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ABSTRACT

V pokusu jsme sledovali vliv zkrmovani barevné pSenice Konini S purpurovym
zbarvenim zrna na antioxidacni aktivitu v jatrech a v krvi potkand. K pokusu jsme
pouzili 64 samcu laboratorniho potkana kmene Wistar albino ve véku &tyf az Sesti
tydnt. Pokus probihal ¢tyfi tydny. Pokusnou skupinu (n=32) potkant jsme krmili pouze
barevnou psenici Konini. Purpurova psenice Konini (14,01 mg/g antokyanit). Kontrolni
skupinu (n=32) jsme krmili klasickou psenici Bohemia smichanou s lepkem pro
doplnéni obsahu dusikatych latek jako u Konini (16%). Béhem pokusu jsme sledovali
ve tiidennich intervalech piirustky a denné vazili spotiebu krmiva. Antioxida¢ni aktivitu
jsme mefili metodami DPPH, FR, FRAP a ABTS. Vysledky méfeni antioxidaéni
aktivity v jatrech vysly neprikazné u vSech pouzitych metod. Pouze Vysledky FR a
FRAP u krve vysly prikazné. U kontroly FR mg/l 297,35423,94 a u Konini
215,57+12,16. U FRAP mg/l kontrola 28,78+1,35 a Konini 23,86+1,28. Ostatni metody
u krve vysly neprikazné stejné jako u jaterni tkané. Zjistili jsme, Ze hmotnost jater
potkanti krmenych pSenici Konini byla o 7 % niz$i nez u kontrolni skupiny potkand.

Vysledky jsme zpracovali ANOVOU statistickou metodou za pouziti Scheffeho testu.

Klicova slova: Psenice, Konini, Antokyany, Potkan, Antioxida¢ni aktivita, DPPH, FR,
FRAP,ABTS



ABSTRACT

In the experiment, we observed how it affects feeding colored wheat grains with purple
color on the antioxidant activity in the liver and in the blood of rats. For the experiment,
we used 64 male rats Wistar albino four to six weeks. The experiment was performed
four weeks. Experimental group (n=32) rats fed the only color wheat Konini. Purple
wheat Konini (14.01 mg/g of anthocyanins). The control group (n=32) are fed
conventional wheat Bohemia mixed with gluten to supplement the crude protein content
as Konina (16%). During the experiment, we looked at three day intervals additions and
weighed daily feed consumption. Antioxidant activity was measured by methods DPPH,
FR, FRAP and ABTS. Results of measurement of antioxidant activity in the liver
appeared inconclusive for all the methods. Only the results of the FR and FRAP with
blood appeared conclusive. At control FR mg/l 297,354+23,94 and Konini 215,57+12.16
.FRAP mg/I control 28,78+1,35 and 23.86 +1.28 Konin. Other methods for blood came
out inconclusive as well as in the liver. We found that liver weight in rats fed wheat
Konin was 7% lower than in control rats. The results were processed using a statistical
method ANOVA Scheffe test.

Key Words: Wheat, Konin, Anthocyanins, Rat, Antioxidant aktivity, DPPH, FR,
FRAP,ABTS



SEZNAM SKRATEK

@) = Ocas (pouzito pfi znaceni zvitat)

PP = Prava ptedni noha (pouZito pii znaceni zvitat)

PZ = Prava zadni noha (pouzito pfi znafeni zvifat)

LP = Leva ptedni noha (pouzito pfi znaCeni zvifat)

LZ = Leva zadni noha (pouzito pfi znaceni zvitat)

H = Hlava (pouzito pfi znaceni zvifat)

Z = Zada (pouzito pii znaceni zvitat)

BEZ = Bez oznaceni (pouZito pifi znaceni zvifat)

FRAP = Ferric Reducting Antioxidant Potencial, metoda stanoveni antioxida¢ni
aktivity

DPPH = Radikal, 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl, metoda stanoveni antioxida¢ni
aktivity

ABTS = 2,2 —azinobis (3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonat), metoda stanoveni
antioxidac¢ni aktivity

FR Metoda stanoveni volnych radicalt

R = Radikal

TAC = Total Anthocyanin Content (celkovy obsah antokyanti)

t-BHP = Terc-butylhydroperoxid

GSH = Redukovany glutathion

GSSG= Oxidovany glutathion

ALT = Alaninaminotransferdza

LDH = Laktat dehydrogenaza

GAE = Kyselina gallova

MMP = Matrixmetaloproteazy
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1 UVOD

Obilniny jsou nedilnou souc¢ésti vyzivy hospodaiskych zvifat i ¢lovéka na celém
svéte. PsSenice je vtomto ohledu nejvyuzivangj§i a nejvice pestovanou obilninou
v Ceské republice i ve svété. Je ¢im dal vice kladen diraz nejen na mnoZstvi a cenu
péstované suroviny, ale i na jeji kvalitu a nutri¢éni hodnotu. ZvySovani nutri¢ni hodnoty
pSenice vede K lepsi konkurenceschopnosti zemédélskych podnikd a zlepSeni
zdravotniho stavu chovanych zvifat i produktd znich ziskanych. To mize vést
ke zvyseni nebo zachovani vysoké uzitkovosti pii nizsich nakladech na chov a vyzivu

zvifat. A dale pfi nizSich nakladech na piidana barviva a doplikové latky.

PSenice Konini je specifickd vys§im obsahem antokyand a odlisnym zbarvenim
obilky. ZvySeny obsah antokyant s antioxida¢nim ucinkem by mohl vést ke zlepSeni
vyzivy a zdravotniho stavu zvitat ale i ke zlepSeni nutri¢ni hodnoty pekarenskych
vyrobkl vyrobenych z celozrnné mouky pSenice Konini. Produkty s vy$§im obsahem

antokyant by se mohly povazovat za potravinu s pfiznivym ucinkem na zdravi ¢lovéka.

Prvni zminky o purpurové psenici zaznamenal Ludwig Wittmack roku 1879. Zrna
shromazdil botanik Johann Maria Hildebrandt béhem cesty do vychodni Afriky v letech

1872 az 1873 a ptedal je zemé&délskému muzeu v Berliné.

V této praci se zabyvame zkrmovanim pSenice Konini a sledovanim, zda tento vyssi

obsah antokyant Vv pSenici ma vliv na antioxidac¢ni status laboratorniho potkana.
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2 LITERARNI PREHLED.

2.1 PSenice

PSenice setd je jednou z nejrozsifenéjSich plodin na svété 1 u nds. Zaujima témer
&tvrtinu orné pudy a polovinu ploch obilnin (ZIMOLKA et al., 2008). Cesky statisticky
urad (2015) uvadi, ze v roce 2014 se sklidilo 8,7 miliont tun obilnin. Z toho pSenice 5,4
miliont tun. Osevni plocha byla 1,4 milion hektart obilovin s primérnym vynosem
6,23 t/ha a pSenice z toho zabirala 836 tisic ha s vynosem 6,5 t/ha. To odpovida vice nez

poloving sklizené plochy obilnin.

2.2 Barevné pSenice

2.2.1 Pavod

Purpurovym psSenicim se zacali vénovat uz v roce 1980 vyzkumni pracovnici na
Novém Zg¢landu a krmné hodnoté prvnich kulturnich kultivar purpurové psSenice v
krmné davce brojlert uz v roce 1976 (GEORGIO et al., 1976). Vétsina kulturnich druht
pSenice (hexaploidni pSenice se 42 chromozomy, tetraploidni pSenice) Se vyskytuje
s bilym zbarvenim (s nizkym obsahem antokyant) a ¢ervenym zbarvenim zrna. Jina
zbarveni jsou vzacna. Zbarveni je fizeno jednou az ttemi dominantnimi alelami. R-Alb

(na chromozomu 3AL), R-B1b (na 3BL) a R-D1b (na 3DL), (SHERMAN et al., 2008).

