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PSenice s barevnym zrnem jako bohaty zdroj
anthokyanu v lidské vyzivé

Souhrn

Psenice seta je jednou z nejvyznamnéjsich obilovin v lidské vyzive, a to zejména diky
svym pekaiskym vlastnostem a vysokému vynosovému potencidlu. Netradi¢ni odriidy pSenic
s barevnym zrnem jsou kromé zakladnich Zivin bohatym zdrojem rostlinnych pigmentt,
ale také jinych biologicky aktivnich latek. Jednim z nejvyznamnéjSich typu rostlinnych barviv
jsou anthokyany, které¢ zptisobuji zbarveni zrn purpurovych a modrych linii pSenic. Anthokyany
jsou fenolické slouceniny, které jsou fazeny do skupiny flavonoidi. Jsou to glykosidy v jejichz
struktufe je obsazen aglykon nazyvany anthokyanidin a cukernd slozka. Tyto latky jsou
pouzivany jako ptirodni barviva a jako soucdst lidské vyzivy mohou mit pfiznivé zdravotni
ucinky, které souvisi zejména s jejich antioxida¢nimi vlastnostmi, diky kterym jsou schopny
zmiriiovat oxidacni stres zpusobeny volnymi radikaly. Dale maji pozitivni u¢inky na zrak,
napomahaji prevenci patogeneze kardiovaskularnich chorob, diabetu, piisobi proti obezité
a také vykazuji antimikrobidlni vlastnosti. Piestoze maji pozitivni ucinky na zdravi, jsou to
nestabilni latky s nizkou biologickou dostupnosti, coz mize do zna¢né miry limitovat jejich
pouzivani v potravinaifském a farmaceutickém primyslu.

K extrakci anthokyanti z rostlinné matrice je mozné pouzit rizné metody, které jsou
obecn¢ déleny na klasické, jako je Soxhletova extrakce ¢i extrakce na pevnou fazi a metody
moderni, mezi které jsou fazeny napi. mikrovinnd extrakce nebo extrakce superkritickou
tekutinou. Pro vlastni analytické stanoveni téchto latek jsou nejcastéji vyuZivany

chromatografické metody, zejména kapalinova chromatografie s detektorem diodového pole.

Kli¢ova slova: delfinidin, kyanidin, modry aleuron, purpurovy perikarp, rostlinné
pigmenty



Color-grained wheats as a valuable source of
anthocyanins in human nutrition

Summary

Common wheat is one of the most important cereals in human nutrition due to its baking
properties and high yield potential. Unusual varieties of wheat with coloured grains are a rich
source of plant pigments and other biologically active substances in addition to essential
nutrients. One of the most important types of plant pigments are anthocyanins, which cause the
colouration of the grains of purple and blue wheat lines. Anthocyanins are phenolic compounds
that are classified as flavonoids. They are glycosides whose structure contains an aglycone
called anthocyanidin and a sugar component. These substances are used as natural dyes and, as
part of the human diet, may have beneficial health effects, which are mainly related to their
antioxidant properties, which enable them to alleviate oxidative stress caused by free radicals.
They also have positive effects on eyesight, help prevent the pathogenesis of cardiovascular
disease, diabetes, act against obesity and also have antimicrobial properties. Although they have
positive effects on health, they are unstable substances with low bioavailability, which may

largely limit their use in the food and pharmaceutical industries.

Various methods can be used to extract anthocyanins from plant matrix, which are
generally divided into classical methods such as Soxhlet extraction or solid-phase extraction
and modern methods such as microwave-assisted extraction or supercritical fluid extraction.
For the actual analytical determination of these substances, chromatographic methods in

particular liquid chromatography with diode array detector are most commonly used.

Keywords: delphinidin, cyanidin, blue aleurone, purple pericarp, plant pigments
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1 Uvod

Obiloviny jsou nedilnou soucasti lidského stravovani, a to jiz od doby neolitické
sacharidi a vyznamné se podileji na saturaci vyzivovych potieb svétové populace. V této
souvislosti zaujima vysadni postaveni pSenice, ktera je mimo lidskou stravu hojné¢ vyuzivana
jako soucast krmiv pro hospodaiska zvitata.

Klasické odriidy pSenice maji nej€asteji cervenou nebo bilou barvu zrna, ovSem zacinaji
se objevovat 1 nové odridy, jako jsou zluté, modré nebo purpurové, u kterych zélezi na typu
aulozeni sloucenin v zrnu. Netradi¢ni zabarveni zrna téchto genotypl je dano zvySenym
obsahem rostlinnych pigmenti, které je u zlutych zplisobeno karotenoidy, zatimco u modrych
a purpurovych je ureno piitomnosti anthokyanl. Barevné pSenice tak mohou kromé
zakladnich slozek vyZivy ptedstavovat bohaty zdroj uvedenych rostlinnych barviv, ale i dalSich
biologicky aktivnich latek, jako jsou fenolické slouc¢eniny nebo tokoly, které jsou znamy svymi
antioxida¢nimi schopnostmi. Latkdm majici antioxidacni efekt jsou pfipisovany ucinky jako
snizeni rizika vzniku nadorovych onemocnéni a zavaznych chorob kardiovaskularnich povah,
podpora imunitniho systému, snizovani obsahu volnych radikala v organismu a dalsi.

Globalni  problém  rozvoje tzv. civilizatnich  onemocnéni, spojeného
se Spatnym zivotnim stylem, ke kterému dochazi zejména ve vyspélych statech, je mozné fesit
zménou zivotniho stylu, a piedev§im upravou jidelnicku. Ve svété roste poptavka
po potravinach, jejichz konzumace by spotiebitelim mohla pfinaset fadu zdravotnich benefita.
Z tohoto pohledu by vyuziti pSenic s barevnym zrnem v potravinarském prtimyslu mohlo
predstavovat vhodnou strategii, jak rozsiftit trh o Zadané funk¢ni potraviny a tim podpofit zdravi
svétové populace.



2 Cil prace

Cilem bakalaiské prace je shrnout zékladni poznatky o pSenici, popsat chemické slozeni
zrna této plodiny se zaméfenim na rostlinna barviva ze skupiny anthokyanti a uvést jejich
vyznam pro lidské zdravi. Dale popsat princip extrakce a vlastniho analytického stanoveni
téchto latek v obilné matrici.



3 Literarni reSerse

3.1 PsSenice

Obiloviny jsou jedny z nejvyznamnégjSich zeméd¢lskych plodin, které jsou pouzivany
jako krmiva pro hospodaiska zvitata, nebo ve vyzive ¢loveka. PSenice setd (Triticum aestivum
L.) je z mnoha diivodii nejpéstovanéjsi obilninou jak celosvétové, tak v Ceské republice. Mezi
hlavni diivody patfi, ze pSeni¢né zrno, které je vyuzivano pro lidskou vyzivu, je nejvyznamng;jsi
anejvhodnéjsi pro zpracovani do potravinaiskych vyrobki. Ma skvélé pekarské vlastnosti kvili
obsahu specifickych bilkovin, ze kterych pii smichdni s vodou vznikéd lepek, ale hojné
je vyuzivana 1 jako krmna surovina. Také je velmi dobie vyuzitelna pro dal§i primyslové
zpracovani, jako je napf. vyroba lihu nebo Skrobu. DalSimi kladnymi vlastnostmi jsou jeji
vysoky vynosovy potencial, variabilita odrad, dobré skladovaci vlastnosti zrna a zvladnuta
péstebni technologie (Divi§ et al. 2010). Produkce psenice v Ceské republice dosahla
v roce 2022 5,188 miliond tun (CSU 2022). Z agronomického hlediska je tato plodina
adaptovana na péstovani v mirnych oblastech s dennimi maximy kolem 15 °C a dobrou
vlhkosti. Pfesto mize byt péstovana v Siroké skéle klimatickych podminek po celém svété,
vcetné horkych a suchych oblasti az po velmi chladné ¢asti svéta, dokéze rtst 1 ve vyskach
do 3000 m. n. m. a v oblastech srocnim thrnem srdzek 250-1800 mm (Uthayakumaran
& Wrigley 2017).

3.1.1 Historie péstovani

PSenici lze povazovat za nejstar$i obilninu, kterd se zpocatku rozsitila na pfevazné ¢asti
severni 1 jizni polokoule, a to pfedevSim v oblasti pfedni Asie nebo severni Afriky. Nejstarsi
nalezy pSenice jsou dokladany z obdobi okolo 15. tisicileti pf. n. I. Archeologické nalezy
péstovani starobylé pSenice jednozrnky pochézeji z uzemi Iranu, nejvice z pohoii Zagros.
V této oblasti byly zaznamenany nalezy systematického péstovani kolem roku 6000 pt. n. 1.
Dalsi archeologické zdznamy ukazuji na obdobi 8.-9. tisicileti pf. n. 1. taktéz na Pfednim
vychodg, predev§im v Anatolii a v Turecku. Na tizemi Ceské republiky se pSenice seta objevila
v neolitu, tudiz okolo roku 5000 pt. n. L. (Divis et al. 2010).

3.1.2 Anatomicka stavba zrna

Obilka je sloZena ze tif hlavnich ¢asti, kterymi jsou obalové vrstvy, endosperm a klicek
(Obrazek 1) (Langton & Gutiérrex 2021).



Obrazek 1. PodéIné roziiznuté pSeni¢né zrno. A — endosperm, B — oplodi (perikarp), C — osemeni
(testa), D — aleuronova vrstva, E — embryo (klicek) (upraveno dle Trojan et al. 2014).

Obalové vrstvy, které maji priméarni ti€el ochrany vii¢i vnéj$im vliviim, jsou nazyvany
otruby. Jejich hlavnim tkolem je chranit zrno pied mechanickym (poskozeni zrna pii sklizni),
mikrobidlnim (plisn€, houby, bakterie) nebo enviromentalnim (slune¢ni zafeni, vlhkost, vyssi
teploty) posSkozenim. Tento obal ma vnéjsi a podpovrchovou ¢ast. Vnéjsi vrstvy neboli oplodi,
(perikarp), se skladaji pfedev§im z nerozpustnych sacharidl typu celulosy, které maji vysokou
mechanickou pevnost. Tato ¢ast zrna miize byt vyuzita jako zdroj vldkniny, ¢ehoz se vyuziva
v uprave vyzivovych hodnot daného vyrobku ke snizeni energetického piijmu a zvyseni piijmu
nestravitelnych latek, ale v pekarenské technologii zhorSuji kvalitu a schopnost zpracovat tésto,
a také mohou mit neblahy vliv na kone¢ny vzhled vyrobku (Piihoda et al. 2003). Perikarp
pfedstavuje zralou sténu zrna, kterd je ve skliziové dobé jiz mrtva, protoze vétSina pletiv je
bez cytoplazmy, jsou tzv. lignifikované. Oplodi se skldda z vnéjsi epidermis, hypodermis,
parenchymu, intermediarnich bun¢k, pfi€nych bun¢k a trubicovych bunék (Bechtel et al. 2009).
Podpovrchové vrstvy neboli osemeni (testa), jsou slozeny zejména z polysacharidli typu
arabinoxylant a B-glukani, diky kterym maji schopnost vazat vodu a v diisledku toho mohou
bobtnat a ovliviiovat tak vaznost mouky nebo naopak zvysit lepivost tésta (Piihoda et al. 2003).

