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ABSTRAKT 
Bakalářská práce byla zaměřena na charakterizaci aktivních látek a biologických účinků 
vybraných netradičních cereálií. V práci byly charakterizovány základní složky netradičních 
cereálií, jako jsou cukry nebo bílkoviny, dále pak aktivní látky, jako jsou například 
antioxidanty, fenolické látky nebo P-glukany. Tyto látky byly převážně stanoveny pomocí 
spektrofotometrických analytických metod. 

Teoretická část práce byla zaměřena obecně na cereálie, stavbu obilného zrna, cereální výrobky 
a zejména pak na chemické složení cereálií. V rámci této části práce byl vypracován souhrn 
látek vyskytujících se v obilném zrnu, j ako j sou sacharidy, bílkoviny, vitamíny, minerální látky 
a další tělu prospěšné aktivní látky. 

V praktické části byly analyzovány vzorky vybraných netradičních cereálií, konkrétně 
amaranth, čirok, jáhly, kamut, pohanka, quinoa, slzovka a teff. Amaranth, pohanka a jáhly byly 
analyzovány navíc ve formě vloček. Teff byl analyzován pouze ve formě vloček, čirok a quinoa 
byly analyzovány i ve svých barevných variantách. Nejprve byly připraveny vodné extrakty 
těchto vzorků, které byly použity pro stanovení antioxidační aktivity, stanovení celkových 
fenolických látek a flavonoidů. Pro stanovení sacharidů byly použity hydrolyzované vzorky a 
pro další základní stanovení byly využity vzorky v práškové formě. Obecně bylo nejlepších 
výsledků dosaženo při těchto stanovení u vzorku quinoi, dále pak amaranthu a pohanky. 

Kromě základních stanovení byl také analyzován obsah P-glukanů, který byl v případě 
vybraných netradičních cereálií velice nízký. Nakonec byly provedeny testy cytotoxicity 
s využitím humánních buněk. Stanovení bylo provedeno pomocí MTT testů na lidských 
keratinocytech HaCaT a na lidských buňkách adenokarcinomu tlustého střeva CaCO-2. 

V poslední části práce byla provedena senzorická analýza 6 vzorků, ze kterých byla připravena 
mouka a z této mouky byly vyrobeny muffiny, které byly analyzovány a senzoricky hodnoceny. 

KLÍČOVÁ SLOVA 
pseudocereálie, netradiční cereálie, aktivní 
senzorická analýza 

látky, biologické účinky, lepek, cytotoxicita, 
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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 
(3-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 P-glucans was measured. However, the content of P-
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 ÚVOD 
V současné době se lidská populace značně zajímá o své zdraví, životní styl a s tím spojené 
potraviny, které jedinci konzumují. Značný zájem budí zejména superpotraviny, tedy potraviny 
vyznačující se vysokým obsahem živin, antioxidantů a dalších tělu prospěšných látek, čímž 
přispívají ke správné životosprávě. Zároveň se vyznačují příznivými účinky na lidské zdraví a 
snižují tak riziko vzniku civilizačních chorob. Mezi tyto potraviny patří rovněž některé 
pseudocereálie, což j e skupina rostlin, které nepatří mezi traviny, avšak jej ich využití je shodné 
s tradičními cereáliemi. 

V poslední době se v rámci lidské populace často setkáváme s různými potravinovými 
alergiemi, jako je alergie na lepek nebo celiakie. Jedná se o autoimunitní onemocnění 
způsobené nesnášenlivostí lepku. Setkáváme se však i s jedinci, kteří bez jakýchkoli 
zdravotních komplikací vyhledávají spíše bezlepkové potraviny. Proto by mohly být do 
budoucna pseudocereálie využívány jako vhodná náhrada obyčejné pšenice. V současnosti se 
již pro výrobu bezlepkového pečiva používají některé pseudocereálie, jako je například 
amaranth. Výroba těchto produktů již probíhá, avšak v minimálním množství ve srovnání 
s produkcí běžného pšeničného pečiva, které je i výrazně levnější, oproti bezlepkovému pečivu. 

Mezi významné pseudocereálie využívané v potravinářství patří například amaranth, čirok, 
jáhly, pohanka nebo quinoa. Tyto pseudocereálie se využívají jak pro přímou výrobu pečiva 
jako hlavní surovina, například při výrobě čistě bezlepkového pečiva, které se vyrábí 
z amaranthu, tak j ako obohacující složka běžného pšeničného pečiva. Kromě pečiva se můžeme 
s pseudocereáliemi setkat u různých typů sní daňových cereálií, kdy se často využívá směs více 
druhů pseudocereálií. 

V rámci této práce budou charakterizovány vybrané netradiční cereálie, z nichž právě většinu 
tvoří výše zmíněné pseudocereálie. Charakterizováno bude zejména jejich složení, tedy obsah 
sacharidů a bílkovin, dále pak různé aktivní látky, jako jsou například antioxidanty, které jsou 
tělu prospěšné. U vybraných netradičních cereálií budou rovněž charakterizovány jejich 
cytotoxické účinky a práce bude zakončena senzorickou analýzou. 
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2 TEORETICKÁ ČÁST 

2.1 Cereálie 

Obiloviny neboli cereálie jsou botanicky řazeny mezi traviny (latinsky Gramineaé) a téměř 
všechny patří do čeledi lipnicovitých (latinsky Poaceae). Společný původ obilovin čeledi 
lipnicovité předurčuje jejich vzájemnou podobnost ve struktuře, tvorbě zrna a jeho chemickém 
složení. Současně však existují i odlišnosti mezi botanickými rody, druhy i mezi jednotlivými 
odrůdami téhož druhu. Mezi obiloviny běžně pěstované pro potravinářské využití patří pšenice, 
žito, ječmen, oves, rýže, kukuřice, proso, čirok a další [1]. 

Kromě obilovin existují i pseudoobiloviny (pseudocereálie). Jedná se o rostliny, které produkují 
plody využitelné pro výrobu mouky, vhodné pro lidskou stravu a nepatří mezi ně rostliny, které 
jsou již charakterizovány jako obiloviny, luštěniny, olejnatá semena nebo ořechy. Přestože jsou 
relativně bezvýznamné v celosvětovém měřítku produkce obilovin, v určitých oblastech a 
kulturách jsou hojně využívány. Zároveň představují potenciální náhradu pro osoby s alergiemi 
na tradiční obiloviny. Jejich další výhodou je, že mohou růst v chudých půdách a při 
podmínkách, které nejsou vhodné pro jiné druhy zrn. Mezi nejznámější pseudocereálie patří 
amaranth, quinoa nebo pohanka. Existuje však mnoho dalších druhů, zejména ze třídy 
dvouděložných rostlin [2]. 

Obiloviny mají v rámci ekosystému rozhodující postavení. Osévají se na více než 50 % orné 
půdy. Představují nej pěstovanější plodiny na Zemi a jedná se tak o nej významnější plodiny pro 
existenci lidské populace. Historicky vzniklé použití obilovin v potravě zabezpečuje vysokou 
část příjmů energie a mnohdy i nemalý příjem bílkovin. Zejména v rozvojových zemích je 
energetická potřeba zajištěna až z 60 % obilovinami. Ve vyspělých zemích je podíl menší [3]. 

Dle statistik FAO OSN činila v roce 2018 světová produkce obilovin 2 609 milionů tun, a to 
včetně rýže. Došlo tak k meziročnímu poklesu globální produkce obilovin, který se odhaduje 
na 1,9 %. Naopak celosvětová produkce rýže byla v roce 2018 přibližně o 1,6 % vyšší než 
v roce 2017 a tvořila 515 milionů tun. Kromě rýže patří k celosvětově nejvíce produkovaným 
plodinám pšenice. Největšími producenty pšenice jsou Evropská unie, Čína, Indie, Rusko 
a Spojené státy americké [1][4]. 

2.2 Cereální výrobky 

Z obilovin se vyrábí velké množství potravinářských výrobků. Tyto produkty se řadí mezi 
potraviny s vysokým stupněm inovace. Vývoj nových výrobků odpovídá požadavkům 
spotřebitelů. V současné době se však výrobky odvíjí od názorů nutričních terapeutů a lékařů. 
Ti se snaží zejména o přispění k řešení zdravotních problémů populace. Na trhu se objevují 
produkty celozrnné, produkty se sníženým energetickým obsahem či zvýšeným obsahem 
vlákniny, produkty bez cholesterolu, s redukovaným obsahem tuku, ale v posledních letech také 
různé bezlepkové produkty, které jsou vyrobeny z obilovin nebo pseudoobilovin 
neobsahujících lepek. Mezi konkrétní výrobky patří různé tyčinky, nápoje s cereální přísadou, 
jako je například rýžové mléko, dále pak snídaňové cereálie, mouka, kroupy, těstoviny a další 
[1][5]. 
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2.3 Obilné zrno 

Morfologická stavba zrna všech obilovin je zhruba stejná. Liší se tvarem, velikostí a podílem 
jednotlivých vrstev. Existují zrna od tenkých a protáhlých až po téměř kulatá. 
Charakteristickým rysem pro jednotlivé obiloviny je tvar zrna i to, zda má zrno pluchy neboje 
nahé. Pšenice, žito a kukuřice mají zrna nahá. Naopak ječmen, oves, rýže, proso a některé čiroky 
mají zrna pluchatá. Pořadí jednotlivých vrstev je však shodné. Na povrchu se nachází obalové 
vrstvy obsahující vlákninu. Endosperm je tvořen jednou vrstvou aleuronových buněk, tzv. 
aleuronovou vrstvou a moučným jádrem. Nejmenší částí zrna je pak klíček neboli zárodek. 
Rozměry zrna se mohou lišit i v rámci jednoho druhu v závislosti na odrůdě, klimatických 
podmínkách, lokalitě růstu, kvalitě půdy a agrotechnice. Je tedy zřejmé, že skutečná velikost 
zrna je ovlivněna mnoha faktory a je nemožné předem předpovídat, jakých výsledků bude 
v jednotlivých letech sklizně dosaženo [1]. Rostliny vystavené trvalému nebo opakujícímu se 
stresu mohou vykazovat širokou škálu komplexních a variabilních odpovědí. Specifická reakce, 
která se projevuje, závisí zejména na závažnosti poruchy. Čas pro vývoj zrna je často zkrácen 
a dochází k redukci počtu buněk endospermu, čímž dochází ke snížení obsahu škrobu ve zralém 
zrnu. Mezi faktory vystavující rostlinu stresovým podmínkám patří sucho, teplo, vysoká 
salinita, nedostatek dusíku, vysoký obsah oxidu uhličitého, zima nebo kyselost [6]. Zastoupení 
hlavních chemických složek v jednotlivých částech zrna j e velmi rozdílné [1]. 

2.4 Chemické složení obilovin 

Obiloviny jsou hlavním zdrojem energie, bílkovin, vitaminů skupiny B a minerálů pro světovou 
populaci. Jsou považovány především za potraviny kalorické, ale také jako významný zdroj 
vlákniny [7]. Obilná zrna a výrobky z nich získaly popularitu díky svému pozitivnímu účinku 
na lidské zdraví. Ten je dán antioxidačními vlastnostmi, které jsou spojeny s ochranou před 
chronickými nemocemi [8]. Zároveň jsou významným zdrojem fytochemikálií, jako jsou 
fenolové kyseliny, flavonoidy, anthokyany, fytosteroly, karotenoidy a další látky [7]. 
V rýžových otrubách a oleji z nich vyrobeném se nachází y-oryzanoly, které mají až desetkrát 
vyšší antioxidační vlastnosti než tokoferoly. Kukuřičné otruby jsou zase jedním z nejlepších 
zdrojů kyseliny ferulové ve srovnání s jinými obilovinami, ovocem nebo zeleninou. Otruby 
čiroku jsou jedinečným zdrojem 3-deoxyanthokyanidinu, což je vzácný typ flavonoidu, který 
vykazuje silné cytotoxické účinky. Pšeničné a žitné otruby obsahují arabinoxylany, které 
přispívají ke snížení hladiny glukózy v krvi, ovesné otruby jsou pak významným zdrojem 0-
glukanů [9]. 

2.4.1 Sacharidy 

Obiloviny obsahují množství sacharidů od jednoduchých cukrů (monosacharidů) až po 
vysokomolekulárni polysacharidy. V obilném zrnu jsou některé sacharidy obsaženy pouze 
v malém množství, naopak jiné představují až desítky procent z celkového obsahu zrna. Mezi 
hlavní sacharidy obsažené v obilovinách jsou řazeny volné cukry, škrob, celulóza, pentozany 
nebo P-glukany [1]. 

Sacharidy představují asi 65-70 % pšeničného zrna, přičemž podobné hodnoty jsou udávány 
i u dalších typů obilovin. Hodnoty obsahu sacharidů se liší mezi jednotlivými studiemi, ale 

11 



řádově udávají přibližně 1 % nebo méně mono a disacharidů, asi 1 % oligosacharidů, 1-2 % 
fruktanů, 65-70 % škrobu a přibližně 10 % polysacharidu buněčných stěn [10]. 

2.4.1.1 Mono a oligosacharidy 

Monosacharidy jsou jedny z nej významnějších strukturních komponent hlavních biomolekul, 
jako jsou polysacharidy, nukleové kyseliny, glykolipidy a glykoproteiny [11]. Hlavními 
monosacharidy tvořící nerozpustnou vlákninu amaranthu, která představuje asi 5-8 % obilného 
zrna, jsou glukóza (57,35 %), arabinóza (21,77 %), xylóza (8,71 %), galaktóza (6,07 %), 
rhamnóza (3,95 %), manóza (1,59 %) a fukóza (0,55 %). Podobné složení pak bylo prokázáno 
u quinoi a dalších cereálií [12]. 

Oligosacharidy jsou tvořeny monosacharidovými jednotkami, které jsou vzájemně spojeny 
glykosidickými vazbami. Mezi významné oligosacharidy patří maltóza, isomaltóza nebo 
sacharóza. Ve zralém neporušeném zrnu se však oligosacharidy vyskytují pouze ve velmi 
nízkých koncentracích [13]. Oligosacharidy mohou být izolovány z rostlinných materiálů nebo 
syntetizovány enzymaticky a v potravinářském průmyslu se využívají jednoduché 
oligosacharidy jako bifidogenní látky [14]. 

2.4.1.2 Polysacharidy 

Vedle bílkovin jsou nej významnější skupinou biopolymerů obilovin polysacharidy. Představují 
významný zdroj energie pro organismus. Jejich štěpením pokrývají živé systémy značnou část 
svých energetických potřeb, zejména pak v období začátku růstu nové rostliny. Stavební 
polysacharidy tvoří základ buněčných stěn rostlin. Mezi ně patří celulóza, hemicelulózy, lignin 
a další. Kromě zásobních a stavebních polysacharidu existují tzv. rozpustné nebo ve vodě 
bobtnající polysacharidy, které mohou způsobovat koloidní vlastnosti [13]. 

