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ABSTRAKT

Netradi¢ni druhy obilovin se vyznacuji zpravidla mensi vynosnosti, naopak jejich
prednosti je vysokd nutri¢ni hodnota a nendroCnost na péstovani. Mezi tyto alternativni
cerealie fadime napt. n€které druhy rodu 77iticum — pSenice ozima, Spalda loupana, kamut,

griinkern.

Obiloviny jsou nejvyznamnéjsim zdrojem rostlinnych bilkovin. Pfi sledovani potieb
a pfijmu proteint je dulezité sledovat i aminokyselinové slozeni. Bilkoviny cereélii fadime
dle zastoupeni jednotlivych esencidlnich aminokyselin mezi neplnohodnotné. Limitujici

aminokyselinou pSenice je lyzin.

V teoretické ¢asti diplomové prace je uveden vyznam ceredlii z hlediska vyzivy
a jsou zde popsany vybrané netradi¢ni druhy cerealii. Dale se diplomova prace zabyva

charakteristikou aminokyselin a rozebird metody stanoveni aminokyselin v cerealiich.

V praktické ¢asti je popsana metodika a vysledky jednotlivych chemickych analyz —
stanoveni vlhkosti, popele, celkového obsahu dusikatych latek. Vlastni stanoveni obsahu

aminokyselin bylo provedeno pomoci iontové-vymeénné kapalinové chromatografie.

Chemické analyzy byly provedeny na vzorcich pSenice ozimé, pSenice Spaldy,
Spaldového kernotta, griinkernu a kamutu. Obsah vlhkosti u vSech vzorkl byl do 15 %, tim
byly splnény podminky dané vyhlaskou ¢. 268/2006 Sb. Obsah popele u analyzovanych
vzorkd se pohyboval vrozmezi 1,60 — 1,93 %. Primérny obsah dusikatych latek
u analyzovanych vzorkii netradi¢nich cerealii byl cca 12,5 %. Pfi analyze obsahu
aminokyselin ve vSech vzorcich netradi¢nich ceredlii bylo zjiSténo, ze prokazatelné
nejvyssi pramérny obsah byl zaznamenan u kyseliny glutamové, dale bylo potvrzeno, Ze
limitujici aminokyselinou pSeni¢ného zrna je lyzin. Index esencialnich aminokyselin se
pohyboval v rozmezi 58,5 — 67,1 %. Z nutricniho hlediska je nejvhodnéjsi obilovinou

kamut, nasledovany griinkernem.

Klicova slova: ceredlie, pSenice, Spalda, kamut, griinkern, aminokyseliny



ABSTRACT

Non-traditional types of cereals are characterized by generally lower returns, but
advantage of non-traditional cereals is the high nutritional value and undemanding to grow.
The alternative cereals are represented e.g. by some species of the genus Triticum — winter

wheat, spelt, kamut, griinkern.

Cereals are the most important source of vegetable protein. During the monitoring
of requirements and income of protein is important to monitor the amino acid composition.
Proteins of cereals are included into the non-full-valued proteins because of the

composition of amino acids. Limiting amino acid of wheat is lysine.

The theoretical part describes the nutritional importance of cereals and it describes
selected types of non-traditional cereals. Furthermore, the thesis deals with the
characteristics of amino acids and it discusses methods for the determination of amino

acids in cereals.

The practical part characterises the methodology and results of chemical analysis —
determination of moisture, ash and crude protein. The determination of amino acid content

was performed using ion-exchange liquid chromatography.

Chemical analysis was performed in samples of winter wheat, spelt, spelt kernotto,
griinkern and kamut. The content of moisture of all samples was under 15%, therefore
conditions of the regulation No 268/2006 was accomplished. The average content of ash of
the analyzed samples ranged from 1.60 to 1.93%. The average content of crude protein of
the analyzed samples of non-traditional cereals was about 12.5%. It was found that
glutamic acid possessed the highest average content and it was confirmed that the limiting
amino acid of wheat grains is lysine. Essential amino acid index ranged from 58.5 to
67.1%. From the nutritional point of view kamut is the most suitable cereal, followed by

griinkern.

Keywords: cereals, wheat, spelt, kamut, griinkern, amino acids
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UvVoD

Obiloviny jsou strategickou a historicky nejvyznamnéjsi plodinou. Vyrazné ovliviiuji
vyzivovou bilanci svétové populace na celém svéteé. Uplatiuji se predevSim pro lidskou
vyzivu, predstavuji hlavni surovinu pro vyrobu potravin, slouzi jako krmivo
pro hospodarska zvifata a malé mnozstvi je zpracovavano technicky, napt. pii vyrobé

Skrobu a lihu. Z obilovin se pro lidskou vyzivu pouzivéa vyhradné zrno [1].

V souvislosti s rozvojem ekologického zeméd€lstvi stoupa zajem o tzv. netradicni,
maloobjemové ¢i alternativni plodiny. Tyto plodiny se vyznacuji vysokou nutri¢ni
hodnotou, mensi naroCnosti na pidni a klimatické podminky, je mozné je péstovat
bez pouziti pramyslovych hnojiv a pesticidii. Mezi netradi¢ni druhy obilovin Ize zatadit
napt. nékteré druhy pSenice — pSenici Spaldu, pSenici jednozrnku a dvouzrnku, kamut, dale

oves, Ci proso.

Netradi¢ni druhy ceredlii mohou doplnovat a rozSifovat potravinaisky sortiment.
VétSina téchto plodin ma specifické reologické a vyznamné nutrini vlastnosti. Alternativni
druhy obilnin jsou nedilnou soucasti racionalni vyzivy a lécebnych diet i tzv. funk¢énich

potravin [2].

Teoretickd ¢ast prace popisuje cerealie z hlediska anatomické stavby a chemického
slozeni. DalSi ¢ast byla vénovana charakterizaci zkoumanych druhil cerealii a metodam
stanoveni aminokyselin. V praktické ¢asti jsou popsany metody stanoveni vlhkosti, popele,

celkovych dusikatych latek a aminokyselin a shrnuty ziskané vysledky.
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I. TEORETICKA CAST
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1 ANATOMICKA STAVBA A CHEMICKE SLOZENI OBILNEHO
ZRNA

1.1 Morfologie obilného zrna

Morfologické skladba zrna vSech obilovin je pfiblizné stejna. Zrna se 1i$i predevSim
tvarem, velikosti a podilem jednotlivych vrstev. Tvary zrna se mohou vyskytovat
od tenkych protahlych az po témét kulatd. Zastoupeni a potradi jednotlivych vrstev je vSak
shodné. Charakteristické pro jednotlivé obiloviny je to, zda ma zrno pluchy nebo je nahé,
a tvar zrna. Skladba jednotlivych vrstev zrna je znazornéna na podélném fezu obilného

zrna na Obrazku 1 [3,4,5].

I.24rodek,IT.obaly,III, endosperm

a-9plodi,b-osemeni, c-aleuronové
bunky,d-endosperm, f-Stitek,
&-pochva,h-zdrodek listu
i-kr&ek, j-zdrodek ko¥{nkd,
k-8epiéka koFinku

m-vousky

Obrazek 1. Podélny fez obilnym zrnem [4]
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Kazda obilka se skladd ze Skrobnatého endospermu, zarodku a obalovych vrstev.
Hmotnostni podil jednotlivych ¢asti zrna je rozdilny u jednotlivych obilovin. Rozmezi
hmotnostnich podilii jednotlivych ¢asti pSenicného zrna je uvedeno v Tabulce 1. Jednotlivé
slozky zrna maji rizné mechanické, fyzikalné chemické a strukturni vlastnosti a plni

v zZivoté obilky 1 pfi nasledném zpracovani zrna své specifické funkce [4,6].

Tabulka 1. Zjisténad maximalni rozmezi hmotnostnich podili ¢asti zrna pSenice [3]

Cast zrna Rozmezi podila (% hm.)
Oplodi a osementi (bez hyalinni vrstvy) 3,5-9,5
Aleuronova a hyalinni vrstva 46—-1,4
Endosperm 80,1 — 88,5
Klicek 2,3-3,6

Obalové vrstvy tvoii 8 — 14 % hmotnosti zrna. Jejich hlavni funkci je chranit
endosperm a klicek pfed vysychanim a mechanickym poskozenim. Obaly zrn jsou tvofeny
nekolika vrstvami bunék. Obalové vrstvy se skladaji z oplodi a osemeni. Oplodi (perikarp)
tvoti pokozka (epidermis), bunky podélné (epikarp), buiky pticné (mezokarp) a bunky
hadicové (endokarp). Nejsvrchnéjsi vrstvy zrna (oplodi) jsou tvofeny nerozpustnymi
a obtizné bobtnajicimi latkami, pfedevSim celul6zou, jsou urceny k ochran¢ zrna pred
mechanickym poSkozenim a kratkodobymi ucinky vody a Skodlivych latek. Osemeni
(perisperm) je tvofeno vrstvou barevnou a hyalinni (skelnou). Podpovrchové vrstvy
osemeni nesou v bunkach barviva a urcuji tak vnéjsi barevny vzhled zrna [3,4,5].

Na rozhrani mezi obalovymi vrstvami a endospermem je jednoduché vrstva velkych
bunék nazyvana aleuronova vrstva. Builky aleuronové vrstvy obsahuji vysoky podil
bilkovin (cca 30 %), coZ je téméf trojndsobek obsahu v endospermu. Tyto buniky maji také
nejvyssi obsah mineralnich latek ze vSech buné€k zrna, proto se pii vymilani aleuronové
vrstvy vyrazné zvySuje obsah mineralii (popela) v mouce a mirn¢ se také zvySi obsah
bilkovin, které vSak nedosahuje tak velkych a strukturné usporadanych makromolekul jako

v endospermu. Z aleuronové vrstvy se také uvoliuji hydrolytické enzymy, které rozkladaji
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Skrob v bunkdch endospermu. Aleuronova vrstva mize byt vymleta spolecné
s endospermem do mouky nebo ¢ast vrstvy zlstava ulpéld na otrubach [3,7].

Endosperm piedstavuje 84 — 86 % hmotnosti zrna, je tvofen velkymi
hranolovitymi buiikami. Endosperm obsahuje pfedev§im skrob (témét %4) a ptiblizné 10 %
endospermu tvoii bilkoviny. Od obalovych vrstev je oddélen vrstvou aleuronovych bunék,
obsahujicich bilkoviny, minerdlni latky, tuky a vitaminy. Endosperm zajiStuje vyzivu
zarodku, pifi zpracovani tvofi podstatnou slozku findlniho vyrobku (mouky, Skroby)
a pii vyzivé a krmeni je hlavnim zdrojem energie a bilkovin. PSeni¢nd mouka je téme¢f Cisty
rozdrceny endosperm [1,4,8].

Klicek tvoii nejmensi cast obilky; napf. u obilky pSenice predstavuje pouze
2,5 — 3 % hmotnosti. Je vlastnim zdrodkem nové rostliny a nese genetickou informaci.
Kli¢ek je oddélen od endospermu Stitkem, ktery obsahuje az 33 % bilkovin. Obsahuje
mnoho zivin, protoze slouzi jako zarodek nové rostliny (rostlinnych pletiv a obilky), které
musi byt pohotové v dobé pfiznivych podminek pro wvykli¢eni k dispozici. Mimo
jednoduchych cukrii obsahuje klicek bilkoviny, aminokyseliny, vitaminy rozpustné ve vodé
(vitaminy skupiny B) a zna¢né mnozstvi vitaminu E. V klicku je obsazen rovnéz tuk. Tuk
ma na vzduchu kratkou stabilitu, proto jsou klicky pfed mletim z obilky odstranovany, aby

v ziskané mouce nebyl tuk hydrolyzovan a nevznikla tak zlukl4 chut’ [1,4].

