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ABSTRAKT

Diplomova prace obsahuje charakteristiku obilovin, antioxida¢ni aktivity a antioxidanti,
definovani jednotlivych metod slouzicich ke stanoveni antioxidacni aktivity se zamétenim
na metodu DPPH. Dale je zde popsané vyuziti metody DPPH v oblasti ceredlii. Prakticka
Cast je zaméfena na stanoveni antioxidacni aktivity metodou DPPH ve vzorcich

netradi¢nich cerealii s vyuzitim extrakce pomoci metanolu jako hlavni extrakcni slozky.

Kli¢ova slova: cerealie, antioxida¢ni aktivita, DPPH

ABSTRACT

The thesis contains the characteristics of cereal, antioxidant activity and antioxidants
definition of the method used to determine the antioxidant activities focused on DPPH
method. The use of DPPH methods in cereals is also described. The practical part
is focused on the determination of antioxidant aktivity by DPPH in samples

of non-traditional cekals with using the metanol-based extraction procedure.

Keywords: cereals, antioxidant activity, DPPH
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UvVOD

Obiloviny maji mezi zemédélskymi plodinami a také potravinovymi vyrobky zésadni
postaveni. Ze zdravotniho hlediska jsou vyznamné predevSim celozrnné vyrobky,
které plsobi ptiznivé na celou fadu zavaznych onemocnéni. Jednd se predevsim o cévni
onemocnéni, onemocnéni srdce, diabetes a rakovinu. Pro lidskou vyzivu se z obilovin
vyuziva vyhradné zrno, které je bohaté na nutricni slozky nezbytné¢ dulezité pro lidsky
organizmus. Zdrojem energie jsou sacharidy, bilkoviny a v mens$i mife tuky, nachazejici se
prevazné v klicku. Obiloviny jsou také cennym zdrojem vitamind, zejména skupiny B a E
a mineralnich latek (hotcik, fosfor, vapnik aj.) Vyznamnou Cc¢ast také tvoii latky
s antioxida¢nim plisobenim, mezi né¢ mizeme zafadit fytoestrogeny, flavonoidy,
izoflavonoidy a antokyanova barviva. Antioxidanty pusobi jiz v malych koncentracich.
Jsou to latky, které omezuji aktivitu volnych radikald, snizuji jejich pravdépodobnost

vyskytu, nebo je prevadéji do méné reaktivniho stavu.

Teoretickd ¢ast diplomové prace je zaméfena na charakteristiku cereélii, definovani
antioxidac¢ni aktivity a sni dulezita charakteristika pojmil antioxidanty a radikaly. Dale jsou

zde popsany metody stanoveni antioxidacni aktivity se zaméfenim na metodu DPPH.

Praktickd cast je zaméfena na stanoveni antioxidacni aktivity ve vybranych vzorcich
netradi¢nich ceredlii, zejména v barevnych a nebarevnych druzich ryze a netradi¢nich
druzich pSenice. Je zde popsana metodika, pfistroje, pomilcky, analyzované vzorky,

vysledky méfeni a jejich srovnani s hodnotami v odbornych ¢lancich.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

12
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1 OBILOVINY

Obiloviny provazeji lidskou spoleénost od nepaméti. Naznaky péstovani obilovin
na zaklad¢ historickych poznatki se datuji k12 — 10 tisicileti pfed naSim letopoctem.
Ceredlie si v prubéhu tisicileti udrzely vyluéné postaveni zakladni potraviny. K pfednostem
obilovin patii obsah su$iny, ktera se pohybuje kolem 85 % a pravé diky ni, jSou obilné

suroviny udrzné a dobie skladovatelné [1, 2].

Botanicky je fadime mezi traviny (Gramineae). Téméf vSechny znamé obiloviny patii
do celedi lipnicovité (Poaceae). Vyjimku tvofi pohanka, patfici do celedi rdesnovité
(Polygonaceae), amarant z celedi laskavcovitych (Amaranthaceae) ¢i quinoa (merlik
chilsky) zceledi merlikovitych (Chenopodiaceae). Cerealie jsou zdrojem cennych
substanci, které vykazuji celou fadu pfiznivych zdravotnich uéinkd [3, 4]. Chemické
sloZeni a biologicka dostupnost zivin se pohybuje mezi druhy a odrtidami zrn a miize byt
ovlivnéna formou zpracovani. Obilna zrna poskytuji vyznamné mnozstvi energie, bilkovin
a vybranych mikronutrientli [5]. Obsahuji zna¢né mnozstvi vlakniny, sacharidt, bilkovin,
vitamint skupiny B a E, mineralnich latek véetné hot¢iku, zinku a Zeleza [6]. Dale jsou
bohat¢ na fytoestrogeny, flavonoidy a celou tfadu chemickych latek vykazujicich
antioxidacni aktivitu. Mezi dnes jiz bézné druhy obilovin v nasi republice patii pSenice,
je¢men, zito, oves, kukufice, proso, bér, ¢irok, triticale, ryze, pohanka, amarant a quinoa
svétové populace je ryze [7]. Tato plodina se dnes jiz péstuje po celém svété veetné Asie,
Severni a Jizni Ameriky, Evropské Unie, Stfedniho vychodu a Afriky [8]. Zrna ryze jsou
pluchata s tuhymi celulé6zovymi obaly [9]. RyZe je jednou z nejhodnotnéjsich potravin.
Pies 85 % jeji energie tvoii komplexni cukry. Existuji diikazy, Ze tyto vstiebané sacharidy
jsou pfiznivé pro fizenou dietni vyzivu metabolickych poruch jako je diabetes nebo
hyperlipidémie. Na tuzemském trhu se mizeme setkat sryzi bilou, ze které jsou
odstranény vSechny obaly, ryzi hnédou natural, ktera nemé odstranénou posledni obalovou
vrstvu bohatou na vitaminy a mineraly, ryzi pololoupanou, kterda ma slupku jen caste¢né

brousenou, ryzi ve varnych saccich a ryzi parboiled [4, 7].
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Obrazek 1 Ryze seta [4]

Obiloviny se vyuZzivaji pro lidskou vyZivu (trvanlivé pecivo, extruzni vyrobky, téstoviny,
jecné kroupy, ovesné vlocky, kaSe aj.), pro krmné ucely, k primyslovym a jinym uceltim.
Napriklad sladovnicky jecmen slouzi pro vyrobu sladu a piva, z pSenice a kukufice
se ziskava Skrob, jehoz derivaty maji Siroké uplatnéni (Skrobovy a gluk6zovy sirup,

modifikované $kroby), fada dal$ich se pouziva k vyrobé alkoholickych népoji [2].

1.1 Technologicky vyznamné slozky zrna

Obilky jsou semena obilovin, jejichz pfirozenou funkci je uchovani zivotaschopnosti
zarodku nové rostliny. Mezi hlavni anatomické casti obilek patii obalové vrstvy,
endosperm a klicek. Obalové vrstvy chrani obilku pfed mechanickym poSkozenim,
v mlynské technologii jsou oznaCovany jako otruby. Vnéjsi obalové vrstvy jsou slozeny
prevazné z nerozpustnych polysacharidi typu celuldzy, podpovrchové vrstvy taktéz
obsahuji polysacharidy, které s vodou bobtnaji nebo se ¢aste¢né rozpousti a jsou schopny
velmi pevné vazat vodu [2]. Vnéjsi obalové vrstvy jsou zdrojem vlakniny, mineralnich
latek, vitamini skupiny B a antioxidanti. U ryze jsou obalové vrstvy odstranovany
frézovanim, ¢imz dochéazi ke ztrat¢ vétSiny nutricnich slozek. Proto se dnes vyuziva
biofortifikace s cilem zlepSeni nutri¢ni kvality pomoci transgenniho inzenyrstvi [10, 11].

Mezi obalovymi vrstvami a endospermem se nachdzi vrstva aleuronové, ktera je bohata
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na bilkoviny a mineralni latky. Nejvétsi ¢ast zrma tvoifi endosperm. Endosperm zaujima
82 — 84 % hmotnosti zrna a je technologicky nejvyznamnéjsi ¢asti zrna. Je tvofen bunkami
krychlového tvaru bohatych na bilkoviny a enzymy, které hraji dalezitou roli v kli¢icim
procesu. Obsah mineralnich latek a vlakniny je velmi nizky [12]. Dalsi ¢asti obilného zrna
je klicek. Ten slouzi jako zarodek nové rostliny. Kli¢ek je od endospermu odd¢€len stitkem,
ktery obsahuje az 33 % bilkovin. Je bohaty na jednoduché cukry, bilkoviny, aminokyseliny
a vitaminy nerozpustné ve vodé (zejména vitamin E), taktéz se zde vyskytuji vitaminy
skupiny B. Dalsi obsahovou latkou jsou lipidy, pfevazné tuky, kvuli nim jsou kli¢ky

pred mletim z obilky odstranovany [1].

a-gplodi, b-osemen{, c-aleuronové
bunky,d-endosperm, f-&titek,
g;pocﬁva,h-zérodek listu
i-krdek, j-zdrodek koffnk&,
k-Zepidka ko¥inku

m-vousky

Obrazek 2 Struktura obilného zrna [1]

1.2 Chemické slozeni obilného zrna

1.2.1 Sacharidy

Obsah volnych monosacharidii ve zralém obilném zrnu je pomérné nizky. V bilé ryzi
zaujimaji pouze 0,3 — 0,6 %, vryzi hnédé se pohybuji vrozmezi 0,6 — 1,4 %.
Monosacharidy se nachazeji prevazné v klicku a mezi nejdulezitéjsi zastupce patii

arabinoza, xyloza, glukdza, fruktoza, galaktoza a manodza. TaktéZz oligosacharidy
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se vyskytuji ve velmi nizkych koncentracich. Z technologického hlediska jsou
nejvyznamnéjsi skupinou polysacharidy. Typickym piedstavitelem této skupiny je Skrob
[1, 13]. Ten se nachazi prevazné v endospermu a je zdrojem energie. Hlavnimi slozkami
skrobu jsou linearni amyléza a vétveny amylopektin [14]. Skrob je ve studené vodsd
nerozpustny, v teplé vodé nad 60 °C mazovati. Dulezity proces probihajici vlivem enzymi
se nazyva hydrolyza Skrobu. Tyto enzymy nazyvané amylazy skrobovy substrat ztekucuji
a zcukiuji. Hydrolyzou a-amyldzou vznikaji rozpustné¢ Skroby, B-amyldza je enzym
zcuktujici. Hydrolyzuje vazby od neredukujiciho konce fetézce tak, ze se vzdy oddéli
ob¢ posledni glukézové jednotky ve formé maltézy. Amylozu $tépi upln€, amylopektin
rozklada z 60 % [1]. Skrob je hlavni souéasti ryze a taktéz dilezita sou¢ast mnoha ryzovych
vyrobki. V potravinaiském prumyslu je ryZzovy Skrob vyuzivan zejména jako zahustovadlo
[15]. Studie prokazaly, ze molekularni vlastnosti amylozy jako je délka fetézce,
¢i molekulova hmotnost, maji vliv na viskozitu, lepivost pfi vaieni a rychlost retrogradace
Skrobu této netradi¢ni obiloviny. Polysacharidy ryze se travi pomalu a tim umoznuji té€lu
vyuzivat uvolnénou energii po mnohem del$i dobu. Rozsah a rychlost stravitelnosti $krobu
jsou méteny metodami, které jsou vyvinuty ve snaze napodobovat lidské traveni [13, 16,

17].

Obrazek 4 Struktura amylopektinu [18]
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Dal8imi piedstaviteli polysacharidu je celul6za, hemiceluléza a rostlinné slizy. Celul6za
je zakladnim bunénym polysacharidem bunécnych stén rostlin. Tento linedrni polymer
obsahuje az 15000 D-glukézovych zbytkii spojenych B(1—4) glykosidovymi vazbami.
Jelikoz lidsky organizmus neobsahuje enzymy, které by S$tépily tuto vazbu, prochazi
celuléza v nezménéné podobé travicim traktem a plni tak funkci vlédkniny. Celul6zova
vldkna ve stén¢ rostlinnych bunék jsou navzijem propojena hmotou, ktera se sklada
Z neceluldzovych polysacharidii a proteinii. Ve dievé tato hmota obsahuje hemicelulozy
a lignin. Hemicelulézy jsou polysacharidy necelulozové povahy a tadime
mezi n¢ heteroglukany, heteroxylany, heteromanany aj. Lignin, polymer fenolového typu

doprovazejici celulozu v ovoci, zelening a obilovinach, vsak polysacharidem neni [19].

Dal8i skupinu polysacharidii tvofi rostlinné slizy. Jednd se o smés polysacharidl
vyskytujicich se v raznych orgénech rostlin. Vzhledem k jeho vysoké variabilité,
co se tykd chemického slozeni, plni v rostlinich mnoho fyziologickych funkci.
Hydroxylové skupiny v polysacharidech maji schopnost vazat velké mnozstvi vody,

¢imz mohou rostlinam pomoci odolavat proti suchu [1, 20].

1.2.2 Vlaknina obilovin

Vléknina je definovana jako jedla ¢ast rostlinnych materiald, kterou nemohou pankreatické
a gastrointestinalni enzymy rozlozit Jedna se o komplexni sacharidy casto také n&kdy
oznacované jako neSkrobové polysacharidy. Do této skupiny fadime celuldzu,
hemicelulozu, lignin, pektin a dal$i. Vlakninu obsahuji vSechny obiloviny. Podle
rozpustnosti v travicim ustroji ji délime na vlakninu rozpustnou a nerozpustnou. Rozpustna
vldknina ma schopnost vazat vodu a tim navozuje vétSi pocit sytosti. Mezi rozpustnou
vlakninu patii pektin, nerozpustnou napft. celuléza. Vlaknina je dulezitad pro spravnou
funkci zazivaciho traktu. Ptiznivé plsobi na stfevni motilitu a peristaltiku s pozitivnim
efektem na posouvani stfevniho obsahu. Tim omezuje celou fadu nemoci traviciho traktu
jako napt. zacpu, hemoroidy ¢i rakovinu tlustého stieva. Vldknina také zpomaluje
vstfebavani jednoduchych cukri ze stfeva, ¢imZ zabraiuje vykyvim krevni glukdzy
a inzulinu. Déle je schopna ve stfevé na sebe vazat cholesterol a poméaha tak zabranovat

srdeénim a cévnim onemocnéni [21, 22].

Problémem je, Ze v naSem potravinaiském primyslu se obiloviny zpracovavaji z pohledu

zdravi ne moc vhodnym zpisobem. Pied samotnym mletim je vétSina obalovych vrstev,
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které jsou pravé bohaté na vldkninu, odstraniovana. Kromé vlakniny se béhem zpracovani
ztraceji také mineralni latky, esencidlni mastné kyseliny a vitaminy. Takto zpracované
obiloviny pak obsahuji vys$i mnozstvi Skrobu a diky absenci vladkniny se 1épe odbouréavaji
VvV zazivacim traktu, ¢imz vedou k vétSim vykyvim hladiny krevniho cukru a k vyssi

sekreci inzulinu [22].

