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ABSTRAKT

Teoretickd cast prace se veénuje zadkladnimu chemickému slozeni milicky habesské
(Eragrostis tef L.) a jejim moznostem technologického vyuziti. V rdmci experimentalni ¢asti
bylo provedeno stanoveni obsahu vlhkosti, popele, lipidd, bilkovin, Skrobu, hrubé vlakniny
a stanoventi stravitelnosti. Déle byl stanoven celkovy obsah flavonoidd, polyfenold, antioxi-
dacni aktivita metodou s ABTS a s DPPH a stanoveni vybranych polyfenolickych latek me-
todou HPLC. U hnédych zrn se voln¢ nachazeji ve vyssi koncentraci trans-p-kumarova, fe-
rulova a protokatechinova kyselina, ve vazané form¢ ve vyssi koncentraci prevlada kyselina

ferulova, katechin a kvercetin.

Kli¢ova slova: mili¢ka habesska, Eragrostis tef, hruba vlaknina, stravitelnost, flavonoidy,

polyfenoly, HPLC.

ABSTRACT

The theoretical part deals with the basic chemical composition of Teff (Eragrostis tef L.)
and its potentials of technological applications. The aim of experimental part was executed
by determination of moisture content, ash, lipid, protein, starch, crude fiber and determina-
tion of the digestibility. The total content of flavonoids, polyphenols, antioxidant activity
using the ABTS and DPPH and determination of selected polyphenols by HPLC was also
determined. In brown grains are freely located in the higher concentration of trans-p-couma-
ric, ferulic acid proto-catechins, in bonded form in higher concentration prevails ferulic acid,

catechin and quercetin.

Keywords: Eragrostis tef, crude fiber, digestibility, flavonoids, polyphenols, HPLC.
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UvVOD

Milicka habesSské (Eragrostis tef) je tropicka samosprasna obilovina, kterou je mozno pés-

wewvr

kde péstovani ostatnich obilovin selhava.

Milicka je hlavni potravinova plodina zejména v Africe, konkrétn€ Etiopii a Eritrei. Je zpra-
covana do rtiznych potravin a napoju (chleba, kase, palacinky, suSenky, kolace, smazené
pokrmy, polévky, pudinky atd.). Milicka je také péstovana v Bolivii, USA, Australii a Ho-
landsku.

Zrno je extrémné malé, presto se jedna o obilovinu s kvalitnim nutricnim slozenim, je pte-
dev$im bohatym zdrojem vlakniny. Diky tomu, Ze neobsahuje lepek, se stdva popularni pii-
sadou v mnoha zemich pro vyrobu bezlepkovych potravin a bezlepkovych pekarenskych
vyrobkd. V Ceské republice se jedna o jednu z nejnovéjich netradiénich obilovin, o jejimz
vyznamu se z hlediska nutricniho a technologického pfili§ nevi. Z tohoto divodu byla tato
obilovina analyzovana. Byly stanoveny vybrané nutri¢ni parametry (obsah vlhhkosti, po-
pele, lipidi, bilkovin, hrubé vldkniny), stravitelnost, celkovy obsah flavonoidi a polyfenoli.
Déle byla stanovena antioxidac¢ni aktivita metodou s ABTS a DPPH a bylo provedeno sta-

noveni vybranych polyfenolickych latek metodou HPLC.
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I. TEORETICKA CAST
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1 MILICKA HABESSKA

Milicka habesska je fazena do kmene Eragrosteae, podskupiny Eragrostoidae, do ¢eledi
Poaceae (lipnicovité) [1,2]. Milicka je allotetraploid s mnozstvim deseti zdkladnich chro-
mozomu (2n=4x=40). Latinsky nazev milicky habesské je Eragrostis tef. Nejbliz§im ptibuz-
nym mili¢ky habesské je Eragrostis pilosa [3]. Milicka habesska se péstuje v uzkém geo-
grafickém pasmu, zatimco Eragrostis pilosa je rozsitena po tropickych a subtropickych ¢as-
tech svéta [4]. V Etiopii je milicka znama pod lidovym nazvem teff, které je odvozeno

z amharického jazyka ze slova ,lost*, souvisejici s malou velikosti zrna [2].

1.1 Puavod a rozsireni

Milic¢ka habesska je piivodné tropicka obilovina, kterd je povazovana za nejstarsi ptivodni
obilovinu domestikovanou v Africe. Je to endemit Etiopské vysociny, jehoz pocatky pésto-
rického rohu se mili¢ka péstuje nejméné 2000 let. M4 kli€¢ové misto v novodobé etiopské i
eritrejské kultute [6]. Eragrostis tef je jediny druh v rodu Eragrostis péstovany ptimo pro
lidskou spotfebu [7]. Konzumovéana jsou nékdy ale i zrna krmnych druhi, a to zejména v ob-
dobi nizké urody v ramci nepfiznivych klimatickych podminek na africkém kontinenté.
Jedna se o druhy Eragrostis cilianensis, Eragrostis ciliaris, Eragrostis curvula, Eragrostis
cylindriflora, Eragrostis gangetica, Eragrostis pilosa, Eragrostis tremola, Eragrostis tur-

gida [8].

V rodu Eragrostis pochazi 43 % druhi z Afriky, 18 % z Jizni Ameriky, 12 % z Asie, 10 %
z Austrélie, 9 % ze Stfedni Ameriky, 6 % ze Severni Ameriky a 2 % z Evropy [1,9].

Milicka je péstovana hlavné v Etiopii, v mensi mife také v Eritrei, na severu Keni. Je také
komer¢né péstovana v Jizni Africe, USA, Kanadé¢, Australii, Evropé (Nizozemsku) a Je-

menu. V Jizni Africe, Maroku, Australii, Indii a Pakistanu se péstuje jako krmna trava [8].

Dle barvy obalovych vrstev se rozliSuji dva zakladni druhy — milicka bild (netch) a Cer-
vend/hnéda (gey), a poté je mozné je také misit (sergegna). Milicka bila zraje pomaleji a je
v nékterych Castech Etiopie, coz se odrazi na jeji vyssi vykupni cené. Mili¢ka Cervend/hnéda
zraje rychleji a v Etiopii je primarné péstovana hlavné jako krmivo. Jeji barva je ovlivnéna

vyssim podilem polyfenolil a tfislovin [10,11].
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Obr. & 1 Zrno mili¢ky bilé a hnddé [12].

1.2 Popis a stavba rostliny

Milic¢ka je jednoleta trava rostouci v trsech do vysky 25 — 135 cm v zévislosti na piidnich a
environmentalnich podminkach. Zrno milicky je velmi malé, délka je v rozmezi 1,0 — 1,7
mm a $itka 0,6 — 1,0 mm. Jedno zrno pSenice vazi obvykle stejné jako 150 zrn milicky ha-
besské. Barva zrna mili¢ky je velmi rozmanita a mize byt od svétle bilé az po svétle a tmavé

hnédou s Cervenymi a fialovymi odstiny [13].

Obilka ma ovalny tvar, shora doli ji prochazi ryha. Na jednom konci se nachézi zarodek, na
opacném konci n€kolik vlaski. Obilku tvofii tfi hlavni ¢asti, a to obalové vrstvy, endosperm
a zarodek. Jednotlivé zastoupeni ¢asti se 1i8i v zavislosti na botanickém druhu, odrad¢, pod-
minkach péstovani atd. Primérné plati, Ze z celkové hmotnosti zrna ptipada 83 — 89 % na

endosperm, 1,5 — 2,3 % na embryo a 8,0 — 14,5 % na obalové vrstvy.
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Obr. ¢.:2 Rostlina milicky habesské (1 — horni ¢ast kvétu, 2 — Cast kvétenstvi

s klasky) [14].

Endosperm tvofi vnitini ¢ast zrna. Jsou zde ulozeny zasobni latky — Skrob, ktery tvofi asi
dvé tfetiny endospermu a bilkoviny. Latky v endospermu slouzi jako zasobdrna pro vznik
nové rostliny a také maji podstatny technologicky vyznam. Mezi endospermem a obalovymi
vrstvami se nachazi aleuronové buiky, které tvoii pfiblizné 6,5 % hmotnosti zrna. Aleuron-
ovou vrstvu tvoii vrstva buné€k ve tvaru krychli, pro které je typicky vysoky podil bilkovin,
nikoli zasobnich. Déle se zde nachazi tuky, vitaminy a mineralni latky. Zarodek je ¢ast zrna
umoziujici vznik nové rostliny. Z vnéjsi ¢asti ho kryje oplodi a osemeni a Stitkem ptiléha
k endospermu. Stitek obsahuje az 33 % nezasobnich bilkovin. Obsahuje tuky, vitaminy roz-
pustné v tucich a vitaminy skupiny B. Obalové vrstvy se ¢leni na oplodi, osemeni a hyalino-
vou membranu. Jsou tvotreny vldkninou (celulé6zou a hemicelul6zami), mineralnimi latkami

jako je vapnik, Zelezo, hot¢ik, kiemik, fosfor. Jejich funkce je chranit obilku pfed vnéj$imi
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vlivy, zejména pak mechanickym a mikrobiologickym poskozenim. Vnitini obalové vrstvy

reguluji vlhkost endospermu [15].

Obr. ¢.: 3 Mikroskopické znazornéni podélného fezu zrna [10].

Kotenovy systém milicky je mélky, vldknity a rozmanity [12]. Stébla milicky jsou tenka,
vzpiimena a lysa. Pochvy listu jsou hladké, lysé a vyrazné krat$i nez internodia. Kvétenstvi
je typu lata, dlouhé 10 — 40 cm. Je oboupohlavni, obsahuje tedy jak pestiky, tak i ty¢inky.
Kvitka na kazdém klasku jsou tvofeny tfemi prasniky, dvéma bliznami a dvéma luzky, které

podporuji otevieni kvétu [16].
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1.3 Péstovani a vynos

V Etiopii je milicka péstovana jako hlavni plodina pro lidskou vyzivu i krmeni dobytka.
Predstavuje také zalozni zdroj v pripad¢ krize ¢i nedostatku obilovin jako je kukufice, ¢irok
nebo psenice. Milicka je péstovana jednak z diivodu vysoké vykupni ceny, rychlého ristu,
ktery potlacuje vznik vétSiny plevelt a také diky brzké sklizni [17]. Zaujima zde nejvétsi
podil osevni plochy. Je péstovana na 2,1 mil. ha a pokryva 28 % z celkové plochy péstova-
nych obilovin [18]. Jeji produktivita se v poslednich deseti letech zvysila o 30 %. V Etiopii
je spolu s kukufici, ¢irokem a pSenici nejp€stovanéjsi obilovinou [19]. V poslednich letech
se milicka habesska stavéa predmétem genového vyzkumu v Etiopii i mimo jeji izemi. Cilem

je zlepSeni jeji produktivity a odstranéni problémil spojené s jejim péstovanim [20].

Tabulka ¢.: 1 Obdélavana puda, celkova produkce, vynos zrna obilovin péstovanych

v Etiopii (praiméry dvou let z obdobi 2009/2010) [21].

Plodina Obdélavana pida Celkova produkce obilovin Vynos
milion ha % milion t % (tha™)
Milicka 2,59 28,14 3,18 20,47 1,228
Kukuftice 1,77 19,22 3,90 25,09 2,199
Psenice 1,68 18,23 3,08 19,80 1,827
Cirok 1,62 17,53 2,97 19,13 1,421
Je¢men 1,13 12,30 1,75 11,27 1,550
Proso 0,37 4,00 0,52 3,37 1,421
Oves 0,02 0,26 0,03 0,21 1,375
Ryze 0,05 0,52 0,10 0,66 2,160
Celkem 9,23 100,00 15,53 100,00 -

Milicka je spolehlivou obilovinou i v pfipadé nepiedvidatelného podnebi, zejména sucha. Je
odoln4, i co se tyce pestovani v horskych oblastech a péstovani milicky je jiz postupné za-
vadéno 1 do vyssich poloh, jakozto budouci ptinos pro hospodatstvi venkova [16]. Bila mi-
licka je péstovana v nadmotské vysce 1 800 — 2 400 m, zatimco milicka hnéda mize byt
péstovana i v nadmotské vySce nad 2 400 m. Optimalni teplota pro rist se pohybuje v roz-

mezi 25 — 28 °C [22].
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Velmi rané typy mili¢ky se sklizi jiz po 45 — 60 dnech, rané typy po 60 — 120 dnech a pozdni
typy do 160 dnl. Limitujicimi faktory ovlivitujicimi vynos jsou méalo urodné ptdy, prede-
v$im nedostatek zivin jako je dusik a fosfor. Dale také nedostate¢né zpracovani a obdélavani
pudy s moznym vyskytem pleveli [23]. Zrno je velmi snadno ukladano a ptezije 1 nékolik
let v béznych skladech bez poskozeni hmyzem. Hlavnim problémem pii sklizni je mala ve-
likost zrna [24]. Slama po vymléaceni zrna se nazyva ch'ed a je vyznamnym zdrojem krmiva

pro zvitata, ptredevsim v obdobi sucha [11].

1.4 Uziti v potravinarském pramyslu

Komeréni péstovani mili¢ky se rozsitilo naptiklad i do Spojenych stath americkych, nebot’
vzrostla poptavka od Etiopani, Eritrejcti a Somalci, zijicich mimo africky kontinent. V Ev-
ropé a Spojenych statech doslo k obeznameni s etiopskou kuchyni prosttednictvim vznika-
jicich etiopskych restauraci. Diky dobré rovnovaze aminokyselin, vysokému obsahu Zeleza,
vapniku a zinku je milicka vhodnou dietetickou surovinou. Absence lepku zarucuje jeji
vhodnost pro pacienty trpici onemocnénim celiakie. Vyhodou je také pomalé uvolnovani

sacharidovych slozek, coz je vhodné pro pacienty trpici onemocnénim diabetes.

Milicka ma také dobré predpoklady pro jeji zabudovani do produkti, které slouzi jako za-
hustovadla polévek a omacek, ¢imZ nahrazuje pSeni¢ny Skrob. Kviili jeji mirné sladkosti je
vhodné pouzit ji na ptipravu kasi, paladinek, vdolkil, suSenek, kolact a pudinkii [24,25].
Zrno mili¢ky se rozemele na mouku pro vyrobu tradi¢nich africkych pokrmd, jako je injera,
sladky nekvaseny chléb (kitta), kase a alkoholické napoje. Zrna jsou ociSténa a nasledné
susena, bud’ tradi¢nim zptisobem na kladivovém mlynku nebo na mlynku pohdnéném elek-
trickou energii. Zrno se sype do centralniho otvoru a spadd mezi dva mlynské kameny, kde
dochézi k pomleti. Ziskanym produktem je tedy mouka rozemletd z celého zrna, spravné

oznaceni by spiSe znélo jako Srot z milicky [10].

1.4.1 Injera

V Etiopii je injera zakladni potravinou. Injera miize byt vyrobena z mili¢ky bilé, Cervené 1
hnédé, coz se odrazi i ve vysledném obsahu kalorii, bilkovin, sacharidii, fosforu a dalSich
slozek. Jedna se o plochy fermentovany chléb, pro jehoz vyrobu je typické pouzit prave

mouku z mili¢ky, z diivodu jeji vyssi nutri¢ni hodnoty ve srovnani s ostatnimi obilovinami
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jako je pSenice, jeCmen, Cirok, kukufice nebo ryze. Injera se ptipravuje smichanim zaklad-
nich slozek, kterymi je mouka a voda v poméru 1:1. Na fermentaci se podileji bakterie mléc-
ného kvaseni, rody Leuconostoc, Streptococcus, Pediococcus a Lactobacillus. Déle kva-
sinky rodu Saccharomyces, Torulopsis a Candida a plisn& rodu Pullaria, Aspergillus, Peni-
cillium. Dochazi k ptirozené fermentaci, ktera trva asi 24 — 72 hodin v zavislosti na okolni
teploté, nebo miize byt zahdjena ptidanim startovacich kultur z predchozi davky fermentace,
tzv. irsho. Tésto se vafi nékolik minut ve vrouci vodég, ¢imz je zajiSténa spravna struktura a
konzistence. Poté se chléb pece a pies noc susi pfi teploté 40 °C. Injera je obvykle konzu-

movana s masem, zeleninou a lusténinami [10,26,27].