1.2 Chemické slozeni zrna

Chemické slozeni obilky je zavislé na vnitinich a zejména vnéjSich faktorech, jako

jsou odrtida, pudni a klimatické podminky, hnojeni, agrotechnika aj. [9].
Zakladnimi stavebnimi slozkami obilovin jsou:

e sacharidy a bilkoviny

e voda

e lipidy, mineralni latky

e vitaminy, barviva

e slozky, které maji ristové regulacni a genetické funkce [1].
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Zakladni slozeni béznych obilovin (ve kterém neni zahrnut obsah vldkniny a jednoduchych
cukrti) je uveden v Tabulce 2.

Tabulka 2. Zakladni chemické slozeni obilovin (v %) [10]

obilovina voda proteiny lipidy Skrob mineralni
latky

pSenice 13,2 11,7 2,2 59,2 1,5
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 7,4 2,4 70,4 1,2
kukuftice 12,5 9,2 3.8 62,6 1,3

1.2.1 Sacharidy

Sacharidy tvofi hlavni podil jednotlivych slozek obsazenych v obilovinach.
V obilném zrnu lze nalézt pestrou paletu sacharidi od jednoduchych cukrii az
po vysokomolekuldrni polysacharidy. Nékteré z nich jsou obsazeny v mikromnozstvi,
zatimco jiné piedstavuji desitky procent z obsahu zrna. Obsahy sacharidi v jednotlivych
odridach se mohou vyznamné liSit a jsou ovliviiovany lokalnimi klimatickymi a ptidnimi
podminkami [3,4].

Volné monosacharidy nemaji ve zralych zrnech velky vyznam. Nejdilezité;si
monosacharidy pfedstavuji predevS$im pentdzy: arabindza, xyloza, ribdza, které jsou
zékladnimi stavebnimi ¢asticemi pentdzanti, dilezitych slozek podptrnych pletiv. Dale je
to glukéza a fruktdéza. Monosacharidy se vyskytuji spise jako soucast polymerti, které
predstavuji strukturalni slozky zrn a maji vliv na skladovani a zpracovani obili, resp.
mohou byt obsazeny v oligosacharidech. Do mouky se jich dostdva maximalné

1-3%T11].
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Mezi disacharidy vyskytujici se v obilce Ize déle zatadit maltdzu, kterd vznika jako produkt

pii hydrolyze Skrobu [3,12].

Nejvétsi zastoupeni v obilce maji koloidné disperzni polysacharidy, kde hlavnimi
zastupci jsou Skrob, dextriny, celuldza, hemiceluldzy, pentdzany a slizovité latky.

Neskrobové polysacharidy piedstavuji stavebni polysacharidy a jsou zakladem
bunécnych stén rostlin. Hlavnimi pifedstaviteli jsou celuldza, hemicelul6zy, ptipadné lignin
(polyfenol vazany na polysacharidy) aj. Tyto latky jsou nerozpustné ve vodé. Dalsi
skupinou jsou latky rozpustné nebo bobtnajici ve vode¢, které jsou schopny tvofit viskdzni
a vysokovazné koloidni systémy. Do této skupiny patii zitné pentdzany, jecné a ovesné

B-glukany. Tyto latky jsou hlavni soucasti vlakniny [11].

Tabulka 3. Charakteristika skrobovych granuli [12]

cerealie druh tvar primér [pm]
pSenice malé cockovity 15-30
velké kulovity 1-10
tritikale malé cockovity 1-30
(zitovec) velké kulovity 1-10
malé kulovity 2-10
je€men velké Gockovity 10 - 30
malé kulovity 1-5
oves slozené vejcity do 60
jednoduché hranaty 2-10
kukufice hranaty, 2-30
kulovity
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Skrob je polysacharid vyskytujici se ve formé granuli v rostlinnych organech.
Na rozdil od strukturnich polysacharidi, které se nachazeji v bunécnych sténach, se skrob
nachazi v organelach cytoplazmy, které nazyvame plastidy. V obilce je Skrob obsazen
v parenchymatickych buiikdch endospermu. Je wulozen v nerozpustnych micelach
nazyvanych Skrobova zrna nebo Skrobové granule. Ceredlni Skroby maji bimodalni
distribuci granuli. Velké granule (typ A) maji tvar cocky, naopak malé granule (typ B) jsou
sférické ¢astice. Skrobova zrna maji geneticky dany tvar i velikost (viz. Tabulka 3) [10,13].
glukézy. Obsah Skrobu v zit€ se pohybuje od 52 do 60 %, v jeCmeni je to 56 — 66 %,
v kukufici je obsah mirné vyssi, a to 60 — 70 %. V pSenici je obsah Skrobu mezi 58 — 76 %
v suSin¢ zrna. Mouka je tvofena predev§im endospermem, diky tomu tvoii obsah Skrobu
v mouce az 80 % [1,10,14].

Skrob neni jednotna latka, ale smés dvou polysacharidii amylézy a amylopektinu.
Zakladni monomerni jednotkou obou polysacharidi je glukéza, Skrob je polymerem
disacharidu maltozy a izomaltozy [10].

Amyléza (viz Obrazek 2) predstavuje 20 az 50 % celkového obsahu Skrobu.
Amylédza je tvofena a-D-glukopyran6zovymi jednotkami, které jsou navzajem propojeny
vazbou a-(1—4). Molekula amylézy je diky prevladdajicim vazbam 1 (axialni) — 4
(ekvatorialni) ve vod¢ a neutralnich roztocich nahodné svinuta, misty s helikalni strukturou
a vytvari levotoCivou Sroubovici. Amyléza je smési polymerii sriznym stupném
polymerace. Amyléza obilovin zpravidla obsahuje 1000 — 2000 gluk6zovych jednotek.
Molekulova hmotnost se pohybuje mezi 180 a 1000 kDa. Amyléza je Ccastecné
esterifikovana kyselinou fosfore¢nou (pSeni¢ny Skrob obsahuje cca 0,055 % fosforu)
a tvori komplexy s lipidy [10,13,15,16].

Amylopektin (viz Obrazek 3) ma a-D-glukopyranézové jednotky navzidjem
propojeny vazbami a-(1—4) a a-(1—6). Molekula amylopektinu se sklada z fetézct
D-gluk6zovych jednotek vazanych vazbami a-(1—4), z nichz se po 10 — 100 (primérné
25) jednotkdch odvétvuji postranni fetézce vazbou a-(1—6). Vyjimeéné se mohou
objevovat 1 vazby a-(1—3). Polymerac¢ni stupen amylopektinu je vyssi nez u amylozy, a to
50 000 — 1000 000. Molekulovd hmotnost se pohybuje v rozmezi od 10 do 200 MDa
[10,16].
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Obrazek 2. Amyloza [17]
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Obrazek 3. Amylopektin [17]

1.2.2 Proteiny

Obsah bilkovin v obilovindch zévisi na druhu a odrid€ obiloviny. Zrald zrna
obsahuji nejcastéji 9 — 16 % bilkovin v suSin€. VétSina bilkovin je uloZena v endospermu

a aleuronové vrstve [1].

Technologicky vyznamné proteiny se nachéazi v endospermu obilky. Jejich podil
ve vymletém zrnu je téméf stejny jako v endospermu zrna. Obsah bilkovin a jejich rozdilna

kvalita je rozhodujici pro pekarenskou vyrobu [16].

Proteiny miizeme rozdélit na jednoduché (jsou tvofeny pouze polypeptidovym
fetézcem) a slozené (tzv. proteidy). Proteidy obsahuji v molekule c¢astice nebilkovinné
povahy. V obilovinach se naptiklad mohou vyskytovat glykoproteiny obsahujici
sacharidické slozky nebo lipoproteiny, které obsahuji lipidické slozky. Jednoduché
bilkoviny mizeme d¢lit na protoplazmatické (albuminy, globuliny) nachazejici se v klicku
a aleuronové vrstvé. Tyto bilkoviny jsou tvofeny katalytickymi, enzymaticky aktivnimi
a stavebnimi bilkovinami. Albuminy jsou ve vod¢ rozpustné, globuliny se rozpoustéji
v roztocich soli. PSenice obsahuje 15 — 20 % albuminid a globulini. Druhou skupinou
jednoduchych bilkovin jsou zasobni bilkoviny (prolaminy, gluteliny), které tvofi vétSinu

obilného zrna. Zasobni bilkoviny jsou dulezité z hlediska technologické, biologicke,
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nutriéni a krmné hodnoty zrna. Prolaminova frakce je rozpustna v 70% etanolu, jedna se
o znac¢né heterogenni bilkovinu, ktera se skladd z mnoha slozek (a, B, ¥, ®). V pSenici je
hlavnim pfedstavitelem gliadin. Dalsi frakce zasobnich bilkovin je frakce glutelinova, ktera
je rozpustna ve zfedénych roztocich kyselin a zisad. Nejvyznamngj$im zastupcem

glutelinu je glutenin. Gliadin a glutenin tvoii ve vod¢ nerozpustny lepek [1,7,18].

1.2.2.1 Lepek

Bilkoviny pSenice se 1i8i od ostatnich rostlinnych proteinti svou schopnosti tvofit
lepek. Lepek je tvofen gliadinem a gluteninem. Tyto frakce jsou zastoupeny v lepku ve
vzajemném poméru piiblizn€ 2 : 3. PSeni¢né gliadiny a gluteniny bobtnaji pouze omezené
a za soucasného vlozeni mechanické energie na hnéteni za pfitomnosti vzdusného kysliku
tvoti pevny gel, ktery nazyvame lepek. Gliadin je nositelem taznosti a glutenin pruznosti
a bobtnavosti lepku. Lepek lze z tésta izolovat vypirdnim proudem vody, pfiCemz se
postupné vyplavuji latky rozpustné ve vode a skrob. Po urcité dobé ziistava substance,
kterou nazyvame “mokry lepek”. Vyprany lepek je sloZzen primérmé z 90 % proteini, 8 %
lipidii a 2 % sacharidti v susSin€. Struktura lepku je tvofena trojrozmérnou siti peptidovych
fetézcl, tyto fetézce jsou riizné zfaseny a navzajem propojeny raznymi mustky a vazbami.

Tvorba mustki zmenSuje pohyblivost peptidovych fetézcl a tim se lepek zesiluje [1,3,19].

1.2.3 Lipidy

Zra pSenice obsahuji 2 — 3 % lipidd. NejvySsi mnozstvi lipidd mizeme najit
v klicku a aleuronové vrstvé. Z chemického hlediska tvofi lipidy obilovin pestrou skupinu
latek, mezi které patii tzv. neutralni lipidy, neboli tuky a oleje, polarni lipidy zastoupené
predevsim fosfolipidy, dale pak steroidy, vosky, lipofilni pigmenty a nékteré vitaminy,
zvlasté vitamin E (viz kapitola 1.2.4). Vyssi vyskyt lipidd je patrny v kli¢cich. Hmotnostni
podil kli¢ku ptedstavuje piiblizné€ 2,54 % z celého zrna, ale podil lipidi v ném obsazenych
je ptiblizné 64 %. Naproti tomu v endospermu, ktery tvoii vice jak 80 % zrna, jsou
obsazena asi 3,3 % lipidi. Tuk obilnych klicki je cenny z vyZzivového hlediska, proto se
z nékterych klickt lisuji oleje. Z mastnych kyselin ptevlada kyselina linolova. Tato
kyselina snadno podléhd oxidaci, diky tomu mize dojit ke zluknuti mouky pfi jejim
dlouhodobém skladovéani. Hydrolytické zluknuti ma za nasledek zvySeni kyselosti mouky.
Mezi lipidy fadime 1 lipofilni barviva. V obilninach se vyskytuji pfedevsim karotenoidy,

zIutd a oranzova barviva. Hlavnim pfedstavitelem je barvivo lutein. Vyssi obsah vykazuje
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predev§im druh Triticum durum, ktery je uréen pievazné k vyrobé téstovin. Naopak
v mouce pro pekaiské ucely se pouzivd mouka s niz§im obsahem lipofilnich pigmenti

[1,18].