ABDEL-AAL a HUCL (1999) publikovali prvni zminky o barevnych pSenicich a
obsahu antokyand v nich. Zjistili 155,6 mg / kg antokyanti v linii modré jarni pSenice a
stfedni obsah antokyanti 104 mg/kg. u purpurové jarni pSenice Konini. Pozdéji,
ABDEL-AAL et al. (2006) zjistili primérny obsah antokyanti 106-153 mg / kg a 13 -
139 mg / kg u odridy modré a purpurové odrudy psenice. VARGA et al., (2013) uvadi
u bilé psenice HRWW v letech 2009 az 2011 obsah antokyanti od 3,8-9,4 mg/Kkg.
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2.2.2 Specifické vlastnosti

Barevné pigmenty se nachdzeji v obalovych vrstvich zrna neboli otrubach
(KEQUAN et al., 2006). Pro vyuziti specifickych vlastnosti antokyant v pSenici je
nezbytné pouzivat celozrnnou mouku. Otruby z Cervené zbarvené pSenice obsahuji
vyssi koncentraci antokyanti a felurové kyseliny (KEQUAN et al., 2006). V jemné
mleté bilé mouce je obsah antokyant nizky nebo zadny (VARGA et al., 2013). Otruby
Z Cervené pSenice obsahuji vyssi koncentraci kyseliny felurové, coz miize vést
ke zhorSeni chutovych vlastnosti celozrnné mouky a jeji trvanlivosti, i Ke sniZeni
kvality vlastnich pekarenskych vyrobkd. Obsah fenolickych kyselin, sinapové kyseliny

je ovlivnén genetikou a prostiedim, ve kterém byla pSenice péstovana (LIU et al., 2010).

Felurové kyseliny jsou pfirodni antioxidanty, které jsou v otrubach a také
v pSenicném zrnu. Felurové kyseliny jsou vazané v nerozpustné formé (LIYANA-

PATHIRANA a SHAHIDI, 2006).

KfiZenim mezi barevnymi pSenicemi a klasickymi pSenicemi dochazelo k pienosu
genu pro odolnost k chorobam, otuzilost, vytrvalost a komponenty vynost (ZEVEN,
1991).

2.2.3 Purpurové zbarveni zrna

Zrno purpurové pSenice obsahuje antokyany v povrchové vrstve, perikarpu (oplodi),
(ABDEL-AAL A HUCUL, 2003). Geny pro purpurové zbarveni pochazeji
z tetraploidnich a hexaploidnich pSenic pochazejicich z Etiopie (COPP, 1965).
Purpurova barva je zplsobena antokyany nahromadénymi v oplodi, zatimco modra
barva je zplisobena nahromadénim antokyani v aleuronové vrstvé zrna pSenice
(ZEVEN 1991). Pigment obilek pSenice s modrym aleuronem a purpurovym
perikarpem je tvofen derivaty katechinu a taninu, které se syntetizuji pii syntéze

flavonoida (HIMI a NODA, 2003).

Bylo zjisténo, Ze purpurova barva v tetraploidni pSenici se dédi jako
monofaktorialni dominantni znak (CLARK et al, 1936, SHARMAN, 1958; COPP,
1965). A McINTOSH a BACKER,(1967) zjistili dva geny s ptipadnym doplikovym
ucinkem. Dva dominantni doplitkové geny pro purpurové obili byly také identifikovany
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na hexaploidni urovni (BOLTON, 1968, PIECH a EVANS, 1979). Geny byly
mapovany, pomoci molekularnich markerd (NELSON et al., 1995; McINTOSH et al.,
2003; KHLESTKINA et al., 2002).

ZEVEN (1991) publikoval podrobnou recenzi o purpurové a modie zbarvené
pSenici. Odridy pSenice s barevnym zrnem se vyskytuji v krajovych razech ve vychodni
Africe na Novém Zélandu v Kanadé v Cin& i v Rakousku (ZEVEN 1991). Je dobie
znamo, ze antokyany v bylindch pusobi jako antioxidanty a krom¢ toho maji také
antibakterialni a antikarcinogenni ucinky. (ABDEL-AAL a HUCL, 1999, 2003;
DYKES a ROONEY, 2007; SIEBENHANDL et al., 2007, HOSSEINIAN et al. 2008).
VARGAN et al., (2013) provadéli pokusy v Mad’arsku, kde sledovali obsah antokyanu
u jarni a ozimé pSenice a jejich purpurovych a modrych kiizencti. Pokusy provadéli tii

roky a zjistili rozdily mezi bilou moukou a celozrnnou moukou.

U kiiZzencl Konini byly detekovany pouze Ctyfi barevné frakce: svétle hnéd4, tmavé
purpurovd, cernohnéda, a cCerna nebo modrad. Potomstvo s tmavsi barvou zrna
obsahovalo vice antokyanil. U potomkil kiiZenci modrych a purpurovych kombinaci,
coz byli jedinci stmavé hnédym a c¢ernym zrnem, byla pozorovana vyssi hladina
antokyantll nez u jejich rodici (BARON et al., 2012). Hodnoty antokyani byly uvadény
v TAC (celkovy obsah antokyan).

Tabulka ¢. 1: Hodnoty TAC u krizencit Konini (VARGA et al., 2013).

Genotyp Barva TAC (mg/kg)
Uc 66049/Konini svétle hnéda 20,1
Uc 66049/Konini | tmavé purpurova 46,5
Uc 66049/Konini ¢ernohnéda 56,1
Uc 66049/Konini | éerna-tmané modra 84,1
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2.3 Antokyany a jejich antioxidacni ucinky

Prvni antokyany byly objeveny u rostliny modra chrpa (SCHWINN a DAVIES,
2004). Antokyany jsou piirodni barviva vyskytujici se u raznych druht vyssich rostlin
(JARABKOVA., PSENAKOVA, 2004). Funkci antokyanti V rostlinach je ochrana proti
chorobam, $kidctim a stresu. Dale ovliviiuji dormanci a kli¢ivost obilek (LACHMAN et
al., 2003). Jedna se o ve vodé rozpustné pigmenty, které jsou zodpovédné za rizné
barvy, jako Cervena, modra, zluta a fialova, u kvétin, zeleniny, ovoce a zrn obilovin
(WANG; STONER 2008; HE; GIUSTI, 2010). Antokyany maji synergicky vliv na
vitamin C (DUTHIE et al., 2006; MANACH et al., 2005). Antokyany zafazujeme mezi
flavonoidy, maji Sirokou skalu biologickych uc¢inkt. Pusobi preventivné proti degradaci
lipidi oxidaci, prevence vzniku rakoviny a onemocnéni kardiovaskularniho systému,
inhibuji LDL cholesterol (JARABKOVA, PSENAKOVA, 2004). Antokyany se
nachézeji v rostlindich v glykosylovanych formach, vétsinou spojenych s glukosou,

galaktosou, arabinosou, xylozou a fruktézou ( HOSSEINIAN a BETA, 2007).

Pozitivni u¢inky antokyanti by mohly vést ke zlepSeni zdravi zvirat,
dlouhovékosti, reprodukei a ke zvyseni kvality a nutriéni hodnoty Zivocisnych produktt

(VARGA et al., 2013).

Bylo popsano vice nez 600 latek ze skupiny antokyani (CASTANEDA-
OVANDO et al., 2009). Ty jsou klasifikovany v zavislosti na poctu a poloze
hydroxylovych a methoxylovych skupin. V pfirodé se nejcastéji vyskytuje Sest
antokyant: Kkyanidin, delfinidin, pelargonidin, peonidin, petunidin a malvidin Dalsi
variace se vyskytuji acylaci skupin cukru (MAZZA, 2007). Jejich piitomnost
Vv rostlinach, je prospésna, pfitahuji zvifata, a tim napomahaji pfi opylovani a Sifeni
semen, chrani rostlinu pfed poskozenim, nemocemi a stresem (HARBORNE a
WILLIAMS, 2001), stejn¢ jako ochranuji rostlinu proti poskozeni ultrafialovymi
paprsky (MAZZA a MINIATI, 1993).
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Obrazek ¢. 1: Chemicka struktura antokyanii
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(KAMENICOVA et al., 2013)

Kyanidin

Kyanidin-3-glukosid se nachazi hlavné v ovoci, v riznych bobulich napiiklad v
cerném rybizu, zelening a v ¢ervené a cerné ryzi, kukufici a purpurovém oplodi pSenice

(ESCRIBANO-BAILON et al., 2004).
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Delfinidin

Nejvice zastoupenym antokyanem u modré pSenice je delfinidin-3-glukosid
(TROJAN et al., 2014). Je to nejucinnéjsi angiogenni inhibitor mezi antokyany, mize
byt uziteCny pii prevenci a 1€¢bé rakoviny (LAMY et al., 2006). Delfinidin je také
ucinny pii inhibici tumorogeneze (HOU et al., 2004). Lékaisky slovnik vysvétluje
angiogenezi jako proces novotvorby cév. Dulezity proces béhem vyvoje organismu, pii

zangtu, ale 1 pfi ristu nadoru.

Pelargonidin

Pelargonidin zpusobuji spolu s kyanidinem fialové a Cervené zbarveni rostlin
(ABDEL-AAL el & HUCL, 2003; LEE, DURST a WROLSTAD, 2005, MAZZA et al,
2004).