Klicek neboli embryo, je samotnym zarodkem rostliny a nese genetickou informaci.
Pti zpracovavani v mlynskych technologiich je separovan od zbytku materidlu, protoze je
zdrojem latek na bazi tukd, které maji nizkou stabilitu a mohou lehce podléhat nezadoucim
zméndm, zejména zluknuti. Bez stabilizace proto neni vhodné tuto ¢ast zrna déale pekarensky
zpracovavat (Piihoda et al. 2003).

Endosperm, vnitini obsah zrna, tvoii nejvétsi ¢ast celé obilky a z hlediska technologii je
nejdulezitéjsi ¢asti. Zasobni latky pro kli¢ici rostlinu jsou obsazeny pravé v endospermu. Témet
% obsahu tvoii Skrob, ovSem pro pekarenské technologie jsou velmi podstatné bilkoviny,
které tvoti pfiblizné 10 % celkového obsahu latek v endospermu, pricemz rozdilna kvalita
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bilkovin v zrnu uréuje celkovou zpracovatelskou kvalitu mouky. K endospermu je déle fazena
jeho vrchni vrstva, nachazejici se pod vnéjsimi obaly, ktera je nazyvana jako vrstva aleuronova.
Tato Cast obsahuje vétsi procento bilkovin, ovSem s horSimi lepkotvornymi vlastnostmi
nez samotny endosperm, ktery je vzhledem ke své velikosti nejvyznamnéj$im zdrojem bilkovin
obsazenych v mouce (Ptihoda et al. 2003).

3.1.3 Chemicka stavba zrna

Diky vysokému obsahu sacharidil je pSenice skvélym zdrojem energie, ale obsahuje
1 proteiny, lipidy, a kromé téchto zakladnich zivin také vitaminy, mineralni latky a fadu dalSich
biologicky aktivnich rostlinnych sloucenin (Moshawih et al. 2022).

3.1.3.1 Sacharidy

Nejvice zastoupenou slozkou pSeni¢ného zrna jsou sacharidy, z nichZ se zde vyskytuje
zejména Skrob a vlaknina ve formé celulosy a hemicelulosy, dale pentosany, jednodussi
sacharidy jako oligosacharidy a monosacharidy, a také sacharidy ve form¢ komplext s lipidy
a proteiny — glykolipidy a glykoproteiny (Prugar 1977). Obilnd zrna obsahuji v priméru
6676 % sacharidi, z toho tvoii nejvétsi podil skrob (55-70 %), po ném nasleduji v mensim
zastoupeni arabinoxylany (1,5-8 %), B-glukany (0,5-7 %), cukry (okolo 3 %), celulosa (okolo
2,5 %) a glukofruktany (okolo 1 %) (Koehler & Wiesler 2013).

Skrob je tvofen dvéma polysacharidy, a témi jsou amylosa, ktera méa pi¥imy fetézec
glukosovych jednotek spojenych a-glykosidickou vazbou (1—4) a amylopektin s rozvétvenym
fetézcem, ktery obsahuje az tisice glukosovych jednotek spojenych a (1—4) vazbou do linie
a ptipojené vétve pomoci a (1—06) glykosidickych vazeb. Diky vétveni pomoci vazby a (1—6)
je amylopektin daleko odolnéjsi vici amylolytickym enzymim nez amylosa (Prugar 1977).
Amylosa tvofi pfiblizné 25-28 % a amylopektin 72—75 % obilného Skrobu (Koehler & Wiesler
2013).

Celulosa je polysacharid, ktery ma podobnou stavbu jako Skrob, na které se podileji jako
zakladni monomerni jednotky B-anomery glukosy, které jsou spojeny vazbou B (1—4).
V rostlindch méa predevsim stavebni funkci, nebot’ tvoii bunécné stény a slouzi ke stabilizaci
rostlinnych pletiv. V obilnych zrnech se vyskytuje hlavné v obalovych vrstvach a je soucasti
vlakniny, kterd zvyzivového hlediska slouzi k prevenci vzniku cévnich chorob
nebo nadorovych onemocnéni (Piihoda et al. 2003).

Hemicelulosy jsou slozeny zriznych monosacharidii (pentosy a hexosy) a jejich
derivati (kyselina D-glukuronova a D-galakturonova) a spolu s celulosou jsou obsazeny
v rostlinnych tkdnich. Hemicelulosy se déli na hexosany zahrnujici manany, glukany a fruktany
a pentosany jako xylany a arabany. Pentosany jsou obsazeny v obilném zrnu a napomahaji drzet
strukturu té€sta u zitnych vyrobkl. Jejich polymerni fetézec je tvofen D-xylany s vazbami
B (1—4) a vedlejsi fetézec je tvofen L-arabinosou, coz da za vznik arabinoxylaniim
(Htivna 2014). Hlavnim rozdilem od celulosy je v zastoupeni sacharidovych jednotek, pticemz
hemicelulosy nejsou tvofeny pouze B-D-glukosou, ale vyskytuji se v nich i sacharidy jako
arabinosa, xylosa, mannosa nebo galaktosa. Uvedené slozky nerozpustné vlakniny se od sebe
dale lisi ve struktufe, kdy celulosa je tvofena 7000 az 15 000 glukosovymi jednotkami a neni
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vétvena, zatimco hemicelulosy se skladaji z 500 az 3000 monosacharidovych jednotek a vétvi
se pomoci B (1—3) vazeb (Kulkarni et al. 2012). Pii zpracovavani zrna piechazi ¢ast obsahu
pentosanit do mouky, a diky svym hygroskopickym vlastnostem jsou schopné vazat velké
mnozstvi vody (Prugar 1977). Bohatym zdrojem téchto latek jsou Zitné mouky (47 %), ovSem
pSenicné mouky jich obsahuji méné (1-3 %) (Ptihoda et al. 2003).

3.1.3.2 Bilkoviny

Bilkoviny jsou dulezitou ¢asti latek obsazenych v zrnu a jejich mnozstvi v suSing je
pfiblizné v rozmezi 8-20 % (Prugar 1977; Belderok 2000). V kazd¢ ¢4sti zrna je obsah téchto
latek rozdilny. Pomérné nejvice bilkovin se nachazi v aleuronové vrstvé a klicku v podobé
metabolicky a geneticky dulezitych latek, jako napt. enzymt a nukleoproteini. Enzymy jsou
latky fungujici jako katalyzatory biochemickych d&jti (Pithoda et al. 2003). Radi se sem napf.
amylasy (o—amylasa a B—amylasa), lipoxygenasy nebo lipasy (Belitz et al 2009).

V endospermu se koncentrace bilkovin snizuje smérem ke stiedu. Bilkovinné latky
piechazi ve velké mife do mouky, a piedev§im lepkotvorné bilkoviny smichané s vodou
za vzniku lepku urcuji jeji technologické vlastnosti (Prugar 1977). Nejvyssi obsah bilkovin
v pSeni¢ném zrnu je v aleuronové vrstvé a klicku, kde dosahuje hodnot pies 30 %, nasleduje
endosperm obsahujici pfiblizné 13 % a obalové vrstvy, v nichz se nachazi necelych 7 %
(Belitz et al. 2009)

Slozeni aminokyselin v moukéch z riznych druht obilovinje rozdilné, ale vSechny jsou
charakteristické vysokym obsahem glutamové kyseliny, hlavné ve form¢ glutaminu, kdy se
jeho hodnoty pohybuji mezi 15-31 %. U pSenice, jeCmenu a zita je pomérné vysoky obsah
prolinu (12—-14 %). Dalsi dobie zastoupené aminokyseliny jsou leucin s obsahem 7-14 %
a alanin s obsahem 4-11 %. Nutriéné vyznamné esencidlni aminokyseliny jako tryptofan
(0,2-1 %), methionin (1,3-2,9 %), histidin (1,8-2,2 %) a lysin (1,4-3,3 %) jsou zastoupeny
pouze ve velice nizkych hodnotach. (Koehler & Wiesler 2013).

Vroce 1907 T.D. Osborne vydal préci, podle které se rozdeluji pSenicné bilkoviny
do ¢tyt skupin dle rozpustnosti v riznych rozpoustédlech, a to na albuminy, které jsou
rozpustné ve vodé, globuliny rozpustné v solnych roztocich, gliadiny neboli prolaminy
rozpustné v 70% ethyl alkoholu a gluteniny, které jsou rozpustné ve ziedénych roztocich
kyselin nebo zasad (Belitz et al. 2009; Belderok et al. 2000).

Albuminy jsou z pSeni¢nych bilkovin nejmensi a po nich nésleduji globuliny. Ty se
nalézaji hlavné v obalovych vrstvach, kli¢ku zrna a aleuronové vrstvé a celkové tvoii asi 25 %
vSech bilkovin v zrnu. Gliadiny a gluteniny jsou vysokomolekularni bilkoviny, které se
vyskytuji pfedev§im v endospermu (Belderok et al. 2000), také se jim fika zdsobni bilkoviny
(Belitz et al. 2009; Piihoda et al. 2003). VétSina fyziologicky aktivnich bilkovin (enzymi) je
fazena do skupiny albuminti ¢i globulint, které tvoii asi 25 % celkového obsahu bilkovin. Zbyla
cast (75 %) je tvotena gliadiny a gluteniny, které si rostlina uklada a vyuziva v procesu klic¢eni.
Maji nulovou enzymatickou aktivitu, ale hraji dilezitou roli pfi tvorbé tésta, nebot’ zadrzuji
plyny a vytvari houbovity charakter pekatrského vyrobku (Belderok et al. 2000). Pti zadélavani
tésta pojmou gliadiny a gluteniny urcité mnozstvi vody, a za pouziti mechanické prace
a vzduSného kysliku se za¢ne tvofit soudrznd hmota, ktera je nazyvana lepek (Belderok et al.
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2000; Piihoda et al. 2003). Pokud je tésto vyprano pod vodou, odplavi se z n€j vSechny latky
rozpustné ve vod¢ a Skrob a zbyla ¢ast je pak pojmenovavana jako mokry lepek (Pfihoda et al.
2003). Lepek je sloZen ptiblizné z 90 % bilkovin, 8 % lipidl a 2 % sacharidl (Belitz et al.
2009).

