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Fenolické kyseliny v pSenicich s netradi¢ni barvou zrna

Souhrn

PSenice je vyznamnou obilovinou a jednou z hlavnich komponent lidské vyzivy.
V teoretické casti diplomové prace je uvedena stavba a chemické slozeni pSeni¢ného zrna.
Barevné odridy pSenic se vyznacuji vy$§im obsahem biologicky aktivnich latek, jako jsou
fenolické kyseliny, rostlinnd barviva a dal$i nutriéné vyznamné latky. Tyto latky jsou
charakteristické svymi antioxida¢nimi vlastnostmi, proto se ¢ast prace zabyva problematikou
antioxidacnich latek, volnych radikali a jejich pasobenim v organismu. V dal§i c¢asti
literarniho piehleduje uvedena klasifikace fenolickych sloucenin, zvlastni pozornost je
vénovana piedevsim fenolickym kyselindm (FK), jejich vyznamu pro rostliny, biosyntéze,
biologické dostupnosti a zdravotni prospésnosti pro ¢loveka, jakozto konzumenta.

Pro analyzu byla pouzita zrna osmi vybranych odrid pSenice (T.aestivum L.). Byly
sledovany rozdily mezi ¢tyfmi rGznymi typy zbarveni zrn. V jednotlivych odriidach byl
sledovan celkovy obsah FK, dale zastoupeni volnych, konjugovanych a vazanych forem
a profily odriid z hlediska zastoupeni FK. Obsah fenolickych kyselin byl stanoven pomoci
vysokou¢inné kapalinové chromatografie s detektorem diodového pole (HPLC/DAD).

Nejvétsi podil z celkového obsahu FK piedstavuji vazané formy (91,1 %), které jsou
pevné spojeny s riznymi komponentami bunécnych stén. V menSim mnozstvi se zde nachazi
formy konjugované (8,5 %) a volné (0,4 %). Ze vSech FK obsazenych v pSeni¢ném zrnu
je nejhojnéji zastoupena ferulova kyselina, ktera byla pievladajici kyselinou ve formach
vazanych (83,4 %) a volnych (46,7 %). V konjugovanych formach méla majoritni zastoupeni
sinapova kyselina (47,7 %).

Primérny celkovy obsah FK v modrych pSenicich &inil 763 pg.g? sus., zatimco
mnozstvi FK v purpurovych (715 pg.g? sus.) a Zlutych (714 pg.g? sud.) pSenicich bylo
srovnatelné se standardnimi ¢ervenymi pSenicemi (702 pg.g? sus.). Z naméfenych vysledki
vyplyva, Ze nejvétsi tendenci syntetizovat a ukladat FK maji pSenice s modrym aleuronem,
tato skutecnost vSak nebyla statisticky priikaznd. V ozimych pSenicich bylo ve srovnani
s jarnimi formami naméfeno vétsi celkové mnozstvi FK (732 oproti 697ug.g™? sus.), presto

ani tento rozdil nebyl statisticky vyznamny.



Kli¢ova slova: psenice jarni, pSenice ozima, purpurovy perikarp, modry aleuron, zluty
endosperm, standardni barva zrna, volné fenolické kyseliny, vdzané fenolické kyseliny,
HPLC-DAD



Phenolic acids in coloured wheat grain

Summary

Wheat is considered to be one of the most important crops in human nutrition.
Theoretical part of this work deals with the structure and chemical composition of wheat
kernel. Non traditional pigmented types of wheat are studied due to their contents
of biologically active compounds such as phenolic acids and natural pigments. Phenolic acids
(PA) come under very rife group of phenolic compounds that are well known for their
antioxidant properties, that is why antioxidants, free radicals and their mechanisms
of actuation in organism are discussed in this work. Further attention is aimed at the
classification of PA their importance for plants, biosynthesis, bioavailibility and health
benefits for humans as consumers.

The total content and profile of PA in four different coloured wheat varieties was
analysed using high performance liquid chromatography with diode array detection
(HPLC/DAD). Bound, conjugated and free PA were identified in wheat grains. The major
fraction (91.1%) was represented by the insoluble PA that are bound to the structural parts
of plant cell walls. Amounts of soluble conjugated (8.5%) and free (0.4%) PA were
significantly lower. The most abundant PA of bound (83.4%) and free forms (46.7%) was
ferulic acid. Conjugated form was predominantly represented by sinapic acid (47.7%).

The average total content of PA in wheat varieties with blue aleurone was 763 pg.g*
of dry matter (DM) whereas the amount of PA in purple (715 pg.g? DM) and yellow
(714 pg.g’* DM) wheat was comparable to standard red wheat (702 pg.g* DM). The measured
results show that the greatest tendency to synthesize and store PA have pigmented blue wheat
varieties, but this fact was not statistically conclusive.

Winter wheat had higher total content of PA compared to spring form (732 vs. 697
ng.gt DM), although this difference was not statistically significant.

Keywords: spring wheat, winter wheat, purple pericarp, blue aleurone, yellow endosperm,

conventional grain colour, free phenolic acids, bound phenolic acids, HPLC/DAD
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1 Uvod

Obiloviny provazeji clovéka prakticky po celou dobu jeho historického vyvoje
na planeté Zemi a jsou fazeny mezi nejstarsi kulturni plodiny péstované lidskou spole¢nosti.
Patticné zpracované obiloviny jsou povazovany za jeden z nejvyznamnéjSich zdroji energie
ve form¢ sacharidd, zejména kviili jejich vysoké spotiebé (67 kg/os./rok). S celosvétovou
ro¢ni produkcei 754,8 milionti tun, odhadovanou pro rok 2017 (FAO, 2017), patii pSenice mezi
nejdilezitéjsi a nejvice kultivované plodiny na svété. Kromé vyuziti pro lidskou vyzivu je
také vyznamnym krmivem hospodatskych zvirat.

BéZné pSenice maji nejcastéji Cervenou, nebo bilou barvu zrna. Vyjma téchto
tradi¢nich odrid existuji i pSenice Zluté, modré a purpurové, které se odliSuji typem a mistem
uloZeni rostlinnych pigmentt. Zluta barva obilek je zptisobena karotenoidy, zabarveni
modrych a purpurovych pSenic je tvofeno anthokyany. Barevné pSenice jsou procloveka,
mimo zdkladnich zivin, také potencidlné¢ vyznamnym zdrojem Siroké skaly biologicky
aktivnich latek (fenolickych kyselin, anthokyant, karotenoidi a mnoha dalSich skupin
nutrientil). Tyto slouceniny se vyznacuji zejména vysokou antioxidacni aktivitou, proto
se dostavaji do popiedi zajmu védct, Slechtiteli 1 vyrobcl potravin.

Antioxida¢nim latkdm jsou pficitany uCinky jako zpomaleni procesu starnuti
organismu, snizovani rizika vzniku nadorovych onemocnéni a zanéta, celkové posileni
imunitniho systému a mnoho dalSich uc¢inkt. Jelikoz jsou schopny snizovat troven vzniku
volnych radikdli nebo je prevadét na méné reaktivni ¢i nereaktivni formy, chrani lidsky
organismus pfed oxidacnim poskozenim. Vlivem stresu, koufeni a nedostatku pohybu,
Vv kombinaci s nedostateCnou konzumaci ovoce a zeleniny nestaci kapacita antioxidant(
v lidském téle na regulaci volnych radikal, proto je tieba pfijimat antioxidanty také z jinych
potravnich zdroji.

Vysokd prevalence civiliza¢nich chorob v populacich vyspélych statii spolecné
S modernimi vyzivovymi doporucenimi vede k rostouci poptdvce po nutricné hodnotnych
potravinach, vcetné celozrnnych pekérenskych vyrobkl ze starobylych neproslechténych
odrid (jednozrnka, dvouzrnka, aj.), ale i modernich "tradi¢nich" i1 "netradi¢nich", ¢imz

se otvira prostor pro uplatnéni barevnych odrtid psenic.



2 Cil prace

Hypotézy:
1. Vétsina fenolickych kyselin se vzrnech vyskytuje v nerozpustné vazané formé
2. Obsahy aslozeni fenolickych kyselin v pSenicich jsou zavislé na odradé
3. Barevné odrady pSenic obsahuji vice fenolickych kyselin ve srovnani s odrudami
konvenénimi

4. Ozimé pSenice obsahuji vice fenolickych kyselin ve srovnani s pSenicemi jarnimi

Cile:

1. Optimalizovat metodu extrakce volnych a vazanych forem fenolickych kyselin obsazenych
v zrnech psenice

2. Stanovit obsah a zastoupeni riznych forem fenolickych kyselin ve vybranych odradach
pSenice

3. Porovnat obsahy fenolickych kyselin v pSenicich s netradi¢ni barvou zrna s p$enicemi
konvenénimi

4. Porovnat obsahy fenolickych kyselin v pSenicich jarnich s pSenicemi ozimymi



3 Literarni reSerse

3.1 Vyznam obilovin

Z hotanického hlediska jsou obiloviny fazeny mezi jednodélozné cévnaté rostliny.
Vétsina znamych obilovin patii do ¢eledi Poaceae (lipnicovité), vyjimkou jsounapi. pohanka
z ¢eledi Polygonaceae (rdesnovité) nebo amarant z ¢eledi Amaranthaceae (laskavcovité),
které jsou fazeny mezi pseudoceredlie (Piihoda et al., 2004). Ze vSech rostlinnych zdroja
vyuzivanych pro lidskou vyZivu, jsou obiloviny zastoupeny nejvice. Konkrétné pSenice,
kukufice a ryZe tvoii zhruba 75 % svétové produkce obilovin. Obiloviny jsou kromé energie,
ve formé& Skrobu a proteind, zdrojem vitamint a minerdlnich latek. Pro lidskou vyzivu

se z obilovin vyuziva plod, kterému se fika zrno nebo také obilka (Koehler et Wieser, 2013).
3.1.1 PSenice seta (Triticum aestivum L.)

PSenice patfi mezi jednu z nejstarSich kulturnich plodin. Zacatky péstovani pSenice
sahaji daleko do historie a jsou spojeny se vznikem zeméd¢lstvi (Kent, 1994). Archeologické
nalezy, tykajici se péstovani puvodnich odrud pSenice - jednozrnky a dvouzrnky, pochazi
z doby kolem 8 000 let pf. n.I. (Ticha et Vyzinova, 2006). NejrozsifenéjS§im druhem ve svété
i u nas je pSenice seta (Triticum aestivum L.), ktera se zacala péstovat asi v 6. stoleti pt. n.l.
(Gajdosova et Sturdik, 2004). V soudasnosti je znamo n&kolik tisic riiznych druht
a kulturnich odrad rodu Triticum (Kent, 1994). Podle po¢tu sad chromozomui rozliSujeme
3 podskupiny — diploidni, tetraploidni a hexaploidni. Mezi diploidni pSenice patii plana
i kulturni forma pSenice jednozrnky (T. boeticum L., T. monoccocum L.). Do skupiny
tetraploidnich pSenic naleZi pSenice tvrdé (T. durum Desf.). Zasadni je skupina hexaploidnich
pSenic, kam je fazena pSenice seta (T. aestivum L.) a také pSenice Spalda (T. spelta L.)
(Zimolka et al., 2005). Z botanického hlediska se druh T. aestivum dé&li na ¢tyii variety podle
osinatosti klasu (osinaty a bezosinny) a podle barvy (Cervena a bild). Podle doby vysevu

rozliSujeme pSenice jarni a ozimé (Tiché et Vyzinova, 2006).
3.1.2 Stavba obilného zrna

Morfologicka stavba zrna rtznych druhli obilovin je téméf jednotna. Obilky se lisi
hlavné velikosti, tvarem a podilem dil¢ich vrstev, zastoupeni a pofadi danych vrstev je

ale stejné. Kazdé zrno sestava z obalovych vrstev, endospermu a klicku, hmotnostni pomér



téchto slozek je u jednotlivych obilovin rizny, v zavislosti na vnitifnich, ale hlavné vnéjsich
faktorech, jako jsou klimatické podminky, kvalita piidy, zptisob hnojeni a podobné¢.

Hmotnost obilky je z 8-14 % tvofena obalovymi vrstvami, které zrno chrani pted
mechanickym poskozenim, kratkodobym pusobenim Skodlivych latek a mikroorganismu
a pomahaji udrzovat rovnovahu vlhkosti zrna. Obalové vrstvy sestavaji z oplodi (perikarpu)
a osemeni (testy). Jsou nepropustné pro vétSinu organickych sloucenin, propustné jsou pro
vodu a za urCitych podminek také pro kyslik. Obalové vrstvy zrna jsou tvofeny hlavné
Z celulosy, pentosanli a mineralnich latek. Né&které obsahuji ve svych buiikach barviva, ¢imz
urcuji barevny vzhled obilky. Mezi obalovymi vrstvami a endospermem se nachazi
jednoducha mékéi aleuronova vrstva (Obrazek 1), obsahujici asi 30 % bilkovin, tuky,
vitaminy a mineralni latky (Pfihoda et al., 2004).

Az 85 % hmotnosti obilky tvofi endosperm, ktery obsahuje vice nez 70 % Skrobu
a az 15 % bilkovin, ze kterych, v ptipad¢ psenice a dalSich druhd obilovin, vznika pfi vyrobé
tésta lepek (Belderok et al., 2000). Obsah bilkovin je zde nizsi nez v kliccich a obalovych
vrstvach, dale je zde maly podil lipidi a mineralnich latek (Eliasson et al., 1993). Endosperm
zajistuje piisun zivin pro vyvoj klicku (Belderok et al., 2000) a pfti zpracovani obilnych zrn
predstavuje pfevaznou cast finalniho produktu, napt. mouky. Klicek reprezentuje nejmensi
cast obilky, u obilky pSenice tvoii pouze 3 % hmotnosti. Kromé jednoduchych cukrii obsahuje
bilkoviny, vitaminy rozpustné ve vodé (zejména vitamin B1) a vitamin E. Déle je zde
zastoupen vysoky obsah tuki, coz je pfi¢inou rychlé oxidace a nezddoucich enzymatickych
zmén, které zhorSuji senzorické vlastnosti vyrobkli z obilovin, proto je pifi mlynském

zpracovani kli¢ek ze zrna odstranovan (Ptihoda et al., 2004).



Obrazek 1. Podélny Fez pSeniénym zrnem. A — endosperm, B — perikarp (oplodi), C — testa (osemeni), D —
aleuronova vrstva, E — kli¢ek (Trojan et al., 2014b).

3.1.3 Chemické sloZeni pSeni¢ného zrna

Celkové slozeni riznych druhi obilovin je charakteristické vysokym obsahem
sacharidu a nizkym obsahem bilkovin. Obiloviny obsahuji 12-14 % vody, 65-75 % sacharidu,
7-12 % bilkovin a 2-6 % lipidi. Rdzné kultivary jednotlivych druhti obilovin vykazuji
variabilitu sloZeni (Eliasson et al., 1993). Tyto rozdily vyznamné ovliviiuji kvalitu vyrobka
z obilnych zrn (Koehler et Wieser, 2013).