Obr. ¢.: 4 Injera [28].
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2 CHEMICKE SLOZENI

Milicka habesska je zpracovavana a nasledn¢ konzumovana jako celé zrno, vcetné obalo-
vych vrstev. Z tohoto divodu ma i vyssi nutri¢ni kvalitu oproti ostatnim hlavnim obilovi-

nam, tedy pSenici, je¢meni a kukufici [29].

Skrob mili¢ky je zvolna stravitelny a tudiz ma nizky glykemicky index. Zrno milicky ma
priznivé sloZzeni aminokyselin, je dobrym zdrojem nenasycenych mastnych kyselin a neob-
sahuje lepek. Je tedy mozné jeho uziti k vyrobé bezlepkového peciva pro pacienty trpici
celiakii. Predstavuje také bohaty zdroj mineralnich latek, zejména zeleza a vapniku. Vysoky
obsah vlakniny a relativn¢ dobry obsah fotochemikalii ¢ini mili¢ku dobrym kandidatem pro
funkéni potraviny podporujici zdravi a prevenci onemocnéni, jako je diabetes, chudokrev-

nost a osteroporoza [30].

Chemické slozeni mouky milicky hnédé a bilé je v nasledujici tabulce €. 2 srovnano s dalSimi

obilovinami kultivovanymi v Etiopii, jako je pSenice a ryze.

Tabulka ¢.: 2 Chemické sloZzeni mouky z milicky, pSenice a ryze [25].

Vlhkost | Bilkoviny | Popel | Lipidy | Sacharidy | Skrob Amyloza
(%) (%) (%) (%) (%) (%0) | (%0 ze Skrobu)
Milicka
10,5 8,9 2,71 2,84 85,6 75,5 21,6
hnéda
Milicka
10,3 10,5 3,52 2,63 83,4 74,0 21,8
bila
PSenice | 12,1 12,7 0,69 1,47 85,1 78,8 23,2
Ryze 12,2 7,8 0,67 1,35 90,5 87,7 21,7

2.1 Sacharidy

Obsah sacharidii v zrné€ se mize vyznamné lisit v zavislosti na lokalnich ptidach, klimatic-
kych podminkach a agronomickych technologiich. Obsah volnych cukrii v obilce je asi 1 —
4 %, v dobé kliceni se jejich obsah zvySuje. Do mouky se jich dostavd velmi malo, maxi-

maln¢ 3 %. Monosacharidy (arabindza, xyldza, glukéza, fruktoza, galaktéza) a disacharidy
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(sachar6za, maltdza) jsou pfitomny predevsim v klicku, kde sehravaji vyznamnou biologic-
kou funkci. Sachar6za a maltoza jsou zastoupeny ve velmi nizkych koncentracich. Trisacha-
rid rafindza je pfitomen v klicku. Ve 100 g mouky milicky habesské je pocet stravitelnych
sacharidt 59 g, coz odpovida 67 % susiny [15,31].

vvvvvv

logické vlastnosti vyrobku. Jejich funkce je zasobni a stavebni [15,32,33]. Mezi neskrobové
polysacharidy vyskytujici se v zrnu patii celul6za, hemicelulozy, pentdzany, B-glukany. Ce-
luléza je zakladem vlakniny, kterd je dileZitou soucésti potravy a ma ptiznivy ucinek na
zdravi. Dalsi polysacharidy tvofici vldkninu jsou hemiceluldzy, pektin, chitin, rostlinné
gumy a slizy. Vldknina je také tvofena oligosacharidy, rezistentnimi Skroby, modifikovanou

celulézou, ligninem a doprovodnymi latkami [15,32,34,35].

Vlékninu lze délit na nerozpustnou a rozpustnou, i kdyz je to ponékud zavadéjici terminolo-

gie. Nerozpustnou vlakninu tvofi pfevazné celuldza, nékteré typy hemiceluloz a lignin [35].

Tabulka ¢.: 3 Obsah vlakniny ve 100 g vzorku mouky vybranych obilovin [31].

Amarant | Pohanka | Zito | Milicka | Quinoa | PSenice

Nerozpustna vldknina

7,91 5,81 7,81 6,52 9,13 1,28
[2.100 g'']
Rozpustna vlaknina
5,66 6,12 4,42 4,23 5,37 0,91
[2.100 g']

Celkovy obsah vlakniny 13,57 11,94 12,23 10,74 14,5 2,19

Nejdiilezit&jsim polysacharidem je $krob, ktery tvoii az 73 % hmotnosti suchého zrna. Skro-
bové zrna milicky jsou tvofena nesourodou smési polygonalnich jednoduchych drobnych
granuli o rozmérech 2 — 6 pm, ovSem v porovnani s amarantem, quinoou a ryZzi jsou granule
vétsi. Granule Skrobu jsou tvofeny rozvétvenymi frakcemi amylopektinu a linearnimi frak-
cemi amylozy. Teplota mazovaténi Skrobu milicky se pohybuje v rozmezi 68 — 80 °C a pfilis
se neli§i od ostatnich obilovin. Skrob je schopen gelovatét a diky tomu je piddvan do mnoha
potravinatskych produktl, kde ovliviiuje jejich viskozitu a texturu [10,36,37]. V nasledujici

tabulce €. 4 je uveden obsah Skrobu mili¢ky a ostatnich obilovin.
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Tabulka ¢.: 4 Obsah celkového Skrobu a amylézy ve vybranych obilovinach [37].

Celkovy $krob [g.100 g'!] Amyloza [% ze Skrobu]

Milicka 57,77 19,72
Psenice 68,06 21,10
Ryze 77,52 21,38
Oves 69,38 20,42
Quinoa 48,88 4,62
Pohanka 61,35 15,95
Cirok 73,20 18,18
Kukufice 71,52 22,91

2.2 Bilkoviny

Technologickou kvalitu zrna ovliviiuji mimo Skrobu také obsah a vlastnosti bilkovin. Dle
Osbornova délenti, které je zaloZeno na rozpustnosti, 1ze bilkoviny rozdé&lit na ¢tyfi zékladni

frakce:

e albuminy rozpustné ve vode,
e globuliny rozpustné v solnych roztocich,
e prolaminy rozpustné v 70 — 90 % alkoholu,

e gluteliny rozpustné ve zfedénych roztocich kyselin a zésad [15].

V mili¢ce habeSské se obsah bilkovin pohybuje v rozmezi 8,7 — 11,0 % [36]. Hlavnimi za-
sobnimi bilkovinami jsou gluteliny (44,55 %) a albuminy (36,60 %). Tyto typy bilkovin jsou
vSeobecné uznavany jako vysoce stravitelné [10]. Prolaminy jsou zastoupeny v mnoZstvi
11,8 % a globuliny v mnozstvi 6,7 % [8]. Prolaminy mili¢ky ve srovnani s prolaminy ¢iroku

jsou vice hydrofilni, méné& polymerizované a maji nizsi tepelnou stabilitu [38].

Molekuly proteini jsou tvofeny rtizné dlouhymi fetézci aminokyselin, které jsou vzajemné
spojeny peptidovou vazbou [39]. SloZeni aminokyselin v milicce je dobfe vyvazené. Lyzin,
hlavni limitujici aminokyselina v obilovinach, je zde zastoupen v relativné vysoké koncen-
traci. Nejvice zastoupenymi aminokyselinami jsou kyselina glutamova, alanin, prolin, kyse-
lina asparagova, leucin a valin [10]. V porovnani s ostatnimi obilovinami je v milicce vyssi
obsah izoleucinu, leucinu, valinu, tyrozinu, treoninu, metioninu, fenylalaninu, argininu, ala-

ninu a histidinu [30].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 23
Tabulka ¢.: 5 Slozeni aminokyselin milicky v porovnani s ostatnimi obilovinami [10].
AMK [gV 16,8 g N] Milicka | PsSenice Ryze Cirok JeCmen

Alanin 10,1 3,5 55 1,5 4,5

Arginin 5,1 3,5 8,5 0,6 4,7

Asparagin a kyselina asparagova 6,4 5,1 9,0 - 4,6
Cystein 2,5 2,4 1,8 0,3 2,2
Glutamin a kyselina glutamova 21,8 29,5 17,0 - 18,8
Glycin 3,1 4,0 4,5 0,5 3,3

Histidin 3,2 2,1 2,3 0,3 2,1

Izoleucin 4,1 3,7 4,5 0,6 3,6

Leucin 8,5 7,0 8,2 2,1 6,7

Lyzin 3,7 2,0 3,7 0,3 3,4

Metionin 4,1 1,5 2,7 0,3 1,7
Fenylalanin 5,7 4.9 5,5 0,9 5,1

Prolin 8,2 10,1 5,0 1.3 9.6

Serin 4,1 5,0 5,0 0,8 3,5

Treonin 4,3 2,7 3,7 0,5 33

Tryptofan 1,3 1,1 1,2 0,2 1,5

Tyrozin 3,8 2,3 5,2 0,7 3,1

Valin 5,46 4,1 6,0 0,8 5,0

2.3 Lipidy

Obsah lipidii v obili je velmi nizky, pfesto jsou vyznamnym zdrojem esencialnich mastnych
kyselin a ovliviiuji kvalitu potravin. Jejich pfitomnost v mouce zpisobuje jeji zluknuti spo-
jené s neptijemnym zapachem. Zrno milicky ve 100 g obsahuje primérné 2,38 % lipidd,
z ¢ehoz nasycené mastné kyseliny tvoti 0,45 %, monoenové kyseliny 0,59 % a polyenové
1,07 %. Z ostatnich obilovin je nejvice lipidii zastoupeno v ovsu (6,9 %), kukufici (4,9 %),

prosu (4,2 %) a ciroku (3,4 %) [10,37].
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Tabulka ¢.: 6 Slozeni mastnych kyselin v zrnu mili¢ky v porovnani s ostatnimi

obilovinami, uvedeno v % [30].

Mili¢ka | Kukufice | Cirok | PSenice Ryze
Obsah lipidi [%] 2,5 4,9 3.9 2,0 2,2
Polyenové mastné kyseliny 1,1 1,8 1,4 0,5 0,8
Linolova (LA) 0,9 1,7 1,3 0,5 0,78
a-linolenové kyselina (ALA) 0,14 0,05 0,07 0,03 0,03
Pomér LA:ALA 7:1 34:1 20:1 17:1 26:1

2.4 Mineralni latky

Popel je anorganicky zbytek ziskany spalenim obilky, je ukazatelem obsahu mineralnich

latek. Nejvice je jich zastoupeno v obalovych vrstvach, nejméné v endospermu [39]. Mnoz-

stvi popele milicky habesské se v pruméru pohybuje v rozmezi 2 az 3 %. Je bohata piede-

v§im na Zelezo, véapnik, draslik a fosfor [36]. Zejména je bohatd na Zelezo. Obsah mineral-

nich latek oproti pSenici, jeémenu a ¢iroku je tedy az trojnasobny. Zrno milic¢ky je celé ro-

zemleto na mouku, pfi¢emz vétSina mineralnich latek piechazi do zpracovanych potravin.

Vysoka dostupnost Zeleza mé za nasledek nizkou frekvenci vyskytu anémie u obyvatelstva

Etiopie [13].
Tabulka ¢&.: 7 Obsah popela v % a obsah mineralnich latek v mouce v mg.kg’!
[37].
Milicka | PSenice | RyZe | Oves | Quinoa | Pohanka | Cirok | Kukufice
Popel 2,2 0,9 0,5 0,8 2,4 1,7 1,0 0,4
Ca 1543,0 | 1797,7 | 50,7 | 224,3 | 4973 148,2 97,6 33,2
Mg | 1689,7 | 244,0 | 338,0 | 392,7 | 2299,0 1736,0 849,7 315,7
Na 59,8 38,1 15,1 16,7 37,0 10,8 4,9 4,8
K 3827,7 | 1520,3 | 973,7 | 1743,7 | 5537,7 | 4022,7 | 2581,0 487,0
Fe 85,3 13,4 6,0 16,4 53,5 28,5 26,7 9,1
Cu 9,3 1,51 2,2 2,7 7,7 5,1 1,8 0,9
Mn 34,5 8,3 7,3 27,7 13,5 11,8 11,3 1,5
Zn 41,5 7,6 17,8 11,3 32,8 18,8 10,0 6,6
Cr 481,0 825,6 | 350,6 | 670,0 | 433,8 144,0 402,8 4842
P 3617,0 | 908,7 | 954,7 | 1476,0 | 4415,7 | 2787,0 | 1631,0 813,7
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V tabulce c¢islo 8 je zobrazeno zastoupeni hlavnich mineralnich latek v zrnu milic¢ky bilé,

cervené a smisSené a jejich mnozstvi v tradicné ptipravovanych africkych pokrmech.

Tabulka ¢.: 8 Obsah zinku, Zeleza, vapniku, fytatu v mg.100 g [40].

Zinek Zelezo Vapnik Fytaty
[mg.100 g'] | [mg.100 g'] | [mg.100 g'] | [mg.100 g'']
Milicka hnéda (celé zrno) 4,02 > 150,00 155,0 675
Milicka smisena (celé zrno) 3,86 > 150,00 147,0 528
Milicka bilé (celé zrno) 2,86 37,70 124,0 842
Nekvasené tésto 57,00 1,38 6.8 65
Injera: tésto fermentované
71,60 1,11 6,8 36
z bilé milicky
Injera: tésto fermentované
67,80 0,93 7,0 35
ze smiSené milicky
Injera: té€sto fermentované
56,50 1,75 70,9 76
z ¢ervené milicky

2.5 Vitaminy

Obiloviny jsou zdrojem ptedevsim vitamint skupiny B. Naopak diky nizkému obsahu lipida
je zde nizky obsah vitamind rozpustnych v tucich (D, E, K) [15]. Ve 100 g vzorku mili¢ky
je obsazeno 0,39 mg tiaminu, 0,27 mg riboflavinu, 3,36 mg niacinu a 0,48 mg pyridoxinu.

Obsah tiaminu ve srovnani s ostatnimi obilovinami je nizsi [10].

2.6 Fytaty

Fosfor se v semenech obilovin a lusténin nachédzi ve form¢ fytat. Obsah fytati v milicce je
srovnatelny s hodnotami celozrnnych obilovin. Vysoké hodnoty mohou mit za nasledek
zhorSeni mechanizmu vstiebavani Zeleza a zinku, kdy dochazi k vytvofeni nerozpustnych
komplexii v gastrointestinalnim traktu. K jejich degradaci miize dojit pomoci endogennich
fytaz, které je mozno aplikovat béznymi potravinaiskymi technikami, jako je namaceni, kva-

Seni, kliceni a vafeni. Na druhou stranu byl prokazan i jejich vliv pfi tvorbé ledvinovych
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kamenti, kdy slouZzi jako inhibitory krystalizace vapenatych soli v biologickych tekutinach.

Snizuji také hladinu gluk6zy a maji protirakovinné vlastnosti [30].

