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ABSTRAKT

Bakalarska prace byla zaméfena na charakterizaci aktivnich latek a biologickych ucinki
vybranych netradi¢nich ceredlii. V préci byly charakterizovany zakladni sloZky netradi¢nich
cerealii, jako jsou cukry nebo bilkoviny, dale pak aktivni latky, jako jsou naptiklad
antioxidanty, fenolické latky nebo B-glukany. Tyto latky byly pfevazné stanoveny pomoci
spektrofotometrickych analytickych metod.

Teoreticka Cast prace byla zamétena obecné na cerealie, stavbu obilného zrna, cerealni vyrobky
a zejména pak na chemické slozeni ceredlii. V ramci této Casti prace byl vypracovan souhrn
latek vyskytujicich se v obilném zrnu, jako jsou sacharidy, bilkoviny, vitaminy, mineralni latky
a dalsi télu prospeésné aktivni latky.

V praktické c¢asti byly analyzovany vzorky vybranych netradi¢nich cerealii, konkrétné
amaranth, ¢irok, jahly, kamut, pohanka, quinoa, slzovka a teff. Amaranth, pohanka a jahly byly
analyzovany navic ve form¢ vlocek. Teff byl analyzovan pouze ve formé vlocek, ¢irok a quinoa
byly analyzovany i ve svych barevnych variantach. Nejprve byly pfipraveny vodné extrakty
téchto vzorkt, které byly pouzity pro stanoveni antioxidacni aktivity, stanoveni celkovych
fenolickych latek a flavonoidi. Pro stanoveni sacharidii byly pouzity hydrolyzované vzorky a
pro dalsi zékladni stanoveni byly vyuzity vzorky v praSkové formé. Obecné bylo nejlepSich
vysledkl dosazeno pfi téchto stanoveni u vzorku quinoi, dale pak amaranthu a pohanky.
Krom¢ zdkladnich stanoveni byl také analyzovan obsah B-glukanti, ktery byl v ptipadé
vybranych netradi¢nich ceredlii velice nizky. Nakonec byly provedeny testy cytotoxicity
s vyuzitim humannich bunék. Stanoveni bylo provedeno pomoci MTT testli na lidskych
keratinocytech HaCaT a na lidskych bunkach adenokarcinomu tlustého stteva CaCO-2.

V posledni ¢asti prace byla provedena senzorickd analyza 6 vzorki, ze kterych byla pfipravena
mouka a z této mouky byly vyrobeny muffiny, které byly analyzovéany a senzoricky hodnoceny.

KLICOVA SLOVA

pseudocerealie, netradi¢ni cerealie, aktivni latky, biologické tucinky, lepek, cytotoxicita,
senzorickd analyza



ABSTRACT

This thesis deals with the characterization of active substances and biological effects of non-
traditional cereals. Basic substances of these non-traditional cereals such as carbohydrates or
proteins are characterized in this work. Active compounds such as antioxidants, polyphenols or
B-glucans are also characterized. These substances were mainly analysed by spectrophotometric
methods.

The theoretical part describes cereals in general. It focuses on grain morphology, cereal
products and mostly on chemical composition. The summary of substances appearing in the
cereal grain such as carbohydrates, proteins, vitamins, minerals etc. was processed in this part.

In the practical part, the samples of the non-traditional cereals such as amaranth, sorghum,
millet, kamut, buckwheat, quinoa, Job’s tears and teff were analysed. Amaranth, millet and
buckwheat were also analysed in the form of flakes. Teff was analysed only in the form of
flakes. Sorghum and quinoa were analysed also in their coloured variations. Firstly, the water
extracts were prepared, then they were used for determination of antioxidant activity, the
content of polyphenols compounds and flavonoids. The hydrolysed samples were used for
determination of the carbohydrates. For other basic analysis, samples were used in the form of
powder. Best results were measured for quinoa, amaranth and buckwheat.

Besides basic analysis, the content of B-glucans was measured. However, the content of -
glucans in these non-traditional cereals was very low. Selected cereals were tested for
cytotoxicity on human cells. Cytotoxicity was evaluated by using the MTT cytotoxicity test on
human keratinocytes HaCaT and human caucasian colon adenocarcinoma CaCO-2.

The sensory analysis was carried out in the last part of the thesis. There were tested 6 samples.
From these samples were made muffins that were analysed and sensorically evaluated.

KEYWORDS

pseudocereals, non-traditional cereals, active substances, biological effects, gluten,
cytotoxicity, sensory analysis
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1 UVOD

V soucasné dob¢ se lidska populace znacné€ zajima o své zdravi, zivotni styl a s tim spojené
potraviny, které jedinci konzumuji. Zna¢ny zajem budi zejména superpotraviny, tedy potraviny
vyznacujici se vysokym obsahem Zzivin, antioxidanti a dalSich télu prospésnych latek, ¢imz
prispivaji ke spravné zivotospraveé. Zaroven se vyznacuji ptiznivymi G€inky na lidské zdravi a
snizuji tak riziko vzniku civiliza¢nich chorob. Mezi tyto potraviny patii rovnéz nékteré
pseudoceredlie, coz je skupina rostlin, které nepatii mezi traviny, avsak jejich vyuziti je shodné
S tradi¢nimi ceredliemi.

V posledni dob¢ se vramci lidské populace Casto setkdvame s raznymi potravinovymi
alergiemi, jako je alergie na lepek nebo celiakie. Jedna se o autoimunitni onemocnéni
zptisobené nesndsenlivosti lepku. Setkavame se vSak i s jedinci, ktefi bez jakychkoli
zdravotnich komplikaci vyhledavaji spise bezlepkové potraviny. Proto by mohly byt do
budoucna pseudocerealie vyuzivany jako vhodna nahrada obycejné pSenice. V soucasnosti se
jiz pro vyrobu bezlepkového peciva pouzivaji nckteré pseudoceredlie, jako je napiiklad
amaranth. Vyroba téchto produktl jiz probih4, avSak v minimdlnim mnozstvi ve srovnani
s produkci bézného pseni¢ného peciva, které je i vyrazné levnéjsi, oproti bezlepkovému pecivu.
Mezi vyznamné pseudoceredlie vyuzivané v potravinafstvi patfi napiiklad amaranth, c¢irok,
jéhly, pohanka nebo quinoa. Tyto pseudocerealie se vyuzivaji jak pro pfimou vyrobu peciva
jako hlavni surovina, napiiklad pfi vyrobé Cist¢ bezlepkového peciva, které se vyrabi
Z amaranthu, tak jako obohacujici slozka bézného pSenicného peciva. Kromé peciva se miizeme
s pseudocerealiemi setkat u riznych typt snidanovych ceredlii, kdy se ¢asto vyuziva smés vice
druht pseudocerealii.

V ramci této prace budou charakterizovany vybrané netradi¢ni ceredlie, z nichz praveé vétSinu
tvofi vySe zminéné pseudocerealie. Charakterizovano bude zejména jejich sloZeni, tedy obsah
sacharidl a bilkovin, dale pak rizné aktivni latky, jako jsou naptiklad antioxidanty, které jsou
télu prospésné. U vybranych netradi¢nich cerealii budou rovnéz charakterizovany jejich
cytotoxické ucinky a prace bude zakoncena senzorickou analyzou.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Cerealie

Obiloviny neboli cerealie jsou botanicky fazeny mezi traviny (latinsky Gramineae) a téméft
vSechny patii do Celedi lipnicovitych (latinsky Poaceae). Spole¢ny ptivod obilovin celedi
lipnicovité predurcuje jejich vzajemnou podobnost ve struktuie, tvorbé zrna a jeho chemickém
slozeni. Soucasné vSak existuji i odliSnosti mezi botanickymi rody, druhy i mezi jednotlivymi
odriidami téhoz druhu. Mezi obiloviny bézn¢€ péstované pro potravinaiské vyuziti patii pSenice,
zito, jeCmen, oves, ryze, kukufice, proso, ¢irok a dalsi [1].

Krom¢ obilovin existuji i pseudoobiloviny (pseudocerealie). Jedna se o rostliny, které produkuji
plody vyuzitelné pro vyrobu mouky, vhodné pro lidskou stravu a nepatii mezi n¢€ rostliny, které
jsou jiz charakterizovany jako obiloviny, luSténiny, olejnata semena nebo ofechy. PfestoZe jsou
relativné bezvyznamné v celosvétovém meéfitku produkce obilovin, v uréitych oblastech a
kulturach jsou hojné vyuzivany. Zaroven piedstavuji potencialni nahradu pro osoby s alergiemi
na tradi¢ni obiloviny. Jejich dal$i vyhodou je, Ze mohou rast v chudych pidach a pii
podminkach, které nejsou vhodné pro jiné druhy zrn. Mezi nejzndméjsi pseudoceredlie patii
amaranth, quinoa nebo pohanka. Existuje vSak mnoho dalSich druhi, zejména ze tfidy
dvoudéloznych rostlin [2].

Obiloviny maji v ramci ekosystému rozhodujici postaveni. Osévaji se na vice nez 50 % orné
pudy. Predstavuji nejpéstovanéjsi plodiny na Zemi a jedna se tak o nejvyznamné;jsi plodiny pro
existenci lidské populace. Historicky vzniklé pouziti obilovin v potravé zabezpecuje vysokou
Cast pfijmu energie a mnohdy i nemaly pfijem bilkovin. Zejména V rozvojovych zemich je
energeticka potieba zajisténa az z 60 % obilovinami. Ve vyspélych zemich je podil mensi [3].
Dle statistik FAO OSN C¢inila v roce 2018 svétova produkce obilovin 2 609 miliont tun, a to
véetné ryze. Doslo tak k meziro¢nimu poklesu globalni produkce obilovin, ktery se odhaduje
na 1,9 %. Naopak celosvétova produkce ryze byla v roce 2018 ptiblizn€ o 1,6 % vysSi nez
v roce 2017 a tvofila 515 miliont tun. Kromé ryze patii k celosvétové nejvice produkovanym
plodindm p3enice. Nejvétsimi producenty psenice jsou Evropska unie, Cina, Indie, Rusko
a Spojené staty americké [1][4].

2.2 Cerealni vyrobky

Z obilovin se vyrabi velké mnozstvi potravinaiskych vyrobku. Tyto produkty se fadi mezi
potraviny s vysokym stupném inovace. Vyvoj novych vyrobki odpovida pozadavkium
spotiebiteld. V soucasné dob¢ se vSak vyrobky odviji od ndzorti nutri¢nich terapeutd a Iékati.
Ti se snazi zejména o ptispéni k feSeni zdravotnich problémut populace. Na trhu se objevuji
produkty celozrnné, produkty se snizenym energetickym obsahem ¢i zvySenym obsahem
vlakniny, produkty bez cholesterolu, s redukovanym obsahem tuku, ale v poslednich letech také
rizné bezlepkové produkty, které jsou vyrobeny zobilovin nebo pseudoobilovin
neobsahujicich lepek. Mezi konkrétni vyrobky patii rizné tyCinky, napoje s ceredlni ptisadou,
jako je naptiklad ryzové mléko, dale pak snidanové cerealie, mouka, kroupy, téstoviny a dalsi

[11[5]
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2.3 Obilné zrno

Morfologicka stavba zrna vSech obilovin je zhruba stejna. Lisi se tvarem, velikosti a podilem
jednotlivych vrstev. Existuji zrna od tenkych a protahlych az po téméf kulata.
Charakteristickym rysem pro jednotlivé obiloviny je tvar zrna i to, zda ma zrno pluchy nebo je
nahé. PSenice, Zito a kukufice maji zrna nahd. Naopak jeCmen, oves, ryze, proso a né¢které ¢iroky
maji zrna pluchata. Potadi jednotlivych vrstev je vSak shodné. Na povrchu se nachazi obalové
vrstvy obsahujici vlakninu. Endosperm je tvofen jednou vrstvou aleuronovych bunék, tzv.
aleuronovou vrstvou a mouénym jadrem. Nejmensi Casti zrna je pak klicek neboli zarodek.
Rozméry zrna se mohou lisit i v ramci jednoho druhu v zavislosti na odridé, klimatickych
podminkach, lokalité rtstu, kvalité pady a agrotechnice. Je tedy zfejmé, ze skutecna velikost
zrna je ovlivnéna mnoha faktory a je nemozné predem piedpovidat, jakych vysledka bude
v jednotlivych letech sklizné¢ dosazeno [1]. Rostliny vystavené trvalému nebo opakujicimu se
stresu mohou vykazovat Sirokou $kalu komplexnich a variabilnich odpovédi. Specificka reakce,
ktera se projevuje, zavisi zejména na zavaznosti poruchy. Cas pro vyvoj zrna je asto zkracen
a dochazi k redukcei poctu bunék endospermu, ¢imz dochazi ke snizeni obsahu skrobu ve zralém
zrnu. Mezi faktory vystavujici rostlinu stresovym podminkdm patii sucho, teplo, vysoka
salinita, nedostatek dusiku, vysoky obsah oxidu uhli¢itého, zima nebo kyselost [6]. Zastoupeni
hlavnich chemickych slozek v jednotlivych ¢astech zrna je velmi rozdilné [1].

2.4 Chemické slozeni obilovin

Obiloviny jsou hlavnim zdrojem energie, bilkovin, vitamina skupiny B a mineralt pro svétovou
populaci. Jsou povazovany piedevsim za potraviny kalorické, ale také jako vyznamny zdroj
vlakniny [7]. Obilna zrna a vyrobky z nich ziskaly popularitu diky svému pozitivnimu uéinku
na lidské zdravi. Ten je dan antioxida¢nimi vlastnostmi, které jsou spojeny s ochranou pted
chronickymi nemocemi [8]. Zaroven jsou vyznamnym zdrojem fytochemikalii, jako jsou
fenolové kyseliny, flavonoidy, anthokyany, fytosteroly, karotenoidy a dalsi latky [7].
V ryzZovych otrubach a oleji z nich vyrobeném se nachazi y-oryzanoly, které maji az desetkrat
vyssi antioxidaéni vlastnosti nez tokoferoly. Kukufi¢né otruby jsou zase jednim z nejlepSich
zdroji kyseliny ferulové ve srovnani s jinymi obilovinami, ovocem nebo zeleninou. Otruby
¢iroku jsou jedineénym zdrojem 3-deoxyanthokyanidinu, coz je vzacny typ flavonoidu, ktery
vykazuje silné cytotoxické uc€inky. PSeni¢né a zitné otruby obsahuji arabinoxylany, které
pfispivaji ke sniZeni hladiny glukézy v krvi, ovesné otruby jsou pak vyznamnym zdrojem [3-
glukant [9].

2.4.1 Sacharidy

Obiloviny obsahuji mnozstvi sacharidi od jednoduchych cukrii (monosacharidil) az po
vysokomolekularni polysacharidy. V obilném zrnu jsou nékteré sacharidy obsaZeny pouze
Vv malém mnozZstvi, naopak jiné predstavuji az desitky procent z celkového obsahu zrna. Mezi
hlavni sacharidy obsazené v obilovinach jsou fazeny volné cukry, skrob, celuloza, pentozany
nebo B-glukany [1].

Sacharidy piedstavuji asi 65-70 % pSeni¢ného zrna, pficemz podobné hodnoty jsou udavany
i u dalSich typd obilovin. Hodnoty obsahu sacharidi se li$i mezi jednotlivymi studiemi, ale
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fadové udavaji pfiblizn€ 1 % nebo méné mono a disacharidd, asi 1 % oligosacharidd, 1-2 %
fruktant, 65—70 % Skrobu a ptiblizn¢ 10 % polysacharidid bunéénych stén [10].

2.4.1.1 Mono a oligosacharidy

Monosacharidy jsou jedny z nejvyznamnéjSich strukturnich komponent hlavnich biomolekul,
jako jsou polysacharidy, nukleové kyseliny, glykolipidy a glykoproteiny [11]. Hlavnimi
monosacharidy tvofici nerozpustnou vlakninu amaranthu, ktera predstavuje asi 5-8 % obilného
zrna, jsou glukéza (57,35 %), arabindza (21,77 %), xyloza (8,71 %), galaktéza (6,07 %),
rhamnoéza (3,95 %), manoza (1,59 %) a fukédza (0,55 %). Podobné slozeni pak bylo prokazano
u quinoi a dalSich cerealii [12].

