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ABSTRAKT

Predlozena dizertacni prace je zaméfena na studium biologickych ucinkl aktivnich latek
vyskytujicich se v ceredliich, na vyvoj metod k analyze téchto G¢inki a ke stanoveni obsahu
aktivnich slozek a charakterizaci vztahu slozeni a u¢inka ceredlii a ceredlnich vyrobkt. Pro
analyzu bylo vybrano nékolik druhli surovych ceredlnich vzorkl (vloc¢ky, mouky, klicky,
otruby), ochucené extrudované ceredlni vyrobky a také vzorky loupané a neloupané ryze.

Mezi hlavni typy analyzovanych aktivnich latek patii pfedevsim fenolické latky, a to ve
formé¢ glykosidi i1 aglykonti, a déale sacharidy. Skupinové parametry - celkové polyfenoly,
flavonoidy a flavanoly a celkové a redukujici sacharidy byly stanoveny spektrofotometricky,
individudlni fenolické slou¢eniny a sacharidy byly stanoveny pomoci kapalinové
chromatografie. Ke stanoveni antioxidacni aktivity ceredlii byly pouzity metody TEAC,
DPPH a B-CLAMS, a dale neptimé metody stanoveni obsahu latek s antioxida¢nim u¢inkem.
Vysledky antioxidac¢ni aktivity byly srovndny s hodnotami antimutagenni/genotoxické
aktivity s vyuzitim né€kolika mikrobidlnich testd. Antimutagenni efekt byl vyjadien jako
procento inhibice G¢inku standardniho mutagenu a pfedstavuje potencidlni preventivni ucinek
ceredlie proti poSkozeni DNA zplisobenému primarné volnymi radikaly. Nejvyssi hodnoty
skupinovych i individudlnich fenolickych latek, antioxidacni i antimutagenni aktivity byly
nalezeny u kli¢kd, otrub a pohankovych produktti a dale u barevné a neloupané ryze.

U ochucenych cerealnich vyrobktll bylo zjisténo, ze ptidana slozka — zejména cokolada a
ovoce pozitivné ovliviluje obsah aktivnich fenolickych latek, sacharidli, antioxida¢ni a
antimutagenni aktivity. Na reprezentativnim vzorku populace byla provedena dotaznikova
studie monitorujici zdjem o ceredlni vyrobky a preference spotiebitelll. VétSina spotiebitelil
povazuje ceredlie s cokolddovou prichuti za méné¢ zdravé nez potrzuji vysledky analyz.

V ramci vyvoje novych vyrobkll bylo pfipraveno nékolik typli modelovych cerealnich
smési obsahujicich rostlinné (ovocné, zeleninové) extrakty pfidané v lyofilizované a
enkapsulované form¢. Nejvyssi pozitivni efekt vykazoval ptidavek extraktu ze smési
tuzemského lesntho ovoce. V ramci pfipravy enkapsulovanych extraktii bylo rovnéz
vyzkouSeno né€kolik metod pftipravy castic lipidové nebo polysacharidické povahy.
Analyzovanad byla enkapsula¢ni ucinnost metod a stabilita a velikost castic. Na zakladé
ziskanych vysledktli 1ze navrhnout optimalni typ fortifikované ceredlni potraviny s popsanym
biologickym ucinkem.

Vybrané ceredlie byly pouzity téz jako alternativni upravené ¢i surové substraty pro
kultivaci mikroorganizmi za i€elem produkce obohacené biomasy vyuzitelné v krmivarstvi.

Zavérem lze konstatovat, ze ceredlie, at uz ve formé surové nebo technologicky
zpracované, jsou vsestrannou potravinou a bohatym zdrojem biologicky aktivnich latek a
poskytuji celou fadu moznosti zpracovani. Je mozné je vyuzit jak pro ptimou konzumaci, jako
soucast novych vyrobki a také neptimo jako substrat pro krmivarské ucely.

KLICOVA SLOVA

Cerealie, fenolické slouceniny, sacharidy, antioxida¢ni a antimutagenni aktivita, fortifikace,
nanocastice, obohacena mikrobni biomasa



ABSTRACT

The presented doctoral thesis is focused on the study of the biological effects of active
compounds found in cereals, on the development of methods of analysis these effects, on the
determination of the content of active substances and characterization of the relationship
between composition and biological effects of cereals and cereal products. For the analysis
several kinds of raw cereal samples (flakes, flour, germ, bran), flavored extruded cereal
products and also samples of paddy and husked rice were chosen.

To major types of analysed active compounds belong mainly phenolic compounds in the
form of glycosides and aglycones, and also saccharides. Group parameters such as total
polyphenols, flavonoids and total and reducing saccharides were determined
spectrophotometrically, individual phenolics and saccharides were determined by high
performance liquid chromatography (HPLC). TEAC, DPPH and B-CLAMS methods were
used to determine the antioxidant activity. Indirect methods of determination of substances
with antioxidant effect were used as well. Results of the total antioxidant activity were
compared with values of antimutagenic/genotoxic activity obtained by several microbial test
systems. Antimutagenic effect was expressed as a percentage of inhibition of effect of
standard mutagen and could be considered as a potential preventive effect of cereals to DNA
arising primarily by free radicals effect. The highest values of group and individual phenolics,
antioxidant and antimutagenic activity were found in germs, bran, in buckwheat products and
in coloured and raw rice.

In flavoured cereal products addition of chocolate or fruit positively influences content of
active phenolic substances as well as sugars, antixidant and antimutagenic activity. In a
representative sample of Czech population, questionnairy study was performed to monitor
interest in cereals and consumer preferences. The most of consumers consider cereals with
chocolate flavour as less healthy than confirmed results of laboratory analyses.

In this study some new food products were developed. Several types of model cereal
products containing plant (fruit, vegetables) extracts were proposed. Extracts were added to
cereals in freeze-dried and encapsulated form. The highest positive effect exhibited addition
of local forrest fruit extract. Within preparation of encapsulated extracts several methods of
preparing lipid or saccharides particles were also tested. The encapsulation efficiency of the
methods and stability and size of particles were analysed. Optimal type of fortified cereal
foods could be suggested based on the acquired results.

Selected cereals were used as alternative carbon substrates (processed or raw) for the
cultivation of microorganisms to produce enriched biomass usable in the feed industry.

We can conclude that cereals in raw as well as processed form belong to universal foods
and rich sources of biologically active substances. They can be processed by many ways.
They can be used for direct consumption, as a part of new products and also undirectly as a
substrate for feedstock.

KEYWORDS

Cereals, phenolic compounds, saccharides, antioxidant and antimutagenic activity,
fortification, nanoparticles, enriched microbial biomass



LICHNOVA, A. CEREALIE - AKTIVNI SLOZKY, BIOLOGICKE UCINKY A VYBRANE
APLIKACE V POTRAVINARSTVI. Brno: Vysoké ugeni technické v Brng, Fakulta chemicka,
2013. 181 s. Vedouci dizertacni prace doc. RNDr. Ivana Marova, CSc.

PROHLASEN{

Prohlasuji, Ze jsem dizerta¢ni praci vypracovala samostatné a ze vSechny pouzité literarni
zdroje jsem spravné a uplné citovala. Dizertacni prace je z hlediska obsahu majetkem Fakulty
chemické VUT v Brné a mize byt vyuzita ke komer¢nim uceliim jen se souhlasem skolitele
dizerta¢ni prace a d¢kana FCH VUT.

podpis studentky

PODEKOVANI

Na tomto misté bych rada podekovala mé vedouci doc. RNDr. Ivané Marové, CSc. nejen za
védecky, ale také lidsky pristup. Velmi si vazim mozZnosti a prostoru, ktery mi behem celého
studia poskytla.

Dékuji mym spoluzakiim a kolegiim za vytvareni prijemného pracovniho a pratelského
prostredi.

Veliky dik patii také mé rodine a blizkym pratelim za uprimnou podporu béhem mych
studentskych let.

Prace byla podporena z prostredkii projektu "Centrum materialového vyzkumu na FCH VUT
v Brné" registrovaného pod cislem CZ.1.05/2.1.00/01.0012/ERDF.



OBSAH

Uvod

Seznam pouzitych zkratek a symboli

Teoreticka ¢ast

3.1 Obiloviny a obilngé VYTobKY .......ccccevviviiiviiiiiiiiiiiiic e
3. 1.1 ObIlOVINY .ottt s e s
3.1.2  Ceredlni VYrObKY ....c.cccceriiriiniiiiiiiiiiiiicci i
3.1.3  SloZeni b&Znych obilovin ......cccevveciiriiiiiiiiiiiiiiicic e
3.1.4  Vybrané typy cerealnich potravin ...........ccceoueviiiiiiinincniencne

3.14.1 Funk¢ni potraviny na bazi cerealii........ooeeveviveniecciiinninns
3.14.2 DESKE CETEALIE ... evvenieiieeiie et
3.143 Snidanove CErealie.........ouvuimuirierienieniiiiniiice e
3.144 Celoznng VYTODKY ......cccoiirieriieeieneiieeiint et s
3.2 Aktivni latky obsazené v ceredliich ...........cccocevviiiiiiiniiininii
3.2.1  Aminokyseliny a bilkOVIny .......cccoceeiveiiiiiiiiiiiiiiiiceieece e
3.2.1.1 AMINOKYSEIINY ......eovieiieiiiesiiie ettt
3.2.1.2 BIIKOVINY ..vviie ettt
3.2.2  Vitaminy @ Mineraly.....c..ccccoceevueneieniniiiiiiiiiiie e
3.22.1 Vitamin E....ooooiiviiiiiiiciceceecec s
3.222 Vamin € ..ot
3223 Vitaminy skupiny B.......ccccoceviriiiiiiiiiiniieninecieceeeces
3224 Mineraly a Stopove PrvKy .....c.coceevceevieiieiiiiiiiiiin i
3.23  Fenolick€ TAtKY ...cooveveieeiiiiecctcec e
3231 POlyfenoly......ccceveiiriniiiiiiieciic i
3232 FLavonoidy .....ecveeveeueeeieieiierieie sttt s
3233 Fenolické KySeliny .......c.ooevuevvireriinieciiicience e
3234 Ligniny @ HEnany ........c.cocceeerereeineneeeee s enenns
3.23.5 ATKYITESOTCINOLY ...ttt
3.23.6 Y-OrYZANnol .....ooveuiiiiiiiiiriinicirc e e
3237 Betain, ChOoln.......oooviiiiieiie e e et
3.2.3.8 Kyselina fytova (inositolhexafosfat)...........cccccovvviininnnnnn
3.2.4  Dalsi antioxidanty Cerealii........c.ocvveerverreereeiiniiiiieiiiiieiieiceec
3241 Karotenoidy .......cueeveveieriirnienicneccece e
3242 Avenanthramidy .........cccoevveeienieieneneeineciesee s
3.2.5  Sacharidy.....ccccoceevieeiiiiiiiiiiiiiii i
3.2.5.1 Mono- a oligosacharidy ..........cccceoeeveeiinecieninenieccieicieae
3252 Polysacharidy.........cccoeeerereeineneinenciee s
3253 VIAKNING. ....tieeieeeie et s s
3.2.6  Metody stanoveni aktivnich latek v cerealiich — analyza obsahu riznych typt sacharidi
3.2.6.1 Fyzikalni metody ........ccceveevirienierineniciesicie e
3.2.6.2 Fyzikalné-chemické metody ..........ccceeeveviiiiiiiiineniiiiennns
3.2.6.3 Chemickeé MEtOAY ....cveververiereirieeiieecienecie et
3.2.64 Enzymatické metody ........ccovvereircniiniiiiiniiicce

12

13

15

15
15
15
16
17
17
17
18
19



3.2.6.5 Chromatografickd StanOVENT ..........cccevviiiiiiiiiiiiiii i 26

3.2.7  Metody stanoveni aktivnich latek v cerealiich — analyza fenolickych latek............c.coooeiiiii. 27
3.2.8  Metody stanoveni aktivnich latek v cerealiich — analyza vitamint a provitamini................c....... 28
3.2.8.1 Stanoveni VItAMINU € ......c.oocueeieiiieiieniceneee ettt s 28
3282 Stanoveni VItaminu E..........c.oooiiiiiiiiiiiiiie i 28
3.2.83 Stanoveni KaroteNOIAU .........eveeverreierierie sttt sttt st s e 28
3.3 Oxidaéni stres a obrana organizmu proti jeho disledKlim ... 28
3.3.1  Biologické oxidace a antioxidacni Systém OrganizZmul..........coceeeeeeveririiieiiieriininiens e 28
3.3.1.1 Obrana butiky pied u€inky 0xidacniho StreSU..........ccoovviiiiiiiiiiiiiiiii e 29
3.3.2  Antioxidadni aktivita CETEALI ....eeuvertiereiiiieiiet ettt s e 29
3.3.3  Metody stanoveni antioxidaéni aktivity zalozené na eliminaci radikdlli............cccocoeeieininnnne 30
3.33.1 Metoda vyuzivajici radikdl ABTSe .........occoviiirimririintinirieeeeisceeeeiscees e 30
3332 Metoda pouzivajici radikdl DPPH ......c.cccocooiviiiiiiiiiiiiiii 30
3.333 EPR spektroskopie (elektronova paramagnetickd rezonance) ............cccoceeveieenininenieinnnns 30
3334 Metoda pouzivajici galvinoxyl nebo Fremyho sUl.........cccoovoiiiiiiiiiii 31
3.335 Metoda TRAP........co vttt ettt ettt ettt sb s st en e er e 31
3.3.3.6 Metody zalozené na vychytavani OH-radikall............cccoooiiinniin 31
3.3.3.7 Metody zalozené na vychytavani superoxidového anion-radikdlu ..., 31
3.3.3.8 Metody hodnotici eliminaci peroxidace Lipidli ...........cccooevviiiiiiiiiiniiii 31
3.3.4  Metody stanoveni antioxida¢ni aktivity zaloZené na hodnoceni redoxnich vlastnosti latek ......... 32
3.34.1 MEtOAa FRAP ...ttt ettt ettt ettt st e et s sr e en e ea e sr et er s 32
3342 CyKHCKA VOIAMEIITE. ...c.c.eveeietevieiieie ittt es e 32
3343 HPLC metoda s elektrochemickou deteKei......co.everuirieiiiiiiiiiiiiiiiiiciece e 32
3.3.5  Stanoveni specifickych skupin antioXidantll ............c.coceeveiiiiiiiiiniiinieneie e 32
3.35.1 Stanoveni individuéalnich polyfenolickych latek..........ccocovieininiiiiiiinie, 32
3352 Stanoveni celkovych polyfenold - Total Phenolic Content TPC ...........ccocoooiiiiiiinininnne. 32
3353 Stanoveni celkovych flavonoidi - Total Flavonoid Content TFC ...........ccocooiiiiiiiieinnnnne. 33
3.4 Mutageny a metody pro stanoveni genotoxické/antimutagenni aktivity.........ccooeoivirinininieininnnnnne 33
3.4.1  Mutageny @ MULAZETICZE ......ccueuuerviiuiiriirietiie ettt ere st ettt sabe st ssbess e s b et si et sttt ettt 33
3.42  Antimutagenni aktivita CETEALIT ...........coviiiiiiiiiiiiiii 34
343  TESLY GENOTOXICILY ..ueveuteueetiereieeteeiee ettt sttt ettt eb e eb e es s bbb bbbt 34
3.4.4  Mikrobidlni testy SENOTOXICILY ..cc.uerreruerrireriirieiieiiiie ittt sttt er et ss e s 35
3.44.1 ANESTIV TES ..viieitietieie et ettt ettt sttt ettt eaa et se e sh e s a e s st e a e er e bt 35
3442 SOS CHIOMOEST .....vievievieireeieneeeie st sttt ettt st st eabe st sa e re et eaae s saaesr e asereas 35
3443 2y GTEEI SCIEEIM ASSAY ™ ...veieuieeiieeiie ettt st ettt ettt et et s raesbaeste e et e es e e s e ss e s e e e esaas 35
3.444 Testovani na kvasinkach Saccharomyces cerevisiae D7 ...........cccccovvvviiiniiiniiniciiniieennn. 35
3.445 Testovani na organizmu Euglena gracilis ... 36
3.45  Testy na saveich BUMKACK. .......c.cccoviiiiiiiiiiii 37
3.4.5.1 Test na my$im lymfomu (Mouse Lymphoma Assay, MLA) ........c.c.ccooviiinniiiiiiiniins 37
3452 COMEE ASSAY ...uveuv vttt it st st e eate it ebe et et st e sa s s e s e e er e eseebeeb b ssehb e s esse s essees e e ss et enses 37
3453 Cytogeneticka analyza aberaci chromozomu lidskych perifernich lymfocyti .................... 37
3454 Vymeéna sesterskych chromatid ...........coooiviiiiiiiiiii 37
3455 Test tvorby MIKIOJAAET ....cvevvvueiiiiiricieciire s e 37
34.5.6 DINA AAUKLY ....veveevieveneerieiee ettt ettt es et es e st sasae s ea s s s ae s st a b e st esae e e st ees 37
3.4.6  Testy Na OrZANIZIMECH. c..c.eeviiiieiiieiciiiei ettt eb et et 38



3.4.6.1 Test na organizmu Drosophilla melanogaster ....................oovieeiicieiniiiieieniiiee s 38

3.5 Neékteré moznosti aplikace cerealii v potravinarstvi a Krmivarstvi ..., 38
3.5.1  Fortifikace Cerealnich POraVINl........cccueceeuiriiiuiiiiiiiiii it 38
3.5.1.1 Piidavek volnych aktivnich TateK........ccocooioiiiiiiiiiiiii 38
3512 Piidavek enkapsulovanych sI0ZeK ..........ccocoveeviiiiiiiiiiiiiii i 39

3.52  Vyuriti ceredlii jako substratll pro fermentace (SSF).......ccoooviniiiiiiininiiiiii e 41
3.5.2.1 Enzymaticka hydrolyza cerealnich subStratll...........cccooooieiiiiiiiiininiiii e 41
3.522 CIUIAZY .ttt s 41
3.523 AMYLAZY ..ottt bbb e 42
3524 XYLANAZY ...ttt sttt ettt 42
Experimentalni ¢ast 43
4.1 POUZItE CREIMIKALIE .. ...vevveveetevieie ettt sttt sttt sttt st s ea e st en st s ea st st en e ae st s bbb ebsae e et 43
411 CREMUIKAE ..ovcvveeiie ettt ettt ettt st st eb et e st sa s s h e sa e ee et e a e ae bbb s s en e 43
.12 SEANAAIAY .ouveneevinieeerieiee ettt h bbb s 44
.13 ENZYINY coitiiieitiie et et e et h ek e s s 44
4.2 POUZItE MIKTOOTZATIZITLY ...c.voveveetieieiieateeesieiaieie st cr et ea e b et b st eb s st eb bbbt 45
43 PouZité pHStroje @ POMUCKY .....c.erveviviiiieeeieiiiiiiec ettt 45
4.4 IVLAEEIIAL. ...ttt ettt ettt et e ettt ettt e s e s e et sh et eh et eaa e seea e sa s as s a e ea e e e b s eh b e s e 46
441 SUTOVE CEIRALIE ...vvieeurieeeiieetie ettt ettt ettt et st e bt sa e et e e eaae e e e e e bbe s b e e abbeassee st be et eesbbeeatee e 46
4.4.1.1 VIOCKY ettt ettt st et h bbbt e 46
4.4.1.2 IMLOUKY .ottt et et a e e s e b e a e a e s et e s 47
44.13 ORTUDY ..ttt ettt st h e e b i bbb bbb s 47
44.14 KIEEKY oevvvetetetetetet ettt sttt sh e e s st 48

442 RYZOVE VZOTKY ..ottt st s 48
4,43  OCHUCENE CEICALIE ......vecvievieetieetiee ettt et ettt sttt st sa e s et saas e absesbeesbessae s e sseas 49
4.43.1 Vzorky podrobené enzymatické hydrolyze ..o 51

4.44  Piiprava modelovych cerealnich Kagi.........cccoooiiiiiiiiiiini e 51
4.44.1 CerEAINT SIOZKA .......oeueivieiiieeteie ettt st sttt st e sa et ea e 51
4442 OVOCNA/ZEIENTNOVA SIOZKA ....vveeveievieiie e ettt ettt e et st saaesaae st er e n e 51

4.5 Pifprava vzorkil ceredlii pro analyzu............coeveiiiiiiiiiiiinieiiie e 51
4.5.1  Piiprava vzorki pro spektrofotometrické stanoveni fenolickych latek a antioxidacni aktivity..... 52
4.52  Piiprava vzorki pro stanoveni katechind, fenolickych kyselin a sacharidii metodou HPLC......... 52
4.5.3  Priprava vzorki pro stanoveni individudlnich flavonoidti metodou HPLC ..............coeiiiiiniinnee. 52
4.54  Piiprava vzorki pro stanoveni sacharidli spektrofotometricky ........c.cooeevinininiiinininniiiiiiine 52
4.5.5  Piiprava vzorki pro stanoveni anthokyantl...........cccooviviiiriiniiiiniiniie e 52
4.5.6  Piiprava vzorki pro studium antimuta@enity ...........cccceerereeieriiiieieneeieieiee e 53
4.577  Priprava vzorkil pro enkapSulaci..........ccccoviiiiiiiiiiiiiiii i 53
4.5.8  Priprava vzorki pro stanoveni enkapsulani GCINNOSHE ......cooveveviiiieiiiiiiiiiiee e 53
4.5.9  Piiprava vzorki pro stanoveni velikosti a stability CASHIC ........oovvieiiiiiiiiiiieie 53
4.5.10 Piiprava vzorki pro vizualici elektronovym mikroskopem...........ccoovrviinieieninniinicnnccnns 53
4.5.11 KYSEIA NYATOLYZA ...cvivvieiiiet ettt 53
4.5.12 Enzymatickd Ny drolYZa ........cocc.euiviieiiiiiiiiiiii it 54
4.5.13 Hydrolyza v prosttedi modelovych télnich tekutin..........ccooiiiiiiniiiine 54



4.5.13.1  Priprava ZaludeCni SUAVY ......ccooveeviiriiiieniiiiiiiiiiee st e 54

4.5.13.2  Priprava pankreatické STAVY .......ccccoiviriiiiiiiiiiiiiiiie et s 54
4.5.13.3  PHPrava ZIUCOVE STAVY ...c.ooviiiuiriiiiiiiieciieicie ittt e 54
4.5.14 Piiprava ovoce a zeleniny jako pfidavné latky do ceredlnich piipravkii ..........cocooeveveirininininne. 54
4.5.15 Uréeni vhodné koncentrace ¢astic pro pouZiti v potravindrstvi.........ccoceveviiciinciiinciiennnnne, 54
4.6 IMLEEOMY vttt ettt ettt ettt e eca e bR bbb b e h e 55
4.6.1  Stanoveni celkovych polyfenolll..........cccooviviiiiiiiiiiiiiiiiiii e 55
4.6.2  Stanoveni celkovych flavonoidil ..........cccoeveviiiiiiiiiiiiiiiii i 55
4.6.3  Stanoveni celkovych flavonolll .........cccecevieiiiiiiiiniiiiiii e 56
4.6.4  Spektrofotometrické stanoveni anthokyantl ............ccoeiiieiiiiniiiiiinii e 56
4.6.5 Stanoveni katechint a fenolickych kyselin metodou HPLC ...........cccocooiiiiiiiiini e, 56
4.6.6  Stanoveni individualnich flavonoidi metodou HPLC.........cccoccoiiiiiiiiiiiiii e 56
4.6.7  Stanoveni celkovych sacharidii podle DUDOISE ...........cccovviiiiiiiiiiiiiiiiic e 56
4.6.8  Stanoveni redukujicich sacharidii podle Somogyiho - Nelsona ...........ccococveiiiiiiiiiiiiiiiniiiininnnnns 57
4.6.9  Stanoveni mono a disacharidi metodou HPLC/RI.........c.ccccciviiiiiniiiiniiiiii e 57
4.6.10 Analyza sacharidii ve vzorcich po enzymatické hydrolyze a kultivaci ............cocooeviiiinininne 58
4.6.11 Stanoveni rozpustného POAIIU .........ccueviivirieiiiiiiiii e 58
4.6.12 Testovani antimutagenity na kvasinkach Saccharomyces cerevisiae D7 .............ccccooveirennins 58
4.6.12.1  Kultivace a uchovavani kvasinky S.cerevisiae D7 ...........cccoccveviiiiiiniiiininienicecie e, 58
4.6.12.2  Piiprava seleKtivnich MEdif .......ccvverveirenieiiicriiiii i 58
4.6.12.3  Postup testovani antimutagennich GCINKU...........cccoceeiiiiiiiini 59
4.6.13 Studium antimutagenni aktivity s vyuzitim prvoka Euglena gracilis.................ccccceeveveniunnnn. 60
4.6.13.1  Slozeni média pro KUItiVACI ......c.ecurerviurieriieieiiiet i 60
4.6.14 Studium antimutagenity s vyuzitim bakterialniho kmene Escherichia coli...........ccccccoeeeiiiin. 61
4.6.14.1  Priprava Kultury pro teStOVANL........ccceeceeiriiiiiiiiiii ittt s 61
4.6.14.2  PHPrava MEdIa......coceeveiriiiuiiiiiiiciie ittt 62
4.6.14.3  Priprava aktivacniho Systému SO .........ccccoeiiiiiiiiiiiii e 62
4.6.14.4  Studium antimutagennich vVIastnoSti..........cccocevveiiiiiiiiiiiiiiiinii e 62
4.6.15 Stanoveni antioxidaéni aktivity metodou ABTS .......cccccoiiiiiiiiiiiii e 62
4.6.16 Stanoveni antioxidaéni aktivity metodou DPPH ... 63
4.6.17 Stanoveni antioxidaéni aktivity metodou B-CLAMS .......cccoeevevirmenenieieiiieieceeicieee e 64
4.6.18 Titra¢ni stanoveni kyseliny askorbove .............coccoviviiiiiiiiiiiiiiii s 64
4.6.19 Stanoveni kyseliny askorbové metodou HPLC ..........ccccoiiiiiiiiiiiiiii s 65
4.6.20 Spektrofotometrické stanoveni B-Karotenu..........c...ooueeiiiiiiiiiieiiiii e 65
4.6.21 Kultivace kvasinky RAOAOIOFula QIULINIS ...............ccccocuiviiiiiiiiiiiiiieiiiieiee et 65
4.6.21.1  SIOZENT MEAIT ...eeveieeeeieeeie ettt s st en 65
4.6.21.2  Varianty pouZitého zdroje UhliKu .........c.ccoeoniniiiiiiiiiiiiii e 66
4.6.21.3  Stanoveni biomasy v produkénich médiich ...........ccoooiiiniiiiniii 66
4.6.21.4  Stanoveni metabolitii v produkénich médiich..........coouvviiiiiiiiniiiii 66
4.6.22 Stanoveni enkapsulaéni UCIMNOS .......cceeveruereerirenieiiiiictie e 67
4.6.23 Ptiprava lipidovych ¢astic metodou odpafovani na tenké vrstvé (Thin Layer Evaporation, TLE)
67

4.6.24 Ptiprava lipidovych ¢astic metodou odpafovani na reverzni vrstvé (Reverse Phase - Thin Layer
Evaporation, RP-TLE).......ccccooiiiiiiiiiiiiii ettt s 67
4.6.25 Piiprava lipidovych ¢astic metodou ethanolového VStHKOVANT ... 67
4.6.25.1  Izolace lecitinu z vajeEného ZIOUtKU..........cccuvveiviiniiiiiniiiicic e 67



4.6.25.2  PHPIava CASLIC...ccverueeuieiieeiieiiie ettt ettt et ea e eb e ss ettt s 67

4.6.26 Piiprava polysacharidovych €astic - chitoSanoveé CAStICE .........coeeriiiiiiiiiiiiiinieisie e 68
4.6.27 Piiprava polysacharidovych &astic - chitosan-alginatoveé CAStCE ........coooviviviniriiiiiiinieiiiiiiicinen. 68
4.6.28 Stanoveni VEIIKOSEE GASLIC ...uvevvieeerierieiieeeiie st sterie ettt sttt esse et s sr e snae e sr et erees 68
4.6.29 Stanoveni stability ¢astic - uréeni zeta-potencidlu...........ococvvviiiiiiiiiiiiii e 68
4.6.30 Stanoveni stability ¢astic v modelovych télnich tekutindch ... 68
4.6.31 Stanoveni vlastnosti systému pouzitim analytické centrifugace.............ccocoveeiiiniiininiiinennn 69
4.7 SENZOTICKA ANALYZA. ... c.eeeveeiiie vttt sttt sttt r e ea e eb e bbbt 69
5 Cil 70
6 Vysledky a diskuze 71
6.1 Studium aktivnich 1ateK v cerealiiCh .........oouivviriiiiiiiiiicience e 72
6.1.1  Stanoveni fenolickych SIOUCENIN.......c..cc.coiriiiiiiiiiiiiii e 72
6.1.1.1 CElKOVE POLYTENOLY ...ttt 72
6.1.1.2 CelKOVE FlaVONOIAY ... .ceveveeeeeiriiseiiirit ettt bbb e 75
6.1.1.3 CelKOVE FlaAVONOLY....ovieiieeieeiie sttt sttt ettt 80
6.1.1.4 KAECHINY .....vieveee ettt ettt ea e st a e et ea bbb h e st s e s 84
6.1.1.5 FENOICKE KYSEINY ...ttt st sttt 89
6.1.1.6 FLAVONOIAY ....eveveeiie ettt st r e bbb bbb 94
6.1.2  Stanoveni sacharidli v cerealnich vZOrcich............cccooiiiiviiiiniiiiii 103
6.1.2.1 CelKOVE SACHATIAY ....cviveiviiiciietiie sttt s 103
6.1.2.2 Redukujici SAChATIAY .....cveveviveiciiice ettt 106
6.1.23 Stanoveni mono a disacharidii metodou HPLC ..., 111
6.2 Stanoveni antioxidadni aKtivity CErEAlii .......ovviruiririiiriieiinicie st 116
6.2.1  Testovani antioxida¢ni aktivity metodou ABTS ........cccccoviiiininiiiiiiiii e 116
6.2.2  Testovani antioxida¢ni aktivity metodou DPPH ..........ccccocoviiiiiiiiiiiiiiiiiiiicece e 119
6.2.3  Testovani antioxida¢ni aktivity metodou B-CLAMS .......c.coceviriimeniniiiiiiiiiiiecerce e 121
6.3 Stanoveni antimutagennich a genotoxickych UCInkil CeTealif ..........coovvriviviiiiiniiiiiii 125
6.3.1  Sledovani antimutagenity s vyuzitim kvasinky Saccharomyces cerevisiae D7 .......................... 125
6.3.2  Sledovani antimutagennich vlastnosti na prvoku Euglena gracilis...............cceeeeveeeneninnnnns 128
6.3.2.1 Optimalizace koncentrace pfidan€ého Mutagenu ............ccocvevievieiecniciiiieniiiece e 128
6.3.2.2 Testovani antimutagenity na cerealiich ...........cccovviiiiiiiiiii e 128
6.3.3  Studium antimutagennich vlastnosti s vyuZzitim bakterie Escherichia coli...............c.ccccocueuni. 129
6.4 Moznosti vyuziti ceredlii v potravindfstvi a KImivVATStVI..........coooveiiiiiiiiii 129
6.4.1  Charakterizace ochucenych cerealnich Vyrobkil ...........ccccooiiiiiniiniiiiiiii 129
6.4.1.1 Stanoveni fenolickych TAteK ..........cuverieiricniiiiiiiii i 130
6.4.1.2 Stanoveni latek sacharidové povahy...........ccccceviiiriniiiniiiiiniii i 132
6.4.1.3 Stanoveni antioxidaéni aktivity metodou ABTS .........ccoviiiiiiiini s 134
6.4.1.4 Studium antimutagennich/genotoxickych v1astnosti ...........c.coooeeeiiiiiiiiiniiiiiiiies 135
6.4.1.5 Senzoricko-spotiebitelska analyza vybranych cerealnich vyrobkil ..o 135

6.42  Vyuziti vybranych hydrolyzovanych ceredlnich substratd k produkci obohacené krmné
TIKTODIAINT DIOINASY ....evveniieie ettt st ettt s s et e er e es s s e b b sesas et e e ss e e st ens 137
6.4.2.1 Hydrolyza odpadnich substratii vybranymi komerénimi enzymy...........ccccoeeeeveveveieienennnnn 137

10



10

11

12

6.4.2.2 Analyza vybranych mono- a disacharidi v hydrolyzovanych odpadech metodou HPLC/RI
138
6.4.2.3 Analyza redukujicich sacharidti v médiich s odpadnimi substraty hydrolyzovanymi
smésnymi plisiovymi enZymovymi PrEPATALY ..........ccueeiruiiiiiiiiiiiiiriiieie ettt 139
6.42.4 Analyza ristovych a produkénich vlastnosti kvasinky R.glutis na hydrolyzovanych
0dpadnich SUDSITATECH. .....c..euiiviiiiitiiee et e 139
6.4.3  Moznosti fortifikace cerealii pro détskOU VYZIVU ......c.cecueriiriinienieiinececece e 141
6.4.3.1 Stanoveni vybranych aktivnich latek fenolické povahy...........cccociviiiiiiiiiiiie 142
6.4.3.2 Stanoveni latek sacharidoveé povahy.........ccccooceiviiriiiiiiieccce 147
6.4.3.3 Analyza mono a disacharidi ve vzorcich po kyselé hydrolyze .............ccccovviiiiinninnne. 152
6.4.4  Enkapsulace ovocnych eXtraktll..........ocecueriiiiriniieiinicieniie e s 155
6.4.4.1 Stanoveni enkapsulacni UCINNOSH ......cc.eevveuirriririireiieicieecie e 155
6.44.2 Stanoveni VElIKOStT CASLIC ......ovvieriieiieiiiiiicitcie i 156
6.443 Urceni stability ¢astic stanovenim zeta-potencidlu..........ccccceeviviiiiiiiiiiiiiiiiciieceiene 156
6.4.4.4 Stabilita ¢astic v modelovych télnich teKutindch.........ccceeueeeiiiniiniiniiiiiics 157
6.4.4.5 Analyza vlastnosti systému pomoci analytické centrifugace...........ccccceeveiviniiiinciinnne. 157
6.4.4.6 Stanoveni vhodné koncentrace ¢astic pro pouziti v potravindfstvi..........ccoceeviiiiiciinnns 159
6.4.4.7 Vizualizace ¢astic pod miKroSKOPEML.......occevrieiiniiiieniiiiiiiciccic e 159
Zavéry 161
LALEIATUTA coveeveeesenosenssersssesssnssessesssnssanssssssasssasssasssassssssssssasssssssssssessasssssssassssessasssasssssssssssessassssssasssasssassanes 164
Seznam piiloh 174
Piilohy 175
Zivotopis 178
PUDLKACHT CINMOST «ocovvierrinriinsiissensnnsnssanssuncnnssncssessaeessessssssssssnsssnssassssssssssssesssessassssssssssssssassssssasssasssassanss 179

11



1 UVOD

Ve stéle se zhorSujicim Zivotnim prostfedi navic ve spojeni s ,,modernim* Zivotnim stylem
nartsta také pocet stimulantii potencialnich rizik chronickych onemocnéni. Organizmus je
oslaben a snaze podléhd vnéj$im i vnitinim ataklim naptiklad volnych radikald. Jejich vlivem
mohou vznikat rizna civiliza¢ni onemocnéni, z nichz néktera jsou velmi zdvazné a vyznamné
ovlivituji kvalitu zivota. Jednou z preventivnich moznosti pted civiliza¢nimi chorobami je
uprava zivotniho stylu a stravovacich navyki spojena s konzumaci Cerstvého ovoce a zeleniny
a také ceredlii a celozrnnych vyrobki [1]. K tomu je vSak tfeba mit objektivni podklady o
skutecném ucinku aktivnich slozek rostlinnych potravin, které patii ke komplexnim typtim
biologického materialu.

Obiloviny (ceredlie) jsou vyslechténé jednoleté travy: pSenice, zito, Zitovec (Triticale),
jecmen, oves, proso, ¢irok, ryze, kukufice a dal$i. Mezi obiloviny fadime, pro jejich vyznam
v potravé a podle technologie péstovani, také pohanku, laskavec a merliky. Jedna se také
o jednoleté rostliny, ale patfici do tfidy dvoud€loznych rostlin (Dicotyledone). Tyto rostliny
vycletiujeme do skupiny nazyvané pseudocerealie [2].

Obili a celozrnné potravinové vyrobky piredstavuji dulezitou soucést lidské stravy.
Poskytuji vysoké podily sacharidl, proteind, tukl, potravni vldkniny, vitaminti skupiny B
a minerald. V mnoha zemich nalézdme vzristajici vyuzivani ceredlii v dietnich preparatech
pro lécbu a prevenci diabetu, kardiovaskuldrnich onemocnéni, rakoviny tlustého stfeva
a snizovani hladiny cholesterolu v krvi, které signalizuji jejich potencidlni 1é¢ebnou hodnotu
pro lidi. Jsou esencidlnimi pro moderni potravinarsky pramysl pii vyrobé funkénich
potravinovych ptisad [3]. Funk¢ni potraviny obsahuji vedle zakladnich Zivin nékteré dalsi
latky, které pozitivn€ ovliviiuji specifické metabolické pochody zZivého organizmu a maji tak
pozitivni vztah k jeho zdravotnimu stavu. Z tohoto hlediska je dnes pozornost vénovana
funkénim potravindm a latkdm, které jim tuto ,funkcnost” zabezpecuji. Predmétem
védeckého vyzkumu jsou v soucasné dobé rtizné fenolické slouceniny, flavonoidy, tokoferoly,
karotenoidy, [-glukany, glukosinolaty, terpenoidy, katechiny, saponiny, fytoestrogeny,
resveratrol, stilbeny, sulforafan, vitamin C, chlorofyl a dalsi, z nichz fada je obsazena pravé
v cerealiich [4].

Obiloviny mohou byt pouzivany jako zdroje nestravitelnych sacharidd, které jesté navic
podporuji rizné fyziologické ucinky, mohou selektivné stimulovat rist laktobacild
a bifidobakterii pfitomnych v tlustém stfevé a plisobit jako prebiotika. Ceredlie také obsahuji
ve vode€ rozpustnou vlakninu, napi. B-glukan a arabinoxylan; oligosacharidy, napf. galakto-
a fruktooligosacharidy a nestravitelnou vldkninu, kterd je vhodna k naplnéni prebiotického
konceptu [5].

Podle epidemiologickych studii lze snizit vyskyt tzv. civilizacnich onemocnéni tGpravou
stravy a stravovacich navykl. Vysokd konzumace latek s antimutagennim a antioxida¢nim
uc¢inkem muze puasobit preventivné ¢i ochranné a snizit incidenci a dusledky onemocnéni.
Z tohoto diivodu je studium aktivnich rostlinnych latek stale aktualni a dalezité [6].
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2 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

AAPH
AAPM
ABAP
ABTS
ADB
AK
B-CLAMS
CL

DAD
DLS
DMPO
DNA
DPPH
DPPH-H
Ea

EPR
ESR

EV

FAO
FRAP
GAE
GAIN
HILIC
HPLC
HPLC/ECD
HPLC/RI
Ch

Ch-A

Ia
LC/MS
MDA
NADH
NADPH
ND
NMR
PBM
PDA
PVA
RNS
ROS
RP-HPLC
RP-TLE
RTE
SEM

2,2-azinobis(izobutyrimidamid)-dihydrochlorid
4-aminoantipyrine method
2,2-azobis(2-aminodinopropan)hydrochlorid

2,2 azinobis-(3-ethyl-2,3-dihydrobenzo-thiazol-6-sulfonat)
Asian Development Bank

Aminokyselina

B-Carotene Linoleic Acid Model System
Chemiluminiscence

Diode Array Detector

Dynamic Light Scattering

2,2-dimethyl-2H-pyrrol-1-oxid

Deoxyribonucleic Acid
1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl
difenylpikrylhydrazin

Anodicky oxidacni pik

Elektronovéa paramagnetické rezonance

Elektronova spinova rezonance

Ethanolové vstiikovani

Food and Agriculture Organization (Organizace OSN pro vyzivu a zeméd¢€lstvi)
Ferric Reducting Antioxidant Potential

Gallic Acid Equivalent

Global Aliance for Improve Nutrition

Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography

High Performance Liquid Chromatography

High Performance Liquid Chromatography/Electrochemical Detector
High Performance Liquid Chromatography/Refractometric Identicication
Chitosanové castice

Chitosan-alginatové Castice

Anodicky proud

Liquid Chromatography/Mass Spectometry
Malondialdehyd

Nikotinamidadenindinukleotid
Nikotinamidadenindinukleotid fosfat

Nedetekovano

Nuklearni magneticka rezonance

Price-Butler Method

Photo Diode Array

Polyvinyl Alcohol

Reactive Nitrogen Species

Reactive Oxygen Species

Reverse Phase - High Performance Liquid Chromatography
Reverse Phase - Thin Layer Evaporation

Ready To Eat

Scanning Electron Microscopy
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SSF
TAS
TBA
TEAC
TK
TLE
TPTZ
TRAP
UNICEF
UPLC
USAID
UV/VIS
WST-1

Solid State Fermentation

Total Antioxidant Status

Thiobarbituric Acid

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity
Tymidinkinaza

Thin Layer Evaporation
2,4,6tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin

Total Radical-Trapping Potential

United Nations International Children's Emergency Fund (Détsky fond OSN)

Ultra Performance Liquid Chromatography

United States Agency for International Development
Ultraviolet/Visible
1[2-(4-jodofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H-tetrazolium
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Obiloviny a obilné vyrobky
3.1.1 Obiloviny

Obiloviny jsou hlavnimi kulturnimi plodinami v mnoha zemich, kde slouzi bud’ ptimo jako
lidska potrava nebo neptimo jako krmivo pro zvifata. Mohou byt hlavnim zdrojem energie,
zejména ve formé sacharidu, ale i nutricné diilezitych proteinii. Nicméné cereélie neobsahuji
optimalni zastoupeni aminokyselin, ponévadz nekterych esencidlnich aminokyselin, napf.
lysinu, neobsahuji dostatecné mnozstvi [7].

Pro lidskou vyzivu se pfimo pouziva z obilovin vyhradné zrno. Obiloviny patfi botanicky
mezi traviny - lat. Gramineae. Témé&f vSechny znamé obiloviny patii do ¢eledi lipnicovité, lat.
Poaceae. Vyjimku tvoti pohanka, patfici do ¢eledi rdesnovité (Polygonaceae). V poslednich
letech se také porliznu zacala uplatiiovat dal$i semena, napf. amarant, patiici do celedi
amarantovité (Amaranthaceae). Spole¢ny botanicky ptuvod obilovin celedi lipnicovité
predurcuje jejich znacnou vzajemnou podobnost jak ve struktute a tvorbé zrna, tak v jeho
chemickém slozeni, v zastoupeni jednotlivych aminokyselin v obilné bilkoviné¢ nebo
mastnych kyselin v tukovych slozkdch. Vlivem rtznych klimatickych podminek a béhem
staleti Slechténi a péstovani se vSak souCasné vytvofily odliSnosti mezi jednotlivymi
botanickymi rody a druhy obilovin i mezi jednotlivymi odriidami téhoz druhu. Moznosti
a vysledky Slechténi poslednich desetileti roz¢lenily v mnoha ptipadech i odridy stejné
obiloviny pro ur¢itd specialni pouziti. Dal$i teoretickou moznost ovlivnéni specifickych
zpracovatelskych vlastnosti poskytuji genové manipulace [8].

3.1.2 Cerealni vyrobky

Cerealni vyrobky se fadi mezi potraviny s vysokym stupném inovace, mnohem vys$im nez
v kterémkoliv jiném potravinarském odvétvi. Vyvoj novych vyrobki reflektuje pozadavky
spottebitelt, ale v sou¢asné dobé predevsim ndzory odbornikii na vyzivu a l1ékaid, a pfispiva
tak k feSeni zdravotnich problémi populace. Na druhé stran¢ se ale zvySuje zdjem rovnéz
o vyrobky luxusni, energeticky bohaté, bio- ¢i organické a o celou fadu vyrobki etnickych.
Mezi témito trendy se v soucasné dobé& prosazuje predevsim vyroba Sirokého sortimentu
celozrnnych potravin a hotovych mouc¢nych smési a premixii usnadriujicich vyrobu riznych
specialnich vyrobk, dale fortifikace ceredlnich produktd (predev§sim mouky), zmrazovani tést
a hotovych pekatskych vyrobki a extruzni vyroba snidatiovych cerealii a dalsi [9].
Na trhu se objevuji zejména nasledujici vyrobky:

= celozrnné,

* se sniZzenym energetickym obsahem a zvySenym obsahem vlakniny,

* bez cholesterolu, s redukovanym obsahem tuku nebo zcela bez tuku,

* se snizenym obsahem soli, resp. sodiku,

= g Casové nenaro¢nou pfipravou, zejména s moznosti vyuziti mikrovinné energie,

mrazené nebo instantni,
s prodlouzenou trvanlivosti, bez chemickych aditiv a konzervac¢nich prostiedkd,
ve vhodném obalu a pfimétenych porcich,
fortifikované vitaminy (kyselina listovd, vitamin C), mineradlnimi latkami, omega-3
mastnymi kyselinami, f-glukany a dal$imi latkami,

* s netradi¢nimi piisadami nebo z netradi¢nich surovin,
= pro ur¢ité vékové kategorie populace a nejriznéjsi typy diet,
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= vyrobky deklarované jako zcela bez geneticky modifikovanych organizmii [9].

3.1.3 SloZeni béZnych obilovin

Témeét vSudypiitomna spotieba ceredlii po celém svété z nich Cini velmi dilezitou slozku
lidské vyzivy. Kromé& vysokého obsahu skrobu jako zdroje energie obsahuji ceredlie také
vlakninu, bilkoviny, sacharidy a tuky bohaté na esencidlni mastné kyseliny [10].

Tab. 1 Rozmezi uvadeénych obsahit hlavnich slozek obilného zrna [11]

slozka pSenice Zito
bilkoviny 9,0-15,5 8,5-13,5
sacharidy 75— 82 78 — 86
vlaknina 1,9-32 1,9-32

lipidy 2,0-2.8 1,6 -2,7
mineraly 2,0-3,0 1,8-2,3

Hlavni slozeni zivin (S8krob, proteiny, popel a tuk) pSeni¢né mouky a celych obilnych zrn je
uvedeno v Tab. 1 . Rafinované mouky z tvrdé a mekké pSenice maji vyssi obsah Skrobu, coz
je zptsobeno odstranénim vlaknitych vnéjSich obalovych vrstev béhem mleciho procesu.
Je¢men a zito obsahuji v celych obilnych zrnech relativné méné Skrobu ve srovnani s prosem
a Girokem. Skrob, hlavni zdroj energie v rostlinné stravé, je dale rozdélovan na zakladg
stravitelnosti na rychle stravitelny, pozvolna stravitelny a odolny $krob. Tyto vyzivné frakce
jsou ridzné vobilnych zrnech a zavisi na odrid¢, pfipravé mouky a vyrobnich
podminkach [12].

Tab. 2 Chemické sloZeni (% suchého podilu) psenicné mouky a celych obilnych zrn [12]

cerealie §krob proteiny celkovy popel hruby tuk
tvrda pSenice 77,4+1,7 13,5+0,3 0,56 £ 0,01 0,98 + 0,03
mékka pSenice 77,9+ 1,8 11,0+ 0,2 0,71+ 0,01 0,86 + 0,03
jeémen 53,6+ 1,0 19,4+ 0,4 2,88 + 0,04 2,31 +0,1
proso 67,4+1,3 8,8+0,1 1,82 +£0,03 422+0,2
Zito 58,0 £1,0 13,3+0,2 1,96 + 0,03 2,53 +0,1
¢irok 67,7+1,2 12,1 +0,1 1,87 £ 0,03 3,32+0,1

Obsah proteind v obilovinich je zna¢né rozmanity. Celozrnné strava ma vysoky obsah
celkového popelu i minerald ve srovnani s rafinovanou pSeni¢nou moukou (Tab. 2 ). Hrubé
tuky se pohybuji v rozmezi od 0,9 % v mekké pSeni¢né mouce do 4,2 % v zrnu prosa. Vysoké
koncentrace v celozrnnych produktech jsou zpisobeny ptitomnosti zarodku, ve kterém je olej
koncentrovan [12].

Obsah lipidii v béznych obilovinach je pomérmné nizky, nejvyssi podil byl nalezen v prosu
(Tab. 2 ). Hlavnimi slozkami lipidd v prosu jsou triacylglyceroly, zbytek tvofi steroly, estery,
uhlovodiky a volné mastné kyseliny. V oleji z prosa je ptiblizn¢ 84 % nenasycenych zbytkd
mastnych kyselin. Lipidy v ¢iroku jsou téz vysoce nenasycené, kyselina olejova a linolova
tvoti nejméné 76 % z celkovych mastnych kyselin. Nejvétsi ¢ast lipidi v je¢menu tvori
triacylglyceroly, které jsou primarn¢ zastoupeny palmitovou, olejovou, linolovou a
linolenovou kyselinou [12].
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Fytochemikalie a antioxidanty v celych zrnech byvaji spojovany s redukci rizika rozvoje
chronickych onemocnéni, jako jsou kardiovaskularni onemocnéni, diabetes 2. typu a nékteré
druhy rakoviny. VétSina fenolG celych zrn je ve vazané formé, 85 % v kukufici, 76 %
v pSenici a 75 % v ovsu. Obvykle jsou fytochemikale pfitomny ve frakci otruby/klicek.
V celozrnné pSenicné mouce se ve frakci otruby/klicek vyskytuje 83 % z celkového obsahu
fenolti, 79 % z obsahu flavonoidd, 78 % zeaxanthinu, 51% luteinu a 42 % p-krypto-
xanthinu [13].

Cerealie obsahuji Sirokou $kalu fenolickych a polyfenolickych sloucenin, jako napft.
kyselinu benzoovou a skoticovou, anthokyany, chinony, flavonoly, chalkony, flavanony a
aminofenoly, B-glukany (ovesné otruby a je¢émen) a rtizné vitaminy [14]. Fenoly a polyfenoly
nalezneme v mnoha potravinach zrostlinné ftiSe, dosud je znamo ptes 8 000 ptirodnich
slouc¢enin. Mohou byt klasifikovany jako jednoduché fenoly, které obsahuji jediny fenolovy
kruh; zahrnuji také fenolické kyseliny a alkylresorcinoly. Polyfenoly obsahujici dva fenolové
kruhy zahrnuji skupiny jako dehydrodimery kyselin, lignany, flavonoidy. Slouceniny
obsahujici tfi a vice podjednotek jsou nazyvané tanniny. V zrnech jsou fenolické slouceniny
volné nebo vazané jako glykosidy, estery nebo v komplexech se soucdstmi buiky jako
napiiklad s polysacharidy nebo proteiny [15]. Mnozstvi polyfenold se v ceredliich velmi 1isi a
zé&visi na tom, zda je zohlednéno celé zrno nebo jen jeho ¢ast (napft. kli¢ek, otruby), na druhu
obiloviny a také na zplisobu zpracovani [14].

3.1.4 Vybrané typy cerealnich potravin

3.1.4.1 Funkcni potraviny na bdzi ceredlii

Pojem funkéni potraviny v sobé zahrnuje potraviny nebo slozky potravin, které pfinaseji
zdravi prospéSny uCinek na organizmus konzumenta nebo snizuji vyskyt chronickych
onemocnéni nad rdmec zakladnich vyzivovych pifinost. Funkéni potraviny pomahaji snizovat
vysoky krevni tlak, cholesterol, krevni cukr a riziko osteopordzy. V posledni dobé vyzkum
zavadi dal$i dva pojmy: probiotika a prebiotika. Probiotika jsou potraviny obsahujici zivé
mikroorganizmy. Prebiotika jsou pro Clovéka nestravitelné ¢asti potravy, které vSak jako
potrava slouzi pro stfevni mikrofloru. Oba typy potravin mohou ovlivnit sloZzeni stfevni
mikrofldry a aktivitu stfev viibec [5].

Ceredlie jsou esencidlnimi surovinami pro moderni potravindisky priamysl pii vyrobé
funkénich potravinovych pfisad [3]. Mozné vyuziti cerealii nebo slozek ceredlii pro funkéni
potraviny je nasledujici:

a) fermentovatelné substraty pro rastu probiotickych mikroorganizmi, predevsim

laktobacilt a bifidobakterii

b) zdroj vlakniny

c) jako prebiotika diky obsahu specifickych nestravitelnych polysacharidii

d) jako material pro enkapsulaci probiotik (za Gcelem zvyseni stability) [5].

3.1.4.2 Détské ceredlie

Détské ceredlie jsou nejbéznéjsi potravinou podavanou détem po ukonéeni kojeni. Jak dité
roste, matefské mléko brzy nestaci pokryvat veskeré vyzivové naroky. Détské ceredlie maji
vysoky energeticky obsah spocivajici v obsahu sacharidi (78 %) a bilkovin (13 %). Obvykle
je pouzivéana ryzova a kukufi¢nd mouka (bezlepkova), je¢nd, pSeni¢nd, zitnd, ovesna (ostatni
s lepkem). Nutri¢ni hodnota takovych ceredlnich vyrobku je vSak velmi mala, proto musi byt
dale wupraveny. Zpracovani komercni ceredlni vyzivy predstavuje opékani, vafeni,

17



enzymatickou hydrolyzu, fortifikaci funkénimi faktory (zelezo, vitamin C a E, rostlinné oleje,
smetana, syrovatkové bilkoviny), suSeni pro zlepSeni senzorickych vlastnosti, lepsi
stravitelnost a snadnéj$i skladovatelnost a zlepSeni biodostupnosti funkénich faktori po
poziti [16].

Strava s vysokou nutri¢ni hodnotou je pro dit€ v tomto obdobi velmi diilezita, zejména pro
spravny vyvoj a rust. Navic vliv spravné vyzivy v prubéhu kojeneckého veku a détstvi se
neprojevi okamzité, ale mnohdy ma vliv az v pozdéjsim dospélém veéku. Nedostatecny piisun
minerdlll v prvnim roce véku muze zplisobovat nemoci jako je chudokrevnost z nedostatku
veleza, kiivice, osteoporéza a imunologické nemoci. Upravy détskych ceredlnich vyrobki
mohou zvySovat stravitelnost bilkovin, pfesto se Casto tyto potraviny kombinuji s kravskym
nebo matefskym mlékem [16].

Kromé vyzivové hodnoty hraje dtilezitou roli také chut’ a viing, které stimuluji dité k jidlu a
vyznamné piispivaji k jeho radosti z jidla [16].

3.1.4.3 Snidariové ceredlie

Vyroba snidafiovych ceredlii je jednou =z hlavnich oblasti zpracovani obilovin
s perspektivou vyrazného a nepfetrzitého ristu, a to pfedevsim v evropskych zemich, kde se
neustale rozsifuje jejich sortiment, a to 1 pokud jde o luxus provedeni. Vyrabé&ji se nejriiznéjsi
druhy s etnickym charakterem, s pfidavky pseudoceredlii, s tropickym ovocem aj. Nejvyssi
spotieba ceredlnich snidani je ve Velké Britanii (cca 8 kg osoba/rok). Druhym nejvétSim
konzumentem jsou Australané, nésleduji Americané a Kanad’ané. Priimérna spotieba
v Evropé (kromé Velké Britanie) se pohybuje kolem 1 kg osoba/rok [17].

Ve spotiebé dominuji tzv. RTE (,,ready to eat™) ceredlni snidan¢ vyrabéné obvykle na bazi
kukufice, pSenice, ryze nebo smési cerealii. Patfi sem Sirokd Skala vyrobku typu misli
s pridavkem suseného ovoce, ¢okolady, medu, ofechtl, obilnych klicki, otrub, jader olejnin,
amarantovych semen atd. Snidanové ceredlie jsou vyznamnym zdrojem vitaminl a dalSich
nutrientll zejména pro deéti a predstavuji tak dilezitou kategorii pro potravinatsky vyvoj a
vyrobu. Diky fortifikaci byvaji ceredlni snidané¢ dobrym zdrojem vitaminu D a mohou tak
pokryvat u déti 1 vice nez 20 % primérného ptijmu tohoto vitaminu. Ceredlni snidan€ rovnéz
mohou podle nejnovéjSich vyzkumii napoméhat u Skolnich déti udrzovat mnohem Iépe
pozornost a zvySovat mentalni vykony v porovnani s détmi, které nesnidaji, nebo pouze piji
gluk6zové napoje. U dospélych zvySuje konzumace cerealnich snidani s vysokym obsahem
vlakniny a sacharidd pozornost a napomaha sousttedéni béhem dne [17].

Pti studiu frekvence konzumace snidaniovych cerealii ve srovnani s dalSimi typy potravin
konzumovanych ke snidani, pfisunem makro- a mikronutrientli, ndpojl, ovoce a zeleniny a
fyzické aktivity byly zjistény nasledujici skutecnosti:

= Ceredlie konzumované ke snidani poskytuji vice vldkniny, Zeleza, kyseliny listové
azinku a méné tuku, sodiku, cukru a cholesterolu ve srovnani s Zivinami
v potravinach konzumovanych béhem jinych typt snidani.

= Konzumace cerealii ke snidani usnadniuje konzumaci mléka (vedouci ke zvyseni piijmu
vapniku) a nahrazeni tukii/sladkosti, pe¢iva, sody a masa/vaji¢ek jako snidatiovych
potravin. Pfijem ceredlii ke snidani je spojen se vzristajici konzumaci vldkniny a
sacharidli a snizenim konzumace tukii béhem dne.

= S ceredlni snidani byva také spojovana vétsi fyzicka aktivita [18].
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3.1.4.4 Celozrnné vyrobky

Obilné zrno je obecné tvofeno tfemi hlavnimi ¢astmi, oznacovanymi jako otruby (oplodi
a osementi), endosperm (jadro obsahujici Skrob a bilkoviny) a klicek. U nasi nejb&znéjsi
obiloviny — pSenice, je pomér zastoupeni téchto ¢asti zhruba 15 %, 82 % a 3 %. Jestlize se
zrno rozemild s cilem ziskat celozrny produkt (mouku), musi ve findlnim produktu zistat
zachovany vSechny tfi jmenované slozky ve stejném pomeéru jako v piivodnim zrnu [19].

Celozrnna psSenicnd mouka tedy obsahuje rozemleté celé pSeni¢né zrno, tj. otruby,
endosperm a kli¢ek, zatimco bézné pseni¢na mouka (hladkd, polohrubd, hrubd) je v podstaté
pouze endosperm. Celozrnnd mouka ma mnohem vys$i obsah diilezité potravni vldkniny,
nékterych vitamini (zejména skupiny B, vitaminy D a E), enzymi, minerdlnich latek
a stopovych prvki. Doba udrznosti celozrnné mouky je ale podstatné krat$i nez u bézné
pSenicné mouky, protoze v celozrnné mouce dochdzi ke zluknuti tukii z obsazenych
rozemletych pSeni¢nych klicka [20].

Nejbéznéjsimi druhy celozrnnych potravin jsou chléb a pecivo (bézné i jemné), mouky,
hotové smési, téstoviny a v mensi mife i nékteré dalsi jako détska vyziva ¢i népoje [19].

Univerzalni, po vSech strankdch vyhovujici definice terminu ,,celozrnny* dosud nebyla
ptijata. Jako pomérné dostacujici lze povazovat nasledujici formulaci: ,,celozrnnym chlebem
nebo celozrnnym pecivem je pekaisky vyrobek, jehoz tésto musi obsahovat z celkové
hmotnosti mlynskych obilnych vyrobki nejméné¢ 80 % celozrnnych mouk nebo jim
odpovidajici mnozstvi upravenych obalovych ¢astic z obilky* [19].

3.2  Aktivni latky obsaZené v cerealiich

Krom¢ zakladnich vyzivovych slozek obsahuji celozrnné ceredlie celou skalu sloucenin
s potencidlnim antioxida¢nim ucinkem. Ne&které, jako napt. vitamin E, jsou povaZovany
za ptimé lapace volnych radikald, zatimco jiné za kofaktory antioxidantli (selen, mangan,
zinek) nebo za neptimé antioxidanty (folaty, cholin, betain) [21,22].

3.2.1 Aminokyseliny a bilkoviny

3.2.1.1 Aminokyseliny

Ceredlie obsahuji esencialni (leucin, threonin, lysin, tryptofan) a neesencidlni (alanin,
asparagova kyselina, asparagin, glutamova kyselina, glutamin, prolin) aminokyseliny [23].
Jsou také dobrym zdrojem sirnych aminokyselin - methioninu (esencidlni) a cysteinu. Cystein
z potravy piispiva k syntéze glutathionu, coz je hlavni endogenni antioxidant [21].

3.2.1.2 Bilkoviny

Obiloviny, pfedev§im pSenice, jsou z rostlinného materidlu pro ¢lovéka nejvyznamnéj$im
zdrojem bilkovin. Obsah proteinti vngjSich ¢asti obilného zrna je vyrazné vysS$i nez u
vnittnich ¢asti. Proto mnozstvi proteinii v mouce zna¢né zavisi na stupni vymleti, samoziejmée
také na druhu, odridé a dal$ich faktorech. Tmavé celozrnné mouky maji vyssi obsah protein,
rozdil byva az 4 %. Zékladnimi bilkovinami vSech obilovin jsou albuminy, globuliny,
gliadiny a gluteiny. Zasobni bilkoviny gliadin (prolamin) a glutenin s vodou vytvaieji lepek,
ktery pozitivné ovliviluje pekarenské vlastnosti pSenice, u zvitat v§ak mize zptsobovat travici
potize a u citlivych lidi zptisobuje alergickou reakci [23].
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3.2.2 Vitaminy a mineraly

3.2.2.1 Vitamin E

Chrani bunééné membrany pred ucinky oxidace nenasycenych lipidid, vychytava lipidové
peroxylové radikaly ROO® a reaguje se singletovym kyslikem a dal§imi reaktivnimi formami
kysliku a dusiku, pfipadné je zhasi [21,24]. Biodostupnost vitaminu E z potravy je velmi
dobra. Z ceredlii se nejvice vyskytuje v celém kukuficném zrnu a zité, zatimco jeCmen, oves,
proso, ¢irok a pSenice jej obsahuji velmi malo [21].

3.2.2.2 Vitamin C

Tento vitamin je v ceredliich zastoupen jen ve stopovém mnozstvi, a to predevS§im
v kli¢cich [25].

3.2.2.3 Vitaminy skupiny B

V ceredliich se vyskytuji kromé kobalaminu vSechny vitaminy skupiny B. Obiloviny jsou
obecné dobrym zdrojem vitamind B, které se nachazi ptedev§im v povrchovych vrstvach,
takze zpracovanim, pfedev§im vymildnim, jejich obsah klesa [26]. Folaty (vitamin B9) patii
mezi nepiimé, zato velmi vyznamné antioxidanty. Ceredlie jsou stfedné bohaty zdroj, ve vétsi
mife jsou folaty zastoupeny v Zitu a kukufici [21].

3.2.2.4 Minerdly a stopové prvky

Mineraly, jako zinek a Zelezo, a stopové prvky, jako selen, méd’ a mangan, jsou kofaktory
n¢kolika enzymi s antioxida¢nimi u¢inky, napt. Zn, Cu a Mn u superoxiddismutazy, Se u
glutathionperoxidazy a thioredoxinreduktdzy, Fe u kataldzy. Obsah téchto prvka se
v zavislosti na druhu rostliny a mistu péstovani velmi 1i8i, pfedevsim to plati pro Se [21].

3.2.3 Fenolické latky

3.2.3.1 Polyfenoly

Z polyfenolickych sloucenin byvaji v ceredlnich zrnech obvykle pfitomny fenolické
kyseliny a flavonoidy. Bézné se vyskutuji kyselina ferulova, vanilkova, kdvova, syringova a
p-kumarova. Z flavonoidu jsou to flavonoly, flavan-3-oly (katechiny), flavony a flavanony
[27] a anthokyany [28]. Pfehled fenolickych latek pfitomnych v cereéliich je uveden v Tab. 3

Nejvice fenolickych sloucenin je lokalizovano v nejokrajovéjsich aleuronovych vrstvach,
otrubéch a kli¢cich zrn. VEtSinou jsou kovalentné vazané na polymery bunécéné stény a musi
byt uvolnény alkalickou nebo kyselou hydrolyzou [29].

Antioxidacni aktivita jednotlivych polyfenola se li§i v zavislosti na jejich proton-donorové
kapacité [6]. K zdsadnim faktortim, které mohou ovliviiovat pfitomnost a distribuci ostatnich
fenolickych sloucenin a kone¢ny antioxida¢ni ucinek ceredlniho vyrobku patii odriida, Zivotni
prostiedi, podminky péstovani a mleci ¢i rafina¢ni postupy [28,29].

3.2.3.2 Flavonoidy

Flavonoidy predstavuji nejvétsi tfidu fenolickych sloucenin. V rostlindch jsou béznymi a
velmi rozsifenymi sekundarnimi metabolity [27,30]. VétSina flavonoidli je v builkach
ptitomna jako glykosidy, které lze rozdé€lit na C-glykosidy a O-glykosidy podle vazby
flavonoidu na sacharid [27]. Glykosidické formy fenolickych sloucenin jsou méné reaktivni a
maji obecné slabsi protiradikalové vlastnosti nez jejich aglykony [6,27].
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U flavonoidi je schopnost vychytavani volnych radikalii zavisla predevSim na poctu
hydroxylovych skupin a jejich poloze v molekule. Hydroxylova skupina na B kruhu poskytuje
vodik a elektron hydroxylovému, peroxylovému, peroxynitrilovému radikalu, stabilizuje je a
dava vzniknout pomérn¢ stabilnimu flavonoidnimu radikdlu [6]. Antioxida¢ni sila souvisi
s delokalizaci aromatického jadra s neparovymi elektrony [21,24].

Obr. 1  Molekula flavanu, od niz je odvozena zdakladni struktura flavonoidii [31]

Mezi hlavni flavonoidy studované v ceredliich patfi anthokyany. Jsou to ve vod¢ rozpustna
barviva, kterd se podili na modrém, fialovém a Cerveném zabarveni rostlin a nachazi se
v oplodi barevnych variet je¢mene, kukufice, ryze, zita a pSenice [28].