Nekteré potraviny také mohou obsahovat vysoké mnozstvi kyseliny fytové a tfislovin, jez
narusuji biologickou dostupnost zinku a zeleza. Inhibi¢ni G¢inek kyseliny fytové na absorpci
zinku a zZeleza se projevuje tvorbou nerozpustnych komplext ve stfevech. Ackoli je milicka
bohata na zinek a Zelezo, ptitomné inhibitory jako kyselina fytova a taniny snizuji jeji bio-
logickou hodnotu. Mnozstvi taninii v milicce je 16 mg ve 100 g suSiny vzorku. Fermentaci
je mozné snizit mnozstvi fytath ve vysledné potraving [41]. Mnozstvi fytati v milicce a u

ostatnich obilovin je zndzornéno v nasledujici tabulce.

Tabulka ¢.: 9 Mnozstvi fytati ve vybranych obilovinach [37].

Mnozstvi fytati [g.100 g']

Milicka 1,52
Ryze 0,21
Oves 0,27
Quinoa 1,34
Pohanka 0,64
Cirok 0,49
Kukutice 0,09
PSenice 0,16

2.7 Polyfenoly

Polyfenoly jsou sekundarni metabolity rostlin. Jedna se o heterogenni skupinu molekul (ben-
zenova jadra s jednou nebo vice hydroxylovych skupin), které se podileji na obrané proti

patogentim, ultrafialovému zafeni a ochraniuji buniky pied oxida¢nim poSkozenim.

Nejvice polyfenolil je zastoupeno v ¢erveném ciroku, a to 1607 mg GAE ve 100 g. Milicka
obsahuje 140 mg GAE ve 100 g. V mili¢ce je hlavni fenolovou slou¢eninou kyselina feru-
lova (285,9 mg.g™). Déle je zde zastoupena také kyselina syringova (14,9 pg.g™!), gentisova
(15,0 ug.g), vanilova (54,8 pg.g!), kumarova (36,9 ng.g™!) a skoticova (46,0 ng.g™) [10,
30, 37].
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Ve studii [42] byl méfen celkovy obsah fenolickych latek ve vzorcich mouky nékolika obi-

lovin. Vysledky jsou zaznamenany v tabulce €. 10.

Tabulka ¢.: 10 Obsah fenolickych latek ve vybranych vzorcich obilovin [42].

Milicka

PSenice

Kukufice

Tapioka

Mnozstvi fenolickych latek
[mg GAE.100 g']

123,6

37,0

65,8

45,6
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3 PRINCIPY METOD POUZITYCH V EXPERIMENTALNI CASTI

3.1 Stanoveni vlhkosti referen¢ni metodou

Princip metody stanoveni vlhkosti referenéni metodou spoc¢iva v suseni piedem zvazeného
rozemletého vzorku mili¢ky habesské dle normy CSN EN ISO 712 (461014). Norma defi-
nuje vlhkost jako tbytek hmotnosti vyrobku, ke kterému dojde za podminek definovanych
v této norm¢. Vzorek je susen pii 130 = 3 °C po dobu jedné hodiny. Vysledek je nasledné

prezentovan v % [43].

Obr. ¢.: 5 Susarna Venticell [44]

3.2 Stanoveni popele

Stanoveni popele je provadéno dle normy CSN ISO 2171 (461019). Mezi spalené mineralni
latky a vyzihané organické hmoty patii draselné, hotfecnaté, sodné a vapenaté soli fosforec-
nant, hydrogenfosfore¢nantl, dihydrogenfosfore¢nand, chloridl, kiemicitant, sirant a dal-
Sich. Popel je definovan jako nespalitelny zbytek ziskany po spalovani vzorku v souladu
s danou metodou. Principem metody je spaleni pfedem zvazeného mnozstvi rozemletého
vzorku pfi teploté 550 °C v muflové peci po dobu alespont 4 hodin. Vysledek je nasledné

prezentovan v % [45].
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Obr. ¢.: 6 Muflova pec [46]

3.3 Stanoveni obsahu lipidu

Stanoveni obsahu tuku se provadi extrakci rozemletého a vysuseného vzorku. Jako lipofilni
rozpoustédlo se vyuziva n-hexan nebo dietyléter. Tuk se stanovuje gravimetricky po extrakci

v Soxhletové extraktoru s pouzitim Twisselmannova nastavce nebo v zafizenich k tomu

uzptisobenych.

Obr. ¢.: 7 Soxhletiv extraktor [47]
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3.3 Stanoveni obsahu dusiku dle Kjeldahla s naslednym pfepoctem na

obsah hrubych bilkovin

Stanoveni obsahu dusiku se ¥idi normou CSN EN ISO 20483 (46 1401). Vypocet obsahu
bilkovin vychazi ze stanoveni veskerych dusikatych latek Kjeldahlovou metodou s vyuzitim
napft. Parnas-Wagnerovy aparatury a naslednym piepoctem na hrubou bilkovinu dle faktoru
pro ptislusnou potravinu. Princip metody spoc¢iva v mineralizaci vzorku mokrou cestou ky-
selinou sirovou s pfidavkem smésného katalyzatoru (napt. NaxSO4 + CuSO4.5H20, poméru
10:1) a peroxidu vodiku. Varem (400 °C, 1 h) s koncentrovanou kyselinou sirovou dojde
k mineralizaci organické dusikaté latky. Dusik pfitomen ve formé aminovych a jinych funk¢-

nich skupin se pievede na amoniak.
Bilkovina + H2SO4 — a NH3 + b CO2 + ¢ H,O + d SO2
2 NH3z + H2SO4 — (NH4)2SO4

Alkalizaci mineralizovaného vzorku pfidanim 30% NaOH dojde k uvolnéni amoniaku, ktery

se kvantitativné predestiluje s vodni parou do pfedlohy s kyselinou trihydrogenboritou.
(NH4)2SO04+2 NaOH — Na»SO4 + 2 NH; + 2 H,O
6 NHs + 2 H3BO3; — 2 (NH4)3BOs
Vznikly boritan amonny se titruje zfedénou kyselinou sirovou na indikator Tashiro.
2 (NH4);BO3 + 3 H2SO4 — 3 (NH4)2SO4 + 2 H3BOs

Z mnozstvi spotfebované kyseliny sirové se vypocte obsah dusiku a ten se ptepocita na obsah
hrubé bilkoviny vynasobenim ptisluSnym piepocitavacim faktorem (u milicky je tento faktor

6,25). Vysledek je prezentovan v % [48,49].
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Obr. ¢.: 8 Parnas-Wagnerova aparatura [50].

3.4 Stanoveni Skrobu dle Ewerse

Principem metody pro stanoveni obsahu Skrobu po jeho kyselé hydrolyze a nésledném pite-
srazeni vzorku Carezzovymi roztoky je vyuziti fyzikalni vlastnosti, kterou je specificka ota-
&ivost. Uhel otodeni roviny polarizovaného svétla je zavisly na povaze analyzované latky,
rozpoustédla, také na teploté a vinové délce. Skrob je diky pridavku ziedéné kyseliny chlo-
rovodikové a piisobenim tepla pifeveden na rozpustnou formu. Po vycefeni Carrezovym ¢i-
nidlem I a II je vysledny roztok podroben méteni thlu staeni roviny polarizovaného svétla
v polarimetrické trubici polarimetru. Vysledny obsah Skrobu se vypocita vynasobenim
stupniii odectenych na stupnici Soleil-Ventzkeho piisluSnym piepocitavacim faktorem a vy-

sledek je uveden v % [51,52].
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Obr. ¢.: 9 Polarimetr [53].

3.5 Stanoveni hrubé vlakniny

Principem stanoveni je kombinace kyselé a zdsadité hydrolyzy, které je vzorek podroben a
nasledné spaleni zbytku vzorku. V podminkéch laboratoti na FT UTB ve Zliné€ je vyuzivana
modifikovand metoda dle Hennenberga a Stohmanna. NavaZeni vzorku se provadi do fil-
tra¢niho sacku F57 (Ankom Technology, USA), které jsou poté umistény do zatizeni Ankom
Fibre??° (Ankom Technology, USA), kde po ptidavku H>SO4 probiha hydrolyza pii 100 °C,
nasledné je vzorek podroben alkalické hydrolyze v prostiedi NaOH. Po opétovném promyti
destilovanou vodou jsou saCky vyjmuty, vysuseny v suSarn¢, zvdzeny a nasledné spaleny

v muflové peci. Vysledek obsahu hrubé vlakniny je uvadén v % [54].
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Obr. ¢.: 10 Zatizeni Ankom [55].

3.6 Stanoveni stravitelnosti kombinovanou hydrolyzou pepsinem

a pankreatinem

Pro stanoveni stravitelnosti vybranych vzorkl byla vyuzita metoda kombinované hydrolyzy
pepsinem a pankreatinem, modifikace metody dle [56] metodou in vitro s pouzitim inkuba-
toru Daisy (Ankom Technology, USA) a specidlnich sackt F57 (Ankom Technology, USA).
Stravitelnost organické hmoty OMD (Organic Matter Digestibility) a stravitelnost susSiny
DMD (Dry Matter Digestibility) byla stanovena plisobenim enzymu pepsinu (z vepiové za-
lude¢ni sliznice, 0,7 FIP-U/g, Merk KGaA, Némecko) a pankreatinu (z veptové slinivky,
proteazova aktivita 350 FIP-U/g, lipazova aktivita 6000 FIP-U/g, amylazova aktivita 7500
FIP-U/g Merk KGaA, Némecko) u syrového a vafeného zrna. Principem této metody byla

simulace podminek travicich enzymi ptisobicich v lidském gastrointestinalnim traktu.

3.7 Stanoveni flavonoidu

Principem je tvorba barevného komplexu flavonoidi s AlICI3.6H>O v zasaditém prostiedi.
Stanoveni bylo provadéno na spektrofotometru Lambda 25, absorbance byla métena pti vl-
nové délce 506 nm oproti blanku. Z naméfenych hodnot absorbanci byl pomoci linearni re-
grese vypocitan celkovy obsah flavonoida ve vzorku, vyjadieny jako ekvivalentni mnoZzstvi

mg rutinu v 1 kg vzorku [57].
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Obr. ¢.: 11 Spektrofotometr Lambda 25 [58].

3.8 Stanoveni polyfenolii pomoci Folin-Ciocalteuova Cinidla spektrofoto-

metricky

Polyfenoly obsazené v extraktu reaguji s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem za vzniku modrého
zbarveni. Tento vznikly modry komplex mize byt fotometrovan pomoci spektrofotometrie
ve VIS oblasti spektra. Modre zbarveny komplex absorbuje pti vinové délce 765 nm. Folin-
Ciocalteuovo ¢inidlo je tvofeno kyselinou fosfowolframovou a fosfomolybdenovou, které
po oxidaci polyfenoly redukuji na smés modrych oxidii wolframu a molybdenu. Vysledek

byl vyjadien jako ekvivalenty kyseliny gallové, kterd byla pouzita jako standard [59,60,61].

3.9 Stanoveni antioxidacni aktivity

Antioxidacni aktivitu 1ze definovat jako schopnost slouceniny, ¢i smési latek inhibovat oxi-

dacéni degradaci riznych slou€enin, naptiklad zabraniovat peroxidaci lipidl apod. [62].

Pro méfeni antioxidacni aktivity Ize uplatnit metody chemické a fyzikalné-chemické. Che-
mické metody jsou zalozeny na pouziti ¢inidel, které poskytuji s volnymi radikaly barevné
produkty, jejichz vzniku zabranuji antioxidanty pfitomné ve vzorku. Fyzikalné-chemické
metody se zabyvaji zménou fyzikalnich vlastnosti, které doprovazi procesy chemickych re-
akci a zmény obsahu jednotlivych latek [63]. K pfirodnim latkam s antioxidacnim G¢inkem
1ze tadit vitamin C, E a karotenoidy. Vysokou antioxida¢ni aktivitu vykazuji také polyfeno-

lické slouceniny, kam fadime napt. flavonoidy, katechiny nebo fenolické kyseliny [64].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

3.9.1 Metoda ABTS

Metoda ABTS je jedna z nejvice pouzivanych metod. Princip stanoveni je zaloZen na ne-
utralizaci radikal-kationtu vzniklého jedno elektronovou oxidaci syntetického chromoforu
ABTS (2,2°-azinobis(3-etylbenzotiazolin-6-sulfonatu). Metoda je také oznacovana jako
TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), nebot’ vyslednd antiradikalova aktivita je
srovnana s antiradikalovou aktivitou syntetické latky troloxu (6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametyl-
chroman-2-karboxylové kyseliny). Pti zhaSeni je radikdl ABTSe redukovan, dochazi ke
zméné barvy roztoku. Reakce je monitorovana spektrofotometricky, méfi se zména absor-
bance. Reak¢ni smés byla spektrofotometricky proméiena oproti blanku pii vinové délce
734 nm. Inaktivace vyjadiend v % byla pomoci rovnice linearni regrese vyjadiena z kalib-

racni kiivky a pfepoctena na ekvivalentni mnozstvi mmol troloxu na 1 kg vzorku [64,65,66].

3.9.2 Metoda DPPH

Metoda DPPH je zalozena na principu schopnosti stabilniho volného radikalu 2,2-difenyl-
1-pikrylhydrazylu reagovat s donory vodiku. DPPHe se vyznacuje silnou absorpci v UV-
VIS spektru. Pti této metod€ dochazi po reakci s antioxidantem (AH) nebo radikalem (Re) k
odbarveni roztoku dle reakce:

DPPHe + AH — DPPH H + A- DPPH+ + R* — DPPH-R.
Vzorek byl nasledné prométen spektrofotometricky pii vinové délce 515 nm. Inaktivace byla
pomoci rovnice linedrni regrese prepoctena na ekvivalentni mnozstvi mmol troloxu na 1 kg

vzorku [65].

3.10 Stanoveni vybranych polyfenolickych latek metodou HPLC

Stanoveni vybranych polyfenolickych latek ve vzorcich bylo provedeno metodou HPLC.
Jedné se o rychlou a vysokoucinnou kapalinovou chromatografii. K déleni latek je vyuzivana
chromatografickd kolona a kapalnd mobilni faze. O separaci sloZzek rozhoduje interakce
vzorku se stacionarni fazi a pouZzita mobilni faze. V pribéhu separace slozek se vzorek roz-
déluje mezi mobilni a stacionarni fazi. Cas straveny v jedné &i druhé fazi je zavisly na afinité
vzorku ke kazdé z nich. Separace probihd v§emi moznymi mechanizmy — adsorpce, rozd¢-
lovani na zakladé odlisné rozpustnosti, iontova vymeéna, molekulové sitovy efekt nebo spe-

cifické interakce v afinitni chromatografii [67].
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Obr. ¢.: 12 Vysokoucinna kapalinova chromatografie [68].

Stanoveni bylo provedeno pomoci HPLC (High Performance Liquid Chromatography — vy-

sokoucinna kapalinova chromatografie) s vyuZitim modifikované metody. Odezva signalu

pro jednotlivé polyfenoly byla vyhodnocovana pti vinové délce 275 nm [69].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CIiLPRACE

Cilem teoretické casti diplomové prace bylo zpracovat literarni reSersi o mili¢ce habeSské,

jejim chemickém slozeni, ptivodu a rozsifeni, anatomické a morfologické stavbé a jejim po-

uzitim v potravinaiské technologii. V teoretické ¢asti byly také popsany principy jednotli-

vych stanoveni.