1.2.3 Proteiny

Obsah bilkovin ma dilezit¢ dopady na nutriéni kvalitu zrna, jak pro lidskou vyzivu,
tak pro hospodatska zvifata a na jejich funk¢ni vlastnosti pti zpracovani. Zrala zrna
obilovin obsahuji podle druht a odrad 9 — 13 % bilkovin v susiné. Obilné bilkoviny
muzeme klasifikovat podle morfologického ptivodu, biologické funkce, chemického
slozeni ¢i rozpustnosti v riznych rozpoustédlech [9, 23]. Mezi jednotlivymi obilovinami
vramci zékladnich stavebnich latek, aminokyselin, velky rozdil neni. Ptevazujici
aminokyselinou je kyselina glutamova, dale prolin. Je nutné upozornit na velmi nizky
obsah lyzinu. Diky jeho malému obsahu neni obilna bilkovina pro ¢lovéka plnohodnotna,
proto se doporucuje obilnd strava dopliiovat vhodnymi zdroji bohatymi na tuto
aminokyselinu napf. bilkovinou mléénou. Vyssi obsah lyzinu obsahuje ryze. Pro srovnani
obsah lyzinu v ryzi &ini (3,2 — 4 g-16 g.N™), v psenici je ho (2,9 g-16 g.N™) [3, 13].

Zvlastni postaveni ma bilkovina pSenicnad, kterd jako jedina vytvaii s vodou pruzny gel
nazyvany lepek. Na tvorbé lepku se podili zasobni proteiny (gliadiny a gluteniny), které
zaujimaji témet 50 % celkového obsahu proteinii, albuminové a globulinové frakce tvofi
asi 25 % obsahu celkovych bilkovin [1, 23]. Hlavni znaky lepku urcujici fyzikalni
vlastnosti jsou: pruznost, taznost, bobtnavost a plasticita. Zitné tésto, jehoz kostrou neni
bilkovinny gel, ale je tvofeno pfevazné na bazi polysacharidu, tyto vlastnosti nema. Lepek
vytvaii konstituci tésta tim, Ze vytvaii trojrozmérnou sit’ peptidickych fetézcli navzajem
propojenych rliznymi vazbami a mustky. Hlavni roli zde hraji pfedev$im disulfidové
mistky mezi jednotlivymi aminokyselinami [1, 3]. Obsah bilkovin v ryzi je ve srovnani
S ostatnimi  obilovinami niz$i, avSak bilkoviny ryze jsou povaZovany za jedny
z nejkvalitngjsich. Hlavnim proteinem ryze je glutelin oryzenin, ktery tvofi asi 80 %
celkového obsahu bilkovin. Tato bilkovina je rozpustnd ve ziedénych roztocich kyselin
a zéasad, avSak rozpustnost ve vod¢ je znacné omezena. Obsah bilkovin v bilé¢ ryzi
se pohybuje v rozmezi 5,3 — 13,4 %, v ryzi hnédé 6,7 — 13,5 %. Ryze neobsahuje lepek,
proto je tomuto ryZzovému proteinu pfisuzovana zna¢na pozornost vzhledem k jeho

nutri¢nim a zdravotnim vlastnostem [13, 24].
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Obilovina Albumin Globulin Gliadin Glutelin
Pienice leukosin edestin gliadin glutenin
14.7 7.0 32,6 45,7
Zito sekalin sekalinin
44.4 10.2 20.9 24.5
Jeémen hordein hordenin
12.1 24 25.0 54.5
Oves avenalin gliadin avenin
202 11.9 14.0 53.9
Ryze oryzin oryzenin
10.8 0.7 2.2 77.3
Kukufice zein Zeanin
4.0 2.8 47.9 45.3

Obrazek 5 Proteiny obilovin a jejich slozeni (%) [25]

1.2.4 Lipidy

Lipidy jsou rozsahlou, vyznamnou skupinou organickych latek, bézné se vyskytujicich
v prirod€. Jejich spolecnymi vlastnostmi je nerozpustnost, nebo pouze ¢astecna rozpustnost
ve vodé. Rozpustné jsou v organickych rozpoustédlech (hexan, benzen, aceton, chloroform
aj.) Z chemického hlediska jsou to nejcastéji estery alkoholu glycerolu a vysSich mastnych
kyselin. Obilnd zrna jsou na lipidy pomérné¢ chuda. Primérné zjisténé obsahy lipida
po extrakci éterem se pohybuji kolem 1,9 %. Vys$8i mnozstvi tukt pak obsahuje klicek.
Hmotnostni podil kli¢ku zaujima pouze 2,54 % zrna, ale podil lipidd v ném obsazenych
tvoti az 64 %. Tuk obilnych klickt je z vyzivového hlediska velmi cenny, proto se z nich
lisuje olej. Tuky obilovin jsou naZloutlé olejovité kapaliny, které obsahuji nenasycené
mastné kyseliny v mnozstvi 18 — 25 %. Z tohoto mnozstvi pievazuje kyselina linolova
(48 — 57 %), kyselina olejova (16 —18 %) a kyselina linolenova (5 %). Prevladajici linolova
kyselina velmi snadno podléha oxidaci, coz ma za nasledek zluknuti mouky pti del$im
skladovani [9]. Z dalSich lipidt jsou zde obsazeny fosfatidy, mezi jejichZ zastupce fadime
fosfatidylcholin a fosfatidyletanolamin. Pfi skladovani vlhkého obili pisobi enzym
glycerolfosfataza, diky nému dochazi k uvoliovani kyseliny fosfore¢né z téchto lipofilnich
slouCenin, coz ma za nasledek zvySovani kyselosti mouky [1]. Mezi doprovodné latky
lipidi muZeme zatadit lipofilni barviva s pfevladajicimi dvéma druhy pigmentd a to

xantofyly a karotenoidy. Vyssi obsah téchto barviv najdeme pievazné v pSenici tvrdé.
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Z karotenoidii je zejména dulezity [-karoten, ktery je vyznamnym prekurzorem
vitaminu A. Mezi dalsi barviva avSak ne uz hydrofobniho charakteru patii antokyany. Tyto
sekundarni metabolity rostlin jsou zodpovédné za Cervené Ci Cerné zbarveni urcitych druhii

ryze, dalSich obilovin, ale také ovoce a zeleniny [26].

1.2.5 Vitaminy a mineralni latky

Vitaminy jsou V obilovinach soustiedény piedev§im v klicku a aleuronové vrstve.
Pievladaji vitaminy skupiny B a to zejména tiamin, riboflavin a niacin. Obsahuji taktéz
zna¢né mnozstvi vitaminu E. Vitamin Bj, vSak v obilovinidch obsazen neni, vitamin C
pouze vV minoritnim mnozstvi v kli¢ku [1, 6].

Mineralni latky se souhrnné oznacuji jako popel a ptedstavuji anorganicky zbytek,
ktery je ziskan po spaleni rostlinného materialu. Obsah popela v celych zrnech se pohybuje
kolem 1,25 — 2,5 %, u ryze az kolem 5 %, pficemz jeho koncentrace je nejvyssi
v obalovych vrstvach, nejniz§i v endospermu. Nejvyssi podil mineralii tvoii oxid
fosforecny, draselny, hofec¢naty a véapenaty. Ceredlie maji nizky obsah sodiku, ktery
se v ryzi prakticky nevyskytuje. Na draslik jsou obiloviny bohaté. Prevladajicim
mikroprvkem je Zelezo, jehoZ obsah v pienici ¢ini 33 — 66 mg.kg™, u ryze 28 mg.kg™,
taktéZ u ryze pievlada oproti ostatnim cerealiim selen v mnozstvi 10 — 13 pg.100g™. [1, 4,

27].

Produkt Vitamin E Thiamin Riboflavin :k}::::j:nt Vitamin B, Folat
(hg) (ng)  (ug)
Pieniéna mouka bila 0,30 0,31* 0,03 3,60° 0,15 22
fjﬁ::f;’jé“’”“ka 1,40 0,47 0,09 £20 050 57
Byie bila, rychlovarna  (0,10) 041 0,02 5,80 0,31 20
RyZe hnédd, neloupand 0,80 0,59 0,07 6,80 N 49
Popeorn, neochuceny 11,03 0,18 0,11 1,70 0,20 3
Owvesna mouka instantnd 1,50 0,50 0,09 3.40 0,33 el
Jeéne kroupy perloveé 0,40 0,12 0,05 4,80 0,22 20
Zitna mouka celozrnna 1,60 0,40 0,22 260 0,35 T8
Prosnd mouka stopy 0,68 0,19 2,80 N N

* fortifikovand mouka, N - neni vérohodny ddaj, { ) - odhad

Obréazek 6 Obsah vitamint ve vybranych cerealiich (mg.100 g™*) [4]
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1.2.6 Dalsi slozky obilovin

Mezi dalsi slozky obsazené Vv obilovinach pouze v nizkém mnozstvi fadime kyselinu
fytovou, cholin, kyselinu p-aminobenzoovou a jiz uz zminéna antokyanova barviva.
Kyselina fytova predstavuje hlavni zasobarnu fosforu [3]. V semenech rostlin vaze
50 — 85 % fosforu. Tato pfirozen¢ vznikajici sloucenina v bunikdch je znama také
pod nadzvem jako fytat nebo inozitolhexakisfosfat. V pSenici fytat zaujima 1,13%, v hnédé
ryzi 0,89 %. Na jedné strané je povazovédna za antinutricni latku, kterd snizuje vyuziti
fosforu, zinku, médi a vapniku u lidi a zvitat. Na druhé stran¢ potlacuje tvorbu reaktivnich
radikali katalyzovanou zelezem a vykazuje také anticholesterolemicky ucinek [28].
Na tuto kyselinu jsou bohaté zejména obalové vrstvy, naopak jeji mnozstvi v endospermu
je nizké. Cholin ptedstavuje velky vyznam pro neuromotorickou c¢innost lidského
organizmu, Vv obilném zrnu je rozlozen téméf rovnomérné. Kyselina p-aminobenzoova
je dilezitym rustovym faktorem. Najdeme ji pfevazné v obalovych vrstvach [3, 29].
Antokyany patii k nejrozsifenéjSim rostlinnym pigmentim. Nejcastéji se vyskytuji
ve formé glykosidi. Tato barviva jsou dobfe rozpustnd ve vodé a zodpovidaji za Cervené,
fialové a modré zbarveni rostlin. Stupeil zbarveni je zavisly na pH prostiedi. Antokyaniim
jsou pfisuzovany také antioxidaéni UCinky, a dnes se ve velké mife vyuzivaji
ve farmakologickém pramyslu. Napf. antokyany v borGvkach se piiznivé uplatiuji

proti mikrobidlnim infekcim a porucham vidéni. Jsou nestalé a citlivé na oxidaci [30, 31].
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Obrazek 7 Orienta¢ni hodnoty obsahu slozek v neloupaném zrnu riznych obilovin [4]

1.3 Obiloviny a jejich vliv na lidské zdravi

Ceredlie a vyrobky znich jsou cennym zdrojem Zivin jak ve stravé lidi, tak i zvifat.
Predstavuji vyvazeny zdroj zivin a jsou povazovany za hlavni potravu lidstva. Dnes
se Casto setkavame s pojmem ,celozrnny vyrobek’. Za celozrnné vyrobky jsou
povazovany ty, které obsahuji Uplné obilné zrno. Jak uz bylo vySe uvedeno, obilné zrno
se sklada z obalovych vrstev, endospermu a klicku. Pokud se zrno drti nebo vlockuje
s cilem ziskat celozrnny vyrobek, musi byt v celozrnném produktu zachovany vSechny
tii zminéné slozky ve stejném poméru jako v originalnim zrnu [4, 32].

Cerealni vyrobky jako zakladni potraviny by mély byt zahrnuty aspon v jednom dennim
jidle. Obilnd zrna jsou vyznamnym zdrojem sacharidli, bilkovin a vldkniny. Na zakladé
nedavnych zdravotnich poznatkli bylo zjisténo, Ze konzumace cerealnich vyrobkl snizuje
riziko srdecnich onemocnéni, diabetu typu 2, nékterych typt rakoviny a pomaha regulovat
télesnou hmotnost [33]. Diky obsahu neskrobovych polysacharidii jsou ceredlie také
zdrojem vlékniny. Vysoky obsah vitaminu E obsaZeného v klicku pfiznivé ovliviiuje
reprodukéni systém a diky jeho silnému antioxidaénimu G¢inku zpomaluje starnuti bunck.
Tiamin piisobi proti onemocnéni beri-beri, degeneraci mozkovych bunék, ¢imz tlumi riziko

rozvoje depresi. Niacin vykazuje pozitivni ucinky pii 1é€bé schizofrenie, pelagry



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23

a vykazuje pozitivni vliv na kvalitu kiize. Obilnd zrna jsou bohata také na fenolové
kyseliny a saponiny. V nizsich mnozstvich se zde vyskytuji flavonoidy a fytoestrogeny.
Tyto slouceniny vykazuji antioxidac¢ni plsobeni, ¢imz pfispivaji dalSim pozitivnim
aspektim ku zdravi [5, 34].

Avsak ne vSichni mohou ceredlni vyrobky konzumovat. Divodem je intolerance lepku,
ktera je pfic¢inou onemocnéni zvané celiakie. Jednd se o celozivotni onemocnéni,
jehoz jedinou ucinnou lécbou je pfisné dodrZzovani konzumace bezlepkovych vyrobka.

Mezi obiloviny, které neobsahuji lepek, patii napt. ryze, kukufice, pohanka a amarant [35].

Obrazek 8 Cerealie, cerealni [36]
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2 ANTIOXIDANTY A JEJICH ANTIOXIDACNI AKTIVITA

Antioxidacni kapacita je definovana jako schopnost latky, slouc¢eniny nebo smeési latek
inhibovat rozklad riznych sloucenin. V souvislosti s analyzou vzorkdi pro vzajemné
porovnani antioxida¢niho ptsobeni byl zaveden pojem antioxidadni aktivita. Cili
antioxidacni aktivita kvalifikuje kapacitu biologického vzorku eliminovat volné radikaly.
V komplexnim pojeti se hovoti o celkové antioxidacni kapacite, ktera predstavuje souhrn
vSech latek s antioxida¢nim G¢inkem ve vzorku. U metody DPPH, na kterou je diplomova
prace zamétena se vysledek obvykle vyjadfuje ve vztahu k tzv. troloxu nebo kyseliné
askorbové. Jde o pomér antioxidacniho ucinku vzorku K roztoku troloxu nebo kyseling

askorbové [37].