Oligosacharidy jsou tvofeny monosacharidovymi jednotkami, které¢ jsou vzdjemné spojeny
glykosidickymi vazbami. Mezi vyznamné oligosacharidy patii maltéza, isomaltéza nebo
sachar6za. Ve zralém neporuSeném zrnu se vSak oligosacharidy vyskytuji pouze ve velmi
nizkych koncentracich [13]. Oligosacharidy mohou byt izolovany z rostlinnych materiali nebo
syntetizovany enzymaticky a Vv potravinaiském primyslu se vyuzivaji jednoduché
oligosacharidy jako bifidogenni latky [14].

2.4.1.2 Polysacharidy

Vedle bilkovin jsou nejvyznamnéjsi skupinou biopolymeri obilovin polysacharidy. Predstavuji
vyznamny zdroj energie pro organismus. Jejich Stépenim pokryvaji Zivé systémy znacnou ¢ast
svych energetickych potieb, zejména pak v obdobi zacatku rustu nové rostliny. Stavebni
polysacharidy tvoti zaklad bunécnych stén rostlin. Mezi né patti celuldza, hemicelul6zy, lignin
a dalsi. Kromé zasobnich a stavebnich polysacharidi existuji tzv. rozpustné nebo ve vodé
bobtnajici polysacharidy, které mohou zptuisobovat koloidni vlastnosti [13].

Struktura polysacharidll je ddna monosacharidovymi jednotkami, které jsou vzdjemné vazany
glykosidickymi vazbami. Casto jsou tvofeny pouze jednim typem monosacharidu, a tak je jejich
struktura ve srovnani s proteiny méné slozita. Polysacharidy délime na $krob a neskrobové
polysacharidy [1].

2.41.3 Skrob

Skrob je primarnim zasobnim sacharidem v mnoha rostlinach a je dileZitym polysacharidem
V potravinach, krmivech a primyslu [15]. Je tvofen dvéma polymery gluk6zy —amylozou, ktera
obsahuje jednoduché nerozvétvené a (1—4) spojené fetézce nékolika tisic glukézovych
jednotek a amylopektinem, ktery je naopak velice rozvétveny s a (1—4) a o (1—6) vazbami.
Amylopektin miZe obsahovat i vice nez 100 000 gluk6zovych jednotek. Neni pfitomen ve
vngjsich vrstvach zralého zrna [16]. V dobé¢ zrani v§ak dochazi k akumulaci Skrobu v buiikach
endospermu, kde jsou rovnéz ukladany proteiny [17]. Primérny obsah Skrobu v obilném zrnu
se pohybuje v rozmezi 65-70 % [1]. Z neznamého divodu obsahuje Skrob obilovin nizké
koncentrace fosfatovych esterii vazanych na Skrob, které vznikaji fosforylaci. K ni dochézi
V podstaté ve vSech rostlinach a jedna se o jedinou pfirozenou modifikaci Skrobu [15].
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2.4.1.4 Neskrobové polysacharidy

Hlavnimi neSkrobovymi polysacharidy obilovin jsou celuléza a hemiceluldzy, tedy B-glukany
a pentozany. Spolecné s dal§imi polysacharidy, glykoproteiny a ligninem jsou dulezitou
slozkou bunécné stény endospermu obilovin. NeSkrobové polysacharidy vytvaii spolecné
s dal$imi rostlinnymi slozkami vldkninu. Ta je definovana jako jedla ¢ast rostliny, kterd je
odolna vuci traveni a absorpci v lidském tenkém stfevé. Vldknina se Casto déli na ve vodé
rozpustnou a nerozpustnou. B-glukany a arabinoxylany se nachazeji jak ve formé rozpustné, tak
ve form¢ nerozpustné vlakniny. Naopak celuloza je tuha, vysoce krystalickd a nerozpustna.
Mezi nerozpustnou vladkninu byvaji dale fazeny lignin, rezistentni Skrob, nehydrolyzovany
protein, taniny a kutiny [18].

Celuldza je polysacharid, ktery je tvofen mikrovlakny sestavajicich se z D—glukopyran6zovych
jednotek, které jsou spojeny B (1—4) glykosidickou vazbou [19]. Jedna se o nejrozsifenéjsi
polysacharid v ramci biosféry [20].

Pentozany jsou hlavni slozkou hemiceluléz a jsou asociovany s dalSimi slozkami vcetné
celuldzy, B-glukant, glykoproteini a polyfenoli. Vykazuji vysokou afinitu k vodé a jsou
Casteéné zodpovédné za vysokou absorpci vody [21]. NejzajimavéjSimi jsou pentozany
arabindzy a xylozy, tzv. arabinoxylany. Nachazeji se v obilovinach, pfevazné v zitu [22].
Bohatym zdrojem arabinoxylant jsou také pSeni¢né otruby [19]. Jsou znamy mnohé zdravotni
vyhody a jiz pfijem 2-10 g arabinoxylant denn¢ snizuje hladinu cholesterolu a glukozy v krvi
[22].

2.4.1.5 p-glukany

vvvvvv

slozeny z (1—4) a (1—3) vazanych B-D-glukopyran6zovych jednotek v rtiznych pomeérech.
Rizné formy B-glukant maji vyznamné pozitivni U¢inky na srde¢ni onemocnéni, snizeni
cholesterolu a glykemické odezvy. Kromé toho byl popsan vliv B-glukanii na riist laktobacill a
bifidobakterii v experimentech na krysach a ve studiich in vitro. Ze vSech obilnych zrn obsahuji
nejvyssi podil B-glukant v susiné je¢men (3—11 %) a oves (3—7 %). Naopak pSenice obsahuje
mén¢é nez 1 % P—glukant v susin¢ [14]. V pseudocerealiich jako je pohanka, amaranth nebo
jahly se pak B-glukany vyskytuji v minimalnich koncentracich, a to v rozmezi od 0,01 do
0,15 % v susing [23].

H OH
OoH HYH
H
H o
H mH TH-OH

Obrazek 1: Zakladni struktura f-glukanii v ceredliich se smisenou (1—3) a (1—4) vazbou [23]
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2.4.2 Bilkoviny

Hlavnim zdrojem rostlinnych proteinti jsou semena rostlin. Jako omezené zdroje mohou slouzit
také plody, listy, hlizy, bulvy a dal$i. Z rostlinnych materidli jsou nejvyznamnéjSim zdrojem
proteinil pro vyzivu ¢lovéka obiloviny. VEtsi Cast proteind je soustfedéna ve vnéjsich vrstvach
zrna, ve vnitinich je obsah zna¢n¢ nizsi [24]. Zrala zrna obsahuji podle druhti a odrid nejéastéji
9-13 % bilkovin v susing [13]. U nékterych obilovin, jako je napiiklad quinoa nebo amaranth
se dokonce setkavame s vyssim obsahem bilkovin, a to az 17 % [25].

Zakladnimi bilkovinami vSech obilovin jsou albuminy, globuliny, prolaminy a gluteliny.
SloZeni aminokyselin potravin rostlinného ptvodu je odlisné proti potravinam zivocisného
puvodu. VétSinou obsahuji velké mnozstvi kyseliny asparagové a glutamové vcetné jejich
amida [24].

Obilné proteiny jsou klasifikovany do frakci dle jejich rozpustnosti ve vodé (albuminy),
ziedénych roztocich soli (globuliny), 40—-70% vodném roztoku ethanolu (prolaminy) a zfedéné
kyselin¢ octové (gluteliny). Albuminy a globuliny se skladaji z metabolickych a ochrannych
proteind, jejichz hlavni funkci je vyvoj zrna a rezistence vici patogeniim a Skiidciim. Prolaminy

a gluteliny jsou zasobnimi proteiny, které slouzi jako zdroj aminokyselin a dusiku béhem
klic¢eni [26].

2.4.2.1 Lepek

Unikatnim proteinem obilovin je tzv. lepek. Jedna se o pevny gel, ktery tvofi pSenicné gliadiny
a gluteniny, které omezené bobtnaji za piitomnosti kysliku. Lepek je pfi¢inou vlastnosti tésta,
jako jsou taznost a pruznost. Priimyslové ziskdvany, tzv. vitalni lepek vykazuje velky rozptyl
obsahu slozek. Tradi¢né jsou uvazovany jako klicova slozka proteiny dvou frakci — prolaminy
a gluteliny [1]. U béznych cerealii piedstavuje lepek znacny podil z celkového mnozstvi
proteint. U pSenice je to 31 %, u zita 24 %, u ovsa az 25 %. Alternativnimi zdroji téchto obilovin
jsou tzv. ,,gluten-free‘‘ neboli bezlepkové cerealie, mezi které se fadi téméf vSechny
pseudoceredlie. Jako bezlepkové se oznacuji ryZe, kukufice, ¢irok, jahly, pohanka, quinoa nebo
amaranth. [25].

Dle PROVADECTHO NARIZENI KOMISE (EU) &. 828/2014 o pozadavcich na poskytovani
informaci o nepfitomnosti ¢i snizeném obsahu lepku v potravinach spotiebitelim Ize oznacit
potraviny n¢kolika zplisoby. Potraviny, které jsou oznacené tvrzenim ,,bez lepku‘‘ mohou byt

takto oznaceny pouze v ptipadé, kdy neobsahuje potravina v kone¢ném stavu vice nez 20 mg/kg
lepku [27].

2.4.3 Lipidy

Uloha lipidii ve vyzivé je velmi rozmanita. Kromé vlastnich triacylglycerolti obsahuji tukové
vyrobky riizné doprovodné latky vyznamné pro vyZzivu. Tuky se déli podle ptivodu na Zivo€isné
a rostlinné [28].

Obilna zrna jsou na lipidy pom&mé chuda. Pfi extrakci etherem byl zjist€n obsah lipida asi
1,9 %, pii extrakci polarnim rozpoustédlem 2,2 % a po kyselé hydrolyze 2,5 %. Vyjimkou
je oves, v jehoz zrnu je obsazeno okolo 6 % lipidi. Vyssi obsah lipidi je patrny v kliccich,
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atoaz 64 % [1]. Z nékterych obilovin se lisuji oleje (kukufi¢ny olej), které jsou cenény pro
svlj vysoky podil nenasycenych mastnych kyselin [13].

2.4.4 Vitaminy

Vitaminy mtzeme rozdélit do dvou kategorii, na vitaminy rozpustné v tucich, mezi které patii
vitaminy A, D, E a K a na vitaminy rozpustné ve vod¢, mezi které se fadi vitaminy skupiny B,
vitamin C a H [29]. U obilovin se nachazeji v obalovych vrstvach a klicku v podstatné vétsim
mnozstvi nez v endospermu. Obiloviny jsou piedevSsim povazovany za zdroj vitamind
skupiny B [1]. Thiamin a riboflavin jsou obsaZeny v obalovych vrstvach a kli¢cich vétSiny
obilovin. V moukach zbyva pak podle stupné vymleti pouze 1040 % puvodniho obsahu
vitamind B [13]. Thiamin se nachazi v je¢meni, pohankové krupici nebo prosu. Zdrojem
thiaminu je také hnéda ryze a divoka ryze. Vitaminu B2 (riboflavin) je ve velké mife obsazen
V pohance. Hnéda ryze pak obsahuje az dvojnasobné mnozstvi riboflavinu nez ostatni druhy
ryze [30]. Kyselina nikotinova a dal$i ze skupiny vitamini B jsou ve vys$Sich mnoZstvich
piitomny v pSenici, jeémeni, pohance ¢i prosu [13].

Vitaminy rozpustné v tucich maji vyznamnou roli pfi udrZzeni metabolickych funkci u lidi
i jinych druht. Spole¢né s triglyceridy, steroly, fosfolipidy a dal§imi minoritnimi slou¢eninami
predstavuji cast lipidové frakce [31]. Z vitamini rozpustnych v tucich je v obilovinach
zastoupen vitamin E, ktery je vyznamnym antioxidantem. Nachazi se zejména v ryzovych
otrubach a obilnych zrnech [32]. V nizkém mnozstvi je v cerealiich obsazen i vitamin K [33].

245 Mineralni latky

Minerélni latky jsou souhrnné oznacovany jako ,,popel‘‘ a jedné se o anorganicky zbytek po
spaleni rostlinného materidlu. Timto zplisobem se zarovei stanovuje souhrn mineralnich slozek
obilovin. Obsah popela se v celych zrnech riznych obilovin pohybuje od 1,25 do 2,5 % [13].

Mineraly jsou esencialnimi latkami pro metabolismus a homeostazu lidského t¢la. Nedostatek
muze vést k projevu riznych poruch a nemoci. V obilovinach jsou zastoupeny ve vetSim
mnozstvi hlavné vapnik (1 580-1 620 mg/100 g), draslik (600-1 180 mg/100 g), fosfor (215-
260 mg/100 g), hot¢ik (220-240 mg/100 g), Zelezo (13,9-14,5 mg/100 g) a zinek (4—
8 mg/100 g) [34].

Zajimavosti je, Ze velké mnozstvi bezlepkovych potravin obsahuje nedostate¢né mnoZstvi
vapniku, hoic¢iku a zeleza [35]. Naopak pseudocerealie, jako je amaranth, quinoa nebo pohanka
jsou dobrym zdrojem vySe uvedenych mineral. Dokonce bylo zjisténo, Ze ze vSech obilovin
obsahuje amaranth nejvy$si mnozstvi minerald, nasledovany quinoou a pohankou [36].

2.4.6 Antioxidanty

Antioxidanty jsou latky, které inhibuji nebo uhasinaji volné kyslikové radikély a tim zamezuji
poskozovani bungk. Utinek antioxidantii se lisi dle jejich druhu, vyskyt je viak univerzalni.
Antioxidanty existuji jak v enzymové, tak v neenzymové formé [37]. Antioxida¢ni enzymy
odstraiiuji aktivni volné radikaly dfive, nez dojde k iniciaci oxidacniho poskozeni bunék.
Prvnim charakterizovanym antioxidacnim enzymem byl enzym kataldza. Dal§imi
antioxida¢nimi enzymy jsou glutathion peroxidaza nebo superoxiddismutiza. Vyznamnym
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antioxidantem nachazejicim se v obilovinach je vitamin E. DalS§imi jsou karotenoidy,
flavonoidy a jiné fenolické latky [38]. Celkova antioxida¢ni aktivita dosahuje 0,40-0,67 mg/g
vzorku u amaranthu, 1,55 mg/g u quinoi a az 3,8 mg/g u pohanky [39].

2.4.6.1 Fenolické latky

Fenolické slouCeniny jsou znacné rozSifeny v rostlinach, zelenin€, ovoci, obilnindch a
lusténinach. Jsou diilezitou skupinou ptirodnich antioxidanti s moznymi pfiznivymi G¢inky na
lidské zdravi. Z hlediska spotfeby jednotlivych druhti potravin, pfedstavuji zelenina, ovoce a
vV obilném zrnu jsou fenolové kyseliny, flavonoidy a taniny [41]. Studie prokazaly, Ze
pravidelny piijem celych zrn a celozrnnych produktt se poji se snizenim rizika vzniku
chronickych onemocnéni jako jsou kardiovaskularni onemocnéni, diabetes typu 2, nckteré
druhy rakoviny a dalsi. Celozrnné produkty jsou bohaté na fotochemikalie. Dokonce obsahuji
mnozstvi bioaktivnich latek srovnatelné s jejich mnozstvim v ovoci a zeleniné [42]. Obsah
fenolickych latek v obilovinach se pohybuje od 0,5-2 mg/g vzorku u amaranthu, 3,5 mg/g
vzorku u quinoi, 2,2 mg/g u ¢iroku bilého a 0,65 mg/g vzorku u ¢iroku cerveného az po 8,2 mg/g
vzorku u pohanky [39][43].

