jeho antioxida¢ni vyznam je jako volny, tak vdzany na

albumin a jiné proteiny. Tyto formy pigmenti inhibuji peroxidaci lipidl tim, ze regeneruji

tokoferol obsazeny v lipoproteinech (MURRAY, 1998).

Selen

Je znadm pro své plsobeni s vitaminem E. Pfi jeho deficitu je v organismu naruSena antioxida¢ni
systétm a vznikd svalova dystrofie. V selenocysteinu je soucésti glutation peroxidaz. Do
organismu se dostava z rostlin ve formé selenomethioninu, kde je ale blokovan pro tvorbu

glutation peroxidaz. Pfi predavkovani je toxicky (ZELENKA, 2014).

2.4.4 Polyfenolické slouceniny

Polyfenolické latky jsou latky pfirodniho ptivodu, které jsou pfitomny v kazdé vyssi
rostlin€ a v kazdém jejim organu jako sekundarni metabolity. Struktura a typ téchto latek jsou
charakteristické pro jednotlivé druhy rostlin a pfedstavuji mnoho typt sloucenin jako napft.
flavonoidy (obrazek 4), které 1ze dale délit na flavony, flavonoly, isoflavony, chalkony, aurony,
redukované flavanoly, déle pak fenolkarboxylové kyseliny a s nimi Gzce spojené kumariny,
anthokyanova bariva a jejich redukované formy leukoanthokyanidiny. V posledni dobé je témto

latkdm vénovana zna¢né pozornost z hlediska odbornikl na vyzivu a zdravi ¢lovéka. Obecné
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se ma za to, Ze polyfenolické slouceniny pomahaji lidskému organismu bojovat proti tzv.
civiliza¢nim chorobam a vyznamné se podileji na jeho detoxikaci. Je proto nabiledni, Ze je tfeba

provést vyzkum zaméfeny na obsah téchto latek v jednotlivych zemédé€lskych plodinach
(LACHMAN a kol., 1999).

Flavonoidy jsou silnymi antioxidanty, které zachycuji volné radikdly (scavenging
effect). Pokud se jedna o konzumaci semen, jsou obsazeny hlavné v obalovych vrstvach —

slupkach a osemeni (LACHMAN a kol., 1999).

Obrazek 4: Prehled flavonoidu. Zdroj:
http://www.juwital.cz/Upload/Documents/FLAVONOIDY .pdf

! Flavonoidni skelet
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Anthokyany (anthokyaniny)

Radi se do podetnd velmi rozsahlé skupiny rostlinnych barviv, kam patii kyanidin,
delfinidin, pelargonidin, malvidin, peonidin a petunidin (HAVRLENTOVA a kol., 2014).
pSenice s purpurovym perikarpem je kyanidin-3-glykosid, u modré psSenice je dominantni
delfinidin-3-glykosid. V rostlinach plni antioxida¢ni funkce a ucastni se na tvorbé rezistence
proti riznym onemocnénim v organismu. Je védecky dolozeno, Ze maji kladny vliv na zdravi a

snizuji riziko chronickych onemocnéni organismu.

V potravinovych surovindch, kam patii i barevné odriidy pSenice, mizou znacné

ovlivnit nutriéni hodnotu u finalnich potravinaiskych produkti (CHABINOVA a kol., 2011).

Obsah anthokyanti v potravindch prokazal, ze jejich konzumaci dochézi ke snizeni
kardiovaskularnich chorob, také eliminuji riziko vzniku oxida¢niho stresu, chrani DNA pted

poskozenim a vykazuji protizanétlivé tginky (HRNCIRIKOVA, 2011)

2.4.5 Stanoveni jaternich enzymu

V ramci antioxidac¢ni aktivity hodnotime jaterni testy, které jsou laboratornim
vySetienim, jejichZ vysledky nés informuji o stavu jater. Pfi poruse cytoplazmatické membrany
dochazi ke zvyseni jeji propustnosti a do extracelularniho prostoru jsou uvoliiovany enzymy,
které se vyskytuji v cytoplazmé. Odbér se provadi z vendzni krve a néasledné jsou stanoveny
plazmatické resp. sérové koncentrace 4 enzyml a bilirubinu (MASOPUST, 1998).
Nejcitlivgj§Sim  indikdtorem  poruseni —membrany hepatocytu je zvySeny unik
alaninaminotransferazy (ALT) do ob&hu. Dalsimi enzymy, které pronikaji z hepatocytti do
cirkulace, je cytoplazmaticky enzym aspartataminotransferdza (AST). Vyssi aktivita

cytoplazmatickych enzym v séru je zndmkou reverzibilniho poskozeni hepatocytu
(MASOPUST, 1998).

Alaninaminotransferaza (ALT)

ALT je enzym nejvice obsazeny v jatrech, v jinych organech je jeji aktivita mnohem
niz$i. Na rozdil od AST je lokalizovana pouze v cytoplazmé. Stanoveni ALT je citlivym a

relativné specifickym testem pro poSkozeni jaternich bunck. Jiz pfi malém poskozeni
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hepatocytl se jeji aktivita v séru zvysuje. Toto poskozeni je zplisobeno zvySenou propustnosti

cytoplazmatické membrany (RACEK, 2000).

