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ABSTRAKT

Préace se zabyva piipravou modelovych ceredlnich smési s ptidavkem jedlych kvéti s vyu-
zitim netradi¢nich vlocek. Cilem prace bylo stanovit u téchto smési vybrané chemické ja-
kostni znaky. Byly vypracovany extrak¢éni postupy pro izolaci volnych, konjugovanych a
vazanych polyfenoli s jejich naslednou identifikaci a kvantifikaci pomoci HPLC-UV. Déle
bylo u téchto frakci stanoveno celkové mnoZzstvi polyfenolii a antioxidacni aktivita meto-
dami s ABTS a DPPH. Nejvyssi mnozstvi polyfenol bylo naméfeno u bezlepkové smési,
ktera obsahovala jahly, vloc¢ky ¢erné quinoi, z olejnatych semen konopna seminka a jedlé

Cv v

byly obsaZeny ovesné vlocky, vlo¢ky kamutu, konopna seminka a jedlé kvéty chrpy a slézu.

Kli¢ova slova: netradi¢ni ceredlie, miisli, jedlé kvéty, polyfenoly, antioxida¢ni aktivita

ABSTRACT

The thesis deals with the preparation of model cereal mixtures with the addition of edible
flowers and with the use of non-traditional flakes. The aim of the work was to determine
selected chemical parameters in these mixtures. Extraction procedures were developed for
the isolation of free, conjugated and bound polyphenols with their subsequent identification
and quantification by HPLC-UV. In addition, the total amount of polyphenols and antioxi-
dant activity using ABTS and DPPH were determined in these fractions. The highest
amounts of polyphenols were founded in a gluten-free mixture containing millet, quinoa
black flakes, hemp seeds and edible red cornflower and mallow flowers. The lowest amount
of polyphenols contained a sample containing oat flakes, kamut flakes, hemp seeds, and

edible cornflower and mallow flowers.

Keywords: non-traditional cereals, muesli, edible flowers, polyphenols, antioxidant activity
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UvVOD

V soucasné dob¢ se klade velky dliraz na nutri¢ni hodnotu potravin. Diky velké rozmanitosti
a pomérn¢ lehké dostupnosti sortimentu se zacaly vyuzivat i netradi¢ni nebo mén¢ tradicni
suroviny, které nutri¢ni hodnotu potravin mohou zvysit. Jedna se hlavné o zatazeni obilovin,
které vykazuji antioxida¢ni aktivitu nebo maji snizeny glykemicky index. Dals$i moznosti je
cerealni smési obohatit dalSimi slozkami jako napiiklad ovocem, které jsou zdrojem piede-
v§im jednoduchych sacharidl, olejnatymi semeny, ofechy nebo napiiklad jedlymi kvéty,
které jsou soucasti lidské vyzivy od pradavna. Jedl¢é kvéty kromé toho, Ze zvySuji esteticky
vzhled pokrmt, obohacuji pokrmy o zdravi prospésné latky, naptiklad antioxidanty. V po-
slednich letech, s nariistem poctu lidi trpicich celiakii, jsou ¢im dal vice vyzadovany obilo-

viny, které neobsahuji lepek.

Cilem této prace je ptipravit modelové miisli smési, které budou obsahovat optimalni pomér
tradi¢nich i mén¢ tradi¢nich obilovin, jedlych kvéth a dalSich pfimési a pfipravit cerealni
smési v lepkové 1 bezlepkové podobé. U téchto pak nasledné stanovit vybrané jakostni

znaky.
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I. TEORETICKA CAST
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1 OBILOVINY POUZIVANE PRO VYROBU VLOCEK

Vétsina obilovin patii do Celedi lipnicovité (Poaceae), ale napt. pohanka paii do celedi
rdesnovité (Polygonaceae). Obilovinou mizeme oznacit plod rostliny obilniny. Obiloviny
s vyssi nutriéni hodnotou nazyvame pseodoobiloviny. Pfikladem pseudoobiloviny je napii-
klad pohanka a quinoa, které jsou dobrym zdrojem niacinu a riboflavinu. Obiloviny ¢eledi
lipnicovité maji diky stejnému botanickému ptivodu podobné chemické slozeni a usporadani
obalovych a podobalovych vrstev zrna. Déle se podobaji v zastoupeni mastnych kyselin a
jednotlivych aminokyselin. Pro vyrobu vlocek se pouzivaji celd obilné zrna, nékdy i s kli¢-

kem [1].

