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ABSTRAKT

Bakalatskéa prace je zaméiena na fenolické slouCeniny, jez jsou obsazeny v obilovinach
a jejich vyznam. Jsou zde uvedeny mozné metody stanoveni téchto latek a blize je popsano

jejich stanoveni pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla.

Kli¢ova slova: obiloviny, fenolické latky, Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo, antioxidant

ABSTRACT

The bachelor thesis is focused on the phenolic compounds, which are contained in cereals
and their significance. There are possible methods of determination these substances

and determination by the Folin-Ciocalteu reagent is described closer.

Keywords: cereals, phenolic compounds, Folin-Ciocalteu reagent, antioxidant
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UvVOD

Obiloviny jsou zakladni soucasti vyzivy jiz od nepaméti. V rozvojovych zemich tvoii pie-
vazujici slozku pfijimané potravy. Vyssi konzumaci téchto potravin jsou Casto pficitany
velmi piiznivé dopady na lidské zdravi. Zrna obilovin totiz obsahuji velmi cenné latky,
z nichz miizeme jmenovat polysacharid skrob, jez je dobrym zdrojem energie pro nas or-
ganizmus, dale proteiny a také lipidy, jeZ jsou zastoupeny nenasycenymi mastnymi kyseli-
nami, jejichz pfijem ve stravé je mnohdy opomijen. Vyznamny je také obsah nékterych
vitamind, minerdli a vlakniny, diky niz se mlze Castéj$i zatazeni obilovin do jidelnicku
jevit jako velmi pfiznivé pti hubnuti a nejriznéjSich dietach. Je ovsem nutné nezapome-
nout na to, ze obsah téchto nutri¢nich Zivin je vyrazné niz$i, dochazi-li k vymilani zrn, ne-
bot" vymletim ziskdvame bilou mouku, kterd obsahuje v podstaté pouze Skrob.
V poslednich letech je navic blize prozkoumévan obsah antioxidantli v obilovinach, nebot’
jejich pfijem potravou je stale vice diskutovan. Témto latkam jsou pficitany ucinky jako
zpomaleni procesu starnuti organizmu, sniZzovani rizika vzniku nadorovych onemocnéni,
sniZzovani rizika vzniku zanétl, celkové posileni imunitniho systému a mnoho dalSich
ucinki. Obiloviny obsahuji vyznamna mnozstvi fenolickych sloucenin, jez také disponuji
témito ucinky a fadime je rovnéz mezi antioxidanty. Cilem prace bylo vysvétleni metody
stanoveni fenolickych sloucenin v obilovinach pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla a jsou

zde uvedeny né¢které studie, jeZ se t€émito stanovenimi zabyvaly.
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. TEORETICKA CAST
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1 OBILOVINY

Obiloviny neboli cerealie mohou mit v dobé rozsiteného vyskytu nejriznéjSich civilizac-
nich chorob mezi ostatnimi zeméd¢lskymi plodinami vysadni postaveni [1]. Pojem civili-
zacni choroba je definovéan jako chronicka neinfekéni choroba s hromadnym vyskytem.
Konkrétné jsou to kardiovaskularni, nadorova onemocnéni, obezita, diabetes mellitus
Il. typu, cévni mozkové ptihody, hypertenze a dyslipidemie [2], ¢ili zména koncentrace
lipida a lipoproteint v krvi [3]. Kromé zvySeni miry socialniho stresu, snizeni pohybové
aktivity a nadmérného uzivani navykovych latek, ma na rozvoji téchto onemocnéni nemaly
podil i zptsob vyzivy ¢lovéka [2]. Obiloviny vyrazné ovliviiuji vyzivovou bilanci a ob-
zvlast zdravi prospésné mohou byt ty, které maji nizky glykemicky index. To je hodnota,
ktera fika, jak dana potravina ovlivni hladinu cukru v Krvi [1]. Pro lidskou vyzivu se ptimo,
tzn. bez napf. chemického zpracovani, z obilovin pouziva vyhradné zrno [4] a ostatni ¢asti
rostlin mohou byt vyuzity jako krmivo ¢i na vyrobu silaZze. Nazev ceredlie byl odvozen
od fimské bohyné Ceres, darkyné€ zrna, coz sv€d¢i o vyznamu obilovin jiz ve starovéku.
Obiloviny rtiznych druhti dodnes pokryvaji zékladni lidské potieby ¢i slouzi i jako krmivo
pro zvitata [S]. V mnoha castech Afriky a Asie pokryvaji vice nez 70 % energetického
ného vychodu mé vysadni postaveni ryZze a ve velké ¢asti Afriky a Stfedni Ameriky je to
kukutice [6]. Botanicky jsou obiloviny fazeny do tfidy jednodéloznych rostlin, do ¢eledi
Gramineae, obecné oznacovanych jako Travy [5]. Spole¢ny botanicky ptvod obilovin mu-
Ze byt pfi¢inou jejich vzajemné podobnosti, co se tyce struktury a tvorby zrna ¢i i v jeho
chemickém slozeni [4]. Vyznamné jsou vSak i tzv. pseudocerealie, které patii do tiidy

dvoudéloZnych rostlin.

1.1 Obilné zrno

1.1.1 Morfologicka stavba

Morfologické skladba obilného zrna je pro vSechny obiloviny v podstaté stejnd. Rozdily
nalezneme ve tvaru, velikosti, hmotnosti a v podilu jednotlivych vrstev. Informace o veli-

kostech zrn riznych obilovin a hmotnosti tisice zrn udava tabulka ¢. 1.
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Tabulka ¢. 1: Velikosti zrn a hmotnosti tisice zrn (HTZ) jednotlivych obilovin [4]

Druh cerealie | Délka [mm] | Sitka [mm] | HTZ [g]
PSenice 5-8 25-45 27 - 48
Zito 45-10 1,5-3,5 15-40
Je¢men 8-14 1,0-45 32-36
Oves 6-13 1,0-45 32
Ryze 5-10 1,5-5,0 27
Kukufice 8-17 5-15 150 - 600
Cirok 3-5 2-5 8- 50

Nejsvrchngj$i vrstvy zrna jsou tvofeny nerozpustnymi a obtizné bobtnajicimi materidly,
predevsim celul6zou. Hlavni funkci téchto vrchnich vrstev, ozna¢ovanych také jako oplo-
di, je ochrana zrna pted mechanickym poskozenim a kratkodobymi t¢inky vody a $kodli-
vych latek. Dalsi podpovrchové vrstvy neboli osemeni obsahuji barviva, ktera urcuji ba-
revny vzhled zrna. V nasledujicich vrstvach jsou obsazeny polysacharidové latky, které
jsou schopny do riizné miry bobtnat a vazat vodu, a tim mohou pfispivat k udrzovani rov-
novahy vlhkosti zrna. Zminéné vrstvy tvoii pevnou houzevnatou vrstvu, kterda pii mleti
prechézi do otrub a v obrdzku €. 1 jsou oznaceny pismenem O. Rozhrani obalovych vrstev
a endospermu je tvotreno jednoduchou, mékéi vrstvou velkych bunék, tzv. aleuronovou
vrstvou, obsahujici vysoky podil bilkovin (cca 30 %), ktery je téméf tiikrat vySsi nez
v endospermu. Aleuronova vrstva muze byt spolecné s endospermem vymleta do mouk,
nebo ji ¢ast zustava ulpéla na otrubach. Builky aleuronové vrstvy maji také nejvyssi obsah
minerdlnich latek ze vSech bunck zrna, proto se pfi jejim vymilani vyrazné zvysi obsah
mineralii (popela) v mouce. Na obrazku €. 1 je tato vrstva piechazejici do mouky oznacena
pismenem E [4]. Protoze klicek velmi rychle podléha oxidaénim a enzymovym zménam,
pted vlastnim mlynskym zpracovanim je brousenim cely odstraiovan. Tyto zmény by ji-
nak zhorSovaly senzorickou kvalitu vyrobku, proto je pfi zpracovavani klicku pro potravi-
nai'ské ucely nutné piitomné enzymy inhibovat jiz béhem né€kolika hodin. Na obrazku ¢. 1

je klicek oznacen pismenem K.
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; endosperm

—— buiiky endospermu se
Skrobem v bilkovinné matrici E
celulosové stény bunék endospermy
aleuronova vrstva (,,vnéjsi

endosperm™) —

hyalinni tkan
testa (osemeni)

cylindrické buiiky (0]
pricné bunky
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- bun&éna vrstva klicku
_ Stitek na klicku

= rudimentarni klicek K
primérni kofinky

Stitek kokinkn
kloboucek kofinkn

Obrazek ¢. 1: Podélny fez pSeni¢nym zrnem [1]

1.1.2 Chemické sloZeni

V chemickém slozeni jednotlivych obilovin nejsou pfiliSné rozdily. Vétsi rozdily nalezne-
me spiSe ve slozeni rliznych variet jednoho druhu obili. Je ovSem nutné zdlraznit, ze uva-
zujeme celd, neloupand zrna, kterd mimo jiné obsahuji vice vldkniny a mineralnich latek
nez zrna oloupana. Vl1iv na chemické sloZzeni maji pfedevsim pudni, klimatické a agrotech-

nické podminky.