Z polymernich flavanolovych jednotek sestavaji kondenzované tanniny neboli tiisloviny.
V porovnani s monomernimi jednotkami maji mnohem vyssi in vitro antioxidacni aktivitu.
Nachazeji se v ¢iroku, prosu a jeCmeni [28].

Obr. 2 Obecna struktura flavonoidnach latek: a) flavanony, b) flavony, c) flavonoly,
d) katechiny, e) leukoanthokyanidiny, f) flavanonoly, g) anthokyanidiny [25]
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Tab. 3 Obsah fenolickych kyselin v ceredlnich produktech (mg/kg cerstvé hmotnosti) [31]

kyselina kyselina dehydrodimer
HS kyselina kyselina kyselina | protokate- [ kyselina kyselina | p-hydroxy- | kyselina kyseliny
vzorek (%) kavova ferulova sinapova chuova vanillova | p-kumarova [ benzoova | syringova ferulové celkem
zitnd mouka, celozrnna 90 10£2,0 860+ 71 120+12 | 94+1,6 | 22+28 41+28 6,8+0,87 | 6,7+0,33 290 £25 1366
zitna mouka, ekologicky péstovana,
celozrmna 91,3 1 42+0,49 [ 860+79 130+ 13 nd* 30+£3,8 6444 9,7+0,89 10+1,2 254 +5,7 1362
zitné otruby 90 7712 [ 2800+ 150 | 480+30 | 26+0,08 | 46+25 140 + 16 24+1,2 17+0,42 580 +32 4190
zitny chléb, celozrmny 60,1 [ 1,9+0,15 | 54025 74 £5,1 nd 1622 28+0.83 [ 46+039 | 7,3£0,90 9316 765
celozrnnd pseniéna mouka 89,7 | 3714 890 £40 63£3,6 nd 15+0,83 37+£1,.2 7,4+0,06 | 13 +0,007 280+ 16 1342
bila p§eni¢nd mouka 88,2 nd 120+ 12 | 8,0+0,01 nd 4,0+0,57 | 3,8+0,32 | 2,1+0,22 | 2,7+0,32 2614 167
bila pSeni¢na mouka, ekologicky

péstovana 91,3 nd 100+7,1 | 8,0+0,75 nd 3,7€0,14 | 53+039 | 23+0,12 | 2,2+0,14 28+54 150

pSeniéné otruby 90,4 | 38+4,0 [3000+180 | 200+32 [ 9,6+0,62 | 35+4,7 90 £9,8 22+14 32+3,7 1100+ 78 4527

bily pseni¢ny chléb 68,8 nd 82+23 6,9+0,88 | 470,51 [ 2,6+0,07 | 2,8+0,18 | 1,6+0,25 nd 100,03 111
téstoviny 90,3 nd 120+7,3 | 17+0,94 nd nd 3,6+0,10 | 24+0,10 nd 13+£29 156
je¢menna mouka, celozrnna 90,3 | 1,7+0,13 [ 250432 11+1,7 | 1,6+0,15 ] 7,1+0,83 | 40+49 3,1+£0,53 | 5,0+0,33 130+ 13 450
ovesné otruby 90,3 | 54+0,15 [ 330+30 90 + 18 nd 24+24 12+0,22 22423 28 £3,6 140 +21 651
pohankové krupky, celozrnné 90,9 85+8,7 12 £ 0,69 21 +£1,0 nd 5,3+0,32 15+0,89 110+ 14 nd nd 248
ovesné vlocky, celozrnné 91,2 | 3,1+0,18 250+ 18 55+2.4 nd 18+1,5 nd 16 +1,8 20+ 1,5 110+0,71 472

ovesné vlocky, predvarené,

celozrnné 90,5 | 3,6+0,32 [ 250+28 52+6,8 nd 17+0,81 nd 16 +£0,83 20+ 14 110 +4,9 469

krupky prosa 894 | ,L1£0,11 | 260+79 nd nd 11+1,8 18+1,3 3,0+£0,15 | 2,1+0,95 78 +£9,2 373
kukufi¢nd mouka 88,9 | 2610 380+ 14 57+£29 nd 4,6 £0,33 31+1,5 57+0,26 | 7,8+0,14 89+29 601

ryze, dlouhozrnna parboiled 89,6 nd 120+ 5,9 17+£1,0 nd nd 38+23 13+0,21 nd 8,8 + 0,09 197

hnéda ryze,
dlouhozrnnd parboiled 89,1 nd 240 +£26 20+1,6 nd 7,8+1,2 76 £4.6 15+0,68 nd 17+23 376
hnéda ryze, dlouhozrnna

parboiled (varend) 29,2 nd 92 £ 10 7,1+0,01 nd 2,5+0,30 29+49 42 +045 nd 4,1 +£0,40 139

nd - nedetekovano, hodnota pod limitem kvantifikovani (1 mg/kg); HS — hmotnost susiny
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3.2.3.3 Fenolické kyseliny

Pro fenolické kyseliny a jejich derivaty plati, Zze antioxidacni aktivita zavisi na poctu
hydroxylovych skupin v molekule, které jsou navic ovlivnény sférickym umisténim
karboxylové skupiny [21,24].

0 O OH 'S
HO 0 0 N
OH F : : LA
O HaCO OCHs o
OH b)

c)

Obr. 3 Struktura nékterych fenollckych kyselin: a) kyselina gallova, b) kyselina syringova,
¢) kyselina chlorogenovd, d) kyselina kavova, e) kyselina p-kumarovd, f) kyselina
ferulova [25]

3.2.3.4 Ligniny a lignany

Lignany jsou rostlinné fytoestrogeny. Do této skupiny patii sekoizolariciresinol,
matairesinol, lariciresinol, pinoresinol a syringaresinol. VSechny tyto slouceniny maji
polyfenolickou strukturu [21,32]. Lignany a jejich metabolity (sav¢i lignany, enterodiol a
enterolakton, hydrolyza mikrobidlnimi enzymy) projevuji antioxidacni vlastnosti v riznych
lipidickych i vodnich in vitro modelovych systémech [21,28]. Ligniny se nachazeji pfedev§im
ve Inéném seminku, také v jeCmeni, ovsu, zitu, pSenici [28].

3.2.3.5 Alkylresorcinoly

Jsou to derivaty resorcinolu (1,3-dihydroxybenzenu) s lichym poctem n-alkylovych
postrannich fetézct v poloze C-5 na benzenovém kruhu. Jsou to fenolické lipidy piitomné
ve vyznamném mnozstvi v celozrnych ceredliich, predev§im v pSenici, zitu, tritikale a
jecmeni. Projevuji in vitro antioxida¢ni vlastnosti tim, ze poskytuji vodikovy atom a maji
schopnost vychytavat volné radikaly [21,28]. Dale také maji antioxidacni, antibakteridlni a
protiplisiové ucinky [28].

3.2.3.6 y-Oryzanol

Je smés nejméné¢ 10 fytosterylferulatii (methylsteroly esterifikované na kyselinu
ferulovou). Vyskytuji se v ryzovych zrnech a jsou to silné inhibitory tvorby radikald, jez je
fizena Zelezem [21].
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3.2.3.7 Betain, cholin

Celozrnné cereélie jsou bohatym zdrojem betainu a cholinu. Betain je donor methylové
skupiny homocysteinu, umoziuje tak jeho pfeménu na methionin. Vysokd koncentrace
homocysteinu je rizikovym faktorem kardiovaskularnich nemoci a vede k oxida¢nimu stresu.
Betain, ktery je snadno dostupny ze zazivaciho traktu, mize spolu s folaty snizovat oxida¢ni
stres snizovanim koncentrace homocysteinu. Cholin je prekurzor betainu a je rovnéz
povazovan za antioxidant [21].

3.2.3.8 Kyselina fytova (inositolhexafosfat)

Je hlavni zasobni slouceninou fosforu ve vétSin€ semen a cerealnich zrnech. Diky vysoké
kapacité chelatové vazat volné zelezo potlacuje oxidacni reakce katalyzované Zzelezem
(Fentonova reakce) a antioxida¢ni potencial tak spociva v potlacovani lipidové peroxidace.
Hydroxylovy radikal OH® vznikly interakci Zeleza s Oz zptisobuje poskozeni DNA [21].

3.2.4 Dalsi antioxidanty cerealii

3.2.4.1 Karotenoidy

Ptedstavuji velkou skupinu fytosloucenin se schopnosti chranit rostliny pted poskozenim
volnymi radikdly indukovanymi svétlem. Jsou to lipofilni barviva a poskytuji napiiklad barvu
celozrnné mouce [24]. Ceredlie jsou obecné vyznamnym zdrojem karotenoidil, nejlep$im
zdrojem je kukufice. Mezi cerealni karotenoidy patii o- a B-karoten, -kryptoxanthin, lutein a
zeaxanthin. Ve srovnani s ostatnimi mikronutrienty, jako jsou minerdly, stopové prvky a
polyfenoly, jsou karotenoidy rovnomérn€¢ rozmistény vcelém zrnu (nejvyznamnéji
v endospermu) [21].

3.2.4.2 Avenanthramidy

Jsou to specifické tepeln¢ odolné ovesné antioxidanty siln€j$i nez nékteré z typickych
antioxidantd — pf. kyselina ferulova, p-hydroxybenzoova, vanilkova a fytova [21].
Avenanthramidy se skladaji z derivati kyseliny anthranilové a hydroxyskoficové. Maji
protizanétlivé, protiaterogenni a antioxidacni vlastnosti [28].

3.2.5 Sacharidy

3.2.5.1 Mono- a oligosacharidy

Zastavaji v bunikach rtizné funkce. PfedevSim jsou zdrojem energie. Déle slouzi jako
zékladni stavebni jednotky mnoha bunék, chrani builky pfed plisobenim rtiznych vnégjsich
vlivli a samotné nebo jejich slozky jsou biologicky aktivni latky (glykoproteiny, koenzymy,
hormony, vitaminy...). Obsah sacharidii v potravinach je zna¢né¢ promeénlivy, obecné vsak
ptevladaji ve formé polysacharidd [23].

Monosacharidy jediné mohou byt pifimo vstiebavany v tenkém stifeveé. Vyssi sacharidy
(oligosacharidy, polysacharidy) musi byt nejprve stépeny (hydrolyzovany) na monosacharidy,
teprve poté je mozna jejich absorpce. Clovék je schopen travit pouze sacharézu, laktozu,
maltooligosacharidy/maltodextriny a Skrob. VSechny jsou traveny pomoci enzymil piitom-
nych v tenkém strevé [23].

Mono-, di-, tri- a vyS§i oligosacharidy vznikaji v obilovindch degradaci Skrobu.
V cerealnich vyrobcich je obsah monosacharidii zavisly na stupni hydrolyzy $krobu nebo
na pfidaném mnozstvi sacharidi [23].
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3.2.5.2 Polysacharidy

Z nutri¢cniho hlediska rozeznavame polysacharidy vyuzitelné a nevyuzitelné. Vyuzitelné
jsou rostlinné skroby a zivocisny glykogen. Mezi nevyuzitelné patii celuléza, hemiceluldzy,
pektin a polysacharidy pouzivané jako aditivni latky, lignin, chitin [23].

V posledni dobé¢ se polysacharidy (napt. pullulan, alginat, aj.) vyuzivaji jako material pro
ptipravu mikro- a nanocastic. Takové Castice obsahuji malé molekuly 1€¢ivych latek nebo
makromolekuly bilkovin, peptidi nebo genti a jsou schopny je dopravit na pozadované misto
ptimo v Zivém organizmu. Céstice mohou proniknout hluboko do tkdn& jemnymi kapilarami,
projit epitelem sliznice a dostat se az k pozadovanym buikdm. To umoziuje efektivni
transport terapeutickych latek do cilovych mist v téle [33].

3.2.5.3 Vidknina

Je souhrnné oznaceni pro rizné typy polysacharidii pochazejici ze stény rostlinné buriky, a
které nejsou hydrolyzovatelné lidskymi travicimi enzymy. Nekteré druhy vldkniny jsou
snadno fermentovatelné specifickymi bakteriemi tlustého stfeva (druhy bifidobakteria a
laktobacillus) za zvySujiciho se poctu bakteridlni populace a tvorby mastnych kyselin
s kratkym ftetézcem. Tyto kyseliny, pfedev§im maselnd, octova a propionova, poskytuji
metabolickou energii hostiteli a také okyseluji stfeva. VIdknina ma pozitivni pfinos pfi
snizovani hladiny cholesterolu v krvi, snizovani hladiny krevniho cukru, pfedpokladaji se
ucinky proti rakoving, cukrovce II. typu, srde¢nim nemocem a obezité [5].

Podle rozpustnosti ve vod¢ je vldknina rozdé€lena na rozpustnou a nerozpustnou; kazda
z nich vykazuje jiné biologické ucinky [5].

V dalsich kapitolach budou stru¢né shrnuty metody stanoveni aktivnich slozek ceredlii.

3.2.6 Metody stanoveni aktivnich latek v cerealiich — analyza obsahu riznych typu
sacharida

Separace a stanoveni sacharidil jsou pomérné naro¢né ukoly. Diivodem je existence mnoha
podobnych struktur, mnozstvi izomerti a schopnost zaujimat rizné anomerni konfigurace.
Oligosacharidy a polysacharidy se mohou vyskytovat v linedrni, cyklické nebo vétvené
formé, kde navic muze byt glykosidickd vazba v konfiguraci a nebo . K obtiznému
stanovovani sacharidl pfispivaji také jejich fyzikalni a chemické vlastnosti. Jsou nestabilni
v zasaditém prostfedi, velmi polarni, netékavé, vétSina neabsorbuje v oblasti viditelného
spektra [34].

Piesto pro jejich charakterizaci je vypracovana fada technik zaloZenych na rtznych
fyzikédlnich a chemickych principech. VétSina znich poskytuje spolehlivé vysledky pfi
charakterizaci Cistych latek a jednoduchych smési. Pii analyze komplexnich smési je vSak
ucinnost nékterych metod niz$i a tyto metody vyzaduji pfedchozi separaci jednotlivych
slozek. Mezi nejvhodnéjsi metody stanoveni sacharidli patii nuklearni magneticka rezonance
(NMR), hmotnostni spektrometrické metody, elektroforetické a chromatografické metody
nebo enzymatické techniky [34].

Sacharidy se z potravinafskych surovin a potravin vétSinou izoluji extrakei. K dokonalé
extrakci musi byt material velmi jemné rozemlet tak, aby velikost ¢astic byla co nejmensi.
Teplota extrakce by neméla piekrocit 40 — 50 °C [35].

Sacharidy jsou snadno rozpustné ve vodé [36]. Kromé vody mohou byt extrahovany
vodnymi roztoky alkoholt. K extrakci monosacharidi lze pouzit 70-75% vodné roztoky
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ethanolu, methanolu nebo 2-propanolu. Oligosacharidy jsou v alkoholu htfe rozpustné.
Nejprve se tedy provede extrakce 50% roztokem alkoholu a pak se jeho koncentrace zvysi,
aby doslo k vysrazeni polysacharidi a bilkovin [36,37].

Extrakci do roztoku prechazi i dalsi latky, které obvykle rusi stanoveni a je potieba je
odstranit, to se provadi bud’ &ifenim nebo odbarvovanim. Ugelem &ifeni je odstranéni opticky

aktivnich latek z roztoku a odbarveni roztoku [36]. Nejcastéji se k Cifeni pouzivaji chemicka
¢itidla, napf. octan olovnaty nebo Carrezovy roztoky [34].

3.2.6.1 Fyzikalni metody

K nejbéznéji vyuzivanym fyzikdlnim metoddm stanoveni sacharidi patii polarimetrie,
refraktometrie a denzimetrické metody. Polarimetrické méfeni spociva v méteni thlu stoceni
linedrné polarizovaného svétla pii prichodu vrstvou opticky aktivni latky [38]. Podstatou
refraktometrickych metod je méfeni indexu lomu [39]. Denzimetrické stanoveni je zalozené
na skutecnosti, Ze s rostouci koncentraci roztoku sacharidii se zvySuje hustota roztoku [38].

3.2.6.2 Fyzikalné-chemické metody

V potravinaiské analytice se sacharidy stanovuji Casto pomoci spektralnich metod
ve viditelné oblasti svétla. Bud’ je stanovovan pouze obsah redukujicich cukrl, nebo jsou
stanoveny celkové cukry. V obou pfipadech nasleduje po oxidaci v alkalickém prostiedi nebo
po rozkladu v silné kyselém prostiedi reakce, ktera se projevi zabarvenim reakéniho roztoku.
Barevné reakce jsou vice ¢i méné selektivni, takze je mozné stanovit urcity sacharid nebo
skupinu ptibuznych sacharidt [34].

3.2.6.3 Chemické metody

V praxi se nejCastéji pouzivaji metody, které spocivaji v redukci médnatych iontd
na méd'né v alkalickém prostfedi. Tyto metody se dale déli na neprimé, kdy se titraéné
stanovuje piebytek Cu®’ iontd (Schoorlova a Luffova-Schoorlova) a na primé, kdy se
stanovuji vzniklé Cu" ionty neboli ubytek Cu®" jontil (Offnerova metoda) [38].

3.2.6.4 Enzymatické metody

Tyto metody spocivaji ve schopnosti enzymu katalyzovat specifické reakce. Vyhodou
enzymovych metod je jejich rychlost, vysokd specifita a citlivost k nizkym koncentracim
sacharidli ve vzorku. Enzymové metody se pouzivaji v analyze potravin ke stanoveni
predev§im monosacharidi, oligosacharidii, Skrobu, potravinové vldkniny, B-glukanti, alditold
aj. Dnes se kenzymovym metoddm vétSinou pouzivaji komerén€¢ dostupné enzymové
soupravy [34].

3.2.6.5 Chromatografickd stanoveni

K zédkladnim metoddm patii plynova a kapalinova chromatografie. Velkou nevyhodou
plynové chromatografie oproti kapalinové je nutnost pfipravovat derivaty sacharidd, které
jsou t&kavejsi nez pavodni sacharidy. DalSimi metodami jsou tenkovrstvd a papirova
chromatografie. Pro stanoveni vysokomolekularnich polysacharidii se ¢asto vyuziva gelova
permeacni chromatografie [34].

Pti chromatografickém stanoveni zejména monosacharidii a oligosacharidii se casto
uplatiiuje déleni na katexech, kde jsou jako protionty vazany kationty kovi, nejcastéji
vapenaté, stiibrné ¢i olovnaté. Dal§i vyuzivanou néplni je silikagel modifikovany
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aminopropylovou skupinou. Sacharidy lze také stanovovat chromatografii na anexech, ktera
pouziva k detekci elektrochemicky detektor, je vSak pomémé finan¢né naro¢nd [34].
Chromatografie s reverzni fazi ma pfti déleni sacharidi omezené moznosti, jelikoz sacharidy
jsou na hydrofobnim povrchu zadrzovany pouze malo [40].

V posledni dobé¢ je na vzestupu hydrofilni interakéni chromatografie - HILIC. Jednd se o
chromatografii na normalnich fazich s vodnou mobilni fazi a aminovou stacionarni fazi
(napt. aminopropyl na silikagelu) [41].

Jako detektory se nejCastéji pouzivaji refraktometrické detektory pro mono- a
oligosacharidy, a také hmotnostni detektory. Odezva nederivatizovanych sacharidi v UV/VIS
oblasti je velmi nizk4 [42].

3.2.7 Metody stanoveni aktivnich latek v cerealiich — analyza fenolickych latek

Fenolické slouCeniny nalezneme v obilovinach ve volné i vazané formé. Volné fenolické
slouceniny jsou vétSinou proanthokyanidiny nebo flavonoidy, zatimco vazané fenolické
slouceniny jsou glykosidy nebo polymery esterové vazané k bunééné sténé. Ferulova kyselina
a jeji dehydrodimerni derivaty tvofi v ceredliich vétSinu pfitomnych fenolt [43].

Bylo publikovano mnoho piehledi o analyze polyfenoli. Vybér spravné analytické
strategie pro studovani bioaktivnich fenoli v rostlinném materidlu zavisi na ucelu studie,
stejné¢ jako na povaze vzorku a analytu. Vzorky pouzivané k analyze fenoli mohou byt
ttidény bud’ na ty, u kterych se stanovi obsah celkovych fenoli nebo na ty, vnichz se
kvantifikuje specificka skupina nebo tfida fenolickych sloucenin. Kvantifikace fenolickych
slouc¢enin v rostlinném materidlu je ovliviiovana jejich chemickou povahou, pouzitou
metodou extrakce, velikosti Castic vzorku, dobou a podminkami skladovéni, stejn¢ jako
metodou analyzy, vybérem standardi a pfitomnosti interferujicich latek jako jsou vosky, tuky,
terpeny a chlorofyly [44].

Rozpustnost fenold je fizena jejich chemickou strukturou, v rostlindch se muize ménit
od jednoduchych k vysoce polymerizovanym latkdm. Déle jsou mozné interakce mezi fenoly
a ostatnimi rostlinnymi slozkami, jako jsou sacharidy a proteiny. Tyto interakce mohou vést
k utvoreni komplext, které mohou byt nerozpustné. Rozpustnost fenolii je také ovlivnéna
polaritou pouzitého rozpoustédla nebo rozpoustédel [44]. VétSina studii pouziva k extrakei
volnych fenolickych sloucenin z ceredlii rizné vodné roztoky methanolu, ethanolu a acetonu.
Nicméné¢ univerzalni metodika pro extrakci volnych rozpustnych fenoll z ceredlii neni jeste
stanovena [43].

Vétsina praci popisuje stanoveni vazanych fenolickych sloucenin v ceredlnich moukach
s vyuzitim alkalické hydrolyzy rozdélené na tzv. rychlou hydrolyzu (od 1 do 4-6 h)
a dlouhou hydrolyzu, kdy c¢as vyluhovani je vétsi nez 16 h [43]. Alkalickd hydrolyza
(napt.2M NaOH) je Siroce pouzivana kuvolnéni esterové a etherové vazby
hydroxyskoficovych kyselin (p-kumarova a ferulova kyselina) z komplexu lignin-fenol-
sacharid v bunéénych sténach plodin [45]. V men$i mife jsou fenolické slouceniny
v ceredliich stanoveny pouzitim kyselé hydrolyzy [43]. Kysela hydrolyza se obvykle provadi
v koncentrovaném chlorovodikovém médiu pii teplot€¢ varu a zplsobuje roztrzeni
heteroglykosidovych vazeb ak uvolnéni odpovidajicich cukri a aglykond. Identifikace
aglykoni mize byt uskute¢néna pomoci HPLC a sacharidy mohou byt identifikovany
klasickou papirovou, tenkovrstvou nebo plynovou chromatografii [46].

Metody pro stanoveni celkového obsahu fenolickych sloucenin a urceni jejich antioxida¢ni
kapacity jsou vétSinou zalozeny na oxidoredukénich vlastnostech, schopnosti fenolickych
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sloucenin pusobit jako redukéni €inidlo a poskytnuti radikalu vodiku nebo elektronu. Folin—
Ciocalteauova metoda je obvykle pouzivana pro stanoveni souhrnu fenolickych sloucenin
v rostlinnych extraktech. Existuji i dal§i metody pro stanoveni fenolickych sloucenin, a to
metoda vyuzivajici ferrikyanid nebo 4-aminoantipyrin [47].

Vétsina studii v literatufe stanovuje mnozstvi volnych a vazanych fenoli v cereéliich
pomoci kombinace spektrofotometrické analyzy a vysokoucinné kapalinové chromatografie,
ptipadné plynové chromatografie nebo nekterou ztandemovych technik ve spojeni
s hmotnostni spektrometrii [43].

3.2.8 Metody stanoveni aktivnich latek v cerealiich — analyza vitaminu a provitaminu

Obecné lze vitaminy i provitaminy obsazené v ceredliich stanovit metodou vysokouc¢inné
kapalinové chromatografie na reverznich fazich (pro vitaminy E, B, D a pro B-karoten) nebo
na normalnich fazich (vitamin C). Existuji vSak také jiné metody, napf. titrani stanoveni
vitaminu C [24,48].

3.2.8.1 Stanoveni vitaminu C

Vitamin C je velmi nestabilni, rozklada se za zvysené teploty, pfitomnosti kysliku, rozklad
katalyzuji také piitomné kovy (zejména méd), a proto se pfi extrakci stabilizuje
napf. zajisténim nizkého pH (pfidavek HCI), ptfitomnosti komplexotvornych (kyselina
Stavelova) a redukujicich latek. Mezi nejbézné&jsi stanoveni patii titrace, kdy vzorek je
rozpustén v kyseliné chlorovodikové a roztok je nasledné titrovan 2,6-dichlorindofenolem
do rizového zbarveni nebo stanoveni metodou HPLC na reversni C18 fazi modifikované
napf. aminoskupinami a se spektrofotometrickou detekci v UV oblasti [48].

3.2.8.2 Stanoveni vitaminu E

Vitamin E je obvykle extrahovan ze vzorku organickymi rozpoustédly (diethylether) a
nasledné analyzovan metodou RP-HPLC se spektrofotometrickou detekci v UV oblasti [24].

3.2.8.3 Stanoveni karotenoidn

Extrakce karotenoidii ze vzorku se nejCastéji provadi acetonem a nasledné je vzorek
analyzovan kapalinovou chromatografii se spektrofotometrickou detekci ve viditelné
oblasti [24].

3.3 Oxidacni stres a obrana organizmu proti jeho disledkiim

3.3.1 Biologické oxidace a antioxida¢ni systém organizmu

Stres, fyzické poskozeni, virové infekce, cytotoxické a karcinogenni slouceniny, to vse
muze zpusobit poSkozeni prakticky vSech typti biomolekul - peroxidaci nenasycenych
mastnych kyselin v bunéénych membranach a uvolnéni toxickych sloucenin jako jsou volné
radikaly. Oxidacni stres vyvolany volnymi radikdly nebo poSkozeni DNA zplsobené
spontannimi hydrolytickymi reakcemi, radiaci nebo chemickou mutaci mlize zpisobit rizna
degenerativni onemocnéni, rakovinu, obéhové nemoci, roztrousenou sklerézu, Parkinsonovu
chorobu, autoimunitni onemocnéni a stafeckou demenci [6,49].

Dlouhodobé vysoké hladiny ROS (Reactive Oxygen Species, reaktivni formy kysliku) a
RNS (Reactive Nitrogen Species, reaktivni formy dusiku) vyskytujicich se pfi zdnétech vedou
k intenzivngj$§imu oxidaénimu stresu a akumulaci poskozeni tkani [22]. ROS reaguji
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s buné¢nymi molekulami. V jejich ugincich existuji velké rozdily, HO® je vysoce reaktivni
s témeét vSemi biologickymi molekulami, zatimco Oe” je nékolikandsobné¢ méné reaktivni.
Superoxidovy anion je prvni radikal v oxida¢nim procesu, jeho neutralizace mize byt dilezita
pro ptedchazeni dalSich procest a také pro zastaveni vyskytu dal$ich radikalt [50].

ROS vznikaji i pfirozené¢ v disledku netplné redukce kysliku v elektrontransportnim
fetézci. ROS zahrnuji rdzné formy kysliku, napi. singletovy kyslik, 0zén, peroxid vodiku,
kyslikové radikdly (superoxid, hydroxylovy radikal, peroxylovy radikal). Mezi RNS patfi:
oxid dusnaty, nitroxyl, oxid dusic¢ity. Builka volné radikaly vlivem vnéjsich faktord (koufent,
radiace) hromadi stejné jako bézné produkty metabolizmu a nasledné€ vykazuje celou skalu
reakci zptisobenych vystavenim ROS se [22].

3.3.1.1 Obrana buriky pred ucinky oxidacniho stresu

Béhem evolu¢niho vyvoje si organizmus vytvofil komplexni velmi u¢inny antioxidacni
systém. Obrana organizmu je tvoiena nékolika irovnémi [51]:

Primdrni antioxidanty - inhibuji tvorbu ROS chelataci kovovych iontl, redukci
hydroperoxidii a peroxidu vodiku a zhésenim superoxidu a singletového kysliku. Tuto funkci
vykondavaji napt. transferin, laktoferin, albumin.

Sekundadrni antioxidanty - vychytavaji z prostiedi jiz vytvotrené ROS a tim potlacuji nebo
prerusuji feté¢zové reakce iniciace a propagace. Podle povahy se déli na enzymové systémy
(glutathionperoxidédza, katalaza, superoxiddismutdza atd.) a nizkomolekularni antioxidanty
(kyselina askorbova, glutathion, tokoferol, karotenoidy, flavonoidy a dalsi).

Terciarni antioxidanty - opravuji, obnovuji a odstraniuji oxidaén€¢ poskozené lipidy,
proteiny a DNA. Zde patii rlizné enzymy jako lipazy, protedzy a opravné enzymy DNA [52].

Degradace proteinu

Oxidace lipidu zpusobuje
rozklad lipidové dvojvrstvy
a bunédné integrity

Napadeni DNA zpusobi
rozpleteni dvojiroubovice

Akumulace oxidovanc¢ho
L.DL cholesterolu vyusti

ve formaci pénové bunky
Atak muze zpusobit
aktivaci nékterych enzymu,
napf. proteinkinas

inGct cel

Lo AT AR L !

Obr. 4  Nasledek piisobeni reaktivnich forem kysliku na buriku [53]

3.3.2 Antioxidaéni aktivita cerealii

Antioxidacni aktivita ceredlii a ceredlnich vyrobki, a to zejména ve vztahu k obsahu
aktivnich latek, je sledovana v celé fad¢ studii zamétenych jak na bézné druhy ceredlii jako je
pSenice, ryze, oves, jeCmen, tak i na mén¢ obvyklé druhy rostlinnych a ceredlnich materiala
jako je javorovy sirup, snidafiové ceredlie, Cirok, triticale, mot'ské fasy a tada dalSich cerealii.
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Velmi casto jsou charakterizovany individudlni fenolické latky vcetné specifickych
zéstupci [6,28].

Ke stanoveni antioxida¢ni aktivity jsou nejcasteji vyuzivany metody zaméfené na zhaseni
stabilnich radikali ABTS (2,2-azinobis-(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)) a
DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl) [54], mén¢ praci vyuzivd luminometrické
metody, metody inhibujici peroxidaci lipidu a sledovani volnych radikalt pomoci elektronové
paramagnetické nebo spinové rezonance (EPR a ESR). Pomémé cCastd je i metoda FRAP
(Ferric Reducting Antioxidant Potential), jejiz interpretace je vSak poznamenana znacnou
mirou neptesnosti [27].

3.3.3 Metody stanoveni antioxida¢ni aktivity zaloZené na eliminaci radikalu

K hodnoceni potencialniho preventivniho vlivu potravin, pfirodnich latek i farmak proti
zvySenému oxidaénimu stresu se nejcastéji vyuzivad nékterd z vhodnych metod stanoveni
antioxidaéni aktivity. Téchto metod je vyvinuta cela fada, pfi¢emz nejvéts§im problémem je
velka rychlost probihajicich reakei, nestabilita produkti a problémy spojené s interpretaci
nepfimych vysledki.

3.3.3.1 Metoda vyuzivajici radikdl ABTS

Jedna se o zékladni a nejpouzivangj$i metodu stanoveni schopnosti antioxidantu
vychytavat volné radikdly. Ziakladem metody je generovani kation-radikdlu ABTS
(2,2-azinobis-(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)), k tomu lze pouzit peroxodisiran
draselny, oxid manganiity, AAPH (2,2-azobis(2-amidinopropan)dichlorid) nebo systém
H,0,/peroxidaza. Celkova antioxidacni aktivita TAS (Total Antioxidant Status) je méfena
jako schopnost latky zhaset ABTS®'. SniZeni koncentrace ABTS®" znamou koncentraci
antioxidantu je vztazeno na aktivitu Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
karboxylova kyselina) a v redlném vzorku udava schopnost analytu vychytavat volné
radikaly. Metoda je nékdy oznacovana jako TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)
[27,54,55].

3.3.3.2 Metoda pouZivajici radikal DPPH

Metoda uzivajici radikdl DPPH je velmi castd. Metoda je to jednoduchd, nezavisla
na polarité, velmi rychld, levnd, neni potieba specidlnich pfistroji a poskytuje
reprodukovatelné vysledky [27]. Jako standard se pouziva kyselina askorbova nebo Trolox,
rovnéz je moznd detekce pomoci HPLC [27,55].

Princip spoc¢ivd vreakci sledované latky se stabilnim radikdlem DPPH
(difenylpikrylhydrazyl, 1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl) za vzniku redukované
formy radikdlu DPPH-H (difenylpikrylhydrazin) [55].

Metody eliminace radikdlt ABTS (TEAC) a DPPH patii k nejcastéji vyuzivanym
postuptim ke stanoveni celkové antioxidaéni aktivity.

3.3.3.3 EPR spektroskopie (elektronovd paramagnetickd rezonance)

EPR spektroskopie se spinovym znacenim (,,spin trapping®) pracuje na principu reakce
primarniho ROS s diamagnetickou nitro- a nitrozo- slou¢eninou, coz vede k produkci
stabiln¢jsi a 1épe detekovatelné radikalové adi¢ni slouceniny [55].
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3.3.3.4 Metoda pouZivajici galvinoxyl nebo Fremyho sil

Princip metody spociva v redukei stabilniho radikélu galvinoxylu (2,6-di-ferc-butyl-4[(3,5-
di-terc-butyl-4-oxocyklohexa-2,5-dien-1-yliden)methyl]fenoxyl) latkami poskytujicimi vodik.
Pribéh reakce se sleduje spektrofotometricky nebo na zakladé ESR (elektronové spinové
rezonance) [55].

Pro urceni schopnosti latek poskytovat vodikovy atom nebo elektron se pouziva synteticky
radikdl — tzv. Fremyho sil (nitrozosulfonan draselny). Detekce a hodnoceni se provadi
pomoci ESR [55].

3.3.3.5 Metoda TRAP

Principem metody TRAP (Total Radical-Trapping Potential) je produkce peroxylového
radikdlu termdlni dekompozici ABAP (2,2-azobis-(2-aminodinopropan)-hydrochlorid).
Vzniklé radikaly jsou detekovany luminolem (hydrazid kyseliny 3-aminoftalové) zesilenou
chemiluminiscenci (CL) na kyvetovém luminometru. Smichanim s antioxida¢ni slou¢eninou
dojde na urcitou dobu k tplnému vymizeni signalu chemiluminiscence, pficemz je tato doba
pfimo umérna antioxidacni kapacité sledované latky. Jako standard je pouzivan roztok
Troloxu, ktery vychytava peroxylové radikaly v poméru jedna molekula Troloxu neutralizuje
dva peroxylové radikaly [55].

3.3.3.6 Metody zaloZené na vychytivani OH-radikali

Radikdly jsou zde generovany napi. Fentonovou reakci, UV fotolyzou peroxidu vodiku,
fotolyzou synetickych derivatl. Princip metody je zalozen na vychytavani radikalt latkami,
jejichz produkty lze snadno stanovit. Vyuziva se napf. vychytdvani kyselinou salicylovou,
kdy wvznikaji hydroxylované produkty salicylové kyseliny, které je mozné detekovat a
kvantifikovat metodou HPLC-UV [55].

Dalsi moznosti je pouziti DMPO (2,2-dimethyl-2 H-pyrrol-1-oxid). Produkt DMPO-OH je
detekovan pomoci ESR nebo HPLC-ECD [55].

3.3.3.7 Metody zaloZené na vychytdavani superoxidového anion-radikdlu

Radikaly jsou generovany napf. neenzymovou reakci 5-methylfenazinium-methylsulfatu
s NADH nebo systémem xantin/xantinoxiddza. Radikél redukuje nitrotetrazolinovou modf
nebo syntetické formazanové barvivo WST-1, detekce se provadi spektrofotometricky [55].

Dale je mozna reakce superoxidového anion-radikdlu s DMPO, detekce se provadi pomoci
ESR nebo kombinace HPLC a chemiluminiscence [55].

3.3.3.8 Metody hodnotici eliminaci peroxidace lipidi

Patti zde naptf. metody zalozené na detekci produktii peroxidace kyseliny linolové. Jako
iniciator radikdlové reakce je pouzivan AAPH (2,2-azinobis(izobutyrimidamid)-
dihydrochlorid), produkty peroxidace jsou sledovany spektrofotometricky [55]. Casto se
vyuziva spiazend oxidace [-karotenu a kyseliny linolové vzdusnym kyslikem (metoda
B-CLAMS, B-Carotene Linoleic Acid Model System) a antioxida¢ni u¢inek je hodnocen
spektrofotometricky podle tbytku -karotenu [56,57,58].

Nejpouzivangjsi metodou zaloZzenou na detekci latek schopnych eliminovat lipidovou
peroxidaci je metoda TBA-MDA. Sekundéarni produkt peroxidace malondialdehyd (MDA)
reaguje s kyselinou thiobarbiturovou (TBA) za vzniku barevného produktu. Adukty se
stanovuji spektrofotometricky nebo HPLC [59].
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3.3.4 Metody stanoveni antioxida¢ni aktivity zaloZené na hodnoceni redoxnich
vlastnosti latek

U této skupiny metod se vyuziva skutecnosti, Ze neenzymové antioxidanty reaguji
s vybranymi oxidanty, redukuji je a tim je inaktivuji, reakce se detekuje chemicky nebo
elektrochemicky [60].

3.3.4.1 Metoda FRAP

Metoda FRAP (Ferric Reducting Antioxidant Potential) je jednoduchd, cenové efektivni,
snadno interpretovatelnd a vyuziva redukéniho potencidlu antioxidantu a jeho schopnosti
reagovat s Zelezito-2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin) komplexem (Fe-TPTZ) a produkovat
barevnou zeleznato-tripyridyltriazinovou formu (Fe"-TPTZ). Reakce probihd pfi nizkych
hodnotéach pH [27,54].

3.3.4.2 Cyklickd voltametrie

Redukéni schopnost latek se vyhodnocuje ze dvou parametrli, z potencidlu anodického
oxida¢niho piku Ex a anodického proudu /5. Ziskany zaznam zachycuje kfivka zvana
cyklicky voltagram. Z hodnoty Ea se vyhodnocuje antioxida¢ni u¢inek (¢im je hodnota nizsi,
tim 1épe latka odevzdava elektrony a miize tedy byt silnéjsi antioxidant), z vysky piku I, Ize
ur¢it koncentraci latky. Jiz byla prokdzana korelace mezi Ea a antioxidacni aktivitou
stanovenou jinymi metodami [61,62].

3.3.4.3 HPLC metoda s elektrochemickou detekci

Elektroaktivni latky lze velmi pfesné stanovovat ampérometrickym ¢i coulometrickym
detektorem pfi analyze latky metodou HPLC. Pik latky se projevi pouze v ptipadé, je-li latka
pti potencidlu vlozeném na elektrodu oxidovéana. Touto metodou mohou byt charakterizovany
komplexni smési a v nich identifikovany jednotlivé antioxidanty na zakladé rozdilné odezvy
na aplikovany potencial [61].

3.3.5 Stanoveni specifickych skupin antioxidanti

3.3.5.1 Stanoveni individudlnich polyfenolickych ldatek

Stanoveni individudlnich antioxidanti patfi mezi skupinové metody a pfi interpretaci
vysledkd je tfeba jisté obezfetnosti. Nejpouzivanéjsi technikou pro kvantitativni i kvalitativni
stanoveni fenolickych sloucenin je RP-HPLC. Detektory se pouzivaji napt. UV-VIS, detektor
diodového pole (PDA, Photo Diode Array), fluorescencni a hmotnostni [27]. Pro spravnou
identifikaci se pouziva technika hmotnostni spektrometrie. Pro pfedbéznou identifikaci je
vhodna metoda HPLC/DAD [63].

3.3.5.2 Stanoveni celkovych polyfenolii - Total Phenolic Content TPC

Metody pro stanoveni celkovych polyfenolll a jejich antioxida¢ni kapacity jsou obvykle
zaloZzeny na oxidoreduk¢nich vlastnostech, tedy na schopnosti fenolickych sloucenin jako
redukénich ¢inidel poskytnout vodikovy radikal nebo elektron [27].
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3.3.5.3 Stanoveni celkovych flavonoidu - Total Flavonoid Content TFC

Nejbéznéjsi stanoveni se provadi pomoci hlinité soli a dusitanu. Detekce se provadi
kolorimetricky a jako standard se pouziva katechin [27]. Rovnéz tato metoda muze
poskytovat zkreslené vysledky, rusiveé plsobi fada faktort.

3.4 Mutageny a metody pro stanoveni genotoxické/antimutagenni aktivity

3.4.1 Mutageny a mutageneze

Mutagenita, téz genotoxicita, je schopnost ovlivnit geneticky material exponovaného
organizmu [64]. Pii ptsobeni vyssi koncentrace genotoxické latky dochéazi k pfimému tthynu
buné¢k, nizsi koncentrace zplisobuji trvalé zmény v genetické informaci, které se prenaseji
do potomstva [65].

Mutagenita se miize projevit nékolika zplisoby:

a) mutageneze - vznik specifickych zmén na DNA [66]

b) karcinogeneze - nadorové bujeni - nekontrolované mnozeni bunék (pfedchéazi chyby

na DNA anebo napadeni virem)

C) teratogeneze - vznik vady na vyvijejicim se plodu (mechanizmus nejasny, piedpoklad

chyby na DNA) [65]

Mutagenezi je oznacovan proces vzniku specifickych zmén v dédiéném materidlu
organizmu [66]. Latka se schopnosti mutageneze, tzn. schopna vyvolavat mutace, se nazyva
mutagen [64]. Zmény, u nichz se podafilo objasnit pti¢inu vzniku, oznacujeme jako mutace
indukované, zatimco ty, jejichz plivod pfesné nezname, jsou povazovany za mutace
spontanni. Podle typu zasazené buriky délime mutace na gametické a somatické. Z hlediska
ovlivnéni zivotaschopnosti jedince jsou mutace rozdélovany na vitalni a letalni [66]. Obecné
jsou mutace povazovany za skodlivé a nezadouci, jsou to vSak také zmény zajist'ujici pestrost
organizmu a piedstavuji schopnost pfizptisobovat se prosttedi béhem evoluce [67]. Mutageny
mohou byt fyzikdlni (rizné druhy zateni), chemické (rizné slouceniny), biologické (nckteré
viry nebo poruchy repara¢nich mechanizmui) [64,68].

V organizmech probiha fada procest, které snizuji pocet nové vznikajicich mutaci. Mutace
pfi replikaci vznikaji pomérné casto. DNA-polymerdza vSak kontroluje nové vzniklé vladkno
DNA a pfti objeveni neshody v zatazeni baze je chybnd baze odstranéna a na jeji misto je
zafazena spravna. Poruchy tohoto a podobnych repara¢nich procesi mohou vést
ke zvysenému vyskytu mutaci, coz v dusledku vede ke vzniku fady onemocnéni a
nadort [68].

Mutageny mohou mit za néasledek tvorbu nestandardnich chemickych vazeb, coz znemozni
polymeraci DNA podle matrice, dale nestandardni parovani nukleotidd, pficemz zména
poradi nukleotidi v DNA sekvenci vede ke zméné¢ aminokyseliny v proteinu, piipadné
fragmentaci DNA, coz je ztrata nebo pfestavba ¢asti chromozomi s ndslednou zménou
intenzity proteosyntézy [65].

Mezi nejznaméj$i mutageny patfi mykotoxiny, nekteré alkaloidy a rizné dalsi latky
rostlinného ptvodu, N-nitrozoslouCeniny a halogennitrozoslouceniny, yperit, aldehydy,
epoxidy, slouceniny vznikajici pfi tepelné upravé potravin (polycyklické aromatické
uhlovodiky, heterocyklické aminy a dal$i slouceniny), halogenderivaty alifatickych
uhlovodiki a dal$i [65,66]. Za hlavni Cinitele v samotném poskozovani DNA jsou
povazovany volné kyslikové radikaly a lipoperoxidace [69,70].
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Na druhou stranu je mutageneze paradoxné povazovana za jednu z hnacich sil evoluénich
zmén a identifikace a charakterizace mutantd jako kli¢ovych prvkil v genetickém pfistupu
pomlze objasnit komplexni biologické procesy. Mutageneze je také velmi dulezita
z medicinského hlediska. Mutace jsou odpovédné za mnoho dédi¢nych chorob, jsou také
zakladem pro rozvoj nemoci souvisejicich s vékem, a fidi komplexni reakce hostitel-patogen.
Vétsina mutaci vznikd béhem intracelularnich procesi (replikace, rekombinace a reparace
DNA) bud jako chyby zpisobené DNA-polymerazou pii piepisu neposSkozeného DNA
tetézce, nebo vznikaji béhem ptepisu poskozenych bazi [66,71]. Dale mohou mutace vznikat
poskozenim DNA vyvolanym ucinkem produktii bunééného metabolizmu nebo poskozenim
environmentalnimi faktory s pfimym nebo potencidlné¢ mutagennim ucinkem [66].

Latka se schopnosti snizovat vyskyt spontannich nebo indukovanych mutaci se nazyva
antimutagen. Antimutageny se d€li do dvou skupin podle mechanismu jejich ucinku:
desmutageny a bioantimutageny. Desmutagen je latka, ktera brani interakci mutagenu s DNA.
Mohou to byt slouceniny, které enzymaticky nebo chemicky inaktivuji mutagen. Tato
inaktivace se vétSinou odehravd mimo buiiku. Naproti tomu bioantimutageny redukuji
mutagenni efekt modulaci zmén indukovanych vbuiice po poskozeni DNA
mutagenem [69,70].

Z diivodu rostouciho poctu mutaci a s tim souvisejiciho nartistu nadorovych onemocnéni je
zkoumani uc¢ink latek s antimutagennim a antikarcinogennim uc¢inkem velmi dtlezité [6].

3.4.2 Antimutagenni aktivita cerealii

Zatimco antioxidac¢ni aktivita ceredlii a cerealnich vyrobku byla sledovana v celé tadé
studii a v literatufe jsou k dispozici stovky odkazi, antimutagenni aktivita jakozto reédlny
podklad pro hodnoceni preventivniho biologického efektu byla studovana jen v nékolika malo
studiich; daleko cCast&ji jsou studovany jiné typy rostlinného materialu jako ovoce a zelenina.
Dtvodem muze byt pravé komplexni charakter cereadlniho materidlu, ktery obsahuje pomérné
malo vody a soucasné¢ fadu biologicky aktivnich (hlavné sekundarnich) metabolitli, které
mohou pisobit jak antioxida¢né ¢i antimutagenné, tak i prooxidacné nebo genotoxicky [72].

Pokud jde o studium antimutagenniho efektu ceredlii, je zejména popsano vyuziti Amesova
testu v rizném uspotfadani k testovani antimutagenniho ucinki nékterych ceredlii (oves,
otruby, vlocky) a pseudoceralii (amarant, ¢irok) [49,73,74]. Nekteré testy byly provedeny
pouze na vybranych aktivnich latkach rostlin ¢i ceredlii, jako jsou alkylrezorcinoly nebo
anthokyany testované pomoci cytogenetické analyzy perifernich lidskych lymfocyti [21,28].

3.43 Testy genotoxicity

Pro stanoveni genotoxickych ucinkli byla vyvinuta jiz celd fada testd. Lze je obecné
rozdélit na krdatkodobé — tj. testy na mikroorganizmech, jejichz vysledky nelze ptimo
aplikovat na ¢love€ka, avSak jsou rychlé a nendro¢né a na dlouhodobé testy - na savcich, kde je
moznd interpretace vysledkii pfimo se vztahujicich na ¢lovéka [75].
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3.4.4 Mikrobialni testy genotoxicity

3.4.4.1 Amesiy test

Amestv test patfi k prvnim zavedenym testlim genotoxicity. Jako indikator mutagenni
aktivity je vyuzivana bakterie Salmonella typhimurium His'. Tento bakteridlni kmen je
auxotrofnim mutantem v genech pro biosyntézu aminokyseliny histidinu. V kultivaénim
médiu je proto pozadovan jeji externi pfisun. Vlivem testovanych mutagenti dochazi
ke zpétné mutaci (ndvrat na pivodni divoky typ), tim také ke zméné€ fenotypu a nové kolonie
revertantl jsou jiz schopny histidin syntetizovat [76,77].

Nevyhodou testovani na prokaryotickych organizmech je obecné nepfitomnost
metabolickych enzymt pfitomnych u eukaryotickych bun¢k a zejména u savcti. Metabolicka
pfeména chemickych latek mé pfitom zasadni Ulohu pii identifikaci mutagenni aktivity
sledované latky. Hlavni tulohu v metabolické preméné latek u savel ma systém
mikrozomalnich oxygenaz, ktery souvisi s aktivitou na cytochromu P 450 a oxidazy
flavoproteinové povahy. Nejvyssi aktivitu monooxygenazy vykazuji v jatrech a proto se
v béznych testech pouziva k metabolické aktivaci mikrozomalni frakce jaternich buné¢k
[76,77]. Pouzitim nékolika specifickych indikatorovych kmentli je mozné urcit, jaky typ
genovych mutaci studovana latka vyvolava [75].

Amestliv test (i ostatni testy genotoxicity) lze ve vhodném uspofadani také vyuzit
ke stanoveni antimutagennich vlastnosti. Pfi pouziti latek s antimutagennim ucinkem
nedochazi ke zpétnym mutacim [76,77].

3.4.4.2 SOS chromotest

Test vyuziva univerzalni bakteridlni detekéni systém umoziiujici hodnotit mutagenitu
chemickych latek vyvolavajicich takova poSkozeni nebo inhibici replikace DNA, ktera
v butikach indukuji SOS reparace. Jednd se o procesy, které vedou ke zvySeni
zivotaschopnosti buriky, coz je specifickd odpoveéd’ na nekteré podnéty z vnéjsiho prostiedi,
které zptsobuji zminéna poskozeni. Metoda je zaloZena na biochemické analyze indukované
B-galaktozidazy. Mnozstvi vytvorenych enzymt je hodnoceno kolorimetricky [72].

Test vyuziva specifického bakteridlntho kmene Escherichia coli K 12 PQ 37, ktery byl
odvozen od puvodniho kmene Escherichia coli GC 4436. Mutagenni aktivita testovanych
chemickych latek je v SOS chromotestu hodnocena na zakladé schopnosti danych latek
indukovat SOS repara¢ni systém [75].

3.4.4.3 ,,Green Screen Assay“

Test vyuziva kvasinku Saccharomyces cerevisiae nebo sav¢i buriky a reportérovy gen
na opravu DNA. Byl vyvinut pro rychly screening genotoxickych a soucasné toxickych
ucinkli ve farmaceutickém primyslu a pro testovani velkého mnozstvi latek. Vyhodou je
nizka spotieba latek, citlivost k Sirokému spektru mutagenti a klastogenti [78].

3.4.4.4 Testovdni na kvasinkdach Saccharomyces cerevisiae D7

Kvasinka S.cerevisiae je uzivana jako referencni organizmus pro studium genotoxicity
diky velmi jednoduchym rastovym podminkam a nizké reprodukéni dobé. Builky S.cerevisiae
maji kompletni eukaryoticky bunécny cyklus a v zavislosti na podminkadch mohou existovat
v haploidnim nebo diploidnim stadiu [79].
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V ramci testovani se detekuji hlavné dva typy mutaci: mitoticka genova konverze (GC)
meéfend na pozici trpS a reverzni bodova mutace (PM) métend na pozici ilv1-92. Ob¢é mutace
jsou posuzovany vyskytem kolonii na selektivnich médiich, které neobsahuji urcité
aminokyseliny, tryptofan pro GC a izoleucin pro PM [75]. Dalsi mutaci, ke které dochazi
b&hem testovani, je mitoticky crossing-over - piektizeni [73,74].

Reverzni mutace:
Reverzni (zpétné) mutace mohou mit dva typy mechanizmii:
- reverze k piivodnimu volnému genotypu
- dal$i mutace potlacujici predeslou zménu
Detekce je zalozena na rlGstu mutovanych bun¢k na syntetickém médiu bez ptitomnosti
izoleucinu [73,74].

Genova konverze:

Ptenos DNA sekvence mezi dvéma nesesterskymi chromatidami béhem rekombinace.

Detekce genové konverze je obdobnad jako u reverzni mutace, sleduje se rust bunék
na syntetickém médiu bez pfitomnosti tryptofanu [73,74].

U tohoto testovaciho systému je mozné vyuzit také metabolické aktivace promutagent
jako u Amesova testu pomoci S9 frakce jaterniho homogenatu, koenzymu NADPH a glukéza-
6-fosfatu [73,74].

Mitoticky crossing-over:

Crossing-over (piekiizeni) je proces, pfi kterém dochéazi ke genetické rekombinaci. Cast
chromatidy je zaménéna odpovidajici ¢asti homologni chromatidy, tj. chromatidy ze stejného
chromozomového paru. Tato mutace se u testovaného kmene S.cerevisiae D7 projevi
cervenym zbarvenim kolonii, protoZze dochazi k akumulaci ¢erveného pigmentu v burikach,
kde nastala blokace purinové syntézy. Buriky, u kterych k mutaci nedoSlo, rostou
na syntetickém médiu ve formé bilych kolonii s omezenym obsahem adeninu [73,74].

3.4.4.5 Testovdni na organizmu Euglena gracilis

Prvok Euglena gracilis je jednobunéény fotosyntetizujici organizmus obsahujici
multigenomicky systém s jadernou, mitochondridlni a chloroplastovou DNA. Detekéni
schopnost tohoto modelu je zalozena na selektivni citlivosti chloroplastového genomu
ke xenobiotiklim. To ma za nasledek snizeni funk¢nosti chloroplastii v burice. Tento jev je
doprovazen snizenim nebo Uplnou ztratou chloroplastové DNA. Aktivita mutageni
s protichloroplastovym ucinkem se projevi tvorbou heterotrofnich bezbarvych kolonii [73].

Model testu s pouzitim organizmu FE. gracilis je vhodny pro testovani mutageni
i antimutagend [73]. Uginnou latkou s antichloroplastovym efektem v buiikach E. gracilis je
nejcasteji ofloxacin, ktery patfi do skupiny fluorochinoloni. Fluorochinolony produkuji
superoxidovy anion (Oe?), ktery zptsobuje poskozeni chloroplastii prostiednictvim
oxidac¢niho stresu vznikem nerovnovéahy v elektronovém transportu. Genotoxicky efekt téchto
antimikrobidlnich latek se uplatiiuje vazbou na komplex DNA-gyrazy, jeho stabilizaci a
zamezenim pohybu enzymu. Ofloxacin také zplisobuje poskozeni mitochondrii, v tomto
ptipadé je vSak pouze kratkodobé [74].
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Experimentalni praci u kmene Euglena gracilis komplikuji pfedev§$im znacné ristové
naroky a omezend schopnost ristu na syntetickych médiich, pfedev§im na agarovych
plotnéch [80].

3.4.5 Testy na sav€ich buiikach

3.4.5.1 Test na mySim lymfomu (Mouse Lymphoma Assay, MLA)

Tento test je schopen detekovat genetické poruchy véetné chromozomalnich zmén.
K detekci poSkozeni DNA vyuzivd gen pro tymidinkindzu (TK). V testu se pouzivaji
heterozygotni (nemutované) butiky 7K+/-, které po pfidani toxického trifluortymidinu
do média hynou; v ptipadé poskozeni alely divokého typu pro TK ztraci buiiky schopnost

transportovat trifluortymidin do bunky a pfezivaji i na tomto médiu. Podle poctu zijicich
kolonii se urcuje mira genotoxicity testované latky [81].

3.4.5.2 Comet Assay

Test je uren pro detekci jedno- a dvouietezcovych zlomti na DNA a pro detekci mist
citlivych na alkalické prostfedi (chyby DNA). Buiky s vy$§im poskozenim DNA maji
zvySenou migraci chromozomové DNA z jadra, kterd tvarem pfipomind kometu - z analyzy
obrazu je urcena velikost a tvar komety a podle toho hodnocena mira poskozeni DNA [81].

3.4.5.3 Cytogenetickd analyza aberaci chromozomau lidskych perifernich lymfocytu

Pti analyze se hodnoti dva typy aberaci, chromatidové, kde je strukturdlné modifikovana
jedna chromatida, a chromozomové, kde dochézi k poskozeni obou chromatid. Metoda slouzi
jako ukazatel ucinkd genotoxickych faktort na lidsky organizmus a pouzivd se jako
biologicky skupinovy expozicni test [82].

3.4.5.4 Vyména sesterskych chromatid

Tato metoda sleduje frekvenci vymén usekli genli mezi chromatidami. Metoda vyuziva
ruzné délici se savci buriky. Uplatiiuje se pti studiu mechanizmii u¢inkt testované latky [72].

3.4.5.5 Test tvorby mikrojader

Test je zalozen na principu detekce jadérek v cytoplazmé interfaznich bun€k [83]. Test
detekuje aktivitu klastogennich a aneugennich chemikalii v bunkach, které jiz prosly
bunéénym délenim po expozici testovanou latkou [84]. Aneugeny jsou latky vyvolavajici
aneuploidii, zmény poctu jednotlivych chromozomii. Klastogeny zpusobuji klastogenezi,
tvorbu zlomii na chromozomech [65].

3.4.5.6 DNA adukty

Metoda analyzuje tvorbu adukti mutagenu a DNA. Detekce je provadéna pomoci metody
HPLC, imunologickych metod a ,,postlabeling” metod, které vyuzivaji radiacné oznacené
genotoxikanty tvotici DNA adukty [72].
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3.4.6 Testy na organizmech

3.4.6.1 Test na organizmu Drosophilla melanogaster

Nejrozsitenéj§im testem na organizmu Drosophilla melanogaster (moucha octomilka) je
analyza letalnich mutaci vazanych na pohlavi. Tyto mutace vedou v homozygotnim stavu
k thynu organizmu. Test umoziiuje hodnotit schopnost testované latky indukovat genové
mutace na X chromozomu v pohlavnich bunikéach [72].

V poslednich letech se testy in vivo provadéji pouze v odivodnénych piipadech a
uptednostiiuje se kombinace n€kolika typt in vitro testt.

3.5 Nékteré moznosti aplikace cerealii v potravinarstvi a krmivarstvi

3.5.1 Fortifikace cerealnich potravin

3.5.1.1 Pridavek volnych aktivnich ldatek

Obohacovani (fortifikace) potravin je podle FAO definovéana jako: ,,ptidavek jedné nebo
vice esencidlnich zivin do potraviny, at’ uz bézné se v ni vyskytujici nebo ne, a to za Gcelem
prevence poptipad¢ deficience dané latky u obyvatelstva nebo specifické skupiny obyvatel®.
Esencidlni slozkou je bézna soucdst potraviny, kterou neni schopen lidsky organizmus
syntetizovat v potfebném mnozstvi. S pfiddnim mikrozivin do potravy souviseji i dalsi pojmy
jako suplementace, vitaminizace nebo restituce. Restituce predstavuje dodani mikrozivin do
potraviny v takovém mnozstvi, v jakém byly tyto latky obsazeny v suroviné pied jejim
technologickym zpracovanim. Suplementace je ptidani zivin, které nebyly plvodné
v potraviné obsazeny. Pokud se jedna o obohaceni potraviny pouze vitaminy, byl pro tento
ucel zaveden pojem vitaminizace. Ve vétSin€ pripadi vSak nebyvaji vitaminy pfidavany
samotné, ale spolecn¢ s dal§imi mikrozivinami, proto se obecné pouzivd terminu
fortifikace [85,86].

Ve spojeni s ceredlnimi vyrobky se lze Casto setkat s pojmem ,,potraviny se specidlnim
popfipadé zdravotnim tvrzenim®, coz zahrnuje komplex vyrobki s technologicky zvysenou
nutricni hodnotou a védecky prokdzanym pozitivnim vlivem na lidské zdravi, fyzickou
a psychickou vykonnost. Podminky pro uvadéni ,vyzivovych a zdravotnich tvrzeni®
na obalech potravin upravuje Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1924/2006
o vyzivovych a zdravotnich tvrzenich pfi oznacovani potravin. Takto oznafené potraviny
musi mit urCité prospé€$né vyzivové vlastnosti souvisejici s jejich energetickou hodnotou,
obsahem zivin ¢i jinych latek, které ve snizené ¢i zvySené formé obsahuji. U potravin se
zdravotnim tvrzenim musi existovat prokazatelny mechanismus jakym je dana slozka schopna
pozitivn¢ pusobit na zdravi Cloveéka, poptipadé jeho fyzicky stav. Cilem vyvoje potravin
tohoto typu je oteviit konzumentovi cestu ke zdravému zivotnimu stylu bez vyraznych zmén
jeho stravovacich navyki a eliminovat vyskyt alimentarnich onemocnéni v populaci [87-89].

Jednim z hlavnich cilt odbornikii na vyzivu je vyfesit problém aktualniho obsahu vitamint
a mineralnich latek v obilnindch, ktery je ovlivnén odstranénim vnéjSich obalovych vrstev
zrn, popiipad¢ jejich technologickym zpracovanim. Vlivem téchto faktord dochazi ke snizeni
celkové nutriéni hodnoty obilovin. Finalni produkty jsou pak ochuzeny o celou fadu vitamini
a dalSich biologicky aktivnich slozek, coz muze vést k vyskytu onemocnéni souvisejicich
s nedostatkem vitamini. Fortifikace obilnin je proto dilezitd hlavné pro zemé¢ tfetiho svéta,
zejména za UCelem zmirnéni minerdlniho a vitaminového deficitu u obyvatelstva trpiciho
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podvyzivou a anémii. Naptiklad pSeni¢né a kukuficné mouky jsou fortifikovany vitaminem
A, vitaminy fady B nebo Zelezem. Fortifikace zelezem vSak pifedstavuje urcitd zdravotni
rizika, mnozstvi pfidavku musi byt peclivé zvazeno na zakladé miry deficitu a hlavné
chemické formy ptiddvaného zeleza, kterda by mohla ovlivnit vyslednou biologickou
vyuzitelnost dalSich nutrientti [87,90-92].

Nedostatek kobalaminu (vitamin B12) a kyseliny listové (B9) vede k rozvoji makrocytalni
anémie, ¢imz dochdzi ke sniZeni pienosové kapacity krve pro kyslik. Ne&které staty
v poslednich letech natfidily fortifikaci mouk, snidafiovych ceredlii a téstovin kyselinou
listovou jako ochranu proti rozvoji neurologickych defektli hrozicitho hlavné u détské
populace. Snidatiové ceredlie fortifikované vitaminem E jsou hlavnim zdrojem tokoferoli
v potravé a posledni studie ukazuji, Ze biologickd dostupnost tokoferold v ceredliich je
pfiblizné 25x vyssi nez pti jeho pfijmu ve formé kapsli jako potravinového doplitku [87,90].

Mineralni latky a teplotné stabilni vitaminy (niacin, riboflavin) byvaji ptfidavany
do ceredlnich smési jesté pted jejich technologickym zpracovanim, naproti tomu termolabilni
latky (vitamin A, C nebo thiamin) jsou sprejovany na hotové vyrobky po vysokoteplotnich
procesech, jako je extruze nebo peceni. Vzhledem k tomu, ze hydrofobni vitaminy nemohou
vytvaret vodné roztoky, byvaji na ceredlni produkty nanaseny ve formé emulzi, jejichz slozeni
ovliviiuje stabilitu vitamint [85,93].

Z ekonomického hlediska neni fortifikace nakladny proces a s vybérem vhodnych metod
fortifikacnich technologii vyznamné nezvysuje cenu vysledného produktu. Fortifikace cerealii
je také financné podporovana fadou svétovych organizaci jako jsou UNICEF, USAID, ADB
nebo GAIN, a to jak ze strany technologického vyzkumu, tak i propagace fortifikovanych
ceredlnich vyrobkd. Konzumace celozrnnych potravin miZze byt spojena s potencidlnimi
zdravotnimi pfinosy vcetné snizeni rizika kardiovaskuldrnich onemocnéni nebo nékterych
typti rakoviny, a to napfi¢ obyvatelstvem, protoze ceredlie jsou konzumovéany vSemi
veékovymi kategoriemi [90,92,94].

K fortifikaci obilovin se nejcastéji pouzivaji jiz komercné piipravené premixy nutrientt.
Tento zplsob je uspornéjsi a presnéjsi nez pridavek jednotlivych latek samostatng, hlavné pro
jejich Casto kolisajici nachylnosti k degradaci. Vyjimkou je vapnik, ktery je pfidavan
samostatné v souvislosti s jeho vy$§im pridavanym mnozstvim oproti ostatnim latkam [90].
Nejcastéji byvaji fortifikovany mouky. Obvykle je do mouk ptidavano vice vitamind a
mineralnich latek [90,95].

Vétsina premixil pro fortifikaci je pfipravovano technologiemi ,,batch mixing® nebo ,,two
stage mixing“. Technologie ,batch mixing™ je pomalej$i a naro¢néjsi na praci. Mouka a
premix se vazi separované a poté se smichaji v nastaveném case vzhledem k vykonnosti
homogenizatoru a granulaci premixu. Technologie ,two stage mixing“ je zaloZena
na dvoustuptiovém michani. Nejdfive je premix predmichan s ur¢itym podilem mouky a poté
je tato frakce pfidana ke zbylému mnozstvi mouky. Tento zplsob zkracuje Cas potfebny
k homogenizaci mouky a premixu. V poslednich letech je hojné vyuzivano kontinudlnich
systémd, a to jak pro jejich nenaro¢nou technologii, tak i pro rychlost celého procesu [90,95].

3.5.1.2 Pridavek enkapsulovanych sloZek

Enkapsulace je d¢j, pti kterém dojde k zapouzdieni jedné latky druhou latkou. Uvniti
pouzdra je aktivni latka a latka, kterd ji obklopuje, se nazyva povlak. Aktivni latkou mize byt
kapalina, plyn ¢i pevné téleso. Technologie byla vyvinuta v 60. letech pro biotechnologie,
farmaceuticky sektor podavani 1ékii a ockovani. Enkapsulace se hojné vyuziva
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v potravinafstvi, pfedev§im k pfenosu bioaktivnich molekul (mineraly, antioxidanty, mastné
kyseliny ¢i vitaminy) nebo zivé buriky do potravin. Obsah kapsle se postupné uvoliiuje, a to
za specifickych podminek. Velikost castic se pohybuje od nékolika nanometrii az po
milimetry. V potravinach je cilem zachovat stabilitu latek pti skladovani a zpracovani [96,97].