1.1 Stavba obilného zrna

Obiloviny délime na pluchaté a nahé (bezpluché). Tvar a velikost obilovin se mtze liSit pro
stejny druh obilovin, naptiklad vlivem klimatickych podminek, kvalitou pidy a hnojenim.

Kazda obilka se sklada ze tfech ¢asti: obalovych vrstev, endospermu a klicku [2].
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: endosperm

—— bufiky endospermu se
Skrobem v bilkovinng matric E
M- celulosove stény bunék endospermu
aleuronova vrstva (,,vnéjai

endosperm’™) —

epidermis PR

—. Atitek na klicku

rudimentirni klicek K
priméarni kofinky
Stitek koFinkt
e kloboudek kofinki

Obrazek 1-Podélny fez pSenicnym zrnem a znazornéni jeho morfologickych vrstev

O vrstva prechazi pfi mleti do otrub, E do mouky, K odstranény s klickem [3].

Obalové vrstvy chrani obilku pted vnéj$imi vlivy a tvoii asi 8 — 12,5 % jeji celkové hmot-
nosti. Jsou z velké ¢asti slozeny z nerozpustnych polysacharidi typu celulézy [1].

wev

Endosperm tvoii cca 85 % hmotnosti zrna a je to technologicky nejvyznamnéjsi ¢ast. ¥

hmotnosti endospermu piedstavuje skrob, bilkoviny zaujimaji 10 % hmotnosti.

Klicek je diky vysokému obsahu lipaz a lipoxygenaz a ptitomnym lipidim pii mlynskych

technologiich zpravidla odstraiiovan [2, 4].

1.2 Bilkoviny a aminokyseliny

Bilkoviny jsou sloZzeny z aminokyselin, které jsou pojeny navzajem peptidovou vazbou. Lze
je delit dle rozpustnosti podle Osborna na albuminy (rozpustné ve vod¢), globuliny (roz-
pustné v roztocich soli), prolaminy (rozpustné v 70 — 90% etanolu) a gluteliny (rozpustné
jen z ¢asti ve slabych roztocich kyselin a zasad). Pii hnéteni pSeni¢né mouky vytvaii gliadiny

a gluteiny za ptitomnosti kysliku a vody pevny gel, ktery se nazyva lepek. Vyprany lepek se
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primérmé sklada z 90 % z proteinti, 8 % lipidii a ze 2 % sacharidi v susing. Pfitomnost lepku
je  nezadouci pro lidi, ktefi trpi celiakii (nesnadSenlivosti na  lepek)

[2, 5, 6].

Nejvyznamnéjs$i aminokyselinou obilovin je kyselina glutamova, ktera se prevazné vysky-
tuje ve form¢ glutaminu. Mezi dal$i aminokyseliny patii prolin a leucin, limitujici aminoky-
selina je lyzin [2, 5, 7]. Mezi dal$i molekuly bilkovinové povahy fadime také enzymy, mezi

nejvyznamnéjsi enzymy obilovin fadime a-amylazu, B-amylazu, B-glukanazu a proteazy [4].
1.3 Sacharidy

1.3.1 Monosacharidy a oligosacharidy

Volné monosacharidy se nachédzi ptevazné v klicku, a to v nepatrném mnozstvi. Nejvice za-
stoupenymi monosacharidy jsou z pentdz riboza, arabinéza a xyléza a z hexdz jsou to
glukdza, fruktdza, galaktéza a mandza [2]. Mezi oligosacharidy vyskytujici se v obilovinach

patii maltoza, izomaltdza a celobidza, minoritné sachar6za [6].