Struktura polysacharidu je dána monosacharidovými jednotkami, které jsou vzájemně vázány 
glykosidickými vazbami. Často jsou tvořeny pouze jedním typem monosacharidu, a tak je jejich 
struktura ve srovnání s proteiny méně složitá. Polysacharidy dělíme na škrob a neškrobové 
polysacharidy [1]. 

2.4.1.3 Škrob 

Škrob je primárním zásobním sacharidem v mnoha rostlinách a je důležitým poly sacharidem 
v potravinách, krmivech a průmyslu [15]. Je tvořen dvěma polymery glukózy - amylózou, která 
obsahuje jednoduché nerozvětvené a (1—>4) spojené řetězce několika tisíc glukózových 
jednotek a amylopektinem, který je naopak velice rozvětvený s a (1—>4) a a (1—>6) vazbami. 
Amylopektin může obsahovat i více než 100 000 glukózových jednotek. Není přítomen ve 
vnějších vrstvách zralého zrna [16]. V době zrání však dochází k akumulaci škrobu v buňkách 
endospermu, kde jsou rovněž ukládány proteiny [17]. Průměrný obsah škrobu v obilném zrnu 
se pohybuje v rozmezí 65-70 % [1]. Z neznámého důvodu obsahuje škrob obilovin nízké 
koncentrace fosfátových esterů vázaných na škrob, které vznikají fosforylací. K ní dochází 
v podstatě ve všech rostlinách a jedná se o jedinou přirozenou modifikaci škrobu [15]. 

12 



2.4.1.4 Neškrobovépolysacharidy 

Hlavními neškrobovými polysacharidy obilovin jsou celulóza a hemicelulózy, tedy P-glukany 
a pentozany. Společně s dalšími polysacharidy, glykoproteiny a ligninem jsou důležitou 
složkou buněčné stěny endospermu obilovin. Neškrobové polysacharidy vytváří společně 
s dalšími rostlinnými složkami vlákninu. Ta je definována jako jedlá část rostliny, která je 
odolná vůči trávení a absorpci v lidském tenkém střevě. Vláknina se často dělí na ve vodě 
rozpustnou a nerozpustnou. P-glukany a arabinoxylany se nacházejí jak ve formě rozpustné, tak 
ve formě nerozpustné vlákniny. Naopak celulóza je tuhá, vysoce krystalická a nerozpustná. 
Mezi nerozpustnou vlákninu bývají dále řazeny lignin, rezistentní škrob, nehydrolyzovaný 
protein, taniny akutiny [18]. 

Celulóza je polysacharid, který je tvořen mikrovlákny sestávajících se z D-glukopyranózových 
jednotek, které jsou spojeny P (1—»4) glykosidickou vazbou [19]. Jedná se o nej rozšířenější 
polysacharid v rámci biosféry [20]. 

Pentozany jsou hlavní složkou hemicelulóz a jsou asociovány s dalšími složkami včetně 
celulózy, P-glukanů, glykoproteinů a polyfenolů. Vykazují vysokou afinitu k vodě a jsou 
částečně zodpovědné za vysokou absorpci vody [21]. Nej zajímavějšími jsou pentozany 
arabinózy a xylózy, tzv. arabinoxylany. Nacházejí se v obilovinách, převážně vžitu [22]. 
Bohatým zdrojem arabinoxylanů jsou také pšeničné otruby [19]. Jsou známy mnohé zdravotní 
výhody a již příjem 2-10 g arabinoxylanů denně snižuje hladinu cholesterolu a glukózy v krvi 
[22]. 

2.4.1.5 P-glukany 

Jednou z nej důležitějších částí vlákniny jsou P-glukany. Jedná se o nerozvětvený polysacharid 
složený z (1—>4) a (1—»3) vázaných P-D-glukopyranózových jednotek v různých poměrech. 
Různé formy P-glukanů mají významné pozitivní účinky na srdeční onemocnění, snížení 
cholesterolu a glykemické odezvy. Kromě toho byl popsán vliv P-glukanů na růst laktobacilů a 
bifidobakterií v experimentech na krysách a ve studiích in vitro. Ze všech obilných zrn obsahují 
nejvyšší podíl P-glukanů v sušině ječmen (3-11 %) a oves (3-7 %). Naopak pšenice obsahuje 
méně než 1 % p-glukanů v sušině [14]. V pseudocereáliích jako je pohanka, amaranth nebo 
jáhly se pak P-glukany vyskytují v minimálních koncentracích, a to v rozmezí od 0,01 do 
0,15 % v sušině [23]. 

H r » H P H A H H O H 

Obrázek 1: Základní struktura j3-glukanů v cereáliích se smíšenou (l—*3) a (l—*4) vazbou [23] 
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2.4.2 Bílkoviny 

Hlavním zdrojem rostlinných proteinů jsou semena rostlin. Jako omezené zdroje mohou sloužit 
také plody, listy, hlízy, bulvy a další. Z rostlinných materiálů jsou nej významnějším zdrojem 
proteinů pro výživu člověka obiloviny. Větší část proteinů je soustředěna ve vnějších vrstvách 
zrna, ve vnitřních je obsah značně nižší [24]. Zralá zrna obsahují podle druhů a odrůd nejčastěji 
9-13 % bílkovin v sušině [13]. U některých obilovin, jako je například quinoa nebo amaranth 
se dokonce setkáváme s vyšším obsahem bílkovin, a to až 17 % [25]. 

Základními bílkovinami všech obilovin jsou albuminy, globulíny, prolaminy a gluteliny. 
Složení aminokyselin potravin rostlinného původu je odlišné proti potravinám živočišného 
původu. Většinou obsahují velké množství kyseliny asparagové a glutamové včetně jejich 
amidů [24]. 

Obilné proteiny jsou klasifikovány do frakcí dle jejich rozpustnosti ve vodě (albuminy), 
zředěných roztocích solí (globulíny), 40-70% vodném roztoku ethanolu (prolaminy) a zředěné 
kyselině octové (gluteliny). Albuminy a globulíny se skládají z metabolických a ochranných 
proteinů, jejichž hlavní funkcí je vývoj zrna a rezistence vůči patogenům a škůdcům. Prolaminy 
a gluteliny jsou zásobními proteiny, které slouží jako zdroj aminokyselin a dusíku během 
klíčení [26]. 

2.4.2.1 Lepek 

Unikátním proteinem obilovin je tzv. lepek. Jedná se o pevný gel, který tvoří pšeničné gliadiny 
a gluteniny, které omezeně bobtnají za přítomnosti kyslíku. Lepek je příčinou vlastností těsta, 
jako jsou tažnost a pružnost. Průmyslově získávaný, tzv. vitální lepek vykazuje velký rozptyl 
obsahu složek. Tradičně jsou uvažovány jako klíčová složka proteiny dvou frakcí - prolaminy 
a gluteliny [1]. U běžných cereálií představuje lepek značný podíl z celkového množství 
proteinů. U pšenice je to 31 %, u žita 24 %, u ovsa až 25 %. Alternativními zdroji těchto obilovin 
jsou tzv. „gluten-free" neboli bezlepkové cereálie, mezi které se řadí téměř všechny 
pseudocereálie. Jako bezlepkové se označují rýže, kukuřice, čirok, jáhly, pohanka, quinoa nebo 
amaranth. [25]. 

Dle PROVÁDĚCÍHO NAŘÍZENÍ KOMISE (EU) č. 828/2014 o požadavcích na poskytování 
informací o nepřítomnosti či sníženém obsahu lepku v potravinách spotřebitelům lze označit 
potraviny několika způsoby. Potraviny, které jsou označené tvrzením „bez lepku" mohou být 
takto označeny pouze v případě, kdy neobsahuje potravina v konečném stavu více než 20 mg/kg 
lepku [27]. 

2.4.3 Lipidy 

Úloha lipidů ve výživě je velmi rozmanitá. Kromě vlastních triacylglycerolů obsahují tukové 
výrobky různé doprovodné látky významné pro výživu. Tuky se dělí podle původu na živočišné 
a rostlinné [28]. 

Obilná zrna jsou na lipidy poměrně chudá. Při extrakci etherem byl zjištěn obsah lipidů asi 
1,9 %, při extrakci polárním rozpouštědlem 2,2 % a po kyselé hydrolýze 2,5 %. Výjimkou 
je oves, v jehož zrnuje obsaženo okolo 6 % lipidů. Vyšší obsah lipidů je patrný v klíčcích, 

14 



a to až 64 % [1]. Z některých obilovin se lisují oleje (kukuřičný olej), které jsou ceněny pro 
svůj vysoký podíl nenasycených mastných kyselin [13]. 

2.4.4 Vitaminy 

Vitaminy můžeme rozdělit do dvou kategorií, na vitaminy rozpustné v tucích, mezi které patří 
vitaminy A, D, E a K a na vitaminy rozpustné ve vodě, mezi které se řadí vitaminy skupiny B, 
vitamin C a H [29]. U obilovin se nacházejí v obalových vrstvách a klíčku v podstatně větším 
množství než v endospermu. Obiloviny jsou především považovány za zdroj vitaminů 
skupiny B [1]. Thiamin a riboflavin jsou obsaženy v obalových vrstvách a klíčcích většiny 
obilovin. V moukách zbývá pak podle stupně vymletí pouze 10-40 % původního obsahu 
vitaminů B [13]. Thiamin se nachází v ječmeni, pohankové krupici nebo prosu. Zdrojem 
thiaminu je také hnědá rýže a divoká rýže. Vitaminu B2 (riboflavin) je ve velké míře obsažen 
v pohance. Hnědá rýže pak obsahuje až dvojnásobné množství riboflavinu než ostatní druhy 
rýže [30]. Kyselina nikotinová a další ze skupiny vitaminů B jsou ve vyšších množstvích 
přítomny v pšenici, ječmeni, pohance či prosu [13]. 

Vitaminy rozpustné v tucích mají významnou roli při udržení metabolických funkcí u lidí 
i jiných druhů. Společně s triglyceridy, steroly, fosfolipidy a dalšími minoritními sloučeninami 
představují část lipidové frakce [31]. Z vitaminů rozpustných v tucích je v obilovinách 
zastoupen vitamin E, který je významným antioxidantem. Nachází se zejména v rýžových 
otrubách a obilných zrnech [32]. V nízkém množství je v cereáliích obsažen i vitamin K [33]. 

2.4.5 Minerální látky 

Minerální látky jsou souhrnně označovány jako „popel" a jedná se o anorganický zbytek po 
spálení rostlinného materiálu. Tímto způsobem se zároveň stanovuje souhrn minerálních složek 
obilovin. Obsah popela se v celých zrnech různých obilovin pohybuje od 1,25 do 2,5 % [13]. 

Minerály jsou esenciálními látkami pro metabolismus a homeostázu lidského těla. Nedostatek 
může vést k projevu různých poruch a nemocí. V obilovinách jsou zastoupeny ve větším 
množství hlavně vápník (1 580-1 620 mg/100 g), draslík (600-1 180 mg/100 g), fosfor (215-
260 mg/100 g), hořčík (220-240 mg/100 g), železo (13,9-14,5 mg/100 g) a zinek (4-
8 mg/100 g) [34]. 

Zajímavostí je, že velké množství bezlepkových potravin obsahuje nedostatečné množství 
vápníku, hořčíku a železa [35]. Naopak pseudocereálie, jako je amaranth, quinoa nebo pohanka 
jsou dobrým zdrojem výše uvedených minerálů. Dokonce bylo zjištěno, že ze všech obilovin 
obsahuje amaranth nejvyšší množství minerálů, následovaný quinoou a pohankou [36]. 

2.4.6 Antioxidanty 

Antioxidanty jsou látky, které inhibují nebo uhasínají volné kyslíkové radikály a tím zamezují 
poškozování buněk. Účinek antioxidantů se liší dle jejich druhu, výskyt je však univerzální. 
Antioxidanty existují jak v enzymové, tak v neenzymové formě [37]. Antioxidační enzymy 
odstraňují aktivní volné radikály dříve, než dojde k iniciaci oxidačního poškození buněk. 
Prvním charakterizovaným antioxidačním enzymem byl enzym kataláza. Dalšími 
anti oxidačními enzymy jsou glutathion peroxidáza nebo superoxiddismutáza. Významným 

15 



antioxidantem nacházejícím se v obilovinách je vitamin E. Dalšími jsou karotenoidy, 
flavonoidy a jiné fenolické látky [38]. Celková antioxidační aktivita dosahuje 0,40-0,67 mg/g 
vzorku u amaranthu, 1,55 mg/g u quinoi a až 3,8 mg/g u pohanky [39]. 

2.4.6.1 Fenolické látky 

Fenolické sloučeniny jsou značně rozšířeny v rostlinách, zelenině, ovoci, obilninách a 
luštěninách. Jsou důležitou skupinou přírodních antioxidantů s možnými příznivými účinky na 
lidské zdraví. Z hlediska spotřeby jednotlivých druhů potravin, představují zelenina, ovoce a 
obiloviny nej důležitější zdroj fenolických látek [40]. Hlavními sloučeninami vyskytujícími se 
v obilném zrnu jsou fenolové kyseliny, flavonoidy a taniny [41]. Studie prokázaly, že 
pravidelný příjem celých zrn a celozrnných produktů se pojí se snížením rizika vzniku 
chronických onemocnění jako jsou kardiovaskulární onemocnění, diabetes typu 2, některé 
druhy rakoviny a další. Celozrnné produkty jsou bohaté na fotochemikálie. Dokonce obsahují 
množství bioaktivních látek srovnatelné s jejich množstvím v ovoci a zelenině [42]. Obsah 
fenolických látek v obilovinách se pohybuje od 0,5-2 mg/g vzorku u amaranthu, 3,5 mg/g 
vzorku u quinoi, 2,2 mg/g u čiroku bílého a 0,65 mg/g vzorku u čiroku červeného až po 8,2 mg/g 
vzorku u pohanky [39] [43]. 

2.4.6.2 Flavonoidy 

Flavonoidy jsou velice rozsáhlou skupinou rostlinných fenolů obsahujících v molekule dva 
benzenové kruhy spojené tříuhlíkatým řetězcem. Množství všech flavonoidů se odhaduje na 
5 000, avšak stále dochází k novým objevům. Vyskytují se ve formě vonných látek, glykosidů 
nebo polymerů. Flavonoidy dělíme podle stupně oxidace C3 řetězce a jeho substituce na 
katechiny, leukoanthokyany, flavanony, flavanonoly, flavony, flavonoly a anthokyany [24]. 

V pseudocereáliích jako je pohanka, amaranth nebo quinoa byly objeveny flavonoidy rutin, 
vitexin, orientin, hesperidin a další [24]. Z flavonoidů jsou v obilovinách ve větším množství 
obsaženy anthokyany, existuje velké množství obilovin, které jsou přirozeně pigmentovány. 
Tyto barevné cereálie, mezi které patří například fialová kukuřice, černá, červená a hnědá rýže, 
bývají bohaté na anthokyany. Kromě těchto obilovin j sou anthokyany zastoupeny také v pšenici 
nebo ječmeni [44]. 