1.1.2.1 Sacharidy

Sacharidy tvoii nejvétsi podil zrna. Z vysokomolekularnich polysacharidi, které se zde
vyskytuji, je nejvice zastoupen Skrob. Monosacharidy a oligosacharidy jsou v obilnych
zrnech obsazeny jen v nepatrném mnozstvi, v rozmezi 1 - 3 % a jsou zastoupeny piede-
v§im sacharézou, v malych mnozstvich maltozou, fruktézou & glukézou. Skrobové granu-

le se nachazeji v endospermu a jejich podoba je pro jednotlivé druhy obilovin charakteris-
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tickd. Mnozstvi skrobu se pohybuje v rozmezi 65 - 75 %. Z dalSich polysacharidii zde na-
lezneme celuldzu, hemiceluldzy, pektiny ¢i B-glukany. Celuléoza ve formé vlaken
Z obalovych vrstev je obsazena v celozrnnych moukach. ZvysSuje spotiebu vlakniny a tim
piizniveé pusobi na fyziologii traveni. Hemicelulozy jsou ulozeny pfevazné v podobalovych
vrstvach a také plni funkci nestravitelné vlakniny potravy. Jejich dalezitou slozkou jsou
pentozany heterogenniho slozeni, s pfevahou arabindzy a xylozy, nebot’ na sebe vazi vodu
a jsou schopny tvofit viskdzni roztoky. Jsou vyznamné piedevsim pfi tvorbé zitného tésta.
B-glukany jsou rozpustné polysacharidy, které rovnéz vytvareji viskdzni gely a nalezneme

je nejvice v jeCmeni a ovsu [1].

1.1.2.2 Bilkoviny

Obiloviny obsahuji zhruba 6 - 15 % bilkovin. Velmi vyznamné jsou pfedevsim bilkoviny
pSenice. Nejvice se jich nachdzi v endospermu pSeni¢ného zrna. Vypirdnim pSeni¢né mou-
ky vodou se ziskava lepek, pruzny a tazny hydratovany gel. Jeho susina je z 80 - 95 % tvo-
fena praveé bilkovinou, konkrétné dvéma a to gliadinem a glutelinem. Tzv. mokry lepek je
hlavnim jakostnim kritériem pekaiské jakosti pSenicné mouky, je asi z 66 hmot. % tvoien
vodou. Po jeho vysuSeni dostaneme suchy lepek. Zasobnimi bilkovinami ryze je glutelin
(oryzein), kukufice prolamin (zein), je¢mene hordeiny a gluteliny a v ovsu jsou obsazeny
albuminy a globuliny. Co se ty¢e obsahu aminokyselin v cerealiich, nékteré jsou zde obsa-
zeny v nizkych mnozstvich. Limitujici aminokyselinou pro obiloviny obecné je lyzin,

s vyjimkou zita, jehoz limitujici aminokyselinou je tryptofan [1].

1.1.2.3 Lipidy

Mnozstvi lipida v ceredliich se pohybuji do 10 %, uvazujeme-li jejich mnozstvi obsazena
v susing. Nejvétsi podil lipida je obsazen v klicku. Z jednotlivych druht obilovin jich nej-
vice obsahuje oves, mnozstvi se pohybuji v rozmezi 5 - 10 % Vv susiné. Dobra nutri¢ni hod-
nota cerealnich lipidd je opodstatnéna tim, Ze vice nez 75 % z mastnych kyselin jsou kyse-
liny nenasycené [1]. Ty pfedstavuji nezbytnou slozku pro lidskou vyzivu. Pti nedostatku
nenasycenych mastnych kyselin dochazi k poruchdm ¢innosti nervovych bunék,
k porucham vyvoje a rdstu a nepfiznive jsou ovlivnény také nase imunitni reakce. Neméné
dilezitym je ptiznivé ovlivilovani hladiny cholesterolu v krvi pfi dodrzovani pottebného
pfijmu nenasycenych mastnych kyselin [7].

Kromé vySe zminénych zdkladnich nutri¢nich slozek cereédlie obsahuji 1 dalsi latky, jako

jsou vitaminy, mineralni latky, fytaty a fenolické latky. Ceredlie jsou dobrym zdrojem pie-



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 16

devsim vitamint skupiny B a kli¢ky jsou bohaté na vitamin E. Co se tyce mineralnich 14-
tek, v celych zrnech obilovin a celozrnnych vyrobcich je nejvice obsazeno Zelezo, hoicik,
zinek, vapnik, draslik ¢i selen. Zminované fytaty maji spiSe negativni vliv, nebot’ zhorsuji
vyuzitelnost nékterych zivin, a to jejich rozkladanim nebo pfeménou. Vazi piedevsim mi-
neralni latky, jako zelezo, zinek ¢i vapnik a jejich absorpce je tak omezena. V prubéhu
zpracovani vSak dochazi ke snizovani obsahu fytatl, nebot’ u vétsiny obilovin jsou obsaze-

ny v aleuronové vrstvé ¢i v kli¢ku, proto je napt. bila mouka téméf neobsahuje [1].

Tabulka ¢. 2: Zakladni chemické sloZeni obilovin v % [8]

Obilovina| Voda |Proteiny| Lipidy | Skrob Mineralni
latky
PSenice 13,2 11,7 2,2 59,2 15
Zito 13,7 11,6 1,7 52,4 1,9
Je¢men 11,7 10,6 2,1 52,2 2,3
Oves 13,0 12,6 5,7 40,1 2,9
Ryze 13,1 74 2,4 70,4 1,2
Kukutice | 12,5 9,2 3,8 62,6 1,3

1.2 Jednotlivé druhy obilovin

Obiloviny, v prvni fadé pSenice, jsou pro vyzivu ¢lovéka nejvyznamnéjs$im zdrojem pro-
teintl z rostlinnych material [8]. Pfed druhou svétovou valkou u nas pievladalo piedevsim
péstovani pienice z oblasti Cech a Moravy, v ostatnich oblastech pievazovalo p&stovani
Zita, jeCmene a ovsa. Dnes se jiZ pouze Zitny chléb prakticky nevyrabi, spiSe ZitnopSenicny,
ktery obsahuje maximalné 60 % zitné mouky. Dle statistik FAO (Food and Agriculture
Organization - Organizace pro vyzivu a zemédélstvi) zroku 2003 patii ve svété
k obilovinam s nejvétsim objemem produkce psenice a ryze. Obecné se pak vice ¢i méné
V potravinaistvi zpracovavaji obiloviny: pSenice, zito, kukufice, ryze, jemen, oves, ¢irok,
proso a tritikale a také pseudoobiloviny pohanka, amarant a quinoa [1].

Dle udajii Ceského statistického wfadu zaujimala v roce 2010 nejvice osevnich ploch

v Ceské republice psenice a nasledoval je¢men, kukufice, oves a zito [9].
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1.2.1 PSenice

vvvvvv

péstovani spada daleko do historie, ve starovéku byla tato plodina pievladajicim zdrojem
lidské potravy. Péstovana byla zejména v Persii (Iran), Egypté, Recku a také v Evropé
[11]. Psenice je hlavni plodinou pro asi 35 % lidské populace. V roce 1996 tvorila nejveétsi
podil (28,5 %) na trhu s obilovinami dle tdaji FAO. Popularita této plodiny je z velké casti
zaloZena na jeji vysoké nutriéni hodnoté a univerzalnosti jejiho vyuziti pfi vyrobé€ Siroké
Skaly potravinafskych vyrobku, jako je chleba, téstoviny, susenky a dalsi [10]. Péstuje se
hlavné v aluvialni pudé v oblastech s mirnym podnebim. V zim¢ je péstovana v Indii,
v 1ét¢ pak v Evropé a Americe, protoze zde je v tomto obdobi vyhovujici mnozstvi srazek.
V Australii, Jizni Americe, ¢asti Spojenych statl a ¢asti Paindzab (Indie a Pakistan) je

z divodu nedostatku srazek péstovani pSenice zavislé na zavlazovani [12].