2.1 Antioxidanty

Antioxidacni latky v potravinach hraji dulezitou roli ochranného faktoru. Védecké diikazy
naznacuji, ze tyto latky snizuji riziko chronickych onemocnéni, vcéetné¢ rakoviny
a srdec¢nich chorob. Primarnimi zdroji pfirozené¢ se vyskytujicich antioxidanti jsou
obiloviny, ovoce a zelenina. Silné antioxidac¢ni u¢inky vykazuji také nékteré byliny
¢i kofeni zejména z Celedi hluchavkovitych (Lamiaceae), jako je $alv€j, oregano a tymian
[38, 39]. Nejvyznamnéj§imi piirodnimi antioxidanty jsou tokoferoly a tokotrienoly
(vitamin E), askorbova kyselina (vitamin C), fenolové latky (pfedevsim flavonoidy,
fenolové kyseliny, jednoduché fenoly, stilbeny) a karotenoidy, piicemZ nejvice
zastoupenymi antioxidanty v potravé jsou flavonoidy a fenolové kyseliny. V potravinach
Ize obsah antioxida¢nich latek nad pfirozenou hladinu navysit piidavkem dalSich
antioxidantli. Toho se vyuziva piedev§im pro prodlouZeni trvanlivosti, zabranéni vzniku
nezadouci chuti a viing€, nebo pro dosazeni vyssi nutricni hodnoty potravin obsahujicich
snadno oxidovatelné slozky. Antioxidanty dodané do potravin by mély byt zdravotné
nezéavadné, ucinné v nizkych koncentracich, snadno aplikovatelné, nemély by vykazovat
nezaddouci aroma a chut. Taktéz by mély byt cenoveé dostupné. Kromé piirodnich
antioxidatnti jsou také pouzivané syntetické antioxidanty jako napf. (butylhydroxyanizol)
BHA, (butylhydroxytoluen) BHT nebo estery kyseliny gallové. I pfestoze jsou velmi
ucinné a stabilni, diky jejich nepfiznivym u¢inkim na lidské zdravi je jejich pouziti

v mnoha zemich omezeno [40, 41].
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Antioxidacni Uc¢inek latek vyplyva z jejich specifické struktury. Napf. u tokoferold,
flavonoidd, cili latek fenolového typu zavisi preruseni radikalové fetézové reakce na poctu
a poloze hydroxylovych skupin a typu dalSich substituentl. Skutecnost, Ze pfevazna cCast
antioxidantl je kovalentn¢é vazana na bunécnou sténu, je tfeba pro jejich ziskavani pouzit
ruznych rozpoustédel napi. vodu, etanol, metanol, aceton, ¢i rtizné¢ kombinace téchto
rozpoustédel [40, 42].

Pro stanoveni antioxidacni aktivity se pouziva nespocet metod a pracovnich postupti, které
obecné poskytuji vzajemné odlisSné vysledky. Piestoze je tato skuteCnost dobie znama,
Casto nejsou identifikovany ¢i  dokumentovany faktory zplsobujici rozmanitost
vV hodnotach stanovenych riznymi metodami. Mezi faktory ovliviujici antioxida¢ni
aktivitu patii koncentrace antioxidantu, pfitomnost jinych antioxidantli, oxidovany
substrat, pouzité rozpoustédlo pii reakcich vzorku, homogenita ¢i vicefazovost
sledovaného systému, pH, pritomnost dalSich slozek, oxida¢ni ¢inidlo, fyzikalni faktor,
parcidlni tlak kysliku, teplota, pfitomnost iontd kovt aj. Hlavnim ukolem antioxidanti

je schopnost vychytavat volné radikaly [38, 43].

Obiloviny

pienice fenolové kyseliny (estery, glykosidy), tokoferoly, flavonoidy,

( Triticum sativum) fosfolipidy

Zito fenolové kyseliny (estery, glykosidy), tokoferoly, flavonoidy,
(Secala cereale) fosfolipidy

Je€men tyrosin, tyramin, fenolové kyseliny (estery, glykosidy), tokoferoly,
( Hordeuwm vulgare) fosfolipidy, lignany

oves avenanthraminy, fenolové kyseliny (estery, glykosidy), tokoferoly,
(Avena sativa) fosfolipidy

ryie flavony (isovitexin), fenolové kyseliny (estery, glyvkosidy),

(Orvza sativa) tokoferoly

Obrazek 9 Piirodni antioxidanty v obilovinach [44]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 26

2.1.1 Struéna charakteristika nékterych antioxidanti

2.1.1.1 Tokoferoly a tokotrienoly (vitamin E)

Z rostlinnych zdrojt bylo izolovano 8 derivati, které vykazuji biologické ucinky vitaminu
E a zaroven tvofi jeho strukturu. Tento vitamin patii k vyznamnym antioxidantiim,
a proto je také povazovan za faktor zpomalujici starnuti organizmu. Vitamin E omezuje
neenzymové pusobeni molekularniho kysliku na dvojné vazby mastnych kyseliny
vazanych v tkanovych lipidech. V jatrech se snadno oxiduje za vzniku tokoferylchinont,
kter¢ mohou byt redukovany na tokoferylhydrochinony, jejichz cyklizaci vznikaji
opét tokoferoly. Jedinou obilovinou, ktera obsahuje vSech 8 izomert vitaminu E je jeCmen

[19, 45].

Obecny vzorec tokoferolti

2.1.1.2 Kyselina askorbova (vitamin C)

Jedna se o vitamin dobfe rozpustny ve vodé. V kyselém, neutrdlnim 1 alkalickém prostiedi
za katalytického pisobeni kovu (napt. Fe, Cu) snadno podléha oxidaci za vzniku kyseliny
L-dehydroaskorbové. Jeho extracelularni funkce spocivaji v ochran€ granul LDL
proti oxidaci, dale redukuje Zelezo z potravy a tim blokuje reakce, jejichz produkty jsou
karcinogenni nitrozaminy. Zvysuje aktivitu fagocyti a tim zvySuje hladinu protilatek.

Zdrojem tohoto vitaminu je ovoce a zelenina. Ve zralém obili se nevyskytuje [19].

2.1.1.3 Karotenoidy

Jedna se o skupinu zlutych, oranzovych, Cervenych a fialovych barviv nerozpustnych
ve vodé, Casto doprovazejicich chlorofyly v rostlinach. Jejich zakladni struktura je tvofena
izoprenoidnimi jednotkami. Karotenoidy, obsahujici ve své molekule B-jononovy kruh,

plni funkci vitaminu A. Z obilovin je na karotenoidy bohata psenice tvrda [9, 19].
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2.1.1.4 Fenolové kyseliny

Fenolové kyseliny se v rostlinach nachazeji nejcastéji ve formé ester, v nichz se vazi
karboxylem na hydroxylové skupiny organickych kyselin nebo sacharidd. Jako zastupce
této skupiny mizeme zminit kyselinu kavovou, ferulovou, chlorogenovou nebo gallovou
[46].

2.1.1.5 Flavonoidy

V dnesni dob¢ je znamo asi 6400 druhti flavonoida. Jejich zadkladni strukturu tvoii
flavanové jadro, nebo 2-fenylbenzopyren. Tato struktura je také charakteristicka
pro flavony, flavanony, izoflavony a neoflavony. V rostlinnych materialech se nejcastéji
vyskytuji ve formé glykosidt. Prave tato forma jim umoznuje vEétsi rozpustnost v béznych
fyziologickych podminkach, zaroven snizuje jejich reaktivitu a zabezpecuje lepsi stabilitu

[46].

2.1.1.6 Estery kyseliny gallové

Estery kyseliny gallové neboli gallaty se v potravinach rostlinného pivodu nachazeji
ve velmi malém mnoZstvi. Jedna se o bilé krystalické latky s charakteristickym aroma.

Jsou vhodné zejména pro stabilizaci zivociSnych tuka [47].

2.1.1.7 Antokyany

Jedna se o ptirodni bezdusikata, ve vodé rozpustna barviva zbarvena cervené az modie.
Jsou velmi reaktivni, tudiZ nestalé. Na jejich stabilitu ma vliv nizkad teplota a kyselé
prosttedi. Chemicky jsou to heteroglykosidy, jejichz aglykony jsou nazyvané
jako antokyanidiny. Kazdy rostlinny druh obsahuje charakteristické antokyanové pigmenty

V rizném obsahu [30, 48].

2.2 Volné radikaly

Volné radikaly jsou vysoce reaktivni latky, které jsou v biologickém systému pfitomny
z mnoha riznych zdroji napf. pisobenim vyfukovych plynd, koufeni, UV zateni [38].
Jedna se o latky s neparovymi elektrony, které jsou casto piirozenou slozkou lidského
organizmu. Pfevazné pusobeni radikdlh mé& na lidské zdravi negativni vliv,

avSak pozitivnim U¢inkem je schopnost bilych krvinek vyuZivat tyto latky k niCeni
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mikroorganizmi. Na druhou stranu poskozuji biomolekuly, oxiduji mastné kyseliny
za tvorby peroxidu, taktéz zptisobuji oxidaci nukleovych kyselin, proteinii a tim zpisobuji
celou fadu degenerativnich onemocnéni [38, 49].

Volné radikaly jsou povazovany za spolupivodce celé fady civiliza¢nich onemocnéni.
Svym puasobenim se podileji na vzniku diabetu, ofnich chorob (Sedy zéakal), koznich
onemocnéni, imunitnich onemocnéni, revmatickych zénétech kloubt. Podporuji starnuti,
neurodegenerativni onemocnéni jako je Parkinsonova a Alzheimerova choroba a také
hraji vyznamnou roli pifi vzniku rakovinnych onemocnéni. Volné radikdly a jejich
metabolické produkty jsou v organizmu eliminovany pusobenim antioxidantii. V piipadé,
ze dojde k poruseni rovnovahy radikald a antioxidanti, nastava stav, ktery je Casto nazyvan

jako oxidac¢ni stres, ktery zapfic¢inuje vySe zminéné negativni zdravotni nasledky [49].
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3 CHARAKTERISTIKA METOD PRO STANOVENI
ANTIOXIDACNI AKTIVITY V POTRAVINACH S DURAZEM NA
METODU DPPH

3.1 Metoda DPPH

Test s vyuzitim stabilniho 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylového radikalu (DPPHe¢) je bézné
vyuzivanou metodou pro stanoveni antiradikdlové aktivity Cistych syntetickych
antioxidant,, izolovanych pfirodnich latek, rostlinnych extrakti a potravin. Jedna
se o rychlou, jednoduchou a nendkladnou metodu, ktera muze byt Siroce vyuzivana
u pevnych a kapalnych vzorkl. Principem reakce je redukce radikdlu DPPHe za vzniku
DPPH-H [38, 50]. DPPH v metanolu vytvafi intenzivni fialové zbarveni, které
se v pritomnosti antioxidantu odbarvuje do zluta. Odbarveni je snadno pozorovatelné
pouhym okem. Rychlost a rozsah odbarveni je umérny antioxidacni ucinnosti analyzované
latky (extraktu) [50, 51, 52]. (Pokles absorbance je méfen pii vinové délce
515 — 520 nm. Reakce je nejcastéji sledovana spektrofotometricky. Antioxida¢ni latky
mohou byt rozpustné ve vodé¢, v tuku, ¢i vazany na bunéCnou sténu. Proto pro jejich

efektivni ziskani je nutna extrakce [38, 53, 54].

o ©) o ©
. antioxidant H

OsN N—N OuN N—N

Reakce DPPH- s antioxidantem za vzniku DPPH-H [50]

Antioxidac¢ni aktivita muze byt vyjadiena riznymi zpisoby, vcetné procenta pouzitého
¢inidla ¢i rychlosti oxida¢ni inhibice. Jednodussi zplsob, jak prezentovat antioxidacni
aktivitu metodou DPPH je pouziti spoleéného referen¢niho standardu, kterym je trolox

nebo kyselina askorbova [38].
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Antioxida¢ni pisobeni latky mizeme také vyjadrit jako uc¢innou koncentraci antioxidantu,
ktera je potiebna k redukci 50 % radikalu DPPH e. Takto vyjadfenou antioxidacni aktivitu

oznacujeme jako ECsg [50].

Dalsi mozZnosti vypoctu je inhibice radikalu, kterou lze vyjadfit vztahem

I(%) = [ (Aplank— A sample) I Aplank ] * 100 (D)
kde:

l.....inhibice radikalu DPPH v %,
Aypjank. . ...absorbance ziskana pfi slepém pokusu,

Asample. . ...absorbance analyzovaného vzorku [55].

3.1.1 Trolox

Celym nazvem (6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-karboxylova kyselina) je ve vod¢
rozpustny derivat vitaminu E se silnymi antioxida¢nimi G¢inky. Taktéz je dobfe rozpustny
ve 100% etanolu a metanolu. Jedn4 se o bily praSek o 97% Ccistoté béZné pouzivany
jako standard u metod detekujicich antioxida¢ni aktivitu. V lékatstvi je ucinny jako

piidatna 1é¢ba u nékterych typt rakoviny [56, 57].

CH;
HO
O
H;C (] oH
CHs CHy
Trolox

3.1.2 DPPH

DPPH neboli 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl je stabilni, intenzivné fialovy krystalicky
prasek. Je casto pouzivan jako Cinidlo v kvantitativnim stanoveni antioxidacni aktivity

pro spektrofotometrickou analyzu [58, 59].
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Tuto slou€eninu o sumarnim vzorci CigH12NsOg a Cistoté vet$i nez 85 % nabizi fada
chemickych firem napft. jako je Sigma Aldrich. DPPH je nerozpustny ve vodé, za to dobie

rozpustny v etanolu a metanolu [60].