3.1.3.1 Sacharidy

Autofi Goesaert et al. (2005) a Zeeman et al. (2010) uvadéji, Ze zrna obilovin obsahuji
66-76 % sacharidii, coz z nich déla nejhojnéji zastoupenou slozku. Nejvétsi podil sacharidi
tvoii skrob, u pSenice ¢ini primérné 59,6 %. Nejméné Skrobu obsahuji zrna ovsa (55,7 %),
nejvice ryze (74,1 %) (Belitz et al., 2009). Dale jsou zastoupeny arabinoxylany (1,5-8 %), B-
glukany (0,5-7 %), jednoduché cukry (~3 %), celulosa (~2,5%) a glukofruktany (~1 %).
Skrob, hlavni zasobni polysacharid obilovin, je dileZitou soucasti lidské stravy, jeho
specifické vlastnosti jsou zasadni pro strukturu mnoha potravin (Koehler et Wieser, 2013;
Goesaert et al., 2005; Zeeman et al., 2010). Skrob se vyskytuje pouze v endospermu, kde
je pfitomen v granulované formé. Obilné Skroby obvykle obsahuji 25-28 % amylosy a 72-
75 % amylopektinu (Koehler et Wieser, 2013). Pfi zahievu na uréitou teplotu, Skrobova zrna

ve vod¢ bobtnaji a v disledku rozpadu vodikovych mistkti mezi molekulami amylopektinu



aamylosy vytvaii Skrobovy maz. Snizovanim teploty dochazi k opétovnému formovani
vodikovych mistkl, coz zplsobuje prechod Skrobového gelu v krystalickou strukturu. Tento
déj, nazyvany jako retrogradace zasadné ovliviiuje texturu pekarenskych produktt (Primo-
Martin et al., 2007).

Neskrobové polysacharidy neboli vlaknina se nachazeji predev§im v bunécnych
sténach vnéjsich casti obalovych vrstev obilnych zrn (Blackwood et al., 2000). Obsah
vldkniny se zde pohybuje v rozmezi 2-13 %. V zrnech psenice je vlaknina zastoupena
z 13,3 %, podobné je tomu také u jeCmene (13,2 %). Nejmensi obsah vlakniny je v zrnech
ryzovych, kde zastupuje primérné pouze 2,2 % (Belitz et al., 2009). Nejvyznamngéjsi soucasti
neskrobovych polysacharida jsou hemicelulosy, pSeni¢né hemicelulosy jsou tvofeny pievazné
arabinoxylany. Déle jsou zastoupeny glukofruktany, celulosa a lignin.V souvislosti s lidskou
vyzivou je vlakniné piisuzovan pozitivni vliv na lidské zdravi, je spojovana se snizovanim
rizika chronickych onemocnéni, jako jsou kardiovaskularni onemocnéni, diabetes mellitus

druhého typu a nadory gastrointestinalniho traktu (Blackwood et al., 2000).

3.1.3.2 Proteiny

Pramérny obsah bilkovin obilnych zrn se pohybuje v relativné tizkém rozmezi 7-11 %,
existuji v8ak rozdily mezi jednotlivymi druhy i kultivary. Zrna pSenice mohou obsahovat
méné nez 6 %, ale i vice nez 20 % bilkovin, v zavislosti na genotypu a péstitelskych
podminkach. Obsah bilkovin pSeni¢nych obilek se nejcastéji pohybuje mezi 10-18 %
celkového obsahu susiny (Belderok et al., 2000). Proteiny jsou zastoupeny ve vSech ¢astech
obilky, jejich koncentrace v kazdé z téchto ¢asti se vSak lisi. Kli¢ek a aleuronova vrstva
mohou obsahovat vice nez 30 % bilkovin, endosperm zhruba 13 % a obalové vrstvy kolem
7% (Belitz et al., 2009). Sohledem na velikost jednotlivych oddili je vétSina bilkovin
ulozena v endospermu, ktery je zdrojem bilych mouk, ziskanych pifi mleti a prosivani
obilnych zrn.

Zastoupeni aminokyselin v bilych moukach vyrobenych z rtiznych obilovin je odlisné,
avSak pro vSechny je typickyvysoky obsah kyseliny glutamové, pievazné ve formé glutaminu
(15-31 %). V obilkach psenice, zita a je¢mene je hojné pfitomen také prolin (12-14 %). Mezi
dalsi vyznamné aminokyseliny obilnych zrn patfi leucin (7-14 %) a alanin (4-11 %). Proteiny
obsazené v obilovinach vSak nedosahuji nutricni hodnoty Zivocisnych bilkovin, pfedev§im
kvili nizkému obsahu nekterych esencidlnich aminokyselin, zejména lysinu (1,4-3,3 %),

tryptofanu (0,2-1 %), methioninu (1,3-2,9 %) a histidinu (1,8-2,2 %). Z tohoto davodu jsou



vyvijeny snahy o zvySeni obsahu téchto aminokyselin Gpravou péstitelskych podminek,
pomoci klasického $lechténi a genetického inzenyrstvi (Koehler et Wieser, 2013).

PSeni¢né proteiny jsou Klasifikovany, dle studie T. D. Osborna zroku 1907, na
zaklad¢ jejich rozpustnosti v riiznych rozpoustédlech na albuminy (rozpustné ve vode¢),
globuliny (rozpustné v solnych roztocich), prolaminy (rozpustné v 70% etanolu) a gluteliny
(Castecné rozpustné ve zfedénych roztocich kyselin nebo zésad) (Piihoda et al., 2004;
Belderok et al., 2000).

Albuminy jsou velikostné nejmensi pSeni¢né bilkoviny, nasleduji globuliny, naopak
prolaminy a gluteliny jsou sloZité bilkoviny o velké molekulové hmotnosti. VétSina
fyziologicky aktivnich proteinii pSeni¢nych zrn patii do skupiny albumint nebo globulini,
které jsou soustiedény ptevazné v obalovych vrstvach, aleuronu a klicku. Niz$i koncentrace
se nachazeji ve skrobovitém endospermu (Belderok et al., 2000). Albuminové a globulinoveé
bilkoviny maji specifické funkce, jako je enzymova aktivita, dale slouzi i jako inhibitory
nékterych enzymii a jsou zasadni pro strukturalni elongaci bilkovin (Kucek et al., 2015).
Albuminoveé a globulinové frakce pokryvaji piiblizné 25 % z celkového obsahu bilkovin
pSeni¢ného zrna. Zbylych 75 % tvoii prolaminové a glutelinové frakce nachazejici se zejména
v endospermu, jsou to zasobni proteiny, které rostlina vyuzivéa pii klic¢eni. Nemaji zadnou
enzymatickou aktivitu, ale maji zasadni funkci pti pekarenském zpracovani pSeni¢nych mouk,
v pSeni¢ném zrnu jsou zastoupeny piiblizné v poméru 2 : 3 (Belderok et al., 2000).

Prolaminové bilkoviny pSeni¢nych zrn, nazyvane gliadiny, jsou bohaté, co do obsahu
aminokyselin prolinu a glutaminu. Gluteniny jsou glutelinové polymerni proteiny, které
zajistuji pruznost a pevnost tésta, tim umoziuji pecCivu drzet tvar. Gliadiny a gluteniny
obsazené v pSenicnych zrnech maji schopnost vytvaret specificky gel, nazyvany lepek. Lepek
neni obsaZzen v nativnim zrnu ani v mouce, vznika az reakci gliadinti a gluteninti pii hnéteni
mouky svodou aza piitomnosti vzdusného kysliku. V pribéhu traveni potravy
Vv gastroinstestinalnim traktu, dochazi ke Stépeni jednotlivych pSeni¢nych proteint na Sirokou
Skalu rizné dlouhych peptidd. Nekteré typy téchto peptidl, vzniklych pii rozkladu lepku
a zvlasté pak lepku s vysokym obsahem prolinu, vytvati pevné, kompaktni struktury, které
mohou byt tézko stravitelné a u predisponovanych osob mohou vyvolat nezddouci imunitni

reakce (Arentz-Hansen et al., 2002).



3.1.3.3 Lipidy

Lipidy tvofi velkou artznorodou skupinu organickych sloucenin. Jejich
charakteristickou vlastnosti je nerozpustnost, nebo pouze omezena rozpustnost ve vodé.
Naproti tomu v organickych rozpoustédlech, jako je hexan, chloroform, aceton, benzen nebo
toluen jsou rozpustné velmi dobie. Do skupiny lipidi jsou fazeny tuky a oleje neboli
tzv. neutralni lipidy, dalsi podskupinou jsou polarni lipidy zastoupené hlavné fosfolipidy, dale
sem patii vosky, steroidy, lipofilni pigmenty a nékteré vitaminy. Kromé jiz zminénych,
se v obilovindch vyskytuji takeé lipidy vazané na jiné sloZky, napf. glykolipidy a lipoproteiny.

Neutralni lipidy jsou z chemického hlediska estery glycerolu a vysSich mastnych
kyselin, v ptirodé jsou zastoupeny predevsim triacylglyceroly. Rostlinné oleje jsou tvofeny
pievazné z nenasycenych mastnych kyselin, které snadno podléhaji oxida¢nimu zluknuti,
na rozdil od tukl zivocisSnych, ve kterych se vyskytuji pfevdzné nasycené mastné kyseliny
(Ptihoda et al., 2004).

V zavislosti na druhu obilovin a extrakéni metodé se primérny obsah lipidd pohybuje
od 1,7 do 7 %. Ovesné vlocky vykazuji, ve srovnani s pSenici a zitem, jejichz zrna maji pouze
kolem 2 %, vysoky obsah, tj. kolem 6-8 % lipidd. Lipidy obilnych zrn jsou uloZeny
predevsim v kliccich, v mensi mife pak v aleuronové vrstvé a velmi malé mnoZstvi
se vyskytuje také vendospermu. V klicku a aleuronové vrstvé jsou obsaZzeny hlavné
triacylglyceroly, v endospermu zejména fosfolipidy a glykolipidy. Lipidy obilnych zrn maji
podobné sloZeni mastnych kyselin, s nejvétS§im zastoupenim kyselin linolové (39-69 %),
olejové (11-36 %) a palmitové (18-28 %). Pseni¢na mouka obsahuje, v zavislosti na mife
extrakce, 0,5-3 % lipidd, z toho 65-78 % tvofi neutralni lipidy, 15-26 % fosfolipidy a 7-13 %
galaktolipidy (Hoseney, 1994). Podstatna ¢ast lipidi je béhem hnéteni vazana do struktury
pSeni¢ného lepku, proto ziejmé maji i pfes pomérné nizké kvantitativni zastoupeni v celkove

skladbé zrna, dulezitou roli pii tvorbé tésta (Pfihoda et al., 2004).

3.1.3.4 Vitaminy

Vitaminy jsou pestrou skupinou organickych latek, nezbytnych pro spravné fungovani
lidského organismu, ktery si je (aZ na vyjimky) neni schopen syntetizovat. Obiloviny jsou
dobrym zdrojem vitaminti skupiny B, zejména vitaminu Bl (thiaminu) a vitaminu B2
(riboflavinu). V psenici je pomérné hojné zastoupena také nikotinova kyselina a jeji amid.
Vitaminy, stejné tak i minerdlni latky, se vyskytuji zejména v klicku a obalovych vrstvach

obilnych zrn, naproti tomu endosperm je, co do jejich obsahu, pomérné chudy. V zavislosti na



stupni vymleti pfi vyrobé mouky, mize dojit K ubytku n€kterych vitamini o vice nez
polovinu puvodniho obsahu v obilce. V bilych moukach zustava podle stupné vymleti pouze
zhruba 10-20 % pocateéniho obsahu B vitamini obilného zrna (Ptihoda et al., 2004).
Ze statistik vyplyva, Zze u primérného konzumenta kryji obiloviny denni pottebu vitaminu B1
z 30 %, vitaminu B2 z 16 % a nikotinové kyseliny a nikotinamidu z 25 % (Prugar et al.,
2008). V pseni¢nych kliccich je zastoupen také vitamin E (tokoferol), pattici do skupiny
lipofilnich vitaminti (Piihoda et al., 2004).

3.1.3.5 Mineralni latky

Mineralni latky oznacujeme souhrnné jako popel, coz je anorganicky zistatek
po spaleni organického materidlu. Obsah mineralii v obilnych zrnech se pohybuje piiblizné
od1ldo 2,5%. Stejn¢ jako u vitamind, je nejvétsi podil mineralnich latek koncentrovan
Vv obalovych vrstvach, aleuronové vrstvé a klicku, nejméné jich je v endospermu. Nejveétsi ¢ast
popela tvoii oxid fosforecny, nejhojnéji zastoupenymi kovy jsou vapnik, hoicik a Zelezo,
mohou se zde objevovat i mineralni kontaminanty, hlavné t€zké kovy (Ptihoda et al., 2004;

Koehler et Wieser, 2013).
3.1.3.6 Biologicky aktivni latky pSenice

Vysledky fady studii prokazaly, ze zdravotni prospésnost celozrnnych vyrobkti mize
byt piipisovana zejména obsahu biologicky aktivnich latek obsaZenych Vv otrubach
a aleuronové vrstvé obilnych zrn. Mezi biologicky aktivni latky pSeni¢nych zrn jsou fazeny
nestravitelné polysacharidy, neboli vlaknina a fytochemikalie, jako jsou fenolické slouceniny,
kterym je diky silnym antioxidacnim vlastnostem v souc¢asné dobé vénovana velkéd pozornost.
Nejrozsitencj$i formou fenolii obsazenych v pSeni€nych zrnech jsou fenolické kyseliny
a flavonoidy (Zili¢, 2016). V psenici jsou dale obsazeny karotenoidy, fytosteroly, lignany
a tokoferol (Zuchowski et al., 2011).



3.2 Barevné odridy pSenice

Riizné druhy rostlin syntetizuji v jednotlivych fazich vyvoje fadu latek, které
zpusobuji charakteristické zabarveni rostlinnych pletiv, coz plati i pro obiloviny a jejich zrna.
Vétsina bézné péstovanych odrid psSenice ma Cervenou barvu zrna, méné Casté je zbarveni
bilé. Kromé téchto typl zabarveni existuji i tzv. barevné odriidy pSenice, mezi které patii
pSenice se zlutym endospermem, purpurovym perikarpem a modrym aleuronem (Obrézek 2)
(Martinek et al., 2006). Zluté zbarveni zpisobuji karotenoidy, které jsou shromazd’ovany
v endospermu. Modré a purpurové zbarveni zrna je zpuisobeno anthokyany, které se kumuluji
v oplodi a aleuronové vrstvé (Lachman et al., 2017).