1.3.2 Polysacharidy

Hlavnim polysacharidem v obilovinach je Skrob, ktery slouzi jako zdroj energie a vyskytuje
se prevazné v endospermu (60 —75%). Skrob se sklada ze dvou frakci amylézy a amylopek-
tinu. Zakladni stavebni jednotkou amylozy i1 amylopektinu je maltéza. Amylopektin se
sklada jesté z dal3i jednotky a tou je izomaltéza. Skrob celkové tvofi za piidavku vody a
tepla gelovity maz. Po ochlazeni se vytvoii pruzny gel, to ma za nasledek vlacnost vyrobkt

8, 9].

V obalovych vrstvach ma nejvétsi zastoupeni celuldza a pentézany, které vyznamné piispi-
vaji k obsahu vladkniny. Vldknina se podili na tvorb& konzistence traveniny a ulehcuje pri-
chod stfevnim traktem [2, 10]. Mezi nejznaméjsi pentézany (hemicelulézové polymery)

patii arabinoxylany [11].

1.4 Lipidy

Nejvice lipidi se nachézi v klicku a aleuronové vrstv€. Zrno pSenice je tvoieno prevazné

glycerolem esterifikovanym kyselinou linolovou a olejovou. Mezi poléarni lipidy mizeme
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tadit fosfatidy, jejichz nejvyznamnéjsim zastupcem je fosfatidylcholin. Oxida¢ni zmény li-
pidi zptisobuji nezddouci senzorické zmény, jako je zluknuti. V zrnech se nachazi 2 — 12 %

lipidt. Nejvétsi zastoupeni lipida se nachazi v zrnech ovsa a prosa [12].

1.5 Vitaminy a mineralni latky

Vitaminy se vyskytuji pfevazné v klicku a obalovych vrstvach. V endospermu se vyskytuji
jen minimalné, vyjimkou je kyselina pantotenova. V obalovych vrstvach se nachazi ribofla-
vin, tiamin, v kli¢cich se navic vyskytuji i tokoferoly. V pSeni¢nych a jecnych zrnech byly
zaznamenany vysoké koncentrace kyseliny nikotinové (9,3-70,2 mg.kg '), tiaminu a ribo-
flavinu (1,0 — 4,3 mg.kg ), kyseliny listové (0,3 — 1,8 mg.kg ') a pantotenové (1,5 —14,6
mgkg 1) [2, 13].

Sumu mineréalnich prvkli miizeme nazyvat jako ,,popel, coZ je anorganicky zbytek po spa-
leni. Nejvyssi obsah popela se nachazi v obalovych vrstvach, aleuronové vrstvé a klicku, v
celych zrnech je celkovy obsah popela v rozmezi 1,25 — 2,50 %. Nej¢astéjSimi mineralnimi

prvky popela jsou hoi¢ik, vapnik, Zelezo a draslik [1].

Tabulka 1 Obsah mineralnich prvki u vzorku psenice jarni z Turecka v mg.kg™! [14]

/n Cu Fe Mn Mo B

PsSenice jarni | 23,4+2,0| 7,4+0,8 | 32,5+3,0 | 458+5,6 | 53+0,6 | 11,0+ 1,2

1.6 Polyfenolické latky

Mezi polyfenolické latky fadime polyfenolické kyseliny, flavonoidy, kumariny, stilbeny a
lignany. Lignin je polymerni polyfenolicka latka, kterd se v ptirod€ hojné vyskytuje. Jelikoz
se vyskytuje na povrchu zrn, byva Casto ze zrn odstranén pti technologickém zpracovani.
Ligninové polymery jsou navzijem zesitovany s polysacharidy pies ferulaty s obalovymi

vrstvami. Ty jsou napojeny na arabinoxylanové polymery [4].