2.4.6.3 Karotenoidy 

Karotenoidy jsou žluté a oranžové převážně lipofilní pigmenty rostlin, hub, řas, 
mikroorganismů a živočichů. V rostlinách j sou asociovány s chlorofyly v chromoplastech. 
V současnosti je známo přes 700 přirozeně se vyskytujících karotenoidních pigmentů [24]. 
Karotenoidy se dělí do dvou skupin na karoteny a xantofyly. V obilovinách se karotenoidy 
vyskytují přirozeně ve volné nebo esterifikované formě v závislosti na genotypu rostliny [45]. 
Některé obiloviny, jako například žlutá kukuřice a pšenice obsahují relativně vysoké množství 
karotenoidů, zejména pak lutein. Existují i synteticky připravené obiloviny, jako je tritordeum, 
které obsahuje vyšší množství karotenoidů než běžné obiloviny [46]. 
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2.5 Studované netradiční cereálie 

2.5.1 Amaranth 

Amaranth (Amaranthus), neboli laskavec je zástupce čeledi laskavcovité (Amaranthaceae), 
která zahrnuje více než 60 druhů. Některé z nich jsou pěstovány jako cereálie, zelenina nebo 
také jako okrasné rostliny, jiné jsou považovány za plevel [47]. Jedná se o jednu z nej starších 
obilovin na světě, která byla pěstována již před 4 000 lety. Amaranth sloužil jako potrava Mayů, 
Aztéků a Inků a byl téměř stejně důležitý jako kukuřice nebo fazole. V současné době je 
pěstován v různých částech světa, jako jsou Jižní a Střední Amerika, Afrika, Indie, Čína a 
Spojené státy americké [48]. V posledních desetiletích byla nutriční hodnota amaranthu široce 
studována a bylo zjištěno, že amaranth obsahuje 12,6-18 % bílkovin, 5-8 % tuku, 60-65 % 
sacharidů a 3-5 % vlákniny [49]. 

2.5.2 Čirok 

Cirok (Sorghum) je obilninou z čeledi lipnicovité (Poaceae). Jedná se o pátou nej pěstovanější 
obilninu na světě s původem v Africe, kde byla pěstována již před 3 000 až 5 000 lety. 
V současnosti je nám známo více jak 7 000 druhů čiroku [50]. Čirok je znám jako zdroj 
fenolických a jiných bioaktivních látek, avšak z důvodu obsahu anti-nutričních faktorů je 
využíván spíše jako krmivo pro dobytek. V západních zemích se však čirok stal důležitou 
plodinou pro lidskou populaci, zejména díky odolnosti vůči nepříznivým podmínkám, jeho 
nutričním a funkčním vlastnostem [51]. Exosperm je tvořen převážně neškrobovými 
polysacharidy a fenolickými látkami jako jsou například taniny. Hlavními složkami 
endospermu j sou škrob (60-70 %) a proteiny (10-12 %). Dále jsou v endospermu obsaženy 
vitaminy skupiny B a minerální látky. Zárodek je pak bohatý na lipidy, vitaminy rozpustné 
v tucích, vitaminy skupiny B a minerální látky [50][52]. 

2.5.3 Jáhly 

Jedná se o vyloupané proso (Panicům), zástupce čeledi lipnicovité (Poaceae). Jsou 
bezlepkovou potravinou s vysokým obsahem vlákniny, bohaté na obsah minerálních látek. 
Díky vysokému obsahu vlákniny mají jáhly nízký glykemický index a mohou snižovat riziko 
vzniku kardiovaskulárních onemocnění [53]. Existuje několik druhů prosa, jako je například 
Pannisetum glaucum, šestá nejpěstovanější obilnina na světě, pěstovaná v Indii a Číně. Pěstuje 
se zejména v suchých a polosuchých tropických oblastech a jedná se o levný zdroj potravy 
zejména v chudých částech světa. Obsahuje zejména velké množství železa a zinku [54][55]. 

2.5.4 Kamut 

Pšenice Khorasan (Triticum turanicum) je zástupce čeledi lipnicovité (Poaceae). Byla poprvé 
popsána roku 1921 Johnem Percivalem. Svůj název získala dle svého původu, Perské provincie 
Khorasan, někdy je proto označována jako Orientální pšenice. Dříve byla považována za hybrid 
mezi pšenicí tvrdou a pšenicí polskou. V současnosti je však dle parametrů své obilky 
považována za kombinaci více druhů pšenice. Název Kamut získala od značky produktů zdravé 
výživy Kamut®, která si získala značnou pozornost v 90. letech minulého století. V současnosti 
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je pěstována zejména v malém regionu Severní Ameriky na území státu Montana, Severní 
Dakota a kanadských provincií Alberta a Saskatchewan [56]. 

2.5.5 Pohanka 

Pohanka (Fagopyrum) je rostlina z čeledi rdesnovité (Polygonaceae) pocházející z Cíny. 
V současnosti je pěstována v chladných horských oblastech Ruska, Cíny a Ukrajiny, které jsou 
zároveň nej většími producenty pohanky [57]. Pohanka se zpracovává ve formě krup, mouky, 
nudlí, ale vyrábí se také pohankový čaj. Jedná se o nutričně významnou obilovinu, používanou 
v Asijské i Evropské kuchyni. Pohanka je hlavním zdrojem rutinu a flavonoidů, které mají 
příznivé účinky na zdraví, působí jako antioxidanty a mají protizánětlivé účinky [58]. Obsah 
sacharidů je až 70 %, z čehož asi 50 % představuje škrob. Obsah proteinů j e však pouze 9,6 %. 
Pohanka je bohatým zdrojem lysinu, který představuje až 6 % z celkového obsahu aminokyselin 
[59]. 

2.5.6 Quinoa 

Quinoa neboli merlík čilský (Chenopodium quinoa) je rostlinou z čeledi laskavcovitých 
(Amaranthaceae). Pochází z oblasti regionu Altiplano nacházejícího se v Andách, kde byla 
pěstována již po staletí. Díky své genové variabilitě se umí adaptovat na chladné horské klima 
i na subtropické podmínky. Hlavními producenty jsou Bolívie a Peru, dále pak v Ekvádor a 
Argentina. V současnosti je však produkce celosvětová a quinoa je pěstována ve Spojených 
státech Amerických, Kanadě, Austrálii, Číně, Spojeném království a Indii [60]. Společně 
s jinými pseudocereáliemi obsahuje značné množství fenolických látek, antioxidantů, vitaminů 
a minerálních látek v porovnání s běžnými cereáliemi [61]. Dle různých studií obsahuje quinoa 
64-74 % sacharidů v sušině. Množství vlákniny dosahuje 7,0-16,3 %, což je mnohem vyšší 
množství, než je tomu u běžných cereálií. Obsah bílkovin v quinoije asi 13,1-16,7 % a obsahuje 
aminokyseliny jako jsou lysin, methionin a threonin [62] [63]. 

2.5.7 Slzovka obecná 

Slzovka obecná neboli Jobovy slzy (Coix lacryma-jobí) je tropická obilnina z čeledi lipnicovité 
(Poaceae). Je pěstována zejména ve východní, jihovýchodní Asii a Indii. Zrna se konzumují 
syrová, pečená, vařená nebo se suší a melou na mouku. V Číně a Koreji se využívají pro 
přípravu fermentovaných alkoholických nápojů [64]. Slzovka obecná obsahuje více než 60 % 
škrobu, a proto se v potravinářském průmyslu využívá jako významný zdroj škrobu. Na rozdíl 
od jiných surovin, však obsahuje velmi nízký obsah amylózy (0-8 %) [65]. 

2.5.8 Teff 

Teff neboli Milička habešská (Eragrostis tef) je tropickou obilninou z čeledi lipnicovité 
(Poaceae), pocházející z Etiopie. Jedná se o obilninu s nejmenšími zrny na světě, která je velmi 
dobře adaptovatelná na různé přírodní podmínky. Popularitu si získal díky svým vlastnostem. 
Jedná se o bezlepkovou cereálii, která je nutričně bohatou potravinou. Obsahuje velké množství 
minerálů jako je vápník, železo nebo hořčík v porovnání s pšenicí, ječmenem, čirokem nebo 
prosem. V současnosti je pěstován zejména ve Spojených státech Amerických, Jižní Africe, 
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Austrálii a Kanadě [66]. Obsah proteinů v teffu je přibližně 8,5 % a hlavní bílkovinnou složkou 
teffu jsou globulíny a prolaminy. Sacharidy představují až 80 % obilného zrna teffu [67]. 

2.6 Používané analytické metody 

2.6.1 UV-VIS spektrofotometrie 

Molekulová absorpční spektroskopie patří mezi optické metody a zabývá se interpretací změn 
v UV-VIS oblasti. Tyto změny nastávají v molekulách látek při absorpci záření v rozmezí 
vlnových délek 200-800 nm. Při absorpci energie dochází k přechodu valenčních elektronů. 
Tyto přechody jsou charakterizovány hodnotou vlnové délky pro maximum pásu Amax a 
intenzitou pásu. V analytické chemii se tato intenzita nejjednodušeji vyjádří jako hodnota 
molárního absorpčního koeficientu emax, která se vypočítá z hodnoty absorbance Amax změřené 
pro roztok látky o koncentraci c v kyvetě tloušťky 1 cm při vlnové délce Amax dle Bouguer-
Lambert-Beerova zákona [68]. 

2.6.2 Stanovení antioxidační aktivity 

Měření antioxidační aktivity potravin a různých surovin používaných v potravinářství a 
kosmetice vzbuzuje v posledních letech značný zájem. Měření antioxidační aktivity přináší 
informace, jako je rezistence vůči oxidaci, kvantitativní množství antioxidantů nebo 
antioxidační aktivitu, kterou mohou tyto látky působit [69]. 

Antioxidační aktivita se měří metodou TEAC neboli Trolox Equivalent Antioxidant Capacity. 
Tato metoda využívá produkce radikál katiónu ABTS*+, který vzniká oxidací 2,2'-azinobis(3-
etylbenzothiazolin-6-sulfonátu). Takto vzniklý radikál je zhášen pomocí antioxidantů a měřen 
je pokles absorbance. Koncentrace antioxidantů poskytuje stejné změny absorbance jako 
odpovídající množství troloxu, na které se tato metoda kalibruje. Aktivita antioxidantů je 
měřena spektrofotometricky při 734 nm. Toto stanovení je závislé na mnoha faktorech jako je 
koncentrace ABTS*+, množství vzorku nebo čas [70][71]. 

ABTS Q,m^ = 734 nm) ABTS 2" (bezbarvé) 

Obrázek 2: Reakce ABTS radikálu v přítomnosti antioxidantu, převzato a upraveno z [69] 
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2.6.3 Enzymové stanovení p-glukanů (Mixed-linkage P-glucan assay kit) 

Jedná se o jednoduchou kvantitativní metodu umožňující přímou analýzu (1—>3) (1—>4)-P-D-
glukanů vječmenné mouce nebo sladu. Smíšená vazba P-glukanů je specificky 
depolymerizovaná enzymem lichenázou (systematicky zvaným (1—»3) (1—>4)-P-D-glukan 
hydroláza) a následně specificky a kvantitativně hydrolyzována na glukózu enzymem P-D-
glukosidázou. Glukóza je potom stanovena za účasti glukosidázy. Tato metoda je vhodná pro 
stanovení P-glukanů v ječmeni a jemu podobných vzorcích [72]. 

- 4 G - 4 G 
I 

3 G - 4 G - 4 G 

+ Lichenaza 

3 G - 4 G - 4 G 
• I 

3 G - 4 G - 4 G 

3 G - 4 G -

G - G G - G - G G - G - G 
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G G G 
n > l 

|3 - gluko o ligo s acharidy 

D-glukóza 

Obrázek 3: Stanovení fí-glukanů pomoci Mixed-linkage fí-glucan assay kit 

2.6.4 Imunochemické stanovení lepku (RIDASCREEN® Gliadin competitive) 

V současné době jsou pro stanovení lepku v potravinách často využívány ELIS A testy. Jejich 
detekční limity se pohybují totiž v nízkém rozsahu ppm [73]. 

Kit RIDSACREEN® Gliadin competitive využívá monoklonální protilátku R5, která specificky 
reaguje s celiakálním toxickým epitopem QQPFP gliadinu, čímž dochází ke zvýšení specifity 
testu. Protilátka R5 je schopná rozpoznávat imunostimulační epitopy bohaté na prolin a 
glutamin nacházejících se v pšenici a příbuzných obilovinách [73][74]. 
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2.6.5 Testování cytotoxicity 

Pojem cytotoxicita je běžně používán pro označení potenciálu látek vyvolat změny v buněčném 
chování a významných buněčných procesech, které následně spouštějí buněčnou smrt nebo 
způsobují vyšší úmrtnost buněk. Buňky jsou schopné projevit specifickou odezvuj ako výsledek 
vystavení různým chemikáliím nebo fyzickému stresu. V současné době existuje několik metod 
pro testování cytotoxicity. Mezi běžně sledované parametry využívané při měření cytotoxicity 
patří propustnost buněčných membrán, obsah buněčných metabolitů, mitochondriální funkce, 
lysozomální funkce nebo buněčná smrt [75]. 

2.6.5.1 Buněčné kultury 

V současnosti jsou buněčné kultury využívány v různých vědních disciplínách, jako jsou 
například biotechnologie nebo farmaceutický průmysl. Zároveň se buněčné kultury používají 
pro studium biologických procesů [76]. 

Pro studium cytotoxicity lze využít nespočet buněčných kultur. V současnosti se často využívají 
kožní buňky jako jsou například HaCaT keratinocyty, dále pak jaterní buňky aj. Použití 
buněčných kultur závisí na testované látce, jejím místě působení atd. [76][77]. 

2.6.5.2 MTT test cytotoxicity 

Mnoho studií se zabývá měřením přežití nebo rozmnožování savčích buněk. Toho může být 
dosaženo několika metodami. Při této metodě je dosaženo kratší doby trvání analýzy na rozdíl 
od metod jiných. MTT test cytotoxicity využívá spektrofotometrického stanovení pomocí 
metody ELISA, kdy může být měřeno velké množství vzorků s vysokým stupněm přesnosti 

MTT test je kolorimetrickou metodou založenou na měření viability buněk, který je založen na 
tetrazoliové soli MTT (3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid). Při testování 
dochází k redukci žluté tetrazoliové soli M T T na fialové krystaly formazanu v přítomnosti 
živých buněk [74] [78]. K redukci dochází působením buněčných NAD(P)H oxidoreduktáz, 
které jsou přítomny v cytoplazmě, plazmatické membráně a v mitochondriích [79]. 