Barevné odridy se vyznacuji vy$Sim obsahem pfirodnich pigmentd nez tradiéni
Cervené a bilé odrady pSenice. Tyto pigmenty, karotenoidy i anthokyany jsou charakteristické
svymi antioxida¢nimi vlastnostmi (Lachman et al., 2017; Martinek et al., 2006). N¢které
studie zabyvajici se slozenim zrna netradi¢né zbarvenych odrud psenice povrdily zvySenou

koncentraci biologicky aktivnich latek ze skupiny fenolickych sloucenin (Heim et al., 2002;

Zhang et al., 2018).

Obrézek 2. Barvy zrna vybranych vzorki pSenice: a — ¢ervené zrno (odrida Bohemia), b — bilé zrno
(odruda Novosibirskaya 67), ¢ — zrno se Zlutym endospermem (odrida Citrus), d — zrno se Zlutym
endospermem (odrida Bona Vita), e — zrno s purpurovym perikarpem (odrida Purple Feed), f — zrno
S purpurovym perikarpem (odrida Purple), g — zrno s modrym aleuronem (odriuda UC66049), h — zrno
Smodrym aleuronem (odrida Thatcher Blue), i — zrno S modrym aleuronem (odrida Skorpion)
(Lachman et al., 2017).

3.2.1 Cervené a bilé zbarveni

Cervené zbarveni obilky je podminéno alespoii jednou ze tif dominantnich alel ti
dominantnich genti R-1, lokalizovanych na chromozomech 3A, 3B a 3D (respektive R-Al, R-
B1 a R-D1). Tyto alely jsou oznacovany R-Alb, R-B1lb, R-D1b. Jediny lokus s exprimujici
dominantni alelou postacuje pro Cervené zbarveni. Mira ¢erveného zbarveni je dana poctem

dominantnich alel. Bilé zbarveni je fizeno recesivnimi alelami R-Ala, R-Bla a R-Dla,
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pfitomnymi ve viech tiech lokusech. Cerveny pigment je tvofen derivaty katechinu,
katechintaninu a protoanthokyanidiny, které vznikaji v procesu biosyntézy flavonoidt (Himi
et Noda, 2005; Lachman et al., 2017). Vyskyt téchto latek je spojovan s vy$§im zastoupenim
fenolickych sloucenin, predevSim tanint, které zpisobuji hotkou chut’, lepsi odolnost zrna
cervenych pSenic k poristani a v neposledni fad¢ maji silné antioxidacni vlastnosti. Odridy
pSenice s bilym zbarvenim uvedené latky neobsahuji, coz je divodem pfirozené sladkosti

bilych zrn (Mares et al., 2005; Martinek et al., 2006).
3.2.2 Zluté zbarveni

Barva obilek vybranych odrtid psenice je ovlivnéna pfitomnosti karotenoidti (Martinek
et al., 2006). Zlutou barvu endospermu maji obvykle tvrdé tetraploidni pSenice, vyrazné Zluté
jsou také diploidni pSenice (jednozrnky), mén¢ vyrazné zabarveni maji i nékteré hexaploidni
pSenice. Zluté zbarvent je fizeno dvéma lokusy Psyl a Psy2, které jsou lokalizovany na 5. a 7.
skupin€ homolognich chromozomi (Lachman et al., 2017).

Karotenoidy jsou zluté, oranzové, méné Casto také zlutozelené nebo Cervené pigmenty,
které patii do skupiny tetraterpenoidi a lze je délit do dvou hlavnich skupin, na karoteny
a xanthofyly. Xanthofyly na rozdil od karoteni obsahuji ve své molekule kyslik. Mezi
xanthofyly fadime mimo jiné lutein a zeaxanthin, coZ jsou nejhojnéji se vyskytujici
karotenoidy v obilkach pSenice se zlutym zbarvenim. Tyto pigmenty jsou obsazeny zejména
vV endospermu, ktery se vymild do mouky, proto ovliviiuji i zabarveni hotovych pekarenskych

vyrobku (Howitt et Pogson, 2006).
3.2.3 Modré zbarveni

Ktizenim pSenice s pfibuznymi planymi druhy Thinopyrum ponticum a Triticum
monococcum byla v prvni poloviné 20. stoleti vyslechténa pSenice seta s modrymi obilkami.
Linie modrych pSenic maji do chromatinu vnesené geny Bal a Ba2, lokalizované
na chromozomech 4A a 4B. Modra barva je zplsobena pfitomnosti anthokyani, jejichz
biosyntéza je témito geny fizena. Anthokyanova barviva jsou u modrych pSenic lokalizovana
Vv aleuronové vrstvé (Obrazek 3) (BureSova et al., 2015; Lachman et al., 2017).

U modrych pSenic byly pomoci vysokotéinné kapalinové chromatografie (HPLC)
detekovany anthokyany delfinidin-3-glukosid, kyanidin-3-glukosid, delfinidin-3-rutinosid
a kyanidin-3-rutinosid. Bylo zjisténo, ze nejvétsi zastoupeni ma delfinidin-3-glukosid, ktery

umodrych psenic zaujima pftiblizné 69 % z celkového podilu anthokyand. Nasleduje
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kyanidin-3-glukosid, jenz se na celkovém obsahu podili z 24 % (Abdel-Aal et Rabalski,
2008). Oproti bézné psenici, vykazuji linie s modrym aleuronem vyrazné vys$$i hladiny
anthokyanti (BureSova et al.,, 2015). V porovnéni s purpurovymi odrudami je stabilita
pigmentli modrych pSenic, v disledku jejich umisténi v aleuronové vrstveé lepsi, nebot’ je

chranéna vrstvami obalovymi (Garg et al., 2016).

Obrazek 3. P¥i¢ny Fez obilkou s modrym aleuronem (genotyp Tschermaks Blaukdrniger Sommerwiezen),
méFitko 200 pm. P - perikarp, T - testa, A - aleuronova vrstva, E - endosperm (Trojan et al., 2014a).

3.2.4 Purpurové zbarveni

Purpurové zbarveni obilek je fizeno geny Pp, které byly do hexaploidnich odrad
pSenic (Triticum aestivum L.) pieneseny z fialovych tetraploidnich pSenic pochazejicich
z n¢kolika oblasti vychodni Afriky (Martinek et al., 2006). Pigmenty zptsobujici purpurovou
barvu se nachazeji v povrchovych vrstvach zrna, konkrétné v perikarpu (Obrazek 4).

Pro tyto odridy je charakteristicky vysoky obsah anthokyani, které se zde vyskytuji
predevsim ve formé kyanidin-3-glukosidu, kyanidin-3-rutinosidu a kyanidin-sukcinyl-
glukosidu. Pfevladajicim anthokyanem je kyanidin-3-glukosid (Knievel et al., 2009). Fialové
zbarveni miize mit riznou intenzitu od svétlej$i hnédo purpurové az po syté€ purpurovou, ktera
milZze vypadat téméf jako Cernd. Rozdily v intenzité barev mohou byt ovlivnény genetickymi
faktory, ale také podminkami vnéjSiho prostfedi, zejména teplotou a svétlem (Zeven, 1991;

Trojan et al., 2014a).
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Obrazek 4. Pfi¢ny Fez obilkou s purpurovym perikarpem (genotyp ANK — 28B), méfitko 200 pm. P -
perikarp, T - testa, A - aleuronova vrstva, E - endosperm (Trojan et al., 2014a).

Geny, lokalizované na chromozomech (Obrazek 5; Tabulka 1), podmifiuji zbarveni
ruznych odrid, které je zptisobeno pifitomnosti latek s antioxida¢ni aktivitou. Kombinovanim
genotypu, lze vytvaret odridy s vy$sim antioxidaénim G¢inkem (Martinek et al., 2006). Lze
predpokladat, ze dlouhodobé;jsi zkrmovani téchto odrid hospodarskymi zvitaty, by mohlo mit
pozitivni vliv na jejich zdravi i na zdravi lidi (Knievel et al., 2009). Vyzkumy provadéné
na laboratornich potkanech, prokdzaly vyssi hodnoty antioxidacni aktivity v jatrech potkanti
krmenych purpurovou pSenici ve srovnani s kontroloni skupinou, ktera byla krmena béznou

pSenici (Karasek et al., 2014).
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Obrézek 5. Chromozomy hexaploidni psenice (Trojan, 2014).
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Tabulka 1. Geny odpovédné za zbarveni obilek a jejich umisténi a aktualni znaceni (upraveno dle Trojan,
2014).

CHROMOZOM OZNACENI GENU
Cervena barva

3AL R-Al

3BL R-B1

3DL R-D1
Purpurova barva

2A Pp3a, Pp3b
6A Pp2

7D Pp-D1
Modra barva

4A Ba2

4BS Bal

Zluta barva

5A Psy2-Al
5B Psy2-B2
TAL Psyl-Al
7BL Psyl-B1
7DL Psyl-D1

3.3 Antioxida¢ni aktivita

Antioxidanty mohu byt definovany jako latky, které pokud jsou pfitomny Vv nizkych
koncentracich ve srovnani s oxidovatelnym substratem, vyrazné¢ zpomaluji nebo inhibuji
oxidaci tohoto substratu (Antolovich et al., 2002; Halliwell et al., 1995; Sies, 1997).
Antioxidacni aktivita téchto latek spocivd v ochrané struktur a funkci fady chemickych
slou¢enin vyskytujicich se v Zivych organismech, jako jsou polynenasycené mastné kyseliny
lipoproteinit bunéénych membran, nckteré nukleové kyseliny a dalsi, dale v udrzovani
fyziologické rovnovahy mezi ptvodci oxida¢nich zmén a antioxidanty a ve stimulaci tvorby
a aktivity vnitfnich antioxidantt (Zloch et al., 2004).

Buiiky jsou chranény proti oxida¢nimu stresu systémem vzijemné pusobicich
antioxida¢nich enzymu (Davies, 1995), ale také neenzymatickymi substraty. Mezi
neenzymatické substraty jsou fazeny endogenni antioxidanty, napf. lipoova a mocova
kyselina, glutathion a koenzym Q, dale ptirodni latky s antioxidaénimi uéinky, jako jsou

fenolické kyseliny, flavonoidy, karotenoidy, askorbova kyselina (vitamin C), retinol
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(vitamin A) a tokoferoly (vitaminy skupiny E). Antioxidac¢ni vlastnosti maji také nékteré
biomolekuly, jako feritin a transferin. Diky své schopnosti vazat ionty zeleza piedchazi
zahajeni radikalové fetézové reakce (Sies, 1997).

Na zédklad¢ chemické struktury mohou byt antioxidacni latky fazeny mezi fenolické
slouceniny (fenolkarboxylové kyseliny, flavonoidy, anthokyany a kumariny), karotenoidy
(prekursory vitaminu A de¢lici se na karoteny a xanthofyly) a tokoferoly. DalSimi latkami
se silnou antioxida¢ni aktivitou jsou vitamin C a selen (Lachman et al., 2000; Lachman et al.,
2005).

Vyskytu antioxida¢nich latek v potravinach a jejich biologické ucinnosti je v souc¢asné
dob€ vénovana velkd pozornost (Zloch et al., 2004). Bylo prokazano, ze antioxida¢ni latky
zabranuji, nebo alespon zpomaluji peroxidaci lipidi, coZ je jedna z hlavnich pfi¢in zhorSovani
kvality potravin a farmaceutickych produkti v pribéhu jejich zpracovani a skladovani
(Gilgin, 2012). Vysledky fady studii prokazuji, ze dostatecné velky, pestry a pravidelny
piijem antioxidanti pfimo souvisi s vétSi odolnosti organismu proti fadé¢ chronickych
onemocnéni (Adom et al., 2003; Gllgin, 2012; Halliwell, 1996; Liu, 2007; Thompson, 1994;
Zloch et al., 2004).

3.3.1 Oxidaéni stres

Oxidace je reakce, pii které dochazi k ptenosu elektrond z jednoho atomu na jiny,
je nezbytnou soucasti latkové vymény v lidském organismu a celého aerobniho zivota. Kyslik
je kone¢nym akceptorem elektronii v elektronovém transportnim fetézci, pti kterém dochazi
k tvorbé energie ve formé adenosintrifosfatu (Racek et Holecek, 1999), proto je tvorba
kyslikovych radikalti v prabéhu aerobniho metabolismu nevyhnutelna (Platenik, 2009). Jako
oxidaéni stres je oznaCovan stav, kdy je v organismu narusena rovnovaha oxida¢nich
a antioxidac¢nich agens, ve prospéch ¢initeli oxida¢nich (Sies, 1997).

Zivotaschopnost bunék ve velké mife zavisi na oxidaénim metabolismu, pii kterém
mohou vznikat, jako vedlejsi produkty, volné radikdly a dalSi reaktivni formy kysliku,
zpusobujici oxida¢ni zmény. Pti nadbytku volnych radikald vzniklych v organismu, mtze
dochézet k pietizeni enzymii antioxidaéni ochrany a k destruktivnim bunéénym d&jim (napft.
apoptoze) prostfednictvim oxidace lipidi bunéénych membran, bunécnych bilkovin, DNA
(deoxyribonukleové kyseliny) a enzymil podilejicich se na bunééném dychdni, ¢imz miize

dojit k jeho zastavé (Antolovich et al., 2002).

15



Volnym radikalim, zejména jejich vlivu na rozvoj fady onemocnéni, je vénovana
velka pozornost. V soucasné dobé roste pocet civilizaénich chorob souvisejicich s pisobenim
volnych radikala (Paulova et al., 2004). Oxida¢ni poskozeni biomolekul, jako jsou bilkoviny,
DNA a membranové lipidy je jednim 2z duvodu patogeneze mnoha zanétlivych
a degenerativnich onemocnéni, jako je ateroskleréza, rakovina, kardiovaskularni choroby
anemoci dychacich cest (Platenik, 2009; Zhou et Yu, 2004). Oxidace je také jednou
Z hlavnich pfi¢in chemického znehodnoceni potravin, nasledkem ¢ehoz dochazi ke zluknuti
tuk® anebo zhorSeni kvality vyzivové hodnoty, barvy, chuti, textury a zdravotni nezavadnosti
potravin (Shahidi et al., 1992).

3.3.2 VolIné radikaly

Volnymi radikaly jsou nazyvany atomy, molekuly nebo ionty, které maji ve svém
elektronovem obalu jeden nebo vice neparovych elektroni ajsou schopny, alespon
kratkodobé, samostatné existence (Racek et Holecek, 1999; Giilgin, 2012). Z molekul, jejichz
orbitaly jsou obsazené¢ dvéma elektrony, mohou volné radikaly vznikat oxidaci, pti které
dochazi ke ztraté jednoho -elektronu, redukci, kdy je elektron naopak ptidan, nebo
homolytickym S§tépenim kovalentni vazby, za dodéni velkého mnozstvi energie, pii kterém
kazdy ze vzniklych fragmentii ziska jeden neparovy elektron. Pokud je pocet protona
obsazenych v atomovych jadrech radikalu ve shodé s poctem elektronti v orbitalech,
je radikal neutralni, pfevazuje-li pocet protond ¢i elektront, je radikal kladné nebo zaporné
nabity ion (Stipek, 2000).