V poslednich desetiletich se celosvétové zvySuje vyskyt alergii a potravinovych
intoleranci. U lidi, ktefi maji nevyrovnany imunitni systém a stievni mikrofloru, je mohou
vyvolavat razné zivoc¢isné a rostlinné bilkoviny obsazené v potravinach vcetné obilovin.
Problémovymi proteiny u pSenice jsou lipidovy transportni protein, ®-5-gliadin,
a-amylasovy/trypsinovy inhibitor a vSechny bilkoviny ze skupiny prolaminii. Intolerance
na obiloviny se vyskytuje piiblizn¢ u 1-3 % populace. Bilkoviny, které ji vyvolavaji, jsou
gliadiny a gluteniny z pSenice, které po smichani s vodou vytvoti lepek. Lepkova intolerance
neboli celiakie je autoimunitni onemocnéni tenkého stfeva a vyskytuje se u jedinci
s genotypem lidského leukocytarniho antigenu (HLA) DQ2 a/nebo DQ8. (Gilissen et al. 2014).
Na vzniku celiakie se podileji specifické fragmenty lepkovych bilkovin, tzv. epitopy, coz jsou
peptidové sekvence deviti aminokyselin, které jsou odolné vic¢i zalude¢nimu a pankreatickému
traveni. Tyto peptidy se dostavaji do vazivové tkané tenkého stieva, kde se vejdou do receptoru
antigenu HLA-DQ a mohou byt rozpoznany specifickymi T-lymfocyty, které se aktivuji
a zaCnou produkovat cytokiny, coz mize vést k rozvoji zanétu a atrofii klkti v tenkém stieve,
jenz miiZe vyustit v problémy s pfijmem potravy (Rodrigo 2006; Gilissen et al. 2014).

3.1.3.3 Lipidy

Lipidy jsou obecné fazeny mezi Sirokou a bohatou skupinu organickych latek, které se
vyskytuji bézné v ptirode a zastavaji dilezité role v organismech. Jejich primarnim znakem je
nerozpustnost nebo omezena rozpustnost ve vodé. Oproti tomu v organickych rozpoustédlech
jako toluen, hexan, chloroform nebo aceton jsou rozpustné (Ptihoda et al. 2003). Lipidy jsou
obecné déleny na jednoduché, slozené a odvozené. Jednoduché lipidy jsou tvoreny lipidovou
casti Cili estery alkoholl a mastnych kyselin, kam jsou fazeny acylglyceroly (tuky) a vosky.
Slozené lipidy obsahuji navic oproti jednoduchym lipidim nelipidovou slozku, kam patii
fosfolipidy, glykolipidy a lipoproteiny. Do skupiny odvozenych lipidi jsou fazeny isoprenoidni
latky jako jsou steroidy nebo karotenoidy (Dominguez et al. 2022)

Tuky, které jsou fazeny mezi neutralni lipidy, patii mezi zasobni latky, které mohou byt
organismy vyuzity k zisku energie, pricemz jejich energeticka hodnota je dvojnasobné vétsi nez
u sacharidu a bilkovin. Dle chemické struktury se jedna o estery glycerolu a vysSich mastnych
kyselin a nejcastéji se vyskytuji jako triacylglyceroly. V organismech se vyskytuji bud’
ve form¢ Zivoc¢iSnych tukl (sadla, loje), které jsou tvofeny nasycenymi mastnymi kyselinami
a jsou pevné pii normalni teploté, nebo jako rostlinné oleje, které jsou kapalné a obsahuji vétsi
procento nenasycenych mastnych kyselin (Piihoda et al. 2003).

V pSenici a jinych obilovindch jsou lipidy fazeny mezi minoritni latky. Nejvetsi
koncentrace se nachazi v klicku, pfiblizn€ 3—4 % z celkové vahy zrna, a protoze je kli¢ek
pti mlynském zpracovani ze zrna odstrafiovan, v mouce tvoii jen 1-2,5 %. Lipidy plni velmi
dilezitou roli pfi procesech jako peceni a hnéteni, nebot’ spole¢né s lepkem vytvaii komplex,
ktery pomaha ke stabilit¢ struktury plynnych bublin v tésté, coz ve vysledku znaéné€ ovlivituje
konecnou texturu a objem peciva (Sabenca et al. 2021). Tuto stabilitu zptisobuji predevsim
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polarni lipidy, napi. N-acyl-fosfatidylethanolamin nebo monogalaktosyldiacylglyceroly
(Pareyt et al. 2011), které se hromadi na piechodu plyn/kapalina, a tim zabranuji plynnym
bublinam v koalescenci neboli spojovani (Belitz et al. 2009).

PSeni¢né lipidy jsou rozdélovany na polarni a nepolarni. Polarni lipidy, kam jsou fazeny
glykolipidy a fosfolipidy (Sabenca et al. 2021), se nachédzi v endospermu, kde jsou soucasti
dvojitych bunécnych membrén, které jsou nejspiSe pozlstatkem po amyloplastech a tvofi
70-75 % celkovych lipidd. Hlavnimi fosfolipidy v zrmu jsou fosfatidylcholin,
fosfatidylethanolamin a fosfatidylinositol. Z glykolipida jsou v obilkdch pSenice zastoupeny
zejména mono- a digalaktosyldiglyceridy. Nepolarni lipidy se vyskytuji v klicku a aleuronové
vrstve, a to zejména ve formé volnych mastnych kyselin, mono-, di- a triacylglyceroli nebo
sterolovych esterti (Belitz et al. 2009; Pareyt et al. 2011). V pSeni¢ném zrnu jsou jako soucast
acylglyceroll nejcastéji zastoupeny kyseliny palmitova (16:0), stearova (18:0), olejova (18:1)
a linolova (18:2) (Pareyt et al. 2011), dale palmitoolejova (16:1) nebo a-linolenova (18:3)
(Belitz et al. 2009).

PSeni¢né lipidy mohou byt déleny také na zmydelnitelné, kam patii mastné kyseliny,
acylglyceroly, glykolipidy a fosfolipidy a nezmydelnitelné, mezi které jsou fazeny zejména
isoprenoidy, napf. tokoferoly a karotenoidy (Uthayakumaran & Wrigley 2017).

3.1.3.4 Mineralni latky

Mineralni latky jsou dilezitou soucasti lidské vyzivy (Koehler & Wiesler 2013).
Jsou potiebné ke stimulaci a spravny pribéh fady funkci organismu, jako je tvorba energie,
rust, hojeni, krvetvorba a vyvoj kosti, udrzovani zdravého nervového systému, regulace svala,
vcetné srdecnich, a také jsou soucasti spousty enzymu. Nedostatky riznych mineralnich latek
zpusobené Spatnymi stravovacimi navyky nebo podvyzivou mohou vést k rozvoji chronickych
nemoci (Karayigit et al. 2020). Mineralni latky se nachazi nejvice v otrubach, kde jsou ovSem
Casto siln€ vazany v bunécnych sténach. Nékteré mineralni latky se mohou vyskytovat ve forme
fytatu, tudiz maji nizkou biologickou dostupnost. Fosfor v pSenici je pfevazné€ ulozen ve formée
fytath v aleuronové vrstvé, které obsahuji 84 % celkového fosforu. Fytatové soli jsou
zasobarnou dalSich mineralnich latek, jako Zelezo, vapnik a zinek. Proces, ktery by mohl byt
slibnou pifedipravou obilovin je perleni, kdy se odstraiiuji vnéjs$i vrstvy zrn abrazi
na pozadovanou uroven pred mletim na mouku. Perleni poskozuje bunécné stény a zplisobuje,
ze mineralni latky zachycené v otrubach jsou biologicky dostupnéjsi. Tento proces navic mize
do jist¢ miry odstranit stopové toxické prvky, jako je kadmium a olovo, protoze jejich
koncentrace je v otrubach nebo celych zrnech az tiikrat vys$si nez v mouce (Brier et al. 2015).

3.1.3.5 Vitaminy

Mezi hlavni mikroziviny pSeni¢ného zrna patii skupina vitamint B a vitamin E. Tyto
latky jsou nerovnomérné rozlozeny v zrnu a nachazeji se piedev§im v pSenicnych kliccich
a otrubach, proto rafinovana mouka obsahuje malé mnozstvi vitaminti. PSenice je bohatym
zdrojem nékterych vitamint skupiny B, a to zejména thiaminu (B1), niacinu (B3), pyridoxinu
(B6) a folatu (B9) (Uthayakumaran & Wrigley 2017). Kromé hydrofilnich vitaminti je v pSenici
obsazeno vyznamné mnozstvi vitaminu E, coz je souhrnné oznaceni pro skupinu ¢tyt tokoferolil
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a Ctyt tokotrienolt. Jsou to v tucich rozpustné slouceniny, které maji vynikajici antioxidacni
vlastnosti a jsou syntetizovany pouze fotosyntetizujicimi organismy. Obiloviny jsou
povazovany za prumérny zdroj vitaminu E. Tokoferoly, hlavné a-tokoferol a B-tokoferol, jsou
nejvice koncentrovany v klicku obilky, zatimco tokotrienoly byvaji soustfedény hlavné
v perikarpu, testu a aleuronové vrstvé (Uthayakumaran & Wrigley 2017; Gamna & Spriano
2021; Lachman et al. 2013)

3.1.3.6 Biologicky aktivni slouceniny

Tyto latky, které se obecné v potravindch vyskytuji v malych mnozstvich, jsou velmi
prospésné pro lidské zdravi, ale nefadi se mezi latky esencidlni jako napf. vitaminy. VéEtSina
téchto sloucenin je piitomna v obalovych vrstvach a klicku obilného zrna. Pokud se
pti mlynském zpracovani neodebiraji kli¢ek a obalové vrstvy, fada biologickych aktivnich latek
vnich obsazend mlze mit vliv na sniZzeni rizika vzniku chronickych nemoci.
Mezi nejvyznamnéjsi biologicky aktivni latky, které jsou obsazené v pSeni¢ném zrnu, jsou
fazeny fenolické slouceniny a karotenoidy (Gani et al. 2012).

Fenolické slouceniny jsou charakteristické ptitomnosti jednoho nebo vice aromatickych
kruhti, na kterych je navazana alespon jedna hydroxylova skupina. Podle struktury se tyto latky
roziazuji do mnoha riznych skupin, jako jsou napt. fenolické kyseliny, flavonoidy, stilbeny,
kumariny nebo tfisloviny. Jsou to produkty sekundarniho metabolismu organismi rostlin
zajiStujici nezbytnou funkci pfi jejich rozmnoZovani a ristu, také plsobi jako obranné
mechanismy proti patogeniim, Skiidclim a parazitim a podileji se na barvé rostlin (Gani et al.
2012). Nejrozsahlejsi skupinou fenolickych latek jsou flavonoidy skladajici se ze dvou
fenylovych kruhti a jednoho heterocyklického kruhu. Rozdéluji se do Sesti podskupin, a to
na anthokyanidiny, flavan-3-oly, flavony, flavonoly, isoflavony a flavanony (Cahyana
& Adiyanti 2021; Lachman et al. 2017). Nékdy misto anthokyanidint jsou fazeny do skupiny
flavonoidd anthokyany (Pojer et al. 2013). Nékteré slouceniny nalezici do skupiny flavonoidii
urcuji zbarveni plodii a kvétt, diky ¢emuz plsobi jako atraktanty pro opylovace. U rostlin maji
flavonoidy tadu dalSich funkci, napt. funguji jako jedinecné filtry Skodlivého UV zafeni,
signalni molekuly, detoxikaéni latky nebo se ucastni kli€eni semen (Samanta et al. 2011).
V lidském organismu vykazuji pfiznivé zdravotni ucinky, jako je prevence
proti kardiovaskularnim onemocnénim, cukrovce, obezité a vzniku nadorovych onemocnéni
Cahyana & Adiyanti 2021).