V experimentalni ¢asti bylo cilem stanovit:

a) vybrané nutric¢ni parametry a stravitelnost milicky habesské:

vlhkost — modifikaci CSN EN ISO 712 (461014) [43],

obsah popele — modifikaci CSN ISO 2171 (461019) [45],

obsah lipidli — modifikaci dle Soxhleta,

obsah dusikatych latek dle Kjeldahla s naslednym ptepoctem na obsah hrubé bilko-
viny — modifikace CSN EN ISO 20483 (46 1401) [48],

obsahu krobu dle Ewerse — modifikace CSN EN ISO 10520 (566120) [52],

obsah hrubé vldkniny — manual pro Ankom??° Fiber Analyser (manualy Ankom
Technology, MA, USA) [54], stanoveni stravitelnosti kombinovanou hydrolyzou
pepsinem a pankreatinem u syrového zrna a u zrna vatené¢ho v horké vodé — modifi-

kace metody [56],

b) aplikovat extrakéni postup pro izolaci volnych a vazanych polyfenolti [70] a v téchto

frakcich stanovit:

celkovy obsah flavonoidii — modifikace [57],

celkovy obsah polyfenolii Folin-Ciocalteuovou metodou — modifikace [71],
antioxidac¢ni aktivitu metodou s ABTS — modifikace [72],

antioxidac¢ni aktivitu metodou s DPPH — modifikace [73],

stanovit vybrané polyfenolické latky metodou HPLC — modifikace [69],

provést vzajemné korelace mezi hodnotami antioxidacnich aktivit s flavonoidy a po-
lyfenoly.

Vysledky statisticky zpracovat.
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5 MATERIAL A PRISTROJE

5.1 Pouzité pristroje a pomiicky

e Analytické vahy (Schoeller AFA-2102C, CR)

e Laboratorni susarna Venticell (BMT a.s., MMM-Group)

e Elektricky mlynek a vlockova¢ Waldner Biotech Combi-Star (Waldner Biotech, Ra-
kousko)

e Muflova pec (Veb Elektro Bad, Némecko)

e Exsikator

e Extrakéni Twisselmanniv néstavec

e Topné hnizdo LTHS 250 (Brnénské Drutéva)

e Mineraliza¢ni aparatura Digesdahl'?

e Ultrazvukova lazen PS 04000A (Notus-Powersonic s.r.0., Slovenska republika)

e Parnas-Wagnerova aparatura

e Vodni lazen GFL

e Polarimetr POL 1

e Filtra¢ni saCky F57 (Ankom Technology, USA)

e Zatizeni Ankom fibre??° (Ankom Technology, USA)

e Pulzni svéarecka pro zataveni sacki

e Inkubaéni ldhve (Adam, AFA — 210 LC, Schoeller instruments, CR)

e Temperancni vodni ldzett Memmert (Némecko)

e pH metr typ 211, Hanna instrument

e Inkubdtor Daisy (Ankom Technology, USA)

e Odstredivka EBA 20 (Hettich Zentrifugen, Némecko)

e Nylovy syring filtr (o velikosti pori 0,45 pm)

e UV/VIS spektrofotometr Lambda 25 (Perkin Elmer, USA)

e HLPC (Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000, MA, USA)

e LC Chromeleon™ 7.2 vyhodnocovaci software (Thermo Scientific, MA, USA)

e Kolona Kinetex C18 (150 x 4,6 mm; 2,6 um) (Phenomenex, distributor Chromservis,
Praha, CR)

e Mikropipety s nastavitelnym objemem

e Bézné laboratorni sklo a pomticky
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5.2 Pouzité chemikalie

n-hexan (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod, CR)

96% H2SO04 (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod, CR)

36% H20> (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod, CR)

smésny katalyzator (Nax SO4+ CuSQO4-5 H20 v poméru 10:1)

30 hmot. % NaOH (Mach Chemikalie, s.r.0., Ostrava — HruSov)

2 hmot. % H3;BO4 (Ing. Petr Svec, Penta, CR)

indikator Tashiro

0,025 mol-dm™ H,SO4

1,124 hmot. % HCl

Carrezovo ¢inidlo I (30% ZnS0Oy4), Carrezovo ¢inidlo II (15% K4Fe(CN)e)
redestilovana voda (Aquaosmotic, Tignov, CR)

aceton (Dr. Kulich Pharma, s.r.o0., Hradec Kralové¢)

0,1275 mol-dm™ H,SO4

0,313 mol-dm™ NaOH

0,1 mol.dm™ HCI

pepsin (z veptové Zaludecni sliznice, 0,7 FIP-U/g, Merk KGaA, Némecko)
pankreatin (z veptové slinivky, protedzova aktivita 350 FIP-U/g, lipdzova aktivita
6000 FIP-U/g, amylazova aktivita 7500 FIP-U/g Merk KGaA, Némecko)
KH>PO4 (Sigma Aldrich, Praha, CR)

Na;HPO4-12 H>O (Sigma Aldrich, Praha, CR)

20% etanol (Lachema, CR)

0,5 mol-dm™ NaNO; (Ing. Petr Lukes, Uhersky brod, Ceska republika)
0,3 mol-dm™ AICl;-6HO (Lachema, CR)

1 mol-dm~ NaOH

metanol (Ing. Petr Svec, Penta, CR)

Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo (Sigma Aldrich, Némecko)

20% Na;CO; (Lachema, CR)

standard kyseliny gallové (Acros Organics, Belgie)

K>S20s (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod, CR)

ABTS (2,2"-azinobis(3-etyl-2,3-dihydrobenzotiazol-6-sulfonové kyselina), (Sigma Al-
drich, Némecko)
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e 0,2 mol-dm> CH3COOH (Ing. Petr Lukes, Uhersky Brod, CR)

e 0,2 mol-dm> CH3COONa (Ing. Petr Luke§, Uhersky Brod, CR)

e standard troloxu (Sigma Aldrich, Némecko)

e DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl) (Sigma Aldrich, Némecko)

o kyselina gallova, katechin, kyselina vanilova, kavova a protokatechinova (Sigma Al-
drich, Praha, CR)

e rutin trihydrat (Carl Roth, Karlsruhe, Némecko)

e kyselina ferulovéa a skoficova, resveratrol, quercetin (Merck, Darmstadt, Némecko)
kyselina syringova, trans-p-kumarova a m-kumarova (Tokio Chemical Industry, To-

kio, Japonsko)

5.3 Analyzované vzorky

Analyzované vzorky mili¢ky habeSské (Eragrostis tef L.) byly plivodem z Bolivie a z USA
(Idaho). Vzorky milicky piivodem z Bolivie byly dodany ve form¢é mouky (Srot, rozemleté
zrno) a svétlého a hnédého zrna firmou, ktera se specializuje a pfipravuje na vyvoj novych
pekérenskych smési. Vzorky piivodem z USA byly dodany ve formé bilého a hnédého zrna
pfimo od péstitele. Celkem bylo analyzovano pét vzorkl a vzorky byly dodany v mnoZstvi
3 — 3,5 kg. Vzorky ve form¢ zrna byly v laboratornich podminkach rozemlety na mlynku
Waldner Biotech Combi-Star. Vzorky byly poté ptesypany do tmavych PET (polyetylente-
reftalatovych) lahvi, uzavieny a uchranény pred svétlem. Vzorky byly skladovany v labora-
tof1 pfi laboratorni teploté 23 °C. Pfed vlastni analyzou nebyly vzorky skladovany déle nez
4 tydny. Po tuto dobu byla monitorovéna vlhkost vzorkd, v jejimz obsahu nebyly zjiStény

statisticky vyznamné rozdily (p>0,05) [43].

5.4 Stanoveni vlhkosti

Ke stanoveni vlhkosti byla pouZita modifikace normy CSN EN ISO 712 (461014). Hlinikové
misky byly ptedsuseny v susarné pti 130 £ 3 °C po dobu 1 hodiny. Poté byly vyjmuty a
umistény do exsikatoru. Po vychladnuti byly misky zvazeny na analytickych vahach s ptes-
nosti na 0,1 mg a do kazdé byl navazen 1 g vzorku s pfesnosti na 0,1 mg. Vzorek byl rovno-
mérn¢ rozprostien a umistén do susarny o teploté 130 £ 3 °C po dobu 1 hodiny. Po vychlad-
nuti v exsikatoru byly misky zvaZeny na analytickych vahéach s ptesnosti na 0,1 mg. Vysled-

kem je primér z péti stanoveni.

Vypocet obsahu vlhkosti v %:
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=2-™3 4 100 (1)

my_mq

S

m; — hmotnost vysuSené prazdné misky [g]
m2— hmotnost misky se vzorkem pied susenim [g]

m3 — hmotnost misky se vzorkem po suseni [g].

5.5 Stanoveni popele

Ke stanoveni popele byla pouzita modifikace normy CSN ISO 2171 (461019). Porcelanové
kelimky se nejprve vyZihaly pifi 550 °C po dobu 1 hodiny. Po vychladnuti v exsikatoru se
zvazily na analytickych vahach s pfesnosti na 0,1 mg. Do kazdého kelimku byl navazen 1 g
vzorku a kelimky byly vlozeny do muflové pece, kde se spalovaly pfi teploté 550 °C po dobu
5,5 hodiny. Po dokonalém spaleni byly kelimky vyjmuty z pece pomoci laboratornich klesti
a vloZeny do exsikatoru. Po vychladnuti byly kelimky opét zvaZeny na analytickych vahach

s pfesnosti na 0,1 mg. Vysledkem je primér z péti stanoveni.

Vypocet obsahu popele v %:

_ Mg_my

X %100 )

Mce—Mmp
ma,— hmotnost porceldnového kelimku s popelem [g]
myp — hmotnost prazdného kelimku [g]

m¢ — hmotnost kelimku s navazkou vzorku [g].

5.6 Stanoveni obsahu lipidi

Do extrakéni patrony bylo navazeno 5 g vzorku s pfesnosti na 0,1 mg. Patrona byla poté
utésnéna vatou a vloZena do stfedni ¢asti extrakéniho Twisselmannova piistroje. Na spodni
zabrus se nasadila pfedem zvazena (s pfesnosti na 0,1 mg) extrakéni baika se sklenénymi
kulickami. Do banky bylo pfiddno 100 ml extrakéniho ¢inidla n-hexanu. Banka byla poté
umisténa na topné hnizdo a napojena na extraktor s chladicem. Nasledovné byl vzorek ex-
trahovan po dobu 5 hodin. Po uplynuti této doby byla extrakce pferuSena. Oddestilovala se
prevazna Cast extrakéniho c¢inidla a zbytek se nechal volné odpaftit v digestofi. Baiika s vy-

extrahovanym tukem byla poté pfemisténa do suSarny a vysusena pfi teploté 105 °C po dobu
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30 minut. Poté byla baiika vyjmuta a nechala se vychladnout v exsikatoru. Po ochlazeni byla

zvazena. Stanoveni bylo provedeno u kazdého vzorku ttikrat.
Vypocet obsahu lipidi v %:

P ="2="4 100 (3)

n

m,— hmotnost prazdné banky s kulickami [g]
mp— hmotnost vysuSené banky s tukem [g]

mj, — hmotnost navazky vzorku [g].

5.7 Stanoveni obsahu dusikatych latek dle Kjeldahla s pfepoctem na
obsah hrubych bilkovin

V prvni fazi stanoveni byla provedena mineralizace vzorku mokrou cestou na mineraliza¢ni
aparatufe. Do mineraliza¢ni zkumavky bylo navéazeno 0,25 g vzorku s pfesnosti na 0,1 mg.
Poté bylo ke vzorku v digestofi pfidano 10 ml koncentrované 96% H2S0O4, 0,5 ml 30% H20:
a jedna mala 1zicka smésného katalyzatoru (Na2SO4 + CuSOs- 5 H20 v poméru 10:1). Zku-
mavka se poté vlozila na topnou desku mineralizatoru Bloc Digest 12 s pfidavnym zafizenim
umoziujicim odsavani par a vznikajicich zplodin a byl zapnut vyhtivaci blok, pracka plynt
a digestof. Teplota ohfevu byla nastavena na 400 °C. Po vyhtati topného zatizeni probihala
mineralizace po dobu 1 hodiny. Po uplynuti doby byl vypnut vyhtivaci blok a zkumavky
byly premistény do stojanu. Po vychladnuti byly ziskané mineralizaty kvantitativné preve-

deny do odmérnych ban€k o objemu 25 ml.

Pro stanoveni obsahu dusiku a bilkovin byla pouzita Parnas-Wagnerova aparatura. Do des-
tilaéniho pfistroje bylo nejprve napipetovano 10 ml zfedéného mineralizatu a poté 20 ml 30
hmot. % NaOH. Amoniak byl po pfidavku NaOH predestilovan pomoci destilace s vodni
parou a jiman do pfedlohy s 50 ml 2 hmot. % roztoku H3;BOa4. Po ukonceni destilace byly do
predlohy pfidany 3 — 4 kapky indikatoru Tashiro a nasledné byl destilat titrovan 0,025
mol.dm™ H>SOs4 do stdlého ¢ervenofialového zbarveni. Z mnozstvi spotfebované kyseliny

sirové byl vypocten obsah dusiku. Stanoveni bylo provedeno u kazdého vzorku ctytikrat.

Vypocet obsahu hrubé bilkoviny v mg:

mp = b * 1073 * ¢y, 50, * My * fi * f5 * fir 4)
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b — spotteba odmérného roztoku H>SO4 pii titraci [ml]

¢ — presna koncentrace odmérmého roztoku H>SO4 [mol-dm™]
M — molarni hmotnost dusiku (M = 14,01) [g.mol!]

fi — titra¢ni faktor (2)

f,— pomérovy zied’'ovaci faktor (2,5)

fpr — pfepocitavaci faktor podle druhu potraviny (6,25)
Vypocet obsahu hrubé bilkoviny v %:

sB=’rZ—fl* 100 (5)

mg — obsah hrubé bilkoviny [g]

m,— hmotnost navazky vzorku [g].

5.8 Stanoveni obsahu Skrobu dle Ewerse

Stanoveni obsahu $krobu bylo provedeno modifikaci metody dle Ewerse (a CSN EN ISO
10520; 566-120). Do 100 ml odmérné banky bylo na pfedvazkach navaZzeno 5 g rozemletého
vzorku s pfesnosti na 0,001 g. Ke vzorku se ptidalo 25 ml ztedéné HCI (1,124 hmot. %).
Poté byla barika vloZena do vrouci vodni lazné tak, aby byl ve vod¢ ponoien cely jeji obsah
a byla zahtivana 15 minut. BEhem prvnich 3 minut se banika promichévala neustale ve vodni
lazni. Po 15 minutach byla baiika vyjmuta z l4zné€ a bylo ptidano 20 ml HCl (1,124 hmot.
%) a banka byla ochlazena na laboratorni teplotu. Obsah baiiky byl nasledné vycefen 3 ml
Carrezova ¢inidla 1. Po dikladném promichani byly pfidany 3 ml Carrezova cinidla II a
banka se opét diikladné promichala. Po 5 minutovém piisobeni byla odmérna batika doplnéna
destilovanou vodou po rysku a roztok byl zfiltrovan. Prvni podily filtratu byly vraceny zpét
na filtr. Polarimetricka trubice o délce 1 dm byla nejdiive vyplachnuta ziskanym cirym fil-
tratem a az poté naplnéna po okraj. Na polarimetru byl méfen thel otoCeni pfti teploté 20 °C.

Opticka otacivost kazdého vzorku byla méfena ttikrat.

Obsah skrobu v %:
_ax10*
Sé - [a]i*l*n (6)

a=[aly *1*c (7)
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[a]— specificka otagivost pfi teploté t a vinové délce A [°]
1 — tloustka vrstvy (délka polarimetrické trubice) [dm]
n —navazka [g].

¢ — koncentrace stanovované latky [g.ml].