Obr. 5 Moznosti enkapsulace [98]

Pro vybér spravné metody enkapsulace je dulezité, jakym procesem hotovy vyrobek
prochazi, zda dojde k tepelné upraveé, zmeéné pH ¢i pfidani jinych aditivnich latek. Dale je
potieba uvazit podminky skladovani. Rozhodujici vliv sehrava i délka skladovani, ponévadz
Castice maji omezenou zivotnost. Pro findlni vyrobek je dtlezita velikost a hustota ¢astic a
mechanizmus uvolnéni aktivnich latek z ¢astic. Pokud se napt. aktivni latky uvoliiuji pfi vyssi
teplote, produkt se nesmi tepelné zpracovavat [98].

V potravinafském primyslu jsou pro enkapsulaci nejéastéji pouzivany rostlinné (ceredlni)
polysacharidy, zejména Skrob, celuléza a jejich derivaty. Kromé téchto nejznaméjsich
polysacharidi se pro tvorbu polysacharidovych c¢astic hojné vyuzivaji jiné rostlinné,
mikrobidlni a zivoci§né polysacharidy, extrakty motskych tas nebo sdjové polysacharidy
[106]. Bilkoviny pouzivané pro enkapsulaci jsou pfedev§im Zelatina, lepek ¢i kasein. Z lipidt
se pouzivaji fosfolipidy, vosky, mastné alkoholy, glyceridy a mastné kyseliny [96].

Mezi nejstarSi a nejrozSifenéjs$i techniky zapouzdfeni patii suSeni rozpraSovanim.
Po ekonomické strance patfi k nejvyhodnéjSim [96]. Pfiddnim pomocné latky,
napft. sachardzy, laktézy, PVA nebo albuminu, se zabrani degradaci pfi atomizaci vzorku pfi
suSeni. Vzduch pii suseni dosahuje vysoké teploty, ale teplota materialu se vyrazn€ji nemeéni.
Technologie sprejového chlazeni je obdobna s procesem sprejového suseni, ale pii pouziti
studeného vzduchu nedochazi ke ztrat¢ vody ze vzorku. Metoda se pouzivd na vyrobu
lipidovych ¢astic s viini. Do lipidového roztoku se pfidda aroma nebo jina aktivni latka a
atomizovany roztok se vhani do vychlazené komory. Viiné se uvolni po dosdhnuti bodu
tani [98].

Tvorba polyelektrolyti je nejjednodussi metoda pro vytvofeni fyzické bariéry kolem
zivych bunék. Pro tento ucel jsou pouzivany jak pfirodni, tak i syntetické polymery. Mezi
Casto pouzivané piirodni polymery patii alginat. Dal$i moznosti enkapsulace je tvorba
emulze. Existuji dva zdkladni druhy emulze, voda v oleji nebo olej ve vod¢. Slozitéjsi ¢astice
jsou voda v oleji ve vodé, které se nejCastéji pouzivaji pro pripravu enkapsulovanych latek.
Kapsle se vyznacuji vysokou stabilitou, kterd se jest€¢ umocni vysuSenim aktivni latky pted
zabalenim. Dojde vSak ke ztrat¢ vody, ktera by mohla ovlivnit kvalitu vyrobku [99].

Hydrogely jsou nerozpustné ve vod¢. Tvori sit’ vldken polymerd, kde je volny prostor pro
uchovani aktivnich latek. Pro piipravu se pouZzivaji kationtové a aniontové polymery —
chitosan a karagenan. Chitosan nachazi svoje vyuziti pii tvorbé gelu, naopak karagenan ma
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dilezitou ulohu pfi uvoltiovani z gelu. Polysacharidy jsou obecné nejcastéji pouzivanym
enkapsula¢nim materidlem i v potravinatském primyslu [100].

Pro vyrobu lipozomil se pouzivaji fosfolipidy, zejména lecitin, a cholesterol. Jedna se o
hydrofilni a hydrofobni interakci mezi molekulami vody a fosfolipidy. Aktivni latku lze
umistit do vodni faze uvnitf lipozomi (pro hydrofilni latky), nebo do membrany (pro lipofilni
latky). Béhem skladovani dochédzi k shlukovani castic, tomuto dé&ji se zabrani
elektrostatickym odporem nebo sterickou stabilizaci. V potravinach je pouziti lipozomu
omezené, predevsim kvili fyzikalni a chemické nestabilité [101].

K analyze velikosti a stability ¢astic se pouziva fada fyzikalné-chemickych technik, jako je
analyticka centrifugace nebo dynamicky rozptyl svétla (Dynamic Light Scattering, DLS), kdy
je pomoci osvétlovani cCastic vzorku laserem meéfena fluktuace intenzity rozptyleného
svétla [102].

3.5.2 Vyutziti cerealii jako substrati pro fermentace (SSF)

3.5.2.1 Enzymaticka hydrolyza ceredlnich substrdtii

Pro tfadu ucelti jak v potravinaistvi (piiprava hydrolyzati, doplikd na bazi funkénich
potravin, uprava surovin...), tak i v biotechnologii (zpracovani komplexnich substrati a
odpadli z potravinatskych vyrob) se lze Casto setkat s potfebou enzymového zpracovani
(ptedzpracovani) komplexni cerealni suroviny. K tomuto ucelu se pouzivaji technické
enzymy na bazi glykosidaz, které specificky §tépi vybrané glykosidické vazby v polymerech.
V dalSim textu jsou uvedeny hlavni tfidy glykosiddz. V primyslovém méfitku se vyuzivaji
zejména mikrobidlni enzymy [103].

3.5.2.2 Celulazy

Mikrobialni degradace celuldzy patii k vyznamnym pfirodnim procesim, které se podileji
na likvidaci rostlinnych zbytkd. Po chemické strance je celuléza linearnim polymerem
D-glukozy s B-(1-4) glykosidickymi vazbami [103,104].

Enzym celuldza katalyzuje hydrolyzu celulézy na D-glukézu a je tvofen nejméné tremi
enzymy: endo-fB-1,4-glukandza (EC3.2.1.4); exo-B-1,4-glukandza (EC3.2.1.91) a
B-glukosiddza (EC 3.2.1.22) [105]. Endocelulazy hydrolyzuji celulézu ndhodné za vzniku
oligosacharidd, celobidzy a glukdzy, exoceluldzy hydrolyzuji [-1,4-glykosidické vazby
celulozy za uvoliiovani celobidzy z neredukujiciho konce fetézce. B-glykosiddzy hydrolyzuji
celobiozu na glukézu [103,106].

Ackoli B-glykosiddzy nemaji zadny pfimy ucinek na celuldzu, jsou povazovany za soucast
systému celulaz, protoze stimuluji hydrolyzu celulézy [103,106]. Rychlost degradace celulézy
je ovlivnéna zejména obsahem vody v prostiedi, hodnotou pH a teplotou. VSeobecné se uvadi,
ze celulazy vykazuji optimalni aktivitu pii pH 5-6 a teploté v rozmezi 30 — 50 °C [103].

Celulolytické enzymy produkuje velké mnozstvi mikroorganizmi. Mezi nejpouzivangjsi
plistiové producenty patti rody Trichoderma, Humicola, Penicillium, Aspergillus a Fusarium
[107,108]. Jeden z nejrozséhleji prostudovanych celulolytickych mikroorganizmii je houba
Trichoderma reesei [107]. Rhizopus chinensis, Sclerotium rolfsii, Aspergillus niger, Achlya
bisexualit a Orpinomyces sp. jsou houby s nejvyssi specifickou aktivitou celulaz [109].

V soucasnych primyslovych procesech maji celulolytické enzymy Siroké uplatnéni. Jsou
pouzivany v potravinafském primyslu pti vyrobé ovocnych $tav, pozivaji se jako ptisada
do detergentti, ke zlepSeni nutri¢ni kvality krmiva a ptfedzpracovani primyslovych odpadi
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[104,106]. Celulazy se pouzivaji také v textilnim primyslu, primyslu papiru a pii vyrobé
bioethanolu [107].

3.5.2.3 Amylazy

Amyldzy hydrolyzuji skrob, glykogen a dal$i polysacharidy, v nichz se vyskytuji a-1,4-
glykosidové vazby. Lze je rozdélit do 3 skupin:

1. a-Amylazy hydrolyzuji 1,4-0-D-glykosidové vazby uvnitf polysacharidové molekuly.
Stépeni vazeb neni nahodné, ale do znatné miry charakteristické pro a-amyldzu
urc¢itého ptivodu.

2. B-Amylazy odstépuji maltézové jednotky od neredukujiciho konce polysacharidového
fetézce. Na rozdil od a-amyldz maji f-amyldzy charakter exoenzyml.

3. Glukoamylaza, kterd je rovnéZz exoenzymem, hydrolyzuje postupné glukdzové
jednotky od neredukujiciho konce. Sniz§i uc€innosti S$tépi i1 vazby 1,6-0-D
ve vétvenych polysacharidech amylopektinu a glykogenu [110].

Vétsina primyslové pouzivanych amyldz produkovanych plisnémi vykazuje optimalni
aktivitu pii pH 5-7 a teploté¢ v rozmezi 30 - 70 °C. Nejcastéj$§imi producenty jsou rody
Aspergillus a Penicillium. V primyslu se nej¢astéji pouzivaji Aspergillus oryzae a Aspergillus
niger, z termofilnich mikroorganizm je to potom Thermomyces lanuginosus [111].

Amylazy predstavuji tfidu enzymt vyuzivanych v fadé primyslovych procest. Produkce
amyldz tvofi pfiblizné 25 % svétového trhu senzymy. V potravinafském primyslu se
pouzivaji pfi vyrobé ovocnych §tav, sdjovych omacek, pii vyrobé cukru. Nejrozsitengjsi
aplikaci je hydrolyza Skrobu (vyuziva se termostabilnich amyldaz) pro vyrobu alkoholu a
v pivovarnictvi. Dal$i uplatnéni amylaz je v textilnim a papirenském primyslu, pti vyrobé
1éciv a jako prisady do pracich prostfedkii. Pouzivaji se v pekaistvi a pro zlepSeni
stravitelnosti krmiv [112].

3.5.2.4 Xylandzy

Vedle celuldzy je xylan nejhojnéj§im strukturnim polysacharidem v ptirod¢. Kompletni
degradace xylanu vyzaduje spolupraci nékolika hydrolytickych enzymi: endoxylandz
(EC 3.2.1.8), které nahodné S$tépi B-1,4 vazané xylozy (hlavni fetézec xylanu), B-xylosidaz
(EC 3.2.1.37) hydrolyzujicich xylooligomery a enzymu Stépicich postranni fetézce
(napt. a-glukuroniddza, a-arabinosidaza, acetylxylan esterdza a acetyl esterdza, ktera uvoliuje
dalsi sacharidy vazané jako vétve na hlavnim fetézci) [106]. Obvykle se jednd o induktivni
enzym. VétSina plisiovych xylanaz je aktivni v Sirokém rozpéti pH a teploty. VétSina vSak
vykazuje optimalni aktivitu pfi pH 4-6 a teploté v rozmezi 30 — 60 °C [111].

Mezi hlavni producenty xylandz patii rody Aspergillus a Trichoderma [112]. Plisné
s nejvyssi celuldzovou aktivitou jsou Trichoderma longibrachiatum, Mortierella vinacea
a Aspergillus  niger [109]. V poslednich letech je snaha o produkci xylandz
s vyuzitim termofilnich mikroorganizmu. Mezi tyto plisné patii Humicola insolens, Humicola
lanuginosa, Humico lagrisea, Melanocarpus albomyces, Paecylomyces variotii, Talaromyces
byssochlamydoides, Talaromyces emersonii, Thermomyces lanuginosus a Thermoascus
aurantiacus. Xylanazy z téchto hub maji teplotni optimum mezi 60-80 °C a jsou velmi
stabilni [111].

Nejcasteji se xylanazy uzivaji v pekafském primyslu na zlepSeni zadouci textury a
skladovatelnosti chleba. Xylanazy se dale uplatfiuji v papirnictvi pro rozvolnéni a béleni
buni€iny, v textilnim primyslu a pfi zpracovani odpadi ze zemédé€lského a potravinatrského
pramyslu. Spole¢né s celuldzou a pektindzou jsou pouzivany ve vyrobé ovocnych §tav a
k ptedaprave krmiv [111,112].
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

4.1.1 Chemikalie

Kyselina trichloroctova, p.a. - Serva (Némecko)

Pepsin, z vepiové zalude¢ni sliznice - Sigma-Aldrich (Némecko)

Pankreatin, z vepfové slinivky - Sigma-Aldrich (Némecko)

Zlugové soli - Bile salts - smés kyseliny cholové a deoxycholové - Sigma-Aldrich (Némecko)

Cholesterol - smés hydroxy-5-cholestenu a cholesten-33-olu - Serva Electrophoresis
(Némecko)

Lecithin ze soje - Serva Electrophoresis (Némecko)

Chitosan - Sigma-Aldrich (Némecko)

Alginat sodny - Sigma-Aldrich (Némecko)

Tripolyfosfat sodny - SigmaAldrich (Némecko)

Baktopepton - HiMedia Laboratories Pvt. (Indie)

Suseny kvasni¢ny autolyzat - HiMedia Laboratories Pvt. (Indie)

Agar - HiMedia Laboratories Pvt. (Indie)

Adenin - Serva Electrophoresis (Némecko)

L-izoleucin - Serva Electrophoresis (Némecko)

L-valin - Serva Electrophoresis (Némecko)

L-tryptofan - Serva Electrophoresis (Némecko)

Inozitol - HiMedia Laboratories Pvt. (Indie)

Riboflavin - Serva Electrophoresis (Némecko)

Thiamin HCI- Serva Electrophoresis (Némecko)

Pyridoxin - Serva Electrophoresis (Némecko)

Kyselina nikotinova - Serva Electrophoresis (Némecko)

Kyselina aminobenzoova - Serva Electrophoresis (Némecko)

Pantotenat vapenaty - Serva Electrophoresis (Némecko)

Biotin approx. - Sigma-Aldrich (Némecko)

4-N-nitrochinolin N-oxid (4-NQO) - Sigma-Aldrich (Némecko)

Ofloxacin - Sigma-Aldrich (Némecko)

Ampicilin, sodna stl - Serva (Némecko)

Streptomycin - Sigma-Aldrich (Némecko)

ABTS (2,2-azinobis-(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat), >99,0% - Sigma-Aldrich
(Némecko)

Peroxodisiran draselny, p.a. - Sigma-Aldrich (Némecko)

Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina) - Sigma-Aldrich
(Némecko)

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

Kyselina linolové - Sigma-Aldrich (Némecko)

Tween 40 - Sigma-Aldrich (Némecko)

B-karoten - Fluka, Sigma-Aldrich (Némecko)

Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo - RNDr. Jan Kulich, Penta Hradec Kralové, (CR)

Hydrogenarzeni¢nan disodny, heptahydrat, 98% - Sigma-Aldrich (Indie)
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Hovézi extrakt praskovy - HiMedia Laboratories Pvt. (Indie)

Ethylacetat pro HPLC - LachNer (CR)

Ethanol pro HPLC - LachNer (CR)

Methanol pro HPLC - LachNer (CR)

Acetonitril pro HPLC - LachNer (CR)

2,6-dichlorindofenol, sodna siil - Sigma-Aldrich (Némecko)

Komer¢ni set pro stanoveni antimutagennich vlastnosti pomoci bakteridlniho kmene E.coli —
Bacterial mutagenesis assay complete E.coli test kit, Trinova Biochem (Némecko)

Ostatni pouzité chemikalie byly vesmés Cistoty p.a. a byly ziskdny od béznych distributorti.

4.1.2 Standardy

(-)-Katechin 98% - Sigma-Aldrich (Némecko)

Katechin gallat - Sigma-Aldrich (Némecko)

Epikatechin - Sigma-Aldrich (Némecko)

Epikatechin gallat - Sigma-Aldrich (Némecko)

Kyselina ferulova, p.a. - Fluka, Sigma-Aldrich (Némecko)
Kyselina chlorogenova 95% - Sigma-Aldrich (Némecko)
Kyselina gallova - Sigma-Aldrich (Némecko)

Rutin, hydrat, 95% - Sigma-Aldrich (Némecko)
Myricetin - Sigma-Aldrich (Némecko)

Morin, hydrat - Sigma-Aldrich (Némecko)

Luteolin - Sigma-Aldrich (Némecko)

Kvercetin, dihydrat, 98%, HPLC - Sigma-Aldrich (Némecko)
Apigenin approx. 95%, Sigma-Aldrich (Némecko)
Kemferol, >96%, BioChemika (CR)

(¥)-Naringenin approx. - Sigma-Aldrich (Némecko)
D-Glukéza, monohydrat, p.a. - LachNer (CR)
D-Fruktéza, p.a. - LachNer (CR)

L-(+)-Arabinéza, > 99% - Sigma-Aldrich (Némecko)
Galaktdza, p.a. - HiMedia Lab. (Indie)

Sachardza, p.a. - LachNer (CR)

Maltéza, p.a. - LachNer (CR)

D-(+)-Cellobiéza - HiMedia Lab. (Indie)
Kyaninhydrochlorid, > 90%, Sigma-Aldrich (Némecko)
Kyselina L-askorbova - Sigma-Aldrich (Némecko)
Koenzym Q - Sigma-Aldrich (Némecko)

Ergosterol - Sigma-Aldrich (Némecko)

4.1.3 Enzymy

AMG - amyloglukosiddza Novo, exo-1,4-0-D-glukosiddza (glukoamyldza), vznik ze
submerzni fermentace pomoci Aspergillus niger. Novozymes A/S (Dansko).
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Viscozyme - tekuty ~ multienzymovy komplex obsahujici arabindzu, p-glukanazu,
hemiceluldzu, celuldzu a xylanazu. Produkovany Aspergillus acetuleatus s aktivitou 100 FBG
(fungalnich B-glukanazovych jednotek) na gram. Novozymes A/S (Déansko)

Novozym - Novozym 188 - enzymovy preparat obsahujici cellobiazu. Novozymes A/S
(Dansko)

Celluclast — enzymovy preparat obsahujici celulazu; Novozymes A/S (Dansko)

4.2  Pouzité mikroorganizmy

Saccharomyces cerevisiae D7
Rhodotorula glutinis RG 20-2-33
Euglena gracilis

Escherichia coli WP2 a WP2 uvr4

4.3  Pouzité pristroje a pomucky

UV/VIS spektrofotometr Helios Delta, Unicam (Velka Britanie)

Ultrazvukova lazeit PS02000 ultrasonic compact cleaner 1,25 L, PowerSonic (Slovensko)
Mikrocentrifuga Mikro 200 Hettich Zentrifugen (Némecko)

Analytické vahy BOECO (Némecko)

Predvazky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (Némecko)

Centrifuga U-32R BOECO (Némecko)

Vakuova odparka IKA Werke RV06-ML (Némecko)

Vortex Genius 3, IKA Vortex (Némecko)

Vortex TK3S, TecnoKartell (Némecko)

Vodni laze Kavalier EL-20D (Ceska republika)

Mikropipety BioHit Proline (Finsko)

Mikropipety Discovery (Némecko)

pH-meter HI221 Calibration Check, Microprocessor pH meter, Hanna Instruments (USA)
Filtry MS® Nylon Syringe Filter, velikost porii 0,45 pm

Laminarni box Aura Mini - Bio Air Instruments (USA)

Termostat Raven 2 Incubator (USA)

Termostat Memmert GmbH Co. KG (Némecko)

Mikroskop Intraci Micro (Ceské republika)

Software Lucia Image, verze 5.03

Lyofilizator - Bench Top 4K, Virtis

Membranovy extrudér - Avestin-Liposo Fast (Némecko)

Ultrazvukovy homogenizator - Bandelin Sonoplus - Sonorex Technik (Némecko)
Analytickd odstfedivka - Dispersion Analyser - LUMiSizer (USA)

ZetaSizer Nano ZS - Malvern (Velka Britanie)

Skenovaci elektronovy mikroskop - JEOL JSM-7600F

Sestava pro HPLC
- Sestava HPLC/UV-VIS (Ecom spol. s r.0.)
- Termostat kolon - LCO 102 Long
- Termostat - LCO 101, Column oven
- Pumpa, programator gradientu - Beta 10
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- Gradient - Gradient Programmer GP 5, Ecom
- Pumpa - LCP 4020, Ecom
- Spektrofotometricky detektor - LCD 2084
- Degaser - DG 3014
- Refraktometricky detektor RIDK 102, Laboratorni pfistroje Praha
- Sestava HPLC Thermo Finnigan (Thermo Fischer, USA)
- Pumpa - MS Pump Plus, Finnigan SURVEYOR (Thermo, USA)
- Detektor PDA - PDA Plus Detector, Finnigan SURVEYOR (Thermo, USA)
- Vyhodnocovaci systém Clarity (verze 2.5.6.99)
- Vyhodnocovaci systém Xcalibur (Thermo, USA)

- Kolona - Zorbax Eclipse Plus XDB C18, 5um, 4,6 x 150 mm, Agilent (analyza
fenolickych latek)

- Kolona Kinetex C18, 2,6 um, 4,6 x 150 mm, Phenomenex (fenolické latky, karotenoidy)

- Drzék ptedkolony - KJO - 4282, Ecom

- Predkolony - C18, AJO - 4287, Phenomenex

- Kolona - Zorbax Eclipse, C18-NH2, 5 um, 4,6 x 150 mm, Agilent (analyza sacharidi)

- Kolona - Supelcosil, LC-NH;, 5 um, 4,6 x 250 mm, Supelco (analyza sacharidit)

- Pfedkolony - NH2, AJO - 4302, Phenomenex

4.4 Material

4.4.1 Surové cerealie

Ceredlni vzorky, analyzované v této Casti prace, lze rozdélit do ctyt skupin - vlocky,
mouky, otruby, klicky. Vyrobky byly zakoupeny v bézné maloobchodni siti nebo
v prodejnach se zdravou vyzivou. Ke kazdému vyrobku jsou uvedeny informace uvadéné
na obalu. Nutri¢ni hodnoty jsou vztazeny na 100 g materialu.

4.4.1.1 Viocky

Vlo¢ky pseni¢né (Bioharmonie, CR; produkt ekologického zemé&dé&lstvi)
- nutri¢ni hodnoty: energie 1 265 kJ/300 kcal; bilkoviny 11,7 g, sacharidy 59,6 g, tuk 1,8 g

Vlocky jecné (Bioharmonie, Némecko; produkt ekologického zeméd¢lstvi)
- nutriéni hodnoty: energie 1 381 kJ/313 kcal; bilkoviny 10,6 g; sacharidy 83,3 g; tuk 2,1 g

Vlo¢ky $paldové (Bioharmonie, CR; produkt ekologického zemd&dglstvi)
- nutri¢ni hodnoty: energie 1 480 kJ/352 kcal; bilkoviny 16 g; sacharidy 68 g; tuk 2,5 g

Vlo¢ky pohankové (Bioharmonie, Cina; produkt ekologického zemé&dé&lstvi)
- nutri¢ni hodnoty: energie 1 354 kJ/317 kcal; bilkoviny 11,9 g; sacharidy 85 g; tuk 2,4 g

Vlo¢ky ovesné (Bioharmonie, CR; produkt ekologického zem&délstvi)
- nutri¢ni hodnoty: energie 1 470 kJ/348 kcal; bilkoviny 13,5 g; sacharidy 58,7 g; tuk 7,0 g

Vlocky ryzové (Provita, Velka Britanie)
- nutri¢ni hodnoty neuvedeny
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Vlocky zitné (Bioharmonie, Némecko; produkt ekologického zeméedélstvi)
- nutriéni hodnoty: energie 1 385 kJ/330 kcal; bilkoviny 10,5 g; sacharidy 70,2 g; tuk 2 g

4.4.1.2 Mouky

Mouka pSeni¢na celozrnna (Pfirodni produkty, CR)
- nutriéni hodnoty: energie 1 457 kJ/345 kcal; bilkoviny 15,5 g; sacharidy 65,4 g; tuky 2,2 g

Mouka §paldové celozrnna (P¥irodni produkty, CR)
- nutri¢ni hodnoty: energie 1 652 kJ/393 kcal; bilkoviny 12,1 g; sacharidy 75,0 g; tuk 1,7 g

Mouka Zitn4 celozrnna (P¥irodni produkty, CR)
- nutri¢ni hodnoty: energie 1 349 kJ/321 kcal; bilkoviny 9,3 g; sacharidy 75,2 g; tuk 1,4 g

Mouka z &ervené psenice celozrmna (Country Life, CR; produkt ekologického zem&dglstvi)
- nutri¢ni hodnoty neuvedeny

Mouka pohankova hladka (Harmonie, CR; produkt ekologického zemédglstvi)
- nutri¢ni hodnoty: energie 1 332 kJ/317 kcal; bilkoviny 11,9 g; sacharidy 65 g; tuk 2,4 g

Mouka pSeni¢na hladka (Penam, CR)
- slozeni: potravinarska psenice, pitnd voda
- nutri¢ni hodnoty neuvedeny

Mouka pSeni¢né hrubé (Penam, CR)
- slozeni: potravinarska psenice, pitnd voda
- nutriéni hodnoty neuvedeny

4.4.1.3 Otruby

Otruby pseniéné (Evit, CR; termizované, bez istirenského prachu)
- nutri¢ni hodnoty neuvedeny

Otruby ovesné (Natural, Anglie)
- nutri¢ni hodnoty neuvedeny

Otruby zitné (P¥irodni produkty, CR; s klitky)
- nutri¢ni hodnoty neuvedeny

Otruby kukuti¢né (Natural, CR)
- nutri¢ni hodnoty neuvedeny

Otruby amarantové (Natural, zemé ptivodu neuvedena)
- nutri¢ni hodnoty neuvedeny
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4.4.1.4 Klicky
Kli¢ky peni¢né (Evit, CR)
- nutri¢ni hodnoty neuvedeny

Kli¢ky $paldové (Ptirodni produkty, CR)
- nutri¢ni hodnoty neuvedeny

Kli¢ky zitné (Ptirodni produkty, CR)
- nutri¢ni hodnoty neuvedeny

Kli¢ky kukuiiéné (Ptirodni produkty, CR)
- nutri¢ni hodnoty neuvedeny

4.4.2 Ryzové vzorky

Pro analyzu bylo vybrano celkem 17 vzorkd ryze, rGznych znacek, rdznych druht.
Vsechny byly zakoupeny v bézné maloobchodni siti a v laboratofi uchovavany pti stalé

teploté 20 °C.

Obr. 6  Ukazka nékterych ryzi pouzitych k analyzam. Zleva nahore: ryze Tri barev, Menu
zlaté Parboiled; Zleva uprostred: ryze Albert bio, ryzZe cervend Natural, ryze Jasminova;
Zleva dole: ryzZe Indianska, ryZe Arborio.

Nasledujici Tab. 4 uvadi seznam analyzovanych ryzi a nutri¢ni hodnoty tak, jak byly

uvedeny na obale.

Tab. 4 Nutricni hodnoty analyzovanych ryzi ve 100 g ryZe

znacka .. energeticka hodnota | bilkoviny sacharidy
zemé ptivodu tuky (g)
(kJ/kcal) (9] (9]
Long grain white rice Polsko 1465/345 6,5 77,0 0,2
L in white ri
V‘;ng S WARE TS 1 polsko 1 450/345 6,5 77,0 0,3
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Bask Cesko - - - -

SOS Clasic Spanélsko 1397/328 7,0 79,2 0,3
SOS Long Spanélsko 1 504/354 7,1 79,9 0,7
Eﬁ:;oummna Polsko 1 510/360 6,7 76,8 0,7
Menu zlaté Italie 1 479/348 7,5 76,9 1,3
Menu zlaté parboiled Italie 1495/352 7,5 76,9 1,2
Albert Bio Italie 1 580/376 7,4 72,0 2,2
Eiir;iz?niea Cesko 1 496/357 6,7 80,4 0,4
Lagris, ryze parboiled Cesko 1 580/378 7,0 77,0 0,3
Lagris, ryze Tii barev Cesko 1 553/371 6,3 81,8 1,5
Lagris, ryZe Arborio Cesko 1 498/356 7,5 78,2 0,8
Lagris, ryze Indianska Cesko 1531/365 13,7 74,2 1,0
Ryze ¢ervena Natural Thajsko 1 580/376 7,4 72,0 2,2
Basmati Polsko 1 458/348 6,5 78,0 0,6
Jasminova Polsko 1 439/344 6,7 78,9 0,7

4.4.3 Ochucené cerealie

V této casti prace bylo pouzito deset vzorkd extrudovanych sladkych cerealii. VSechny

vzorky byly potizeny v maloobchodni siti.

CigiCagi se skoftici (Bonavita, muslic¢ky se skofici)
- nutri¢ni hodnoty neuvedeny

- slozeni: cereédlie 60,7 % (pSenicnd mouka hladkd a celozrnnd, pS. vlaknina, ryzova
mouka), cukr, glukoéza, sladovy vytazek, glukozovy sirup, rostlinny tuk a olej, maltodextrin,
skotice 0,8 %, emulgator lecitin, stl jodovana, regulator kyselosti fosfore¢nan sodny,
aroma jablko-skoftice, karamel, antioxidant, vitaminy a mineraly

Cookie Crisp s ¢okoladou (Nestlé, kiupavé cerealni kolacky s kousky ¢okolady)
- nutriéni hodnoty: energie 1 627 kJ/389 kcal; bilkoviny 6,4 g; sacharidy 80,2 g; tuky 3,1 g

- slozeni: ceredlie 58% (celozrmnd pSeni¢na mouka, kukufi¢na krupice), cukr, pSeni¢ny
Skrob, glukozovy sirup, kakaovy prasek se snizenym obsahem tuku, rostlinny olej,
cokolada (cukr, kakaovy prasek se snizenym obsahem tuku, kakaovd hmota), hnédy cukr,
aroma, jedla stl, kypftici latky (dihydrogenfosfore¢nan vapenaty, uhli¢itan sodny), regulator

kyselosti (fosfore¢nan sodny), vitaminy a mineralni latky

Coky s kakaem (Emco, pseniéné muslicky s kakaem)

- nutri¢ni hodnoty: energie 1 591 kJ/380 kcal; bilkoviny 9,0 g; sacharidy 74,7 g; tuky 3,9 g
- slozeni: pSeni¢nd mouka 46,5 %, cukr, glukézovy sirup, kakaovy prasek se snizenym
obsahem tuku 5 %, rostlinny olej, je¢menny sladovy extrakt, sil, skofice, s6jovy lecitin,

pfirodni aroma - vanilin, vitaminy

Honey Cheerios (Nestlé, celozrnné ceredlni krouzky s medem)

- nutri¢ni hodnoty: energie 1 607 kJ/380 kcal; bilkoviny 8,0 g; sacharidy 76,2 g, tuky 3,2 g
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- slozeni: celozrnné mouky 64 % (ovesnd, pSeni¢nd, jemennd, ryzova, kukufi¢nd), cukr,
med 4 %, pSeni¢ny Skrob, sirup zinvertniho cukru, jedla sul, rostlinny olej, regulator
kyselosti (fosfore¢nany sodné), antioxidant (pfirodni extrakt s vysokym obsahem
tokoferoltll), aromata, vitaminy a mineralni latky

Ferda ¢okoladovy (Emco, obilné kulicky)
- nutri¢ni hodnoty: energie 1 591 kJ/381 kcal; bilkoviny 7,7 g; sacharidy 79,1 g; tuky 3,3 g
- slozeni: kukufi¢na mouka, cukr, pSeni¢nd mouka, 6% kakaového prasku se snizenym
obsahem tuku, ztuzeny rostlinny tuk, je¢menny slad, stil, emulgator: sdjovy lecitin, pfirodné
identicka aromaticka latka: vanilin, vitaminy

Strawberry Minis (Nestlé, jahodova ptichut)
- nutriéni hodnoty: energie 1 738 kJ/416 kcal; bilkoviny 5,5 g;sacharidy 75,8 g;tuky 10,2 g
- slozeni: ceredlie 50 % (celozrnna pSeni¢nd mouka, ryzova mouka), cukr, rostlinny olej,
kukufi¢ny skrob, dextréza, glukdzovy sirup, maltodextrin, jedla sil, jahodovy prasek 0,3 %
(jahody, maltodextrin, regulator kyselosti: kyselina citronova), regulator kyselosti
(fosforecnan sodny), emulgator (sdjovy lecitin), rostlinné koncentraty [Cernd mrkev, ¢erny
rybiz), invertni cukr, kyselina citrénova], aroma, antioxidant (pfirodni extrakt s vysokym
obsahem tokoferoltl), aromata, vitaminy a mineralni latky

Chocapic s kakaem (Nestlé, pSeni¢né lupinky s kakaem)
- nutriéni hodnoty: energie 1 633 kJ/390 kcal; bilkoviny 8,1 g; sacharidy 76,7 g; tuky 5,2 g
- slozeni: ceredlie (celozrnna pSeni¢nd mouka 31,5 %, pSenicnd mouka 24,9 %), cukr,
kakaovy prasek (8,6 %), dextréza, sladovy vytazek z jeCmene, rostlinny olej, emulgator
(s6jovy lecitin), jedla stl, aromata, vitaminy a mineralni latky

Teddy s medem (Emco, obilna zrnka s medem)
- nutri¢ni hodnoty: energie 1 639 kJ/392 kcal; bilkoviny 7,8 g; sacharidy 81,0 g; tuky 3,6 g
- slozeni: pSeni¢nd zrna cukr, glukézovy sirup, med (2 %), rostlinny tuk, karamel,
emulgator: sojovy lecitin, vitaminy

Cini Minis se skoftici (Nestlé, skoticova ptichut)
- nutri¢ni hodnoty: energie 1 736 kJ/413 kcal; bilkoviny 4,9 g; sacharidy 75,0 g, tuky 9,9 g
- slozeni: ceredlie (celozrnna pSeni¢nd mouka 31,1 %, ryzova mouka 17,7 %), cukr,
rostlinny olej, kukufiény Skrob, dextrdza, glukézovy sirup, maltodextrin, jedlad sul, skofice
(3 %), skoticové aroma, regulator kyselosti (fosfore¢nan sodny), emulgétor (sdjovy lecitin),
barviva (amoniakovy karamel, annato), skoficové aroma, antioxidant (pfirodni extrakt
s vysokym obsahem tokoferolil), aromata, vitaminy a mineralni latky

Cokoflek s Gokoladou (Bonavita, lupinky s Gokoladou)
- nutri¢na hodnoty: energie 1 654 kJ/396 kcal; bilkoviny 6,5 g; sacharidy 81,0 g;tuky 3,6 g
- slozeni: ceredlie 60,4 % (pSenicnd mouka hladkd a celozrnna, ps. vldknina, ryzova
mouka), cukr, kakaovy prasek 4,4 %, kakaové maslo 0,9 %, emulgator lecitin, sladovy
vytazek, glukédza, glukozovy sirup, suSené mléko odtucnéné, dextrin, rostlinny tuk a ole;j,
skotice, ptfirodni identické aroma cEokolddové, ptirodni barvivo couler, stil jodovana,
vitaminy a mineraly
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4.4.3.1 Vzorky podrobené enzymatické hydrolyze

Ryze dlouhozrnné loupané (Noe Riso long, Italie)

Téstoviny vajecné (Ideal, Slovakia, Bratislava (SR)

Jable¢na vlaknina (Natural, CR)

Otruby pseniéné (Evit, CR; termizované, bez istirenského prachu)

4.4.4 Priprava modelovych cerealnich kasi

4.4.4.1 Ceredlni slozka
Pro ptipravu ceredlnich smési bylo vybrano nésledujicich Sest vzorkli. VSechny byly

pofizeny v bézné maloobchodni siti. Ke kazdému vyrobku jsou uvedeny informace uvedené
na spotfebitelském baleni.

Klicky kukufi¢né, otruby amarantové, mouka pSenicnd celozrnnd a zitnd celozrnnd - viz
kap. 4.4.1.

Mouka pohankova celozrnna (Mlyn Smajstrla, CR)
- nutri¢ni hodnoty: energie neuvedena; bilkoviny 11 g; sacharidy 60 g; tuky 3 g

Mouka jeéné celozrmna (Bioharmonie, CR)
- nutri¢ni hodnoty: energie neuvedena; bilkoviny 11,5 g; sacharidy 79 g; tuky 2,5 g

4.4.4.2 Ovocnd/zeleninovd sloZka

Jako pfidatnd ovocnd slozka bylo pro praci vybrano nékolik druhi mistniho ovoce
zakoupeného v bézné siti supermarketti bez informaci o pfedchozim zpisobu skladovani
(doba, podminky). Ovoce bylo zakoupeno v Cerstvé nebo mrazené forme a pted pouzitim bylo
zpracovano do formy homogenizatu a lyofilizovano.

Lesni smés (mrazené ovoce) — smes v hmotnostnim poméru 1:1:1
- maliny, znacka Ardo Mochov
- bortivky, znacka Ardo Mochov
- jahody, znac¢ka Nowaco

Jablka (Cerstva)
- odrida Gala, ptivodem z Ceské republiky

Mrkev (Cerstva)

cvvr

4.5 Priprava vzorki cerealii pro analyzu

Podle povahy vzorkti a rovnéz pozadavkii metody bylo potfeba vzorky upravit na spravnou
konzistenci, se kterou bylo mozno dale pracovat.
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4.5.1 Priprava vzorki pro spektrofotometrické stanoveni fenolickych latek a
antioxidacni aktivity

Pro jednotnou konzistenci byly vzorky rozetfeny pomoci tlouc¢ku v tieci misce (vlocky),
rozmixovany v kuchynském mixéru (ryze, ochucené ceredlie) nebo ponechany bez uprav
(klicky, otruby, mouka). Dale byla ptidana destilovana voda a smés byla extrahovana 5 min
(cerealie), popt. 1 hodinu (ryze) pfi laboratorni teploté 25 °C. Po skonceni extrakce byl roztok
centrifugovan (10 000 ot/min, 5 min, 25 °C), aby bylo zabranéno ptechodu drobnych ¢astic
vzorku do analyzovanych roztoki a nedoslo tak kruSeni stanoveni. Né&které roztoky,
pfedev§im vzorkii s vy$§im mnozstvim bilkovin, byly c¢ifeny piidavkem 10% kyseliny
trichloroctové (v/v) a teprve poté byly centrifugovany a ptipraveny k analyze.

4.5.2 Priprava vzorku pro stanoveni katechint, fenolickych kyselin a sacharidia
metodou HPLC

Vzorek byl homogenizovan podle kap. 4.5.1 a nésledné extrahovan 50% vodnym roztokem
methanolu (v/v), pro cereédlie 5 min, pro vzorky ryze 1 hod, v pfipad¢ stanoveni sacharidd
byla doba extrakce 3 hodiny pro vSechny vzorky, etrakce probihala vzdy pfi teploté 25 °C. Po
extrakci byl roztok centrifugovan (10 000 ot/min, 5 min, 25 °C), supernatant byl pouzit
k pifimé analyze.

4.5.3 Priprava vzorku pro stanoveni individualnich flavonoidi metodou HPLC

Vzorek byl homogenizovan (kap. 4.5.1) a extrahovan ve vodé, pro ceredlie 10 minut, pro
ryzi 1 hodinu pfi laboratorni teploté 25 °C. Poté byl centrifugovan (10 000 ot/min, 5 min,
25 °C) a nasledovala extrakce ethylacetatem pii teploté 25 °C. Organické faze byla odebrana
a odpatena na rota¢ni vakuové odparce. Odparek byl rozpustén v mobilni fazi viz kap. 4.6.6 a
podle potfeby centrifugovan (10 000 ot/min, 5 min, 25 °C) a/nebo filtrovan ptes mikrofiltr
(porovitost 45 um).

4.5.4 Priprava vzorku pro stanoveni sacharidi spektrofotometricky

Vzorky byly homogenizovany podle kap.4.5.1, doba extrakce ve vod¢ vsak trvala
3 hodiny pii teploté 25 °C. Po uplynuti doby extrakce byly roztoky ¢ifeny Carrezovymi
roztoky za Gcelem odstranéni latek rusicich stanoveni.

Carrezovo cinidlo I - 15% roztok K4(Fe[CN]¢)

Carrezovo cinidlo II - 30% ZnSO4 [36]

Cinidla byla ptidavana postupné v mnozstvi 5% pavodniho objemu pifidané vody
ke vzorku pro kazdé €inidlo, nejprve €inidlo I a za stalého michani ¢inidlo II. V roztoku se
vytvofila oranzova sraZenina, kterd byla odstranéna centrifugaci (10 000 ot/min, 5 min,
25 °C). Nyni byl roztok pfipraven k analyze.

4.5.5 Priprava vzorku pro stanoveni anthokyani

Analyzovany vzorek byl homogenizovan (podle kap. 4.5.1) a poté diikladné rozmichan
ve 20 ml 1% kyseliny chlorovodikové v methanolu (v/v). Smés se ponechala 15 min
extrahovat na tfepacce pii teploté 25 °C, poté byl centrifugaci (5 min, 10 000 ot/min, 25 °C)
roztok oddélen od pevné Casti, kterd byla opakované extrahovana kyselinou chlorovodikovou

52



v methanolu pii teploté 25 °C. Supernatanty byly spojeny a v odmérné baiice doplnény
na 150 ml.

4.5.6 Priprava vzorku pro studium antimutagenity

Vzorky byly homogenizovany, viz kap. 4.5.1. Ke vzorku byla pfidana sterilni destilovana
voda a smés byla 10 min extrahovana pfi teploté 25 °C. Po skonceni extrakce byla smés
centrifugovana (10 000 ot/min, 5 min, 25 °C) ve sterilnich centrifuga¢nich kyvetich a
k analyze byl pouzit pouze roztok.

4.5.7 Priprava vzorku pro enkapsulaci

Pro enkapsulaci byla pouzita Cerstvé vymackand $tdva ze zkoumanych vzorkl a roztok
ziskany extrakei lyofilizovanych plodd (10 minut, 25 °C) 5% kyselinou citronovou.

4.5.8 Priprava vzorku pro stanoveni enkapsula¢ni icinnosti

Vzorek byl po enkapsulaci centrifugovan (40 min, 12 000 ot/min, 25 °C). V ziskaném
supernatantu byly stanoveny pozadované parametry.

4.5.9 Priprava vzorku pro stanoveni velikosti a stability ¢astic

Pro tato stanoveni byl roztok enkapsulovanych castic prefiltrovan pfed membranovy
extrudér a velikost ¢astic tak byla sjednocena dle velikosti portit membrany na 100 a 200 nm
pro lipidové ¢astice a na velikost 200 nm pro sachridové Castice.

4.5.10 Priprava vzorku pro vizualici elektronovym mikroskopem

Pro vizualizaci elektronovym mikroskopem bylo potieba prevést vzorek na pevnou fazi,
roztok enkapsulovanych ¢astic byl proto nejprve lyofilizovan a poté pouzit pro vizualizaci.

4.5.11 Kysela hydrolyza

V prosttedi 50% methanolu a 1,2M kyseliny chlorovodikové za varu dochazi ke §tépeni
glykosidickych vazeb glykosidii za uvolnéni pfislusného sacharidu a nesacharidové c¢asti
molekuly, tzv. aglykonu. Po skon¢eni hydrolyzy je roztok neutralizovan nasycenym roztokem
NaHCO3;, aby nedochazelo v prostiedi silné kyseliny k dehydrataci sacharidii na furfural
v piipadé pent6z nebo hydroxymethylfurfural v pfipadé hex6z. Ani jedna ze zminénych
slouCenin neposkytuje odezvu na refraktometrickém detektoru a takto dehydratované
sacharidy by tedy nebyly vpodminkidch metody stanoveni sacharidd (kap.4.6.9)
métitelné [113].

Do bariky s kulatym dnem byl odvazen vzorek, k nému bylo ptidano 50 ml 50% vodného
roztoku methanolu (v/v) a 30 ml 1,2M kyseliny chlorovodikové. Takto pfipravend smés byla
hydrolyzovana na vodni 1azni a teploté¢ 100 °C po dobu 2 hodin. Po skonéeni hydrolyzy bylo
pomoci nasycené¢ho roztoku NaHCOs; upraveno pH nahodnotu 3. Vzorek byl poté
centrifugovan (10 000 ot/min, 5 min, 25 °C), zfiltrovan pies mikrofiltr (pérovitost 0,45 um) a
pouzit k analyze [114].

Pokud byl hydrolyzovany vzorek dale pouzivan jako substrat k ptipravé produkéniho
média, bylo pH upravovano piidavanim pevného hydroxidu sodného az na hodnotu pH = 6.
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4.5.12 Enzymaticka hydrolyza

Princip hydrolyzy je stejny jako u hydrolyzy kyselé (kap. 4.5.11), zde je vSak ptihlédnuto
ke skutecnosti, Ze hydrolyzovany substrat je dale pouzit ke kultivaci mikroorganizmd.

Pro enzymatickou hydrolyzu byly pouzity plisiiové enzymy, resp. extracelularni enzymové
preparaty produkovany plisnémi Fusarium solani a Phanerochateae chrysosporium. Dale
byly pouzity komer¢ni enzymové preparaty AMG, Viscozyme L, Novozym 188 a Celluclast
(vSe Novozyme, Dansko). Pfidavek jednotlivych enzymu byl 2,7 ml 100x fedéného preparatu
ke 125 ml média s odpadnim substratem o koncentraci 30 g/I.

Enzymy byly pfidany do kultivacniho média, kde ¢éast nutricniho zdroje uhliku byla
nahrazena odpadnim ceredlnim materidlem. Byla sledovana schopnost enzymt $tépit substrat
a zéaroven vyuzitelnost takto naStépeného substratu mikroorganizmy ur¢enymi pro utilizaci
hydrolyzovaného substratu.

Navazka vzorku byla ptfidana ke kultivacnimu médiu a smés byla sterilovana. Po
vychladnuti byl pfidan enzymovy preparat. Hydrolyza probihala 24 hod pti laboratorni
teplote, ukoncena byla opétovnou sterilaci, pfi které doslo k inaktivaci enzymd.

4.5.13 Hydrolyza v prostiedi modelovych télnich tekutin

Pouzitim pfipravenych télnich tekutin k hydrolyze vzorku je simulovan proces probihajici
béhem traveni. Vzorek byl v pfipadé potfeby homogenizovan (kap. 4.5.1), poté byla ptidana
pripravend uméla st'ava. Hydrolyza probihala ptislusnou dobu pfi teploté 37 °C za ob¢asného
michani. Po hydrolyze byl vzorek centrifugovan (10 000 ot/min, 5 min, 25 °C) a roztok byl
pfipraven k analyze.

4.5.13.1 Priprava Zaludecni §¢’davy

Do kadinky bylo navazeno 250 mg pepsinu, pfiddno 100 ml destilované vody a 840 pl
35% HCI. Hodnota pH byla upravenana 0,9 £ 0,2 [115].

4.5.13.2 Piiprava pankreatické $t’avy

Do kadinky bylo navdzeno 250 mg pankreatinu a 1,5 g hydrogenuhli¢itanu sodného,
ptidano bylo 100 ml destilované vody. Hodnota pH byla upravena na 8,9 + 0,2 [115].

4.5.13.3 Priprava Zlucové §t' avy
K navazce 800 mg komeréné dodavané smési zluCovych Stav bylo pifidano 200 ml
destilované vody [115].

4.5.14 Priprava ovoce a zeleniny jako pridavné latky do cerealnich pripravki

Ocisteéné ovoce a zelenina bylo homogenizovano kuchyiiskym mixérem a ponechéno
24 hodin v mrazicim boxu pfi teploté¢ -18 °C. Poté bylo vSe lyofilizovano a pouZzito pro
ptipravu modelovych cerealnich kasi.

4.5.15 Urc¢eni vhodné koncentrace ¢astic pro pouZziti v potravinarstvi

Smichanim enkapsulovaného a neenkapsulovaného vzorku (Stava, extrakt) byly
ptipraveny smeési o koncentraci 0 %, 20 %, 40 %, 60 %, 80 % a 100 % enkapsulovaného
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vzorku. Zakal roztok a koncentrace vhodnd pro pouziti v potravinatstvi byly hodnoceny
vizualng.

4.6 Metody
4.6.1 Stanoveni celkovych polyfenoli

Ke stanoveni se pouziva Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo. Fenoly jsou oxidovany v zasaditém
prostfedi a v ¢inidle pfitomné molybdenany a wolframany jsou redukovany na smés modrych
oxidid wolframu a molybdenanu. Vzniklé modré zabarveni je umérné celkovému mnozstvi
puvodné piitomnych fenolickych sloucenin a stanovi se spektrofotometricky pii 750 nm.
Ziskané vysledky lze interpretovat jako mnozstvi celkovych polyfenoli ve vzorku, popt. jako
ekvivalent kyseliny gallové (GAE, Gallic Acid Equivalent), protoze kyselina gallova je zde
pouzita jako standard [116].

Obsah celkovych polyfenolli stanoveny touto metodou byva né¢kdy vyss$i nez soucet
individualnich fenolickych latek metodou HPLC (UPLC). Tato skute¢nost milize mit dva
divody. Moznou pfi¢inou muize byt skutecnost, Ze Folin-Ciocalteuova metoda je zaloZzena
na nespecifické redoxni reakci, takze vysledky mohou byt ovlivnény nefenolickymi
reduk¢énimi latkami pfitomnymi ve vzorku. U metody Folin-Ciocalteu je proto tfeba pocitat
s mirnym nadhodnocenim vysledkti. Dal§$imi metodami stanoveni celkovych polyfenoli jsou
napt. Price-Butlerova metoda s ferrikyanidem (PBM) nebo metoda pouzivajici
4-aminoantipyrin (AAPM) [27].

K pfipravenému extraktu vzorku v daném objemu byl pfipipetovan 1 ml destilované vody
a 1 ml desetkrat zfedéného Folin-Ciocalteuova ¢inidla, smes byla promichdna a ponechéna
5 min v klidu stat. Poté byl pfidan 1 ml roztoku Na,COs (7,5 g do 95 ml destilované H,0),
sm¢s byla opét promichdna a ponechéna stat 15 min. Vzniklé zabarveni roztoku bylo zméfeno
spektrofotometricky pti A = 750 nm. Pro piipravu slepého vzorku byla misto vzorku pouzita
destilovana voda.

Obsah celkovych polyfenold byl spocitan z regresni rovnice kalibraéni kiivky sestavené
pro standard kyseliny gallové, kterd byla rozpusténa v destilované vodé v koncentratnim
rozmezi 0,05-0,5 mg/ml.

4.6.2 Stanoveni celkovych flavonoidu

Chlorid hlinity tvofi stabilni kyselé komplexy s Cs ketoskupinou a s Cs; nebo Cs
hydroxylovou skupinou flavonoidi, roztok tak ziskava oranzové zabarveni, které je méteno
spektrofotometricky [117].

Do zkumavky bylo k objemu vzorku pfipipetovano 1,5 ml destilované H,O a 0,2 ml
roztoku NaNO; (5%, w/v), po promichani byly zkumavky ponechdany 5 min stat. Nasledné
bylo ptfidano 0,2 ml roztoku AICl; (10%, w/v), opét bylo promichano a nechdno 5 min stat.
Pak bylo ptidano 1,5 ml IM NaOH a 1 ml destilované H,O, po promichani a inkubaci 15 min
pti laboratorni teploté bylo spektrofotometricky zméfeno zabarveni roztoku pii A = 510 nm.
Jako slepy vzorek byla pouzita destilovana HO.

Pro sestrojeni kalibra¢ni kfivky byl pouzit roztok katechinu rozpusténého v absolutnim
ethanolu v rozmezi koncentraci 0,3-3 mg/ml.
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4.6.3 Stanoveni celkovych flavonolu

K roztoku vzorku byly pfidany 2 ml ethanolického roztoku AICls (2%, w/v) a 3 ml octanu
sodného (5 g/100 ml). Smés byla fadné¢ promichana a inkubovana pfi laboratorni teploté po
dobu 30 min, poté byla zméfena absorbance roztoku pti vinové délce 440 nm. Pro ptipravu
slepého vzorku byla misto roztoku vzorku pouzita destilovana voda.

Mnozstvi celkovych flavonoli ve vzorku bylo spocitano zregresni rovnice kalibra¢ni
kiivky sestrojené pro standard kvercetinu rozpusténého v absolutnim ethanolu
v koncentra¢nim rozmezi 1 - 50 pg/ml.

4.6.4 Spektrofotometrické stanoveni anthokyani

Roztok vzorku pfipraveny podle kap. 4.5.5 byl proméfen spektrofotometricky pii vinové
délce 528 nm. Jako slepy vzorek byl pouzit okyseleny methanol. Kyselina zde byla pouzita
z divodu zavislosti zbarveni anthokyanti na pH prosttedi.

Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena pro standard kyaninhydrochloridu v rozpéti hodnot 1 -
20 pg/ml.

4.6.5 Stanoveni katechinu a fenolickych kyselin metodou HPLC

Analyza obsahu katechinii a fenolickych kyselin byla provedena metodou RP-HPLC.
Analyza probihala na koloné Agilent Eclipse (C18, 5 um, 4,6 x 150 mm) nebo Agilent Zorbax
Eclipse Plus XDB (C18, 5 um, 4,6 x 150 mm). Eluce probihala izokraticky. Jako mobilni faze
byla pouzita smes methanol - 1% kyselina octova ve vodé (v/v) v poméru 25 : 75. Objem
davkovaci smycky byl 20 pl, pratok mobilni faze 0,75 ml/min a teplota separace 30 °C.
Detekce byla provedena spektrofotometricky pti A = 280 nm.

Kvantitativni vyhodnoceni bylo provedeno s pouzitim externi kalibrace pomoci
pfislusnych standardl. VSechny pouzité standardy (katechin, katechin gallat, epikatechin,
epikatechin gallat, kyselina ferulova, gallova a chlorogenova) byly rozpustény v absolutnim
ethanolu. Ze zasobnich roztokl byly pfipraveny koncentra¢ni fady a analyzovany za stejnych
podminek jako vzorky.

4.6.6 Stanoveni individudlnich flavonoidi metodou HPLC

Stanoveni obsahu individualnich flavonoidi bylo provedeno metodou RP-HPLC na koloné
Agilent Eclipse (C18, 5 um, 4,6 x 150 mm) nebo Agilent Zorbax Eclipse Plus XDB (C18,
5 um, 4,6 x 150 mm). Eluce probihala izokraticky. Jako mobilni fize byla pouzita smeés
acetonitril - methanol - destilovana H,O - kyselina fosfore¢na v poméru 30 : 20 : 49,5 : 0,5.
Teplota separace byla 30 °C, objem davkovaci smycky 20 ul, pritok mobilni faze
0,75 ml/min. Detekce byla provedena spektrofotometricky pti vinové délce 370 nm.

Obsah jednotlivych flavonoidd byl spocitan s pouzitim externi kalibrace pomoci
pfislusnych standardti. Standardy (rutin, morin, kvercetin, kemferol, apigenin, myricetin,
naringenin, luteolin) byly rozpustény v absolutnim ethanolu (rutin rozpustén v methanolu) a
byly ptipraveny koncentra¢ni fady, a ty pak analyzovany za stejnych podminek jako vzorky.

4.6.7 Stanoveni celkovych sacharidi podle Duboise
Pro stanoveni celkového mnozstvi sacharidi se vyuziva jejich rozkladu v silné kyselém
prostiedi. VétSina metod je zaloZena na dehydrataci sacharidi koncentrovanou kyselinou
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sirovou a nasledné kondenzaci vzniklych derivati s reakénim Ccinidlem (fenol, anthron,
orcinol) za vzniku barevnych kondenza¢nich produktd, které lze stanovit spektrofoto-
metricky [34].

K roztoku vzorku byl pipetovan 1 ml roztoku fenolu (5%, w/v) a 5 ml koncentrované
kyseliny sirové. Smés byla tadné promichdna a ponechiana stat v digestofi 30 min pfi
laboratorni teploté. Poté byla zméfena absorbance pti 490 nm proti slepému vzorku (misto
roztoku vzorku byla pouzita destilovana voda).

Pro vypocet obsahu celkovych sacharidli ve vzorku byla pouzita regresni rovnice
kalibra¢ni kiivky standardniho roztoku glukézy rozpusténé v destilované H>O v koncetraci 10
- 100 pg/ml.

4.6.8 Stanoveni redukujicich sacharidi podle Somogyiho - Nelsona

K nejrozsitenéj§im metodam stanoveni redukujicich sacharidli patfi metoda Somogyiho -
Nelsona. Vyuziva schopnosti redukujicich sacharidii vyredukovat z alkalického prostiedi
méd’natych soli oxid médny, ktery s arzenomolybdenanovym cinidlem poskytuje barevny
komplex, jehoz zabarveni se promé&ii spektrofotometricky [34].

K roztoku vzorku bylo pfidano 0,5 ml roztoku I a roztoku II. Zkumavky byly umistény
na 10 min na vrouci vodni lazen. Poté byly zkumavky ochlazeny a bylo pfidano 0,5 ml
roztoku III. Obsah byl promichdn a doplnén destilovanou vodou na celkovy objem 10 ml.
Smés byla zméfena spektrofotometricky p¥i A = 720 nm proti slepému vzorku, kdy misto
analyzovaného roztoku byla pouzita destilovana voda [118,119].

Mnozstvi redukujicich sacharidii bylo spocitano zregresni rovnice kalibraéni kiivky
sestrojené pro standardni roztok glukézy rozpusténé v destilované H,O v rozmezi koncentraci
5-50 ug/ml.

Roztok I - 3 g bezvodého Na,CO;, 2g NaHCO;, 18 g bezvodého Na,SO4 1,5¢g
tetrahydratu vinanu draselno-sodného (Seignettova sil), vSe rozpusténo ve 100 ml destilované
H,0.

Roztok II - 2 g CuSO4 - 5 Hy0, 12 g bezvodého Na SOy, rozpusténo ve 100 ml destilované
H,0.

Roztok 111 - 5,33 g (NH4)2Mo00O4 rozpusténo ve 100 ml destilované H,O, k tomu pipetovano
4,67 ml H,SO,4, nakonec bylo ptfidano 0,667 g Na,HAsO,4 * 7 H,O rozpusténého v 5,56 ml
destilované H,O. Tento roztok byl ponechan stiat ve tmé pfti laboratorni teplot€ po dobu
48 hodin [118,119].

4.6.9 Stanoveni mono a disacharidiu metodou HPLC/RI

Analyza vzorkd probihala metodou HPLC. Separace probihala na kolon¢ Agilent Zorbax
Eclipse C18-NH2 (5 um, 4,6 x 150 mm), popt. Supelcosil, LC-NHj, 5 um, 4,6 x 250 mm,
Supelco. Eluce probihala izokraticky. Jako mobilni faze byla zvolena smeés acetonitrilu a
destilované vody v poméru 75 : 25, pritok byl nastaven na 1,0 ml/min, teplota separace
na25°C, objem davkovaci smycky na20pul. Detekce byla provedena pomoci
refraktometrického detektoru.

Kvantitativni vyhodnoceni bylo provedeno pomoci externi kalibrace s vyuzitim
ptislusnych standardii rozpusténych v mobilni fazi a analyzovanych za stejnych podminek
jako vzorky.
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4.6.10 Analyza sacharidi ve vzorcich po enzymatické hydrolyze a kultivaci

Navazka vzorku (30 g) byla rozpusténa ve sterilnim kultivaénim médiu (1 000 ml), k tomu
bylo ptfidano po 2,7 ml od kazdého 100krat zfedéného enzymatického preparatu - AMG,
Viscozyme, Celluclast, Novozyme a vSe bylo ponechano stat 24 hodin pfi laboratorni teplot¢.
Poté bylo médium znova sterilovano, po vychladnuti zaoCkovano kvasinkou Rhodotorula
glutinis. Kultivace probihala podle kap. 4.6.21. V médiich byly stanoveny sacharidy pted a po
hydrolyze a dale byla média pouzita pro kultivaci kvasinek.

4.6.11 Stanoveni rozpustného podilu

Pro ptesnéjsi vypocet obsahu celkovych a redukujicich sacharidl byla ziskana koncentrace
sacharidu pfepoctena nejen na 100 g vyrobku, ale také na 100 g jeho rozpustného podilu.

Rozpustny podil byl stanoven jako rozdil navazky vzorku ptfed jakoukoli Upravou a
hmotnosti vysuseného zbytku po 3 hodinové extrakci. SuSeni probihalo pti 60 °C.

4.6.12 Testovani antimutagenity na kvasinkach Saccharomyces cerevisiae D7

4.6.12.1 Kultivace a uchovdavdani kvasinky S.cerevisiae D7

Buiiky byly uchovavany a/nebo kultivovany v médiu o sloZeni:

Tab. 5 YPD médium (Yeast extract Peptone Dextrose)

baktopepton 10g
suSeny kvasni¢ny autolyzat 10g
glukdza 10g
agar (pro pevné médium) 20¢g
destilovana voda 100 ml

Tekuté médium bylo sterilovano 30 min a po vychlazeni zaokovano 3 klickami zasobni
kultury kvasinky. Takto pfipravena bunécna suspenze byla po 16 - 18 hodinach kultivace pfi
28 °C, tzn. v exponencialni fazi ristu buné€k, urena pro test antimutagenity. Kolonie bun¢k
na pevném médiu byly pouzity pro dlouhodobé uchovavani pti teploté 2 - 8 °C.

4.6.12.2 Piiprava selektivnich médii

Pro testovani antimutagennich/genotoxickych vlastnosti vzorkii byla pouzita dvé selektivni
média se spole¢nym zakladem:

Tab. 6 Pevné minimalni médium

(NH4),SO4 0,71 g

KH2P04 1,41 g

MgSO, 7 H,O 0,71 g

glukéza 14,14 g

agar 14,14 g

destilovana voda 660 ml

Tab. 7 Selektivni médium pro sledovani mitotické genové konverze (Trp-konverze)
adenin 18,86 mg
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L-izoleucin 56,57 mg
L-valin 56,57 mg
vitaminovy roztok 3,80 ml
pevné minimalni médium 660 ml

Tab. 8 Selektivni médium pro sledovani reverzni mutace (lle-reverze)

adenin 37,72 mg
L-tryptofan 37,72 mg
vitaminovy roztok 7,60 ml
minimalni pevné médium 660 ml

Aminokyseliny byly navazeny zvlast a rozpuStény v 50 ml sterilni destilované vody,
do média byly spolu s vitaminovym roztokem ptidany az po jeho ¢aste¢ném ochlazeni.

Tab. 9 Vitaminovy roztok

inozitol 250 mg kyselina nikotinova 15 mg
riboflavin 75 mg kyselina aminobenzoova 15 mg
thiamin 25 mg pantotenat vapenaty 15 mg
pyridoxin 15 mg biotin 0,25 mg
destilovana voda 100 ml

4.6.12.3 Postup testovdni antimutagennich ucinku

Bunééna suspenze kvasinek byla po 16-18 hod kultivace rozdélena po 10 ml
do plastovych uzaviratelnych centrifuga¢nich zkumavek. Butiky byly centrifugovany
(4 500 ot/min, 5 min, 20 °C). Buné¢ny sediment byl 3krat promyt fosfatovym pufrem o pH 7.
Pfi poslednim promyvani byl u piislusnych zkumavek objem pufru upraven tak, aby po
doplnéni vzorku byl vysledny objem 10 ml.

Tab. 10 SlozZeni Sorensenova fosfatového pufru

Na,HPO4 " 12 H,0O 1,427 g
KH2P04 0,363 g
destilovana H,O 100 ml

Pro vyvolani mutace byl pouzit standardni roztok mutagenu 4-NQO (4-nitrochinolin N-
oxid) o koncentraci 6 mg/100 ml 99,5% acetonu.

Pro kaZzdé testovani byly pripraveny nasledujici smési:

Pozitivni kontrola = buiiky ovlivnéné pouze 0,1 ml roztokem mutagenu

Negativni kontrola = buiiky ovlivnéné rozpoustédlem mutagenu - 0,1 ml 99,5% acetonu
Antimutagenni aktivita = buniky ovlivnéné 0,1 ml mutagenu a piislusSnym objemem roztoku
vzorku

Letalni kontrola = buiiky ovlivnéné pouze roztokem vzorku

Spontanni reverze = ni¢im neovlivnéné buiky
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Do vsech zkumavek bylo na zavér napipetovano 5 pl roztoku antibiotika ampicilinu
ptipraveného v koncentraci 0,2 g/ml destilované H,O.

Po 20 hodinach ptsobeni mutagenu pfi teploté 28 °C byly zkumavky opét centrifugovany a
3krat promyty fosfatovym pufrem.

Na selektivni médium pro sledovani mitotické genové konverze bylo naneseno 0,1 ml
bundné suspenze o obsahu 10° bungk v 1 ml suspenze. Stejny objem suspenze o koncentraci
10" bunék v 1 ml suspenze byl nanesen na selektivni médium pro sledovani reverzni mutace.

Pocet konvertantd byl hodnocen po 5 dnech, pocet revertantii po 10 dnech kultivace pii
28 °C.

Procenta inhibice antimutagennich/genotoxickych Uc¢inkd vzorku byly spocitany podle
rovnice:

% inhibice = 100 - [(VZ/PK) * 100] (1)

VZ... poCet kolonii na Petriho misce vyrostlych v pfitomnosti mutagenu i vzorku
PK... pocet kolonii vyrostlych na Petriho misce pouze v pfitomnosti mutagenu

4.6.13 Studium antimutagenni aktivity s vyuZitim prvoka Euglena gracilis

4.6.13.1 SloZeni média pro kultivaci

Pro sledovani antimutagennich/genotoxickych vlastnosti vzorkt byl testovaci organizmus
kultivovan ve smési dvou médii (Euglena gracilis médium a Jaworského médium), ktera byla
smichana v poméru 1:1 (v/v). Po n€kolika provedenych testech bylo zji§téno, ze pro ptipravu
média je vhodné&jsi pouzit misto deionizované vody vyluh z hliny, ¢imz se charakter média
vice blizi ptirozenému prostiedi, ve kterém se ve volné ptirod€ prvok vyskytuje [120,121].

Piiprava pudniho vyluhu

Smés hliny (100 g) a deionizované vody (1 000 ml) byla sterilovdna a po vychladnuti byl
roztok steriln¢ filtrovan pfes gdzu a nasledné pfes filtraéni papir. Poté byl roztok opét
sterilovan a nasledné pouzit pro ptipravu média.