2.3.1 Antokyanidy

Z chemického hlediska se molekula antokyant sklada z ¢asti necukerné (aglykonu),
ktera se nazyva antokyanidyn a jednoho nebo vice cukernych zbytki. Antokyanidiny se
samostatné v ptirodé prakticky nevyskytuji, vyskytuji se pouze v jejich glykosylované
formé, ktera se nazyva antokyan. Antokyany se v rostlinych bunkach nachazeji ve
vakuoldch a barvi rostlinu. Tyto slouceniny jsou mnohem rozpustnéjsi ve vodé a
celkove stabilnéjsi nez antokyanidiny, coz je dusledek jejich glykosylace (ANDERSEN
a AMARKHAM, 2006, CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

Obrazek ¢. 2. Spolecna struktura antokyanii a odpovidajicich antokyanidii

Chromane ring 3
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Antokyanidy R1 R2 barva

Cyanidin (Cy) OH H cervena

Peonidin (Pn) OCH3 H modro-fialova
Pelargonidin (Pg) H H oranzovo-¢ervena
Malvidin (Mv) OCH3 OCH3 purpurova
Delphinidin (Dp) OH OH purpurova
Petunidin (Pt) OCH3 OH purpurova

(HOSSEINAN et al., 2008)

Chromanovy prstenec zobrazeny na obrazku ¢islo 2 je spolecny pro vSechny jednot-
livé antokyany. Jedna se o necukernou ¢ast aglykon. Od sebe se navzajem lisi poctem a

postavenim R1 a R2 navazanych na cukerny zbytek.

2.3.2 Flavonoidy

Flavonoidy jsou latky, které se nachazeji v rostlinach (VELISEK, 1999c). Maji
funkci jako lapace volnych radikalii. Pohlcuji UV-A zafeni a maji protizanétlivou
aktivitu. Flavonoidy pusobi in vitro jako antioxidanty (EVANS a JOHNSON, 2010;
STIPEK, 2000).

2.3.3 Antokyany v Konini

Obsah antokyanil v pSenici je rozdilny v riznych ¢astech obilky. Proto je jiny obsah
antokyanii v mouce a jiny v otrubach (ABDEL-AAL A HUCUL, 2003). Hladiny
antokyantl jsou ovlivnény i vynosem zrna, povétrnostnimi podminkami, prostfedim ve
kterém je pSenice péstovana, mnozstvim srazek béhem vegetatniho obdobi a Urovni

hnojeni pSenice na poli (GARRIDO.-LESTACHE et al., 2004).

ABDEL-AAL a HUCL, (2003) analyzovali antokyany v pSenicich s purpurovym
zrnem kultivaru Konini a modrym zrnem kultivaru Purendo ve tfech po sobé& jdoucich

letech. MnozZstvi antokyanl se v jejich vysledcich meziro¢né pohybovalo u pSenice
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s modrym zrnem od 139,3 do 143,9 mg/kg a u pSenice s purpurovym zrnem od 61,3 do
153,3 mg/kg.(ABDEL-AAL a HUCL 2003) uvad¢ji jako hlavni antokyany v purpurové
pSenici kyanidin-3-glukosid, pelargonidin-3-glukosid, peonidin-3-glukosid a peonidin-
3-rutinosid. Kyanidin-3-glukosid a peonidin-3-rutinosid byly detekovany i ve vzorku
pSenice s modrym zrnem. A o pét let pozdéji ABDEL-AAL et al.,(2008) jeste uvadeji
rozdilné vysledky. Autofi detekovali u purpurové psenice Ctyfi hlavni antokyany:
Delfinidin-3-glukosid, kyanidin-3-glukosid, delfinidin-3-rutinosid a kyanidin-3-

rutinosid.

2.4 Antioxidanty-latky s antioxida¢nimi u¢inky

Dle DURCAKOVE, (1998) Ize z chemického hlediska oznaéit jako antioxidanty ty

latky, které maji schopnost zabranit oxidaci jiné slouceniny tim, ze se samy oxiduji.

Antioxidanty délime podle pivodu na ptirodni a syntetické nebo podle struktury na
fenolové, endioly a jiné (MURRAY et al., 2002).

Dle SURAI, (2003) dale dé&li ptirodni antioxidanty podle zptisobu ochrany:

1. Primarni skupina pusobici jako prevence vzniku volnych radikalu
(glutathionperoxidaza, katalaza).

2. Sekundarni skupina antioxidantd, které likviduji zformované fetézce volnych
radikalt (vitamin A, E, C, karotenoidy, glutation, kyselina moc¢ova).

3. Tercialni skupina antioxidantd, ktera poskozenou ¢ast molekuly odd€li a opravi

(lipazy, peptidazy, proteazy, transferazy).

Dle STRAKOVA,(2008) Podle struktury:

1. Fenolové slou¢eniny delokalizuji neparovy elektron (tokoferoly, galaty).
2. Slouceniny s konjugovanym systémem dvojnych vazeb, umoziujici
delokalizaci piijatého elektronu (karoteny a xantofyly).

3. Kombinované antioxidanty (kurkuma, resveratrol).
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V zivém organismu se nachézeji reaktivni formy kysliku a dusiku (reactive oxygen
species - ROS) a (reactive nitrogen species - RNS) (STIPEK, 2000). Pfi aerobnim
dychani se v mitochondriich uvoliiuje energie ptfi redukci molekularniho kysliku na
vodu. Pfi tomto procesu se vytvaii malé¢ mnozstvi Castecné redukovanych forem
kysliku. Tyto formy kysliku jsou velice reaktivni a nazyvame je volnymi radikaly.
V ptipadé vzniku velkého mnozZstvi kyslikovych radikald v organismu dochazi vlivem
oxida¢niho stresu k poskozeni bunék a tkdni. Oxidacni stres mlize doprovazet rtizna
onemocnéni organismu (VOKURKA a HUGA, 2003). Naptiklad rakoviny, kornaténi
cév, artritidy a muze hrat roli i v neurodegenerativnich onemocnénich a starnuti.
(HOLECEK, 2005). U ¢lovéka je piitomnost volnych radikalii v mozku spojovana
s Alzheimeren a Parkinsonem (ZABRANSKY, 2006).

2.4.1 Volné radikaly

Volné radikdly maji v organismu jak pozitivni vliv, jako prostfedky pifenosu
energie, faktory imunitniho systému a signalni molekuly bunééné regulace, tak i vlivy
patologické. Volné radikaly mohou byt pro organismus toxické. V organismu reaguji
s mastnymi kyselinami, lipidy, aminokyselinami, proteiny a nukleovymi kyselinami a
S nizkomolekuldrnimi metabolity, koenzymy a dalS§imi biologickymi slouceninami.
Procesy Vv oxida¢nim fetézci jsou regulovany regulacnimi mechanismy. Proto se v této

oblasti provadi intenzivni 1ékaisky vyzkum (STIPEK, 2000).

Volné radikaly mohou vznikat riznymi zpusoby. Bud v organismu vznikaji
pusobenim enzymt a biologickymi procesy nebo do organismu vnikaji z vnéjsiho
prostiedi jako ioniza¢ni zafeni, silné slunecni zafeni, intoxikace jedy, 1éky apod.

(MATOUS a MATOUSOVA, 2008).

V organismu volné radikdly vznikaji odejmutim nebo pfijetim elektronu z
elektronového orbitalu (STIPEK, 2000). Divodem je roztrzeni kovalentni vazby
(VOKURKA a HUGO, 2003). V orbitalech se elektrony nachazeji v parech. VétSina
biomolekul ma pln¢ obsazeny orbitaly a proto nejsou volnymi radikaly. Pokud je jeden

elektron z paru odejmut molekula se stava volnym radikalem (STIPEK, 2000).
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Volny radikal reaguje s kyslikem. Kyslik se navdZze na misto volného elektronu a
vzniké peroxylovy radikal. Dochazi k fetézové reakci, kdyz se peroxylovy radikal snazi
ziskat chybéjici elektron a doplnit si tak orbital z jiné slouCeniny. Proces se ukon¢i,
pouze pokud spolu reaguji dva radikaly nebo radikal reaguje s antioxidantem.
Nejznaméjsi vznik volnych radikald probihd v dychacim fetézci. Oxidaci vzduSnym
kyslikem vznik4 energie a jako vedlejsi produkty volné radikaly superoxid a volny

hydroxylovy radikal (HOLECEK, 2005).

Do skupiny volnych radikalti fadime superoxid O2e, hydroxylovy radikal HOe,
peroxyl ROOe, alkoxyl ROe, a hydroperoxyl HOze.