2.4.6.2 Flavonoidy

Flavonoidy jsou velice rozsahlou skupinou rostlinnych fenolti obsahujicich v molekule dva
benzenové kruhy spojené tifuhlikatym fetézcem. Mnozstvi vSech flavonoidu se odhaduje na
5 000, avsak stale dochazi k novym objeviim. Vyskytuji se ve form¢ vonnych latek, glykosidii
nebo polymert. Flavonoidy délime podle stupné oxidace Cz fetézce a jeho substituce na
katechiny, leukoanthokyany, flavanony, flavanonoly, flavony, flavonoly a anthokyany [24].

V pseudocerealiich jako je pohanka, amaranth nebo quinoa byly objeveny flavonoidy rutin,
vitexin, orientin, hesperidin a dalsi [24]. Z flavonoidd jsou v obilovinach ve vét§im mnoZzstvi
obsazeny anthokyany, existuje velké mnozstvi obilovin, které jsou pfirozené pigmentovany.
Tyto barevné ceredlie, mezi které patii naptiklad fialova kukufice, ¢ernd, ¢ervena a hnéda ryze,
byvaji bohaté na anthokyany. Kromé téchto obilovin jsou anthokyany zastoupeny také v pSenici
nebo jeCmeni [44].

2.4.6.3 Karotenoidy

Karotenoidy jsou zluté a oranzové pievazné lipofilni pigmenty rostlin, hub, fas,
mikroorganismti a zivoCichl. V rostlinach jsou asociovany s chlorofyly v chromoplastech.
V soucasnosti je zndmo pies 700 pfirozené se vyskytujicich karotenoidnich pigmentl [24].
Karotenoidy se déli do dvou skupin na karoteny a xantofyly. V obilovinach se karotenoidy
vyskytuji pfirozen€ ve volné nebo esterifikované formé v zavislosti na genotypu rostliny [45].
Nékteré obiloviny, jako naptiklad zlutd kukufice a pSenice obsahuji relativné vysoké mnozstvi
karotenoidi, zejména pak lutein. Existuji i synteticky pfipravené obiloviny, jako je tritordeum,
které obsahuje vys$si mnozstvi karotenoidii nez bézné obiloviny [46].
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2.5 Studované netradiéni cerealie
25.1 Amaranth

Amaranth (Amaranthus), neboli laskavec je zastupce Celedi laskavcovité (Amaranthaceae),
ktera zahrnuje vice nez 60 druhti. Nékteré z nich jsou péstovany jako ceredlie, zelenina nebo
také jako okrasné rostliny, jiné jsou povazovany za plevel [47]. Jedna se o jednu z nejstarSich
obilovin na svéte, kterd byla péstovana jiz pred 4 000 lety. Amaranth slouzil jako potrava Maya,
Aztékt a Inkt a byl téméf stejné dilezity jako kukufice nebo fazole. V soucasné dob¢ je
péstovan V riznych Gastech svéta, jako jsou Jizni a Stfedni Amerika, Afrika, Indie, Cina a
Spojené staty americké [48]. V poslednich desetiletich byla nutri¢ni hodnota amaranthu Siroce
studovana a bylo zjisténo, ze amaranth obsahuje 12,6—18 % bilkovin, 5-8 % tuku, 60-65 %
sacharidd a 3—5 % vlakniny [49].

25.2 Cirok

Cirok (Sorghum) je obilninou z ¢eledi lipnicovité (Poaceae). Jedna se o patou nejpéstovandjsi
obilninu na svét¢ s ptivodem v Africe, kde byla péstovana jiz pied 3 000 az 5 000 lety.
V soudasnosti je ndm znamo vice jak 7 000 druht &iroku [50]. Cirok je znam jako zdroj
fenolickych a jinych bioaktivnich latek, avSak z divodu obsahu anti-nutri¢nich faktort je
vyuzivan spiSe jako krmivo pro dobytek. V zdpadnich zemich se vSak ¢irok stal diileZitou
plodinou pro lidskou populaci, zejména diky odolnosti vii¢i neptiznivym podminkam, jeho
nutriénim a funkénim vlastnostem [51]. Exosperm je tvofen pievazné neSkrobovymi
polysacharidy a fenolickymi latkami jako jsou napiiklad taniny. Hlavnimi slozkami
endospermu jsou Skrob (60—70 %) a proteiny (10—12 %). Dale jsou v endospermu ObsaZeny
vitaminy skupiny B a mineralni latky. Zarodek je pak bohaty na lipidy, vitaminy rozpustné
Vv tucich, vitaminy skupiny B a mineralni latky [50][52].

253 Jahly

Jedna se o vyloupané proso (Panicum), zastupce celedi lipnicovité (Poaceae). Jsou
bezlepkovou potravinou s vysokym obsahem vlakniny, bohaté na obsah mineralnich latek.
Diky vysokému obsahu vlakniny maji jahly nizky glykemicky index a mohou sniZovat riziko
vzniku kardiovaskularnich onemocnéni [53]. Existuje nékolik druht prosa, jako je napiiklad
Pannisetum glaucum, Sesta nejpéstovangjsi obilnina na svété, péstovana v Indii a Cing. Péstuje
se zejména v suchych a polosuchych tropickych oblastech a jedna se o levny zdroj potravy
zejména v chudych ¢astech svéta. Obsahuje zejména velké mnozstvi zeleza a zinku [54][55].

2.5.4 Kamut

Psenice Khorasan (Triticum turanicum) je zastupce ¢eledi lipnicovité (Poaceae). Byla poprvé
popséana roku 1921 Johnem Percivalem. Sviij ndzev ziskala dle svého ptivodu, Perské provincie
Khorasan, n€kdy je proto ozna¢ovana jako Orientalni pSenice. Dfive byla povaZzovéana za hybrid
mezi pSenici tvrdou a pSenici polskou. V soucasnosti je vSak dle parametri své obilky
povazovana za kombinaci vice druhil pSenice. Nazev Kamut ziskala od znacky produktt zdravé
vyzivy Kamut®, ktera si ziskala znaénou pozornost v 90. letech minulého stoleti. V souc¢asnosti
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je pestovana zejména v malém regionu Severni Ameriky na Uzemi statu Montana, Severni
Dakota a kanadskych provincii Alberta a Saskatchewan [56].

2.5.5 Pohanka

Pohanka (Fagopyrum) je rostlina z ¢eledi rdesnovité (Polygonaceae) pochazejici z Ciny.
V soudasnosti je péstovana v chladnych horskych oblastech Ruska, Ciny a Ukrajiny, které jsou
zaroven nejveétsimi producenty pohanky [57]. Pohanka se zpracovava ve formé krup, mouky,
nudli, ale vyrabi se také pohankovy ¢aj. Jedna se o nutri¢né vyznamnou obilovinu, pouzivanou
V Asijské 1 Evropské kuchyni. Pohanka je hlavnim zdrojem rutinu a flavonoidi, které maji
ptiznivé ucinky na zdravi, pusobi jako antioxidanty a maji protizanétlivé ucinky [58]. Obsah
sacharidu je az 70 %, z ¢ehoz asi 50 % ptedstavuje Skrob. Obsah proteintl je vSak pouze 9,6 %.
Pohanka je bohatym zdrojem lysinu, ktery piedstavuje az 6 % z celkového obsahu aminokyselin
[59].

2.5.6 Quinoa

Quinoa neboli merlik ¢ilsky (Chenopodium quinoa) je rostlinou z ¢eledi laskavcovitych
(Amaranthaceae). Pochazi z oblasti regionu Altiplano nachazejiciho se v Andach, kde byla
pestovana jiz po staleti. Diky své genové variabilité se umi adaptovat na chladné horské klima
i na subtropické podminky. Hlavnimi producenty jsou Bolivie a Peru, dale pak v Ekvador a
Argentina. V soucasnosti je vSak produkce celosvétova a quinoa je péstovana ve Spojenych
statech Americkych, Kanadé, Australii, Cing, Spojeném kralovstvi a Indii [60]. Spoleéné
S jinymi pseudocerealiemi obsahuje zna¢né mnozstvi fenolickych latek, antioxidant, vitamin
a mineralnich latek v porovnani s béZznymi cerealiemi [61]. Dle riznych studii obsahuje quinoa
64—74 % sacharidl v suSiné. MnozZstvi vldkniny dosahuje 7,0-16,3 %, coZ je mnohem vyssi
mnozstvi, nez je tomu u béznych cerealii. Obsah bilkovin v quinoi je asi 13,1-16,7 % a obsahuje
aminokyseliny jako jsou lysin, methionin a threonin [62][63].

2.5.7 Slzovka obecna

Slzovka obecna neboli Jobovy slzy (Coix lacryma-jobi) je tropicka obilnina z ¢eledi lipnicovité
(Poaceae). Je péstovana zejména ve vychodni, jihovychodni Asii a Indii. Zrna se konzumuji
syrova, petena, vafena nebo se susi a melou na mouku. V Cin& a Koreji se vyuzivaji pro
ptipravu fermentovanych alkoholickych napojt [64]. Slzovka obecna obsahuje vice nez 60 %
skrobu, a proto se v potravinaiském primyslu vyuziva jako vyznamny zdroj Skrobu. Na rozdil
od jinych surovin, vSak obsahuje velmi nizky obsah amylozy (0-8 %) [65].

2.5.8 Teff

Teff neboli Milicka habesska (Eragrostis tef) je tropickou obilninou z ¢eledi lipnicovité
(Poaceae), pochazejici z Etiopie. Jedna se o obilninu s nejmensimi zrny na svéte, ktera je velmi
dobte adaptovatelnd na rizné ptirodni podminky. Popularitu si ziskal diky svym vlastnostem.
Jedna se o bezlepkovou cerealii, kterd je nutricn€ bohatou potravinou. Obsahuje velké mnoZzstvi
minerali jako je vapnik, Zelezo nebo hoi¢ik v porovnani s pSenici, jeémenem, ¢irokem nebo
prosem. V soucasnosti je péstovan zejména ve Spojenych stitech Americkych, Jizni Africe,
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Australii a Kanad¢ [66]. Obsah proteinti v teffu je pfiblizné 8,5 % a hlavni bilkovinnou slozkou
teffu jsou globuliny a prolaminy. Sacharidy ptedstavuji az 80 % obilného zrna teffu [67].

2.6 Pouzivané analytické metody

2.6.1 UV-VIS spektrofotometrie

Molekulova absorpéni spektroskopie patii mezi optické metody a zabyva se interpretaci zmén
v UV-VIS oblasti. Tyto zmény nastavaji v molekulach latek pii absorpci zafeni v rozmezi
vlnovych délek 200-800 nm. Pfi absorpci energie dochazi k prechodu valen¢nich elektrond.
Tyto piechody jsou charakterizovany hodnotou vinové délky pro maximum pasu Amax a
intenzitou pasu. V analytické chemii se tato intenzita nejjednoduseji vyjadii jako hodnota
molarniho absorpcniho koeficientu emax, kterd se vypocita z hodnoty absorbance Amax zmétené
pro roztok latky o koncentraci ¢ Vv kyveté tloustky 1 cm pii vinové délce Amax dle Bouguer-
Lambert-Beerova zakona [68].

2.6.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Me¢fteni antioxidacni aktivity potravin a riznych surovin pouzivanych v potravinafstvi a
kosmetice vzbuzuje v poslednich letech zna¢ny zajem. Méfeni antioxidacni aktivity piinasi
informace, jako je rezistence vuéi oxidaci, kvantitativni mnozstvi antioxidanti nebo
antioxidac¢ni aktivitu, kterou mohou tyto latky pasobit [69].

Antioxidac¢ni aktivita se méfi metodou TEAC neboli Trolox Equivalent Antioxidant Capacity.
Tato metoda vyuziva produkce radikal kationu ABTS®+, ktery vznika oxidaci 2,2‘-azinobis(3-
etylbenzothiazolin-6-sulfonatu). Takto vznikly radikal je zhasen pomoci antioxidantd a mé&fen
je pokles absorbance. Koncentrace antioxidantl poskytuje stejné zmény absorbance jako
odpovidajici mnozstvi troloxu, na které se tato metoda kalibruje. Aktivita antioxidantl je
métena spektrofotometricky pfi 734 nm. Toto stanoveni je zavislé na mnoha faktorech jako je
koncentrace ABTS*+, mnozstvi vzorku nebo ¢as [70][71].

5 -y

jassen T e P

ABTS (hmax = 734 nm) | ABTS? (bezbarvé)

Obrazek 2: Reakce ABTS radikalu v pritomnosti antioxidantu, prevzato a upraveno z [69]
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2.6.3 Enzymové stanoveni B-glukania (Mixed-linkage p-glucan assay Kkit)

Jedna se o jednoduchou kvantitativni metodu umoznujici ptimou analyzu (1—3) (1—4)-B-D-
glukani v jeémenné mouce nebo sladu. SmiSena vazba [-glukani je specificky
depolymerizovana enzymem lichenazou (systematicky zvanym (1—3) (1—4)-B-D-glukan
hydrolaza) a nasledné specificky a kvantitativné hydrolyzovana na glukézu enzymem [-D-
glukosiddzou. Glukoéza je potom stanovena za ucasti glukosidazy. Tato metoda je vhodna pro
stanoveni -glukani v je¢meni a jemu podobnych vzorcich [72].

_4GAG
|
3GAGAG
3(5_4(}54(?
G 3G-4GAG
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G- G G-G-G G- Gﬁ(lj
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+ [-glukosidaza

D-glukoza

Obrdzek 3: Stanoveni S-glukanii pomoci Mixed-linkage S-glucan assay kit
2.6.4 Imunochemické stanoveni lepku (RIDASCREEN® Gliadin competitive)

V soucasné dobé jsou pro stanoveni lepku v potravinach ¢asto vyuzivany ELISA testy. Jejich
detekéni limity se pohybuji totiz v nizkém rozsahu ppm [73].

Kit RIDSACREEN® Gliadin competitive vyuziva monoklonélni protilatku RS, ktera specificky
reaguje s celiakalnim toxickym epitopem QQPFP gliadinu, ¢imz dochazi ke zvySeni specifity
testu. Protilatka RS je schopnd rozpoznavat imunostimulac¢ni epitopy bohaté na prolin a
glutamin nachazejicich se v psenici a piibuznych obilovinach [73][74].

20



2.6.5 Testovani cytotoxicity

Pojem cytotoxicita je bézné pouzivan pro oznaceni potencialu latek vyvolat zmény v bunécném
chovani a vyznamnych bunéénych procesech, které nasledné spoustéji bunénou smrt nebo
zpusobuji vyssi imrtnost bunék. Buiiky jsou schopné projevit specifickou odezvu jako vysledek
vystaveni riznym chemikaliim nebo fyzickému stresu. V soucasné dob¢ existuje nékolik metod
pro testovani cytotoxicity. Mezi bézné sledované parametry vyuZzivané pfi méfeni cytotoxicity
patii propustnost bunécnych membran, obsah bunécnych metaboliti, mitochondridlni funkce,
lysozomalni funkce nebo bunécna smrt [75].

vv 7

2.6.5.1 Bunécné kultury

V soucasnosti jsou bunécné kultury vyuzivany v riznych védnich disciplinach, jako jsou
naptiklad biotechnologie nebo farmaceuticky primysl. Zaroven se bunécné kultury pouzivaji
pro studium biologickych procest [76].

Pro studium cytotoxicity 1ze vyuzit nespocet bunéénych kultur. V soucasnosti se casto vyuzivaji
kozni bunky jako jsou naptiklad HaCaT keratinocyty, dale pak jaterni buiky aj. Pouziti
bunéénych kultur zavisi na testované latce, jejim misté pisobeni atd. [76][77].

2.6.5.2 MTT test cytotoxicity

Mnoho studii se zabyva métenim pieziti nebo rozmnozovani savéich bun¢k. Toho mtize byt
dosazeno n¢kolika metodami. Pfi této metodé je dosaZeno kratsi doby trvani analyzy na rozdil
od metod jinych. MTT test cytotoxicity vyuziva spektrofotometrického stanoveni pomoci
metody ELISA, kdy mize byt méteno velké mnozstvi vzorkll s vysokym stupném ptesnosti
[78].