Tab. 11 Euglena gracilis médium

CaCl, 0,01 g
CH3;COONa " 3 H,O 1.0g
Lab-Lemco Powder 10g
trypton 20g
kvasni¢ny extrakt 20g
agar (pro pevné médium) 150¢g
pudni vyluh 1 000 ml

Tab. 12 Jaworského médium (navazky uvedeny v gamech)

1) Ca(NOs), 4 H,O 4,0

2) KH,PO, 2,48
3) MgS0,4 7 H,O 10,0
4) NaHCO;, 3,18
5) EDTAFeNa 0,45
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EDTANa, 0,45
6) HyBO; 0,496
MHCIQ' 4 H,O 0,278
(NH4)6M07024' 4 H,0O 0,20
7) kyanokobalamin 0,008
thiamin HCI 0,008
biotin 0,008
8) NaNOs 16,0
9) NazHPO4’ 12 HZO 7,2

Roztoky 1) - 9) byly pfipraveny zvlast' a to rozpusténim uvedenych navazek ve 200 ml
deionizované vody, na konec¢nou ptfipravu média byl pouzit 1 ml zkazdého roztoku a
deionizovanou vodou byla smés doplnéna na 1 000 ml a sterilovana. Po sterilaci byl pouze
pfidan roztok 7), aby nedoSlo k degradaci rozpusSténych vitaminl, dale bylo pfidano
antibiotikum streptomycin v mnozstvi 50 pg/ml média. Do ptipravenych sterilnich ban¢k bylo
rozlito po 100 ml média a ze zadsobni misky byla kazda barika zaoCkovana tfemi klickami
kultury. Organizmus se ponechal 72 hodin rist, poté bylo odebrano 5 ml média a pfevedeno
do sterilnich uzaviratelnych centrifugacnich kyvet.

Pro testovani byly pouzity nasledujici smési:

Pozitivni kontrola = buiiky prvoka ovlivnéné roztokem mutagenu

Negativni kontrola = bunky v pfitomnosti rozpoustédla mutagenu

Antimutagenni aktivita = buniky ovlivnéné roztokem mutagenu v pfitomnosti roztoku vzorku
Letalni kontrola = suspenze buné€k v piitomnosti roztoku vzorku

Spontanni reverze = pouze suspenze bunck

Kultivace probihala v termostatu pfi konstatni teploté 25 °C za stalého osvétleni. Po
12 dnech byl test ukoncen centrifugaci bunéénych suspenzi (4 500 ot/min, 5 min, 25 °C).
Supernatant byl odlit a pro extrakci chlorofylovych barviv byly buiikky doplnény acetonem
na pivodni objem a ponechdny pfi teplot¢ 25°C ve tmé stat. Poté byly buiky opét
centrifugovany (4 500 ot/min, 5 min, 25°C) a spektrofotometricky byla proméfena
absorbance supernatantu pfi vinové délce 663 nm pro chlorofyl a a 645 nm pro chlorofyl b.

vypocet pro chlorofyl a: ¢, = 12,70 . Ases - 2,69 . Agss (mg/ml) (2)
vypocet pro chlorofyl b: ¢, =22,90 . Agys - 4,68 . Ages (mg/ml) 3)

4.6.14 Studium antimutagenity s vyuzitim bakteridlniho kmene Escherichia coli

4.6.14.1 Piiprava kultury pro testovdani

Do Erlenmeyerovy bariky bylo pielito 20 - 25 ml média Oxoid#2 nutrient broth ze zasobni
lahve a zaockovano kulturou (blotky ECDiscs™), na dany objem média postagoval jeden
blo¢ek. Médium bylo kultivovano na tfepacce pii teploté 37 °C, 150 ot/min po dobu 12 -
16 hodin. Vhodna absorbance kultury pied zacatkem testovani je 1 - 1,4 pfi A = 660 nm,
tj. mnozstvi bungk 1 -2 10°/ml.
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4.6.14.2 Piiprava média

Obsah lahve oznacené jako Trp-agar byl rozpustén na vrouci vodni lazni. Po Gplném
rozpusténi byla ldhev umisténa na vodni lazeni temperovanou na 45 °C na dobu minimalné
45 minut.

4.6.14.3 Piiprava aktivacniho systému S9

Potiebné mnozstvi vialek obsazenych v testovaci sadé bylo rehydratovano 2,1 ml ledové
destilované vody a michdno az do uplného rozpuSténi obsahu. Reagencie NADPH
REGENSYS byla pouzita s obsahem rizné koncentrace systému jaterniho homogenatu S9.
Pro 5% koncentraci byly do lahvi¢ky s roztokem pfipipetovany 2 ml rehydratovaného roztoku
S9 a 2 ml sterilni H,O. V ptipadé¢ 10% koncentrace byly pfipipetovany 4 ml roztoku S9.
Do pouziti byly roztoky uchovavany v chladu, t€sné pfed pouzitim byl pfidan obsah lahvicky
s NADP a vse bylo fadn¢ promichéno.

4.6.14.4 Studium antimutagennich vlastnosti

Stojanek se zkumavkami byl temperovan ve vodni lazni na 45 °C, do kazdé zkumavky
byly pipetovany 2 ml rozpusténého agaru a 100 ul ptislusné kultury, dale bylo do zkumavek
pipetovano:

Bez aktivace pomoci S9

Kontrola rozpoustédla = 100 ul rozpoustédla vzorku

Test antimutagenity = 100 ul vzorku, ve tfech vzestupnych koncentracich
Pozitivni kontrola = 100 pul mutagenu (methyl methansulfonat, MMS)

S aktivaci pomoci S9

Kontrola rozpoustédla = 100 pul rozpoustédla vzorku a 500 pl pfipravené smési S9

Test antimutagenity = 100 ul vzorku, ve tfech vzestupnych koncentracich a 500 pul ptipravené
smési S9

Pozitivni kontrola = 100 pl mutagenu (2-aminoanthracen, 2-AA)

Stejny postup (bez aktivace i s aktivaci) zopakovat pro druhy kmen.

Zkumavky byly ihned promichany a obsah byl pielit na pfipravené misky Minimal Glucose
Agar a rozetfen hokejkou. Po zatuhnuti byly misky ulozeny do termostatu na 48 hodin pfii
teploté 37 °C. Odecet kolonii byl proveden po dvou a Sesti dnech.

Antimutagenni ucinek byl spocitan jako procenta inhibice u¢inku mutagenu podle rovnice (1),
viz kap. 4.6.12.3.

4.6.15 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou ABTS

Tato metoda je jednou ze zékladnich pro stanoveni antioxida¢ni kapacity. Kation-radikal
ABTS byl generovan peroxodisiranem draselnym, ktery reaguje s ABTS ve stechiometrickém
pomeéru 1:2 (K2S;05: ABTS). Nadbytek ABTS je potfebny pro zachovani stability reakéni
smési. Pokud je pomér [ABTS]/[ABTS""] roven 50, pak se absorbance samotné reakéni smési
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s ¢asem neméni, pokud je vSak tento pomér blizky nule, je reakéni smés nestabilni a dochazi
ke znatelnému poklesu absorbance v zavislosti na ¢ase [122].

Sloucenina ABTS byla rozpusténa v destilované vod¢ na koncentraci 7 mM. Radikalovy
kation ABTS®" byl ziskdan reakci s peroxodisiranem draselnym (2,45 mM, koneéni
koncentrace). Roztok byl ponechén stat ve tmé pfi laboratorni teploté nejméné 12 hodin. Pted
pouzitim byl roztok ABTS"" zfedén UV-VIS ethanolem na absorbanci 0,700 * 0,02 pfi vlnové
délce 734 nm [123].

Spektrofotometr byl vynulovan na UV-VIS ethanol. Do zizené kyvety byl napipetovan
1 ml ABTS® a piislusny objem roztoku vzorku. Hodnota absorbance byla odedtena
v 10. minuté (hodnota A;). Jako vychozi hodnota pro odecet absorbance byl pouzit 1 ml
ABTS® a pfislusny objem destilované  H,0, absorbance byla odeStena rovnéz
v 10. minuté (Ay).

Do regresni rovnice byla dosazovana hodnota AA (Ao - A;). Kalibra¢ni kifivka byla
sestavena pro standardni roztok Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
karboxylova kyselina) rozpu$téného v 60% ethanolu. Rozmezi koncentraci bylo 50 -
400 pug/ml.

Hodnota antioxidacni aktivity byla vyjadiena jako hodnota TEAC (Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity), coz pfedstavuje antioxidacni aktivitu vzorku ve stejné mife, jakoby
vzorek obsahoval vypocitané mnozstvi Troloxu [124].

4.6.16 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH

Metoda vyuziva schopnosti antioxidantd zhaset radikdl DPPH. Jednd se o stabilni
organicky volny radikal tmavé fialové barvy, ktery je akceptorem atomu vodiku. Pfi reakci
dojde ke ztraté chromoforu za vzniku stabilni Zluté diamagnetické molekuly. Radikal DPPH
je citlivy na pfitomnost vodikového atomu, metoda proto funguje pii velmi nizkych
koncentracich [125,126].

Roztok vzorku byl doplnén methanolem na objem 2 ml, k tomu byly pfidany 2 ml 0,16 M
roztoku DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl) v methanolu. Smés byla promichdna a
zkumavky byly 30 min inkubovany ve tm¢ pfi teploté 37 °C. Poté byla smés opét promichana
a zabarveni roztoku bylo zméfeno spektrofotometricky pfi vinové délce 517 nm [127].

Pro vypocet antioxidacni aktivity bylo potfeba piipravit si kromé reakéni smési obsahujici
radikdl DPPH také blank bez roztoku radikdlu, aby bylo eliminovdno zbarveni zplisobeno
samotnym vzorkem. Rovnéz byla pfipravena kontrola, kterd obsahovala pouze 2 ml
methanolu a 2 ml DPPH. Spektrofotometr byl nulovan na ¢isty methanol.

Schopnost vzorku vychytavat volné radikdly byla vypocitana dosazenim naméfenych
hodnot do rovnice:

% vychytavani = {1 - [( Az - Avz1) / Aro 1} * 100 (4)

Az vzorek (x ml) + MeOH (2-x ml) + DPPH v MeOH (2 ml)

Ayzbl.....vzorek (x ml) + MeOH (2-x ml + 2 ml) (0 ml DPPH)

Agoenene. MeOH (2 ml) + DPPH (2 ml)

Sestavenim kalibracni kiivky pro standardni roztok Troloxu (rozmezi koncentraci 0,05 -
10 wg/ml, rozpusténo v 60% ethanolu) bylo rovnéz mozno vyjadfit antioxidacni aktivitu
v jednotkach TEAC (viz kap. 4.6.15) [123].
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4.6.17 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou B-CLAMS

V tomto systému je odebran jeden atom vodiku z dialylové methylenové skupiny kyseliny
linolové, tim vznikne volny radikal kyseliny, ktery napada vysoce nenasycenou molekulu
B-karotenu [128]. B-karoten ztrati dvojné vazby a dojde k odbarveni charakteristické oranzové
barvy. Tato oxidativni destrukce je métena spektrofotometricky pii 470 nm.

Rychlost degradace P-karotenu zalezi na antioxida¢ni kapacité extraktu. Schopnost
extraktu zpomalit/zastavit oxidaci B-karotenu muize byt popsana jako reakce volného radikalu
a primarniho antioxidantu [126]. Srovnavaci antioxida¢ni aktivita je hodnocena podle
schopnosti antioxidanti v roztoku zabranit oxidaci emulze P-karoten - kyselina linolova
[129]. Testovani lipidové peroxidace je v mnohych pracich upfednostiiovano pied DPPH a
ABTS testy [130].

Do barnky s kulatym dnem bylo navézeno 40 mg kyseliny linolové a 400 mg Tweenu 40,
k tomu bylo pfidano 1,2 ml roztoku B-karotenu v chloroformu (1 mg/ml). Chloroform byl
odstranén na rota¢ni vakuové odparce a k odparku bylo postupné za stdlého michani
pridavano 100 ml vody Mili Q do vytvoteni ¢iré emulze.

Do zkumavky bylo pipetovano 5 ml emulze a 0,5 ml roztoku vzorku. Smés byla ihned
promichana a zabarveni roztoku bylo zméfeno spektrofotometricky pfi 470 nm. Poté byla
sm¢s inkubovana 30 min ve vodni 1azni o teploté 50 °C a opét byla zméfena absorbance. Pro
ziskani kontrolnich hodnot byl vzorek nahrazen 0,5 ml destilované vody [129,131,132].

Rychlost degrace byla spocitana podle rovnice [129]:

RD = In (A¢/Azp)*t &)

RD.... rychlost degradace
Ay......pocatecni absorbance
Ajsp....absorbance po 30 min

{ U doba trvani inkubace v min

Antioxidacni aktivita pak byla spocitana podle rovnice:
A0A = [(RDy, - RDy,) / RDy,] * 100 (6)

AoA... antioxidaéni aktivita
RDx,... rychlost degradace kontroly
RDy,... rychlost degradace vzorku

4.6.18 Titracni stanoveni kyseliny askorbové

Navazka vzorku byla homogenizovana a poté rozpusténa v malém mnozstvi 2% HCI.
Roztok byl kvantitativné preveden do odmérné baiiky o objemu 25 ml a po rysku doplnén
2% HCI. Takto pfipraveny roztok byl pfeveden do titracni baiiky a titrovan odmérnym
roztokem 2,6-dichlorindofenolu o koncentraci 0,5 mM do lososoveé rizového zbarveni stalého
minimalné 15 sekund. Standardizace byla provedena pro roztok kyselina L-askorbové.

64



4.6.19 Stanoveni kyseliny askorbové metodou HPLC

Navazka vzorku byla homogenizoviana a ihned pfevedena do 2% roztoku kyseliny
metafosforecné. Smés byla centrifugovana (10 000 ot/min, 5 min, 5 °C) a pouZita pro piimy
nastiik.

Separace probihala na koloné¢ Zorbax Eclipse C18-NH; (4,6 x 150 mm, 5 um, Agilent).
Eluce probihala izokraticky. Jako mobilni faze byla pouzita smés 0,05 M octan sodny -
acetonitril v poméru 95 : 5. Rychlost priitoku mobilni faze byla 0,6 ml/min, objem davkovaci
smycky 20 um, teplota separace 30 °C. Detekce byla provedena spektrofotometricky
pfi 254 nm.

Kvantitativni vyhodnoceni bylo provedeno pomoci externi kalibrace s pouzitim standardu
kyseliny L-askorbové.

4.6.20 Spektrofotometrické stanoveni p-karotenu

Intenzita zbarveni roztoku vzorku je pfimo imérnéa koncentraci karotenti v roztoku.
Karoteny byly ze vzorku extrahovany methanolem (10 min, 25 °C). Absorbance byla
zmeétena proti methanolu jako blanku pfi 450 nm. Jako standard byl pouzit $-karoten.

4.6.21 Kultivace kvasinky Rhodotorula glutinis

Kvasinka Rhodotorula glutinis patfi mezi mezofilni aerobni mikroorganizmy. Kultivace
probihala souhrnné 128 hodin pfi teploté 25 °C za neustalého tfepani (90 ot/min) a osvétleni
za ucelem produkce karotenoidu.

4.6.21.1 SloZeni médii

Inokulaéni média byla pfipravena tak, aby pomér INO I a INO II byl 1 : 5. Vysterilované
médium INO I bylo zaockovano tfemi klickami kultury ze zasobni Petriho misky. Kultivace
probihala 24 hodin. Po ukonceni bylo médium sterilné¢ prelito do média INO II, kultivace
probihala opét 24 hodin.

Tab. 13 SlozZeni inokula I a Il pro kultivaci kvasinky R. glutinis

KH2P04 5 g
(NH4)ZSO4 5 g
MgSO, 7 H,O 0,696 g
glukdza 40 g
kvasni¢ny autolyzat 7g
vodovodni voda 1 000 ml

Slozeni produkéniho média je uvedeno v Tab. 14 . Varianty pouzitého zdroje uhliku uvadi
Tab. 15 . Do produkéniho média bylo pfilito tolik INO II, aby byl zachovan pomér INO 1I :
produkéni médium — 1 : 5.

Tab. 14 SlozZeni produkcniho média

KH,PO, 4g
(NH4)ZSO4 4 g
MgSO, " 7 H,O 0,696 g
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vodovodni voda 1 000 ml

4.6.21.2 Varianty pouZitého zdroje uhliku

Néhradni zdroj uhliku (loupand a neloupana ryze) byl upraven dvéma zptisoby, extrahovan
do vody (resp. pouze homogenizovan), ptipadné enzymaticky (kap. 4.5.12) hydrolyzovan.

Tab. 15 Prehled pouzitych zdrojut uhliku a jejich uprava

zdroj uhliku mnozstvi
kontrola glukoza 30 g/l
ptirodni vajecné téstoviny 30 g/l
loupana ryze 30 g/l
jable¢na vldknina 30 g/l
pSeni¢né otruby 30 g/l
enzymatickd hydrolyza substraty + AMG 30 g/l +2,7 ml
substraty + Novozyme 30 g/l +2,7 ml
substraty + Celluclast 30 g/l +2,7 ml
substraty + Viscozyme 30 g/l +2,7 ml

4.6.21.3 Stanoveni biomasy v produkcénich médiich

V jednotlivych produkénich médiich bylo spektrofotometricky zméfeno mnozstvi biomasy.
1 ml média byl nafedén na méfitelnou absorbanci a pti vinové délce 630 nm byl roztok
proméfen. Pomoci regresni rovnice byla absorbance pfepoctena na mnozstvi biomasy v g/litr
média.

Regresni rovnice pro kmen Rhodotorula glutinis 20-2-33: y=0,1974 " x - 0,0234

4.6.21.4 Stanoveni metaboliti v produkcénich médiich

V extraktu z odstfedéné biomasy byly stanoveny koncentrace karotenoidd. Karotenoidy,
ergosterol i1 koenzym Q jsou soucasti lipidické frakce. Lze je izolovat soucasné
nékolikastupiovou extrakci spojenou se zmydelnénim. Butiky ze 100 ml média byly
centrifugovany, rozetfeny s 50 ml acetonu. Pfidavkem 50 ml 10 % alkoholického roztoku
KOH bylo zahdjeno zmydelnéni na vodni lazni pi 90 °C po dobu 30 minut. Nezmydelnitelny
podil byl po ochlazeni 3-krat extrahovany diethyleterem. Spojené etherové frakce byly
odpateny na vakuové odparce.

Smés karotenoidl byla poté separovana a analyzovana metodou RP-HPLC/PDA. Spojené
etherové extrakty byly rozpuStény v 1 ml ethanolu pro UV, ptefiltrovany pifes mikrofiltr
(porozita 0,45 um) a kratce centrifugovany. Analyza probihala izokraticky za pritoku mobilni
faze 1,0 ml/min, teploté 45 °C, na koloné Kinetex C18 (150 x 4,6 mm; 2,6 um; Phenomenex)
s ptedkolonou C18 a s detekci pti 450 nm pro karotenoidy, 285 nm pro ergosterol a 250 nm
pro koenzym Q. Vzorek (10 - 20 pl) byl eluovan methanolem pro HPLC (Gradient Grade).
Data byla zpracovana chromatografickym software Xcalibur. Identifikace a kvantifikace byla
provedena s vyuzitim externich standardd.
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4.6.22 Stanoveni enkapsulacni ucinnosti

Enkapsula¢ni ti€innost byla vypocitana z hodnot ziskanych prométenim daného parametru
ve §tave nebo extraktu pfed enkapsulaci a po enkapsulaci.

4.6.23 Priprava lipidovych ¢astic metodou odparovani na tenké vrstvé (Thin Layer
Evaporation, TLE)

Navazka 80 mg lecithinu a 10 mg cholesterolu byla rozpusténa v 10 ml smési rozpoustédla
(chloroform:methanol - 4:1). Ziskany roztok byl ptelit do odpatovaci baiiky a za teploty 25 °C
do sucha odpaten na rota¢ni vakuové odparce. K odparku bylo ptidano 5 ml roztoku vzorku a
smés byla stfidavé michdana na vortexu a ultrazvukovana, dokud nedo$lo k Gplnému
rozpusténi lipidového filmu na sténach bailky. Po rozpusténi byl roztok centrifugovan,
supernatant byl pouzit pro stanoveni enkapsula¢ni u¢innosti a velikosti a stability ¢astic. Pro
ptipravu ¢astic bez enkapsulovaného roztoku byl misto roztoku vzorku pouzit fosfatovy pufr
opH=8[133].

4.6.24 Priprava lipidovych ¢astic metodou odparovani na reverzni vrstvé (Reverse
Phase - Thin Layer Evaporation, RP-TLE)

Navazka 62,5 mg cholesterolu a 250 mg lecithinu byla rozpusténa v 50 ml smési
rozpoustédla (cholesterol:methanol - 4:1). Roztok byl ptelit do odpatfovaci baiiky a do sucha
odpaten na rotacni vakuové odparce pfi teploté 25 °C. Odparek byl rozpustén ve 40 ml etheru,
k roztoku bylo pfidano 10 ml roztoku vzorku a smés byla ultrazvukovana pfiblizn€¢ 1 minutu
do vytvofeni stabilni emulze. Ether byl odpafen za laboratorni teploty na rotacni vakuové
odparce a zbyld smés ptesla na vodnou suspenzi. Ta byla nasledné doplnéna na objem 50 ml
v piipadé stavy destilovanou vodou, v piipadé extraktl lyofilizatl 5% kyselinou citrénovou
[134]. Ptipravené roztoky byly centrifugovany a supernatanty byly pouzity pro stanoveni
enkapsulacni ucinnosti. Pro pfipravu prazdnych castic byl misto roztoku vzorku pouzit
fosfatovy pufr o pH = 8.

4.6.25 Priprava lipidovych ¢astic metodou ethanolového vstiikovani

4.6.25.1 Izolace lecitinu 7 vajecného Zloutku

Zloutek byl smichan s 25 ml acetonu a za ob¢asného michani ponechan stat 10 minut pti
laboratorni teploté 25 °C. Poté byla smés filtrovana a s filtratnim kolaéem byl postup
zopakovan. Zbyld srazenina na filtru byla rozpu$téna v 10 ml ethanolu, smés byla
ptefiltrovana, se srazeninou na filtru byl postup zopakovan. Ethanolové filtraty byly spojeny a
odpateny do sucha. Vznikly odparek - vyizolovany lecithin - byl rozpustén v 15 ml
ethanolu [119].

4.6.25.2 Piiprava Cdstic

Roztok lecithinu byl pomoci injekéni stiikacky s tenkou jehlou velmi pomalu vstikovan
do roztokli vzorki v poméru 1:1 [133]. Pfipravené roztoky castic byly centrifugovany a
supernatant byl pouzit pro stanoveni enkapsulacni Gi€innosti a stability a velikosti ¢astic. Pro
ptipravu ¢astic bez roztoku vzorku byl lecithin vsttikovan do fosfatového pufru o pH = 8.
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4.6.26 Priprava polysacharidovych ¢astic - chitosanové ¢astice

250 mg chitosanu bylo rozpusténo v 25 ml 5% kyseliny octové smichané s 25 ml roztoku
vzorku. Vznikld smés byla ultrazvukovana a po malych davkach do ni byly pridavany 4 ml
2% tripolyfosfatu sodného [135]. Roztok ptipravenych Castic byl centrifugovan, supernatant
byl pouzit ke stanoveni enkapsulacni ucinnosti, stability a velikosti ¢astic.

Pro ptipravu prazdnych ¢astic byl roztok vzorku nahrazen pufrem.

4.6.27 Priprava polysacharidovych ¢astic - chitosan-alginatové ¢astice

25 ml alginatu o koncentraci 6 mg/ml bylo smichano s 25 ml roztoku vzorku. Pomoci HCI
bylo pH upraveno na hodnotu 5. Poté bylo do roztoku za stalého ultrazvukovani ptidavano
10 ml CacCl, o koncentraci 3,35 mg/ml a hodnoté pH = 5 (upraveno pomoci HCI) a nasledné
bylo pomalu ptidavano 20 ml roztoku chitosanu (0,8 mg/ml 1% kyseliny octové, pH upraveno
na hodnotu 5 pomoci NaOH) [136]. Roztok pfipravenych c¢astic byl centrifugovan,
supernatant byl pouzit ke stanoveni enkapsulacni G¢innosti, stability a velikosti ¢astic.

Pro ptipravu prazdnych ¢astic byl roztok vzorku nahrazen pufrem.

4.6.28 Stanoveni velikosti ¢astic

Velikost castic byla stanovena metodou dynamického rozptylu svétla (Dynamic Light
Scattering, DLS), kterd pracuje na principu osvétlovani ¢astic vzorku laserem a méfeni
fluktuace intenzity rozptyleného svétla [137].

Pted samotnym meéfenim byla upravena velikost ¢astic podle kap. 4.5.9. Vzorek byl pak
zfedén na koncentraci vhodnou pro stanoveni.

4.6.29 Stanoveni stability ¢astic - urceni zeta-potencialu

Pro stabilitu lipozomid a jinych ¢astic je dilezitd nenulova hodnota elektrokinetického
potencidlu ({-potencialu), jehoz velikost uddva stabilitu koloidniho systému. Absolutni
hodnota naboje vétsi nez £ 60 mV predstavuje vynikajici stabilitu. Dobra stabilita plati pro
interval £ 40 - 60 mV, naboj v rozmezi =30 - 40 mV udava stfedni stabilitu. Stabilita jiz
pongkud klesa pfi intervalu £ 10 - 30 mV. Naboj v rozmezi hodnot 0 az + 5 mV vykazuje
velkou nestabilitu &astic, které maji tendenci shlukovat se a fluktuovat. Céstice s nulovym
zeta-potencidlem vykazuji vysokou nestabilitu a nachazeji se v izoelektrickém bod¢ [138].

Zeta-potencidl zavisi na pH, pokud je k ¢asticim se zdpornym nabojem piidéna kyselina,
castice dosdhnou bodu neutralizace nebo ziskaji kladny naboj [138].

Stabilita ¢astic byla stanovena metodou dynamického rozptylu svétla za pouziti Zeta Dipp
cely. Roztoky vzorkti byly pfed méfenim upraveny podle kap. 4.5.9.

4.6.30 Stanoveni stability ¢astic v modelovych télnich tekutinach

Stabilita ¢astic byla sledovana v zalude¢ni, pankreatické a zluové §taveé [115]. Objem
vzorku byl pipetovan do pfislusné $tavy a inkubovan pfi teplot€¢ 37 °C, pro zalude¢ni a
pankreatickou $tavu po dobu 15 minut, pro zlu¢ovou 60 minut. Po uplynuti inkuba¢ni doby
byly ve vzorcich zméteny sledované parametry a z vysledkii byla vyhodnocena stabilita
ptipadné rozpad ¢astic v simulovaném travicim traktu.
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4.6.31 Stanoveni vlastnosti systému pouZzitim analytické centrifugace

Vlivem gravitatniho zrychleni dochazi v systému k oddélovani dispergovanych castic.
Céstice s hustotou niz§i nez okolni prostiedi sméfuji proti gravitatnimu zrychleni, Gastice
s v&tsi hustotou putuji se zrychlenim. Méfici zafizeni v podobé temperované odstfedivky
zaznamenava zmeény koncentrace dispergovanych latek vlivem pilisobeni odstfedivé sily.
Sedimentace ¢astic se projevi vycefenim ¢asti vzorku (zvySeni transmitance) a tvorbou
sedimentu (snizeni transmitance). Vysledkem méfeni je profil transmitance vyjadiujici
zévislost této veli¢iny na vzdalenosti od stfedu rotace [139].

Pro analytickou centrifugaci byl pouzit roztok vzorku bez jakékoliv pfedeslé upravy.
V priibéhu méfeni byla snimana ménici se transmitance vzorku v kyvetg.

4.7 Senzoricka analyza

Studie se zucastnilo celkem 161 osob, 79 Zen a 82 muzi. Spotiebitelsky dotaznik
(viz Ptiloha ¢. 1) obsahoval 21 otdzek, prvni Ctyfi otdzky zjistovaly zakladni informace o
spottebiteli, dalsi tfi otazky poskytovaly prostor pro dotazovaného, aby uvedl dle uvéazeni
cerealni vyrobky, které zna, poptipad¢ kupuje. Nasledovaly otdzky s vybérem jedné odpoveédi
z vice nabizenych, kde byly sledovany marketingové a ekonomické moznosti dotazovanych.
V posledni ¢asti byly otazky zaméfeny na znalosti slozeni ceredlnich vyrobktl a zivotni styl
dotazovanych.

Podle ve&ku byli spotiebitelé rozdéleni do skupin odstupriovanych po péti letech
(s vyjimkou skupiny 0 az 10 a 61 az 70 let). Spotiebitelé byli rozdéleni také podle dosazeného
vzdélani, 5% dosdhlo zakladniho vzdélani, 12 % vyuceni bez maturity, 4 % vyuceni
s maturitou, 45 % stfedoSkolského vzdélani s maturitou, 34 % dosahlo vysokoskolského
vzdélani.
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CIL

1) Zpracovani literarni reSerSe na téma:

>

>
>
>

aktivni latky v ceredliich a jejich biologické ucinky (sacharidy, glykosidy; latky
fenolické povahy - volné i vazané v glykosidech; vitaminy, provitaminy; dalsi latky
s potencialnim antioxida¢nim a antimutagennim Gc¢inkem)

moderni metody analyzy a identifikace aktivnich latek

metody stanoveni antioxidacni a antimutagenni/genotoxické aktivity

postup ptipravy fortifikovanych a funk¢énich potravin, analyza jejich nutri¢ni hodnoty

2) Vyvoj a optimalizace metod zamétenych na:

>

>

>

>

izolaci, analyzu, charakterizaci a identifikaci vybranych aktivnich latek v ceredliich a
cerealnich produktech (HPLC/UV-VIS, HPLC/RI, HPLC/DAD)

optimalizace a zavedeni metod stanoveni antioxidani a antimutagenni/genotoxické
aktivity (mikrobidlni testy na Saccharomyces cerevisiae D7, Escherichia coli, Euglena
gracilis)

vyvoj postupt piipravy fortifikovanych ceredlnich potravin s aktivni slozkou ve volné
i enkapsulované formé¢ véetné ptipravy a charakterizace ¢astic (DLS, SEM)
charakterizace prib¢hu enzymatické hydrolyzy cerealii a vyuziti ceredlnich substratt
ke kultivaci vybranych mikroorganizmt

3) Aplikace zavedenych metod na:

>
>

>

stanoveni aktivnich slozek v ceredliich a modelovych ceredlnich potravinach

stanoveni antioxida¢ni a antimutagenni aktivity ceredlnich potravin, hodnoceni
vzajemného vztahu i vztahu k obsahu dalsich aktivnich slozek

ptiprava a analyza slozeni a komplexnich biologickych ucinkti vybranych modelovych
cerealnich potravin s aktivni sloZkou

charakterizace stability a u¢inkli fortifikovanych ceredlnich potravin a jejich slozek
v umélém fyziologickém prostiedi

produkce obohacené mikrobialni biomasy
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Predlozena dizertacni prace je zaméfena na studium biologickych ucinkl aktivnich latek
vyskytujicich se v ceredliich, na vyvoj metod k analyze téchto ucinkl a ke stanoveni obsahu
aktivnich slozek a vyhodnoceni vztahu slozeni a u¢inka cerealii a ceredlnich vyrobki.

Analyzovany byly vyrobky, které jsou z vétsi ¢i mensi Casti zastoupeny v lidské vyzivé.
Jednalo se ptedevsim o n€kolik skupin surovych cerealii (vlocky, mouky, otruby, klicky), ale
také o riizné druhy ryze ¢i ochucenych ceredlii pouzivanych predevsim pro vyzivu déti.

Vysledky byly rozdéleny do tii hlavnich ¢asti.

V prvni ¢asti jsou analyzovany aktivni latky v surovych ceredliich. Latky fenolické povahy
a sacharidy byly analyzovany nepiimo jako skupinové parametry (celkové polyfenoly,
flavonoidy, flavonoly, celkové a redukujici sacharidy) a také pfimo, tzn. byly analyzovany
individudlni flavonoidy a fenolické kyseliny, mono a disacharidy metodou kapalinové
chromatografie.

V druhé ¢asti byla sledovana antimutagenni aktivita a antioxidacni kapacita u surovych
cerealnich vyrobkd za ucelem zhodnoceni potencidlniho biologického ucinku a mozného
pozitivniho piisobeni na zdravi konzumenta.

Ve tieti ¢asti je uvedeno mozné technologické vyuziti a zpracovani ceredlii. Je zde uveden
prehled vysledkli studia aktivnich latek v jiz upravenych ceredliich, jednd se predevsim o
extrudované ceredlie s riznymi pfichutémi (Cokoldda, ovoce, med, aj.), tzv. snidatové
cerealie, které jsou urCeny predevsim pro détskou ¢ast populace. Pro dalsi pouziti ceredlii je
zde aplikovana enzymatickd hydrolyza vybranych substratii za u¢elem piipravy materialu pro
kultivaci mikroorganizmii. Jako dal§i mozné vyuziti ceredlii byly pfipraveny modelové
cerealni smési obohacené lyofilizovanou ovocnou slozkou, pti¢emz byly sledovany mozné
interakce mezi ovocnou a ceredlni matrici pfipravenych modelovych obilnych kasi. Nakonec
byly pfipraveny a charakterizovany castice s enkapsulovanou ovocnou nebo zeleninovou
slozkou jako dal$i moznost obohacovani ceredlnich vyrobkd.
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6.1 Studium aktivnich latek v cerealiich

6.1.1 Stanoveni fenolickych sloucenin

Pro stanoveni fenolickych latek byly vzorky pfipravovany dvéma zptlisoby, extrakci
do vody, viz kap. 4.5.1 nebo hydrolyzovany, viz kap. 4.5.11. Prvni zpisob extrakce odpovida
formé ceredlie obvykle pfijimané do organizmu, druhy zptsob do jisté miry odpovida ceredlii
zpracované v travicim traktu. Podminky pouzité kyselé hydrolyzy jsou vSak agresivnéjsi a
ptedpoklada se, ze se uvolni vétSina aktivnich latek z vazanych forem a je tak detekovano
jejich skute¢né mnozstvi.

6.1.1.1 Celkové polyfenoly

Stanoveni celkovych polyfenolti ve vzorcich bylo provedeno spektrofotometricky podle
kap. 4.6.1. Kazdy vzorek byl proméfen tiikrat a jako vysledek je uvedena ptimérna hodnota

téchto méteni. Rovnéz smérodatna odchylka byla vypocitana ze tii ziskanych hodnot.

Tab. 16 Kalibracni zavislost kyseliny gallové

typ vzorku regresni rovnice koeficient determinace
ceredlie A =1,599 ¢ (mg/ml) R”=0,999
ryze A =1,495 ¢ (mg/ml) R”= 0,998

Tab. 17 Obsah celkovych polyfenolii v cerealnich vzorcich (mg/100 g vyrobku)

pred hydrolyzou po hydrolyze
VLOCKY
pSenicné 21,14 + 0,68 281,39+ 7,96
jecné 31,20+ 0,93 333,17+ 1,96
Spaldové 30,46 £ 1,58 331,17 +£ 10,23
pohankové 205,40 £ 3,41 430,92 + 3,19
ovesné 32,47+ 0,07 362,75 +2,07
ryzové 31,14 + 2,67 326,17 + 5,03
Zitné 36,63 + 0,80 345,30 + 3,28
MOUKY
pSeni¢na celozrnna 63,31 + 1,41 310,44 + 5,11
Spaldova celozrnna 63,42+ 1,28 331,89+ 4,15
zitna celozmna 70,76 + 0,07 396,96 + 3,44
z Cervené pSenice 77,30 £ 1,32 273,40 £ 4,61
pohankova hladka 123,82 + 0,31 300,58 + 16,98
pSeni¢na hladka 39,46 £ 0,65 222,87+ 1,20
pSeni¢na hruba 33,03+ 0,27 201,21+16,32
OTRUBY
pSeniéné term. 154,04 + 1,87 535,82 +£3,19
ovesné 39,14 +£ 0,36 492,30+ 1,46
Zitné 181,12+ 0,23 605,54 + 4,67
kukufi¢né 34,64 + 1,44 697,78 +£ 3,92
amarantové 84,88 £ 1,07 385,38 + 7,00
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KLiCKY

pSenitné 358,40 + 2,83 1 089,06 + 24,36
Spaldové 243,81 + 6,10 855,47 £ 12,46
Zitné 190,56 + 5,26 976,64 + 0,00
kukuficné 58,98 + 0,49 457,46 + 4,94

Jak ukazuje Tab. 17 a Graf 1 obsah celkovych polyfenoli se ve vzorcich pohyboval
od 21,14 do 358,40 mg/100 g. Primérny obsah podle jednotlivych skupin byl u vlocek
30,51 mg/100 g, mouk 67,3 mg/100 g, klicki 264,26 mg/100 g, a u otrub, vzhledem
k velkému rozpéti hodnot, v rozsahu 34,64 - 181,12 mg/100 g. Z uvedenych primérnych
hodnot se vymykaji vlocky pohankové (205,04 mg/100 g) a mouka pohankova hladka, které
vykazuji mnohem vys$si obsah celkovych polyfenold nez ostatni zastupci dané skupiny, coz
muze byt zptisobeno vysokym obsahem rutinu v pohance [140]. Ostatni vlocky vykazovaly
velmi podobné vysledky, naopak klicky kukuficné vykazuji podstatné mensi hodnotu
(58,98 mg/100 g), nez je uvedeny prumér. Obecné vykazuji nejvyssi zjisténé hodnoty klicky a
otruby, kde se rovnéz podle literatury predpokladd nejvyssi koncentrace fenolickych
sloucenin [29]. Stejné tak odpovida skutecnost, Zze pSeni¢na mouka hladka a hruba maji ze
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Graf'1 Obsah celkovych polyfenolii ve vzorcich (mg/100 g vyrobku) - extrakce do vody

Pro stanoveni celkovych polyfenolid byly vSechny vzorky nejprve extrahovany do vody.
Takto byly ziskdny vysledky o vyuzitelnosti/dostupnosti téchto latek pii bézné konzumaci.
Fenolické latky se vSak Casto vyskytuji v ceredliich ve vazané form¢ jako aglykonova cast
v glykosidech. Pro zjisténi skutecného obsahu latek proto byla pouzita kyselda hydrolyza,
be&hem které doslo k naruseni glykosidickych vazeb a uvolnéni polyfenold do roztoku [14,15].
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Graf2  Obsah celkovych polyfenolii ve vzorcich po kyselé hydrolyze (mg/100 g)

Z porovnani hodnot v Tab. 17 a v Grafu 1 a 2 je patrné, ze kyseld hydrolyza (resp.
agresivni kyselé prostiedi) skutecné uvolnila mnohonasobné vys§i mnozstvi polyfenoltl, nez
bylo mozno detekovat ve vzorcich extrahovanych do vody. Nejvyssi narast byl zaznamenan u
otrub kukufiénych, kde se obsah zvysil 20krat na 697,78 mg/100 g, naopak u vlocek
pohankovych se obsah zvysil nejméné, pouze dvakrat, presto v§ak hodnota 430,92 mg/100 g
patii k tém vys$$im vysledkiim métenych po kyselé hydrolyze a mezi vlockami je to nejvyssi
zjisténa hodnota. Celkové nejvyssi obsah byl zjistén u klick, kde priméma hodnota
(222,87 mg/100 g) a pseni¢né mouky hrubé (201,21 mg/100 g), oba tyto vzorky vykazovaly
nizké hodnoty jiz pted hydrolyzou.

Vysledky tak odpovidaji skutecnosti, Zze nejvice aktivnich latek je obsaZeno predevSim
v kliccich a obalovych vrstvach zrna (otruby), naopak nejméné aktivnich latek je ve vnitini

¢asti zrna (endospermu), které je tvoteno predevsim Skrobem [10].

Tab. 18 Obsah celkovych polyfenolii ve vzorcich ryze (mg/100 g)

pred hydrolyzou po hydrolyze
Long grain white rice 14,14 £ 0,42 183,03+ 1,42
Long grain white rice, VS 30,46 £ 0,40 198,33 £ 2,02
Bask 21,76 £ 0,28 140,83 £ 2,76
SOS Clasic 26,26 £ 0,76 214,27 £ 1,05
SOS Long 20,46 £ 0,36 200,35 £ 2,34
Ryze dlouhozrnna loupana 16,66 = 0,22 221,16 £2,07
Menu zlaté 28,10+ 0,78 219,09 £ 1,27
Menu zlaté parboiled 26,82+ 1,02 223,97+ 2,64
Albert Bio 6,80+ 0,16 217,89 + 3,98
Lagris, ryze dlouhozrnna 25,36 £0,28 153,75+ 1,24
Lagris, ryze parboiled 28,30 £ 0,24 236,60 £ 2,75
Lagris, ryze Tii barev 25,06 £ 0,40 230,46 £ 1,70
Lagris, ryze Arborio 36,66 £+ 0,54 220,29 + 3,38
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Lagris, ryze Indidnska 35,58+ 0,28 324,05+ 547
Ryze ¢ervena Natural 4498 + 0,62 231,58 £ 2,31
Basmati 27,08 + 0,28 233,62 + 2,58
Jasminova 17,12 £ 0,26 255,45+ 1,95

Obsah celkovych polyfenold ve vzorcich ryze se pohyboval vrozmezi 6,80 -
Natural a déale u Lagris Arborio (36,66 mg/100 g) a Lagris Indianské (35,58 mg/100 g).
U ostatnich vzorkii byl primérny obsah 23,66 mg/100 g. Po hydrolyze se hladina celkovych
polyfenoll zvysila nékolikanasobné, jak ukazuje Tab. 18 a Graf 3 . Nejvyraznéji se zvysilo
mnozstvi u ryze Albert Bio, a to 32krat na 217,89 mg/100 g, ¢imz se ptiblizila k primérné

cvvr

140,83 mg/100 g, nejvyssi u ryze Lagris Indianské, stejné jako u stanoveni bez hydrolyzy.

350

mg/100 g vyrobku

R - ,
S$ Qg& O pfed hydrolyzou

m po hydrolyze

Graf3  Obsah celkovych polyfenolii v ryzich (mg/100 g vyrobku)

Obecné vsak mnozstvi celkovych polyfenold bylo podobné pro vétsinu vzorki (s vyjimkou
ryze Indidnské) a rozdily v obsahu naptiklad mezi loupanymi a neloupanymi ryZzemi nebyly
nijak vyrazné.

Srovnanim ceredlnich a ryzovych vzorkl (Tab. 17 a Tab. 18 ) Ize fici, zZe ryzové vzorky
obsahovaly spiSe niz§i mnozstvi celkovych polyfenolii. Mnozstvi polyfenolii extrahované
do vody je srovnatelné s obsahem v ceredlnich vloCkach, po kyselé hydrolyze je az na ryzi
Indianskou obsah celkovych polyfenolti v ryzich nizsi nez u ceredlnich vzorki.

6.1.1.2 Celkové flavonoidy

Obsah celkovych flavonoidii byl zmétfen spektrofotometricky podle kap. 4.6.2. Méfeni
vzdy probihala ttikrat, ze ziskanych hodnot byl vypocitan primér a smérodatna odchylka.
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Tab. 19 Kalibracni zavislost katechinu

typ vzorku regresni rovnice koeficient determinace
ceredlie A =3475 ¢ (mg/ml) R%=0,998
ryze A =3,154 ¢ (mg/ml) R”=0,999

Tab. 20 Obsah celkovych flavonoidii v ceredliich (mg/100 g vyrobku)

pred hydrolyzou po hydrolyze
VLOCKY
pSeniéné 3,07 £ 0,03 34,88 +£1,30
jeéné 8,06 £0,31 31,92+ 0,93
Spaldové 2,77 £0,06 32,34+ 0,41
pohankové 39,27 £ 0,98 42,36 +2,17
ovesné 8,00 £0,21 28,79 £ 0,97
ryzové 9,81 +£0,24 24,12+ 0,75
Zitné 7,85+0,12 48,95 + 0,90
MOUKY
pSeni¢na celozrnna 3,89 +0,07 35,74+ 0,77
Spaldova celozrnna 4,15+0,03 45,04 £ 1,03
zitna celozrmna 7,05+ 0,19 50,73+ 0,18
z Cervené pSenice 6,83 +0,09 28,52+ 1,30
pohankova hladka 30,50 + 0,61 31,32+ 0,49
pSeni¢na hladka 1,94 +£0,12 11,74 £ 0,21
pSeni¢na hruba 1,20 + 0,03 9,55+0,19
OTRUBY
pSenic¢né term. 10,47 + 0,06 94,19+ 1,17
ovesné 11,02+ 1,04 38,78 £3,19
Zitné 16,78 + 0,18 84,43 +£2.35
kukufi¢né 3,61 £0,09 125,32+ 1,33
amarantové 4,79 +0,16 46,37+ 2,16
KLiCKY
pSenicné 71,82 £ 1,07 83,03+ 1,71
Spaldové 50,48 + 0,21 66,92 + 1,53
Zitné 32,27 + 0,64 72,49 + 0,39
kukufiéné 10,91 + 0,09 74,18 + 1,64

Obsah celkovych flavonoidt se ve vzorcich pohyboval v rozmezi 1,20 mg/100 g u mouky
pSenicné hrubé az do 71,82 mg/100 g u klickd pSeni¢nych. Nizka hodnota byla také stanovena
u mouky pSeni¢né hladké (1,94 mg/100 g). V ramci rozdéleni vzorkd do skupin se obsah
flavonoidd pohyboval v priméru 6,59 mg/100 g u vlocek, 4,18 mg/100 g u mouk,
9,33 mg/100 g u otrub a 41,37 mg/100 g. Jak je vidét z Tab. 20 , nejvyssi obsah se vyskytoval
u klickd. Primérnou hodnotu u vlocek a mouk vSak velmi vyrazné presahuji pohankové
produkty, kdy u vlocek pohankovych byl zméfen obsah flavonoidd na 39,27 mg/100 g a
mouky pohankové na 30,50 mg/100 g. Také zde mé patrné vliv na takto vysoké hodnoty
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obsah rutinu v pohance [140]. I vysledky flavonoidi odpovidaji pfedpokladu, Ze nejvyssi
obsah fenolickych latek se nachdzi v otrubach a predevsim kli¢cich [29].

Po kyselé hydrolyze se opét zvySilo mnozstvi analyzovanych flavonoidii, nejvyraznéji u
otrub kukufi¢nych, a to 35krat. Pfi stanoveni vzorki pouze extrahovanych vodou mél tento
hydrolyze byla zmétena hodnota 125,32 mg/100 g nejvyssi hodnotou napti¢ vSemi vzorky.
Vysledky ukazuji Tab. 20 a Graf 4 .
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Graf4 Obsah celkovych flavonoidii po kyselé hydrolyze (mg/100 g vyrobku)

Primérny obsah u ostatnich vzorkl byl u vlocek 34,77 mg/100 g, mouk 38,27 mg/100 g,
otrub 77,82 mg/100 g a klickd 74,16 mg/100 g. Od primérné hodnoty se vyrazné li§i mouka
pSeni¢na hladka (11,74 mg/100 g) a pSeni¢nd hruba (9,55 mg/100 g). Kromé otrub byly u
ostatnich skupin vysledky v ramci jednoho typu produktu podobné, dile byla zaznamenéana
podobnost vysledkti pro vlocky a mouky a pro otruby a kli¢ky. U pohankovych vyrobka jiz
neni patrnd vyS$$i hladina celkovych flavonoidl, vlivem kyselé hydrolyzy patrné doslo
ke Sté€peni rutinu na kvercetin a sacharid rutinézu ((B-L-rhamnozyl-(1—6)--D-glukdza) [52].

Tab. 21 Procentualni zastoupeni celkovych flavonoidii v celkovych polyfenolech (%)

pred hydrolyzou po hydrolyze poklesinarlist

VLOCKY

pSenicné 14,54 12,40 -
jeéné 25,83 9,58 -
Spaldové 9,11 9,77 +
pohankové 19,12 9,83 -
ovesné 24,64 7,94 -
ryzové 31,52 7,40 -
Zitné 25,20 14,18 -
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MOUKY

pSeni¢na celozrnna 6,14 11,51 +
Spaldova celozrnna 6,54 13,57 +
Zitna celozrnna 9,97 12,78 +
z Cervené pSenice 8,83 10,43 +
pohankova hladka 39,49 10,42 -
pSeni¢na hladka 2,51 5,27 +
pSeni¢na hruba 1,56 4,75 +
OTRUBY

pSeni¢né term. 6,93 17,58 +
ovesné 7,30 7,88 +
Zitné 11,11 13,94 +
kukufi¢né 2,39 17,96 +
amarantové 3,18 12,03 +
KLiCKY

pSenicné 47,57 7,62 -
Spaldové 33,44 7,82 -
Zitné 21,37 7,42 -
kukuti¢né 7,23 16,22 +

Procentualni zastoupeni celkovych flavonoidli v celkovych polyfenolech, které shrnuje
Tab.21 , se pohybovalo od 1,56 % v mouce psSenicné hrubé do 47,57 % v kliccich
pSeni¢nych. S vyjimkou mouky pohankové (kde byl podil druhy nejvy$si mezi
analyzovanymi vzorky, 39,49 %) bylo v moukach obecné¢ nizké zastoupeni flavonoidii
v polyfenolech. Vysoky podil flavonoidd byl zméten u vSech klick kromé kukufi¢nych.

Po kyselé hydrolyze se uvolnilo zna¢né mnozstvi flavonoidd, ale také polyfenolt a
procentudlni zastoupeni se tak zvysilo jen méalo nebo dokonce kleslo. K nejvyraznéjsimu
poklesu doslo u klicki pSeni¢nych, ze 47,87 % na 7,62 %. K nejvyraznéj§imu nartistu podilu
flavonoidii doslo u otrub kukuficnych, kde z2,39 % pted hydrolyzou stoupl obsah
na 17,96 %.

Tab. 22 Obsah celkovych flavonoidii ve vzorcich ryze (mg/100 g)

pred hydrolyzou po hydrolyze
Long grain white rice 2,20+£0,05 10,99 £ 0,29
Long grain white rice, VS 5,14 £ 0,05 18,58 £ 0,51
Bask 3,53 +£0,04 15,72 £ 1,08
SOS Clasic 4,24 +£0,03 8,27 £0,24
SOS Long 3,20+ 0,03 7,22 +£0,21
Ryze dlouhozrnna loupana 3,14 £0,03 12,58 £ 0,78
Menu zlaté 4,95 +0,09 7,97 £0,23
Menu zlaté parboiled 4,75 £0,05 20,23 £1,53
Albert Bio 1,16 £0,04 17,49 £ 1,30
Lagris, ryze dlouhozrnna 5,51+0,22 9,31 £0,21
Lagris, ryze parboiled 4,64 £0,03 13,56 £ 0,22
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Lagris, ryze Tii barev 3,93 £0,06 15,32 £ 0,43
Lagris, ryze Arborio 6,76 0,08 10,77+ 0,16
Lagris, ryze Indidnska 6,57 +0,12 53,43 + 0,48
Ryze Cervena Natural 13,33+ 0,05 35,08 £ 0,55
Basmati 4,86 +0,14 16,53 + 0,45
Jasminova 2,56 £0,13 6,72 +0,18

Obsah celkovych flavonoidii ve vzorcich ryze se pohyboval vrozmezi 1,16 mg/100 g
(Albert Bio) - 13,33 mg/100 g (ryze ¢ervend Natural), pti¢emz tato hodnota byla dvojndsobna
oproti druhé nejvyssi hodnoté 6,76 mg/100 g u ryze Lagris Arborio. Primémé se mnozstvi
celkovych flavonoidl pohybovalo kolem hodnoty 4,20 mg/100 g.

Po kyselé hydrolyze se obsah celkovych flavonoidi zvysil né€kolikrat. Nejvyss§i mnozstvi
(6,72 mg/100 g). Barevné ryze a obecné pfirodni, tj. neloupané typy ryzi obsahuji podstatné
vys$$i mnozstvi fenolickych latek i flavonoidii ve srovnani s ryzi loupanou. Srovnanim hodnot
flavonoidd v ryzich a ostatnich cereéliich lze konstatovat, Ze podobné¢ jako u celkovych
polyfenoll je obsah flavonoidl v ryzich o né€co nizsi, avSak nejednd se o podstatny rozdil,
spiSe o mensi rozdily v ramci téhoz fadu. Vysledky shrnuje Tab. 22 a Graf5 .
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Graf5 Obsah celkovych flavonoidii ve vzorich ryze (mg/100 g vyrobku)

V porovnani s celkovymi polyfenoly se jiz obsah celkovych flavonoidd mezi vzorky lisil,
ptedevsim po kyselé hydrolyze. Nejvyssi obsah byl u ryze Indianské a cervené, tieti barevna
ryze uz vSak vysoky obsah nevykazovala, resp. obsah byl niz$i nez u nékterych loupanych
ryzi. Z vysledkl lze usoudit, Ze i pfes nékteré drobné rozdily maji barevné neloupané ryze
n¢kolikanasobné vyssi obsah flavonoidd nez ostatni analyzované vzorky.

Obsah celkovych flavonoidi extrahovanych do vody byl pro cereédlni i ryzové vzorky
velmi podobny (s vyjimkou cereédlnich klicki, kde byl obsah vyrazn€ vyssi), aplikaci kyselé
hydrolyzy mnozstvi celkovych flavonoidli vzrostlo u cerealnich i ryzovych vzorkd, avSak
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pouze ryze Indianskd a Cervena dosahovala srovnatelnych hodnot s ceredliemi, u ostatnich
ryzi byl obsah flavonoidl nizsi nez u ceredlnich vzorkii.

Tab. 23 Procentualni zastoupeni celkovych flavonoidii v celkovych polyfenolech ve vzorcich
ryze (%)

pred hydrolyzou po hydrolyze pokles//n’irust
Long grain white rice 15,56 6,00 -
Long grain white rice, VS 16,87 9,37 -
Bask 16,22 11,16 -
SOS Clasic 16,15 3,86 -
SOS Long 15,64 3,60 -
Ryze dlouhozrnna loupana 18,85 5,69 -
Menu zlaté 17,62 3,64 -
Menu zlaté parboiled 17,71 9,03 -
Albert Bio 17,06 8,03 -
Lagris, ryZe dlouhozrnna 21,73 6,06 -
Lagris, ryze parboiled 16,40 5,73 -
Lagris, ryze Tii barev 15,68 6,65 -
Lagris, ryZe Arborio 18,44 4,89 -
Lagris, ryze Indianska 18,47 16,49 -
Ryze Cervena Natural 29,64 15,15 -
Basmati 17,95 7,08 -
Jasminova 14,95 2,63 -

Procentualni zastoupeni celkovych flavonoidu v celkovych polyfenolech bylo pro vzorky
ryzi velmi podobné (viz Tab. 23 ). Kromé ryze Cervené Natural s 29,64 % bylo primérné
zastoupeni flavonoidlii 17,21 %. Nejmensi podil zaujimaly flavonoidy vryzi jasminové,
14,95 %.

Po kyselé hydrolyze doslo k poklesu podilu flavonoidii na obsahu polyfenoli u vsech
vzorki. K nejmensimu poklesu doslo u ryze Indianské (-1,98 %); znamena to tedy, ze
vyznamna ¢ast latek uvolnénych kyselou hydrolyzou nespada do skupiny flavonoidii.

6.1.1.3 Celkové flavonoly

Mnozstvi celkovych flavonoli ve vzorcich bylo zmétfeno podle postupu uvedeného
v kap. 4.6.3. Méfeni byla provedena tiikrat, ze ziskanych hodnot byl spocitan primér a
smérodatné odchylka.

Tab. 24 Kalibracni rovnice pro vypocet celkovych flavonolii

typ vzorku regresni rovnice koeficient determinace

cerealie, ryze A =27,564 ¢ (mg/ml) R?=0,998
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Tab. 25 Obsah celkovych flavonolii v cerealiich

podil celk. flavonolii
(mg/100 g) v celk. flavonoidech

(%)
VLOCKY
pSeniéné 0,23 £ 0,03 7,61
jeéné 0,31+0,02 3,81
Spaldové 0,63 £ 0,05 22,72
pohankové 1,47 £ 0,09 3,73
ovesné 0,65+ 0,05 8,10
ryzové 1,26 £0,27 12,86
Zitné 1,73 +£0,14 22,06
MOUKY
pSeni¢na celozrnna 2,20£0,16 56,60
Spaldova celozrnna 2,01 £0,05 48,53
Zitna celozrnna 3,35+0,20 47,53
z Cervené pSenice 0,62+0,14 9,05
pohankova hladka 3,07 £ 0,08 10,06
pSeni¢na hladka 1,08 £ 0,13 55,92
pSeni¢na hruba 0,92 £ 0,06 76,83
OTRUBY
pSeniéné term. 1,97 £ 0,33 18,77
ovesné 0,70+ 0,01 6,35
Zitné 3,62+ 0,05 21,58
kukufiéné 0,46 + 0,02 12,79
amarantoveé 0,54 £0,13 11,20
KLiCKY
pSeniéné 4,38 £0,20 6,09
$paldové 3,45+ 0,07 4,68
Zitné 2,97 £ 0,04 10,68
kukufiéné 1,05 £ 0,06 27,20

Obsah celkovych flavonolii v ceredliich (uvadi Tab. 25 a Graf 6 ) byl zméfen v rozmezi
0,23 az 4,38 mg/100 g. Nejméne bylo naméfeno ve vlockach ovesnych a obecné skupina
vlocek obsahovala nejméné celkovych flavonolii mezi ostatnimi skupinami vyrobkt. Naopak
nejbohatsi vyrobky byly klicky, z nichz nejvice klicky pSeni¢né. Podle druhu obiloviny je
mozno fici, ze bohatym zdrojem jsou vyrobky z zita. Rovnéz pohankové produkty jsou
bohatym zdrojem celkovych flavonolii; na vysokém obsahu se zfejmé zna¢nym dilem podili
rutin, ktery patfi do skupiny flavonold, a které¢ho je pohanka bohatym zdrojem [139].
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Graf 6  Obsah celkovych flavonolit v cerealnich vzorich (mg/100 g vyrobku)

Pti porovnani obsahu celkovych flavonoli a flavonoidi bylo zjisténo, Ze flavonoly

cvvr

u vloc¢ek pohankovych, pfi¢emz rutin, ktery je v pohance obsazen ve velkém mnozstvi, patii
pravé do podskupiny flavonoll. Nejvyssi zastoupeni flavonoli méla mouka pSeni¢né hruba a

mouky obecné (s vyjimkou mouky pohankové a z ¢ervené pSenice).

Tab. 26 Obsah celkovych flavonolii v ryzZi

podil celk. flavonolii
mg/100 g v celk. flavonoidech
(%)

Long grain white rice 0,42 +£0,04 18,89

Long grain white rice, VS 1,10 £0,20 21,46

Bask 1,12+£0,16 31,82

SOS Clasic 1,06 £0,18 24,93

SOS Long 0,92+0,14 28,75

Ryze dlouhozrnna loupana 0,70£0,11 22,37

Menu zlaté 0,44 £ 0,03 8,86

Menu zlaté parboiled nd -

Albert Bio 0,95 + 0,09 81,90
Lagris, ryze dlouhozrnna 0,29 £0,19 5,26

Lagris, ryze parboiled nd -

Lagris, ryze Tii barev nd -

Lagris, ryze Arborio 0,32 +£0,01 4,79

Lagris, ryze Indidnska 0,27 £0,07 4,11

Ryze ¢ervena Natural 1,33 +£0,37 10,01
Basmati 0,72 £ 0,26 14,83
Jasminova 0,54 +0,14 21,29

nd = nedekovano
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Ve vzorcich ryze bylo mnozstvi celkovych flavonold stanoveno v rozmezi 0,24 mg/100 g
v ryzi Lagris Indianské az 1,33 mg/100 g v cervené ryzi Natural. Mezi ryze s vy$§im obsahem
celkovych flavonolii se tfadi také ryze Albert bio (0,95 mg/100 g), ktera pifi analyzach
celkovych polyfenoli a flavonoidii vykazovala vzdy nejniz§i hodnoty; znamena to tedy,
ze podskupina flavonolll je v této ryzi zastoupena v porovnani s ostatnimi vzorky ve vysoké
mife. Naopak ve tfech vzorcich (Menu zlaté parboiled, Lagris ryZe parboiled a Lagris tii
barev) nebyly celkové flavonoly detekovany viibec, pfic¢emz pti analyze celkovych polyfenoli
a flavonoidu tyto ryze vykazovaly praimérné az vysoké hodnoty. Vysledky uvadi Graf 7 .
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Graf 7  Zastoupeni skupinovych parametrii ve vzorcich ryze (mg/100 g vyrobku)

Z obsahu celkovych flavonoli bylo také spocitdno procentudlni zastoupeni flavonolii
v celkovych flavonoidech. Rozsah byl od 4,11 % u ryze Indianské az po 31,82 % u ryze Bask.
Z tohoto rozpéti se vymykala ryze Albert bio s 81,90 %. Vysledky uvadi Tab. 26 .

Obsah celkovych flavonold byl v ryzovych a cerealnich vzorcich az na nékolik vyjimek
srovnatelny.

V literatufe jsou fenolické latky uvadény predev§im jako slouceniny s pozitivnim
biologickym ucinkem na lidsky organizmus [141]. Zmifiovany jsou zejména flavonoidy pro
antioxidaéni (jsou fazeny mezi sekundarni antioxidanty) a antimutagenni ucinky [6,28,52].
Uvadéna je také spojitost mezi snizenim vyskytu civiliza¢nich onemocnéni (kardiovaskularni
nemoci, diabetes II. typu aj.) a zvySenou konzumaci ceredlnich vyrobkll pravé z hlediska
obsahu fytochemikalii, mezi néz jsou fenolické latky fazeny [141]. Obsah skupinovych
parametrt typu polyfenolickych latek vSak jest€¢ nemusi mit dostate¢nou vypovédni hodnotu
ohledn€ zdravotnich u¢inkl, ponévadz se jednd o heterogenni skupinu riznorodych latek,
které mohou vykazovat jak antioxidacni a antimutageni vlastnosti, tak také prooxidacni a
genotoxické [72]. Hodnoty celkovych flavonoidd i flavonolii jsou obvykle ukazatelem
pritomnosti zdravi prospé$nych latek [142]. Pomérn¢ vysoké zastoupeni celkovych flavo-
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noidu a flavonoli v polyfenolech uvedené v Tab. 21 , Tab. 23 Tab. 25 a Tab. 26 ukazuje
na potencidln¢ vysoky zdravotni ptinos vyplyvajici z konzumace cerealii.

6.1.1.4

Katechiny

Katechiny jsou individualni flavonoidy odvozené od molekuly flavanu, viz Obr. 2 [25].
Analyza katechint ve vzorcich byla provedena podle kap. 4.6.5. Vzorky byly zméteny ttikrat,

ze ziskanych hodnot byla vypoctena primérna hodnota a smérodatna odchylka.

Tab. 27 Rovnice kalibracnich zavislosti pro vypocet obsahu katechinii v ceredliich

standard regresni rovnice koeficient determinace
katechin y (mV-s) =29,031 x (ug/ml) R”=0,992
katechin gallat y (mV-s) =28,692 x (ug/ml) R”=0,996
epikatechin y (mV-s) =23,938 x (ug/ml) R”=0,999
epikatechin gallat y (mV-s) = 80,433 x (ug/ml) R’ = 0,992

Tab. 28 Obsah katechinui v ceredlnich vzorcich (mg/100 g vyrobku)

katechin katecl’nn epikatechin eplkate,chln
gallat gallat

VLOCKY
pSeniéné 17,64 + 0,27 6,20 + 0,09 23,79 + 0,75 1,51 +£0,04
jecné 22,47 +0,09 nd 69,45+ 0,72 2,18 £0,05
Spaldové 19,83 £0,10 6,04 + 0,05 42,34+ 0,55 1,04 £ 0,02
pohankové 87,86 + 0,30 61,45+0,17 33,17+ 0,37 48,46 £0,19
ovesné 41,22 +0,26 10,12+ 0,01 47,74 £ 0,53 3,41+0,15
ryzové 12,79 +0,19 5,65 + 0,06 25,29+0,10 1,20 £ 0,04
Zitné 28,16 0,15 6,86 +0,10 51,97 + 0,74 1,77 £ 0,05
MOUKY
pSeni¢na celozrnna 2527+0,21 11,05+0,15 45,22 + 0,88 1,06 + 0,04
Spaldova celozrnna 32,64 +0,31 13,11 £ 0,26 41,71+ 0,36 nd
zitna celozmna 47,56 + 0,24 9,36 + 0,20 37,71 £0,33 3,28+ 0,10
z Cervené pSenice 46,78 0,18 19,06 + 0,12 46,44 + 0,59 1,05 + 0,02
pohankova hladka 67,43 +£0,16 33,95+0,48 46,12+ 0,99 31,35+ 0,24
pSeni¢na hladka 19,73 £0,25 5,74 £ 0,08 30,07 0,32 1,05+0,12
pSeni¢na hruba 11,21 +0,16 1,50 £ 0,09 19,02+ 0,17 0,29 + 0,07
OTRUBY
pSeniéné term. 100,92 + 1,96 63,41 +1,15 146,80 + 1,24 3,06+ 0,05
ovesné 38,86 £ 0,18 11,26 £ 0,03 38,96 +0,17 0,90 £ 0,07
Zitné 113,98 + 1,87 27,08 £0,53 118,97 £ 0,93 3,92+0,15
kukufi¢né 42,40 £ 0,51 6,99 £ 0,08 65,41 +£0,28 2,12+£0,16
amarantové 91,38 + 1,30 11,71+ 0,19 73,56 0,76 4,50+ 0,14
KLiCKY
pSeniéné 431,81 £ 6,77 102,45+ 1,25 761,08 £0,51 23,10+£0,23
Spaldové 316,76 + 4,80 96,57 = 0,66 496,38 2,79 16,92+ 0,12
Zitné 472,06 + 7,22 87,67+ 0,47 764,89 £ 2,94 nd
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kukuficné 43,26 £ 0,41 18,50+ 0,11 70,36 £ 0,63 1,55 £ 0,06

nd = non detected, nedetekovano

Metodou HPLC byl ve vzorcich analyzovan katechin, katechin gallat, epikatechin
a epikatechin gallat, pfi¢emz katechin a epikatechin byl detekovan ve vSech vzorcich,
katechin gallat nebyl zméten ve vloc¢kach jeénych a epikatechin gallat v mouce Spaldové
celozrnné a kliccich zitnych. Vysledky jsou shrnuty v Tab. 28 .