Obrazek ¢. 1: PSenice seta (Triticum aestivum) [13]

1.2.2 Jeémen

V dnesni dobé je jeCmen asi ze dvou tfetin vyuzivan pro vyrobu krmiv, z jedné tietiny
ve sladovnictvi a kolem 2 % je vyuzito v potravinaiském primyslu. Je pravdépodobné nej-
vice prizplisobivym druhem obiloviny s produkei i ve vysSich nadmotskych vySkach ¢i
V pousti, a proto predstavuje hlavni zdroj potravy pro himaldjské narody, Etiopii a Maroko.
Je¢men je pfinosem pro zdravi pifedevsim diky obsahu B-glukant, jez jsou zodpovédné
za snizovani krevniho cholesterolu a tato obilovina se také vyznacuje nizkym glykemic-

kym indexem [14].
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Obrazek ¢. 2: Je¢men sety (Hordeum vulgare) [15]

1.2.3 Kukufice

Tato obilovina piivodem z Mexika, je péstovana po celém svété, jejim nejvetsim producen-
tem je vSak stale Amerika. Nejvétsi ¢ast sklizné je pfitom vyuZivana ke krmeni dobytka
a vyznamna Cast je vyuzivana K vyrobé kukuticného skrobu. Ten je vhodny pro vyrobu
modifikovanych Skrobi. Stale vice se rozSifuje vyroba riznych snack extrudovanych vy-
robkt z kukufiéné krupice a vyuziti nachazi i ve vyrobé alkoholu. Vyznamnou obilovinou
muze byt pro nemocné celiakii, jeZ jsou omezeni, co se cerealnich vyrobki tyce, na piijem

ryze a kukufice [4].

Obrazek ¢. 3: Kukufice seta — kvétenstvi (Zea mays) [16]

1.2.4 Oves

vV

Této nenaro¢né obiloviné, ptivodem z Malé Asie, vyhovuje sussi a chladnéjsi podnebi
a relativné suchd ptida. Je pomérné odolna vi¢i mechanickému poskozeni, péstuje se pre-

vazné jako krmivo. Nejvétsimi producenty ovsu jsou Rusko, Kanada a USA. V Ceské re-
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publice se vyrabi ovesnd mouka Ci se zpracovava na vlocky, jejichz obliba stale stoupa.
Mezi obilovinami se vyznacuje nejvyssim obsahem bilkovin s vysokou biologickou hodno-
tou, nebot’ jsou zde zastoupeny esencialni aminokyseliny lyzin a metionin. Pfiznivé je také
vysoké mnozstvi vldkniny a velmi dobry pomér nasycenych a polynenasycenych mastnych

kyselin [1].

Obrazek ¢. 4: Oves sety (Avena sativa) [17]

1.2.5 Zito

Zito seté je nenaro¢né rostlina péstovana spise v oblastech s chladnym, drsn&j§im klima-
tem, je mozné jej péstovat také ve vyssich nadmoiskych vyskach a relativné suchych ob-
lastech. Je nasi tradi¢ni obilovinou, vyuZivanou pro potravinaiské, krmivaiské, technické
i farmaceutické éely. Zitna mouka je zakladni slozkou chleba, kde je mozné vyuzit nejen
mouku, ale i cela zrna. Dominantni postaveni co se ty¢e jeho produkce ma Evropa,
Vv poslednich letech ma vSak podil zitné mouky v pekarenskych vyrobcich klesajici tenden-

ci [1].

Obrazek ¢&. 5: Zito seté (Secale cereale L.) [18]
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2 ANTIOXIDACNI PUSOBENI

Antioxidacni vlastnosti vykazuje fada rostlinnych potravinarskych materialii. Po staleti se
k prodlouzeni trznosti potravin pouzivaji prevazné rtizné byliny a koteni. ZvIasté ucinné
jsou rozmaryna a Salvéj, ale i dalsi, napf. oregano, tymian, hiebicek, kurkuma a také oves-
na mouka aj. Pfirodni antioxidanty ziskdvané z rostlin nejcastéji jako extrakty maji Casto

omezené pouziti, nebot’ mohou vykazovat viini po pouzitych rostlinach nebo hotkou chut’

[19].

Hlavnimi zdroji antioxidantli jsou rostlinné produkty, ovoce a z nich vyrabéné dzusy, Caj,
kava, ¢ervené vino, zelenina, obiloviny, ¢okolada a lusténiny. V minulosti byla vétsi po-
zornost vénovana spise vitaminim s antioxida¢nim uc¢inkem, karotenoidiim ¢i mineralnim
latkdm, proto mizeme fici, Ze polyfenolické slouceniny jsou v této spojitosti méne pro-
zkoumanou skupinou. Moznou pfi¢inou opozdéného zajmu o tuto skupinu je znacnd roz-
manitost a slozitost jejich chemické struktury [20]. Antioxidacni aktivita potravin je velmi
dulezitou vlastnosti, s niz jsou spojovany piiznivé G¢inky na zdravi ¢lovéka. Rozhodujici je
schopnost latek jiz v malych koncentracich na intraceluldrni tirovni zpomalovat nebo rusit
nezadouci oxidacni reakce. To je zpusobeno jejich relativné vy$§im oxidaéné-redukénim
potencialem, schopnosti rychle odstranit reaktivni formy kysliku a dal$i volné radikaly,
schopnosti chelatové vazat katalyticky aktivni prvky, redukovat meziprodukty fetézovych
oxida¢nich zmén nebo stimulovat aktivity endogennich antioxida¢nich enzyma. Vyznam-
nymi antioxidanty v potravinach jsou jednoduché fenoly a furany, slozené fenolové latky,
flavonoidy véetné katechind a antokyaninii, stilbeny, alkylsulfidy, indoly a n¢které vitami-

ny a karotenoidy [21].

Antioxidanty jsou tedy latky plisobici proti volnym radikalim. Mohou vyrazné sniZit ne-
priznivé ucinky zptisobené oxidanty, zabranit fetézové reakci nebo zabranit aktivaci kysli-
ku na vysoce reaktivni formy [22]. Vé&tSina energie, kterou mozek spotiebuje, je generova-
na mitochondrialni oxidativni fosforylaci za vzniku ATP. Pfi ur€itych podminkach vSak
vznikaji vedlejsi produkty, jako kyslik, volné hydroxylové radikaly a peroxid vodiku. Pra-
vé nadmérna produkce téchto latek zplsobuje zdvazné zmény, jez jsou souhrnné oznaco-
vany jako oxidativni stres, dochazi pfi nich k poskozeni proteind a lipida [23]. Antioxidan-

ty mohou byt bud’ enzymatického ¢i neenzymatického charakteru [22].
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3 FENOLICKE LATKY

Fenolické slouceniny, konkrétné polyfenoly, tvofi ve stravé nejrozsahlejsi skupinu antio-
xidantd. Jejich celkovy piijem potravou muze byt az vice nez 1 g denné, a to je mnohem
vice nez u vsech ostatnich skupin fytochemikalii a antioxidant [20]. Fenolické latky jsou
skupinou organickych sloucenin, obsahujici nejméné jeden aromaticky kruh, na ktery je
kovalentné vazana jedna ¢i vice hydroxylovych skupin. Obsahuji-li jednu hydroxylovou
skupinu, oznacujeme je jako monomery, pokud maji ve své struktute vice hydroxylovych
skupin, pak mluvime 0 polyfenolech [24]. VétSina pfirozené se vyskytujicich fenolickych
sloucenin je pfitomna ve form¢ konjugati s monosacharidy ¢i polysacharidy anebo se vy-
skytuji jako funkéni derivaty esterti a metylestert [25]. Celkem bylo zjisténo vice nez
100000 latek fazenych mezi fenolické slouceniny [24]. V rostlinach se bézné vyskytuji
Vv jedlych i nepozivatelnych ¢astech [26]. Tyto latky maji Siroké vyuziti, mohou se vysky-
tovat v pfirodni nebo syntetické podobé, jako napf. lignany a katecholy. Hraji dilezitou
roli v rustu a rozmnozovani u rostlin, kde také poskytuji ochranu pted predatory a patoge-
ny. U ovoce a zeleniny ovliviwyji jejich zbarveni a také jejich senzorické vlastnosti [25].
Fenoly se dale vyuzivaji napt. jako dezinfekéni prostiredky (kresoly), pfi vyrobé azobarviv
a plastt, dale jako aromatické latky (vanilka), jako antioxidanty (sezamol a nordihydrogu-
ajaretova kyselina) a pigmenty (kurkumin). N&které fenoly jsou vSak rovnéz povazovany
za jedy (chlorfenoly) [27]. Pro zdravi ¢lovéka jsou nejvice prospésné velké slozité moleku-
ly, tzn. polyfenoly. Kromé antioxidac¢niho G¢inku stimuluji uzite€né enzymy, chréni jatra,
posiluji kapilary a vykazuji i antialergicky ucinek, nebot’ brani uvolfiovani histaminu. Dale
se spolupodileji na ucinku kyseliny askorbové a omezuji shlukovéani krevnich desticek.
Ojedinéle mohou puisobit i negativné a to tak, Ze mohou omezovat vyuziti bilkovin, tiami-
nu Ci zeleza [28]. Navzdory Siroké rozmanitosti skupiny fenolickych latek vyskytujicich se
Vv piirodg, je lze rozdélit v podstaté do nékolika tiid [25]. V této praci je uvedeno rozdéleni

dle [Balasundram] v tabulce ¢. 3.
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Tabulka ¢. 3: Ttidy fenolickych slou¢enin obsazenych v rostlinach [25]