1.2.4 Vitaminy, mineralni latky a dalSi biologicky aktivni slou¢eniny

Vitaminy se v endospermu obilovin vyskytuji pouze v minoritnim mnozstvi.
Ve vétsim mnozstvi se vyskytuji prevazné v obalovych vrstvach a klicku. Obiloviny lze
povazovat za zdroj vitaminu fady B. V obilnych obalech a kliccich se vyskytuje hlavné
tiamin (vitamin B;) a riboflavin (vitamin B;). Ve svétlych moukach po vymleti zbyva
pouze 10 — 20 % plvodniho mnoZstvi vitaminid B, a B,. Kyselina nikotinova a nikotinamid
(vitamin Bj) se vyskytuji ve vétSim mnozstvi v pSenici a je¢meni. Z lipofilnich vitaminQ
prevazuje pritomnost tokoferolu (vitamin E), ktery se vyskytuje pievazné v kliccich.
Vysokého obsahu tokoferolu se vyuziva ve farmaceutickém primyslu pii vyrobé

vitaminovych preparatt [11,20].

Mineralni latky nazyvame souhrnné popel, ktery pfedstavuje anorganicky zbytek
po dokonalém spaleni rostlinného materialu. Obsah mineralnich latek v zrnech obilovin se
pohybuje v rozmezi 1,25 — 2,5 %. Nejvyssi obsah lze nalézt v obalovych vrstvach, naopak
v endospermu se téméf nevyskytuji. Obsah popela stoupa se stupném vymleti a je
zakladnim aspektem pro stanoveni kvality mouky. Mouka nese typové oznaceni, které
predstavuje 1000 nasobek primérného obsahu popela; napt. mouka T 530 obsahuje 0,53 %
mineralii. Popel obilovin je tvofen pfevazné oxidem fosfore¢nym, hot¢ikem, vapnikem

a zelezem [3].

Dal8imi biologickymi vyznamnymi latkami vyskytujicimi se v pSeni¢ném zrnu jsou
kyselina fytova (fosforecny ester Sestisytného cyklického alkoholu myo-inositolu). Kyselina
fytova se vyskytuje v obilovinach ve form¢ fytatd, a to véapenatych, hofec¢natych nebo
zeleznatych. Nejveétsi mnozstvi téchto sloucenin Ize nalézt v obalovych vrstvach. Tyto
slouceniny jsou télem nevyuzitelné, jednd se o antinutri¢ni latky. V posledni dob¢ se oviem
objevily zpravy o jejich ochrannych ucincich proti rakoviné. V obilce se dale vyskytuje
cholin, ktery je diilezity pro neuromotorickou ¢innost lidského organizmu. V obalovych
vrstvach se také vyskytuje kyselina p-aminobenzoovd, ktera je vyznamnym rastovym

faktorem [11].
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2 PSENICE

2.1 Botanické zarazeni pSenice

Obiloviny Ize z botanického hlediska zatradit mezi travy (Gramineae). Témét
vSechny zndmé obiloviny patii do Celedi lipnicovité (Poaceae). Vsechny druhy pSenice lze

zaradit do rodu Triticum [1].

Rod pSenice (Triticum) tvoii asi 8 druhi, z nichz jsou produkéné nejvice vyuzivané:

e pSenice obecna (Triticum aestivum): jedna se o velmi rozsifeny druh pSenice,
ze kterého bylo vySlechténo velké mnozstvi odrid, které se vyuzivaji zvlasté

v pekaftské technologii,

o pSenice tvrda (Triticum durum): pouziva se predevSim pii vyrobé téstovin,

péstovana je zvlasteé v priznivych vnitrozemskych oblastech,

e pSenice Spalda (Triticum spelta): specificka je pro své pluchaté zrno, které se
pestuje jen mistné, vyuzivand je hojné¢ predevSim vramci alternativniho

zemedé€lstvi a pro vyrobu specialnich vyrobki [1,21].

Diky Slechténi doSlo ke vzniku mnoha botanickych druht pSenice. Na zakladé
odlisného poctu chromozom 1ze rozdélit rod Triticum do tii skupin: diploidni (2n=2x=14
chromozomu), tetraploidni (2n=4x=28 chromozomit) a hexaploidni (2n=6x=42

chromozomit) (viz Tabulka 4) [21].
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Tabulka 4. Rozd¢€leni druhii pSenice dle poctu chromozomi [21]

pocet chromozomu druh pSenice latinsky nazev
obecna (pekarska) Triticum aestivum
42 shlou¢en4 Triticum compactum
Spalda (samopse) Triticum spelta
dvouzrnna Triticum dicoccum
nadufela Triticum turgidum
28 tvrda Triticum durum
polska Triticum polonicum
- Triticum dichasians
14 jednozrnna Triticum monococcum
- Triticum tauschii

2.2 Charakteristika vybranych druhu pSenice

V nasledujici kapitole jsou blize charakterizovany pouze ty druhy pSenice, které byly

v ramci této prace analyzovany.

2.2.1 PsSenice ozima

Ozima forma pSenice obecné (Triticum aestivum L.) je nejrozsitenéjSi domaci
plodinou, ktera zaujima asi ¢tvrtinu plochy orné piidy. Mezi obilninami ji patii dominantni
postaveni, péstuje se téméf na poloviné plochy oseté obilninami. Zrna pSenice ozimé (viz
Obrazek 4) zaujimaji nezastupitelné postaveni v potravinarském a krmivarském pramyslu.
K potravinaiskému zpracovani se vyuziva 28 — 32 % z celkové produkce pienice v CR

[22].
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pSenice se seje na podzim pii dostatku vldhy a teploté kolem 15 °C. Kvéty a plody tvofti
po prezimovani na jafe a v 1ét¢ dalSiho roku. PSenice ozima je narocna na piedplodinu.
Nejvhodnéjsimi predplodinami jsou luskoviny, jeteloviny, okopaniny, olejniny a zeleniny.
Vynos zrna vyrazné ovlivituje hnojeni dusikem. V ekologickém zemédé€lstvi se uplatituje

spiSe hnojeni organickymi hnojivy, zejména slamou a zelené hnojeni [23,24].

PSeni¢né zrno je nenahraditelnou surovinou na vyrobu potravinaiskych vyrobki.
Pouziva se na vyrobu riznych druhi pekarenskych a pecivarenskych vyrobk, snidafiovych
cerealii, téstovin a mnoha dalSich vyrobkl. Z pSenice se vyrabi napi. pSeni¢na trhanka,
otruby, bulgur, ¢i kuskus. PSeni¢na trhanka vzniké Setrnym drcenim obilnych zrn. PSenice
ozima, ktera je nazyvana také kralovnou obilnin, obsahuje vysoké mnozstvi mineralnich
latek a vitaminl. Roste také nepotravinaiské vyuziti pSenice. PSeni¢né zrno tvoii nedilnou

soucast krmnych smési, je surovinou pro vyrobu skrobu a etanolu [23,25].

Obrazek 4. Psenice 0zima [26]

2.2.2 Kamut

Kamut (Triticum turgidum subsp. turanicum) patii k nejstarSim druhiim obili
na svété. Tento pribuzny z rodu pSenice tvrdé byl péstovan pied 6000 lety v okoli feky
Nilu. Avsak po vpadu Rektl a Rimant byla tato odriida z Egypta vytlatena a upadla
v zapomneéni. Slovo kamut piedstavuje starovéké egyptské oznaceni pro psenici. O ptivodu
kamutu panuje n¢kolik teorii. Spekuluje se, ze ptivodnimi péstiteli kamutu byli Turci
a dodnes lze nalézt na uzemi Turecka mala policka s touto starodavnou odriidou pSenice.
Legendy nazyvaji kamut ,,velbloudi zuby” ¢i ,,zrno proroka”. Turecké legendy vypravéji,

ze kamut byla obilovina, kterou si Noe vzal na cestu do své archy. Proto i1 turecti
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zemede€lci, ktefi tuto plodinu znaji a stale péstuji, nazyvaji kamut obilim prorokovym

[27,28].

V moderni dobé zazivd kamut jakousi renezanci a je péstovan vyhradné
v ekologickém zemédélstvi a pied pifipadnym S$lechténim a zneuzitim je chranény
registrovanou znackou Kamut®. V roce 1990 bylo slovo kamut zapsano jako ochranna
znamka s patentem Spojenych statll a znamkového Ufadu, odriida kamut byla oficialné
pojmenovana QK-77. Ziskany patent slouzi k zachovani vyjimecnych vlastnosti urcité
odridy starovéké pSenice khorasan. Vyrobky pochézejici z pSenice kamut khorasan
obsahuji jen Cisté staré odrudy, péstované pouze organicky a nesouci vysokou kvalitu.
Na podporu znacky kamut byla zalozena Kamut asociace Severni Ameriky (KANA). Tato
organizace podporuje rozSifovani ekologického zeméd¢€lstvi, poskytuje informace

o dostupnych produktech, uvadi vysledky vyzkumi a vyzivové studie [29,30].
Ochrannou znamkou je zaruceno, Ze zrna Kamut® Khorasan:
e pochézeji ze staroveké odridy psenice khorasan,
e jsou péstovany pouze jako certifikované bio obili,
e obsah proteinil je v rozmezi 12 az 18 %,
e nesmi byt kontaminovany modernimi odridami v mnozZstvi vétSim jak 1 %,
e 798 % nesmi nést pfiznaky onemocnéni,
e musi obsahovat 400 az 1000 ppb selenu [29].

Oproti klasické pSenici ma kamut dvakrat az tfikrat del$i zrno. Starobyla odriida
kamut ma oproti tradini pSenici také vyssi obsah bilkovin, a to o 20 az 40 %, vySsi obsah
lipid,, aminokyselin, vitamind, pfedev§im vitaminu E. Kamut je cennym zdrojem
mineralnich latek, zvlasté selenu — vyznamného antioxidantu, dale pak zinku a hoft¢iku.
Protoze kamut obsahuje vyssi procento lipidi produkujicich vice energie nez sacharidy,

muze byt kamut nazyvan jako ,,vysoce energetické obilnina” [29].

Pro své nutri¢ni sloZeni, dobrou stravitelnost a snasenlivost je kamut (viz Obrazek
5) oblibeny i1 u jedinct, ktefi jsou na klasickou pSenici piecitlivéli. Konzumace téchto
neslechténych obilovin vykazuje mnohem niz8i toxicitu pro lidi alergické na pSenici
a v nekterych piipadech alergii nevyvolavaji viibec. Celkovy vliv je vSak individualni.

Dr. Ellen Yoder, prezident IFAA (Mezinarodni asociace pro potravinovou alergii), dosel
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s tymem nezavislych védct a 1€kart pii svém vyzkumu k zavéru, ze pro vétSinu lidi trpici

nesnasenlivosti na pSenici mize byt kamut vynikajici ndhrada klasické pSenice [30,31].

Obrézek 5. Kamut [32]

2.2.3 PSenice Spalda

Psenice Spalda (7riticum spelta L.) patii mezi starovéké odrudy pSenice péstované
na uzemi Evropy. V oblastech Germanie byla hojné péstovana az do zacatku 20. stoleti.
Jeji ofechova chut’ byla dlouhé staleti popularni predevsim v Italii (farro), v jiznim
Némecku (dinkle), Spanélsku, Belgii, Svycarsku, Anglii, Polsku a Skandinavii. Spalda
(starogesky samopse) byla péstovana na uzemi Cech v poloving 18. stoleti. Nejvice byla
péstovana na Litomyslsku, kde se z ni prazila kdvovina. V prvni poloviné dvacatého stoleti

postupné z nasich poli vymizela [33,34].

V Ceské republice se $palda znovu objevila pocatkem devadesatych let
v souvislosti se zavadénim ekologického zemédélstvi (Obrazek 6). Jeji plochy se
pohybovaly v letech 2002 a 2003 mezi 1100 — 1200 ha. Ministerstvo zeméd¢€lstvi ve své
roc¢ence ekologického zemédelstvi uvedlo, ze v roce 2008 byla Spalda pestovana na plose
1 982 ha. Vroce 2009 zaujimala pSenice Spalda necelych 2 560 ha ploch orné pudy

a zajem o p&stovani Spaldy roste, a to i mezi konvencnimi péstiteli [35,36].

