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Souhrn

Psenice seta (Triticum aestivum L.) patii k zakladnim péstovanym komoditam. Obilné zrno je
kromé cenného obsahu bilkovin a Skrobu vyznamnym zdrojem biologicky aktivnich latek, jako
jsou napt. polyfenolické latky a vitamin E (tokoferoly a tokotrienoly). Polyfenolické slouc¢eniny a
vitamin E vykazuji antioxida¢ni U¢inky. Bylo prokazano, Ze antioxidanty se podileji na sniZeni
rizika vzniku nadorovych a kardiovaskularnich onemocnéni. V posledni dob¢ se pozornost obraci
na historicky star$i odridy zemédé€lskych plodin, v neposledni fad¢ diky vysokému obsahu
biologicky aktivnich latek. Predmétem bakalaiské prace bylo srovnani obsahu polyfenolickych
latek, vitaminu E a antioxida¢ni aktivity v odriidach pSenice seté a starSich pluchatych pSenic
jednozrnky a dvouzrnky.

Ke stanoveni vitaminu E, celkové antioxida¢ni aktivity a celkového obsahu polyfenolickych latek
byly vybrany dvé odrudy pSenice jednozrnky — Escana a Schwedisches Einkorn, dvé odrudy
pSenice dvouzrnky — Rudico a Kahler Emmer a tii odridy pSenice seté - Granny, Kdrtner Friiher
a SW Kadrilj.

Obsah vitaminu E v jednotlivych odridach byl stanoven metodou vysokoucinné kapalinové
chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci s elektrosprejovou ionizaci (HPLC-
ESI/MS/MS). V pSenici jednozrnce byl stanoven vyznamné vyssi obsah tokotrienoltl (77 %) v
porovnani s tokoferoly (23 %), ve dvouzrnce bylo nalezeno vice tokotrienold (58 %) nez
tokoferolt (42 %), zatimco v pSenici seté bylo zaznamendno vyssi zastoupeni tokoferold (55 %) v
porovnani s tokotrienoly (45 %). Bylo zjiSténo, ze B-tokotrienol je majoritni forma vitaminu E v
psenici jednozrnce a dvouzrnce, zato v pSenici seté tvoii majoritni slozku a-tokoferol.

Ke zjisténi celkové antioxidacni aktivity (TAA) bylo pouzito spektrofotometrického méteni
vzorku s radikalem 2,2’-difenyl-1-pikrylhydrazylu (DPPH’). Naméfené hodnoty byly vyjadieny
jako ekvivalenty Troloxu. PSenice dvouzrnka vykazovala nejvyssi TAA (237,45 mg Troloxu/kg
susiny), zatimco pSenice jednozrnka nejnizs$i (184,15 mg Troloxu/kg suSiny). Hodnota TAA
pSenice seté byla niz§i v porovnani s pSenici dvouzrnkou, ale vysSi nez v pSenici jednozrnce
(199,1 mg Troloxwkg susiny).

Celkovy obsah polyfenolickych latek byl stanoven spektrofotometricky pouzitim ¢inidla Folin-
Ciocalteauova c¢inidla. Naméfené hodnoty byly vyjadieny jako ekvivalenty gallové kyseliny.
Nejvyssi mnozstvi polyfenolickych latek bylo nalezeno v psenici dvouzrnce (672 mgkg™).
PSenice jednozrnka obsahovala méné polyfenolickych latek v porovnani s psSenici dvouzrnkou
(549 mg.kg"). Celkovy obsah polyfenolickych latek se v pSenici seté zna¢né lisil vzajemné mezi
odrtidami - Granny (601 mgkg™), SW Kadrilj (534 mgkg™") a Kdirtner Friiher (502 mgkg™).
Kli¢ova slova: antioxidanty, vitamin E, Triticum, HPLC-ESI/MS/MS, TAA, DPPH,
polyfenolické latky, Folin-Ciocalteau



Summary

Spring wheat (Triticum aestivum L.) is currently one of the most important food crop worldwide.
Wheat grain comtains starch and proteins and contributes significantly to antioxidant income with
beneficial healthy effects too. The wheat is source of antioxidants for example - polyphenolic
compounds and vitamin E (tocopherols and tocotrienols). It was established that antioxidants
reduce risk of genesis of cancer and cardiovascular diseases. The attention is focused on
historically older varieties of crops because of high content of compounds with biological effects.
The aim of this thesis was comparison of total content of polyphenolic compounds, determination
of vitamin E and antioxidant activity in varieties of spring wheat and older einkorn and emmer
wheat.

These varieties of wheat were analysed - Escana and Schwedisches Einkorn (einkorn wheat),
Rudico and Kahler Emmer (emmer wheat) and Granny, Kdrtner Friither and SW Kadrilj (spring
wheat).

Determination of vitamin E was performed by high performance liquid chromatography —
electrospray ionisation tandem mass spectrometry (HPLC—ESI/MS/MS). The significant higher
content of tocotrienols (77 %) compared with tocopherols (23 %) was determined in einkorn
wheat. Emmer wheat contained more tocotrienols (58 %) than tocopherols (42 %). There it was
found higher content of tocopherols (55 %) compared with tocotienols (45 %). It was registered 3-
tocotrienol is major form of vitamin E in both einkorn wheat and emmer wheat, while a-
tocopherol is the major form in spring wheat.

Determination of total antioxidant activity (TAA) was performed by spectrophotometric
measurement with radical 2,2’-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH’). Measurement was
standardised as equivalent Trolox. Emmer wheat had the highest TAA (237,45 mg Trolox/kg dry
mass), while einkorn wheat had the lowest (184,15 mg Trolox/kg dry mass). In spring wheat was
determined lower TAA than in emmer wheat, but higher compared with einkorn wheat (199,1 mg
Trolox/kg dry mass).

Determination of total content of polyphenolic compounds was performed by spectrophotometric
measurement with Folin-Ciocalteau reagent. Measurement was standardised as equivalent gallic
acid. The highest amount of polyphenolic compounds was determined in emmer wheat (672
mg.kg™). Einkorn wheat contained less polyphenolic compounds than emmer wheat (549 mg.kg”
1. Amount of polyphenolic compounds was very different between varieties to each other in
spring wheat - Granny (601 mg.kg™"), SW Kadrilj (534 mg.kg™) and Kdrtner Frither (502 mgkg
b,

Key words: antioxidants, vitamin E, Triticum, HPLC — ES/MS/MS, TAA, DPPH, polyphenolic

compounds, Folin-Ciocalteau reagent
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1.Uvod

Mnohé rostliny vyuzivané jako zdroj potravy obsahuji fadu riznych biologicky uc¢innych
latek. Vyznamnou skupinu téchto latek tvofi antioxidanty. Antioxidantim obsazenym
v potravinach rostlinného ptivodu se vénuje znacnéa pozornost z diivodu jejich terapeutickych
efekti na lidsky organismus. Bylo prokazano, Ze antioxidanty snizuji riziko vzniku
chronickych onemocnéni napt. rakovinnych ¢i kardiovaskularnich, nebot’ jsou schopny
eliminovat pusobeni tzv. reaktivnich kyslikovych ¢astic (ROS — reactive oxygen species).
ROS ptitomné v zivych biologickych systémech jsou schopny oxidovat proteiny, lipidy a
rovnéz nukleové kyseliny, ¢imz naruSuji jejich chemickou strukturu. Pozménéni chemické

struktury mtiZze poté vést k iniciaci n€které z degenerativnich chorob.

Antioxidanty Ize zhlediska pivodu vzniku rozdé€lit na endogenni a exogenni. Né&které
antioxidanty, jmenovité a-lipoova kyselina ¢i koenzym Q;9, mohou byt soucasn¢ exogenni i
endogenni. Endogenni antioxidanty jsou produkovany samotnym organismem a zastavaji
velmi specifické funkce, napf. superoxiddismutiza nebo kataldza. Exogenni antioxidacni
latky do organismu pronikaji z vnéj$iho prostiedi, tj. pfijimédnim potravin rostlinné¢ho ptivodu.
Jedna se o slouceniny majici ve svém ochranném pusobeni v organismu Siroky zabér. Mezi
exogenni antioxida¢ni latky, bé€zné se vyskytujici v zelenin€, ovoci a obilnindch, patii

piedevsim polyfenolické slouceniny, vitaminy E, C a karotenoidy.

PSenice seta (Triticum aestivum L.) pfedstavuje hlavni zeméd¢€lsky vyuzivanou obilninu na
celém svété. K rozdilnym vlastnostem jednotlivych odriid pSenice se ptihlizi pii vybéru jejiho
zpracovani na pozadované produkty. Pfitomnost napt. vysSiho obsahu lepku v pSenici
vyhovuje pekatfskym tucelim, zatimco vyrazngji zluté zbarveného pSeni¢ného semene se

vyuziva k vyrob¢ téstovin.

PSenice dvouzrnka [Triticum dicoccum Schiibl (Schrank)] a jednozrnka (Triticum
monococcum L.) jsou historicky star§imi odridami pSenice. Jejich vynos je nizky v porovnani
s pSenici setou, jejich piinos vSak spocivd v mozném zvySeni kvality a pestrosti

potravinovych vyrobki.

PSeni¢né produkty obsahuji velké mnozstvi nutricné dulezitych slozek a jsou rovnéz

vyznamnym zdrojem antioxidacnich latek ve vyzivé Clovéka.



1.Cil prace

Cilem této prace bylo:
1) stanovit a porovnat obsah vitaminu E v pSenici seté, jednozrnce a dvouzrnce

2) stanovit a porovnat celkovou antioxidac¢ni aktivitu v pSenici seté, jednozrnce a

dvouzrnce

3) stanovit a porovnat obsah celkovych polyfenolti v pSenici seté, jednozrnce a dvouzrnce

Hypotézy:
1) pSenice jednozrnka, dvouzrnka a seta se vyznamn¢ 1isi v obsahu vitaminu E
2) psenice jednozrnka a dvouzrnka a seta maji jiné zastoupeni jednotlivych tokoll

3) pSenice jednozrnka, dvouzrnka a seté se 1i8i v obsahu polyfenolickych latek
4) pSenice jednozrnka, dvouzrnka a setd vykazuji miru antioxidacni aktivity

5) obsah biologicky aktivnich latek je ovlivnén odriidou, druhem i ro¢nikem péstovani
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3.Literarni reSerse

3.1 Psenice

Psenice je vyznamnym zdrojem antioxidacnich latek ve vyzivé ¢loveéka (Hidalgo et al., 2006).
V dnesni dobé se z obilnin v Ceské republice péstuje nejvice psenice seta (Triticum aestivum
L.) (Novak a Skalicky, 2009). PSenice dvouzrnka [Triticum dicoccum Schiibl (Schrank)] a
jednozrnka (7riticum monococcum L.) jsou historicky star§imi odridami psenice. Jejich
vynos je nizky v porovnani s pSenici setou, a vSak jejich pfinos spociva ve zvySovani kvality a

pestrosti potravinovych vyrobkl (Moudry et al., 2005; Konvalina et al., 2009).
3.1.1 Botanicky popis

Z botanického hlediska se pSenice (Triticum) zatazuje do tfidy rostlin jednod€loznych
(Liliopsida), tadu lipnicotvarych (Poales), Celedi lipnicovitych (Poaceae) a podceledi
vlastnich lipnicovitych (Pooidaeae) (Novak a Skalicky, 2009).