Pro lidskou populaci maji flavonoly pfinosny ucinek svym anti-alergennim efektem,
tudiz je lze pouzit proti alergii. Mohou byt také pouzivany ke sniZzeni krevniho tlaku u lidi
s hypertensi a zlepSuji funkci stfevnich bun€k. Flavan-3-oly neboli flavanoly mohou mit
v lidském téle redukcni efekt na hladinu krevniho cukru (Cahyana & Adiyanti 2021). Nékteré
flavonoidy mohou mit ochranny uc€inek proti rozvijeni zavaznych chorob jako je Alzheimerova
choroba. Tato choroba, jedna z moznych forem demence, je neurodegenerativni onemocnéni
charakterizovano nedostatkem neuropfenaseCe acetylcholinu. Je to jeden z hlavnich
zdravotnich problému u starSich lidi, hlavné v primyslovych zemich. Acetylcholinesterasa
(AChE) je dulezity enzym v centralnim nervovém systému, ktery ovSem zplsobuje rozpad
acetylcholinu, proto jsou vyvijeny léky, které by rusily jeji funkci a zéroveil nemély vedlejsi
ucinky. Né&kolik  flavonoidi  bylo pouzito pro vyzkum (kvercetin, rutin,
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kaempferol-3-O-p-D-galaktosid a makluraxanthon), zda by dokazaly vyrusit u¢inek AChE.
Bylo zjisténo, ze jako ucinnymi inhibitory mohou byt kvercetin a makluraxanthon s 50%
inhibi¢ni koncentraci ICso = 353,86 uM a ICso = 8,47 uM, které byly porovnany s klasickym
AChHE inhibitorem Galanthaminem, ktery mél 1Cso = 0,75, takze se d4 usoudit, Ze tyto latky
maji urcity potencial, zejména makluraxanthon, k dal§imu vyzkumu jako mozny 1ék proti
Alzheimerové chorobé (Khan et al. 2009).

Nekteré slouceniny tohoto typu mohou mit také negativni vliv, a tim jsou taniny neboli
ttisloviny. Jsou povazovany za nezadouci latky, protoze srazeji bilkoviny, inhibuji travici
enzymy a ovliviiuji vyuziti mineralnich latek a vitaminl. Rozdéluji se do dvou skupin, a to
na hydrolyzovatelné a kondenzovatelné. Hydrolyzovatelné tfisloviny se skladaji z centralni
glukosové molekuly spojené s molekulami gallové kyseliny (galotaniny) nebo
s hexahydroxydifenovou kyselinou (ellagitaniny). Nejb&znéjs§im zastupcem galotaninii je
kyselina tfislovd, ktera je tvofena pentagalloylglukosou s estericky navdzanymi péti
molekulami gallové kyseliny. Pfestoze jsou n€kter¢ tfisloviny povazovany za nevhodné nutri¢ni
latky, malé mnozstvi v potravindich muize mit naopak pozitivni ucinek. In vitro vykazuji
antioxida¢ni aktivitu a zda se, ze mohou ovlivnit rist bakterii nepfimym mechanismem,
kdy jsou schopny inhibovat mikrobialni enzymy a odebrat substraty potiebné pro rust bakterii
(Ram et al. 2020; Sieniawska & Baj 2017).

3.1.3.7 Anti-nutri¢ni latky

PSenice mlzZe obsahovat velké mnozstvi nutricné prospé$nych latek pro zdravi, pfesto
se v ni vyskytuji latky, které jsou neprospésné a mohou dokonce uskodit, napft. kyselina fytova,
taniny, inhibitory proteas a alkaloidy (Ram et al. 2020).

Kyselina fytov4, jinak nazyvana inositol-hexafosfat nebo fytat, je u obilnin primarni
zasobni forma fosforu v rostlinnych pletivech. Fosfor ve formé& fytatu neni pro clovéka
a monogastrickd zvifata biologicky dostupny, protoze postradaji enzym fytasu, kterd je
nepostradatelna pro odstépovani atomt fosforu z molekuly kyseliny fytové. Dalsim problémem
u této latky je schopnost siln€¢ vazat kovové kationty (draslik, mangan, hoi¢ik, vapnik, Zelezo
a zinek) za vzniku molekul smiSenych soli (fytinil), které redukuji biologickou dostupnost
vazanych mikrozivin. Nestrdvena kyselina fytova, jez je hospodaiskymi zvifaty (prasata,
driibez) vyloucena exkrementy se dostava do ptidy a vody a tim je znecisti. Krokem vpted mize
byt Slechténi a vyuzivani plodin s nizkym obsahem této latky, ¢imz by se zvySila dostupnost
fosforu v krmivech a snizilo znecisténi prosttedi. U lidi by se jednalo o zvySeni dostupnosti
mikronutrienti, predev§im zeleza a zinku. Moznym postupem by mohla byt identifikace
genotypl s nizkym obsahem fytatu a vy$Sim obsahem fytazy v zrnu (Ram et al 2020).

Jako inhibitory proteas funguji specifické malé molekuly, které inhibuji aktivitu enzymu
katalyzujicich hydrolytické Stépeni peptidickych vazeb rtznych proteini. Obiloviny jsou
znamym zdrojem inhibitoril trypsinu a chymotrypsinu, které jsou uloZeny zejména v klicku
obilky a c¢éastecné v endospermu. Tyto latky jsou diky své termostabilité odolné plisobeni
vysokych teplot, kdy pfi vystaveni 100 °C po dobu tficeti minut, respektive jedné hodiny,
dochazi ke ztraté¢ jen 10 %, respektive 50 % jejich aktivity. V disledku G¢inku trypsinového
inhibitoru dochazi k ¢etnym porucham traveni, jako je Zalude¢ni nevolnost nebo hypertrofie
a hyperplazie pankreatu, které byly pozorovany u kurat, potkanti nebo mys$i. Snizuji svymi
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ucinky schopnost travit bilkoviny, coz vede k omezeni jejich vyuzitelnosti v organismu
a zvySenému vylucovani (Ram et al. 2020).

Alkaloidy jsou sekundarni metabolity, kter¢ byly plvodné popsany jako
farmakologicky aktivni slouCeniny a zékladem jejich struktury jsou dusikaté heterocykly.
V rostlindch se vyskytuji jako soli organickych kyselin (mléénéd kyselina, octova kyselina,
jable¢na kyselina a dalsi). Nékteré alkaloidy se mohou vyskytovat volné v systému (nikotin),
mensi Cast existuje ve forme glykosidi (solanin), jako amidy (piperin) nebo jako estery
organickych kyselin (atropin, kokain). U obilovin je mozny obsah alkaloidii zptsoben
pritomnosti houby Claviceps purpurea (palickovice nachovd), kterd parazituje na obilkach
pSenice, zita, jemene, ovsa a prosa, kde vytvaii tzv. sklerocium. Tvorba sklerocii ovliviiuje
kvalitu a vynosnost plodin, protoze tyto Gtvary jsou zdsobarnami alkaloidd, které maji negativni
ucinek na zdravi lidi a zvifat, kdy pfi poziti zplisobuji ergotismus (Ram et al. 2020).

3.2 PSenice s barevnym zrnem

Nejcastéji konzumovanymi odrtidami pSenice jsou ty s tzv. ¢ervenym a bilym zrnem,
u kterych je pfirozené okrové zbarveni obilky dano pfitomnosti riznych derivati katechint
a tanind. V poslednich desetiletich se vSak stale vice péstuji a vyuzivaji také pSenice se zlutym
zbarvenim zrna, které je ur€eno zvySenym obsahem karotenoidu, zejména luteinu a zeaxanthinu
(Lachman et al. 2017; Francavilla & Joye 2020). V CR jsou registrovany dvé odrady se Zlutym
endospermem, a to Citrus a Luteus (Martinek & Vyhnanek 2014). Krom¢ toho existuji i modre,
fialové a Cerné odrudy, jejichz barva zrna je dana ptitomnosti anthokyanii (Lachman et al. 2017;
Francavilla & Joye 2020). V purpurovych zrnech jsou anthokyany ulozeny v perikarpu
anejhojnéji zde byva zastoupen kyanidin-3-glukosid ¢i kyanidin-3-rutinosid. V modrych
zrnech se anthokyany, ptredevS§im delfinidin-3-glukosid a delfinidin-3-rutinosid, vyskytuji
v aleuronové vrstvé. Cerné genotypy (nékdy oznatované také jako tmavé purpurové), které
vznikaji kombinaci modrych a purpurovych linii, obsahuji anthokyany jak v perikarpu,
tak 1 v aleuronové vrstvé. Pfi srovnani téchto tii barevnych typt je celkovy obsah anthokyant

Sv vy

(Abdel-Aal et al. 2006; Francavilla & Joye 2020).

Schopnost vytvaret anthokyany v perikarpu byla do purpurovych linii pfenesena
z tetraploidnich psSenic (7. turgidum L. subsp. abbysinicum Vavilov) pochazejicich z Etiopie,
Jemenu a Somalska. Byly objeveny dva dominantni geny zodpovédné za zvySenou biosyntézu
anthokyanti. Jako geny zodpovédné za zvySenou biosyntézu anthokyani byly identifikovany
Ppl, ktery je lokalizovan na chromosomu 7B, Pp2 na chromosomu 6A a Pp3 na chromosomu
2A, kde je pfitomen na dvou alelach, a to jako Pp3a Pp3b (Dobrovolskaya et al. 2006;
Musilova et al. 2013). Odridou s purpurovymi zrny je Konini, ktera byla vySlechténa
na Novém Zélandu a registrovana v roce 1981 (Martinek & Vyhnanek 2014), v CR je pak
registrovana od roku 2018 AF Jumiko (UKZUZ 2018).