2.4.2 Mechanismus piuisobeni antioxidanti

Biologicky efekt volnych radikdli je kontrolovan antioxida¢nim systémem.
Antioxidac¢ni systém se sklada z antioxidantt liposubilnich (vitaminy A, E, karotenoidy)
a antioxidantti hydrosubilnich (kyselina askorbova), antioxidac¢nich enzyma (glutathion
peroxidaza) a thioredoxinu. Jednotlivé sloZky antioxida¢niho fetézce na sebe navazuji a

navzajem se dopliiuji (SURAI, 2002).

Vitamin E (tokoferol) reaguje s volnymi radikaly a méni je na hydroperoxidy. Sdm
je oxidovan na tokoferylchinon a v tomto stavu ztraci antioxida¢ni ucinnost a stava se
neaktivnim. Vitamin C (kyselina askorbova regeneruje tokoferylchinon na tokoferol-
opét aktivni. Oxidovany vitamin C (kyselina dehydroascorbovd) je regenerovana
glutationem. Z toho vznika hydroxiglutathion, ktery se napravuje glutathionreduktazou.
Na zacatku vzniklé hydroxyperoxidy jsou nadale toxické pro organismus. V této Casti
antioxida¢niho fetézce se zapoji glutathion peroxidaza (GSH-PX), ktera obsahuje selen
(SURAL, 2002). Antioxidanty zabraiuji znehodnoceni potravin oxidaci. Jako je zluknuti
tukt a olejui (VELISEK, 2002).

2.5 Vliv barevné pSenice na zdravi

Barevna pSenice obsahuje mnoho Zivin, které jsou prospésné pro lidské zdravi

(MILDER et al. 2005; HOSSEINAN a BETA, 2007; LI a BETA, 2011). LI et al.,
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(2003) zjistili, ze celkové zastoupeni bilkoviny esencialnimi amninokyselinami a
celkovymi aminokyselin u ¢erné psenice péstované v Ciné bylo vyssi nez v odrids bilé
pSenice. LI et al., (2003) a NING, (2003) zjistili, ze purpurova pSenice ,,Qinhei No 1
“ma vyssi hladinu zeleza, zinku, manganu, médi, selenu, magnesia, drasliku, fosforu a

nékterych aminokyselin napfiklad lysinu, methioninu, isoleucinu a kyseliny glutamové.

Dale je purpurova pSenice charakteristickd nizkym obsahem sodiku a tuki.
Organického chromu bylo v barevné psenici ,,03Z4-439° zjisténo Ctyfnasobné mnozstvi
oproti klasické pSenici. Toto zjisténi by mohlo byt vyuzito k 1é€beé diabetu. Americti
védci zjistili, Ze divoké dvouzrnné pSenice jsou bohats$i na Zelezo a zinek, a maji
zvySeny obsah bilkovin, zinku a Zzeleza. Hodnoty naméfené u hybrida kiizenych

s divokymi pSenicemi byly o 10-15 % vys$si nez u klasické psenice (REUTES, 2006).

V posledni dobé¢ se klade velky diraz na ochranu biologickych funkci pfirozené se
vyskytujicich antioxidantl v biologickych systémech, a na mechanismy jejich ptsobeni.
Fenolické slouceniny, které jsou distribuovany v rostlindch, hraji dualezitou roli jako
dietni antioxidanty pro prevenci poSkozeni oxidaci v Zivych systémech (BLOCK, 1992.,
HERTOG a FESKENS,1993)

Vyzkumy vyzdvihly dalsi roli polyfenolickych slozek, které mohou pisobit jako
antioxidanty nebo puisobi jinym zptisobem pfes jiné mechanismy (HO, 1992, HUANG a
FERRANO, 1992; NEWMARK, 1992). Antokyany jsou fenolické ptirodni pigmenty,
které se pouzivaly v lidovém 1égitelstvi proti hypertenzi, (HARBORNE a SEDIVEJSI,
1988). Bylo zjiSténo, Ze antokyany maji prokazatelnou antioxidacni aktivitu
V lipozomalnim systému (TSUDA et al., 1996). Nicméné, biologicka aktivita
antokyanli v neporusené bunce a V in Vvivo systémech neni dosud dostatecné

prozkoumana.

Jatra se brani toxickym vlivim metabolickymi pochody spojenymi s oxida¢nim
stresem (BREIMER, 1990, CERUTT]I, 1985). Vyznamnou roli v téchto procesech hraje
terc-Butylhydroperoxidu (t-BHP). Ten mize byt metabolizovan na meziprodukty
volnych radikalt cytochromem P-450 (v hepatocytech) nebo hemoglobinem
(v erytrocytech), které mohou nasledné iniciovat peroxidaci lipidi, ovlivnit integritu
bunék a vytvaret kovalentni vazby. Toto muze vést k poskozeni bun¢k (RUSH et al.,

1985).
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CHAU- JONG et al.,(2000) ve vyzkumu zjistili, ze antokyany obsazené v ibisku
meély ochranny vliv na primarni hepatocity v jatrech potkant. Jejich studie in vivo
ukazaly, ze t-BHP snizuje hladinu (GSH) redukovaného glutathionu v jatrech potkand.
indukované cytotoxicité. Existuji dvé odlisné drahy metabolismu t-BHP, jedna je ptes
cytochrom P-450, a druha GSH-peroxidazou ktera pievadi t-BHP na terc-butanol a
oxiduje GSH (JOYEUX et al, 1990.; RUSH et al. 1985). Vysledky této studie ukazuji,
ze pigmenty v ibisSku vykazovaly antihepatotoxicky uc¢inek proti t-BHP-indukované
cytotoxicity, pravdépodobné prostiednictvim jejich schopnosti zhaset volné radikaly.
CHAU- JONG et al., (2000) dale zjistili, ze t-BHB zvySuje oxidaci lipida. Vysledky
této studie ukézaly, ze antokyany v ibisku byly schopny chranit hepatocyty a jatra

potkani pfed oxida¢nim poSkozenim zpisobenym t- BHP.

2.5.1 Antioxidacni obranny systém jaternich bunék

Antioxidacni obranny systém jaternich bunék mizeme sledovat podle riznych latek
v krvi (nebo v riznych tkanich). Mezi jinymi to mize byt glutathion, mastné kyseliny a

methalotionein.

Glutathionu

N 24

Glutathion je jednim =z nejdilezitéjSich tkanovych antioxidanti u savcl
(SCHNEIDEROVA, 2008). V organismu se vyskytuje ve dvou forméach. V redukované
form¢ (GSH) a ve form¢ oxidované (GSSG). Obé formy piechazeji ve tkanich jedna
ve druhou a tvoii tak dulezity redoxni systém (JINDRA et al., 1966). Pii snizeni hladiny
GSH jsou jatra citliva na poskozeni chemikéliemi, které jsou pfi normdlni hladiné¢ GSH
v jatrech spojeny s GSH (MURRAY et al., 2002). Pomér (GSH/GSSG) je indikatorem
bunécného zdravi. Dojde-li k oxidacnimu stresu, GSSG se hromadi v jatrech a pomér

GSH/GSSG se snizi (ANONYM, 2010).
Mastné kyseliny

Syntéza mastnych kyselin probiha v jatrech a ledvinach jako reakce na pfitomnost
dvojmocnych kovovych ionti. lonty t€sné€ vaze a tim pisobi detoxikaéné¢ (VOKURKA

a HUGO, 2003). Mastné kyseliny jsou tak soucasti antioxida¢niho obranného systému

24



jaternich bunék (HAIDARA et al., 1999) Prokazalo se, ze exprese a indukce mastnych
kyselin je spojena s oxida¢nim stresem a apoptozou bunék (SAVKUR a OLSON, IN
REJTHAR, 2007).

Methalotioneinu

Methalotionein je protein bohaty na aminokyselinu cystein, ktera obsahuje siru.
Syntetizuje se v jatrech a ledvinach. Metalothionein zajistuje homeostazu. Pusobi
detoxikacné proti tézkym kovim a vaze ionty kovii (VOKURKA a HUGO, 2003).
Eliminuje hydroxylové radikaly a chrani organismus pfed oxida¢nim stresem (LIU a

THIELE, 2013).

2.5.2 Interakce s léky

Metabolismus cizorodych latek, vcetné¢ 1¢k, muze byt ovlivnén pfitomnosti
druhého xenobiotika (v tomto pfipad¢ antokyanem), dochazi k takzvanému fenoménu
lékové interakce. L€ky a antokyany se mohou ovliviiovat dvéma zplsoby. Prvnim
zpusobem je, ze 1€k inhibuje metabolismus enzymd nebo soutézi o enzym
s antokyanem. Druhym zpisobem je, ze pfimo inaktivuje enzymy. Mnoho pfirodnich a
syntetickych xenobiotik pochazi z potravy (KUME et al. 2012). HENDRYCHOVA et
al. (2011) zkoumali U¢inky antokyanidinii v potravé na spole¢né ucinky 1éku s
antokyany. KAMENICOVA et al., (2013) zjistili, Ze interakce antokyantl piijimanych

ve formé potravinovych dopliiku je minimalni nebo zadna.