Ttida Struktura
Jednoduché fenoly, benzochinony Cs
Hydroxybenzoové kyseliny Cs—Cy
Acetofenony, fenyloctové kyseliny Ce—C>
Hydroxyskoficové kyseliny, fenylpropanoidy (kumariny, oGy
izokumariny, chromony, chromeny)
Naftochinony Cs-Cs
Xantony C6-C1-Co
Stilbeny, antrachinony Cs-Co-Cs
Flavonoidy, izoflavonoidy Cs-C3-Cs
Lignany, neolignany (Ce-Ca):
Bioflavonoidy (Ce-C3-Cs)2
Ligniny (Ce-Ca)in
Kondenzované taniny (proantokyanidiny, flavolany) (Ce-C3-Cé)n

3.1 Fenolické latky obsazZené v obilovinach

Bylo dokazano, ze spotieba celozrnnych vyrobkd pomaha snizit riziko vzniku kardi-
ovaskularnich onemocnéni, mozkové mrtvice, cukrovky 2. typu a rakoviny stiev. Cela zrna
obilovin obsahuji mnoho zdravi prospéSnych slozek, jako jsou vitaminy, mineralni latky
a fytochemikalie, které zahrnuji fenolické slouceniny. Tyto slouceniny maji antioxidaéni
vlastnosti, mohou chranit pfed degenerativnimi onemocnénimi, napf. onemocnéni srdce ¢i
rakovina, ve kterych hraji dilezitou roli reaktivni formy kysliku (tj. superoxid, hydroxylo-
vé radikaly a peroxyradikaly) [29]. V potravinaiském pramyslu roste zajem o potraviny
bohaté na obsah fenolickych latek, nebot’ zpomaluji oxida¢ni degradaci lipidi, a tim zlep-
Suji kvalitu 1 nutri¢ni hodnoty potravin [26]. Pfinos vysoké konzumace ovoce a zeleniny
pro zdravi byva napf. pfisuzovan pravé fenolickym slouc¢enindm v nich obsazenych a jejich

blahodarné ucinky jsou pficitany antioxida¢ni ¢innosti [25].
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Obiloviny obsahuji celou fadu fenolickych latek, véetné kyseliny benzoové, skoticové,
antokyanidin®i, chinoni, chalkon®, flavonoli a aminofenoli. Mnozstvi polyfenola
Vv obilovinach je velmi variabilni a zavisi také na druhu obiloviny a mleti. Polyfenolické
latky zde mohou byt pfitomny bud’ volné nebo v esterifikované ¢i eterifikované rozpustné
formé, stejné jako v nerozpustné formé vazané na slozky bunécné stény, jako jsou polysa-
charidy, bilkoviny, lignin, kutin a suberin. Nerozpustnym fenolickym latkam je pfipisovan
hlavni podil na celkové antioxidaéni aktivité obilovin [30]. Velmi pfiznivé ovliviiuji zdravi
Cloveka, nebot’ je jim pric¢itano mnoho biologickych Ucinki. Neméné dilezité jsou také
antimutagenni, antimikrobialni, hypolipidemické ¢i protizanétlivé Gc¢inky a také stimulace
travici Cinnosti [26]. V zrnech obilovin se tyto slouceniny nachazi hlavné v oplodi
a ve vnéjsich vrstvach vyuzivanych k vyrobé otrub. Ptestoze je vétsi zajem sousttedén pie-
dev$im na fenolické latky obsazené v ovoci, zelening, ve vin€ ¢i €aji, obsah téchto latek byl
prokazan i v obilovinach. Nékteré fenoly jsou jedinecné pro uréity druh obiloviny, jako

jsou avenantramidy obsazené v ovsu [29].

3.1.1 Fenolové kyseliny

Fenolovymi kyselinami rozumime derivaty kyseliny benzoové a kyseliny skoficové, které
jsou pritomny ve vSech obilovinach. RozliSuji se dvé tfidy fenolovych kyselin, hydroxy-
benzoové a hydroxyskoficové kyseliny. Do prvni skupiny patii kyselina gallova,
p-hydroxybenzoova, vanilkova, syringova a protokatechinova kyselina. Hydroxyskoticové
kyseliny maji tfi- az Sestiuhlikatou strukturu a zahrnuji kumarové, kavové, ferulové a sina-
pové kyseliny. Obecné se fenolické kyseliny v obilovinach vyskytuji volné ¢i ve vazané
form¢. Konkrétné nejvice je fenolickych kyselin obsazeno v ¢iroku a prosu. Volné kyseliny
jsou umistény ve vnéjsi vrstvé oplodi a jsou ziskdny pouzitim organickych rozpoustédel.
Vazané se vyskytuji esterifikované v bunéénych sténach. Vyznamné fenolické kyseliny

Vv obilovinach jsou ferulova a p-kumarova [29].

3.1.2 Flavonoidy

Flavonoidy jsou slouéeniny s Cg-C3-Cg kostrou, ktera se sklada ze dvou aromatickych kru-
ht spojenych s tfiuhlikatymi slou¢eninami. Patii zde antokyany, flavanoly, flavony, flava-
nony a flavonoly. V ptirod¢ bylo identifikovano vice nez 5000 flavonoidii, mizeme je na-
1ézt v oplodi vSech cerealii. Vykazuji antioxidacni, protinadorové, protialergické, antikar-

-----

vano u Ciroku. Antokyany jsou ve vodé€ rozpustné pigmenty, které v rostlinnych potravi-
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nach pfispivaji k modrému, cervenému ¢i fialovému zbarveni (napf. u bortvek, ostruzin
a jahod) a jsou v obilovinach nejvice prostudovanou skupinou. V ptirodé mizeme nalézt
hlavné antokyanidiny kyanidin, delfinidin, malvidin, pelargonidin, petunidin a peonidin.
Tyto byly nalezeny v uréitych odriadach je¢mene, kukufice, ryze, Zita a pSenice. Obiloviny
obsahujici modra & fialova zrna a otruby obsahuji antokyany v urovnich 93 - 152 pg.g™
a 236 - 453 pug.g™. Napiiklad &irok obsahuje 3-deoxyantokyany, které nemaji hydroxylové
skupiny v poloze 3 uhlikové fetézce, coz mize zvySovat jejich stabilitu pii vysokych pH
V porovnani s béznymi antokyany. Jsou dobrymi pfirodnimi potravinovymi barvivy.
V ceredliich byly nalezeny také dalsi flavonoidy, bézné€ se nachazejici v ovoci a zelening,
napf. apigenin, ktery tak mtizeme kromé petrzele ¢i celeru nalézt i v prosu, ovsu a ¢iroku

[29].

3.1.3 Kondenzované taniny

Jsou to latky, které v potravinach ptispivaji predevsim k jejich trpkosti. Jinak jsou nazyva-
ny také jako proantokyanidiny ¢i prokyanidiny, jsou to v podstaté polymery flavanoli.
Nachézeji se v ¢iroku s pigmentovanymi vnéjSimi obaly semene a je¢meni. Stanoveni
ttislovin v potravinach bylo v minulosti obtizné z diivodu nedostatku odpovidajicich stan-
dardt. Ke stanoveni obsahu kondenzovanych taninti bylo tedy vyuzivano predevsim kolo-
rimetrickych metod. Vysledky téchto metod vSak nebyly plné vérohodné, nebot’ i mono-
merni fenoly reagovaly s &inidly. Mnozstvi tiislovin v jeémenu je 0,74 mg.g™ a v &roku
7,88 - 21,97 mg.g”. Tiisloviny obsaZené v jeémenu jsou mono-, di- &i trimery, zatimco
v ¢iroku jsou to polymery. Ttisloviny maji schopnost vdzat na sebe proteiny, sacharidy
a mineraly a sniZuji tak stravitelnost téchto zivin. Kondenzované tiisloviny maji vysokou
antioxidacni aktivitu ve srovnani s monomernimi fenolickymi slouc¢eninami. Vykazuji an-
tikarcinogenni, gastroprotektivni a protiviedové G¢inky, dale snizuji cholesterol a pfiznivé

pusobi také na mocové cesty [29].