Volné radikaly jsou velmi reaktivni a nestabilni, maji totiz tendenci ziskat chybéjici
elektron bud’ vazbou na jinou strukturu, nebo odebranim ¢i dodanim elektronu jiné molekule.
Mohou reagovat s jinymi volnymi radikaly, nebo také s intaktnimi molekulami, ¢imz dochazi
ke vzniku dalSich volnych radikalt, tento proces pak pokracuje jako fetézova reakce.
Retézové reakce volnych radikali nasledné vedou ke zménam ve struktuie bundk, coz miize
mit za nasledek zavazné poskozeni tkani nebo i celych organti (Racek et Holecek, 1999;
Paulova et al., 2004). Ukonceni radikalové reakce mize nastat tehdy, dojde-li k reakci dvou
radikali, jejich neparové elektrony se pak spoji, ¢imz vznikne molekula se stabilni
elektronovou konfiguraci, tento d&j je oznacovan jako terminace radikalové reakce. Nekteré
volné radikaly se v organismu objevuji fyziologicky v pribéhu metabolickych piemén, jiné

vznikaji nebo se zvySuje jejich mnozstvi pii vystaveni organismu psychické nebo fyzické
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Zatézi, napf. stresu, nemoci, kouteni atd. (Stipek, 2000). Organismy mohou volné radikéaly

Nejvyznamnéjsi jsou volné radikaly kysliku a dusiku, ze kterych mohou déle vznikat
jiné reaktivni latky, které vSak jiz neparovy elektron nemaji (peroxid vodiku, kyselina
chlornd). Tyto latky a volné radikaly se spole¢né oznacuji jako reaktivni formy kysliku nebo
dusiku (Gulgin, 2012; Paulova et al., 2004; Racek et Holecek, 1999).

Mechanismy obrany organismu proti nezddoucim zméndm, které jsou zpisobeny
volnymi radikaly, jsou zajistovany pisobenim antioxida¢nich latek (Antolovich et al., 2002;
Racek et Holecek, 1999; Paulova et al., 2004). Strategie antioxida¢ni ochrany mize byt
formulovdna jako pfeména reaktivnich forem na méné Skodlivé produkty, ¢imz dochéazi
ke snizeni rizika poskozeni organismu (Sies, 1997). K eliminaci negativnich G¢inkd volnych
radikalt mize napomahat vyssi pfijem exogennich antioxidantli, coz mizZe byt divodem pro
vzristajici tendenci hodnoceni antioxida¢nich vlastnosti ptirodnich latek a rostlinnych
extrakti (Paulova et al., 2004). Vysledky fady studii prokazaly, Ze pSeni¢na zrna obsahuji
vysoké koncentrace antioxidantd (Beta et al., 2005; Liyana-Pathirana et Shahidi, 2007; Zhang
et al., 2018; Zhou et Yu, 2004).

3.4 Fenolické slouc¢eniny

Fenolické slouéeniny patii, spoleéné s alkaloidy a isoprenoidy, mezi sekundarni
metabolity rostlin. Vznikaji v pribéhu vyvoje rostlin,v disledku jejich interakce S vnéj$im
prostiedim (Giilgin, 2012; Stalikas, 2007). Koncentrace fenolickych slouéenin v jednotlivych
Castech rostlin se vyrazné lisi. Tyto latky v rostlinném organismu zastavaji fadu specifickych
funkci, napf. strukturalni a ochranné. Rostlinné fenoly mohou plnit funkci signalnich
molekul ¢i elektronovych pienasect, dale se mohou podilet na lakani opylova¢t nebo
chranit rostlinu pfed UV zafenim a dal$imi vlivy vnéjsiho prostfedi (Mandal et al., 2010;
Stalikas, 2007).

Jako soucast veétSiny rostlinnych materiali vcéetné¢ potravinaiskych produkth
rostlinného puvodu, jsou povazovany za nedilnou slozku potravy lidi i zvitat (Gilgin, 2012;
Robbins, 2003; Shahidi et Naczk, 2003). Je znamo asi 8 000 piirozené se vyskytujicich
fenolickych latek (Croteau et al., 2000), vsechny maji spole¢ny zakladni strukturalni rys,
kterym je aromaticky cyklus s navazanou alespon jednou hydroxylovou skupinou, tzv. fenol
(Balasundram et al., 2006; Croteau et al., 2000; Scalbert et al., 2002).
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3.4.1 Rozdéleni fenolickych slou¢enin

Chemicka struktura fenolickych slou¢enin se rizni, existuji jako jednoduché molekuly
i jako komplexni polymery. V zavislosti na po¢tu fenolovych subjednotek, piitomnych
v chemické struktufe, mohou byt fenolické latky klasifikovany na jednoduché fenoly,
obsahujici pouze jeden aromaticky kruh a polyfenoly (Clifford, 2001). Polyfenoly obsahuji
alespont dvé aromatickd jadra s navdzanymi hydroxylovymi skupinami, fadi se mezi
né flavonoidy se dvéma a taniny, které maji téi a vice fenolovych podjednotek (Robbins,
2003). Strukturalni rozmanitost je divodem rozdilného stupné biologické dostupnosti téchto
latek. Jednoduché fenolické latky, jako napft. kyseliny ferulova, kavova, gallova a dalsi, jsou
mnohem snaze vstiebavany skrz stievni sténu, na rozdil od slozitéjsich molekul, jako jsou
protoanthokyany, nebo strukturni polymery (napf. lignin a kutin), které lze vstfebat velmi
obtizné (Brandolini et al., 2013; Scalbert et al., 2002). Fenolické slouceniny zahrnuji Sirokou
Skalu molekul, které mohou byt podle stavby uhlikatého fetézce (poctu uhlikti a jejich
vzajemnych vazeb), déleny do nekolika skupin (Tabulka 2) (Balasundram et al., 2006;
D’Archivio et al., 2007). Za nejvyznamnéjsi fenolické slouéeniny vyskytujici se v lidske

stravé jsou povazovany fenolické kyseliny, flavonoidy a taniny (King et Young, 1999).

Tabulka 2. Déleni fenolickych latek rostlin dle chemické struktury (upraveno dle Balasundram et al.,
2006).

skupina zakladni struktura
jednoduché fenoly, benzochinony Cs
fenolické (hydroxybenzoové) kyseliny CeCs
acetofenony, fenyloctové kyseliny CeC:
fenolické (hydroxyskoticové) kyseliny, fenylpropanoidy Ce—Cs
(kumariny, isokumariny, chromony, chromeny)

naftochinony CeCs
xanthony Ce—C1—Cs
stilbeny, antrachinony Ce—C»Cs
flavonoidy, isoflavonoidy Ce—C3Cs
lignany, neolignany (Cs—Cs3)2
biflavonoidy (C6—C3—Ce)2
ligniny (Cs—C3)n
kondenzované taniny (protoanthokyanidiny) (C6—C3—Ce)n

18



3.4.2 Flavonoidy

Flavonoidy ptedstavuji nejrozsahlejsi skupinu ptirozené se vyskytujicich rostlinnych
fenolickych latek, v soucasné dobé je znamo zhruba 6 000 flavonoidnich sloucenin
(Balasundram et al., 2006; King et Young, 1999; Wang et al., 2017). Zéakladni strukturu
flavonoid tvoifi flavanové jadro neboli flavan. Flavan je tvofen patndcti atomy uhliku
uspofadanymi do tfech kruhd, které jsou oznacovany pismeny A, B a C (Obrazek 6 ) (Gulgin,
2012). Tato struktura, odvozena od difenylpropanu, je tvofena dvéma benzenovymi kruhy (A
a B), které jsou spojeny tii uhlikatym alifatickym fetézcem, uspotfadanym nejcastéji do formy
pyranového kruhu (C). Vétsina piirozené se vyskytujicich flavonoidnich latek se vyskytuje
ve form¢ O-glykosidl. Ve své molekule obsahuji sacharidovou slozku (glykon), kterou
je casto D-glukosa, mize byt vSak zastoupena L-rhamnosou, galaktosou, arabinosou, nebo
polyfenolem ligninem. Na cukernou slozku je pomoci kyslikového mistku (glykosidickou
vazbou) vazan aglykon (Havsteen, 1983).

Podle hydroxylovych a ketonickych skupin substituovanych na zakladni strukturu jsou
flavonoidy déleny do nékolika podskupin, tato klasifikace se vSak u jednotlivych autora riizni
(Cook et Samman, 1996; Dai et Mumper, 2010; D’Archivio et al., 2007; Halbwirth, 2010;
Heim et al., 2002). King et Young (1999) d¢li flavonoidy na anthokyanidiny a anthoxanthiny.
Anthoxanthiny zahrnuji flavony (napf. apigenin a luteolin), flavonoly (napf. kvercetin,
myricetin a rutin), flavanony (napf. hesperidin a naringenin), flavanonoly, isoflavony, flavan-
3-oly (katechiny), flavan-3,4-dioly (leukoanthokyanidiny) a jsou to bezbarvé, bile ¢i slabé
zluté zbarvené latky. Anthokyanidiny jsou aglykony anthokyanovych barviv, které zptsobuji
cervené, modré a purpurové zbarveni nékterych odrid obilovin, stejné jako mnoha druha
ovoce a zeleniny. U barevnych odrid pSenice, byva nejcastéjsim aglykonem Kkyanidin,
delfinidin, dale pelargonidin a malvidin (Havrlentova et al., 2014).

V rostlinnych organismech jsou flavonoidy syntetizovany fenylpropanoidovou drahou.
Jejich biosyntéza vychazi z fenylalaninu, ktery je pomoci Sikimatové metabolické drahy
transformovan pies skoficovou kyselinu na p-kumarovou kyselinu. P-kumarova kyselina
nasledné plisobi jako inicia¢ni kyselina pro kondenzaci octové kyseliny, coz vede ke vzniku
polyketidu, poté dochazi k navazujicim pteménam vzniklé struktury. Reakci p-kumaryl-CoA
(koenzymu A) se tfemi molekulami malonyl-CoA a pisobenim enzymu chalkon synthasy
vznikd meziprodukt biosyntézy flavonoidd — chalkon. Néslednym plsobenim enzymu
chalkon isomerasy ptechdzi tento meziprodukt na flavanon, jenz tvoii zdklad nezbytny pro

syntézu tady flavonoidu (Gulgin, 2012; Wang et al., 2017).

19



Jejich antioxidaéni aktivita spoCiva ve schopnosti reagovat s volnymi radikaly,
pricemz flavonoidy ptisobi jako donoti vodiku. V zavislosti na chemické struktuie flavonoida,
zejména na pozici a poétu hydroxylovych skupin, se 1isi i jejich antioxida¢ni schopnosti, ¢im
vice jsou hydroxylovany, tim vice vodikovych atomi mohou poskytnout volnym radikalim
atim je jejich antioxidacni aktivita vétsi (Zhang et al., 2017). Hlavnim zdrojem flavonoidt

pro ¢lovéka jsou obiloviny, ovoce a zelenina (Wang et al., 2017).

Obrazek 6. Z4akladni struktura flavonoidi (Cook et Samman, 1996).

3.4.3 Fenolické kyseliny

Mezi fenolické kyseliny jsou fazeny fenolické latky, které ve své struktufe obsahuji
fenolicky kruh a alesponi jednu karboxylovou funkéni skupinu (Goleniowski et al., 2013;
Robbins, 2003). Fenolické kyseliny jsou pfitomny téméf ve vSech potravinach rostlinného
puvodu, které predstavuji znacnou Cast lidské stravy. Zastupuji témét jednu tfetinu fenola
vyskytujicich se v potravinach a jsou spojovany s organoleptickymi, nutri¢nimi
a antioxida¢nimi vlastnostmi potravin (Shahidi et al., 1992).

Fenolické kyseliny se v rostlinach mohou vyskytovat ve tiech formach:
e VvolIné, rozpustné,
e konjugované s nizkomolekularnimi slou¢eninami, rozpustné,
e vazané na polymery obsaZzené v buné¢nych sténach, nerozpustné (Gao et al., 2017,

Goleniowski et al., 2013; Laddomada et al., 2015; Stalikas 2007; Zhang et al., 2018).

Vétsina fenolickych kyselin je vazana prostfednictvim esterovych, etherovych nebo

acetalovych (glykosidickych) vazeb ke strukturdlnim soucastem rostlin (celulose, proteintim,

vvvvvv

konjugované s mensimi organickymi molekulami mohou byt sdruzeny napi.s cukry

(glukosou), organickymi kyselinami (maleinovou, chinovou, nebo tartarovou kyselinou),

20



¢is jinymi piirodnimi latkami (napf. terpeny, steroly). Pouze minoritni podil rostlinnych
fenolickych kyselin existuje ve volné formé. Volné fenolické kyseliny mohou byt u obilnych

zrn nalezeny ve vnéj$i vrstvé perikarpu (Gao et al., 2017; Kim et al. 2006; Zhang et al., 2018).

3.4.3.1 Rozdéleni fenolickych kyselin

Zakladem chemické struktury téchto sloucenin je aromaticky kruh, v némz je alespon
jeden vodik substituovan hydroxylovou skupinou (Heleno et al., 2015; Rice-Evans et al.,
1996). V zavislosti na poctu uhlikti v postrannim fetézci navazaném na fenolicky kruh, mohou
byt fenolické kyseliny déleny do tfech skupin. Nejvyznamnéj$i jsou kyseliny nalezici
do skupiny se zékladni strukturou Ce—Cz (derivaty hydroxyskoficové kyseliny; Obrazek 7)
a Ce—C1 (derivaty hydroxybenzoové kyseliny; Obrazek 8). Tieti skupinu tvofi fenyloctové
kyseliny se zékladni strukturou Ce—C,. Pfestoze zakladni uhlikaty fetézec zlstava stejny, lisi
se jednotlivé fenolické kyseliny poctem a umisténim hydroxylovych skupin na aromatickém
kruhu (Goleniowski et al., 2013).

Derivaty hydroxybenzoové kyseliny jsou v lidské stravé zastoupeny velmi malo,
fadime knim kyseliny p-hydroxybenzoovou, gallovou, ellagovou, syringovou,
protokatechovou a vanilovou (D’Archivio et al., 2007; Goleniowski et al., 2013; Laddomada
et al., 2015). Nejvétsi vyznam maji kyseliny gallova, nachazejici se ve viné a Cajovych
listcich a ellagova, ktera je obsazena v bobulovitém ovoci, jako jsou jahody a maliny (King et
Young, 1999).