2.6 Vyuziti barevné pSenice

2.6.1 Vyuziti v péstitelstvi

Barevné pSenice s purpurovymi a modrymi i zlutymi znaky mohou byt vyuzity pro
produkci hybridniho osiva s geny rezistence vuéi chorobam. Nové odrudy pSenice
rozsifuji stavajici nabidku pSenice na trhu a dévaji vétsi moznost vybéru nejvhodnéjsiho
druhu pro cilené vyuziti (ZEVEN, 1991). Pro Slechténi se vyuzivaji metody k¥izeni a

genetickych markeru.
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2.6.2 Vyuziti v potravinarstvi

U barevnych odrud pSenice s modrym aleuronem a purpurovym perikarpem
(ZEVEN, 1991), je z hlediska vyuziti pro potravinaistvi dilezita jejich technologicka a
nutriéni kvalita. Technologickou kvalitu ovliviluje technologie a zplisob zpracovani
obilek, hrubost mleti a Setrné zpracovani. Na tomto zavisi mnozstvi a smér uplatnéni. V
tomto ohledu hraje vyznamnou roli genotyp vybrané pSenice (KLIMUSHINA et al.,
2013). Mouka a vyrobky zni, jako je pe€ivo, jsou denni soucasti jidelni¢ku, Sroty
krmnych davek hospodaiskych zvitat. Jedna se o krmné mouky, otruby, cela zrna.
Navzdory zajmu vyrobcu pro ziskani celozrnné potraviny a specialit s potencialem pro
vyrobu funk¢nich potravin, je vénovana jen okrajova pozornost hodnoceni vykonnosti
barevnych pSenic v pribéhu zpracovani a vyroby pekarenskych vyrobka (LI et al.,
2007). Jako vhodny kandidat pro pifidani funkéni potraviny do jidelnicku se jevi
susenky, protoze patii mezi popularni pekafské vyrobky a maji dlouhou trvanlivost.
Susenky jsou na rozdil od ostatnich potravin s antioxida¢nim ucinkem jako brusinky,

¢ervena fepa a bortivky denni soucasti jidelnicku ¢loveka (LI et al., 2007).

2.6.3 Funk¢ni potravina

V Ceské republice ani v Evropské Unii neexistuje Zadny oficidlni dokument, ktery
by ,,funkéni potravinu" definoval a uvadél pravidla a podminky pro vyrobu ,,funkéni
potraviny". Existuje vSak tfada predpist, které¢ ackoli pfimo neuvadéji pojem ,,funkéni
potravina," s potravinami tohoto druhu tzce souviseji. Jedna se zejména o predpisy

tykajici se oznacovani potravin (vyzivaspol.cz).

Natizeni (ES) ¢. 1924/2006 .se zabyva pojmy zdravotni tvrzeni. Jedna se o:
zdravotni tvrzeni podle ¢l. 13 (tzv. ,,tvrzeni funkéni*) — tj. zdravotni tvrzeni jind nez
tvrzeni odkazujici na sniZeni rizika onemocnéni a na rozvoj a zdravi déti. O tvrzeni

tohoto typu se jednd, pokud popisuje nebo odkazuje na:
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- vyznam ziviny nebo jiné latky pro rlst a vyvoj organismu a jeho fyziologické
funkce
- psychologické a behavioralni funkce

- snizovani nebo kontrolu

(KALAC, 2003) definuje funkéni potravinu jako potravinu, ktera kromé vyzivové
hodnoty ma i pfiznivy vliv na zdravi konzumenta, jeho fyzicky ¢i dusevni stav. Jedna se
0 potravinu vyrobenou z ptirozenych slozek. Konzumace téchto potravin prokazatelné
posiluje obranné mechanismy proti Skodlivym vlivim prostiedi, ptisobi preventivné

proti nemocem, zpomaluje proces starnuti

Barevné odriidy pSenice mohou byt v potravindiském primyslu vyuZzity jako
funkéni potraviny. Jsou zdrojem antokyand. Antokyany se vyskytuji v obilnindch

V rizném mnozstvi a v riznych pletivech (ESCRIBANO-BAILON et al., 2004).

2.7 Laboratorni potkan

Laboratorni potkan je prvnim zvifetem chovanym pro laboratorni tcely. Pro tyto
ucely byla vyslechténa varianta Rattus norvegicus alba (KRINKE, 2000). Potkan byva
vyuzivan hlavné ve farmakologii, toxikologii a onkologii. Potkan ma své misto i
Vv oblasti experimentalni chirurgie. Kazdé zvife je nosicem bakterii, virt a paraziti.
Proto se pouzivaji pro vyzkumné ucely potkani vyprodukovani v tzv. SPF a GF
chovech. Jedna se o chovy prosté specifikovanych patogennich organismu (Specified
patogen free) a chovy prosté zarodki (Germ free). Zvirata musi byt evidovana a jsou

chranéna zikonem proti tyrani zvitat (JEBAVY, 2011).

Laboratorni potkan je jednim z nejpouzivanéjSich laboratornich zvitat. Mezi jeho
prednosti patii jednoducha manipulace a snadny chov (BAKER et al., 1980). Jedna se o
druh savce, ktery je dostatené prostudovany fyziologicky, anatomicky i
farmakologicky (CLARAC et al., 1998).
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3 CiL PRACE

Cilem diplomové prace bylo shrnout dosavadni informace o barevnych pSenicich a
zjistit vliv zkrmovani purpurové pSenice Konini na antioxidacni aktivitu u laboratorniho

potkana.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Metodicky postup

Pokus jsme zahajili ve véku potkanti 7 tydnti, kdy jsme dovezli a naskladnili
laboratorni potkany. K pokusu jsme pouzili 64 samci laboratorniho potkana
outbreedniho kmene Wistar albino, které jsme nakoupili z konven¢niho chovu BioTest
s.r.0. Konarovice. Pokus jsme provedli v pokusnych prostorach tstavu vyzivy zvifat a

picninafrstvi.

Pokusu ptedchazelo navykaci obdobi, které trvalo 5 dnu, kdy se potkani krmili
kompletni granulovanou krmnou smési BIOSTAN pro hlodavce. Smés obsahovala
pSenici, je¢men sety, oves sety, proso seté, vojtéskovou moucku, kukufici a Sluneénici.
Chemickeé slozeni bylo nasledujici: 92,8 % susiny, z toho 6,22 % popela, 26,88 % NL,
4,14 % tuku a 3,96 % vlakniny.

64 potkant jsme rozdélili po 8 kusech do plastovych kleci, které byly vybaveny
ro$ty. Primérna hmotnost potkand pii naskladnéni byla 243 g. Potkany jsme rozdélili
do 8 skupin tak aby byly skupiny vahové vyrovnané. Individualni hmotnosti potkani
jsou uvedeny v tabulce ¢islo 3. Soucasti klece byly filtra¢ni papiry, krmitka a napajecky
0 objemu 500 ml. Pod napajeCkou byla umisténa Petriho miska, ktera slouzila
k zachyceni odkapavajici vody. Klece jsme umistili do stojanti. Dvé klece Konini a dvé

klece kontroly na kazdou stranu mistnosti.

Tabulka ¢. 2: Rozdélani potkanit do skupin

Skupina| 1 kontrola | 2 kontrola | 3 Konini | 4 Konini | 5 kontrola | 6 kontrola | 7 Konini | 8 Konini
PP 1 9 17 25 33 41 49 57
LP 2 10 18 26 34 42 50 58
Pz 3 11 19 27 35 43 51 59
Lz 4 12 20 28 36 44 52 60
z 5 13 21 29 37 45 53 61
(o] 6 14 22 30 38 46 54 62
H 7 15 23 31 39 47 55 63
BEZ 8 16 24 32 40 48 56 64
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Kazdého potkana jsme oznacili vyholenim na téle a pfifadili mu ¢islo podle tabulky
¢islo 2. Klece s potkany jsme rozdélili na kontrolni skupiny (4 klece) a experimentalni

skupiny (také 4 klece).