[78]. 

mitochondriální reduktáza 9 
Br 

M T T Fonnazan 
Obrázek 4: Stanovení cytotoxicity MTT testem, převzato a upraveno z [80] 
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2.6.6 Senzorická analýza 

Senzorická analýza je definována jako metoda využívající se k vyvolání, měření, analýze a 
interpretaci reakcí na podněty, které jsou vnímány smysly. Jedná se o vědu, zabývající se 
hodnocením organoleptických vlastností potravin pomocí lidských smyslů. Při senzorické 
analýze se nejčastěji sleduje vzhled, tedy viditelné vlastnosti produktu. Dále pak chuť, pach, 
barva nebo textura. Dle složitosti zkoušky se udává počet vzorků pro analýzu, např. při 
hodnocení chuti by se nemělo podávat více než 5 až 6 vzorků, při hodnocení textury 8 až 10 
vzorků. Při hodnocení barvy a vzhledu pak může být pro senzorickou analýzu použito 20 až 30 
vzorků [81]. 
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3 CÍL PRÁCE 

Cílem bakalářské práce je analýza vybraných složek a ověření biologických účinků některých 
tzv. netradičních cereálií. 

Práce byla řešena v následujících krocích: 

• Rešerše zaměřená na netradiční cereálie a jejich aktivní složky 
• Optimalizace metod analýzy struktury a účinků aktivních látek 
• Analýza obsahu aktivních složek, stability a biologické aktivity vybraných cereálií 
• Senzorická analýza 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
4.1 Seznam použitých chemikálií 

Kyselina chlorovodíková konc, Lach-Ner (ČR) 

Kyselina sírová konc, Lach-Ner (ČR) 

Síran sodný, Lach-Ner (ČR) 

Síran měďnatý pentahydrát, Sigma-Aldrich (SRN) 

Fenol, p.a., Lach-Ner (ČR) 

Glukóza monohydrát, p.a., Lach-Ner (ČR) 

Hydroxid sodný, Lach-Ner (ČR) 

ABTS - 2,2-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonová kyselina), Sigma-Aldrich (SRN) 

Peroxodisíran draselný, Sigma-Aldrich (SRN) 

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

Trolox, Sigma-Aldrich (SRN) 

Folin-Ciocalteauovo činidlo, Penta (ČR) 

Uhličitan sodný, Lach-Ner (ČR) 

Kyselina gallová, Sigma-Aldrich (SRN) 

Dusitan sodný, p.a., Lachema (ČR) 

Chlorid hlinitý, p.a., Lach-Ner (ČR) 

Katechin, Sigma-Aldrich (SRN) 

D M E M médium, Sigma-Aldrich (SRN) 

E M E M médium, Sigma-Aldrich (SRN) 

Dodecylsíran sodný, Serva (SRN) 

MTT, Duchefa Biochemie (NL) 

Trypsin, Versene EDTA, P-Lab (ČR) 

FBS fetální bovinní sérum, HyClone (USA) 

Dihydrogenfosforečnan draselný p.a., Vitrum-LachNer (ČR) 

Chlorid sodný p.a., Vitrum-LachNer (ČR) 

Antibiotic-Antimycotic 100X (Biosera), Biotech (SRN) 

Kit pro stanovení ß-glukanu, Mixed-linkage ß-glucan assay kit, Megazyme (IRL) 

Kit pro stanovení lepku, RIDASCREEN® Gliadin competitive, R-Biopharm (SRN) 

4.2 Seznam použitých pomůcek a přístrojů 

Kávomlýnek E T A Fragranza, E T A (ČR) 

Předvážky Kern 440-43, Kern & Sohn GmbH (SRN) 

Analytické váhy Boeco (SRN) 

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

Inverzní biologický mikroskop I-101 L-scientific, Laboserv (ČR) 

Spektrofotometr, Helios 5, Unicam (GB) 

Spektrofotometr, NanoPhotometer® Classic, Implen GmbH (SRN) 

ELISA reader BioTek Elx808, BioTek (SRN) 

Vodní lázeň EL-20, Merci a.s. (ČR) 

Ultrazvuková lázeň PS02000 (ČR) 

Třepačka I K A Yellow Line (SRN) 

Temperovaná třepačka, Heidolph Inkubátor 1000, Labicom (ČR) 

Automatické pipety s různým rozsahem objemu - Discovery (SRN) a Biohit (SRN) 

CellCulture C 0 2 Inkubátor, ESCO (SRN) 

Biohazard box, Airstream II, ESCCO (SRN) 

Mineralizační blok Kjeldatherm KT 8s, Gerhardt (SRN) 

Destilační systém VAPODEST® 200, Gerhardt (SRN) 

4.3 Použité humánní buňky 

Pro stanovení cytotoxicity byly použity buňky HaCaT Human keratinocytes cell line, 
permanent cell line, které pocházely ze zdravého mužského dárce, ze sbírky buněčných kultur 
Cell Lines Service, Eppelheim (Německo). 

Dále byly použity buňky CaCO-2 Human Colon Adenocarcinoma cell line, permanent cell line, 
které byly izolovány z primárního nádoru tlustého střeva 721etého mužského dárce, ze sbírky 
buněčných kultur Cell Lines Service, Eppelheim (Německo). 

4.4 Materiál požitý pro senzorickou analýzu 

Cukr krystal, Cukrovar Vrbátky, a.s. (ČR) 

Čerstvé vejce z klečového chovu, třída A , OVUS - podnik živočišné výroby spol.s r.o. (ČR) 

Sluečnicový olej, Bunge Zrt. (H) 

Mléko polotučné, Mlékárna Hlinsko, a.s. (ČR) 

Kypřící prášek do pečiva, Dr. Oetker s.r.o. (SK) 
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4.5 Seznam použitých vzorků 

V rámci bakalářské práce byly analyzovány vzorky netradičních cereálií. Vybranými vzorky 
byly amaranth, amaranthové vločky, čirok bílý, čirok červený, jáhly, jáhlové vločky, kamut, 
pohanka, pohankové vločky, quinoa bílá, quinoa černá, quinoa červená, slzovka a teffové 
vločky. 

Tabulka 1: Nutriční složení analyzovaných vzorků vztažené na 100 g výrobku 

Vzorek 
Země 

původu 
Energie 
[kJ/kcal] 

Sacharidy 
ÍKl 

Cukry 

ÍKl 

Bílkoviny 
ÍKl 

Tuky [g] 

Amaranth Indie 1554/371 65,0 1,7 14,0 7,0 

Amaranthové 
vločky 

Indie 1565/374 51,0 0,0 14,0 6,5 

Čirok bílý Indie 1459/347 72,0 0,0 10,0 1,9 

Čirok červený Ukrajina 1459/347 72,0 0,0 10,0 1,9 

Jáhly Ukrajina 1560/369 72,0 0,5 11,0 3,5 

Jáhlové vločky 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 71,5 1,4 13,3 3,4 

Pohankové 
vločky 

Polsko 1530/361 71,0 2,0 12,0 3,0 

Quinoa bílá Indie 1491/356 60,0 0,0 16,0 7,0 

Quinoa černá Peru 1484/351 58,5 2,0 14,8 5,0 

Quinoa červená Peru 1594/381 71,0 0,0 14,0 5,9 

Slzovka Thajsko 1612/388 67,0 3,8 13,0 7,4 

Teffové vločky Bulharsko 1393/329 64,0 3,0 11,0 2,0 

4.6 Příprava vzorků pro analýzu 

Pro analýzu musely být vzorky upraveny. Jednotlivé vzorky byly rozemlety pomocí 
kávomlýnku E T A Fragranza na práškovou formu, se kterou bylo dále pracováno. 

4.6.1 Příprava vzorku pro stanovení sacharidů dle Duboise 

Pro stanovení sacharidů dle Duboise byla použita kyselá hydrolýza. Vzorky byly 
hydrolyzovány 6M kyselinou chlorovodíkovou. Do centrifugační zkumavky byl navážen 1 g 
vzorku, ke kterému bylo přidáno 10 ml 6M kyseliny chlorovodíkové. Takto připravené vzorky 
byly promíchány na vortexu. Hydrolýza probíhala při teplotě 37 °C na třepačce. Po skončení 
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hydrolýzy byl vzorek v centrifugační zkumavce zcentrifugován při 9 000 ot/min po dobu 
10 minut při 25 °C. Zcentrifugované vzorky byly následně 1 OOOx zředěny a použity pro 
analýzu. 

4.6.2 Příprava vzorků pro stanovení hrubé bílkoviny dle Kjeldahla 

Pro stanovení hrubé bílkoviny dle Kjeldahla byl do mineralizační trubice odvážen 1 g vzorku. 
Ke vzorku bylo přidáno 10 ml koncentrované kyseliny sírové a 2 g Weiningerova katalyzátoru 
(90 g síranu sodného, 7 g síranu rtuťnatého, 1,5 g síranu meďnatého a 1,5 g selenu). Trubice 
byla vložena do mineralizačního bloku a vzorek byl mineralizován (3 hodiny, 400 °C). 

4.6.3 Příprava vzorků pro spektrofotometrické stanovení 

Nejprve byly připraveny vodné extrakty. Ty byly připraveny navážením 1 g vzorku, ke kterému 
bylo přidáno 10 ml destilované vody. Takto připravené vzorky byly promíchány na vortexu a 
po dobu 24 hodin byly extrahovány na třepačce při teplotě 37 °C. Po skončení extrakce byl 
vzorek v centrifugační zkumavce zcentrifugován při 9 000 ot/min po dobu 10 minut při 25 °C. 
Zcentrifugované vzorky byly následně použity pro analýzu. 

4.6.4 Příprava vzorků pro testování cytotoxicity 

Nejprve byly připraveny vodné extrakty stejně jako tomu bylo při přípravě vzorků pro 
spektrofotometrické stanovení (viz. Kapitola 4.6.3). Připravené extrakty vzorků byly ve 
zkumavkách eppendorf vloženy do sterilního boxu. Vzorky byly přes jehlu nasáty do stříkačky, 
na stříkačku byl nasazen bakteriologický filtr (25 mm, 0,2 \xm, PES V W R (514-0073)) a vzorek 
byl přefiltrován do jiné sterilní zkumavky. Sterilní vzorky byly ředěny médiem na požadovanou 
koncentraci a před použitím byly promíchány na vortexu. 

4.6.5 Příprava vzorků pro stanovení lepku 

Pro analýzu byly připraveny ethanolové extrakty vzorků. Ty byly připraveny navážením 1 g 
vzorku, ke kterému bylo pipetováno do zkumavky 10 ml 60% roztoku ethanolu. Vzorky byly 
promíchány na vortexu a následně byly po dobu 10 minut promíchávány otáčením. Po 10 
minutách byly vzorky centrifugovány po dobu 10 minut, při 2 500 g a při laboratorní teplotě. 
Supernatant byl 50x zředěn pufrem a takto naředěný vzorek byl dále používán pro analýzu. 

4.6.6 Příprava vzorků pro senzorickou analýzu 

Pro senzorickou analýzu byly připraveny produkty z 6 vzorků, kterými byly amaranth, čirok 
bílý, jáhly, kamut, pohanka a quinoa bílá. Vzorky byly nejprve po dobu 1 hodiny namáčeny ve 
vodě. Po hodině byla voda slita a vzorky byly znovu další hodinu namáčeny ve vodě. Po 
uplynutí hodiny byla voda slita, vzorky byly umístěny na plech a vloženy do horkovzdušné 
trouby M O R A , kde byly vysušeny při 50 °C. Usušené vzorky byly rozemlety pomocí 
kávomlýnku E T A Fragranza na práškovou formu, která byla využita místo mouky pro přípravu 
analyzovaného produktu. Pro přípravu samotného produktu bylo smícháno 200 g práškové 
formy vzorku s 40 g cukru. Ke směsi byly přidány 2 žloutky, 50 ml slunečnicového oleje, 
125 ml mléka a balíček prášku do pečiva. Směs byla dokonale promíchána. Ze dvou bílků byl 
vyšlehán pevný sníh, který byl vmíchán do připravené směsi. Takto připravená směs byla 
plněna do forem a pečena při 180 °C po dobu 30 minut. 
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4.7 Charakterizace vzorků 

4.7.1 Stanovení celkových sacharidů dle Duboise 

Celkové sacharidy se stanovují metodou dle Duboise. Pro kalibraci byl připraven zásobní vodný 
roztok glukózy o koncentraci 1 ng/ml. Z tohoto zásobního roztoku byla připravena kalibrační 
řada v rozmezí 0,1-1 ng/ml. Do zkumavky bylo pipetováno 1 ml standardu, 1 ml 5% roztoku 
fenolu a 5 ml koncentrované kyseliny sírové. Směs byla promíchána a ponechána volně při 
laboratorní teplotě po dobu 30 minut. Absorbance byla měřena na spektrofotometru při 490 nm 
proti slepému vzorku. 

Stejným postupem byly analyzovány jednotlivé vzorky, místo 1 ml standardu byl pipetován 
1 ml roztoku vzorku. Každý vzorek byl analyzován třikrát, byla vypočítána průměrná hodnota 
a směrodatná odchylka. 

4.7.2 Stanovení hrubé bílkoviny dle Kjeldahla 

K mineralizovanému vzorku (kapitola 4.6.2) v mineralizační trubici bylo přidáno několik kapek 
fenolftaleinu a mineralizační baňka byla připojena k destilačnímu přístroji. Ke vzorku v trubici 
bylo přidáno 40 ml 33% roztoku hydroxidu sodného. Uvolněný amoniak byl pomocí 
destilačního systému VAPODEST (3,5 min) předestilován s vodní parou do titrační baňky 
obsahující 25 ml 0,05M roztoku kyseliny sírové. Po ukončení destilace byly do titrační baňky 
přidány 3 kapky Tashirova indikátoru a vzorek byl titrován odměrným roztokem 
0,1M hydroxidu sodného do zeleného zbarvení. 

Touto metodou byl stanoven obsah dusíku ve vzorku, který byl vynásobením příslušným 
faktorem přepočítán na obsah hrubé bílkoviny. Pro vzorky analyzované v bakalářské práci bylo 
počítáno s faktorem 5,83 [82]. Každý vzorek byl analyzován třikrát, byla vypočítána průměrná 
hodnota a směrodatná odchylka. 

4.7.3 Stanovení celkové antioxidační aktivity 

Před měřením byl nejprve zředěn zásobní roztok ABTS»+ ethanolem pro UV/VIS na absorbanci 
0,70 ± 0,02 při 734 nm proti blanku (UV/VIS ethanol). Dále byl používán pouze tento naředěný 
roztok ABTS»+. Do zkumavky eppendorf byl pipetován 1 ml připraveného roztoku ABTS»+ a 
10 \x\ destilované vody. Poté byla ihned změřena absorbance v čase 0 minut (hodnota Ao). Do 
dalších zkumavek bylo pipetováno 1 ml roztoku ABTS»+ a 10 \x\ extraktu vzorku. Roztok byl 
promíchán a po dobu 10 minut byl uchováván ve tmě. V čase 10 minut byla měřena absorbance, 
a byl sledován její pokles oproti hodnotě Ao. 

Pro výpočet celkové antioxidační aktivity byla použita kalibrační křivka Troloxu v rozmezí 
koncentrací 40-400 ng/ml. Trolox byl při přípravě kalibrační křivky rozpuštěn v 60% roztoku 
ethanolu a absorbance byla měřena spektrofotometricky při 734 nm proti blanku. Každý vzorek, 
připravený dle postupu v kapitole 4.6.3, byl analyzován třikrát, byla vypočítána průměrná 
hodnota a směrodatná odchylka. 