Triticum je jednoletad (jarni i oziméd forma) rostlina s kvétenstvim stazenym v lichoklas.
Klasky jsou 2-5kvété, bezosinné, u nékterych kulturnich forem se vyskytuji kiivé osiny.
Obilky (plody) jsou valcovité, Cervenohnédé a nahé. Obilka je tvofena aleuronovou vrstvou,
ktera pfedstavuje vyznamny zdroj bilkovin. VyZiva embrya je zajiStovana prostfednictvim

zasobniho pletiva, triploidniho endospermu (Novak a Skalicky, 2009).

PSenice méa svazcity kofen tvofeny tenkymi adventivnimi koteny. Stonek (stéblo) se nevétvi.
Internodia jsou pferu$ovany uzlinami (nody). Carkovité listy piisedaji ke stéblu. (Novak a
Skalicky, 2009). Dilezitym rozpozndvacim znakem je piitomnost kratkého, po okraji

vroubkovaného jazyéku a malého ochmyteného ouska na listu (Spaldon, 1986).

3.1.2 Chemické sloZeni zrna

3.1.2.1 Sacharidy

V pSeni¢ném zrnu je pritomno vysoké mnozstvi sacharida. Jedna se pfedevsim o polysacharid

Skrob, dale celulosu, hemicelulosy, pentosany; oligosacharidy, monosacharidy a sacharidy
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jako soucast komplexi s lipidy a bilkovinami — glykolipidy a glykoproteiny. Obsah Skrobu
v obilce se pohybuje v rozmezi 50 - 70 % v zéavislosti na odridé¢ a podminkach prostiedi.
Skrob se vyznamné uplatiiuje v pekarenské technologii a ovliviiuje napf. kvalitu lepku

(Prugar a Sykorova, 2008).
3.1.2.2 Lipidy

Podil lipidt vyskytujicich se v obilce odpovida 1,5 - 3 %. Tyto lipidy tvofi jednak vlastni tuky
slozené¢ hlavné z linolové a olejové kyseliny, a také fosfatidy, jez obsahuji kyselinu
fosfore¢nou a dusikatou bazi. Typickym ptredstavitelem je lecitin s dusikatou bézi cholinem.
Hlavni podil lipidi je koncentrovan do klickové c¢asti zrna. Pritomnost lipidid hraje
vyznamnou roli pti skladovani obili a mouky. Oxida¢ni pfemény tukti vedou ke zluknuti, coz
nezadoucim zpusobem ovliviiuje senzorické vlastnosti. V pekdrenské technologii lipidy

ovlivituji biochemické pfemény béhem kynuti a peceni (Prugar a Sykorova, 2008).
3.1.2.3 Bilkoviny

Bilkoviny obsazené v obilce jsou povazovany za latky s nejvétsim vyznamem z hlediska
technologického a déle pro svou vyzivovou a krmnou hodnotu. Jejich obsah v susing bézné
¢ini 12 - 13 %. V pSeni¢ném zrnu je zastoupeno nasledujicich osm esencidlnich aminokyselin:
lysin, valin, leucin, isoleucin, fenylalanin, threonin, methionin a tryptofan. V aleuronové
vrstveé a v klicku se naléza relativné nejvyssi podil bilkovin. V endospermu ubyva mnozZstvi

bilkovin smérem do stfedu (Prugar a Sykorova, 2008).
3.1.2.4 Mineralni latky

Obsah mineralnich latek v pSeni¢ném zrnu se nejcastéji pohybuje v rozsahu 1,7 - 2,0 %,
v zavislosti na odridé a pudnich podminkéach. Zrno obsahuje primérné ve 100 g suSiny asi
450 mg fosforu, 380 mg drasliku, 160 mg siry, 140 mg hot¢iku, 60 mg vapniku, 30 mg
sodiku, 5 mg Zeleza, 4,5 mg manganu, 3 mg zinku, 2,5 mg boru, 0,7 mg médi a nepatrné jeste
dal$i mineralni prvky. Nejveétsi mnozstvi minerdlnich prvka je nahromadéno v klicku a v

obalech zrna (Prugar a Sykorova, 2008).

-12 -



3.1.2.5 Antioxidacni latky

Vitaminy vykazuji antioxida¢ni G€inky a predstavuji dalsi skupinu latek, nachézejici se v zrnu
pSenice, ktera je pro ¢loveka i hospodaiska zvifata nutricné vyznamna. Ve 100 g suSiny je
prumérné obsazeno 3,0 mg tokoferoll (forma vitaminu E), 0,01 mg a-karotenu (provitamin
vitaminu A), 0,45 mg thiaminu (vitamin B1) a 0,4 mg pyridoxinu (vitamin B6). Vitaminy jsou
vetsinou soustiedény v klicku a v aleuronové vrstvé obilky. O tyto ¢asti vSak svétlé mouky

byvaji pii mlynském zpracovani ochuzeny (Prugar a Sykorova 2008).

Obsah jednotlivych forem vitaminu E - tokoferolid a tokotrienold se vzdjemné druhové a
odridove lisi. PSenice jednozrnka i dvouzrnka obsahuje prikazné vice tokotrienolli nez
pSenice seta (Hejtmankova et al., 2010). Ze soucasnych studii se usuzuje, Ze tokotrienoly by
mohly byt biologicky 0¢inngjsi nez tokoferoly. Tokotrienoly zabranuji napf. vzniku
neurodegenerativnich onemocnéni a rakoving prsu (Theriault et al., 1999; Watson and Preedy,
2009). Pseni¢né zrno je rovnéz zdrojem polyfenolickych latek, o nichz je znamo, ze ptisobi
vyrazn¢ antioxidac¢ng. Polyfenolické latky jsou koncentrovany ve vnéjsich vrstvach zrna
(Katina et al.,, 2007). Mezi vyznamné polyfenolické latky obsazené v zrnu patii
hydroxyskoficové kyseliny - ferulova, kavova, p-kumarova, syringova a vanilova (Okarter et

al., 2010).

Karotenoidy lze rovnéz zatadit mezi vyznamné antioxidacni latky vyskytujici se v obilce.
Psenice jednozrnka obsahuje prikazné vy$si mnozstvi karotent v porovnani s pSenici setou a

dvouzrnkou (Hidalgo et al., 2006).

3.1.3 Kvalita pSeni¢ného zrna

Odrtda je zékladnim faktorem, ktery ovliviiuje jakost zrna jako suroviny pro potravinaiskou
vyrobu. V mnoha znacich se jednotlivé odrady li8i, a tudiz je pfi vyberu nutné zohlednit jejich
uzitny smér. Zékladni kritérium hodnocené u vsSech registrovanych odrid predstavuje

pekarenska jakost. Odriidy jsou zatfazovany do nasledujicich kategorii:
- potravinaiska pSenice s pekarenskou jakosti (vyroba kynutych tést)

- potravinafska pSenice s pecivarenskou jakosti (vyroba susenek)
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- krmna pSenice
- surovina pro vyrobu skrobu
- surovina pro vyrobu bioethanolu

Nevyhodou odrid s vysokou pekaiskou jakosti, byva nizsi vynosova uroven, u nekterych i

mald odolnost k chorobam (Prugar a Sykorova, 2008).

3.1.4 PSenice seta

Ke vzniku prvnich forem pSenice seté doslo spontannim kiizenim pSenice dvouzrnky a travy
Aegilops squarrosa (Stehno et al, 2008). Vyznam psenice seté v CR vyplyva zjejiho
dominantniho postaveni ve struktufe obilnin 1 ostatnich plodin péstovanych na orné pad¢, kde
zaujima asi 30 % plochy. Piestoze se nejvetsi podil (60 %) zkrmuje, vEtsi ¢ast osevnich ploch
pSenice je vyuZzivana s cilem dosazeni potravinaiské kvality, ktera je realizovdna za vyssi
ceny. Nadbytecné objemy pSenice se zpracovavaji napf. pro vyrobu bioethanolu (Prugar a
Sykorova, 2008). PSenice se péstuje ve dvou formach — jarni a ozima. Pfednost se dava

péstovani ozimé formé (vyssi vynos) (Spaldon, 1986).
3.1.4.1 Péstovani ozimé pSenice seté

Zarazeni v osevnim postupu

wevr

pudni prostfedi a vlastnosti, jeZ jsou dileZité jednak pro rist rostlin, jednak pro tvorbu vynosu
1 jeho kvalitu. Vhodnymi piedplodinami ozimé pSenice jsou v naSich podminkéch jeteloviny,

luskoviny, vojtéska, ozima fepka a organicky hnojené okopaniny (Zimolka et al., 2005).
Zpracovani pudy

Ptedsetova ptiprava zahrnuje orbu nebo minimalizac¢ni zpracovani. Orba se provadi 2-3 tydny
pied setim do hloubky 18 - 22 cm. Vyséva se od 15.9. - 5.10. (podle vyrobni oblasti) do
hloubky 3 - 4 cm (Palik et al, 2009) s rozte¢i fadk 12,5 — 17 cm (Zimolka et al., 2005).
Vysevek ¢ini 3,5 - 5,5 MKS/ha (dle terminu seti) (Zimolka et al., 2005).
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VyZiva a hnojeni

PSenice patii mezi plodiny se stiedni spotifebou Zivin. Vyzaduje hluboké, hlinité az jilovité

pudy se slabé kyselou az neutralni reakci (Zimolka et al., 2005).

Celkova davka dusiku se aplikuje béhem vegetace a je rozdélena do tii davek - regeneracni,

produk¢ni a kvalitativni (Zimolka et al, 2005).

Regeneracni hnojeni se provadi brzy na jafe v davce 40 - 60 kg/ha pouzitim napt. ledku

amonného se siranem amonnym (DASA) (Zimolka et al. 2005).