Obsah katechinu ve vzorcich se pohyboval v rozmezi od 11,21 mg/100 g v mouce pSenicné
hrubé po 472,06 mg/100 g v kliccich zitnych. V kli¢cich obecné bylo zjisténo nejvyssi
mnozstvi katechinu ze vSech méfenych ceredlii s vyjimkou klickd kukutiénych, kde bylo
mnozstvi o jeden fad niz$i oproti ostatnim klickim. Pohankové vyrobky obsahem katechinu
vzdy pfevySovaly ostatni vyrobky dané skupiny. Ve vloc¢kach byl primérny obsah katechinu
20,18 mg/100 g, kdezto u vloc¢ek pohankovych bylo zméfeno mnozstvi 87,86 mg/100 g.
V této skupiné byla jest¢ zjiSténa vysokd hladina katechinu u vlocek ovesnych
(41,22 mg/100 g). Podobné je tomu u skupiny mouk, kde mouka pohankovd ma nejvyssi
obsah katechinu (67,43 mg/100 g) mezi ostatnimi druhy.

Stejné jako katechin, také epikatechin byl detekovan u vSech vzorkl. Jeho obsah se
pohyboval od 19,02 mg/100 g v mouce pSenicné hrubé do 764,89 mg/100 g v kliccich
zitnych, oba zéstupci jsou stejni jako u katechinu. Nejvyssi obsah epikatechinu byl opét
zjistén u skupiny klickd, krom¢ klickd zitnych (viz vySe) dale u pSeniénych
(761,08 mg/100 g) a $paldovych (496,38 mg/100 g). Také zde obsahovaly klicky kukufi¢né
o fad niz8i mnozstvi epikatechinu. U ostatnich skupin jiz byl obsah epikatechinu podobny a
zéadny ceredlni produkt vyznamné neptevySoval primérné mnozstvi v rdmci skupiny.

Obsah katechin gallatu byl stanoven v rozmezi 1,50 mg/100 g (mouka pSeni¢na hrubd) -
102,45 mg/100 g (klicky pSenicné), u vlocek jecnych nebyl detekovan viibec. Pohankové
vyrobky vykazovaly vyssi obsah oproti ostatnim vyrobkim, u vlocek byl obsah desetinasobny
nez byla primérna hodnota, u mouk byla hodnota dvoj- az trojndsobnd oproti ostatnim
moukam. S vyjimkou klickd kukufi€nych obsahovala nejvy$§i mnozstvi katechin gallatu
skupina kli¢kd. U otrub byla hladina promeénliva, od 63,41 mg/100 g u otrub psSeni¢nych po
6,99 mg/100 g u otrub kukuti¢nych.

Epikatechin gallat nebyl detekovan u mouky Spaldové celozrnné a klickd Zzitnych, pro
ostatni produkty byl obsah zméfen vrozsahu 0,29 mg/100 g - 48,46 mg/100 g. Nejmensi
mnozstvi bylo zméteno u mouky pseni¢né hrubé. Nejvyssi u vlocek pohankovych, pfi¢emz
pramérnd hodnota obsahu epikatechin gallatu (1,85 mg/100 g) byla pfevysena témét 26krat.
Podobn¢ také mouka pohankovd (31,35 mg/100g) vyznamné pfevySovala stanovené
mnozstvi oproti ostatnim moukdm (pramémé 1,34 mg/100 g). Vysoké mnozstvi bylo dale
zméteno u klickti pSeni¢nych a Spaldovych. Skupina otrub nevykazovala vy$§i mnozstvi
oproti ostatnim skupindm.

Obecné lze fici, ze nejvys§i mnozstvi katechinti vykazovaly klicky (s vyjimkou
kukuti¢nych), vyssi obsah byl také zaznemanin u otrub, zde jiz vSak mnozstvi nebylo
vyznamné vysSi nez u dalSich vyrobkl, vlocek a mouk. Stejné tak pohankové vyrobky
vykazovaly nejvyssi nebo témét nejvyssi mnozsti analyzovanych katechintll, naproti tomu
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Tab. 29 Mnozstvi katechinii ve vzorcich po kyselé hydrolyze (g/100 g)

katechin epikatechin
VLOCKY
pSenicné 1,35+ 0,08 1,7+£0,78
jecné 1,03 £ 0,03 0,90 £+ 0,00
Spaldové 0,84+ 0,01 1,05+ 0,01
pohankové 2,06 + 0,09 0,43+ 0,01
ovesné 1,45+ 0,02 0,56 = 0,00
ryzové 0,87 = 0,03 0,52 +0,01
Zitné 1,42 +0,03 2,79+ 0,10
MOUKY
pSeni¢na celozrnna 1,30 +£ 0,04 1,49 + 0,04
Spaldova celozrnna 1,34 + 0,05 1,52 + 0,05
Zitna celozrnna 1,56 + 0,06 2,85+0,09
z Cervené pSenice 1,32+ 0,09 1,20+ 0,07
pohankova hladka 1,21 £0,01 0,73 £ 0,00
pSeni¢na hladka 0,54+ 0,01 0,76 + 0,00
pSeni¢na hruba 0,36 £ 0,01 0,70 = 0,00
OTRUBY
pSeniéné term. 1,28 £0,02 0,27 £ 0,01
ovesné 1,48 £ 0,02 0,33 £ 0,00
Zitné 2,11 +£0,07 0,84 £ 0,01
kukufiéné 0,86 + 0,02 0,34 + 0,00
amarantové 2,84 +0,10 2,42+ 0,04
KLiCKY
pSenicné 18,25+ 0,63 2,35+0,04
Spaldové 11,89 + 0,09 1,86 £ 0,02
Zitné 19,14 +£ 0,72 2,42 +£0,02
kukufiéné 2,78+ 0,37 1,06+ 0,01

Po kyselé hydrolyze byly ve vzorcich detekovany jiz pouze katechin a epikatechin,
katechin gallat a epikatechin gallat byly vlivem kyselé hydrolyzy rozstépeny na katechin,
resp. epikatechin a kyselinu gallovou. Obsah jednotlivych katechinii se po kyselé hydrolyze
vzdy nékolikandsobné zvySil, coz mohlo byt zpisobeno pravé uvolnénim
katechinu/epikatechinu z gallatd (viz Tab. 29 ).

Obsah katechinu po hydrolyze se pohyboval vrozmezi 0,36 g/100 g (mouka pSeni¢na
hrubd) - 19,14 g/100 g, pfi¢emz nejvyssi hodnota u klickt zitnych, spolu s klicky pSeni¢nymi
(18,25 g/100 g) a Spaldovymi (11,89 g/100 g) vyrazné ptevySovala primerny obsah katechinu
u ostatnich vzork, ktery byl 1,40 g/100 g. Klicky tak 1ze povazovat za dobry zdroj katechinu
(viz Graf 8 ).

Mnozstvi epikatechinu ve vzorcich bylo stanoveno v rozmezi 0,27 g/100 g - 2,85 g/100 g.
Zitné produkty vykazovaly vzdy vys$&i obsah katechinu pti porovnani stejnych produkti
z jinych obilovin. Vy$8i mnozstvi bylo zméfeno také u otrub amarantovych (2,42 g/100 g).
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Tab. 30 Rovnice kalibracnich zavislosti pro vypocet obsahu katechinit v ryZich

standard kalibra¢ni rovnice koeficient determinace
katechin y (mV-s) =23,142 "x (ug/ml) R”=0,999
katechin gallat y (mV-s) =25,308 " x (ug/ml) R”=10,986
epikatechin y (mV-s)=19,523 " x (ug/ml) R’ =0,984
epikatechin gallat y (mV-s) = 85,187 x (ug/ml) R”=10,996
Tab. 31 Obsah katechinu v ryzich (mg/100 g)

katechin katechin gallat | epikatechin eplkate,chln

gallat

Long grain white rice 1,25+ 0,03 2,12+0,01 1,00 + 0,02 0,55 +0,00
Long grain white rice, VS 5,28 £0,05 3,19+£0,02 1,16 + 0,00 0,56+ 0,01
Bask 1,65+0,01 2,77 £ 0,04 1,17 +0,02 0,74+ 0,01
SOS Clasic 1,59 + 0,05 3,18+0,01 0,91 + 0,00 0,65+ 0,02
SOS Long 2,18 £0,03 3,03 +0,01 0,78 + 0,02 0,74+ 0,01
Ryze dlouhozrnna loupana 1,04 + 0,02 3,23 £0,02 0,89 + 0,00 0,48 + 0,00
Menu zlaté 2,37+0,01 4,06 + 0,05 1,39 + 0,04 0,93 +0,01
Menu zlaté parboiled 22,44+ 0,05 | 43,96+0,48 4,71+ 0,03 1,00 + 0,04
Albert Bio 0,80 + 0,04 1,95 +0,01 0,40+ 0,01 0,17+0,01
Lagris, ryze dlouhozrnna 1,75 + 0,06 2,36 0,01 2,45+ 0,05 0,75 £ 0,00
Lagris, ryze parboiled 16,79 + 0,13 23,92+ 0,60 2,44+ 0,01 0,43 + 0,00
Lagris, ryze Tii barev 27,60+ 0,29 | 41,10+ 1,41 3,25+ 0,00 0,63 + 0,00
Lagris, ryze Arborio 2,45+0,01 5,13 £0,10 0,85+ 0,03 0,82 + 0,02
Lagris, ryze Indianska 19,20+ 0,17 | 26,15+0,04 4,62+ 0,03 5,92 +0,07
Ryze ervena Natural 5,64 £0,16 1,52 +0,04 1,36 + 0,01 0,27+ 0,01
Basmati 2,83 +£0,02 3,47 +£0,08 1,11+0,05 0,82 + 0,00
Jasminova 2,69 0,07 4,37 + 0,06 1,07 + 0,02 0,85+ 0,03
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Na rozdil od cereédlnich vzorkl byly v§echny katechiny detekovany ve vSech vzorcich ryze,
1 kdyz obsah vétSiny derivatd byl v ryzi niz§i. Vysledky jsou shrnuty v Tab. 31 .

Mnozstvi katechinu bylo zméteno v rozmezi 0,80 az 27,60 mg/100 g. Nejmén¢ katechinu
bylo zjiSténo u ryze Albert Bio, nejvice u ryze Tii barev znacky Lagris. Vysoké hodnoty byly
déle zaznamenany u ryZze Menu zlaté Parboiled a ryze Indidanské a Parboiled, obé znacky
Lagris.

Primémé mnozstvi epikatechinu ve vzorcich bylo 1,68 mg/100 g, nejvyssi hodnoty byly
zaznamenany u ryze Menu zlaté parboiled (4,71 mg/100 g) a ryze Indidnské Lagris

Obsah katechin gallatu byl v praméru 3,11 mg/100 g. Tuto hodnotu vSak pievySovalo
n¢koli vzorkll. Vibec nejvyssi obsah byl stanoven vryzi Menu zlaté parboiled, a to
43,96 mg/100 g, dale pak v ryzi Tti barev (41,10 mg/100 g), ryzi Indianské (26,15 mg/100 g)
a ryzi parboiled (23,92 mg/100 g), vSe znacky Lagris. Nejméné katechin gallatu bylo zjisténo
u ryze ¢ervené Natural, 1,52 mg/100 g.

Obsah epikatechin gallatu byl ve vSech vzorcich velmi nizky, kromé ryze Indidnské
(5,92 mg/100 g) a Menu zlaté parboiled (1,00 mg/100 g) se obsah u ostatnich vzorki
pohyboval pod hranici 1 mg na 100 g ryze. Nejmens$i mnozstvi obsahovala ryze Albert Bio
(0,17 mg/100 g).

U vSech Ctyf analyzovanych katechinl byly nejvys$si hodnoty zméteny u ryze Menu zlaté
parboiled a ryze Indianské, naopak velmi nizké hodnoty vykazovala ryze Albert bio. Vysoké
hladiny analyzovanych latek v ryzi parboiled jsou patrné zplisobeny pouzitou technologii,
kterd zakoncentrovava biologicky aktivni latky uvnitf zrna a chrani je pred ztratami béhem
dalsiho zpracovani nebo béhem kulinarské upravy [143]. U ryZe Indianské je vysoky obsah
patrné zpusoben pfitomnosti povrchovych vrstev zrna. Vysledky analyzy katechinli jsou
podobné vysledkim kolorimetrického stanoveni celkovych polyfenoli i flavonoidi, vyraznéji
vsak vystupuji rozdily mezi jednotlivymi druhy ryze.

Tab. 32 Obsah katechinii v ryZich po kyselé hydrolyze (mg/100 g ryze)

katechin epikatechin

Long grain white rice 595,57 +£ 28,71 918,49 +4,31

Long grain white rice, VS 553,10+ 6,22 2014,16 + 13,90

Bask 521,94 +2,73 3 957,55+ 38,78
SOS Clasic 496,23 + 4,37 1974,93 £ 29,43
SOS Long 581,73 £4,74 4769,09 + 86,34
Ryze dlouhozrnna loupana 586,15+ 14,71 298,97 + 3,04
Menu zlaté 601,73 + 7,98 368,95+ 1,36
Menu zlaté parboiled 504,14 + 7,79 837,88 + 2,04
Albert Bio 575,38 2,73 2 087,02 +£25,49
Lagris, ryze dlouhozrnna 571,57 £ 6,55 975,07 £ 9,64

Lagris, ryze parboiled 487,87 + 10,04 1153,83+10,92

Lagris, ryze Tii barev 646,41 £ 10,26 2 336,79 £ 10,87

Lagris, ryze Arborio 647,76 £ 6,99 1 100,65 + 4,14

Lagris, ryze Indianska

1 544,01 + 28,40

1727,77 + 10,50

RyZe ¢ervena Natural

816,19+ 12,14

5 066,04 + 28,09
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Basmati 714,57 + 8,46 927,24 +10,44

733,64 + 4,02 1 009,34 + 6,70

Jasminova

Stejné jako u ceredlii byl také u ryze po kyselé hydrolyze detekovan pouze katechin a
epikatechin (viz Tab. 32 ). Nartst obsahu oproti analyze pted hydrolyzou byl v fadech stovek
az tisicl, napt. obsah katechinu v ryzi Albert bio byl po kyselé hydrolyze 719krat vyssi nez
pted hydrolyzou a obsah epikatechinu u stejného vzorku byl 5 218krat vyssi.

Primérny obsah katechinu ve vzorcich byl 602,12 mg/100 g. Tuto hodnotu vyrazné
ptesahovala ryze Indianska, kde byl obsah 1 544,01 mg/100 g, oproti analyze pted hydrolyzou
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Graf9 Obsah katechinu a epikatechinu v ryzi po kyselé hydrolyze (mg/100 g vyrobku)

Mnozstvi epikatechinu ve vzorcich se pohybovalo v mnozstvi 298,97 mg/100 g v ryzi
dlouhozrnné loupané az 5 066,04 mg/100 g v ryzi ¢ervené Natural. Obsah epikatechinu oproti
stanoveni pfed hydrolyzou se zvySilo v nékolika ptipadech az tisicinasobné. Obsah katechinu
a epikatechinu ve vzorcich ryze rovnéz ilustruje Graf 9 .

6.1.1.5

Fenolické kyseliny patii mezi derivaty s jednim fenolovym kruhem (viz Obr. 3 ) [21].
Obsah individualnich fenolickych kyselin byl stanoven podle metody, viz kap. 4.6.5. Méfeni
kazdého vzorku bylo provedeno tfikrat, ze ziskanych hodnot byl vypocitin prameér a
stanovena smerodatna odchylka.

Fenolické kyseliny

Tab. 33 Kalibracni krivky pro stanoveni fenolickych kyselin v ceredliich

standard regresni rovnice koeficient determinace
kyselina ferulova y (mV:s) =264,539 x (ug/ml) R”= 0,990
kyselina chlorogenova y (mV-s)=151,939 x (ug/ml) R’=0,987
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kyselina gallova

y (mV-s)=211,633 x (ug/ml)

R’=0,991

Tab. 34 Obsah fenolickych kyselin v cerealiich pred hydrolyzou (mg/100 g vyrobku)

kyselina kyselina kyselina

ferulova chlorogenova gallova
VLOCKY
pSeniéné 0,20 + 0,02 0,61+0,10 0,92 + 0,07
jeéné 0,36 + 0,01 0,47 + 0,03 2,60 £ 0,02
$paldové 0,22 + 0,02 0,65 + 0,04 0,83 + 0,03
pohankové 4,97 +0,15 6,53 + 0,29 11,62 +0,43
ovesné 0,56 + 0,01 1,19+ 0,42 0,65 + 0,02
ryzové 0,33+ 0,07 0,45 £ 0,08 1,05 £ 0,06
zitné 0,51+ 0,04 0,75 + 0,06 2,56 £ 0,06
MOUKY
pSeni¢na celozrnna 0,53 +0,01 0,41 +0,04 0,52 +0,02
Spaldova celozrnna 0,31 +0,01 0,53+ 0,07 0,63 + 0,02
zitna celozmna 0,48 + 0,01 2,16 £ 0,09 1,92 + 0,08
z Cervené pSenice 0,76 £ 0,02 1,54 + 0,02 1,13 +0,02
pohankova hladka 4,36 +0,17 11,91 + 0,44 11,76 £ 0,20
pSeni¢na hladka 0,14+ 0,01 0,29 + 0,02 0,70 + 0,06
pSeni¢na hruba nd 1,81 +£0,07 0,45+0,10
OTRUBY
pSeniéné term. 4,87 +0,14 5,97+ 0,16 4,19+0,17
ovesné 0,41 +0,01 0,38 £0,07 0,59 = 0,03
zitné 1,53 £ 0,06 4,01 +0,69 2,33 +£0,27
kukufi¢né 1,08 +£ 0,07 2,01 +£0,10 1,68 £ 0,00
amarantové 0,70 £ 0,02 2,70 £ 0,04 7,15+0,23
KLICKY
pSeniéné 22,17+0,36 11,61 £0,29 4,78+ 0,31
$paldové 0,68 + 0,04 8,79 + 0,52 3,99 + 0,59
zitné 5,08 +£0,31 12,84 + 0,81 11,91 + 0,44
kukufi¢né 0,79 + 0,04 3,95+0,13 2,15+£0,04

Mnozstvi ferulové kyseliny ve vzorcich se pohybovalo v rozmezi 0,14 - 22,17 mg/100 g.
Nejméné bylo stanoveno v mouce pSeni¢né hladké, v mouce psSeni¢né hrubé nebyla kyselina
ferulova stanovena vilibec. Vyrazné nejvyssi obsah byl stanoven v kliccich pSeni¢nych. Oba
analyzované pohankové produkty vyrazné€ pfevySovaly stanovenou primérnou hodnotu pro
danou skupinu vyrobktl. Vlocky pohankové obsahovaly 4,97 mg/100 g, primér pro ostatni
vlocky byl 0,36 mg/100 g, v mouce pohankové byl obsah kyseliny ferulové 4,36 mg/100 g,
praimérnd hodnota pro ostatni mouky byla 0,44 mg/100 g. Podle dostupné literatury muze
kyselina gallova ptedstavovat az 90 % zcelkovych polyfenold obilného zrna [144].
Skutecnost, ze v mnoha vzorcich byla detekovand pouze v malém mnozstvi, 1ze vysvétlit
vyskytem fenolickych kyselin pfevazné¢ ve formé dimerd nebo jejich vazbou na mastné
kyseliny, sacharidy, lignin nebo slozky bunécné stény [145].

90



Kyselina chlorogenovéa byla detekovana ve vSech vzorcich, nejvyssi obsah byl zméfen
v kli¢cich  zitnych (12,84 mg/100 g), naopak nejméné¢ v mouce pSeniéné hladké
(0,29 mg/100 g). Velmi vysoky obsah byl stanoven v mouce pohankové hladké
(11,91 mg/100 g) a kli¢cich pSeni¢nych (11,61 mg/100 g). Také vlocky pohankové
vykazovaly v porovnani s ostatnimi vlockami vysoky obsah kyseliny chlorogenové.

Kyselina gallova byla ve vzorcich zastoupena v mnozstvi od 0,45 mg/100 g v mouce
pSeni¢né hrubé do 11,91 mg/100 g v klicich zitnych. Velmi vysoky obsah byl zméten
v pohankovych vyrobcich, ve vlockach 11,62 mg/100 g (primér 1,43 mg/100 g) a v mouce
11,76 mg/100 g (prameér 0,89 mg/100 g). Vysledky jsou ptehledn¢ shrnuty v Tab. 34 .

Z hlediska rozdéleni produkti do skupin lze fict, Ze nejvyssi obsah fenolickych kyselin byl
zméten v kli¢cich a dale v otrubach. Kromé mouky a vlocek zpohanky, které vzdy
vykazovaly vysoky obsah téchto latek, mély ostatni vyrobky nizké hladiny.

Tab. 35 Obsah fenolickych kyselin v ceredliich po kyselé hydrolyze

kyselina ferulova kyselina chlorogenova kyselina gallova
(mg/100 g) (mg/100 g) (g/100 g)

VLOCKY

pSeniéné 120,94 + 3,69 460,40 + 27,66 2,12+ 0,05
jeéné 53,03 £0,77 194,59 + 7,56 1,02 £ 0,00
$paldové 72,53 £ 1,91 249,33 £ 1,42 1,24+ 0,01
pohankové 13,52 £ 1,70 44,81 £2,02 0,42 + 0,00
ovesné 40,54 £ 0,54 82,88 £ 6,78 0,61 +0,01
ryzové 38,32 +5,48 91,99 +7,37 0,57 £ 0,02
zitné 279,83 £27,02 436,86 + 48,90 3,91+ 0,03
MOUKY

pSeni¢na celozrnna 116,63 £ 0,74 448,82 + 20,66 1,79 + 0,02
Spaldova celozrnna 120,45+ 11,17 430,55+ 26,91 1,75+ 0,03
zitna celozrmna 324,15+ 5,38 714,24 + 43,82 3,63 +0,02
z Cervené pSenice 88,04 £ 2,98 311,65+ 14,75 1,43 + 0,05
pohankova hladka 65,50 £ 5,34 84,51 £ 7,58 0,80+ 0,02
pSeni¢na hladka 79,89 + 6,14 116,96 £ 11,87 0,97 + 0,03
pSeni¢na hruba 69,28 £ 1,41 91,71 £ 5,73 0,89 + 0,00
OTRUBY

pSenic¢né term. 35,93+ 2,86 56,32 +2,17 0,42 + 0,05
ovesné 53,26 £ 4,50 271,75 £ 48,22 0,78 + 0,00
zitné 92,37 +£5,23 317,91 £ 15,71 0,85+ 0,02
kukufi¢né 52,73+ 1,99 1 248,35+ 24,30 0,53 £0,01
amarantové 203,79 £ 3,22 1 240,95 + 35,69 4,26 £ 0,00
KLiICKY

pSeniéné 298,54 £ 17,09 453,09 + 19,63 4,84 £ 0,06
$paldové 275,19 £ 11,84 451,00 + 20,32 3,70 + 0,05
zitné 278,89 £ 20,39 555,17 £22,06 5,29 + 0,02
kukufiéné 112,79 £ 5,06 381,22+ 11,45 1,51 +0,08
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Také fenolickych kyselin bylo vlivem kyselé hydrolyzy analyzovano nékolikandsobné
vys$§i mnozstvi nez ve vzorcich bez hydrolyzy, viz Tab. 35 .

Obsah kyseliny ferulové se pohyboval v mnozstvi 13,52 mg/100g ve vlockach
pohankovych az 298,54 mg/100 g v kli¢cich pSeni¢nych. Vlocky pohankové bez hydrolyzy
vykazovaly druhou nejvys$i hladinu kyseliny ferulové mezi vSemi ostatnimi vzorky,
pusobenim hydrolyzy doslo vSak pouze k trojnasobnému nartstu obsahu, podobné¢ mouka
pohankové bez hydrolyzy méla tieti nejvyssi mnozstvi kyseliny ferulové, hydrolyzou doslo
k narGstu mnozstvi 15krat. Z toho Ize vyvodit, Ze kyselina ferulova v pohance neni vdzana
v takové mife jako u ostatnich vzorkl. Naopak nejvétsi narist byl zaznamenan u vlocek
pSeni¢nych, obsah se zvedl 600krat.

Rovnéz obsah kyseliny chlorogenové se mnohondsobné zvysil, nejvyraznéji u mouky
pSeni¢né celozmné (1 105krat), kterd v§ak méla nizkou vychozi hodnotu. Nejvyssi obsah byl
analyzovan u otrub kukuti¢nych (1 248,35 mg/100 g) a amarantovych (1 240,98 mg/100 g).
Nejméné kyseliny chlorogenové bylo namétfeno u vlo¢ek pohankovych (44,81 mg/100 g) a
velmi malo v porovnani s ostatnimi vzorky také v mouce pohankové hladké. Také zde patrné
plati, Ze kyselina chlorogenova neni v pohankovych vyrobcich intenzivné vazana a kyselou
hydrolyzou proto nedochdzi k jejimu vyraznéj§imu uvolnéni.

Nejvice z fenolickych kyselin byla uvolnéna kyselina gallova, patrné zde v nejvétsi mite
dochéazelo ke $tépeni z glykosidickych vazeb gallati. Pravé v téchto formach se kyselina
gallova vyskytuje nejCastéji [146]. Nejvys$si mnozstvi bylo namétfeno (stejné jako bez
hydrolyzy) v kli¢cich zitnych, 5,29 g/100 g, mnozstvi bylo vyssi 444krat. Nejmensi mnozstvi
bylo u vlocek pohankovych a otrub pseni¢nych, oboji 0,42 g/100 g. Pomérné¢ malé mnozstvi
bylo zméteno i v mouce pohankové, podobné jako u ptedeslych dvou kyselin.

Tab. 36 Kalibracni zavislost standardii fenolickych kyselin pro vypocet jejich obsahu
ve vzorcich ryzi

standard kalibracni rovnice koeficient determinace
kyselina ferulova y (mV's) =266,311 x (ug/ml) R*=0,991
kyselina chlorogenova y (mV's)=116,376 x (Ug/ml) R*=0,998
kyselina gallova y (mV's) =269,308 "x (ug/ml) R”=0,999

Tab. 37 Obsah fenolickych kyselin v ryZovych vzorcich bez hydrolyzy (ug/100g ryze)

kyselina ferulova kyselina chlorogenova
Long grain white rice 61,12+ 0,91 157,73 £ 1,14
Long grain white rice, VS 46,73 £ 0,23 176,36 + 3,85
Bask 114,89 + 1,33 140,05 + 6,73
SOS Clasic 202,20 + 0,44 136,37 + 0,46
SOS Long 109,73 + 3,70 269,03 +£9,74
Ryze dlouhozrnna loupana 84,56 +£ 2,94 101,45 + 3,93
Menu zlaté 213,58 £ 6,91 175,38 £ 1,48
Menu zlaté parboiled 153,00 + 9,84 207,38+ 1,17
Albert Bio 4483+ 0,11 46,64 £ 0,53
Lagris, ryze dlouhozrnna 111,40+ 1,15 165,16 + 3,77
Lagris, ryze parboiled 104,79 + 0,51 158,80 + 2,34
Lagris, ryze Tii barev 191,89 + 0,33 175,56 £ 1,97
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Lagris, ryze Arborio 175,80 + 0,66 437,71+ 1,32
Lagris, ryze Indianska 556,09 + 4,74 860,01 + 0,99
Ryze ¢ervena Natural 82,81 +£1,28 122,12+ 0,36
Basmati 98,34 + 0,35 209,42 + 0,67
Jasminova 54,27 + 1,60 210,33+ 2,10

V ryzovych vzorcich, jak uvadi Tab. 37, byla stanovena kyselina ferulova a chlorogenova,
kyselina gallova nebyla detekovana u zadného vzorku extrahovaného vodou.

cvvr

Cvwr

(46,64 ug/100 g) a nejvyssi u ryze Indianské Lagris (860,01 ug/100 g). Déle bylo vysoké
mnozstvi stanoveno v ryzi Lagris Arborio (437,71 ng/100 g).

Tab. 38 Obsah fenolickych kyselin v ryZich po kyselé hydrolyze (mg/100 g)

kyselina kyselina kyselina

ferulova chlorogenova gallova
Long grain white rice 3,48 £0,02 15,22 + 0,00 3,09 +£0,00
Long grain white rice, VS 4,86 +0,00 32,16+ 0,05 10,42 + 0,02
Bask 7,92 £0,22 62,32+ 0,86 13,38 £ 0,14
SOS Clasic 5,04 + 0,09 34,67+0,13 10,88 = 0,08
SOS Long 10,11 +0,17 74,22 +1,41 16,36 £ 0,12
Ryze dlouhozrnna loupana 1,35 +0,05 6,30 £ 0,02 18,81 +0,49
Menu zlaté 1,59 £0,02 6,27 £0,01 1,19 +£0,03
Menu zlaté parboiled 2,28 £0,01 17,06 £ 0,11 2,14 £ 0,03
Albert Bio 10,18 + 0,02 36,34+ 0,33 9,14 £ 0,07
Lagris, ryze dlouhozrnna 2,65 +0,03 16,77 + 0,14 3,20 £0,02
Lagris, ryze parboiled 4,07 £0,00 23,79 +£ 0,27 3,21 +£0,00
Lagris, ryze Tii barev 7,19 £0,01 40,30 £ 0,02 11,61 £0,03
Lagris, ryze Arborio 3,18 £0,00 19,66 + 0,05 3,57 £0,03
Lagris, ryze Indianska 10,29 + 0,02 3435+0,13 5,94 £ 0,02
Ryze Cervena Natural 21,26 £ 0,03 65,14+ 0,11 15,66 + 0,05
Basmati 2,56 £ 0,04 15,91 + 0,24 2,74 + 0,04
Jasminova 3,57 £0,05 17,40 + 0,09 3,14+ 0,03

Po kyselé hydrolyze byly vryzovych vzorcich detekovany vSechny tfi analyzované
fenolické kyseliny - kyselina ferulova, chlorogenova i gallova (viz Tab. 38 ).

Kyseliny ferulové bylo nejméné nalezeno v ryzi dlouhozrnné loupané (1,35 mg/100 g),
nejvice v ryzi ¢ervené natural (21,26 mg/100 g), kde byl zaznamenan viibec nejvyssi nartst
této kyseliny (257krat) u analyzovanych vzorkii. Nejmensi nartist byl zaznamenan u ryze
Menu zlaté, pouze 7krat.

Vyssi narist po hydrolyze byl zméfen u kyseliny chlorogenové, nejvice u ryze Albert bio,
779krat, a ryze Cervené natural, 533krat. Nejveétsi mnozstvi vSak bylo zmétfeno u ryze SOS
long (74,22 mg/100 g), kde se mnozstvi zvysilo 276krat. NejmenSi mnozstvi bylo zméfeno u
ryze Menu zlaté, 6,27 mg/100 g, zde byl zaznamenan také nejmensi nartst, 36krat.
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Graf 10 Obsah fenolickych kyseliny v ryZich po kyselé hydrolyze

Po kyselé hydrolyze bylo mozné ve vSech vzorcich detekovat také kyselinu gallovou, coz
bylo zfejmé zplisobeno uvolnénim kyseliny gallové z glykosidickych vazeb. Nejmensi
mnozstvi bylo nalezeno u ryze Menu zlaté, 1,19 mg/100 g, nejvétsi u ryze dlouhozrnné
loupané, 18,81 mg/100 g.

Fenolické kyseliny jsou povazovany za silné antioxidanty. Pro tyto dobré antioxidac¢ni
vlastnosti mohou byt ¢asteéné zodpovédné za prospésné ucinky spojené s konzumaci cerealii.
Kyselina ferulovd a jeji oxidacni derivaty jsou nejhojnéji zastoupenymi derivaty
hydroxyskoficové kyseliny v cerealiich [29].

6.1.1.6 Flavonoidy

Vybér analyzovanych individudlnich flavonoidi sledovanych u ceredlii byl limitovan
dostupnosti pfislusnych standardi. Obsah individudlnich flavonoidi byl zmétfen podle
postupu uvedeného v kap. 4.6.6. VSechny vzorky byly prométeny ttikrat, ze ziskanych hodnot
byl spocitan priimér a smérodatna odchylka.

Tab. 39 Kalibracni rovnice pro vypocet obsahu flavonoidii ve vzorcich ceredlii

standard regresni rovnice koeficient determinace
rutin y (mV's) = 124,802 "x (ug/ml) R’ = 0,999
myricetin y (mV's) = 427,643 " x (ug/ml) R”=0,999
morin y (mV's) = 150,651 "x (ug/ml) R”=0,999
luteolin y (mV's) =267,327 x (ug/ml) R%=0,998
kvercetin y (mV's) =358,101 "x (ug/ml) R”=0,999
naringenin y (mV's) =4,249 " x (ug/ml) R”*=0,987
apigenin y (mV's) = 176,832 "x (ug/ml) R”=10,999
kemferol y (mV's) = 383,548 "x (ug/ml) R”=0,999
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Vsechny analyzované latky patii do skupiny flavonoidii, v rdmci této skupiny je dale
mozné je rozdélit na flavonoly (kemferol, myricetin, morin, kvercetin a rutin, ktery je ze zde
analyzovanych flavonoidi jediny glykosid), flavony (apigenin, luteolin) a flavanony
(naringenin) [25]. Obsah individuélnich flavonoidii extrahovanych vodou shrnuje Tab. 40 a
Tab. 41 .

Tab. 40 Obsah individudlnich flavonoidii v cerealiich (ug/100 g vyrobku)

rutin myricetin morin luteolin

VLOCKY

pSenicné 59,63 £ 0,65 10,82 + 0,09 7,68 + 0,03 1,36 £0,16
jecné 404,75 + 4,22 39,07 £ 0,31 35,30+0,92 10,86 = 1,61
Spaldové 43,36 +£ 0,21 7,96 + 0,04 8,13 +0,07 1,47 £0,07
pohankové 682,75+ 3,76 50,45 £ 0,21 16,42 + 0,09 2,21 +£0,04
ovesné 27,37 +0,27 12,50 £0,01 39,72+ 0,76 2,91 +0,16
ryzové 17,45+0,15 3,96 + 0,08 6,15 +0,06 1,67 £0,06
zitné 109,86 + 0,95 22,51 +£0,21 13,54+ 0,15 10,46 = 1,09
MOUKY

pSeni¢na celozrnna 290,90 + 2,40 17,60 + 0,15 | 40,07 +0,25 15,95+ 0,21
Spaldova celozrnna 163,94 + 0,73 16,19+ 0,13 27,89 £ 0,16 11,42 +0,14
zitna celozmna 60,87 £ 0,13 27,78 £ 0,18 | 36,27+ 0,59 5,81 +£0,16
z Cervené pSenice 190,14 + 1,64 26,22 +0,22 36,55+0,48 7,06 +£0,18
pohankova hladka 731,54+ 2,76 4,15+ 0,01 6,28 + 0,09 37,71 £ 0,09
pSeni¢na hladka 29,06 0,19 1,41 +0,03 2,52+0,12 2,51+0,18
pSeni¢na hruba 10,29 + 0,18 2,49 £ 0,04 1,24 +0,09 1,61 £0,27
OTRUBY

pSeniéné term. 103,12 + 0,85 22,09+ 0,20 | 20,87+0,25 13,93 £ 0,08
ovesné 22,65+0,12 3,93 £0,02 28,71 £0,21 1,74 £ 0,35
zitné 111,24+ 0,42 12,18 £ 0,11 8,18 +0,07 5,31 +£0,12
kukufi¢né 93,74 + 0,87 8,37 + 0,05 12,03+0,12 4,77+0,18
amarantove 33,68 + 0,39 4,70 £ 0,04 6,27 £0,02 1,69 £+ 0,04
KLiCKY

pSenicné 3835,23+23,53 | 62,92+0,70 | 34,42+0,14 5,58 +£0,14
Spaldové 808,35 £ 3,55 5,47+0,07 4,02 £ 0,02 1,92 £0,04
zitné 646,81 + 0,32 21,12+0,14 | 20,42+ 0,69 6,80 £0,61
kukufi¢né 238,64 + 1,80 12,73+ 0,17 14,25+ 0,28 5,68 £0,62

cvvr

zméfeno v mouce pSeni¢né hrubé a také ve vlockach ryzovych (17,45 g/100 g). Naproti tomu
bylo velmi vysoké mnozstvi zméteno u klickti pSeni¢nych, 3,84 ug/100 g, tato hodnota byla
dokonce vyssi nez u analyzovanych pohankovych vzorkd, u kterych je vysoky obsah rutinu
oc¢ekavan. Presto byl obsah rutinu v pohankovych vlockdch i mouce velmi vysoky,
682,75 ug/100 g a 731,54 ug/100 g. Velké mnozstvi bylo analyzovano jeste¢ v kliccich
$paldovych (808,35 ug/100 g) a zitnych (646,81 ng/100 g), 1ze tedy fici, Ze obilné klicky jsou
velmi bohatym zdrojem rutinu.

95



Mnozstvi myricetinu bylo stanoveno v rozmezi 1,41 ug/100 g u mouky pSeni¢né hladké az
62,92 ug/100 g u klickti pseni¢nych. Vysoké hodnoty byly zaznamenany také u nékterych
druhii vlocek, napt. pohankovych (50,45 ug/100 g) a je¢nych (39,07 ug/100 g). U mouk byl
zaznamenan vysoky obsah u mouky zitné celozrnné (27,78 ug/100 g) a mouky z Cervené
pSenice (26,22 ug/100 g). Kromé klick pSeni¢nych bylo v ostatnich kli¢cich zméteno spise
primérmé nebo malé mnozstvi myricetinu, a také otruby nevykazovaly vyznamnéjsi hladinu
této latky, ztoho lze usoudit, Ze myricetin je spiSe rozmistén po celém zrnu, nikoli jen
ve vnéjsich vrstvach [27].

Obsah morinu byl analyzovan od 1,24 ug/100 g (mouka pSenicnd hrubd)
do 40,07 ug/100 g (mouka pSeni¢na celozrnna). Dale byl vysoky obsah stanoven v mouce
z Cervené pSenice (36,55 ng/100 g) a zitné celozrnné (36,27 ng/100 g). Celozrnné mouky jsou
tedy dobrym zdrojem morinu, s vyjimkou vlo¢ek ovesnych obsahem ptevysuji ostatni
analyzované ceredlie.

Obsah luteolinu ve vzorcich se pohyboval od 1,61 do 37,71 ug/100 g. Nejmensi mnozstvi
Naopak nejvyssi mnozstvi bylo nalezeno v mouce pohankové. Nékteré vlocky (je¢né a zitné)
a také celozrnné mouky vykazovaly vyS$i hodnoty luteolinu nez otruby (s vyjimkou
pSeni¢nych) a klicky.

Tab. 41 Obsah individudlnich flavonoidii v cerealiich (ug/100 g vyrobku)

kvercetin naringenin apigenin kemferol
VLOCKY
pSenicné 1,74 + 0,02 141,59 + 3,58 1,78 £ 0,05 1,43+ 0,03
jecné 95,95+ 0,86 | 804,05+ 29,23 12,18 £ 0,35 14,03 +£ 0,23
Spaldové 1,50 + 0,04 78,63 + 2,13 1,74 +£ 0,04 1,25+0,14
pohankové 3,24 + 0,05 381,10 £ 14,96 1,52 +£0,04 0,51+0,15
ovesné 4,48+0,03 |1610,22+ 39,33 93,04 + 0,37 220,52 +7,95
ryZové 1,15+ 0,05 227,51 + 13,18 11,01 = 0,04 1,85+0,41
Zitné 5,94+ 0,01 222,55+ 10,75 3,63 +£0,02 14,21 +£0,10
MOUKY
pSeni¢na celozrnna 13,01 +£0,01 784,76 + 14,26 13,85+ 0,04 10,12 £ 0,80
$paldova celozrnna 7,06 + 0,01 717,46 + 13,56 9,43 + (0,03 5,23+ 0,41
Zitna celozmna 5,70+ 0,09 | 1138,61 +34,69 11,89 + 0,07 11,74 + 0,60
z Cervené psenice 10,03 £ 0,01 627,46 + 6,46 9,36 + 0,05 11,57+ 0,40
pohankova hladka 2,10+ 0,08 86,75 £ 5,09 1,36 0,03 2,49+ 0,55
pSeni¢nd hladka 0,72+ 0,01 38,45+ 430 0,79 + 0,06 4,17+0,26
pSeni¢nd hruba 0,36 + 0,01 49,92 + 232 1,15+0,09 7,59 £ 0,58
OTRUBY
pSeni¢né term. 11,11 £0,01 | 423,72 + 14,07 10,74 + 0,14 15,73 + 0,24
ovesné 2,84 +0,03 91,44+ 2,18 5,95+ 0,07 2,46 £ 0,78
Zitné 4,28 + 0,03 102,68 + 5,08 5,29 £ 0,06 2,25+0,29
kukufi¢né 6,82 + 0,04 162,21 + 7,77 3,62 +£0,03 4,10+ 0,23
amarantové 1,76 £ 0,01 68,97 £ 1,65 2,02 £0,05 5,91+ 0,24
KLiCKY
pSenicné 5,55+0,05 185,21 + 6,79 7,56 £ 0,08 7,22 +0,11
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Spaldové 1,57 £ 0,08 146,54 £ 3,35 3,47 £ 0,04 4,89 £ 0,42
Zitné 10,64 £ 0,13 398,24 +4,97 9,33+£0,02 3,39+ 0,39
kukuficné 3,31+ 0,06 74,81 £2,71 1,77+ 0,01 2,50 £ 0,22

Mnozstvi kvercetinu ve vzorcich se pohybovalo v rozsahu 0,36 ug/100 g (mouka pSeni¢na
hrubd) - 13,01 ug/100 g (mouka psSeni¢nd celozrnnd). Z tohoto intervalu se zcela vymykaji
vlogky jeEné s obsahem kvercetinu 95,95 pg/100 g. Zadny jiny vzorek jiz vysokym obsahem

kvercetinu nevynikal.

Mnozstvi naringeninu v cerealnich vzorcich bylo o fad az o dva vys$i nez obsah jinych
individudlnich flavonoidli. Nejvice naringeninu bylo nalezeno ve vlockadch ovesnych
(1610,22 ug/100 g) a dale v mouce zitné celozrnné (1 138,91 ug/100 g). Obecné lze fici, ze
obsah ve vlockdch a moukdch byl vyssi nez u klickd a otrub. Nejméné naringeninu
obsahovala mouka pSeni¢na hladka (38,45 ng/100 g) a hruba (49,92 ug/100 g).

Mnozstvi apigeninu bylo stanoveno v rozmezi 0,79 png/100 g (u mouky pSenicné hladké) -
13,85 ng/100 g (mouka pSeni¢na celozrnnd). Vysokd hodnota byla zméfena také u vlocek
jecnych, 12,18 ug/100 g. Zcela nejvyssi hladinu apigeninu oproti ostatnim zméfenym
vzorkiim mély vloc¢ky ovesné a to 93,04 ug/100 g.

Mnozstvi kemferolu se pohybovalo od hodnoty 0,79 ug/100 g u mouky pseni¢né hladké po
15,73 nug/100 g u otrub pseni¢nych. Vysoka hladina byla také zmétena u vlocek zitnych a
jecnych, 14,21 ug/100 g a 14,03 ug/100 g. Mezi pomérné nizkymi hodnotami kemferolu
ve vlockach vynikaji vlo¢ky ovesné se 220,52 nug/100 g. V ramci rozdéleni vzorkd do skupin,
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Tab. 42 Obsah individualnich flavonoidii v cerealiich po kyselé hydrolyze (mg/100 g vyrobku)

rutin myricetin morin luteolin

VLOCKY

pSenicné 35,20+0,10 1,23 £0,04 1,55+ 0,02 0,73 £ 0,06
jecné 50,87 £ 0,67 0,82 +0,05 0,81+ 0,00 0,46 + 0,03
Spaldové 70,22 + 0,24 1,38 +£0,05 1,35+ 0,03 0,69 +0,01
pohankové 36,36 +£ 0,29 0,51 £0,05 0,63 +0,02 0,13+ 0,00
ovesné 33,76 +£ 0,51 1,30 = 0,08 0,59 = 0,03 0,17 £ 0,00
ryzové 32,35+0,31 1,11 +£0,08 0,52+ 0,01 0,14 £0,01
zitné 28,71 £ 0,48 3,16 £0,25 2,14+0,12 0,91 +0,14
MOUKY

pSeni¢na celozrnna 82,70 £ 0,95 1,20 + 0,08 1,90 + 0,03 0,78+ 0,01
Spaldova celozrnna 71,29 + 0,41 1,00 +£0,07 1,48 £ 0,03 0,56 +£ 0,02
zitna celozmna 74,13 + 0,84 1,90 £0,12 3,95+ 0,02 1,79 £ 0,09
z Cervené pSenice 44,36 £ 0,28 0,93 = 0,05 1,45+ 0,01 0,60 = 0,02
pohankova hladka 36,91 £0,05 0,54 £ 0,00 0,66 + 0,05 0,26 £ 0,01
pSeni¢éna hladka 30,48 +£0,78 0,65 + 0,04 1,03 £ 0,07 0,15+ 0,08
pSeni¢na hruba 27,06 + 0,39 0,61 +0,01 0,99 + 0,01 0,24 + 0,00
OTRUBY

pSeniéné term. 118,68+ 1,42 | 3,36+0,14 4,84+ 0,04 0,78 £ 0,02
ovesné 23,14+ 0,35 0,61 £0,07 0,88 = 0,04 0,29 = 0,00
zitné 83,46 £ 0,74 2,62 +0,10 4,17 £0,09 0,98 £ 0,01
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kukuficné 306,80 +2,22 | 3,18 +0,03 5,23 +0,02 1,83 +£0,16
amarantoveé 28,40+ 0,08 | 0,59+0,01 1,07 0,01 0,33 + 0,02
KLiCKY

penitné 288,74+2,72 | 644+0,19 | 11,80+0,10 | 1,13+0,02
Spaldové 238,96+3,70 | 5.89+0,55 6,98 + 0,06 1,11 £0,10
Zitné 129,99 + 1,08 | 1,87 +0,04 3,85+0,13 1,20 + 0,08
kukuficné 76,38+ 0,53 | 1,71 +0,07 2,04 + 0,08 0,47 + 0,04

Obsah rutinu ve vzorcich se pohyboval v rozmezi 23,14 az 306,80 mg/100 g. Nejméné
rutinu bylo nalezeno v otrubdch ovesnych, u kterych byl obsah pted hydrolyzou tieti nejmensi
mezi ostatnimi analyzovanymi vzorky, i tak vSak doSlo k narlistu 1 022krat. Nejvyssi
mnozstvi bylo zméteno u otrub kukufi¢nych, u kterych rovnéz doslo k nejvy$simu nardstu,
3 273krat vys$si obsah nez pred hydrolyzou.

Pohankové produkty nevykazovaly vyznamné mnozstvi rutinu oproti ostatnim vzorklim,
také z hlediska ndsobku nariistu byl zde zaznamendn nejmensi pfirtistek. Z toho lze vyvodit,
ze v pohankovych produktech je 1épe dostupny volny rutin ve srovndni s vyrobky jinych
obilovin, kde se ve vétsi mife vyskytuje ve vazané formé¢ a k jeho uvolnéni dochazi napt.
vlivem kyselé hydrolyzy. Rutin je jako jediny z analyzovanych flavonoida glykosid, mohlo
tedy dojit ke Sté€peni glykosidické vazby rutinu a tim rozpadu na aglykon kvercetin a
glykosidickou ¢ast - disacharid rutinézu [140].

Mnozstvi myricetinu bylo u vétSiny vzorkd velmi podobné, v priméru 1,44 mg/100 g, tuto
hodnotu vyrazné¢ ptesahoval vzorek klickd pseni¢nych, 6,44 mg/100 g, a Spaldovych,
5,89 mg/100 g, u pseni¢nych to znamenalo nartist téméf stonasobny, u $paldovych dokonce
0,51 mg/100 g a mouky 0,54 mg/100 g.

Také mnozstvi morinu bylo u vzorki podobné, praimémeé 1,19 mg/100 g, nad tento primér
obsahovaly myricetin nejvice klicky Spaldové (11,80 mg/100 g). Nejméné myricetinu
obsahovaly vlo¢ky ryzové (0,52 mg/100 g) a ovesné (0,59 mg/100 g).

Mnozstvi luteolinu ve vzorcich bylo niz§i nez u vySe zminiovanych flavonoidi, pohybovalo
se v rozsahu 0,13 mg/100 g u vlo¢ek pohankovych az 1,83 mg/100 g u otrub kukuti¢nych.

Tab. 43 Obsah flavonoidii v cerealiich po kyselé hydrolyze

kvercetin naringenin apigenin kemferol

(1g/100 g) (mg/100 g) (1g/100 g) (1g/100 g)
VLOCKY
pSenicné 246,92 + 18,57 26,24 +0,73 155,58 + 0,88 93,15+ 1,90
jecné 134,63 + 6,73 11,27 + 0,68 111,13+ 16,72 78,21 £2,51
$paldové 206,56 £10,70 27,29 +0,15 225,50 £ 1,88 211,22 +£3,47
pohankové 113,17+ 4,20 19,21 £ 0,41 120,56 + 0,46 105,62 + 8,79
ovesné 149,47 + 3,66 13,04 £0,12 212,78 £5,89 157,17 £ 12,80
ryZové 127,00 + 11,76 10,12 £ 0,53 113,17 £ 8,39 151,04 + 8,31
Zitné 1521,32+91,60 | 85,24+ 0,29 765,58 = 33,74 1 625,89 + 58,77
MOUKY
pSeni¢na celozmna 1032,49+70,13 | 27,45+0,27 814,89 £ 71,66 319,35+32,69
Spaldova celozrnna 287,77 £ 21,79 14,80 + 0,02 518,28 £ 56,14 96,36 + 5,43
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7itna celozrnna 937,02 £ 63,44 46,41 +0,12 [ 1685,74+108,25 | 528,64+61,23
z Cervené pSenice 370,25 + 15,82 20,66 + 0,54 585,56 £ 5,67 221,31 +£11,10
pohankova hladka 125,98 +£2,97 5,89 + 0,06 168,79 £ 14,22 111,74 £ 5,82
pSeni¢na hladka 158,59 +9,24 11,11 +0,57 109,69 + 7,63 69,59 + 3,62
pSeni¢na hruba 184,55+ 1,97 9,69 + 0,35 113,85+9,51 65,69 + 5,95
OTRUBY

pSeni¢né term. 787,19 £ 69,51 112,32+ 3,70 911,04 £52,19 699,41 + 83,95
ovesné 204,98 + 31,01 22,42 +0,23 113,08 £24,10 101,77 £ 2,95
Zitné 1373,99 +£57,81 15,09 + 0,17 260,17 + 16,56 236,09 + 12,56
kukufi¢né 1781,70+114,52 | 292,73 +2,28 | 4345,83 £ 69,83 1 394,00 + 65,58
amarantove 146,20 + 17,61 20,46 £ 0,22 230,86 £ 16,12 155,47+ 5,79
KLICKY

pSenicné 890,02 + 34,42 48,84 + 0,52 696,00 + 65,51 4 686,84 + 112,45
Spaldové 587,95+ 12,55 40,64 + 0,92 747,82 +£39,95 1229,73 £ 107,90
Zitné 834,20 + 53,09 49,43 £ 0,59 621,83 +45,86 992,93 + 66,95
kukufi¢né 449,04 + 20,43 54,18 £ 0,78 515,61 4,75 428,32+ 11,13

Obsah kvercetinu se pohyboval od 113,17 do 1 781,70 nug/100 g. Nejmensi obsah byl
ve vlockach pohankovych a ddle mouce pohankové. Nepotvrdilo se tak, zZe nizky obsah rutinu
u pohankovych vyrobkll po kyselé hydrolyze (viz Tab.42 ) je zplsoben jeho rozpadem
na aglykon kvercetin.

Nejvyssi obsah kvercetinu byl naméfen u otrub kukufiénych a dale u vlocek zitnych
(1521,32 ug/100 g) a otrub zitnych (1 373,99 ug/100 g). Zatimco pted hydrolyzou mély
pouze klicky vyssi obsah kvercetinu, po hydrolyze také ostatni zitné produkty vykazovaly
vysoky obsah a Ize je tedy povazovat za bohaty zdroj kvercetinu.

Obsah naringeninu se pohyboval od5,89 do 292,73 mg/100 g. Zatimco nejméné
obsahovala mouka pohankové, nejvice bylo zméfeno v otrubach kukufiénych. Pro skupinu
klickd byl obsah naringeninu velmi podobny, také tady byl nejvyssi u klickt kukufi¢nych,
zatimco napf. u otrub se obsah zna¢né odliSoval.

Mnozstvi apigeninu bylo zméteno od 109,69 ug/100 g pro mouku psSeni¢nou hladkou
do 4 345,83 ug/100 g pro otruby kukufi¢né. Tento obsah je v porovnani s ostatnimi
hodnotami velmi vysoky a oproti mnozstvi pfed hydrolyzou dosSlo k narGistu 1 200krat.
Kompletni vysledky obsahi individualnich flavonoida po kyselé hydrolyze obsahuje Tab. 42
a Tab. 43 .

Aplikaci kyselé hydrolyzy na ceredlni vzorky doslo k vyraznému narGstu obsahu
individudlnich flavonoidd. To bylo zplsobeno pifedev§im uvoliovanim téchto latek
z vazanych forem, ve kterych se v ceredliich ve velké mite nachézeji [15].

Slouceniny patiici do skupiny flavonoidii jsou obecné povazovany za zdravi prospésné
[27,30]. RUzné vyzkumy ukazuji, ze napf. rutin vykazuje velmi vysokou antioxidacni
kapacitu ve vychytavani volnych radikali [125]. Déle zlepSuje pritok krve a chrani srdce pred
nemocemi [23]. Rovnéz aglykonova ¢ast rutinu - kvercetin - pomaha udrzovat prichodnost
cév a predchdzet tak krevnim sraZzeninam. Vysoka koncentrace myricetinu pomaha snizovat
hladinu LDL cholesterolu a snizuje riziko rakoviny prostaty [147]. Spoluptisobeni myricetinu,
kemferolu a kvercetinu snizuje riziko rakoviny slinivky bfisni [148]. Z hlediska obsahu zde
zminénych flavonoidd Ize vyzvednout naptiklad vlocky pohankové, ovesné a jecné, mouku
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zitnou celozrmnou a klicky vSech analyzovanych ceredlii, které jsou na fenolické latky

nejbohatsi ¢asti zrna [29].

Tab. 44 Kalibracni zavislosti pro stanoveni individudlnich flavonoidii v ryZich

standard kalibracni rovnice koeficient determinace
rutin y (mV's) = 116,343 "x (ug/ml) R”=0,997
morin y (mV's)=162,121 "x (ug/ml) R”=0,996
luteolin y (mV's) = 323,345 x (ug/ml) R”=0,992
kvercetin y (mV's) = 347,842 "x (ug/ml) R”=0,998
naringenin y (mV's) =4,203 'x (ug/ml) R”= 0,998
apigenin y (mV's) = 164,842 " x (ug/ml) R* = 0,999
kemferol y (mV's)=332,189 " x (ug/ml) R* = 0,999

Tab. 45 Obsah individudlnich flavonoidii v ryZich (ug/100 g ryZe)

rutin morin naringenin
Long grain white rice 5,22 +0,01 0,21 £0,02 1,49 + 0,01
Long grain white rice, VS 21,27+ 0,03 1,96 + 0,08 1,36 £ 0,06
Bask 10,38 + 0,05 0,35+0,01 2,17+0,17
SOS Clasic 14,56 + 0,14 2,11 +0,07 1,66+ 0,01
SOS Long 12,90 + 0,04 1,72 +£0,02 6,21 +£0,13
Ryze dlouhozrnna loupana 4,70 £0,07 0,91 +£0,04 2,14 £ 0,01
Menu zlaté 14,86 + 0,01 1,49 + 0,05 1,93 £ 0,02
Menu zlaté parboiled 21,15+ 0,05 37,69 + 0,63 9,55+0,27
Albert Bio 8,12 + 0,04 5,85+0,01 7,77 £ 0,03
Lagris, ryze dlouhozrnna 4,90 + 0,04 0,44 £0,02 2,07+ 0,03
Lagris, ryze parboiled 31,70+ 0,09 31,58+ 0,29 1,41+ 0,01
Lagris, ryze Tii barev 24,93 £0,35 21,42 +£0,26 6,84 +0,30
Lagris, ryze Arborio 10,05 + 0,04 1,25 £0,04 2,19+ 0,05
Lagris, ryze Indidnska 178,28 + 1,91 42,17+ 0,57 325,80 + 7,06
Ryze Cervena Natural 25,04 £0,32 3,42 £0,04 8,30+ 0,11
Basmati 11,02 + 0,06 2,25+0,02 1,34 £ 0,04
Jasminova 8,96 £ 0,02 1,19+0,01 1,82+ 0,01

Individudlni flavonoidy byly analyzovany téz ve vzorcich ryze (viz kap.4.6.6). Pred
kyselou hydrolyzou byly ve vzorcich detekovany pouze rutin, morin a naringenin, viz Tab. 45

Obsah rutinu se pohyboval v rozmezi 4,70 - 178,28 ng/100 g. Nejmensi obsah byl zjistén u
ryze dlouhozrmné loupané, nejvyssi hodnota, kterda nckolikanasobné ptevySovala druhou
nejvyssi zjisténou hodnotu, byla zmétena u ryze Indianské. Druhy nejvy$si obsah byl
stanoven u ryze parboiled Lagris, 31,70 pg/100 g.

Obsah morinu byl vpriméru 1,78 ng/100 g. Vyznamné nadprimémé hodnoty byly
zjistény opét u ryze Indianské (42,17 pg/100 g), Menu zlaté parboiled (37,69 ug/100 g), ryze
parboiled Lagris (31,58 nug/100 g) a ryze Tti barev znacky Lagris (21,42 pg/100 g). Nejmensi
obsah morinu byl stanoven u ryze Long grain white rice, 0,12 pg/100 g.
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Obsah naringeninu ve vzorcich se pohyboval s rozmezi od 1,34 pg/100 g v ryzi Basmati
do 9,55 ng/100 g u ryze Menu zlaté parboiled. Z tohoto intervalu se vSak vymykéa obsah
naringeninu v ryzi Indidnské, ktery je pfiblizné¢ 35krat vyssi nez uvedend horni hranice rozpéti
a jeho hladina byla tedy 325,80 ng/100 g.

Po kyselé hydrolyze byly v ryzich detekovany krom¢ rutinu, morinu a naringeninu také
dalsi flavonoidy, a to luteolin, kvercetin, apigenin a kemferol (uvadi Tab. 46 a Tab. 47 ).

Tab. 46 Mnozstvi flavonoidii v ryZi po kyselé hydrolyze

rutin (mg/100 g) morin (1Lg/100g) | naringenin (mg/100 g)
Long grain white rice 1,34 + 0,00 39,75+ 1,75 0,29 + 0,00
Long grain white rice, VS 5,57+0,18 326,74 + 1,61 2,31+ 0,02
Bask 2,60 + 0,03 74,23+ 4,23 1,81 £ 0,04
SOS Clasic 3,86 0,02 56,55+ 0,21 1,07 £ 0,00
SOS Long 3,08 0,03 72,97 + 0,14 0,95+ 0,07
Ryze dlouhozrnna loupana 3,68 +£0,02 223,87 +£4,62 1,06 £ 0,03
Menu zlaté 4,65+ 0,21 222,64+ 1,29 2,33+0,01
Menu zlaté parboiled 10,65+ 0,34 318,20+ 3,20 4,16 £ 0,08
Albert Bio 10,42 + 0,15 193,62 + 0,46 0,55+ 0,03
Lagris, ryze dlouhozrnna 3,98 = 0,00 125,62 + 4,42 0,88 0,01
Lagris, ryze parboiled 11,75+ 0,60 268,86 + 3,04 0,85+ 0,08
Lagris, ryze Tii barev 8,46 £ 0,19 264,73 + 0,69 1,28 £ 0,02
Lagris, ryze Arborio 7,35+£0,19 372,07 £ 2,48 1,75+ 0,02
Lagris, ryze Indidnska 11,10+ 0,17 1286,17+ 3,46 3,79 £ 0,09
Ryze ¢ervena Natural 5,57 £ 0,06 93,45+ 0,23 1,62 + 0,04
Basmati 3,93 £ 0,04 129,89 + 2,17 0,72 +0,01
Jasminova 2,19+ 0,01 181,85+ 0,88 2,47+ 0,03

Mnozstvi rutinu se oproti stanoveni pred hydrolyzou zvysilo dvésté az tfistandsobné a u
ryze Albert bio byl narGst dokonce tisicinasobny. Rutin se tak vyskytoval ve vzorcich
v rozmezi 1,34 mg/100 g - 11,75 mg/100 g. Nejméné bylo stanoveno v ryzi Long grain white
rice, nejvice bylo nalezeno v ryzi Lagris parboiled a také ryzi Indidnské (11,10 mg/100 g),
Menu zlaté parboiled (10,65 mg/100 g) a také Albert bio (10,42 mg/100 g), pti¢emzZ tato ryze
ma obvykle v porovnani s ostatnimi vzorky spise nizké hodnoty analyzovanych latek.

Nartist obsahu morinu nebyl tak vysoky jako u rutinu. Jeho obsah byl po hydrolyze
stanoven v rozmezi 39,75 ug/100 g - 1 286,17 ng/100 g. Nejméné bylo stanoveno, stejné jako
u rutinu, u ryze Long grain white rice, nejvice u ryze Lagris Indidnské, kde obsah morinu
vyznamné¢ prevySoval mnozstvi stanovené u ostatnich vzorki, napf. druha nejvyssi hodnota
byla 372,02 ug/100 g, a to u Lagris ryze Arborio.

Mnozstvi naringeninu po kyselé hydrolyze se pohybovalo od 0,29 ug/100 g po
4,16 ng/100 g. Nejméné bylo opét zaznamenédno u Long grain white rice, nejvice u ryze Menu
zlaté parboiled. Mnozstvi po kyselé hydrolyze se zvysilo u né€kterych vzorki jen malo, napt. u
Lagris Indidnské 12krat, naopak u Long grain white rice VS to bylo 1 699krat. Zajimavé je,
ze ob¢ ryze Long grain white rice se dle obalu li§i jen zpisobem manipulace pfi piiprave,
jedna je bézna sypand, druhd je balend ve varnych saccich, ov§em v mnozstvi aktivnich latek
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byly nalezeny rozdily, pfedev§$im pravé pti stanoveni flavonoidl pfed a po hydrolyze, kdy

cvvr

saccich méla v porovnani s ostatnimi vzorky jedny z nejvys$sich hodnot.

Tab. 47 Stanoveni individudlnich flavonoidii v ryZi po kyselé hydrolyze (ug/100 g ryZe)
luteolin kvercetin apigenin kaemferol
Long grain white rice nd nd nd nd
Long grain white rice, VS nd nd nd nd
Bask nd nd 4,63 +0,19 1,42 + 0,05
SOS Clasic 32,37+ 1,94 17,15+ 0,55 4,58 +0,51 nd
SOS Long 124,68 + 1,33 | 85,96 + 0,20 5,05+0,12 nd
Ryze dlouhozrnna loupana nd nd nd nd
Menu zlaté nd nd 3,79 +£ 0,08 nd
Menu zlaté parboiled nd nd 4,00 £ 0,05 2,15+ 0,00
Albert Bio nd nd nd nd
Lagris, ryze dlouhozrnna nd nd 3,09+0,16 nd
Lagris, ryze parboiled nd nd nd nd
Lagris, ryze Tii barev nd nd nd nd
Lagris, ryZe Arborio nd nd nd nd
Lagris, ryze Indidnska nd nd 48,31 +1,42 nd
Ryze ¢ervena Natural nd nd 5,66 + 0,45 1,10 + 0,02
Basmati nd nd 10,03 + 0,04 2,04 £ 0,07
Jasminova nd nd 15,75+ 0,29 nd

Po kyselé hydrolyze byly v nékterych vzorcich detekovany také dalsi flavonoidy. Luteolin
a kvercetin ve dvou vzorcich stejného vyrobce, SOS Clasic a SOS Long; apigenin v deseti
vzorcich, nejvice byl zastoupen v ryzi Indidnské znacky Lagris, 48,31 nug/100 g a kemferol
ve Ctyfech vzorcich, nejvice v Menu zlaté parboiled.

Po kyselé hydrolyze doslo nejen k nékolikandsobnému navyseni obsahu jiz detekovanych
flavonoidu, ale také k detekci flavonoidd, k jejichz uvolnéni doSlo az za podminek kyselé
hydrolyzy. Mnozstvi téchto latek uvadi Tab. 47 .

Srovnanim obsahu celkovych a individualnich flavonolli vychazi mnozstvi flavonola
stanoveného spektrofotometricky ve vétSiné ptipadi vyssi nez u stanoveni individualnich
flavonolti metodou HPLC. To je obecné problém stanoveni skupinovych parametrii, protoze
muze dochazet rovnéz k detekci latek, které do sledované skupiny nepatii, pfesto vSak reaguji
s pouzitymi ¢inidly a nadhodnocuji tak vysledna mnozstvi [27]. Dal$im diivodem také mtize
byt skutecnost, Ze souhrnné mnozstvi individualnich flavonolll bylo ziskano souctem obsahu
pouze téch sloucenin, pro které byly dostupné standardy.

V ceredlnich vzorcich bylo identifikovano vice zastupci skupiny flavonoidii nez
v ryzovych vzorcich a mnozstvi flavonoidi nachazejicich se v obou typech analyzovanych
vzorkil bylo v naprosté vétSin€ vyssi v ceredliich nez ve vzorcich ryze, srovnatelné hodnoty
s cerealnimi vzorky méla jen ryze Indianskd. Vzhledem ke skutecnosti, ze slouceniny
ze skupiny flavonoidll jsou obecné povazovany za biologicky aktivni, 1ze povazovat cerealie
za zdravéjsi potraviny nez rizné druhy ryze [141,142].
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6.1.2 Stanoveni sacharidu v cerealnich vzorcich

Sacharidy jsou dal$i nutriéné vyznamnou slozkou ceredlnich produkti, vyznamné
pfispivaji nejen k energetické hodnoté, ale mohou se podilet i na antioxidacnich a dalSich
biologickych ucincich. Ve vzorcich ceredlii byly stanoveny jak celkové a redukujici
sacharidy, tak i né€které jednoduché cukry (mono- a oligosacharidy) uvolnéné hydrolyzou
podobné¢ jako v travicim traktu.