4.7.4 Stanovení celkových fenolických látek 

Stanovení celkových fenolických látek bylo provedeno spektrofotometricky metodou s Folin-
Ciocaltauovým činidlem. Nejprve byl připraven roztok nasyceného uhličitanu sodného a 
zředěný vodný roztok Folin-Ciocaltauova činidla v poměru 1:9. 
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Do zkumavky bylo pipetováno 1 ml zředěného Folin-Ciocaltauova činidla, 1 ml destilované 
vody a 100 ul vodného extraktu vzorku. Roztok ve zkumavkách byl promíchán na vortexu a 
ponechán 5 minut při laboratorní teplotě. Po pěti minutách byl do zkumavky přidán 1 ml 
nasyceného roztoku uhličitanu sodného, roztok byl opět promíchán na vortexu a ponechán 15 
minut při laboratorní teplotě. Po 15 minutách byla změřena absorbance při 750 nm proti blanku. 

Obsah celkových fenolických látek ve vzorku byl vypočítán z rovnice kalibrační křivky, které 
byla připravena pro roztok kyseliny gallové v rozmezí 0,1-0,5 mg/ml. Každý vzorek, 
připravený dle postupu v kapitole 4.6.3, byl analyzován třikrát, byla vypočítána průměrná 
hodnota a směrodatná odchylka. 

4.7.5 Stanovení flavonoidů 

Do zkumavky bylo vždy pipetováno 0,5 ml extraktu vzorku, 1,5 ml destilované vody a 0,2 ml 
5% roztoku dusitanu sodného. Roztok ve zkumavce byl promíchán na vortexu a ponechán 
5 minut při laboratorní teplotě. Po 5 minutách bylo přidáno 0,2 ml 10% roztoku chloridu 
hlinitého. Roztok byl opět promíchán na vortexu a ponechán 5 minut při laboratorní teplotě. 
Nakonec bylo přidáno 1,5 ml 5% roztoku hydroxidu sodného a 1 ml destilované vody. Po 
15 minutách byla měřena absorbance při 510 nm proti blanku. 

Obsah flavonoidů ve vzorku byl vypočítán z rovnice kalibrační křivky, které byla připravena 
pro roztok katechinu v rozmezí 0,05-0,3 mg/ml. Každý vzorek byl analyzován třikrát, byla 
vypočítána průměrná hodnota a směrodatná odchylka. 

4.7.6 Stanovení P-glukanů 

Do zkumavky bylo naváženo 40-60 mg vzorku. Ke vzorku bylo přidáno 0,1 ml 50% roztoku 
ethanolu a 2 ml fosfátového pufru (20mM, pH 6,5), roztok byl promíchán na vortexu a 
inkubován po dobu 60 s při 100 °C. Následně byly vzorky opět promíchány na vortexu a 
inkubovány při 100 °C po dobu dalších 120 s. Následně byly vzorky inkubovány po dobu 5 
minut při 50 °C. Ke vzorku byl přidán 0,1 ml enzymu lichenázy a obsah byl promíchán na 
vortexu. Vzorek byl inkubován po dobu 1 hodiny při teplotě 50 °C. Po inkubaci bylo ke vzorku 
přidáno 2,5 ml acetátového pufru (200mM, pH 4). Roztok ve zkumavce byl promíchán na 
vortexu a zcentrifugován při 1 000 g po dobu 10 minut. 0,5 ml supernatantu bylo pipetováno 
do 3 zkumavek. Do dvou ze tří zkumavek bylo přidáno 50 ul enzymu P-glukosidázy, do 3. 
zkumavky bylo přidáno 50 ul acetátového pufru (50mM, pH 4). Roztok ve zkumavkách byl 
inkubován po dobu 10 minut při 50 °C. Následně bylo k roztoku ve zkumavce přidáno 1,5 ml 
GOPOD reagentu. Roztok ve zkumavce byl inkubován 20 minut při 50 °C a následně již byla 
měřena absorbance při 510 nm proti blanku. 

4.7.7 Stanovení lepku 

50 ul vzorku připraveného dle postupu v kapitole 4.6.5 bylo pipetováno vždy do 2 jamek na 
destičce, která byla součástí kitu. Následně bylo do každé jamky pipetováno 50 ul zředěného 
konjugátu. Vzorek s konjugátem v jamkách byly promíchány lehkým zatřepáním a byly 
inkubovány po dobu 30 minut při laboratorní teplotě. Po 30 minutách byla destička otočena 
dnem vzhůru a byla oklepána o filtrační papír tak, aby došlo k odstranění tekutiny ze všech 
jamek na destičce. Do každé jamky bylo následně pipetováno 250 ul promývacího pufru, který 
byl z jamek odstraněn stejně jako tekutina v předchozím případě. Tento krok byl zopakován 
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ještě dvakrát. Dále bylo do každé jamky pipetováno 100 ul substrátu (chromogenu). Zatřepáním 
byl jemně promíchán obsah všech jamek a destička byla inkubována po dobu 10 minut ve tmě 
při laboratorní teplotě. Nakonec bylo přidáno 100 ul zastavovacího roztoku do každé jamky. 
Obsah jamek byl jemným zatřepáním promíchán a během 10 minut byla změřena absorbance 
při 450 nm. Pro stanovení obsahu gliadinu ve vzorcích byla proměřena kalibrační řada, která 
byla součástí kitu a její rozmezí bylo 0-270 ng/ml. Z hodnot kalibrační křivky byl obsah 
gliadinu ve vzorcích stanoven pomocí funkce cubic spline v MS Excel. Tyto hodnoty byly 
následně přepočítány na obsah lepku ve vzorcích vynásobením faktorem 2, který byl dán 
návodem, který byl součástí kitu. 

4.7.8 Testování cytotoxicity 

Pro testování cytotoxicity byly použity humánní buňky, keratinocyty HaCaT a střevní buňky 
CaCO-2. 

4.7.8.1 Kultivace keratinocytů 

Kultivace keratinocytů probíhala ve sterilním inkubačním boxu, který byl nastaven na teplotu 
37 °C. Obsah CO2 byl 5 % a relativní vlhkost 90 %. Jako kultivační médium bylo použito 
komerční D M E M médium, do kterého bylo přidáno 10% FBS a 1% antibiotikum. D M E M 
médium bylo uchováno v lednici při teplotě 4 °C. Před samotnou prací bylo nejprve médium 
ohřáto ve vodní lázni na 3 7 °C. Během manipulace s buňkami byl kladen velký důraz na sterilitu 
práce. Při kultivaci byly buňky denně kontrolovány pod mikroskopem a dle výsledku byl zvolen 
další postup. 

4.7.8.2 Kultivace CaCO-2 

Kultivace CaCO-2 probíhala ve sterilním inkubačním boxu, který byl nastaven na teplotu 37°C. 
Obsah CO2 byl 5 % a relativní vlhkost 90 %. Jako kultivační médium bylo použito komerční 
E M E M médium, do kterého bylo přidáno 10% FBS a 1% antibiotikum. E M E M médium bylo 
uchováno v lednici při teplotě 4 °C. Před samotnou prací bylo nejprve médium ohřáto na 37 °C. 
Během manipulace s buňkami byl kladen velký důraz na sterilitu práce. Při kultivaci byly buňky 
denně kontrolovány pod mikroskopem a dle výsledku byl zvolen další postup. 

4.7.8.3 Výměna živného média 

Výměna média byla prováděna při změně barvy média z červené na oranžovou, případně 
alespoň jednou za dva dny. Při výměně média bylo nejprve slito z kultivačních lahviček staré 
médium a do lahviček bylo pipetováno médium nové. Do velké kultivační lahvičky bylo 
přidáno 15 ml, do malé 5 ml média. 

4.7.8.4 Pasážování keratinocytů 

Pokud bylo při kontrole kultivační lahvičky pod mikroskopem zjištěno, že konfluence buněk je 
vyšší jak 80 %, bylo nutné provést pasážování. Dle počtu pasážovaných lahviček byly 
nachystány centrifugační zkumavky s 5 ml PBS. Z kultivačních lahviček bylo vylito médium a 
lahvičky byly několikrát promyty roztokem PBS. Následně byl do lahviček pipetován trypsin 
(1 ml do velké, 0,5 ml do malé lahvičky), který byl rozlit po celé lahvičce a buňky byly 
inkubovány po dobu 10 minut v inkubačním boxu. Následně bylo pod mikroskopem ověřeno, 
zda došlo k uvolnění buněk ode dna lahvičky. Pokud nedošlo k uvolnění buněk ode dna, 
lahvička byla několikrát protřepána, buňky byly případně seškrabány ze dna lahvičky pomocí 
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škrabky. Roztok PBS byl napipetován z centrifugační zkumavky do lahvičky. Důkladně jím 
byla lahvička propláchnuta a celý obsah kultivační lahvičky byl přenesen zpět do centrifugační 
zkumavky. Obsah zkumavky byl zcentrifugován po dobu 5 minut při 320-360 RCF. Jakmile 
byl obsah zkumavky zcentrifugován, roztok PBS byl slit a peletka buněk byla rozsuspendována 
v 5 ml D M E M média. Buňky v médiu byly přeneseny do kultivační lahvičky a doplněny na 
potřebný objem médiem (velká lahvička 15 ml a malá 5 ml). Obsah lahvičky byl zkontrolován 
pod mikroskopem a lahvičky byly umístěny do inkubačního boxu. 

4.7.8.5 Pasážování CaCO-2 

Pokud bylo při kontrole kultivační lahvičky pod mikroskopem zjištěno, že konfluence buněk je 
vyšší jak 80 %, bylo nutné provést pasážování. Dle počtu pasážovaných lahviček byly 
nachystány centrifugační zkumavky s 5 ml E M E M média. Z kultivačních lahviček bylo vylito 
médium a lahvičky byly několikrát promyty roztokem PBS. Následně byl do lahviček pipetován 
trypsin (1 ml do velké, 0,5 ml do malé lahvičky), který byl rozlit po celé lahvičce a buňky byly 
inkubovány po dobu 5 minut v inkubačním boxu. Následně bylo pod mikroskopem ověřeno, 
zda došlo k uvolnění buněk ode dna lahvičky. Pokud nedošlo k uvolnění buněk ode dna, 
lahvička byla několikrát protřepána, buňky byly případně seškrabány ze dna lahvičky pomocí 
škrabky. Médium bylo napipetováno z centrifugační zkumavky do lahvičky. Důkladně jím byla 
lahvička propláchnuta a celý obsah kultivační lahvičky byl přenesen zpět do centrifugační 
zkumavky. Obsah zkumavky byl zcentrifugován po dobu 5 minut při 300 RCF. Jakmile byl 
obsah zkumavky z centrifugován, médium bylo slito a peletka buněk byla rozsuspendována v 5 
ml E M E M média. Buňky v médiu byly přeneseny do kultivační lahvičky a doplněny na 
potřebný objem médiem (velká lahvička 15 ml a malá 5 ml). Obsah lahvičky byl zkontrolován 
pod mikroskopem a lahvičky byly umístěny do inkubačního boxu. 

4.7.8.6 MTT test cytotoxicity 

Nejprve byly pomocí Biirkerovi komůrky spočítány buňky pod mikroskopem a následně bylo 
vypočítáno celkové množství buněk v lahvičce. Dle množství buněk v lahvičce bylo provedeno 
vhodné ředění. Naředěné buňky byly důkladně promíchány a nality do sterilního korýtka. Do 
96 jamkové destičky bylo pipetováno do středových jamek 0,1 ml vhodně naředěných buněk, 
do krajních jamek bylo pipetováno PBS, aby nedocházelo k vysychání. 96 jamková destička 
s napipetovanými buňkami byla inkubována po dobu 24 hodin v inkubačním boxu při teplotě 
37 °C. Po 24 hodinách byla provedena kontrola růstu buněk pod mikroskopem. Médium bylo 
z jamek důkladně odpipetováno a do jamek bylo dle schématu (Tabulka 2) pipetováno 0,1 ml 
extraktu vzorku, připraveného dle postupu v kapitole 4.6.4 a dále pak jednotlivé kontroly (C c, 
V c , EtOH). Po 24h inkubaci byly vzorky odpipetovány. Roztok MTT o koncentraci 2,5 mg/ml 
byl přefiltrován přes bakteriologický filtr, do každé jamky bylo pipetováno 20 ul roztoku MTT 
a destička byla inkubována po dobu 3 hodin v inkubačním boxu. Po 3 hodinách byl roztok MTT 
odpipetován a do jamek bylo pipetováno 100 ul 10% roztoku SDS v PBS. Destičky byly 
zabaleny do alobalu a uschovány ve tmě po dobu minimálně 24 hodin. Po 24 hodinách byla 
měřena absorbance při 540, 562 a 630 nm. 
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Tabulka 2: Schéma 96 jamkové destičky - pipetování zředěných vodných extraktů vzorků 

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 Senzorická analýza 

Senzorická analýza se uskutečnila dne 17.6.2020 v čase od 10 do 14 hodin v zasedací místnosti 
Ústavu chemie potravin a biotechnologií F C H V U T v Brně. Analýza byla zaměřena zejména 
na chuťový, zrakový a čichový vjem. Celkem bylo při senzorické analýze hodnoceno 6 
vybraných vzorků (Amaranth, Cirok bílý, Jáhly, Kamut, Pohanka a Quinoa bílá). Hodnotitelé 
byly studenti a akademičtí pracovníci F C H V U T v Brně. Senzorické analýzy se zúčastnilo 
celkem 25 respondentů. 
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5 VÝSLEDKY A DISKUZE 

Tato bakalářská práce byla zaměřená na analýzu vybraných složek a ověření biologických 
účinku některých tzv. netradičních cereálií. V rámci práce byly optimalizovány metody analýzy 
vybraných cereálií. Rovněž byly analyzovány aktivní složky a biologické účinky těchto cereálií. 
V rámci bakalářské práce byla také provedena senzorická analýza u vybraných vzorků. 

5.1 Stanovení celkových sacharidů dle Duboise 

Pro stanovení celkových sacharidů dle Duboise byl použit postup uvedený v kapitole 4.7.1 a 
pro samotnou analýzu byly používány hydrolyzované vzorky (viz kapitola 4.6.1). Obsah 
sacharidů v jednotlivých vzorcích byl určen z vytvořené kalibrační závislosti, jejíž kalibrační 
rovnice byla y = 8,2282 • x, kde y je absorbance a x koncentrace sacharidů ve vzorku. V grafu 
(Obrázek 5) jsou uvedené výsledky stanovení dle Duboise včetně odchylky jednotlivých 
měření. 