MTT test je kolorimetrickou metodou zaloZenou na méteni viability bunék, ktery je zalozen na
tetrazoliové soli MTT (3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid). Pfi testovani
dochazi k redukei zluté tetrazoliové soli MTT na fialové krystaly formazanu v pfitomnosti
zivych bunék [74][78]. K redukci dochazi pisobenim bunéénych NAD(P)H oxidoreduktaz,
které jsou pfitomny v cytoplazmé, plazmatické membran¢ a v mitochondriich [79].
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MTT Formazan

Obrazek 4: Stanoveni cytotoxicity MTT testem, prevzato a upraveno z [80]
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2.6.6 Senzoricka analyza

Senzoricka analyza je definovana jako metoda vyuzivajici se k vyvolani, méteni, analyze a
interpretaci reakci na podnéty, které jsou vnimany smysly. Jednd se o védu, zabyvajici se
hodnocenim organoleptickych vlastnosti potravin pomoci lidskych smysli. Pii senzorické
analyze se nejcastéji sleduje vzhled, tedy viditelné vlastnosti produktu. Déle pak chut’, pach,
barva nebo textura. Dle slozitosti zkousky se udava pocet vzorkli pro analyzu, napt. pii
hodnoceni chuti by se nemélo podavat vice nez 5 az 6 vzorkd, pti hodnoceni textury 8 az 10
vzorkil. Pfi hodnoceni barvy a vzhledu pak miize byt pro senzorickou analyzu pouzito 20 az 30
vzorki [81].
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3 CIiL PRACE

Cilem bakalaiské prace je analyza vybranych slozek a ovéfeni biologickych tc¢inki nékterych
tzv. netradi¢nich ceredlii.

Prace byla feSena v nasledujicich krocich:

e ReSerSe zamétend na netradicni ceredlie a jejich aktivni slozky

e Optimalizace metod analyzy struktury a u¢inka aktivnich latek

e Analyza obsahu aktivnich slozek, stability a biologické aktivity vybranych ceredlii
e Senzoricka analyza
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Seznam pouzitych chemikalii

Kyselina chlorovodikova konc., Lach-Ner (CR)

Kyselina sirova konc., Lach-Ner (CR)

Siran sodny, Lach-Ner (CR)

Siran méd’naty pentahydrat, Sigma-Aldrich (SRN)

Fenol, p.a., Lach-Ner (CR)

Gluk6za monohydrat, p.a., Lach-Ner (CR)

Hydroxid sodny, Lach-Ner (CR)

ABTS — 2,2-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina), Sigma-Aldrich (SRN)
Peroxodisiran draselny, Sigma-Aldrich (SRN)

Ethanol pro UV/VIS 99%, Lach-Ner (CR)

Trolox, Sigma-Aldrich (SRN)

Folin-Ciocalteauovo ¢inidlo, Penta (CR)

Uhligitan sodny, Lach-Ner (CR)

Kyselina gallova, Sigma-Aldrich (SRN)

Dusitan sodny, p.a., Lachema (CR)

Chlorid hlinity, p.a., Lach-Ner (CR)

Katechin, Sigma-Aldrich (SRN)

DMEM médium, Sigma-Aldrich (SRN)

EMEM médium, Sigma-Aldrich (SRN)

Dodecylsiran sodny, Serva (SRN)

MTT, Duchefa Biochemie (NL)

Trypsin, Versene EDTA, P-Lab (CR)

FBS fetalni bovinni sérum, HyClone (USA)
Dihydrogenfosfore¢nan draselny p.a., Vitrum-LachNer (CR)
Chlorid sodny p.a., Vitrum-LachNer (CR)
Antibiotic-Antimycotic 100X (Biosera), Biotech (SRN)

Kit pro stanoveni -glukant, Mixed-linkage B-glucan assay kit, Megazyme (IRL)
Kit pro stanoveni lepku, RIDASCREEN® Gliadin competitive, R-Biopharm (SRN)
4.2 Seznam pouzitych pomicek a pristroji
Kéavomlynek ETA Fragranza, ETA (CR)

Predvazky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (SRN)
Analytické vahy Boeco (SRN)

Vortex, V-1, Biosan (LV)
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Centrifuga, Boeco U-32R, Hettich Zentrifugen (SRN)

Inverzni biologicky mikroskop 1-101 L-scientific, Laboserv (CR)
Spektrofotometr, Helios &, Unicam (GB)

Spektrofotometr, NanoPhotometer® Classic, Implen GmbH (SRN)
ELISA reader BioTek EIx808, BioTek (SRN)

Vodni lazeti EL-20, Merci a.s. (CR)

Ultrazvukova lazeti PS02000 (CR)

Ttepacka IKA Yellow Line (SRN)

Temperovana tiepacka, Heidolph Inkubator 1000, Labicom (CR)
Automatické pipety s riznym rozsahem objemu — Discovery (SRN) a Biohit (SRN)
CellCulture CO2 Inkubator, ESCO (SRN)

Biohazard box, Airstream I, ESCCO (SRN)

Mineraliza¢ni blok Kjeldatherm KT 8s, Gerhardt (SRN)
Destila¢ni systém VAPODEST® 200, Gerhardt (SRN)

4.3 Pouzité humanni bunky

Pro stanoveni cytotoxicity byly pouzity builky HaCaT Human keratinocytes cell line,
permanent cell line, které pochéazely ze zdravého muzského darce, ze sbirky bunéénych kultur
Cell Lines Service, Eppelheim (Némecko).

Dale byly pouzity bunky CaCO-2 Human Colon Adenocarcinoma cell line, permanent cell line,
které byly izolovany z primarniho nadoru tlustého stfeva 72letého muzského darce, ze sbirky
bunéénych kultur Cell Lines Service, Eppelheim (Némecko).

4.4 Material pozity pro senzorickou analyzu

Cukr krystal, Cukrovar Vrbatky, a.s. (CR)

Cerstvé vejce z klecového chovu, tfida A, OVUS - podnik Zivoéiiné vyroby spol.s r.0. (CR)
Slue¢nicovy olej, Bunge Zrt. (H)

MiIéko polotuéné, Mlékarna Hlinsko, a.s. (CR)

Kypfici prasek do peciva, Dr. Oetker s.r.o0. (SK)
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4.5 Seznam pouzitych vzorki

V ramci bakalaiské prace byly analyzovany vzorky netradi¢nich ceredlii. Vybranymi vzorky

byly amaranth, amaranthové vlo¢ky, ¢irok bily, Cirok ¢erveny, jahly, jahlové vloc¢ky, kamut,

pohanka, pohankové vloc¢ky, quinoa bila, quinoa Cerna, quinoa Cervend, slzovka a teffové

vlocky.
Tabulka 1: Nutricni slozeni analyzovanych vzorkii vztazené na 100 g vyrobku
Zemé Energie Sacharidy Cukry | Bilkoviny
Vv k Tuk
zore pivodu | [Kd/kcal] [q] [q] [q] uky [g]

Amaranth Indie 1554/371 65,0 1,7 14,0 7,0
Amaranthove | e | 1565374 | 51,0 0,0 14,0 6,5

vlocky
Cirok bily Indie 1459/347 72,0 0,0 10,0 1,9
Cirok cerveny Ukrajina 1459/347 72,0 0,0 10,0 1,9
Jahly Ukrajina | 1560/369 72,0 05 11,0 3,5
Jahlové vlocky Polsko 1504/356 65,0 0,0 11,0 4,0
Kamut Kanada 1625/384 68,2 2,4 19,6 2,6
Pohanka Polsko 1436/343 715 14 13,3 3,4
Pohankoveé Polsko | 1530/361 71,0 2,0 12,0 3,0

vloCky
Quinoa bila Indie 1491/356 60,0 0,0 16,0 7,0
Quinoa ¢erna Peru 1484/351 58,5 2,0 14,8 50
Quinoa Cervena Peru 1594/381 71,0 0,0 14,0 5,9
Slzovka Thajsko 1612/388 67,0 3,8 13,0 7,4
Teffové vlocky | Bulharsko | 1393/329 64,0 3,0 11,0 2,0

4.6 Priprava vzorki pro analyzu

Pro analyzu musely byt vzorky upraveny. Jednotlivé vzorky byly rozemlety pomoci

kavomlynku ETA Fragranza na praskovou formu, se kterou bylo dale pracovano.

4.6.1 Priprava vzorku pro stanoveni sacharidii dle Duboise

Pro stanoveni sacharidi dle Duboise byla pouzita kyseld hydrolyza. Vzorky byly

hydrolyzovany 6M kyselinou chlorovodikovou. Do centrifuga¢ni zkumavky byl navazen 1 g
vzorku, ke kterému bylo ptidano 10 ml 6M kyseliny chlorovodikové. Takto pfipravené vzorky

byly promichany na vortexu. Hydrolyza probihala pfi teploté¢ 37 °C na tfepacce. Po skonceni
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hydrolyzy byl vzorek v centrifuga¢ni zkumavce zcentrifugovan pii 9 000 ot/min po dobu
10 minut pi1 25 °C. Zcentrifugované vzorky byly nasledn¢ 1 000x ziedény a pouzity pro
analyzu.

4.6.2 Priprava vzorkii pro stanoveni hrubé bilkoviny dle Kjeldahla

Pro stanoveni hrubé bilkoviny dle Kjeldahla byl do mineraliza¢ni trubice odvazen 1 g vzorku.
Ke vzorku bylo pfidano 10 ml koncentrované kyseliny sirové a 2 g Weiningerova katalyzatoru
(90 g siranu sodného, 7 g siranu rtutnatého, 1,5 g siranu méd’natého a 1,5 g selenu). Trubice
byla vlozena do mineraliza¢niho bloku a vzorek byl mineralizovan (3 hodiny, 400 °C).

4.6.3 Priprava vzorku pro spektrofotometrické stanoveni

Nejprve byly pfipraveny vodné extrakty. Ty byly pfipraveny navazenim 1 g vzorku, ke kterému
bylo pfidano 10 ml destilované vody. Takto ptfipravené vzorky byly promichény na vortexu a
po dobu 24 hodin byly extrahovany na tiepacce pii teploté¢ 37 °C. Po skonceni extrakce byl

vzorek v centrifugaéni zkumavce zcentrifugovan pii 9 000 ot/min po dobu 10 minut pii 25 °C.
Zcentrifugované vzorky byly nasledné pouzity pro analyzu.

4.6.4 Priprava vzorki pro testovani cytotoxicity

Nejprve byly piipraveny vodné extrakty stejné¢ jako tomu bylo pii ptipravé vzorkd pro
spektrofotometrické stanoveni (viz. Kapitola 4.6.3). Pfipravené extrakty vzorki byly ve
zkumavkach eppendorf vlozeny do sterilniho boxu. Vzorky byly pies jehlu nasaty do stiikacky,
na stiikacku byl nasazen bakteriologicky filtr (25 mm, 0,2 um, PES VWR (514-0073)) a vzorek
byl ptefiltrovan do jiné sterilni zkumavky. Sterilni vzorky byly fedény médiem na poZadovanou
koncentraci a pfed pouzitim byly promichany na vortexu.

4.6.5 Priprava vzorki pro stanoveni lepku

Pro analyzu byly pfipraveny ethanolové extrakty vzorkd. Ty byly pfipraveny navazenim 1 g
vzorku, ke kterému bylo pipetovano do zkumavky 10 ml 60% roztoku ethanolu. Vzorky byly
promichdny na vortexu a nasledné¢ byly po dobu 10 minut promichavany ota¢enim. Po 10
minutach byly vzorky centrifugovany po dobu 10 minut, pii 2 500 g a pfi laboratorni teploté.
Supernatant byl 50x zfedén pufrem a takto natedény vzorek byl dale pouzivan pro analyzu.

4.6.6 Priprava vzorki pro senzorickou analyzu

Pro senzorickou analyzu byly pfipraveny produkty z 6 vzorku, kterymi byly amaranth, ¢irok
bily, jahly, kamut, pohanka a quinoa bila. Vzorky byly nejprve po dobu 1 hodiny namaceny ve
vodé. Po hodin€ byla voda slita a vzorky byly znovu dal$i hodinu namaceny ve vodé. Po
uplynuti hodiny byla voda slita, vzorky byly umistény na plech a vloZeny do horkovzdusné
trouby MORA, kde byly vysuSeny pii 50 °C. UsuSené vzorky byly rozemlety pomoci
kavomlynku ETA Fragranza na praskovou formu, ktera byla vyuZita misto mouky pro piipravu
analyzovaného produktu. Pro pfipravu samotného produktu bylo smichano 200 g praskové
formy vzorku s 40 g cukru. Ke smési byly pfidany 2 zloutky, 50 ml slunecnicového oleje,
125 ml mléka a balicek prasSku do peciva. Smés byla dokonale promichéna. Ze dvou bilki byl
vyslehan pevny snih, ktery byl vmichdn do pfipravené smési. Takto pfipravend smés byla
plnéna do forem a pecena pii 180 °C po dobu 30 minut.
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4.7 Charakterizace vzorku
4.7.1 Stanoveni celkovych sacharidu dle Duboise

Celkové sacharidy se stanovuji metodou dle Duboise. Pro kalibraci byl piipraven zasobni vodny
roztok glukézy o koncentraci 1 ug/ml. Z tohoto zasobniho roztoku byla pfipravena kalibra¢ni
fada v rozmezi 0,1-1 pg/ml. Do zkumavky bylo pipetovano 1 ml standardu, 1 ml 5% roztoku
fenolu a 5 ml koncentrované kyseliny sirové. Smés byla promichana a ponechéna volné pii
laboratorni teploté po dobu 30 minut. Absorbance byla méfena na spektrofotometru pii 490 nm
proti slepému vzorku.

Stejnym postupem byly analyzovany jednotlivé vzorky, misto 1 ml standardu byl pipetovan
1 ml roztoku vzorku. Kazdy vzorek byl analyzovan tfikrat, byla vypoc¢itina pramérna hodnota
a smérodatna odchylka.

4.7.2 Stanoveni hrubé bilkoviny dle Kjeldahla

K mineralizovanému vzorku (kapitola 4.6.2) v mineraliza¢ni trubici bylo pfidano nékolik kapek
fenolftaleinu a mineraliza¢ni banka byla ptipojena k destilaénimu pfistroji. Ke vzorku v trubici
bylo pfidano 40 ml 33% roztoku hydroxidu sodného. Uvolnény amoniak byl pomoci
destila¢niho systtmu VAPODEST (3,5 min) piedestilovan s vodni parou do titracni banky
obsahujici 25 ml 0,05M roztoku kyseliny sirové. Po ukonceni destilace byly do titrani baiiky
pfiddiny 3 kapky Tashirova indikatoru a vzorek byl titrovan odmérnym roztokem
0,1M hydroxidu sodného do zelen¢ho zbarveni.

Touto metodou byl stanoven obsah dusiku ve vzorku, ktery byl vyndsobenim piisluSnym
faktorem piepocitan na obsah hrubé bilkoviny. Pro vzorky analyzované v bakalaiské praci bylo
pocitano s faktorem 5,83 [82]. Kazdy vzorek byl analyzovan tiikrat, byla vypocitana primérna
hodnota a smérodatna odchylka.

4.7.3 Stanoveni celkové antioxidacni aktivity

Pfed méfenim byl nejprve zfedén zasobni roztok ABTSe+ ethanolem pro UV/VIS na absorbanci
0,70 + 0,02 pti 734 nm proti blanku (UV/VIS ethanol). Dale byl pouZivan pouze tento nafedény
roztok ABTSe+. Do zkumavky eppendorf byl pipetovan 1 ml pfipraveného roztoku ABTSe+ a
10 pl destilované vody. Poté byla ihned zméfena absorbance v ¢ase 0 minut (hodnota Ao). Do
dalsich zkumavek bylo pipetovano 1 ml roztoku ABTS<+ a 10 ul extraktu vzorku. Roztok byl
promichan a po dobu 10 minut byl uchovavan ve tmé. V case 10 minut byla méfena absorbance,
a byl sledovan jeji pokles oproti hodnote Ao.

Pro vypocet celkové antioxidacni aktivity byla pouZita kalibra¢ni kiivka Troloxu v rozmezi
koncentraci 40-400 pg/ml. Trolox byl pfi pfipravé kalibracéni kiivky rozpustén v 60% roztoku
ethanolu a absorbance byla méfena spektrofotometricky pii 734 nm proti blanku. Kazdy vzorek,
ptipraveny dle postupu v kapitole 4.6.3, byl analyzovan tfikrat, byla vypocitana prumérna
hodnota a smérodatna odchylka.