Aspartataminotransferaza (AST)

AST se ve vétsi mife vyskytuje v fad¢ organii — v jatrech, myokardu, kosternim svalstvu,
ledvinach, pankreatu a v erytrocytech. Existuje ve dvou formach — mitochondrialni izomer,
ktery je pfitomen v mitochondriich a pfedstavuje asi 70 %, a cytoplazmaticky izomer, ktery je
lokalizovany v cytoplazmé a je zastoupen asi z 30 %. Cytoplazmaticka frakce se uvoliiuje do
ob¢&hu snadno i pfi mirném poskozeni hepatocytl, a to pii naruseni permeability jejich bunééné
membrany. Mitochondridlni frakce se dostava do krve az pii rozpadu jaterni bunky. Vyrazné
zvySeni aktivity AST v séru je proto znamkou rozpadu hepatocytli, nebot’ do cirkulace se

uvoliuji oba izoenzymy (MASOPUST, 1998).

Alkalicka fosfatiaza (ALP)

ALP se vyskytuje vyhradné v cytoplazmatickych membranach — v epitelu vyvodovych
cest zluCovych, jatrech, kostech, stievech, placenté, srdci a v plicich (RACEK, 2000).

GGT je kliCovym enzymem y-glutamylového cyklu, ten zabezpeCuje transport
nékterych aminokyselin a peptidl pies bunéénou membranu z extracelularni tekutiny do bunék.
Je ochrdncem organismu pied oxida¢nim stresem (odstraniuje peroxidu vodiku). Obnovuje se
reakci  katalyzovanou  glutathionreduktasou  (SCHNEIDERKA, 2004). ZvySené
koncetracentrace gammaglutamyltransfertazy (GGT) a alkalické fosfatazy (ALP) znaci

poruchu odtoku zluci z jater.
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2.4.6 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

ABTS

Tato metoda je jednou ze zakladnich a nejvice pouzivanych metod pro stanoveni
volnych radikall a celkové antioxidaéni aktivity. Princip metody testuje schopnost vzorku ¢i
latek neutralizovat kationt — radikal vznikly jedno elektronovou oxidaci syntetického
chromoforu ABTS" (2,2¢-azinobis (3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonatu) na radikal ABTS" — e-
ABTS"". Tato reakce se sleduje spektrofotometricky, na zakladé méfeni absorpéniho spektra

ABTS™ (PELLEGRINI a kol., 1999).
DPPH

DPPH povazujeme za jednu ze zakladnich metodik pro posouzeni antiradikélové
aktivity Cistych latek i riznych smésnych vzorkd. Metoda spociva v reakci testované latky se
stabilnim radikalem (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylem), kdy pf#i reakci dochazi k redukci
radikalu za vzniku DPPH-H. Pfi tomto testu se po redukci antioxidantem (AH) nebo radikalem
(R") roztok odbarvi dle nasledujici reakce DPPH"+ AH — DPPH-H + A", DPPH" + R* —
DPPH-R (PAREJO a kol., 2000).

FR

Metoda vyuziva schopnosti chlorofylinu (sodno-médnata sil chlorofylu) pfijimat a
odevzdavat elektrony za soucasné stabilni zmény absorpcniho maxima. Tento d¢j je podminén

alkalickym prostiedim a ptidavkem katalyzatoru (SOCHOR a kol., 2010, TURKOVA, 2013).

FRAP

Metoda FRAP (ferric reducting antioxidant potential) je zalozena na redukci zelezitych
komplext TPTZ (2,4,6-tripyridyl-S-triazin) s chloridem zelezitym (FeCls), které jsou téméft
bezbarvé (popt. slabé nahnédlé) a po redukci tvoii modie zbarveny zeleznaty komplex. Metoda
ma své limity spoc¢ivajici v tom, Ze méteni probiha pii nefyzilogicky nizké hodnoté pH (3.6) a
nejsou zachyceny s komplexem pomalu reagujici polyfenolické latky a thioly (SOCHOR a kol.,
2010, TURKOVA, 2013).
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3 CIiL PRACE

Cilem diplomové prace bylo zjistit vliv zkrmovani pSenice Konini, ktera je charakteristicka
vysSim obsahem anthokyanil, na antioxidacni aktivitu brojlerovych kurat, kterd byla métena

Vv krvi a jatrech riznymi metodami (DPPH, FR, FRAP a ABTS).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Charakteristika pokusu

Pokus byl uskute¢nén v akreditovanych stdjich pro chov driibeze Gstavu vyzivy zvitat a
picninafstvi Mendelovi univerzity v Brné. Byli pouziti kohoutci hybridni kombinace COBB
500 (obrazek 5). Zvirata byla rozdélena do dvou skupin, a to na pokusnou (Konini) a kontrolni
skupinu. Kohoutci hybridni kombinace COBB 500 byli na za¢atku experimentu v poctu 64
kust rozdé€leni do dvou skupin ve véku 39 dna s primérnou Zivou hmotnosti 2472,7 + 180,48
g. Experiment trval 15 dni. Pro pokusnou skupinu byla pouZita purpurova ps$enice Konini, ktera
je charakterizovand vys$im obsahem anthokyanii (celkovy obsah anthokyani 41,70 mg/kg).

Pro kontrolni skupinu byla zafazena obycejné pSenice (odrida Bohemia).