3.1.4 Avenantramidy

V ovsu se nachazeji avenantramidy 1 resp. B, avenantramid 3 resp. C a avenantramid 4
resp. A. V ovesnych vlockach se nachézi téchto sloucenin vice nez v ovesnych otrubéch,
zatimco ve vlogkach je to 26 - 27 pg.g™, otruby obsahuji 13 pg.g™. Opét vykazuji antioxi-

dacni ¢i antiaterogenni u¢inky [29].
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3.1.5 Lignany

Jsou to fytoestrogeny vyskytujici se hlavné ve Inéném seminku, dale pak v je¢émenu, ovsu,
Zitu, pSenici a v tritikale [29]. Krom¢ obilovin jsou obsaZeny v zelening, ovoci, lusténi-
nach, olejninach a dobrym zdrojem je i ¢aj [31]. MnozZstvi v téchto obilovinach se pohybuji
v rozmezi 8 az 299 ug.100 g™. Sekoizolaricirezinol a matairezinol jsou rostlinné lignany.
V lidském téle jsou tyto latky pfeménovany bakteriemi tlustého stfeva na tzv. sav¢i lignany
enterodiol a enterolakton [29]. Piestoze mohou lignany svou molekularni strukturou pfi-
pominat ligniny, 1i8i se tyto dvé skupiny jiz v pocatecni fazi vzniku fenylpropenold, v prvé
fad¢ koniferyl- a sinapylalkoholi. Lignany jsou soucasti stén rostlinnych bunék. V obilném
zrnu jsou soustiedény ve vnéjsi vrstvé bunék perikarpu, po které nasleduje aleuronova
vrstva, proto jsou jejich bohatym zdrojem otruby. Bylo napt. zjisténo, ze vysoky piijem
rostlinnych lignanti vedl u muzi ke snizeni kardiovaskularnich onemocnéni, a také byla

prokazana ochranna role téchto slouc¢enin pied karcinomem prostaty ¢i tlustého streva [31].

3.1.6 Alkylresorcinoly

Tyto slouceniny jsou derivaty 1,3-dihydroxybenzenu s lichym po¢tem uhlikovych Fetézct
V pozici 5 na benzenovém jadie. Tyto slouceniny se nachdzeji v pSeni¢nych otrubach, Zitu,
tritikale a v je¢meni. P3enice obsahuje 339 - 759 ug.g™, Zito 575 - 1008 pg.g™ a v je¢meni
je obsaZzeno 8§ ;,tg.g'l alkylresorcinoli. V otrubdch pSenice je jich pak obsazeno
2,211 - 3,225 I,Lg.g'l a zitné obsahuji 2,758 - 4,108 ug.g'l. Alkylresorcinoly vykazuji anti-

bakterialni, antimykotické a antioxida¢ni ti€inky [29].

3.1.7 Fenol a antioxida¢ni aktivita v obilnych zrnech

Obecné muzeme fici, ze zrna obsahujici tanin a pigmentova zrna obsahuji nejvice fenolt.
Taniny ¢iroku a ¢erné ryze obsahuji nejvice fenolickych sloucenin a maji nejvyssi antioxi-
dac¢ni aktivitu, kdezto nepigmentovana zrna obilovin, jako napf. bila ryze ¢i pSenice, vyka-
tanind ve fenolickych sloucenindch pfispiva ke zvySeni antioxidac¢ni aktivity. Mezi obsa-
hem fenoll a antioxida¢ni aktivitou je vysoka zavislost, tedy obsah fenolickych latek pfi-
spiva k antioxidacni aktivité. Dodnes je velmi malo informaci o prospéchu fenolickych

latek obsazenych v cerealiich. Cirok obsahujici kondenzované tiisloviny vykazuje in vitro

rrrrr
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zelenina. Péstovani této plodiny pfevlada v horkych, vlhkych oblastech Afriky, konkrétné
vychodni a jizni Afriky.

Mnoho fenolickych latek typickych pro ovoce a zeleninu bylo nalezeno v obilnych zrnech,
nicmén¢ mnohé z nich je t€zké rozlisit. Proto je nutné tyto fenolové slouceniny izolovat
a charakterizovat jejich zdravotni pfinos pro lidsky organizmus. Ceredlie, jakozto zdroj
fenolickych latek, mohou mit oproti ovoci a zelenin€ vyhodu v tom, ze zrna cerealii jsou
sucha a tedy snadno skladovatelna po dlouhou dobu. Obiloviny tedy mohou slouzit jako
dobry prosttedek ke zvySeni piijmu zdravi prospésnych slozek z potravy, samoziejmé je

vsak vzdy leps$i konzumovat jejich cela zrna [29].

3.2 Metody stanoveni obsahu fenolickych latek

Orienta¢nimi metodami pro identifikaci fenolickych latek v rostlinach jsou chromatografie
na tenké vrstvé (TLC — Thin Layer Chromatography) ¢i kolonova chromatografie (CC —
Column Chromatography). Ke kvalitativnimu a kvantitativnimu stanoveni téchto latek jsou
pouzivany spiSe chromatografické a elektromigra¢ni metody (jako HPLC — High Perfor-
mance Liquid Chromatography, VysokotGéinna kapalinova chromatografie; GC — Gas
Chromatography, Plynova chromatografie a CE - Capillary Electrophoresis, Kapilarni
elektroforéza), hmotnostni spektrometrie (MS - Mass Spectrometry) a nuklearni magnetic-

ka rezonance (NMR - Nuclear Magnetic Resonance) [32].

3.2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie ve spojeni s coulometrickym detek-

torem

Coul Array detektor, jez se k tomuto méfeni vyuziva, je coulometricky multielektrodovy
detektor, uréeny pro pouziti v HPLC. Vyuziva se k detekci elektroaktivnich latek, kdy
na zakladé poméru odezvy signalu velkého poctu kanall je mozna jejich charakterizace.
Jedna se o velmi citlivy zptisob detekce, pti némz je pouzita série 4 az 16 pratocnych cou-
lometrickych cel a v nich dochazi k elektrochemické pfeméné analytu. Kazda cela ma jiny,
avsak konstantni potencidl, a dana latka se bud’ oxiduje ¢i redukuje pii jiném potencidlu.

Ten je oznacovan jako dominantni [33].

Technika HPLC jiz v minulosti vyrazné pfispéla k fadé farmaceutickych, biochemickych,
Klinickych a ekologickych analyz [34].
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3.2.2 Kapilarni elektroforéza

Tato separacni metoda vyuzivd pohybu nabitych ¢astic v elektrickém poli, kterym miize
byt roztok elektrolytu, ¢i jiné nosné médium, napt. gel. Podstata metody spociva v tom,
7e kazdy druh ¢astic, které se pohybuji v elektrickém poli ma svou charakteristickou rych-

lost, ¢ehoz se da vyuzit pravé pro analyzu ¢i separaci smési [35].

Metoda je vyuzivana hlavné pro stanoveni fenolickych latek v rostlinnych materialech.
Jako dalsi analytické metody pro stanoveni téchto latek zahrnuje extrakci vzorku, analytic-
ké oddé€leni, kvantifikaci a nakonec interpretaci ziskanych udajti. Nezbytné nutna je sprav-
na preparace vzorku bez obsahu rusivych slozek. Izolace fenolickych latek napt. z ovoce
muze byt zkomplikovana jejich nerovnomérnym rozptylenim v ovoci. Nebot’ ve vnéjSich
(epidermalnich a subepidermalnich) vrstvach ovoce jsou vice obsazeny rozpustné fenolic-

ké slouceniny nez je tomu ve vnitinich tkanich [36].

3.2.3 Stanoveni za pouziti Folin-Ciocalteuova ¢inidla

Kvantitativni stanoveni fenolickych latek pomoci Folin-Ciocalteuova ¢inidla, neboli FC
¢inidla je rozSifena metoda. Probihd zde oxidace fenolickych latek v alkalickém prostiedi
ze zlutého zbarveni fosfowolframové heteropolykyseliny a kolorimetrické méfeni vysled-
ného komplexu 0 modrém zbarveni. Tyto modré pigmenty maji maximalni absorpci zavis-
lou na kvalitativnim ¢i kvantitativnim slozeni fenolickych smési, také na pH, obvykle se
zde ptidava uhli¢itan sodny. Pfestoze je metoda v laboratofich pomémé Casto pouzivana,
konkrétnimi detaily se znacné 1i$i, proto neni zcela vhodné srovnavani vysledki z riiznych
laboratofi. Metoda byla v minulosti bliZze prostudovéana védci Singletonem a Rossim. Ti
studovali konkrétné pocatecni a konecné koncentrace uhli¢itanu sodného, sled doplika
¢inidla, jejich nacasovani a Cas a teplotu ponechéani reakéni smési. Vinové délky, pii niz
jsou stanoveny absorbance, by mély byt v rozmezi 700 — 760 nm a mnoZstvi kone¢né smé-
si se pohybuje od 2 do 100 ml. Tyto parametry jsou v§ak variabilni. Velmi dilezita je kon-
centrace alkoholu v kone¢né smési. Pouziti rozpoustédel jinych nez voda, mize nékdy za-
sahovat do pfemény na modré zbarveni ve vzorcich. Alkohol je ekvivalentni 1ml
na 100 ml kone¢né reakeni smési, proto jsou za pouziti standardl ziskany reprodukovatel-
né vysledky. Také je dulezité, aby smes vzorku a FC ¢inidla byla zfedénd a uhli¢itan sodny
by mél byt pfidan na konci, to mize byt poté pfi¢inou pifitomného uhli¢itanu v relativné
koncentrované podob¢. Pii pouziti 20 hmot. % roztoku uhli¢itanu se vzorkem ¢i standar-

dem a FC cinidla, pficemz vzorek/standard nebo FC c¢inidlo byly vysoce zfedény, byla
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zjisténa 3% koncentrace uhli¢itanu v konecné smési. Dle Singletona je stanoveni vétSinou
provadéno s kone¢nou koncentraci alkoholu do 1 % a za ptidani 20 hmot. % roztoku uhli-

¢itanu [37].