Produkéni dévka se aplikuje na pocatku sloupkovani a €ini 20 - 45 kg/ha. Kvalitativni hnojeni
se realizuje ve fdzi metani v davce 10 - 20 kg (Zimolka et al. 2005). Pro produkéni a
kvalitativni hnojeni je mozné pouzit hnojiva DAM 390 (hnojivo obsahujici dusi¢nan amonny
a mocovinu) a LAV 27 % (hnojivo obsahujici dusi¢nan amonny a mlety vapenec) (Palik et al,

2009).

Nedostatek dusiku pro rostlinu miize zptisobovat zesvétleni listd, horSi odnozovani,

nevyrovnanost porostu a rovnéz negativné ovliviuje kvalitu zrna (Zimolka et al, 2005).

Doporucend déavka fosforu ¢ini 40 - 50 kg P,Os a provadi se pted orbou (Palik et al., 2009).
Nedostatek fosforu se projevuje mensi intenzitou odnoZovani, kratkymi, slabymi stébly a

fialovénim listd (Zimolka et al., 2005).

Palik (2009) doporucuje davku drasliku asi 23 kg/ha hnojivem NPK pted orbou. Dulezitym
pfiznakem nedostatku drasliku je viditelnd zména stavu rostliny. Stéblo se zkracuje a rostlina

vytvari velké mnozstvi odnozi (Zimolka et al., 2005).
Ochrana ozimé pSenice

Zaklad dobrého porostu pSenice tvoii kvalitni motené osivo. Mofeni slouzi jako ochrana

predevsim proti snétim a fusariim (Palik et al., 2009).
Ochrana proti pleveliim

Omezit zapleveleni lze vhodnou piedplodinou a mechanickym nebo chemickym zni¢enim

vzeslych pleveld (Palik et al., 2009).
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Podzimni aplikaci herbicidii je feSena likvidace chundelky metlice, citlivych a odolnych
dvoudéloznych plevelt vydrolu fepky (Palik et al., 2009), na jate predevSim svizelu a pchéce.

Hojn¢ uzivané piipravky jsou Quartz super a Stomp 400 SC (Tichy et al., 2003).
Ochrana proti chorobam

Vyskyt chorob, sklidct a plevelt znacné ovliviiuje agrotechnika (osevni postup, zpracovani
pudy), odriida (odolnost). Z virovych chorob 1ze jmenovat zakrslost pSenice a Zlutou zakrslost
jeCmene. Ochrana proti virozdm spocCivd v hubeni pifenasect (msSice, kiis) a v likvidaci

vydrolu (Palik et al., 2009).

Z houbovych chorob Ize zminit pliseni snéznou, fusariosu, komplex chorob pat stébel, padli
travni, brani¢natku plevovou, rez travni a snét’ mazlavou (Zimolka et al., 2005). Aplikace
fungicidu (ptipravky Swing Top, Horizon atd.) probihd pfedevs$im na jate (stéblolam, pliseni

sn€zna, fusarioza), ale také na podzim (rzi) (Palik et al., 2009).
Ochrana proti Skiidcim

Mezi Skiidce napadajici pSenici patii napt. bzunka je¢nd, hrba¢ osenni, kohoutek cerny,
bejlomorky, tfasnénky a mSice. PoSkozeni témito Skidci neni vSak tak zavazné. Ochrana se

bézné neprovadi (Zimolka et al., 2005).
Regulatory ristu

Regulatory riistu se aplikuji ve fazi konce odnozovani. Jejich piisobeni spociva ve zvySeni
odolnosti proti poléhani a rovnéz také v podpofe a vyrovnani odnozi. Polehlost porostu
pSenice negativné ovliviiuje jeji kvalitu. Piipravky Moddus a Cerone 480 jsou bézné

vyuzivany jako regulétory ristu (Palik et al., 2009).
Sklizen

Porost pSenice se sklizi na pifelomu Zluté a plné zralosti pfimou jednofdzovou sklizni zacimi
mlatickami. Termin sklizné ptipada na konec Cervence az zacatek srpna za optimalni vlhkosti

15 %. Vynos pSenice seté ¢ini 4 - 7 t/ha (Zimolka et al., 2005).
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3.1.5 PSenice jednozrnka

PsSenice jednozrnka (Triticum monococcum L.) patii ke starSim malo proSlechténym
pluchatym druhtim obili. Vynos jednozrnky je sice nizky v porovnani s pSenici setou, na
druhé strané¢ predstavuje cenny zdroj biologicky ucinnych latek. Vyznamnym znakem
jednozrnky je rovnéz odolnost k nékterym chorobam. Tyto vlastnosti se vyuzivaji predevsim
ke zlepSovani Siroce péstovanych druhii (pSenice setd a tvrdd). Z hlediska kvality vSak tento
druh neni pfili§ vhodny pro pekatské vyuziti, ale pouziva se pro vyrobu susenek a celé fady

nekynutych vyrobkl (Konvalina et al., 2009).
3.1.6 PSenice dvouzrnka

PSenice dvouzrnka [Triticum diccocum Schiibl (Schrank)] je pluchatd obilnina starSi nez
pSenice setd. Dvouzrnka nebyla nikdy Slechténa a v soucasnosti lze nalézt zejména krajové
odridy a plané formy. Dvouzrnka méla vyznamnou roli ve vyzivé starobylych narodu.
Vzhledem ke vzristajicim pozadavkim na pestrost a kvalitu potravinatskych vyrobkl zajem
o tento druh pSenice stoupd, nebot’ piedstavuje vyznamny zdroj biologicky ucinnych latek.

Péstuje se v extrémnich horskych podminkéach v Pyrenejich a Alpach (Konvalina et al., 2009).
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3.2 Antioxidacni latky

3.2.1 Obecny mechanismus ptisobeni

Pro antioxidanty je pifiznacné, ze jsou schopny inhibovat oxidacni procesy, a tim snizovat
negativni vliv reaktivnich kyslikovych ¢astic (Kim et al., 2006). Béhem metabolismu
pfirozen¢ dochédzi k uvoliovani téchto reaktivnich c¢éstic (Smirnoff, 2005). K vysvétleni
oxidacnich pfemén vznikajicich piisobenim kysliku lze pouzit teorii radikélovych fetézovych
reakci. V pritbéhu oxidace jsou patrné tii faze: iniciace, propagace a terminace. Faze iniciace
je rozhodujici, nebot’ jiz v této fazi se St€penim molekul uvoliuji radikaly (Pospisil, 1968).
Inhibi¢ni uc¢inek antioxidantli spo¢iva zejména v tom, ze interakcemi s radikély si vzajemné

poskytuji elektrony, a tim je inaktivuji (Smirnoft, 2005).

3.2.2 Reaktivni kyslikové ¢astice

Reaktivni kyslikové castice (ROS) poskozuji strukturu biomolekul (proteind, nukleovych
kyselin) (Smirnoff, 2005), coZ mize iniciovat napt. mutaci DNA a vést k nekontrolovanému
mnozeni zmutovanych bun¢k, a nasledné¢ ke vzniku rakoviny. ROS mohou mit negativni
dopad rovnéz na kardiovaskularni systém, protoze narusuji povrch vystelky arterii, coZ vede k
tvorbé cholesterolovych nanosi (Passwater a Novotnd, 2002). Vliv ROS na organismus neni
vSak vyluén€ nepfiznivy. Pozitivni vyznam ROS spociva naptiklad v tom, Ze chrani zivé

biologické systémy pted priunikem patogenti (Passwater a Novotnd, 2002; Smirnoff, 2005).

Reaktivni kyslikové ¢astice, zahrnujici jednak hydroperoxylové (resp. superoxidové),
peroxylové a hydroxylové volné radikaly, jednak peroxid vodiku, vznikaji interakcemi
metabolismu. Struktury radikall znazornuje Obrazek 1. Reaktivita ROS stoupd v fadé
pocinajici peroxidem vodiku, koncici hydroxylovym radikdlem (Smirnoff, 2005). Vyssi

reaktivita volnych radikalil je dana ptfitomnosti neparového elektronu (Brdicka, 1972).
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a) HO, by OH’

b) ROOe d) O,

Obr.1 Chemické struktury vybranych radikala (prevzato z: Smirnoff, 2005)
a) hydroperoxylovy radikal b) hydroxylovy radikal c) peroxylovy radikal

d) superoxidovy radikal (ionizovana forma HO;")
3.2.3 Exogenni antioxidanty

Pro Zivo€ichy vcetné Cloveéka predstavuji pfirodni exogenni antioxidanty latky esencialni. To
znamena, Ze jejich télo neni schopné si je samo syntetizovat, nybrz je odkazano na jejich
pfijem potravou (Passwater a Novotna, 2002). Jist¢ odliSnosti v molekularni struktuie
jednotlivych pfirodnich antioxidantt je déli do dvou vétSich skupin: isoprenoidni a fenolové.
Ttida isoprenoidnich antioxidantli zahrnuje tokoly a karotenoidy (Smirnoff, 2005). Druhou

ttidu tvoii fenolické kyseliny a flavonoidy (Beta et al., 2004).

K jednomu z nejcetnéjSich exogennich antioxidantd patii L-askorbova kyselina (vitamin C).
Vitamin C vykazuje synergicky antioxidac¢ni efekt s tokoferoly, a proto byva n¢kdy spojovan
se skupinou isoprenoidnich antioxidantt, a v§ak v porovnani s nimi vykazuje patrné odliSnosti

ve struktufe 1 v chemické povaze (Smirnoft, 2005).
3.2.3.1 Isoprenoidni antioxidanty

Isoprenoidni antioxidanty patii do skupiny terpeni (isoprenoidll). Jedna se o rozséhlou
skupinu latek na bazi polymeri, pficemz spole¢nym zakladem terpentl je monomerni jednotka
2-methyl-but-1,3-dien zndméjsi pod trividlnim ndzvem isopren (Pacak, 1978). Isoprenoidni
antioxidanty maji hydrofobni charakter, coz je dano jejich chemickou strukturou (Sofrova et

al., 2005).

3.2.3.1.1 Tokoly

Smés jednotlivych izomerd tokoferoll a tokotrienoli je oznafovana souhrnnym ndzvem

vitamin E (Smirnoft, 2005).
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Chemicka struktura

Hydrofobni fetézec, vychéazejici biochemicky z fytolu, (Sofrova et al., 2005) mtze obsahovat
jednak vazby jednoduché, pak se jedna o tokoferoly, jednak dvojné vazby, a v takovém
piipadé se hovoii o tokotrienolech (Obr.2). Kazd4 skupina tokoll vytvaii Ctyii stereoisomery
a, B, v, 0, jez se 1isi poctem a polohou methylovych skupin na dihydrochromenu (Smirnoff,
2005). Dihydrochromen je benzhomologem pyranu, chromenu (Pacdk, 1978).