Béhem pokusu byli kohoutci krmeni vyhradné monodietou, aby byl jasn¢ prokazan vliv
sledovaného krmiva na antioxidac¢ni aktivitu. Obsah zivin v krmnych smésich je uveden

v tabulce 4.

Tabulka 4: Ziviny v krmné smési

A Brutto E
NL Tuk |Vlaknina| Popel (MJ/kg)

Kontrola| 16,98 1,61 2,39 1,79 17,56
Konini 16,15 1,83 2,56 2,08 17,6

Obrdzek 5: COPBB 500. Zdroj:
COBB 500 www.visciukai.lt

Pfedstavuje jednu z nejrozSifenéjSich hybridnich kombinaci ""
brojlerovych kufat na svété. Dosahuje vybornych parametra
uzitkovosti a to jak vysoké intenzity riistu, nizké spotfeby krmiva na
kilogram ptirdstku a vysokého podilu prsni svaloviny tak 1

Vv zavislosti na podminkéch prostiedi nizkého uhynu.
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Pokusna skupina (n = 32) byla krmena pouze Srotovanou purpurovou psenici Konini (100
% pSenice v dieté). Kontrolni skupina (n = 32) byla krmena béznou Srotovanou pSenici (odrida
Bohemia), ktera byla doplnéna pSeni¢nym lepkem, aby byl ve smési zachovan podobny obsah
dusikatych latek, jako byl u pSenice Konini.

Zvirata byla krmena ad libitum a denné¢ byla sledovana spotieba smési. Kohoutci byli
ustajeni V bilan¢nich klecich (obrazek 6) o rozmérech 85 x 100 cm, délka hrany krmitka byla
96 cm a k dispozici méla kufata plovakové napajecky. Mistnost s klecemi byla uspotfadana tak,
aby vyhovovala jak potfebam zvifat, tak pokusnym ucelim. Byla méfena teplota a vlhkost

a svételny rezim byl stanoven na 16 hodin svétla a 8 hodin tmy.

Obrazek 7: Bilancni klece.

Zdroj: web2.mendelu.cz

Béhem vykrmu pted nasim experimentem (od 20. do 39. dne) byla kutatim podavana
krmné smés, kterd obsahovala 78 % bézné psenice u kontrolni skupiny a 78 % pSenice Konini

u kontrolni skupiny. SloZeni krmnych smési je uvedeno v tabulce 5.
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Tabulka 5: SlozZeni krmné smési.

KONINI | KONTROLA

pSenice Konini 78 % 0%
obycejna pSenice + lepek 0% 78 %
s6jova moucka 13,10 % 13,10 %
pSeni¢ny Skrob 0,60 % 0,60 %
monokalciumfosfat 0,70 % 0,70 %
mlety vapenec 0,30 % 0,30 %
repkovy olej 4% 4%
premix * 3,3% 3,3%

* Iyzin 60 g, methionin 75 g, methionin + cystein 75 g, vapnik 195 g, fosfor 55 g, sodik 46 g na kg, méd’ 4 mg,
zinek 3,7 mg, tokoferol 1,5 mg, biotin 6 mg na kg, retinol 450 a kalciferol 166,7

Pro pokus byly tedy sestaveny dvé krmné davky, ze kterych byly odebrany vzorky dle
zékona o krmivech €. 91/1996 Sb. a v laboratofi byl stanoven obsah zakladnich zivin. Chemické
sloZeni a analyzy vzorku byly provedeny podle vyhlasky Ministerstva zemédélstvi €. 124/2001

Sb., ktera stanovuje pozadavky na odbér vzorkd.

Krmivo bylo pfedkladano vzdy ve stejnou dobu. Rano po prichodu, byla do sesSitu
zapsana teplota a vlhkost. Byly zvazeny zbytky krmiv a navazeno Krmivo nové, dale byl
posbiran trus. Nasledné se zkontrolovala funk¢nost a Cistota napéjecek a celkovy stav zviftat.

Kazdy tfeti den bylo provadéno kontrolni vaZeni a byl sledovan hmotnostni narist kohoutkd.

Na konci pokusu, 54. den, byli kohoutci zvazeni. Z kréni Zily jim byla odebrana krev,
kterd byla vlozena do heparinovych zkumavek, potom byla zvifata usmrcena a vykuchéna.
Z kazdého tela byla vyjmuta jatra a odebrana jejich ¢ast, kterd byla umisténa do oznacenych
saCkl a zamrazena na -72 °C. Vzorky byly pfedany na ustav Chemie a biochemie Mendelovy
univerzity v Brng, kde byly provedeny analyzy jaternich enzymi a antioxidacni aktivity DPPH,
FR, FRAP a ABTS. Pro upravu vzorku byla pouzita metodika podle SOCHOR a kol., 2010.
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4.1.1 Priprava vzorki z krve

Pro stanoveni byly vybrany nasledujici enzymy: Glutamyltransfeaza (GGT),
Aspartataminotransferaza (AST), Alaninaminotransferaza (ALT) a Alkalicka fosfataza (ALP),

které byly méteny pomoci chemického analyzatoru Mindray BS 400.
Stanoveni aspartataminotransferdazy (AST)