5.9 Stanoveni hrubé vlakniny

Filtra¢ni sacek F57 byl propran v acetonu a po dokonalém odvétrani byl zvazen s ptresnosti
na 0,1 mg. Do sacku bylo navéazeno 0,5 g vzorku s pfesnosti na 0,1 mg. Filtra¢ni sacky se
vzorky a filtra¢ni sacek pro stanoveni korekce byly poté zataveny. Poté byly sacky umistény
do analyzatoru Ankom fibre. Do piistroje byla piidana 0,1275 mol.dm™ H>SOs a probihala
hydrolyza vzorkt pfi teploté¢ 100 °C po dobu 45 minut. Po uplynuti této doby bylo vypnuto
vyhiivani a michdni a kyselina byla vypusténa. Sacky v pfistroji byly opakované promyvany
horkou destilovanou vodou (85 — 90 °C). Nasledn¢ byl cely postup opakovan s piidavkem
0,313 mol.dm™ NaOH pti 100 °C po dobu 45 minut. Sacky byly opé&t promyty horkou des-
tilovanou vodou a pfed vyjmutim jedenkrat studenou destilovanou vodou. Po vyjmuti byly
saCky pomoci filtraéniho papiru osuSeny a ponotfeny do acetonu. Po odvétrani v digestoii
byly umistény do susarny vyhtaté na teplotu 105 °C a suseny po dobu 4 hodin. Po vychlad-
nuti v exsikatoru se vysusSené filtrani sacky se vzorky zvazily s presnosti na 0,1 mg a na-
sledné vloZily do pfedem vyZihaného a zvaZeného porceldnového kelimku. Poté byly spa-
leny v muflové peci pfti teploté 550 °C po dobu 5,5 hodiny. Po vychladnuti v exsikatoru byly

vzorky opét zvazeny s presnosti na 0,1 mg. Kazdé stanoveni bylo provedeno trikrat.
Vypocet obsahu hrubé vldkniny v %:

CF = (m3_my*cq)—(My_My*C3) )

my

m; — hmotnost prazdného sacku [g]

m> — hmotnost navazky vzorku [g]

m3 — hmotnost vysusené¢ho sacku [g]

m4— hmotnost popela po spéaleni vysuSeného sacku s rezidui vzorku po hydrolyze [g]
c1 — korekce hmotnosti sacku po hydrolyze [g]

c2 — korekce sacku po spaleni [g].
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Vypocet korekce v g:
—Ms

== )
)

2= (10)

ms— hmotnost vysuSeného sacku po hydrolyze [g]

mp— hmotnost popela prazdného sacku [g].

5.10 Stanoveni stravitelnosti kombinovanou hydrolyzou pepsinem a pan-

Kreatinem

Pro stanoveni stravitelnosti u varenych zrn byly vzorky nejprve tepelné upraveny varem ve
vod¢. Bylo navazeno 50 g vzorku a poté probihalo vareni vel50 ml vody pfi teploté 100 °C
po dobu 15 minut. Po tepelné upravé byly vzorky uchovany v plastovych saccich a nasledné

bylo provedeno stanoveni stravitelnosti.

Filtra¢ni sacek F57 byl propran v acetonu a po dokonalém odvétrani byl zvazen s ptresnosti
na 0,1 mg. Do sacku bylo po jeho odvétrani v digestoti navazeno 0,25 g vzorku s piesnosti
na 0,1 mg. Sa€ky poté byly zataveny a umistény do inkubacénich lahvi. Do kazdé¢ inkubaéni
lahve bylo nalito 1,7 1 roztoku HCI o koncentraci 0,1 mol.dm™, pfedem vytemperovano na
40 °C, ve kterém byly rozpustény 3 g pepsinu. Lahve byly poté umistény do inkubatoru
Daisy a inkubovéany po dobu 4 hodin. Sacky byly poté promyty destilovanou vodou a pie-
bytecnd voda byla odstranéna pomoci filtraéniho papiru. Jako inkubacniho roztoku bylo dale
pouzito 1,7 1 fosfatového pufru s pH 7,45 opét vytemperovaného na 40 °C. Fosfatovy pufr
byl ptipraven smichdnim KH>POs (9,078 g.dm™) a Na,HPO4.12 H,0 (23,889 g.dm™). Do
inkubaéniho pufru byly pfidany 3 g pankreatinu, sacky a vSe bylo umisténo do inkubacnich
lahvi a vloZeno do inkubatoru Daisy po dobu 24 hodin. Po ukonceni inkubace byla 1dhev
vlozena do susarny vyhtaté na 80 °C. Poté byly sacky proplachnuty destilovanou vodou za
ucelem odstranéni zmazovaténého Skrobu. SaCky byly vysuSeny v laboratorni susarné pii
teploté 130 °C po dobu 24 hodin. Po vyjmuti byly umistény do exsikatoru a po vychlazeni
byly sacky zvazeny. Nasledné byly sacky spaleny v muflové peci pfi teploté 550 °C po dobu
5,5 hodiny. Po ochlazeni v exsikatoru byly sacky opét zvazeny s ptesnosti na 0,1 mg. Stra-
vitelnost byla vyjadiena jako stravitelnost organické hmoty OMD (Organic Matter Digesti-
bility) a jako stravitelnost suSiny vzorku DMD (Dry Matter Digestibility) vyjadiené v %.

Stanoveni bylo provedeno u kazdého vzorku ttikrat.
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Vypocet stravitelnosti v %:

DMD=100—M (11)
mz*DM
DMR =m3—m * ¢; (12)
_ S*xmg
DM == (13)
OMD = 100 — 22~ OXR-AR) (14)
my x DM *xOM
AR=m4—mi*c> (15)
_S§-Po
OM = —~ (16)

DMD - hodnota stravitelnosti susiny vzorku [%]

OMD — hodnota stravitelnosti organické hmoty vzorku [%]
DMR — hmotnost vzorku bez sacku po inkubaci a vysuseni [g]
DM - obsah susiny ve vzorku [g]

S — obsah susiny ve vzorku [%]

AR — hmotnost popela vzorku bez sacku [g]

OM - obsah organické hmoty v susin€ vzorku [g]

Po — obsah popela ve vzorku [%]

mj — hmotnost sacku [g]

m, — hmotnost vzorku [g]

m3 — hmotnost vysuSeného sacku se vzorkem po inkubaci [g]
m4 — hmotnost popela vysuSeného saCku se vzorkem po inkubaci [g]

ms — hmotnost vzorku na stanoveni suSiny [g].

5.11 Vypracovani extrak¢niho postupu pro zisk frakei volnych

a vazanych polyfenoli

5.11.1 Extrakce volnych polyfenoli

Vzorek byl navazen ptimo do odstiedivkovych zkumavek v mnozstvi 2 g s ptesnosti na 0,1

mg. K vzorku bylo pfidano 8 ml 80% metanolu a 1 kapka etylacetatu. Zkumavka byla poté
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promichéna na vortexu a obalena hlinikovou f6lii. Poté byl jeji obsah 1 hodinu extrahovan
v ultrazvuku. Po uplynuti doby byl vzorek odstfedén na odstfedivce (4321g, 25 minut). Su-
pernatant byl slit a pouzit jako frakce volnych polyfenolt [70].

5.11.2 Extrakce vazanych polyfenoli

Zbytek obsazeny v centrifugacni zkumavce byl premistén do 1€kovky. Poté byl promyt des-
tilovanou vodou, ktera byla odsata pomoci Pasteurovy pipety. K promytému vzorku bylo
pfiddno 25 ml 0,1 mol.dm™ NaOH. Nasledn& byl vzorek po dobu 1 hodiny ponechan na
ttepacce a po uplynuti doby pfemistén a ponechén 1 hodinu v ultrazvuku. Posléze byl vzorek
Sokové zchlazen ledem a odstfedén na odstiedivce (4321g, 25 minut). Pomoci 6 mol.dm™
HCI bylo upraveno pH extraktu na 3,5 az 4,5 a vzorek byl opét odstfedén. Supernatant byl
slit a pouzit jako frakce vazanych polyfenolt [70].

Extrakty volnych a vazanych polyfenolii byly poté déle vyuZity pro stanoveni celkovych
flavonoidu, polyfenoli, antioxidacni aktivity a byly podrobeny analyze na HPLC s cilem

stanovit vybrané polyfenolické latky.

5.12 Stanoveni celkovych flavonoidi

Do kadinky bylo napipetovéano 8,5 ml 20% etanolu, poté 0,85 ml extraktu vzorku a 0,375 ml
0,5 mol.dm™ NaNQx. Po uplynuti 5 minut bylo pfid4no 0,375 ml 0,3 mol.dm™ AlCl;-6H-O.
Po dal$ich 5 minutach bylo pfidano 2,5 ml 1 mol.dm™ NaOH. Nasledné byl vzorek prefil-
trovan pies nylonovy filtr o velikosti port 0,45 um a nechal se 10 minut stat. Po uplynuti
této doby bylo provedeno méfeni absorbance pii vinové délce 506 nm oproti blanku. Ze
ziskanych hodnot absorbanci byl pomoci rovnice linearni regrese vypocitan celkovy obsah
flavonoidl ve vzorku, vyjadieny jako ekvivalentni mnozstvi mg rutinu v 1 kg vzorku (mg

RE.kg!) [57].

5.12.1 Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni celkového obsahu flavonoidi

Jako standard pro vytvoteni kalibra¢ni kiivky byl pouzit rutin. Zasobni roztok byl vytvotfen
rozpusténim rutinu v metanolu na koncentraci 10 pg.ml™!'. Pomoci fedéni byla vytvofena ka-
libraéni fada o koncentracich 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1; 1,2; 1,4 ug.ml™!. Uvedené koncentrace
byly nasledné podrobeny reakcim stejné jako vzorek, absorbance byly proméfeny na spek-
trofotometru Lambda 25 pfi vinové délce 506 nm. Nésledné byla sestavena kalibra¢ni kiivka

zavislosti absorbance na koncentraci rutinu.
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5.13 Stanoveni celkovych polyfenoli Folin-Ciocalteuovou metodou

Do odmémé baiiky o objemu 10 ml bylo napipetovano 5 ml destilované vody, 200 pul ex-
traktu vzorku a 0,5 ml Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Nésledné bylo ptfiddno 1,5 ml 20%
Na;COs3 a odmérna banka byla doplnéna destilovanou vodou po rysku. Vzorek byl dikladné
promichéan a po uplynuti doby 30 minut byla zméfena absorbance pii vinové délce 765 nm
na spektrofotometru Lambda 25 oproti blanku. Ze ziskanych hodnot byl pomoci rovnice
linearni regrese vypocitan celkovy obsah polyfenolii ve vzorku, vyjadieny jako ekvivalentni

mnozstvi mg kyseliny gallové v 1 kg vzorku (mg GAE.kg™) [71].

5.13.1 Kalibracni kiivka pro stanoveni celkového obsahu polyfenolii.

Jako standard pro vytvoieni kalibraéni kiivky byla pouZita kyselina gallova. Zasobni roztok
byl vytvoten rozpusténim kyseliny gallové v metanolu na koncentraci 4000 mg.1"!. Pomoci
fedéni byla vytvofena kalibra¢ni fada o koncentracich 50; 100; 200; 400; 600; 800 mg.1-!.
Uvedené koncentrace byly podrobeny stejnému reakénimu mechanizmu jako vzorek, absor-
bance byly méfeny na spektrofotometru Lambda 25 pii vinové délce 765 nm. Nasledné byla

sestavena kalibra¢ni kiivka zavislosti absorbance na koncentraci kyseliny gallové.
5.14 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou ABTS

5.14.1 Vytvoreni radikalu ABTS

Radikal kationtu ABTS byl pfipraven reakci ABTS s K2S20s. Do 10 ml odmérné baiiky bylo
navazeno 0,018 g ABTS a odmérna baiika byla po rysku doplnéna destilovanou vodou. K 10
ml roztoku ABTS bylo ptidano 0,2 ml roztoku K»S,0s o koncentraci 0,06 mol.dm™. Roztok
byl pfipraven rozpusSténim 0,162 g K>S>0g v 10 ml destilované vod¢. Reakéni smés byla
ponechéna po dobu 16 hodin bez ptistupu svétla pii laboratorni teploté, za ucelem vytvorené

radikalu ABTS.

5.14.2 Vytvoreni reakéni smési

Nejdiive byl smichanim 63,5 ml 0,2 mol.dm® CH3;COONa a 136,5 ml 0,2 mol.dm™
CH3COOH vytvoten octanovy pufr o pH 4,3. Octanovy puftr byl ddle smichén s jiz vytvore-
nym radikalem ABTS v poméru 39:1, tedy 97,5 ml pufru a 2,5 ml roztoku ABTS. Reak¢ni
smés byla poté spektrofotometricky proméiena pii vinové délce 734 nm. Jako blank byl po-

uzit octanovy pufr. Hodnota absorbance reak¢éni smési byla ziskana proméfenim reakéni
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smési oproti blanku. Ziskana hodnota byla pouzita pro vyhodnoceni inaktivace u jednotli-

vych vzorkt [72].

5.14.3 Méreni antioxidacni aktivity metodou ABTS

Do kadinky byla napipetovana jiz vytvoiena reak¢ni smés o objemu 12 ml a nésledné bylo
ptidano 150 pl extraktu vzorku. Smés byla ulozena do temna a reagovala po dobu 30 minut.
Po uplynuti této doby byla zmétena absorbance na spektrofotometru Lambda 25 pfi vinové
délce 734 nm. Inaktivace byla vypoctena v % a pomoci rovnice linedrni regrese vyjadiena

z kalibra¢ni kfivky na ekvivalentni mnozstvi mmol troloxu na 1 kg vzorku.

5.14.4 Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou ABTS

Jako standard pro vytvoreni kalibra¢ni kiivky byl pouzit trolox. Byla vytvorena kalibracni
fada o koncentracich 0,04; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2; 1,6 mmol.I"". Jednotlivé koncentrace
v mnozstvi 150 pl byly pfidavany ke 12 ml reak¢éni smési a po uplynuti doby 30 minut pro-
méfeny na spektrofotometru Lambda 25 pii vinové délce 734 nm. Nasledné byla sestavena
kalibra¢ni kiivka z naméfenych hodnot ubytku absorbance jako zévislost inaktivace na kon-
centraci troloxu. Poté byla z rovnice linearni regrese vypoctena celkové antioxidacni aktivita

vzorku vyjadiena jako ekvivalentni mnoZzstvi mmol troloxu na 1 kg vzorku [72].
5.15 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou DPPH

5.15.1 Priprava roztoku DPPH

Pro ptipravu zasobniho roztoku bylo navaZzeno 24 mg DPPH. NavaZené mnozstvi bylo roz-
pusténo ve 100 ml metanolu. Ze zasobniho roztoku byl poté ptipraven roztok pracovni smi-
chanim 10 ml z&sobniho roztoku a 45 ml metanolu. Pracovni roztok byl poté spektrofoto-

metricky poméien pti vinové délce 515 nm. Jako blank byl pouZzit metanol.