Dihydrochromenovy systém je zvyraznén pomoci ¢tverce na Obrazku 2.

CH,

CH,

CH,

CH,

Obr.2 Struktury tokolil a jejich biochemickych intermediati: a) a-tokoferol (je-li R; Ry, Rz =
CHs), B-tokoferol (je-li R; a R3 = CHs a R, = H), y-tokoferol (je-li Ry = H a R, a R3 = CH3),
o-tokoferol (je-li R; a R, = H a R3; = CHj;) (pfevzato z: VeliSek a Hajslova, 2009)
b) a-tokoferoxylovy radikdl (je-li R;, R,, Rs; = CHj) (pfevzato z: Smirnoff, 2005)
c) o-tokotrienol (je-li R; Ry, R3 = CHj3), B-tokotrienol (je-li R; a R3 = CH3 a R, = H),
y-tokotrienol (je-li R; = H a R, a R3 = CH3), o-tokotrienol (je-li R; a R, = H a R; = CHj3)
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(prevzato z: Velisek a Hajslova, 2009) d) 2-methyl-6-fytyl-1,4-benzochinon (MPBQ)
e) 2,3-dimethyl-5-fytyl-1,4-benzochinon (DMPBQ) (pievzato z: Smirnoft, 2005)

Fyzikalné-chemické vlastnosti

Tokoly jsou za standardnich podminek bezbarvé az zluté kapaliny olejového charakteru.
S vodou jsou témét nemisitelné, naopak se vSak znacné rozpoustéji v tucich a organickych
rozpoustédlech (napi. ether, benzen, chloroform). Jsou termostabilni, a vSak citlivé na UV-

zéateni (Pacdk, 1997).
Biosyntéza

Tokoly se ve vysSich rostlindch syntetizuji v chloroplastech resp. na jejich thylakoidni
membrané. Schéma biosyntézy naznacCuje Obrazek 3. Syntéza isoprenoidniho fetézce
tokoferolll vychazi z geranyl-geranyl difosfatu, ktery je nasledné enzymaticky redukovan na
fytyl difosfat. Retézec tokotrienolti se vytvati pfimo z geranyl-geranyl difosfatu. Syntéza
dihydrochromenového systému tokoferolt i1 tokotrienolt vychézi z homogentisové kyseliny,
kteréa je produktem pfemény tyrosinu. Homogentisova kyselina kondenzuje s fytyl difosfatem
za vzniku 2-methyl-6-fytyl-1,4-benzochinonu (MPBQ). MPBQ se metyluje na 2,3-dimethyl-
5-fytyl-1,4-benzochinon (DMPBQ). Pusobeni enzymu tokoferol cyklasy ma za nasledek
konverzi MPBQ na f3, 6-tokoferol, a DMPBQ na v, a-tokoferol (Smirnoft, 2005).

geranyl-geranyl difosfat chorismat (Sikimatova cesta)
4 l !
4 fytyl difosfat prefenat — tyrosin
4 ! N 4
4 ! 4-hydroxy-fenylpyruvat
v l l
tokotrienoly <« <« | «— <« <« <« homogentisova Kkyselina

i
2-methyl-6-fytyl-1,4-benzochinon— 2,3-dimethyl-5-fytyl-1,4-benzochinon
N 4

p-tokoferol — d-tokoferol y-tokoferol — a-tokoferol

Obr.3 Biosyntéza tokolil (pfevzato z: Smirnoft, 2005)
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Biogenni vyznam

Tokoforely jakozto antioxidanty hraji klicovou roli ve vyrovndvani oxida¢niho stresu u
zivoCichl 1 rostlin, nebot' plsobi redukéné na reaktivni kyslikaté castice, které jsou
uvoliiovany pfi metabolickych d¢jich, jmenovit¢ béhem odbouravani lipidi PB-oxidaci a

rovnéz pii fotosyntéze (Smirnoff, 2005).

Bylo prokazano, ze vitamin E ma vliv na rozmnozovaci schopnost vyssich zivoc¢ichii ¢loveka
nevyjimaje. Avitaminosa muze byt pfi¢inou neplodnosti, potrati nebo degenerace epitelu
pohlavnich zlaz. Hlavni zdroje vitaminu E ptedstavuji klickovy olej, zelenina a luSténiny
(Pacak, 1978). Bézn¢ uvadéna doporucena denni davka vitaminu E pro dosp€lého ¢lovéka
¢ini 8 - 12 mg. Z nékterych soucasnych studii vSak vyplyva, Ze optimalni mnoZstvi vitaminu
E, které¢ by m¢él clovek za den piijmout, prevySuje doporu¢ovanou denni davku Ctyficetkrat

(Passwater a Novotna, 2002).
3.2.3.1.2 Karotenoidy

Karotenoidy zptsobuji oranzové, zluté a Cervené zbarveni kvétl a plodd. Rozlisuji se dvé

velké skupiny karotenoidi - karoteny a xantofyly (Hidalgo et al., 2006).
Chemicka struktura

Karoteny jsou tetraterpenoidni uhlovodiky, zatimco xantofyly, derivaty karotenu, nesou navic
ve své molekule kyslikaté skupiny (napf. hydroxylové, epoxidové, karboxylové) (Obr.4).
Zavedeni takovéto funkéni skupiny do molekuly karotenu se navenek projevi zménou
zabarveni. Struktura obou skupin karotenoidll se zaklada na existenci dlouhého systému (3 -
11) konjugovanych dvojnych vazeb a pfitomnosti celkové Ctyficeti uhlika v jejich molekule
(Obr.4). NejstalejSim prostorovym uspoiddanim karotenoidu je all trans (Sofrova et al.,

2005).
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Obr.4 Struktury karotenoidli a produktu jejich metabolismu: a) lykopen b) B-karoten c¢)
lutein d) zeaxanthin e) violaxanthin f) B-karoten-5,6-epoxid (pfevzato z: Sofrova et al.,

2005)
Fyzikalné-chemické vlastnosti

Karoteny a xantofyly maji hydrofobni povahu (Hidalgo et al., 2006). Rozpoustéji se snadno
v nepolarnich organickych rozpoustédlech (napt. benzen, chloroform) (Pacak, 1997). Systém
konjugovanych vazeb zpisobuje jejich nestdlost v isolovaném stavu. Snadno podl€haji

oxidaci, zejména na svétle (Sofrova et al., 2005).
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Biosyntéza

Biosyntéza karotenoidii probihd analogickym zplsobem jako biosyntéza tokolti. Vychazi
rovnéz z geranyl-geranyl difosfatu, ktery dalSimi kondenza¢nimi reakcemi poskytuje fytoen.
Fytoen je prekurzorem karotenoidi (Smirnoff, 2005). Schéma biosyntézy karotenoidi

zjednodusen¢ ukazuje Obrazek 5.

Homogenistova kyselina

!

Geranyl-geranyl difosfat - - — Tokotrienoly
4 N !
Fytoen N !
4 Fytyl difosfait — — — Tokoferoly
Karotenoidy

Obr.5 Biosyntéza karotenoidt (pfevzato z: Smirnoff, 2005)

Biogenni vyznam

Karotenoidy jsou lokalizovany na thylakoidni membrané chloroplastu. Pro rostliny jsou
nepostradatelné v procesu fotosyntézy, nebot dokazou pohlcovat svételné zateni, a tudiz
mohou plnit funkci tzv. dopliikovych svétlosbérnych pigmentl. Funkce svétlosbérnych
pigmentl spociva ve schopnosti rozsifit spektrum fotosynteticky uc¢inného zareni. Po zvySeni
obsahu energie v molekule karotenoidii napt. po absorpci kvanta svételného zareni dochazi
k izomeriza¢ni reakci. Pfreména 11-cis-retinalu na all-trans retinal a nasledna fotolyza
poskytujici produkt all-trans retinol (vitamin A) (Obr. 6) podminuji u zivo¢ichl recepci svétla

ve svétlocivnych organech (Sofrova et al., 2005).

Dulezitymi prekurzory vitaminu A jsou listnaté ¢asti zelenych rostlin (Hidalgo et al., 2006).
Na syntéze vitaminu A se vyznamné podili B-karoten, ktery se v téle zivo€ichii enzymatickym

pusobenim symetricky $tépi na dvé molekuly vitaminu A (Sofrova et al., 2005). Avitaminosa

vvvvv

pro dospé€lého Eloveka ¢ini 0,9 mg (Brinch-Pedersen et al., 2007).
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Obr.6 Struktury reaktantli a produktli izomerizacni reakce: a) 11-cis-retinal b) all-trans-

retinal c) all-trans retinol (vitamin A) (pfevzato z: Sofrova et al., 2005)

3.2.3.2 Fenolové antioxidanty

Fenolové antioxidanty lze rozdélit do dvou pocetnych skupin slou¢enin: fenolické kyseliny a
flavonoidy. Obéma skupinam latek je spolecné, Ze obsahuji ve svych molekulach jedno nebo

vice benzenovych jader (Cevorova, 2009).
3.2.3.2.1 Fenolické kyseliny

Chemicka struktura

Struktura fenolickych kyselin se odvozuje od skoficové kyseliny, kterd je nejjednodussi
nenasycenou aromatickou kyselinou (Pacdk, 1978). Hydroxylace, O-methylace, O-
glykosylace a esterifikace znacn€ modifikuji zakladni strukturu fenolickych kyselin (Miller et

al., 2000). Struktury né€kterych fenolickych kyselin jsou ukazany na Obrazku 7.
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Obr.7 Struktury fenolickych kyselin: a) skoficova kyselina b) kdvova kyselina c) ferulova

kyselina d) chlorogenova kyselina (pfevzato z: Cevorova, 2009)

Fyzikalné-chemické vlastnosti

Fenolické kyseliny se pomérné snadno rozpousti ve vod¢ (Miller et al., 2000). S rostoucim
poctem hydroxylovych skupin navazanych na benzenovém jadfe, stoupa rovnéz polarita
jednotlivych kyselin (Pacak, 1978). Hydrofobn¢;jsi derivaty napt. chlorogenova kyselina nebo
ferulova kyselina se v rostlin€ vyskytuji ve formé esterti (Miller et al., 2000; Cabrita et al.,

2008).
Biosyntéza

Prvnim krokem biochemické cesty je katalyzovana deaminace fenylalaninu na frans izomer
skoficové kyseliny (Obr.9). Enzymatickym plisobenim na #rans-skoticovou kyselinu dojde ke

vzniku fenolickych kyselin (hydroxyskoticové kyseliny - HCAs) (Smirnoff, 2005).
3.2.3.2.2 Flavonoidy