Cinidlo R1 v objemu 150 pl se napipetovalo do plastové kyvety s naslednym ptidanim
15 pl vzorku. Smés se inkubovala po dobu 270 s. Nasledn¢ se piidalo 30 ul ¢inidla R2 a smés

se opét inkubovala po dobu 90 s. Zmérila se absorbance.
Stanoveni alaninaminotransferazy (ALT)

Cinidlo R1 150 pl se smichalo s 15 pl vzorku a inkubovalo se po dobu 270 s. Néasledné
se 30 ul ¢inidla R2 ptidalo ke smési a prob&hla inkubace po dobu 90 s. Aktivita ALT

se vypocitala z poklesu absorbance.
Stanoveni Alkalické fosfatizy (ALP)

Cinidlo R1 o objemu 150 pl se smichalo se 3 pl vzorku do jednorazové plastové kyvety.
Smés se nechala 270 s inkubovat. Nasledné se piidalo 30 ul ¢inidla R2 a roztok se inkuboval
po dobu 90 s. Po inkubaci byla méfena absorbance pti 405 nm po dobu 180 s. Primérné zvySeni

absorbance za minutu se vypocitalo a pouzilo se pro test ALP.
Stanoveni GGT enzymu

Reakéni ¢inidlo o objemul50 pl R1 se napipetovalo do plastové kyvety s naslednym
ptidanim 7,5 pl vzorku. Tato smés se inkubovala po dobu 270 sekund. Nasledné se 30 pul ¢inidla
R2 pridalo ke smési a probéhla inkubace po dobu 90 s. Byla zmétena absorbance v délce 180

sekund. Primérné zvyseni absorbance za minutu se vypocitalo a pouzilo pro stanoveni GGT.

4.1.1 Priprava vzorki z jaterni tkané

Antioxida¢ni aktivity byla stanovena z jaterni tkan¢. Jatra se nechala rozmrazit a ulozila
se do pfedem piipravenych a oznaenych kadinek. Do nachystaného vzorku byl ptidan tekuty
dusik a pomoci homogenizatoru byla provedena diikladna homogenizace. Za stalého chlazeni,
bylo z jater navazeno 0,2 g vzorku tkané do eppendorfky. Nasledn¢ se ptidal 1 ml fosfatového

pufru pH 7 (NaH2POs- 9.078 g/l +Na2HPO4 11.876 g/l) a do celého vzorku se na 2 minuty
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vlozila ultrazvukova jehla, ktera rozrusila buiiky. Po tomto procesu byly eppendortky vlozeny
do tiepacky po dobu 15 minut, nez doslo k homogenizaci suspenzi. Déle byly vzorky 30 minut
centrifugovany pfi teploté 4 °C a 25 000 otackach. Po skonCeni centrifugace se odebral
supernatant (tekutina nad sedimentem), ke kterému se piidalo 990 ul fosfatového pufru o pH 7
a nasledné byl vzorek denaturovan pomoci termoboxu pii teploté 99° po dobu 20 minut. Po
denaturaci byl vzorek opét centrifugugovan pii 4 °C a 25000 rpm po dobu 20minut. Po této

centrifugaci, byl supernatant odebran, a nasledn¢ vyuzit k analyze pomoci ptistroje Autolab.

Statistické vyhodnoceni vSech dat bylo provedeno v programu MS Excel a Statistika 10
za pouziti jednofaktorové analyzy variance s naslednou kontrolou Sheffeho testu a P< 0,05 byl

povazovan, jako statisticky vyznamny rozdil.

4.2 Metody stanoveni antioxidaéni aktivity

4.2.1 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity metodou pouZivajici ABTS

ABTS metoda je jednou ze zdkladnich a nejvice pouzivanych metod pro stanoveni
volnych radikali a celkové antioxidaéni aktivity. Princip metody testuje schopnost vzorku ¢i
latek neutralizovat kationt — radikal vzniklého jedno elektronovou oxidaci syntetického
chromoforu ABTS" (2,2¢-azinobis (3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonatu) na radikal ABTS® — e-
ABTS'™. Tato reakce se sleduje spektrofotometricky, na zakladé méteni absorpéniho spektra
ABTS™ (PELLEGRINI a kol., 1999).

Metoda ABTS

Do plastovych kyvet se napipetovalo 150 ul reagencie R1 (7 mM ABTS (2,2"-azinobis
(3- ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina) a 4.95 mM peroxodisiran draselny), nasledné
byly pfidany 3 pl vzorku. Absorbance byla méfena pii 660 nm po dobu 12 minut. Pro vypocet
bylo pouzito hodnot absorbance po pfidani vzorku (2. minuta méfeni) a hodnot absorbance po

12 minutach méfeni (DOBES, 2012; KARABIN a kol., 2006; SOCHOR a kol., 2010).
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4.2.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou pouZivajici DPPH

Tato metoda je povazovana za jednu ze zékladnich metodik pro posouzeni
antiradikalové aktivity Cistych latek i riznych smésnych vzorki. Metoda spociva v reakci
testované latky se stabilnim radikalem (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylem), kdy pii reakci dochazi
k redukci radikalu za vzniku DPPH-H. Pfi tomto testu se po redukci antioxidantem (AH) nebo
radikalem (R") roztok odbarvi dle nésledujici reakce DPPH'+ AH — DPPH-H + A’, DPPH" +
R — DPPH-R (PAREJO a kol., 2000).