Na rozdil od tradi¢nich obilnin patii pSenice Spalda do skupiny tzv. pluchatych
pSenic. Proto prvni zpracovatelskou operaci po vycisténi je vyloupavani zrna z klasku.

Vyloupané zrno se dale Cisti a dal$i potravinaiské zpracovani je podobné jako u béznych
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obilnin a zavisi na druhu finalniho vyrobku. Pluchy, které pevné obaluji zrna, jsou pomérné

ucinnou ochranou vii€i vliviim vnéj$iho prostfedi a hmyzu [33].

e Naruist péstitelskych ploch pienice $paldy v CR
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Obrazek 6. Péstitelské plochy Spaldy seté [35]

Podle poslednich vyzkumi Ize konstatovat, ze ve srovnani s pSenici obecnou se
Spalda vyznacuje vys$im obsahem bilkovin, mineralnich latek, tuku, vldkniny a vitaminii

(viz Tabulka 5) [34,37].

Tabulka 5. Slozeni zrna pSenice Spaldy a pSenice seté [34]

N-latky (%) tuk (%) vlaknina (%) popeloviny
(%)
pSenice Spalda 12,1 1,7 2,3 2,4
pSenice obecna 11,6 1,4 1,8 1,8

Obsah bilkovin u pSenice Spaldy se vriznych publikacich lisi. Vybrané
publikované vysledky obsahu dusikatych latek pSenice Spaldy jsou uvedeny v Tabulce 6.

Obsah skrobu ve Spald¢ se téméf rovna obsahu v pSenici seté. Primérny obsah
Skrobu v zrnu Spaldy byl zjistén 63,5 % [42].

PSenice Spalda je vybornym zdrojem nékterych vitaminii skupiny B, ptedev§im
tiaminu (B;), riboflavinu (B,), ale také niacinu (Bs3). Zajimavy je obsah B-karotenu

a tiokyaatu, ktery plisobi regeneracn¢ na télni buiky a chrani proti infekcim [33].
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Tabulka 6. Publikované vysledky obsahu dusikatych latek u pSenice Spaldy

obsah dusikatych latek v % (w/w)

12,1 PRUGAR, J. [34]

12,7 RANHORTA et al. [38]

15,4 LOJE etal. [39]
11,4 —13,7 MARCONI et al. [40]
7,5-10,8 ZIELINSKI et al. [41]

PSenice $palda se vyznacuje velmi pfiznivym aminokyselinovym sloZzenim. Obsah
esencidlnich aminokyselin je nepatrn¢ vyssi, ale podobné jako u pSenice seté je limitujici
aminokyselinou lyzin, nasledovany treoninem. Z ostatnich aminokyselin je vyrazné vyssi
obsah leucinu. Zastoupeni nékterych aminokyselin ve Spaldé€ a pSenici seté je zaznamenano

v Tabulce 7 [33].

Tabulka 7. Zastoupeni vybranych aminokyselin v pSenici Spaldé a pSenici seté [34]

aminokyselina pSenice Spalda pSenice seta

(g.l()()g'1 proteinu)

leucin 9,0 6,0
metionin 4,0 2,4
lyzin 2,8 3,4

fenylalanin 7,0 5,0
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PSenice Spalda (viz Obrazek 7) je potencialnim zdrojem novych potravinaiskych produkt
s vysokym obsahem vldkniny. Zpracovani a vyuziti pSenice Spaldy mé nejvétsi tradici
v némecky hovoficich zemich. Zrna Spaldy se zpracovavaji na kroupy, krupici
a vlocky, pfipravuji se z nich zéklady ¢i ptidavky do téstovin (spétzle), tvoii ptisadu miisli.

Spaldovy chléb je typicky pro svou vyraznou chlebovou vini a dlouhou trvanlivost [34].

Obrazek 7. PSenice Spalda [43]

2.2.3.1 Spaldové kernotto

Kernotto (viz Obrazek 8) jsou kroupy z pSenice $paldy. Spaldové kernotto vznika
Setrnym brousenim zrn. Zrno Spaldy se zbavi brousenim tvrdych obalovych vrstev. Oproti
Spaldovému zrnu je kernotto rychleji uvarené a je pro vétsinu lidi 1épe stravitelné. Kernotto

je vhodné do polévek, karbanatkl, k duSeni a je vynikajici jako ptiloha [44].

Obrazek 8. Spaldové kernotto [45]
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2.2.3.2 Griinkern

Zpracovanim zelenych zrn pSenice Spaldy ziskdme griinkern (viz Obrazek 9).
PSenice na vyrobu griinkernu byla péstovana v pomérné malé oblasti v jiznim Némecku
kolem meésta Boxberg. Vyroba griinkernu mé4 svou dlouholetou historii.
V Baden-Wiirttenbersku se ze zelenych zrn Spaldy pfipravovala svateéni jidla a rozSifené

bylo 1 pivo ze Spaldy tzv. Dinkelbier, které si zachovalo dodnes mistni tradici.

Spaldova zrna se sklidi jiz ve stadiu mlééné zralosti, kdy jsou jesté zelena. Sklizena
zrna se oprazi nad ohném z bukového dieva pfi teploté¢ 120 °C nebo se mohou udit. Timto

postupem ziskaji zrna nezaménitelnou chut’ a aroma [34,46].

Obrazek 9. Griinkern [47]
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3 AMINOKYSELINY

3.1 Obecna charakteristika aminokyselin

Zakladni stavebni slozky proteint predstavuji aminokyseliny. Aminokyseliny jsou
slouceniny, v jejichz molekule se nachazi minimalné jedna primarni aminoskupina -NH;
a soucasn¢ alespon jedna karboxylova skupina -COOH. Aminokyseliny Ize tedy povazovat
za substituované karboxylové kyseliny. Kazdd aminokyselina mé& nejméné dvé
ionizovatelné skupiny: karboxylovou, kterd mize odstépovat H™ a aminoskupinu, ktera
miize ionty H' pfijimat. Pfi fyziologickém pH existuji aminokyseliny pievazné jako
karboxylatovy ion (R-COQO"). Na zékladé¢ nédboje pii pH 7,4 lze aminokyseliny ¢lenit
na kyselé, zasadité a neutralni. Mezi kyselé aminokyseliny patii asparagova a glutamova
kyselina. Naopak zasadité aminokyseliny pifedstavuji histidin, lyzin a arginin. Mezi
neutralni aminokyseliny se fadi alanin, glycin, valin, leucin, izoleucin a prolin, dale amidy
aminokyselin glutamin a asparagin, aminokyseliny obsahujici ve své molekule siru cystein
a metionin, aminokyseliny s hydroxylovou skupinou serin a treonin a aromatické

aminokyseliny fenylalanin, tyrozin a tryptofan [10,48].

Ve vétSin€ potravin se nachdzi 99 % aminokyselin vazanych v bilkovinach
a peptidech. V bilkovinach vétSiny organismt se vyskytuje 20 zékladnich aminokyselin.
Tyto zékladni aminokyseliny 1ze fadit mezi a-aminokyseliny, které maji primarni, ptipadné
sekundarni aminoskupinu na uhliku sousedicim s karboxylovou skupinou. VSechny
aminokyseliny s vyjimkou glycinu jsou opticky aktivni tzv. chirdlni slouceniny fady L.

Obecny vzorec a-aminokyselin je na Obrazku 10 [49].
R
o
H:sN_ C—CO0O

H

Obrazek 10. Vzorec a-aminokyseliny [50]
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V poloviné minulého stoleti definoval Rose na zakladé zmén dusikové bilance
po piijmu diet ochuzenych o jednotlivé aminokyseliny dvé skupiny aminokyselin —
esencidlni a neesenciadlni. Nejprve bylo definovano pouze osm esencidlnich aminokyselin
(izoleucin, leucin, lyzin, metionin, fenylalanin, treonin, tryptofan a valin). Deficit téchto
aminokyselin vedl k rychlému rozvoji negativni dusikové bilance. Dodate¢né byl seznam
doplnén o histidin, jehoZz nedostatek se projevi poklesem koncentrace hemoglobinu
a o arginin, ktery je esencialni ve fetalnim obdobi vyvoje ¢lovéka. Nekteti autofi tyto dve
aminokyseliny zafazuji mezi tzv. semiesencialni. Ostatni aminokyseliny jsou povazovany
za neesencialni, tj. postradatelné; tyto aminokyseliny neni nutné piijimat stravou, protoze si

je organizmus umi sdm syntetizovat [48].

Pti hodnoceni potifeby a pifijmu proteinti je nutné brat v tuvahu celkovy pfijem
proteinti i slozeni aminokyselin, dostupnost peptidovych vazeb proteinu trdvicim enzymim
a dalsi biologické faktory. Pfi urceni nutricni hodnoty proteinti se vychazi ze skutecnosti,
ze organizmus neni schopen syntetizovat esencidlni aminokyseliny. Proto se v proteinech
stanovuje slozeni esencialnich aminokyselin a vysledky se vztahuji k obsahu esencialnich
aminokyselin pfitomnych v ur€itém referencnim proteinu. Tento protein ma z vyzivového
hlediska optimalni sloZeni esencidlnich aminokyselin. K hodnoceni vyzivové hodnoty

proteint se pouzivaji dvé kritéria:
e aminokyselinové skore AAS
e index esencialnich aminokyselin EAAI

Aminokyselinové skore AAS (%) lze vypocitat pro kazdou esencialni aminokyselinu dle
vztahu:

1004,
s= *
A

sl

A;...obsah dané esencialni aminokyseliny v testovaném proteinu
Asi...obsah téze aminokyseliny ve standardnim (referencnim) proteinu

Referen¢nim (standardnim) proteinem byl organizacemi FAO/WHO (Organizace
pro vyzivu a zemédélstvi/Svétova zdravotnicka organizace) urcen fiktivni protein, ktery ma
optimalni aminokyselinové slozeni a hodnota AAS pro kazdou z nich je 100 %. V praxi se

jako standardni proteiny pouzivaji napf. proteiny celovajecné nebo soubor proteina
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odstfedéného mléka [10]. SlozZeni standardniho (referen¢niho) proteinu je uvedeno

v Tabulce 8.

Tabulka 8. Obsah esencialnich aminokyselin ve standardnim proteinu v g. 16 g N a denni

potieba téchto aminokyselin [10]

aminokyselina standardni protein denni potieba
(g 16gN") ®

valin 5,0 11-14

leucin 7,0 11-14

izoleucin 4,0 10-11

metionin a cystein 3,5 11-14
treonin 4,0 6-7

lyzin 5,4 9-12

fenylalanin a tyrosin 6,1 13-14

tryptofan 1,0 3-35

cw w7

hodnotu kritéria AAS a urCuje tedy nutrini hodnotu proteinu, se nazyva limitujici
aminokyselina [10].

24

o vyzivové hodnoté proteinii poskytuje index esencidlnich aminokyselin EAAIL Tento
index zahrnuje pfispévek vSech esencidlnich aminokyselin k vyzivové hodnoté proteinu.
Pro kazdou esencidlni aminokyselinu se ur¢i hodnota AAS a vypocte se geometricky

pramér téchto hodnot:

:(100A; 100A,  100A,

-\| ASi . ASE . . AS

EAAI =

n
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Velisek uvadi, Zze limitujici aminokyselinou v pSenici je lyzin. Aminokyselinové
skore pro tuto limitujici aminokyselinu je 44 % a hodnota indexu esencidlnich

aminokyselin je 68 % [10].