Zbarveni zrna modrych linii je fizeno geny Ba. Na chromosomu 4B se nachazi gen Bal
a gen Ba2 na chromosomu 4A, které byly pteneseny z rostliny Thinopyrum ponticum (Bal)
a Triticum boeoticum (Ba2) (Lachman et al. 2017; Musilova et al. 2013). V CR byla
registrovana v roce 2019 odriida s modrymi zrny AF Oxana (UKZUZ 2019).
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3.2.1 Karotenoidy

Karotenoidy jsou skupinou latek rozpustnych v tucich, které urcuji ¢erveno-oranzovo-
zluté zbarveni fady rostlinnych a zivocisnych struktur. Tyto latky jsou syntetizovany rostlinami
a jinymi fotosyntetizujicimi organismy, zatimco vétSina zivo¢iSnych organismu je syntetizovat
neumi, a proto jsou odkazani na jejich pfijem potravou. Tuto velkou skupinu lze rozdélit na dvé
zakladni podskupiny, karoteny, které jsou tvofeny pouze uhlikem a vodikem, a xanthofyly,
jejichz struktura je na bazi kysliku, vodiku a uhliku. (Mortensen 2006) Je znamo vice nez 600
druhti karotenoidil, pficemz v pSeni¢ném zrnu se nachazi zejména lutein a zeaxanthin (Gani et
al. 2012; Lachman et al. 2017). Obecna struktura karotenoidii vychdzi ze Ctyficeti uhlikaté
kostry tvofené isoprenovymi jednotkami. Jeden nebo oba konce téchto slou¢enin mohou byt
cyklizované, dale mize mit jejich struktura rtizné stupné hydrogenace nebo, v piipade
xanthofyli miize obsahovat funk¢ni skupiny obsahujici kyslik. Charakteristickym znakem
jejich stavby je velky pocet konjugovanych dvojnych vazeb tvofici centralni ¢ast molekuly, coz
jim dava jejich tvar, chemickou reaktivitu a schopnost absorbovat svétlo (Gani et al. 2012).
Karotenoidy, které maji vice nez 40 uhliki, jsou oznacovany jako vyssi karotenoidy, a ty které
maji naopak méné nez 40 uhliki, se nazyvaji jako apokarotenoidy. Apokarotenoidy se ptirozené
nachazeji v nékterych druzich rostlin a Zivocichi a jsou to produkty degradace ctyficeti
uhlikatych karotenoidi (Maoka 2020).

Biosyntéza karotenoidii v rostlindch zacind z isopentenylpyrofosfatu (IPP), ktery je
syntetizovan v plastidech, a také se v nich kumuluje. Kondenzaci ¢ty molekul IPP dochézi
k vzniku dvaceti uhlikatého geranylgeranylpyrofosfatu (GGPP). Dvé molekuly GGPP se
pomoci fytoensyntasy spoji ve cCtyficeti uhlikatou slouceninu, fytoen, ktery je nésledné
pfeménén pomoci n€kolika enzymi ptes fytofluen, (-karoten a neurosporen na lykopen
(Tanakaet al. 2008). Syntéza karotenoidii s cyklickymi koncovymi skupinami,
jako napft. a- a B-karoten, je fizena lykopencyklasou (Maoka 2020). Lutein a zeaxanthin jsou
kyslikatymi derivaty o-karotenu, respektive [-karotenu ze kterych jsou syntetizovany
v nékolika krocich pomoci enzymi hydroxylas (Gupta et al. 2021).

Hlavnim lidskym zdrojem karotenoid byva ovoce a zelenina, miize to ovSem byt také
ztas, zzivo¢iSnych produktli, nebo zriznych doplnki stravy obsahujici tyto latky
(Meléndez-Martinez 2019). Pouzivaji se jako potravinaiskd barviva, nebo jsou soucasti
kosmetickych pfipravki. Karotenoidy maji dalezitou roli v lidské vyzivé a zdravi, protoZe
nékteré z nich jsou prekurzory vitaminu A (provitaminy A) a také maji protirakovinné t¢inky.
(Tanaka et al. 2008). Vitamin A je v organismu dulezity pro spravnou funkci zraku,
rozmnozovani, udrzovani epitelidlnich povrchd, podporu imunitniho systému a dalsi
(Tanumihardjo et al. 2016). Lutein a zeaxanthin se nachazeji v povrchu kuZe,
kde v esterifikované formé& s mastnymi kyselinami pisobi jako pohlcovace UV zateni
a vyskytuji se 1 v sitnici, kde funguji jako makularni pigmenty, které filtruji modré svétlo, tlumi
Skodlivé ucinky chronického zanétu v makularni oblasti a chrani pfed vékem podminénou
makuléarni degeneraci (Loskutova et al. 2013; Maoka 2020).
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3.2.2 Anthokyany

Jsou to rostlinné pigmenty, které se hojné vyskytuji v ovoci a pletivech kvétin
dodavajici odstiny od rizové, oranzové az po cervené v kyselém prostiedi, a modré az fialové
v zasaditém prostiedi (Khoo et al. 2017; Cahyana & Adiyanti 2021).

Strukturné jsou anthokyany tvofeny dvéma c¢astmi, anthokyanidiny jako aglykony
(necukernd slozka) (Obrdzek 2), a navdzanymi cukernymi zbytky na rdznych pozicich
(Lachman et al. 2017), nejcastéji v pozici C-3 (Mortensen 2006). U pSenic s barevnym zrnem
je typickych Sest anthokyanidinii, a to kyanidin, delfinidin, malvidin, pelargonidin, peonidin
a malvidin. (Delgado-Vargas et al. 2000; Lachman et al. 2017). Podle Delgada-Vargase et al.
(2000) jsou anthokyany rozliSovany podle poctu molekul cukru v jejich struktufe (monosidy,
biosidy, triosidy). Monosidy jsou anthokyany s navazanymi monosacharidy, biosidy
s disacharidy a triosidy s trisacharidy, a vSechny tyto sacharidy jsou umistény v poloze C-3
(Velisek 2002). Strukturu anthokyant lze ménit substituci glykosidi (glukosa, galaktosa,
rhamnosa, xylosa, arabinosa) na pozicich C-3 a C-5. Dalsi variace anthokyant jsou dany acylaci
cukernych skupin organickymi kyselinami, mezi které patii napf. octova, p-kumarova, kavova,
malonova, sinapova, ferulova, stavelova nebo jantarova kyselina (Lee et al. 2008).

Obrazek 2. Zakladni struktura anthokyanidini (Khoo et al. 2017)

Vliv na barvu anthokyani ma nékolik faktori, predev§im pH. Pti nizkém pH (okolo
pH 3) maji nejsilnéj$i odstin (fialovy aZ cerveny). Okolo pH 5 jsou téméf bezbarvé
a pii neutrdlnim nebo zdsaditém pH jejich barva pfechazi od modré az do zelené. DalSim
Cinitelem je pocet hydroxylovych a methoxylovych skupin substituovanych na strukturu,
kdy methoxylové skupiny zpisobuji Cervenéjsi zabarveni a hydroxylové skupiny modrejsi
zbarveni (Mortensen 2006). Dal§im faktorem, ktery muze ovlivnit barvu jsou enzymy,
mezi které¢ patii glykosidasy, které zptsobuji hydrolyzu anthokyanti a tim jejich rozpad
na ptislusny cukr a aglykon, ktery je nestabilni a méni se na bezbarvé derivaty a také
polyfenoloxidasy, které katalyzuji reakce enzymového hnédnuti. VzduSny kyslik ma vliv
na barvu anthokyanii tim, ze je dokaze oxidovat na bezbarvé nebo nahnédlé produkty
bud’ piimo, nebo pies slouceniny, které jsou k oxidaci nachylngjsi, napt. kyselina askorbova,
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kdy pfi jeji oxidaci vznikd peroxid vodiku, ktery destruuje anthokyany (Velisek 2002).
Vyslednou barvu anthokyanit mtize ovlivnit také jev nazyvany kopigmentace, kterd pomaha
stabilizovat barvu listl, kvétin a plodi rostlin obsahujicich anthokyany. Kopigment je
sloucenina, kterd byva obvykle bezbarva, ale po pfipojeni k anthokyaniim s nimi reaguji
v roztoku za vzniku hyperchromického efektu a bathochromniho posunu v absorpci spektra
(UV-Vis oblast). Vliv kopigmentace se méni v zavislosti na struktufe anthokyant a podle pH
prostiedi. Jeji ucinek se zvySuje s poctem methoxylovych skupin a poétem glykosidickych
vazeb. Pelargonidin, peonidin a malvidin by v diisledku kopigmentace vytvarely intenzivngjsi
odstiny nez ostatni aglykony a diglykosidickd forma by zvySovala intenzitu oproti
monoglykosidu (Welch et al. 2008; Castafieda-Ovando et al. 2009; Khoo et al. 2017).

3.2.2.1 Biosyntéza

Biosyntéza anthokyanti (Obrazek 3) zacina pies fenylalanin, produkt Sikimatové cesty,
ktery je preménén piisobenim tii enzymul na kumaroyl-koenzym A. Ten nésledné kondenzuje
se tfemi molekulami malonyl-koenzymu A za vzniku tetrahydroxychalkonu (THC) pomoci
chalkonsyntasy. Chalkonisomerasa méni THC na flavanon naringenin, ktery je hydroxylovan
pomoci flavonoid-3‘-hydroxylasy na eriodiktyol. Ob¢ latky (naringenin a eriodiktyol) jsou dale
hydroxylovany pomoci flavonoid-3-hydroxylas na dihydroflavonoly, které jsou prekursorem
pro  produkci flavan-3,4-dioli  (leukoanthokyanidinii) po reakci katalyzované
dihydroflavonol-4-reduktasou. Syntéza je zakoncena pomoci anthokyanidinsyntasy, nazyvané
také jako leukoanthokyanidin dioxygenasa. Aby vznikl anthokyan, je zapotiebi
glykosyltransferasy, ktera katalyzuje pienos a navazani cukerného zbytku na strukturu
anthokyanidinu (Delgado-Vargas et al. 2000; Smeriglio et al. 2016).
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3.2.2.2 Zdroje v potravinach

Hlavnim zdrojem anthokyanti v lidské vyzivé je ovoce, napt. tiesn€, Svestky jahody,
lesni plody, Cervené hrozny a ¢erny rybiz (Cahyana & Adiyanti 2021). Vyznamny zdroj mohou
predstavovat také netradini genotypy pSenice s barevnym zrnem, kde se anthokyany nachazeji
v perikarpu a dévaji mu fialovy odstin, nebo v aleuronové vrstvé s modrym zabarvenim
(Lachman et al. 2017; Praveen et al. 2021)

Biologicka dostupnost je u téchto sloucenin nizka a tim je ovlivnén i jejich G€inek, napf.
kyanidin-3-glukosid mé dostupnost 1,7 % a celkovy soubor anthokyanli primérné 3,3 %
(Marczylo et al. 2009). Vstiebatelnost anthokyantl je ovlivnéna jejich chemickou strukturou,
velikosti pozité davky a matrici dané potraviny. Chemickd stavba aglykonu ma dopad
na vstiebani v travicich cestach, kdy pfitomnost methoxylovanych skupin snizuje absorpci.
Negativni dopad na vstiebatelnost ma také vyskyt kovovych iontii (napf. nehemové Zelezo),
které tvoii s anthokyany komplexni slouceniny, které nejsou rozpustné. Absorbované
anthokyany se hromadi v rtznych castech téla, jako napi. v jatrech, ledvinach, mozku,
a v malém mnozstvi se mohou vyskytovat v krvi a moci. Velka ¢ast anthokyant se neti¢astni
metabolickych pfemén a v plazmé& zlstdvaji nezménéné, zatimco pokud se dostanou
do kontaktu se sttevni mikroflorou, mize dojit k deglykosylaci a zbylé anthokyanidiny jsou
nestabilni v zdsaditém prostiedi a pfeméenuji se na fenolické kyseliny a aldehydy (Pojer et al.
2013; Norberto et al. 2013).