Metoda DPPH

Do plastovych kyvet bylo napipetovano 150 pl reagencie R1 (0.095 mM 2,2-difenyl-
1- pikrylhydrazyl-DPPH"), nasledné bylo pfidano 15 pl méteného vzorku. Absorbance byla
meéfena 12 minut pi A 505 nm. Pro vypocet bylo pouZzito hodnot absorbance samotné a hodnot

absorbance po 12 minutach.

4.2.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity pomoci metody FR

U této metody volnych radikall je vyuZzivano schopnosti chlorofylinu (sodno-médnata
stl chlorofylu) pfijimat a odevzdavat elektrony za soucasné stabilni zmény absorp¢niho
maxima. Tento dé&j je podminén alkalickym prostiedim a piidavkem katalyzatoru (SOCHOR a
kol., 2010, TURKOVA, 2013).

Metoda Free Radicals
Do plastovych kyvet bylo napipetovano 150 pl reagencie R1 (extrakt chlorofylinu, reakéni pufr,
katalyzator) a nasledné bylo ptidano 6 pul vzorku. Absorbance byla métena 12 minut pii A 450

nm. Pro vypoget bylo pouZito posledni hodnoty méteni (DOBES, 2012).

4.2.4 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity pomoci metody FRAP

Metoda FRAP (ferric reducting antioxidant potential) je zaloZena na redukei Zelezitych
komplexi TPTZ (2,4,6-tripyridyl-S-triazin) s chloridem Zzelezitym (FeCls), které jsou téméf
bezbarvé (popf. slab& nahnédl¢) a po redukei tvoii modie zbarveny zeleznaty komplex. Metoda

ma své limity spocivajici v tom, Ze méfeni probiha pii nefyziologicky nizké hodnoté pH (3.6)
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a nejsou zachyceny s komplexem pomalu reagujici polyfenolické latky a thioly (SOCHOR a
kol., 2010, TURKOVA, 2013).

Metoda FRAP

Ptiprava reagencie: 1. 10 mM roztok TPTZ, doplnit po rysku 40 mM kyselinou
chlorovodikovou (HCl); 2. roztok 20 mM FeCls ; 3. acetatovy pufr 20 mM, pH 3.6; tyto tfi
roztoky se smichaly v poméru TPTZ: FeCls: acetatovy pufr — 1:1:10. Reagence je pouzitelna
tyden pfi uskladnéni v temném prostiedi a teploté 4°C. Do plastovych kyvet bylo napipetovano
150 pl reagencie a nasledn¢ bylo ptidano 3 pl vzorku. Absorbance byla méfena 12 minut pii A
605 nm. Pro vypocet bylo pouzito hodnot absorbance samotné a hodnot absorbance po 12

minutach.
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Spotieba krmiva

V experimentu byla kutata kazdy den vazena a byla zaznamendvana spotfeba krmiva.
Zvitatim byla v rdmci piesnéjSiho stanoveni antioxidacni aktivity predkladdna pouze
monodieta. Celkova spotieba krmiva za 15 dni byla v Kontrolni skupiné 57,86 kg a 60,40 kg
dosahovala spotieba ve skupiné Konini (Tabulka 6). Z tabulky je ziejmé, Ze nepatrné vyssi

spotfeby dosahovala skupina, které byla zkrmovana pokusna psenice Konini.

Tabulka 6. Celkova spotieba krmiva.

dni celkova spotfeba KS (kg)
Kontrola 15 57,86
Konini 15 60,4

5.2 Priristky hmotnosti

V pokusu byly pravidelné sledovany ptirastky zivé hmotnosti. Vazeni probihalo kazdy 3.
den po dobu 15 dni. Podrobny piehled o pribéhu vazeni poskytuji tabulky 8 a 9. V grafu 1 jsou
porovnany prumérné hmotnosti v danych dnech vazeni u skupiny kontrola a Konini. Piestoze
experimentalni skupina méla o 2,54 kg vyssi celkovou spotifebu krmné smési (KS), jejich

primérnd hmotnost byla o cca 300 g niZsi.

Na zacatku sledovani, 39. den, byla priimérné ziva hmotnost kutat 2472,7 g + 180,48 g.
Na konci experimentu, 54. den, byla primérna Ziva hmotnost kufat 2602,67 + 328,76 g ve

skupiné¢ kontrola a 2315,50 + 371,73 g ve skupiné Konini, ptehled uvadi tabulka 7. Kufata ve

vvvvvv

Tento ubytek hmotnosti je zptisoben zkrmovanim monodiety.

Tabulka 7: Primeérnd hmotnost na zacatku a na konci pokusu.

dni pramérnd hmotnost 39. den (g) primérnd hmotnost 54.den (g)
Kontrola 15 2602,67 + 328,76
+
Konini 15 2472,7+ 180,48 2315,50 £ 371,73
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Tabulka 8: Hmotnosti kurat v kontrolni skupiné.