Fenolické kyseliny odvozené od hydroxyskoficové kyseliny jsou Vv potravinach
a obilovinach. Patfi mezi né kyseliny kavova, chlorogenova, sinapova, p-kumarova
a ferulova (D’ Archivio et al., 2007; Goleniowski et al., 2013; Robbins, 2003). Derivaty
hydroxyskoticové kyseliny se vyskytuji pievazné glykosylované nebo jako estery
organickych kyselin, jako jsou kyseliny chinova, Sikimova a tartarova (Shahidi et Naczk,
2003). Dale mohou byt esterovou vazbou spojeny s mono- nebo disacharidy, ¢i riznymi
polymery. Mohou se také vyskytovat jako amidy (vazané na aminokyseliny nebo aminy).
Nejéastéji piirozené se vyskytujicimi hydroxyskoficovymi kyselinami jsou kyseliny kavova
a chlorogenova (Goleniowski et al., 2013). Chlorogenova kyselina je nizkomolekularni
rozpustny ester kyselin kdvové a chinové, ve vysokych koncentracich se vyskytuje v kavé

a riznych druzich ovoce (Heleno et al., 2015).
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Hydroxvskoricové kyseliny

Nazev R1 R R3 Rs
o0-kumarova OH H H H
m-kumarova H OH H H
p-kumarova H H OH H
Ferulova H OCHsz OH H
Sinapova H OCH; OH OCHgs
Kavova H OH OH H

Obrazek 7. Struktura nékterych hydroxyskoficovych kyselin (upraveno dle Li et al.,2008).

Hydroxybenzoové kyseliny

H O Nazev R: R2 Rs R4
5 OH Benzoova H H H H
" . p-hydroxybenzoova H H OH
R Vanilova H  OCH; OH H
’ Gallova H OH OH OH
Protokatechova H OH OH H
Syringova H OCH; OH  OCHs;
Salicylova OH H H H

Obrézek 8. Struktura nékterych hydroxybenzoovych kyselin (upraveno dle Li et al., 2008).

3.4.3.2 Vyznam pro rostliny

Fenolické kyseliny vznikaji b&hem rustu rostlin, které jejich tvorbou reaguji
na stresové podminky. V ptirodé jsou syntetizovany rostlinami a houbami z divodu ochrany
pfed vnéjSimi vlivy - UV zafenim, hmyzem, viry a bakteriemi, plsobi jako fungicidy
a bakteriostatika (Brandolini et al., 2013; Goleniowski et al., 2013; Heleno et al., 2015;
Mandal et al., 2010; Robbins, 2003; Zhang et al., 2018). Vyznam fenolickych kyselin je
spojovan s mnoha rozlicnymi funkcemi, zahrnujicimi pfijem zivin, syntézu bilkovin,
enzymatickou aktivitu, fotosyntézu ¢i strukturni a ochranné funkce (Goleniowski et al., 2013;
Shahidi et Naczk, 2003). Nekteré druhy rostlin vyuzivaji fenolické kyseliny k inhibici rastu
kompeti¢nich druht rostlin v jejich okoli (alelopatie), tyto U€inky maji napiiklad kyseliny
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ferulové a kavova (Heleno et al., 2015). Je pravdépodobné, zZe alelopatické schopnosti téchto
fenolickych kyselin nevykazuji druhovou specifitu, ale funguji jako Sirokospektré
preemergentni herbicidy postihujici okolni semena, nikoli vSak matefskou rostlinu.
Jednoduché fenolické kyseliny slouzi jako signalni molekuly a ucastni se tak fady interakci
mezi rostlinou a riznymi druhy mikroorganismi (Goleniowski et al., 2013; Mandal et al,
2010).

3.4.3.3 Soucasné poznani v obilovinach

Fenolické kyseliny jsou nejrozsifenéj§imi fenoly, které se vyskytuji v obilnych zrnech
(Kandil et al., 2012). Tyto latky se v pribéhu ontogeneze mohou hromadit v riznych
rostlinnych tkanich a bunkach v zavislosti na faktorech vnéjsiho prostfedi (Boz, 2015).
V obilnych zrnech jsou fenolické kyseliny uloZzeny pfedevsim v aleuronové vrstvé a vnéjSich
obalovych vrstvach, které obsahuji Siroké spektrum fenolickych latek (Adom et al., 2003;
Beta et al., 2005; Kandil et al., 2012).

Nejvétsi podil mé ferulova kyselina a dehydrodimery ferulové kyseliny, dale kyseliny
sinapova a p-kumarova. Pseni¢né otruby také obsahuji trimer ferulové kyseliny, konkrétné
4-0-8',5-5"-dehydrotriferulovou kyselinu, kterd je nejvice koncentrovana v perikarpu.
Naproti tomu Kkyselina p-kumarova je nejvice koncentrovdna Vv aleuronové vrstvé
(Laddomada et al., 2015). Koncentrace fenolickych kyselin je rozdilna u jednotlivych druhi
a kultivaru rostliny, dale je ovlivnéna stupném zralosti, podminkami a dobou skladovani

dané plodiny (Robbins, 2003).
3.4.3.4 Ferulova kyselina

Ferulova kyselina (4-hydroxy-3-methoxyskoticova kyselina) je obsazena v plodech,
listech a semenech velkého poctu rostlin, zejména obilnin. Nejvice ferulové kyseliny lze
nalézt v kukufici, nasledné pSenici, ovsu a ryzi (Gani et al., 2012), kde ptedstavuje vice
nez 90 % z celkového fenolického obsahu, coz v piipadé psenice ¢ini zhruba 0,8-2 g.kg™
Vv suSin€¢ (Ndolo et al., 2013). Z tohoto diivodu je ferulova kyselina pouZzivana jako marker
dalsich antioxida¢nich latek obsazenych v psenici (Gani et al., 2012).

Ferulova kyselina je obvykle nejvice koncentrovana ve vnéjSich obalovych vrstvach
V obilovinach je obsazeno pouze kolem 0,1-0,5 % volné ferulové kyseliny (Zhao et

Moghadasian, 2008). Pievazna cast se vyskytuje ve form¢ esterd, kde je kovalentné vazana
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smono- a disacharidy, polysacharidy, glykoproteiny, ligninem, a dal$imi biopolymery
bunécnych stén (Kim et al, 2006; Zhang et al., 2018). Diky pfitomnosti dvojné vazby
v postrannim  fetézci existuje ferulovd Kkyselina ve dvou geometrickych isomerech
(Obrazek 9): cis (zluta olejovita kapalina) a trans (bild krystalicka latka) (Kumar et Pruthi,
2014). U rostlin je 90 % ferulové kyseliny ve formé trans- isomeru (Graf, 1992).

V obilnych otrubach je obsazeno zna¢né mnozstvi ferulové kyseliny a produktd
vzniklych jejim oxidativnim spojenim, které nazyvadme jako diferulové kyseliny nebo
dehydrodimery ferulové kyseliny. Diferulové kyseliny vznikaji pomoci mikrobialni esterazy
béhem procesu traveni ferulové kyseliny. Redukovane dimery diferulovych kyselin mohou
byt formovany na zakladé mikrobidlnich hydrogenac¢nich reakci. PSeni¢né otruby obsahuji
zna¢né mnozstvi téchto sloucenin. Nejvyssi obsah diferulové kyseliny ma ze vSech druht
obili kukufice, nasledné Zito, jeCmen, oves a pSenice (hodnoty se pohybuji od 250 do 475

ng.gtmouky) (Boz, 2015).

NP N, _-COOH

OH OH

CHj CH,

(@) (b)

Obrézek 9. Schematické znazornéni dvou isomernich forem ferulové kyseliny (a) cis-ferulova kyselina, (b)
trans-ferulova kyselina (Kumar et Pruthi, 2014).

3.4.3.4.1 Antimikrobidlni ucinky

Kyseliny ferulova, kavova, p-hydroxyskoticova, p-hydroxybenzoovd, syringova,
protokatechovd, p-kumarova, vanilova a dal$i, izolované z ruznych rostlinnych zdroju,
vykazovaly antibakteridlni aktivitu. Mechanismus jejich antibakteridlniho ucinku je
oznacovan jako nespecificky, zpiisobujici zmény cytoplasmatické membrany (Fernandez et
al., 1992). Ferulova kyselina ptisobi antimikrobialné proti gramnegativnim i grampozitivnim
bakteriim a kvasinkdm. Prokazuje silny inhibi¢ni u¢inek proti mikrofléfe zaZivaciho traktu
lidi, jako jsou Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Citrobacter
koseri, Pseudomonas aeruginosa, Helicobacter pylori a Shigella sonnei (Lo et Chung 1999;

Ou et Kwok, 2004). Mathew et Abraham (2004) zdiraznuji antimikrobialni aktivitu, kterou
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ferulova kyselina prokézala proti bakteriim Bacillus subtilis a Streptococcus pneumonia.
Ferulova kyselina dale vykazuje silné antimykotické u¢inky proti Sclerotinia sclerotiorum,
Fusarium oxysporum, Alternaria sp., Botrytis cinerea a Penicillium digitatum (Boz, 2015; Ou
et Kwok, 2004).

3.4.3.5 Biosyntéza

Biosyntéza fenolickych kyselin vychazi z sikimatové metabolické drahy. Vychozimi
latkami Sikimatové drahy jsou erythrosa-4-fosfat (E4P) a fosfoenolpyruvat (PEP), vznikajici
pi1 metabolismu sacharidi. Kondenzaci téchto latek vznikd, jako meziprodukt, kyselina
Sikimova (Sikimat), podle které je tato metabolickd cesta pojmenovéana. Dal$i enzymatické
reakce Sikimatové dréhy vedou ke vzniku chorismové kyseliny (chorismatu), spolec¢ného
prekurzoru pro syntézu aromatickych aminokyselin tryptofanu, fenylalaninu a tyrosinu. Pro
syntézu fenolickych kyselin jsou zasadni aminokyseliny fenylalanin a tyrosin, které vznikaji
zZ chorismatu pusobenim enzymu chorismat mutasy (Maeda et Dudareva, 2012).

Prostfednictvim enzymu fenylalaninamoniak lyasy (PAL), jez katalyzuje deaminaci
fenylalaninu, dochazi ke vzniku trans-skoficové kyseliny (Robbins, 2003; Shahidi et Naczk,
2003). Uvolnény amoniovy ion je vyuzit pro syntézu glutaminu nebo glutamatu. Jako soucast
glutamatu muize amino skupina piejit na prefenat za vzniku arogenatu, prekurzoru
fenylalaninu i tyrosinu. Tento proces kolobéhu dusiku zajist'uje stalou dodavku aromatickych
aminokyselin, z nichz jsou odvozeny fenolické slou¢eniny (Croteau et al., 2000).

Pienosem hydroxylové skupiny do pozice para- na aromatickém cyklu fenylu
skoficové kyseliny vznika p-kumarova kyselina (4-hydroxyskoficova kyselina). Tato reakce
je katalyzovdna enzymem trans-cinamat-4-monooxygenasou (C4H), za vyuziti cytochromu
P450, jako mista pro navazani kysliku. U nékterych rostlin vznika p-kumarova kyselina
Z tyrosinu puisobenim enzymu tyrosinamoniak lyasy.

Déle mize p-kumarova kyselina, za ptitomnosti hydroxylas, podléhat hydroxylaci na
pozici 3 a 5 v aromatickém cyklu. Navazané hydroxylové skupiny mohou byt nasledné
methylovany piisobenim O-methyl transferas (OMT), pfi¢emz u¢inkuje S-adenosylmethionin,
jako donor methylové skupiny. Timto zpiisobem dochazi k biosyntéze dalSich fenolickych
kyselin, konkrétné¢ kyselin kavové (3,4-dihydroxyskoficové), ferulové (3-methoxy-4-
hydroxyskoficové) a sinapové (3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoficové). Tyto slouceniny
obsahuji fenolovy kruh (C6) s navdzanym tfiuhlikatym fetézcem (C3) a jsou spolecné
nazyvany jako fenylpropanoidy.
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Fenylpropanoidy jsou prekurzory pro syntézu ligninu a mnoha dalsich sloudenin.
Derivaty benzoové kyseliny (fenylkarboxylové kyseliny) vznikaji z fenylpropanoidt
odstépenim dvou uhlikl z vedlejsiho fetézce a naslednymi modifikacemi této struktury. Vznik
benzoové kyseliny mize byt vysledkem degradace bocniho fetézce skoticové kyseliny.
Hydroxylaci a methylaci aromatickych kruhi benzoovych kyselin dochazi k tvorbé
odpovidajicich derivatt, kterymi jsou kyseliny p-hydroxybenzoova (4-hydroxybenzoova),
protokatechovd  (3,4-dihydroxybenzoovd), vanilovd  (4-hydroxy-3-methoxybenzoova)
a syringova (4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzoovd). Neékteré hydroxybenzoové Kyseliny, napt.
salicylova kyselina (2-hydroxybenzoova kyselina), mohou byt syntetizovany z meziproduktu
Sikimatové drdhy (3-dehydroSikimatu) prostiednictvim ftady enzymatickych reakei.
Deaminace, hydroxylace a methylace jsou tii hlavni reakce, ucastnici se tvorby fenolickych
kyselin (Robbins, 2003; Shahidi et Naczk, 2003).
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Obrézek 10. Schéma biosyntézy fenolickych kyselin a dalSich fenolickych latek.
ADH alkoholdehydrogenasa, AT acetyltransferasa, C3H p-kumarat 3-hydroxylasa,
C4H trans-cinamatmonooxygenasa, ECH enoyl-CoA-hydratasa, E4P erythrosa 4-
fosfat, F5H  ferulat-5-hydroxylasa, OMT  o-methyl-transferasa, = PAL
fenylalaninamoniak lyasa, PEP fosfoenolpyruvat (upraveno dle Goleniowski et al.,
2013).
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3.4.3.6 Biologick& dostupnost a degradace

Vétsina fenolickych kyselin obsaZenych v potravé je esterové vazana na polymery
bunéénych stén a nemuze byt v této komplexni formé vstiebana. Vyjimkou je kavova
kyselina, kterd je vV potravinach obvykle pfitomna jako soucast nizkomolekuldrniho
rozpustného esteru, kterym je chlorogenova kyselina (Andreasen et al., 2001).