Flavonoidy patii mezi pyranova barviva. Jednd se o velmi rozsahlou skupinu sloucenin, ktera

zahrnuje flavony, flavonoly, flavanoly, flavanony a anthokyanidiny (Pacak, 1978).
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Chemicka struktura

Zakladni struktura flavonoidii je uvedena na Obrazku 8. Systém kondenzovanych kruht
oznacenych pismeny A a C se nazyva benzpyriliovy. Benzpyriliovy systém byva v polohach

3, 5, 7 substituovan hydroxylovymi skupinami (Pacak, 1978).

b)

d)

Obr.8 Struktury vybranych flavonoidi: a) zakladni struktura flavonoidii b) kyanidin

¢) kvercetin (flavonol) d) flavan-3-ol (pfevzato z: Smirnoff, 2005)

Fyzikalné-chemické vlastnosti

Vétsina flavonoidll se relativné dobfe rozpousti v horké vodé€. V porovnani s fenolickymi
kyselinami jsou polarnéjsi (Basafova et al., 2004). Flavonoidy jsou velmi rozmanité zbarveny.
Flavony se barvi doZluta, flavonoly do hnédé az oranZové barvy, anthokyanidiny od modré
pfes fialovou az do Cervené. Barva nékterych flavonoidli znacné zavisi na hodnoté pH

prostiedi a rovnéz na piitomnosti iontl kovti (Pacak, 1978).
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Biosyntéza

Syntéza samotnych flavonoidii za¢ind kondenzacni reakci interemedidtu p-kumaroyl-CoA,
Tato kondenzace poskytuje flavonoid chalkon, ktery podstupuje izomerizacni reakci za
vytvofeni flavanonu a nasledn¢ flavonolu (Obr.9). Meziprodukt dihydroflavonol je vychozi
latkou reakei, pfi niz se redukuje az na flavonol (Obr.9). Syntéza proanthokyanidinti vychazi

z flavanolu. Anthokyanidin se syntetizuje z meziproduktu flavan-3,4-diolu (Smirnoft, 2005).

o on
HO o — Hﬂ\n)/©__p no._ | —  Corsi )
o ‘ 0 o 0

12 13

Obr.9 Biosyntéza fenolickych antioxidantii: 1. Fenylalanin 2. frans-skoficova kyselina 3.
p-kumarova kyselina 4. p-kumaroyl koenzym A 5. Hydroxyskoticové kyseliny 6. Chalkon
7. Flavanon 8. Isoflavon 9. Dihydroflavonol 10. Flavan-3,4-diol 11. Anthokyanidin 12.
Flavonol 13. Flavan-3-ol (katechin) 14. Proanthokyanidiny (taniny) (pfevzato z: Smirnoff,
2005)
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Biogenni vyznam flavonoidi a fenolickych kyselin

Fenolické antioxidanty hraji dulezitou roli v ochrané rostliny pfed extrémnim plisobenim
ultrafialového zareni, radiace, emisniho znecisténi a nizkych teplot. Rostlina je schopna se
jejich pfispénim branit oxidacnimu stresu, vyvolaném expozici vic¢i nepfiznivym abiotickym

vlivim (Arendt et al., 2010).

Teprve v posledni dobé zalind byt vyznamu fenolickych latek v lidské stravé vénovana
patiicna pozornost. Epidemiologické studie poukazuji na jistou korelaci mezi zvySenym
pfijmem fenolickych antioxidantl a snizenim rizika vzniku naddorového ¢i kardiovaskularniho
onemocnéni (Wang et al, 2005). Za hlavni zdroje fenolickych antioxidantl jsou povazovany
ovoce, Caj, Cervené vino, kdva, ale rovnéz obilniny. Primérny denni pfijem fenolickych

antioxidanti doporucovany pro dospélého clovéka €ini asi 100 mg (Arendt et al., 2010).

3.2.3.3 Vitamin C

Chemicka struktura

Vitamin C neboli L-askorbova kyselina je chemicky laktonem 2-oxo-L-gulonové kyseliny
(Obr.10). Obsahuje dvé kyselé hydroxylové skupiny v enol uspotadani na jedné dvojné vazbé
a chova se jako jednosytna kyselina (Cevorova, 2007; Pacak, 1978). Oditépenim vodiku
prechazi v L-dehydroaskorbovou kyselinu (Obr.10) (Pacak, 1978).

Obr.10 Struktura vitaminu C a jeho redukované formy: a) L-askorbova kyselina b) L-
dehydroaskorbova kyselina (pfevzato z: Smirnoft, 2005)
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Fyzikalné-chemické vlastnosti

Vitamin C je bild krystalick4 latka, kterd se velmi ochotné rozpousti ve vod¢ i v alkoholech,
neni vSak rozpustna v nepolarnich rozpoustédlech (napft. ether, chloroform, benzen). Vitamin

C vykazuje silné redukéni G¢inky (Cevorova, 2007).

Biosyntéza

Biosyntéza vitaminu C vychazi z metabolismu sacharid. Geranyl difosfat mannosa podléha
pfeméne v L-gulosu a L-galaktosu. Pfes meziprodukty L-gulonolakton a L-galaktonolakton

dochazi ke vzniku L-askorbové kyseliny (Obr.11) (Sofrova et al., 2005).

fruktosa-6-fosfat €> mannosa-6-fosfat €> mannosa-1-fosfat

T

geranyl difosfat mannosa

4 N
L-gulosa L-galaktosa
N2 N
glukuronova kyselina - L-gulonolakton L-galaktonolakton<-galakturonova kyselina
N 4

L-askorbova kyselina
A N2
7 N
L-dehydroaskorbova kyselina < L-monodehydroaskorbova kyselina

Obr.11 Biosyntéza L-askorbové kyseliny (pievzato z: Smirnoff, 2005)

Biogenni vyznam

Vitamin C je obsazen zejména v nekterych rostlinnych plodech (citrusové ovoce), ale hojné se
vyskytuje rovnéz napt. v Sipkach. Jeho nedostatek se projevuje onemocnénim zvanym skorbut

neboli kurdéje (Pacék, 1978). Bylo pozorovano synergicke pisobeni vitaminu C a vitaminu E.
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Doporucena denni davka vitaminu C ¢ini pro dospélého ¢lovéka 250-1000 mg (Passwater a

Novotna, 2002).

3.2.4 Méreni antioxida¢ni aktivity

Antioxidacni aktivitu 1ze méfit jednak chemickymi metodami, jednak fyzikalnimi. Fyzikalni
metody stanoveni antioxida¢ni aktivity nesleduji bezprostiedné chemickou reakci nebo zmény
obsahu jednotlivych latek, nybrz zménu fyzikalnich vlastnosti, kterd tyto procesy provazi.
Jako ptiklad 1ze uvést elektronovou spinovou rezonanci ¢i stanoveni chemiluminiscence

(Fidler a Kolarova, 2009).

Princip meéfeni antioxidacéni aktivity chemickymi metodami bude podrobnéji vysvétlen

v nasledujici kapitole.
3.2.4.1 Celkova antioxidacni aktivita

Vétsina piirodnich antioxidantl se vyskytuje ve slozitych smésich, jejichz slozky mohou
reagovat s radikdly riznymi mechanismy. Proto je snahou charakterizovat antioxidacni
aktivitu smésnych vzorka jako celku. Pro vzajemné porovnavani antioxida¢nich ucinkt
riznych smési byl zaveden pojem tzv. celkova antioxidacni aktivita (TAA/C - total

antioxidant activity/capacity) (Fidler a Kolarova, 2009).

Ke zjistovani TAA se Casto uziva téchto chemickych metod: méfeni zalozené na eliminaci
syntetickych stabilnich radikalt (DPPH test, ABTS test) nebo kyslikovych radikali - ORAC
(oxygen radical absorbance capacity) (Thaipong et al., 2006), metoda FRAP (Ferric reducting
antioxidant potential) (Fidler a Kolafova, 2009) nebo napt. biochemickd metoda zaloZena na

inhibici lipoxygenasové aktivity (Karabin et al., 2006).

......

prechézeji ve svou radikalovou formu, kterd je barevna a relativné stabilni. V pfitomnosti
antioxidac¢né aktivnich slozek extrahovanych ze vzorku potraviny se redukuje, a tim
odbarvuje. Rychlost a mira odbarveni jsou umérné antioxidacni aktivité vzorku (Zloch et al.,

2004).
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Princip metody ORAC spociva ve vytvofeni peroxylového radikalu fykoeritrinu, a to jeho
oxidaci cCinidlem ABAP (2,2"-azobis-2-methyl-propionamidin). Radikal se urCuje
kvantitativné fluorimetricky a hodnoti se rychlost ubytku signalu po pfidani testované¢ho

vzorku (Zloch et al., 2004).

Metoda FRAP vyuziva k posouzeni antioxidacni aktivity schopnosti antioxidanti redukovat
zelezité ionty (Ou et al., 2002). Po redukci zelezitych komplexnich sloucenin (napt. 2,4,6-

tri(2-pyridyl-1,3,5-triazinu)) dochézi k tvorb¢ fialovych produktii (Fidler a Kolatova, 2009).

Metoda inhibice lipoxygenasové aktivity se pouzivd pro uréeni antioxidacnich schopnosti
zejména v jeCmennych a sladovych extraktech. Sleduje se koncentrace spotfebovaného
kysliku (Karabin et al., 2006).

Metoda spoluoxidace B-karotenu v linoleatovém modelovém systému byla adaptovana pro
potfeby pivovarstvi. B-karoten se piidava do vzorku a spolu s nim je podroben oxidaci.
Spektrofotometricky se méii pokles absorbance B-karotenu v pfitomnosti antioxidantli a bez

nich (Karabin et al., 2006).