Biologicka dostupnost anthokyanil je zdsadnim faktorem pro udrZeni dobrého zdravi
a prevenci proti nemocem. Obecné maji nizkou biologickou dostupnost, ktera zptsobuje nizké
vstfebavani téchto slouc¢enin do krevniho obéhu a vysokou miru vyluc¢ovani moci a stolici,
¢imz se sniZzuje ucinnost proti odstraiiovani volnych radikalt z organismu. Pokud maji vysokou
biologickou dostupnost, jsou schopny snizit peroxidaci bunéénych lipida a tim zmensSit riziko
vzniku onemocnéni (Khoo et al. 2017).

3.2.2.3 Vyznam pro ¢loveka

Anthokyany byly nejprve pouzivany jako potravindiskd barviva, ale poté se zacalo
pohlizet na jejich zdravotni ptinosy, které jsou spojovany s jejich antioxidacnimi vlastnostmi.
V dusledku antioxida¢niho ptsobeni jsou anthokyany povazovany za latky, které u¢inné€ ptsobi
proti rozvoji chronickych zanéti, kardiovaskularnich onemocnéni, dale napomahaji v prevenci
proti vzniku rakoviny nebo regulaci metabolického syndromu (Valls et al. 2009). Vzhledem
k uvedenym pfiznivym 0G€inkim na lidské zdravi jsou anthokyany pouzivany také jako
bioaktivni slozky nutraceutik. V pfipad¢ potravinaiskych vyrobki jsou anthokyany vyuZivany
jako aditivum, oznacované kédem E163, které se piiddva do purpurové zbarvenych dzemd,
cukratskych vyrobka a napoji. Pouzivani anthokyani jako jedno z potravinatskych barviv ma
za cil omezovat synteticka barviva jako tatrazin (E102), Ponceau 4R (E124) a dalsi kvili jejich
negativnim U¢inklim na lidské zdravi (ovliviiuji neurologické funkce a chovani) (Khoo et al.
2017). Pouziti anthokyani jako barvicich latek méa nékolik limitujicich aspektl, prvnim je,
ze se nedaji pouzit u potravin, které nemaji kyselé pH, nebo u potravin obsahujicich sificitany,
pficemz je ovlivnéna jejich vysledna barva. Dal§im divodem je, Ze jsou nachylné k tepelné
degradaci, takze nejsou vhodné pro potraviny, které se zpracovavaji pti vysSich teplotach.
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Klasické potravinarské produkty, kam se ptidavaji anthokyany, jsou nealkoholické népoje,
kyselé mlécné vyrobky, dzemy, cukrovinky. Acylované anthokyany, které jsou obsazeny
v n¢kterych druzich zeleniny, jako jsou barevné brambory, mrkev, fedkev nebo Cervené zeli,
maji obvykle vyssi svételnou a tepelnou stabilitu, proto by mohly byt vhodné pravé pro barveni
potravin (Santos-Buelga & Gonzalez-Paramas 2018). Jednim z moznych feSeni nestability
anthokyanil, kterd omezuje jejich vyuziti v potravinaiském a farmaceutickém primyslu
by mohlo byt pouziti zapouzdiovani, protoze tento zptisob by plisobil jako ochranny prvek proti
nepiiznivym podminkam jako je svétlo, vlhkost a kyslik. Diky zapouzdfovani se bioaktivni
latky 1épe zpracovavaji a vykazuji lepsi stabilitu. Pfimo pro anthokyany by se mohlo vyuzit
mikrozapouzdiovani, které¢ je vhodné pro ochranu citlivéjSich potravinovych soucasti, diky
kterému mutze dana latka dosdhnout cilového organu. Latkami pouZzivanymi na tuto ochranu
byvaji maltodextrin, arabska guma, dextrin nebo inulin (Yousuf et al. 2016).

Pfimy antioxidacni Uc¢inek anthokyanti spo¢ivd ve schopnosti darovat vodik diky
fenolickému charakteru molekuly, ktery se mlize vazat s reaktivnimi formami kysliku (ROS)
jako je superoxid (O2’), singletovy kyslik (Oz¢), peroxid (ROO"), peroxid vodiku (H202)
a hydroxidové radikaly (OH). Zvysena hladina ROS muze zptisobovat zmény struktur a funkci
fady biomolekul, coz mize vést k poskozeni bunky a tkani, a to mtize vést k rozvoji a progresi
kardiovaskularnich chorob, nddorovych onemocnéni, nebo jinych nemoci. Anthokyany mohou
podporovat antioxidacni obranny systém organismu také nepiimou cestou pies né€kolik
mechanismu. Prvni zplisob je obnovovani nebo zvySeni aktivity antioxida¢nich enzymi jako
superoxiddismutasa a glutathionperoxidasa, coz posléze zvySuje obsah glutathionu,
ktery funguje jako antioxidant, je kofaktorem pro antioxida¢ni enzymy, je velmi dilezity
pro funkci mitochondrii nebo dokaze transportovat rtut’ z bunék a mozku. Druhy zptisob
spoc¢iva ve snizeni tvorby oxidac¢nich adduktt v DNA, kdy dochazi bud’ k inhibici NADPH
oxidasy anebo ke zménam procesu mitochondrialni respirace, a tim se snizi tvorba kyslikovych
radikald (Pojer et al. 2013; Pizzorno 2014). Antioxidacni potencidl anthokyant je dvakrat vyssi,
nez u jinych antioxidantii jako jsou katechiny, vitamin E nebo syntetické antioxidanty BHA
(butylhydroxyanisol) a BHT (butylhydroxytoluen) (Martin et al. 2017).

Krozvoji kardiovaskularnich onemocnéni dochazi v disledku agregace neboli
shlukovéani krevnich desticek, hypertenze, vysoké hladiny LDL (low-density lipoprotein)
cholesterolu a dysfunkce cévniho endotelu. Konzumace ¢erveného vina mize mit za ucinek
zvySeni ochrany kardiovaskularniho systému diky obsazenym anthokyanim a jejich
metabolitim. Ochranny U¢inek anthokyantli spociva zejména ve zvySeni sérové antioxidacni
kapacity, protizdnétlivé a protisrazlivé aktivit¢ nebo zlepSeni postupu aterosklerozy
(Pojer et al. 2013).

U anthokyanii byl zpozorovan pozitivni ti€inek proti nddorovym onemocnénim. Klicovy
d¢j pro vyvoj naddorovych onemocnéni je angiogeneze, pii které dochazi k prechodu nadorii
z benigntho do maligniho stavu. V prevenci rakovinnych onemocnéni hraje roli
tzv. antiangiogeneze, coz je proces zabranujici tvorbé novych cév, které zasobuji nadorové
bunky kyslikem a Zzivinami. Vysledky studii, které se zabyvaly potencidlnimi ucinky
anthokyanil v prevenci nddorovych onemocnéni potvrdily chemoprotektivni potencial téchto
latek, spocivajici v antiangiogenezi a inhibici bunééné proliferace (Wang et al. 2009;
Khoo et al. 2017)
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Fenolické slouceniny vcetné¢ anthokyanii maji obecné antimikrobidlni Gc¢inky vaci
Sirokému spektru mikroorganismi, hlavné v inhibici patogenti pfitomnych v potravinach.
Anthokyany ptsobi indukované poskozeni bun€k destrukci bunécné stény a mezibunécného
matrixu. Extrakty z plodi bohatych na anthokyany, jako jsou bortivky, maliny, ¢erny rybiz
a jahody vykazuji schopnost inhibice gramnegativnich bakterii pravdépodobné tim, Ze vné&jsi
membrana téchto bakterii plisobi jako preventivni bariéra proti hydrofobnim slouceninam,
nikoliv proti hydrofilnim. Antimikrobialni aktivita extrakti obsahujici anthokyany muize byt
zpiisobena piitomnosti a ucinky dalSich sloucenin, jako jsou slabé organické kyseliny
nebo fenolické kyseliny (Khoo et al. 2017).

Je predpokladano, Ze konzumace anthokyani muiZe mit pozitivni vliv na schopnost
vidéni. Anthokyany obsazené v bobulovinach prospivaji zraku zvysenou tvorbou sitnicovych
pigmentl, zvySenim cirkulace krve v kapilarach sitnice, déle snizuji riziko vzniku makularni
degenerace, glaukomu (zeleny zakal) a kataraktu (Sedy zakal) (Pojer et al. 2013).

3.3 Metody extrakce a analyzy anthokyanii

Pro extrakci a vlastni stanoveni anthokyant obsaZenych v rostlinném materidlu lze
vyuzit fadu metod (Valls et al. 2009). Mezi nejcastéji pouzivané metody analyzy anthokyant
patii UV-vis spektroskopie, vysokoulinnd kapalinovd chromatografie, hmotnostni
spektrometrie, nukledrni magnetickd rezonan¢ni spektroskopie nebo kapilarni elektroforéza
(Lee et al. 2008; Welch et al. 2008).

3.3.1 Extrakce

Extrakce rozpousStédlem predstavuje nejbéznéjsi metodu pro extrakci riznych sloucenin
obsazenych v plodech (ovoce, zelenina), ale 1 jinych piirodnich nebo syntetickych materialech.
Pred vlastni extrakci byva matrice podrobena Upravam zahrnujici suseni ¢i lyofilizaci, mleti
nebo namaceni (Castafieda-Ovando et al. 2009).

Pokud jde o extrakci rozpoustédly, klasické extrakce typu pevna latka-kapalina
a kapalina-kapalina maji stale zasadni roli pii ziskavani cilovych analytl z matric, protoze tyto
metody jsou levné a jednoduSe proveditelné. Mezi nejbéznéjsi klasické metody extrakce patii
Soxhletova extrakce a extrakce na pevnou fazi (SPE). Piesto se objevila fada modernich
technik, které jsou méné€ narocné na Cas a spotiebu rozpoustédel a zaroven je s jejich pouzitim
dosazeno vysoké extrakéni ucinnosti. Mezi moderni metody jsou fazeny extrakce pomoci
ultrazvuku (UAE), mikrovinnd extrakce (MAE), tlakova extrakce (PLE) a extrakce
superkritickou kapalinou (SFE) (Lozano-Sanchez et al. 2018).