_N- NO
9N 2

NO,
(%)
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

3.1.3 Metanol

Metanol je nejbéznéji pouzivanym rozpoustédlem a také extrakénim cinidlem v metodé
vyuzivajici DPPH. Jednd se o vysoce toxickou, tékavou, Cirou a hoflavou kapalinu
etanolového zapachu [61]. V nizkych koncentracich je pfirozenou slozkou lihovin a jeho
obsah je zavisly na typu alkoholického népoje. Mal¢ mnozstvi metanolu vznika hydrolyzou
pektini ovoce, které bylo pouzito ke kvaSeni. Slouzi jako vychozi surovina k vyrobé
bionafty, je soucasti ostfikovacl autoskel, kapalin do kopirek a v chemickém pramyslu
je rozSifenym rozpoustédlem. Riziko otravy predstavuji nekvalitni lihoviny obsahujici
toxikologicky vyznamné mnozstvi metanolu. Stejn€ jako jiné alkoholy ptlisobi excitacné,
vys$$i davky plisobi narkoticky na CNS. Nejzavazngjsi je vSak toxicita jeho metabolitl
a to kumulace kyseliny mravenci v sitnici a o€nim nervu. Plsobi trvalé poruchy zraku.
Plsobenim enzymu alkoholdehydrogenazy se rychle pfeménuje na formaldehyd, z n€ho
pak vznika kyseliny mraven¢i. Ta se velmi pomalu oxiduje na oxid uhli¢ity a vodu.
Minimalni toxick4 davka Cist¢ho metanolu ¢ini asi 0,1 ml.kg'l. V priméru se udava kolem
10 ml. Hladina metanolu v krvi nutn¢ vyzaduje 1écbu antidotem, kterym je etanol

nebo fomepizol. VEasné podani téchto latek minimalizuje tvorbu metaboliti [62].
Chemicky vzorec: CH3;0H

Molarni hmotnost: 32,04 g.mol™

Bod tani: - 98 °C

Bod varu: 64,5 °C (1013 hPa) [63].
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. F - wvysoce hoarlavy
. s

Obrazek 10 Vystrazné symboly na obalu metanolu [64]

3.2 ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

Tato metoda slouzi k métfeni antioxidacni aktivity v biologickém vzorku. Biologickymi
vzorky mohou byt télesné tekutiny lidi nebo zvifat (plazma, mo¢, sérum, sliny), rostlinné
extrakty, zemé&d¢lské, potravindiské produkty ¢i farmaceutické vyrobky. Vyhodou ORAC
je Siroké spektrum aplikace. Tato metoda mize byt vyuzita jak u lipofilnich, tak
u hydrofilnich vzorkd [65]. Principem je méfeni zaniku fluorescence fluorescinti
v dusledku reakce s volnymi radikaly generovanymi dusledkem termického rozkladu
(2,2¢-azobis-2-metyl-propanimidamidu).  Pfitomnost antioxidantd v systému chrani
fluoresciny pied oxidaci a tim zpomaluje jejich odbarveni. Hodnota ORAC je vyjadiena
ve vztahu ke standardu, kterym je trolox (analog vitaminu E) v umol na gram tuhého

vzorku ¢i litr v pfipad€ vzorku tekutych [66].

3.3 DMPD

Slou¢enina DMPD (N,N-dimetyl-1,4-diaminobenzen) je ptisobenim Zelezité soli v roztoku
pfevedena na relativné stabilni a barevnou radikdlovou formu DMPDe+. Slouceniny
s antioxidacéni aktivitou jsou schopny DMPDe+ radikaly zhaset a tim dochazi k odbarveni

roztoku a poklesu absorbance [67].

N,N-dimethyl-1,4-diaminobenzen
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3.4 FRAP (Ferric Reduction Ability of Plasma)

FRAP metoda je zaloZena na redukci zelezitych komplexti na zeleznaté formy. Pii nizkém
pH Vv piitomnosti antioxidantu se zelezity tripyridyltriazinovy komplex (TPTZ) redukuje
na Zeleznatou formu. Redukce se projevi vznikem intenzivné modrého zbarveni
s absorpénim maximem 593 nm. Antioxidac¢ni aktivita se vyhodnocuje na zakladé ziskané
kinetick¢ reakce jako zavislost koncentrace vytvofeného dvojmocného zZeleza

z koncentrace antioxidantu [68].

] ~
HN Nm RN
T
M. =N
= "N
|

2,4,6-tri-(2pyridyl)-s-triazin  (TPTZ)

3.5 ABTS

Metoda ABTS, taktéz oznacovana jako metoda TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity) je zalozena na zhaSeni syntetického stabilniho radikalového kationu ABTSe+.
Reakce ABTS+ s latkou se sleduje spektrofotometricky. ABTS ma vyraznou
modrozelenou barvu a v pfitomnosti antioxidantu Se redukuje a odbarvuje. Snizeni

absorpce po pridani antioxidantu je pfimo tmérna poctu ABTSe+ radikali. Absorbance

vvvvv
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4 VYUZITI METODY DPPH V OBLASTI CEREALIL

Metoda DPPH je vyuzivana ke stanoveni antioxidacni aktivity nejen v cerealiich
a vyrobcich z nich, ale také v Siroké Skale potravinafského pramyslu a biologického
vyzkumu. Dokazuje to celd fada ¢lankd, které najdeme v bakalarské praci, kterd slouzi

jako podklad této diplomové prace.

4.1 Stanoveni antioxida¢ni aktivity mletych frakci, vybranych druhu

obilovin

V mnoha zemich jsou obiloviny hlavni slozkou lidské stravy nebo krmiv pro zvitata.
Epidemiologické studie dokazuji, ze spotfeba celozrnnych produktl snizuje ischemickou
chorobu srdec¢ni, diabetes a karcinogenni onemocnéni. Tyto piiznivé U¢inky jsou
pfipisovany ftad€ bioaktivnich latek obsazenych v obilném zrnu. Jednd se zejména
0 skupinu antioxidantl. Mezi né¢ muZeme zafadit tokoferoly, flavonoidy, fenolové
kyseliny, saponiny a fytoestrogeny. Z fenolovych kyselin zde ptevladaji ferulové kyseliny,
které predstavuji az 90 % celkovych polyfenoli. Nejvyssi koncentrace téchto sloucenin
najdeme v obalovych vrstvach zrna. Celkovy obsah polyfenold je v obilovinach velmi
variabilni, zavisi na rozmanitosti obiloviny a také zpusobech zpracovani (frézovani).
Hlavni slozkou obilovin je endosperm, ktery zaujima az 83 % celého zrna a béhem mleti
je hlavnim zdrojem bilé mouky. Obalové vrstvy tzv. otruby zaujimaji 14,5 % a jsou
Z obilného zrna Casto odstrafiovany a jsou Casto soucasti krmiva pro zvifata. Klicek tvori
pouhé 2,5 % zrna. Utelem frézovani je oddélit otruby a klicky od endospermu a ziskat
tak maximalni mnozstvi mouky za minimdlnich provoznich nakladli a pifi zachovani
vysoké jednotné kvality. Antioxida¢ni plsobeni vzorkli bylo méfeno pomoci metody
FRAP a DPPH, na kterou bude kladen duraz.Jako rostlinny material bylo pouzito nékolik
druhli obilovin a to pSenice, oves, Spalda, triticale, zito a je¢men. Tyto vzorky byly
rozemlety pomoci laboratorniho mlynku na jemnou mouku (MF I.), mouku (MF IL),
jemné otruby (MF IIL.) a hrubé otruby (MF IV.). Poté byly 20 h extrahovany etanolem
v poméru 1:80 a centrifugovany. 25 pl téchto extrakti bylo smichédno se 100 ml roztoku
DPPH (0,012 g DPPH ve 100 ml metanolu). Tyto reakéni smési byly po 10 minut
inkubovany pii laboratorni teploté¢ a proméfeny pii vinové délce 550 nm za pouziti
ptistroje Biotek Reader. Radikalova aktivita vzorkii byla vyjadiena v mg troloxu

ekvivalentni antioxidacni aktivit¢ na 1 g suSiny. Nejvyssi ubytek absorbance u mouky

v
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Stejné potadi bylo zachovano pfi proméfovani antioxidacni aktivity v roce 2010. U otrub
u Spaldy a ovsa. Taktéz v roce 2010 se potadi téchto obilovin nezmeénilo.

Z naméienych vysledkt vyplynulo, Ze nejsilnéjsi antioxida¢ni pusobeni vykazoval extrakt
Z je¢mene. Uz z literatury je znamo, ze je¢men vynikd svym zdrojem antioxidacnich latek.
Taktéz je obtizné porovnavani vysledki =z riznych studii vzhledem k variabilité

experimentalnich podminek [70].

4.2 Antioxidacni aktivita pSenice ozimé (Triticum aestivum)

PSenice obsahuje pestrou Skalu bioaktivnich latek, které mohou ptispét k antioxidacni
aktivité. Mezi tyto bioaktivni komponenty patii karotenoidy, tokoferoly, tokotrienoly,
fenolové kyseliny, fytové kyseliny, fytosteroly a flavonoidy. Odhaduje se, ze flavonoidy
tvoii priblizné 2/3 fenolickych latek vnasi stravé a jejich nejvyssi koncentrace
je soustfedéna v aleuronové vrstvé. Obsah téchto biologicky aktivnich latek je ovlivnén
fadou environmentélnich faktort, jako je zemépisna Sitka, klimatické variace, nadmotska
vyska, typ piidy a dal$i. Cilem této prace bylo zhodnoceni antioxida¢ni aktivity bilé mouky

pSenice ozimé, celozrnné mouky a otrub.

PSeni¢na zrna byla pomleta pomoci laboratorniho mlynku, ktery umoziiuje ziskat 4 frakce:
mouka 1, 11, a otruby IlI, 1V. 2 g té&chto vzorkid byly smichany s 15 ml 80% metanolu,
nasledné umistény na 15 min do ultrazvukové 1azné. Po odstfedéni bylo 0,6 ml extraktu
smiseno s 0,9 ml roztoku DPPH, ktery byl pfipraven rozpusténim 12,5 mg DPPH
v 100 ml 80% metanolu. Reakéni smés byla uchovana v temnu a po 30 min byla méfena
absorbance pfi vlnové délce 515 nm proti slepému vzorku (0,9 ml roztoku DPPH + 0,6 ml
80% metanol). Slepy vzorek byl méten v Case t=0, vzorek Vv Case t=30. Z téchto poznatkii

byl procentualni ubytek absorbance vypoéten z nasledujici rovnice:

% ﬁbytek absorbance = [(AbS(tzo) - AbS(tzgo)) / AbS(t:o)] *100 (2)

Vypocitany procentudlni ubytek absorbance u bilé mouky ¢inil pouhych 23,26 %, u mouky
celozrmné 49,57 % a u otrub 76,47 %. Jelikoz bila mouka obsahuje dvakrat méné

flavonoidl nez mouka celozrnna, tudiz i jeji antioxidacni aktivita je nizsi [71].
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4.3 Obsah fytochemikalii a antioxida¢ni aktivita barevnych a nebarev-
nych druhii ryze

Ryze (Oriza sativa)je jednou z dulezitych obilovin na svété a také hlavnim exportnim
produktem Thajska. Jako kazdodenni potravina je pouzivana zejména v asijskych zemich.
Je zdrojem mnoha bioaktivnich Zivin, zejména fytochemikalii. Na svété existuje Siroka
Skala kultivard ryze obsahujicich barevné pigmenty a pravé tyto druhy jsou bohaté
na fenolické slouceniny, antokyanova barviva s vyraznou antioxidacni aktivitou. Existuji
dikazy, ze fenolické latky plsobi jako antioxidanty tim, Ze brani oxidaci LDL
lipoproteind, agregaci krevnich desticek a cervenych krvinek. Pasobi také jako
antimutagenni a antikarcinogenni c¢inidla. Tyto slouceniny jsou soucasti kazdodenni
stravy, 1é¢iv a potravinovych doplnkt. Kyanidin-3-O-B-D-glukopyranosid patfi mezi
nejrozsitenéjsi antokyanové barvivo fialové ryze. Je zndmo pro své chutové a zdravi
prospésné vlastnosti. Tato studie byla zaméfena na stanoveni fytochemikalii,
antokyanovych barviv, obsah celkovych fenolt, fytovych kyselin, vy-oryzanolu
a antioxidacni aktivity. Pouzitym rostlinnym materidlem bylo 12 kultivard barevné
1 nebarevné ryze. Tyto vzorky pochéazely ze Surin Rice Centra Severovychodniho Thajska.
Semena ryze byla pomleta na jemny prasek. 7 g tohoto prasku bylo extrahovano ve 21 ml
riznych rozpoustédel (metanol, destilovana voda, hexan a etylacetat). Extrakce byla
provedena lh na tfepaCce. Za snizené¢ho tlaku pii teploté 50 °C bylo pomoci rotacni
odparky odstranéno rozpoustédlo. Antioxida¢ni aktivita ryZovych extraktii byla méfena
pomoci DPPH testu. Jako standard byl pouzit BHA. VSechna méfeni byla provedena

ve 3 vyhotovenich. Vypocet antioxidacni aktivity:

DPPH (%) = (1- — ) * 100 3)
kde:

Asimple. . ....absorbance vzorku

Acontrol- . ...absorbance kontroly (metanol + DPPH)

Zjisténé hodnoty prokazaly vys$i antioxidac¢ni aktivitu barevné ryze oproti druhiim
bezbarvych diky obsahu antokyanovych barviv, které ptsobi jako silna redukéni Cinidla.
Z pouzitych extrakénich €inidel se nejucinnéjS§im ukazal metanol. Vysokou antioxidaéni

aktivitu vykazoval také etanolovy extrakt [72].
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4.4 Antioxida¢ni aktivita semen amarantu, quioni a jejich klicka béhem
jejich ristu
Vyuziti amarantu a quinoi Se V poslednich letech rozsifilo nejen ve spolecné strave,
ale také ve stravé lidi s potravinovou alergii na lepek, celiakii. Tyto pseudoobiloviny maji
vysokou nutricni hodnotu, kterd je spojena s kvalitou a mnozstvim bilkovin, tukt
a antioxidanti. Rostlinnym materidlem byla semena amarantu (Amaranhtus cruentus)
odridy Aztek a Rawa pochazejicich z vychodniho Polska, semena quinoi (Chenopodium
quinoa) pochazejicich z Bolivie. Semena amarantu a quinoi byla ponechina ve vodé
po dobu 3 hodin. Klicky byly péstovany po dobu 4 — 7 dnl po vysevu pii teploté 20 °C.
Polovina kultivaru byla ponechdna na dennim svétle, druhd polovina ve tmé.
1 g jednotlivych rozdrcenych vzorkii byl po dobu 2h extrahovan V rozpoustédle
(metanol + 0,16 mol.dm™ HCI + voda). Pomér t&chto slougenin &inil 8:1:1. Extrakty byly
oddéleny dekantaci a znovu extrahovany ve 40 ml 70% acetonu opét po dobu 2 h.
Po odstfedéni byly vzorky uchovany v mrazaku pfi teploté - 20 °C. Antioxida¢ni Gcinek
byl méten metodou DPPH podle zpisobu Yen a Chena (1995) s Gipravou dle Bartona
a Folta (2006). Do kyvet obsahujicich rostouci objemy vzorku (0, 0,1, 0,2, 0,3, 0,45,
a 0,6 ml) s odpovidajicimi objemovymi dily metanolu, tak aby celkovy objem byl 1 ml,
bylo pfidano 0,4 ml metanol-acetatového pufru. Do kazdé kyvety byl nepipetovan
1 ml roztoku DPPH a po 24 h byla pfi vinové délce 514 nm meétena absorbance reakéni
smési. Celkova antioxidacni kapacita byla pfepoétena na ekvivalentni mnozstvi troloxu
u semen amarantu odridy Rawa. Naméfené hodnoty semen amarantu byly srovnatelné,
¢i nizsi, nez udaje ziskané z méfeni riznych odrid psenice. Vysokou antioxidaéni aktivitu
vykazovaly klicky amarantu a quinoi péstované pii dennim svétle, u kli¢ku péstovanych

za tmy bylo antioxidacni plisobeni vyrazné niZsi.