4.7.4 Stanoveni celkovych fenolickych latek

Stanoveni celkovych fenolickych latek bylo provedeno spektrofotometricky metodou s Folin-
Ciocaltauovym c¢inidlem. Nejprve byl pfipraven roztok nasyceného uhli¢itanu sodného a
zfedény vodny roztok Folin-Ciocaltauova ¢inidla v poméru 1:9.
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Do zkumavky bylo pipetovano 1 ml zfedéného Folin-Ciocaltauova cCinidla, 1 ml destilované
vody a 100 pl vodného extraktu vzorku. Roztok ve zkumavkéch byl promichan na vortexu a
ponechan 5 minut pii laboratorni teploté. Po péti minutich byl do zkumavky ptidan 1 ml
nasycen¢ho roztoku uhli¢itanu sodného, roztok byl opét promichén na vortexu a ponechan 15
minut pii laboratorni teploté. Po 15 minutach byla zmétena absorbance pti 750 nm proti blanku.

Obsah celkovych fenolickych latek ve vzorku byl vypocitan z rovnice kalibra¢ni kiivky, které
byla pfipravena pro roztok Kkyseliny gallové vrozmezi 0,1-0,5 mg/ml. Kazdy vzorek,
ptipraveny dle postupu v kapitole 4.6.3, Dbyl analyzovan tfikrat, byla vypocitana primérna
hodnota a smérodatna odchylka.

47,5 Stanoveni flavonoidu

Do zkumavky bylo vzdy pipetovano 0,5 ml extraktu vzorku, 1,5 ml destilované vody a 0,2 ml
5% roztoku dusitanu sodného. Roztok ve zkumavce byl promichan na vortexu a ponechan
5 minut pii laboratorni teploté. Po 5 minutach bylo ptidano 0,2 ml 10% roztoku chloridu
hlinitého. Roztok byl opét promichén na vortexu a ponechan 5 minut pii laboratorni teploté.
Nakonec bylo pridano 1,5 ml 5% roztoku hydroxidu sodného a 1 ml destilované vody. Po
15 minutach byla méfena absorbance pii 510 nm proti blanku.

Obsah flavonoidi ve vzorku byl vypocitan z rovnice kalibra¢ni kiivky, které byla pfipravena
pro roztok katechinu v rozmezi 0,05-0,3 mg/ml. Kazdy vzorek byl analyzovan tiikrat, byla
vypocitana primérnd hodnota a smérodatna odchylka.

4.7.6 Stanoveni p-glukanu

Do zkumavky bylo navazeno 40—60 mg vzorku. Ke vzorku bylo ptidano 0,1 ml 50% roztoku
ethanolu a 2 ml fosfatového pufru (20mM, pH 6,5), roztok byl promichédn na vortexu a
inkubovéan po dobu 60 spii 100 °C. Nasledné byly vzorky opét promichany na vortexu a
inkubovany pii 100 °C po dobu dal$ich 120 s. Nasledné byly vzorky inkubovany po dobu 5
minut pfi 50 °C. Ke vzorku byl pfidan 0,1 ml enzymu lichen4dzy a obsah byl promichan na
vortexu. Vzorek byl inkubovéan po dobu 1 hodiny pfi teploté 50 °C. Po inkubaci bylo ke vzorku
piidano 2,5 ml acetatového pufru (200mM, pH 4). Roztok ve zkumavce byl promichan na
vortexu a zcentrifugovan pii 1 000 g po dobu 10 minut. 0,5 ml supernatantu bylo pipetovano
do 3 zkumavek. Do dvou ze tfi zkumavek bylo pfidano 50 pl enzymu B-glukosidazy, do 3.
zkumavky bylo ptiddno 50 pl acetatového pufru (50mM, pH 4). Roztok ve zkumavkach byl
inkubovan po dobu 10 minut pii 50 °C. Nasledn¢ bylo k roztoku ve zkumavce ptidano 1,5 ml
GOPOD reagentu. Roztok ve zkumavce byl inkubovan 20 minut pii 50 °C a nasledné jiz byla
métena absorbance pifi 510 nm proti blanku.

4.7.7 Stanoveni lepku

50 ul vzorku ptipraveného dle postupu v kapitole 4.6.5 bylo pipetovano vzdy do 2 jamek na
desticce, ktera byla soucasti kitu. Nasledné bylo do kazdé jamky pipetovano 50 pl zfedéného
konjugatu. Vzorek s konjugatem v jamkach byly promichany lehkym zatfepanim a byly
inkubovany po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté. Po 30 minutach byla desticka otocena
dnem vzhiiru a byla oklepana o filtra¢ni papir tak, aby doslo k odstranéni tekutiny ze vSech
jamek na desti¢ce. Do kazdé¢ jamky bylo nésledné pipetovano 250 pl promyvaciho pufru, ktery
byl z jamek odstranén stejn¢ jako tekutina v predchozim ptipad¢. Tento krok byl zopakovan
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jesteé dvakrat. Déle bylo do kazdé¢ jamky pipetovano 100 pl substratu (chromogenu). Zatiepanim
byl jemn¢ promichan obsah vSech jamek a desticka byla inkubovana po dobu 10 minut ve tmé
pii laboratorni teploté. Nakonec bylo ptidano 100 ul zastavovaciho roztoku do kazdé jamky.
Obsah jamek byl jemnym zatfepanim promichan a béhem 10 minut byla zméfena absorbance
pii 450 nm. Pro stanoveni obsahu gliadinu ve vzorcich byla proméfena kalibra¢ni fada, ktera
byla soucasti kitu a jeji rozmezi bylo 0-270 ng/ml. Z hodnot kalibra¢ni kiivky byl obsah
gliadinu ve vzorcich stanoven pomoci funkce cubic spline v MS Excel. Tyto hodnoty byly
nasledné prepocitany na obsah lepku ve vzorcich vynasobenim faktorem 2, ktery byl dan
navodem, ktery byl soucasti kitu.

4.7.8 Testovani cytotoxicity

Pro testovani cytotoxicity byly pouzity humanni bunky, keratinocyty HaCaT a stfevni bunky
CaCoO-2.

4.7.8.1 Kultivace keratinocytii

Kultivace keratinocytti probihala ve sterilnim inkuba¢nim boxu, ktery byl nastaven na teplotu
37 °C. Obsah CO2 byl 5 % a relativni vlhkost 90 %. Jako kultiva¢ni médium bylo pouZito
komeréni DMEM médium, do kterého bylo pfidano 10% FBS a 1% antibiotikum. DMEM
médium bylo uchovano v lednici pfi teploté 4 °C. Pfed samotnou praci bylo nejprve médium
ohfato ve vodni lazni na 37 °C. Béhem manipulace s buitkami byl kladen velky diraz na sterilitu
prace. Pti kultivaci byly buiiky denné¢ kontrolovany pod mikroskopem a dle vysledku byl zvolen
dalsi postup.

4.7.8.2 Kultivace CaCO-2

Kultivace CaCO-2 probihala ve sterilnim inkuba¢nim boxu, ktery byl nastaven na teplotu 37°C.
Obsah CO2 byl 5 % a relativni vlhkost 90 %. Jako kultiva¢ni médium bylo pouzito komer¢ni
EMEM médium, do kterého bylo pfidano 10% FBS a 1% antibiotikum. EMEM médium bylo
uchovano v lednici pfi teploté 4 °C. Pfed samotnou praci bylo nejprve médium ohiato na 37 °C.
Béhem manipulace s buitkami byl kladen velky diiraz na sterilitu prace. Pti kultivaci byly buiiky
denné kontrolovany pod mikroskopem a dle vysledku byl zvolen dalsi postup.

4.7.8.3 Vyména Zivného média
Vyména média byla provadéna pfi zméné barvy média z ¢ervené na oranZovou, piipadné
alesponi jednou za dva dny. Pii vyméné média bylo nejprve slito z kultivacnich lahvicek staré

médium a do lahvicek bylo pipetovano médium nové. Do velké kultivacni lahvi¢ky bylo
pfidano 15 ml, do malé 5 ml média.

4.7.8.4 PasaZovani keratinocytii

Pokud bylo pfi kontrole kultiva¢ni lahviéky pod mikroskopem zjisténo, ze konfluence bunék je
vys$i jak 80 %, bylo nutné provést pasazovani. Dle poctu pasdzovanych lahvicek byly
nachystany centrifugacni zkumavky s 5 ml PBS. Z kultivacnich lahvicek bylo vylito médium a
lahvicky byly nékolikrat promyty roztokem PBS. Nasledn¢ byl do lahvic¢ek pipetovan trypsin
(1 ml do velké, 0,5 ml do malé lahvicky), ktery byl rozlit po celé lahvicce a buiiky byly
inkubovany po dobu 10 minut v inkuba¢nim boxu. Nasledn¢ bylo pod mikroskopem ovéieno,
zda doslo k uvolnéni bunék ode dna lahvicky. Pokud nedoslo k uvolnéni bunék ode dna,
lahvicka byla n€kolikrat protfepana, bunky byly pfipadné seSkrabany ze dna lahvicky pomoci
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Skrabky. Roztok PBS byl napipetovan z centrifuga¢ni zkumavky do lahvic¢ky. Dukladné jim
byla lahvicka proplachnuta a cely obsah kultivacni lahvicky byl pienesen zpét do centrifugacni
zkumavky. Obsah zkumavky byl zcentrifugovan po dobu 5 minut p#i 320-360 RCF. Jakmile
byl obsah zkumavky zcentrifugovan, roztok PBS byl slit a peletka bunék byla rozsuspendovana
Vv 5 ml DMEM média. Buiikky v médiu byly pfeneseny do kultiva¢ni lahvicky a doplnény na
potfebny objem médiem (velka lahvic¢ka 15 ml a mala 5 ml). Obsah lahvicky byl zkontrolovan
pod mikroskopem a lahvicky byly umistény do inkuba¢niho boxu.

4.7.8.5 Pasaiovani CaCO-2

Pokud bylo pii kontrole kultiva¢ni lahvicky pod mikroskopem zji$téno, ze konfluence bunék je
vyssi jak 80 %, bylo nutné provést pasazovani. Dle poctu pasdzovanych lahvicek byly
nachystany centrifugacni zkumavky s 5 ml EMEM média. Z kultivac¢nich lahvicek bylo vylito
médium a lahvicky byly n€kolikrat promyty roztokem PBS. Nasledné byl do lahvicek pipetovan
trypsin (1 ml do velké, 0,5 ml do malé lahvicky), ktery byl rozlit po celé lahvicce a bunky byly
inkubovéany po dobu 5 minut v inkubacnim boxu. Nésledné¢ bylo pod mikroskopem ovéteno,
zda doslo k uvolnéni bunék ode dna lahvi¢ky. Pokud nedoslo k uvolnéni buné¢k ode dna,
lahvicka byla nékolikrat protiepana, buniky byly pfipadné seSkrabany ze dna lahvi¢ky pomoci
Skrabky. Médium bylo napipetovano z centrifuga¢ni zkumavky do lahvi¢ky. Dikladné jim byla
lahvicka proplachnuta a cely obsah kultivacni lahvicky byl pfenesen zpét do centrifugacni
zkumavky. Obsah zkumavky byl zcentrifugovan po dobu 5 minut pfi 300 RCF. Jakmile byl
obsah zkumavky z centrifugovan, médium bylo slito a peletka bun€k byla rozsuspendovana v 5
ml EMEM média. Buniky v médiu byly ptfeneseny do kultivaéni lahvicky a doplnény na
potfebny objem médiem (velka lahvic¢ka 15 ml a mala 5 ml). Obsah lahvicky byl zkontrolovan
pod mikroskopem a lahvic¢ky byly umistény do inkuba¢niho boxu.

4.7.8.6 MTT test cytotoxicity

Nejprve byly pomoci Biirkerovi komtirky spocitany buniky pod mikroskopem a nasledné bylo
vypocitano celkové mnoZstvi bunck v lahvi€ce. Dle mnoZstvi bunék v lahvicce bylo provedeno
vhodné fedéni. Naredéné buiiky byly dikladné promichany a nality do sterilniho korytka. Do
96 jamkové desticky bylo pipetovano do stiedovych jamek 0,1 ml vhodné nafedénych bunék,
do krajnich jamek bylo pipetovano PBS, aby nedochézelo k vysychani. 96 jamkovéa desticka
S napipetovanymi buiikami byla inkubovana po dobu 24 hodin v inkuba¢nim boxu pfi teploté
37 °C. Po 24 hodinach byla provedena kontrola riistu bun¢k pod mikroskopem. Médium bylo
z jamek dikladné odpipetovano a do jamek bylo dle schématu (Tabulka 2) pipetovano 0,1 ml
extraktu vzorku, pfipraveného dle postupu v kapitole 4.6.4 a dale pak jednotlivé kontroly (C,
V¢, EtOH). Po 24h inkubaci byly vzorky odpipetovany. Roztok MTT o koncentraci 2,5 mg/ml
byl prefiltrovan pies bakteriologicky filtr, do kazdé jamky bylo pipetovano 20 ul roztoku MTT
a desticka byla inkubovéna po dobu 3 hodin v inkuba¢nim boxu. Po 3 hodinach byl roztok MTT
odpipetovan a do jamek bylo pipetovano 100 pl 10% roztoku SDS v PBS. Desticky byly
zabaleny do alobalu a uschovany ve tmé& po dobu minimalné 24 hodin. Po 24 hodinéach byla
méfena absorbance pti 540, 562 a 630 nm.
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Tabulka 2: Schéma 96 jamkové desticky — pipetovani ziedénych vodnych extraktii vzorki

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS | PBS
B |[PBS| CC | 4% | 8% | 12% | 16% | 20% | 24% | 28% [ Vc | Vc | PBS
C |[PBS| CC | 4% | 8% | 12% | 16% | 20% | 24% | 28% | Vc | Vc | PBS
D |[PBS| CC | 4% | 8% | 12% | 16% | 20% | 24% | 28% | Vc | Vc | PBS
E |[PBS| CC | 4% | 8% | 12% | 16% | 20% | 24% | 28% | Vc |EtOH| PBS
F [PBS| CC | 4% | 8% | 12% | 16% | 20% | 24% | 28% | Vc |EtOH| PBS
G |PBS| CC | 4% | 8% | 12% | 16% | 20% | 24% | 28% | Vc |EtOH| PBS
H | PBS | PBS | PBS | PBS|PBS|PBS|PBS|PBS|PBS|PBS | PBS |PBS

4.7.9 Senzoricka analyza

Senzoricka analyza se uskute¢nila dne 17.6.2020 v ¢ase od 10 do 14 hodin v zasedaci mistnosti
Ustavu chemie potravin a biotechnologii FCH VUT v Brné&. Analyza byla zamé&fena zejména
na chutovy, zrakovy a Cichovy vjem. Celkem bylo pfi senzorické analyze hodnoceno 6
vybranych vzorkii (Amaranth, Cirok bily, Jahly, Kamut, Pohanka a Quinoa bil4). Hodnotitelé
byly studenti a akademicti pracovnici FCH VUT v Brné. Senzorické analyzy se zucastnilo
celkem 25 respondentd.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato bakalarské prace byla zaméfena na analyzu vybranych slozek a ovérfeni biologickych
ucinki nékterych tzv. netradicnich ceredlii. V ramci prace byly optimalizovany metody analyzy
vybranych cerealii. Rovnéz byly analyzovany aktivni slozky a biologické ti€inky téchto ceredlii.
V ramci bakalaiské prace byla také provedena senzorickd analyza u vybranych vzorkd.