Soxhletovu extrakci vytvofil vroce 1879 Franz Ritter von Soxhlet. Tato technika
je pouzivana pro extrakci analytl z pevnych vzorkll. Aparatura se sklada z destilacni barky,
expanzniho adaptéru, kondenzatoru, pfivodu a vystupu chladici vody, zdroje tepla a naprstku
(Obrazek 4). Vzorek ve formé prasku se umisti do naprstkového drzaku ze silného filtracniho
papiru nebo celulosy, ktery se postupné plni kondenzovanym cerstvym extrahovadlem
z destila¢ni banky. Jakmile kapalina dosdhne pfepadové hladiny, sifon nasaje rozpusténou latku
z drzdku a vypusti ji do destilacni baiiky, ¢imz se extrahované analyty dostanou do objemové
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kapaliny. Tato operace se opakuje, dokud neni extrakce dokoncCena. Sestava funguje jako
davkovy systém, protoze extrahovadlo ptsobi postupné (Luque de Castro & Priego-Capote
2010; Zygler et al. 2012; Gopalasatheeskumar 2019; Lépez-Bascon & Luque de Castro 2020).

Kondenzator
= u g
\ /)

) Sifon
Propustna patrona

Destila¢ni banka __

© | «— Elektricky tepelny zdroj

Obrazek 4. Schéma konvenéni Soxhletovy aparatury (upraveno dle Lopez-Bascéon & Luque de
Castro 2020)

Tato extrakce ma n€kolik vyhod, zejména Ze vzorek je opakované ptivadén do kontaktu
s Cerstvymi davkami extrakéniho Cinidla, teplota systému ziistava vysoka, protoze teplo
pfivadéné do destilaéni baiiky dosahuje extrakéni teploty, po vyluhovéni neni nutna filtrace
a prichodnost vzorku lze zvysSit soubéZnou paralelni extrakei, protoZze zdkladni vybaveni
je levné. Nevyhodou je dlouha doba potiebna k extrakci a velké mnozstvi odpadu z extrakéniho
¢inidla, extrakce probihd pfi teploté varu, coz ovlivituje mnozstvi termolabilnich sloucenin,
kvili velkému mnozstvi pouzitého rozpoustédla je po extrakci povinny krok odpateni
a technika je omezena na selektivitu rozpoustédla a neni jednoduse automatizovatelna
(Lopez-Bascon & Luque de Castro 2020).

Extrakce na pevnou fazi (SPE) je Siroce pouzivana technika ptipravy vzorku pro izolaci
vybranych analytti, obvykle z mobilni faze. Tato extrakce je pouzivana pro ¢isténi, extrakci
nebo koncentraci pigmentii. Zakladni postup spociva v naneseni roztoku na pevnou fazi,
kdy jsou analyty pfeneseny na pevnou fazi, kde jsou zadrzeny po dobu trvani procesu
vzorkovani. Pevna faze se pak od vzorku izoluje a analyty se ziskaji zpét eluci pomoci kapaliny
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nebo tekutiny, nebo tepelnou desorpci do plynné faze. Hlavnimi cili SPE jsou stopové
obohaceni (koncentrace), zjednoduSeni matrice (vycisténi vzorku) a vyména média (pfevod
z matrice vzorku do jiného rozpoustédla nebo do plynné faze). Plivodni zamér pouziti SPE byl
jako dopln€k nebo ndhrada extrakce kapalina-kapalina. Nyni je SPE béznou technikou odbéru
vzorkli v mnoha oblastech chemie v¢etné Zivotniho prostiedi (Poole 2003; Andrade-Eiroa et al.
2016).

UAE je metoda extrakce typu pevna latka-kapalina zalozend na mechanickém rozkladu
matricovych struktur v dusledku ultrazvukového tlaku zpusobujici kavitacni jevy, které
rozbijeji bunéfnou sténu pevnych castic, coz vede k rozptylu chemickych slozek uvnitt
do rozpoustédla (Ongkowijovo et al. 2018; Zahari et al. 2020). Pfi MAE dochazi k zahtivani
rozpoustédel v disledku absorpce mikrovinného zareni za Gcelem rozdéleni sloucenin, které
jsou vzajmu analyzy extrahovany z matrice vzorku do rozpoustédla. Principem PLE
je extrakce rozpoustédlem za zvySeného tlaku a teploty, coz vede ke zvySeni ucinnosti
extrakéniho procesu. Pii PLE jsou za ucelem zlepSeni ziskavani analytl z pevnych materidlt
pouzivana bézna okyselend rozpoustédla (acetonitril, ethanol, methanol; okyselovace:
mravenci, fosforecna, citronova kyselina) pii teploté (30—200 °C) a tlaku (1500 psi). SFE je
metoda, pfi které se pouzivaji rozpoustédla pii jejich kritické teploté a tlaku vykazujici
fyzikéalné-chemické vlastnosti na pomezi kapaliny a plynu (Lozano-Sanchez et al. 2018).
Jako vhodné rozpoustédlo pro selektivni extrakci rozpustnych sloucenin z rostlinného
materidlu je povazovan superkriticky oxid uhli¢ity. Vyhodou je, Ze je netoxicky, nevybusny
a snadno dostupny. Pouziti CO2 mé nevyhodu vici latkdm jako jsou anthokyany, protoZze je to
nepolarni rozpoustédlo, které ma afinitu k jinym nepolédrnim rozpoustédlim, ale za pouziti
polarnich rozpoustédel se zlepsi afinita superkritického oxidu uhli¢it¢ého smérem k polarnim
latkam, napt. anthokyaniim (Ongkowijoyo et al. 2018).

Anthokyany jsou polarni molekuly, proto se pfi extrakcich velmi Casto pouzivaji vodné
smési methanolu, acetonu a ethanolu. Béhem pfipravy vzorku mize dojit k extrakei 1 jinych
latek, napt. cukri, bilkovin, organickych kyselin, které se nasledn€ musi vycistit ze vzorku,
napt. extrakei v pevné fazi. NejCastéji se pouzivaji metody, pfi nichZ se jako extrakéni ¢inidlo
vyuziva acidifikovany methanol nebo ethanol, jenZ obsahuje malé mnoZzstvi kyseliny
chlorovodikové nebo mravenci kyseliny, kde diky snizenému pH roztoku kyselinou se zabrani
degradaci neacylovanych anthokyanovych pigmentli, nicméné mald mnoZstvi kyseliny mohou
zpisobit ¢asteCnou nebo uplnou hydrolyzu acylovych ¢asti acylovanych anthokyand, které jsou
pritomné v nékterych rostlinaich (Da Costa et al. 2000). Z téchto uvedenych metod je
methanolova extrakce 0 20 % efektivnéjsi nez pomoci ethanolu a o 73 % efektivnéjsi nez pouze
vodou, pfesto se vramci potravinaiského primyslu preferuje ethanol z divodu toxicity
methanolu (Castafieda-Ovando et al. 2009). Aceton je pro extrakci anthokyant v porovnani
s okyselenym methanolem u¢inngj$im rozpoustédlem, protoze zajistuje reprodukovatelné;si
extrakci vzorku (Da Costa et al. 2000).

3.3.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

HPLC je separacni technika, pfi nizZ jsou zkoumané slozky rozd¢lovany mezi dvé faze,
z nichz jedna je stacionarni (pevna), a druhd je mobilni (kapalnd), ktera se pohybuje v uréitém
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sméru. Slozky vzorku jsou pomoci mobilni faze transportovany ptes stacionarni fazi. Analyty
maji obvykle rozdilné interakce s mobilni a stacionarni fazi. Pokud nékterd ¢ast rozpusténych
latek ma silnou interakci se stacionarni fazi, pak maji tyto latky tendenci se pohybovat pomaleji
nez ty, které maji slabsi nebo Zadné interakce. Vzajemné pusobeni téchto dvou fazi urcuje dobu,
po kterou analyty prochazeji kolonou. V disledku toho se slouceniny eluuji z kolony a dostavaji
se do detektoru v riiznych Casech, které detektor sleduje béhem meéticiho cyklu. Vysledky jsou
po zpracovani dat zobrazovany v chromatogramech (Lozano-Sanchez et al. 2018).

Moderni HPLC se sklada ze systému dodavani rozpoustédel, vstiikovace vzorku,
kolony, detekéniho systému a pocitaCové datové stanice. Soucasti systému dodavani
rozpoustédel jsou zdsobniky rozpoustédel, vysokotlakd Cerpadla, zp&tné ventily, regulatory
pritoku, snimace tlaku, tlumice pulzi a sméSovaci komory. Rozpoustédla mohou obsahovat
nezadouci ¢astice (prach, rozpusténé plyny), které by mohly narusit pribeh analyzy, proto tento
systém obsahuje upravnu rozpoustédel, kde se odstranuji tyto Spatné Castice pomoci filtrace
a odplynovact, aby bylo dosazeno lepSi vykonnosti a delS§i zivotnosti vSech Ccasti
(Lozano-Sanchez et al. 2018).

Pro HPLC stanoveni fenolickych latek jsou voleny separacni systémy na tzv. reverznich
fazich, ve kterych se vyuzivaji staciondrni faze o niz$i polarité ve srovnani s fazi mobilni.
Mobilni faze je slozena ze smési rozpoustédel, kterd obsahuje urcity podil vody a organické
slozky (napf. methanol nebo acetonitril). Rozpoustédla pouzivana jako mobilni fidze jsou
obvykle okyselovéana ptfidanim mravenci nebo octové kyseliny (Valls et al. 2009).

Pro analyzu anthokyant pomoci HPLC neexistuje jeden standardni postup, misto toho
se pouZziva Siroky vybér kolon a parametri, které se mohou ménit, 1 kdyZ se miZe jednat o stejny
rostlinny zdroj, a tim je mozné ziskat velkou Skalu separacnich postupti (Welch et al. 2008).