Ke stanoveni TAA je mozné rovnéz pouzit elektrochemickou metodu napt. cyklickou
voltametrii, kterd vyuziva redoxnich vlastnosti molekul v roztoku (Martinez et al., 2006).
3.2.4.1.1 Metody zaloZené na eliminaci syntetickych radikali

Jednd se o metody, jejichz zakladem pro méfeni celkové antioxidacni aktivity je pouziti

stabilniho radikalu DPPH" nebo ABTS™" (Thaipong et al., 2006). (Prugar a Sykorové, 2008).
DPPH test

Tento test je zaloZen na schopnosti volného radikalu 2,2’-difenyl-1-pikrylhydrazylu (DPPH")
reagovat s donory vodiku. Chemické struktura tohoto radikalu umoZziuje, aby byl akceptorem
vodiku, ¢imz vzapéti prechazi do formy stabilni diamagnetické molekuly. DPPH’ vykazuje
silnou absorpci v UV-VIS spektru s absorpénim maximem pii 515 nm. Pro méfeni TAA

fenolickych antioxidanti je nejvhodn&jsi pravé pouziti DPPH testu (Lachman a Sulc, 2006).
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Obr.12 Reakéni mechanismus pfemény radikalu DPPH™ na redukovanou formu (Ph = fenyl)

(pfevzato z: Zhuang, 1999)
ABTS test

Principem metody je sledovani inaktivace radikdlového kationtu ABTS™ zpiisobené
pridavkem antioxidaéni latky. ABTS™ ma silnou absorbanci v oblasti 600 - 750 nm. ABTS"
je generovan z ABTS (2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonatu) za pouziti napf.
K5S,05 nebo systému H,O,/peroxidasa. Pro celkovou stabilitu systému je nutné, aby
neradikalova forma ABTS byla v nadbytku v porovnani s radikdlovym kationtem ABTS"". V
porovnani s DPPH testem vykazuje tato metoda niZsi selektivitu pro méfeni TAA fenolickych

antioxidanti (Lachman a Sulc, 2006).

3.2.4.1.2 Vyhodnocovani méreni
Vyhodnocovat vysledky méfeni TAA 1ze dvéma zptisoby:
a) z kalibracni kiivky

b) procentem inhibice
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Testy DPPH a ABTS jsou vyhodnocovany metodou kalibra¢ni kiivky (Lachman a Sulc,
2006). K sestrojeni kalibra¢ni kiivky se pouzivaji hodnoty koncentraci standardnich latek

(Trolox, gallova kyselina, vitamin C, aj.) (Lachman a Sulc, 2006).

Tzv. TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity) urCuje antioxidacni aktivitu vzorku
ekvivalentni ur¢itému mnozstvi standardu Troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
karboxylova kyselina) (Obr.13). Pro cisté latky je TEAC definovana jako milimolarni
koncentrace Troloxu odpovidajici antioxida¢ni aktivité testované latky o koncentraci I1mmol.I"

! (Fidler a Kolafova, 2009).

HO 0O

OH

Obr.13 Chemicka struktura Troloxu (pfevzato z: Apak et al., 2004)

Pomoci procenta inhibice se antioxidaéni aktivita vyjadfuje v metodach inhibice
lipoxygenasové aktivity a spoluoxidace P-karotenu v linoleatovém modelovém systému
(Karabin et al., 2006). Procentem inhibice 1ze vSak vyhodnocovat i vysledky jinych metod
stanoveni TAA (TEAC a ORAC) (Chi et al., 2004).

3.2.5 Stanoveni antioxidacnich latek

Vlastnimu stanoveni pfedchazi pfiprava vzorku zahrnujici extrakei, pti niZ dochéazi k uvolnéni
analytu z rostlinného materidlu do roztoku (Prugar a Sykorova, 2008). Volba extrakéniho

¢inidla zavisi na polarité analytu (Ryynanen et al., 2004)

3.2.5.1 Celkovy obsah polyfenolickych latek
Polyfenolické latky reaguji se specifickymi Cinidly, a tim vytvafeji barevné produkty.

Absorbance (imérna koncentraci) barevnych produkti se méti spektrofotometricky pii dané
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vinové délce. Ke zjisténi celkového obsahu polyfenolickych latek se hojné uzivd metody
Folin-Ciocalteau (Lachman a Sulc, 2006).

V metod¢ Folin-Ciocalteau se pracuje se specifickym cinidlem (smés fosfowolframanu
sodného (Na;PW,049) a fosfomolybdenanu sodného (NazPMo;,049) v zasaditém prostiedi
(vodny roztok Na,COj). Fenolické latky jsou v bazickém médiu rychle oxidovany, zatimco
fosfomolybdenové a fosfowolframové soli jsou redukovany na modie zbarveny komplex.
Celkovy obsah fenolickych latek je stanoven spektrofotometricky pii vinové délce A = 765 nm

(Lachman a Sulc, 2006).

3.2.5.2 Identifikace a kvantifikace

K identifikaci a kvantifikaci jednotlivych antioxidac¢nich latek se bézné pouziva
chromatografickych metod. Separace antioxidacnich latek je nejcastéji uskute¢niovana pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC - high performance liquid chromatography),
okrajové se vyuziva plynové chromatografie (Ryynanen et al., 2004) ¢i kapilarni zénové
elektroforézy (Vaher et al., 2010). HPLC je pro stanoveni téchto latek casto spojena
s fluorimetrickou, elektrochemickou (Ryynanen et al., 2004) ¢i spektrofotometrickou detekei
(Sanchez et al., 2002; Verma et al., 2009). Nové&j$i metody vyuzivaji detekce na zakladé
tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS) (Hejtmankova et al., 2010; Rozenberg et al.,
2003).

Princip chromatografického stanoveni

Proces analyzy této metody je mozno rozdé€lit do dvou zakladnich krokti. V prvnim kroku
dochézi k fyzickému oddéleni sloZzek analyzovaného vzorku. Druhy krok spociva v detekci
¢istych komponent. Podstatou dé€liciho procesu komponent vzorku pii chromatografii je
opakované ustavovani rozdé€lovacich rovnovah vzorku mezi dvéma fazemi, tzv. mobilni a
staciondrni fazi. Mobilni faze unasi vzorek prostorem, v némZ dochézi k separaci, kdezto
stacionarni faze piedstavuje nepohybujici se ndpli separacniho prostoru. Interakcemi
komponent vzorku se stacionarni i mobilni fazi dochazi k jejich selektivnimu brzdéni a tim
k jejich separaci. Vysledkem samotné analyzy je zdznam odezvy detektoru na case — tzv.
chromatogram. Zony separovanych latek prochdzejici detektorem jsou zaznamenany jako
charakteristické koncentracni profily s maximem, tzv. chromatografické piky. Z polohy piku
lze vy¢ist kvalitativni 0daj, tj. o jakou latku se jednd, z plochy piku ziskdme kvantitativni

informaci, tj. kolik té dané latky se nachdzi ve vzorku (Opekar et al., 2007).
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4. Material a metody
4.1 Pouzité chemikalie

- methanol, super gradient (min. 99,9 %, Lachner, CR)

- 25 % roztok amoniaku ve vodg, p.a. (Lachner, CR)

- redestilovana voda (z redestila¢niho piistroje GFL 2104 (Némecko))

- deonizovana voda (z pfistroje Millipore, Francie)

- pyrokatechol, > 99,5 % (Sigma — Aldrich, Némecko)

- hexan, min. 95,0 % (Penta, CR)

- hydroxid draselny, min. 85 % (Lachema, CR)

- dusik 4.0 (Linde, CR)

- standardni latka DL-a-tokoferol, 98,2 % (GC CALBIOCHEM, Kanada)

- sada tokoferolt a tokotrienolti (CALBIOCHEM, Kanada)

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

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

- 20 % vodny roztok uhli¢itanu sodného, p.a. (Lachner, CR)

- Folin-Ciocalteau ¢inidlo (NazPMo,040 @ NazPW 1,040 v 20 % Na,COs) (Penta, CR)

4.2 Instrumentace

- laboratorni klasova mlati¢ka (Katedra zemé&délskych strojti, TF CZU)

- magnetické michadlo IKA RET kontrol - visc C (ILABO, CR)

- vortex IKA MS 3 Basic (ILABO, CR)

- elektricky mixér HR 2158 (PHILIPS)

- analytické vahy (Kern&Sohn GmbH (Némecko))

- rotaéni vakuova odparka (BUCHI Rotavapor, BUCHI Laboraltechnik AG, Svycarsko)

- kapalinovy chromatogratf HPLC — Ultimate 3000 RS (Dionex, USA) s hmotnostnim
detektorem 3200 QTRAP (AB Sciex, USA)
- UV - VIS spektrofotometr Spectronic HeAios y (Spectronic Unicam, Anglie)
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4.3 Pouzity rostlinny material

Analyzované vzorky psenice byly ziskany ze sbirky Ceské genové banky a z Vyzkumného
ustavu rostlinné vyroby v Praze - Ruzyni. Byly vybrany dvé odridy pSenice jednozrnky —
Escana a Schwedisches Einkorn, dvé odridy pSenice dvouzrnky — Rudico a Kahler Emmer a

tf1 odridy pSenice seté — Granny, Kdrtner Friiher a SW Kadrilj.

4.4 Priprava analytického vzorku

Vzorky byly nejprve zbaveny pluch pomoci laboratorni klasové mlaticky. Pied vlastni

extrakci byly vzorky homogenizovany pomoci elektrického mixeru.

4.5 Stanoveni vitaminu E

Do zkumavky bylo navazeno piiblizn€ 0,4 g zhomogenizované¢ho vzorku psenice. Ke vzorku
bylo pridano 200 ul pyrokatecholu o koncentraci 0,2 g.ml™ a 10 ml 1 M methanolického
roztoku KOH. Ze zkumavky se vzorkem byl odstranén kyslik proudem dusiku a smés byla
promichana na vortexu. Poté byla zkumavka umisténa do vodni 1azné€ na 15 minut pfi teploté
80 °C a kazdych 5 minut byla kratce promichana na vortexu. Nasledné¢ byla zkumavka
vlozena do pfipravené ledové tfist€ a po ochlazeni byly do této smési pfidany 1 ml
destilované vody a 5 ml hexanu. Smés byla promichdvéana na vortexu po dobu jedné minuty a
pak byly odebrany 3 ml hexanového alikvotu do odpatfovaci baiiky a hexan byl odpafen do
sucha jemnym proudem dusiku. Odparek byl znovu rozpustén v 0,5 ml methanolu a ptes
membranovy nylonovy filtr (0,22 pm) pfeveden do vialky a podroben chromatografické
analyze.

Podminky HPLC-ESI/MS/MS analyzy:

analyticka kolona: Pinnacle DB C18 (50 x 2,1 mm; 1,9 um) (RESTEK, USA)

slozeni mobilni faze: 6 mM NH3 v H20: methanol (3:97) (v/v)

pritok: 0,25 ml.min™

teplota kolony: 25 °C

nasttikovy objem: 0,5 ul

doba analyzy: 12 minut

Ptitomnost 6 mM NH3 umoziuje elektrosprejovou ionizaci analytu v negativnim modu

podminky detekce: iontovy zdroj ESI, detekéni méd MS-MS, ionizace negativni
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Piiklad chromatogramu jednotlivych tokold je uveden na Obrazku 14. B-tokotrienol a y-
tokotrienol se nepodafilo zcela separovat na pouzité¢ kolon¢. K téze situaci doSlo rovnéz v
piipadé déleni izomert P, y-tokoferolu. Kalibrace byla linearni pro vSechny tokoly

v testovaném rozsahu 0,1 — 10 pg.ml™.