Pii méteni celkového mnozstvi fenolli obsazenych v pohance bylo naptf. napipetovano
0,5 ml roztoku vzorku, resp. standardu, kterym byla kyselina gallova. Déle bylo pipetova-
no 0,5 ml Folin-Ciocalteuova ¢inidla a po tfech minutach bylo pfidano 1,5 ml 20% uhlici-
tanu sodného. Nakonec byla pfidana destilovana voda na k dosazeni celkového objemu
10 ml. Reakci fenolovych sloucenin s ¢inidlem vzniklo modré zbarveni, jehoZ intenzita

byla po dvou hodinach méfena jako absorbance pii 765 nm [38].

Modifikovana metoda s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem byla pouzita i ke stanoveni celko-
vych polyfenolii v bramborach. 0,5 ml vzorku zde bylo napipetovano do 50 ml odmérné
bailky a zfedéno destilovanou vodou. Poté bylo pfidano 2,5 ml Folin-Ciocalteu ¢inidla
a po promichani 7,5 ml 20% roztoku uhli¢itanu sodného. Smés byla ponechana 2 hodiny
stat pii laboratorni teploté a poté byla na spektrofotometru zmétena absorbance pii vinové

délce 765 nm proti slepému pokusu. I zde byla jako standard vyuzita kyselina gallova [39].

3.2.3.1 Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo

Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo je jasné zafivé zluty roztok. Ptipravuje se rozpusténim 10 g
wolframanu sodného a 2,5 g molybdenanu sodného v 70 ml vody. Dale se pfidava 5 ml
85% kyseliny fosfore¢né a 10 ml koncentrované HCI. Poté probiha zpétny tok (reflux)
po dobu 10 hodin. Nasledn¢ se pfida 15 g siranu litného, 5 ml vody a 1 kapka bromu. Na-
sleduje opét zpétny tok 15 min, poté zchlazeni na pokojovou teplotu a roztok je pienesen
do 100 ml vody. V roztoku vznikaji Sestimocné komplexy — fosfomolybdenové kyseliny ¢i
fosfowolframové kyseliny. Cinidlo je mozné skladovat pii pokojové teploté a fedéno by

mélo byt deionizovanou vodou.

Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo neobsahuje fenol. Spise bude reagovat s fenolickymi slouceni-
nami a s jinymi latkami ve formé chromogent, které se daji zachytit spektrofotometricky.
Také je mozno jej vyuzit ve forme spreje u chromatografickych metod. Zbarveni roztoku
¢inidla je zplsobeno ptenosem elektronti k zdsadnimu pH a redukci komplext fosfomoly-
bdenové/fosfowolframové kyseliny. Nejbéznéjsi vyuziti tohoto Cinidla je v Lowryho meto-
dé slouzici ke stanoveni koncentrace proteinu. Pfidanim FC ¢inidla jsou totiZ generovany

chromogeny, jeZ zvySuji absorbanci v rozmezi 550 a 750 nm [40].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 29

3.2.3.2 Rychla mikrotitracni vysoce kapacitni metoda pro posuzovani sniZovani aktivity

Folin-Ciocalteuového &inidla

V minulosti byly pouzity rtizné kombinace koncentrace uhli¢itanu a reak¢ni teploty ke sni-
zeni doby pottebné k dosazeni maximalniho zbarveni reak¢ni smeési. Pti teploté¢ 40 °C
a vySe je doba reakce niz$i, nicmén¢ termolabilita fenolickych slou¢enin mize zpusobit
nameéteni niz§ich hodnot. Za G¢elem dosazeni rychlejsi redukce FC ¢inidla byly podminky
a roztok uhli¢itanu byl nahrazen roztokem hydroxidu sodné¢ho. Pomoci této metodiky byly
fenolické slouCeniny stanovovany napft. ve viné, pivu, ¢aji a Stavach. Méfeni bylo prova-
déno v 96-ti destiCkovém formatu, pfi¢emz k redukci zde dochézi jiz po 3 minutich

na rozdil od plivodni metody, kdy vysledkti bylo dosazeno po 120 minutach.

Me¢fteni spektrofotometrickou detekei je provadéno na mikrotitracni 96-ti jamkové desticce,
pricemz 50 ul kyseliny gallové jako standardu ¢i vzorek jsou umistény v kazdé jamce a je
ptidano 100 pul 0,35 mol.dm™ roztoku NaOH. Absorbance pii vinové délce 760 nm byla
sledovana pii pokojové teploté v 1 minutovych intervalech, dokud nebylo dosazeno maxi-
malnich hodnot. Oxidace fenolickych slouéenin probiha tim rychleji, ¢im je vys$si zasadi-
tost média a také nejsou-li fenolické Casti protonovany. Béhem oxidacni reakce se miize
iont fenolatu zregenerovat polymeraci oxidovanych fenolti na dimerizované produkty, ¢ili
oxidace se mize nejen opakovat, ale regenerované fenoly se nezifidka oxiduji snadnéji nez
pivodni. Proto je nutna alkalizace a reakce by méla prob&éhnout co nejrychleji, aby byly
tyto regeneracni polymerizace minimalizovany. Vyhodou této metody je mimo jiné snizeni
objemu reak¢ni smési ve srovnani s Klasickou metodou. Stejné jako klasické stanoveni FC
¢inidlem vSak metoda neni vhodna k pouZiti ve vzorcich s nizkou turovni fenolickych latek

a nejsou-li eliminovany rusivé latky, jako kyselina askorbova, fruktoza ¢i siticitany [41].

3.2.3.3 Porovnani obsahii fenolickych sloucenin p¥i teploté méreni 20 °C a 40 °C

Pii stanoveni obsahu fenolickych sloucenin v zrnech obilovin pochazejicich z Bosny
a Hercegoviny a Italie bylo pfi teplot¢ 20 °C zjist€no, ze mnozstvi se pohybovala
v rozmezi 2,95 - 20,35 mg.I" v extraktu. Jako standard byla pouZita kyselina gallova. Zvy-
Seni teploty na 40 °C vedlo k naméfeni vyssich hodnot, a taktéz byla zjisténa vyssi antioxi-
dacni aktivita. Absorbance vysledného modrého zbarveni po oxidaci fenolickych latek
s FC ¢inidlem byla v obou piipadech méfena po 60 min pii 760 nm. K neutralizaci byl po-

uzit uhli¢itan sodny. Vysledky stanoveni jsou uvedeny v tabulce ¢. 4 [42].
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Tabulka €. 4: Mnozstvi fenolickych sloucenin ziskané pii 20 a 40 °C [42]

Obsah fenolickych Obsah fenolickych
Druh ceredlie a ptivod sloucenin (mg GA.I") | sloucenin (mg GA.IY
pti 20 °C pti 40 °C
Pohanka (Mrkonjic Grad, B. a H.) 20,35 30,65
Ryze (Velika Kladusa, B. a H.) 18 26,34
Oves (Gnojnica-Lukavac, B. a H.) 17,1 25,19
Oves (Mrazovac-Buzim,B. a H.) 16,25 23,78
Oves (Velika Kladusa, B. a H.) 13,85 20,26
Je¢men (Velika Kladusa, B. a H.) 13,56 19,94
Je¢men (Mrazovac-Buzim, B. a H.) 13,3 19,68
Je¢men (Gnojnica-Lukavac, B. aH.) 11,69 17,26
Kukuftice (Toplice, B. a H.) 11,29 16,56
Kukufice (Si Selo-Tuzla, B. a H.) 10,17 14,88
Kukufice (Srebrenik, B. a H.) 9,82 14,51
PSenice (Ljusine-Bos.Otoka,B. a H.) 9,26 13,48
PSenice (Velika Kladusa, B. a H.) 8,46 12,24
Psenice (Bos.Krupa, B. a H.) 6,48 9,86
Hnéda ryze (Italie) 7,48 10,89
Bila ryze (Italie) 2,95 4,29