Pro vstfebani a dal$i pfemény fenolickych kyselin v organismu, je nutnd aktivita
enzymu schopnych $tépit esterické vazby (napf. cinnamoyl esterasy jsou hydrolasy, které
katalyzuji hydrolyzu hydroxyskoticovych kyselin z jejich estericky vazanych forem). Bylo
prokazano, ze esterasy schopné hydrolyzovat tyto vazby jsou distribuovany po celé délce
tenkého a tlustého stfeva potkant a lidi. VétSina téchto enzymt je mikrobidlniho ptivodu,
ale mohou byt také ptvodu epitelidlniho (Mukdsi et al., 2016). Biologicka dostupnost
fenolickych kyselin je vyznamné ovlivnéna koncentraci a mistem puisobeni téchto enzymd.
Prosttednictvim stfevnich mikrobidlnich esteras mohou byt z pSeni€nych otrub uvoliovany
vazané kyseliny ferulova, sinapova a p-kumarova, za vzniku jejich volnych forem, které
mohou byt nasledné vstiebany do obé¢hového systému. V tlustém stievé mize byt hydrolyza
hydroxyskoticovych kyselin podpofena dal§imi enzymy, jejichz ¢innosti dochazi k pfeméné
polymeri buné¢nych stén na mensi molekuly, coz usnadnuje piistup esteras (Andreasen et al.,
2001).

Vysledky nékterych studii nasvédcuji tomu, Ze fenolické kyseliny jsou v lidském téle
metabolizovany velmi rychle (Rechner et al., 2002; Scalbert et al., 2002). Po vstiebani skrz
sliznici gastrointestindlniho traktu, podléhaji fenolické kyseliny konjuga¢nim reakcim
(methylaci, sulfataci, glukuronidaci), jez zpusobuji Cetné zmény jejich vychozich struktur.
Tyto reakce jsou Kkatalyzovany specifickymi enzymy, které vykazuji nejvyssi aktivitu
v jatrech a ledvindch. Zastoupeni a Cetnost reakci zavisi na charakteru danych fenolickych
latek a na piijaté davce (Heleno et al., 2015). Uvedené zmény chemickych struktur mohou mit
za nasledek nartst nebo pokles biologické aktivity vychozich latek (Piazzon et al., 2012).

Existuje fada studii, které se zabyvaji transformaci jednotlivych fenolickych latek
a indentifikaci mikroorganismii podilejicich se na jejich fermentaci v zazivacim traktu
(Andreasen et al., 2001; Mukdsi et al., 2016; Piazzon et al., 2012; Selma et al., 2009).
Metabolity nejcastéji produkované sttevni mikrobiotou z kyseliny ferulove jsou vanilova
kyselina a 3-(4-hydroxyfenyl)-propionova kyselina. Mezi nejvyznamnéjsi metabolity kavové
kyseliny patii kyseliny benzoova a 3-(3-hydroxyfenyl)-propionova, tyto také vznikaji pti

metabolismu chlorogenové kyseliny. (Heleno et al., 2015). Podrobné znalosti konjugaénich
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a metabolickych pfemén a vyslednych koncentraci fenolickych kyselin v krevni plasmé
po strdveni potravy s vysokym obsahem fenolickych latek, jsou z&sadni pro pochopeni
mechanismu jejich bioaktivni funkce (Rechner et al., 2002).

3.4.3.7 Zdravotni prospésnost

Lidsky organismus je velmi nachylny k volnym radikdlim a reaktivnim formam
kysliku, tyto zpusobuji u ¢lovéka zavazna onemocnéni, jako aterosklerdzu a rakovinu (Young
et Woodside 2001; Ou et Kwok, 2004). Prestoze je prevazna cast fenolickych kyselin
estericky vazana k polymertiim bunéCnych stén rostlin, stfevni mikrofléora je schopna tyto
vazby Stépit, fenolické kyseliny jsou tak uvolilovany z plivodnich vazeb a stavaji se nutricné
dostupnymi (Verma et al., 2008). Protoze maji fenolické kyseliny antimikrobialni u¢inky,
mohou interagovat se stfevnimi mikroorganismy a meénit mikrobidlni osidleni zazivaciho
traktu. Odlisné zdravotni u¢inky u rtznych jedinci jsou zpusobeny interindividualnimi
rozdily ve slozeni stfevni mikrobioty, coz ovliviiuje vsttebavani fenolickych latek (Selma et
al., 2009).

Konzumace stravy bohaté, co do obsahu fenolickych kyselin, je spojovana s prevenci
mnoha chorob, jako je rakovina a kardiovaskularni onemocnéni piedev§im diky jejich
vyznamné antioxidac¢ni aktivit¢ (Abdel-Aal et Rabalski, 2008; Beta et al., 2005; Dykes et
Rooney, 2007; Guo et Beta, 2013; Kim et al., 2006; Selma et al., 2009; Verma et al. 2008;
Zhang et al, 2018). Hydroxyskoficové kyseliny vykazuji in vitro chemoprotektivni
a antioxida¢ni vlastnosti a je pravdépodobné, Ze jsou jednou z hlavnich pfi¢in piiznivych
zdravotnich ucinkd stravy s vysokym obsahem vlakniny. Tyto latky maji schopnost
zabranovat oxidaénim zméndm nizkodenzitnich lipoproteini. Derivaty hydroxyskoficové
kyseliny dale vykazuji inhibi¢ni G¢inky proti riistu naddorti a jsou schopny blokovat vznik
mutagennich sloucenin, jako jsou nitrosaminy (Andreasen et al., 2001).

Bylo zjisténo, ze ferulovd kyselina ma celou fadu fyziologickych funkci, z nichz
(Graf, 1992; Guo et Beta, 2013; Rice-Evans et al., 1996). Jednim z nejlépe prozkoumanych
biologickych ucinkl ferulové kyseliny je jeji antioxidacni aktivita. Ferulova kyselina je
schopna neutralizovat volné radikdly za vzniku relativné stabilnich fenoxylovych radikala
(Graf, 1992; Verma et al., 2008; Zhao et Moghadasian, 2008). Dokaze tedy pohltit volné
radikaly bez vzniku dalSich oxidaénich reakci (Abdel-Aal et Rabalski, 2013). Ferulova

kyselina také zvySuje aktivitu enzymui antioxidani ochrany a naopak inhibuje aktivitu
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enzymi katalyzujicich vznik volnych radikali (Ou et Kwok, 2004). Diky témto u¢inkiim
zabranuje oxida¢nimu poskozeni dulezitych biomolekul, jako jsou proteiny, lipidy a DNA.
Ferulova kyselina ma ptiznivé ucinky pro prevenci ¢i 1é¢bu mnoha onemocnéni zpiisobenych
oxidacnim stresem, jako je Alzheimerova choroba, cukrovka, rakovina, vysoky krevni tlak
a ateroskler6za. Podobné jako jiné antioxida¢ni latky snizuje ferulova kyselina koncentraci
velmi nizkodenzitniho a nizkodenzitniho cholesterolu a zvysuje koncentraci vysokodenzitniho
cholesterolu v krevni plasmé, ¢imz snizuje riziko vzniku srde¢nich onemocnéni (Boz, 2015;

Kim et al., 2006; Ou et Kwok, 2004).
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4 Material a metody

4.1 Analyzované vzorky

Pokus byl proveden na osmi vybranych genotypech pSenice (T.aestivum L.).
Zastoupeny byly ¢tyfi barvy pSeniénych zrn (standardni ¢ervend, zlutd, purpurova a modra),

od kazd¢ barvy byly vybrany dvé rizné odridy/ slechtitelské linie (Tabulka 3).

Tabulka3. Specifikace vybranych genotypu pSenice (Triticum aestivumL.).

Odruda Forma Zemé pivodu Status odrudy Barva zrna
Bohemia 0zima CZE uznana odrida cervena (standardni)
Annie ozima CZE uznana odriida Cervena (standardni)
Citrus ozima DEU uznana odrida zluty endosperm
Bona Vita ozima SVK uznana odrida zluty endosperm

AF Jumiko 0zima CZE uznana odrida purpurovy perikarp
Konini jarni NZL uznana odrida purpurovy perikarp
V1 131-15 0zima CZE Slechtitelska linie modry aleuron

UC 66049 jarni USA geneticky zdroj modry aleuron

4.1.1 Charakteristika stanovisté

Vsechny odrudy byly vypéstovany v roce 2015, v Zeméd¢€lském vyzkumném tustavu

vvvvv

na malych experimentalnich pozemcich o rozloze 10 m?, pomoci konvenénich péstitelskych

technik. Parametry experimentalniho pole byly nasledujici:

geograficka poloha: 284 m n.m., 49° 17' 6,42" s.§., 17° 21' 52,66" v.d.,
pudni typ: Cernozem,

pudni druh: hlinita pida

pramérnd ro¢ni teplota vzduchu: 9,2 °C,

primérny ro¢ni thrn srazek: 576 mm.
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4.2 Pouzité chemikalie

e demineralizovand voda, vlastni vyroba Simplicity UV (MerckMillipore, KGaA,
Darmstadt, Némecko)

e methanol (p.a.),

e hydroxid sodny (p.a.),

e chlorovodikova kyselina 35% (p.a.),

e ethylester octové kyseliny (p.a.) od Lachner s.r.o. Neratovice, Ceska republika.

e acetonitril (HPLC) a octova kyselina (HPLC) od Lachner s.r.o. Neratovice, Ceska

republika

4.3 Pristroje a vybaveni

e mlynek IKA A 11 basic Analytical mill (Janke & Kunkel Co., Staufen, Némecko)

analytické vahy s presnosti na 3 a 4 desetinna mista (Kern&Sohn GmbH, Némecko)

vortex IKA Basic 3, KG, (Staufen, Némecko)

ultrazvukova lazen PS 04, (Powersonic-Notus, Ltd., Vrable, Slovensko)

centrifuga 5810R, (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

vakuova odparka Rotavapor R-200, (BiichiLabortechnik, AG, Flawil, Svycarsko)

ttepacka GFL 3006 (Burgwedel, Némecko)

chromatograficky systém HPLC, Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA)

o vysokotlaka kvartérni pumpa Ultimate 3000

o autosampler Ultimate 3000

o detektor diodového pole (DAD) Ultimate 3000

o termostat kolon Ultimate 3000

e jednorazové plastové kyvety 45 ml, Plastibrand (GmbH, Némecko)
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e nylonovy mikrofiltr (0,45 um) (SISw, Ceska republika)
e pipety Socorex Acura (Svycarsko)

e bézné laboratorni sklo

4.4 Priprava vzorki k analyze

Extrakce a separace fenolickych kyselin byla provedena mirné¢ modifikovanou

metodou publikovanou autory Martini et al. (2015).
4.4.1 Priprava vzorku pro stanoveni volnych fenolickych kyselin

Do plastovych uzaviratelnych kyvet byl navazen cca 1 g homogenizovaného vzorku.
Ke vzorku bylo pifidano 10 ml 80% methanolu. VVzorek byl promichan na vortexu a poté
vlozen na 10 min do ultrazvukové 1azné. Nasledovalo odstiedéni vzorku po dobu 10 min pti
8000 rpm. Supernatant byl pfeveden do 25ml odmérné bariky. Proces extrakce byl proveden
jesté jednou s dalsimi 10 ml 80% methanolu. Spojeny extrakt byl doplnén rozpoustédlem
po rysku abyl vyuzit pro analyzu volnych a konjugovanych fenolickych kyselin. Pro
stanoveni volnych fenolickych kyselin byla Cast extraktu pfimo ptefiltrovana pres 0,45 um
nylonovy mikrofiltr do sklenénych vialek a nasledn¢ podrobena HPLC/DAD analyze. Zbyly

sediment byl pouzit pro stanoveni vazanych fenolickych kyselin.
4.4.2 Priprava vzorku pro stanoveni konjugovanych fenolickych kyselin

Pro stanoveni konjugovanych fenolickych kyselin bylo odebrano 10 ml extraktu
ptipraveného vyse uvedenym zpusobem. K extraktu bylo pfidano 10 ml 2 M vodného roztoku
hydroxidu sodného. Extrakt byl poté hydrolyzovan pii pokojové teploté po dobu 1 hodiny
na ttepacce. Po alkalické hydrolyze bylo ke vzorku ptidano 5 ml 4 M kyseliny
chlorovodikové, ¢imz doslo k okyseleni vzorku (pH 1-2) a k zamezeni deprotonace molekul
fenolickych kyselin. Z hydrolyzatu byly odebrany 2 ml do malych 8ml sklenénych vialek.
Ke2 ml hydrolyzdtu byly pfidany 2 ml ethylacetatu, vytvofila se dvoufazova smés.
K podpoie piechodu fenolickych kyselin do ethylacetitové faze byly vialky umistény
nal5 min na tfepatku. Po nasledujicim 10 min odstiedéni (5000 rpm) byla horni
ethylacetatovd faze pomoci pipety prevedena do nové sklenéné vialky. Ke zbylému
hydrolyzatu byly pfidany dalsi 2 ml ethylacetatu, proces extrakce mezi dvé faze byl jesté
jednou zopakovan. Spojeny ethylacetatovy extrakt byl odpafen pod dusikem. Suchy extrakt
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byl rekonstituovan do 1 ml 70% methanolu, piefiltrovan ptes 0,45 nylonovy mikrofiltr
do sklenénych vialek a ihned analyzovan na HPLC/DAD.

4.4.3 Priprava vzorku pro stanoveni vazanych fenolickych kyselin

Pro stanoveni vazanych fenolickych kyselin byl sediment, zbyly po extrakci volnych
a konjugovanych kyselin, susen pti 45 °C do konstantni hmotnosti (7-8 h). Ze suchého residua
(rozmélnéného v kadince sklenénou tycinkou) bylo navézeno 0,250 g do plastovych
uzaviratelnych kyvet. Ke vzorku bylo pfidano 14 ml 2 M vodného roztoku hydroxidu
sodného. Vzorek byl promichan na vortexu a poté byl vlozen na 10 min do ultrazvukové
lazné. Nasledovala hydrolyza vzorku pii pokojové teploté po dobu 1 hodiny na tfepacce.
Po alkalické hydrolyze bylo ke vzorku piidano 7 ml 4 M kyseliny chorovodikové do kyselé
reakce (pH 1-2). Nasledovalo odstiedéni hydrolyzatu po dobu 15 min pii 5000 rpm.
Ze supernatantu byly odebrany 2 ml do malych 8ml sklenénych vialek. Ke 2 ml hydrolyzatu
byly pfidany 2 ml ethylacetatu, vytvofila se dvoufazova smés. Postup extrakce mezi dvé faze
a priprava vzorku Kk analyze byly provedeny shodnym zpusobem jako v piipadé stanoveni

konjugovanych fenolickych kyselin.
4.5 Chromatograficka separace fenolickych kyselin metodou HPLC/DAD

Analyty byly separovany pomoci gradientové eluce na koloné¢ Omnispher CI18
(250 x 4,6 mm; velikost Castic 5 um; Agilent, Inc., Santa Clara, CA, USA) s pouzitou
piedkolonou Microsorb C18, 300A (4,6 x 10 mm, 5 um; Agilent, Inc., Santa Clara, CA,
USA).

e Prutok 0,8 ml/min, teplota kolony 25 °C, teplota autosampleru 10 °C, objem nastiiku
10 pl, detekce pii 280 a 325 nm, doba analyzy 36 min.

e Mobilni faze A: voda s 0,1 % kyseliny octové.

e Mobilni faze B: acetonitril s 0,1 % kyseliny octové.

e Gradientova eluce: pocateéni podminky: 90 % A 10 % B do 5. minuty, dale do 7.

minuty ndrtst na 20 % B (80 % A), do 25. minuty nartst na 75 % B (25 % A), stejné
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slozeni do 30. minuty, do 32. minuty pokles na 10 % B (90 % A), reekvilibrace kolony

4 minuty.