KONTROLA| 39.den | 42.den | 45.den | 48.den | 51.den [54.den
kuie 1.5.2014 (4.5.2014]7.5.2014|10.5.2014 | 13.5.2014 | zabijeni
1 2,50 2,53 2,53 2,55 2,67 2,71
2 2,51 2,56 2,60 2,66 2,76 2,75
3 2,37 2,41 2,40 2,44 2,50 2,49
4 2,43 2,54 2,56 2,66 2,57 2,58
5 2,72 2,71 2,77 2,80 2,82 2,81
6 2,15 2,18 2,20 2,24 2,29 2,30
7 2,56 2,51 2,55 2,62 2,60 2,62
8 2,49 2,48 2,50 2,55 2,58 2,57
9 2,73 2,67 2,82 2,88 2,93 2,92
10 2,31 2,36 2,35 2,43 2,44 2,43
11 2,27 2,33 2,36 2,42 2,49 2,46
12 2,19 2,22 2,27 2,35 2,38 2,37
13 2,09 2,16 2,21 2,29 2,31 2,31
14 2,23 2,29 2,28 2,33 2,39 2,39
15 2,23 2,21 2,22 2,26 2,26 2,29
16 2,72 2,71 2,71 2,79 2,81 2,79
17 2,25 2,32 2,31 2,20 2,08 2,15
18 2,28 2,30 2,34 2,38 2,33 2,38
19 2,03 2,05 2,10 2,16 2,16 2,14
20 2,15 2,16 2,18 2,26 2,30 2,32
21 2,49 2,56 2,52 2,67 2,72 2,66
22 2,37 2,36 2,44 2,51 2,54 2,53
23 1,94 1,98 1,91 1,98 1,96 1,94
24 2,31 2,33 2,39 2,45 2,49 2,40
25 2,29 2,28 2,31 2,35 2,36 2,36
26 2,45 2,44 2,46 2,52 2,55 2,55
27 2,21 2,29 2,34 2,32 2,55 2,33
28 2,08 2,12 2,17 2,20 2,22 2,22
29 2,91 2,94 3,02 3,08 3,11 3,12
31 2,36 2,41 2,46 2,48 2,44 2,56
32 2,19 2,29 2,35 2,43 2,44 2,43
pramér 2,31 2,34 2,37 2,40 2,40 2,48
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Tabulka 9: Hmotnosti kurat ve skupiné Konini.

KONINI | 39.den | 42.den | 45.den | 48.den 51.den | 54.den
kure [1.5.2014]4.5.20147.5.2014(10.5.22014|13.5.2014 | zabijeni
1 2,124 2,158 2,145 2,202 2,185 2,197
2 2,388 2,34 2,279 2,272 2,282 2,218
3 2,272 2,292 2,29 2,326 2,381 2,387
4 2,394 2,406 2,463 2,504 2,551 2,535
5 2,872 2,94 2,985 3,02 3,16 3,14
6 2,076 2,062 2,099 2,125 2,178 2,181
7 2,136 2,178 2,227 2,249 2,293 2,25
8 2,341 2,36 2,384 2,174 2,428 2,406
9 2,22 2,236 2,245 2,274 2,279 2,25
10 2,218 2,308 2,283 2,332 2,394 2,39
11 2,678 2,776 2,774 2,8 2,859 2,845
12 2,844 2,912 2,976 3,09 3,053 2,983
13 2,244 2,194 | 2,173 2,331 2,217 3,313
14 2,13 2,114 2,002 1,718 1,496 uhyn
15 2,22 2,166 2,233 2,256 2,277 2,27
16 2,33 2,368 2,378 2,405 2,425 2,415
17 2,254 2,32 2,387 2,408 2,48 2,439
18 2,018 2,004 | 2,043 2,081 2,119 2,071
19 2,298 2,28 2,346 2,369 2,418 2,398
20 2,294 2,29 2,334 2,962 2,402 2,363
21 2,126 2,134 2,19 2,218 2,238 2,218
22 2,562 2,622 2,695 2,711 2,712 2,732
23 2,822 2,778 2,778 2,795 2,851 2,83
24 2,238 2,274 2,24 2,267 2,321 2,341
25 1,796 1,828 1,857 1,906 1,893 1,905
26 2,332 2,354 | 2,412 2,431 2,339 2,392
27 2,278 2,352 2,385 2,4 2,36 2,43
28 2,18 2,208 2,217 2,25 2,261 2,291
29 1,78 1,808 1,854 1,903 1,797 1,786
30 1,886 1,9 1,915 1,944 1,925 1,904
31 2,808 2,772 2,829 2,849 2,759 2,807
32 1,85 1,828 1,826 1,856 1,801 1,835

pramér | 2,28153 | 2,29881 | 2,32013 | 2,35713 | 2,34794 |2,403935
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Graf 1: Porovnani primeérnych hmotnosti pokusnych a kontrolnich kurat.
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5.3 Vysledky antioxidacni aktivity

V zivociSnych vzorcich, v naSem pfipadé¢ krev a jaterni tkan, byla stanovena
antioxidacni aktivita. Pouzity byly ¢tyfi metody, hodnotici antioxidacni aktivitu, a to DPPH,
FRAP, FR a ABTS.

Pfi stanoveni antioxida¢ni aktivity z Kkrve brojlerovych kufat byly naméfeny
prokazatelné vyssi hodnoty (P<0,05) u kutat krmenych pSenici Konini, méfené metodami

DPPH a ABTS, stejné jako v ptipad¢ stanoveni antioxidacni aktivity z jater.