Obrázek 5: Obsah sacharidů stanovený ve vzorcích metodou dle Duboise 

Sacharidy jsou hlavní složkou obilovin, u kterých představují průměrně 65-70 % zrna [10]. 
Z grafu (Obrázek 5) vyplývá, že metodou dle Duboise byl stanoven obsah sacharidů ve vzorku 
v rozmezí od 40 do 76 %. Nejnižší obsah sacharidů byl naměřen v kamutu (39 ± 6 %) a pohance 
(42 ± 5 %). Takto nízký obsah sacharidů byl pravděpodobně způsoben nedokonalou 
homogenizací vzorku. Zároveň při stanovení došlo u těchto dvou vzorků k největším 
odchylkám. Naopak nejvyšší obsah sacharidů byl stanoven u teffových vloček (76 ± 2 %). Při 
stanovení sacharidů ve vzorcích nelze porovnávat rozdíl způsobený barevnou variací nebo 
zpracováním. Což také vyplývá z grafu, kde jsou téměř všechny výsledky podobné a rozdíly 
mezi různými formami jednoho druhu obilovin není až tak markantní. V případě 

33 



amaranthových vloček a quinoi bílé byl změřen obsah sacharidů ve vzorku shodný s obsahem 
udávaným výrobcem. U ostatních vzorků se výsledek mírně lišil. 

5.2 Stanovení hrubé bílkoviny dle Kjeldahla 

Pro stanovení hrubé bílkoviny dle Kjeldahla byl využit postup uvedený v kapitole 4.7.2, vzorky 
pro samotnou analýzu byly připraveny dle kapitoly 4.6.2. Při stanovení dle Kjeldahla byl 
titračně stanoven obsah dusíku ve vzorku, který byl pomocí faktoru 5,83 přepočítán na obsah 
bílkovin v j ednotlivých vzorcích. Výsledky stanovení j sou uvedeny v grafu (Obrázek 6) včetně 
odchylek jednotlivých měření. 
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Obrázek 6: Obsah proteinů stanovený ve vzorcích metodou dle Kjeldahla 

Z grafu (Obrázek 6) vyplývá, že obsah bílkovin ve většině vzorků byl podobný s výjimkou 
pohankových vloček a čiroku. To se dá přisuzovat tomu, že každý druh obsahuje různé 
množství bílkovin, ale částečně také nedokonale homogenizaci vzorků. Nej nižší obsah proteinů 
byl stanoven v pohankových vločkách (7,373 ± 0,006 %), naopak nejvyšší v kamutu (14,68 ± 
0,06 %). Z literatury vyplývá, že u amaranthu a quinoi dosahuje obsah bílkovin až 17 % [25]. 
Hodnoty naměřené při stanovení však dosahovaly maximálně 13,85 ± 0,07 % u amaranthových 
vloček, 13,75 ± 0,15 % u quinoi bílé a 13,3 ± 0,5 % u amaranthu. Metoda dle Kjeldahla je 
přesnou metodou, pomocí které byly naměřeny hodnoty bílkovin, které ve většině případů 
odpovídají množství bílkovin ve vzorku udávanému výrobcem. Největší rozdíl mezi naměřenou 
hodnotou a hodnotou udávanou výrobcem byl stanoven v případě j áhlů a pohankových vloček, 
což mohlo být způsobenou použitím odlišné analytické metody. V případě stanovení bílkovin 
z grafu nevyplývají rozdíly mezi barevnými variacemi. Při stanovení bílkovin byl předpoklad, 
že vločky budou obsahovat méně proteinů v porovnání s celým zrnem. Tento předpoklad 
vycházel z faktu, že bílkoviny jsou v obilném zrnu obsaženy zejména v obalových vrstvách, 
které se při výrobě vloček odstraňují. Při výrobě vloček rovněž dochází k vystavení zrna vyšším 
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teplotám, to by však v případě bílkovin nemělo mít vliv na jejich ztrátu. U jáhlových vloček byl 
rozdíl ve srovnání s celým zrnem malý. To bylo pravděpodobně způsobeno tím, že samotné 
jáhly jsou již vyloupané proso a nemají tedy obalové vrstvy, čímž při výrobě vloček nedojde 
k takovým ztrátám bílkovin jako tomu může být v případě jiných cereálií. U pohanky a 
pohankových vloček lze pozorovat rozdíl větší. Na rozdíl od pohanky a jáhlů byl ale u 
amaranthu obsah proteinů ve vločkách téměř srovnatelný s obsahem proteinů v celém zrnu, 
čímž nemůžeme jednoznačně určit, zda při zpracování dochází ke ztrátám určitých látek či 
nikoliv. 

5.3 Stanovení celkové antioxidační aktivity 

Pro stanovení antioxidační aktivity byl použit postup uvedený v kapitole 4.7.3. Antioxidační 
aktivita byla stanovena u vodných extraktů vzorků připravených dle postupu v kapitole 4.6.3. 
Hodnoty antioxidační aktivity byly vztaženy na ekvivalent Troloxu v mg na gram vzorku a 
množství antioxidantů bylo vypočítáno z vytvořené kalibrační závislosti, jejíž kalibrační 
rovnice byla y = 1,025 • x, kde y je absorbance a x koncentrace antioxidantů ve vzorku. 
V grafu (Obrázek 7) jsou uvedené výsledky stanovení včetně odchylky jednotlivých měření. 
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Obrázek 7: Obsah antioxidantů ve vzorcích stanovený metodou TEAC 

Z grafu (Obrázek 7) vyplývá, že nejvyšší antioxidační aktivity bylo dosaženo u pohanky 
(3,354 ± 0,007 mg/g vzorku), dále pak u quinoi červené (3,2 ± 0,0 mg/g vzorku) nebo quinoi 
bílé (2,52 ± 0,06 mg/g vzorku). Obsah antioxidantů je znám u některých vzorků z literatury, u 
amaranthu dosahuje 0,40-0,67 mg/g vzorku, 1,55 mg/g u quinoi a až 3,8 mg/g u pohanky [39]. 
Při srovnání s výsledky analýzy lze sledovat obdobný trend, kdy největší množství antioxidantů 
bylo naměřeno v případě pohanky. Stanovené množství antioxidantů v pohance však bylo nižší, 
než udává literatura, což mohlo být způsobeno jak použitím jiné analytické metody při 
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stanovení, tak podmínkami při pěstování. Naopak v případě quinoi a amaranthu byl výsledek 
stanovení výrazně vyšší, než udávala literatura. Toto stanovení bylo pravděpodobně významně 
ovlivněno tím, že se jednalo pouze o vodné extrakty, nikoli o stanovení antioxidantů přímo ve 
vzorku, při čemž nemuselo dojít k úplné extrakci antioxidantů ze vzorku. Z grafu můžeme také 
sledovat, že v případě barevných variant byl obsah antioxidantů vyšší než v případě variant 
bezbarvých. To bylo pravděpodobně způsobeno přítomností anthokyanů, jejichž přítomností 
dochází k pigmentaci zrna a zároveň mají antioxidační účinky. Zároveň můžeme sledovat, že 
v případě pohankových a amaranthových vloček byl stanovený obsah antioxidantů nižší než 
obsah antioxidantu v celém zrnu, z čehož lze usuzovat ztráty způsobené výrobou vloček. 
V případě jáhlových vloček byla však antioxidační aktivita srovnatelná s antioxidační aktivitou 
samotných jáhlů. To mohlo být způsobeno stejně jako při stanovení bílkovin výrobou jáhel. 
Z tohoto faktu by se dalo usuzovat, že velká část antioxidantů je u obilovin obsažena 
v obalových vrstvách zrna a při výrobě jáhel a zbavení obalových vrstev dochází ke ztrátě 
antioxidantů. Zároveň pak při výrobě vloček nedochází k dalším ztrátám antioxidantů, protože 
se vyrábí po odstranění obalových vrstev. Pokud by bylo tedy analyzováno samotné proso 
včetně svých obalových vrstev, pravděpodobně by byl stanovený obsah antioxidantů ve vzorku 
vyšší, než tomu bylo u j áhlů. 

5.4 Stanovení celkových fenolických látek 

Stanovení celkových fenolických látek bylo provedeno dle postupu v kapitole 4.7.4. Fenolické 
látky byly stanovovány ve vodných extraktech vzorků připravených dle kapitoly 4.6.3. Celkový 
obsah fenolických látek ve vzorku byl určen z připravené kalibrační závislosti, jejíž kalibrační 
rovnice byla y = 1,6038 • x, kde y je absorbance a x koncentrace fenolických látek ve vzorku. 
V grafu (Obrázek 8) jsou uvedené výsledky stanovení fenolických látek včetně odchylky 
jednotlivých měření. 

Obrázek 8: Obsah celkových fenolických látek ve vzorcích 
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Nej větší obsah celkových fenolických látek byl naměřen u quinoi bílé (4,23 ± 0 , 1 3 mg/g 
vzorku), quinoi červené (3,97 ± 0,07 mg/g vzorku) a quinoi černé (3,09 ± 0,14 mg/g vzorku) a 
dále pak u amaranthu (2,74 ± 0,12 mg/g vzorku). Naměřené hodnoty jsou srovnatelné 
s hodnotami udávanými v literatuře. Vzorek, který se významně liší ve srovnání s literaturou je 
čirok bílý, u kterého se udává 2,2 mg fenolických látek na gram vzorku, avšak stanovená 
hodnota byla pouze 0,81 ± 0,02 mg/g vzorku. Kromě čiroku byl rozdíl také v případě pohanky, 
kdy literatura udává až 8,2 mg/g vzorku, avšak naměřená hodnota byla pouze 1,84 ± 0,08 mg 
fenolických látek na gram vzorku [39][43]. Tyto rozdíly byl pravděpodobně způsobeny 
použitím rozdílné analytické metody nebo použitím vzorků, které byly pěstovány při jiných 
klimatických podmínkách. Stanovení celkových fenolických látek bylo pravděpodobně 
ovlivněno tím, že fenolické látky byly stanoveny ve vodných extraktech, nikoli přímo ve vzorku 
a nemuselo tedy dojít k úplné extrakci fenolických látek. Rozdíly mohly být způsobeny také 
nedokonalou homogenizací. Z grafu (Obrázek 8) vyplývá, že rozdíly mezi barevnými 
variantami u čiroku a quinoi není až tak výrazný. Při stanovení celkových fenolických látek 
však můžeme sledovat, že u vloček je obsah fenolických látek nižší, než je tomu v případě 
celého zrna. Což bylo pravděpodobně způsobeno odstraněním obalových vrstev při výrobě 
vloček. Zajímavé je, že v případě stanovení fenolických látek narozdíl od stanovení 
antioxidační aktivity byl naměřen nižší obsah v jáhlových vločkách ve srovnání s jáhly, které 
stejně jako vločky neobsahují obalové části zrna. Při tomto stanovení by se tedy dala uvažovat 
ztráta aktivních látek, ke které dochází při zpracování zrna do formy vloček. U většiny vzorků 
odpovídaly hodnoty obsahu fenolických látek hodnotám celkové antioxidační aktivity. 
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5.5 Stanovení flavonoidů 

Stanovení flavonoidů bylo provedeno dle postupu v kapitole 4.7.5. Flavonoidy byly 
stanovovány ve vodných extraktech vzorků připravených dle kapitoly 4.6.3. Obsah flavonoidů 
byl stanoven z připravené kalibrační závislosti, jejíž kalibrační rovnice byla y = 3,2284 • x, 
kde y je absorbance a x koncentrace fenolických látek ve vzorku. V grafu (Obrázek 9) jsou 
uvedené výsledky stanovení flavonoidů v mg na gram vzorku včetně odchylky jednotlivých 
měření. 

Největší obsah flavonoidů byl stanoven v případě quinoi bílé (0,87 ± 0,05 mg/g vzorku), quinoi 
černé (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 červené (0,487 ± 0,007 mg/g vzorku). Velice nízký obsah flavonoidů 
byl stanoven v kamutu (0,03 ± 0,01 mg/g vzorku). Nejnižší, konkrétně nulový obsah flavonoidů 
byl touto metodou stanoven v případě jáhlových vloček. Tento výsledek neznamená, že 
flavonoidy v jáhlových vločkách nejsou obsaženy, pouze zde mohou být obsaženy v malém 
množství, které nebylo touto metodou detekováno. Ze srovnání hodnot celkových fenolických 
látek a flavonoidů vyplývá, že na biologické aktivitě se mohou účastnit i jiné látky fenolické 
povahy, než právě flavonoidy, například fenolické kyseliny. Při tomto stanovení bylo 
vycházeno z předpokladu, že v případě barevných variant bude obsah flavonoidů vyšší než 
v případě bezbarvých variant. To se potvrdilo v případě čiroku červeného, naopak u quinoi 
červené a černé se tento předpoklad nepotvrdil. Z grafu (Obrázek 9) rovněž vyplývá, že při 
stanovení flavonoidů ve vločkách byl obsah nižší než v celém zrnu, což bylo pravděpodobně 
stejně jako v předchozích případech způsobeno odstraněním obalových vrstev při výrobě 
vloček. Toto stanovení bylo rovněž jako předchozí stanovení ovlivněno tím, že se jednalo pouze 
o vodné extrakty vzorků, nikoliv o stanovení flavonoidů přímo ve vzorku. Nemuselo tedy dojít 
k úplné extrakci, čímž bylo ovlivněno celé stanovení. Zároveň nemusely být vzorky dokonale 
homogenizovaný. 
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Obrázek 9: Obsah flavonoidů ve vzorcích 
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5.6 Stanovení p-glukanů 

Stanovení P-glukanů bylo provedeno dle postupu v kapitole 4.7.6. Obsah P-glukanů byl 
stanoven pomocí předem připraveného excelu Megazyme Mega-Calc™, který byl součástí kitu 
pro stanovení P-glukanů. Obsah P-glukanů v jednotlivých vzorcích je uveden v tabulce 
(Tabulka 3) ve formě rozmezí, které bylo naměřeno při dvou paralelních stanoveních. 