Zcela dominantni aminokyselinou v obilovinach je kyselina glutamova, kterd je
vyhradné pfitomna jako glutamin. Jeho obsah miize v obilce pfedstavovat vice nez 1/3
z celkového obsahu aminokyselin. Druhou nejvice obsazenou aminokyselinou je prolin.
Prolin diky svému strukturnimu uspotfadani déava predpoklady k vytvofeni pruzné
prostorové struktury pSeni¢ného tésta. PSeni¢né zrno naopak témét neobsahuje lyzin, ktery
je tedy, jak jiz bylo uvedeno vyse, limitujici aminokyselinou. Diky velmi nizkému obsahu
lyzinu fadime obilnou bilkovinu mezi neplnohodnotnou. Obsah jednotlivych aminokyselin

v pSeni¢ném zrnu v jednotkach g.100 g N™! je znazornén na Obrazku 11 [11,51].

Obsah aminokyselin v psenici
(vg na 100 g dusiku)
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Obrazek 11. Obsah aminokyselin v pSeni¢ném zrnu [19]

3.2 Metody stanoveni aminokyselin

Stanoveni aminokyselin patii mezi ¢asové a financné naro¢né analytické operace.
Pfi stanovovani aminokyselinového slozeni musime v prvé tadé prevést vazané

aminokyseliny v bilkovinach a peptidech na formy volné. Béhem tohoto procesu musime
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zabranit piipadnym ztratdm aminokyselin. Poté je nutné zvolit takové analytické metody,
které zaru¢i dostateCnou presnost a spravnost ziskanych vysledkil, zarovein musi byt tyto

metody rychl¢é a pfimétené levné [52].

3.2.1 Hydrolyza bilkovin

V peptidech a bilkovinach jsou aminokyseliny vzdjemné vazany peptidovymi
vazbami. Pomoci hydrolyzy lze aminokyseliny z téchto vazeb uvolnit. Hydrolyza miize
probihat v kyselém nebo alkalickém prosttedi. Pii kyselé hydrolyze se material hydrolyzuje
za  varu  konstantné¢  vrouci  kyselinou  chlorovodikovou o  koncentraci
6 mol.dm™. Vyhodou kyselé¢ hydrolyzy je, ze nedochazi k racemizaci, a L-konfigurace
aminokyselin zlstdva zachovana. Dochéazi vsSak krozkladu tryptofanu a sirnych
aminokyselin. Cystein a metionin podléhaji oxidaci béhem hydrolyzy v pifitomnosti
kyseliny chlorovodikové. Této degradaci sirnych aminokyselin je mozno zabranit pouZzitim
kyseliny mravenci a peroxidu vodiku, kdy jsou tyto aminokyseliny pted vlastni hydrolyzou
pfevedeny na kyselinu cysteovou a metioninsulfon. Alkalickd hydrolyza je vhodna
pro analyzu tryptofanu. Pro alkalickou hydrolyzu lze pouzit NaOH, KOH, LiOH nebo
Ba(OH),. Rychlost rozkladu peptidickych vazeb se 1isi podle struktury a druhu jednotlivych
aminokyselin [52,53].

3.2.2 Chromatografické metody

V soucasné¢ dobé se k separaci a kvantifikaci aminokyselin pouzivaji vyhradné
metody vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC — high performance liquid
chromatography) nebo kapalinové chromatografie na iontoméni¢ich (IEC — ion exclusion

chromatography) [52].

3.2.2.1 Vysokoucinna kapalinovda chromatografie HPLC

Stanoveni pomoci HPLC se provadi po hydrolyze analyzovaného vzorku.
V klasické kapalinové chromatografii se naplni kolona zrnitym sorbentem. Na horni vrstvu
naplné se davkuje malé mnozstvi vzorku, poté se piivadi mobilni faze (eluent). Plisobenim
gravitacni sily mobilni fadze prostupuje kolonou, slozky vzorku se od sebe separuji
a opoustéji spodni ¢ast kolony v riiznych Casech. Tento princip se stal zakladem pro HPLC,

kde se k ucinnéjsi separaci pouziva dostatecné¢ malych zrnicek sorbentu, které kladou
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prostupujici kapaliné znacny odpor a je nutno pracovat za vysokého tlaku. K déleni se
pouziva metoda HPLC s UV detekci (338 nm a 266 nm) nebo s fluorescencni detekei.
Pii pouziti HPLC metody se ponejvice vyuziva separace aminokyselin na reverzni fazi
oktadecylu (C;g). Pfi UV i fluorescen¢ni detekci aminokyselin se pouziva rtiznych ¢inidel k
derivatizaci pfed kolonou i1 za kolonou. Mezi derivatizatni c¢inidla pii stanoveni
aminokyselin lze zafadit ninhydrin, fenylizotiokyanat, naftylizotiokyanat, benzoylchlorid,

2,4-dinitro-1-fluorbenzen. [54,55].

3.2.2.2 lIontoménicova chromatografie aminokyselin IEC

Aminokyseliny lze separovat pomoci chromatografie zalozené na vyméné iontu.
Kolona je naplnéna pryskyfici s negativnim nabojem. Na zacatek kolony jsou piivadény
aminokyseliny pii nizkém pH, kdy vSechny aminokyseliny maji kladny naboj. Kolona je
promyvana mobilni fazi a zatim nedochazi k chromatografickému déleni. Jako mobilni faze
se pouzivaji pufry se vzristajici hodnotou pH a iontovou silou. Aminokyselina je pfevedena
do izoelektrického bodu pomoci zvySeni teploty, zvySeni pH nebo pti vyssi iontové sile.
Slozky v aminokyseling ztrati pfitazlivost svych iontl k pryskyfici a jsou eluovany z kolony.
Chromatografické déleni je zalozeno na dosaZzeni riznych izoelektrickych bodu v riiznych
casech. Metoda je vhodnd pro separaci smési volnych aminokyselin 1 aminokyselin

vyskytujicich se v bilkovinnych hydrolyzatech [53].

Na principu stiednétlaké kapalinové chromatografie s ionexovou kolonou,
postkolonovou ninhydrinovou derivatizaci a fotometrickou detekci pracuje Automaticky
analyzator aminokyselin AAA 400. Tento pfistroj je vhodny pro analyzu aminokyselin
v hydrolyzatech bilkovin a peptidl, pro stanoveni volnych aminokyselin ve fyziologickych
roztocich a extraktech a pro stanoveni biogennich amind. Jednotlivé aminokyseliny jsou
postupné z kolony eluovany do vyhiatého reaktoru, kde reaguji s ninhydrinem. Ninhydrin patii
mezi silnd oxidacni c¢inidla, kterd rozkladaji aminokyseliny na oxid uhlicity, amoniak
a aldehyd. Redukovany ninhydrin — hydrindantin reaguje se vzniklym amoniakem za vzniku
purpurové substance (Ruhemanova Cervenl). Prolin a hydroxyprolin reaguji s ninhydrinem
za vzniku Zlutého zbarveni pii 440 nm. Barevné produkty reakce jsou detekovany
fotometricky. Ruhemanova cerven ma absorbéni maximum pii 570 nm. Koncentrace
aminokyselin je pfimo imérnd mnoZzstvi téchto produktii a jejich mnoZstvi je pfimo imérné

odezvé detektoru [52,53,56].
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3.2.2.3 Plynova chromatografie GC

Princip plynové chromatografie (GC — gas chromatography) spociva v tom, ze se
vzorek davkuje do proudu plynu, ktery je dale undSen kolonou, mobilni fazi tedy
predstavuje plyn. V kolon¢ se slozky analytu separuji na zaklad€ rizné schopnosti poutat se
na stacionarni fazi. Slozky postupné opoustéji kolonu a jsou identifikovany pomoci
detektoru. Pfi pouziti plynové chromatografie je nutné analyt pfeménit v plyn. Latky, které
1ze separovat pomoci plynové chromatografie musi mit dostate¢ny tlak syté pary, musi byt
tepelné stalé a mit relativni molekulovou hmotnost mensi nez 1000. Aminokyseliny jsou
silné polarni latky, velmi malo tékavé a proto je nutné jejich prevedeni na vhodny,
dostateCn¢ tékavy derivat. Aminokyseliny Ize stanovovat plynovou chromatografii
ve form¢ esterl. Obvykle se pii stanoveni aminokyselin metodou GC provadi
dvoustupniova derivatizace. V prvnim kroku se provede esterifikace aminokyseliny
alkoholem napf. metanolem, propanolem, butanolem v prostfedi HCl o koncentraci
3 mol.dm™. Nasleduje acylace aminoskupiny esteru anhydridem kyseliny (napf. octové,
trifluoroctové, pentafluorpropanové, heptafluorbutanové). Z retencniho ¢asu piku lze ur¢it,

o jakou aminokyselinu se jedna, plocha piku odpovida koncentraci aminokyseliny [53,54].

3.2.2.4 Tenkovrstva chromatografie TLC

Stacionarni faze je umisténd v ploSe, respektive je soucasti tenké vrstvy. Stacionarni
fazi nejCastéji predstavuje celuldza, oxid hlinity nebo silikagel. Mobilni fazi je smeés
rozpoustédel. V tenkovrstvé chromatografii se uplatiiuje adsorbce. Vzorek se nanasi
pomoci kapilary ¢i mikropipety na start, ktery je blize k jednomu konci ploché desky.
Timto koncem se po vyschnuti rozpoustédla ponoti podlozka s tenkou staciondrni vrstvou
do mobilni faze. Cely systém se umisti do prostoru nasyceného parami mobilni faze.
Mobilni fdze vzlind tenkou vrstvou pomoci kapilarnich sil a dochazi k separaci
jednotlivych slozek analytu. Slozky vzorku, které jsou poutany stacionarni fazi silnéji, jsou
unaSeny pomaleji a naopak. Vzorek se tedy rozd¢€li na zony obsahujici rizné slozky.
Analyza konci, kdyz Celo mobilni faze dosdhne blizkosti druhého konce. Podle povahy
testovanych latek se pouzivaji rizné smeési rozpoustédel. Mezi nejCastéji pouzivané
rozpoustédla lze zafadit napt. smési chloroform:etanol (9:1), chloroform:etanol (19:1),
hexan:etylacetat (7:3), chloroform:aceton (85:15), butanol:kyselina octova:voda (4:1:1).

Detekce chromatografovanych latek se provadi po vyjmuti podlozky a jejim nasledném
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vysuseni. Detekce se provadi bud’ piimo vizueln€, pokud jsou chromatografované latky
barevné, nebo se vyuziva jejich fluorescence pod UV zéafenim, ¢i se provadi postiik
detek¢énim Cinidlem za vzniku barevnych skvrn. Univerzalni detekéni Cinidlo piedstavuje
konc. kyselina sirova, protoze vétSina organickych latek pod jejim dehydratacnim vlivem
uhelnati a tvoii tmavé skvrny. Pti pouziti trinitrobenzensulfonové kyseliny dojde ke vzniku
zlutych produkti, reakci aminokyselin a 2,4-dinitro-1-fluorbenzenu vznikaji také zluté
zbarvené derivaty. Dansylchlorid vytvaii reakci s aminokyselinami fluoreskujici
dansylderivaty. Aminokyseliny reaguji s ninhydrinem za vzniku modrych az
modrofialovych skvrn a nésledna identifikace jednotlivych aminokyselin se provadi podle

ptislusnych standardt [53,54].

3.2.3 Kapilarni elektroforéza

K separaci aminokyselin po jejich uvolnéni z bilkovin hydrolyzou je mozné vyuzit
1 elektroforetickych metod. Pfi stanoveni aminokyselin kapilarni elektroforézou dochazi
k separaci slozek diky jejich rizné pohyblivosti v elektrickém poli. Pro kazdou aminokyselinu
existuje specificky izoelektricky bod, ktery je urcen hodnotou pH, pii nichz aminokyselina
vykazuje nulovy naboj. Vzhledem k tomu, Ze rychlost pohybu ¢éstic je zavisld na velikosti
naboje a velikosti molekuly, rizné velké a rlzné nabit¢ molekuly se pohybuji odlisSnou

rychlosti a tim dochazi k jejich separaci [57].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cilem diplomové prace bylo stanovit aminokyselinové slozeni vybranych netradi¢nich
druhti cerealii (pSenice ozimé, Spaldy loupané, kamutu, Spaldového kernotta a griinkernu).