4.5.1 Stanoveni trans-forem fenolickych kyselin

Identifikace trans-forem fenolickych kyselin byla provedena porovnanim reten¢nich
Casl a absorp¢nich spekter se zakoupenymi standardy. Kvantifikace jednotlivych fenolickych
kyselin byla provedena metodou externi kalibrace (osmi-bodova kalibrace, v koncentra¢nim
rozmezi 0,01-20,0 pg.ml?). Vzorky byly analyzovany vzdy ve tiech opakovanich, naméfené

hodnoty jsou vyjadieny v pg.g™ suchého vzorku.
4.5.2 Stanoveni cis-forem fenolickych kyselin

Cast kalibraéniho roztoku pouZitého pro kvantifikaci trans-forem FK byla umisténa
pod UV lampu (A=365 nm). Po 30 minutach expozice bylo 55 % z celkového mnozstvi trans-
forem pievedeno na cis-formy danych FK. Pokusem bylo zjisténo, Ze dalsi expozici UV
zateni se jiz koncentrace cis-forem v roztoku nezvySovala. Z tohoto roztoku byla vytvoiena
alternativni kalibra¢ni sada pro cis-formy FK, piicemz jejich piesnd koncentrace byla

vypocitana z poklesu ploch chromatografickych piku piislusnych trans-forem FK.

4.6 Statistické zhodnoceni namérenych dat

Namérena data byla zpracovana pomoci programu Chromeleon
(ThermoFisherScientific, Inc., Waltham, MA, USA) a Excel (Microsoft, Redmond, WA,
USA). V programu Statistica (ver. 12; StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA) bylo provedeno
statistické zhodnoceni metodou analyzy rozptylu jednoduchého tfidéni, na hladiné

vyznamnosti 0=0,05. K podrobn&j$imu vyhodnoceni byl zvolen Tukeyuv test.
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5 Vysledky

Pro analyzu byla pouzita zrna osmi vybranych genotypt pSenice (T. aestivum L.).
V jednotlivych odrtidach byl sledovan obsah celkovych fenolickych kyselin a zastoupeni
jednotlivych frakci FK rozpustnych volnych, rozpustnych konjugovanych a nerozpustnych
vazanych forem. Dale byly hodnoceny profily analyzovanych genotypti z hlediska zastoupeni
jednotlivych FK. Fenolické kyseliny byly méfeny pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie sespektrofotometrickou detekci (HPLC/DAD). Na obrazku 11 je uveden
piiklad chromatogramu Slechtitelské linie V1 131-15. Namétené vysledky jsou vyjadieny jako
primérné hodnoty stanovené ze tfech opakovani. Na obrazcich 13 a 14 jsou zobrazeny
smérodatné odchylky formou chybovych tsecek. Pismena v tabulce 4 a na obréazcich 13 a 14
oznacujici prikazné diference se vztahuji k hodnoceni vlivu odridy (Pfilohy 1-4), barvy
(Ptiloha 5) a péstebni formy (Ptiloha 6) na obsah FK.

1207 maAu
110

pSenice V1 131-15 WVL:325 nm

100
%0 |
80 [l
70 |
60 |
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40 ‘ \‘
30 ||
20 [

o ¢ Para

8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 23 24 5 mn
Obrézek 11. Chromatogram Slechtitelské linie V1-131-15 zaznamenany detektorem s diodovym polem (DAD)
pri vinové délce 325 nm.

A. volné FK, B. konjugované FK, C. vazané FK,

1. p-kumarova k. 16,7 min., 2. trans-sinapova k. 17,4 min., 3. trans-ferulova k. 17,9 min., 4. cis-sinapovéa k.
18,6 min. Piky odpovidajici ostatnim stanovovanym fenolickym kyselinam nejsou v chromatogramu
oznadeny, jelikoz byly detekovany p¥i jiné vinové délce (280 nm), jsou to: vanilova k. 13,4min., cis-ferulova k.
19,4 min. a 4-h- benzoova k. 12,7 min.
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Celkovy primérny obsah fenolickych kyselin v ramci vSech analyzovanych genotypii
ze sklizné 2015 ¢&inil 723+45,9 pg.g? susiny. Nejvyssi celkovy obsah FK byl naméfen
ve slechtitelské linii V1 131-15 s modrym aleuronem (825+17,3 pg.g? sus.). Vysoké
koncentrace celkovych FK byly dale zjistény také vpSenicich AF Jumiko
(734+12,8 ng.g? sus), Citrus (732+43,6 pg.g! sus.), Bohemia (726+28,3 pg.g' sus.)
aUC 66049 (700+28,7 ug.g' sus.). Naopak nejniz§im celkovym obsahem FK
se vyznacovala odriida Annie s cervenym zrnem (677+19,4 pg.g® sus.). Majoritni podil
z celkového obsahu FK 88,5 % (Bohemia) az 93,2 % (UC 66049) ptedstavovala frakce
nerozpustnych vazanych kyselin, primérné pak ¢inila 91,1 %. Podstatné nizSiho zastoupeni
dosahly konjugované avolné kyseliny, jez piedstavovaly pouze 8,5 % a 0,4 % z celku.
(Tabulka 4).

Tabulka 4. Obsah fenolickych kyselin v jednotlivych genotypech.

volné FK %z  konjugované % z vazané FK % z celkové

(ng.gh celku FK (ng.g') celku (png.g?h) celku FK (pg.g?)
Bohemia 1,38+0,22¢ 0,2 82,3+1,15° 11,3 643+27,5% 88,5 726+28,3%
Annie 1,68+0,16° 0,2 54,2+0,79% 8,0 621+18,7° 91,7 677+19,4°
Citrus 2,78+0,30° 0,4 61,5+3,15% 8,4 668+46,9% 91,2 732+43,6%
Bona Vita 1,65+0,18° 0,2 62,2+2,15¢ 8,9 635+103% 90,9 699:+105°
AF Jumiko  4,00+0,03" 0,5 67,7+2,44" 9,2 662+10,5% 90,2 734+12,8%
Konini 1,84+0,03¢ 0,3 52,7+4,81° 7,6 639+27,1% 92,1 693+22,3°
V1131-15 3,64+0,24° 0,4 70,3+2,05 8,5 751+16,8? 91,0  825+17,3*
UC 66049 5,46+0,36° 0,8 42,1+0,94° 6,0 652+28,4% 93,2 700+28,7%
pramér 2,80+1,45 0,4 61,6+12,3 8,5 658+40,1 91,1 723+45,9

Nejvyssi obsahy vazanych FK byly naméfeny u vzorkt V1 131-15 (751£16,8 pg.g*
sus.), Citrus (668+46,9 pg.g? sus.), AF Jumiko (662+10,5 pg.g? sus.) a UC 66049
(652+28,4 ug.g? sus.). Statisticky vyznamny rozdil v obsahu vazanych FK byl zjistén pouze
mezi odridami V1 131-15 a Annie, mezi ostatnimi odrudami prokazan nebyl (Ptiloha 2).

Priimérné mnozstvi konjugovanych FK ¢inilo 61,6+12,3 pg.g™ sus., vyznamng vyssi
obsah byl zjistén v &ervené psSenici Bohemia (82,3+1,15 pg.g’ sus.). Naproti tomu
podstatné& niz$ich hodnot dosahla modra psenice UC 66049 (42,1+0,94 ug.g? sus.).

Nejvyssi obsah volnych FK byl zaznamendn v modrych pSenicich UC 66049
(5,46£0,36 pg.g? sus.) a V1131-15 (3,64+0,24 pg.g’ sud.). Naopak nejnizsi mnoZstvi
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volnych FK bylo stanoveno v psenicich s ¢ervenym zrnem Annie (1,68+0,16 pg.g? sus.)

a Bohemia (1,38+0,22 pg.g? sus.) &i ve zluté psenici Bona Vita (1,65+0,18 pg.g™ sus.).
5.1 Profily fenolickych kyselin

Zastoupeni jednotlivych fenolickych kyselin testovanych odrid je pomoci vyseCovych

grafii zobrazeno na obrazku 12.

5.2 Volné

Z volnych FK byla nejhojnéji zastoupena ferulova kyselina (46,7 %; 0,71 pg.g? sus.).
Kromé odrid Bohemia a AF Jumiko byla ve vSech genotypech identifikovana také
p-kumarova kyselina (42,8 %; 1,14 pg.g? sus.). V psenicich AF Jumiko, V1 131-15
a UC 66049 byly naméfeny vyssi hodnoty vanilové kyseliny (1,38 pg.g? sus.; 2,41 pg.g? sus.
22,46 pug.g? sus.). V odridé AF Jumiko tvofila vanilova kyselina majoritni podil (63,1 %),
ferulova kyselina 36,1 %. Ve vzorku UC 66049 byla zastoupena také sinapova kyselina
(23,5%; 1,3 pg.gt sus.). Nejvice rozmanity profil volnych FK byl nalezen u psenice
UC 66049, kde byly identifikovany kyseliny ferulova, p-kumarova, vanilovad a sinapova.
Ve vétsin€é  testovanych odrid byl profil volnych FK slozen z kyselin ferulové
a p-kumarové.Vyjimkou byla odrida Bohemia, ve které byla detekovana pouze ferulova

kyselina.

5.3 Konjugované

Z konjugovanych FK bylav nejvétsim mnozstvi pfitomna sinapova kyselina
(47,7 %), kterd byla doprovazena vyznamnym podilem ferulovékyseliny (20,4 %).
Dale byly v mensi mife zastoupeny kyseliny: vanilova (9,1 %), p-hydroxybenzoova (8,8 %),
cis-sinapova (8,2 %), cis-ferulova (5,0 %) a p-kumarova (0,9 %). Nejvyssi obsahy sinapové
kyseliny byly zjistény ve vzorcich Bohemia (41,8 pg.g? sus.), V1 131-15 (35,6 pg.g? sus.)
UC 66049 (18,1 ng.g' sus.). Ferulovad kyselina, vramci konjugovanych kyselin druha
nejhojnéji zastoupena kyselina, byla v nejvétsim mnozstvi nalezena v obilkach psenic
V1131-15 (17,2 pg.g* sus.) aCitrus (15,7 pg.g’ sus.), vnejmensim mnoZstvi naopak
v odrtidé Konini (8,25 pg.g™ sus.).
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5.4 Vazané

Majoritni podil vadzanych FK byl ve vSech analyzovanych odridach tvoten ferulovou
kyselinou, jejiz pramérna hodnota byla stanovena na 83,4 % (549 pg.g? sus.). Nejvétsi
koncentrace vazané ferulové kyseliny byla naméfena v psenici V1 131-15 (638 pg.g™ sus.).
Dale byly ve vSech pSenicich identifikovany kyseliny cis-ferulova, p-kumarova, sinapova
a vanilova, z nichz nejvice zastoupena byla cis-ferulova kyselina, pfitomna v primérném
mnozstvi 60 pg.g?l sus. (9,2 %). Kyseliny sinapovd a p-kumarova byly obsaZzeny
ve srovnatelném mnozstvi (kolem 3 %), s mirnou pfevahou sinapové kyseliny ve vétSing
odrid. Vyjimku tvofily pSenice V1 131-15 a UC 66049, ve kterych byl ve srovnani
se sinapovou kyselinou stanoven vétsi podil p-kumarové kyseliny. Ze vSech sledovanych
vazanych FK bylo nejmensi procentické zastoupeni vSech odrud tvofeno vanilovou kyselinou

(0,9 %), pticemz odriida Konini viibec vanilovu kyselinu ve vazané forme neobsahovala.
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Obrézek 12. Profily fenolickych kyselin v jednotlivych genotypech.
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5.5 Vliv barvy zrna na obsah fenolickych kyselin

V rédmci pokusu byly sledovany rozdily v obsahu fenolickych kyselin mezi ¢tyfmi typy
pSenic s riznym zbarvenim zrna. Kazda barva byla zastoupena dvéma odriidami, standardni
cervené pSenice (Bohemia, Annie), pSenice se zlutym endospermem (Citrus, Bona Vita),
s purpurovym perikarpem (AF Jumiko, Konini) a modrym aleuronem (V1 131-15,
UC 66049). Nejvyssi schopnost syntetizovat fenolické kyseliny vykazovaly modré odridy,
u standardnich ¢ervenych odriid. Vyznamny vliv barvy zrna na obsah fenolickych kyselin

vsak nebyl statisticky prokazan (Obrazek 13; Ptiloha 5).
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Obrazek 13. Celkovy obsah fenolickych kyselin dle barvy zrna.

5.6 Vliv péstebni formy na obsah fenolickych kyselin

Do pokusu byly zatfazeny dvé jarni odriidy pSenice (Konini, UC 66049), zbylych Sest
odrtd byly formy ozimé. Ozimé formy vykazovaly vyssi obsah celkovych FK, ktery ale nebyl
vyhodnocen jako statisticky prikazny (Obrazek 14; Ptiloha 6).

41



1000 -
a
800 - a -
o t _
!
w 600 4
LL
<
3
Q
S 400
\;‘ -
[<5]
O
200 +
0
jarni 0zimé
Forma obiloviny

Obrazek 14. Celkovy obsah fenolickch kyselin dle formy obiloviny.
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6 Diskuse

V analyzovanych vzorcich pSenic (dohromady 8 genotypil Ctyf riiznych barev zrna)
bylo identifikovano celkem pét typa fenolickych kyselin. Z kyselin odvozenych
od hydroxybenzoové kyseliny jsou to 4-hydroxy-benzoova a vanilova kyselina, dale pak
fenolické kyseliny, které jsou derivaty hydroxyskoficové kyseliny: p-kumarovd, sinapova
a ferulovd kyselina. Ve vzorcich byly identifikovany také cis-formy kyselin sinapové
a ferulove.

Celkovy obsah fenolickych kyselin v zrnu byl stanoven jako soucet jednotlivych
stanovovanych frakci (rozpustné volné, rozpustné konjugované a nerozpustné vazaneé).
Priméry celkovy obsah fenolickych kyselin napfi¢ zkoumanymi genotypy ¢Cinil
723 pg.g* susiny.