Tabulka 3: Stanovený obsah j3-glukanů ve vzorcích 

Vzorek Obsah p-glukanů ve vzorku [g/100 g výrobku] 

Amaranth 0,0463-0,0648 

Amaranthové vločky 0,0592-0,0710 

Cirok bílý 0,2070-0,2179 

Cirok červený 0,0531-0,0849 

Jáhly 0,0180-0,0269 

Jáhlové vločky 0,0611-0,2078 

Kamut 0,3164-0,3414 

Pohanka 0,0705-0,0805 

Pohankové vločky 0,0927-0,1030 

Quinoa bílá 0,0351-0,2106 

Quinoa černá 0,1092-0,1698 

Quinoa červená 0,0330-0,1734 

Slzovka 0,0328-0,1094 

Teffové vločky 0,1339-0,1854 

Nejvyšší obsah P-glukanů z řady obilovin byl popsán u ječmene a ovsa, u pšenice je obsah P-
glukanů nižší jak 1 % au pseudecereálií ještě nižší [14][23]. V tabulce (Tabulka 3) j sou uvedeny 
rozmezí hodnot P-glukanů naměřené při dvou paralelních stanoveních. Z výsledků stanovení 
vyplývá, že nejvyšší obsah P-glukanů byl stanoven v kamutu (0,3164-0,3414 g/100 g výrobku). 
Nejvyšší obsah P-glukanů v kamutu není překvapivý, protože se jedná o pšenici, kde byl 
dokonce očekáván výsledek vyšší. Mezi další vzorky, u kterých byl stanoven vyšší obsah P-
glukanů patří čirok bílý, jáhlové vločky, quinoa bílá, červená i černá nebo teffové vločky. Při 
tomto stanovení lze sledovat opačný trend, než tomu bylo u předchozích stanovení. Stanovený 
obsah P-glukanů je ve všech případech vyšší u vloček než u celého zrna. To bylo způsobeno 
tím, že při výrobě vloček byly odstraněny obalové vrstvy, ve kterých se P-glukany nevyskytují 
čímž nedošlo k jejich odstranění. Došlo tedy ke snížení celkové hmotnosti zrna, při zachování 
původního obsahu P-glukanů, čímž se zvýšil procentuální obsah P-glukanů ve vzorku. Nejnižší 
obsah P-glukanů byl naměřen v jáhlech (0,0180-0,0269 g/100 g výrobku). 
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5.7 Stanovení lepku 

Stanovení lepku bylo provedeno dle postupu v kapitole 4.7.7. Obsah lepku byl stanoven pomocí 
funkce cubic spline v MS Excel, která interpolovala data kalibrační řady a ze změřené 
absorbance určila koncentraci lepku ve vzorku. Obsah lepku v j ednotlivých vzorcích udává graf 
(Obrázek 10) v mg/kg vzorku včetně odchylek. V grafu je rovněž znázorněna hranice 20 mg 
lepku na kg výrobku, která udává, zda lze výrobek označovat jako bezlepkový či nikoli. Na 
vedlejší osu byl z důvodu lepší přehlednosti grafu vynesen vzorek kamut, který na rozdíl od 
ostatních vzorků obsahoval několikanásobně vyšší obsah lepku. 
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Obrázek 10: Obsah lepku ve vzorcích 

Nej vyšší obsah lepku byl stanoven ve vzorku kamutu (407,1 ± 1 , 9 mg/kg). Tento výsledek byl 
očekávaný, jelikož se jedná o druh pšenice, která přirozeně lepek obsahuje ve vysokém 
množství. Obsah lepku nad 20 mg/kg vzorku byl stanoven v případě všech druhů vloček, což 
pravděpodobně bylo způsobeno kontaminací výrobku při zpracování. V grafu lze pozorovat i 
fakt, že všechny vzorky ve formě zrna měly nižší obsah lepku než vločky, což potvrzuje 
kontaminaci při výrobě. Ze vzorků ve formě zrna obsahoval vyšší množství lepku amaranth 
(25,3 ± 1 , 3 mg/kg), který by měl být přirozeně bezlepkový a jednalo se tak pravděpodobně o 
kontaminaci při zpracování. Přesně na hranici byl změřen obsah lepku u vzorku quinoi bílé 
(19,95 ± 0,17 mg/kg). Nejnižší obsah lepku ze všech vzorků byl změřen v případě čiroku 
červeného. Kdy byl obsah lepku stanoven na 6,2 ± 2,5 mg/kg. Z výsledků tedy vyplývá že 
většinu těchto vzorků lze označit za bezlepkové. 
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5.8 Testování cytotoxicity 

Testování cytotoxicity bylo provedeno dle postupu v kapitole 4.7.8 a pro toto stanovení byly 
použity vodné extrakty připravené dle postupu uvedeného v kapitole 4.6.4. 

5.8.1 Testování cytotoxicity s využitím střevních buněk CaCO-2 

Pro testování cytotoxicity byly použity střevní buňky CaCO-2, pasáž 58. Při samotném 
testování byly použity vodné extrakty celkem osmi vzorků. Výsledky testování cytotoxicity 
udávají grafy (Obrázek 11, Obrázek 12), představující závislost viability buněk na koncentraci 
daného extraktu. 
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Obrázek 11: Závislost viability buněk CaCO-2 na koncentraci vodných extraktů 
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Obrázek 12: Závislost viability buněk CaCO-2 na koncentraci vodných extraktů 

Při testování cytotoxicity obecně platí, že testované vzorky nejsou brány jako cytotoxické, pokud 
viabilita buněk neklesla pod hranici 60 %. Tato hranice byla v grafech znázorněna červeně. Z grafů 
znázorňujících závislost viability buněk na koncentraci vodných extraktů vyplývá, že většina 
vzorků v daném rozmezí koncentrací nepůsobila cytotoxicky. Na hranici cytotoxicity se 
pohybovali vodné extrakty pohanky a quinoi v celém rozmezí koncentrací. Jako cytotoxické 
byly stanoveny vodné extrakty jáhel o vyšší koncentraci než 12 %. 

5.8.2 Testování cytotoxicity s využitím keratinocytů HaCaT 

Pro testování cytotoxicity byly použity keratinocyty HaCaT, pasáž 50. Při samotném testování 
byly použity vodné extrakty celkem šesti vzorků. Výsledky testování cytotoxicity udávají grafy 
(Obrázek 13, Obrázek 14), představující závislost viability buněk na koncentraci daného 
extraktu. 
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Obrázek 13: Závislost viability buněk HaCaTna koncentraci vodných extraktů 
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Obrázek 14: Závislost viability buněk HaCaT na koncentraci vodných extraktů 

Z uvedených grafů je patrné, že testované vzorky působily na keratinocyty HaCaT více 
cytotoxicky než na buněčné linie CaCO-2. V případě keratinocytů HaCaT se při vyšších 
koncentracích vodných extraktů dostávaly všechny vzorky pod hranici cytotoxicity (60 %). 
Nejméně cytotoxickými byly vyhodnoceny vodné extrakty kamutu a slzovky. Jako nejvíce 
cytotoxicky byl stanoven extrakt jáhel, který nebyl cytotoxicky pouze do koncentrace 12 %. 
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5.9 Senzorická analýza 

Senzorické analýzy se zúčastnilo celkem 25 respondentů, z nichž byli 2 muži a 23 žen. Všichni 
respondenti byli nekuřáci a jejich zdravotní stav byl v den senzorické analýzy dobrý. 
Senzorické analýzy se zúčastnilo 11 studentů, 13 doktorandů a 1 akademik. Data byla získána 
pomocí dotazníku (viz Příloha 1: Dotazník pro senzorické hodnocení), zpracována a graficky 
(Obrázek 15) vyhodnocena pomocí MS Excel. 

• Muž 

Obrázek 15: Grafy znázorňující složení hodnotitelů senzorické analýzy. 

První část dotazníků byla zaměřena na to, zda respondenti konzumují netradiční cereálie a 
výrobky z nich vyrobené. Většina respondentů odpověděla, že netradiční cereálie spíše 
nekonzumují. Pouze dva respondenti uvedli, že netradiční cereálie a výrobky z nich konzumují 
často. Naopak 3 hodnotitelé odpověděli, že netradiční cereálie ani výrobky z nich vůbec 
nekonzumují. Výsledky první části dotazníku byly zpracovány rovněž graficky (Obrázek 16). 

• Netradiční cereálie a výrobky z 
nich konzumuji často 

• Netradiční cereálie a výrobky z 
nich spíše nekonzumuji 

• Netradiční cereálie a výrobky z 
nich vůbec nekonzumuji 

Obrázek 16: Jaké je Vaše stanovisko před ochutnáním? 
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5.9.1 Senzorické hodnocení vzorků 

Při senzorické analýze bylo hodnoceno celkem 6 vzorků, připravených z amaranthu, čiroku 
bílého, jáhel, kamutu, pohanky a quinoi bílé. Hodnotitelé hodnotili barvu a vzhled, strukturu, 
vůni, chuť a intenzitu chuti. Senzorické vlastnosti vzorků byly hodnoceny číselně v rozmezí od 
1 do 7, kdy 1 znamenala vynikající vlastnost vzorku a 7 představovala velmi špatnou až 
odpornou vlastnost. Intenzita chuti jako jediná senzorická vlastnost byla hodnocena číselně 
v rozmezí od 1 do 5, kdy 1 znamenala velmi silnou chuť a 5 naopak chuť velmi slabou. Součástí 
senzorické analýzy byl také pořadový test, kdy hodnotitelé seřadili vzorky od nej lepšího po 
nej horší a tuto volbu slovně odůvodnili. Výsledky senzorické analýzy pro všechny vzorky byly 
zpracovány do společného grafu (Obrázek 17). 

o a -a o -a 
-cti 
Ř2 

• Amaranth 
Cirok 
Jáhly 

• Kamut 
Pohanka 

• Quinoa 

Vzhled a Struktura 
barva 

Vůně Chuť Intenzita 
chuti 

Pořadí 

Obrázek 17: Graf znázorňující výsledky senzorické analýzy. 

Z grafu (Obrázek 17) lze pozorovat, že jednoznačně nejlépe hodnoceným vzorek byl vzorek 
připravený z jáhel, který byl téměř ve všech sledovaných senzorických vlastnostech hodnocen 
nejlépe. Vyrovnaný výsledek byl u všech vzorků při sledování intenzity chuti. Zde však nebylo 
porovnáváno, zda je chuť příjemná, či nepříjemná ale pouze jak silnou intenzitu chuti 
respondent vnímal během analýzy. Jelikož se jedná o vzorky cereálií, které by mohly být 
použity pro výrobu běžného pečiva, není nutné, aby byla chuť příliš výrazná a spíše je dobrou 
vlastností vzorku, pokud nevykazuje intenzivní chuť, která by ovlivňovala celkovou chuť 
výrobku. Nejhůře hodnoceným vzorkem byla pohanka, což vyplývá i z grafu, kdy dosahuje 
vzorek pohanky nejvyšších hodnot, a tedy spíše záporného hodnocení. Kromě pohanky byly 
také hůře hodnoceny některé senzorické vlastnosti amaranthu a quinoi. Graficky zpracované 
výsledky byly však pouhým průměrem, z celého počtu respondentů. U každého vzorku se 
vyskytovaly různorodé názory respondentů. Někteří například kladně hodnotili vzorek, který 
většina respondentů hodnotila záporně, jako tomu bylo například u pohanky. 
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5.9.1.1 Amaranth 

Amaranth se v rámci senzorického hodnocení v pořadovém testu umístil na 5. místě. Průměrný 
výsledek v pořadovém testu byl však srovnatelný se vzorkem pohanky a quinoi. Hodnocené 
senzorické vlastnosti amaranthu lze pozorovat v grafu (Obrázek 18). U vzorku byl poměrně 
kladně hodnocen vzhled, barva a struktura. Naopak negativně byla hodnocena vůně vzorku, 
kdy většina respondentů označila vůni připraveného vzorku jako špatnou a již nepřijatelnou. 
Stejně tak byla hodnocena celková chuť, kdy většina respondentů hodnotila vzorek jako špatný 
až odporný. Nevýhodou testovaného vzorku bylo také to, že vykazoval poměrně vysokou 
intenzitu chuti, což není v případě výrobku připravovaných z cereálií až tak žádanou vlastností. 
Zejména v případě, pokud je chuť nepříjemná. Zajímavostí však je, že celkem 3 respondenti 
označili právě tento vzorek jako nej lepší. Při slovním hodnocení se vyjadřovali respondenti 
zejména k chuti analyzovaného vzorku. Většině respondentů připomínal vzorek svou chutí 
bahno, hlínu a několik respondentů tuto pachuť označili, jako by cítili plíseň. Vyskytly se zde 
také názory, že respondenti cítili travnatou pachuť nebo pachuť rybiny. Přesto však někteří 
respondenti označili chuť jako nasládlou nebo oříškovou. 

Intenzita chuti 

Vzhled a barva 
5 

Struktura 

Chuť Vůně 

Obrázek 18: Senzorické vlastnosti amaranthu 

5.9.1.2 Cirok bílý 

Cirok bílý byl po jáhlech a kamutu třetím nejlépe hodnoceným vzorkem. Hodnocené senzorické 
vlastnosti čiroku lze pozorovat v grafu (Obrázek 19). Téměř všemi respondenty byly kladně 
hodnoceny všechny ze základních senzorických vlastností jako byl vzhled, barva, struktura a 
vůně. Chuť vzorku již nebyla hodnocena jako nej lepší, přesto byla většinou respondentů 
hodnocena jako přijatelná. Intenzita chuti pak byla většinou respondentů hodnocena jako 
střední až slabá, což je v rámci analyzovaných vzorků poměrně dobrý výsledek, protože by 
vzorek nepřebíjel chuť výsledného výrobku. Celkem 2 respondenti označili vzorek připravený 
z čiroku za nejhorší, většina respondentů však zařadila v pořadovém testu tento vzorek na 2. až 
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4. pozici. Při slovním hodnocení většina respondentů zmínila drobivou strukturu vzorku a také 
nevýraznou chuť. Přesto však většinou hodnotili vzorek připravený z čiroku kladně. 

Intenzita chuti 

Vzhled a barva 
4 

Struktura 

Chuť Vůně 

Obrázek 19: Senzorické vlastnosti čiroku 

5.9.1.3 Jáhly 

Vzorek připravený z jáhel byl respondenty označen za nej lepší. Výsledek byl srovnatelný se 
vzorkem připraveným z kamutu. Hodnocené senzorické vlastnosti jáhel lze pozorovat v grafu 
(Obrázek 20). U tohoto vzorku označili všichni respondenti vzhled, barvu, strukturu, vůni a 
chuť vzorku nejhůře jako uspokojující. Intenzitu vzorku označila většina respondentů jako 
střední. Celkem 11 respondentů tento vzorek označilo jako nejlepší. Pouze jeden respondent 
tento vzorek označil jako nej horší. Při slovním hodnocení si jeden respondent stěžoval na 
mýdlovou pachuť. Ostatní spíše vzorek chválili, protože jim chutí, vzhledem i strukturou 
připomínal běžný muffin, na který jsou respondenti zvyklí. To bylo pravděpodobně způsobeno 
tím, že jáhly jsou vyloupané proso a nejednalo se tak o vzorek připravený z mouky z celého 
zrna. Na rozdíl od ostatních vzorků byl tedy tento vzorek nejblíže vlastnostmi běžné mouce. 

Vzhled a barva 
3 

Intenzita chuti Struktura 

Chuť Vůně 

Obrázek 20: Senzorické vlastnosti jáhel 
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5.9.1.4 Kamut 

Srovnatelně se vzorkem připraveným z jáhel dopadl v pořadovém testu i kamut. U vzorku 
kamutu bylo již hodnocení respondentů rozmanitější. Hodnocené senzorické vlastnosti kamutu 
lze pozorovat v grafu (Obrázek 21). Většina respondentů hodnotila vzhled a barvu jako dobrou 
až vynikající. Strukturu hodnotili nejčastěji jako velmi dobrou. Vůni pak respondenti hodnotili 
od vynikající až po ještě přijatelnou. Všichni respondenti hodnotili chuť vzorku lépe než 
uspokojivou a intenzitu chuti hodnotili nejčastěji jako střední. Celkem 9 respondentů tento 
vzorek označilo za nejlepší, pouze jeden jej označil jako nejhorší. Při slovním hodnocení tento 
vzorek respondenti spíše chválili a srovnávali jej se vzorkem připraveným z jáhel. Společně se 
vzorkem připraveným z jáhel byl tento vzorek označován za vzorek, který se nejvíce podobá 
běžnému muffinu. V tomto případě se jednalo o mouku připravenou z celého zrna, kamut je 
však odrůdou pšenice a nejspíš proto byl z celozrnných vzorků pro běžného konzumenta 
nej přijatelnější. 