1.6.1 Fenolové kyseliny

Vyssi koncentrace fenolovych kyselin se pak vyskytuji v otrubach a zbylych obalovych vrst-
vach obilnych zrn. Fenolické kyseliny se vyskytuji nejvice ve vazanych forméch jako kon-
jugaty se sacharidy, mastnymi kyselinami nebo proteiny. Nejcastéji se vyskytuji jako deri-
vaty kyselin hydroxyskoticovych (kyselina ferulova, kavova, chlorogenova, p-kumarova) a

hydroxybenzoovych (protokatechinova, p-hydroxybenzoova, vanilova) [13].
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1.6.2 Flavonoidy

Jsou to nejcastéji se vyskytujici polyfenoly ve vyzivé. Hlavni skupiny flavonoidii ve vyziveé
tvofi flavanoly, flavanony, flavony, flavonoly, antokyanidiny, leukoantokyanidiny a izofla-
vonoidy. Vyskytuji se v oplodi vSech obilovin, nejvyssi koncentrace byly zjistény v otru-

bach. V nejvétsich koncentracich byly zaznamenény rutin, kvercetin a epikatechin [15].

Jednou podskupinou flavonoidl jsou antokyaniny. Patii mezi nejrozsifenéjsi skupinu rost-
linnych barviv. Antokyany jsou rozpustné ve vode¢, a jsou zodpovédné za Cervené, fialové a
modré zbarveni. V potravinach se nejcastéji vyskytuje téchto 6 antokyant: kyanidin (fia-
lovy), pelargonidin (Cerveny), peonidin (fialovy), delfinidin (purpurové modry), petunidin
(purpurové modry) a malvidin (purpurovy), které se glykosidicky vazi na sacharidové jed-

notky [16].
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2 JEDLE KVETY

Obsah bilkovin, sacharida, lipida a vitaminti se od jinych rostlin, naptiklad listové zeleniny,
prilis nelisi. Obsahuji 1 velké mnozstvi latek s antioxidacnim ucinkem — fenolické latky a
karotenoidy [17]. Jedlymi kvéty se zabyva vyhlaska ¢. 331/1997 Sb. ve znéni pozdéjsich
predpist a ta definuje koteni jako ¢asti rostlin jako kotfeny, oddenky, kiira, listy, nat’, kvéty,
plody, semena nebo jejich ¢asti, uvedené v piiloze €. 2, v nezbytné mifte technologicky zpra-
cované a uzivané k ovlivitovani chuté a viiné potravin [18]. Dalsi vyhlaska, ktera musi byt
zohlednéna je vyhlaska ¢. 225/2008 Sb. ve znéni pozd¢jsich predpist, kterd stanovuje poza-
davky na dopliiky stravy a obohacovani potravin. Tato vyhlaska uréuje podminky nékterych

byt pouZzito v dennim mnozstvi [19].

Z vyzivového hlediska Ize jedlé kvéty rozdé€lit na tii ¢asti. Prvni z nich je pyl, ac¢koliv je jeho
mnozstvi velmi malé, je pomérné€ bohatym zdrojem bilkovin, aminokyselin a sacharidu, ka-
rotenoidi a flavonoidi, jeho chut’ v§ak neni zrovna ptijemna [20]. Druhou slozkou je nektar,
jedna se o sladkou kapalinu, kterd obsahuje vyvazenou smés cukrt, aminokyselin a fenolic-
kych latek, dale alkaloidy a terpenoidy [20]. Tteti skupina zahrnuje okvétni listky a dalsi
¢asti rostliny. Ty jsou také dobrym zdrojem vySe uvedenych sloucenin, a navic obsahuji

velké mnoZstvi vitamind a antioxidantd [20].

Obrazek 2 — Jedl¢ kvéty A — Jifina, B — Riize, C — Mésicek, D — Chrpa [21]
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2.1 Zakladni prehled jedlych kvétii

U nékterych druhti zelenin se konzumuji hlavné jejich kvéty, jsou to napiiklad — brokolice,
kvétak, artyCoky, tykev a pazitka [21]. Mésicek zahradni obsahuje silice, které maji protiza-
nétlivé Ucinky, ptisobi bakteriocidné. Nékteré druhy chryzantém maji vysoky obsah fenolic-
kych slou€enin a vykazuji vysokou antioxidacni aktivitu. Jedlé kvéty rizi se pouzivaji jako
ozdoby mouc¢niki nebo pro vyrobu sirupti a zmrzlin. Obsahuji bioflavonoidy a tfisloviny.
Topolovky maji vysoky obsah antokyant a vyuzivaji se hlavné pro barveni sirupti, pampe-
lisky obsahuji hoiciny, fytosteroly, tfisloviny a silice. Hefmanek, se dnes pouziva i v Cer-
stvém stavu jako ozdoba nékterych pokrmt. Mnohé dalsi kvéty se pouzivaji jako ptisada do
¢aju napiiklad jasmin a lipa. Existuji desitky dalSich rostlin, které jsou zdrojem jedlych
kvéti, naptiklad, lichotefiSnice, bez Cerny, kopretina, merlik, levandule, chrpa a mnoh¢ dalsi

[21,22].