Touto studii bylo prokazano, Ze tyto alternativni plodiny vykazuji znacnou antioxidaéni
aktivitu a jejich pouziti ve stravé je vyznamnym zdrojem potravy s VYySOKou vyzivnou
hodnotou [73].
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4.5 Stanoveni antioxidacni aktivity pohanky

Pohanka je znama svym obsahem antioxidacnich latek, vitamind Bi, B,, E a fenolickych
sloucenin jako je rutin, kvercetin aj. Krom¢ toho pohankova zrna vykazuji vyssi
antioxida¢ni aktivitu neZ jind obilna zrna (Zielinsky a Kozlowska, 2000).
Mezi antioxida¢ni slouceniny zodpovédné za vysokou aktivitu v pohankovych slupkach
patii fenolické slouceniny zahrnujici flavonoidy, zatim co V pohankovych kroupach
jsou to katechininy. K urceni antioxidac¢ni aktivity byla pouzita spektrofotometricka
metoda DPPH. Rostlinnym materidlem bylo n¢kolik kultivari pohanky pochazejicich
zregionu Kyushu v Japonsku. Po rozemleti obilek bylo 0,6 g pohankové mouky
extrahovano v 6 ml 80% etanolu. Extrakce probihala v uzaviené zkumavce. Roztok
byl zahtdan na 80 °C a po 30 min inkubaci ochlazen a odstfedén po dobu 10 min.
(3000 ot.min™). Reagent DPPH byl rozpustén v 99,9% etanolu na kone¢nou koncentraci
04 mmol.dm® Reakéni smés se skladala z0,3 ml 04 mmol.dm® DPPH,
0,3 ml 200 mmol.dm™ pufru (pH=6), 0,3 ml 20% etanolu, 0,24 80% metanolu a 0,06 ml
ziedén¢ho pohankového extraktu. Pravé pfiddnim pohankového extraktu byla zahéjena
reakce, po 20 min byla méfena absorbance pii vlnové délce 520 nm. Jako kontrolni smés
byl pfipraven roztok troloxu rozpusténim v 80% etanolu na koneCnou koncentraci
0,2 mmol.dm™. Radikalovd ¢nnost DPPH byla hodnocena poklesem absorbance
a vyjadiena jako ekvivalentni mnoZstvi troloxu na 1 ml vzorku, vypoctena z kalibra¢ni
kiivky. Naméfena antiradikdlova cinnost se pohybovala od 0,497 do 1,233 umol
ekv. troloxu na 1 ml vzorku. Velmi vysoké hodnoty byly naméfeny u odriid Phapal
a Mitephapal pochézejicich z Nepalu. Druhou skupinou s vysokym antioxida¢nim G¢inkem
jsou druhy pochézejici z Francie a Kanady. Uschimoko 9, pochazejici z Ciny ukézala

cv v

japonskych odrid se pohybovala v rozmezi 0,581 — 0,922 umol ekv. troloxu.ml™ [74].
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Obrazek 11 Loupana semena pohanky seté (Fagopyrum esculentum) [75]
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4.6 Stanoveni antioxidacni aktivity surového extraktu ¢iroku

Cirok (Sorghum bicolor) je dileZitou potravinovou plodinou v mnoha &astech svéta.
Tato alternativni plodina je bohatd na fytochemikalie jako jsou tfisloviny fenolické
kyseliny, antokyany a fytosteroly. Nedavné studie dokazaly antioxidac¢ni, antikarcinogenni
ucinky. Pohanka ma taktéz blahodarny wc¢inek na kardiovaskularni systém a podili
se na snizovani cholesterolu. VSechny odridy ¢iroku pochazely ze zeméd¢€lského druzstva
v Kangwonu. 2 g jemné pomletého osiva z kazdé odridy c¢iroku byly 24 h extrahovany
100% metanolem pfi pokojové teploté. Kazdy roztok byl potom zfiltrovdn pomoci
Whatman filtra¢niho papiru ¢. 42. Prostfednictvim rotacni odparky pfi teploté 40 °C byly
pouzité extrakty odpafeny. Po suspendaci ve vod¢ byly surové extrakty rozd€leny
a smichany s hexanem, etylacetatem, n-butanolem a vodou. Uginky rostlinnych extrakti
na radikalovou ¢innost DPPH byly studovany pomoci modifikované metody Shimada,
Fujikawa, Yahara a Nakamura (1992). Roztok DPPH byl pfipraven zfedénim
0,15 ml DPPH se 4 ml metanolu. 1 ml této smési byl ptidan k pfipravenému vzorku ¢iroku.
Reakéni smés byla protiepana a inkubovéna pti pokojové teploté. Po 30 min byla métena
absorbance vysledného roztoku pii vinové délce 517 nm proti blanku. Inhibi¢ni procento

bylo vypocteno dle nasledujici rovnice [76].
% InthICe = [1' (Astamp|e)/AbSkontro|)] * 100 (4)

Nameétené hodnoty udéava obrazek ¢. 12

Cultivars RC mb{p,g,"pl',l Cultivars RCmb{p,g,"pI]
Cumeunchalsusu 4.0+0.0 Bitjarususu 233+1.1
Ginjangmoksusu 6.6+1.1 Susongsaengi B3+05
Kkachisusu 129.0+1.7 Sikyungsusu 60+ 0.5
Kkachisusu daerip) 606+1.5 IIbanchalsusu 66+0.5
Kkomadansusu 6.3+0.5 Jangmaoksusu B6+0.5
Neulsusu 8.0+0.0 Jangsususu 46+1.1
Mesusu 7.0+0.0 Jaeraejongsusu 63 +0.5
Moktaksusu 56+0.5 Joburangsusu 66+ 1.1
Mongdangsusu 56+0.5 Chalsusu{ RDA) G0+ 1.0
Bulkeunsaeksusu 56+0.5 Chalsusu(2) 96+0.5
Bulkeunjang moksusu 9.0+1.0 Heuinsusu 70+0.0
Bulkeunjangsususu 5305 Heuinjangmaoksusu 63 +0.5
Bulkeunchalsusu 6.0+1.0

a-tocopherol 12.0 BHT* 340
BHA® 14.0 Ascorbic add <2

Obrazek 12 Cinnost DPPH radikalu ve vybranych odriidach &iroku [76]
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CIL EXPERIMENTALNI CASTI PRACE

Cilem této diplomové préace je stanoveni antioxidacni aktivity netradi¢nich druha cerealii
metodou DPPH za vyuziti riznych zpisobt extrakce s metanolem. Analyzovanymi vzorky
budou pomleta zrna riznych druhti pSenice a zrna barevnych a nebarevnych druht ryze.
Pomoci né¢kolika extrakénich cinidel budou ztéchto druhti netradi¢nich obilovin
ptipraveny extrakty. Extrakce bude probihat 60 min v ultrazvuku, nebo 24 h ve tmé. Poté
budou extrakty odstiedény a zfiltrovany. Vzorky poté budou ponechany reagovat
s pracovnim roztokem DPPH a tato reakéni smés bude po dobu 60 minut ponechdna
v temnu. Pomoci spektrofotometru Libra S6 bude méfena absorbance pii vinové délce
515 nm proti pfisluSnému pouzitému extrakénimu cinidlu. Cilem bude také zhodnotit

jednotlivé extrakce.
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6 METODIKA

6.1 Pouzité chemikalie

DPPH (Sigma Aldrich, Némecko)

Metanol (Chrudim)

Destilovana voda, destila¢ni aparatura

HCI (37%, Lukes, Uhersky Brod)

Carrez | + Carrez Il (30% siran zine¢naty + 15% hexakyanozeleznatan draselny)
Trolox (Sigma Aldrich, Némecko)

6.2 Pouzité pristroje a laboratorni vybaveni

Bézné laboratorni vybaveni

Analytické vahy (Adam, AFA-210 LC)

Ultrazvukova lazen

Tmavé 1ékovky

Erlenmayerovy banky

Kéadinky, nalevky, odmérné banky, pipety aj.
Mikropipety (Biohit Proline 1 — 100 pl, 100 — 1000 pl)
Odstiedivka

Spektrofotometr Libra S6 (Biochrom)

Obrazek 13 Analytické vahy AFA-210 LC ~ Obrazek 14 Mikropipeta 100 — 1000 pl
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6.3 Charakteristika analyzovanych vzorki

K analyze bylo pouZzito celkem 15 vzorkil, ztoho 11 vzorku barevné a bezbarvé ryze

a 4 vzorky pSenice (Kamut, bio ¢ervend, ozima, Spalda).

6.3.1 PsSenice ozima

Psenice ozima — produkt kontrolovaného ekologického zemédé€lstvi. Baleni obsahuje
1000 g. Energeticka hodnota/ energie ve 100 g ¢ini 1199 kJ/285 kcal. Obsah bilkovin:
12 g, obsah sacharidti: 57 g a obsah tuka: 1,9 g.

Obrazek 15 Baleni pSenice ozimé bio Obrazek 16 Zrna pSenice 0zimé

6.3.2 PSenice Spalda

Tento analyzovany vzorek je piivodem z Ceské republiky. Baleni obsahuje 1 kg $paldy.

Nutri¢ni obsah ve 100 g je 1480 kJ/352 kcal, 16 g bilkovin, 68 g sacharidii a 68 g tuku.

Obrazek 17 Baleni pSenice Spaldy Obrazek 18 Zrna pSenice Spaldy
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6.3.3 Kamut

Obsah baleni ¢inil 500 g. Kaloricka hodnota/energie na 1009 je 1411kJ/337 kcal.
Bilkoviny ¢ini 14,2 g, sacharidy 70,4 g, tuky 2,2 g, vlaknina 9,1 g.

Obrazek 19 Kamut zrno bio

6.3.4 Psenice ¢ervena bio

PSenice Cervena bio byla vypéstovana na ekologické farmé na tzemi jizni Moravy.
Vyrobcem je spole¢nost Bio nebio. Hmotnost v baleni ¢ini 300 g. VyZivové informace jsou
nasledujici. Energie: 1385 kJ/331 kcal, bilkoviny: 10,4 g, sacharidy: 74,2 g, tuky:
1,6 g a vlaknina: 12,5 g.

Obrazek 20 Zrna pSenice cervené Obrazek 21 Mleta zrna pSenice Cervené
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6.3.5 Dlouhozrnna ryZe Lagris

Jedna se o dlouhozrnna loupané zrna ryze seté balena ve varnych sac¢cich. Nutri¢ni hodnota

ve 100 g vzorku ¢ini 1496 kJ/357 keal, 6,7 g bilkovin, 80,4 g sacharidt a 0,4 g tuku.

Obrazek 22 Baleni dlouhozrnné ryze Obrazek 23 Dlouhozrnna ryze ve varném sacku

6.3.6 RyZe ¢ervena biolinie

Analyzovany vzorek biolinie bio ¢ervené ryze je produktem ekologického zemédélstvi.

Baleni obsahuje 500 g ryze. Nutri¢ni hodnoty nebyly na obale uvedeny.

Obrazek 24 Ryze Cervena Biolinie
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6.3.7 RyZe ¢ervena natural

RyZe Cervena natural je balena do 500 g baleni. Zemé& pivodu této netradi¢ni obiloviny

je Recko. Nutriéni hodnoty na obalu nejdou udany.

Obrazek 25 RyzZe ¢ervena Natural

6.3.8 Bio mlé¢na ryZe kulatozrnna loupana

Pivodni zemi mlécné ryze je Italie. Baleni obsahuje 500 g ryZe. Nutri¢ni hodnota ryze
ve 100 g ¢ini 1397 kJ/334 kcal. Obsah Zivin ve 100 g: bilkoviny 6,7 g, sacharidy 80,4 g
atuky 0,4 g.

Obrazek 26 Zrna bio mlécné ryze

6.3.9 Griinkern

Griinkern je balen v 300 g baleni, energeticka hodnota ¢ini 1382 kJ/329 kcal. Ve 100 g
obiloviny je obsazeno 18,3 g bilkovin, 82,5 g sacharidu a 3 g tuku.
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Obrazek 27 Griinkern

6.3.10 KhawDam

KhawDam, jedna se o ¢ernou neloupanou dlouhozrnnou ryzi pochazejici z Laosu. Ryze
je balena do 500 g baleni. Energetickd hodnota ve 100 g je 1520 kJ/359 kcal. Bilkoviny
v mnozstvi 9,0 g, sacharidy 75,0 g a tuky 2,5 g.

Obrazek 28 Cel4 zrna KhawDam Obrazek 29 Pomletd zrna KhawDam

6.3.11 Jasminova ryZe hnéda

Jasminova ryze hnéda je produktem spole¢nosti El Puente. Pochazi z Thajska a je balena

v mnozstvi 500 g. Energetické hodnoty na obale nejsou uvedeny.

Obrazek 30 Jasminova ryze hnéda
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6.3.12 Jasminova ryZe ¢ervena

Analyzovany vzorek je opét produktem spolecnosti El Puente. Taktéz jako jasminova ryze

hnéda pochazi z Thajska a je balena v 500 g baleni. Nutri¢ni obsah na obale neni udan.

Obrazek 31 Jasminova ryze ¢ervena

6.3.13 Basmati natural

Basmati natural je ryze pochéazejici z Recka. Je balena do 500 g baleni. Nutriéni hodnoty

na obale nejsou uvedeny.

Obrazek 32 Baleni ryZe Basmati natural

Obrazek 33 Zrna ryze Basmati
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6.3.14 Lila Reis

500 g baleni této specialni ryze obsahuje 40 % bilé dlouhozrnné ryze, 40 % bilé ryze
(lepkava ryze Kainoy) a 20 % fialové ryze. Tato ryZe je velmi zvlastni tim, Ze po uvareni
zcela zfialovi. Nutriéni obsah ve 100 g této ryze je 6,8 g bilkovin, 77,8 g sacharidi,

0,6 g tuku, 1461 kJ.

Obrazek 34 500g baleni ryze Lila Rreis

Obrazek 35 Cela zrna Lila Reis Obrazek 36 Pomleta zrna Lila Reis

6.3.15 RyZe ¢erna natural

Ryze Cerna natural pochazi ze zemi EU. Je balena do 200 g baleni. Vice informaci o této

obiloviné na obale neni udano.
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Obrazek 37 Baleni ryze ¢erné natural Obrazek 38 Zrna ryze cerné

6.3.16 Priprava vzorki pro naslednou extrakci

Vsechny vzorky byly pomlety pomoci laboratorniho mlynku Waltner Biotech na hrubost
jemné mouky. Namleté vzorky byly skladovany v polypropylenovych nadobach,

skladované pii laboratorni teploté nejdéle 14 dnti.

6.4 Optimalizace extrakénich postupi pii metodé DPPH s pouzitim

metanolu jako hlavniho extrakéniho Cinidla

Extrakce je separac¢ni metoda, pii které prechdzi slozky latky v kapalné ¢i tuhé fazi do jiné
kapalné faze. Je v hodnd pro izolaci tepelné nestalych latek, protoZze se miize provadét
jak za laboratorni teploty, tak za chladu. Obecné plati, Ze opakovana extrakce nékolika
mensimi podily rozpoustédla je U€innéjSi neZz extrakce celym mnoZstvim rozpoustédla.