Identifikace anthokyanii ve vzorku je zajistovana pomoci rtiznych detektort. Idealni
detektor by mél spliiovat vSechny pozadované charakteristiky: mit vysokou citlivost, reagovat
na vSechny poZadované latky, nebyt destruktivni pro danou latku, mit rychlou odezvu a dalsi.
Tim, ze kazdy jeden detektor neni schopen identifikovat veskeré slouceniny, existuje velké
mnozstvi téchto detekEnich zafizeni. Klasickym detektorem pouzivanym u HPLC je UV-Vis
detektor, ktery se pouziva na slou€eniny absorbujici svétlo v UV nebo viditelném spektru
(od 190 do 600 nm). Existuji tfi druhy tohoto typu, a to detektory s pevnou vinovou délkou,
které se v souCasné dobé vyuzivaji jen ziidka, detektory s proménlivou vlnovou délkou
a s fotodiodovym polem. Detektory s proménlivou vinovou délkou lze nastavit, aby pracovaly
pfi absorpénim maximu analytu, nebo aby ménily vlnové délky béhem chromatografického
cyklu a kompenzovaly odezvu jinych analytt. Svétlo v téchto detektorech je ze Sirokospektralni
lampy (pro UV je to deuteriova, pro viditelné zafeni wolframova) vedeno $térbinou do difrakéni
miizky, kterd paprsek rozklada na jednotlivé vinové délky. Tato miizka se otaci a sméfuje jednu
vlnovou délku ptes detekéni buiiku na fotodiodu. Detektory s fotodiodovym polem (DAD) jsou
podobné, jako ty s proménlivou vinovou délkou, ale oproti nim dochazi k tomu, Ze svétlo pied
dopadem prochdzi priitokovou kyvetou, coz umoziuje rozlozit spektrum svétla na pole fotodiod
(Swartz 2010). Pouziti DAD ma vyhodu oproti detektoru s proménlivou vinovou délkou a to,
zeu DAD je vzorek vystaven svétlu vSech vinovych délek najednou, zatimco u druhého se musi
preprogramovavat pokazdé vinova délka (Sunil et al. 2018). Stanoveni obsahu anthokyant
spektrofotometrickymi metodami je zaloZeno na skutec¢nosti, ze anthokyany absorbuji energii,
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kdyz jsou vystaveny svétlu. Vzorek obvykle obsahuje smés anthokyanti s nezndmou molarni
absorpcni schopnosti, a tedy by méla byt pouzita molarni absorptivita pievladajiciho
anthokyanu. Jejich absorpni maximum je pii vlnové délce 510-550 nm, coz je daleko
od rozsahu absorpce ostatnich fenolickych slou¢enin, a to umoznuje jejich identifikaci pomoci
méfeni jejich absorbance pfi jediné vinové délce (Mazza et al. 2004). Spektrum mizZe
poskytnout uZite¢né informace o strukturnim sloZeni anthokyand, ale pro potvrzeni struktury je
potieba pouzit dal§i dopliikové spektroskopické techniky. Piestoze se Castéji vyuziva
hmotnostni spektrometr pro objasnéni jejich struktury, udaje z UV-vis jsou stdle uzitecné
pro charakterizaci nenasycenych a funk¢nich skupin v riznych komponentech struktury
anthokyanti (Saha et al. 2020).

HPLC na reverznich fazich spojend s DAD detekei je nejpouzivanéjSim nastrojem
pro analyzu anthokyand, nebot’ maji jedinecné absorpéni maximum pifi vlnové délce
510-550 nm, coz je odliSuje od ostatnich latek flavonoidniho charakteru (Welch et al. 2008).
Jednotlivé anthokyany lze oddélit podle jejich polarity, ktera zptasobuje ze eluuji v raznych
casech (Lee et al. 2008). HPLC se rovnéZ pouziva k identifikaci raznych ptirodnich sloucenin
v rostlinnych matricich pomoci spojeni dvou technik jako je HPLC s hmotnostné
spektrometrickou detekci (LC-MS) nebo s detekci nuklearni magnetickou rezonanci
(LC-NMR) (Welch et al. 2008).

3.3.3 Hmotnostni spektrometrie (MS)

MS je analytickd metoda, ktera odd¢€luje ionizované ¢astice, jako jsou atomy, molekuly
a klastry, pomoci rozdili v poméru jejich nabojti a ptislusnych hmotnosti (m/z) a mize byt
pouzita k ureni molekulové hmotnosti Castic. Ptistroje pro MS se skladdaji z nékolika ¢asti:
iontovy zdroj, ktery rozdéluje molekuly vzorku na ionty; hmotnostni analyzator, ktery tiidi
ionty podle jejich hmotnosti pomoci elektromagnetického pole; detektor, ktery méfi hodnotu
indikatorové veliCiny a poskytuje udaje pro vypocet mnozstvi kazdého ptitomného iontu;
a pocita¢, ktery reguluje hmotnostni analyzator a spravuje udaje ziskané z detektoru
(Murayama et al. 2009).

V iontovém zdroji jsou molekuly vzorku ionizovany jednou z moznych dostupnych
technik. Pokud ionizace probihd ve vakuu, tak se Casto pouziva elektronova a chemicka
ionizace; pokud probiha pfi normalnich atmosférickych podminkach, volbou byva
elektrosprejova nebo chemicka ionizace za atmosférického tlaku. Fragmentované ionty vzniklé
ionizaci jsou urychleny a soustfedény do hmotnostniho analyzatoru, kde jsou separovany podle
poméru hmotnost/naboj (m/z). Jako u iontovych zdroji existuje fada riznych hmotnostnich
analyzatort, které se 1iSi ve zplisobu, jakym jsou ionty separovany a jak jsou pfenasSeny.
Propustnost analyzatoru je vyjadiena jako pomér proslych iontd k detektoru ku poctu ionta,
které projdou analyzatorem (Smith 2013).

3.3.4 Nuklearni magneticka rezonanéni spektroskopie

Nuklearni magneticka rezonanéni spektroskopie (NMR) je metoda, pii které se aplikuje
magnetické pole na jadro atomu a radiofrekvenc¢ni pulzy k charakterizaci rezonan¢ni frekvence
tohoto jadra v zavislosti na jeho chemickém nebo enviromentalnim okoli. Protoze kazdé jadro
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je ve vzorku rozruseno ze svého ptivodniho rovnovazného stavu, bude toto jadro vykazovat
charakteristicky rozpadovy signal zpét do rovnovahy a tento signdl je jako zakédovana mapa
chemické struktury molekul a polymera. Elektrony atomu obihaji ve sméru aplikovaného
magnetického pole, a to zplsobuje vznik malého opacného magnetického pole v jadre.
Elektronova hustota kolem jadra se v molekule 1is$i podle typii jadra a vazeb, které obsahuje,
takZe se statické a protilehlé magnetické pole 1i§i. Tento jev se nazyva “chemicky posun®
[ppm nebo Hz] a je to stézejni informace pouzivané k charakterizaci struktury molekuly nebo
polymeru (Stark et al. 2016).

NMR piedstavuje nedestruktivni, selektivni metodu simultanni detekce velkého poctu
sloZek s nizkou molekulovou hmotnosti ve slozitych smésich. Kapalinova chromatografie (LC)
a kapilarni elektroforéza jsou sice citliv§jsi metody neZ NMR s vysokym rozliSenim, avSak
vyzaduji vice ¢asu na piipravu vzorku pred métenim (Kosir & Kidri¢ 2002).

3.3.5 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza funguje na principu oddélovani sloucenin na zaklad¢ rozdila
v jejich elektroforetické pohyblivosti a vyznacuje se vynikajici hmotnostni citlivosti, vysokym
rozliSenim, nizkou spotfebou vzorku a minimalnim odpadem rozpoustédel. Piistroj pro analyzu
se sklada ze dvou zédsobnikil a kapilarni trubice z taveného oxidu kiemicitého, ktera obsahuje
nosny elektrolyt a zdroj vysokého napéti. Vzorek je zaveden do kapilarni trubice na anodu
a prostfednictvim elektrolytu jsou nékteré slozky vzorku posunuty smérem ke katodé&, zatimco
jiné jsou zadrzeny na anod¢ (Welch et al. 2008).

Jednou z béznych metod stanoveni anthokyant je kapilarni zonova elektroforéza (CZE),
kde zavisi migrace ur€ité slouceniny na poméru jejiho naboje k jeji velikosti. To znamena,
ze celkovéa doba migrace kladné nabitych mensich molekul je delsi neZ u molekul s menSim
nabojem nebo vétsi velikosti. K separaci sloucenin se pouziva zadkladni médium slozené z pufru
tetraboritanu sodného o pH = 8,4 a 15% methanol. Rozdélovani probih4 v rezimu kladné
polarity a kladného elektroosmotického toku s putovanim slouc¢enin od anody ke katod¢. Jejich
detekce se provadi pomoci UV-Vis detektoru pii vinové délce 599 nm. Pouziti CZE s bazickym
médiem je omezeno nestabilitou anthokyanll v z4saditém prostiedi, proto je pro separaci
anthokyanti z rostlinnych extraktii pouzivano kysel¢ médium a systém se prenastavi tak,
aby Castice putovaly od katody kanod¢. Kyselé médium =zajisti stabilitu anthokyanii
v protonované formé (Welch et al. 2008).
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4 Zavér

Obiloviny jsou z hlediska naplnéni vyzivovych potieb svétové populace jednou
z nejvyznamngjSich slozek lidské vyZzivy, a to pfedev§im kvili vysokému obsahu sacharidu.
Nejpéstovandjsi obilninou v Ceské republice je psenice seta, ktera se pouziva k vyrobd mouk
bohatych na lepkové bilkoviny, které jsou vhodné pro zpracovani a vyrobu riznych pekaiskych
vyrobki. Kromé zdkladnich zivin obsahuji pSeni¢nd zrna i zdravotné prospésné latky jako jsou
vitaminy a mineralni latky. V potravinafském a krmivarském primyslu jsou nejcastéji
vyuzivany standardni odridy pSenice s bilym nebo ¢ervenym zrnem, ale krom¢ nich existuji
také odridy netradi¢ni, jako jsou pSenice zluté¢, modré nebo purpurové. Zbarveni zrna téchto
netradi¢nich genotypl je ddno zvySenym obsahem rostlinnych pigmentl z fad karotenoidi
v pfipad¢ Zlutych pSenic a anthokyant v ptipad€ pSenic modrych a purpurovych.

Anthokyany jsou rostlinné pigmenty patfici do skupiny flavonoidu, které zodpovidaji
za zbarveni ruznych rostlinnych struktur v odstinech od Cervené, az po purpurové a modré.
U obilovin jsou uklddany do riznych ¢éasti zrna a tvofi atypické zbarveni. Konzumace
anthokyanii mé potencial poskytnout piiznivé zdravotni ucinky, které souvisi zejména
s jejich antioxida¢nimi vlastnostmi. Anthokyany mohou napomahat prevenci patogeneze fady
lidskych onemocnéni, vcetn¢ nadorovych. Dale maji urCitou antimikrobidlni schopnost,
kdy dokazi indukovat rozpad bunééné membrany u gramnegativnich bakterii. Kvili nestabilité
anthokyanii je nutné kontrolovat pH a teplotu pfi zpracovani potravin s témito latkami.
Anthokyany jsou potencidlni skupinou latek pro vétsi pouziti ve vyzivé cloveéka,
ale do budoucna by bylo potieba vyftesit jejich stabilitu a rozsifit tak moznosti jejich pouziti
v potravinach.

Vzhledem k vysoké spotieb& pSenice a ceredlnich vyrobkii by netradi¢ni genotypy
pSenice s purpurovym a modrym zbarvenim zrna mohly piedstavovat vyznamny zdroj
anthokyanti v lidské vyzivé, jejichz konzumace by mohla vyrazné podpofit zdravi svétové
populace.
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