5.1 Stanoveni celkovych sacharidi dle Duboise

Pro stanoveni celkovych sacharidi dle Duboise byl pouzit postup uvedeny v kapitole 4.7.1 a
pro samotnou analyzu byly pouzivany hydrolyzované vzorky (viz kapitola 4.6.1). Obsah
sacharidl v jednotlivych vzorcich byl uréen z vytvotrené kalibracni zavislosti, jejiz kalibra¢ni
rovnice byla y = 8,2282 - x, kde y je absorbance a x koncentrace sacharidii ve vzorku. V grafu
(Obrazek 5) jsou uvedené vysledky stanoveni dle Duboise vcetné odchylky jednotlivych
méfeni.
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Obrdzek 5: Obsah sacharidii stanoveny ve vzorcich metodou dle Duboise

Sacharidy jsou hlavni slozkou obilovin, u kterych pfedstavuji primérné 65-70 % zrna [10].
Z grafu (Obrazek 5) vyplyva, ze metodou dle Duboise byl stanoven obsah sacharidii ve vzorku
(42 + 5%). Takto nizky obsah sacharidi byl pravdépodobné zptisoben nedokonalou
homogenizaci vzorku. Zarovenn pii stanoveni doSlo u téchto dvou vzorkd k nejveétSim
odchylkam. Naopak nejvys$si obsah sacharidt byl stanoven u teffovych vlocek (76 + 2 %). Pti
stanoveni sacharidii ve vzorcich nelze porovnavat rozdil zpisobeny barevnou variaci nebo
zpracovanim. Coz také vyplyva z grafu, kde jsou témét vSechny vysledky podobné a rozdily
mezi rOznymi formami jednoho druhu obilovin neni az tak markantni. V ptipadé
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amaranthovych vloc¢ek a quinoi bilé byl zméfen obsah sacharidi ve vzorku shodny s obsahem
udavanym vyrobcem. U ostatnich vzorki se vysledek mirné lisil.

5.2 Stanoveni hrubé bilkoviny dle Kjeldahla

Pro stanoveni hrubé bilkoviny dle Kjeldahla byl vyuzit postup uvedeny v kapitole 4.7.2, vzorky
pro samotnou analyzu byly pfipraveny dle kapitoly 4.6.2. Pfi stanoveni dle Kjeldahla byl
titraéné stanoven obsah dusiku ve vzorku, ktery byl pomoci faktoru 5,83 piepocitan na obsah
bilkovin v jednotlivych vzorcich. Vysledky stanoveni jsou uvedeny v grafu (Obrazek 6) v¢etné
odchylek jednotlivych méfeni.
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Obrazek 6: Obsah proteinii stanoveny ve vzorcich metodou dle Kjeldahla
Z grafu (Obrazek 6) vyplyva, Ze obsah bilkovin ve vétSiné vzorkd byl podobny s vyjimkou
pohankovych vloc¢ek a Ciroku. To se d& pfisuzovat tomu, ze kazdy druh obsahuje rtzné
mnozstvi bilkovin, ale ¢aste¢né také nedokonale homogenizaci vzorkl. Nejnizsi obsah proteind
byl stanoven v pohankovych vlo¢kach (7,373 + 0,006 %), naopak nejvyssi v kamutu (14,68 +
0,06 %). Z literatury vyplyva, Ze u amaranthu a quinoi dosahuje obsah bilkovin az 17 % [25].
Hodnoty naméfené pfi stanoveni vSak dosahovaly maximalné¢ 13,85 + 0,07 % u amaranthovych
vlocek, 13,75 + 0,15 % u quinoi bilé a 13,3 £ 0,5 % u amaranthu. Metoda dle Kjeldahla je
piesnou metodou, pomoci které byly naméfeny hodnoty bilkovin, které ve vétSing piipada
odpovidaji mnozstvi bilkovin ve vzorku udavanému vyrobcem. Nejvetsi rozdil mezi naméienou
hodnotou a hodnotou uddvanou vyrobcem byl stanoven v ptipadé jahla a pohankovych vlocek,
coz mohlo byt zpisobenou pouzitim odlisné analytické metody. V piipad€ stanoveni bilkovin
z grafu nevyplyvaji rozdily mezi barevnymi variacemi. Pfi stanoveni bilkovin byl pfedpoklad,
ze vlocky budou obsahovat méné proteinli v porovnani s celym zrnem. Tento pfedpoklad
vychazel z faktu, ze bilkoviny jsou v obilném zrnu obsazeny zejména v obalovych vrstvach,
které se pii vyrobe vlocek odstraiuji. Pii vyrobe vlocek rovnéz dochazi k vystaveni zrna vys$Sim
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teplotam, to by vSak v pfipad¢ bilkovin nemélo mit vliv na jejich ztratu. U jdhlovych vlocek byl
rozdil ve srovnani s celym zrnem maly. To bylo pravdépodobné zptsobeno tim, ze samotné
jéhly jsou jiz vyloupané proso a nemaji tedy obalové vrstvy, ¢imz pfi vyrobé vlocek nedojde
k takovym ztratam bilkovin jako tomu muze byt v pfipad¢ jinych cerealii. U pohanky a
pohankovych vlocek lze pozorovat rozdil vétsi. Na rozdil od pohanky a jahla byl ale u
amaranthu obsah proteinti ve vlockach témet srovnatelny s obsahem proteinti v celém zrnu,
¢imz nemuzeme jednoznacné urcit, zda pti zpracovani dochazi ke ztratam urcitych latek ¢i
nikoliv.

5.3 Stanoveni celkové antioxidaéni aktivity

Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity byl pouzit postup uvedeny v kapitole 4.7.3. Antioxidacni
aktivita byla stanovena u vodnych extraktl vzorki ptipravenych dle postupu v kapitole 4.6.3.
Hodnoty antioxidac¢ni aktivity byly vztazeny na ekvivalent Troloxu v mg na gram vzorku a
mnozstvi antioxidantl bylo vypocitdno z vytvotené kalibra¢ni zavislosti, jejiz kalibracni
rovnice byla y = 1,025 - x, kde y je absorbance a x koncentrace antioxidanti ve vzorku.
V grafu (Obrazek 7) jsou uvedené vysledky stanoveni véetné odchylky jednotlivych méfeni.
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Obrdazek 1: Obsah antioxidantii ve vzorcich Stanoveny metodou TEAC

Z grafu (Obrazek 7) vyplyva, ze nejvyssi antioxidacni aktivity bylo dosazeno u pohanky
(3,354 + 0,007 mg/g vzorku), dale pak u quinoi ¢ervené (3,2 + 0,0 mg/g vzorku) nebo quinoi
bilé (2,52 + 0,06 mg/g vzorku). Obsah antioxidantl je znam u nékterych vzorku z literatury, u
amaranthu dosahuje 0,40-0,67 mg/g vzorku, 1,55 mg/g u quinoi a az 3,8 mg/g u pohanky [39].
Pti srovnéni s vysledky analyzy I1ze sledovat obdobny trend, kdy nejvétsi mnozstvi antioxidant
bylo naméfeno v ptipad¢ pohanky. Stanovené mnoZstvi antioxidantii v pohance vSak bylo nizsi,
nez udava literatura, coZ mohlo byt zpisobeno jak pouzitim jiné analytické metody pfti
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stanoveni, tak podminkami pfi péstovani. Naopak v piipadé quinoi a amaranthu byl vysledek
stanoveni vyrazn¢ vyssi, nez udavala literatura. Toto stanoveni bylo pravdépodobné vyznamneé
ovlivnéno tim, Ze se jednalo pouze o vodné extrakty, nikoli o stanoveni antioxidantl pfimo ve
vzorku, pfi ¢emz nemuselo dojit k Gplné extrakci antioxidantii ze vzorku. Z grafu mizeme také
sledovat, ze v ptipad¢ barevnych variant byl obsah antioxidanti vyssi nez v ptipad¢é variant
bezbarvych. To bylo pravdépodobné zptisobeno ptitomnosti anthokyand, jejichz ptitomnosti
dochazi k pigmentaci zrna a zarovei maji antioxida¢ni G¢inky. Zarovein mizeme sledovat, Ze
V ptipad¢ pohankovych a amaranthovych vloc¢ek byl stanoveny obsah antioxidant nizsi nez
obsah antioxidantu v celém zrnu, z ¢ehoz lze usuzovat ztraty zpusobené vyrobou vlocek.
V piipadé jahlovych vlocek byla vSak antioxidacni aktivita srovnatelna s antioxidacni aktivitou
samotnych jahlt. To mohlo byt zptisobeno stejné jako pfi stanoveni bilkovin vyrobou jahel.
Z tohoto faktu by se dalo usuzovat, Zze velka cast antioxidantli je u obilovin obsazena
V obalovych vrstvach zrna a pii vyrobé jahel a zbaveni obalovych vrstev dochéazi ke ztraté
antioxidantl. Zarovei pak pii vyrobé vlo¢ek nedochazi k dal§im ztratdm antioxidanti, protoze
se vyrabi po odstranéni obalovych vrstev. Pokud by bylo tedy analyzovano samotné proso
vcetné svych obalovych vrstev, pravdépodobné by byl stanoveny obsah antioxidantii ve vzorku
vy$§i, nez tomu bylo u jahli.

5.4 Stanoveni celkovych fenolickych latek

Stanoveni celkovych fenolickych latek bylo provedeno dle postupu v kapitole 4.7.4. Fenolické
latky byly stanovovany ve vodnych extraktech vzorkt pripravenych dle kapitoly 4.6.3. Celkovy
obsah fenolickych latek ve vzorku byl uréen z piipravené kalibracni zavislosti, jejiz kalibra¢ni
rovnice byla y = 1,6038 - x, kde y je absorbance a x koncentrace fenolickych latek ve vzorku.
V grafu (Obrazek 8) jsou uvedené vysledky stanoveni fenolickych latek véetné odchylky
jednotlivych méteni.
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Obrdazek 8: Obsah celkovych fenolickych latek ve vzorcich
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Nejvétsi obsah celkovych fenolickych latek byl naméfen u quinoi bilé (4,23 + 0,13 mg/g
vzorku), quinoi ¢ervené (3,97 + 0,07 mg/g vzorku) a quinoi ¢erné (3,09 = 0,14 mg/g vzorku) a
dale pak u amaranthu (2,74 + 0,12 mg/g vzorku). Namétené hodnoty jsou srovnatelné
s hodnotami udavanymi v literatuie. Vzorek, ktery se vyznamné 1isi ve srovnani s literaturou je
¢irok bily, u které¢ho se udava 2,2 mg fenolickych latek na gram vzorku, avSak stanovena
hodnota byla pouze 0,81 + 0,02 mg/g vzorku. Kromé ¢iroku byl rozdil také v ptipad€ pohanky,
kdy literatura udava az 8,2 mg/g vzorku, avsak naméfend hodnota byla pouze 1,84 + 0,08 mg
fenolickych latek na gram vzorku [39][43]. Tyto rozdily byl pravdépodobné zpisobeny
pouzitim rozdilné analytické metody nebo pouzitim vzorkt, které byly péstovany pii jinych
klimatickych podminkach. Stanoveni celkovych fenolickych latek bylo pravdépodobné
ovlivnéno tim, ze fenolické latky byly stanoveny ve vodnych extraktech, nikoli pfimo ve vzorku
a nemuselo tedy dojit k Gplné extrakci fenolickych latek. Rozdily mohly byt zplsobeny také
nedokonalou homogenizaci. Z grafu (Obrazek 8) vyplyva, Ze rozdily mezi barevnymi
variantami u ¢iroku a quinoi neni az tak vyrazny. Pfi stanoveni celkovych fenolickych latek
vSak muzeme sledovat, ze u vlocek je obsah fenolickych latek nizsi, nez je tomu v ptipadé
celého zrna. Coz bylo pravdépodobné zplsobeno odstranénim obalovych vrstev pii vyrobé
vlocek. Zajimavé je, ze v pfipadé stanoveni fenolickych latek narozdil od stanoveni
antioxidacni aktivity byl naméfen niz§i obsah v jahlovych vloc¢kach ve srovnani s jahly, které
stejné jako vloc¢ky neobsahuji obalové ¢asti zrna. Pti tomto stanoveni by se tedy dala uvazovat
ztrata aktivnich latek, ke které dochézi pii zpracovani zrna do formy vloc¢ek. U vétSiny vzorkt
odpovidaly hodnoty obsahu fenolickych latek hodnotam celkové antioxidac¢ni aktivity.
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5.5 Stanoveni flavonoidu

Stanoveni flavonoidii bylo provedeno dle postupu v kapitole 4.7.5. Flavonoidy byly
stanovovany ve vodnych extraktech vzorkt piipravenych dle kapitoly 4.6.3. Obsah flavonoidu
byl stanoven z piipravené kalibra¢ni zavislosti, jejiz kalibra¢ni rovnice byla y = 3,2284 - x,
kde y je absorbance a x koncentrace fenolickych latek ve vzorku. V grafu (Obrazek 9) jsou
uvedené vysledky stanoveni flavonoidii v mg na gram vzorku vcetné odchylky jednotlivych
méfeni.
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Obrazek 9: Obsah flavonoidii ve vzorcich

Nejvétsi obsah flavonoida byl stanoven v ptipadé quinoi bilé (0,87 + 0,05 mg/g vzorku), quinoi
¢erné (0,74 + 0,05 mg/g vzorku), amaranthu (0,56 + 0,06 mg/g vzorku), pohanky (0,51 + 0,06
mg/g vzorku) a quinoi ¢ervené (0,487 + 0,007 mg/g vzorku). Velice nizky obsah flavonoida
byl stanoven v kamutu (0,03 £ 0,01 mg/g vzorku). Nejnizsi, konkrétné nulovy obsah flavonoidi
byl touto metodou stanoven v ptipadé jahlovych vlocek. Tento vysledek neznamena, ze
flavonoidy v jahlovych vlockach nejsou obsaZzeny, pouze zde mohou byt obsazeny v malém
mnoZstvi, které nebylo touto metodou detekovano. Ze srovnani hodnot celkovych fenolickych
latek a flavonoidi vyplyva, Ze na biologické aktivité se mohou tcastnit i jiné latky fenolické
povahy, nez pravé flavonoidy, naptiklad fenolické kyseliny. Pfi tomto stanoveni bylo
vychdzeno z ptedpokladu, Ze v pfipad¢ barevnych variant bude obsah flavonoidi vysSsi nez
Vv ptipad¢ bezbarvych variant. To se potvrdilo v pfipadé ¢iroku Cerveného, naopak u quinoi
cervené a Cerné se tento predpoklad nepotvrdil. Z grafu (Obrazek 9) rovnéz vyplyva, ze pfi
stanoveni flavonoidu ve vlockach byl obsah nizsi nez v celém zrnu, coz bylo pravdépodobné
stejné jako v ptedchozich ptipadech zplisobeno odstranénim obalovych vrstev pii vyrobé
vlocek. Toto stanoveni bylo rovnéZ jako predchozi stanoveni ovlivnéno tim, Ze se jednalo pouze
o vodné extrakty vzork, nikoliv o stanoveni flavonoidl piimo ve vzorku. Nemuselo tedy dojit
k aplné extrakci, ¢cimz bylo ovlivnéno celé stanoveni. Zaroven nemusely byt vzorky dokonale
homogenizovany.
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5.6 Stanoveni B-glukanti

Stanoveni B-glukan bylo provedeno dle postupu v kapitole 4.7.6. Obsah B-glukant byl
stanoven pomoci piedem pfipraveného excelu Megazyme Mega-Calc™, ktery byl souéasti Kitu
pro stanoveni B-glukand. Obsah B-glukani v jednotlivych vzorcich je uveden v tabulce
(Tabulka 3) ve formé rozmezi, které bylo naméfeno pii dvou paralelnich stanovenich.