Ptiprava vzorkl pro stanoveni sacharidd probihala dvéma zptisoby, podle kap. 4.5.1 nebo
kap. 4.5.11.

6.1.2.1 Celkové sacharidy

Stanoveni celkovych sacharidi bylo provedeno podle kap. 4.6.7. Méteni kazdého vzorku
probéhlo ttikrat, ze ziskanych dat byla vypoctena primérna hodnota a smérodatnd odchylka.
V ramci analyzy bylo testovano nékolik typli extrakce.

V prvni fazi byly ceredlie podrobeny pouze extrakci do vody dle postupu uvedeného
v kap. 4.5.4.

Tab. 48 Kalibracni zavislost glukozy pro vypocet obsahu celkovych sacharidii v ceredliich

vzorek regresni rovnice koeficient determinace
ceredlie A=8,162 ¢ (mg/ml) R*=0,997
ryze A=8991 ¢ (mg/ml) R*=0,997

Tab. 49 Obsah celkovych sacharidii v cereadliich (g/100 vyrobku)

Vv navazce v rozpust. podilu rozpustny podil
(g/100 vyrobku) (g/100 vyrobku) (%)

VLOCKY

pSeniéné 3,53 +0,08 14,15+ 0,42 24,95
jeéné 4,02+0,10 20,09 +£0,51 19,99
Spaldové 3,68+0,11 15,31+ 0,48 24,02
pohankové 2,57 £0,08 9,45+ 0,29 27,19
ovesneé 3,13+0,09 14,36 £+ 0,41 21,81
ryzové 1,02 + 0,08 5,13+0,38 19,92
zitné vlocky 8,13+0,11 30,16 = 0,42 26,97
MOUKY

pSeni¢na celozrnna 3,94 +0,11 15,49 +£ 0,45 25,43
Spaldova celozrnna 3,43+0,11 13,80 +£ 0,44 24,84
zitna celozrmna 7,88 + 0,07 30,68 + 0,26 25,70
z Cervené pSenice 444 +£0,16 20,13+ 0,74 22,05
pohankova hladka 1,43 £ 0,05 7,41 £0,26 19,34
pSeni¢na hladka 2,98+0,11 13,81+ 0,51 21,55
pSeni¢na hruba 2,26+ 0,01 11,12+ 0,05 20,32
OTRUBY

pSeniéné term. 7,98 £ 0,49 25,41 +£1,56 31,42
ovesné 2,94+ 0,19 28,37+ 1,86 10,35
Zitné 12,88 £ 0,77 38,87 = 1,64 33,14
kukufi¢né 1,81+ 0,03 16,23 = 0,06 11,29
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amarantové 4,08 +0,30 11,96 + 0,53 32,49

KLiCKY

pSeni¢né 20,44 + 0,67 52,31+ 1,71 39,07
Spaldové 17,09 + 0,43 54,87+ 1,37 31,14
Zitné 22,70 +£ 0,25 58,50 + 0,64 38,80
kukuficné 3,94+ 0,30 32,86+ 2,48 11,98

Obsah celkovych sacharidii ve vodném extraktu (uvadi Tab. 49 ) se pohyboval v rozmezi
1,02 az 22,70 g/100 g. Nejméné bylo naméfeno ve vlockach ryzovych a dale v mouce
pohankové hladké (1,43 g/100 g), obecné skupina vlocek a mouk obsahovala mén¢ celkovych
sacharidi nez dal$i dvé skupiny, klicky a otruby. Nejvice celkovych sacharidii obsahovaly
kligky zitné a pSeni¢né (20,44 g/100 g). Zitné produkty mély v ramci skupiny vzdy nejvétsi
obsah celkovych sacharidi v porovnani se stejnymi vyrobky z jinych obilovin. Vysledky
rovnéz zobrazuje Graf 11 .

Obsah celkovych sacharidi byl vyhodnocen podle literatury [149] pouze zrovnice
kalibra¢ni kfivky, a to vrozpustném podilu extraktu ceredlii (viz kap.4.6.11). Ziskané
hodnoty vsak byly pfili§ nizké a neodpovidaly hodnotam deklarovanym na obale. Proto byl
gravimetricky uréen rozpustny a nerozpustny podil vzorkli a ziskané udaje byly pfepocteny.
Takovyto postup pfinesl hodnoty vyssi a tim také bliz§i deklarovanym tudajim. Obsah
celkovych sacharidii se pak pohyboval v rozmezi 5,13 - 58,50 g/100 g. Procentudlni obsah
rozpustného podilti byl pro vzorky (az na nekolik vyjimek) pfiblizn€ stejny, takZze nejméné
bylo celkovych sacharidi opét ve vlockach ryzovych (5,13 g/100 g rozpustného podilu
vyrobku) a nejvice kliccich zitnych (58,50 g/100 g rozpustného podilu vyrobku).
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Graf' 11 Obsah celkovych sacharidii v ceredliich po prepoctu na rozpustny podil (g/100 g)

Dalsi typ extrakce sacharidl zahrnoval kyselou hydrolyzu (vysledky uvedeny v Tab. 50 ),
podobné¢ jako u stanoveni fenolickych latek (viz kap. 4.5.11).
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Tab. 50 Obsah celkovych sacharidii v ceredliich po kyselé hydrolyze

po hydrolyze po hydr. (g/100 g rozpustny podil
(g/100 g vyrobku) rozp. podilu) po hydr. (%)

VLOCKY

pSeniéné 78,35+ 3,86 101,10 + 5,02 77,51
jeéné 76,49 £ 6,38 91,77 £7,65 83,35
$paldové 76,49 £ 12,06 104,42 + 16,46 73,25
pohankové 69,43 + 0,32 96,01 £0,45 72,31
ovesné 62,39+ 2,14 74,92 £2,57 83,28
ryzové 80,78 £ 5,22 94,02 £+ 6,08 85,92
zitné vlocky 81,55+2,41 97,84 £2,89 83,35
MOUKY

pSeni¢na celozrnna 66,82 £ 1,26 83,32+ 1,57 80,20
Spaldova celozrnna 64,83 + 5,65 76,91 6,71 84,30
zitna celozmna 68,10+ 1,58 82,56+ 1,92 82,49
z Cervené pSenice 69,09 + 3,45 83,95+4,19 82,29
pohankova hladka 59,80+ 1,47 75,71 £1,86 78,99
pSeni¢na hladka 72,90 £ 3,50 83,76 + 4,03 87,04
pSeni¢na hruba 76,82 + 427 89,89 + 4,99 85,46
OTRUBY

pSeniéné term. 38,88 £ 0,34 92,67 £ 0,81 41,95
ovesné 53,84+ 0,32 83,08 + 4,96 67,65
zitné 46,22 236 69,91 £ 3,57 66,11
kukufi¢né 49,13+ 0,51 101,43 £ 10,54 52,27
amarantoveé 49,60 £ 3,66 109,67 + 8,10 4522
KLiCKY

pSeniéné 32,41 £2.20 75,94 £5,15 42,68
$paldové 38,58 £4,32 68,01 £ 7,62 56,72
zitné 22,15+2,57 39,46 £4,59 56,12
kukufi¢né 68,89+ 0,96 101,19 £ 10,12 63,62

Po kyselé hydrolyze byl obsah celkovych sacharidii u vlocek a mouk desetkrat az
dvacetkrat vyssi, u klickl a otrub byl nartst podstatné mensi, u klickl zitnych ztstala hodnota
témét stejna, vyjimku predstavuji klicky kukufi¢né, kde se mnozstvi zvysilo ptiblizné 17krat.
V porovnani se skupinou vlo¢ek a mouk obsahuji klicky a otruby méné celkovych sacharid.
Obsah celkovych sacharidi u vlocek byl primérné 74,52 g/100 g, u vlocek Spaldovych byl
dokonce obsah zméten vyssi nez 100 g celkovych sacharidii na 100 g materidlu, tato chyba
mohla byt zplisobena neptesnosti metody nebo uvolnénim latek, které zkreslovaly méteni.

Také po kyselé hydrolyze byl vypocitan rozpustny podil, ktery byl vyssi nez pred kyselou
hydrolyzou, protoze vlivem pomérné agresivnich podminek kyselé hydrolyzy doslo k vétsimu
rozkladu analyzovaného materidlu. V porovnani s vlockami a moukami byl u otrub a klickt
mensi rozpustny podil, proto po prepoctu doslo k navySeni mnozstvi sacharidli. Velmi nizky
obsah celkovych sacharidii byl i po ptepoctu v kliccich zitnych, 39,46 g/100 g rozpustného
podilu. Z vysledkii uvedenych v Tab.49 a Tab. 50 je patrné, ze pro dosazeni reprodu-
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kovatelnych vysledkl celkovych sacharidl je nutné vzorek ceredlii hydrolyzovat, v opacném
ptipad¢ jsou ziskané hodnoty vyznamné podhodnoceny.

Dale byly celkové sacharidy sledovany téz ve vzorcich ryze, a to jak ve vodném extraktu,
tak 1 po kyselé hydrolyze. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 51 .

Tab. 51 Obsah celkovych sacharidii ve vzorcich ryze (g/100 g)

pied hydrolyzou po hydrolyze
Long grain white rice 2,02 +£0,02 81,76 £ 3,00
Long grain white rice, VS 3,08 £0,02 85,43 £ 3,15
Bask 1,80 £ 0,05 78,09 £ 1,22
SOS Clasic 1,94 £0,08 80,87 £ 0,17
SOS Long 1,52 £0,08 77,28 +1,77
Ryze dlouhozrnna loupana 1,45 +£0,02 84,71+ 1,70
Menu zlaté 2,98 £0,02 82,55+ 0,85
Menu zlaté parboiled 7,09 £0,06 94,12 £ 0,80
Albert Bio 3,80 £ 0,04 75,98 + 0,75
Lagris, ryze dlouhozrnna 2,52 £0,04 93,22 +£2,23
Lagris, ryze parboiled 6,53 £ 0,03 78,92 + 0,62
Lagris, ryze Tii barev 14,88 £ 0,06 93,79 £ 1,63
Lagris, ryze Arborio 4,90 £0,08 86,29 + 1,54
Lagris, ryze Indianska 24,55 £ 0,05 96,37+ 1,89
Ryze Cervena Natural 6,90 £ 0,08 60,96 = 0,65
Basmati 2,12 £0,04 81,29 +£2,86
Jasminova 1,66 £ 0,04 87,47 £ 0,30

Obsah celkovych sacharidll v ryzi extrahované pouze do vody byl primérné 3,35 g/100 g.
Nejmensi obsah byl 1,45g/100 g vryzi dlouhozrnné loupané, velmi vysoké hodnoty
vymykajici se primérnym hodnotam byly zméfeny v ryzi Indidnské, 24,55 g/100 g a ryzi Tti
barev, 14,88 g/100 g, ob¢ od znacky Lagris.

Po kyselé hydrolyze se zvySil obsah meéfitelnych sacharidi na primérnou hodnotu
83,47 g/100 g, coz predstavuje nartst témeét 25nasobny. Znacné pod timto primérem se
nachdzi ryze Cervend Natural, kterd obsahovala 60,96 g celkovych sacharidli na 100 g ryze.
Nejvice celkovych sacharidd stejné¢ jako pfed hydrolyzou obsahovala ryze Indianska,
96,37 g/100 g.

Ziskané hodnoty celkovych sacharidi byly srovnany sudaji uvedenymi na obalech
vyrobkil. V laboratofi ziskana data byla pro ceredlie i ryzi zpravidla vyssi nez uvadéné udaje.
To mohlo byt zpisobeno predev§im nepfesnosti pfi metfeni a nasledném piepoctu
na rozpustny podil.

6.1.2.2 Redukujici sacharidy

Do skupiny redukujicich sacharidli patii veskeré sacharidy, které maji volnou anomerni
hydroxylovou skupinu. K celkové hodnoté redukujicich cukrGi budou pftispivat zejména
mono- a oligosacharidy, méné vyssi polymery. VétSina redukujicich sacharidd predstavuje
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vice stravitelny podil ceredlnich vyrobkil nez celkové sacharidy, kde se stanovi celkovy obsah
sacharidl v¢etné vlakniny.

Redukujici sacharidy byly stanoveny postupem podle kap. 4.6.8. M¢éfeni byla provedena
ttikrat, ze ziskanych dat byla spocitana primérnéd hodnota a smérodatna odchylka.

Tab. 52 Kalibracni rovnice glukozy pro vypocet obsahu redukujicich sacharidii v cerealiich

standard regresni rovnice koeficient determinace
ceredlie A=19460 ¢ (mg/ml) R%*=0,998
ryZe A=20,179 ¢ (mg/ml) R%=0,999
Tab. 53 Obsah redukujicich sacharidii v cerealiich

pted hydrolyzou pted hydrolyzou % redukujicich s.

(mg/100 g) (mg/100 g rozp. podilu) v celkovych s.

VLOCKY
pSenicné 54,18 £ 6,22 217,15+2491 1,53
jecné 139,60 £ 9,06 698,30 £ 45,33 3,48
Spaldové 45,18+ 0,19 188,10 £ 0,79 1,23
pohankové 138,93+ 3,11 511,04 £ 5,41 5,41
ovesné 43,40 £ 2,05 198,97 £ 9,41 1,39
ryzové 20,05+ 0,32 100,61 £ 1,59 1,96
Zitné vlocky 82,83 £2,22 307,09 £ 8,23 1,02
MOUKY
pSeni¢na celozrnna 532,28 £ 8,84 2 093,46 £ 34,77 13,52
Spaldova celozrnna 543,81 £ 17,84 2 189,07 £ 71,81 15,86
7itna celozrnna 792,52 £2.25 3084,04 £ 8,74 10,05
z Cervené pSenice 642,55 + 30,68 2913,73+ 139,11 14,48
pohankova hladka 231,43 £ 13,55 1 196,60 + 70,07 16,50
pSeni¢na hladka 55,39+ 0,39 257,07 £ 1,80 1,86
pSeni¢na hruba 90,78 £ 10,68 446,88 = 52,57 4,02
OTRUBY
pSeni¢né term. 3 027,62 £ 86,42 9 634,96 £ 275,01 37,92
ovesné 53,00 £+ 1,98 511,85+ 19,15 1,80
Zitné 2 098,46 £ 155,72 6 331,36 £ 469,82 16,29
kukufi¢né 1 661,86 120,71 14,72+ 1,07 * 90,71
amarantove 2 509,84 + 187,74 7 724,72 £ 577,83 61,60
KLICKY
pSenicné 845,69 + 3,95 2164,45+10,12 4,14
Spaldové 109,25 £ 2,46 350,81 £ 7,91 0,64
Zitné 880,97 + 32,88 2 270,66 £ 84,75 3,88
kukufi¢né 583,77 £ 15,05 4 874,48 £ 125,70 14,83

* mg/100 g, rozp. = rozpustny, s. = sacharidy

Obsah redukujicich sacharidii ve vzorcich se velmi liSil, nejmensi obsah byl zméfen u
vlocek ryzovych (20,05 mg/100 g) a ve vlo¢kach obecné. Nejvice redukujicich sacharidd
obsahovaly otruby, nejvice ze vSech vzorkid otruby pseni¢né, 3 027,62 mg/100 g, vyjimku zde
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pfedstavuji otruby ovesné, které naopak obsahuji velmi nizké mnozstvi redukujicich
sacharidd, jen 53,00 mg/100 g.
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Graf 12 Obsah redukujicich sacharidit ve vzorcich po prepoctu na rozpustny podil po
extrakci do vody (mg/100 g)

Také redukujici sacharidy byly pfepocteny na obsah v rozpustném podilu (rozpustny podil
viz Tab. 49 a Graf 12 ). Po tomto pfepoctu byl nejvyssi obsah stanoven u otrub kukufi¢nych
(14,72 g/100 g rozpustného podilu), nejméné opét u vlocek ryzovych (100,61 mg/100 g
rozpustného podilu).

Dale také bylo ze ziskanych udaji vypoclteno zastoupeni redukujicich sacharidii
v celkovych sacharidech. Velmi nizké zastoupeni redukujicich sacharidii bylo zjisténo
u vlocek, zde se obsah pohyboval od 1,02% u vloc¢ek zitnych do 5,41 % u vlocek
pohankovych. Dalsi skupina se spiSe niz§imi hodnotami byly klicky, nejméné redukujicich
sacharidi bylo zastoupeno u klicku Spaldovych, pouze 0,64 %, nejvice u klicku kukufi¢nych,
14,83 %. Nejvyssi zastoupeni redukujicich sacharidii mezi celkovymi sacharidy bylo u otrub,
u kukutfi¢nych byl obsah dokonce 90,71 %, na druhou stranu u otrub ovesnych to bylo jen
1,80 %. Vysledky shrnuje Tab. 53 .

Tab. 54 Obsah redukujicich sacharidit ve vzorcich po hydrolyze

po hydrolyze po hydrolyze % redukujicich s.
(g/100 g) (g/100 g rozp. podilu) v celkovych. s.

VLOCKY

psSeni¢né 63,20 + 1,67 81,88+2,16 80,66
jecné 64,70 + 3,71 77,63 + 4,45 84,59
Spaldové 57,86 + 1,97 78,99 £2,70 75,64
pohankové 58,22 + 1,32 80,51+ 1,83 83,86
ovesné 56,52 + 1,98 67,86 +2,37 90,58
ryzové 72,44 + 3,37 84,31 +3,92 89,68
zitné vlocky 63,46 + 0,44 76,14 + 0,52 77,81

108




MOUKY

pSeni¢na celozrnna 62,65+1,14 78,11 +1,42 93,76

Spaldova celozrnna 61,56 + 1,61 73,03+ 1,91 94,96

zitna celozrnna 59,20 £ 0,55 71,77 £ 0,67 86,92

z Cervené pSenice 60,26 + 0,84 73,26 £ 1,02 87,23

pohankova hladka 64,57 + 0,30 81,75+0,38 107,97
pSeni¢éna hladka 64,29 + 1,16 73,86 + 1,33 88,18

pSeni¢na hruba 66,41 + 0,93 77,71 £ 1,09 86,45

OTRUBY

pSeniéné term. 33,68 £2,08 80,28 £4,97 86,64

ovesné 51,76 + 0,54 76,51 £ 0,80 96,14

Zitné 46,97 £ 191 71,05 + 2,89 101,63
kukufi¢né 41,67 +£1,49 79,73 + 2,85 84,82

amarantové 39,68 £ 1,93 87,73 £4,27 80,00

KLiCKY

pSeniéné 30,21 £ 0,28 70,79 + 0,66 93,21

Spaldové 33,91+ 1,26 59,79 £ 2,22 87,91

Zitné 23,25+0,23 41,42 +0,40 104,97
kukufi¢né 50,65+ 1,15 79,62 + 1,81 73,52

rozp. = rozpustny, s. = sacharidy

Po kyselé hydrolyze doSlo k vyznamnému nariistu obsahu redukujicich sacharidd.
S vyjimkou otrub pSeni¢nych a kukufi¢nych byl narGst v fadu tisicti az desetitisicti. Nejvyssi
koncentrace byla zméfena ve vlockach ryzovych (72,44 g/100 g), kde pred hydrolyzou byl

cvvr

cvvr

100

O mouky

m klicky

g/100 g vyrobku

Graf 13 Obsah redukujicich sacharidii po kyselé hydrolyze bez prepoctu na rozpustny podil
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Po pfepoctu na rozpustny podil (viz Graf 13 ) se koncentrace dale zvysily a mnozstvi
v otrubéch a kli¢cich se pfiblizilo obsahu ve vlockdch a moukach, kromé klickli zitnych a
$paldovych, kde byl obsah stale nizky, u ostatnich vzorkd byl obsah 67,86 - 87,73 g/100 g.

Také zastoupeni redukujicich sacharidi v celkovych bylo po hydrolyze velmi vysoké a
pohybovalo se v rozmezi 73,52 % u kli¢ka pSeni¢nych az 96,14 % u otrub ovesnych. U dvou
vzorkli byl obsah vice neZ stoprocentni, coz bylo patrné zpisobeno uvolnénymi latkami
zkreslujicimi stanoveni.

Jak jiz bylo zminéno, k redukujicim sacharidim patii spiSe mono- a oligosacharidy, jejichz
koncentrace podstatné stoupla po kyselé hydrolyze, kterou se rozkladaji glykosidické vazby
mezi monomery. Malé molekuly cukrd jsou dostupnéjsi pro stanoveni, a také v zazivacim
traktu je lze vyuzit jako zdroj energie [23].

Tab. 55 Obsah redukujicich sacharidu v ryzi (g/100 g vyrobku)

pfed hydrolyzou % redukuyj i’cich po hydrolyze % redukuyj i’cich .
s. v celkovych s. v celkovych s.
Long grain white rice 0,42+ 0,09 20,79 78,83 +£0,72 96,42
Long grain white rice, VS 0,31 +£0,04 10,06 81,90 £ 1,69 95,87
Bask 0,32+ 0,03 17,78 77,63 + 1,85 99,41
SOS Clasic 0,36 + 0,03 18,56 61,93 + 0,58 76,58
SOS Long 0,25+ 0,05 16,45 44,70 £ 0,30 57,84
Ryze dlouhozrnna loupana 0,42 £ 0,06 28.97 66,69 + 1,14 78,73
Menu zlaté 0,29 £ 0,03 9,73 74,22 + 0,68 89,91
Menu zlaté parboiled 2,15+£0,17 30,32 69,18 + 0,78 73,50
Albert Bio 0,32+ 0,06 8,42 49,24 + 0,33 64,81
Lagris, ryze dlouhozrnna 0,42 £ 0,03 16,67 75,74 £ 0,65 81,25
Lagris, ryze parboiled 1,36+ 0,17 20,83 78,02 + 0,35 98,86
Lagris, ryze Tii barev 2,00+£0,11 13,44 58,88 £ 0,24 62,78
Lagris, ryze Arborio 1,03 £0,07 21,02 79,86 + 1,31 92,55
Lagris, ryze Indianska 2,65+0,15 10,79 34,35+ 0,98 35,64
Ryze Cervena Natural 0,85+0,12 12,32 68,31+ 1,26 112,06
Basmati 0,41+ 0,03 19,34 31,57+ 2,08 38,84
Jasminova 0,35+ 0,05 21,08 75,75 + 1,41 86,60

s. = sacharidy

Obsah redukujicich sacharidi v ryzi byl zméfen v rozsahu 0,25 g/100 g v ryzi SOS Long

az 2,65 g/100 g v ryzi Indidnské. Vys$si obsah byl zméfen také v ryzi Menu zlaté parboiled,
2,15 g/100 g a ryzi Tti barev, 2,00 g/100 g.

Zastoupeni redukujicich sacharidi v celkovych se u vodnych extrakti pohybovalo
od 8,42 % do 30,32 %. Nejvice byly redukujici sacharidy zastoupeny u ryze Menu zlaté
parboiled a také ryze dlouhozmné loupané (28,97 %), nejmensi podil redukujicich sacharidt
byl zjistén u ryze Albert bio. Ziskana data shrnuje Tab. 55 .

Po kyselé hydrolyze vzrostl obsah redukujicich sacharidl o tfi az Ctyfi fady ve srovnani se
stanovenim bez kyselé hydrolyzy. Nejvice se zvysil obsah u ryze Long grain white rice
z pivodnich 0,31 g/100 g na 81,90 g/100 g, coz ptedstavovalo nejvice redukujicich sacharidii
mezi vzorky ryze. Nejmens$i narast byl zaznamenan u ryze Indidnské, ktera tak po ryzi
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35,64 % a dale Basmati, coz souvisi s nizkym obsahem uvolnénych redukujicich sacharidi po
hydrolyze. Nejvice byly redukujici sacharidy zastoupeny v celkovych sacharidech u ryze
Bask (99,41 %) a ryze Lagris parboiled (98,86 %).

6.1.2.3 Stanoveni mono a disacharidu metodou HPLC

Ve vodnych extraktech i hydrolyzatech ceredlii byly analyzovany individualni sacharidy, a
to metodou HPLC s refraktometrickou detekci. Analyza vzorkli pro stanoveni individualnich
sacharidi byla provedena podle kap. 4.6.9. Méteni byla prvedena tfikrat, vysledna hodnota
byla ziskéna jako pramér téchto tfi méfeni. Déle byla spocitana smerodatna odchylka.

Vzorky byly piipraveny podle kap.4.5.1 (extrakce do vody) a kap.4.5.11 (kysela
hydrolyza).

Tab. 56 Kalibracni rovnice standardii pro vypocet obsahu sacharidii v ceredliich

standard regresni rovnice koeficient determinace
fruktdza y (mV-s) = 908,620 x (mg/ml) R%=0,948
glukdza y (mV-s) = 765,859 x (mg/ml) R”=0,988
galaktéza | y(mV-s)=423,133 x (mg/ml) R>=0,910
sacharoza | y (mV-'s)=1 359,202 x (mg/ml) R”=0,999
maltéza y (mV-s) = 721,154 x (mg/ml) R’*=0,936

Tab. 57 Obsah mono a disacharidit v ceredliich (mg/100 g vyrobku)

fruktoza glukéza galaktoza sachar6za maltoza
VLOCKY
pSenicné nd 102,15 +12,58 nd 464,14 + 18,83 nd
jecné nd 134,44 £ 16,53 nd 530,01 £4,22 nd
$paldové nd 97,67 + 7,65 nd 491,02 + 3,38 nd
pohankové 52,30 +0,70 190,89 + 3,06 nd 908,60 + 10,80 | 151,80 + 13,60
ovesné 5,32+ 0,19 370,62 £9,44 nd 526,99 + 7,81 59,82 +9,68
ryzové nd 15,48 + 4,39 nd 237,72 £5.95 32,34+ 9,46
zitné vlocky nd 152,15 +8,92 nd 420,57 +£2,52 29,26 + 3,51
MOUKY
pSeni¢nd
, 4,75 +0,18 138,57 £12,13 nd 519,31 £ 2,65 nd
celozmna
<paldova
spardova 3112030 | 80,92+9,87 nd 489,66 + 9,33 nd
celozmna
zZitna celozrnna 14,94 + 0,20 85,28 £10,21 150,46 £ 6,72 | 619,92 +9.,82 101,58 +£9,32
z ¢ervené
. 4,59 +0,14 122,36 +£ 12,60 nd 567,83 £11,10 nd
pSenice
pohankova
, 31,45 +1,31 103,62 +£1,18 nd 624,14 £4,98 80,91 +£4,19
hladka
pSeni¢nd hladka nd 41,52 £ 0,06 nd 256,94 + 3,65 nd
pSeni¢nd hruba nd 42,14 £ 3,25 nd 127,58 £5,19 nd
OTRUBY
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pSeniéné term. nd 286,74 £528 nd 963,73 £12,10 nd
ovesné nd 61,58 +6,33 nd 403,36 £ 10,44 nd

Zitné nd 83,82 +£3.21 222,7+12,0 | 1699,15+28,72 nd
kukufi¢né nd 423,38 + 3,44 nd 340,02 +4,12 nd
amarantové 211,42 +7,81 | 164,16+10,37 | 707,48 £2,54 | 876,45+9,30 88,06 + 6,13
KLiCKY

pSenicné nd 1 409,06 + 48,56 nd 9 553,52 + 34,82 nd
$paldové nd 365,60 + 15,00 nd 535434+ 87,71 nd

zitné 24498 +6,04 | 179,24 +20,81 | 1417,36+82,63 | 9 063,03 +73,41 | 457,82 £ 29,01
kukufi¢né 49,04 + 0,20 299,38 £ 16,57 | 296,35 +£7,27 | 1995,87 £41,94 | 145,81 + 8,68

Metodou kapalinové chromatografie byly v cerealnich vzorcich stanoveny monosacharidy
fruktdza, glukoza a galaktdza a disacharidy sachardza a maltoza. Vysledky uvadi Tab. 57 .

Glukoza byla detekovana u vSech vzorki a jeji obsah se pohyboval od 15,48 mg/100 g u
vlocek ryzovych az po 1 409,06 mg/100 g u klickid pSeni¢nych. Fruktdza byla detekovéana u
deseti vzorkll a galakt6za pouze u péti. Nejvyssi obsah obou monosacharidd byl u klicki
zitnych a otrub amarantovych. Sacharéza byla ptfitomna v mnozstvi od 127,58 mg/100 g

v mouce pSeni¢né hrubé
detekovdana pouze u deviti
(457,82 mg/100g) a v obou produktech pohankovych.

vzorkd,

do 9 553,52 mg/100 g v kliccich pSenicnych. Maltéza byla
nejvice byla zastoupena v kli¢cich zitnych

Kyselou hydrolyzou byly uvolnény individualni mono- a oligosacharidy a jejich mnozstvi
ve vzorcich nékolikandsobné vzrostlo ve srovnani s vodnymi extrakty.

Tab. 58 Obsah mono a disacharidit ve vzorcich po kyselé hydrolyze (g/100 g vyrobku)

fruktoza glukoza galaktoza sachardza maltoza
VLOCKY
psSeni¢né 9,78 £ 0,56 72,70 + 2,19 5,16 +£0,49 1,10+ 0,04 | 6,89+0,14
jecné 3,88 +0,19 63,59 +2,92 nd 11,97+ 0,47 | 5,59+0,17
Spaldové 8,87 +£0,51 63,21+ 0,65 | 28,99+0,55 | 1,30+0,03 | 6,39+0,27
pohankové 7,23 £0,44 75,27+0,58 | 17,84+0,97 | 2,77+0,03 | 9,07+ 0,21
ovesné 3,18+£0,33 60,15+ 0,86 | 26,17+0,13 | 2,24+0,02 | 5,31+0,20
ryzové 6,77 £0,32 68,74+2,77 | 15,82+094 | 1,84+0,02 | 7,89+ 0,59
zitné vlocky 12,53 +£0,04 | 76,62 +2,28 3,46+0,52 | 2,17+0,08 | 5,64 +0,60
MOUKY
pSeni¢na celozrnna 6,83 +0,11 62,88+ 0,83 | 23,65+0,58 | 1,45+0,04 | 6,87+0,08
Spaldova celozrnna 8,76 + 0,16 75,39 £ 2,61 4,04+0,06 | 0,88+0,02 | 5,68+0,18
Zitna celozrnna 8,50 +0,07 78,03 +2,16 6,35+0,15 1,29+0,00 [ 7,85+0,18
z ¢ervené pSenice 7,01 £ 0,09 65,44 +2,13 | 24,87+0,48 | 1,69+0,07 | 6,88+0,18
pohankova hladka 10,74+ 0,15 | 76,45+ 2,67 5,77+0,32 | 0,92+0,04 | 7,60=+0,43
pSeni¢na hladka 8,46 £ 0,08 82,47+0,10 nd 1,58+0,05 | 7,53+0,16
pSeni¢na hruba 11,51+ 0,02 | 74,88+0,11 7,15+0,15 1,74+0,01 | 7,48+0,25
OTRUBY
pSeni¢né term. 10,42+ 0,15 | 27,90+ 1,82 nd 1,86 £0,09 [ 0,98+0,31
ovesné 2,46 £0,19 29,28 £ 0,01 nd nd 32,91 +1,79
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Zitné 14,04+ 043 | 52,10+ 0,68 nd 0,82+0,05 | 1,59+ 0,24

kukuficné 30,39+ 0,63 | 2599+2,78 | 16,18+0,50 | 1,46+0,05 | 2,13+ 0,20

amarantoveé 340+0,14 | 33,98+023 | 3,18+0,26 |11,16+091 | 2.82+0,10

KLiCKY

penitné 552+0,57 | 42,62+123 nd 1,03 £0,026 | 21,77 + 0,96
Spaldové 11,16+ 0,57 | 4323+2,52 nd 226+0,06 | 2,68+025

Zitné 8,52+0,25 | 36,68+0,12 | 1,77+0,06 | 0,58+0,01 | 1,85+ 0,02

kukuficné 16,25+ 0,07 | 65,94 +3,51 nd 1,80 £ 0,02 | 6,00+0,21

Po kyselé hydrolyze jiz byla fruktéza detekovdna ve vSech vzorcich. Koncentrace se
pohybovala v rozmezi 2,46 g/100 g v otrubach ovesnych - 30,39 g/100 g v otrubach kukufic-
nych. Maximalni i minimalni hodnota tak spada to stejné skupiny produktii. Vysledky jsou
uspotadany do Tab. 58 .

Obsah glukozy po hydrolyze se pohyboval v rozmezi 25,99 g/100 g (otruby kukufi¢né) -
88,27 g/100 g (mouka pohankovd). Nejméné byla glukéza obsazena v otrubach, primérné
29,29 g/100 g a také v kliccich, v priméru 47,12 g/100 g. Ve vzorcich vlo¢ek a mouk bylo
naméieno dvojnasobné az trojndsobné mnozstvi. Vysoky obsah glukézy pravé v téchto
vzorcich lze vysvétlit vysokym obsahem Skrobu v endospermu, kdy mouky s vysokym
stupném vymleti jsou tvofeny pievazné jen z endospermu. Za podminek hydrolyzy dochazi
ke stépeni Skrobu na glukézu a dal§i mono a oligosacharidové frakce [140].

Obsah galaktézy po hydrolyze byl zméfen v rozmezi 1,77 az 28,99 g/100 g. Nejméné bylo
detekovano v kli¢cich zitnych, nejvice ve vloc¢kach Spaldovych. V osmi vzorcich nebyla
galaktéza detekovana vibec.

Po kyselé hydrolyze byla sachar6za detekovana ve vSech vzorcich kromé otrub ovesnych.
Pted hydrolyzou zde byla sachardéza stanovena v mnozstvi 403,36 mg/100 g, vlivem
podminek hydrolyzy patrné doslo ke $tépeni glykosidickych vazeb a $tépeni sacharozy
na monomerni jednotky glukézu a fruktéozu. Pfed hydrolyzou nebyla v téchto otrubach
fruktdza viibec detekovana, po hydrolyze jiz bylo mnozstvi 2,46 g/100 g.

V ostatnich vzorcich se obsah sacharézy po hydrolyze pohyboval v mnozstvi
od 0,58 g/100 g v kli¢cich zitnych do 11,97 g/100 g ve vlockach je¢nych. Vysoky obsah
sacharozy byl jesté stanoven v otrubach amarantovych (11,16 g/100 g), u ostatnich vzorki byl
obsah v priméru 1,47 g/100 g.

Maltéza byla po hydrolyze detekovana ve vSech vzorcich, nejvice u otrub ovesnych,
32,91 g/100 g, na rozdil od sacharozy, kterd nebyla detekovana pravé u téchto otrub.
V porovnani s ostatnimi vzorky bylo vysoké mnozstvi maltézy stanoveno jesté v kliccich
pSeni¢nych, 21,77 g/100 g. U ostatnich vzork byl obsah v priméru 5,37 g/100 g. Vyskyt
maltézy ve vSech vzorcich po hydrolyze je mozno vysvétlit jejim uvoliiovanim bé&hem
hydrolyzy Skrobu [144]. Obsah disacharidd po hydrolyze znazoriuje také Graf 14 .

V zrnech obilovin se vyskytuji rizné druhy sacharidi az polysacharidii. Pro lidskou vyzivu
je velmi dilezity Skrob, ktery je lehce stravitelny a v ramci lidské vyzivy pfedstavuje hlavni
zdroj energie. Vyznamnou ulohu piedstavuje také obsah vldkniny nebo naopak jednoduchych
sacharidu, které mohou poslouzit jako rychly zdroj energie [ 140].

Cerealie analyzované v této praci, ve form¢, v jaké je pfijimame v potravé, obsahovaly
nizké mnozstvi jednoduchych sacharidi. Stanovenim souhrnného obsahu sacharidii v§ak byly
zjistény vys$i hodnoty. Vlivem agresivnich podminek metody patrné doslo k uvolnéni
sacharidi vazanych v polysacharidech.
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Graf 14 Obsah disacharidii ve viockach a moukdach po kyselé hydrolyze (g/100 g)

K jesté vétsimu nartGstu doslo pfi aplikaci kyselé hydrolyzy, ktera byla pfimo pouzita
za ucelem uvolnéni vSech dostupnych sacharidi. U vzorkd, u kterych byl zaznamenan
nejvyss$i nartist sacharidi po hydrolyze, lze tedy pfedpokladat, ze tyto sacharidy byly
uvolnény z vldkniny a ve fyziologickém prostiedi traviciho traktu budou tyto vzorky $tépeny
delsi dobu (v pfipad¢ stravitelné vldkniny) nebo vibec (v pfipadé nestravitelné vldkniny).
Pfitomnost obou typli vladkniny je pro organizmus pifinosem pro jejich pozitivni u€inky
na lidsky organizmus [5].

Frakei zrna nejbohatsi na sacharidy extrahovatelné pouze do vody, byly klicky, které jsou
povazovany za nevyzivngj§i ¢ast zrna. Po kyselé hydrolyze se uvolnilo znacné mnozstvi
jednoduchych sacharidi ze vSech casti zra. Bez pfepoctu na rozpustny podil vzorku byl
nejmensi obsah sacharidii v otrubach, po pfepoctu jiz byl obsah sacharidii srovnatelny
s ostatnimi vzorky. To potvrzuje domnénku, Ze otruby jsou pro ¢lovéka nejméné vyuzitelnou
Casti zrna a jsou tvoreny z velké ¢asti nerozpustnymi nestravitelnymi sacharidy [140].

Analyza mono- a disacharidii byla provedena také ve vzorcich ryze.

Tab. 59 Kalibracni zavislosti standardii sacharidii analyzovanych v ryzi

standard kalibra¢ni rovnice koeficient determinace
arabindza y (mV-s) = 579,648 x (mg/ml) R”=0,999
glukoza y (mV-s) = 695,481 x (mg/ml) R*=0,985
galaktoza y (mV-s) = 695,103 x (mg/ml) R”=0,999
sachardza y (mV-s) = 740,287 x (mg/ml) R’*=0,997
maltdza y (mV's) = 596,932 x (mg/ml) R*=0,993
cellobioza y (mV-s) = 776,359 x (mg/ml) R”=0,999
Tab. 60 Obsah monosacharidii v ryzi (mg/100 g ryZe)
arabindza glukdza galaktoza sachar6za maltoza cellobioza
Long grain white rice 30,60 + 0,10 21,03 + 0,60 nd 114,60 +£3,16 | 24,93 +0,43 nd
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Long grain white rice, 117,47 +
VS 64,53 £1,30 | 181,57 +4,00 nd 121,32 £ 9,69 0,34 nd
Bask 8,00+ 1,35 84,37+ 1,08 nd 85,24 +£2,55 | 76,23 £3,87 nd
113,91
SOS Clasic 44,25+0,90 | 111,84 +3,47 nd 69,28 £225 0,65 nd
SOS Long 40,55+0,29 | 184,54 +1,30 nd 50,22+ 1,56 | 99,23 £9,06 nd
Ryze dlouhozrnna
loupana 24,50+ 1,07 | 99,36 +6,82 | 10,71 £0,21 | 18,16 0,57 | 50,20 £2,24 nd
Menu zlaté 23,34+£1,29 | 92,68 +7,23 nd 133,65+3,46 | 26,02 +1,47 nd
Menu zlaté parboiled 16,05+ 0,65 | 291,04 +2,20 nd 187,77+4,00 | 371,50 +4,92 nd
Albert Bio 38,88 +0,90 | 173,00 +2,58 | 88,92 +1,28 | 261,06+5,99 | 304,18 £3,50 | 43,72+0,38
Lagris, ryze
dlouhozrnna 27,78 1,37 | 137,08 £1,86 | 16,29 0,56 | 60,02 +0,10 | 97,70 = 1,66 nd
Lagris, ryze parboiled | 98,48 + 1,30 | 240,90 + 1,85 nd 331,66 +5,10 | 117,32 +£0,20 nd
Lagris, ryze Tt barev 28,50+ 1,63 | 332,41 +0,84 nd 215,88 1,45 | 377,72 £3,59 | 61,13+1,43
Lagris, ryze Arborio 18,04 £0,75 | 192,03+1,74 | 10,49 £0,12 | 109,46 + 0,65 | 181,30 1,02 nd
Lagris, ryze Indianska | 247,14 +2.91 | 405,73 +£ 1,08 nd 300,25 +3,56 | 627,46 £1,52 | 148,26 +3,33
Ryze ¢ervena Natural 87,31 +0,73 | 100,08 £0,79 | 30,39 +0,10 | 217,53 +2,31 | 296,17 1,77 | 14,26+0,84
Basmati 27,35+£0,16 | 142,72 +2,37 nd 124,64 + 0,44 | 144,90 £1,37 nd
Jasminova 21,81 +0,81 | 113,56+0,84 | 17,93 40,16 | 52,21 +0,11 | 76,64 +0,65 nd

Metodou HPLC byly ve vzorcich stanoveny tfi monosacharidy, aldopent6za arabindza a
hexozy glukdza a galaktéza (viz Tab. 60 ). Koncentrace arabindzy byla zmétena v rozsahu
8,00 mg/100 g vryzi znatky Bask az 247,14 mg/100 g vryzi Indianské znaCky Lagris.
Glukéza byla obsazena v koncentraci 21,03 mg/100 g u ryze Long grain white rice az
405,73 mg/100 g u ryZe Indianské. Galaktéza byla detekovdna jen u Sesti vzorki ze
sedmnacti. Nejvice v ryzi Albert bio, 88,92 mg/100 g. V ryzi Indidnské, ktera méla nejvyssi
obsah arabindzy a glukdzy, nebyla galaktéza detekovéana viibec.

Z disacharidii byla ve vzorcich detekovana sachardza, maltéza a cellobiéza. Obsah
sacharozy byl zméten od 18,16 mg/100 g u ryze dlouhozrnné loupané az po 331,66 g/100 gu
ryze parboiled znacky Lagris. Maltézy bylo zméfeno nejméné u ryze Long grain white rice,
24,93 mg/100 g a nejvice u ryze Indianské, 627,46 mg/100 g. Disacharid cellobioza byla
detekovéana pouze u Ctyf vzorkd ze sedmndcti a to v ryzi Albert bio a dale v ryzich Tt barev,

cervené Natural a Indidnské, kde byl obsah nejvyssi,
cellobidzy v téchto

ryzic

r~r

ze barevné ryze jsou bohatsi na obsah disacharidu.

Tab. 61 Obsah sacharidii v ryZich po kyselé hydrolyze (g/100 g ryzZe)
arabindza glukdza
Long grain white rice 12,27+ 0,12 32,48+ 0,16
Long grain white rice, VS 20,95 + 0,89 69,52 + 0,12
Bask 30,46 + 0,58 68,84 + 0,59
SOS Clasic 49,00 + 0,94 50,32 + 2,60
SOS Long 51,83 +0,68 51,52 +0,02
Ryze dlouhozrnna loupana 27,15+ 0,31 71,45+ 0,64

148,26 mg/100 g. Z ptitomnosti
h a také z vysokého obsahu maltdzy a sachar6zy je mozné odvodit,
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Menu zlaté 14,24 + 0,46 26,57 £0,26
Menu zlaté parboiled 40,53 £ 0,16 58,70 + 1,24
Albert Bio 42,61 +0,53 39,71 +£ 0,00
Lagris, ryze dlouhozrnna 14,47 £ 0,26 76,12 + 0,77
Lagris, ryze parboiled 38,22 £ 0,27 39,78 £ 1,14
Lagris, ryze Tii barev 20,60 + 0,40 48,81 + 0,04
Lagris, ryze Arborio 27,32 + 0,08 74,99 + 0,67
Lagris, ryze Indianska 39,51 £ 0,01 62,40 £ 0,45
Ryze Cervena Natural 25,20+ 0,16 67,32+ 0,61
Basmati 17,16 + 0,34 49,63 + 0,59
Jasminova 15,94 + 0,50 64,62 + 0,43

Po kyselé hydrolyze byly ve vzorcich identifikovany pouze dva monosacharidy, a to
arabindza a glukdza (uvedeno v Tab. 61 ). Jejich obsah byl vSak né¢kolikandsobné vyssi nez
pted hydrolyzou.

Obsah arabindzy byl v rozmezi 12,27 g/100 g - 51,83 g/100 g. Nejvice bylo arabindzy
v ryzi SOS Long. Glukdza byla ve vzorcich obsazena ve vét§i mife, nejvice v ryzi Lagris
obsah glukézy zaznamenan v ryzi dlouhozrnné loupané a ryzi Long grain white rice
ve varnych saccich. Nejméné glukozy bylo v Menu zlaté (26,57 g/100 g) a Long grain white
rice sypané ryzi (32,48 g/100 g).

Dalsi sacharidy jiz ve vzorcich po kyselé hydrolyze detekovany nebyly. Vlivem
agresivnich podminek doslo ke §tépeni disacharidii na monosacharidy a také monosacharidy
dale ptrechazely na furfural (pentézy) a hydroxymethylfurfural (hexdzy). Tyto slouceniny
analyzovany nebyly [113].

Vlivem kyselé hydrolyzy bylo uvolnéno z cerealii vSech typti velké mnozstvi sacharida.
Pti analyze celkovych sacharidi po extrakci do vody se jejich mnozstvi pohybovalo
v gramech, vyjime¢né nad deset grami, po kyselé hydrolyze vSak obsah uvolnénych
sacharidii zna¢né narostl a pohyboval se v priméru kolem sedmdesati grami na sto grami
analyzovaného vzorku. Kyselou hydrolyzou tak bylo uvolnéno zna¢né mnozstvi celkovych
sacharidili, coz potvrzuje nutricni hodnotu cerealii jako zdroje energie. Metodou HPLC byly
uvolnéné sacharidy analyzovany jak kvalitativng, tak také kvantitativné, a byl ziskan
ucelenéjsi prehled o slozeni jednotlivych vzorkd. Tyto experimenty byly provedeny s cilem
otestovat moznosti uvoliiovani a Stépeni glykosidii a jejich zpfistupnéni mikroorganizmiim
v ptipadé pouziti tohoto materidlu jako nutri¢ni slozky pro kultivace.

6.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity cerealii

V nasledujci kapitole byly testovany antioxida¢ni ucinky analyzovanych cereélii pomoci
n¢kolika riznych testli a vysledky byly navzajem porovnany.

6.2.1 Testovani antioxida¢ni aktivity metodou ABTS

Sledovani antioxidaéni aktivity s vyuzitim radikdlu ABTS bylo provedeno podle postupu
v kap. 4.6.15. VSechny vzorky byly proméfeny tfikrat, z hodnot byl spocitan primér a
smérodatné odchylka.
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Tab. 62 Kalibracni rovnice pro vypocet antioxidacni aktivity

standard kalibra¢ni rovnice koeficient determinace
Trolox A=1,389 ¢ (mg/ml) R”=0,989
Tab. 63 Stanoveni antioxidacni aktivity v ceredlnich vzorcich
TEAC (mg/100 g)
VLOCKY
pSenicné 36,08 +£ 0,35
jeéné 62,60+ 0,18
Spaldové 59,63 £ 1,22
pohankové 323,68 12,36
ovesné 60,46 £ 6,79
ryzové 36,69 + 5,44
Zitné 54,42+ 1,91
MOUKY
pSeni¢na celozrnna 54,88 £ 3,36
Spaldova celozrnna 48,62+ 791
Zitna celozrnna 57,75 £ 4,00
z Cervené psenice 69,03 + 6,84
pohankova hladka 166,31 4,12
pSeni¢na hladka 14,53 £4,02
pSeni¢na hruba 7,63 £1,06
OTRUBY
pSenic¢né term. 132,43 £4,33
ovesné 4543 +2.23
Zitné 170,39 £ 12,91
kukufi¢né 43,61 £ 1,47
amarantové 56,65+ 4,77
KLiCKY
pSeniéné 590,85 + 10,88
Spaldové 312,81 + 24,65
Zitné 328,05 + 56,70
kukufiéné 89,49 + 1,72

Antioxidac¢ni aktivita ve vlo¢kach uvedena v Tab. 63 byla v priméru 51,65 mg/100 g.
Vice nez Sestkrat tuto hodnotu pievySuji vlocky pohankové shodnotou TEAC
323,68 mg/100 g, coz je tfeti nejvyssi hladina mezi vSemi ostatnimi vzorky. Tyto vlocky
rovnéz vykazovaly tfeti nejvyssi hladinu celkovych polyfenolti a celkovych flavonoidi.
Nejmensi antioxidaéni aktivitu vykazovaly vloc¢ky pSeni¢né, 36,08 mg/100 g, zde byl zjistén
nejmensi obsah celkovych polyfenolli mezi ostatnimi vzorky a nizkd hladina celkovych
flavonoidu.

Také mezi moukami méla nejvyssi hodnotu TEAC mouka pohankova, 166,31 mg/100 g, a
také zde byly naméfeny vysoké hodnoty celkovych polyfenolt, flavonoidi a flavonolt.

cvvr
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mezi moukami a ostatnimi vzorky. Dal§i mouky dosahovaly hodnot v priméru
57,57 mg/100 g.

U otrub se hladina TEAC pohybovala v rozmezi 43,61 - 170,39 mg/100 g. Nejmensi
aktivita byla nameétena u otrub kukufi¢nych, nejvétsi u zitnych.

Klicky vykazovaly nejvyS$si antioxidacni aktivitu mezi vSemi ostatnimi vzorky, klicky
pSeni¢né dosahovaly hodnot 590,85 mg/100 g, dale mély vysokou hodnotu také klicky zitné a
vzorky se vSak stale jedné o vysokou hodnotu.

Hodnota antioxidaéni aktivity kopiruje rovnéz hodnoty celkovych polyfenoli i flavonoidii.

Podle trendu - vysokd hladina celkovych polyfenoli/flavonoidii - vysokd hodnota
antioxidaéni aktivity stanovené metodou ABTS (nizka hladina - nizk4 aktivita), je mozno fici,
ze mezi témito veliCinami existuje spojitost a fenolické latky, zahrnuté do téchto skupinovych
parametrd, vykazuji antioxida¢ni vlastnosti.

Tab. 64 Stanoveni antioxidacni aktivity v ryZich

TEAC (mg/100 g)
Long grain white rice 10,95 £ 1,63
Long grain white rice, VS 23,92 £1,61
Bask 16,78 £ 1,05
SOS Clasic 19,85+ 1,44
SOS Long 15,83+ 1,54
Ryze dlouhozrnna loupana 13,97 £ 0,67
Menu zlaté 22,14 £ 1,38
Menu zlaté parboiled 26,54 £ 0,86
Albert Bio 6,24 £ 0,39
Lagris, ryze dlouhozrnna 15,88 + 1,82
Lagris, ryze parboiled 20,50+ 2,13
Lagris, ryze Tii barev 29,49 £ 1,60
Lagris, ryZe Arborio 24,76 £ 1,48
Lagris, ryze Indianska 27,33 £1,02
RyZze ¢ervena Natural 75,72+ 0,15
Basmati 22,07+£0,72
Jasminova 11,09 +0,29

Priméma hodnota TEAC pro vzorky ryzi byla 20,07 mg/100 g (viz Tab. 64 ). Do toho
a na druhé strané¢ ryze santioxidacni aktivitou nejvysSi, ryze cervena Natural,
75,72 mg/100 g. Vyssi hladina TEAC byla zméfena rovnéz u ryze Tt barev, Indianské, Menu
zlaté parboiled. U ryZze cervené Natural byla zjiSténa také nejvyssi hladina celkovych
polyfenolti, flavonoidli a flavonolti mezi ostatnimi ryZzemi. Ale napfiklad obsah katechinti a
individudlnich fenolickych latek obecné u této ryze byl spiSe primérny oproti ostatnim ryzim.
Vysokou antioxidacni aktivitu tak patrné zptisobuje cely souhrn fenolickych latek v ryzich
obsazeny, protoze napiiklad ryze Indianskd vynikala mezi ostatnimi ryZzemi vysokym
obsahem individudlnich fenolickych latek, jeji antioxidacni aktivita vSak byl tfikrat nizs$i nez
u Cervené ryze Natural. Tato skute¢nost rovné€z odpovida jiz publikované literatute [150].
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Vysoka antioxidacni aktivita byla zaznamenana ptfedevsim u barevnych ryzi. Barevnost ma
vliv na hladinu celkovych polyfenolti a tim také na hodnotu antioxidacni aktivity, jak bylo
dokazano také v dal§ich studiich [151].

Porovnanim antioxidaéni aktivity ceredlnich a ryzovych vzorkl vyplyva, Ze s vyjimkou
mouky pSeni¢né hladké a hrubé, byla hodnota antioxida¢ni aktivity vyssi u ceredlii nez u ryzi,
kde vyjimku predstavuje ryze Indianskd, jejiz hodnota antioxidaéni aktivity je srovnatelna
s primérnou aktivitou u cerealii.

6.2.2 Testovani antioxidac¢ni aktivity metodou DPPH

Me¢éfeni antioxidaéni aktivity s radikdlem DPPH byla provedena podle postupu uvedeném
v kap. 4.6.15. M¢éteni kazdého vzorku bylo provedeno tfikrat, z hodnot byla vypoctena
primérnd hodnota a smérodatna odchylka.

Tab. 65 Kalibracni rovnice pro vypocet koncentrace Troloxu ve vzorcich

standard kalibra¢ni rovnice koeficient determinace

Trolox y=9,794 ¢ (ug/ml) R”=0,996

Tab. 66 Antioxidacni aktivita cerealnich vzorki

schopnost zhaset prepocet na Trolox

radikaly (%) (mg/100 g)
VLOCKY
pSeniéné 49,55+ 0,98 5,04 +£0,10
jeéné 94,71 £ 0,67 9,61 £0,07
Spaldové 43,51 £0,51 4,39 £0,05
pohankové 89,74 £ 0,63 9,12 £0,06
ovesné 61,61 £0,64 6,22 +0,07
ryzové 51,85+ 0,67 5,24 £ 0,07
Zitné 52,36 £ 0,58 5,31 +0,06
MOUKY
pSeni¢na celozrnna 60,14 + 0,49 5,99 £0,05
Spaldova celozrnna 68,37+ 0,30 6,90 £0,03
Zitna celozrnna 86,11 £1,00 8,46 £ 0,10
z Cervené pSenice 91,92 +0,26 9,31 £0,03
pohankova hladka 90,97 £ 0,41 9,29 £0,04
pSeni¢éna hladka 32,25+1,97 3,22 +£0,20
pSeni¢na hruba 19,93 £1,2 1,98 £0,12
OTRUBY
pSeni¢né term. 86,05+ 0,20 8,74 £ 0,02
ovesné 73,15+£0,50 7,42 £0,05
Zitné 80,75+ 1,04 8,20+0,11
kukufiéné 92,44 £ 0,36 9,43 £ 0,04
amarantové 73,95+ 0,94 7,48 £0,10
KLICKY
pSeniéné 86,58 + 2,57 8,78 £ 0,26
Spaldové 85,97+ 0,81 8,78 £ 0,08
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Zitné 88,47+ 0,71 8,93 £ 0,07

kukuficné 89,04 + 0,45 9,02 £ 0,05

Touto metodou s vyuzitim radikdlu DPPH je mozno antioxida¢ni aktivitu vyjadfit dvéma
zpusoby (viz Tab. 66 ). Prvni zplsob vyjadiuje procento radikald DPPH, které je vzorek
v pouzité¢ koncentraci schopen vychytat. Druhy zplisob je moZnost piepocitat procenta
na ekvivalent Troloxu.

Podle namétenych dat se schopnost zhaset radikaly DPPH pohybovala u vzorkl v rozpéti
19,93 % radikald u mouky pSeni¢né hrubé az 94,71 % u vlocek je¢nych. Hodnota nad
devadesat procent byla jest¢ zméfena u otrub kukufi¢nych a mouky z Cervené pSenice a
pohankové hladké.

Ptepocitany ekvivalent Troloxu kopiroval hodnoty vyjadfené procentudln€. Nejvice
Troloxu bylo stanoveno u vlocek je¢nych, nejméné u mouk pSeni¢nych s vysokym stupném
vymleti, hrubé a hladké (1,98 mg/100 g, resp. 3,22 mg/100 g).

Vlocky jecné, které zde mély nejvyssi schopnost vychytavat radikdly DPPH, vykazovaly
nizké hodnoty u stanoveni celkovych polyfenolti, flavonoidl a flavonolli. Také u stanoveni
katechinti nebyly hodnoty nijak vyznamné, dokonce katechin gallat nebyl u téchto vloc¢ek
jako u jedinych vibec detekovan. Obsah fenolickych kyselin byl také nizky. Vyznamny obsah
byl vSak zaznamenan u individualnich flavonoidli, pfedev§im u rutinu a naringeninu,
kvercetinu byl obsah nejvys§i ze vSech analyzovanych vzorkd. Podobné je tomu také
u dalSich vzorki s vysokou antioxida¢ni aktivitou. Vyhodnocenim schopnosti zhaset radikaly
DPPH se tak patrné vyjadiuje spiSe efekt vybranych individualnich flavonoidd, na rozdil od
metody ABTS (viz kap. 6.2.1), kde hodnoty antioxida¢ni aktivity odpovidaji aktivité celé
skupiny fenolickych latek svym synergickym ucinkem.

Tab. 67 Antioxidacni aktivita ve vzorcich ryzZe

schopnost zhaSet | pfepocet na Trolox

radikaly (%) (mg/100 g)
Long grain white rice 15,23 £ 1,51 1,55+0,15
Long grain white rice, VS 35,66+ 0,84 3,57 +0,08
Bask 19,69+ 0,19 1,98 £0,02
SOS Clasic 28,49 + 0,34 2,89 £0,03
SOS Long 30,56 £ 0,52 3,07 0,03
Ryze dlouhozrnna loupana 19,02 £ 1,26 1,92 £0,13
Menu zlaté 33,53 +0,93 3,37 +0,09
Menu zlaté parboiled 37,08 £2,84 3,76 £0,29
Albert Bio 71,48 +£1,99 7,26 £ 0,20
Lagris, ryze dlouhozrnna 31,83+ 1,51 3,23 +£0,09
Lagris, ryze parboiled 67,40 = 1,99 6,85 £ 0,20
Lagris, ryze Tii barev 76,22 + 0,85 7,73 £ 0,09
Lagris, ryze Arborio 51,74 £ 2,77 5,27 +£0,28
Lagris, ryze Indianska 91,83 + 0,57 9,26 + 0,06
Ryze ¢ervena Natural 87,78 £ 0,48 8,91 £0,05
Basmati 32,35+2,28 3,30 +£0,23
Jasminova 27,95+ 1,00 2,85+0,10
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Schopnost vzorkll ryze zhaset radikdly DPPH se procentudlné pohybovala od 15,23 %
do 91,83 %. Nejméné¢ bylo zaznamendno u ryze Long grain white rice a nejvice u ryze
Indidnské. Dalsi vysoké hodnoty byly zjiStény u ryze Cervené Natural, ryze Tti barev a také
Albert bio. Podrobné vysledky uvadi Tab. 67 .

Podobné tomu je pfi prepoctu na ekvivalent Troloxu. Nejvyssi antioxidacni aktivita
u Indianské ryze je 9,26 mg/100 g, nejmensi u ryze Long grain white rice 1,55 mg/100 g.

Ryze Indianskd, ktera méla nejvyssi schopnost zhaset radikaly DPPH, méla také vysokou
hladinu celkovych polyfenolti a flavonoidl, nejvice epikatechinu a epikatechin gallatu,
fenolickych kyselin a zindividudlnich flavonoidd nejvice rutinu, morinu a naringeninu.
K vyznamnym antioxida¢nim G¢inkiim tak pfispély vSechny tyto skutecnosti. Druhou nejvyssi
antioxidacéni aktivitu vykazovala ryze Cervena Natural, u které byla zméfena nejvyssi hladina
celkovych polyfenolt, flavonoida i flavonolii.

U vétsiny ryzovych vzorki byla schopnost zhaset radikaly niz$i nez u ceredlnich vzorkd.
Konzumace ceredlii se tak jevi z tohoto hlediska jako zdravi pfinosnéjsi. Srovnatelné hodnoty
byly pozorovany napiiklad u ryze Tti barev, Indianské a Natural, tedy pfedevSim barevnych
ryzi, a u ryze Albert Bio. Vysoka antioxida¢ni aktivita barevnych ryzi potvrzuje informace
také z jinych studii uvad¢jicich, ze barevnost ma vliv na hladinu celkovych polyfenold a tim
také na hodnotu antioxidac¢ni aktivity [151].

6.2.3 Testovani antioxida¢ni aktivity metodou B-CLAMS

Studium antioxidaéni aktivity metodou B-CLAMS bylo provedeno podle postupu viz
kap. 4.6.17. Méfeni byla provedena tfikrat, v tabulce jsou uvedeny primérné hodnoty a
smérodatné odchylka.

Tab. 68 Kalibracni zavislost Troloxu

standard kalibra¢ni rovnice koeficient determinace

Trolox y=0,655"¢ +19,361 (ug/ml) R’*=0,827

Tab. 69 Antioxidacni aktivita cerealnich vzorki

schopnost zabranit prepocteno na Trolox
oxidaci B-karotenu (%) (mg/ml)

VLOCKY

pSeniéné 67,90 £ 5,58 36,94 £ 425
jeéné 69,24 + 5,34 38,07 £ 4,07
$paldové 69,84 £2,56 38,27+ 1,94
pohankové 82,45+ 0,53 48,02 £ 0,40
ovesné 79,22 + 3,50 45,25 +£2,65
ryzové 87,48 + 1,59 51,98 £1,22
Zitné 92,48 £ 0,41 55,16+ 0,31
MOUKY

pSeni¢na celozrnna 34,35+2,34 11,42 £1,78
Spaldova celozrnna 41,04 £2,47 16,52 £ 1,88
zitna celozmna 85,12+ 2,31 4991+ 1,75
z Cervené pSenice 39,96 + 7,89 19,78 £ 1,23
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pohankova hladka 90,46 + 4,09 53,99+ 3,10
pSeni¢na hladka 35,41 £3,33 17,78 £3,73
pSeni¢na hruba 30,41 £ 8,26 12,85+ 0,40
OTRUBY

pSeniéné term. 70,10 £4,03 49,98 + 3,97
ovesneé 88,49 + 1,50 52,56+ 1,14
Zitné 85,45+ 0,64 49,90 + 0,48
kukufi¢né 66,58 £ 1,27 50,38+ 1,36
amarantové 71,68 £1,26 39,58 £ 0,95
KLiCKY

pSeniéné 86,21 £2.21 50,70 £ 1,61
Spaldové 92,99 + 0,39 55,71 £ 0,29
Zitné 91,66 £ 0,27 54,70 £ 0,20
kukufi¢né 36,83 £2,00 13,30+ 1,52

Antioxida¢ni aktivita vyjadfena jako schopnost zabranit radikdlim napadat molekulu
B-karotenu, resp. procenta nedegradovaného B-karotenu je shrnuta v Tab. 69 a byla nejnizsi
u mouky pSeni¢né hrubé (30,41 %), nejvyssi u klicka $paldovych (92,99 %), vlocek zitnych
(92,48 %), klickt zitnych a mouky pohankové.

Po pfepoctu na potencidlni obsah Troloxu byly ziskdny hodnoty od 11,42 mg/100 g
do 55,71 mg/100 g. Nejméné obsahovala mouka pSeni¢na celozrnnd a hrubé (12,85 mg/100
g), nizky obsah byl také vypocitan u klickd kukufiénych, pouze 13,30 mg/100 g. Nejvyssi
obsah byl pak spocitan pro klicky $paldové, vlocky zitné (55,16 mg/100 g) a klicky zitné
(54,70 mg/100 g).

U nékterych vyrobkl se muze lisit potfadi pfi sefazeni podle procentudlni antioxidacni
aktivity a pfi obsahu Troloxu. Procenta vyjadiuji schopnost zabranit degradaci B-karotenu
v roztoku pfi pouzité navazce, ktera byla pro v§echny vzorky podobna nikoliv naprosto stejna,
do vypoctu nebylo presné ¢islo zahrnuto. Do vzorce pro pfepocet na ekvivalent Troloxu je jiz
zahrnuta pfesna navazka.

Klicky mély jako skupina nejvyssi antioxidacni aktivitu mezi ostatnimi vzorky, naopak
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mozno povazovat za dobry zdroj antioxidacni aktivity.

Srovnanim predeslych vysledkii se zméfenou antioxida¢ni aktivitou bylo zjisténo, ze
klicky Spaldové (zde nejvyssi antioxidacni aktivita) mély druhou nejvyssi hladinu celkovych
polyfenolt, flavonoidi a flavonolii, vysoky obsah katechinli a z individudlnich flavonoida
druhy nejvyssi obsah rutinu.

Vlocky zitné sice nevykazovaly vysoké hodnoty né€které z analyzovanych latek, ale jejich
hladina se vzdy pohybovala spiSe ve vyssich trovnich. Podobné u klickd zitnych a mouky
pohankové, kde byl druhy nejvyssi obsah epikatechin gallatu, kyseliny chlorogenové, vysoky
obsah rutinu a viibec nejvyssi obsah luteolinu.

Je tedy mozno fict, ze metoda B-CLAMS podobné jako ABTS respektuje spise skupinové
parametry, jako celkové polyfenoly aj., i individudlni fenolické latky, i kdyz by méla
odpovidat obsahu spiSe méné¢ polarnich latek fungujicich jako membranové antioxidanty.
Polarita fenolickych latek je rozmanitd a vyskytuji se mezi nimi zastupci vysoce polarnich
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imalo polarnich latek [130], mohou se tedy vyznamné podilet i na antioxidac¢ni aktivité

detekované v nepolarnim testovacim systému.