Tabulka ¢. 3: Hmotnost potkanii pri naskladnéni

Skupina | 1 kontrola | 2 kontrola | 3 Konini | 4 Konini | 5 kontrola | 6 kontrola | 7 Konini | 8 Konini
(0] 232,7 217 267,7 262,7 245,7 263,4 253 199,7
LP 231,2 268,7 269,2 272 270,3 239,1 211 255,1
Lz 216,3 244,1 245 220 263,2 241,3 253,6 259,3
PP 190,8 263,6 247,5 238 265,5 269,7 255,4 246,3
Pz 220,5 237,6 222,6 240,5 227,2 207,2 269,8 270,8
HL 195,1 215 255,5 251,3 241,6 243,5 225 223,6
Z 225 274,2 213,3 242 209,1 261,8 253,5 265,3

Kontrolni skupinu jsme krmili klasickou kontrolni pSenici Bohemia a pokusnou

skupinu jsme krmili pSenici Konini (barevnou pSenici).

Priméma teplota dosahovala 23,5 ° C a vlhkost 55,7 %. Svételny rezim byl

nastaven na 16 hodin svétla a 8 hodin tmy. Intenzita svétla byla maximalné 200 Ix.

4.1.1 Krmné smési

Pro pokus jsme pouzili purpurovou pSenici Konini s obsahem NL 14,34 %. Pro
kontrolni krmivo jsme pouzili béznou psenici odriidy Bohemia s obsahem NL 11.6 %.
Obsah NL byl vyrovnan na stejnou uroven ptidanim lepku (926,2 g pSenice + 0,74 ¢
lepku). VACULOVA et al., (2010) uvadgji obsah lepku v Konini 40,5 % v suging.
Lepek pro nahradu nebo doplnéni dusikatych latek u potkanti pozival v pokusech uz
(GRAY, 1963). Chemické slozeni krmiva je uvedeno v tabulce ¢islo 4. Experimentalni
skupinu potkand jsme krmili pouze barevnou pSenici Konini. Metodiku jsme vybrali
z diitvodu eliminace vlivl jinych antioxidanti, jako jsou vitaminy a nékteré mineralnim

latky.

Posrotovanou pSenici Konini jsme smichali s vodou. Ze vzniklého tésta jsme

pfipravili ty¢inky o délce 15 cm a Sifce 4 cm. Naskladali jsme je na dérované susici
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ro$ty a vysusili pfi teploté 48 C° po dobu 24 hodin. Stejnym zptisobem bylo pfipraveno
i krmivo pro kontrolni skupinu. Vychlazené krmivo jsme pouzili ke krmeni. Kazdy den
vV osm hodin rdno jsme zvazili nezkrmené zbytky krmiva v krmitkach z pfedeslého dne
a navazili jsme nové krmivo. Krmivo bylo zakladano do krmitek v adlibitnim mnozstvi.

Denné se navazovalo pfiblizn¢ 300g .= 20g. krmiva.

Tabulka ¢. 4: Slozeni krmnych davek

. , Dusikaté A c
] Piivodni | Popel X Tuk [ VIdknina | Brutto energie
Skupina sutina % latky
0 100% susina
kontrola | 89,07 1,79 16,99 1,61 2,39 17,56
Konini 89,11 2,08 15,16 1,83 2,56 17,61

Béhem pokusu jsme potkany vazili kazdy 2. den. Potkaniim jsme piestylali 3x
tydné. Pokus trval 21 dnt. V den ukonéeni pokusu jsme potkany zvazili. Kazdé zvife
jsme uspali anestetikem (isofluran) a odebrali jsme krev punkci srdce pomoci
vakuovych heparinovych zkumavek. Po provedeni odbéru jsme potkany usmrtili
predavkovanim anestetika a odebrali z téla jatra. Jatra jsme zvazili a polovinu dali do
plastikovych sacku. Po zvdzeni jsme jatra vloZzili do oznacenych oballi a zamrazili na -

80 C°.

U vzorku jater jsme nasledovné provedli homogenizaci a pfipravu vzorku pro
zmé&feni antioxidacni aktivity. Nasledovala laboratorni analyza na ustavu chemie a

biochemie MENDELU v Brné

4.2 Priprava vzorku k chemické analyze

Pro stanoveni antioxidac¢ni aktivity u laboratornich potkanti jsme pouzili jaterni
tkan, ktera byla odebrana a zamrazena pii ukonceni pokusu. Jatra jsme vyjmuli
z mrazéku po jednotlivych saccich. Jeden plastikovy safek obsahoval 8 pillek jater,

kazda jatra byla oznacena ¢islem potkana. Vzorky jsme umistili do pfedem oznacenych
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kadinek a ponechali jsme je pfi laboratorni teploté do rozmrznuti. Béhem celé ptipravy

jsme vzorky chladili a pfenaseli na drceném led¢.

Do kadinek jsme pfidali jednu 1Zi¢ku tekutého dusiku. Ten se odpafil a zchladil
vzorek. Vzorek v kadince jsme homogenizovali pomoci homogenizatoru (HEIDOLPH
DIAX 900). Z takto rozm&lnéné hmoty jsme odvazili vzorek o hmotnosti 0,2 g do
mikrozkumavek Eppendorf (obsah 1,5 ml). Poté jsme do Eppendorfovy zkumavky
mikropipetou odméfili 1 ml nové pfipravené¢ho fosfatového pufru pH 7 (NaH2POs-
9.078 g/l +Na,HPOs 11.876 g/l) vzorek jsme upravili pomoci ultrazvukové jehly
(BANDELIN SONOPULS). Pulzy pisobily 2 minuty. Pomoci pulzii doslo k jesté

dikladné€j$imu rozbiti bunék.

Takto piipravené vzorky jsme po 24 kusech vkladali do tifepacky (VORTEX-
GENIE) na dobu 15 minut v chlazené mistnosti (teplota vzduchu 10 C°). Po uplynuti
doby jsme zkumavky vyjmuli a ptenesli do centrifugy Centrifuge 5417 R a pti 4 °C a
25000 rpm (otackach) a 30 minut centrifugovali. Ve vzorku se oddélila suspenze od
supernatanu. Po centrifugaci jsme odebrali 10 ul supernatantu. K supernatanu jsme
pridali 990 pl fosfatového pufru o pH 7 (PBS). Vzorek byl nasledné denaturovan
pomoci termoboxu pii 99 C° po dobu 20 minut. Po denaturaci jsme vzorek opét
centrifugugovan pii 4 C° a 25000 rpm po dobu 20minut. Po centrifugaci jsme odebrali

supernatant a podrobili analyze pomoci Autolabu (Metrhom).

4.3 Chemicka analyza vzorku jater

4.3.1 Stanoveni antioxida¢ni kapacity pomoci DPPH testu

Test DPPH je zakladni metoda posouzeni antiradikalové aktivity. Je zaloZena na
schopnosti reakce testované latky se Stabilnim radikalem difenylpikrylhydrazylem —
DPPH (1, 1- difenyl-2-(2, 4, 6-trinitrofenyl) hydrazyl) a s donory vodiku, kdy se radikal
redukuje za vzniku DPPH-H (difenylpikrylhydrazin). V tomto testu dojde pii reakci

k odbarveni vzorku. Reakce se méfi spektrofotometricky pii 517 nm.
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DPPH++ AH — DPPH+-H+ A, * DPPH++ R « — DPPH ¢ -R (PAJERO, 2000).

Tato metoda je velmi jednoducha a rychld i pro manualni pouziti. (DOBES, 2012;
SOCHOR et al., 2010; SULC et al., 2007)

4.3.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou volnymi radikaly (FR)

Tato metoda je zalozena na schopnosti chlorofylinu (sodnoméd’naté soli chlorofylu)
piijmout a odevzdavat elektrony za stabilni zmény maximalni absorpce. Metoda
vyZzaduje alkalické prostiedi a pfidani katalyzatoru (VORTUBA, 1997). Urcovat
mnozstvi naméfenych hodnot absorpce je umoznéno kalibraci, ktera je zalozena na
schopnosti iontd Zeleza pfechazet z dvojmocnych forem na trojmocné a to v alkalickém

prostiedi. (DOBES, 2012).

4.3.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou FRAP

Podle (SOCHOR, 2010): je FRAP metoda zalozena na redoxni reakci komplext
2,4,6-tripyridyl-s-triazin (TPTZ) s hexahydratem chloridu Zelezitého (FeCls + 6H.0),
ktery je témét bezbarvy, a nakonec se lehce zbarvi dohnéda. Tato metoda ma sva
omezeni, a to zejména v méfeni podle nefyziologickych hodnot pH (3,6). Metoda FRAP
ukazuje pouze schopnost latek redukovat ion Fe** a proto s celkovou antioxida¢ni
aktivitou vzorku nemusi pozitivné korelovat, kromé toho, tato metoda neni schopna

detekovat pomalu reaktivni polyfenolické slouceniny a thioly.