Pro dosazeni tohoto hlavniho cile byly stanoveny tyto dil¢i cile:

e Zpracovat literarni reSerSi zabyvajici se obecné obilovinami, vybranymi

netradi¢nimi druhy cereélii a aminokyselinami

e U wvybranych druht netradi¢nich obilovin stanovit obsah vlhkosti, popele,

celkovych dusikatych latek a aminokyselin (metodou IEC)

e Statisticky zhodnotit ziskané vysledky a diskutovat je s dostupnou odbornou

literaturou
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5 MATERIAL A METODY

5.1 Pouzité chemikalie

kyselina sirova (Lachema)

peroxid vodiku (Lachema)

katalyzator (Na,SO4 + CuSO4 v poméru 10:1) (Ing. Petr Lukes)
kyselina borita (Lachema)

hydroxid sodny (30% w/w) (Lachema)
indikator Tashiro (Lachema)

kyselina chlorovodikova (Ing. Petr Lukes)
kyselina mravenci (Ing. Petr Lukes)
sodnocitratovy pufr pH 2,2 (Ing. Petr Lukes)
ninhydrinové ¢inidlo (ZMBD chemik)

pufry pro stanoveni aminokyselin (INGOS)
standardy aminokyselin (INGOS)

5.2 Pouzité pristroje a pomiicky

bézné laboratorni pomucky a laboratorni sklo

tyCovy mixér MR 6560 MCA (BRAUN)

suSarna Venticell 111 Comfort (BMT Medical Technology s.r.o.)
muflové pec 018 LP (Elektrické pece Svoboda)

analytické vahy Explorer Pro model EP 214 CM (Ohaus)
ptedvazky KB 600-2 (KERN)

automaticka destila¢ni jednotka Pro-Nitro 1430 (J.P. Selecta)
vakuova rotacni odparka RVO 400 A (INGOS)

mineralizator Bloc Digest 12 (J.P. Selecta)

Automaticky analyzator aminokyselin AAA 400 (INGOS)
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5.3 Charakteristika vzorku netradi¢nich obilovin

Chemické analyzy a nésledné stanoveni obsahu aminokyselin byly provedeny u péti
druhti ceredlii: pSenice ozimd, Spalda loupand, kamut, Spaldové kernotto a griinkern.
Vyrobky pochéazely pfimo od vyrobce PRO-BIO s.r.o. a byly oznafeny znackou
BIOHARMONIE. Blizs§i charakteristika vzorku je uvedena v Tabulce 9.

Vzorky k analyzam byly odebirdny z ptivodniho neoteviené¢ho baleni z PVC.
Vzorky ceredlii byly uchovavany v temnu a pti podminkéch, které doporucuje vyrobce,
tj. do teploty 25 °C a vlhkosti do 75 %. Zrna byla dikladné rozemleta pomoci ty¢ového

mixéru tésné pired chemickymi analyzami.

Tabulka 9. Charakteristika analyzovanych vzork cerealii

cerealie zemé puvodu hmotnost baleni (g)
pSenice ozima Cesko 1000
Spalda loupana Slovensko 1000
Spaldové kernotto Cesko 500
kamut Kanada 500
griinkern Rakousko 300

5.4 Stanoveni vlhkosti

Vlhkost lze definovat jako ubytek hmotnosti vyrobku, vyjadfeny v procentech,
ke kterému dojde za podminek definovanych mezinarodni normou. Za vlhkost (neboli
vodu), jsou pokladany latky, které ze vzorku za podminek metody vytckaji. Pevny zbytek
vzorku po odstranéni vody oznaCujeme jako suSinu. Pro stanoveni vlhkosti mouky se
nejcastéji pouziva nepiima vazkova metoda, kdy se stanovuje obsah suSiny vzorku. Obsah
suSiny se stanovuje gravimetricky. Vyjadifuje se jako hmotnostni zlomek nebo

v hmotnostnich procentech [58,59].
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Stanoveni obsahu susSiny a nésledny vypocet obsahu vlhkosti ve vzorku obilnin bylo
provedeno suSenim 5 g vzorku namletého zrna v suSarné pfi teplot¢ 130 + 3 °C
do konstantniho ubytku hmotnosti. Bylo postupovano dle CSN EN ISO 712 [59].

Do ptfedem vysuSenych a zvazenych hlinikovych misek bylo navazeno 5 g vzork
s presnosti na Ctyfi desetinna mista. Misky se vzorky obilnin byly umistény do laboratorni
suSarny predehiaté na 130 °C a vzorek byl suSen do konstantniho hmotnostniho Ubytku.
Poté byla miska se vzorkem vloZena do exsikatoru a po vychlazeni byly misky zvazeny
na analytickych vahach. Byl proveden vypocet obsahu suSiny a nasledné pfepocet na obsah
vlhkosti [56]. Vysledky byly vyjadieny v % (w/w). Kazdy vzorek byl stanoven 3 krat.

Vypocet obsahu susiny v % (w/w) :

m

S=ﬂ-100

m,
S...obsah susiny v % (w/w)
m;...hmotnost prazdné misky [g]
my,...navazka vzorku [g]

mj... hmotnost misky se vzorkem po vysuseni [g].

Vypocet obsahu vlhkosti v % (w/w) :
v=100-S

v...obsah vlhkosti v % (w/w).

5.5 Stanoveni popele

Popel je souhrn minerdlnich slozek obilovin. Popel mouky je definovan jako
mnozstvi anorganickych latek, které se nespalily v pribéhu spalovani vzorku v peci
pfi teploté 550 + 10 °C. Obsah popele vzorku lze vypocitat po zvazeni zbytku vzorku [58].
Stanoveni obsahu popele bylo provedeno podle CSN ISO 2171 [60].

Vzorek ptislusnych obilnych zrn byl promisen a dokonale rozemlet. Z takto
pripravené¢ho analytického vzorku byl navdzen 1 g zkuSebniho vzorku s piesnosti na
4 desetinnd mista do pfedem vyzihanych a zvazenych kelimkia. Kelimky se vzorky byly
zihany pii teplot¢ 550 °C po dobu 4 hodin. Po zchladnuti v exsikatoru byly kelimky
zvazeny [59]. Vysledky byly vyjadieny v % (w/w). Kazdy vzorek byl analyzovan 3 krat.
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Vypocet obsahu popele v % (w/w) :

% popele = =M 400

m,
m;...hmotnost prazdného vyzihaného kelimku [g]
m,...navazka vzorku [g]

mj...hmotnost kelimku se vzorkem po zihani [g].

5.6 Stanoveni celkového obsahu dusikatych latek

Zjistovani obsahu bilkovin je zaloZeno na skutecnosti, ze bilkoviny obsahuji 16 %
dusiku. Obsah dusiku je v bilkovinach riizny, zélezi na piivodu této bilkoviny. Pro vypocet
obsahu hrubé bilkoviny se obecné pouziva prepocitdvaci faktor 6,25 (100/16).
Pro obiloviny, mouku a téstoviny byl ur¢ena hodnota 5,7. Obsah hrubé bilkoviny lze

vypocitat, pokud zjistény obsah dusiku vynasobime timto faktorem.

Principem stanoveni celkového obsahu dusikatych latek je skute¢nost, ze
z mineralizdtu bilkovinného materidlu, pfipraveného podle Kjeldahla, se amoniak,
uvolnény ze siranu amonného koncentrovanym roztokem NaOH, predestiluje s vodni parou
v destilaénim pfistroji do roztoku kyseliny trihydrogenborité. Vznikly boritan amonny se
stanovi titraén€¢ odmérnym roztokem kyselinv sirové na indikator Tashiro.
Z mnozstvi spotfebované kyseliny se vypocita obsah dusiku [61]. Stanoveni obsahu

celkového dusiku bylo provedeno podle CSN EN ISO 20483 [62].
6 NH3 +2 H3BO3 — 2 (NH4)3BO3
2 (NH4)3BO3 + 3 H,SO4 — 3 (NH4)2SO4 + 2 H3BO3

Do mineralizacni banky bylo navazeno 0,1 g rozemletého vzorku obiloviny,
ke vzorku bylo piidano 10 ml koncentrované H,SO4, ¢tyfi kapky H,O, a maléd 1zicka
smésného katalyzatoru (Na,SO4 + CuSOy4 v poméru 10:1). Baiiky se vzorky byly umistény
do mineralizatoru Bloc Digest 12 s pfidavnym zafizenim, které umoznovalo odsavani par.
Byla zapnuta pracka plynt, digestoi a vyhiivaci blok. Teplota ohfevu byla nastavena na
400 °C. Po skonceni mineralizace byly zkumavky ponechdny zchladnout pii zapnuté
pracce, poté byla do zkumavek doplnéna do objemu 25 ml destilovana voda. Pro stanoveni

obsahu dusiku byla pouzita automaticka destilacni jednotka Pro-Nitro 1430. Byl ptipraven
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cerstvy roztok 30% NaOH a H3BOs s indikatorem, jako odmérny roztok byl pouzit roztok
0,1 mol.I"" HCI. Po zahtéti piistroje byl proveden slepy pokus s destilovanou vodou a déle
byly analyzovany vlastni vzorky obilovin. Po provedené analyze bylo na displeji odecteno
mnozstvi spotiebované¢ HCI a obsah dusiku v mg (Sy). Kazdy vzorek byl analyzovéan

4 krat.
Vypocet obsahu hrubych bilkovin v % (w/w):

S, 57

m

% bilkovin = -100

Sx...obsah dusiku [mg]
m...navazka vzorku [mg]

5,7...ptepocitavaci faktor

5.7 Stanoveni obsahu aminokyselin

Stanoveni obsahu aminokyselin ve vzorku bylo provedeno pomoci hydrolyzy HCI
o koncentraci 6 mol.dm™. Vzorek o hmotnosti 0,1 g byl umistén do termobloku a byl zde
ponechan pfti teploté 115 + 1 °C po dobu 23 hodin, nasledné byl vzorek prefiltrovan. Filtrat
byl na vakuové rotacni odparce RVO 400 A odpaten do sirupovité konzistence. Nasledné

byl odparek kvantitativné pfeveden pomoci pufru o pH 2,2 do 25 ml odmérné barky.

Pro stanoveni sirnych aminokyselin cystein a metionin bylo nutné provést
oxidativné kyselou hydrolyzu, protoze béhem kyselé hydrolyzy dochazi k degradaci téchto
aminokyselin. Oxidaci vznika kyselina cysteovd a metioninsulfon [52,53]. Ke vzorku
cerealie, ktery mél hmotnost cca 1 g, bylo pfiddno 15 ml oxidacni smési: 30% (w/w)
peroxid vodiku a 85% (w/w) kyselina mraven¢i v poméru 1 : 9. Oxida¢ni smés byla
smichana se vzorkem ceredlie a byla ponechana 16 hodin pii teploté 6 + 1 °C. Po uplynuti
pozadované doby byla pfiddna k oxidovanému vzorku koncentrovand HCl o objemu
1 — 2ml a po odpénéni 150 ml HCIl o koncentraci 6 mol.dm™. Batika byla umisténa
do olejové lazné, kde byla provedena hydrolyza pfi teploté 115 + 1 °C po dobu 23 hodin.
Hydrolyzat byl poté kvantitativné pifeveden do 250 ml banky a po vytemperovani doplnén
0,1 mol.dm™ HCI po rysku. Doplnéné baiiky byly ponechany pii teploté 6 + 1°C
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do druhého dne. Alikvotni mnozstvi (25 ml) filtratu bylo odpafeno na odparce a vznikly

odparek byl pomoci pufru o pH 2,2 pteveden do 25 ml odmérné banky.

Vlastni stanoveni obsahu AMK bylo po hydrolyze provedeno pomoci iontoveé-
vyménné kapalinové chromatografie se sodno-citratovymi pufry, nynhidrinovou
derivatizaci a spektofotometrickou detekci [62,63] na automatickém analyzatoru

aminokyselin AAA 400 (viz Obrazek 12).