Pozn: GA — Gallic acid, kyselina gallova

Stanovenim bylo zjiSténo, Ze nejvyssi koncentrace fenolickych sloucenin byla naméfena

v extraktu pohanky, a dale nasledovaly obiloviny v pofadi: zito, oves, je¢men, kukufice,

pSenice a ryze. JelikoZ se vyzkumy z ptedchozich publikovanych praci 1i§i napt. vybérem

rozpoustédla, dobou extrakce ¢i teplotou, 1i8i se 1 jejich zavéry. Nicméné obecné mizeme

fici, Ze zvySeni teploty zlepSuje vytéZznost stanovovanych latek a zvySuje 1 antioxidac¢ni

aktivitu zkoumanych druhi obilovin. Zavérem tohoto méfeni je, ze pohanka obsahuje nej-

vys8i mnozstvi fenolickych latek, stejné tak vykazuje nejvyssi antioxidacni aktivitu a nao-

pak v bilé ryzi jich bylo zjisténo nejméné [42].
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3.2.3.4 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek v nékolika druzich obilovin

K ptipravé extrakti bylo navazeno 5 g mouky ¢i mletych zrn dané obiloviny. V piipadé
pSenice bylo stanoveni provedeno v pseni¢né mouce, mleté¢ z tvrdych ¢i mékkych zrn.
U jeémene, prosa, ¢iroku a Zita byla analyza provadéna v celych zrnech. Po navazeni bylo
smiseno s 50 ml 80% metanolu. N¢kolik studii totiz prokazalo, ze efektivnim rozpouste-
dlem k extrakci fenolti i jinych polarnich latek v obilovinach je pravé 80% roztok metano-
lu. Smés byla ocisténa proudem dusiku, poté dikladné promichana na téepacce po dobu
30 min a nasledovalo odstiedéni pii 6000 ot.min po dobu 20 min. Extrakty byly pfevede-
ny do zkumavky, opét byly proplachnuty proudem dusiku a az do zahajeni analyzy byly
skladovany v chladu. Pii samotném stanoveni bylo pouzito 250 ul extraktu, 250 ul zfed¢-
né¢ho FC c¢inidla a 500 pl nasyceného roztoku uhli¢itanu sodného. Smés byla doplnéna
na objem 5 ml destilovanou vodou a po fadném smiseni byla uchovana ve tmé po dobu
30 min. Nasledovalo odstied’ovani pii 6000 ot.min™ 10 min, poté byla mé&fena absorbance
pii vlnové délce 725 nm. Celkové obsahy fenolickych sloucenin byly vyjadieny jako ekvi-
valenty kyseliny gallové za pouZiti jeji primerné molarni absorptivity. Tato mnozstvi uda-

va tabulka ¢. 5 [43].

Tabulka ¢. 5: Zjisténé hodnoty fenolickych latek v nékterych obilovinach [43]

Obilovina Celkovy obsah fenolickych latek vyjadieny
jako ekvivalent kyseliny gallové (ug.g™)
Tvrda psenice (Triticum aestivum L.) 562 + 28,8
Mekka psenice (Triticum aestivum L.) 501 £25,5
Je¢men (Hordeum volgare L.) 879 £24,0
Proso (Pennisetum glaucum L.) 1387 + 13,3
Zito (Secale cereale L.) 1026 + 16,9
Cirok (Sorghum bicolor L.) 4128 £ 9,3

Mnozstvi zjisténych fenolickych latek v pSeniéné mouce a v celych zrnech ostatnich obilo-
vin se vyznamné¢ liSila. Zatimco v pSeni¢né mouce se jejich obsah pohyboval v rozmezi
501 - 562 pg.g™, v celych zrnech obilovin byly obsaZeny v rozmezi 879 - 418 pg.g™. Cel-
obsah je¢men. Bylo zjiSténo, ze celkovy obsah fenolickych slou¢enin v jeCmenu je vyssi

nez u psenice, avsak je stale nizsi, nez vykazuje pohanka [43].
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3.2.3.5 Stanoveni polyfenolit v sSemenech amarantu, quinoi, pohanky a pSenice

V zavislosti na jejich kliceni a upravou pecenim

Byl zkouman vliv dvou zplisobli zpracovani téchto obilnin, kliceni a peceni, na sloZeni
polyfenolit v nich a celkové antioxidacni vlastnosti. Ke stanoveni byly pouzity semena
amarantu (Amarantus caudatus) sklizena v Peru, semena quinoi (Chenopodium quinoa)
péstovana v Bolivii, semena pohanky (Fagopyrum esculentum Maench) péstovana v Cing
a zrna pSenice (Triticum aestivum L.) péstovana v Irsku. Pied provedenim analyzy byly
vzorky skladovany v papirovych pytlich v chladu. Maceni a kliceni semen bylo dokonc¢eno
pomoci mikro sladovnického stroje. Béhem maceni byla semena podrobena stfidani vlh-
kych a suchych cyklt po tfech hodinach béhem vice nez 24 hod a teplota byla udrzovana
na 15 °C. Macena zrna pot¢ klicila pti 18 °C v ptipad¢ pohanky a pSenice, kdy doba kli¢eni
pro pohanku ¢inila 96 hod a pro pSenici 110 hod. Amarant a quinoa klicily jiz pti 10 °C,
amarant po 98 hod a quinoa po 82 h. VVzorky byly v pribéhu kli¢eni kazdych 30 min ota-
¢eny. Velikost klickt byla pfiblizn€ 4 cm u pohanky, 1 cm u pSenice a 0,5 cm u amarantu
a quinoi. Nakli¢ena semena byla ndsledn¢ zmrazena, ¢im byla vysuSena a az do provedeni

stanoveni byla skladovana pfi teploté -20 °C.

Extrakty vzorku byly pfipraveny smisenim 1,25 g Cerstvé mletého vzorku s 25 ml metano-
lu. Smés byla homogenizovana 2 min pii 12000 ot.min™ za pouziti Ultra-Turrax T-25 ho-
mogenizéru, protfepana byla na zatizeni V400 Multituve vortex 20 min pii 1050 ot.min™
a nakonec bylo po dobu 10 min odstfed’ovano pii 2000 ot.min™". Koneéné extrakty byly
ziskany filtraci 10 ml ¢iré kapaliny pies 0,22 um stiikacku membranovymi filtry PTFE

a pred zah4jenim analyzy byly uloZeny pfi teploté -20 °C.

Metoda stanoveni FC ¢inidlem zde byla upravena. Ke 100 ul metanolového extraktu ¢i
standardu bylo pfidano 100 pl metanolu, 100 ul FC ¢inidla a 700 pl uhli¢itanu sodného,
smés byla pfesunuta do 1,5ml zkumavky mikro odstfedivky. Po promichani byly zkumav-
Ky uchovany ve tm¢ po dobu 20 min pfi pokojové teploté a nasledovalo odstfed’ovani
viech vzorki pii 13000 ot.min™ 3 min. M&fena byla absorbance &iré kapaliny nad sedi-
mentem po odstfedéni pii vinové délce 735 nm. Vysledky jsou uvedeny v tabulce ¢. 6

a vyjadieny v mg ekvivalentu kyseliny gallové na 100 g suché vahy.
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Tabulka €. 6: Celkovy obsah fenolickych latek semen, klickt a chlebii jednotlivych obilo-

vin [44]
| semena(mg GA.100¢™ | Klicky (mg GA.100 g | Chiéb (mg GA.100 g™
Obilovina o
suché vahy) suché vahy) suche vahy)

Amarant 212+23 82,2 £ 4,6 13,8 £ 0,0
Quinoa 71,7+5,5 147 +£3,7 30,7 +0,3
Pohanka 323 + 14,1 670+ 12,3 64,5+ 3,1
P3enice 53,1+2,8 110+7.9 29,1 +£0,6

Pozn: GA — Gallic acid, kyselina gallova

Chleby obsahujici pseudoobiloviny amarant, quinou a pohanku byly vzdy slozeny z 50 %
z mouky dané suroviny a tésto neobsahovalo lepek. PSeni¢ny chléb zde byl pouzit pro kon-
trolu a neni uvedeno procentualni slozeni pSeni¢né mouky. Po upeceni byly chleby zchla-
zeny na pokojovou teplotu, nakrajeny a suSeny mrazem.