Obrázek 21: Senzorické vlastnosti kamutu 

5.9.1.5 Pohanka 

Vzorek připravený z pohanky byl jednoznačně respondenty označen za nejhorší. Hodnocené 
senzorické vlastnosti pohanky lze pozorovat v grafu (Obrázek 22). Vzhled a barvu hodnotila 
většina respondentů nejhůře jako ještě přijatelnou. Strukturu vzorku však již větší část hodnotila 
spíše jako nepřijatelnou, stejně jako vůni. Chuť vzorku hodnotila většina respondentů rovněž 
jako nepřijatelnou, někteří j i hodnotili dokonce jako odpornou. Intenzitu chuti označili 
respondenti jako silnou až velmi silnou. Mezi všemi respondenty se našel jeden respondent, 
podle kterého byl tento vzorek tím nejlepším. Tento respondent ve svém slovním hodnocení 
uvedl, že má vzorek vynikající chuť i texturu, zvláště pak pro člověka, který má rád pohanku. 
Z toho vyplývá že pro člověka, který je zvyklý na pohanku a má j i rád, by mohl i tento vzorek 
představovat ideální náhradu běžného pšeničného pečiva. Přesto však pro lidi, kteří nemají 
pohanku rádi a její intenzivní chuť jim vadí, by tento vzorek vhodný nebyl. Celkem označilo 
vzorek připravený z pohanky jako nejhorší 8 respondentů. Tito respondenti ve svém slovním 
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hodnocení zmiňovali zejména špatnou 
suchý a rozpadal se. 

chuť, její intenzitu a dále pak strukturu vzorku, který byl 

Obrázek 22: Senzorické vlastnosti pohanky 

5.9.1.6 Quinoa bílá 

Vzorek připravený z quinoi byl v pořadovém testu zařazen na 4. místo. Hodnocení bylo však 
poměrně srovnatelné se vzorky amaranthu a pohanky. Hodnocené senzorické vlastnosti quinoi 
lze pozorovat v grafu (Obrázek 23). Většina respondentů hodnotila vzhled, barvu a strukturu 
vzorku nejhůře jako přijatelnou. Vůni a chuť však již část respondentů hodnotila jako 
nepřijatelnou až odpornou. Intenzitu chuti pak hodnotili respondenti jako střední až silnou. 
Celkem 3 respondenti označili tento vzorek jako nej horší. Ve slovním hodnocení většina 
respondentů popisovala pachuť, která jim vadila u tohoto vzorku. Pachuť jim připomínala maso, 
slaninu či bujón. Někteří respondenti označili příchuť jako makovou, většina respondentů se 
však shodovala v příliš nahořklé chuti vzorku. 

Vzhled a barva 
5 

Intenzita chuti Struktura 

Obrázek 23: Senzorické vlastnosti quinoi bílé 
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6 ZÁVĚR 
Tato bakalářská práce byla zaměřena na charakterizaci aktivních látek a biologických účinků 
vybraných netradičních cereálií. Vybranými netradičními cereáliemi byly amaranth, 
amaranthové vločky, čirok bílý, čirok červený, jáhly, jáhlové vločky, kamut, pohanka, 
pohankové vločky, quinoa bílá, quinoa černá, quinoa červená, slzovka a teff. 

Nejprve byla vypracována teoretická rešerše, v rámci které byl vypracován obecný přehled 
zabývající se cereáliemi, který byl rozšířen o přehled vybraných netradičních cereálií a jejich 
chemické složení. 

V experimentální části práce byly vzorky nejprve vhodně zpracovány pro další analýzu. 
Všechny vzorky byly rozemlety na práškovou formu, aby byla zajištěna co nej dokonalejší 
homogenita vzorků. Následně byly vzorky podrobeny dle typu analýzy extrakci, hydrolýze 
nebo mineralizaci. Analyzovány byly základní složky cereálií jako jsou sacharidy nebo 
bílkoviny, dále pak aktivní složky jako jsou antioxidanty, fenolické látky, flavonoidy a P-
glukany. Kromě základního stanovení byly provedeny testy cytotoxicity vybraných vzorků. Ty 
byly testovány na lidských keratinocytech HaCaT a na lidských buňkách adenokarcinomu 
tlustého střeva CaCO-2. Práce byla zakončena senzorickou analýzou. 

Sacharidy byl stanoveny metodou dle Duboise. Nejprve byly sacharidy stanoveny ve vodných 
extraktech, což se však ukázalo jako nevhodná metoda. Důvodem bylo to, že hlavními 
sacharidy vyskytujícími se v cereáliích jsou polysacharidy, se kterými toto stanovené 
neinteraguje. Proto byla tato metoda optimalizována a jako nej vhodnější metoda pro uvolnění 
neutrálních sacharidů ze vzorku byla zvolena kyselá hydrolýza pomocí 6M HC1 při teplotě 
37 °C po dobu 2 hodin. Touto metodou již bylo stanoveno množství sacharidů, které odpovídalo 
hodnotám udávaným v literatuře a současně odpovídalo hodnotám udávaným výrobcem na 
obalu výrobku [10]. Obsah sacharidů ve vzorcích byl stanoven v rozmezí 40-76 %. Nejnižší 
obsah sacharidů byl stanoven v kamutu (39 ± 6 %), nejvyšší pak u teffových vloček (76 ± 2 %). 
Pro stanovení bílkovin byla j ako nej vhodnej ší zvolena metoda dle Kjeldahla. Jedná se o přesnou 
metodu, při které bylo dosaženo výsledků s minimální odchylkou. Nejnižší obsah bílkovin byl 
stanoven v pohankových vločkách (7,373 ± 0,006 %), nejvyšší pak u amaranthových vloček 
(13,85 ±0 ,07%) . 

Při analýze aktivních složek byla nejprve stanovena celková antioxidační aktivita 
analyzovaných vzorků. Při této metodě bylo dosaženo poměrně přesných výsledků 
s minimálními odchylkami. Nejvyšší antioxidační aktivitu vykazovala pohanka (3,354 ± 
0,007 mg/g vzorku) nebo quinoa červená (3,2 ± 0,0 mg/g vzorku). Nejnižší obsah vykazovaly 
jáhly (0,36 ± 0,05 mg/g vzorku) a jáhlové vločky (0,48 ± 0,03 mg/g vzorku). Dále byl stanoven 
celkový obsah fenolických látek. Nejvyšší obsah byl stanoven v případě quinoi bílé (4,23 ± 
0,13 mg/g vzorku), quinoi červené (3,97 ± 0,07 mg/g vzorku) a quinoi černé (3,09 ± 0,14 mg/g 
vzorku). Naopak nejnižší obsah fenolických látek byl opět stanoven v případě jáhel (0,60 ± 0,07 
mg/g vzorku) a jáhlových vloček (0,21 ± 0,09 mg/g vzorku). Při stanovení flavonoidů byl 
nejvyšší obsah flavonoidů stanoven u quinoi bílé (0,87 ± 0,05 mg/g vzorku), quinoi černé (0,74 
± 0,05 mg/g vzorku) a amaranthu (0,56 ± 0,06 mg/g vzorku). 

Dále byl stanoven obsah P-glukanů. Při tomto stanovení bylo dosaženo velice nízkých 
výsledků. P-glukany j sou ve větším množství obsaženy pouze v ječmene a ovsa. Další, avšak 
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výrazně nižším zdrojem P-glukanů je pšenice. To vyplývá i z výsledků, jelikož kamut je druh 
pšenice a vjeho případě byl stanoven nejvyšší obsah P-glukanů (0,3164-0,3414 g/100 g 
výrobku). U ostatních vzorků byl obsah P-glukanů velice nízký a nedosahoval ve většině 
případu ani 0,1 %. Mezi základními stanoveními byl také stanoven obsah lepku ve vzorcích 
netradičních cereálií. Kromě kamutu, amaranthu a všech vzorků vloček byly stanoveny vybrané 
netradiční cereálie jako bezlepkové. V kamutu, jelikož se jedná o druh pšenice byl obsah lepku 
stanoven několika násobně vyšší, než tomu bylo v ostatních vzorcích. Vzorky, které nesplňovali 
podmínky bezlepkovosti (amaranth a vločky), přesáhli hranici 20 mg/kg vzorku lepku pouze 
minimálně a množství lepku ve vzorcích tak bylo pouze stopové. 

Dalším cílem práce byla charakterizace biologických účinků vybraných netradičních cereálií. 
Biologické účinky byly testovány na lidských keratinocitech HaCaT a na lidských buňkách 
adenokarcinomu tlustého střeva CaCO-2. V obou případech se jako nejvíce cytotoxické jevily 
jáhly, které se při koncentraci vodného extraktu 16 % dostávali pod hranici toxicity (60 %) 
v případě obou typů buněk. Při testováni cytotoxicity na buňkách CaCO-2 se na hranici 
cytotoxicity pohybovala pohanka a quinoa. Ostatní vzorky nejevily známky toxicity vůči 
tomuto typu buněk. V případě keratinocytů vykazovaly při nejvyšší koncentraci vodného 
extraktu 28 % toxicitu všechny analyzované vzorky. 

V poslední části práce byla provedena senzorická analýza. V rámci senzorické analýze byl jako 
nej lepší stanoven vzorek připravený z jáhel a kamutu. To bylo pravděpodobně ze dvou důvodů. 
V případě jáhel to bylo z toho důvodu, že se jedná o vyloupané proso, a nejednalo se tak o 
použití celozrnné mouky jako u ostatních vzorků, což mělo značný vliv na strukturu, vzhled i 
chuť výsledného produktu. Kamut je odrůdou pšenice, a přestože byla použita mouka 
celozrnná, jednalo se o pšenici, na kterou jsou běžní konzumenti zvyklí. Nejhůře byl hodnocen 
vzorek pohanky, zejména pro svou chuť, která je velice výrazná. 

Z experimentálně stanovených výsledků lze vyvodit několik faktů. Byla potvrzena hypotéza, 
že při zpracování obilného zrna do formy vloček dochází ke ztrátě, jak některých základních 
složek j ako jsou například bílkovin, tak také významných, tělu prospěšných aktivních látek j ako 
jsou antioxidanty nebo fenolické látky. Tento fakt je pravděpodobně způsoben odstraněním 
obalových vrstev a působením teploty na zrno při zpracování. Zároveň při zpracování dochází 
ke kontaminaci vloček lepkem z prostředí, ve kterém jsou zpracovávány, to je však tím, že se 
výrobci nespécializují na bezlepkovou výrobu a pokud má zákazník zájem o bezlepkový 
výrobek potom musí vybírat produkty, kde je kladen vyšších požadavků při zpracování. Přesto 
však byl obsah lepku ve vločkách stále velice nízký a pouze ve stopovém množství. Nebylo 
však potvrzeno, zda mají barevné varianty cereálií lepší přínos pro lidské zdraví než varianty 
bezbarvé. Ve většině případů byly výsledky stanovené pro bílou variantu vyšší nebo 
srovnatelné s barevnými variantami. 

Tyto netradiční cereálie by mohly skrz své zdravotní benefity získat do budoucna větší 
pozornost ve srovnání s běžnými cereáliemi. Jejich cena je sice vyšší, lidé však v současnosti 
dbají o své zdraví a životní styl a často si jsou za kvalitnější produkty schopni připlatit. Do 
budoucna by bylo zajímavé kombinovat některé z těchto netradičních cereálií s dalšími 
aktivními látkami, které by mohly sloužit například pro podporu imunity, čímž bychom získali 
obohacené, zdraví prospěšné cereální produkty. 
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8 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLU 
FAO OSN Organizace OSN pro výživu a zemědělství 

E U Evropská unie 

U V oblast ultrafialového záření 

VIS oblast viditelného záření 

TEAC Trolox equivalent antioxidant capacity 

ABTS 2,2-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonová kyselina) 

X vlnová délka 

s molární absorpční koeficient 

QQPFP celiakální toxický epiteton gliadinu 

ELISA enzyme-linked immuno sorbent assay 

NAD(P)H nikotinamidadenindinukletid(fosfát) 

HaCaT Human keratinocytes cell line 

CaCO-2 Human Colon Adenocarcinoma cell line 

E M E M Eagle's Minimal essential medium 

D M E M Dulbecco' s Modified Eagle Medium 

FBS Fetální bovinní sérum 

PBS Phosphate Buffered Saline (fosfátový pufir) 
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9 PŘÍLOHY 
9.1 Příloha 1: Dotazník pro senzorické hodnocení 

T 
Dotazník pro senzorické hodnocení netradičních cereálií 

Vážení hodnotitelé, 

zhodnoťte, prosím, předložené vzorky připravené z netradičních cereálií. Předloženy Vám 
budou vzorky netradičních cereálií, mezi které byly zařazeny pseudocereálie a některé méně 
známé cereálie. Zkoumanými netradičními cereáliemi jsou amaranth, čirok, jáhly, kamut, 
pohanka a quinoa. 

Hodnotitel: Student / Doktorand / Akademik 

Datum: 

Čas: 

Zdravotní stav: kuřák / nekuřák muž / žena 

1. Jaké je Vaše stanovisko před ochutnáním? 

Netradiční cereálie a výrobky z nich konzumuji často. 

Netradiční cereálie a výrobky z nich spíše nekonzumuji. 

Netradiční cereálie a výrobky z nich vůbec nekonzumuji. 

Senzorické hodnocení vzorků pomocí stupnice 

Vzhled a barva, struktura a vůně 

1 - vynikající; 2 - velmi dobrý; 3 - dosti dobrý; 4 - uspokojivý; 5 - ještě přijatelný; 6 - špatný, 
již nepřijatelný; 7 - velmi špatný, odporný 

Kód vzorku Vzhled a barva Struktura Vůně 

A 

B 

C 

D 

E 

F 
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Chuť 

Intenzita chuti: 1 - velmi silná; 2 - silná; 3 - střední; 4 - slabá; 5 - velmi slabá 

Celková chuť: 1 - vynikající; 2 - velmi dobrý; 3 - dosti dobrý; 4 - uspokojivý; 5 - ještě 

přijatelný; 6 - špatný, již nepřijatelný; 7 - velmi špatný, odporný 

Kód 
vzorku 

Celková 
chuť 

(číslo) 

Príchuť / či případná 
pachuť (slovy) 

Intenzita 
chuti 

(číslo) 

Označte 
nej lepší 

vzorek (+) 
a nej horší 
vzorek (-) 

Obilovina (z jaké 
cereálie byl výrobek 

připraven) 

A 

B 

C 

D 

E 

F 

Pořadový test - seřaďte jednotlivé vzorky dle vlastních preferencí a zdůvodněte. 

Pořadí Kód vzorku Důvod (či případně jiná poznámka) 

1. 

2. 

3. 

4. 

5. 

6. 

64 