Tabulka ¢islo 10 zobrazuje vysledky méfeni antioxidacni aktivity z krve brojlerti, zde
jsou prokazatelné rozdily u metody DPPH a ABTS ve skupiné Konini. Ostatni méfeni nebylo

prukazné.
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Tabulka 10: Stanoveni antioxidacni aktivity — Krev.

Krev Kontrola Konini

N 31 31
Priimér = sm.ch. | Pritmér = sm.ch.

DPPH (% inhibice) 0,126 £0,014* | 0,176 +0,020 *

FR ( GAE mg/g bilkovin) 3,649 + 0,236 3,683 +£0,203

FRAP (GAE mg/g bilkovin) 0,811 +£0,032 0,811+ 0,032

ABTS (GAE mg/g bilkovin) | 11,206+ 0,124 * | 11,718 £ 0,186 *

Mezi hodnotami oznacenymi symbolem * jsou pritkazné rozdily (P<0,05).

U metod stanovujicich antioxidacni aktivitu z jater, byly naméfeny prokazatelné vyssi
hodnoty (P<0,05) u kutat krmenych psenici Konini. Konkrétné u metod DPPH a ABTS. Naproti
tomu, niz8i hodnoty byly zjistény, metodou FR. Tabulka 11 poskytuje srovnani metod
stanovujici antioxidacni aktivitu u kontrolni skupiny a skupiny Konini. Prikazné rozdily
u metody DPPH a ABTS byly ve prospéch pokusné skupiny Konini. Niz$i hodnoty byly

naméfeny u FR metody, zde pfevazovala hodnota u kontrolni skupiny.

Tabulka 11: Stanoveni antioxidacni aktivity — jatra.

jatra Kontrola Konini

n 32 32
primér £ Sm. Ch. | pritmér = Sm. Ch.

DPPH (% inhibice) 8.41 £ 0.60* 10.01 £ 0.52*

FR (GAE mg/g bilkovin) 28.50 £ 0.93* 26.13 £0.71*

FRAP (GAE mg/g bilkovin) 1.50+0.04 1.45+£0.04

ABTS (GAE mg/g bilkovin) 18.66 + 0.78* 21.01 +0.82*

Mezi hodnotami oznacenymi symbolem * jsou priitkazné rozdily (P<0,05).

Je zajimavé, Ze v pokusu (KARASEK, 2014), pii zkrmovani psenice Citrus brojlerovym
kufatim, kterd ma také pozitivni vliv na antioxidaéni status, vySly prikazné rozdily na
stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou FR ve skupiné Citrus. FR = * mg/l 983,12 + 69,0725

u obycejné psenice a 833,29 + 44,0325 u skupiny Citrus. Ve srovnani s nasim pokusem, kde
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byla metoda FR u vysledki méfenych z jater prikazné dokdzana pro skupinu kontrolni, tak u

stanoveni aktivity z krve, kde nebyla jeji pritkaznost prokdzana vibec.

Pti hodnoceni antioxida¢ni aktivity metodami DPPH a ABTS lze konstatovat, ze
zkrmovani pSenice Konini s vy$§im obsahem anthokyant (41,70 mg/kg), pisobi pfiznivé na

antioxidac¢ni aktivitu organismu.

Jiny nahled ndm nabizi srovnavani pokusu, (STASTNIKA a kol., 2014), kde bylo
rozdéleno 64 krysich samcii na dvé skupiny jako v naSem pokusu a byla jim zkrmovéana
purpurova psenice Konini, pfijimana jednou polovinou a druhou polovinou byla krmena
skupina Kontrola. Zde vysly vysledky odlisn¢€. Experimentalni skupina dosahovala hodnot
(10,06 £ 0,26; 543,88 + 23,61; 39,56 + 1,01; 458,76 + 3,58) oproti kontrolni skupiné (9,20 +
0,31; 482,46 = 15,56; 36,73 = 0,72; 445,38 &+ 3,13) v tomto potradi méfeni DPPH, FR, FRAP a
ABTS. Rozdily byly vyznamné (P <0,05) a prukaznost tak byla stanovena pro skupinu Konini.

Z tohoto srovnani vypliva, Ze purpurova pSenice Konini ma vyssi obsah antioxidacnich

latek, které tak pfispivaji k navyseni antioxida¢niho statutu organismu.

Pro doplnéni zdravotniho stavu pokusnych zvitat byly v krvi stanoveny jaterni enzymy
(ALT, AST, ALP a GMT). Zvirata, kterym byla pfedkladana psenice Konini, méla vétSinou
niz§i aktivitu jaternich enzymil. Hodnoty jaternich enzymi nebyly prokazatelné prikkazné, az
na vyznamnou odchylku (GMT) glutamyltransferazy, kterad byla u kontrolni skupiny zna¢né

navysena (P<0,05), piehled je uveden v tabulce 12.

Tabulka 12: Vysledky jaternich enzymii.

krev Kontrola Konini
n 31 31
prumér £ Sm. Ch. | priiomér = Sm. Ch.
ALT (ukat/l) | 0.08 £0.003 0.09 + 0.004
AST (ukat/l) 3.76 £ 0.077 3.62+£0.09
ALP (ukat/l) | 27.21+1.783 26.05 + 1.36
GMT (ukat/l)| 0.28 +0.014* 0.22+0.01*

Mezi hodnotami oznacenymi symbolem * jsou priikazné rozdily (P<0,05).
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6 ZAVER

Piedmétem diplomové prace bylo zjistit, zda ma zkrmovani purpurové pSenice Konini

S vysSim obsahem anthokyanti vliv na antioxidac¢ni aktivitu u brojlerovych kufat.