Extrakce z pevné faze do kapaliny mizeme rozdé€lit na:

e maceraci
e digesci

e kontinualni extrakci v Soxhletoveé extraktoru

Macerace je nejjednodussi extrakce, pii niz je tuhd faze smisena s kapalnym

rozpoustédlem a nésledné zfiltrovana. Digesce je macerace horkym rozpoustédlem.
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6.4.1 Extrakéni ¢inidla

Jako extrakéni Cinidlo byl pouzit metanol a testovand extrakéni smés obsahujici metanol,
HCI a vodu. Extrakéni smés obsahujici kyselinu chlorovodikovou byla pfipravena
nasledné. Do 100 ml odmérné banky bylo napipetovano 18 ml destilované vody.
V digestoti byly k destilované vodé¢ ptidany 2 ml HCI, potom byl po rysku dolit metanol.
Po uzavieni odmérné baiky byla smés promichéna. Jelikoz tato koncentrace HCI analyze
nevyhovovala, byla stejnym zplsobem piipravena nova extrakéni smés v poméru:

0,5 HCI + 19,5 destilovana voda + 80 metanol.

Kyselina chlorovodikova zplsobovala odbarvovani pracovniho roztoku DPPH.
I ptes pripravu nékolika extrakénich smési, v niz byla tato kyselina v niz§i koncentraci,
bylo docileno toho, Ze tato smés nebyla vhodna pro analyzu s pouzitim DPPH. Proto bylo
dale pracovano se smési s absenci této kyseliny, tudiz nova extrakéni smes, ktera byla

vyzkousena, méla slozeni 80 dili metanolu a 20 dilt destilované vody.
6.4.2 Testované zpisoby extrakce

6.4.2.1 Extrakce v ultrazvuku

Do vytarované tmavé uzaviratelné lékovky bylo navaZeno 5 g pomletého vzorku
s presnosti na 0,1 mg. Potom bylo ke vzorku napipetovano extrakéni ¢inidlo (metanol
¢i metanolova extrakéni smés s vodou.). Pokud $lo o vzorky barevné, extrakéniho ¢inidla
bylo napipetovano 25 ml, u bezbarvych vzorki 10 ml. Uzaviena 1ékovka se vzorkem byla
vlozena na 60 min do ultrazvukové lazn€ zahiaté na teplotu 40 °C. JelikoZ ultrazvuk
zpusobuje pohyb molekul, které se navzdjem o sebe tfou a tim se uvoliuje teplo,
je nutno pomoci teploméru udrzovat stanovenou teplotu. Ziskané extrakty byly prelity
do zkumavek a odstiedény pomoci odstfedivky po dobu 10 — 20 minut pii 6000 ot.min™.
Po odstfedéni nasledovala filtrace. Jedna se opét o metodu déleni heterogennich smési
pevna faze — kapalina. Roztok prochazi filtra¢ni piepazkou, ktera zachycuje Castice pevné
faze, kapalna faze prochazi a nazyva se filtrat. K filtraci byl pouzit modry filtra¢ni papir
Filtrapak.
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Obrizek 39 Ultrazvuk PS04000A

6.4.2.2 24 h extrakce na ti‘epacce

24 hodinova extrakce zahrnuje stejnou pfipravu vzorku jako u extrakce v ultrazvukové
lazni. Extrakce vSak probihd v temnu. Do vytarované Erlenmayerovy banky je navaZeno
S presnosti na 4 desetinnd mista 5 g pomletého vzorku, ke kterému je pfidano extrakcni
¢inidlo ve mnozstvi, jako je uvedeno v kapitole 6.4.2.1. Uzaviena Erlemayerova barika
se vzorkem byla 24 hodin ponechana ve tmé. Po ukonceni procesu extrakce byly ziskané
extrakty pfelity do zkumavek a odstfedény pomoci odstfedivky po dobu 10 — 20 minut
pii 6000 ot.min™. Po odstiedéni nasledovala filtrace. Jedna se op&t o metodu d&leni
heterogennich smési pevna faze — kapalina. Roztok prochazi filtra¢ni piepazkou, ktera
zachycuje ¢astice pevné faze, kapalna faze prochdzi a nazyva se filtrat. K filtraci byl pouzit

modry filtra¢ni papir Filtrapak.

Obrazek 40 Odstredivka
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6.5 Nastaveni metodiky stanoveni antioxidac¢ni aktivity s vyuzitim

DPPH v oblasti netradi¢nich druhu cerealii

6.5.1 Priprava zasobniho a pracovniho roztoku DPPH

Do vytarované lodicky na analytickych vahdch navazime 0,012 g krystalické latky
DPPH s presnosti na 0,1 mg a toto mnozstvi kvantitativné pfevedeme do 50 ml odmérné
baiiky. Odmérnou banku dolijeme metanolem po rysku a uzavieme zatkou. Pro dostate¢né
rozpu$téni chemikalie DPPH umistime odmérnou baitkku zhruba na 10 minut
do ultrazvukové lazné. Ultrazvuk zplisobuje tfeni molekul o sebe a tim zahtivani roztoku,
¢imz dojde k dostatecnému rozpusténi DPPH. Zasobni roztok se zchladi pod tekouci vodou
nebo se necha stat vtemnu pii laboratorni teploté. Pokud zasobni roztok neni pouzit
k analyze, tak jelikoz se jedna o relativné stabilni roztok, mize byt uchovavan v mrazaku

pfi teploté -18 °C po dobu i n¢kolika tydnt.

Pracovni roztok DPPH byl pfipraven tak, Zze do kadinky ze zasobniho roztoku bylo
napipetovano 10 ml zasobniho roztoku DPPH, k némuz bylo pfiddno 45 ml metanolu.
Nasledné byla zmétena absorbance tohoto roztoku pii vinové délce 515 nm proti metanolu
jako blanku. Absorbance tohoto roztoku se pohybuje kolem 1 a je oznaovana jako Ay,

Tato hodnota je nezbytna pro vypocet procentualniho tibytku absorbance.

6.5.2 Piiprava reak¢ni smési

Z pracovniho roztoku DPPH je nasledné do kadinek rozpipetovano po 8,55 ml. K tomuto
mnozstvi pracovniho roztoku DPPH je poté pfidano 450 pl extraktu vzorku, ktery byl
ziskan postupem uvedenym v kapitolach 6.4.2.1 a 6.4.2.2. Kazd4 kadinka byla oznafena
nazvem a Cislem vzorku a dobou, kdy doSlo ke smiseni vzorku a pracovniho roztoku.
Reakéni smés byla ulozena do tmy a po 60 min byla méfena jeji absorbance (Ubytek
absorbance) pti 515 nm. Ziskana absorbance je oznacovana jako A;. Od kazdého vzorku
byly pfipraveny 2 — 4 reakéni smési, které byly tiikrat proméfeny. Pokud se reakéni smés
zacne po aplikaci vzorku odbarvovat, nebo k celkovému odbarveni dojde do 60 minut

po uloZeni na temné misto, je nutno vzorek natedit a pfipravit novou reakéni smés.
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6.6 Priprava kalibra¢ni kiivky

Pro ptipravu sestrojeni kalibracni kiivky pro metodu DPPH byl jako standard pouzit
trolox. Do 200 ml odmérné barnky bylo na analytickych vahach navazeno 0,160 g troloxu,
&imz byla ziskana koncentrace 800 mg.l™. Ztoho zasobniho roztoku byly do 10 ml
odmérnych ban¢k pfipraveny tyto koncentrace troloxu (20, 40, 50, 60, 70, 80, 100, 120,
140, 150, 160 mg.I™). Baiiky byly po rysku doplnény metanolem.

Z kazdé odmérné banky bylo odpipetovano 450 pl pfislusné koncentrace z kalibracni
ktivky a smiseno s 8,55 ml pracovniho roztoku DPPH. Reakéni smé& byla ponechéna
Vvtemnu a po 60 minutich byla proméfena absorbance pii vlnové délce 515 nm proti
metanolu. Absorbance kazdé odmérné banky s pozadovanou koncentraci troloxu byla
mefena tiikrat. Ze ziskanych hodnot absorbance byl udélan primér a nasledné vypocitan

procentudlni ubytek absorbance dle vzorce:

Ubytek absorbance (%) = [ (Ao— A1)/ Ag] * 100 (5)
kde:

Ay.....absorbance pracovniho roztoku DPPH

A;.....absorbance reakéni smési (pracovni roztok DPPH + ptipravena koncentrace troloxu)

Kalibra¢ni kfivka byla sestrojena jako zavislost tbytku absorbance (%) na koncentraci

troloxu v mmol.dm™ (mmol.I?).
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Vysledky extrakci

Vsechny vzorky byly nejprve extrahovany ve 25 ml extrakéniho ¢inidla. U nebarevnych
vzorkl v8ak absorbance piesahovala 1,0 tzn, ze extrakt vzorku vykazoval tak velmi nizkou
antioxida¢ni aktivitu, Ze nebylo mozno v tomto pifipadé metodu pouzit. Bylo nutno vzorek
zakoncentrovat, tudiz nebarevné vzorky byly extrahovany do 10 ml metanolu ¢i 10 ml
smési metanol:voda (80:20). Napt. u vzorku bilé dlouhozrnné ryze primérna absorbance
dosahovala 1,123, a to z toho divodu, Zze se jednalo o ryzi s obrousenymi obalovymi
vrstvami. Pravé nejvyssi koncentraci antioxidacnich latek najdeme v obalovych vrstvach,
jak uvadi autofi IvaniSova et al. (2012) [70]. Tedy pro nebarevné vzorky bylo pro extrakci
zvoleno 10 ml extrakéniho Cinidla. U vzorkd pSenice Spaldy a ozimé doslo pii extrakci
Kk nabobtnani a k po¢ate¢ni imbibici $krobovych zrn. Autor Velisek definuje imbibici jako
pfijiméani vlhkosti $krobovych zrn. Skrobova zrna jsou ve vod& nerozpustna, pii zéhfevu
vSak mnozstvi absorbované vody roste, aniz se porusi jejich integrita. Tento d¢&j je prave
nazyvan jako imbibice Skrobu [77]. V tomto pfipadé bylo nutno zvysit mnoZzstvi
extrakéniho ¢inidla na 15 ml. U barevnych vzorkl bylo mnoZstvi 25 ml extrak¢niho ¢inidla
dostacujici, avSak 1 u nékterych doslo vlivem vysoké koncentrace antioxidantii k odbarveni
reakéni smési. V tomto piipadé bylo nutno vzorek zfedit, ¢ili snizit koncentraci
antioxida¢nich latek. Redéni v riiznych pomérech bylo provedeno né&kolikrat. Bylo totiz
nutné dosahnout takového poméru vzorku a ¢inidla, aby se reakéni smés zcela neodbarvila
a to do 60 minut. Na odbarveni reakéni smési se z velké miry podilela také antokyanova
barviva, kterd vykazuji vysoké antioxidacni vlastnosti. Tyto latky zpiisobi redukci radikalu
DPPH, coz se projevi odbarvenim fialového roztoku na Zlutou. Absorbance takto
odbarveného roztoku je pak neméfitelna. Vzhledem k tomu, ze nékteré z latek vykazujicich
antioxidacni vlastnosti jsou do jisté miry termolabilni, proto byl volen postup optimalizace
extrakce svolbou vhodného objemu extrakéniho Ccinidla. Daéle je mozno zvolit
zakoncentrovani vzorku pomoci vakuové odparky, ovSem s pfihlédnutim k bodu varu
metanolu toto bylo zavrhnuto. Lépe by bylo mozno vyuzit metodu vakuového odpafovani

s naslednym chlazenim.
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Pti extrakci reak¢éni smési obsahujici HCI v poméru 2 (HCI) : 18 (destilovana voda) : 80
(metanol) se reak¢ni smés ihned odbarvila. Nepomohlo ani zfedéni vzorku. Proto byla
piipravena nova reak¢ni smés stejného slozeni, ale v poméru 0,5:19,5:80. Snizenim
koncentrace HCI doslo opét k odbarveni reakéni smési. Tudiz bylo zjisténo, ze HCI neni
vhodnd pro tuto metodiku. Nova extrakéni smés obsahovala pouze vodu a metanol
v poméru 20:80. Kyselina chlorovodikovd napomaha lepSimu uvolnéni vazanych
antioxidantli v bunécnych sténach obalovych vrstev, jak u ovoce, tak u obilovin. Prikladem
je provedena extrakce 10 g Cerstvého, homogenizovaného ovoce ve 40 ml extrakéni smési
obsahujici taktéz HCI, metanol a vodu v poméru 2:80:18 autorky Sengee, ktera se ve své

dizerta¢ni praci zabyvala stanovenim biologickych latek v ovoci [78].

U vzorki pSenice ozimé a Spaldy byl extrakt smési siln€ zakalen. JelikoZ pSenice $palda
a ozimd jsou bohaté na vysoké mnozstvi Skrobu, lze pfedpokladat, ze pravé ten zékal
zpusobil. Vzorky byly nejprve zpracovany predepsanym zpusobem, cili odstfedény,
zfiltrovany pftes filtraéni papir, ale i pfesto zakal dale pretrvaval. Po aplikaci vzorku
do pracovniho roztoku byla pies zakal reakéni smés neméfitelna. Poté byl znovu
ptipraveny extrakt opét odstfedén, piefiltrovan pies syring mikrofiltry a opét odstiedén
a prefiltrovan ptes filtratni papir. I pfes pouziti tohoto postupu se zdkal nepodafilo
odstranit. Dal§i moznosti pro odstranéni zakalu bylo pouziti Carezzovych ¢inidel. Ziskany
extrakt byl odstfedén a poté byly k nému ptidany 3 kapky Carrez 1., po 1 minuté 3 kapky
Carrez Il. Carrezova ¢inidla se pouzivaji k vy€efeni bilkovin, avSak s bilkovinami jsou
stthavany 1 Skroby, na které jsou tyto obiloviny bohaté. Po odstfedéni, filtraci bylo
450 pl vycefeného extraktu smiseno s 8,55 ml pracovniho roztoku DPPH. Po smiseni
se vSak utvorfila srazenina, kterd byla odstranéna odstfedénim a tim byla ziskana Cira

reakéni smés, kterd byla ulozena do tmy a po 60 minutach byla méfena absorbance.