Tradi¢ni cervené pSenice dosdhly celkového primérného obsahu fenolickych kyselin
702 pg.gt sus., coz je téméf o 30 % vice ve srovnani s vysledky, jenz publikovali napiiklad
Zuchowski et al. (2011), primérné 547 pg.g* susiny. Srovnatelné hodnoty uvadi Li et al.
(2008), primérné 676 pg.gt susiny. Autofi Fernandez-Orozco et al. (2010) dospéli
k ponékud vys$sim hodnotam v rozmezi 728-900 pg.g? susiny.

Relativné vyssim celkovym obsahem fenolickych kyselin se dle naSich vysledka
vyznaduji pSenice s modrym aleuronem (763 pg.g? sus.), zatimco psenice s purpurovym
perikarpem (714 pg.g? sus.) & zlutym endospermem (715 pg.g? sus.) dosahly hodnot
srovnatelnych s klasickymi ¢ervenymi pSenicemi. Rozdily v celkovém obsahu fenolickych
kyselin mezi sledovanymi barevnymi typy pSenic nebyly po vyhodnoceni shledany statisticky
V dostupné védecké literatuie nebylo nalezeno dostate¢né mnozstvi informaci o fenolickych
kyselindch obsazenych v ostatnich typech pSenic (s netradi¢ni barvou zrna), které by byly
porovnatelné s nasimi vysledky. Tyto pSenice byly doposud studovany zejména pro svij
obsah anthokyanovych barviv, kterd jsou zodpovédna za modré a purpurové zbarveni
obalovych vrstev zrna (Zhang et al.,, 2018). Publikovany byly pouze vysledky analyz
jednotlivych ¢€asti zrna: otruby, aleuronova vrstva, perikarp ¢i endosperm (Li et al., 2005;
Ndolo et al., 2013; Ma et al., 2016; Zhang et al., 2018).

Na celkovém obsahu fenolickych kyselin v pseni¢ném zrnu se podileji téi odlisné
frakce. Jsou to rozpustné volné, rozpustné konjugované a nerozpustné vazané fenolické
kyseliny. Volné a konjugované kyseliny jsou extrahovatelné do polarnich rozpoustédél,

pfiCemz konjugaty lze plsobenim hydroxidi hydrolyzovat a docilit tak uvolnéni samotné
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fenolické kyseliny. Pro uvolnéni nerozpustnych vazanych fenolickych kyselin je tieba
hydrolyzacni ¢inidlo aplikovat pfimo na obilnou matrici.

Primérny obsah vazanych FK ¢&inil 658 pg.g? sus., coz se velmi dobie shoduje
svysledky studii autor Zhanga et al. (2012) (662 ng.g? sus.) i Wanga et al. (2013)
(657 pg.g? sus.). Nizsi hodnoty pak uvadi Yilmaz et al. (2015) (483 pg.g? sus.). Naopak
podstatné vy$si obsahy zjistili Ma et al. (2016) u pSenic s purpurovym zrnem
(911 pg.glsud), coz nami analyzované purpurové psenice pievySuje o &tvrtinu
(714 pg.gtsus.).

Konjugované FK byly nalezeny v primérném mnoZzstvi 61,6 ng.g?t sus., &imz
pievySovaly hodnoty autorti Yilmaze et al. (2015) (50,2 pg.g* sus.) aBrandolini et al.
(2013) (42,3 pg.g?t sus.). Az trojnasobné vyssi obsah konjugovanych FK (173,3 ng.g? sus.)
zaznamenali autofi Li et al. (2008).

Celkovy obsah volnych fenolickych kyselin ¢inil primérné 2,80 pg.g* sus., coz je
vyrazné& méné V porovnani s primérnymi hodnotami ozimé psenice 16,65 pg.g* sus.
a 11,00 pg.g? sus., které uvadéji autoti Zhang et al. (2012) a Li et al. (2008).

Z hlediska celkového obsahu fenolickych kyselin byl sledovan rozdil mezi ozimymi
a jarnimi formami pSenice (analyzovano bylo 6 vzorkd pSenic ozimych a 2 vzorky pSenice
jarni). Vysledky nasich analyz ukazuji, Ze ozimé formy dosahuji primérmé o 5 % vysSich
hodnot obsahu fenolickych kyselin oproti formam jarnim (732 oproti 697 pg.g? sus.).
To svymi vysledky potvrdili také autofi Adom et al. (2003) (418 oproti 398 nug.g* sus). O 8 %
vyS§$i primérny obsah fenolickych kyselin v ozimych pSenicich v porovnani s jarnimi (665
proti 697 pg.g™ sus.) zaznamenali také autofi Li et al. (2008). Naproti tomu Zuchowski et al.
(2011) uvadi primérny obsah fenolickych kyselin v jarnich formach o 6 % vyssi v porovnani
s ozimymi (582 oproti 547 pg.g? sus.).

Véazané FK ptedstavovaly primémé 91,1 % z celkového obsahu, podstatné mensi
mnozstvi fenolickych kyselin se v zrnu nachazelo ve formé riznych konjugata (8,5 %) a jen
velmi nepatrny podil tvofily kyseliny volné (0,4 %). Tim se naSe vysledky dobife shoduji
s hodnotami, které uvadé¢ji napiiklad Martini et al. (2015) (vazané FK 86,1 %, konjugované
13,5 % a volné 0,4 %). Ponékud vyssi podil konjugovanych fenolickych kyselin pak uvadi Li
et al. (2008) (vazané 77 %, konjugované 22 % a volné 1 %) nebo Fernandez-Orozco et al.
(2010) (vazané 79,3 %, konjugované 19,2 % a volné 0,5 %).

Vazané FK jsou esterovymi, etherovymi ¢i acetalovymi vazbami poutany na celulosu,
lignin nebo dalsi vysokomolekularni latky napt. proteiny a flavonoidy (Gao et al., 2017).

V obilovindch se v takovéto podobé nejvice vyskytuje ferulova kyselina. Dle naSich analyz
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predstavovala prumérné 83,4 %. Nasledovala cis-ferulovd kyselina s pramérnym
zastoupenim 9,2 %. Zcela dominantni postaveni ferulové kyseliny vradmci vazanych
fenolickych kyselin potvrzuji svymi vysledky i mnozi jini autofi. Dle Martini et al. (2015)
a Zuchowskiho et al. (2011) predstavuje ferulova kyselina 89,7 % a 87,6 % z celkového
obsahu vazanych FK. Brandolini et al. (2013) uvadi zastoupeni ferulové kyseliny dokonce az
94,9 %.

V mensi mife zastoupené konjugované FK piedstavuji skupinu fenolickych kyselin
vazanych s cukry, jinymi organickymi kyselinami nebo steroly ¢i terpeny (Kim et al., 2006).
Ve frakci konjugovanych FK pfevaZzovala sinapovad kyselina, jeZz tvofila témét polovinu
z celkového obsahu (prumérné 47,7 %). Sinapova kyselina byla doprovazena ferulovou
kyselinou (20,4 %). Tento profil je v tésné shod¢ s vysledky autort Fernandeze-Orozca et al.
(2010), kde sinapova a ferulova kyselina piedstavovaly pramérné 49,9 % a 20,7 %.
K podobnym vysledkiim dosli taktéz Martini et al. (2015), podle kterych kyseliny sinapova
a ferulova predstavovaly 64,2 % a 20,9 %.

Volné FK, které ptedstavuji pouze minoritni podil rostlinnych fenolickych kyselin,
byly zastoupeny zejména ferulovou (46,7 %) a p-kumarovou kyselinou (32,1 %). V mensim
mnozstvi pak byla obsaZzena vanilova kyselina (18,3 %). Docela odlisny profil volnych FK
v tvrdé pSenici uvadi autofi Martini et al. (2015), ktefi v této frakci vyhodnotili jako

dominantni vanilovou kyselinu (34,1 %), jez byla doprovazena ferulovou kyselinou (32,5 %).
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[ Zavér

V rémci praktické ¢asti diplomové prace, byla optimalizovana metoda extrakce pro
stanoveni tiech frakci fenolickych kyselin ptitomnych v obilovinach: volnych, konjugovanych
avazanych (cil ¢. 1). Nasledné byla optimalizovana metoda vysokoucinné kapalinové
chromatografie se spektrofotometrickou detekci (HPLC/DAD) pro separaci a identifikaci
jednotlivych fenolickych kyselin. S pomoci téchto metod, byl proveden podrobny screening
fenolickych kyselin v ruznych genotypech standardnich ¢ervenych i netradi¢né zbarvenych
pSenic (zlutych, modrych a purpurovych).

V analyzovanych genotypech byl zjistén obsah a zastoupeni jednotlivych forem
FK (cil ¢. 2). Nerozpustné vazané formy piedstavuji majoritni podil z celkového obsahu FK
(91,1 %; hypotéza ¢. 1). VétSina sledovanych genotypt nebyla, co do celkového obsahu FK,
vzajemng¢ statisticky odlisna. Vyjimku tvotila pouze pSenice V1 131-15 s modrym aleuronem,
jez dosahla vyznamné vyssich hodnot (825 pg.g? sus.) (hypotéza &. 2; cil &. 3).

Modré odrudy vykazovaly nejvétsi schopnost syntetizovat fenolicke kyseliny (763
1g.g sus.), purpurové odriidy (715 pg.g? sus.) byly srovnatelné se zlutymi (714 pg.g™ sus.).
su$.). Vyznamny vliv barvy zrna na obsah fenolickych kyselin v§ak nebyl statisticky prokazan
(hypotéza ¢. 3).

Ozimé formy pSenic se vyznacuji mirn¢ vyssimi celkovymi obsahy FK oproti formam

jarnim (o cca 5 %), avsak ani tento rozdil nebyl statisticky prikazny (hypotéza ¢. 4; cil €. 4).
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9 Seznam zkratek

ADH alkoholdehydrogenasa

AT acetyltransferasa

CoA koenzym A

C3H p-kumarat 3-hydroxylasa
C4H trans-cinamatmonooxygenasa
DAD detektor diodového pole

DM dry matter

DNA deoxyribonukleovéa kyselina
ECH enoyl-CoA-hydratasa

E4P erythrosa 4-fosfat

FK fenolické kyseliny

F5H ferulat-5-hydroxylasa

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
OMT o-methyl-transferasa

PA phenolic acids

PAL fenylalaninamoniak lyasa

PEP fosfoenolpyruvat
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10 Prilohy

Piiloha 1.Statistické hodnoceni vlivu odridy na celkovy obsah FK.

Tukeytv HSD test; proménna Vazané FK (ug/g) (Tabulkal)

Homogenni skupiny, alfa =.05000

Chyba: meziskup. PC = 1981.1, sv = 16.000

Odrada Véazané FK (ug/g) 1 2

C.buii Priimér
3 Annie 620,8899 Fokkk
5 Bona Vita 634,3889 Fkokok | Kk
7 Konini 639,0757 Kkokk | Kk
2 Bohemia 642,5360 Y L —
8 UC 66049 652,4428 Fekkk | Kkkk
6 AF Jumiko 661,7765 Fkkk | Kkkk
4 Citrus 667,8637 kkkk | kkkKk
1 V1 131-15 751,8111 e

Ptiloha 2. Statistické hodnoceni vlivu odridy na obsah vazanych FK.

Tukeytv HSD test; proménna Vazané FK (ug/g) (Tabulkal)

Homogenni skupiny, alfa =.05000

Chyba: meziskup. PC = 1981.1, sv = 16.000

Odrida Vazaneé FK (ug/g) 1 2

C. buiiky Pramér
3 Annie 620,8899 ook
5 Bona Vita 634,8889 kkkk | ko
7 Konini 639,0757 *kkk Fkkk
2 Bohemia 642,5360 Khkk | kkkk
8 UC 66049 652,4428 Kkkk | ko
6 AF Jumiko 661,7765 khkk |k
4 Citrus 667,8637 Kkkk| kdkk
1 V1 131-15 751,8111 Hokkk
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Piiloha 3. Statistické hodnoceni vlivu odrudy na obsah konjugovanych FK.

Tukeytv HSD test; proménna Konjugované FK (ug/g) (Tabulkal)
Homogenni skupiny, alfa =.05000
Chyba: meziskup. PC = 6.3337, sv = 16.000

Odrada Konjugované FK (ug/g) 1 2 3 4 5 6
C. buiiky Priimér
8 UC 66049 42,04824 ok
7 Konini 52,13492 ok
3 Annie 54, 18786 *hkk *kkk
4 Citrus 61,01634 Fkkk Fekkk
5 Bona Vita 62,18623 Fkkk
6 AF Jumiko 67,67582 kkkk| kkkk
1 V1 131-15 70,29106 Fkkk
2 Bohemia 82,30849 *kkk

Ptiloha 4. Statistické hodnoceni vlivu odridy na obsah volnych FK.

Tukeytv HSD test; proménna Volné FK (ug/g) (Tabulkal)

Homogenni skupiny, alfa =.05000
Chyba: meziskup. PC = .04745, sv = 16.000

Odruda Volné FK (ug/g) 1 2 3 4
C. buiiky Primér
2 Bohemia 1,381418 Fkckk
5 Bona Vita 1,648809 rkkk
3 Annie 1,676370 e
7 Konini 1,820446 rkkk
4 Citrus 2,777439 ko
1 V1 131-15 3,637926 Fhkx
6 AF Jumiko 4,001326 Fkkx
8 UC 66049 5,459756 el

Ptiloha 5. Statistické hodnoceni vlivu barvy zrna na celkovy obsah FK.

Tukeytv HSD test; promé¢nné Celkové FK (ug/g) (Tabulkal)
Homogenni skupiny, alfa =.05000
Chyba: meziskup. PC = 3165.8, sv = 20.000

Banva zrna Celkové FK (ug/g) 1
C. buiiky Primér
2 Cervend 701,4900 ok
4 purpurova 713,2424 Forkk
3 7luta 715,1907 orkk
1 modra 762,8454 il
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Piiloha 6. Statistické hodnoceni vlivu péstebni formy na celkovy obsah FK.

Tukeytv HSD test; proménné Celkové FK (ug/g) (Tabulkal)
Homogenni skupiny, alfa = .05000
Chyba: meziskup. PC =3220.5, sv =22.000

Forma péstovani Celkové FK (ug/g) 1
C. buiiky Primér
2 jarni 696,4909 folaka
1 0zima 732,0925 falaeled
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11 Seznam priloh

Ptiloha 1. Statistické hodnoceni vlivu odridy na celkovy obsah FK.
Ptiloha 2. Statistické hodnoceni vlivu odridy na obsah vazanychFK.
Piiloha 3. Statistické hodnoceni vlivu odriidy na obsah konjugovanych FK.
Ptiloha 4. Statistické hodnoceni vlivu odriidy na obsah volnych FK.
Ptiloha 5. Statistické hodnoceni vlivu barvy zrna na celkovy obsah FK.

Ptiloha 6. Statistické hodnoceni vlivu formy péstovani na celkovy obsah FK.
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