W TIC of -MRM (17 pairs): from Sample 25 (sm std B1) of kal_toko_tkt2010.wiff (Turbo Spray) Max. 6.964 cps|

1.55
delta tokotrienol delta tokoferol Standard o koncentraci 1 ug/mli
gama tokoferol
6.0e4 | 3.07

6.9e4
6.5e4
[l

[ || beta tokoferol
5.5e4 (
5.0e4
4.5e4
alfa tokotrienol

4.0e4

3.5e4

Intensity, cps
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J
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Obr.14 Chromatogram smésného standardu o koncentraci 1 pg.ml™” (podminky analyzy
uvedeny vyse)

4.6 Stanoveni celkové antioxidacni aktivity

Do 100 ml odmérné barnky bylo navéazeno piiblizné 5,0 g homogenizovaného vzorku a toto
mnozstvi bylo rozpu$téno v methanolu, poté bylo doplnéno methanolem na celkovy objem
100 ml a ponechano 24 hodin stat a extrahovat.

Roztok radikalu 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu (DPPH’) byl pfipraven rozpus§ténim mnozstvi
odpovidajicimu $picce 1zicky ve 20 ml methanolu a naslednym promichanim na magnetickém
michadle. Z extraktu vzorku bylo odebrano 30 ml a odpafeno na rota¢ni vakuové odparce do
sucha. Odparek byl pak rozpustén v 1 ml methanolu. Ke spektrofotometrickému meéfeni bylo
odebréano 50 pl.

Spektrofotometr byl vynulovan na Cdisty methanol. Roztok radikdlu DPPH byl nafedén
methanolem na absorbanci A = 0,6 £0,01. Do plastové kyvety o délce 1 = 1 cm bylo automatickou
pipetou naneseno 2 ml roztoku radikdlu DPPH a 50ul vzorku a promichano ruénim michadlem.

Po dvou minutdch byla zmétena absorbance této smési pti vinové délce A = 515 nm.
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Pro vyhodnoceni méteni byla pouzita metoda kalibra¢ni ptimky (Obr.15). Z naméfenych

hodnot absorbanci byla vyhodnocena antioxidacni aktivita vyjadfend v ekvivalentech

Troloxu.
0,7
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R?=0,996
0,6 \
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Obr.15 Kalibraéni kiivka pro vyhodnoceni TEAC

4.7 Stanoveni celkového obsahu polyfenolu

Z ptipravené¢ho extraktu (viz kap. 4.6) byl pomoci automatické pipety odebran alikvotni podil
5 ml do 50 ml odmérné banky. K tomuto mnozstvi roztoku vzorku bylo pfidano ptiblizn€ 5
ml redestilované vody, ptesné 2,5 ml Folin-Ciocalteau ¢inidla a 7,5 ml 20% vodného roztoku
Na,COs. Smés byla doplnéna redestilovanou vodou na celkovy objem 50 ml a promichana.
Pak byla ponechéna 2 hodiny odstat.

Po uplynuti dvou hodin byla spektrofotometricky zméfena absorbance vzorku pii vinové
délce A = 765 nm proti slepému vzorku (5 ml methanolu).

Meéieni bylo vyhodnoceno metodou kalibracni ptimky (Obr.16). Z naméfenych hodnot
absorbanci byla vyhodnocena antioxida¢ni aktivita vyjadfena v ekvivalentech gallové

kyseliny.

-39-



y=0,002x-0,032
R?=0,997

2,5

w

oabsorbance,.
=

w

<

500 1000 1500

0.5 koncentrace gallové kyseliny [pg.ml-1]

Obr.16 Kalibracni ptimka pro vyhodnoceni obsahu celkovych polyfenolt

4.8 Statistické vyhodnoceni

VSechna méfeni byla provedena v péti paralelnich opakovanich. Ke statistickému
vyhodnoceni bylo vyuzito softwaru Statistica 9.0 (StatSoft) zalozeném na parametrickych a
neparametrickych testech. Byla provedena vicefaktorova analyza rozptylu (ANOVA) na

hladin€ vyznamnosti o = 0,05.
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5. Vysledky a diskuse

5.1 Stanoveni vitaminu E

Ve vSech vybranych odridich byla zjisténa pfitomnost a-tokoferolu, PB-tokoferolu, o-

tokotrienolu a B-tokotrienolu (Tab.1. a Tab.2.). Pouze v obou odriidach jednozrnky Escana a

Schwedisches Einkorn (z roku 2009) byl také detekovan o-tokotrienol (Tab.2.). V ostatnich
odraidach byl obsah 8-tokotrienolu pod mezi detekce (LOD = 0,05 pg.g™') (Tab.1., Tab.2.).

Tab.1 Obsahy tokolli v jednotlivych odriidach pSenice seté, jednozrnky a dvouzrnky (rok

2008)
o a-tokoferol B-tokoferol a-tokotrienol | B-tokotrienol | &-tokotrienol
odruda -1 1 -1 -1 -1
[ne.g'] [ng.g'] [ng.g] [ng.g'] [ng.g']
SW Kadrilj 9,95+1,16 4,07+0,50 2,00+0,10 9,68+0,31 <LOD"
Granny 7,60+0,44 3,87+0,21 1,51+0,14 7,88+0,49 <LOD
Kértner Frither 12,20+1,05 4,67+0,34 1,84+0,03 9,31+0,20 <LOD
Escana 7,85+0,44 1,68+0,07 5,19+0,35 8,89+0,59 <LOD
SETEUREIES | 5 o 1,0620,07 3,1540,07 8 480,11 <LOD
Einkorn
Rudico 6,94+0,76 3,63%0,37 1,7540,13 8,31+0,62 <LOD
Kahler Emmer 7,11+0,77 2,91+0,22 1,44+0,06 7,13+0,34 <LOD

*) Hodnota LOD §-tokotrienolu &ini 0,05 pg.g”

Z Tab.1. je patrné, Ze odriidy pSenice seté¢ - SW Kadrilj, Granny a Kdrtner Friiher 1 pSenice

dvouzrnky - Rudico a Kahler Emmer obsahuji vice a-tokoferolu a B-tokotrienolu v porovnani

s B-tokoferolem a a-tokotrienolem. V odriidach pSenice jednozrnky Escana a Schwedisches

Einkorn byl zaznamenan vys$i obsah [-tokotrienolu, o-tokotrienolu a a-tokoferolu v

porovnani s obsahem [-tokoferolu.
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Tab.2 Obsahy tokolii v jednotlivych odridach psSenice seté, jednozrnky a dvouzrnky (rok

2009)
o a-tokoferol B-tokoferol a-tokotrienol | B-tokotrienol | d-tokotrienol

odruda -1 -1 -1 -1 -1
[ng.g'] [ng.g'] [ng.g'] [ng.g'] [ng.g']
SW Kadrilj 9,95+1,16 4,07+0,50 2,00+0,10 9,68+0,31 <LOD’
Granny 7,60+0,44 3,87+0,21 1,51+0,14 7,88+0,49 <LOD
Kiértner Frither 12,20+1,05 4,67+0,34 1,84+0,03 9,31+0,20 <LOD
Escana 7,85+0,44 1,68+0,07 5,19+0,35 8,89+0,59 <LOD
S8 TG 5,19+0,30 1,060,07 3,15+0,07 8,48+0,11 <LOD

Einkorn
Rudico 6,94+0,76 3,63+0,37 1,75+0,13 8,31+£0,62 <LOD
Kahler Emmer 7,11+0,77 2,91+0,22 1,44+0,06 7,13+0,34 <LOD

*) Hodnota LOD §-tokotrienolu ¢ini 0,05 pg.g”'

V odridach SW Kadrilj, Granny a Kdrtner Friiher (Tab.2.) byl v roce 2009 stanoven shodné

s predchozim rokem vysSi obsah a-tokoferolu a [-tokotrienolu neZz B-tokoferolu a a-

tokotrienolu. Vyrazné¢ vyS$§i mnoZstvi B-tokotrienolu bylo nalezeno v odriidach pSenice

jednozrnky - Escana, Schwedisches Einkorn 1 dvouzrnky - Rudico a Kahler Emmer

v porovnani s ostatnimi z identifikovanych tokolt (Tab.2.).

Rozdily v zastoupeni tokoferoll a tokotrienolii ve vybranych druzich pSenice jsou znazornény

v Obrazku 17.
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Obr.17 Primérny obsah jednotlivych tokoli ve vybranych druzich pSenice

obsah tokolu [pg.g?]
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Z Obrazku 17 je ziejmé, Ze nejvice a-tokoferolu obsahuje pSenice setd, a naopak nejméné
pSenice jednozrnka. Mnozstvi B-tokoferolu je srovnatelné v pSenici seté a dvouzrnce, nejnizsi
je v jednozrnce. o-tokotrienol a B-tokotrienol pfedstavuji majoritni sloZzku naopak v pSenici
jednozrnce, coz je ve shodé s vysledky Hidalga et al. (2008). Pomérné vysoky obsah [3-
tokotrienolu byl nalezen v pSenici dvouzrnce. Pfitomnost d-tokotrienolu byla zjisténa pouze
v pSenici jednozrnce. Hidalgo et al. (2006) vSak d-tokotrienol v pSenici jednozrnce nenalezl. Z
vysledki Hidalga et al. (2006) rovnéZz vyplyva, Ze vysoké zastoupeni [B-tokotrienolu se
nachdzi jednak v pSenici dvouzrnce, jednak v pSenici seté. Toto tvrzeni je ¢astecné v rozporu,
nebot’ podle této prace se B-tokotrienol vyskytuje v pSenici seté minoritng.

Byl vypocten ekvivalent vitaminu E (a-TE), zohlediiyjici u¢inky jednotlivych tokolll na Zivy

organismus, podle rovnice:

a-TE (ug.g") = 1 x a-tokoferol + 0,5 x B-tokoferol + 0,1 x y-tokoferol + 0,01 x §-tokoferol +

0,3 x a-tokotrienol + 0,05 x B-tokotrienol (Hosmanova a Dousa, 2007)

Hodnoty a-TE pro vSechny odridy jsou uvedeny v Obr.18. Z né&j je patrné, Ze v roce 2009 byl
obsah vitaminu E vys§i ve vSech testovanych odridiach. Hodnota o-TE se pohybovala
v intervalu od 7,08 pg.g”' (Schwedisches Einkorn, 2008) do 19,35 pg.g”' (Kdrtner Friiher,
2009).
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Obr.18 Hodnota a-TE v odradach pSenice seté, jednozrnky a dvouzrnky v jednotlivych letech

Z Obrazku 19 je zfejmé, ze hodnoty celkové sumy tokold byly v roce 2009 vyssi ve vsech
odrtidach nez v roce 2008. V roce 2009 byla celkova suma tokold vyssi v pSenici jednozrnce a
dvouzrnce nez v psenici seté, a vSak tato skute¢nost nebyla pozorovan v roce 2008 (Obr.19).
Hodnota celkové sumy tokold se pohybovala vrozmezi od 17,88 ug.g' (Schwedisches

Einkorn, 2008) do 46,38 pg.g”' (Kahler Emmer, 2009).