Tab. 70 Antioxidacni aktivita ryzi stanovena metodou p-CLAMS

schopnost zabranit prepocteno na Trolox

oxidaci B-karotenu (%) (mg/100 g)
Long grain white rice 88,01 £1,34 31,37 £ 0,61
Long grain white rice, VS 79,86+ 0,51 27,10+ 0,23
Bask 86,94 £ 0,19 30,52+ 0,09
SOS Clasic 88,63+ 0,63 31,49 +£0,29
SOS Long 89,76 £ 0,43 32,01 £0,20
Ryze dlouhozrnna loupana 89,86+ 0,22 32,12+ 0,10
Menu zlaté 84,66 £ 0,61 29,62+ 0,28
Menu zlaté parboiled 85,45+ 0,08 30,23 £ 0,04
Albert Bio 84,32 £291 29,58 £ 1,32
Lagris, ryze dlouhozrnna 82,11 +£1,14 28,46 £ 0,52
Lagris, ryze parboiled 84,31 £0,78 29,47 £0,35
Lagris, ryze Tii barev 90,74 £ 2,74 32,61+1,25
Lagris, ryze Arborio 92,25+0,49 33,29+0,22
Lagris, ryze Indianska 89,89 + 1,27 29,51 £2,98
Ryze ¢ervena Natural 95,82+ 0,22 3481+0,10
Basmati 90,62+ 0,17 32,16 £ 0,08
Jasminova 90,31+ 0,38 32,10+ 0,17

Hodnota antioxidac¢ni aktivity ryZi zjisténa metodou B-CLAMS byla pro vSechny vzorky
velmi podobnd a pohybovala se vrozmezi 79,86 % az 95,82 %, viz Tab. 70 . Nejmensi
aktivita byla naméfena u ryze Long grain white rice ve varnych saccich, nejvetsi u ryze
cervené Natural a pak ryzi Arborio (92,25 %), ryzi Tti barev (90,74 %), Basmati, Jasminové a
Indianské. Barevné ryze opét vykazovaly vysokou aktivitu.

Antioxidac¢ni aktivita byla také pfepoctena na ekvivalent Troloxu. Nejméné byl obsazen
vryzi Long grain white rice ve varnych saccich, 27,10 mg/100 g, nejvice v ryzi Cervené
Natural, 34,81 mg/100 g, ryzi Arborio, 33,29 mg/100 g, Tti barev, 32,61 mg/100 g.

U ryze Cervené Natural byla stanovena nejvyssi hladina celkovych polyfenoli, flavonoida
a flavonoli (viz kap. 6.1.1.1, 6.1.1.2, 6.1.1.3), tyto skupinové parametry se zfejmé podileji
vyznamnou meérou na intenzité antioxidacni aktivity. U ryze Arborio byl stanoven druhy
nejvyssi obsah celkovych polyfenoll, flavonoidi a také kyseliny chlorogenové a vysoky
obsah kyseliny ferulové.

Porovnanim vysledki antioxidacni aktivity ziskanych tfemi metodami (uvadi Graf 15 a
Graf 16 ) je vidét zna¢né rozdily mezi metodami ABTS a B-CLAMS a metodou DPPH.
Metoda DPPH je citlivéjsi pro nizké koncentrace latek s antioxida¢nim ucinkem, proto také
vysledky po pfepoctu na ekvivalent Troloxu jsou nizsi [125,126].

Ptedevsim metoda ABTS odpovidd obsahu aktivnich latek ve vzorcich, zejména pak
obsahu flavonoidii, kdy vysoky obsah rutinu u pohankovych vzorkli a otrub pSeni¢nych se
projevil zvySenou hladinou ekvivalentniho Troloxu.
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Graf' 15 Porovnani hodnot antioxidacni aktivity stanovené tiemi riznymi metodami pro
vzorky viocek a klickii (mg/100 g)

Ptestoze kazdd metoda vyjadiuje mirné odliSny zplsob projevu antioxidaéni aktivity a
hodnoty vyjadiené mnozstvim Troloxu ve vzorku se lisi, je mozné fici, Ze pro vétSinu vzorkl
vSechny tfi metody vyjadiuji shodny trend miry antioxidac¢ni aktivity.
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Graf 16 Srovnani antioxidacni aktivity stanovené tremi metodami pro vzorky mouk a otrub
(mg/100 g)

"4

Napfi¢ vSemi metodami stanoveni antioxida¢ni aktivity vySly nejvyssi hodnoty pro vlocky
pohankové a klicky pSeni¢né, Spaldové a Zitné.
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U vzorki ryze byla nejvyssi antioxidacni aktivita zaznamendana u ryze ¢ervené Natural. Pro
ostatni vzorky byly hodnoty velmi podobné. U ¢tyf vzorki byla také stanovena kyselina
askorbova. Jednalo se o ryzi parboiled, Tti barev a Indidnskou, vSechny tfi znacky Lagris a
dale Menu zlaté parboiled. Stanoveni probéhlo titra¢né (kap.4.6.18) a metodou HPLC
(kap. 4.6.19). Vysledky ziskané obémi metodami si byly velmi podobné. Obsah kyseliny
askorbové se na vysledné hodnoté antioxida¢ni aktivity patrn€ podilel jen malou mérou,
protoze zadna z ryzi se stanovenou kyselinou askorbovou nevykazovala v porovnani s dal§imi
vzorky vys$i antioxida¢ni aktivitu a naopak, u ryze s nejvyssi mirou antioxidacni aktivity
(ryZe Cervena Natural) nebyla kyselina askrobova viibec detekovana. Porovnani antioxida¢ni
aktivity stanovené tfemi metodami uvadi Graf 17 .

mg/100 g

O metoda DPPH O metoda ABTS B metoda b-CLAMS ‘

Graf 17 Antioxidacni aktivita ryZovych vzorki stanovena tiemi metodami (mg/100 g)

6.3 Stanoveni antimutagennich a genotoxickych ucinku cerealii

Biologické tucinky cerealii byly sledovany pomoci nékolika testovacich systémil
genotoxicity/antimutagenity. Cilem bylo vyhodnotit potencidlni ochranny uc¢inek aktivnich
latek obsazenych v ceredliich na integritu bunék a jejich genetické informace. Predpoklada se,
ze hlavni podil na antimutagennim efektu budou mit latky s antioxidacnim uc¢inkem, zejména
zastupci ze skupiny fenolickych latek [6].

6.3.1 Sledovani antimutagenity s vyuZitim kvasinky Saccharomyces cerevisiae D7

Pro stanoveni antimutagennich/genotoxickych vlastnosti vzorkli byl pouzit kvasinkovy
kmen Saccharomyces cerevisiae D7. Testovani probihalo podle navodu viz kap. 4.6.12.

Antimutagenni G¢inek byl hodnocen jako schopnost antimutagenu (zde cerealniho vzorku)
inhibovat tvorbu mutantnich kolonii kvasinek S.cerevisiae D7. Inhibice byla vyjadiena jako
procenta ubytku kolonii rostoucich v pfitomnosti antimutagenu s po¢tem kolonii rostoucich
pod vlivem standardniho mutagenu.
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Vzorky pro studium byly pfipraveny podle kap. 4.5.6.

Pro testovani ceredlnich vzorkli byly pouzity dvé koncentrace, pricemz konecna
koncentrace v bunééné suspenzi byla 0,02 g vzorku/ml a 0,1 g/ml. Antimutagenni Gcinky
cerealii uvadi Tab. 71 .

Tab. 71 Antimutagenni ucinky ceredalnich vzorkii (% inhibice)

inhibice u¢inku mutagenu testovanym vzorkem v procentech
trp-konverze ile-reverze
0,02 g/ml 0,1 g/ml 0,02 g/ml 0,1 g/ml

VLOCKY

pSeniéné 57,99 £2,33 20,48 1,11 63,28 £ 3,69 22,19+ 1,34
jeéné 38,15+ 1,42 22,13+ 0,98 44,02 + 1,58 24,18 + 1,38
Spaldové 49,16 + 1,18 33,81 £ 1,26 54,18 £ 2,64 21,62 £2,02
pohankové 39,76 £ 2,41 10,81 £ 0,06 32,43 £221 7,21 £0,05
ovesné 31,33+ 1,08 28,11 £ 1,29 2432+ 1,13 36,93 £2.21
ryzové 32,20+ 1,12 14,86 + 1,31 40,56 £2,20 14,04 + 1,02
zitné 27,11 £ 1,06 17,27+ 0,87 16,22 £ 1,03 5,41 +£0,26
MOUKY

pSeni¢na celozrnna 30,14 £1,21 38,55 £ 3,66 42,09 £2,27 74,26 £2,25
$paldova celozrnna 51,01 £2,18 34,64 + 3,01 75,34 £4.33 90,62 + 3,87
zitna celozmna 42,90 + 3,32 11,30+ 0,26 65,50 £+ 3,94 74,08 + 3,46
z Cervené pSenice 35,36 £ 3,01 41,45+ 287 65,86 £ 3,55 77,30 £ 3,52
pohankova hladka 12,17+ 1,02 24,71 £ 1,99 52,46 £2,89 74,80 £ 2,59
pSeni¢éna hladka 18,97 £ 1,62 28,70 £ 2,46 14,20 £ 1,01 42,27 %207
pSeni¢na hruba 23,33+1,82 40,72 + 3,01 12,88 £ 0,85 31,05+ 1,64
OTRUBY

pSeniéné term. 34,86 £2.21 11,62 0,81 84,61 + 4,88 84,91 £4)75
ovesné 43,99 + 2,86 56,16 + 3,54 77,97 £4,28 77,36 £ 5,51
zitné 72,60 £ 3,55 31,05+ 1,34 31,79 £2,64 63,98 + 3,64
kukufiéné 32,72+ 1,82 50,15+2,09 88,13+ 5,56 84,00 £+ 5,63
amarantové 42,81+ 2,86 22,32+1,12 84,91 £4,99 87,63 £5,16
KLiCKY

pSeniéné 29,57 £ 2,05 72,45+ 4,81 47,62 +2,58 91,21 £5,69
$paldové 27,32+ 1,47 14,69 £ 0,24 26,13 £2,11 34,44 £ 2,02
zitné 21,46 £ 1,03 44,29 + 1,39 30,52 +£2,95 82,42 +£5,94
kukufi¢né 11,73+ 1,01 22,51 1,46 37,77 £3,51 68,41 £4.21

Antimutagenni aktivita byla detekovana u vSech vzorkd, u zddného vSak nebyla prokazana
vyrazné vys$si aktivita v porovnani s ostatnimi vzorky, s vyjimkou preparati klickti o vyssi
koncentraci. Pri¢in mize byt nékolik, naptiklad komplexnost testovaného materialu. Vysoky
obsah n¢kterych aktivnich latek mohl byt pro testovaci kmen kvasinky spiSe negativni faktor,
coz je také mozno vidét z tabulky, kdy pouziti vys$si koncentrace roztoku zptisobilo pokles
aktivity (u trp-konverze v 57 % a u ile-reverze v 35 % ptipadl). Nezadouci vliv také mohla
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mit osmolarita n€kterych vzorkli po rozpusténi ve vodé, kdy predev§sim mouky tvofily velmi
viskdzni roztoky.

Porovnanim vysledkti a podle rozdéleni vzork do skupin byla vyssi aktivita nalezena u
vlocek pSeni¢nych a Spaldovych, u mouk v mouce S$paldové celozrnné, ve skupiné otrub
vykazovaly vSechny vzorky vyssi aktivitu, a u klickti to byly pfedevsim klicky pSenicné a
Zitné.

Nizkéd hodnota antimutagenni aktivity byla zjisténa u obou pohankovych produkti,
ptestoze hladina celkovych polyfenolt i flavonoidi zde byla nejvyssi a také u nich byl
stanoven vysoky obsah individudlnich fenolickych latek, zejména fenolickych kyselin a
individualnich flavonoidi rutinu a myricetinu. Pravé pfili§ vysoky obsah fenolickych latek
zde mohl pilisobit negativné, v komplexu jsou obsazeny latky jak s antimutagennim, tak i
s potencialnim genotoxickym efektem a metoda hodnoti komplexni uc¢inek smési ptirodnch
latek. Piili§ vysoké mnozstvi aktivnich latek nemusi tedy znamenat vysokou antimutagenni
aktivitu.

Tab. 72 Antimutagenni aktivita ryzi (%)

inhibice u¢inku mutagenu testovanym vzorkem v procentech
trp-konverze ile-reverze

0,05 g/ml 0,2 g/ml 0,05 g/ml 0,2 g/ml
Long grain white rice 1,51 £0,02 21,69+0,25 | 29,56+ 2,61 59,75+ 1,25
Long grain white rice, VS 43,51+ 1,20 12,92+0,13 | 47,32+227 | 54,42+ 2,04
Menu zlaté parboiled 29,52 + 0,88 18,67 +0,54 | 62,68 +3,02 | 36,27+ 0,66
Lagris, ryze Tii barev 63,83 £3,12 | 83,69+2,65 [ 82,03+3,49 | 94,01 =4,06
Lagris, ryze Arborio 70,92 +£3,05 | 73,05+3,94 | 81,57+4,02 | 83,87+6,00
Lagris, ryze Indianska 4574+ 1,27 | 7021 £2,49 | 80,65+3,49 | 86,64+ 2,03
RyZe ¢ervena Natural 29,08+ 0,84 | 52,48+4,06 | 71,66 +4,55 | 58,99+ 3,26
Jasminova 56,63 + 1,99 71,08 1,95 | 73,17+4,12 90,36 + 4,12

V ramci testovani antimutagennich vlastnosti nékterych ryzi byly pouzity dvé koncentrace
vzorku, a to 0,05 ga 0,2 g na 1 ml bunééné suspenze, viz Tab. 72 .

Antimutagenni/genotoxickd aktivita byla sledovana u vybranych osmi druhti ryze
z celkovych sedmnacti. Byly vybrany napt. barevné ryze, které vykazovaly vysoky obsah
aktivnich latek a také vysokou antioxidacni aktivitu, ryze parboiled nebo ryze liSici se pouze
spottebitelskym balenim (sypand a ve varnych saécich).

Také u ryzi byl zaznamenan pokles aktivity pfi pouziti vys§i koncentrace vzorku, u
trp-konverze u tfi vzorkd, u ile-reverze u dvou. Nejvyssi antimutagenni aktivita byla zji§téna
byla stanovena u ryze Long grain white rice v sypané form¢. Varianta ve varnych saccich
ve vetsing stanoveni vykazovala vys$si hladinu aktivnich latek nebo vyssi antioxida¢ni aktivitu
(vyjimka B-CLAMS, kap. 6.2.3).

Vsechny ryze s vysokou antimutagenni aktivitou vykazovaly rovnéz vysokou antioxida¢ni
aktivitu a to u vSech vyse uvedenych metod (kap. 6.2.1, 6.2.2, 6.2.3) a dale vysoké hladiny
skupinovych parametrii i fenolickych latek, i kdyz pfimé korelace z Zadnym z uvedenych
parametrd prokazana nebyla. Biologicky aktivni latky obsazené v analyzovanych vzorcich tak
pfispivaji k antimutagennimu ucinku ryze.
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6.3.2 Sledovani antimutagennich vlastnosti na prvoku Euglena gracilis

Testovaci systém vyuzivajici prvoka Euglena gracilis byl v ptedlozené praci zaveden a
vyuzit k optimalizaci podminek kultivace, koncentrace mutagenu a koncentrace cerealnich
extraktli. Byla provedena fada optimalizacnich testli, z nichz vyplynuly prvni poznatky
o podminkach vhodnych pro testovani ceredlii.

6.3.2.1 Optimalizace koncentrace piidaného mutagenu

V prvni fazi test na prvoku bylo tfeba stanovit optimdlni koncentraci mutagenu pro
testovani antimutagenniho ucinku ceredlii. Kultivace byla provedena dle postupu uvedeného
v kap. 4.6.13, tfidenni inokulum bylo pfeockovano do Jaworskeho média s ptidnim vyluhem a
ptidavkem streptomycinu (50 pg/ml). Graf 18 a Graf 19 uvadéji vysledky testd, na jejichz
zékladé byla zvolena pro prvni testovani koncentrace ofloxacinu 400 pmol/l.

Graf 18 Vliv rizné koncentrace ofloxacinu na obsah chlorofylu a v testu s E.gracilis
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Graf 19 Vliv rizné koncentrace ofloxacinu na obsah chlorofylu b v testu s E.gracilis
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6.3.2.2 Testovani antimutagenity na ceredliich

V dal$i fazi experimenti byly provedeny pilotni testy s vybranymi vzorky ceredlii. Byly
pfipraveny extrakty mouky zitné a pohankové a otrub amarantovych (2 g cerealie do 10 ml
vody). Kultivace byla provedena dle postupu uvedeného v kap. 4.6.13, tfidenni inokulum bylo
pteockovano do Jaworskeho média s ptidnim vyluhem a ptidavkem streptomycinu (50 pg/ml).
V nasledujici Tab. 73 jsou uvedeny primérmé vysledky dvou testli s pouzitim koncentrace
mutagenu (ofloxacin) 400 pumol/l a 0,5 ml extraktu a 0,1 ml extraktu ceredlie.

Tab. 73 Zmény procentualniho obsahu chlorofylii v testu s E.gracilis (%)
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A 663 nm A 645 nm

chlorofyl A

bez mutagenu 100,00 100,00
ofloxacin (400 umol/l) 54,59 56,92
mouka zitna (0,5 ml) 78,10 82,38
mouka pohankova (0,5 ml) 93,12 94,00
otruby amarantové (0,5 ml) 86,51 89,52
chlorofyl B

bez mutagenu 100,00 100,00
ofloxacin (400 pmol/l) 2,72 3,36
mouka zitna (0,1 ml) 11,01 12,45
mouka pohankova (0,1 ml) 9,46 11,44
otruby amarantové (0,1 ml) 11,92 13,32

Z vysledkt testd na kvasinkach S.cerevisiae D7 a na prvoku E.gracilis vyplyva, ze 1 kdyz
nelze hodnoty antimutagenni aktivity srovnavat pfimo, jsou ucinky testovanych ceredlii
v obou systémech podobné a tedy oba testovaci systémy po prislusné optimalizaci mohou byt
vyuzity jako in vitro testovaci modely antimutagenni aktivity komplexnich pfirodnich latek.

6.3.3 Studium antimutagennich vlastnosti s vyuzitim bakterie Escherichia coli

Ke sledovani antimutagennich/genotoxickych vlastnosti byly pouzity dva mutantni
bakteridlni kmeny, a to E.coli WP2 trp a E.coli WP2 trp uvrA, které ve forme lyofilizovanych
blo¢ktli byly soucasti baleni celé testovaci soupravy. Testovani bylo provedeno podle navodu
viz kap. 4.6.14. Jako testovany material byly pouzity pSeni¢né klicky, které byly pfipraveny
podle kap. 4.5.6.

Antimutagenni G¢inek zde byl hodnocen jako schopnost antimutagenu (cerealniho vzorku)
zabranit riistu mutantnich kolonii na médiu s limitnim obsahem aminokyseliny tryptofanu.
Inhibice byla vyjadfena jako procenta Ubytku kolonii rostoucich v pfitomnosti mutagenu
1 antimutagenu s po¢tem kolonii rostoucich pod vlivem standardniho mutagenu.

Vyhodnocenim prvotnich vysledki je mozno fici, ze také vtomto systému byla
pozorovana inhibice antimutagenniho t¢inku pfi zvySeni koncentrace pouzitého vzorku.

Pouzity kmen E.coli WP2 trp uvr4 ma krom¢ poskozeného tryptofanového operonu také
poruSen gen pro opravu kddovani [152]. To by se mélo projevit zvySenou citlivosti na t€inky
mutagenu, coz bylo také potvrzeno.

Sledovani antimutagennich ucinki za pouziti tohoto testovaciho systému bude
optimalizovano v navazujicich pracich.

6.4 Moznosti vyuZiti cereilii v potravinarstvi a krmivarstvi

6.4.1 Charakterizace ochucenych cerealnich vyrobku

V ptedchozich kapitolach byly charakterizovany ptirodni ceredlie a jejich slozky nebo
cerealni produky. V nasledujici podkapitole jsou charakterizovany nékteré ochucené vyrobky
pouzivané v populaci jako snidaniové ceredlie nebo ceredlie pro détskou vyzivu. Cilem bylo
charakterizovat obsah aktivnich slozek a potencidlni u€inky téchto typl ceredlnich vyrobku
na lidské zdravi.
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6.4.1.1 Stanoveni fenolickych latek

Obsah celkovych polyfenolt ve vzorcich extrudovanych cerealii byl zméten podle postupu
uvedeného v kap.4.6.1., obsah celkovych flavonoidi podle kap.4.6.2, katechini a
fenolickych kyselin podle kap. 4.6.5 a individudlnich flavonoidi podle kap. 4.6.6. Veskera
métfeni byla provedena tfikrat, ze ziskanych dat byla vypoctena primérnd hodnota a
smérodatnd odchylka. Kalibra¢ni rovnice je uvedena v Tab. 16 .

Tab. 74 Obsah celkovych polyfenolii a celkovych flavonoidii v riiznych druzich ochucenych
cerealil (mg/100 g)

obsah celkovych obsah celkovych pod%l SelkOVyCh ,
N L flavonoidt v celkovych

polyfenold flavonoidii polyfenolech (%)
CigiCagi se skofici 40,70 £ 1,54 10,79 + 0,49 7,15
Cookie Crisp s ¢okoladou 76,95 + 0,33 15,65+ 0,58 10,37
Coky s kakaem 100,87 + 1,57 45,59 + 0,47 19,53
Honey Cheerios 46,83 £ 1,41 3,24 +£0,54 17,18
Ferda ¢okoladovy 59,52 +2,51 4,99 £ 0,27 20,34
Strawberry Minis 43,71+ 2,41 25,94 + 1,81 3,30
Chocapic s kakaem 38,96 + 1,98 29,48 + 1,04 30,20
Teddy s medem 56,82 + 0,08 30,72 £ 1,62 4,30
Cini Minis se skofici 46,17 £ 1,09 6,49 +£ 0,42 2,15
Cokoflek s ¢okoladou 73,22 + 1,80 62,85+ 1,07 41,63

V ochucenych ceredliich se obsah celkovych polyfenold pohyboval v rozmezi 38,96 az
100,87 mg/100 g (viz Tab. 74 ). S vyjimkou vyrobku Chocapic s kakaem mély produkty
s ptidavkem c¢okolady nebo kakaa vy$si obsah celkovych polyfenoli nez ostatni vzorky.
V porovnani se surovymi ceredlnimi vyrobky se hodnoty pohybuji ve stfedni ¢asti rozmezi
hodnot.

Mnozstvi celkovych flavonoidii se pohybovalo od 3,24 do 62,85 mg/100 g. Nejvice
celkovych flavonoidii obsahoval vyrobek Coky s kakaem.

Srovnanim se surovymi ceredliemi bylo zjiSténo, ze ochucené ceredlie maji pomérné
vysoky obsah celkovych flavonoidi, podle rozdéleni do skupin je lze zatradit v obsahu hned
za klicky, kde byl obsah flavonoidi jesté vyssi. Na vysokych hodnotach se patrné podili také
pridavna latka (kakao, ¢okolada, ovoce, med, aj.).

Procentualni  zastoupeni flavonoidii v polyfenolech se pohybovalo v rozmezi
2,15-30,20 %. Nejmensi Cast tvotily flavonoidy v Cini Minis a také Strawberry Minis
(3,30 %). Nejvice se flavonoidy na obsahu polyfenolli podilely ve vyrobku Chocapis
s kakaem.

Tab. 75 Obsah katechinii v ochucenych cerealiich (mg/100 g vyrobku)

katechin katecl,nn epikatechin eplkate’chln
gallat gallat
CigiCagi se skofici 53,69 + 0,31 25,96 + 0,48 45,08 + 0,32 1,03 £0,09
Cookie Crisp s ¢okoladou 103,68 + 1,50 487,65 + 4,45 81,70 £ 0,64 nd
Coky s kakaem 63,52+ 0,57 869,89 +8,12 | 152,35+0,44 | 3,80+0,07
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Honey Cheerios 104,99 + 1,12 nd 11522+ 1,00 [ 521 +0,02
Ferda ¢okoladovy 65,80+ 0,86 | 1080,97+14,15 | 164,34+0,66 | 5,35+0,07
Strawberry Minis 69,02 + 0,54 62,05+ 0,20 198,05+ 0,71 2,98 £0,01
Chocapic s kakaem 101,55+0,83 | 1328,03+2,49 | 29430+0,09 | 7,86 +0,42
Teddy s medem 205,80 + 2,68 nd 372,03 £ 0,42 nd

Cini Minis se skofici 214,22 +£2,29 11,24 £ 0,02 100,46 + 0,89 | 2,51 +0,02
Cokoflek s ¢okoladou 74,29 + 0,61 190,87 + 2,81 21,15+ 0,06 1,28 £ 0,00

Vyrobky Chocapic s kakaem a Ferda ¢okolddovy byly velmi bohaty zdroj katechin gallatu,
obsahovaly dokonce vice nez desetindsobné mnozstvi této latky v porovnani s klicky
pSeni¢nymi, které byly nejbohatsi zdroj v rdmci surovych cerealii.

Obsah epikatechinu ve vzorcich je rlizny a nelze jednoznac¢né fict, zda-li se ncktera
ptidavna slozka podili na obsahu epikatechinu. V porovnani se surovymi ceredliemi byl vSak
obsah vysoky, vice bylo nalezeno jen v kli¢cich. Obsah katechind v ochucenych ceredliich
shrnuje Tab. 75 .

Srovnanim obsahu katechinii v ochucenych ceredlnich vyrobcich a surovych ceredliich
bylo zjisténo, Ze ochucené ceredlni vyrobky jsou rovnéz dobrym zdrojem aktivnich latek
tohoto typu, na dosaZzené hodnoté se podili také ptidavna latka, napt. cokoladové vyrobky

vykazovaly vétSinou vyssi hladiny katechinti nez ostatni produkty.

Tab. 76 Obsah fenolickych kyselin v ochucenych cerealiich (mg/100 g vyrobku)

kyselina kyselina kyselina

ferulova chlorogenova gallova
CigiCagi se skofici 0,17 +£0,05 0,68 + 0,09 3,93 + 0,03
Cookie Crisp s ¢okoladou 1,17 £ 0,00 12,20+ 0,13 2,91 £ 0,06
Coky s kakaem 1,19 +£0,08 12,17+ 0,45 3,83 +0,28
Honey Cheerios 1,29 £ 0,03 2,86 £0,12 11,49+ 0,27
Ferda ¢okoladovy 1,98 £ 0,02 14,82 + 0,36 4,57 +£0,02
Strawberry Minis 0,34 £0,03 0,94 +0,00 4,87 £ 0,07
Chocapic s kakaem 1,93 + 0,06 19,87 £ 0,09 7,19+ 0,11
Teddy s medem 0,89 +£0,01 2,24 +£0,24 102,28 + 4,33
Cini Minis se skofici 0,31 +£0,01 1,04 + 0,06 14,21 £ 0,53
Cokoflek s ¢okoladou 0,20 +£0,02 2,82 +£0,09 2,03 £0,08

Srovnanim obsahu fenolickych kyselin v ochucenych (Tab. 76 ) a surovych ceredlnich
(Tab. 28 ) vzorcich je mozno fict, Ze ochucené cereélie jsou mnohdy bohat§im zdrojem téchto
latek. Na vyss$im obsahu se podili ptidavna latka, napt. u kyseliny ferulové a chlorogenové to
byla ¢okolada a kakao, u gallové pridavek medu. U surovych ceredlii jsou bohatym zdrojem
fenolickych kyselin zejména klicky, otruby pSeni¢né a pohankové vyrobky, u ostatnich
vzorkl je obsah nizky.

Tab. 77 Obsah individudlnich flavonoidii v ochucenych ceredliich (ug/100 g vyrobku)

rutin myricetin morin luteolin
CigiCagi se skofici 26,63 + 0,27 3,68 £0,04 3,08+ 0,01 1,17+0,16
Cookie Crisp s ¢okoladou 74,58 £ 0,09 | 15,56+0,19 7,88 £ 0,07 5,09+ 0,16

131



Coky s kakaem 36,65+ 0,42 4,88 +0,03 4,83+ 0,03 1,49 + 0,05
Honey Cheerios 170,35 + 0,05 8,61 +£0,08 7,60 + 0,02 1,85+ 0,15
Ferda ¢okoladovy 51,78 £ 0,41 4,40 + 0,03 5,06 + 0,02 1,21+0,14
Strawberry Minis 74,27 + 0,84 3,30 +0,01 3,82 +0,03 1,88+ 0,13
Chocapic s kakaem 48,17 £ 1,50 7,59 +£0,04 8,49 + 0,06 3,14+ 0,59
Teddy s medem 840,99 £6,29 | 32,85+0,15 43,30 + 0,39 16,38 + 0,41
Cini Minis se skofici 51,21+ 0,04 8,71 £ 0,08 2,59+ 0,02 0,91 + 0,06
Cokoflek s &okoladou 84,74 £ 1,23 9,04 + 0,06 10,38 £ 0,13 2,54 £0,28
Mnozstvi flavonoidi uvedenych v Tab. 77 bylo nejvyssi ve vzorku Teddy s medem. Obsah
rutinu dokonce predstavoval druhou nejvyssi hodnotu ze vSech cereédlnich vyrobkd.
Tab. 78 Obsah individudlnich flavonoidii v ochucenych ceredliich (ug/100 g vyrobku)
kvercetin naringenin apigenin kemferol
CigiCagi se skofici 2,41 +0,01 66,92 + 6,92 1,17 £0,02 0,85+0,17
Cookie Crisp s ¢okoladou 4,41 £0,07 152,86 £4,10 3,14 + 0,03 2,57 +£0,01
Coky s kakaem 1,48 £ 0,06 66,04 + 2,56 0,96 + 0,03 0,79+ 0,18
Honey Cheerios 2,24 £0,02 68,36 + 0,84 1,62 +£0,02 1,55+0,39
Ferda ¢okoladovy 1,80 + 0,02 66,82 + 9,24 1,40 +0,03 1,26 + 0,01
Strawberry Minis 1,26 +£ 0,06 46,67 £ 2,43 1,04 £ 0,08 1,41 £ 0,01
Chocapic s kakaem 2,86 £0,07 105,78 £0,70 2,98 £0,02 1,54+0,21
Teddy s medem 23,33+ 0,03 |457,48+3926 | 14,32+0,68 8,89+ 0,63
Cini Minis se skofici 2,68 £0,06 69,12 + 3,48 1,34 £ 0,09 4,85+ 0,04
Cokoflek s &okoladou 3,35+0,07 | 163,07+12,14 5,59 +0,03 1,38 + 0,06

Obsah rutinu, luteolinu a kvercetinu v ochucenych vzorcich, jak uvadi Tab. 78 byl

srovnatelny se surovymi ceredliemi, obsah ostatnich flavonoidii byl mensi. Mezi ochucenymi
vzorky vynikal obsahem aktivnich latek vyrobek Teddy s medem, u kterého bylo vzdy
zméteno nékolikanasobné vyssi mnozstvi dané latky nez v ostatnich vyrobcich. Obecné vSak
vys$§i hodnoty vykazovaly vyrobky s pfichuti cokolady nebo kakaa, naopak skoticové
vyrobky obsahovaly mensi mnozstvi aktivnich latek.

6.4.1.2 Stanoveni latek sacharidové povahy

V ochucenych ceredliich byly déle stanoveny sacharidy, skupinové i individudlni, a to
za ucelem posoudit nutricni a energetickou hodnotu vyrobki. Kolorimetricky byly stanoveny
celkové a redukujici sacharidy (kap. 4.6.7 a 4.6.8) a individualni sacharidy metodou HPLC/RI
(kap. 4.6.9). Méfeni byla provedena tfikrat, ze ziskanych hodnot byl vypocitdn prameér a
smérodatné odchylka.

Koncentrace celkovych sacharidt (kap. 4.6.7) byla nejprve analyzovana pouze ve vzorcich
pripravenych extrakci ve vodé¢ (kap.4.5.4). Ziskané hodnoty vSak byly nizké a piili§
neodpovidaly udajim na spotiebitelském baleni. Pro ptesnéjsi vysledky byly hodnoty
pfepocteny na rozpustny podil kazdého vyrobku (kap. 4.6.11). Vysledky uvadi Tab. 79 .

Tab. 79 Obsah celkovych sacharidit v ochucenych ceredliich
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bez prepoctu 0 piepoctu , ,
(g/ 1001;7 VI;'lrobku) (g/ 101()) gprofp. podilu) rozpustny podil (%)
CigiCagi se skofici 55,63 +1,18 93,79 + 1,98 59,31
Cookie Crisp s ¢okoladou 60,42 + 3,92 84,94 + 5,51 71,14
Coky s kakaem 51,67+5,17 63,22+ 6,01 65,10
Honey Cheerios 69,76 £ 1,16 79,62 + 5,01 53,59
Ferda ¢okoladovy 33,52+ 1,74 86,15 £ 6,50 67,95
Strawberry Minis 42,67 + 2,69 58,27 +3,03 57,53
Chocapic s kakaem 41,16 £ 3,91 71,35+7,14 72,42
Teddy s medem 58,54 + 4,41 94,35 + 3,20 52,56
Cini Minis se skofici 49,59 + 1,68 98,45 + 1,63 70,86
Cokoflek s Gokoladou 42,89 + 4,27 67,85+ 6,75 63,22

Po prepoctu na rozpustny podil se obsah celkovych sacharidli pohyboval v rozmezi 58,27 -
98,45 g/100 g rozpustného podilu vyrobku.

Porovnanim mnozstvi celkovych sacharidi v ochucenych ceredliich s ceredliemi
v surovém stavu byl zji§tén vyrazn€ vyssi obsah sacharidii v ochucenych cerealiich. Zatimco
mezi surovymi ceredliemi byl nejvyS$i obsah sacharidi stanoven u klickt zitnych
58,50 g/100 g rozpustného podilu (pro ostatni vyrobky byl obsah zpravidla mezi 20 -
30 g/100 g rozp. podilu), u ochucenych vyrobkli byla hodnota 58,27 g/100 g rozp. podilu

cvvr

Redukujici sacharidy byly ve vzorcich stanoveny podle postupu uvedeného v kap. 4.6.8.
Vysledky jsou uvedeny v Tab. 80 .

Tab. 80 Obsah redukujicich sacharidii v ochucenych ceredliich

bez piepoctu po piepoctu podil redukujicich s.

(g/100 g) (g/100 g rozp. podilu) v celkovych s. (%)
CigiCagi se skofici 4,10 £0,12 6,91 +£0,20 7,4
Cookie Crisp s ¢okoladou 0,23 £0,01 0,32 +0,01 0,4
Coky s kakaem 0,02 £0,01 0,03 £0,02 0,0
Honey Cheerios 3,83 +£0,12 7,15+0,22 9,0
Ferda ¢okoladovy 0,05 £0,01 0,07 £0,02 0,1
Strawberry Minis 3,28£0,17 5,71 £ 0,29 9,8
Chocapic s kakaem 1,93 £0,02 2,67 £0,02 3,7
Teddy s medem 49+0,07 9,29 +0,14 9,8
Cini Minis se skofici 3,84+0,12 5,43 +0,17 5,5
Cokoflek s ¢okoladou 3,83 £0,09 6,06 £0,14 8,9

s. = sacharidy

Obsah redukujicich sacharidi se po pfepoctu na rozpustny podil pohyboval v rozmezi
0,03 - 9,29 g/100 g rozpustného podilu. Procentudlni zastoupeni redukujicich sacharidii
v celkovych sacharidech se pohybovalo v rozmezi 0,01 - 9,8 %. V porovnani s ceredliemi
v surovém stavu obsahuji ochucené ceredlie podobné mnozstvi redukujicich sacharidd,
procentudlni zastoupeni je vSak ponékud mensi.
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Tab. 81 Obsah sacharidii v ochucenych cerealiich

glukoza sachardza maltoza

(g/100 g) (g/100 g) (mg/100 g)
CigiCagi se skofici 6,73 £0,02 10,49 + 0,08 818,73 + 8,69
Cookie Crisp s ¢okoladou 0,79 £0,01 21,74 £ 0,09 368,45+ 52,04
Coky s kakaem 0,34 £0,01 13,08 + 0,05 745,39 + 6,32
Honey Cheerios 3,48 £0,01 19,13 £ 0,01 213,35 +4,21
Ferda ¢okoladovy 0,29 £ 0,00 15,41 0,09 1397,07+0,52
Strawberry Minis 5,99 £0,04 14,25 + 0,03 nd
Chocapic s kakaem 3,04 £0,08 16,84 + 0,05 827,45 + 39,90
Teddy s medem 10,94 + 0,05 13,79+ 0,08 | 1 723,22 +94,01
Cini Minis se skofici 6,24 0,03 12,34 +£0,02 | 1936,08 + 66,20
Cokoflek s ¢okoladou 8,17 +£0,04 13,06 + 0,03 687,33 £ 30,14

Metodou kapalinové chromatografie byla ve vzorcich ochucenych ceredlii identifikovana
jako zéastupce monosacharidi pouze glukdza, z disacharidii to byla sachardéza a maltdza
(mnozstvi vSech tfi sacharidi uvadi Tab. 81 ). Obsah glukézy se pohyboval od 0,29 -
10,94 g/100 g vyrobku, coz ptedstavovalo vétSinou vys$s$i mnozstvi nez v surovych ceredliich.

Obsah sacharézy se pohyboval v rozsahu od 10,49 do 21,74 g/100 g a maltézy od 368,45
do 1 936,08 mg/100 g. Velmi vysoky obsah obou sacharidli v porovnani se surovymi vzorky
byl patrné zptusoben doslazovanim vyrobkd fepnym cukrem. Na zvySeném obsahu sacharidd
obecné se mohou podilet také ptidané latky jako ¢okolada, med nebo ovocna slozka.

6.4.1.3 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou ABTS

Antioxidacni aktivita byla stanovena podle postupu v kap. 4.6.15. Jako kone¢né hodnota je
uveden pramér ze tfi stanoveni a vypocitand smérodatnd odchylka. Naméfené hodnoty jsou
uvedeny v Tab. 82 .

Tab. 82 Antioxidacni aktivita ochucenych ceredlii

TEAC (mg/100 g)

CigiCagi se skofici -
Cookie Crisp s ¢okoladou -

Coky s kakaem -
Honey Cheerios 96,14 + 5,86
Ferda ¢okoladovy 4,06 2,05
Strawberry Minis 71,99 + 1,38
Chocapic s kakaem 50,60 = 2,94
Teddy s medem 34,11 £3,20
Cini Minis se skofici 102,02 £ 15,83
Cokoflek s &okoladou 74,77 £ 0,88

Ve tifech vzorcich nebyla kvili zdkalu znemozinujicim méfeni antioxidacni aktivita
stanovena. U ostatnich vzorkd se pohybovala od 4,06 do 102,02 mg/100g. Mirou
antioxidacéni aktivity se ochucené ceredlie podobaji surovym cerealiim. Podle druhu ptidané
latky nelze odvodit ptipadnou antioxidacni aktivitu.
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6.4.1.4 Studium antimutagennich/genotoxickych vlastnosti

Antimutagenni aktivita byla testovana na kvasinkach S.cerevisiae D7 podle kap. 4.6.12.
Pro testovani cerealnich vzorkl byly pouzity dvé koncentrace, pfi¢emz kone¢néa koncentrace
v bunééné suspenzi byla 0,02 g vzorku/ml a 0,1 g/ml.

Tab. 83 Antimutagenni aktivita ochucenych cerealil

inhibice u¢inku mutagenu testovanym vzorkem v procentech
trp-konverze ile-reverze

0,02 g/ml 0,1 g/ml 0,02 g/ml 0,1 g/ml
CigiCagi se skofici 25,90 + 1,28 46,03 £ 248 57,58 £ 3,26 67,46 + 3,67
Cookie Crisp s ¢okoladou 32,20+ 1,74 39,19+£2,19 17,51 £ 1,13 33,56+ 1,19
Coky s kakaem 30,00 £ 1,02 52,06 + 3,67 82,53 +£4,88 85,59 + 4,64
Honey Cheerios 40,56 £ 3,21 61,30 +4,33 51,71 £ 2,67 48,15+ 3,24
Ferda ¢okoladovy 34,46 £ 222 18,43 + 0,84 88,86 +£3,99 33,62+ 1,36
Strawberry Minis 57,89+ 3,56 52,94 + 3,27 54,18+ 4,16 57,48 £4,13
Chocapic s kakaem 58,82 +£2,37 45,67 £ 2,94 66,53 £+ 3,05 4527+ 1,97
Teddy s medem 59,18 £ 4,01 68,54 £ 421 79,91 £ 5,22 75,98 £4,77
Cini Minis se skofici 43,03 +£2,59 18,27 £ 0,57 46,50 + 1,68 37,72 £2,10
Cokoflek s &okoladou 53,06 + 2,08 39,57 +£2,13 71,56 £ 5,50 64,69 £2.49

Antimutagenni aktivita byla stanovena pro vSechny vzorky ochucenych ceredlii a ziskana
data jsou uvedena v Tab. 83 . Zadny ze vzork®l nevykazoval vyrazné vysokou nebo nizkou
antimutagenni aktivitu oproti ostatnim. Podle uvedenych ptichuti nelze jednoznacné potvrdit
ptispévek ochucujici slozky k vyssi antimutagenni aktivité. Do souvislosti je v§ak mozno dat
obsah fenolickych latek. Vyrobek Teddy mél nejvyssi obsah u v§ech métenych individualnich
flavonoidd, epikatechinu a kyseliny gallové. Chocapic mél nejvyssi obsah katechinu a
epikatechin gallatu a kyseliny chlorogenové, tyto vzorky rovnéz vykazovaly zvySenou
antimutagenni G¢innost.

V zavislosti na pouzité koncentraci vzorku doSlo u poloviny vzorkll s naristem
koncentrace k poklesu antimutagenni aktivity. To mohlo byt zplisobeno vyssi viskozitou
roztokli nebo jiz pfili§ vysokym obsahem aktivnich latek, ktery pusobil na testovaci
kvasinkovy kmen negativné.

Ochucené ceredlni vyrobky analyzované v této Casti prace vykazovaly vysoky obsah
fenolickych latek i vysokou antioxidacni a antimutagenni aktivitu. VSechny parametry byly
srovnatelné, ptipadné dokonce vyssi nez u surovych ceredlii (z divodu piidatné slozky).
Souhrnné lze extrudované ceredlni vyrobky s ptichuti i pies vysoky obsah sacharidii oznacit
za zdravi prospesné.

6.4.1.5 Senzoricko-spotiebitelskd analyza vybranych ceredlnich vyrobki

V ramci analyzy ochucenych ceredlii byla provedena také dotaznikova spotiebitelska
studie zamétujici se na konzumaci ceredlnich vyrobki ¢asti ceské populace. Byly sledovany
zvyklosti konzumace a také znalosti slozeni a ptipadnych pifinost zatfazeni cerealnich vyrobka
do jidelni¢ku. Vystupy studie byly porovnany s experimentalnimi daty.

Pod pojmem ,,obilny (ceredlni) vyrobek* si spotiebitelé obvykle ptestavuji vyrobek z obili,
zrni, zdravou vyZzivu nebo dietni jidlo. Jako ,,cerealni vyrobek™ nejcastéji kupuji tmavé ¢i
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celozrnné pecivo, celozrnné/ryzové chlebicky, miisli tyCinky, ovesnou kasi a vlocky,
cokokulicky, skotficové polstatky, obilné lupinky. VySe uvedené vyrobky dotazovani kupuji
ptedevsim proto, ze jim chutnaji, dile protoze jsou zdravé, podporuji zazivani, dodavaji
energii nebo pro potfebu redukce hmotnosti. SloZeni vyrobku uvedené na obale zajima vzdy
nebo skoro vzdy pfedevsim dotazované ve véku 26 - 55 let, mezi stupném vzdélani a zdjmem
o sloZeni vyrobku nebyla nalezena spojitost. Rovnéz se nepotvrdil piedpoklad, Ze ¢im vice
jsou spotiebitelé vzdélani, tim vice budou kriti¢ti k udajim o slozeni uvedenym na obale.

Vétsina vékovych skupin konzumuje ceredlie predevsim ke snidani, dotazovani ve véku
do 15 let dokonce pouze ke snidani. Ceredlie snidaji Castéji zeny nez muzi. Bez ohledu
na vek, stupen vzdélani ¢i pohlavi povazovali spotfebitelé konzumaci cerealii za prospéSnou
nebo spiSe prospéSnou a jako nejvice zastoupenou a také nejvice zdravi prospésnou slozku
povazovali vlakninu. Dotazovani preferuji obilné vyrobky s ptichuti, a to bez ohledu na vék ¢i
pohlavi.

Graf 20 Serazeni vyrobkii podle zdravi prospésnosti dle ndzori respondentii rozdélenych
do skupin podle véku
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V dotazniku bylo uvedeno devét typli ceredlnich vyrobkl a respondenti je méli setradit
podle vlastniho nazoru od nejvice zdravého po nejméné. VSichni spotiebitelé bez ohledu
na veék, vzdélani ¢i pohlavi zvolili jako nejzdravéjsi vloCky ovesné a miisli pfirodni
nedoslazované. Pro ilustraci je uveden Graf 20 uvad¢jici sefazené ceredlni vyrobky dle
nazorti respondentli. Jako nejméné zdravé byly hodnoceny vyrobky s obsahem cokolady
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(obilné cokokulicky a miisli ty¢inka ¢okoladova), coz je v rozporu s daty ziskanymi analyzou
ochucenych ceredlii (kap. 6.4.1). Cerealni vyrobky s riiznymi ptichutémi (¢okolada, ovoce,
med aj.) obsahuji vysoké mnozstvi biologicky aktivnich latek a v porovnani se
surovymi ceredliemi jsou hladiny mnohdy vys$si pravé v disledku ptidanych ochucujicich
slozek.

6.4.2  Vyuziti vybranych hydrolyzovanych cerealnich substrati k produkci obohacené
krmné mikrobialni biomasy

V této casti prace byla kvasinka Rhodotorula glutinis kultivovand na médiich s pouzitim
alternativniho zdroje uhliku — ryze, téstovin, jablecné vlakniny a otrub pSeni¢nych. VSechny
ceredlni substraty byly hydrolyzovany nékolika enzymovymi preparaty. Jako kontrola byla
pouzita gluk6éza. Hodnocena byla produkce biomasy a pigmenti na hydrolyzovanych
cerealiich.

Schopnost mikroorganizmi utilizovat dany substrat je obvykle sledovana analyzou zmén
obsahu redukujicih sacharidd, pfipadné individudlnich sacharidi uvolnénych hydrolyzou.
Zatimto ucCelem bylo mnozstvi redukujicich sacharidii stanoveno v pfipraveném médiu
obsahujicim rozpusStény substrat a poté po sterilaci. Do vychladlého média byly ptidany
enzymové preparaty a 24 hodin probihala enzymatickd hydrolyza. Po skonceni hydrolyzy
bylo médium podruhé vysterilovano, steriln¢ byl odebran vzorek pro analyzu a do média byl
zaoCkovan pfislusny mikroorganizmus. Po 80 hodinach byla kultivace ukoncena a opét byl
odebran vzorek pro stanoveni sacharidi.

6.4.2.1 Hydrolyza odpadnich substrdtit vybranymi komerénimi enzymy

Koncentrace uvolnénych redukujicich sacharidi po enzymatické hydrolyze provedené dle
kap. 4.5.12 byla stanovena metodou dle Somogyi-Nelsona (kap. 4.6.8). Vysledky jsou
uvedeny v Tab. 84 .

Nejvyssi koncentrace redukujicich sacharidi byla detekovana v médiu s hydrolyzovanou
ryzi za katalyzy enzymem AMG. Ptidavek tohoto enzymu do média s vajeCnymi téstovinami
vedl rovnéz k uvolnéni vysokého mnozstvi - 27,84 g/l redukujicich sacharidii. Pfidavek AMG
k jablecné vldknin€ a otrubam psSeni¢nym nezplisobil tak vyraznou hydrolyzu, coz bylo
zpusobeno zfejme odliSnou substratovou specifitou enzymu. V médiich s enzymem Novozym
188 a se substraty obsahujicimi téstoviny ¢i ryzi bylo téZ uvolnéno zna¢né mnozstvi
redukujicich sacharidii, avSak putsobeni tohoto enzymového komplexu na ostatni dva
substraty bylo minimalni. Ptidavek preparati Celluclast a Viscozyme L (obsahuji celulazy)
do médii s testovanymi odpadnimi substraty nevykazal ve srovnani s AMG a Novozym 188
vyznamnou hydrolytickou aktivitu a tim nedos$lo k uvolnéni vét§stho mnozstvi redukujicich
sacharidu.

Tab. 84 Koncentrace redukujicich sacharidii pred apo enzymatické hydrolyze v riznych
odpadnich substratech (g/l média)

vajecné téstoviny ryze jable¢na vldknina | otruby pSeni¢né
pted hydrolyzou 0,04 £+ 0,00 0,01 £+ 0,00 2,63 +0,27 0,04 £ 0,00
AMG 27,84 £ 1,28 31,86 £ 1,37 2,48+ 0,12 4,45+ 0,06
Celluclast 0,71 £0,02 0,04 £ 0,00 nd 0,75+ 0,02
Novozym 22,78 + 0,64 28,69 + 0,99 0,33 £ 0,00 0,01 £ 0,00
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Viscozyme L 5,58 £ 0,03 8,14+ 0,09 0,51 +0,01 0,33 +0,02
AMG + Viscozyme L 19,79 + 0,98 28,69+ 2,01 3,39+0,13 4,34+ 0,06
Celluclast + Viscozyme L 3,26 £ 0,22 3,61 +0,23 0,59 +0,01 2,59+ 0,07
Novozym + Viscozyme L 18,75+ 0,78 26,8 £ 1,36 2,78 £0,14 4,34+0,11

Z Tab. 84 je patrné, ze k hydrolyze testovanych odpadti byly pouzity rovnéz kombinované
preparaty obsahujici dvojici riznych enzymi. Z vysledkid je zfejmé, Ze nebylo dosazeno
ocekavaného vyssiho hydrolytického uc€inku, vysledné hodnoty redukujicich cukri byly
srovnatelné s hodnotami cukrii uvolnénych jednotlivymi enzymy. Na zéklad¢ vyse uvedenych
testi byly pro dal§i experimenty zaméfené na produkci obohacené kvasinkové biomasy
na hydrolyzovanych odpadnich ceredliich vybrany téstoviny a ryze, u nichz bylo diky
intenzivni hydrolyze mozné ocekavat dostate¢né ristové a produkéni vlastnosti
mikroorganizm.

6.4.2.2 Analyza vybranych mono- a disacharidu v hydrolyzovanych odpadech metodou
HPLC/RI

Ve vzorcich produkénich médii odebranych po 24hodinové hydrolyze (kap. 4.5.12) byly
metodou HPLC/RI (kap. 4.6.9) stanoveny téz individudlni sacharidy. Vysledky hydrolyzy
téstovin a ryze jsou uvedeny v nésledujicich Tab. 85 a Tab. 86 . Kalibracni rovnice pro
vypocet obsahu sacharidii jsou uvedeny v Tab. 56 .

Ziskané vysledky koresponduji s vysledky stanoveni redukujicich sacharidd. Nejvyssi
mnozstvi individudlnich sacharidd bylo uvolnéno béhem hydrolyzy téstovin a ryze
inkubovanych s enzymy AMG a Novozym 188. Zajimavé je, Ze kvasinky byly schopny riistu
v téchto médiich, i kdyz koncentrace uvolnéné glukézy zdaleka nedosahovala hodnoty
kontrolniho média, tedy 30 g/l.

Tab. 85 Koncentrace a zastoupeni jednotlivych sacharidii pred a po hydrolyze vajecnych
téstovin vybranymi enzymovymi preparaty (g/l média)

glukdza maltoza sachardza
pied hydrolyzou 0,10 £ 0,00 0,13+£0,01 1,69%0,21
AMG 18,39+ 0,56 0,05 £ 0,00 nd
Celluclast 0,62 £ 0,02 1,76 £0,02 nd
Novozym 188 13,05+ 0,76 0,73 £ 0,04 nd
Viscozyme L 12,87 £ 0,54 0,32 £ 0,02 nd
AMG + Viscozyme L 14,18 £ 0,56 nd nd
CELL + Viscozyme L 1,94 £0,11 1,91 £0,06 nd
Novozym + Viscozyme L 11,21 £0,32 0,72 £0,01 nd

Tab. 86 Koncentrace a zastoupeni jednotlivych sacharidii pred apo hydrolyze ryze
vybranymi enzymovymi preparaty (g/l média)

glukoza maltoza
pred hydrolyzou nd nd
AMG 17,64 + 0,17 0,18 £0,02
Celluclast 0,86 0,05 0,10 £ 0,00
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Novozym 188 19,02 £ 0,22 0,20+0,01
Viscozyme L 3,72 £0,08 nd
AMG+ Viscozym L 16,54 £ 0,04 0,52 +£0,02
Celluclast+Viscozyme 1,64 £0,02 0,23 +£0,01
Novozym+Viscozyme 15,38+ 0,11 nd

Hydrolyzovana ryze a té€stoviny obsahuji nékolikanasobné vyssi koncentrace dostupnych
jednotlivych sacharidli nez jable¢na vldknina (kolem 2 g/I) a otruby pSeni¢né (méné nez

1 g/l).

6.4.2.3 Analyza redukujicich sacharidii v médiich s odpadnimi substrdty hydrolyzovanymi
smésnymi plissiovymi enzymovymi prepardty

Kromé komercnich enzymovych preparati byly pouzivany rovnéz izolované smésné
enzymové preparaty ziskané zahusSténim média plisni Phanerochateae chrysosporium (PCH)
a Fusarium solani (FS). V produkénich médiich s obsahem odpadniho substratu byly
stanoveny redukujici cukry metodou Somogyiho-Nelsona (kap. 4.6.8), a to jak ve vzorku pred
sterilaci, po sterilaci a po enzymatické hydrolyze. V Tab. 87 jsou uvedeny vysledky hodnot
redukujicich cukrii v téchto vzorcich.

Tab. 87 Analyza obsahu redukujicich sacharidit v médiich s téstovinami po enzymatické
hydrolyze (g/l média)

hydroly hydroly
pted sterilaci po sterilaci ydroyza en.zymy yarotyza enZ).lmy
F.solani P. chrysosporium
téstoviny 0,19+0,01 0,21 £0,01 4,58 +£0,10 6,71 £ 0,23

Z vysledkl je patrné, Ze oba plisnové preparaty zasadné zvySily hodnotu redukujicich
sacharidi dostupnych pro mikroorganizmy. Samotna sterilace vyrazny efekt na rozklad
cerealii nevykazovala. Na zékladé ovéfeni obsahu redukujicich sacharidii v preparatech
ziskanych z plisni bylo potvrzeno, Ze ptispévek samotnych preparati k hodnoté redukujicich
sacharidu je zanedbatelny (cca 0,05 g/ml).

6.4.2.4 Analyza ristovych a produkénich vlastnosti kvasinky R.glutis na hydrolyzovanych
odpadnich substrdtech

K produkci obohacené kvasinkové biomasy, piipadné metabolitli byla vybrana kvasinka
Rhodotorula glutinis, coz je primyslova kvasinka pouzivand k vyrobé pigmentid. Druh
R.glutinis je ziejm& nejrozSirenejSim druhem kvasinek rodu Rhodotorula v ptirodé.
Vyznacuje se schopnosti rlistu i v prostfedi relativné chudém na Ziviny. Je schopna utilizovat
hexo6zy i pentdzy, cukerné alkoholy a dalsi jednoduché substraty, jakoz i fadu odpadnich latek
ze zemédelsko-potravinaiského komplexu véetné ceredlnich substratd. Kvasinka byla schopna
riust a metabolizovat na obou typech testovanych odpadi — ryzi i téstovinach, a to jak
na substratu neupraveném, tak na substrdtu hydrolyzovaném komerénimi enzymy nebo
smésnymi piirodnim izolaty z plisni.

Analyza metaboliti probihala podle kap.4.6.21.4. VSechny vzorky byly analyzovany
ttikrat, ze ziskanych dat byl spocitan primér a smérodatna odchylka.
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Tab. 88 Kalibracni rovnice pro vypocet obsahu metabolitii v médiich

standard kalibracni rovnice koeficient determinace
B-karoten y (mV-s)=17,480 x (mg/ml) R”>=0,976
ergosterol y (mV's) =76,993 x (mg/ml) R”=0,987
koenzym Q y (mV-s) =33,313 x (mg/ml) R”=0,993

Z poméru hodnoty B-karotenu a celkovych karotenoidi je patrné, Ze u kvasinky R.glutinis
jsou produkovany i jiné typy pigmentli — zejména oxidované derivaty torulenu a

torularhodinu.

V médiu s obsahem téstovin byla produkovana biomasa do vyse cca 75 % biomasy ziskané
v kontrolni kultivaci na glukoze. Nejvyssi rust byl pozorovan na médiu s téstovinami
upravenymi enzymovym komplexem plisn¢ P.chrysosporium. Produkce pigmentl byla
vyznamné niz$i na médiu hydrolyzovaném primyslovymi enzymy ve srovnani s téstovinami
hydrolyzovanymi smésnymi preparaty z plisni i s nehydrolyzovanymi téstovinami. Vysledky
uvedené v Tab. 89 potvrzuji, ze upravené téstoviny (odpad z potravinaiské vyroby) mohou
byt s vyhodou vyuzity k produkci obohacené kvasinkové biomasy.

Tab. 89 Produkcni viastnosti R.glutinis v médiu obsahujicim upravené téstoviny (ug/g susiny)

Ikové
susina (g/1) B-karoten ka(:)teflzie dy ergosterol koenzym Q
A kontrola 8,11+025 | 172,54 £2,64 | 326,80+ 4,64 |613,33%6,19 | 44,47 +0,95
glukoza
A t&stovi
COVIY 1 6,09+0,04 | 103,55+3.25 | 228,88+2,26 |209,86+2,95 | 21,24+ 0,39
nehydrolyzované
B kontrol
onrota 5,50 +£0,08 | 105,66+2,09 | 544,51 +4.86 |350,06+4,68| 47,61+0,52
glukoza
B téstoviny +
3,11£0,06 | 16,58+£038 | 70,53+123 |359,40+425| 2,69+ 0,19
AMG
B téstoviny +
415+0,07 | 12,03£041 | 41,80+120 |548,46+3,88 | 5,92+0,08
Novozym
kontrol
C kontrola 8,19+0,00 | 147324326 | 311,55+2,95 |602,57+5,91 | 45,63+ 0,44
glukoza
C hydrolyzované
e 7,07+0,11 | 14930+3,08 | 305,02+ 1,78 | 313,74 £2,11 | 13,56+ 0,37
téstoviny FS
C hydrolyzované
e 6,11£0,46 | 117,61 £1,55 | 381,261 +3,95 | 237,03 £4,10 | 25,57 + 0,46
téstoviny PCH

Tab. 90 Produkcéni viastnosti R.

lutinis v médiu obsahujicim upravenou ryzi (lg/g susiny)

celkové

susina (g/l) B-karoten Karotenoidy ergosterol koenzym Q
A kontrola 8114025 | 172.54+2,64 | 326.80+4,64 |61333+6,19| 4447 +0,95
glukoza
s
ryze | 6.65+021 | 133,50+ 1,69 | 289.88+3.11 |418.16+4.,67| 30,11 +0,56
nehydrolyzovana
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B kontrola 10.05+0,16 | 108,99+ 1,55 | 349.48+564 [215,09+3.79| 43.80+ 0,50

glukdza
B hydrolyzovana

N 7,49+0,11 | 31,30£0,59 125,96 £2,67 |113,91+2,00| 11,18 £0,06
ryze AMG
B hydrolyzovana

. 8,83+£0,09 | 58,94+0,87 179,56 £4,79 275,97 £3,16| 24,90 + 0,99
ryZe Novozym

kontrol

¢ kontrola 8,87+0,12 | 2473243,56 | 381,55+5,13 |582,57+546 39,63+ 0,85
glukoza
C hydrolyzovana

. 8,07+£0,08 | 220,30+2,95 | 340,01 £3,65 |(443,74+4,39| 33,56+0,74
ryZze FS
C hydrolyzovana

N 7,51£0,06 | 198,20+2,44 | 399,21 +2,33 (543,03 +£5,64| 35,57+0,81
ryze PCH

Ptestoze nejvyssi produkce biomasy byla opét ziskana na kontrolnim glukézovém médiu
(10,05 g/l), 1 ryzové substraty se ukazaly byt vhodnymi pro kultivaci R.glutinis a produkci
metabolitli. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 90 Opét bylo nizké mnozstvi produkovano
na substratu upraveném primyslovymi enzymy, ale u ryzovych odpadi hydrolyzovanych
plistiovym prepardtem z P.chrysosporium bylo dosazeno vy$§i produkce biomasy nez
v piipadé téstovinového média (Tab. 89 ). Produkce pigmenti byla zde rovnéz pomérné
vysoka, i ryZe je tedy vhodnym substratem pro produkci obohacené kvasinkové biomasy
R.glutinis vyuzitelné v krmivatstvi.

6.4.3 Moznosti fortifikace cerealii pro détskou vyZivu

V této Casti prace byly pfipraveny modelové cerealni vyrobky pro détskou vyzivu
s ptidavkem lyofilizované ovocné/zeleninové slozky. Jako ptidatna slozka byly vybrany tfi
typy lokalniho ovoce a zeleniny - jablka, smés lesniho ovoce (jahody, bortvky, maliny
v poméru 1:1:1) a mrkev.

V pfipravenych smésich byly sledovany mozné interakce mezi cereélni a ptidatnou latkou,
a to z hlediska biologické vyuzitelnosti modelovych smési lidskym organizmem a jejich
dostupnosti v simulovaném fyziologickém prostfedi zaludecni §tévy. Vzorky proto byly
pfipravovany nékolika zptlisoby, extrakci do vody (kap.4.5.1), inkubaci cerealii v pfipra-
veném fyziologickém prostiedi zaludeéni S$tavy (kap.4.5.13) a kyselou hydrolyzou
(kap. 4.5.11).

Kvili zachovani pozadovanych vlastnosti, tedy vysokého obsahu vitamini a nutri¢né
vyznamnych latek byla pouzitd zelenina a ovoce lyofilizovano. U lyofilizovaného materialu
rovnéz nedochazi k degradaci aromatickych a jinych jakostn¢ dilezitych latek [153].

Samotné pripravé ceredlnich kaSi s ovocnou/zeleninovou slozkou ptredchazela ptiprava
kasi s riznym obsahem pfiddvané slozky za ucelem najit mezi potencidlnimi spotiebiteli
optimalni senzoricky pfijatelny pomér ceredlie - piidatnd latka. Pfidatné latky byly
k cerealnimu zakladu ptfidavany tak, aby jejich hmotnostni podil pfedstavoval 5, 10 a 20 %.
Konec¢na uprava spocivala v zaliti kase horkou vodou nebo polotu¢nym mlékem. MnoZstvi
tekutiny se odvijelo od pouzité ceredlie, zpravidla na 50 g suché smési bylo pouzito 150 ml
vody/mléka.

Jako nejpftijatelnéjsi zvolili hodnotitelé (soubor 30 laickych hodnotitelli, 18 zen a 12 muzd,
primérny vek 28 +/- 8,2) kase s 10% podilem pridatné slozky, pfedevs§im pak pro vyraznou
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vini a chut se smési lesntho ovoce. Zaroven by vSak kvili zvySené kyselosti ovoce bylo
potfeba produkty ptislazovat nebo lesni plody kombinovat s jinymi druhy ovoce, které by
zmirnilo kyselou chut’ vysledné smési. Jako ceredlni zéklad byly nejlépe hodnoceny smési
z mouky je¢né a otrub amarantovych. Jako zélivka bylo 1épe hodnoceno polotu¢né mléko.

6.4.3.1 Stanoveni vybranych aktivnich ldatek fenolické povahy

Stanoveni celkovych polyfenolti probéhlo podle névodu viz kap.4.6.1., celkovych
flavonoidi kap. 4.6.2, anthokyanti kap. 4.6.4 a individuélnich flavonoidu kap. 4.6.6.

Konec¢na hodnota pro kazdé méfeni byla ziskana z praiméru tii ziskanych hodnot, spocitdna
byla rovnéz smérodatna odchylka.

Tab. 91 Stanoveni celkovych polyfenolii pro jednotlivé slozky a pripravené smési (mg/100 g)

h s s 10
. (;fs;i 'ch s:;;i; 125/:11, smes s 10% smes s 10%
e VO . e P . podilem jablek podilem mrkve
slozkach smesi
Klicky kukuficné | 58,98 + 0,49 201,78 + 4,72 107,19 £ 5,11 72,99 + 4,00
t
otruby 84,88 + 1,07 145,81+ 1,75 9337 +2,72 95,67 + 3,28
amarantove
—
mouka pohankovi | 55 gg 4 4 345,93 + 1,65 199,58 + 3,27 264,59 + 1,66
celozrnna
o—
mouka peemicna 63,31 + 1,41 139,23 +3,92 89,90 + 2,56 83,82+ 1,11
celozrnna
o
mota zithd 70,76 + 0,07 200,58 1,53 80,32 + 3,42 9524 +2,36
celozrnna
e
mouka jeena 62,01 + 4,93 211,13 +4,13 77,35 2,78 67,84 + 3,06
celozrnna
lyofilizovana
Hoy 1 531,56 + 7,69 ; ] ]
lesni smés
lyofilizovana
. 130,15 £ 2,55 ; ] ]
jablka
lyofilizovana 223.13 + 4,49 ] ) )
mrkev

Obsah celkovych polyfenolii v analyzovanych cerealnich vzorcich se pohyboval od 62,01
do 455,99 mg/100 g vyrobku. Po ptidavku lyofilizovaného ovoce/zeleniny, ktery tvofil
10 hm. % podilu modelovych vyrobki, se obsah polyfenolickych latek v né€kterych cerealiich
zvysil az dvojnasobné oproti piivodnimu obsahu (viz Tab. 91 ). Z pfipravenych smési méla
nejvyssi obsah celkovych polyfenoli mouka pohankova celozrnnd slesnim ovocem
(345,93 mg/100 g).

Velmi vysoky obsah polyfenold byl stanoven vsamotné mouce pohankové
(455,99 mg/100 g). Po ptidani lyofilizované slozky vsak doslo k poklesu obsahu téchto latek.
To mohlo byt zplisobeno oxida¢nimi zménami a degradaci fenolickych antioxidantti, at’ uz
v pribéhu skladovani vyrobkd nebo moznymi interakcemi vazanych polyfenolickych latek se
slozkami cerealni matrice [140].