4.3.4 Stanoveni antioxidacni aktivity ABTS testem

ABTS metoda je jednou z nejvice pouzivanych testli pro stanoveni koncentrace
volnych radikalt. Je zalozena na neutralizaci radikalovych-kationtd vyplyvajici
z oxidace elektronového syntetického chromoforu 2,2'-azino-bis(3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonové kyseliny)

(ABTS) *: ABTS * - e-ABTS  +.
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Tato reakce se sleduje spektrofotometricky zménou absorpcniho spektra. Vysledky
ziskané z této metody jsou obvykle piepocteny na koncentraci Trolox® a jsou popsany
jako "Trolox® Equivalent antioxida¢ni kapacity" (TEAC). Pro chemicky Cd{isté
slouceniny, TEAC je definovana jako mikromolarni koncentrace Trolox® ekvivalenti
prokazujici stejnou antioxidacni aktivitu jako testované slouceniny (I mmol ¢ L-

1concentration) (Free Radic. Biol. Med, 1999).

Data byla zpracovana pomoci aplikace Microsoft Excel (USA) a STATISTICA.CZ
verze 10.0 (Ceska republika).

4.4 Chemické analyza vzorku krve

Stanoveni antioxida¢ni aktivity krve jsme u metod FR, ABTS, DPPH a FRAP
provadéli stejné, jako je popsano u kapitoly stanoveni antioxida¢ni aktivity u jaterni

tkané. Navic jsme u krve stanovovali celkovou bilkovinu v krvi a metalothionein.

4.4.1 Stanoveni celkové bilkoviny

Stanoveni celkové bilkoviny jsme provadéli spektrofotometricky pomoci (BS-400
MINDRAY) s vyuzitim pyrogallové ¢ervené. Podstatou stanoveni je vazba pyrogallové
cervené¢ s molybdenanem sodnym na makromolekulu bilkovin. K vazbé dochazi
Vv prostiedi jantarového pufru o pH 2,5. Zde dochazi k posunu absorpéniho maxima z A

=460 nm (¢inidlo) na A = 600 nm (komplex ¢inidla s bilkovinou).

Do plastovych kyvet jsme napipetovali 150 pl smési reagencii slozené z 50 mM
kyseliny jantarové; 3,47 mM benzoanu sodného; 0,06 mM molybdenanu sodného; 1,05
mM Sstavelanu sodného a 0,07 mM pyrogallové cervené v poméru 1:1. Poté jsme piidali
8 ul stanovovaného vzorku). Pro vypocet bylo pouzito hodnoty absorbance samotné

reagencie a hodnoty absorbance po 10 minutové inkubaci se vzorkem.
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4.4.2 Stanoveni hladiny metalothioneinu

Metalothionein (MT) jsme stanovili pomoci metody diferen¢ni pulzni voltametrie
(DPV) s vyuzitim piistroje 694 VA Stand. (METROHM) piipojeného k autolab.
analyzatoru (ECOCHEMIE), ktery pracuje v klasickém zapojeni tii elektrod. Jako
pracovni elektrodu jsme pouzili visici rtutovou kapkovou elektrodu (HMDE) s plochou
kapky 0,4 mm?2. Za pomocnou elektrodu jsme zvolili platinovy dratek a referenéni

elektrodou byla v nasem piipadé argentochloridova elektroda (Ag/AgCl/3M KCI)

Analyzované vzorky jsme pied samotnym méfenim zbavili kysliku probublanim
argonem (99,999%) po dobu 120 sekund. Burdi¢ktv roztok (ImM Co (NH3)eClz a 1M
amonny pufr (NHz(aq) + NH4Cl, pH = 9.6), ktery jsme pouzili jako zakladni elektrolyt a
vyméiovali jsme ho po kazdém stanoveni. Parametry metody byly nésledujici:
pocatecni potencidl -0,4 V, koncovy potencial -1.75 V, modulac¢ni ¢as 0,057 s, Casovy
interval 0,2 s, krokovy potencial 2 mV, amplituda 250 mV, objem davkované¢ho vzorku

10 pl, celkovy objem méftici cely 2 ml (10 pl vzorku + 1990 ul Brdickova elektrolytu).
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Prijem krmiva

Béhem pokusu jsme zkrmili kontrolni skupiné potkanti (n=32) 15,52 kg krmné
smési a pokusné skupiné krmené pouze purpurovou pSenici Konini (n=32) 14,52 kg
krmné smési. Krmitka jsme vazili kazdy den. Pokusné skupina krmenda pSenici Konini

tedy spotiebovala o 1 kg krmné smési mén¢, coz je 0 6,44 % méné.

Denni primérnad spotieba krmné smeési za cely pokus (21 dnli) ¢inila u pokusné
skupiny 691,3 g a u kontrolni skupiny 739,21 g. Denni spotieba obou skupin je

znazornéna v grafu ¢islo 1.

Graf ¢.:1 Denni spotreba krmnych smési
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Spotfeba pokusné krmné smési Konini byla kazdy den niZ§i nez u kontrolni
skupiny. Pouze 4. den spotiebovala pokusna skupina vice krmiva a 12. den se spotieba
krmné smési skoro vyrovnala. Spotfeba krmiva se ke konci pokusu nepatrné€ snizovala u

pokusné skupiny krmené pSenici Konini i u kontrolni skupiny.
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5.2 Priristky zZivé hmotnosti

Hmotnost potkani jsme zaznamenavali vazenim kazdy 2. den. V tabulce ¢islo 5

jsou zaznamenany prumérné zivé hmotnosti pokusnych skupin v gramech.

Tabulka ¢. 5: Priumérna zivda hmotnost v gramech

Vék ve
dnech
kontrola |259,1|262,4|271,3|277,2|281,0|287,3|291,6|292,2|301,2|298,9|300,1

Konini |264,4|268,5(274,1({278,0|282,2|288,8|290,0(286,9(299,6|294,4|294,7

42 | 44 | 46 | 48 | 50 | 52 | 54 | 56 | 58 | 60 | 62

Potkani v kontrolni skupiné byli na konci pokusu t€z§i v priméru o 5,38 gramu

Tabulka ¢. 6. Prirustky potkani behem pokusu

Dnypokusu | 1 [ 3|5 [ 7] o113 15 ] 17 [ 1921
kontrola  [0,00[3,32/8,90(5,93|3,82[6,26/4,29] 0,58 | 9,03 [-2,33[1,26
Konini  [0,00]4,17]5,56|3,94|4,18|6,53]1,20|-3,03|12,64|-5,14|0,33

Tabulka ¢islo 6 uvadi primérné pftirGstky pokusné skupiny a kontrolni. Skupiny
v grafu Cislo 2 jde vidét, ze pokusna skupina Konini méla béhem pokusu niZsi pfiristky.
Zména nastala 17. den, kdy pfiristky pokusné skupiny prudce stouply. Z obou tabulek
(5 a 6) vyplyva, ze kontrolni skupina méla vyssi prirtstky i vyssi konecnou hmotnost.

To odpovida i vysSimu pfijmu krmné smési.

Niz§i prirastky a celkova spotieba krmiva v nasem pokusu mohou byt ovlivnény
pravdépodobné horSi chutnosti barevné pSenice, kvili obsahu kyseliny felurové a

antokyanu v otrubach. (KEQUAN et al., 2005)
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Graf ¢. 2: Priristky u potkanit behem pokusného obdobi
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Vykyvy prirastkl kopiruji vykyvy v pfijmu krmné smeési s dvou dennim posunem.
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5.3 Vysledky antioxidaéni aktivity-Jatra

5.3.1 Hmotnost jater potkana

Po usmrceni potkanti jsme vypreparovali jatra, jejichz hmotnost je zaznamendna

V tabulce ¢islo 7.

Tabulka ¢. 7. Hmotnost jater

skupina 1 2 3 4 5 6 7 8
PP 1 9 17 25 33 41 49 57
vaha 11,2 10,58 7,88 9,79 11,25 11,87 9 8,5
LP 2 10 18 26 34 42 50 58
vaha 11,27 9,4 10,61 12,9 11,27 8,2 10,99 7,57
PZ 3 11 19 27 35 43 51 59
vaha 9,62 9,61 10,15 10,6 7,5 9,38 9,76 8,35
Lz 4 12 20 28 36 44 52 60
vaha 10,09 9,4 11,18 8,24 12,3 9,92 9,41 8,58
Z 5 13 21 29 37 45 53 61
vaha 12,88 10,88 9,66 10,22 10,43 9,4 9,96 10,2
(o) 6 14 22 30 38 46 54 62
vaha 12,11 11,74 8,98 11,33 9,79 11,33 9,11 6,45
H 7 15 23 31 39 47 55 63
vaha 10,53 9,24 9,7 10,65 10,35 9,51 8,43 9,81
BEZ 8 16 24 32 40 48 56 64
vaha 10,14 9,69 9,44 9,64 10,51 8,55 9,8 9,51

V tabulce Cislo 7 jsou zaznamenany hmotnosti jednotlivych jater potkanti odebra-

nych pfi ukonceni pokusu v gramech.