7.2 Vysledky méreni kalibra¢ni primky

Z hodnot uvedenych v kapitole 6.6 byla sestrojena kalibra¢ni kiivka. V nasem ptipadé¢
hodnota spolehlivosti ¢inila 0,9996. Ziskana rovnice linedrni regrese byla:

y =162,46 X + 2,2177

Kalibra¢ni k¥ivka byla sestrojena jako zavislost ubytku absorbance (%) na koncentraci

troloxu (mmol.I™)
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Tabulka 1 Hodnoty pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky

ko”rzzr_‘lt_'{ace krﬁ?ﬁg[‘éﬁ%e A0 Al A2 A3 pramér A Gbytek A [%]

0 0 0 0 0 0 0 0

20 0,08 1,158 1,156 1,157 1,154 1,156 16,00
40 0,16 1,158 1,010 1,011 1,008 1,010 28,61
40 0,16 1,158 1,009 1,007 0,999 1,005 29,01
50 0,20 1,158 0,935 0,933 0,931 0,933 35,23
50 0,20 1,158 0,939 0,938 0,931 0,936 34,97
60 0,24 1,158 0,864 0,865 0,867 0,865 41,07
60 0,24 1,158 0,869 0,868 0,861 0,866 41,02
70 0,28 1,158 0,789 0,787 0,782 0,786 47,92
70 0,28 1,158 0,783 0,786 0,784 0,784 48,07
80 0,32 1,158 0,710 0,711 0,713 0,711 54,37
80 0,32 1,158 0,709 0,710 0,710 0,710 54,52
100 0,40 1,158 0,563 0,567 0,566 0,565 66,98
100 0,40 1,158 0,567 0,567 0,563 0,566 66,95
120 0,48 1,158 0,411 0,411 0,419 0,414 80,08
120 0,48 1,158 0,416 0,415 0,415 0,415 79,93
140 0,56 1,158 0,262 0,263 0,262 0,262 93,15
140 0,56 1,158 0,261 0,261 0,260 0,261 93,29
150 0,60 1,158 0,189 0,184 0,188 0,187 99,65
150 0,60 1,158 0,183 0,189 0,187 0,186 99,71
160 0,64 1,158 0,112 0,114 0,112 0,113 106,07
160 0,64 1,158 0,117 0,114 0,114 0,115 105,87
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Graf 1 Kalibra¢ni kiivka troloxu

7.3 Vysledky spektrofotometrického méreni antioxidacni aktivity

metodou DPPH

Absorbance vSech vzorki byla métena pomoci spektrofotometru Libra S6. Kazdy vzorek
byl proméfen ve trojim provedeni. TaktéZz byla prométena absorbance pracovniho roztoku.
Z namé&fenych absorbanci u vzorku byl vypoclten procentudlni Ubytek absorbance

dle vzorce:
Ubytek absorbance (%) = [(Ao— A1) / Ag] * 100

Pro vypocet celkové antioxidacni aktivity bylo nutno znat také navazku vzorku, mnoZstvi
extrakéniho ¢inidla vml a popt. fedéni. Ptiklad téchto hodnot udava tabulka 1.
Vysledky prumérné celkové antioxidaéni aktivity jednotlivych extrakci v umol troloxu

na g (umol.g™') a smérodatna odchylka jsou uvedeny v tabulkach ¢. 2, 3, 4 a 5.
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Tabulka 2 24 hodinova extrakce metanolem

VZOREK | Navazka | Metanol | Ubytek | fedéni Antiox. @ Antiox. Smérodatna
(9) (ml) A (%) aktivita aktivita odchylka
(umol.g™) | (umol.g™)
Lagris 5,0021 10 38,72 0,449
dlouhozrna 5,0089 10 40,42 0,469 0,46 0,01
ryze 5,0053 10 39,15 0,454
Biolinie 5,0056 25 69,38 1:9 20,53
Cervena 5,0050 25 71,14 1.9 21,191 20,87 0,27
ryze 5,0050 25 70,12 1.9 20,878
Natural 5,0010 25 65,02 1:4 9,662
Cervena 5,0033 25 64,41 1:4 9,564 9,58 0,06
ryze 5,0022 25 64,12 1:4 9,522
Bio 5,0050 10 23,15 0,257
mlééna 5,0091 10 23,49 0,261 0,26 0,00
kulatozrna 5,0075 10 23,20 0,258
KhawDam 5,0027 25 71,79 1:15 34,241
Cerna 5,0032 25 72,62 1:15 34,646 34,28 0,29
ryze 5,0035 25 71,19 1:15 33,940
Hnéda 5,0052 10 55,19 0,651
jasminova 5,0049 10 55,60 0,657 0,65 0,00
ryze 5,0050 10 55,21 0,652
5,0015 10 31,97 1:4 1,831
Griinkern 5,0082 10 34,18 1:4 1,964 1,88 0,06
5,0017 10 32,12 1:4 1,839
5,0027 25 35,77 1:4 5,160
Lila Reis 5,0065 25 37,99 1:4 5,498 5,29 0,15
5,0052 25 36,12 1:4 5,212
5,0010 10 70,31 0,838
Basmati 5,0060 10 67,25 0,799 0,82 0,02
natural 5,0023 10 68,12 0,812
Cervena 5,0036 25 82,04 1:14 36,824
jasminova 5,0016 25 80,89 1:14 36,308 36,58 0,21
ryze 5,0024 25 81,52 1:14 36,593
Bio 5,0021 25 33,61 0,966
pSenice 5,0050 25 31,32 0,892 0,92 0,03
Cervena 5,0042 25 31,85 0,911
Kamut 5,0006 10 37,89 0,439
zrno 5,0063 10 37,97 0,439 0,44 0,00
bio 5,0060 10 37,92 0,439
Cerna 5,0029 25 32,65 1:15 14,977
ryze 5,0053 25 37,01 1:15 17,115 16,10 0,88
Natural 5,0041 25 35,18 1:15 16,218
Psenice 5,0025 15 37,39 0,649
Spalda 5,0005 15 35,47 0,614 0,63 0,01
5,0012 15 35,93 0,622
PSenice 5,0066 15 51,66 0,912
0zima 5,0068 15 51,66 0,912 0,91 0,00
5,0062 15 51,73 0,913
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24 hodinovou extrakei metanolem vykazovala nejvyssi ubytek absorbance s primérnou
procentudlni hodnotou 81,5 % Cervend jasminova ryze, Ktera obsahovala zaroven nejvyssi
mnozstvi antioxidantii v hodnot¢ 36,58 umol.g'1 + 0,21. Vysoky tbytek absorbance a také
mnozstvi antioxida¢né aktivnich latek vykazovala Cernd neloupana ryze KhawDam.
Zde ubytek absorbance ¢inil 71,9 %, mnozstvi antioxidantd 34,28 umol. g'1 +0,29. U t&chto
vzorkll je predpokladand vysoka antioxidacni aktivita a to ztoho divodu, ze se jedna
o vzorky barevné, tudiz k antioxida¢nimu pusobeni pfispivaji antokyanova barviva.
Naopak nejnizsi ubytek antioxida¢ni aktivity byl zjistén u vzorkd bio mlécné kulatozrnné
ryze (23,3 %), u pSenice bio kamut (37,9 %) a u dlouhozrnné ryze Lagris (39,4 %).
Mnozstvi antioxidantl v téchto nebarevnych vzorcich bylo nasledujici: bio mlécna
kulatozrnna ryze 0,26 pmol.g™ £ 0,00, kamut zrno bio 0,44 pmol.g™ + 0,00 a dlouhozrnna
ryze Lagris 0,46 pmol.g® + 0,01. U vyjadieni antioxidagni aktivity se vzdy jedna

o pumol troloxu na 1 g obiloviny.
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Tabulka 3 Hodinova extrakce metanolem v ultrazvuku

VZOREK | Navazka | Metanol | Ubytek | fedéni Antiox. @ Antiox. Smérodatna
(9) (ml) A (%) aktivita aktivita odchylka
(umol.g™) | (umol.g™)
Lagris 5,0071 10 18,91 0,202
dlouhozrnna | 5,0049 10 17,91 0,193 0,20 0,00
ryze 5,0051 10 18,63 0,202
Biolinie 5,0223 25 45,27 1:4 6,596
Cervena 5,0196 25 46,95 1:4 6,857 6,71 0,11
ryze 5,0187 25 45,83 1:4 6,686
Natural 5,0025 25 39,26 1.9 11,395
Cervena 5,0031 25 34,89 1.9 10,049 10,52 0,62
ryze 5,0030 25 35,12 1:9 10,120
Bio 5,0036 10 63,42 0,629
mlééna 5,0032 10 53,00 0,625 0,63 0,00
kulatozrnna | 5,0030 10 53,12 0,626
KhawDam 5,0000 25 73,38 1:14 32,852
Cerna 5,0006 25 66,82 1:14 29,820 31,21 1,25
ryze 5,0009 25 69,32 1:14 30,972
Hnéda 5,0006 10 65,22 0,776
jasminova 5,0045 10 62,59 0,743 0,76 0,01
ryze 5,0021 10 63,18 0,750
5,0025 10 36,43 1:4 2,105
Griinkern 5,0047 10 36,85 1:4 2,129 2,11 0,01
5,0032 10 36,39 1:4 2,102
5,0050 25 83,56 2,501
Lila Reis 5,0002 25 85,97 2,578 2,53 0,03
5,0012 25 83,96 2,515
5,0000 10 63,54 0,755
Basmati 5,0032 10 67,92 0,808 0,78 0,02
natural 5,0015 10 64,12 0,762
Cervena 5,0050 25 47,87 1.15 22,458
jasminova 5,0023 25 52,98 1:15 22,985 23,51 1,07
ryze 5,0032 25 49,12 1:15 23,081
Bio 5,0055 25 43,75 1,277
pSenice 5,0075 25 40,33 1,174 1,22 0,04
Cervena 5,0050 25 41,12 1,196
Kamut 5,0010 10 54,45 0,643
zrno 5,0015 10 54,78 0,647 0,65 0,00
bio 5,0011 10 54,62 0,645
Cerna 5,0058 25 39,13 1:15 18,156
ryze 5,0036 25 42,01 1:15 19,581 18,81 0,59
Natural 5,0037 25 40,22 1:15 18,699
Psenice 5,0004 15 37,98 0,660
Spalda 5,0032 15 38,81 0,675 0,66 0,01
5,0030 15 37,56 0,652
PSenice 5,0018 15 41,38 0,723
0zima 5,0015 15 41,78 0,730 0,73 0,01
5,0011 15 52,14 0,737
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V ptipad¢ hodinové extrakce za pouziti metanolu jako extrakéniho ¢inidla bylo nejvyssi
mnozstvi antioxidantli naméteno v ryzi ¢erné KhawDam v mnozstvi 31,21 pmol. g'1 + 1,25.
Nasledovala Cervend jasminova ryze s obsahem antioxidanti 23,51 umol.g‘1 + 1,07.
Vysoky obsah byl také stanoven u ryze ¢erné natural, zde obsah antioxida¢né aktivnich
Lagris (0,20 pmol.g™ + 0,00), a bio mlééné ryze (0,63 pumol.g” + 0,00). U vyjadieni

antioxidac¢ni aktivity se vzdy jedna o umol troloxu na 1 g obiloviny.
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Tabulka 4 24 hodinova extrakce smési metanol;voda

VZOREK | Navazka | Metanol | Ubytek | fedéni Antiox. @ Antiox. Smérodatna
(9) (ml) A (%) aktivita aktivita odchylka
(umol.g™) | (umol.g™)
Lagris 5,0090 10 26,23 0,295
dlouhozrnna | 5,0048 10 26,70 0,301 0,30 0,00
ryze 5,0051 10 26,26 0,296
Biolinie 5,0052 25 30,49 1:15 13,908
Cervena 5,0012 25 31,17 1:15 14,254 14,29 0,33
ryze 5,0031 25 32,11 1:15 14,711
Natural 5,0010 25 65,97 1:10 21,579
Cervena 5,0016 25 69,51 1:10 22,774 22,00 0,55
ryze 5,0021 25 66,15 1:10 21,635
Bio 5,0013 10 20,98 0,231
mlééna 5,0047 10 22,45 0,249 0,24 0,01
kulatozrnna | 5,0022 10 21,36 0,235
KhawDam 5,0038 25 43,14 1:15 20,136
Cerna 5,0053 25 42,35 1.15 19,741 19,93 0,16
ryze 5,0046 25 42,72 1:15 19,926
Hnéda 5,0055 10 66,91 0,796
jasminova 5,0032 10 67,85 0,807 0,80 0,00
ryze 5,0039 10 67,12 0,798
5,0050 10 22,68 1:4 1,258
Griinkern 5,0032 10 34,35 1:4 1,361 1,31 0,04
5,0039 10 23,62 1:4 1,316
5,0029 25 42,14 1:4 6,140
Lila Reis 5,0005 25 44,54 1:4 6,512 6,30 0,16
5,0022 25 42,75 1:4 6,238
5,0039 10 77,94 0,931
Basmati 5,0060 10 74,51 0,889 0,91 0,02
natural 5,0026 10 75,83 0,906
Cervena 5,0028 25 69,31 1:15 33,019
jasminova 5,0037 25 66,76 1:15 31,759 32,26 0,54
ryze 5,0030 25 67,27 1:15 32,014
Bio 5,0022 25 30,56 0,872
pSenice 5,0074 25 32,72 0,937 0,90 0,03
Cervend 5,0052 25 31,36 0,896
Kamut 5,0086 10 25,54 0,287
zrno 5,0085 10 26,46 0,298 0,29 0,00
bio 5,0081 10 25,93 0,291
Cerna 5,0017 25 42,87 1:15 20,012
ryze 5,0034 25 44,75 1:15 20,929 20,35 0,41
Natural 5,0022 25 43,05 1:15 20,098
Psenice 5,0031 15 23,01 0,384
Spalda 5,0026 15 21,86 0,363 0,37 0,01
5,0030 15 22,28 0,370
PSenice 5,0030 15 26,65 0,451
0zima 5,0031 15 26,08 0,440 0,44 0,00
5,0028 15 26,17 0,442
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Analyzou obilnych vzorkl extrahovanych 24 hodin extrakéni smési metanol:voda byl
nejvyssi obsah antioxidantl stanoven u ervené jasminové ryze (32,26 pumol.g” + 0,54),
dale u Cervené ryze natural 22,00 umol.g'1 + 0,55). Taktéz vysoké mnozstvi antioxidant
se pohybovalo v barevnych vzorcich ryZze ¢erné KhawDam a ryze ¢erné natural. Nejnizsi
obsah antioxidantli obsahovala bio mlétna ryze (0,24 pmol.g™ + 0,01), kamut zrno
bio (0,29 pmol.g™* + 0,00), a ryze Lagris (0,30 umol.g™ + 0,00). U vyjadieni antioxida¢ni

aktivity se vzdy jedna o pumol troloxu na 1 g obiloviny.
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Tabulka 5 Hodinova extrakce smési metanol:voda v ultrazvuku