Pro tento pokus byli pouziti kohoutci hybridni kombinace COBB 500. Tito kohoutci byli
na zacatku experimentu v poctu 64 kust rozdéleni do dvou skupin ve véku 39 dnti s primérnou
zivou hmotnosti 2472,7 + 180,48 g. Experiment trval 15 dni. Pro pokusnou skupinu byla pouzita
purpurova pSenice Konini, kterd je charakterizovana vys$im obsahem anthokyant (celkovy
obsah anthokyanti 41,70 mg/kg). Pro kontrolni skupinu byla zafazena obycejna pSenice (odruda
Bohemia), kterd byla doplnéna pSeni¢nym lepkem, aby byl zachovan pomér dusikatych latek

V dieté.

Béhem pokusu byli kohoutci krmeni vyhradné monodietou, aby byl jasné prokazan vliv

sledovaného krmiva na antioxidacni aktivitu.

Kurata byla umisténa v bilan¢nich klecich, kde byla denn¢ sledovana teplota, vlhkost a
celkovy stav zvifat. Krmivo bylo piedkladano ad libitné a kazdy tieti den bylo provadéno

kontrolni vazeni a byl sledovan hmotnostni narist kohoutkd.

Na konci pokusu, 54. den, byli kohoutci zvazeni. Z kréni Zily jim byla odebrana krev,
ktera byla vloZena do heparinovych zkumavek, nasledné byla zvifata usmrcena a vykuchana.
Z kazdého téla byla vyjmuta jatra a odebrana jejich ¢ést, ktera byla umisténa do oznacenych
saCkl a zamrazena na -72 °C. Vzorky byly pfedany na ustav Chemie a biochemie Mendelovy

univerzity v Brné€, kde byly provedeny analyzy jaternich enzymi a antioxidacni aktivity.

Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity byly pouZity nasledujici metody: DPPH, FR, FRAP a
ABTS, kter¢ byly naméteny z krve a jaterni tkan¢. Také bylo provedeno méfeni na stanoveni

jaternich enzymt GGT, AST, ALT, ALP z krve kohoutkii.

Sledovana byla i celkova spotieba krmiva, ktera byla za 15 dni v kontrolni skupiné 57,86
kg a 60,40 kg dosahovala spotieba ve skupin¢ Konini. Nepatrné vyssi spotieby, bylo dosahnuto

u pokusné skupiny, které byla zkrmovana psSenice Konini.

Ptirtistky Zivé hmotnosti byly zaznamenavany kazdé tfi dny. Na zacatku sledovani, 39.
den, byla primérna ziva hmotnost kufat 2472,7 g + 180,48 g. Na konci experimentu, 54. den,
byla primérna ziva hmotnost kutat 2602,67 + 328,76 g ve skupiné kontrola a 2315,50 + 371,73

g ve skupin¢€ Konini. Kurata ve skupin¢ Konini, vykazovala na konci pokusného obdobi nizsi
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zivou hmotnost nez na zacatku. Tento ubytek hmotnosti je zpisoben zkrmovanim monodiety.
Prestoze experimentalni skupina méla o 2,54 kg vyssi celkovou spottebu krmné smési (KS),

jejich primérna hmotnost byla o cca 300 g niZzsi.

Vysledky antioxidac¢niho statusu méfené z krve a jater, byly vyhodnoceny nasledovné:
pii stanoveni antioxidac¢ni aktivity z krve brojlerovych kufat byly naméfeny prokazatelné vyssi
hodnoty (P<0,05) u kufat krmenych pSenici Konini, zkouSené metodami DPPH a ABTS.
Ostatni méfeni nebylo prukazné. U metod stanovujicich antioxidacni aktivitu z jater, byly také
naméfeny prokazatelné vyssi hodnoty (P<0,05) u kufat krmenych pSenici Konini. Konkrétné u
metod DPPH a ABTS ale naproti tomu, niz§i hodnoty byly zjistény, metodou FR, kde vychazely

1épe pro kontrolni skupinu.

Pro doplnéni zdravotniho stavu pokusnych zvitat byly v krvi stanoveny jaterni enzymy
(ALT, AST, ALP a GMT). Zvitata, kterym byla pfedkladdna pSenice Konini, méla vétSinou
niz8i aktivitu jaternich enzymi. Hodnoty jaternich enzymu nebyly prokazatelné prikkazné, az
na vyznamnou odchylku (GMT) glutamyltransferazy, kterd byla u kontrolni skupiny zna¢né

navysena (P<0,05).

Zaveérem muZeme shrnout, Ze sledovand antioxidacni aktivita u brojlerovych kufat,
kterym byla pfedkladana monodieta pSenice Konini S vy$§im obsahem anthokyanti, byla diky
zkrmovani této odridy vyhodnocena jako prokazatelné¢ vys$si. U skupiny Koniny byla také
naméfena nizsi aktivita jaternich enzymi. Vysledky dokladaji, ze zkrmovani pSenice Konini
S vy$8im obsahem anthokyani zlepSuje antioxidacni aktivitu a plsobi pozitivné na jaterni

parenchym.
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