Obrazek 12. Automaticky analyzator
aminokyselin AAA 400 [64]

Z esencidlnich aminokyselin byly stanoveny: treonin, valin, izoleucin, leucin,
fenylalanin, metionin a lyzin. Tryptofan nebyl stanovovan, protoze pii kyselé hydrolyze
dochdzi kjeho degradaci. Dale byly stanoveny semiesencidlni aminokyseliny arginin
a histidin. Z neesencialnich aminokyselin byly stanoveny nasledujici aminokyseliny:
kyselina asparagova (spolu s asparaginem), kyselina glutamové (s glutaminem), serin,
prolin, glycin, alanin, tyrozin a cystein. Vysledky byly vyjadieny v g.16 ¢ N a gkg™.
Kazdy vzorek byl pro kyselou hydrolyzu navézen 3x (n=6) a pro oxidativné-kyselou

hydrolyzu 2x (n=8).

5.8 Statistické vyhodnoceni vysledki

Vysledky chemickych analyz a stanoveni obsahu aminokyselin byly podrobeny
statistickému hodnoceni s pouzitim parametrického testu srovnavajiciho stfedni hodnoty
dvou nezavislych vybéra (Studentlv t-test). Statistickd analyza byla provedena pomoci

programu StatK25 na hladin€ vyznamnosti 5 %.
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

6.1 Vysledky zakladnich chemickych analyz

U vzorkil ceredlii byl stanoven primérny obsah vlhkosti, popelu a celkovy obsah

dusikatych latek. Zjisténé vysledky chemickych analyz byly zaznamendny do Tabulky 10.

Tabulka 10. Obsah vlhkosti, suSiny, popele a dusikatych latek

vlhkost suSina popel dusikaté latky

vzorek % (W/w)

pSenice ozima | 13,22+0,091° | 86,78 =0,091° 1,69 + 0,041° 10,69 +0,112°

$palda loupana | 12,02+0,085" | 87,98 +0,085° | 1,93+0,114" | 12,28 +0,359"

Spaldové
12,23 £0,067¢ 87,77 £ 0,067° 1,60 + 0,043¢ 12,77 £0,342°¢

kernotto
kamut 10,98 + 0,1460l 89,02 + 0,146d 1,62 £ 0,041%¢ 13, 17 £ 0,240°
griinkern 8,75 +£0,104° 91,25 +£0,104° 1,86 + 0,021b 14,10 + 0,445d

Pozn.: Vysledky uvedeny jako primér + SD (n = 3, dusikaté¢ latky: n = 4).

Primérné hodnoty ve sloupcich se stejnym hornim indexem se statisticky nelisi (P > 0,05).

Hodnoty vlhkosti u analyzovanych vzorki byly zjistény v rozmezi
8,75 — 13,22 hmot. %. Nejvyssi primérny obsah vlhkosti byl vypocten u vzorku pSenice
specifickym zplisobem, pii kterém se zrna griinkernu prazi nad ohném z bukového dreva
[46]. Primérna vlhkost kamutu byla zjiSténa cca 11 %. U Spaldy loupané a Spaldového
kernotta hodnota primérné vlhkosti nepiesahovala 12,30 %. V pftiloze ¢. 2 k vyhlasce
¢. 268/2006 Sb., ktera uvadi pozadavky na smyslovou, fyzikalni a chemickou jakost mouk
ze vSech druhli obilovin, je maximalni pfipustnd hodnota vlhkosti 15 % [65]. Lze
konstatovat, ze obsah vlhkosti ve vSech vzorcich obilnin spliioval pozadavky vyhlasky

¢. 268/2006 Sb.
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Obsah mineralnich latek (popele) v zrnech obilovin se bézné pohybuje v rozmezi
1,25 — 2,5 hmot. % [3]. Primérny obsah popele u analyzovanych vzorkii se pohyboval
a to 1,60 = 0,043 hmot. %. Pficinou nizkého obsahu popele je pravdépodobné zpusob
zpracovani $paldového zrna. Spaldové kernotto se ziskava odstranénim obalovych vrstev
Setrnym brousenim. Nejvyssi obsah minerdlnich latek lze nalézt v obalovych vrstvach
[3,44], v disledku obrouSeni téchto obalovych vrstev ma Spaldové kernotto ze vSech
popele cca 1,7 %, u kamutu 1,6 % a u griinkernu 1,9 %. Nejvyssi obsah popele byl urcen
u Spaldy loupané, a to cca 1,9 %. PRUGAR, J. a kolektiv uvadi, Ze primérny obsah popele
u zrn $paldy loupané je 2,4 hmot. % [34].

Obsah bilkovin v obilovindch zévisi na druhu a odrid€ obiloviny. Zrald zrna
obsahuji nejcastéji 9 — 16 % bilkovin v susin€ [1]. Primérny obsah dusikatych latek
u analyzovanych vzorkl netradi¢nich cerealii byl cca 12,5 %. Nejvyssi obsah dusikatych
latek byl stanoven u griinkernu (cca 14 %) a kamutu (cca 13 %). Ochrannou znamkou je
zaruceno, ze zrna Kamut® Khorasan maji obsah proteinti v rozmezi 12 az 18 % [29].
Podminka dand touto ochranou znackou byla tedy u analyzovaného vzorku kamutu
dodrzena. U Spaldy loupané a Spaldového kernotta se primérny obsah dusikatych latek
pohyboval v rozmezi 12,3 — 12,8 %. PRUGAR, J. a kolektiv uvadi, Ze obsah N-latek

v

zaznamenan u pSenice ozimé (cca 10,7 %).

6.2 Vysledky stanoveni obsahu aminokyselin

Obsah jednotlivych aminokyselin byl stanoven pomoci iontové vyménné
kapalinové chromatografie. Zji§téné hodnoty byly zapsany do Tabulky 11. Udaje o obsahu

aminokyselin v g.16 g N! jsou pro srovnani uvedeny v piiloze P 1.

Pii analyze obsahu aminokyselin ve vSech vzorcich netradi¢nich ceredlii bylo
zjisténo, ze prokazateln¢ nejvyssi priméerny obsah byl zaznamenan u kyseliny glutamové.
Obsah kyseliny glutamové se pohyboval v rozmezi cca 18,4 gkg' (pSenice ozima) —

29,6 g.kg ! (griinkern).
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Tabulka 11. Obsah aminokyselin ve vybranych druzich cerealii v g.kg'1
obsah aminokyselin [g.kg™]
AMK pSenice ozima | Spalda loupana | Spaldové kernotto kamut griinkern

Asp | 458+0235° [ 4,73£0,156" 3,83 £ 0,094° 6,22 +0,253% | 599+0,127°
Thr | 2,23+0,063" | 2,39+0,100° 2,34+0,120° | 2,89+0,135° | 2,98+0,102°
Ser | 3.50+0,088" | 4,09+0,203" 4,06+0,158° | 4,.83+0,176° | 4,83+0,313°
Glu | 1838 +0,433" | 24,81+0,788" | 23,39+0,664° | 27,71 1,421 | 29,58 +2,033°
Pro | 7.33+0,229" | 10,54+0,613" [ 10,66+0,289" | 11,30+0,508° | 11,45 +0,634°
Gly | 3.11£0,090° | 3,330,141° 326+0,171° | 3,710,178 | 3,83 +0,125°
Ala | 272£0,115* | 2,72 £0,095° 2,760,169 | 3,38+0,135° | 4,02+0,001°
val | 2.84+0,020" [ 3,11+0,117 3,160,215 | 4,17+0,178° | 4,12+0,199°
e | 2,05+0,076" | 2,45+0,126° 2,50 £0,101° 3,03 +0,140° | 3,05+ 0,005°
Leu | 467+0,159" | 5,61+0311° 570+0,209° | 6,81+0,167° | 6,77+0,212°
Tyr | 209%0303* | 2,13+0,091° 2,730,026 | 2,70+0,192° | 2,99 £0,041°
Phe | 3,11+0303" [ 4,010,139 3,60+ 0,217° 4,79 +0,350" | 4,35+ 0,093¢
His | 1,74+0,050" [ 1,99 +0,098" 1,97 £ 0,089 2,46 £0,058° | 2,27 +0,010°
Lys | 2:12£0,153" | 2,12+0,047° 2,260,075 | 2,60+0,093° | 2,39 +0,104
Arg | 407£0313" [ 442+0,148° 4,40 + 0,385 549 +0,372° | 4,79+ 0,063
Cys | 3.13%£0,052° | 3,34£0,070" 3,47 +0,133° 3,30 +0,095° | 3,30+0,208"
Met | 1,90+0,078" | 2,45+0,049° 2,07 £ 0,062° 2,34+0,051° | 2,29 +0,148°

Pozn.: Obsah aminokyselin je uveden jako pramér + SD (n = 6, cystein a metionin: n = 8).

Primérné hodnoty v fadcich se stejnym hornim indexem se statisticky nelisi (P > 0,05).
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Druhou nejvice zastoupenou aminokyselinou byl prolin. Nejvice prolinu obsahoval
stejn€ jako u kyseliny glutamové griinkern (cca 11,5 g.kg’l) a nejmén¢ opét pSenice 0zima
(7.3 gkg!). Ziskané vysledky koresponduji stdaji zjisténymi v literatute, Ze zcela
dominantni aminokyselinou v obilovinach je kyselina glutamova nésledovana prolinem

[11,51].

Mezi  aminokyseliny, jejichz obsah byl vyhodnocen jako nejnizZsi,
patfily u pSenice ozimé histidin, metionin, izoleucin, tyrozin a lyzin. U Spaldy loupané pak
histidin, lyzin, tyrozin, metionin a treonin, u Spaldového kernotta histidin, metionin, lyzin,
treonin a izoleucin, u kamutu metionin, histidin, lyzin, tyrozin a treonin a kone¢né
u griinkernu byly nejmén¢ zastoupenymi aminokyselinami histidin, metionin, lyzin, treonin
a tyrozin. V dostupné literature [10,11,12,48,51] byva jako limitujici aminokyselina
v obilovinach uvadén lyzin. NaSe vysledky toto zjisténi Caste¢né potvrzuji. U Spaldy

v

kamutu a griinkernu tieti a u pSenice ozimé pak patou.

Po vyhodnoceni vysledkti obsahu aminokyselin ziskanych pomoci iontové vyménné

chromatografie bylo potvrzeno, Ze:
e zcela dominantni aminokyselinou v obilovinach je kyselina glutamova,
e druhou nejvice obsazenou aminokyselinou je prolin,

e pSenicné zrno téméi neobsahuje esencidlni aminokyselinu lyzin, ktera je tedy

limitujici aminokyselinou.

Celkovy obsah aminokyselin u jednotlivych druht cereélii byl znazornén graficky

(viz Obrazek 13).

Nejvyssi celkovy obsah aminokyselin byl stanoven u griinkernu (99 gkg™)
a kamutu (97,73 g.kg'l). Spalda loupana méla celkovy obsah aminokyselin 84,23 g.kg'1
u psenice ozimé, a to 69,56 gkg'. Vechny netradi¢ni druhy obilovin tedy vykazovaly

vyS$$i obsah aminokyselin (o 18 — 42 %) neZ tradi¢ni plodina pSenice ozima.
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Obréazek 13. Celkovy obsah aminokyselin v g kg™

6.2.1 Urceni nutri¢ni hodnoty proteini
K hodnoceni vyzivové hodnoty proteinii se pouzivaji dvé kritéria: aminokyselinové
skore AAS a index esencidlnich aminokyselin EAAI Vypoctené hodnoty AAS
pro jednotlivé obiloviny byly zaznamenany do Tabulky 12. Vypoc¢tené hodnoty EAAI byly
uvedeny do grafu (viz Obrazek 14).

pohybovala v rozmezi 31,3 % (griinkern) — 36,7 % (pSenice ozimd). Velisek [10] uvadi, ze

aminokyselinové skore pro limitujici aminokyselinu (tj. lyzin) je 44 %. Index esencidlnich

u kamutu (67 %) a griinkernu (62 %). Velisek uvadi hodnotu EAAI pro pSenici 68 % [10].