Tabulka 3: Stanoveny obsah p-glukanii ve vzorcich

Vzorek Obsah B-glukani ve vzorku [g/100 g vyrobku]
Amaranth 0,0463-0,0648
Amaranthové vlocky 0,0592-0,0710
Cirok bily 0,2070-0,2179
Cirok cerveny 0,0531-0,0849
Jahly 0,0180-0,0269
Jahlové vlocky 0,0611-0,2078
Kamut 0,3164-0,3414
Pohanka 0,0705-0,0805
Pohankové vlocky 0,0927-0,1030
Quinoa bila 0,0351-0,2106
Quinoa ¢erna 0,1092-0,1698
Quinoa Cervena 0,0330-0,1734
Slzovka 0,0328-0,1094
Teffové vlocky 0,1339-0,1854

Nejvyssi obsah B-glukanii z fady obilovin byl popsan u je€mene a ovsa, u pSenice je obsah [3-
glukanti nizsi jak 1 % a u pseudecerealii jesté nizsi [14][23]. V tabulce (Tabulka 3) jsou uvedeny
rozmezi hodnot B-glukand naméfené pii dvou paralelnich stanovenich. Z vysledki stanoveni
vyplyva, ze nejvyssi obsah B-glukant byl stanoven v kamutu (0,3164-0,3414 g/100 g vyrobku).
Nejvys$si obsah B-glukantd v kamutu neni pfekvapivy, protoze se jednd o pSenici, kde byl
dokonce ocekavan vysledek vyssi. Mezi dalsi vzorky, u kterych byl stanoven vyssSi obsah [3-
glukant patii ¢irok bily, jahlové vlocky, quinoa bild, cervena i cernd nebo teffové vlocky. Pii
tomto stanoveni lze sledovat opa¢ny trend, nez tomu bylo u pfedchozich stanoveni. Stanoveny
obsah B-glukani je ve vSech piipadech vyssi u vlocek nez u celého zrna. To bylo zptisobeno
tim, ze pii vyrob¢ vlocek byly odstranény obalové vrstvy, ve kterych se B-glukany nevyskytuji
¢imz nedoslo k jejich odstranéni. Doslo tedy ke snizeni celkové hmotnosti zrna, pii zachovani

cvwr

obsah B-glukant byl naméfen v jahlech (0,0180-0,0269 g/100 g vyrobku).
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5.7 Stanoveni lepku

Stanoveni lepku bylo provedeno dle postupu v kapitole 4.7.7. Obsah lepku byl stanoven pomoci
funkce cubic spline v MS Excel, ktera interpolovala data kalibra¢ni fady a ze zméfené
absorbance ur¢ila koncentraci lepku ve vzorku. Obsah lepku v jednotlivych vzorcich udava graf
(Obrazek 10) v mg/kg vzorku vcetné odchylek. V grafu je rovnéz znazornéna hranice 20 mg
lepku na kg vyrobku, ktera udava, zda lze vyrobek oznacovat jako bezlepkovy ¢i nikoli. Na
vedlejsi osu byl z ditvodu lepsi prehlednosti grafu vynesen vzorek kamut, ktery na rozdil od

ostatnich vzorkii obsahoval nékolikanasobn¢ vyssi obsah lepku.
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Obrdzek 10: Obsah lepku ve vzorcich

Nejvyssi obsah lepku byl stanoven ve vzorku kamutu (407,1 £+ 1,9 mg/kg). Tento vysledek byl
ocekavany, jelikoz se jedna o druh pSenice, ktera piirozené lepek obsahuje ve vysokém
mnozstvi. Obsah lepku nad 20 mg/kg vzorku byl stanoven v ptipad¢ vSech druhl vlocek, coz
pravdépodobné bylo zplisobeno kontaminaci vyrobku pii zpracovani. V grafu lze pozorovat i
fakt, ze vSechny vzorky ve form¢ zrna mély niz§i obsah lepku nez vlo€ky, coZ potvrzuje
kontaminaci pii vyrobé. Ze vzorki ve formé zrna obsahoval vy$s§i mnoZstvi lepku amaranth
(25,3 £+ 1,3 mg/kg), ktery by mél byt piirozené bezlepkovy a jednalo se tak pravdépodobné o
kontaminaci pfi zpracovani. Pfesné na hranici byl zméfen obsah lepku u vzorku quinoi bilé
(19,95 + 0,17 mg/kg). Nejnizsi obsah lepku ze vSech vzorki byl zméfen v pfipadé Ciroku
¢erveného. Kdy byl obsah lepku stanoven na 6,2 = 2,5 mg/kg. Z vysledku tedy vyplyva ze
veétSinu téchto vzorkl 1ze oznacit za bezlepkové.
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5.8 Testovani cytotoxicity

Testovani cytotoxicity bylo provedeno dle postupu v kapitole 4.7.8 a pro toto stanoveni byly
pouzity vodné extrakty pripravené dle postupu uvedeného v kapitole 4.6.4.

5.8.1 Testovani cytotoxicity s vyuzitim stievnich bunék CaCO-2

Pro testovani cytotoxicity byly pouzity stievni builky CaCO-2, pasaz 58. Pii samotném
testovani byly pouzity vodné extrakty celkem osmi vzorkd. Vysledky testovani cytotoxicity
udavaji grafy (Obrazek 11, Obrazek 12), predstavujici zavislost viability bun¢k na koncentraci
daného extraktu.
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Obrazek 11: Zavislost viability bunék CaCO-2 na koncentraci vodnych extraktl
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Obrdzek 12: Zavislost viability bunék CaCO-2 na koncentraci vodnych extraktii

Pti testovani cytotoxicity obecné plati, Ze testované vzorky nejsou brany jako cytotoxické, pokud
viabilita bunék neklesla pod hranici 60 %. Tato hranice byla v grafech znazornéna cervené. Z grafii
znazornujicich zavislost viability bun€k na koncentraci vodnych extraktii vyplyva, Ze vétSina
vzorkll v daném rozmezi koncentraci nepusobila cytotoxicky. Na hranici cytotoxicity se
pohybovali vodné extrakty pohanky a quinoi v celém rozmezi koncentraci. Jako cytotoxicke
byly stanoveny vodné extrakty jahel o vyssi koncentraci nez 12 %.

5.8.2 Testovani cytotoxicity s vyuzitim keratinocytii HaCaT

Pro testovani cytotoxicity byly pouzity keratinocyty HaCaT, pasaz 50. Pii samotném testovani
byly pouzity vodné extrakty celkem Sesti vzorkti. Vysledky testovani cytotoxicity udavaji grafy
(Obrazek 13, Obrazek 14), predstavujici zavislost viability bun¢k na koncentraci daného
extraktu.
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Obrazek 13: Zavislost viability bunék HaCaT na koncentraci vodnych extraktii
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Obrazek 14: Zavislost viability bunék HaCaT na koncentraci vodnych extraktii

Z uvedenych grafii je patrné, Ze testované vzorky pulsobily na keratinocyty HaCaT vice
cytotoxicky neZ na bunécné linie CaCO-2. V piipad€ keratinocyti HaCaT se pfi vysSich
koncentracich vodnych extrakti dostavaly vSechny vzorky pod hranici cytotoxicity (60 %).
Nejméné cytotoxickymi byly vyhodnoceny vodné extrakty kamutu a slzovky. Jako nejvice
cytotoxicky byl stanoven extrakt jahel, ktery nebyl cytotoxicky pouze do koncentrace 12 %.
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5.9 Senzoricka analyza

Senzorické analyzy se zucastnilo celkem 25 respondenttl, z nichz byli 2 muzi a 23 Zen. VSichni
respondenti byli nekufdci a jejich zdravotni stav byl v den senzorické analyzy dobry.
Senzorické analyzy se zcastnilo 11 studentil, 13 doktorandii a 1 akademik. Data byla ziskana
pomoci dotazniku (Viz Piiloha 1: Dotaznik pro senzorické hodnoceni), zpracovana a graficky
(Obrazek 15) vyhodnocena pomoci MS Excel.
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= Student = Muz
= Doktorand = Jena
= Akademik

Obrdzek 15: Grafy znazornujici slozeni hodnotitelii senzorické analyzy.

Prvni ¢ast dotaznikl byla zamétena na to, zda respondenti konzumuji netradi¢ni cereélie a
vyrobky z nich vyrobené. VétSina respondentti odpovédé€la, ze netradicni ceredlie spise
nekonzumuji. Pouze dva respondenti uvedli, Ze netradi¢ni ceredlie a vyrobky z nich konzumuji
casto. Naopak 3 hodnotitel¢ odpovédéli, ze netradini ceredlie ani vyrobky znich vibec
nekonzumuji. Vysledky prvni ¢asti dotazniku byly zpracovany rovnéz graficky (Obrazek 16).

= Netradicni cerealie a vyrobky z
nich konzumuji ¢asto

= Netradicni ceredlie a vyrobky z
nich spise nekonzumuji

= Netradi¢ni cerealie a vyrobky z
nich viibec nekonzumuji

Obrazek 16: Jaké je Vase stanovisko pred ochutndanim?
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5.9.1 Senzorické hodnoceni vzorku

Pti senzorické analyze bylo hodnoceno celkem 6 vzorkl, pfipravenych z amaranthu, ¢iroku
bilého, jahel, kamutu, pohanky a quinoi bilé. Hodnotitelé¢ hodnotili barvu a vzhled, strukturu,
vuni, chut’ a intenzitu chuti. Senzorické vlastnosti vzorkl byly hodnoceny ¢iseln€ v rozmezi od
1 do 7, kdy 1 znamenala vynikajici vlastnost vzorku a 7 piedstavovala velmi $patnou az
odpornou vlastnost. Intenzita chuti jako jedind senzorickd vlastnost byla hodnocena ciselné
v rozmezi od 1 do 5, kdy 1 znamenala velmi silnou chut’ a 5 naopak chut velmi slabou. Soucasti
senzorické analyzy byl také potradovy test, kdy hodnotitel¢ sefadili vzorky od nejlepsiho po
nejhorsi a tuto volbu slovné odtivodnili. Vysledky senzorické analyzy pro vSechny vzorky byly
zpracovany do spole¢ného grafu (Obrazek 17).
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Obrazek 17: Graf znazornujict vysledky senzorické analyzy.

Z grafu (Obrazek 17) l1ze pozorovat, Ze jednozna¢né nejlépe hodnocenym vzorek byl vzorek
pfipraveny z jahel, ktery byl t¢éméf ve vSech sledovanych senzorickych vlastnostech hodnocen
nejlépe. Vyrovnany vysledek byl u vSech vzorkt pfi sledovani intenzity chuti. Zde vSak nebylo
porovnavano, zda je chut pfijemnd, ¢i nepiijemna ale pouze jak silnou intenzitu chuti
respondent vnimal béhem analyzy. JelikoZ se jednd o vzorky cerealii, které by mohly byt
pouzity pro vyrobu bézného peciva, neni nutné, aby byla chut’ pfili§ vyrazna a spiSe je dobrou
vlastnosti vzorku, pokud nevykazuje intenzivni chut’, kterd by ovliviiovala celkovou chut
vyrobku. Nejhtfe hodnocenym vzorkem byla pohanka, coz vyplyva i z grafu, kdy dosahuje
vzorek pohanky nejvyssich hodnot, a tedy spisSe zaporného hodnoceni. Kromé pohanky byly
také hiife hodnoceny nékteré senzorické vlastnosti amaranthu a quinoi. Graficky zpracované
vysledky byly vSak pouhym priamérem, z celého poctu respondenti. U kazdého vzorku se
vyskytovaly rtiznorodé nazory respondentti. Nékteti naptiklad kladné hodnotili vzorek, ktery
vétSina respondentli hodnotila zaporné, jako tomu bylo naptiklad u pohanky.
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5.9.1.1 Amaranth

Amaranth se v ramci senzorického hodnoceni v pofadovém testu umistil na 5. misté. Primérny
vysledek v pofadovém testu byl vSak srovnatelny se vzorkem pohanky a quinoi. Hodnocené
senzorické vlastnosti amaranthu lze pozorovat v grafu (Obrazek 18). U vzorku byl pomérné
kladné hodnocen vzhled, barva a struktura. Naopak negativn¢ byla hodnocena viiné vzorku,
kdy vétSina respondentti oznacila viini pfipraveného vzorku jako Spatnou a jiz nepfijatelnou.
Stejné tak byla hodnocena celkova chut’, kdy vétSina respondenti hodnotila vzorek jako Spatny
az odporny. Nevyhodou testovaného vzorku bylo také to, ze vykazoval pomérné vysokou
intenzitu chuti, coz neni v ptipad¢ vyrobku pfipravovanych z ceredlii az tak zddanou vlastnosti.
Zejména v pripad¢€, pokud je chut’ nepiijemna. Zajimavosti vSak je, ze celkem 3 respondenti
oznacili pravé tento vzorek jako nejlepsi. Pii slovnim hodnoceni se vyjadiovali respondenti
zejména k chuti analyzovaného vzorku. VéEtSiné respondentd piipominal vzorek svou chuti
bahno, hlinu a nékolik respondentil tuto pachut’ oznacili, jako by citili pliset. Vyskytly se zde
také nazory, Ze respondenti citili travnatou pachut’ nebo pachut’ rybiny. Pfesto vSak néktefi
respondenti oznacili chut’ jako nasladlou nebo ofiskovou.

Vzhled a barva
5

Intenzita chuti Struktura

O P NN wW b

Chut’ Viuné

Obrazek 18: Senzorické viastnosti amaranthu
5.9.1.2 Cirok bily

Cirok bily byl po jahlech a kamutu tfetim nejlépe hodnocenym vzorkem. Hodnocené senzorické
vlastnosti ¢iroku lze pozorovat v grafu (Obrazek 19). Téméi vsemi respondenty byly kladné
hodnoceny vSechny ze zékladnich senzorickych vlastnosti jako byl vzhled, barva, struktura a
vuné. Chut' vzorku jiZ nebyla hodnocena jako nejlepsi, pfesto byla vétSinou respondentt
hodnocena jako pfiijatelna. Intenzita chuti pak byla vétSinou respondenti hodnocena jako
sttedni aZ slaba, coZ je v rdmci analyzovanych vzorkd pomérné dobry vysledek, protoze by
vzorek neptebijel chut’ vysledného vyrobku. Celkem 2 respondenti oznacili vzorek pfipraveny
z ¢iroku za nejhorsi, vétSina respondentti vSak zafadila v pofadovém testu tento vzorek na 2. az
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4. pozici. Pii slovnim hodnoceni vétSina respondentil zminila drobivou strukturu vzorku a také
nevyraznou chut’. Piesto v§ak vétSinou hodnotili vzorek ptipraveny z ¢iroku kladné.

Vzhélled a barva

Intenzita chuti Struktura

Chut’ Vuné

Obrazek 19: Senzorické viastnosti ciroku
5.9.1.3 Jahly

Vzorek piipraveny z jahel byl respondenty oznacen za nejlepsi. Vysledek byl srovnatelny se
vzorkem piipravenym z kamutu. Hodnocené senzorické vlastnosti jahel 1ze pozorovat v grafu
(Obrazek 20). U tohoto vzorku oznacili vSichni respondenti vzhled, barvu, strukturu, vini a
chut’ vzorku nejhtife jako uspokojujici. Intenzitu vzorku oznacila vétSina respondentii jako
stfedni. Celkem 11 respondentil tento vzorek oznacilo jako nejlepSi. Pouze jeden respondent
tento vzorek oznacil jako nejhorsi. Pfi slovnim hodnoceni si jeden respondent stéZoval na
mydlovou pachut. Ostatni spiSe vzorek chvalili, protoze jim chuti, vzhledem 1 strukturou
pfipominal bézny muffin, na ktery jsou respondenti zvykli. To bylo pravdépodobné zpiisobeno
tim, ze jahly jsou vyloupané proso a nejednalo se tak o vzorek pfipraveny z mouky z celého
zrna. Na rozdil od ostatnich vzorki byl tedy tento vzorek nejbliZe vlastnostmi béZné mouce.

Vzhrlsed a barva

Intenzita chuti Struktura

Chut Viné

Obrazek 20: Senzorické vlastnosti jahel
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5.9.1.4 Kamut

Srovnatelné se vzorkem ptipravenym z jahel dopadl v pofadovém testu i kamut. U vzorku
kamutu bylo jiz hodnoceni respondenti rozmanitéj$i. Hodnocené senzorické vlastnosti kamutu
Ize pozorovat v grafu (Obrazek 21). Vétsina respondentti hodnotila vzhled a barvu jako dobrou
az vynikajici. Strukturu hodnotili nej¢astéji jako velmi dobrou. Viini pak respondenti hodnotili
od vynikajici az po jesté pfijatelnou. VSichni respondenti hodnotili chut’ vzorku lépe nez
uspokojivou a intenzitu chuti hodnotili nej¢astéji jako stiedni. Celkem 9 respondentt tento
vzorek oznacilo za nejlepsi, pouze jeden jej oznacil jako nejhorsi. Pti slovnim hodnoceni tento
vzorek respondenti spiSe chvalili a srovnavali jej se vzorkem pfipravenym z jahel. Spolecn¢ se
vzorkem pfipravenym z jahel byl tento vzorek oznacovan za vzorek, ktery se nejvice podoba
béznému muffinu. V tomto ptipadé se jednalo o mouku piipravenou z celého zrna, kamut je
vSak odridou pSenice a nejspi§ proto byl z celozrnnych vzorkd pro bézného konzumenta

nejptijatelné;si.