Nejvyssi obsah polyfenold byl zaznamenan ve smésich s lyofilizovanym lesnim ovocem.
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Tab. 92 Obsah celkovych polyfenolii ve vzorcich a pripravenych smésich po hydrolyze
v simulovaném Zaludecnim prostredi (mg/100 g)

h 5 s 10°
. obsa. . sm?s ) OA), smes s 10% smes s 10%
v jednotlivych podilem lesni S ,
o . podilem jablek podilem mrkve
slozkach smeési
klicky kukuficné | 356,28 4,19 303,53 + 4,80 221,45+ 5,83 282,34 +3.87
t

otruby 223,94 +329 306,80 + 8,94 299,93 + 8,59 256,73 £5,35
amarantove

ka pohankové
TOUEa PORAEOVE | 876,19+ 5,77 532,63 % 6,00 30234+2,40 | 266,3343,79
celozrnna
mouka pSenicn 225,81 42,99 394,85 + 1,28 310,64 2,19 225,34+ 6,68
celozrnna

o A
fhouka zitna 326,48 + 3,74 302,25 2,33 145,66 + 8,34 219,40+ 5,30
celozrnna

Y
frotka jetna 210,55 % 2,03 244,80 + 8,79 150,70 + 8,48 205,49 % 5,02
celozrnna
lyofilizovana

lesni smés

3149,46 £ 13,73

lyofilizovana

856.54 + 4,66 - ] _
jablka
lyofilizovana 1090,38 + 5,98 ) ] _
mrkev

Po hydrolyze v simulovaném zalude¢nim prostfedi se obsah celkovych polyfenolii
v porovnani s extrakci do vody nékolikanasobné zvysil jak v samotnych cerealiich, tak také
lyofilizovanych vzorcich a pfipravenych smésich. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 92 .

V cerealiich po hydrolyze se obsah polyfenold pohyboval od 210,55 do 876,19 mg/100 g.
Po piidani lyofilizované slozky doSlo u pfiblizn€¢ poloviny vzorkli k nariistu obsahu
celkovych polyfenold.

Nejvice polyfenoli obsahovaly smési s pfidavkem lyofilizovanych lesnich plodd, vibec
nejbohat§i smés byla s moukou pohankovou. S ptidavkem lyofilizovanych jablek méla
nejvyssi obsah polyfenolii smés s moukou pSeni¢nou, a s pridavkem mrkve smeés s klicky

kukufiénymi.

Meétfenim bylo prokdzano, ze lyofilizované ovoce je vyznamnym zdrojem latek
polyfenolického charakteru, coz zvySovalo nutricni hodnotu pfipravenych smési a rovnéz

pozdéjsi biologickou vyuzitelnost lidskym organizmem.

Tab. 93 Obsah celkovych flavonoidii ve vzorcich a pripravenych sméesich (mg/100 g)

X 0,
. obsap , sm?s S IOA), smes s 10% smes s 10%
v jednotlivych podilem lesni , ) ,
o . podilem jablek podilem mrkve
slozkach smési
klicky kukuti¢né 10,91 £ 0,15 35,36 £ 0,75 18,93 £ 0,71 14,11 £ 1,23
t

otruby 4,79+ 0,24 34,65+ 0,79 13,70 + 0,96 15,95 + 0,64
amarantove
mouka pohankova 81,88+ 5,17 97,27+ 1,54 68,40 + 1,05 73,58 £2,77
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celozrnna

mouka pSeni¢na

, 3,89+1,27 31,15£0,56 10,35 £ 0,97 8,80+ 0,22
celozrnna
e i
fhouka zitna 7,05+ 0,33 25,64 40,32 22,754 0,86 13,804 0,25
celozrnna
ot
fouka jeena 11,514 0,38 30,88 £ 1,50 18,16 % 0,41 13,95+ 0,32
celozrnna
lyofilizovana
e 347,47 6,08 - - -
lesni smés
lyofilizovana
41,76 £ 0,98 - - -
jablka
lyofili ;
yotilizovana 85.87 + 5.81 _ - -
mrkev

Nejvyssi obsah celkovych flavonoidl, shrnuto v Tab. 93 | byl jak vsamotné mouce
pohankové (81,88 mg/100 g), tak i ve vSech smésich pfipravenych s touto ceredlni slozkou,
nejvice s ptidavkem lesni smési (97,27 mg/100 g). U smési s lyofilizovanymi jablky i mrkvi
doslo (stejn¢ jako u celkovych polyfenolt) k poklesu obsahu flavonoidi z hlediska samotného
ovoce/zeleniny. To mohlo byt zplisobeno rozlozenim obsahu flavonoidli do vétsiho mnozstvi
smésné matrice. Tuto skutecnost potvrzuje fakt, ze u vSech smési s obsahem lyofilizovaného
lesntho ovoce doslo k mnohonasobnému navySeni obsahu celkovych flavonoidi oproti
mnozstvi v samotném ceredlnim vzorku. Dal§im divodem vyrazného poklesu obsahu
flavonoid mohou byt interakce vysokého mnozstvi volnych flavonoidii pohanky se slozkami
lyofilizovaného ovoce, které obsahuje velké mnozstvi vldkniny, na kterou jsou, podle
literatury, flavonoidy velmi Casto vazany [140].

Porovnanim obsahu celkovych flavonoidd v celkovych polyfenolech byl nejvétsi podil
zjistén u vSech pohankovych smési a z ptidatnych slozek u lyofilizované mrkve (38,48 %).

Tab. 94 Obsah celkovych flavonoidii ve vzorcich po inkubaci v Zaludecni stave (mg/100 g)

bsah 5 s 109
. © sa. , sm?s S OA), smes s 10% smes s 10%
v jednotlivych podilem lesni , ) ,
v ‘. podilem jablek podilem mrkve
slozkach smési

Klicky

v 30,56 + 1,13 4735+ 0,55 31,49 + 0,15 17,79 + 0,54
kukufi¢né

trub

omuby 8,49 + 228 67,18 + 1,81 20,74 + 1,49 18,96 + 0,51
amarantove

ka pohankova
fouka ponankova | 3714322 91,78 + 0,98 43,43 +227 57,02 + 0,85
celozrnna

—
fhouka pseficna 2082+ 1,16 44,79 + 0,57 34,02 + 0,61 17.81 + 1,78
celozrnna

o
fhoufka zitha 35914272 50,57 +2.37 42,01 + 2,64 32,52+ 1,67
celozrnna

e
fhouka jecna 3846+ 1,99 53734171 47,80 +2.29 28,15+ 0,49
celozrnna
lyofilizovana 529,51+4,12 - - -
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lesni smés

lyofilizovana

. 286,55 £ 3,19 - - -
jablka

lyofili ¢

yotrizovana 318,92 + 3,84 - - -
mrkev

Mnozstvi celkovych flavonoidi po inkubaci v zalude¢ni stavé (uvedeno v Tab. 94 ) se
v porovnani se vzorky extrahovanymi pouze do vody zvysilo n€kolikrat.

Po ptidavku lyofilizovanych smési k cerealnimu zakladu doslo u vétSiny smési k nartistu
obsahu celkovych flavonoidli, nejvyraznéji u smési s otrubami amarantovymi. Z hlediska
druhu lyofilizované slozky doslo k néartstu flavonoida piedevsim po ptidavku lesniho ovoce.
Z hlediska pouzité obiloviny byly nejbohatsi takové kaSe, pro jejichz ptipravu byla pouzita
mouka pohankova.

Tab. 95 Kalibracni zavislost pro vypocet obsahu anthokyanii

standard kalibra¢ni rovnice koeficient determinace
kyaninhydrochlorid A =60,337 ¢ (Uug/ml) R*=0,998
Tab. 96 Obsah anthokyanii ve vzorcich (mg/100 g)
h s s 109
. obsa. . sm?s S OA), smes s 10% smes s 10%
v jednotlivych podilem lesni S ,
o . podilem jablek podilem mrkve
slozkach smési
klicky
e 0,37+ 0,04 51,76 £ 0,40 1,25 +0,25 2,59+ 0,21
kukufi¢né
t
otruby ’ 1,30+0,13 45,78 + 0,77 2,54+0,33 2,93+0,23
amarantove
ka pohankova
FROURA PORAKOVA | 80+ 0,08 53,40 + 0,46 5,68+ 0,04 5,60 % 0,05
celozrnna
mouka pSenicn 0,45 £ 0,07 40,74+ 0,47 1,85 40,07 1,61 % 0,09
celozrnna
Ko Zitng
fotia zita 0,99 + 0,14 4126 £035 2,39 £0,11 2,04 £0,33
celozrnna
Ko lotna
fota jeend 0,55 + 0,02 29,07 £ 0,35 2,13 £0,04 1,21 40,31
celozrnna
Iyofilizovand 1 144,48 £ 45,63 . : -
lesni smés
lyofili A
lyofilizovana 57840.11 ] i i
jablka
lyofili A
yofilizovana 5534023 ] i i
mrkev

Jak uvadi Tab. 96 , vsamotnych ceredliich se obsah anthokyanii (pfestoze se jedna
o barviva predevs§im ovoce a zeleniny) pohyboval v rozmezi od 0,37 do 1,80 mg/100 g.
V lyofilizované sloZce byl obsah vys$si nez v ceredlni a pro jablka i mrkev byl téméf stejny
(5,78, resp. 5,53 mg/100 g), ovSem v lyofilizované lesni smési byl obsah jesté 200krat vyssi, a
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to 1144,48 mg/100 g. Ztohoto divodu byl rovnéz v modelovych kaSich s obsahem
lyofilizované lesni smési nékolikanasobné vyssi obsah anthokyanii nez v ostatnich
ptipravenych smésich. Podle zhodnoceni obsahu anthokyanii podle pouzité cerealni matrice
byl nejvyssi obsah v kasi se zakladem z mouky pohankové.

V cerealnich kasich byly dale analyzovany individualni flavonoidy, a to metodou HPLC.

V lyofilizovaném ovoci a zeleniné¢ byly detekovany tfi flavonoidy, rutin, morin a
myricetin. VSechny tfi latky v nékolikandsobné vySsim mnozstvi nez v cerealiich, ve kterych
byl dale identifikovan apigenin a luteolin. Porovnanim vsech tii typl pfipravenych smési je
mozno fici, Ze nejvice se obsah flavonoidi zvySil po pfidani lyofilizované mrkve.
Jednoznac¢né nejbohatSim zdrojem flavonoidli byla modelova kaSe pfipravena z mouky
pohankové.

Po kyselé hydrolyze doslo k vyznamnému néristu obsahu flavonoidii z divodu jejich
uvolnéni z vazanych forem. Stanoveny byly také flavonoidy kvercetin a kemferol, které pred
hydrolyzou ve vzorcich nebyly detekovany. Oba zminéné flavonoidy jsou podle literatury
v ceredliich bézné zastoupné. Vyskytuji se vSak predevsim ve vazané forme, protoze byly
detekovany praveé az po kyselé hydrolyze, kdy doslo k jejich uvolnéni z glykosidi vlivem
agresivnich podminek metody [146]. Vyskyt kvercetinu az po kyselé hydrolyze mohl byt
zpusoben jeho uvolnénim z glykosidu rutinu, kde kvercetin predstavuje aglykonovou ¢ést
molekuly [140].

Ze souboru dat ziskanych analyzou cerealnich kasi s ptidanou lyofilizovanou slozkou jsou
zde pro ilustraci uvedeny vysledky nékterych individudlnich flavonoidl - viz Tab. 97 a
Tab. 98 .

Tab. 97 Stanoveni obsahu flavonoidii v kasich s 10% obsahem lyofilizované lesni smési
po kyselé hydrolyze (mg/100 g)

rutin myricetin morin luteolin
klicky kukuti¢né 246,29 + 291 2,08 £0,21 10,36 £ 0,95 0,44+ 0,01
otruby amarantové 130,15 £ 3,94 0,87+0,16 7,02 +0,33 0,87 +0,03
mouka pohankova celozrnna | 802,19 + 12,95 2,26 £0,43 11,13+ 0,42 3,56 £0,13
mouka pSeni¢na celozrnna 221,67 +3,73 1,54 +£0,17 4,14 £0,23 2,28 +0,14
mouka zitna celozrmna 238,06 + 6,18 1,99 +£0,11 4,26 £0,03 1,99 £ 0,33
mouka je¢na celozrnna 206,21 + 3,49 2,31 £0,08 1,53 £0,02 1,68 £0,26

Ve smési s 10 % obsahem lyofilizované lesni smési doslo k n¢kolikandsobnému nardstu
obsahu rutinu a morinu, u ostatnich flavonoidi doslo k narGstu spiSe vitadu procent.
Podminky kyselé hydrolyzy ziejmé rozstépi také piipadné noveé vzniklé vazby v disledku
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témét vSech analyzovanych latek.

Tab. 98 Stanoveni obsahu flavonoidii v kasich s 10% pridavkem lyofilizované lesni smési
po kyselé hydrolyze (ug/100 g)

kvercetin apigenin kemferol
klicky kukuti¢né 614,64 + 6,98 476,31 + 321 856,27 + 9,66
otruby amarantové 285,71 £5,22 228,86+ 4,91 176,95 £ 2,37
mouka pohankova celozrnna 1 879,36 £ 13,16 231,30 £ 7,20 1 108,93 £ 4,69
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mouka pSeni¢na celozrnna 1382,67+11,20 713,22 +2,67 335,26 £ 2,65
mouka Zitna celozrnna 973,16 £9,15 1471,13+5,89 612,57 £ 6,64
mouka jecna celozrnna 1 685,74 £ 15,01 386,46 + 5,02 456,14 £ 3,19

Analyzou a porovnanim obsahu flavonoidii ve vSech pfipravenych kasich je mozno fici,
ze nejbohatSim zdrojem flavonoidli jsou kase, kde jako ptidatna latka byla pouzita smés
lesniho ovoce. Tato smés byla velmi bohatym zdrojem flavonoidli a vyznamnou mérou tak
obohatila ceredlni zéklad pfipravenych kasi. Pfedev§im obsah rutinu byl nejvyssi ve vSech
pfipravenych smési tohoto typu. Dale byl ve velké mife zastoupen morin a myricetin.
Ceredlni kaSe s pfidavkem lyofilizované mrkve byly vynikajicim zdrojem kemferolu. Smési
s jable¢nou slozkou obsahovaly az na vyjimky vzdy nejméné analyzovanych latek. Jako kasi
snejvys§im obsahem flavonoidli je mozno povazovat smeés mouky pohankové a
lyofilizovaného lesniho ovoce.

6.4.3.2 Stanoveni latek sacharidové povahy

Sacharidy byly stanoveny podle postupti v ptislusnych kapitolach, kap. 4.6.7 pro celkové
sacharidy, kap. 4.6.8 pro redukujici a 4.6.9 pro sacharidy individudlni.

Mnozstvi celkovych i redukujicich sacharidi bylo pfepocteno jak na 100 g analyzovaného
vzorku, tak také na rozpustny podil (viz kap. 4.6.11).

Tab. 99 Stanoveni obsahu celkovych sacharidii v samotnych vzorcich i kasich (g/100 g vyrobku)

obsah v samotnych ceredliich smés s 10% podilem lesni smési
/100 g g/100 g
/100 g navazky rozpustného g/100 g navazky rozpustneho
podilu podilu
klicky kukufigné 3,94 0,30 32,86 2,48 8,45+0,13 65,59+ 0,99
t
otruby ’ 4,08 £0,30 11,96 £0,53 8,39 +0,41 21,44 £ 1,05
amarantove
ka pohankova
rmouka poRamkova | 3 3740,11 20,77 + 1,67 7,58 40,21 32,884 0,89
celozrnnd
Ka pionicnd
mouka péenlcna 3,94+0,11 15,49 + 0,45 8,01 £0,24 25,06 £0,75
celozrnnd
Ko St
fouka zitna 7,88 0,07 30,69 + 0,26 13,8340,17 45,48 £0,56
celozrnnd
R
routd jecna 6,04 % 0,01 26,33 % 0,35 6,36 0,05 21,95+0,25
celozrnnd

Obsah celkovych sacharidd (shrnuto v Tab.99 a Tab. 100 ) byl pomérné nizky a
pohyboval se v ceredlnich vzorcich od 3,37 g/100 g do 7,88 g/100 g, v pfipadé smeési
s lyofilizovanym lesnim ovocem od 6,36 g/100 g v mouce je¢né do 13,83 g/100 g v mouce
zitné, ve smési s lyofilizovanymi jablky od 6,12 g/100 g v kliccich kukufi¢nych
do 10,65 g/100 g v mouce zitné, a pro smés s obsahem lyofilizované mrkve od 7,7 g/100 g
v mouce pohankové do 12,95 g/100 g v amarantovych otrubach.

Jak bylo zjisténo v kap. 6.1.2, skute¢nému obsahu celkovych sacharidid 1épe odpovidaji
vysledky pfepoctené na rozpustny podil analyzované latky.
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Tab. 100  Stanoveni obsahu celkovych sacharidii v kasich (g/100 g vyrobku)

smé&s s 10% podilem jablek smés s 10% podilem mrkve
/100 g g/ 100 g
g/100 g navazky rozpustného 2/100 g navazky rozpustného
podilu podilu
Klitky kukufitné 6,12 +0,02 47,50+ 0,17 10.41£0,12 80,74 £ 0,94
otruby ’ 8,97 +0,14 28,33 £ 0,45 12,79 £ 0,41 40,94 + 1,31
amarantove
ka pohankova
mouka poRamiova 1 9224019 53,04 + 1,36 7,70 £0,19 49,67+ 1,2
celozrnna
o
mouka pﬁenlcna 8,86+ 0,18 32,59+ 0,67 11,32 £ 0,34 45,81+1,37
celozrnna
o S
fouka zita 10,65 + 0,32 50,73 + 1,52 12,95 + 0,50 50,17 + 1,94
celozrnna
I oo
mouka jecnd 8,36 % 0,13 44,30 % 0,68 8,56 £ 0,65 38,49£2,90
celozrnna

Po prepoctu se obsah sacharidii pohyboval pro ceredlni vzorky v rozsahu 11,96 -
32,86 g/100 g. Po ptidavku lyofilizované smési se obsah sacharidd zvysil u vSech vzork, coz
bylo zpisobeno vysokym podilem sacharidii rozpustnych ve vodé obsazenych
v ovoci/zelening (viz Tab. 101 ). Ve vzorcich s ptidavkem lesni smési se obsah sacharidd
pohyboval od 21,44 do 65,59 g/100 g. V ceredlni smési s ptidavkem lyofilizovanych jablek
byl obsah sacharidd od 28,33 do 53,04 g/100 g. K nejvyssimu pfirastku sacharidii doslo po
pridani lyofilizované mrkve. Rozsah se pohyboval od 38,49 do 80,74 g/100 g.

Tab. 101  Obsah celkovych sacharidii v lyofilizovanych vzorcich (g/100 g)
2/100 g vyrobku

lyofilizovana lesni smés 70,47 £ 0,49

lyofilizovana jablka 85,35+ 0,43

lyofilizovana mrkev 63,60 = 0,53

K nejmensimu nartistu celkovych sacharidi po ptidani lyofilizované slozky dochézelo
u amarantovych otrub, nejvice se obsah sacharidi zvysSoval u klicka kukutfi¢nych. Z hlediska
ptridatné slozky hladinu sacharidli v ceredliich nejvice zvySoval ptidavek lyofilizované mrkve,
pfestoze v samotné lyofilizované zelenin€ byl obsah sacharidli nejmensi.

Tab. 102  Obsah redukujicich sacharidii v cerealiich a kasich

obsah v samotnych cerealiich smes s 10% podilem lesni smési

mg/100 g g/100 g
mg/100 g navazky rozpustného g/100 g navazky rozpustného

podilu podilu
kli¢ky kukufi¢né 583,77+ 15,05 | 4874,48 £125,70 7,81 £0,59 60,61 +£4,59
otruby 2509,84+ 187,74 | 7724,72+ 577,83 | 7.46+0,77 20,38 £2,10

amarantove

mouka pohankova | 182,57+ 10,55 1 026,94 + 26,81 7,25+£0,18 33,71 £ 0,81
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celozrnna

mouka pSeni¢na
celozrnna

532,28 + 8,84

2 093,46 £ 34,77

7,80 £0,25

27,06 = 0,88

mouka zitna
celozrnna

792,52+ 2,25

3084,04 +8,74

9,14 £0,58

31,12+ 1,97

mouka jecna
celozrnna

122,85+ 6,71

594,28 + 12,64

5,27+0,12

19,13 £0,45

Ptepo¢tem obsahu sacharidi na rozpustny podil stoupl obsah redukujicich sacharidii

nekolikanasobné (ptehledné shrnuto v Tab. 102 Tab. 103 ).

Tab. 103  Obsah redukujicich sacharidii v cerealnich kasich

smé&s s 10% podilem jablek smés s 10% podilem mrkve
/100 g g/100 g
g/100 g navazky rozpustného 2/100 g navazky rozpustného
podilu podilu
klicky kukufiéné 3,2140,30 24,90 +2,33 545+0,13 42,29+ 1,02
otruby ’ 5,19+0,11 19,84 £ 0,43 5,15£0,25 22,91+ 1,09
amarantove
ka pohankova
FROURA PORAMKOVA | 5 01+ 0,42 42,28 +2,56 6,25+0,27 43,66+ 1,91
celozrnnd
Ko pSemiena
mouka pfenlcna 2.98 40,20 12,83 + 0,86 5,78 £ 0,44 30,93+ 2,36
celozrnna
Ko Zitn
mouka zitha 9,52+0,13 52,170,70 9,38 +0,47 39,13 1,96
celozrnna
K lotna
mouka jetnd 3384027 16,40 + 1,32 4,82 +0,42 26,38+ 2,31
celozrnna

V samotnych ceredliich se obsah redukujicich sacharidii pohyboval v rozsahu 594,28 -
7 724,72 ¢/100 g.

Ptidavkem lesniho ovoce k ceredliim stoupl obsah na 19,13 - 60,61 g/100 g. Po piidani
lyofilizovanych jablek se obsah redukujicich sacharidi v kaSich pohyboval od 12,83
do 52,17 g/100 g. Nejmén¢ sacharidii obsahovala mouka pSeni¢nd, nejvice mouka zitnd. Po
ptidavku lyofilizované mrkve se mnozstvi pohybovalo od 22,91 do 43,66 g/100 g. Nejméné
sacharidi bylo analyzovano v otrubach amarantovych, nejvice v mouce pohankové.

Tab. 104 Obsah redukujicich sacharidii v lyofilizovanych vzorcich

. odil redukujicich sacharida

¢/100 g navizky \Ij celkovych Jsacharidech (%)
lyofilizovana lesni smés 70,04 £+ 0,08 99,40
lyofilizovana jablka 75,17 £2,33 88,06
lyofilizovana mrkev 62,59+2,17 98,41

Obsah redukujicich sacharidi v lyofilizovanych vzorcich byl velmi vysoky a predev§im
pro lesni smés a mrkev se blizil ke 100 %. Vysledky jsou uvedeny v Tab. 104 .
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Srovnanim obsahu redukujicich sacharidid ve vSech pfipravenych cereédlnich kaSich nelze
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redukujicich sacharidi. Lépe se jiz da urcit, ze obsah redukujicich sacharidli nejvétsi mérou
zvySovala pridand lyofilizovana mrkev, ptestoze stejné jako u celkovych sacharidi, byl obsah

redukujicich sacharidd prave v této slozce nejmensi.

Tab. 105 Regresni rovnice pro vypocet obsahu sacharidii

standard regresni rovnice koeficient determinace
fruktdza y (mV-s) = 906,880 x (mg/ml) R’=0,987
glukoza y (mV:-s) = 839,369 " x (mg/ml) R*=0,965
galaktdza y (mV-s) =736,292  x (mg/ml) R*=10,992
sachardza y (mV-s) = 540,857 " x (mg/ml) R”= 0,969
maltéza y (mV-s) = 859,044 " x (mg/ml) R*=0,974

Obsah mono a disacharidi je shrnut pro vS§echny vzorky v Tab. 107 .

V analyzovanych vzorcich bylo detekovano vSech pét vybranych mono a disacharidd,
pouze u mouky pSeni¢né nebyla detekovéana galaktéza a maltéza. Jednozna¢né nejvice byla
v ceredliich zastoupena sachardza. Obsah tohoto disacharidu se pohyboval od 500,62
do 2 121,24 mg/100 g. Nejbohat$im ceredlnim zdrojem sacharidii byla mouka pohankova,
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Tab. 106  Obsah mono a disacharidii v lyofilizovaném ovoci a zeleniné (/100 g)

fruktdza glukdza galaktoza sachar6za maltoza
1yoﬁ’11zoyana 4498 +037 | 19,13+0,42 nd 14,96 £ 0,45 nd
lesni smés
?yoﬁhzovana 38.78 + 0,32 10,24 + 0,07 nd 2,41 £0,04 nd
jablka
lyofilizovana 33.24 +0,02 24,56 + 0,03 nd 5,99 +0,07 nd
mrkev

V lyofilizovanych smésich byly detekovany pouze fruktéza, glukéza a sachardza, jejich
mnozstvi se vSak pohybovalo v gramech na 100 g vzorku. Nejvice byla zastoupena fruktoza,
nejbohat$im zdrojem sacharidl byla lyofilizovana lesni smés.
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Tab. 107 Obsah mono a disacharidii v cerealiich a ceredlnich smésich (mg/100 g)

cerealni zaklad

pridavek lyofilizovaného lesniho ovoce

fruktdza glukoza | galaktoza | sacharoza maltoza fruktoza glukoza galaktoza | sacharoza | maltdza
Klicky kukufiens 49,04 + 299,38 + 296,35+ | 199587+ 145,81 + kh’(“:ky. 2 834,04 827,26 + nd 214,47 + 315,96 +
0,20 16,57 7,27 41,94 8,68 kukufi¢né +35,47 21,23 0,24 2,70
otruby 211,41 £ 164,16 £ 707,48 876,45 88,06 £ otruby 2 640,04 1 569,64 £ nd 291,53 437,52 &
amarantové 7,81 10,37 2,54 9,30 6,13 amarantové +24,10 27,52 3,226 7,27
moﬁ’ki , 8227+ | 81,96+ | 85320+% | 212124+ | 16826+ mol::;i s 228384 | 998,66+ . 13827+ | 161472
pofantova 2,88 4,90 8,95 13,66 6,52 ponankoy +22,54 25,66 8,17 3,81
celozrnna celozrnna
mouka pSeni¢na 138,57 + 519,31+ mouka pSeni¢nd | 866,28 + 580,29 + 51,47 £
cclozmn ATSE0I8 1) 43 nd 2,65 nd celozmnd 4,20 17,77 nd 4,93 nd
mouka Zitna 14,94 £ 85,28 £ 150,46 = 619,92 + 101,58 + mouka zitna 1 335,36 626,19 = nd 133,30 = 158,68 +
celozrnna 0,20 10,21 6,72 9,82 9,32 celozrnna +22,75 1,82 9,17 7,55
mouka je¢na 62,10 £ 95,88 & 258,21 ¢ 500,62 72,30 £ mouka je¢na 2 549,20 1120,77 £ nd 389,30 £ 104,82 +
celozrnna 3,46 3,60 13,24 11,81 2,40 celozrnna +9,37 30,51 6,21 2,94
pridavek lyofilizovanych jablek pridavek lyofilizované mrkve
fruktdza glukoza | galaktoza | sacharoza maltoza fruktdza glukoza galaktoza | sacharoza [ maltéza
. Lo | 532047+ | 3396,08+ 567,04 = 206,96 + . wx o | 343332+ | 2197,65 237,85+ 291,45 + 181,99 +
Klicky kukuficné | =7 s 13,56 nd 14,04 12,89 Klicky kukuficné | = 557, +56.27 15,20 9,58 3,87
otruby 647246 £ | 4030,39 % nd 44434 + 360,43 £ otruby 360584+ [ 2199,74 173,84 262,43 £ 145,87 £
amarantoveé 77,70 48,43 31,08 15,14 amarantové 35,77 + 66,32 9,82 35,73 22,98
Iﬁ:ﬁové 559457+ | 4998,84 + . 655,86+ | 810,63+ gﬁ:ﬁové 352,79+ | 283459 | 25088+ | 39579+ | 34034+
, 46,52 63,04 23,56 11,45 , 22,44 +7,92 9,99 19,11 31,82
celozrnna celozrnna
mouka pSeni¢na 564727+ | 310441 % | 59747+ 539,29 + 299,65 £ mouka pSeni¢na 2 655,77 £ 1759,10 101,32 294,49 + 185,41
celozrnna 21,51 87,56 23,93 9,93 5,31 celozrnna 17,56 +35,27 5,38 25,80 16,24
mouka zitna 345728+ | 233258+ | 366,76 £ 578,17 542,75+ mouka zitna 4064,88+ | 2725,17 167,43 335,40 338,23 £
celozrnna 41,70 25,36 21,10 36,56 12,61 celozrnna 67,95 +46,64 5,99 v 48,46 21,66
mouka je¢na 3099,25+ | 1339,06% nd 131,67 £ 483,71 mouka je¢na 2 847,78 1 806,36 101,73 £ 425,97 167,04 £
celozrnna 49,08 41,91 2,52 0,59 celozrnna 53,55 +39,63 7,58 9,85 3,60
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Po ptfidavku smési lesntho ovoce k ceredlnimu zakladu doslo k vyznamnému nartistu
obsahu fruktézy a glukdzy, méné pak maltézy. Na vysokém nartistu obou monosacharidii se
podilelo pravé lyofilizované ovoce, které je bohatym zdrojem jednoduchych redukujicich
sacharidi. U vSech analyzovanych vzorkd doslo k vyraznému poklesu hladiny sachardzy.
Pokles mohl byt zpisoben interakcemi sacharidové slozky ceredlie s fenolickymi latkami
obsazenymi v ovocné slozce [140]. Galaktéza nebyla detekovana u zadné ceredlni smési,
pfestoze v samotnych ceredliich detekovana byla dokonce vice nez fruktéza a glukoza. To
mohlo byt zptlisobeno jejim ¢astym vyskytem ve vazané forme v glykosidech a tedy jeji reakci
s polyfenolickymi latkami, které byly v lyofilizované lesni smési hojn¢ zastoupeny [153].
Jako nejvydatnéjsi zdroj sacharidl byla porovnanim kasi s pfidavkem lyofilizovaného ovoce
vybrana smeés z otrub amarantovych.

Po pfidavku lyofilizovanych jablek k ceredliim doslo k jesté vétSimu narlistu obsahu
sacharidli, nez po ptidavku lyofilizovaného lesniho ovoce. Trend vyskytu sacharidi byl
podobny. Nejbohat§im zdrojem mono a disacharidli byla smés z mouky pohankové.

U kasi pfipravenych s 10% podilem lyofilizované mrkve byly stanoveny vsechny
sacharidy ve vSech pfipravenych smésich. U sachardzy byl zjistén pokles ve vSech vzorcich,
nejvyraznéji patrné u klicka kukutiénych z 1 995,87 na 291,45 mg/100 g.

V kombinaci lyofilizovand mrkev - ceredlie byla na sacharidy nejbohat$i smés z mouky
pohankové.

Porovnanim obsahu sacharidli ve vSech pfipravenych ceredlnich kasich bylo zjisténo, ze az
na par vyjimek byl nejvyssi obsah sacharidi ve smésich s pfidatnou latkou v podobé
lyofilizovanych jablek, pfestoze napt. glukdzy a sachardzy obsahovala tato smés nejméné
ze vSech tii pfipravenych smési.

6.4.3.3 Analyza mono a disacharidi ve vzorcich po kyselé hydrolyze

Postup analyzy sacharidii byl shodny jako v pfedeslé kapitole, tzn. podle navodu viz
kap. 4.6.9, lisil se postup ptipravy vzorku, v této kapitole byla pouzita kyseld hydrolyza, viz
kap. 4.5.11.

Me¢teni probéhla tfikrat, byla spocitdna primérnd hodnota a smeérodatnd odchylka.
Regresni rovnice pro vypocet obsahu sacharidii jsou uvedeny v Tab. 105 , obsah mono a
disacharidii ve vzorcich je uveden v Tab. 109 .

Vlivem u¢inkl kyselé hydrolyzy doslo ke zna¢nému navySeni mnozstvi sacharidd, a to
ptedev§im z diivodu jejich uvolnéni z riznych vazanych forem, ve kterych se sacharidy
v obilnych zrnech nejcastéji vyskytuji. Mohou byt vazané v glykosidech, polysacharidech
nebo na slozky bunécné stény a piasobenim hydrolytickych podminek dochazi nejen
k uvolnéni vazanych sacharidii, ale také k hydrolyze nékterych ve vod€ nerozpustnych
sacharidu, které tvofi podstatnou ¢ast endospermu obilného zrna [140]. Obsah mono-, di- a
trisacharidli v ceredliich je rovnéz zavisly na stupni hydrolyzy Skrobu [141].

Nejvice zastoupenym sacharidem po kyselé hydrolyze byla glukéza, coz souvisi praveé
s hydrolyzou Skrobu. Jeji mnozstvi se pohybovalo od 33,53 az po 78,03 g/100 g. Obsah
ostatnich sacharidil jiz byl podstatné niz§i. Obsah sachardzy se ve vzorcich zvysil jen velmi
malo. Sachar6za piitomna ve vzorich po hydrolyze nebo béhem hydrolyzy uvoliiovana patrné
déale podléhala hydrolyze za §t€peni na monomerni jednotky glukézu a fruktézu. ZvySeny
obsahu maltozy lze vysvétlit uvolilovanim maltézovych jednotek v pribéhu hydrolyzy skrobu
[140].
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Tab. 108 Obsah mono a disacharidii v lyofilizovaném ovoci a zeleniné po kyselé hydrolyze

(g/100 g)
fruktoza glukdza sacharoza
lyofilizovana lesni smés 52,29 £ 0,05 30,76 £ 0,75 11,77+ 0,38
lyofilizovana jablka 31,45+ 0,59 30,66+ 0,21 nd
lyofilizovana mrkev 37,97 £ 0,56 31,35+ 0,14 11,98 £ 0,04

V lyofilizovaném ovoci se zvysil obsah ptedev§im glukdzy a pro vSechny tii vzorky byl
velmi podobny. U vsech tifi vzorkil se snizil obsah sachardzy, u lyofilizovanych jablek jiz
nebyla sacharéza po hydrolyze detekovana. Vlivem podminek hydrolyzy patrné dochézelo
k dal$i degradaci sacharidii a rovnéz §t€peni sachar6ézy na glukozu a fruktozu.

Ve vSech tiech typech ceredlnich smési byly po hydrolyze detekovany pouze tfi sacharidy,
monosacharidy glukéza a fruktoéza a neredukujici disacharid sacharéza.

Po pridavku lyofilizované lesni smési byl u fruktdzy a glukdzy Castéji pozorovan jejich
pokles. Naopak u sachar6zy doslo ve vsech ptipadech k navyseni obsahu.

Ve smési s pridavkem lyofilizovanych jablek doslo pfedevsim u glukézy k poklesu u vSech
smési, nejvyraznéji u mouky zitné. Narlst sacharézy byl jen velmi maly a u fruktézy doslo
k néartstu jen u poloviny vzorkd. U mouky jecné doslo jako jediné k poklesu hladiny vsech
analyzovanych sacharidu.

Lyofilizovand mrkev jako jedind vykazovala po hydrolyze nartist vSech analyzovanych
sacharidi; po ptidavku k ceredlnimu zakladu vSak byl pokles obsahu sacharidi v nékterych
ptipadech zaznamenan také zde.

Analyzou ptipravenych smeési po kyselé hydrolyze bylo zjisténo, ze nejvice sacharidii je
obsazeno ve smesi kukufiénych klickti s podilem lesniho ovoce. Obecné kase s lesnim
ovocem byly bohaté na sachardzu, kase s piidavkem mrkve obsahovaly nejvice glukozy, ale
nejméné sacharozy a fruktdézy. Ta byla ve vyssi mife obsazena v kaSich s pridavkem
lyofilizovanych jablek.

Analyzou riznych parametri v surovych ceredliich, které slouzily jako zéklad pro ptipravu
kasi a porovnanim téchto vysledkl s vysledky smési obohacenych o lyofilizovanou slozku
ovoce ¢i zeleniny, je mozno fici, Ze jiZz samotny cerealni zdklad je matrici bohatou
na fenolické latky i sacharidy, pfidavkem ovocné/zeleninové slozky je vSak mozné nutriéni
hodnotu jesté¢ dale zvySovat. S rostouci oblibou konzumace ceredlnich vyrobkii pfedstavuji
takto pfipravené ceredlni smési moznost, jak vyznamnym zplsobem obohatit skladbu
jidelni¢ku o vyznamné biologicky aktivni latky.
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Tab. 109 Obsah mono a disacharidii v cerealiich a ceredlnich kasich po kyselé hydrolyze (2/100 g)

cerealni zaklad pridavek lyofilizovaného lesniho ovoce

fruktoza glukdza galaktdza sachardza maltdza fruktoza glukdza sachardza
kli¢ky kukuficné 16,25+0,07 | 6594+3,51 nd 1,80 + 0,02 6,00+ 0,21 klicky kukuficné | 9,84+0,33 | 67,48+2,40 | 18,15+0,30
otruby 3,40+0,14 | 33,98+023 | 3,184026 | 11,162091 | 2,82+0,10 otruby 6,83+043 | 6828+3,15 | 15,09+0,36
amarantove amarantove
mouka mouka pohankova
pohankova 6424007 | 33,53+042 | 2,56+028 | 2254065 1,81+0,13 celozrnna 5084022 | 56,88+ 1,45 | 10,73 0,67
celozrnna
mouka pSenicnd 6,83+£0,11 | 62,88+0,83 | 23,65+0,58 | 1,45+004 | 6,87+0,08 mouka pSenind | ¢ o34 99 | 5423+ 1,14 | 12,31+0,84
celozrnna celozrnna
mouka Zitnd 8,50+0,07 | 78,03+2,16 | 635015 | 1294000 | 7,85+0,18 mouka Zitnd 8,45+0,04 | 34,52+ 1,26 | 20,00+ 0,66
celozrnna celozrnna
mouka jecnd 8,81£0,17 |43,12+0,14 | 2593+ 1,19 | 3,82+059 | 623+0,84 mouka jecnd 7,16£0.24 | 31,80 0,36 | 7,43+0,58
celozrnna celozrnna

pridavek lyofilizovanych jablek pridavek lyofilizované mrkve

fruktdza glukoza sachar6za fruktdza glukoza sachar6za
klicky kukutiéné 467+010 | 6330+2,18 | 13,45+0,29 klicky kukufi¢né | 5,27+0,38 | 63,54+2,85 [ 1,76+ 0,20
otruby 3346122 | 2661+0,20 | 12,57+0,14 otruby 5624024 | 75324320 | 0,15+0,01
amarantove amarantove
mouka mouka pohankova
pohankova 27,15+£043 | 21,19+ 0,43 | 12,65 +0,56 celozrnna 3274031 | 58,01+ 1,05 | 4,68+ 0,69
celozrnna
mouka pSeniénd | g 104y 04 | 23.99+0,59 | 15,30 40,56 mouka pSeniénd | 4 )34 93 | 64574115 | 4264025
celozrnna celozrnna
mouka Zitnd 3064021 | 1942+0,12 | 6,72+0,18 mouka Zitnd 4,98+0,15 | 5420+2,05 | 1,88+ 0,04
celozrnna celozrnna
mouka jecnd 1,56+0,10 | 1643+0,19 | 2,40+0,12 mouka jecnd 3,5240,90 | 5720+ 1,13 | 3,35+033
celozrnna celozrnna
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6.4.4 Enkapsulace ovocnych extrakti

V této Casti prace byly enkapsulovany extrakty ovoce a zeleniny, které byly pouzity
v predeslé kapitole (6.4.3) jako lyofilizovana slozka ceredlnich smési. Extrakty byly
enkapsulovany za ucelem zachovani vysokého obsahu biologicky aktivnich latek jako jsou
vitaminy a fenolické slouceniny. V kapitole 6.4.3 bylo jako ochucujici a zaroven obohacujici
slozka pouzito lyofilizované ovoce nebo zelenina. Optimalizaci enkapsulace ovocnych/zele-
ninovych extraktl se naskytuje dal$i moznost fortifikace potravin pfi zachovani chuti ptivodni
fortifikované potraviny a zaroven zachovani biologického ucinku enkapsulovanych latek.

6.4.4.1 Stanoveni enkapsulacni ucinnosti

Pro ptipravu ¢astic bylo vyzkouseno pét enkapsulac¢nich postupd, viz kap. 4.6.23 az 4.6.27.
Enkapsulaéni u¢innost kazdé metody byla stanovena pro kazdy jeden sledovany parametr
porovnanim hodnoty parametru v plivodnim extraktu a v supernatantu ziskaném po
enkapsulaci a centrifugaci pfipravenych Castic. Jako vychozi extrakt byla pouzita $tava
z vymackaného ovoce nebo roztok ziskany extrakci lyofilizovaného ovoce/zeleniny
5% kyselinou citrénovou (kap. 4.5.8).

Mezi sledované parametry byly napfiklad zatfazeny celkové polyfenoly stanovené podle
kap. 4.6.1. Ze ziskanych dat vyplynulo, Ze zcela nejvyssi enkapsulaéni ucinnosti bylo
dosazeno u jablecného extraktu pouzitim metody tenké vrstvy na reverznich fézich.
U ostatnich vzorkii byla nejvys$s§i ucinnost pii pouziti ethanolového vstfikovani.
U chitosanovych a vétSiny chitosan-alginatovych ¢astic nebylo mozné enkapsulaéni uc¢innost
stanovit z diivodu vzniku zakalu zptisobeného tvorbou gelovitého roztoku vzniklych ¢astic.

Tab. 110 Enkapsulacni ucinnost stanovena pro celkové polyfenoly (%)

TLE RP-TLE EV Ch Ch-A
lesni plody - §tava 25,30 £ 1,37 0,16 £0,01 32,73 +£0,73 z z
lesni plody - extrakt 37,43+ 1,09 12,11 £ 0,03 34,11 £0,56 z z
jablko - §tava 3,61 +0,11 10,80 + 0,26 13,62 £0,19 z z
jablko - extrakt 28,67 +0,53 75,61 +223 5,21+0,11 z 8,57+0,28
mrkev - §tava 4,25+0,07 21,73 +£0,37 32,85+ 0,64 z 7,25+0,31
mrkev - extrakt z 16,67 £ 0,63 z z 21,95+ 0,85

z = z4kal

Celkové flavonoidy byly stanoveny podle postupu v kap. 4.6.2. Nejvyssi enkapsulacni
ucinnosti bylo dosazeno pouzitim metody ethanolového vstfikovani a také pouzitim obou
metod pfipravy polysacharidovych ¢astic. Velmi nizkd nebo dokonce zadnd wcinnost byla
zjisténa u zbylych dvou metod.

Dalsim sledovanym parametrem byla kyselina askorbovd stanovena podle navodu
v kap. 4.6.19. Pro mrkev a lesni plody se jako nejucinnéjsi metody jevily ethanolové
vsttikovani a ptiprava chitosanovych ¢astic, metoda reverzni faze byla vhodna pro lesni plody

a jablko.
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Graf 21 Enkapsulacni ucinost pro kyselinu askorbovou obsazenou ve stavé

Pro §tavu a extrakt zmrkve byla sledovdna ucinnost enkapsulacnich technik také
z hlediska obsahu B-karotenu (kap. 4.6.20). Nejucinngj$i metoda byla ptiprava chitosan-
alginatovych ¢astic, naopak i¢innost chitosanovych ¢astic byla témer nulova.

V extraktu a §taveé z lesniho ovoce byla stanovena u¢innost enkapsulace pro anthokyanova
barviva (kap. 4.6.4). Zde se jako nejefektivnéj$i metoda jevilo ethanolové vsttikovani.

Ze vsech uvedenych enkapsulacnich technik se jako nejucinnéjsi jevi metoda ethanolového
vstiikovani.

6.4.4.2 Stanoveni velikosti Cdstic

Velikost ¢astic byla stanovena podle postupu v kap. 4.6.28. Pred samotnym métenim byla
velikost ¢astic sjednocena pomoci membranového extrudéru. Analyza velikosti ¢astic slouzila
pfedevsim jako kontrola, zda doslo ke sjednoceni velikosti ¢astic v dostatecné mife a systém
je mozno povazovat za homogenni. V ptipadé€ pouziti ¢astic do potravin by byly velké Castice
viditelné pouhym okem a naruSovaly by senzorickou kvalitu vyrobku.

Vyhodnocenim dat bylo zjisténo, ze ve vétSin¢ piipadi doslo k Gpraveé velikosti castic
v dostatecné mite. Procentudlni zastoupeni ¢astic s vyhovujici velikosti se pohybovalo od 80
do 98 %. Jako nejlepsi zptsob pro ptipravu homogennich ¢astic byla vyhodnocena metoda

ethanolového vstiikovani.

6.4.4.3 Urceni stability Cdstic stanovenim zeta-potencidlu

Zeta-potencial byl stanoven podle navodu v kap. 4.6.29.

Pro castice ptipravené metodou tenké vrstvy byl zjistén pokles zeta-potencidlu po
enkapsulaci ovocné/zeleninové slozky, stale vSak bylo mozné povazovat je za stabilni. Naboj
¢astic byl zaporny.

Metodou reverzni faze byly pfipraveny stabilni zadporné nabité castice. Enkapsulaci
ovocné/zeleninové slozky doslo jen k minimalnimu poklesu stability.
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Enkapsulaci $tavy nebo extraktu dochdzelo ke znacné destabilizaci Castic pfipravenych
ethanolovym vstfikovanim. Zeta-potencial byl v mnoha pfipadech téméf nulovy a nebylo
mozné piesné stanovit jeho naboj. Castice s ndbojem blizicim se nule se v roztoku téméf
neodpuzuji a maji proto vysokou tendenci ke shlukovéani. Céstice bez uzaviené slozky mély
zéporny naboj a vykazovaly spiSe nizkou stabilitu.

Chitosanové castice mély jako jediné kladny naboj a enkapsulaci ptirodni slozky doslo
ve vetsSing pripadl k nartstu zeta-potencialu.

Chitosan-alginatové castice mély naboj zaporny a enkapsulaci roztokli doslo ve vSech
ptipadech k poklesu stability ¢astic.

Jako nejstabilnéjsi Castice 1 po enkapsulaci ovocné/zeleninové slozky byly vyhodnoceny
Castice pfipravené metodou reverzni faze a chitosanové Céstice. Za nejhtlife enkapsulovatelné
lze povazovat §tavu a extrakt z lesnich plodl, které snizovaly stabilitu ¢astic piipravenych
tenkou vrstvou a reverzni fazi a chitosan-alginatovych c¢astic.

Tab. 111 Zeta-potencial castic o velikosti 200 nm pripravenych riizznymi metodami (mV)

RP-TLE EV Ch
prazdné Castice -56,10 -22,93 33,77
lesni plody - $téva -29,60 -3,00 25,74
lesni plody - extrakt -33,43 -8,16 36,97
jablko - §t'ava -42.,40 -3,95 34,97
jablko - extrakt -38,70 2,38 37,60
mrkev - §tava -34,93 -6,53 35,53
mrkev - extrakt -37,83 3,73 30,67

6.4.4.4 Stabilita Cdastic v modelovych télnich tekutindch

Stanoveni bylo provedeno podle navodu v kap. 4.6.30. Sledovanym parametrem pro
posouzeni stability ¢astic byl obsah fenolickych latek. Vyhodnocenim vysledk bylo zjisténo,
ze pusobenim kazdé Stavy zvlaSt nedochédzi k vyraznégjSimu rozkladu castic. Pouze
pusobenim Zzlu¢ové Stavy dochédzelo ke zmenSovani velikosti Castic, patrné vlivem
emulgacénich vlastnosti této §t'avy slozené ptedevsim z cholové a deoxycholové kyseliny.

6.4.4.5 Analyza vlastnosti systému pomoci analytické centrifugace
Analyza byla provedena podle postupu viz kap. 4.6.31. Vyhodnocenim dat bylo zjisténo,

ze nejstabilngj$i jsou oba druhy polysacharidovych castic, nejméné stabilni jsou cCastice
ptipravené ethanolovym vsttikovanim, coz odpovida zjiSténim v kapitole 6.4.4.3.
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Obr. 9  Sedimentacni stabilita lipozomii pripravenych metodou ethanolového vstiikovani
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6.4.4.6 Stanoveni vhodné koncentrace Cdstic pro pouZiti v potravindrstvi

V této kapitole bylo sledovano mnozstvi enkapsulované latky, které bylo jesté mozné
pfidat k potravinarskym vyrobkim bez vyrazné&jSich zmeén senzorickych vlastnosti.

Pti pouziti lipozomid byl u mrkvové a jablecné $tavy i extrakti pozorovéan zakal jiz pfi
ptipravé 20% roztoku, u lesnich plodi by bylo mozné pfipravit roztok az do koncentrace
40 %. Pti ptipravé chitosanovych ¢astic nevznikd okem viditelny zakal, coz umoziluje pouziti
az 100% roztoku téchto Castic. V roztoku se spiSe tvofi gelovitd struktura, kterda vsak
senzorické vlastnosti nijak nesnizuje. Chitosan-alginatové Castice vytvarely v roztoku jen
mirny zékal, ktery umoziioval jejich pouziti bez znatelnych zmén az do vySe 40 % pro
vSechny extrakty, pro jable¢nou §tavu bylo mozné pouziti 60% roztoku, u §tavy z mrkve a
lesnich plodt az 100% roztoku.

6.4.4.7 Vizualizace Cdstic pod mikroskopem

Vsechny typy pfipravenych ¢astic byly zobrazeny pod optickym mikroskopem, ¢astice
ptipravené metodou TLE byly zachyceny také pod elektronovym mikroskopem. Na snimcich
je mozno pozorovat dobfe viditelné kompaktni Castice, ale také porusené struktury, které
vznikly patrné€ pii pfiprave preparatu, suspenze bylo pted pozorovanim nutno lyofilizovat.

Zavérem lze shrnout, Ze pro ptipravu ¢astic bylo pouzito pét zptsobi enkapsulace, u vSech
byly ziskany castice, avSak s odliSnou mirou ucinnosti i stability. Pro vétSinu kombinaci
ovocny extrakt - metoda pfipravy Castic byly stanoveny parametry vypovidajici o stabilité
Castic a enkapsulacni G€innosti zptsobu jejich ptipravy. Nejvyssi enkapsulacni ucinnost byla
zjisténa u Castic pripravenych ethanolovym vstfikovanim, tyto castice vSak vykazovaly
nejmensi stabilitu. Také je diskutabilni vyuziti této techniky pro potravinatské ucely. Pomérné
dobrou enkapsula¢ni G¢innost a také stabilitu vykazovaly chitosanové Castice. Optimalizace
ptipravy Castic za ucelem dosazeni co nejlepsiho poméru enkapsulaéni ucinnosti a stability
bude feSena v navazujicich pracich. Moznosti enkapsulace ptirodnich slozek nabizeji moznost
obohaceni riznych potravinarskych matric o biologicky aktivni latky.

159



N

] 10um 4/3/2012
X 2,000 5.0kV LEI SEM WD 15.0mm

Obr. 10 Lipozomy pripravené metodou TLE, zvétseno 2 000krat
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Obr. 11 Lipozom pripraveny metodou TLE, zvétseno 10 000krat
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7 ZAVERY

Predlozena dizertacni prace je zamétfena na analyzu rdznych cerealnich materiald, at” uz
surovych ceredlii ¢i technologicky zpracovanych a dale ochucenych, nebo riznych druhti
ryze. Ve vybranych vzorcich byly analyzovany biologicky aktivni latky, jejich bézna
dostupnost z potravy a také jejich skute¢ny obsah po uvolnéni z vazanych forem kyselou ¢i
enzymatickou hydrolyzou. Déle byl sledovan také antioxida¢ni a antimutagenni ucinek.
Vybrané cerealni vyrobky byly pouzity pro pfipravu modelovych ceredlnich smési
obohacenych o lyofilizované ovoce nebo zeleninu. Extrakty ziskané z tohoto ovoce/zeleniny
byly také pouzity pro pfipravu Castic s enkapsulovanou piirodni slozkou. Déle byly vybrané
vzorky pouzity jako substraty pro kultivaci mikroorganizmii za ucelem ziskani obohacené
biomasy pouzitelné napiiklad v krmivafstvi. Soucasti prace je také senzoricko-spotiebitelska
analyza monitorujici vztah spotiebitelli ke konzumaci cerealii a jejich povédomi o zdravotnich
ptinosech.

» Spektrofotometricky byly stanoveny celkové polyfenoly. Nejvyssi obsah byl
zaznamenan u klickd. Vysokym obsahem vynikaly také pohankové vzorky. Po kyselé
hydrolyze se obsah polyfenolii nékolikandsobné zvysil z divodu jejich uvolnéni
z vazanych forem. Vysoky obsah polyfenoli byl opét zaznamenan v kli¢cich, ale také
v otrubdch. Obsah polyfenoli vryzi se po kyselé hydrolyze rovnéz zvysil. Pii
porovnani mély rizné druhy ryzi podobné hladiny polyfenold, vyssi mnozstvi bylo
zaznamenano u ryze Indidnské a Cervené ryze Natural. Srovnanim ceredlnich a
ryzovych vzorkll obsahovaly ryzové vzorky spiSe niz§i mnozstvi celkovych
polyfenold.

» Celkové flavonoidy byly rovnéz stanoveny spektrofotometricky. Jejich mnozstvi
extrahované do vody bylo nizké pro vSechny vzorky s vyjimkou kli¢kd a pohankovych
vzorki, a také pro vzorky ryze. Aplikaci kyselé hydrolyzy mnozstvi celkovych
flavonoidii vzrostlo u ceredlnich i ryzovych vzorkd, avSak pouze ryze Indianska a
cervena Natural dosahovala srovnatelnych hodnot s ceredliemi.

» Obsah celkovych flavonolii byl vryzovych a ceredlnich vzorcich aZz na nékolik
vyjimek srovnatelny, bohatym zdrojem flavonoli jsou vyrobky zzita a pohanky.
Obsah flavonoidi a flavonolt v potravinach je obvykle ukazatelem biologické aktivity
potraviny, vysoké zastoupeni téchto skupin latek v ceredliich i ryZovych vzorcich
signalizuje potencialni zdravotni pfinos pfi konzumaci téchto druhd potravin.

» Metodou kapalinové chromatografie na reverzni fazi (HPLC/PDA) byly ve vSech
ceredlnich i ryZzovych vzorcich stanoveny individualni fenolické latky, z katechinti to
byly katechin, epikatechin a ptislusné gallaty, z fenolickych kyselin kyselina ferulova,
chlorogenova a gallova, zastupci tfidy flavonoidi bylo identifikovano celkem osm.
Ve vsech vzorcich doslo k nartistu obsahu po kyselé hydrolyze. Nejbohat$im zdrojem
analyzovanych fenolickych latek byly opét klicky, z ryzovych vzorkt to byly barevné
ryze a ryze upravené technikou parboiled.

» Celkové a redukujici sacharidy byly rovnéz stanoveny spektrofotometricky. Skutecné
hodnoté¢ deklarované na obalu 1épe odpovidaly vysledky piepocitané na rozpustny
podil. Dostupnost sacharidli pouhou extrakci do vody byla nizka, také zde byla pouzita
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kyseld hydrolyza, kterd uvolnila vazané sacharidy. Po extrakci do vody byl nejvyssi
obsah v kli¢cich a otrubach, po hydrolyze byl obsah srovnatelny pro vSechny vzorky
véetné ryzovych.

» Metodou HPLC/RI byly stanoveny individudlni sacharidy, v ceredliich fruktoza,
glukéza, galaktéza, sachardéza a maltdza, nejvyssi obsah sacharidii byl v kliccich.
V ryzich se vyskytuje téz arabindza, dale glukdza, galaktdza, sachardza, maltéza a
cellobidza, bohatsi na obsah sacharidli jsou obecné barevné ryze. Po aplikaci kyselé
hydrolyzy se u cerealii zménilo pouze mnozstvi, nikoli zastoupeni sacharidd. Doslo
k navySeni o n€kolik tadi, predevsim u klicki a otrub. U hydrolyzované ryze se
zmeénilo také zastoupeni sacharidd, po hydrolyze byla detekovana pouze arabindza a
glukoza.

» Ve vSech vzorcich ceredlii a ryze byla stanovena celkova antioxidac¢ni aktivita
spektrofotometricky s vyuzitim tfi riznych metod. Metodou vyuzivajici ke stanoveni
radikdl ABTS byla nejvyssi antioxidacni aktivita zméfena u klickd a také vlocek
pohankovych. U ryzi byla porovnanim s ostatnimi druhy vysok4 hodnota stanovena u
ryze Indianské. Metodou vyuzivajici radikal DPPH byla nejvyssi antioxidacni aktivita
zmétena opét u klickd a srovnatelnd hodnota byla stanovena i u ryze Indianské.
Vyhodnocenim schopnosti zhdset radikdly DPPH se tak patrné vyjadiuje spise efekt
vybranych individudlnich flavonoidi, na rozdil od metody ABTS, kde
hodnoty antioxida¢ni aktivity odpovidaji aktivité celé skupiny fenolickych latek svym
synergickym uc¢inkem. Tteti pouzitou metodou B-CLAMS byla nejvyssi antioxida¢ni
aktivita opét stanovena u klickli a otrub, u ryzi vykazovaly vysokou antioxida¢ni
aktivitu barevné ryze. U vSech pouzitych metod stanoveni antioxidacni aktivity byly
ziskany nejvyssi hodnoty pro vlocky pohankové a klicky pSenicné, Spaldové a zitné.

» U testovanych vzorki ceredlii byla stanovena téz antimutagenni aktivita. Kompletni
sada vysledkd byla ziskana na testovacim systému S.cerevisiae D7, dal$i dva pouzité
testy (E.gracilis a SOS Chromotest) byly zavedeny, optimalizovany a pouzity
k analyze ¢asti vzorktl. Ceredlni vzorky vykazovaly pomérné vysokou antimutagenni
aktivitu, u zddného vzorku nebyly prokazany vyrazné vyssi hodnoty. Mirné zvySené
hodnoty byly nalezeny u vlo¢ek pSeni¢nych a $paldovych a také u klickt. U ryzovych
vzorkil byla zaznamendna zvySend antimutagenita u ryze Tii barev a ryze Arborio.
Vysledky odpovidaji hodnotdm antioxidacni aktivity, pfima korelace vSak nebyla
zjisténa.

» Analyzou biologicky aktivnich latek ochucenych cereédlnich produktti bylo zjisténo, ze
ptidatna slozka ovlivituje také vysledné mnozstvi téchto latek, zejména cokoladova a
téz ovocna slozka. Ochucené ceredlie maji také vlivem pfidanych latek vy$si obsah
sacharidi. Hodnota antioxida¢ni aktivity stanovend metodou ABTS je srovnatelna
s vysledky surovych ceredlii. Ani u ochucenych cerealii nevykazovaly zadné vzorky
vyznamné vys$§i antimutagenitu, hodnoty byly rovnéz podobné jako u surovych
cerealii. V ramci dotaznikové studie byl zjistén rozpor mezi ndzorem konzumentl a
ziskanymi experimentdlnimi daty, kdy spotfebitelé povazuji ceredlni vyrobky
s ptidavkem ¢okolady za nejméné zdravé, ovSem analyzou ochucenych vyrobki bylo
zjisténo, ze praveé Cokoladové vyrobky jsou nejbohatsi na obsah biologicky aktivnich
latek.
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» Pro ptipravu modelovych ceredlnich kasi bylo vybrano Sest druhii surovych ceredlii,
ke kterym bylo ptiddvano lyofilizované ovoce nebo zelenina. Kombinaci ceredlni a
ovocné/zeleninové slozky dochéazelo ve vétsiné pfipadl k nardstu obsahu biologicky
aktivnich latek a ptiprava takto ochucenych ceredlii se jevi jako vhodnd moznost
fortifikace ceredlii, pfi¢emz lyofilizaci pfidatné slozky zistanou zachovany aktivni
latky.

» Vybranymi postupy enkapsulace byly téz pfipraveny Ccastice, do kterych byla
enkapsulovéana $t'ava nebo extrakt ziskany po rehydrataci lyofilizovaného ovoce nebo
zeleniny, a to za ucelem fortifikace ceredlii s moznosti vyssi stability a postupného
uvolnovani aktivnich latek. Pro vSechny postupy byla stanovena enkapsulaéni
ucinnost a také velikost a stabilita pfipravenych ¢astic. Dobrou enkapsulaéni G¢innost
a zaroven stabilitu vykazovaly chitosanové Castice. V tomto sméru vSak bude potieba

nadale techniky enkapsulace pfirodnich latek optimalizovat.

» Vybrané odpadni ceredlie — surové i enzymaticky hydrolyzované byly pouzity téz jako
substraty pro kultivaci mikroorganizmtl — kvasinky Rhodotorula glutinis. Kombinaci
ceredlie a vhodného enzymového preparatu aplikovaného za optimalnich podminek
bylo mozné ziskat i na odpadnim substratu vyznamé vytézky biomasy i primysloveé
vyznamnych metabolitd — provitaminu A a D a ubichinonu. Produkovana obohacena
biomasa muze byt spolu se zbytky cerealniho média piimo pouzita v krmivatstvi, ¢imz
dojde k vyznamnému zhodnoceni odpadni suroviny a produkci vyrobkl s vysokou
pfidanou hodnotou.

» Zavérem lze konstatovat, Ze ceredlie, at' uz ve formé surové nebo technologicky
zpracované, jsou bohatym zdrojem biologicky aktivnich latek a poskytuji celou fadu
moznosti zpracovani. Je mozné je vyuzit jak pro pfimou konzumaci, nejlépe v ramci
zdravého zivotniho stylu populace, tak také nepfimo jako substrat pro ptipravu krmiv
hospodatskych zvitat.
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9 SEZNAM PRILOH

Ptiloha 1: Senzoricko-spotiebitelsky dotaznik
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10 PRILOHY

Priloha ¢. 1 Senzoricko-spotrebitelsky dotaznik

Spotrebitelsky dotaznik — cerealni vyrobky

1. pohlavi: [0 muz [JZena
2. veke

3. Dosazené vzdélani:
o [ zakladni
o [ vyu¢eny/a bez maturity
o [ vyu€eny/a s maturitou
O [ stfedni, s maturitou
o Cvysokoskolské

4. Ve svém jidelnicku preferuji stravu:
O smiSenou, bez omezeni
o vegetarianskou/veganskou
o bezlepkovou
O jinou (prosim doplnte):

5. Co si predstavujete pod pojmem ,,0bilné (ceredlni) vyrobky*:

6. Které ceredlni vyrobky kupujete (uvedte prosim asporn 3, na které si vzpomenete —
neuvddejte prosim chléb a bilé pecivo):

7. Proc¢ kupujete prave tyto vyrobky:
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10.

1.

12.

13.

14.

15.

Obilné (cerealni) vyrobky nakupuji nejvice v:
o [ supermarketech/hypermarketech
o [ menSich obchodech
o [ specializovanych prodejnach (zdrava vyziva)

Rozhodujete se pti vybéru vyrobku v obchod¢ podle vzhledu obalu:
o [ ano, pokud mé obal zaujme, vyrobek koupim
o [l spiSe ano
o [l spiSe ne
o [ ne, kupuji ptece obsah

Souhlasite s tvrzenim, Ze ¢im hez¢i/zajimavéjsi obal, tim kvalitnéjsi vyrobek:

o L[] ano, souhlasim
o [ spiSe ano
o  spiSene
o [ ne, nesouhlasim

Ctete si sloZeni vyrobku na obalu, ktery se chystate koupit poprvé:
o [ ano, vzdy
o [ skoro vzdy
o [ spiSe ndhodné
o [ nikdy

Veéfite idajim o jednotlivych slozkach, ze kterych se vyrobek sklada
o [ ano, vyrobce mé povinnost je fadn¢ uvadét
o [l spiSe ano
o [l spiSe ne
O O ne, neveiim

Je pro Vas rozhodujici cena konkrétniho vyrobku:
o [Iano
o [ spiSe ano
o [JspiSe ne
o [Ine

Rozhodnuti koupit konkrétni vyrobek poprvé je u Vas ovlivnéno hlavné:
o [ reklamou v televizi, radiu, na internetu
o [ nabidkou v ,,akénich/slevovych letacich® jednotlivych spole¢nosti
o [ reklamou ptimo v obchod¢ (ochutnavky, obrazkové cedule,...)
o [ doporucenim od zndmych, ptibuznych, ptatel
a [ jiné (prosim uvedte):
Kolik utratite pro sebe mési¢né za obilné vyrobky:
o [ 0,- K¢, obilné vyrobky nekupuji, stravuji se jinak
o [110-100,- K¢
o [1101-200,- K¢
o [1201-300,- K¢
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O
O

[1301-400,- K¢
U nad 401,- K¢

16. Ke kterému jidlu jite obilné vyrobky nejéastéji:

O

O
O
O
O

] snidané

[ obéd

L vecete

] svacina

1 jindy (prosim uvedte):

17. Myslite si, Ze jsou obilné vyrobky zdraveé:

O

O
O
O

U ano

"] spiSe ano
"I spiSe ne
U ne

18. Ktera slozka je dle Vas nejvice zastoupena v obilnych vyrobcich:

O

O
O
O
O

1 cukry

1 tuky

"1 bilkoviny

1 vlaknina

1 jiné (prosim uvedte):

19. Oznacte slozku, ktera podle Vas nejvice ptispiva ke zdravi prospésnym uc¢inktim
obilnych vyrobki:

O

O
O
O
O

1 cukry

1 vlaknina

"1 pfirozené slozky ceredlii (vitaminy skupiny B, antioxidanty)

"1 ptidané slozky v nékterych typech (ofisky, ¢okolada, kokos, med)
"1 ptidavek suseného ovoce, rozinek

20. Prosim setfad’te vyrobky dle skaly 1 — 9 (nejzdravéjsi — nejméné zdrave):

O

Ooo0oooooaoao

1 ovesné vlocky

1 miisli ty¢inka, ovocna

1 corn flakes (ceredlni lupinky)
71 misli ty¢inka, ¢okoladova

1 obilné polstaiky, skoticové

1 miisli pfirodni, nedoslazované
1 obilné kuli¢ky, ¢okoladové

1 cerealni chlebové platky

"1 miisli zapecené, slazené

21. Preferujete obilné vyrobky:

O
O

1 bez ptichuté (napt. ovesné vlocky)
1 s ptichuti (napf. miisli ty¢inky)
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