50
45
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25
20
15
10

suma tokold [pg.g™]

Obr.19 Celkova suma tokolt v odridach pSenice seté, jednozrnky a dvouzrnky
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Déle bylo provedeno statistické vyhodnoceni vlivu druhu a roku na obsah tokolli. Statisticka
vyznamnost byla testovana metodou vicefaktorové analyzy rozptylu (ANOVA) na hladiné

vyznamnosti o = 0,05 s faktory druh a rok.
Viiv druhu

Na zékladé¢ statistického vyhodnoceni (viz kap. 4.8) s faktory druh a rok bylo zjiSténo, ze
pSenice jednozrnka ma statisticky vyznamné nizsi obsah tokoferolli nez psenice seta a pSenice
dvouzrnka. Mezi pSenici dvouzrnkou a psenici setou nebyl zjistén prikazny rozdil v obsahu
tokoferolli. PSenice setd ma statisticky vyznamné nizSi obsah tokotrienolli nez pSenice
jednozrnka. V pSenici dvouzrnce nebyl nalezen prikazny rozdil v obsahu tokotrienold

v porovnani s pSenici jednozrnnou i pSenici setou.

Primérné hodnota tokotrienold v pSenici jednozrnce Cinila 23,67 pg.g'l(celkové ze dvou let),
coz je téméf dvojnasobny obsah v porovndni s primérnou hodnotou tokotrienoli v pSenici

seté (12,41 pg.g™).

Mezi jednotlivymi druhy — pSenici setou, pSenici jednozrnkou a pSenici dvouzrnkou nebyl

potvrzen prikazny rozdil v hodnoté a-TE.
Viiv rocniku

V porovnani let 2008 a 2009 nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil v obsahu tokoferoli.
V roce 2009 byl nalezen prukazné vyssi obsah tokotrienolti nez v roce 2008. Hodnota o-TE v

roce 2009 byla statisticky vyznamné vyssi nez v roce 2008.

5.2 Stanoveni celkové antioxidacni aktivity

Vsechny analyzované odriidy vykazovaly antioxidacni aktivitu. Nejvyssi celkova antioxidacni
aktivita (TAA) byla zjiSténa v odriiddch pSenice dvouzrnky - Rudico a Kahler Emmer
(Obr.20). V odridé¢ pSenice jednozrnky - Schwedisches Einkorn bylo stanovena nejnizsi
hodnota TAA, a vSak ve druhé odriidé jednozrnky - Escana byla stanovena hodnota TAA
srovnatelna s odriidou Kahler Emmer. Hodnoty TAA ve vSech tiech odradach pSenice seté —
SW Kadrilj, Kdrtner Friiher a Granny jsou nizsi v porovnani s obéma odriidami pSenice

dvouzrnky, jsou vSak vys$si nez v odradé jednozrnky — Schwedisches Einkorn (Obr.20).
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Obr.20 Hodnoty TAA vybranych odrid pSenice seté, jednozrnky a dvouzrnky

V priméru pSenice jednozrnka vykazuje niz§i hodnotu TAA v porovnani s pSenici

dvouzrnkou a pSenici setou. Toto zjiSténi je ve shod¢€ s pokusy Lavelliho et al. (2009) (Tab.3).

Tab.3 Primérné hodnoty TAA v pSenici seté, jednozrnce a dvouzrnce

druh TAA [mg Troloxu/kg suSiny]
pSenice seta 199,10
pSenice jednozrnka 184,15
pSenice dvouzrnka 237,45

5.3 Stanoveni celkového obsahu polyfenoli

Polyfenolické slouceniny byly obsazeny ve vSech analyzovanych odridach. Z Obrazku 21 je
patrné, Ze nejvétsi mnozstvi celkovych polyfenolit (CP) bylo nalezeno v obou odridach
pSenice dvouzrnky — Rudico a Kahler Emmer (652 mgkg' a 692 mgkg?). V odradg
jednozrnky - Schwedisches Einkorn (586 mgkg') bylo nalezeno vice CP v porovnani

s druhou odrdou jednozrnky - Escana (513 mgkg™) (Obr.21).
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Obsah CP v odriidé pienice seté - Granny (601 mgkg™) byl vyssi nez v ostatnich odriidach
psenice seté - SW Kadrilj (534 mgkg") a Kdirtner Friiher (502 mgkg") a rovnéZ v obou

odridach jednozrnky.

vwr

Verma et al. (2009) stanovil v pSenici seté praiméme 1660 mgkg'. Vysledek Vermy et al.
(2009) se vyrazné 1isi v porovnani se zjiSténym primérnym obsahem CP v pSenici seté (546
mg.kg™). Vyznamna diference mezi vysledkem této studie a Vermy et al. (2009) by mohla byt

zpusobena vybérem odridy, a dale riznymi environmentalnimi faktory.

Obr.21 Celkovy obsah polyfenolii v jednotlivych odridéach psenice dvouzrnky, jednozrnky a

700 -~
600
500
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100

CP [mg gallové kyseliny/kg susiny]

seté

Biologicky ucinné latky (tokotrienoly a polyfenolické latky), hojnéji se vyskytujici pravé
v pSenici jednozrnce a dvouzrnce, by bylo mozné vyuzit ke zkvalitnéni a obohaceni obilnych

potravinovych produktt.

Uvedené vysledky vsech tfi stanoveni byly prezentovany (viz Piilohy).

-47 -



6. Zavér

Byly zjistény rozdily v obsahu tokoferol a tokotrienol v rdmci vybranych druhti pSenice.
Nejvyssi obsah tokotrienoll byl zaznamenan v pSenici jednozrnce. V psenici seté bylo naopak
nalezeno nejvice tokoferoli. V porovnani s pSenici setou byl obsah tokoferol v pSenici
dvouzrnce niz8i, naopak tokotrienoli bylo ve dvouzrnce stanoveno vice. Rozdily ve
kvalitativnim sloZeni tokolii byly v porovnani pSenice seté a jednozrnky statisticky vyznamné,
naopak rozdily mezi pSenici setou a dvouzrnkou nebyly priikazné. Dale byl zjiStén prikazny
vliv ro¢niku na a-TE v jednotlivych odriadach. Celkova suma tokoli byla vyssi v pSenici

jednozrnce a dvouzrnce (rok 2009).

Nejvyssi celkovou antioxidacni aktivitu vykazovala pSenice dvouzrnka. V pSenici jednozrnce
avSak druhd odrida jednozrnky (Escana) vykazovala hodnotu srovnatelnou s odridou
dvouzrnky (Kahler Emmer). Ve vSech odridach psenice seté byla stanovena nizsi

antioxidacni aktivita nez v pSenici dvouzrnce.

V pSenici dvouzrnce bylo stanoveno nejvice polyfenolickych latek. Celkovy obsah

polyfenolickych latek byl v pSenici seté a jednozrnce niZsi v porovnani s pSenici dvouzrnkou.

PSenice jednozrnka a dvouzrnka obsahuji vyrazné vyS$i mnozstvi antioxidacnich latek nez
pSenice setd. Jednozrnka predstavuje vyznamny zdroj tokotrienoll, dvouzrnka je naopak

vyznaéna pro svij vysoky obsah polyfenolickych latek.
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8. Seznam pouzitych zkratek a symbolu

A
ABAP
ABTS
ABTS"
all trans
ANOVA
o-TE

cis

Co-A
C18

CP
DMPBQ
DNA
DPPH
DPPH’
FRAP
HCAs
HPLC
ESI

LOD
MPBQ
MS/MS

ORAC

Ph

absorbance
2,2’- azobis-2-methyl- propionamidin
2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat)
radikalovy kationt 2,2’-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat)
typ prostorového usporadani molekuly karotenoidu
analyza rozptylu
ekvivalent vitaminu E
typ prostorového uspotfadani molekul organickych sloucenin
koenzym-A
oktadecyl
celkové polyfenolické latky
2,3-dimethyl-5-fytyl-1,4-benzochinon
deoxyribonukleova kyselina

2,2’ -difenyl-1-pikrylhydrazyl

volny radikal 2,2"-difenyl-1-pikrylhydrazylu

metoda vyuzivajici antioxida¢niho potencialu zelezitych iontt
hydroxyskoficové kyseliny

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

elektrosprejova ionizace

délka kyvety

vlnova délka

mez detekce

2-methyl-6-fytyl-1,4-benzochinon

tandemova hmotnostni spektrometrie

metoda vyuzivajici kyslikovych radikalt ke zjisténi TAA
oznacuje polohu 1,4 substituentii vazanych na aromatickém jadie

fenyl
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ROS
TAA/C
TEAC
Trolox
uv

UV - VIS

reaktivni kyslikové Castice

celkova antioxidacni aktivita/kapacita

antioxidacéni kapacita se standardni latkou Trolox
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina
ultrafialové slunecni zafeni

viditelna oblast ultrafialového slune¢niho zareni
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9. Prilohy

Vysledky stanoveni vitaminu E byly prezentovany v kvétnu roku 2011 na Studentské védecké
konferenci CZU v Praze a v fijnu roku 2011 na evropské Studentské védecké konferenci ve

Wageningenu.

Vysledky stanoveni celkového obsahu polyfenolickych latek byly prezentovany formou
védeckého ¢lanku: Lachman, J., Miholova, D., Pivec, V., Jird, K., Janovska, D. 2011.
Content of phenolic antioxidants and selenium in grain of einkorn (7riticum monococcum L.),
emmer (7riticum dicoccum Schiibl [Schrank]) and spring wheat (7riticum aestivum L.)
varieties. Plant Soil Environment. 57 (5). 235-243

Vysledky stanoveni celkové antioxidacni aktivity byly prezentovany formou védeckého
¢lanku: (Lachman, J., Orsak, M., Pivec, V., Jirti, K. 2012. Antioxidant activity of grain of
einkorn (7riticum monococcum L.), emmer (Triticum dicoccum Schiibl [Schrank]) and spring

wheat (Triticum aestivum L.) varieties. Plant Soil Environment. 58 (1). 15-21
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