5.15.2 Méreni antioxidac¢ni aktivity metodou DPPH

Pii méfeni antioxidacni aktivity bylo do zkumavky pipetovano 8,55 ml pracovniho roztoku
DPPH a 450 pl extraktu vzorku. Vzorek byl poté uschovan do temna a po 1 hodin¢ byla
spektrofotometricky proméfena absorbance pti vinové délce 515 nm. Inaktivace byla pomoci
rovnice linedrni regrese piepoctena na ekvivalentni mnozstvi mmol troloxu na 1 kg vzorku

[73].
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5.15.3 Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni antioxidaé¢ni aktivity metodou DPPH

Jako standard pro vytvotreni kalibra¢ni kfivky byl pouzit trolox. Pomoci fedéni byla vytvo-
fena kalibra¢ni fada o koncentracich 0,16; 0,32; 0,48; 0,64; 0,80 mmol.l"". Jednotlivé kon-
centrace v mnozstvi 450 ul byly piidavany k 8,55 ml pracovniho roztoku a po uplynuti 1
hodiny byly spektrofotometricky proméfeny pii vinové délce 515 nm. Nasledné byla ze zis-
kanych hodnot ubytkd absorbance vypoctena hodnota inaktivace v %, sestavena kalibra¢ni
kiivka jako zavislost inaktivace na koncentraci troloxu. Z rovnice linearni regrese byla vy-
poctena celkova antioxidacni aktivita vzorku jako ekvivalentni mnoZzstvi mmol troloxu na 1

kg vzorku.

5.16 Stanoveni vybranych polyfenolickych latek metodou HPLC

Stanoveni bylo provedeno s vyuzitim modifikované metody dle [69] na zafizeni Thermo
Scientific Dionex Ultimate 3000 (MA, USA) s detektorem diodového pole (DAD). Ziskana
data byla zpracovana na PC s opera¢nim systémem LC Chromeleon™ 7.2 (Thermo Scienti-
fic, MA, USA). Analyticka separace fenolickych latek byla provedena s pouZitim kolony
Kinetex C18 (150 x 4,6 mm; 2,6 um) (Phenomenex, distributor Chromservis, Praha, CR).
Objem nastfiku na kolonu byl 20 pl. Mobilni faze A byla slozena z redestilované vody a
kyseliny octové v poméru 99:1 a mobilni faze B byla sloZena z redestilované vody, ACN a
kyseliny octové v poméru 67:32:1. Gradient rozpoustédla byl naprogramovan nasledujicim
zptusobem: 10% B v 0 min, v 0 — 10 min zvySujici se na 20 %, v 10 — 16 min na 20 — 40 %,
v 16 -20minna 40— 50 % B, v25—-26 minna 50 — 70 %, v 26 — 30 min na 70 %, v 30 —
40 minna 70 — 10 % a ve 40 — 45 min na 10 % B. Pritok mobilni faze byl 1 ml/min a teplota
termostatu byla nastavena na 30 °C. Vzorky byly detekovany pfi 275 nm. Pfislu$né stan-
dardy byly rozpusStény v metanolu a poté proméfeny na HPLC za stejnych podminek jako
vzorky. Kalibrace vyjadiuje zavislost plochy pikii (mAU min) na koncentraci jednotlivych

polyfenolii (pg.ml™).
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5.17 Statistické zhodnoceni vysledkii

Pro statistické zhodnoceni namétenych vysledkt byl pouzit Dean-Dixontv test (Q-test) pro
vylouceni odlehlého vysledku. Dale byl vyuzit parametricky test srovnavajici stiedni hod-
noty dvou nezavislych souborti (Studenttv t-test). Pro vlastni vyhodnoceni byl pouzit pro-

gram Excel 2010 a StatK25 [74]. Hladina vyznamnosti byla 0,05.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Stanoveni zakladnich nutri¢nich charakteristik

6.1.1 Stanoveni vlhkosti, popele, lipidi, bilkovin, Skrobu a hrubé vliakniny

Jednotlivé parametry uvedené v tabulce ¢. 11 byly stanoveny dle pracovnich postupti uve-
denych v kapitolach 5.4 az 5.9. VSechny vzorky byly analyzovany 3-5x, jak je uvedeno v pii-
slusnych metodikach. Z vysledki byl vypocten primér a smérodatna odchylka (+ SD) a vy-
sledky byly podrobeny statistickému zpracovani.

Tabulka ¢.:11 Vysledky stanoveni vlhkosti, popele, lipidd, bilkovin, Skrobu

a hrubé vlakniny

Vzorek Vlhkost Popel Lipidy Hruba Skrob Hruba
bilkovina vlaknina
[Yo] [Yo] [Y0] [Y0] [Y0] [Y0]

Milicka
9,1+0,2% 1,7€0,1* | 2,6+0,1*° | 13,5+0,1* | 61,8+0,1* | 1,7+0,2°

Bolivie mouka

Milicka hnéda
9,5+0,1° | 2,3+0,1° | 2,7+0,1*¢ | 15,5+0,1° | 61,6+0,3* | 3,0+0,1°

Bolivie zrno

Milicka bila
11,7€0,1¢ | 2,0+£0,1¢ | 2,5+0,1° | 14,1£0,1° | 64,7+0,3° | 2,7+0,2¢

Bolivie zrno

Milicka hnéda
8,8+0,1° | 2,240,1° | 2,8+0,1° | 17,2+0,1¢ | 62,2+0,2% | 2,7+0,5°

USA zrno

Milicka bila
8,9+0,1° | 2,3£0,1° | 2,8+0,1° | 14,5+0,1° | 63,8+0,1¢ | 2,3+0,1¢

USA zrno

Hodnoty ve sloupcich, které maji stejné pismenné indexy mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny rozdil
(»=0,05), hodnoty ve sloupci, které maji odlisné pisemné indexy se mezi sebou statisticky lisi (p<0,05). Vy-

sledky jsou prezentovany v % na Cerstvou hmotu.

Vysledky stanoveni obsahu vlhkosti se u vzorkti milicky pohybovaly v rozmezi 8,8 az 11,7
%. Nejvyssi obsah vlhkosti byl zjistén u zrna milicky hnédé ptivodem z USA, a to 11,7 %
(»<0,05). Vsechny uvedené hodnoty jsou v souladu s vyhlaskou ¢. 333/1997 Sb. v platném
znéni, [75] pro mlynské obilné vyrobky, ktera tika, Ze vlhkost mize byt nejvyse 15 %.
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Obsah popele se u vzorkd milicky pohyboval v rozmezi 1,7 az 2,3 %. Nejniz§i mnozstvi
popele bylo stanoveno u milicky z Bolivie ve formé& mouky, a to 1,7 % (p<0,05). Nejvyssi
mnozstvi popele bylo zjisténo u vzorkt milicky hnédé z Bolivie ve form¢ zrna, milicky
hnédé z USA ve form¢ zrna a milicky bilé z USA ve formé zrna (p>0,05). Vzorky ve formé
zrna byly namleté v laboratornich podminkach a vykazuji vyssi obsah popele. Je mozno také
predpokladat, ze obsahuji vice obalovych vrstev oproti mili¢ce z Bolivie, ktera jiz byla do-
dana ve form¢ mouky, z divodu jejiho mleti a Castecné ztraty obalovych vrstev. Zdroj

[31,36,76] uvadi obsah popele v rozmezi 1,8 az 3,0 %.

Naméiené hodnoty obsahu lipidt se u vzorki milicky pohybovaly v rozmezi 2,5 az 2,8 %.
Nejnizs$i mnozstvi bylo zjisténo u milicky z Bolivie ve form¢ mouky a mili¢ky bilé z Bolivie
ve formé& zrna (p=>0,05). Nejvyssi obsah byl zjiStén u vzork milicky hnédé z USA ve formé
zrna, mili¢ky bilé z USA ve formé¢ zrna a mili¢ky hnédé z Bolivie ve form¢ zrna (p>0,05).
Zdroje [10,30,37] uvadi primérny obsah lipidi v mili¢ce 2,44%. Namétené hodnoty uve-
rozpoustédlem. Jako extrakéni rozpoustédlo byl v tomto ptipadé totiz pouzit n-hexan, ve

kterém jsou rozpustné monoacylglyceroly, diacylglyceroly, triacylglyceroly i fosfolipidy.

Obsah bilkovin se u vzorkt milicky pohyboval v rozmezi 13,5 az 17,2 %. Nejnizs§i mnozstvi
bylo zaznamenano u vzorku milicky z Bolivie ve formé mouky, a to 13,5 % (p<0,05). Nej-
vy$8i mnozstvi bylo naopak zjis§téno u vzorku milicky hnédé z USA ve forme zrna, a to 17,2
% (p<0,05). Zdroj [25] uvadi, Ze prim&rmé mnozstvi obsahu bilkovin se pohybuje v rozmezi
8,9 a7z 10,5 %. Namé&fené hodnoty jsou ve srovnani s dostupnou literaturou podstatné vyssi,
navic zdroje uvadi stanoveni obsahu bilkovin u vzorkti mili¢ek pochazejicich z afrického
kontinentu. U vzorku mouky z Bolivie mtize byt nizsi obsah bilkovin zptisoben napf. jejich
ztratou prumyslovym mletim zrna. Vyssi obsah bilkovin mohl byt pravdépodobné zpiisoben
kvalitou ptdy, na které byly milicky péstovany, nebot’ mnoZstvi bilkovin v zrnu je podstatné
ovlivnéno mnozstvim dusiku v padé, ktery ma vliv na syntézu dusikatych latek v obilovi-
nach. Také je to ovlivnéno klimatickymi podminkami, agrotechnickymi podminkami a od-
radou milicky.

Obsah skrobu se u vzorkl milicky pohyboval v rozmezi 61,6 az 64,7 %. Nejnizs$i mnozstvi
Skrobu bylo naméteno u vzorkti milicky z Bolivie ve formé mouky, milicky hnédé z Bolivie
ve forme zrna a milicky hnédé pivodem z USA ve form¢ zrna (p>0,05). Nejvyssich hodnot
doséhl vzorek mili¢ky bilé z USA ve formé zrna (p<0,05). Dle zdroje [37] je obsah Skrobu

57,8 %. Namétené hodnoty obsahu skrobu jsou v souladu s odbornou literaturou.
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Obsah hrubé vlakniny se pohyboval v rozmezi 1,7 az 3,0 %. Nejmén¢ hrubé vldkniny bylo
zjisténo u vzorku mili¢ky z Bolivie ve formé mouky, a to 1,7 % (p<0,05). Nejvice hrubé
vlakniny bylo naopak zjisténo u vzorku mili¢ky hnédé z Bolivie ve formé zrna, a to 3,0 %
(»<0,05). Ve zdroji [77] je obsah hrubé vldkniny 3,0 %. Nizsi obsah u vzorku mouky muze
byt opét dan ztratou obalovych vrstev pii mleti zrn. Vzorky namleté v laboratornich pod-
minkach obsahuji vy$s$i mnozstvi vlakniny. Lze je oznacit za celozrnny Srot a oproti primys-
lové namleté mouce mohou obsahovat pravdépodobné 1 vétsi mnozstvi obalovych vrstev ve

vzorku.

6.1.2 Vysledky stanoveni stravitelnosti kombinovanou hydrolyzou pepsinem

a pankreatinem

Stanoveni stravitelnosti bylo provedeno dle pracovni metodiky uvedené v kapitole 5.10. U
vzorkll mili¢ky byla stanovena stravitelnost organické hmoty — OMD a stravitelnost suSiny
— DMD u syrového a vafeného zrna. Stanoveni bylo u kazdého vzorku provedeno tiikrat. Z
vysledkd byl vypocten primér a smeérodatnd odchylka (= SD). Vysledky jsou zaznamenany

v tabulce &. 12.

Tabulka ¢.:12 Vysledky stanoveni stravitelnosti OMD a DMD

v " OMD syrového | OMD vateného | DMD syrového | DMD vatfeného
zore
zrna [%] zrna [%] zrna [%] zrna [%]
Mili¢ka Bolivie
82,7+0,4% 92,7+0,12 79,3 +0,8? 88,6 £0,22
mouka
Mili¢ka hnéda
. 63,4+ 0,4° 84,0 + 0,4° 60,7 + 0,4° 80,3 +0,5°
Bolivie zrno
Mili¢ka bila
. 60,8 £0,3°¢ 80,8 £0,7° 58,5+0,4° 79,5 +£0,3°¢
Bolivie zrno
Mili¢ka hnéda
65,4 +0,2¢ 83,7 +0,6° 61,7 +0,3¢ 80,2 + 0,5°
USA zrno
Mili¢ka bila
61,2+0,2¢ 79,1 £ 0,5¢ 59,2 +0,4¢ 77,9 +0,34
USA zrno

Hodnoty ve sloupcich, které maji stejné pismenné indexy mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny rozdil

(»=0,05), hodnoty ve sloupci, které maji odlisné pisemné indexy se mezi sebou statisticky lisi (p<0,05).
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Vyssi stravitelnost byla naméfena u vzorkli milicky vafeného zrna. Stravitelnost OMD u
vzorku syrového zrna se pohybuje v rozmezi 60,8 az 82,7 %, u vzorku vafené¢ho zrna se
OMD stravitelnost pohybuje v rozmezi 79,1 az 92,7 %. Nejvyssi hodnoty stravitelnosti
OMD byly zjistény u mili¢ky z Bolivie ve formé¢ mouky 92,7 % (p<0,05). Rozdil hodnot
stravitelnosti mezi vafenym zrnem a syrovym byl 10 %. Nejvyssi stravitelnost u vzorku
mouky muze byt dana i tim, ze pii mleti zrna doslo k jisté ztraté obalovych vrstev obsahuji-
cich nestravitelnou vlakninu, coz koresponduje se ziskanymi vysledky z méfeni obsahu
hrubé vldkniny. Naméfené hodnoty u DMD stravitelnosti se u vzorkii syrového zrna pohy-
bovaly v rozmezi 58,5 az 79,3 %, u vzorkl vaieného zrna v rozmezi 77,9 az 88,6 %. Nejvyssi
hodnoty stravitelnosti DMD byly opét zjistény u vzorku milicky z Bolivie ve formé mouky
(»<0,05). Vafena zrna jsou vice stravitelna, napf. z diivodu mazovaténi skrobu nebo denatu-
race bilkovin. Mazovaténi skrobu je nevratny d¢€j. Po dosazeni pocatecni teploty mazovaténi
Skrobu (60 °C) granule zvétsuji sviyj objem a uvolnéna amyloza pronika do roztoku. Nabobt-
nalé granule ztraci soudrznost a praskaji v disledku rozpadu vodikovych vazeb mezi amy-
16zou a amylopektinem [15]. Ve studii [78] je uvedeno, Ze u vatenych zrn ¢iroku a kukufice,
byl po rozpadu struktury Skrobu pepsinu umoznén lepsi pfistup k bilkovindm. Studie [79]
uvadi, ze v disledku nizs§i stravitelnosti proteini obsazenych v otrubovych vrstvach u syro-
vého zrna hnédé ryze byla stravitelnost nizsi nez u bilé syrové ryze. Po uvareni se protein
v otrubovych vrstvach stava vice stravitelny, nebot’ dochdzi k poruseni bunétnych stén

v aleuronovych vrstvach a tedy k podpofeni enzymatické ¢innosti traveni.
6.2  Vysledky analyzy polyfenolickych frakci

6.2.1 Vysledky stanoveni celkovych flavonoidi

Stanoveni koncentrace celkovych flavonoidi bylo provedeno dle pracovni metodiky uve-
dené v kapitole 5.12. Dle pracovni metodiky uvedené v kapitole 5.11, byly ziskany extrakty
volnych a vazanych polyfenoli. U kazdého vzorku byla absorbance proméiena Sestkrat na
spektrofotometru Lambda 25 pfi vinové délce 506 nm oproti blanku. Celkovy obsah flavo-
noidt ve vzorku byl vyjadien jako ekvivalentni mnoZstvi mg rutinu na 1 kg vzorku. Vy-
sledky jsou zaznamenany v tabulce ¢. 13. Kalibracni kfivka s rovnici linedrni regrese je

v Piiloze 1.
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Tabulka ¢.:13 Vysledky stanoveni koncentrace flavonoida

Koncentrace flavonoidti [mg RE.kg!]
Vzorek Volné Vazané Celkem
Mili¢ka Bolivie mouka 840 + 22 171+ 12 1011+ 32
Milic¢ka hnéda Bolivie
910 +2b 151+ 1° 1061 + 32
Zrno
Mili¢ka bila Bolivie
540 + 1° 103 +1° 643 + 2°
Zrno
Milicéka hnéda USA
1021 + 24 142 + 1° 1163 £ 3¢
Zrno
Mili¢ka bila USA
533+ 1¢ 140 + 12 673 + 2°
Zrno

Hodnoty ve sloupcich, které maji stejné pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny rozdil
(»=0,05), hodnoty ve sloupci, které maji odlisné pisemné indexy, se mezi sebou statisticky 1isi (p<0,05). Vy-

sledky jsou prezentovany v mg RE.kg! na erstvou hmotu.