Vzhled a barva
3

Intenzita chuti 1 Struktura

Chut’ Viné

Obrazek 21: Senzorické viastnosti kamutu
5.9.1.5 Pohanka

Vzorek ptipraveny z pohanky byl jednozna¢né respondenty oznacen za nejhorsi. Hodnocené
senzorické vlastnosti pohanky 1ze pozorovat v grafu (Obrazek 22). Vzhled a barvu hodnotila
vétSina respondentil nejhiife jako jesté piijatelnou. Strukturu vzorku vSak jiz vétsi ¢ast hodnotila
spiSe jako nepfijatelnou, stejn¢ jako vini. Chut’ vzorku hodnotila vétSina respondentii rovnéz
jako nepfijatelnou, ncktefi ji hodnotili dokonce jako odpornou. Intenzitu chuti oznacili
respondenti jako silnou az velmi silnou. Mezi vSemi respondenty se nasel jeden respondent,
podle kterého byl tento vzorek tim nejlepSim. Tento respondent ve svém slovnim hodnoceni
uvedl, Ze ma vzorek vynikajici chut’ 1 texturu, zvlasté pak pro clovéka, ktery ma rad pohanku.
Z toho vyplyva Ze pro €loveka, ktery je zvykly na pohanku a ma ji rad, by mohl 1 tento vzorek
predstavovat idealni ndhradu bézného pSeni¢ného peciva. Piesto vSak pro lidi, ktefi nemaji
pohanku radi a jeji intenzivni chut’ jim vadi, by tento vzorek vhodny nebyl. Celkem oznacilo
vzorek pfipraveny z pohanky jako nejhorsi 8 respondentl. Tito respondenti ve svém slovnim
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hodnoceni zminovali zejména Spatnou chut’, jeji intenzitu a dale pak strukturu vzorku, ktery byl
suchy a rozpadal se.

Vzhéed a barva

4
3

Intenzita chuti Struktura

Chut’ Vuné

Obrazek 22 Senzoricke viastnosti pohanky
5.9.1.6 Quinoa bila

Vzorek pripraveny z quinoi byl v pofadovém testu zafazen na 4. misto. Hodnoceni bylo vSak
pomérné srovnatelné se vzorky amaranthu a pohanky. Hodnocené senzorické vlastnosti quinoi
Ize pozorovat v grafu (Obrazek 23). VétSina respondentd hodnotila vzhled, barvu a strukturu
vzorku nejhlife jako pfijatelnou. Vini a chut vSak jiz cast respondentli hodnotila jako
nepiijatelnou az odpornou. Intenzitu chuti pak hodnotili respondenti jako stfedni az silnou.
Celkem 3 respondenti oznacili tento vzorek jako nejhor$i. Ve slovnim hodnoceni vétSina
respondentl popisovala pachut’, kterd jim vadila u tohoto vzorku. Pachut jim pfipominala maso,
slaninu ¢i bujon. Nékteti respondenti oznacili ptfichut’ jako makovou, vétSina respondentl se
vSak shodovala v pfili§ nahotklé chuti vzorku.

Vzhled a barva
5

4
3

Intenzita chuti Struktura

Chut’ Ving

Obrazek 23: Senzoricke viastnosti quinoi bilé

49



6 ZAVER

Tato bakalarska prace byla zamétena na charakterizaci aktivnich latek a biologickych tc¢inkt
vybranych netradi¢nich cerealii. Vybranymi netradicnimi ceredliemi byly amaranth,
amaranthové vlocky, Cirok bily, Cirok Cerveny, jahly, jahlové vlo¢ky, kamut, pohanka,
pohankové vlocky, quinoa bild, quinoa ¢ernd, quinoa ¢ervena, slzovka a teff.

Nejprve byla vypracovana teoretickd reSerSe, v ramci které byl vypracovan obecny piehled
zabyvajici se cerealiemi, ktery byl rozsifen o ptehled vybranych netradi¢nich cerealii a jejich
chemické slozeni.

V experimentalni ¢asti prace byly vzorky nejprve vhodné zpracovany pro dalsi analyzu.
Vsechny vzorky byly rozemlety na praskovou formu, aby byla zajisténa co nejdokonalejsi
homogenita vzorkd. Nasledn¢ byly vzorky podrobeny dle typu analyzy extrakci, hydrolyze
nebo mineralizaci. Analyzovany byly zakladni slozky cerealii jako jsou sacharidy nebo
bilkoviny, dale pak aktivni slozky jako jsou antioxidanty, fenolické latky, flavonoidy a B-
glukany. Kromé zakladniho stanoveni byly provedeny testy cytotoxicity vybranych vzorki. Ty
byly testovany na lidskych keratinocytech HaCaT a na lidskych buiikdch adenokarcinomu
tlustého stfeva CaCO-2. Prace byla zakon¢ena senzorickou analyzou.

Sacharidy byl stanoveny metodou dle Duboise. Nejprve byly sacharidy stanoveny ve vodnych
extraktech, coz se vSak ukazalo jako nevhodna metoda. Divodem bylo to, ze hlavnimi
sacharidy vyskytujicimi se v ceredliich jsou polysacharidy, se kterymi toto stanovené
neinteraguje. Proto byla tato metoda optimalizovana a jako nejvhodnéjsi metoda pro uvolnéni
neutralnich sacharidi ze vzorku byla zvolena kysela hydrolyza pomoci 6M HCI pfi teploté
37 °C po dobu 2 hodin. Touto metodou jiz bylo stanoveno mnozstvi sacharid, které¢ odpovidalo
hodnotdm uddvanym v literatufe a soucasné odpovidalo hodnotdm udédvanym vyrobcem na
obsah sacharidti byl stanoven v kamutu (39 + 6 %), nejvyssi pak u teffovych vliocek (76 + 2 %).
Pro stanoveni bilkovin byla jako nejvhodné;jsi zvolena metoda dle Kjeldahla. Jedna se o pfesnou
stanoven v pohankovych vlockach (7,373 + 0,006 %), nejvyssi pak u amaranthovych vlo¢ek
(13,85 £ 0,07 %).

Pti analyze aktivnich sloZzek byla nejprve stanovena celkovd antioxidacni aktivita
analyzovanych vzorkil. Pfi této metodé¢ bylo dosazeno pomérné piesnych vysledkl
s minimalnimi odchylkami. Nejvyssi antioxidac¢ni aktivitu vykazovala pohanka (3,354 +
0,007 mg/g vzorku) nebo quinoa ¢ervena (3,2 + 0,0 mg/g vzorku). Nejnizsi obsah vykazovaly
jahly (0,36 + 0,05 mg/g vzorku) a jahlové vlocky (0,48 = 0,03 mg/g vzorku). Dale byl stanoven
celkovy obsah fenolickych latek. Nejvyssi obsah byl stanoven v ptipadé quinoi bilé (4,23 +
0,13 mg/g vzorku), quinoi Cervené (3,97 + 0,07 mg/g vzorku) a quinoi ¢erné (3,09 = 0,14 mg/g
mg/g vzorku) a jahlovych vlo¢ek (0,21 + 0,09 mg/g vzorku). Pii stanoveni flavonoidi byl
nejvyssi obsah flavonoidl stanoven u quinoi bilé (0,87 + 0,05 mg/g vzorku), quinoi ¢erné (0,74
+ 0,05 mg/g vzorku) a amaranthu (0,56 = 0,06 mg/g vzorku).

Dale byl stanoven obsah B-glukand. Pii tomto stanoveni bylo dosazeno velice nizkych
vysledku. B-glukany jsou ve vétsim mnozstvi obsaZeny pouze v je€mene a ovsa. Dalsi, avsak
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vyrazné niz§im zdrojem PB-glukand je pSenice. To vyplyva i z vysledku, jelikoz kamut je druh
pSenice a v jeho piipadé byl stanoven nejvys$si obsah B-glukanu (0,3164-0,3414 ¢/100 ¢
vyrobku). U ostatnich vzorkd byl obsah B-glukani velice nizky a nedosahoval ve vétSing
ptipadu ani 0,1 %. Mezi zdkladnimi stanovenimi byl také stanoven obsah lepku ve vzorcich
netradi¢nich cerealii. Kromé kamutu, amaranthu a vSech vzorku vloc¢ek byly stanoveny vybrané
netradicni ceredlie jako bezlepkové. V kamutu, jelikoz se jedna o druh pSenice byl obsah lepku
stanoven n¢kolika nasobné vyssi, nez tomu bylo v ostatnich vzorcich. Vzorky, které nespliiovali
podminky bezlepkovosti (amaranth a vlocky), piesahli hranici 20 mg/kg vzorku lepku pouze
minimaln¢ a mnozstvi lepku ve vzorcich tak bylo pouze stopové.

Dalsim cilem préace byla charakterizace biologickych tc¢inkli vybranych netradi¢nich cerealii.
Biologické ucinky byly testovany na lidskych keratinocitech HaCaT a na lidskych bunikach
adenokarcinomu tlustého stieva CaCO-2. V obou ptipadech se jako nejvice cytotoxické jevily
jahly, které se pii koncentraci vodného extraktu 16 % dostavali pod hranici toxicity (60 %)
Vv ptipad¢ obou typl bunék. Pfi testovani cytotoxicity na bunkach CaCO-2 se na hranici
cytotoxicity pohybovala pohanka a quinoa. Ostatni vzorky nejevily znamky toxicity vuci
tomuto typu bunék. V pifipad€ keratinocyti vykazovaly pii nejvys$si koncentraci vodného
extraktu 28 % toxicitu vSechny analyzované vzorky.

V posledni ¢asti prace byla provedena senzoricka analyza. V ramci senzorické analyze byl jako
nejlepsi stanoven vzorek pripraveny z jahel a kamutu. To bylo pravdépodobné ze dvou divodu.
V piipad¢ jahel to bylo ztoho divodu, ze se jedna o vyloupané proso, a nejednalo se tak o
pouziti celozrnné mouky jako u ostatnich vzorkll, coz mélo zna¢ny vliv na strukturu, vzhled i
chut vysledného produktu. Kamut je odridou pSenice, a piestoze byla pouzita mouka
celozrnnd, jednalo se o pSenici, na kterou jsou bézni konzumenti zvykli. Nejhtire byl hodnocen
vzorek pohanky, zejména pro svou chut’, ktera je velice vyrazna.

Z experimentalné stanovenych vysledkll 1ze vyvodit n¢kolik fakt. Byla potvrzena hypotéza,
Ze pii zpracovani obilného zrna do formy vlocek dochazi ke ztraté, jak nékterych zakladnich
slozek jako jsou naptiklad bilkovin, tak také vyznamnych, t€lu prospésnych aktivnich latek jako
jsou antioxidanty nebo fenolické latky. Tento fakt je pravdépodobné zpiisoben odstranénim
obalovych vrstev a piisobenim teploty na zrno pii zpracovani. Zaroven pii zpracovani dochazi
ke kontaminaci vloc¢ek lepkem z prostiedi, ve kterém jsou zpracovavany, to je vSak tim, ze se
vyrobei nespecializuji na bezlepkovou vyrobu a pokud ma zékaznik zdjem o bezlepkovy
vyrobek potom musi vybirat produkty, kde je kladen vysSich pozadavku pifi zpracovani. Piesto
vSak byl obsah lepku ve vlockach stale velice nizky a pouze ve stopovém mnozstvi. Nebylo
vSak potvrzeno, zda maji barevné varianty cerealii lepSi pfinos pro lidské zdravi neZ varianty
bezbarvé. Ve vétSin€ piipadd byly vysledky stanovené pro bilou variantu vyssi nebo
srovnatelné s barevnymi variantami.

Tyto netradi¢ni ceredlie by mohly skrz své zdravotni benefity ziskat do budoucna vétsi
pozornost ve srovnani s béznymi ceredliemi. Jejich cena je sice vyssi, lidé vSak v soucasnosti
dbaji o své zdravi a Zivotni styl a Casto si jsou za kvalitnéj$i produkty schopni pfiplatit. Do
budoucna by bylo zajimavé kombinovat nékteré z téchto netradicnich ceredlii s dalSimi
aktivnimi latkami, které by mohly slouZit naptiklad pro podporu imunity, ¢imZ bychom ziskali
obohacené, zdravi prospé$né cerealni produkty.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

FAO OSN
EU

uv

VIS
TEAC
ABTS

A

€

QQPFP
ELISA
NAD(P)H
HaCaT
CaCO-2
EMEM
DMEM
FBS

PBS
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Organizace OSN pro vyzivu a zemedélstvi
Evropska unie

oblast ultrafialového zaieni

oblast viditelného zafeni

Trolox equivalent antioxidant capacity
2,2-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)
vlnova délka

molarni absorp¢ni koeficient

celiakalni toxicky epiteton gliadinu
enzyme-linked immuno sorbent assay
nikotinamidadenindinukletid(fosfat)
Human keratinocytes cell line

Human Colon Adenocarcinoma cell line
Eagle’s Minimal essential medium
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Fetalni bovinni sérum

Phosphate Buffered Saline (fosfatovy pufr)



9 PRILOHY

9.1 Priloha 1: Dotaznik pro senzorické hodnoceni

Vazeni hodnotitelé,

Dotaznik pro senzorické hodnoceni netradi¢nich cerealii

Zhodnot'te, prosim, pfedlozené vzorky pfipravené z netradi¢nich ceredlii. Piedlozeny Vam
budou vzorky netradi¢nich cerealii, mezi které byly zafazeny pseudocerealie a nékteré méné
znamé cerealie. Zkoumanymi netradicnimi ceredliemi jsou amaranth, Cirok, jahly, kamut,
pohanka a quinoa.

Hodnotitel: Student / Doktorand / Akademik
Datum:
éas:

Zdravotni stav: kurak / nekurak muz/ Zena

1. Jaké je VaSe stanovisko pred ochutnanim?
Netradi¢ni ceredlie a vyrobky z nich konzumuji casto.
Netradi¢ni ceredlie a vyrobky z nich spiSe nekonzumuyji.

Netradi¢ni cereélie a vyrobky z nich viibec nekonzumuji.

Senzorické hodnoceni vzorkii pomoci stupnice

Vzhled a barva, struktura a viiné

1 — vynikajici; 2 — velmi dobry; 3 — dosti dobry; 4 — uspokojivy; 5 —jesté piijatelny; 6 — Spatny,
Jiz nepfijatelny; 7 — velmi Spatny, odporny

Kod vzorku Vzhled a barva Struktura Vuné

m | m| OO0 |m|>
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Chut
Intenzita chuti: 1 — velmi silna; 2 — silné; 3 — stfedni; 4 — slabd; 5 — velmi slaba
Celkova chut’: 1 — vynikajici; 2 — velmi dobry; 3 — dosti dobry; 4 — uspokojivy; 5 — jeste

ptijatelny; 6 — Spatny, jiz nepfijatelny; 7 — velmi Spatny, odporny

Oznacte
Celkova : Intenzita jlepsi Obilovi jaké
Kod ©XOV& | PHchut / & pripadna 1| neyiepst ilovina (z jake
chut , chuti | vzorek (+) | cerealie byl vyrobek
vzorku . pachut’ (slovy) . ol .
(Cislo) (¢islo) | anejhorsi piipraven)
vzorek (-)
A
B
C
D
E
F
Poradovy test — sefad’te jednotlivé vzorky dle vlastnich preferenci a zdlivodnéte.
Poradi Kod vzorku Diivod (¢i piipadné jind poznédmka)

1.

2.

3.

4,

5.

6.
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