VZOREK | Navazka | Metanol | Ubytek | fedéni Antiox. @ Antiox. Smérodatna
(9) (ml) A (%) aktivita aktivita odchylka
(umol.g™) | (umol.g™)
Lagris 5,0059 10 33,41 0,384
dlouhozrnna | 5,0030 10 32,48 0,372 0,38 0,00
ryze 5,0037 10 32,93 0,378
Biolinie 5,0026 25 49,31 1:15 23,178
dervena 5,0048 25 47,22 1:15 22,139 22,74 0,44
ryze 5,0035 25 48,73 1:15 22,888
Natural 5,0069 25 49,77 1:10 16,076
dervena 5,0086 25 50,85 1:10 16,436 16,21 0,16
ryze 5,0071 25 49,89 1:10 16,116
Bio 5,0084 10 42,25 0,492
mlécna 5,0038 10 40,69 0,473 0,48 0,01
kulatozrnna | 5,0042 10 41,93 0,489
KhawDam 5,0036 25 47,55 1:14 20,913
derna 5,0034 25 47,45 1:14 20,867 20,99 0,14
ryze 5,0030 25 48,12 1:14 21,178
Hnéda 5,0013 10 34,03 1:4 1,958
jasminova 5,0025 10 32,56 1:4 1,867 1,92 0,04
ryze 5,0021 10 33,49 1:4 1,924
5,0028 10 29,93 1.5 2,046
Griinkern 5,0034 10 30,93 1.5 2,079 2,06 0,01
5,0030 10 30,15 1.5 2,062
5,0028 25 27,70 1:5 4,703
Lila Reis 5,0037 25 28,47 1.5 4,844 4,76 0,06
5,0030 25 27,93 1.5 4,745
5,0006 10 33,14 1:4 1,903
Basmati 5,0025 10 35,69 1:4 2,059 1,98 0,06
natural 5,0010 10 34,12 1:4 1,963
Cervena 5,0015 25 41,08 1:15 19,131
jasminova 5,0023 25 43,63 1:15 20,383 19,87 0,54
ryze 5,0020 25 43,05 1:15 20,099
Bio 5,0029 25 37,19 1,076
pSenice 5,0010 25 35,96 1,038 1,05 0,02
dervena 5,0015 25 36,23 1,046
Kamut 5,0030 10 51,33 0,604
Zrno 5,0031 10 52,24 0,615 0,61 0,00
bio 5,0028 10 51,76 0,609
Cerna 5,0039 25 52,12 1:15 24,554
ryze 5,0028 25 51,29 1:15 24,151 24,36 0,16
Natural 5,0032 25 51,73 1:15 24,366
PSenice 5,0032 15 36,71 0,667
Spalda 5,0030 15 35,99 0,623 0,64 0,02
5,0037 15 36,11 0,625
Psenice 5,0028 15 40,74 0,711
0zima 5,0027 15 41,26 0,720 0,72 0,00
5,0022 15 40,93 0,715
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Hodinovou extrakci vzorkt v ultrazvuku smési metanol:voda, nejvyssi obsah antioxidanti
vykazovala ryze Gerna natural (24,36 pmol.g™ + 0,16), druhy nejvyssi obsah antioxidantil
byl naméfen ve vzorku cCervené ryze biolinie, kde obsah antioxidaéni aktivity
&inil (22,74 pmol.g™ + 0,44). Hodnota kolem 20 pmol.g™ byla naméfena u erné ryze
KhawDam a cervené ryze jasminové. Velmi nizké obsahy obsahovala opét dlouhozrnna
ryze Lagris (0,38 pmol.g™ + 0,00) a bio mléénd kulatozrmna ryze s hodnotou
0,48 pmol.g™ + 0,01).

v

ve vSech ptipadech extrakce vykazuje dlouhozrnna ryze Lagris, jejiz antioxidacni aktivita
se pohybuje v rozmezi hodnot 0,20 — 0,46 pmol.g™". Druhou nejnizs§i antioxidaéni aktivitu
vykazovala bio mlééna ryze 024 — 0,63 pmolg”’. Divodem nizkého obsahu
antioxidac¢nich latek je absence obalovych vrstev, které pravé jsou na antioxidanty bohaté,
jak uvadi autofi IvaniSova et al. (2012) [70]. Tyto ryze také neobsahuji barviva, ktera
pfispivaji k antioxidacnimu u€inku. Nizké mnozstvi antioxidantli obsahovala také pSenice
$palda (0,37 pmol.g™+ 0,01), dale pSenice ozimé s hodnotami 0,44 umol.g™. Takto nizké
hodnoty se vyskytovaly u tohoto vzorku v piipadé ultrazvukové extrakce smési
metanol:voda. Nejvyssi obsahy antioxidantl a tudiz i nejvyssi hodnoty antioxidantd byly
naméfeny u barevnych druhti ryze. K antioxida¢ni aktivité¢ téchto vzorkli z velké miry
pfispiva obsah antokyanovych barviv. Je nutno zminit, Ze pfi extrakci téchto vzorkl
ve 25 ml extrakéniho cinidla bylo nutno vzorek jest¢ natedit pfislusnym extrakénim
¢inidlem, pouzitym pfii téze extrakci. Vysoké poméry fedéni 1:15 bylo pouzito u vzorki
napf. biolinie Cervend ryze, KhawDam ryze Cerna, Cerna ryze natural a Cervend ryze
jasminova. U bezbarvych vzorkl v pfevaznych ptipadech fedéni nebylo nutné. Nejvyssi
obsah antioxidantii byl obsazen ve vzorku ¢ervené jasminové ryze pii 24 hodinové extrakci
metanolem. Obsah antioxidantd Cinil 36,58 umol.g'1 + 0,21. Pii téze extrakci se vysoké
hodnoty pohybovaly u ¢erné ryze KhawDam (34,28 umol.g'1 + 0,29) a u ryze Cervené
biolinie (20,87 pmol.g” + 0,27). Cerna ryze KhawDam je ryZe neloupan4, &ili obsahuje
obalové vrstvy, takze se predpoklada, Ze tato ryze na mnozstvi antioxidanti bude bohata.
V ptipadé ultrazvukové extrakce smési se vysoké hodnoty antioxidantii pohybovaly
u cervené jasminové ryze, mnozstvi antioxidanti zde c¢inilo 32,26 umol.g'1 + 0,54,
u Gervené ryze natural (22,00 pmol.g® + 0,55) a u ryze Cerné natural, kde obsah

antioxidantd ¢inil 20,35 pmol.g™ + 0,41.
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Graf 2 Ukazkovy sloupcovy graf zavislosti antioxidaéni aktivity na vzorku v piipadé 24

hodinové extrakce metanolem a hodinové extrakce metanolem v ultrazvuku

M 24 h. extrakce smési

= 1 h. extrakce smési v ultrazvuku

Antioxidacni aktivita (umol.g)

Analyzované vzorky

Graf 3 Ukazkovy sloupcovy graf zavislosti antioxidaéni aktivity na vzorku v piipadé 24

hodinové extrakce smesi a hodinové extrakce smési v ultrazvuku

Z grafu 2 vyplyva, Ze nejvys$si obsah antioxidanti byl ziskan 24 hodinovou extrakci
metanolem, naopak z grafu 3 byla nejvyssi vytéznost antioxidantli ziskana hodinovou

extrakei smési v ultrazvuku.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 68

7.4 Porovnani vysledkii a hodnoty antioxidac¢ni aktivity uvedené

v odbornych ¢lancich

Vysledky namétené v této diplomové praci byly obrazné porovnany s hodnotami, které
uvadéji autofi jinych odbornych ¢lanka. Napft. procentualni tibytek absorbance etanolovych
extraktti raznych druhi obilovin naméfeny od autorti IvaniSova et al., (2012) u pSenice
Spaldy se pohyboval v rozmezi 14 — 22 % [70], mnou naméfeny ubytek metanolového
extraktu se pohyboval mezi 21,86 — 37,98 %. Vys$i procentualni ubytek mohl byt
zpusoben rozdilnym extrakénim ¢inidlem. Ubytek absorbance u jeémene ¢inil 20 — 26 %,
u zita 13 — 15 %, u ovsa 14 — 16 % a u triticale 13 — 18 %. Vyssi aktivity extraktl byly
naméfeny v otrubach. Autofi Lacko-BartoSova a Kobida (2013), ktefi se zabyvali
stanovenim obsahu polyfenoli a antioxidacni aktivity u pSenice zimni naméfily tbytek
absorbance u metanolového extraktu pSenicné mouky 23,26 %, u celozrnné mouky
49,57 % a u pSeni¢nych otrub ubytek absorbance ¢inil 76,47 % [71]. Procentualni ubytek
metanolovych extraktli psSenice Spaldy, ozimé a bio ¢ervené namétené v diplomové praci
se pohyboval kolem 31,32 — 51,73 %. Ve ¢lanku El-Sayed et al (2008) je pramérna
antioxidac¢ni aktivita u pSenice Spaldy 3,03 — 3,17 umol.g'1 [79]. Naméfené hodnoty této
diplomové prace pievySuji az desetinasobek téchto hodnot. Dliivodem je rtizné zpracovani
a odrudy vzorkid. U autord Ragaee et al. (2006), ktefi se zabyvali antioxida¢ni aktivitou
u vybranych obilovin, antioxida¢ni aktivita u pSenice Cinila 4,13 — 4,33 ;,Lmol.g'l,
u je¢mene 21,00 pmol.g™+ 0,83, u prosa 28,83 umol.g™ + 0,67, u &roku 12,17 pmol.g™
+ 0,50 a u zita 195,8 ],Lmol.g'li 8,82. Je nutno zminit Ze métfeni reakéni smési bylo
provedeno po 10 minutach a jako standard byl pouzit BHT [80]. Procentualni tbytek
absorbance hnédé ryze extrahované ve vodném roztoku metanolu (1:10), jak uvadi Butsat
a Siriamornpun (2010), se pohybuje v rozmezi 37,5 — 68,0 % [81]. Vysledky diplomové
prace u hnédé ryze, taktéz extrahované v extrakéni smési voda:metanol, se pohybovaly
v rozmezi 32,56 — 67,85 %. Namétené hodnoty u obou analyz jsou velmi podobné.
Qiu et al. (2009) udava hodnoty antioxida¢ni aktivity metanolovych extraktt u rtiznych
druh@i riizng zpracované ryze. Obsah antioxidagni aktivity u ryZe bilé je 1,59 umol.g™ + 4,
u ryze vafené 3,47 umol.g'1 a smés 3 vzorkil (ryze bild, Basmati a divoka ryze)
3,18 pmol.g™* + 2. Antioxida&ni aktivita je vztaZena na ekvivalentni mnozstvi troloxu [82].
Pasko et. al (2009) vypracovali studii, ktera uvadi hodnoty netradi¢nich cerealii
u amarantu 4,42 mmol ekv. troloxu. kg™ < 0,5, u quinoi 38,84 mmol ekv. troloxu.kg™
+ 1,63 [73].
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Hodnoty naméfené v ramci diplomové prace a hodnoty uvedené v odbornych ¢lancich jsou
z vétsi miry rozdilné. Rozdilnost spociva v rozlisném zpracovani a druhu vzorku, pouziti
jinych ¢inidel, a Casu, jak doby extrakce, tak doby pusobeni reakéni smési. DalSim
problémem pii srovnavani antioxidacni aktivity je krom¢ jiného srovnavaciho standardu
1 jina koncentrace pouzitych chemikalii DPPH, jind koncentrace standardd, taktéz rizné
pracovni postupy, riiznd extrakéni Cinidla a smési extrakénich ¢inidel. Dale je nutno
piihlédnout k délce extrakce a dobé, po kdy byla reakéni smés nechana reagovat
se vzorkem a poté méfena absorbance. DalSim problematickym c¢lankem je samotna
interpretace antioxida¢ni aktivity, tzn., uvadi se % ubytek absorbance, ekvivalent standardu

v molech na danou hmotnost vzorku, ¢i v mg na hmotnostni jednotku vzorku apod.
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ZAVER
V teoretické casti diplomové prace jsme se setkali s charakteristikou obilovin, vymezeni

pojmu antioxidacni aktivity a popisem metod slouZzicich ke stanoveni antioxidacni aktivity

se zamétenim na metodu DPPH a zéaroven jejim vyuzitim.

Cilem této diplomové prace bylo stanoveni antioxidacni aktivity ve vzorcich ryze
a netradi¢nich druzich pSenice. K analyze byla pouzita metoda DPPH, ktera je zalozena
na redukci radikilu DPPHe za vzniku DPPH-H. Z naméfenych vysledku, uvedenych
Vv tabulkach nejvyssi antioxidacni aktivitu vykazovaly vzorky barevné, pfiCemz nejvyssi
obsah antioxidanti obsahoval metanolovy extrakt pii 24 hodinové extrakci u Cervené ryze
jasminové. Obsah antioxidanti byl 36,58 pmol.g™ £ 0,21. Jako standard byl pouzit trolox.
Vysoky obsah antioxidantli vykazovaly barevné vzorky vcetné¢ cerné ryze KhawDam,
cerné ryze natural a Cervenych vzorkl ryze natural a biolinie. VSechny tyto vzorky byly
extrahovany ve 25 ml metanolu ¢i extrakéni smési metanol:voda. Z divodu vysokych

obsahtl antioxidanti musely byt jesté zfedény pouzitym extrakénim Cinidlem.

U nebarevnych vzorkii byl vSak problém opaény. Z divodu velmi nizkych koncentraci
byla extrakce provedena v 10 ml extrakéniho &inidla. Redéni téchto vzorkil nutné nebylo.
Nejniz8i obsah vykazoval metanolovy extrakt ultrazvukem u dlouhozrnné ryze Lagris.
I ptes to, Ze ryZze byla extrahovana v 10 ml extrakéniho ¢inidla, obsah antioxidantd ¢inil
pouze 0,20 pmol.g™ + 0,00. Velmi nizky obsah antioxidagni aktivity bal také naméien
u bio mlécné kulatozrnné ryze a u kamutu. Mnozstvi antioxidantd téchto vzorkl

neptesahovalo 0,5 umol.g'l.

Ze sloupcovych grafi sestavenych na zakladé zavislosti antioxidagni aktivity v pmol.g™
na druhu analyzovaného vzorku je viditelné, Ze nejvyssi vytézek antioxidant vykazovala

24 hodinova extrakce metanolem a hodinova extrakce smési v ultrazvuku.

Vyznamné mnozstvi antioxidanti bylo zjiSténo nejen v cerealiich a vyrobcich z nich,
ale také v Siroké Skéle ovoce, zeleniny a jinych potravin. Antioxidanty se jiz v malych
koncentracich podili na ochran¢ lidského organizmu proti procesu zvanym oxidace,
zpomaluji starnuti bunék a ptizniveé se uplatiuji na eliminaci krevniho cukru, cholesterolu,
srdeCnich onemocnéni, rozvoje rakoviny aj. TudiZ vyS$Sim piijjmem té€chto netradiCnich

obilovin mizeme ziskat pestiejsi stravu i S vy$§im obsahem antioxidanta.
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ABTS (2,2-azinobis(3-etyl-2,3- dihydrobenzotiazol-6-sulfonat))
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BHT Butylhadroxytoluen

DMPD (N,N-dimethyl-1,4-diaminobenzen)

DPPH 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

EC Effective Concentracion

FRAP Ferric Reduction Ability of Plasma
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