Nejvyssi celkova koncentrace flavonoidli byla naméfena u zrna milicky hnédé z USA, a to

cv v

z USA a Bolivie.

Nejvyssi koncentrace volnych flavonoidil byla zjisténa u zrna milicky hnédé z USA, a to
1021 mg RE.kg! (p<0,05), u bilych zrn mili¢ky z Bolivie a USA byly naopak zjistény nej-
niz8i koncentrace volnych flavonoidt. Nejnizsi koncentrace vazanych flavonoidi byly zjis-

tény u zrna milicky bilé ptivodem z Bolivie, a to 103 mg RE.kg! (p<0,05).

Vzhledem k tomu, Ze tidaje o obsahu volnych a vazanych flavonoidi v mili¢ce nejsou do-
posud vice publikovény, 1ze porovnat alespon zrna milicky s jinymi obilovinami. Ve studii
[80] byl spektrofotometricky méfen celkovy obsah flavonoidii pomoci kolorimetrické me-
tody u tfech druhii barevnych ryzi. Obsah flavonoidii se pohyboval v rozmezi od 886 do
2863 mg RE kg'!. Primé&rny obsah flavonoidd ve vzorku bilé ryze byl 1316, u ervené 1472
au erné 2406 mg RE kg™!. Tyto zjisténé hodnoty jsou ve srovndni se vzorky mili¢ky vyssi.
Dle studie [81] byl priimérny obsah flavonoidd v chlebové mouce 760 mg RE kg, coz je

srovnatelné s obsahem flavonoidii u bilych zrn milicky.
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6.2.2 Vysledky stanoveni celkovych polyfenolii

Stanoveni koncentrace celkovych polyfenolt, v extraktech ptfipravenych dle postupu uvede-
ného v kapitole 5.11, bylo provedeno dle pracovni metodiky uvedené v kapitole 5.13. U kaz-
dého vzorku byla absorbance prométena Sestkrat na spektrofotometru Lambda 25 pti vinové
délce 765 nm oproti blanku. Celkovy obsah polyfenoli ve vzorku byl vyjadien jako ekviva-
lentni mnozstvi kyseliny gallové v mg na 1 kg vzorku. Vysledky jsou zaznamenany v tabulce

¢. 14 a kalibra¢ni kfivka je uvedena v Piiloze 1.

Tabulka ¢.:14 Vysledky stanoveni celkovych polyfenola

Koncentrace polyfenolti [mg GAE kg™!]
Vzorek Volné Vazané Celkem
Mili¢ka Bolivie
1232 + 28 552 + 1% 1784 + 32
mouka
Mili¢ka hnéda Bolivie
1383 +£2° 463 + 1° 1846 + 3°
Zrno
Mili¢ka bila Bolivie
1009 + 1¢ 393 +1°¢ 1402 + 2°¢
ZIno
Miliéka hnéda USA
1418 + 14 753+ 14 2171 =24
Zrno
Milicka bila USA
913 £ 1° 511+ 1°¢ 1425 £ 2¢
ZIno

Hodnoty ve sloupcich, které maji stejné pismenné indexy mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny rozdil
(»=0,05), hodnoty ve sloupci, které maji odlisné pisemné indexy se mezi sebou statisticky lisi (p<0,05). Vy-

sledky jsou prezentovany v mg GAE.kg™!' na ¢erstvou hmotu.

Nejvyssi celkova koncentrace polyfenolll byla naméfena u vzorku hnédého zrna milicky pi-
nameétena u vzorki milicky bilého zrna z USA a Bolivie (p>0,05). Dle vysledkii uvedenych
v tabulce €. 14 1ze zkonstatovat, Ze vyS$si koncentrace polyfenolt byla zjisténa u vzorki hné-

dych zrn mili¢ky.

Nejvyssi koncentrace volnych polyfenold byla zjisténa u vzorku milicky hnédé z USA ve

formé zrna, a to 1418 mg GAE kg™ (p<0,05), nejvyssi koncentrace vazanych polyfenol
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byla naméfena u vzorku milicky hnédé z USA ve formé zrna v mnozstvi 753 mg GAE kg!

(p<0,05).

Ve studii [37] je uveden priimérmy obsah polyfenold v milice 1757 mg GAE kg™!. Vyssi
obsah polyfenold, v porovnani s milickou, byl v této studii zméten ve vzorku pohanky, a to
polyfenoli byl zjistén u vzorku psenice (130 mg GAE.kg™). Ve studii [82] autora se uvadi
obsah polyfenolt u bilé ryze 860 mg GAE kg™, u dervené 1398 mg GAE.kg! a ¢erné 2222
mg GAE kg!. Kalibra¢ni kiivka je uvedena v priloze 1.

6.2.3 Vysledky stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou s ABTS

Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou ABTS bylo provedeno dle metodiky uvedené v ka-
pitole 5.14. U kazdého vzorku extraktu byla absorbance promeétena Sestkrat na spektrofoto-
metru Lambda 25 pii vinové délce 734 nm oproti blanku. % inaktivace byla pomoci rovnice
linearni regrese pfepoctena na ekvivalentni mnozstvi mmol troloxu na 1 kg vzorku. Kalib-

racni kiivka je uvedena v Ptiloze II.

Tabulka ¢.:15 Vysledky stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou s ABTS

Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou ABTS [mmol TE.kg']

Vzorek Volné Vazané Celkem
Milicka Bolivie
2,77 £0,07° 1,32 +£ 0,022 4,09 £+ 0,09?
mouka
Mili¢ka hnéda Bolivie
3,76 + 0,05° 0,85 + 0,02° 4,61 +0,07°
Zrno
Mili¢ka bila Bolivie
2,32 £ 0,06° 0,71 £0,01° 3,03 +£0,07°
Zrno
Mili¢ka hnéda USA
4,39+ 0,074 1,64 + 0,024 6,03 + 0,09¢
Zrno
Mili¢ka bila USA
1,68 £+ 0,06° 1,17 £0,02¢ 2,85 £0,08°¢
Zrno

Hodnoty ve sloupcich, které maji stejné pismenné indexy mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny rozdil
(»=0,05), hodnoty ve sloupci, které maji odlisné pisemné indexy se mezi sebou statisticky lisi (p<0,05). Vy-

sledky jsou prezentovany v mmol TE kg! na &erstvou hmotu.
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Nejvyssi antioxidacni aktivita byla zjisténa u vzorku milicky hnédé z USA ve formé zrna, a
to 6,03 mmol TE.kg! (p<0,05). Dle vysledk@ uvedenych v tabulce ¢&. 15 Ize konstatovat, Ze
vys§i hodnoty byly zjistény u zrn tmavého typu oproti bilé milicce. Ve volné frakci byla
nejvyssi antioxidacni aktivita zjisSténa také u milicky hnédé z USA ve forme zrna (4,39 mmol
TE.kg) (p<0,05) a stejné tak tomu bylo i ve frakci vazané (1,64 mmol TE kg!) (»p<0,05).

Kalibra¢ni kiivka je uvedena v ptiloze II.

6.2.4 Vysledky stanoveni antioxidac¢ni aktivity metodou s DPPH

Stanoveni antioxidac¢ni aktivity metodou s DPPH bylo provedeno dle metodiky vypracované
v kapitole 5.15. U kazdého vzorku extraktu byla absorbance prométena Sestkrat na spektro-
fotometru Lambda 25 pfi vinové délce 515 nm oproti blanku. % inaktivace byla pomoci
rovnice linedrni regrese prepoctena na ekvivalentni mnozstvi mmol troloxu na 1 kg vzorku.

Kalibraé¢ni ktivka je uvedena v Piiloze II.

Tabulka ¢.:16 Vysledky stanoveni antioxidacni aktivity metodou s DPPH

Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH [mmol TE. kg™']

Vzorek Volné Vazané Celkem
Milicka Bolivie
2,44 £+ 0,06 0,94 + 0,022 3,38 £ 0,082
mouka
Mili¢ka hnéda Bolivie
3,66 +0,07° 0,64 +0,01° 4,30 + 0,08°
Zrno
Mili¢ka bila Bolivie
1,53 +£0,04° 0,54 £0,01¢ 2,07 £0,06°
Zrno
Mili¢ka hnéda USA
3,96 + 0,05¢ 1,05 £ 0,022 5,01 + 0,059
Zrno
Mili¢ka bila USA
1,38 +0,05° 0,73 £0,01° 2,11 £0,07¢
Zrno

Hodnoty ve sloupcich, které maji stejné pismenné indexy mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny rozdil
(»=0,05), hodnoty ve sloupci, které maji odlisné pisemné indexy se mezi sebou statisticky lisi (p<0,05). Vy-

sledky jsou prezentovany v mmol TE kg! na &erstvou hmotu.
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Metodou DPPH byla nejvyssi antioxidacni aktivita zjiSténa u vzorku milicky hnédé z USA
ve formé zrna, a to 5,01 mmol TE kg (p<0,05). Stejné tak tomu bylo i u stanoveni metodou
s ABTS (tabulka ¢. 15). Nejnizsi hodnoty antioxidacni aktivity byly zjiStény u vzorkd mi-
licky bilého typu. U vzorku milicky bilé z Bolivie ve formé zrna byla zjisténa antioxidacni
aktivita 2,07 mmol TE. kg, u vzorku mili¢ky bilé z USA ve formé zrna byla antioxida¢ni

aktivita 2,11 mmol TE.kg™! (»p>0,05). Kalibra¢ni kiivka je uvedena v pfiloze II.

6.2.5 Korelace antioxida¢nich aktivit s polyfenoly a flavonoidy
Korelace vyjadiuje obecné vzajemny linearni vztah mezi velicinami. Cim vice se korelacni
koeficient ptiblizuje ¢islu 1, tim vice jsou dané veliCiny na sobé zavislé. V nasledujici ta-
bulce bude vyjadiena korelace dvou veli¢in, a to antioxidacni aktivity, zjisténé metodami s

ABTS a DPPH, se zjisténou koncentraci volnych, vazanych a celkovych flavonoidl a poly-

fenola.
Tabulka ¢.:17. Vzajemné korelace mezi hodnotami antioxidacnich aktivit a obsahem

flavonoidi a polyfenolt

. volné vazané celkové volné vazané celkové
flavonoidy | flavonoidy | flavonoidy | polyfenoly | polyfenoly | polyfenoly

volné
0,9386 0,2701 0,9068 0,9648 0,6283 0,9386

ABTS

vazané
0,5740 0,5218 0,5917 0,4067 0,9579 0,6889

ABTS

celkové
0,9571 0,3779 0,9354 0,4174 0,8055 0,9901

ABTS

volné
0,9635 0,4174 0,9455 0,9785 0,6188 0,9442

DPPH

vazané
0,6751 0,6114 0,6956 0,5219 0,9300 0,7586

DPPH

celkové
0,9839 0,4778 0,9708 0,9727 0,7125 0,9797

DPPH
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V tabulce €. 17 jsou zndzornény korelace mezi hodnotami antioxida¢nich aktivit stanovené
metodami s ABTS a DPPH a obsahem flavonoidii a polyfenold. Pfi korelaci antioxida¢ni
aktivity stanovené¢ metodou ABTS u volnych frakci a koncentraci volnych flavonoidi, byla
zjisténa hodnota korela¢niho koeficientu » = 0,9386. Z vysledku korela¢niho koeficientu Ize
usuzovat, ze dané dvé veliCiny jsou na sobé zavislé. Oproti tomu pii korelaci mezi koncen-
traci vazanych flavonoidii s antioxidacni aktivitou véazanych frakci stanovené metodou
ABTS byl korela¢ni koeficient » = 0,5218. Vazané flavonoidy tedy nepfispivaji vyznamneé
k antioxida¢ni aktivité vzorku. U korelace koncentrace volnych flavonoidd s antioxida¢ni
aktivitou volnych frakci stanovené metodou DPPH byl korela¢ni koeficient » = 0,9635.
Oproti tomu u korelace koncentrace vazanych flavonoida s antioxida¢ni aktivitou vazanych
frakci stanovené metodou DPPH byl korela¢ni koeficient »=0,6114. Z vysledk korela¢niho
koeficientu Ize usuzovat, ze tyto dvé dané veli¢iny jsou na sob¢ sttedné zavislé, coz znaci,
ze vazané flavonoidy se podileji na antioxidacni aktivité¢ daleko méné, nez flavonoidy ve
volnych frakcich. Flavonoidy jsou tedy vyznamnymi piispévateli k antioxidacni aktivité
vzorku. Korelace koncentraci flavonoidil a hodnot antioxidacnich aktivit stanovenych me-
todami DPPH a ABTS jsou komparativni. Korelace koncentraci flavonoida a hodnot antio-

xidacnich aktivit stanovenych metodami DPPH a ABTS jsou komparativni.

U korelace koncentrace volnych polyfenoll s antioxida¢ni aktivitou volné frakce stanovena
metodou ABTS byl vypocten korelacni koeficient » = 0,9648. Dané veli€iny jsou na sobé
linedrné zavislé. Dale I1ze vydedukovat, Ze polyfenoly pfitomné ve volné frakci se podileji
vyznamné na antioxidacni aktivité¢ vzorku. Korela¢ni koeficient u korelace koncentrace va-
zanych polyfenolt s antioxidacni aktivitou vazané frakce stanovenymi stanovenou metodou
ABTS se rovnal » = 0,9579. Z vysledkl korela¢niho koeficientu 1ze usuzovat, ze tyto dvé
dané veli¢iny jsou na sob¢ signifikantné zavislé, coz znamena, Ze pfitomné vazané polyfe-
noly se taktéZ vyznamné podileji na antioxida¢ni aktivité vzorku. Polyfenolické latky mi-
licky se dle ziskanych vysledkii vyznamné podileji na hodnoté antioxidacni aktivity. Kore-
laéni koeficient koncentrace volnych polyfenold s antioxida¢ni aktivitou volné frakce stano-
vené metodou DPPH byl » = 0,9785. Dané veli¢iny jsou na sob¢ linearné zavislé, coz se
potvrdilo 1 v ptipadé metody ABTS. U vazanych polyfenoll s antioxida¢ni aktivitou vdzané
frakce metodou DPPH byl zjistén korelacni koeficient » = 0,9330. Metoda DPPH potvrdila
vysledek metody s pouzitim ABTS, Ze polyfenoly se vyznamné podileji na antioxidacni ak-

tivité¢ milicky. Grafy korelaci jsou uvedeny v ptiloze III.
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6.2.6 Stanoveni vybranych polyfenolickych latek metodou HPLC

Stanoveni vybranych polyfenolickych latek bylo provedeno dle pracovni metodiky uvedené

v kapitole 5.16.