Z nutri¢niho hlediska je nejvhodnéjsi obilovinou kamut, nasledovany griinkernem.
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Tabulka 12. Hodnoty AAS pro jednotlivé obiloviny

pSenice Spalda Spaldové
cerealie kamut griinkern
0zima loupana kernotto
aminokyselina AAS (%)
valin 53,20 50,60 49,40 63,20 58,40
leucin 62,43 65,29 63,86 73,86 68,57
izoleucin 47,75 49,75 49,00 57,50 54,00
metionin +
. 134,29 134,86 124,00 122,29 113,43
cystein
treonin 52,00 48,50 45,75 54,75 52,75
lyzin 36,67 32,04 32,78 36,48 31,30
fenylalanin +
79,67 81,80 81,15 93,11 85,41
tyrozin
68 -
66 |
64 -
— 62 4
R
< 60 -
&
58
56
54
psSenice ozima Spaldaloupana Spaldove kamut grinkern
kernotto

Obrazek 14. Hodnoty EAAI pro jednotlivé ceredlie

Druhy netradicnich cerealii
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ZAVER

Od nepaméti patii ceredlie mezi nejvyznamnéjsi kulturni plodiny. Maji strategicky
vyznam ve vyzivé celé populace. Cerealie jsou cennym zdrojem vitamini, mineralii,
sacharidi a vlédkniny. V souvislosti s rozvojem ekologického zemédélstvi stoupa zajem
o tzv. netradi¢ni ¢i maloobjemové plodiny. Tyto plodiny se vyznacuji vysokou nutri¢ni
hodnotou, mensi ndroCnosti na pudni a klimatické podminky, je mozné je péstovat
bez pouziti pramyslovych hnojiv a pesticidi. Netradicni ceredlie se vyznacuji vySSim
obsahem dusikatych latek oproti klasickym druhGim obilovin. Mezi tyto alternativni
plodiny lIze zatadit napt. kamut, pSenici Spaldu a vyrobky zni — griinkern a Spaldové

kernotto.

V ramci zpracovani diplomové prace byly provadény chemické analyzy na vzorcich
pSenice ozimé, psenice Spaldy, griinkernu, Spaldového kernotta a kamutu. V praktické casti
byly popsany metody stanoveni vlhkosti, popele, celkového obsahu dusikatych latek.
Analyza obsahu jednotlivych aminokyselin byla provedena po kyselé hydrolyze pomoci
iontové-vymeénné kapalinové chromatografie se sodno-citratovymi pufry, nynhidrinovou

derivatizaci a spektofotometrickou detekci na automatickém analyzatoru aminokyselin.

Primérnd hodnota vlhkosti u analyzovanych vzorki se pohybovala v rozmezi
8,75 hmot. % (griinkern) — 13,22 hmot. % (pSenice ozimd). Na zékladé tohoto zjisténi Ize
konstatovat, ze obsah vlhkosti ve vSech vzorcich obilnin spliioval pozadavky vyhlasky
¢. 268/2006 Sb., kterd udava, ze maximalni pfipustna hodnota vlhkosti u v§ech obilovin je
15 %. Pramérny obsah popele u analyzovanych vzork(i se pohyboval v rozmezi
1,60 — 1,93 hmot. %. Primérny obsah dusikatych latek u analyzovanych vzorki

netradi¢nich cerealii byl cca 12,5 %.

Prokazatelné nejvyssi primérny obsah aminokyselin byl zaznamenan u kyseliny
glutamové. Obsah kyseliny glutamové se pohyboval vrozmezi 18,4 gkg' (pSenice
oziméd) — 29,6 g.kg" (griinkern). Druhou nejvice zastoupenou aminokyselinou byl prolin.
Nejvice prolinu obsahoval griinkern (11,5 g.kg") a nejméné penice ozima (7,3 g.kg™).
Nase vysledky ¢astecné potvrdily, Ze limitujici aminokyselinou pSenice je lyzin. U Spaldy

v

kamutu a griinkernu tieti a u pSenice ozimé pak patou.
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Nejvyssi celkovy obsah aminokyselin byl stanoven u griinkernu (99 gkg™)

u penice ozimé, a to 69,56 g.kg™.

Pii hodnoceni potieby a piijmu proteinli je nutné brat v uvahu celkovy piijem
proteint 1 sloZzeni aminokyselin, dostupnost peptidovych vazeb proteinu travicim enzymiim
a dalsi biologické faktory. Pfi ur€eni nutricni hodnoty proteint se vychéazi ze skutecnosti,
ze organizmus neni schopen syntetizovat esencidlni aminokyseliny. Proto se v proteinech
stanovuje slozeni esencidlnich aminokyselin a vysledky se vztahuji k obsahu esencialnich
aminokyselin pfitomnych v ur¢itém referen¢nim proteinu. Tento protein ma z vyzivového
hlediska optimalni slozeni esencidlnich aminokyselin. K hodnoceni vyzivové hodnoty

proteini se pouzivaji dve kritéria:

e aminokyselinové skore AAS a

¢ index esencialnich aminokyselin EAAL

Nejnizsi AAS bylo u vSech obilovin stanoveno u lyzinu. Pohybovalo se v rozmezi

v

u Spaldového kernotta (cca 58 %) a naopak nejvyssi u kamutu (67 %) a griinkernu (62 %).

Z vysledkt analyzy obsahu aminokyselin vyplyva, ze netradi¢ni ceredlie jsou
vyzivoveé velmi hodnotné. Ke konzumaci lze doporucit zejména kamut a griinkern, které
vykazovaly jak nejvyssi celkovy obsah aminokyselin, tak i nejvySsi hodnotu indexu

esencidlnich aminokyselin.
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Amino Acid Score (aminokyselinové skore)

Essential Amino Acid Index (index esencialnich aminokyselin)

Food and Agriculture Organization (Organizace pro vyzivu a zemeédélstvi)
Gas chromatography (plynova chromatografie)
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chromatografie)
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Kamut association of North America (Kamut asociace Severni Ameriky)
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World Health Organization (Svétova zdravotnickd organizace)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 61

SEZNAM OBRAZKU

Obrazek 1. Podélny fez obilnym ZIMEmM ........cccccceeriieiiieriiieiieeie ettt ens 13
ODbrazek 2. AMYIOZA ...ocviiiiieiieie ettt ettt ettt e eteeenaeen 19
Obrazek 3. AMYIOPEKLIN ...cc.eiiiiiiiiiiieeee ettt ens 19
ODbrazek 4. PSENICE 0ZIMA ..c.eovuiiiiiiiiiieieiieieee ettt ettt 24
ODbrazek 5. KamUL ....oc.oiiiiiiiiieiieeceeee ettt ettt e 26
Obrazek 6. Péstitelské plochy Spaldy SEt .........cceeviieiieiiiiiiieeiieee e 27
Obréazek 7. PSEnice SPalda .......c.coouiiiiiiiiiiiieeieeitee et en 29
Obrazek 8. SPaldove KEIMOO  .........c.oveeeeieeeeeeeeeeeeeeeee e 29
ODbrazek 9. GIUNKEIM ....c.ooiiiiiiiiiiiieieee ettt 30
Obrézek 10. Vzorec a-aminOKYSEIINY ......ccceeviieiiiiiiieiieiie ettt ens 31
Obrazek 11. Obsah aminokyselin v pSenicném ZIMU ..........ccceecveevuierieeniieniieeniienieesieesaeens 34
Obrazek 12. Automaticky analyzator aminokyselin AAA 400 (INGOS) ....cocoevvvveviennenne 46
Obréazek 13. Celkovy obsah aminokyselin v &.Kg™ ..o 51

Obrazek 14. Hodnoty EAAI pro jednotlivé Ceredlie .........cooirviriininiiinienenienieiceeeenee 52



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 62

SEZNAM TABULEK

Tabulka 1. Zjist€na maximalni rozmezi hmotnostnich podilli ¢asti zrna pSenice .............. 14
Tabulka 2. Zakladni chemické slozeni obilovin (V %) ......cccveeeiiiiviiieiieeeceeeeeeee e 16
Tabulka 3. Charakteristika Skrobovych granuli ............cccccoeviiiiiiiiiniiiieeeee e 17
Tabulka 4. Rozdéleni druhti pSenice dle poctu chromozomul ...........ccccevveviniiinienieniennne 22
Tabulka 5. Slozeni zrna pSenice Spaldy a pSEnice SEtE .........covvvvrrrieriierieriiieiienieeieeeiens 27
Tabulka 6. Publikované vysledky obsahu dusikatych latek u pSenice Spaldy ..................... 27
Tabulka 7. Zastoupeni vybranych aminokyselin v pSenici Spald¢ a pSenici seté ................ 28

Tabulka 8. Obsah esencialnich aminokyselin ve standardnim proteinu v g. 16 gN" a

denni potieba té€chto amINOKYSElIN ........cccueevuiiiiiiiiiieiieiiece e 33
Tabulka 9. Charakteristika analyzovanych vzorkl cerealii ...........cccooevviineniininncniennne 42
Tabulka 10. Obsah vlhkosti, susiny, popele a dusikatych latek ............ccccoeeiieeiiniinninnin. 47
Tabulka 11. Obsah aminokyselin ve vybranych druzich cerealii v g.kg" .oovvvovvvevereennes 48

Tabulka 12. Hodnoty AAS pro jednotlivé obiloviny ........cccceverieniniienienenienienceeneene 52



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

63

SEZNAM PRILOH

PI Obsah aminokyselin v g.16 g N!



PRILOHA P I: OBSAH AMINOKYSELIN v g.16 g N

obsah aminokyselin [g.16 g N']

pSenice Spalda Spaldové
AMK 0zima loupana kernotto Kamut griimkern
Asp | 428+0220 | 3,85+0,127 3,00 £ 0,074 4,72 £0,192 | 4,25+0,090
Thr | 2,08+0,059 | 1,94+0,082 1,83 £ 0,094 2,19+£0,102 | 2,11 +£0,073
Ser 3,27+0,082 | 3,33+£0,166 3,18+ 0,124 3,67+0,134 | 3,43+£0,222
17,19 + 21,04 + 20,98 +

Glu 0,405 20,21 + 0,642 18,32+ 0,520 1079 Lad2

Pro 6,85+0,214 | 8,58 +0,499 8,35+ 0,227 8,58 +0,385 | 8,12+ 0,450
Gly | 291+0,071 [ 2,71+0,115 2,55+0,134 2,82+0,135 | 2,72+ 0,088
Ala 2,540,108 | 2,22 40,077 2,16 +£0,132 2,57+0,103 | 2,85+0,001
Val 2,66 £0,018 | 2,53 +0,096 2,47 +0,168 3,16 +£0,135 | 2,920,141
Ile 1,91 £0,071 1,99 £ 0,103 1,96 £ 0,079 2,30 +£0,106 | 2,16 +0,004
Leua | 437+0,148 | 4,57+0,253 4,47 +0,164 5,17+£0,127 | 4,80+ 0,150
Tyr 1,95+0,070 | 1,73+0,074 2,13 £0,021 2,05+0,146 | 2,12 +0,029
Phe | 2.91+0,284 | 3,26+0,113 2,82 +0,170 3,63 £0,266 | 3,09 0,066
His 1,63 £ 0,047 1,62 £0,080 1,54 £ 0,070 1,87 +£0,044 | 1,61 +0,007
Lys 1,98 £0,143 1,73 £0,038 1,77 £0,059 1,97 £0,071 | 1,69+0,074
Arg | 3.81+£0293 | 3,60+0,121 3,44 £ 0,301 4,17 +0,283 | 3,40 = 0,045
Cys | 2,92+0,049 | 2,72+0,057 2,72 £ 0,104 2,50+0,072 | 2,34 +0,147
Met 1,78 £0,073 | 2,00+ 0,040 1,62 £ 0,049 1,78 £ 0,039 | 1,630,105

Soucet 65,05 68,61 64,33 74,22 70,22