Tabulka ¢. 8: Prumérna hmotnost jater potkanii

Primér smérodatna chyba
kontrola 10,31(+]0,21
Konini 9,58(+ (0,22
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Primérna hmotnost jater potkani krmenych pSenici Konini je o 0,74 g mensi nez
hmotnost jater potkant krmenych klasickou pSenici. Z toho vyplyva, ze jatra potkani
krmenych barevnou pSenici byly o 7 % mensi neZ u kontrolni skupiny. V rozdilech
hmotnosti jater mezi skupinou Konini a kontrolni skupinou jsou statisticky prukazné
rozdilné (P< 0,05) pii pouziti Sheffeho testu hodnocenim jednofaktorové analyzy

variace.

Niz8i hmotnost jater je pravdépodobné zplisobena ochrannym uU¢inkem antokyant
na jaterni buniky. Ochranné G¢inky na jatra potkant potvrzuji také (FANGI HOU et al.,
2013) u otrub ¢erné ryze a u ibisku (CHAU JONG et al., 2000).

Graf ¢. 3: Hmotnost jater
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Graf ¢islo 3 znazornuje rozdily praimérnych hodnot hmotnosti jater potkant. V grafu je

oznacena pismenem (k) pokusna skupina a pismenem (b) kontrolni skupina.
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5.3.2 Vysledky chemické analyzy jaterni tkané potkana

Antioxidac¢ni aktivitu jsme méfili u jater pomoci metod DPPH, FR, FRAP a ABTS.

Hodnoty méfeni jsou uvedeny v tabulce ¢islo 9. DPPH je vyjadiena v procentu inhibice;

FR, FRAP a ABTS hodnoty jsou vyjadieny jako ekvivalent kyseliny galové.

Sérum/tkai/ méla celkové takovy antioxidacni potencidl jako koncentrace kyseliny

galové. Jednotky jsou v pg/g. Hodnoty naméfené u purpurové pSenice Konini jsou u

vSech méfeni nepatrné vyssi. Vysledky jsou vSak neprikazné (P<0,05). Z vysledka

vyplyva, ze zkrmovani barevné psenice Konini nemélo prikazny vliv na antioxidaéni

aktivitu jater, ale mélo vliv na kone¢nou hmotnost jater u potkana.

KARASEK, (2014) na rozdil od nas uvadi u barevné psenice Citrus prokazatelné

rozdily u metody volnych radikald u vykrmovanych brojlert v jaterni tkani. Je mozné,

ze potkani na barevné pSenice reaguji odliSné nez dribez.

Tabulka ¢. 9: Vysledky biochemického rozboru jaterni tkané laboratornich potkanii

Kontrola Konini .
— — - — = - Priikaznost
Primér | | Smérodatna chyba | Primér | | Smérodatna chyba
BIURET g/l 23,11(+(0,4226 23,14(+|0,3277 Neprikazné
DPPH % ’ 2
. 9,54(+(0,3486 9,72(+£(0,2376 Neprikazné
Inhibice

FR mg/l 509,55(|+(19,3356 516,78|%|22,0329 Neprikazné
FR/Protein . ,
21,89|%(0,5757 22,20|%(0,7648 Neprikazné

mg/g
FRAP mg/l 38,04(+(0,8917 38,26(+(0,9246 Neprikazné
FRAP/Protein . )
1,65|+(0,0283 1,65|+(0,0249 Neprikazné

mg/g
ABTS my/l 450,87 (+|3,0099 453,27|+|4,0420 Neprakazné
ABTS/Protein . )
mg/g 19,66(+]0,2904 19,67|+|0,2357 Neprikazné
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5.4 Vysledky antioxida¢ni aktivity v krvi potkana

Hodnoty antioxidac¢ni aktivity z krve laboratornich potkani jsme méfili stejnymi
metodami jako hodnoty u jaterni tkang€. Vysledky jsou zapsany v tabulce ¢. 10. Jednotky
zustavaji také stejné. V tomto piipadé jsou uz nékteré vysledky prikazné. Metoda FR a
FR pfepocitand na gram proteinu a také FRAP a FRAP pfepocitand na gram proteinu
vysly prukazné odlisné (P<0,05). Hodnoty naméfené pomoci FR jsou u Konini vyssi o
27,5 % (297,35 £ 23,94 / 215,57 £ 12,16) a FR piepocteno na gram proteinu o 25,9 %.
Hodnoty naméfené metodou FRAP jsou o 17,1 % vyssi u pokusné skupiny krmené
purpurovou pSenici Konini (28,78 + 1,35/ 23,86 + 1,28) a po piepoctu na gram proteinu
o 15,7 %. Hodnota samotného Biuretu je u kontrolni skupiny mirn¢ vyssi, ale
neprikaznd. Procento inhibice je u Konini mirn¢ vyssi. Tyto hodnoty spole¢né s ABTS
hodnotami vysly neprikazné. U vySetfeni krve jsme navic stanovovali metalothionein.

Rozdily mezi skupinami vSak nebyly statisticky prukazné (P<0,05).

BENDOVA, (2014) zji§tovala antioxidaéni aktivitu u potkanti krmenych p3enici
Citrus a nezjistila také jako my prokazatelné rozdily v jatrech potkant, ale v krvi uvadi
prokazatelné rozdily stejn¢ jako my. Na rozdil od Konini vSak pSenice Citrus méla o 18

% niz$i antioxidacéni aktivitu.
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Tabulka ¢. 10: Vysledky biochemického rozboru krve laboratornich potkanii

Kontrola

Konini

— = - — - - Prilkkaznost
Primér Smérodatna chyba |Priimér Smérodatna chyba
BIURET g/l 55,13|+|0,6176 54,38|+|0,5094 Neprikazné
DPPH %
. 4,82|+(0,3838 5,16|+|0,3347 Neprikazné
Inhibice
FR mg/I 297,35(%(23,9352 215,57(*(12,1645 Priikazné
FR/Protein i
5,31(%(0,3652 3,94|£|0,1939 Priikazné
mg/g
FRAP mg/l 28,78|%(1,3453 23,86|%(1,2819 Priikazné
FRAP/Protein
0,52|%|0,0244 0,44|%|0,0251 Priikazné
mg/g
ABTS vl 426,98|+|3,7974 424,58|+|2,5254 Neprikazné
ABTS/Protein i .
7,75|%|0,0443 7,82|%|0,0522 Neprikazné
my/g
Metalothionein
36,44|+(0,9034 34,92|+|0,8966 Neprikazné
yg/mg

V tabulce ¢islo 10 jsou zvyraznény statisticky vyznamné rozdily.
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6 ZAVER

V diplomové praci jsme zkoumali, zda ma vliv zkrmovani purpurové pSenice Konini na
antioxida¢ni aktivitu u laboratorniho potkana kmene Wistar albino. Dale srovnani
purpurové psenice Konini s béznou psenici odridy Bohemia. Krmny pokus probihal po
dobu &tyf tydnil v prostorach Ustavu vyzivy zvifat a picninafstvi. Potkani, krmeni
kontrolni pSenici, méli nepatrné vyssi pfirtstky zivé hmotnosti. Kone¢na hmotnost byla
vyssi a i celkova spotieba krmné smési byla vyss$i. Pro chemickou analyzu jsme
odebrali vzorky jater a krve. Hodnoty antioxida¢ni analyzy jsme méfili metodami
DPPH, FR, FRAP, ABTS. Hodnoty méfené z jater potkanid krmenych psenici Konini
byly sice mirné vyssi, ale rozdily nebyly prukazné. Z hodnot krve u metody FR a dale
FRAP byly prikazné rozdily. Hodnoty FR jsou u Konini vys$i o 27,5 % a FR
pfepocteno na gram proteinu o 25,9 %. Hodnoty naméfené metodou FRAP jsou o
17,1 % vyssi u pokusné skupiny krmené purpurovou pSenici Konini a po piepoc¢tu na
gram proteinu 0 15,7 % vyssi. Jatra potkanti krmenych psenici Konini byly prikazn¢ o
7 % leh¢i nez jatra kontrolni skupiny. U rozbort krve se antioxida¢ni aktivita barevné

pSenice potvrdila.
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