Celkovy obsah fenolti metanolovych extrakti semen jednotlivych obilovin se vyznamné
lisily. Z pseudoobilovin byl nejvyssi obsah zjistén u pohanky, poté v quinoi a amarantu.
PSenice obsahovala vice fenolickych slouc¢enin nez amarant, avSak méné neZ pohanka.
Po kliceni téchto byly naméfeny ptiblizné dvojnasobné hodnoty u quinoi, pohanky a pseni-
ce a priblizné ¢tyfndsobné v piipadé amarantu. Co se tyce stanoveni obsahu fenolll v chle-
bech, nejvyssi mnoZstvi bylo opét nalezeno v pohance. PSeni¢ny chléb vykazoval vice fe-
nolickych sloucenin nez chléb obsahujici amarant, av§ak mén¢ nez dalsi dva chleby neob-
sahujici lepek. Zavérem muzeme fici, ze kliceni pisobi velice pfiznivé na celkovy obsah
fenoll ve stanovenych obilovinach. Pfestoze pe¢enim dochazi k poklesu hodnot, chleby
obsahujici pohankovou mouku ¢i quinou stale obsahuji vyznamna mnozstvi fenolickych
slou€enin, coz je dilezité pro zlepSeni nutricnich vlastnosti potravin, jez neobsahuji lepek,

konkrétn¢ chlebu [44].

3.2.3.6 Stanoveni obsahu fenolickych ldatek u ovesnych snidariovych ceredlii

Vzhledem k Sifeni informaci o zdravotnich pfinosech konzumace ovsu dochazi v posled-
nich letech ke zvySeni spotfeby ovesnych snidafiovych cerealii. Studie porovnava obsah
fenolickych sloucenin ve tficeti ovesnych ceredlnich smésich komeréné dostupnych

ve Velké Britanii.
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Vzorek k analyze fenolickych sloucenin byl pfipraven navazenim 36 g suchého vzorku
a naslednym rozmélnénim palickou v hmozdifi a zvazen. Poté bylo extrahovano rozpous-
tédlem, pouzit byl 70% aceton, po dobu 2 hod pti pokojové teploté ve ttepaci vodni lazni.
Dale bylo odstfed’ovano po dobu 10 min. Ke stanoveni byl pouzit supernatant. Ten byl
ptidan k 1,5 ml FC ¢inidla, jez byl objemové ziedén s vodou v poméru 1:10. Smés byla
ponechana 5 min stat pii pokojové teploté, poté k ni byl pfidan 1,5 ml roztoku uhli¢itanu
sodného o koncentraci 60 g.l'l. Opét byla smés inkubovana pii pokojové teplote
a po 90 min byla métena jeji absorbance pti 725 nm proti 70% acetonu. U kazdého druhu
ceredlni smési bylo stanoveni provedeno tfikrat. Vysledky jsou uvedeny jako primeér tii
stanoveni + standardni chyba priméru a jsou vyjadieny jako ug ekvivalentu kyseliny gall-
ové na gram vzorku. Vybér vzorkil, u nichz bylo stanoveni provedeno uvadi tabulka €. 7.
Bylo zjisténo, Ze vSechny analyzované snidaiiové smési byly vyznamnym zdrojem polyfe-
noldi. Mnozstvi polyfenol obsazené ve 40g porci je srovnatelné s mnozstvim obsazenym
Vv ovoci a zelening. Ze stanoveni tedy vyplyva, Ze jedna primérna porce ovesnych snidano-
vych ceredlii vyznamné ptispiva k celkovému obsahu polyfenolii ve stravé a mnohem vice
muze prispivat k celkové antioxidacni aktivité¢ ve stravé v porovnani s ¢aji ¢i ovocnymi
Stavami. Studii nebyl prokazan vztah mezi obsahem vldkniny a polyfenold, coz ale mize
byt zplisobeno tim, Ze ve vysledcich byly prezentovany pouze volné rozpustné fenolické

slouceniny a vazané slouceniny nebyly v extraktu pfitomny [45].
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Tabulka ¢. 7: Obsah vlakniny a celkovych fenoll v ovesnych cerealnich smésich [45]

Druh coredlic Obsah fenolickyfh latek
(ng GA.g")

Asda Ready Oats 15143+9,4

Asda Scottish Porridge Oats 1511,7+ 16,8
Morrison’s Organic Oats 1575,4 £ 16,9
Morrison’s Instant Hot Oats 1591,8 £ 14,6
Waitrose Organic Jumbo Oats 1710,9 + 26,0
Essential Waitrose Porridge Oats 1637,3 +£24,2
Marks & Spencer Scottish Oats Porridge 1591,8 £ 25,1
Marks & Spencer Quick Oat Porridge 1524,7 £ 8,6

Tesco Value Porridge Oats 1596,2 + 18,7
Tesco Organic Porridge Oats 1506,1 + 8,1

Tesco Instant Hot Oats 1599.6 +£ 23,9
Sainsbury’s SO Organic Porridge Oats 1600,1 + 16,7
Sainsbury’s Original Easy Porridge Oats 1699,2 + 28,2
Flahavan’s 1613,5+ 22,5
Flahavan’s Quick Oats 1628,2 £20,8
Quaker Oats Original 1674,1 + 14,8
Quaker Oats Golden Syrup 1853,3 + 35,0
The Oatmeal of Alford 18139 +27,8
White’s Only Oats 1548,1 £23,8
Scott’s Porage Oats 1524,7 £252
Mornflake Organic Oats 1677,5 13,2
Ready Brek Porridge Oats 1553,7 £ 10,5
Oatibix 1804,0 + 32,6

Pozn: GA — Gallic acid, kyselina gallova
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ZAVER

Cilem prace bylo pfiblizeni metody stanoveni fenolickych slouc¢enin v obilovinach pomoci
Folin-Ciocalteuova ¢inidla, jez se v posledni dob& pro stanoveni téchto slou¢enin vyuziva
stale vice. Metoda se vSak vétSinou pouziva s urcitymi modifikacemi, jako pouziti jinych
extrak¢nich rozpoustédel o rozdilné koncentraci, ¢i napt. mefeni absorbance pfti jiné vinové
délce. Proto neni zcela vhodné porovnavani vysledki z jednotlivych studii mezi sebou.
Obecn¢ vSak muzeme fici, Ze vliv na ziskané hodnoty ma také teplota méteni. Bylo zjiste-
no, ze pti zvyseni teploty bylo naméteno vyssi mnozstvi fenolickych latek a i vyssi antio-
xidaéni aktivita. Provedenim stanoveni u pSeni¢né mouky a celych zrn pSenice bylo potvr-
zeno, ze v nemletych zrnech je skutecné vice fenolickych sloucenin. Déle bylo zjisténo,
ze na mnozstvi téchto latek v obilovinach ma vliv i to, zda se stanoveni provadi u semen,
klicku ¢i chlebu slozenych z danych druhti obilovin. Naklicenim semen totiz byly naméte-
ny nékolikrat vyssi hodnoty, které byly napf. u amarantu az ¢tyfnasobné oproti obsahu
v semenech. V chlebech byla mnozstvi podstatné niz$i, nicméné v ptipadé pohanky stale
vyznamna pro vyzivu. Stanovenim u komeréné vyrabénych snidatiovych smési bylo pro-
kazano, ze jedna porce obsahujici 40 g smési je minimaln¢ srovnatelnd s mnozstvim antio-
xidanti obsazenych v ovoci a zelenin€ a mize 1 prevySovat jejich mnozstvi v ¢aji ¢i ovoc-

nych §tavach, jeZ jsou pokladany za nejvyznamnéjsi zdroje fenolickych latek.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ATP

GC

CE

FAO

FC

GA

GC

HPLC

HTZ

MS

NMR

TLC

Adenozintrifosfat

Column Chromatography (kolonova chromatografie)

Capillary Electrophoresis (kapilarni elektroforéza)

Food and Agriculture Organization (Organizace pro vyzivu a zeméd¢lstvi)
Folin-Ciocalteuovo

Gallic acid (kyselina gallova)

Gas Chromatography (plynova chromatografie)

High Performance Liquid Chromatography (vysokou¢inna kapalinova chromato-
grafie

Hmotnost tisice zrn

Mass Spectrometry (hmotnostni spektrometrie)

Nuclear Magnetic Resonance (nuklearni magneticka rezonance)

Thin Layer Chromatography (chromatografie na tenké vrstvé)
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PRILOHA P I: OBECNE VZORCE FENOLICKYCH SLOUCENIN
OBSAZENYCH V OBILOVINACH

Fenolové kyseliny

@/GD@H @/\_chH

Kyselina benzoova Kyselina skoficova

Flavonoidy

OH © OH ©

Flavonol Flavanon

Flavanol



Kondenzované taniny

OH

OH

n=123.4,....

Avenantramidy Lignany
CH,0 56
G OH
HO
O
H OCH
HO” 0 OH :

OH

Alkylresorcinoly

(CH3),CH,

HO OH

n=16, 18, 20, 22, 24, 26