6.2.6.1 Stanoveni vybranych fenolickych latek ve frakci s volnymi polyfenoly

Tabulka ¢.:18 Vysledky stanoveni vybranych fenolickych latek ve frakci volnych

polyfenolt
Milicka Milicka Milicka Mili¢ka Mili¢ka
mouka hnéda hnéda bila bila
[mg.kg'] Bolivie Bolivie USA Bolivie USA
Kyselina. gallova 17,3+0,82 22,8+0,9° 23,9+0,9 4.4+0,2¢ 24,2 + 0,8
Katechin 1.9+0,1° 12+0,1° 1.6+0.1° 0.9+ 0,29 25+0,1°
Kyselina vanilova 1,9+0,12 0,8+0,1° 1,3+0,1¢ - 2,9+0,1¢
Kyselina kavova - - - - -
Kyselina syringova 3,6 +0,2° 424020 3,1+0,2¢ 2.1+0,24 2,4+0,1¢
trans-p-kumarova Kkys. 954+1,22 221,0 + 5,6 182,0 + 3.4¢ 4,240,24 13,7+ 0,5¢°
Kyselina m-kumarova 8,4 +0,2° 4,2+0,5° 18,2+ 0,7° 3,5+0,1¢ 7,1 +0,2¢
Kyselina ferulova 92,9+ 1,4 139,1 + 2,0° 160,2 + 3,5°¢ 31,2+ 1,14 39,0+ 1,3¢
Rutin 372+ 1,1° 8,0 £ 0,8 25,1+ 1,0° | 208,8+3,79 | 173,2+28°
Kys. protokatechinova | 109,9 + 2,52 187,8 +3,7° 199,9 + 3,9¢ 48,9 + 1,9¢ 15,1 +£0,6°
Resveratrol 4,1 +0,2° 3,8+0,1° 6,0 +0,2¢ 1,4+0,14 1,1 £0,4°
Kyselina skoficova - - 1,4+0,22 1,1£0,2b
Kvercetin 44+0,1° 1,3+0,1° 3,3+0,1°¢ - 3,0+0,1°
Celkem 77,0+ 79 604,2+14,1° 624,6+14,1° 306,8£7,7¢ | 2853+7,2°

Hodnoty v fadcich, které maji stejné pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny rozdil
(»p=0,05), hodnoty ve sloupci, které maji odlisné pisemné indexy, se mezi sebou statisticky lisi (p<0,05). Vy-

sledky jsou prezentovany v mg.kg™! na Eerstvou hmotu.

Z vysledkti uvedenych v tabulce €. 18 je patrné, ze u hnédych zrn se voln€ nachazeji ve vyssi

koncentraci trans-p-kumarova, ferulova a protokatechinova kyselina. Nejvyssi koncentrace
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trans-p-kumarové kyseliny byla zjiSténa u vzorku milicky hnédé z Bolivie ve formé zrna, a
to 221,0 mg.kg'(»p<0,05). U vzorku milicky hnédé z USA ve formé zrna byla naméfena nej-
vy$§i koncentrace kyseliny ferulové, a to 160,2 mg.kg! (p<0,05). Kyselina protokatechinova
byla v nejvyssi koncentraci opét zjisténa u vzorku milicky hnédé z USA ve formé zrna, a to

199,9 mg kg™ (p<0,05).

U bilych zrn se volné nachazeji ve vyssi koncentraci kyselina ferulova, protokatechinové a
rutin. U vzorku mili¢ky bilé z Bolivie ve form¢ zrna byla naméifena koncentrace rutinu 208,8

mg.kg ! (p<0,05).

Ve studii [83] byla ve volné frakci v prosu, které se fadi do stejné Celedi jako milicka, zjis-
téna v nejvyssi koncentraci kyselina protokatechinova (450 mg.kg™!). Hlavni podil fenolic-
kych latek ve volné frakci v zrnu prosa tvoii hydroxybenzoové kyseliny (70 %). Patii mezi
né predevsim protokatechinovd, kumarova a gallova kyselina [84]. Studie [85,86] naopak
uvadi, ze ferulova kyselina tvoii nejhlavné;jsi podil ve volné frakei u vzorku prosa. Ve studii
[87] byla kavova kyselina detekovana pouze ve vdzané frakci. Kyselina syringova byla u
vzorku béru vlasského detekovéana pouze ve volné frakci [88], u vzorku prosa pak v koncen-

traci 4,8 mg.kg! [89].
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6.2.7 Stanoveni vybranych fenolickych latek ve frakci s vazanymi polyfenoly

Vysledky stanoveni obsahu jednotlivych polyfenolii ve vazanych forméch u milicky habes-

ské jsou uvedeny v tabulce 19.

Tabulka ¢.: 19 Vysledky stanoveni vybranych fenolickych latek ve frakci

vazanych polyfenoli.
Mili¢ka Mili¢ka Milicka Mili¢ka Mili¢ka
mouka hnéda hnéda bila bila
[mgkg'] . . -
Bolivie Bolivie USA Bolivie USA
Kyselina gallova 11,8+ 0,32 14,6 + 0,3° 11,1 £0,3° 3,940,149 7.8 +0,2¢
Katechin 45,1+ 1,4* 22,8+ 1,0° 31,9+1,2° 9,8 +0,9¢ 38,2+ 1,4¢
Kyselina vanilova 12,1 £0,5° 7.4 +0,3b 13,3+ 0,5° 6,6 +0,24 12,9 + 0,4
Kyselina kavova 1,3+0,1° 2240,1° 3,0+0,2¢ 0,9+0,14 3,8+0,2¢
Kyselina syringova 1,1+0,1? - 0,9+0,1? 1,0£0,1% 1,2+0,1%
trans-p-kumarova Kkys. - - - - -
Kyselina m-kumarova 7,2 +£0,2° 4,24+0,1° 6,4 +£0,2° 2,340,149 7,0 £0,22
Kyselina ferulova 188,8+4,3% 187,7+5,1* | 289,8 +3,6° 113,9+2,3¢ 106,3+ 2,44
Rutin 9,2+0,32 1,3+£0,1° 5,1 £0,2° 24,0 + 0,54 47,9 +0,8¢
Kys. protokatechinova 5,0+0,12 4,0+0,1° 5,9+0,2¢ 11,8+ 0,34 6,1 +£0,2¢
Resveratrol - - - - -
Kyselina skoficova 1,9 £0,22 2,4 +0,2% 4,1+0,2° - 3,6 £0,1¢
Kvercetin 26,9 +0,9* 28,3+ 0,9* 51,8+ 1,2% 13,7+ 0,4¢ 52,9+ 1,3°
Celkem 310,4+8,4* | 2749+ 820 | 4233 +7.9° 187,9 = 7,9¢ 287,9 +7,3¢

Hodnoty v tadcich, které maji stejné pismenné indexy mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny rozdil
(»=0,05), hodnoty ve sloupci, které maji odlisné pisemné indexy se mezi sebou statisticky lisi (»p<0,05). Vy-

sledky jsou prezentovany v mg.kg™! na Eerstvou hmotu.

U hnédych zrn ve vazané formé ve vyssi koncentraci prevlada kyselina ferulova, katechin a
kvercetin. Nejvyssi koncentrace kyseliny ferulové byla namétena u vzorku milicky hnédé
z USA ve formé zrna, a to 289,8 mgkg! (p<0,05). U toho vzorku byla zjisténa i nejvyssi
koncentrace kvercetinu, a to 51,8 mg.kg! (p<0,05). Katechin byl v nejvyssi koncentraci zjis-

tén u vzorku mili¢ky z Bolivie ve formé mouky (45,1 mg.kg™!) (p<0,05).

U bilych zrn se ve vazané form¢ ve vyssi koncentraci nachazi kyselina ferulova, rutin a

kvercetin. Kyselina ferulova byla v nejvyssi koncentraci detekovdna u vzorku mili¢ky bilé



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 66

z Bolivie ve formé zrna, a to 113,9 mg.kg™ (p<0,05). U vzorku mili¢ky bilé z USA ve formé

zrna byla zjisténa nejvyssi koncentrace rutinu (47,9 mg.kg™") (p<0,05).

U vzorku prosa byla v nejvyssi koncentraci ve vazané frakci zjisténa kyselina ferulova
(146,8 — 241,8 mg.kg™) [89]. Také ve studii [83] byla u vzorku prosa ve vazané formé zjis-
téna nejvyssi koncentrace kyseliny ferulové, a to 186,0 mg.kg™!. Kyselina ferulova byla nej-
vice se vyskytujici fenolickou latkou ve vazané frakci u bilého i cerveného typu prosa. Studie
také tika, ze katechin je nejvice se vyskytujicim flavonoidem a piedstavuje az 84 % roz-
pustné frakce v prosu [87]. Ve vazané formé byla také u vzorku prosa zjiSténa kavova, sko-
ficova, kumarova kyselina. Ve stopovém mnozstvi se zde nachazi syrinogova a protoka-

techinova kyselina [84].
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ZAVER

Milicka habesska je tradicni africka obilovina péstovana predevsim na tzemi Etiopie a Eri-
trei, kde predstavuje jednu z hlavnich slozek vyzivy obyvatelstva. Jedna se o bezlepkovou
obilovinu, ktera je diky svému nutriénimu sloZeni uplatiiovana v potravinafstvi, predev§im

vvvvvv

touci poptavce se péstuje na uzemi Bolivie, USA, Australie a nové také Evropy.

V teoretické ¢asti diplomové prace byla na zaklad¢ reSerZe charakterizovana milicka habes-
ska nejen z pohledu chemického slozeni, ale také z pohledu jejiho technologického vyuziti.
V prvnich kapitolach je popsan jeji pivod a rozsiteni, popis a stavba rostliny, péstovani a
vynos a jeji vyuziti v potravindiském primyslu. Déle bylo popsano chemické slozeni mi-
licky habeSské a srovnani s ostatnimi obilovinami. V dal$i kapitole byly charakterizovany

principy metod pouzitych v experimentalni ¢asti.

V experimentalni ¢asti byly provedeny zakladni analyzy jako: stanoveni vlhkosti, obsahu
popele, lipidd, stanoveni dusikatych latek dle Kjeldahla s naslednym ptepoctem na obsah
hrubych bilkovin, stanoveni obsahu Skrobu dle Ewerse, stanoveni hrubé vldkniny a stravi-

telnost.

Vlhkost se pohybovala v rozmezi 8,8 az 11,7 %, obsah popele v rozmezi 1,7 az 2,3 % a
obsah lipida v rozmezi 2,5 az 2,8 %. Obsah bilkovin se pohyboval v rozmezi 13,5 az 17,2
%. Jako zajimavym udajem oproti literatute se jevi obsah bilkovin, ktery byl vyssi, nez udava
literatura. Obsah Skrobu byl naméfen v rozmezi 61,6 az 64,7 %. Obsah hrubé vlakniny se
pohyboval v rozmezi 1,7 az 3 %. V dal$i ¢asti byla stanovena stravitelnost kombinovanou
hydrolyzou pepsinem a pankreatinem u syrovych zrn a zrn tepelné osetfenych varem. Sta-
novena byla stravitelnost organické hmoty (OMD) a stravitelnost susiny (DMD). Stravitel-
nost vafenych zrn mili€ky byla asi o 10 % vyssi, v porovnani se zrny syrovymi. Nejvyssi
hodnoty stravitelnosti byly zjistény u milicky z Bolivie ve formé mouky, a to 92,7 %, ktera
prosla Gpravou varem. Obecné lze zkonstatovat, Ze nejnizsi hodnoty stravitelnosti byly na-

méteny u vzorkd ve formé zrna s vy$$im podilem vlakniny.

Dale byly popsany extrakéni postupy pro zisk volnych a vazanych frakei polyfenolti milicky,
které byly pouzity pro stanoveni celkovych flavonoidi a polyfenolti, antioxidacni aktivity a

byl proveden chromatograficky profil vybranych polyfenolt pomoci techniky HPLC.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 68

Nejvyssi celkova koncentrace flavonoidi byla namétena u zrna milicky hnédé z USA, a to
1163 mg RE.kg™!, nejvyssi celkova koncentrace polyfenolii byla naméfena u mili¢ky hnédé
z USA ve formé zrna, a to 2171 mg GAE kg™'. Nejvyssi antioxidaéni aktivita naméfena me-
todami s ABTS a DPPH byla zjisténa u vzorku milicky hnédé z USA ve form¢ zrna, a to
6,03 mmol TE.kg! a 5,01 mmol TE kg!. Vyssi koncentrace flavonoid, polyfenolii a vyssi
hodnoty antioxidacnich aktivit byly naméfeny v zrnech mili¢ky s hnédymi obalovymi vrst-

vami.

Na zaklad¢ provedenych korelaci a hodnoté korelaéniho koeficientu r 1ze zkonstatovat, ze
volné flavonoidy vyznamné pfispivaji k antioxidacni aktivité (» = 0,9386), zatimco vazané
flavonoidy k antioxidac¢ni aktivité¢ vyznamné neptispivaji (» = 0,5218). Tento vysledek byl
potvrzen 1 metodou DPPH. U korelace antioxida¢nich aktivit metodou ABTS s polyfenoly
se korelacni koeficient » u volnych polyfenolti rovnal 0,9648 a u védzanych polyfenol
0,9579, coz znaci, ze jak volné, tak i vazané polyfenoly vyznamné pfispivaji k antioxidacni

aktivité. Stejné¢ho vysledku bylo docileno i u metody DPPH.

V posledni ¢asti byly stanoveny vybrané polyfenolické latky metodou HPLC. U hnédych
zrn se voln€ nachézeji ve vyssi koncentraci trans-p-kumarova, ferulova a protokatechinova
kyselina. Nejvyssi koncentrace trans-p-kumarové kyseliny byla zjisténa u vzorku milicky
hnédé z Bolivie ve formé zrna, a to 221,0 mg.kg™!. U bilych zrn se volné nachazeji ve vyssi
koncentraci rutin, kyselina ferulova a protokatechinova. U vzorku milicky bilé z Bolivie ve
formé zrna byla naméfena koncentrace rutinu 208,8 mg.kg™'. U hnédych zrn ve vdzané formé
ve vy$§i koncentraci pievlada kyselina ferulova, katechin a kvercetin. Nejvyssi koncentrace
kyseliny ferulové byla naméfena u vzorku milicky hnédé z USA ve formé zrna, a to 289, 8
mg.kg!. U bilych zrn se ve vazané formé ve vyssi koncentraci nachazi kyselina ferulova,
rutin a kvercetin. Vazana kyselina ferulova byla v nejvyssi koncentraci detekovana u vzorku

mili¢ky bilé z Bolivie ve formé zrna, a to 113,9 mg.kg™.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ABTS 2,2 -azinobis(3-etyl-2,3-dihydrobenzotiazol-6-sulfonova kyselina)

DMD Dry Matter Digestibility (stravitelnost susiny)

DPPH 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

GAE Gallic Acid Equivalents (ekvivalent kyseliny gallové)

HPLC High Performance Liquid Chromatography (vysokoucinna kapalinova chroma-
tografie)

OMD Organic Matter Digestibility (stravitelnost organické hmoty)

RE Rutin Equivalents (ekvivalent rutinu)

SD Standard Deviation (smérodatna odchylka)

TAA Total Antioxidant Activity (celkova antioxidacni aktivita)

TEAC Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (antioxida¢ni aktivita ekvivalentni tro-

loxu)

UV-VIS Ultraviolet-visible spectroscopy (ultrafialovo-viditelna spektroskopie)
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PRILOHA P I: KALIBRACNI KRIVKY PRO STANOVENI FLAVONOIDU A
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PRILOHA P II: KALIBRACNI KRIVKY PRO STANOVENI ANTIOXIDACNI
AKTIVITY METODOU ABTS A DPPH
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PRILOHA P III: KORELACE ANTIOXIDACNICH AKTIVIT S FLAVONOIDY A
POLYFENOLY
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