2.2 Chemické sloZeni jedlych kvéta

Jedlé kvéty obsahuji velké mnoZstvi vody 80 —90 %.
Tabulka 2 Obsah vody nékterych jedlych kvéti v % [23]

LichofefisSnice vétsi | Mésicek zahradni | Plamatka zelna

Vlhkost (%) 89,3 +0,2 83,4 +0,2 81,7+0.1

2.2.1 Bilkoviny a aminokyseliny

Celkovy obsah bilkovin v jedlych kvétech byl stanoven pod 3%. Nejvyssi zastoupeni bilko-
vin se nachazi v pylu. Nejzastoupengjsi aminokyselinou je prolin, ktery se nachazi ptrevazné
v nektaru. Dal§imi aminokyselinami, které se casto vyskytuji v jedlych kvétech, jsou trypto-

fan a esencidlni aminokyselina lyzin [20, 21].

2.2.2 Sacharidy

Monosacharidy se nachazi pfevazné v nektaru jedlych kvéth, ktery obsahuje nejvice glukozu
a fruktozu. Z oligosacharidi je to pak sachar6za. Z nerozpustnych sacharidii obsahuji vlak-
ninu v rozmezi od 4,51 — 10,11 % v zavislosti na druhu jedlého kvétu. V priibéhu starnuti

jedlého kvétu miize dochézet ke zvySeni obsahu sacharozy [21, 24].
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2.2.3 Lipidy

Jedlé kvéty obsahuji velmi malé mnozstvi lipidi. Nejvice se jich vyskytuje v pylu. Nejvice
zastoupené jsou polynenasycené mastné kyseliny, které prevladaji nad nasycenymi. Nejza-
stoupengjsi jsou kyseliny linolova a linolenova. Z nasycenych mastnych kyselin obsahuji
kyselinu palmitovou a v nepatrném mnozstvi byla zjiSténa i pfitomnost w-3 nenasycené

mastné kyseliny eikosapentaenové [20, 25].

2.2.4 Vitaminy a mineralni prvky

Kvéty jsou dobrym zdrojem vitaminu E, také obsahuji kyselinu L-askorbovou [25]. Jedlé
kvéty jsou i pomérné bohatym zdrojem mineralnich prvki, v nejvétsim zastoupeni je to Ze-
lezo, zinek, méd’, stroncium, mangan a draslik. Z vyzivového hlediska je zajimavé, ze obsa-
huji daleko vyssi koncentrace drasliku nez sodiku. Koncentrace vapniku je v jedlych kvétech
velmi nizka. Ostatni prvky jako fosfor, hot¢ik, sodik a sira byly detekovany v nizkych kon-

centracich [21, 23].

2.2.5 Polyfenolické slouceniny

Jedlé kvéty okrasnych rostlin vykazuji vysokou antioxida¢ni aktivitu a maji vyrazny inhi-

bi¢ni Gc¢inek na volné radikaly [26].

2.2.5.1 Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny jsou zastoupeny piedev§im ve formé estert, predevsim hydroxyskofico-
vymi kyselinami. Mezi fenolické kyseliny jedlych kvéth patii predev§im kyselina chloroge-
nova. Dals$i velmi hojné zastoupenou kyselinou v jedlych kvétech je kyselina gallova [27,

28].

2.2.5.2 Flavonoidy

Nejvyznamnéjsi flavonoid v jedlych kvétech je luteolin-7-O-glukosid. Dosahuje nejvyssiho
antioxida¢niho G¢inku. Mezi dal$i hojné zastoupené flavonoidy patii katechin, kaempferol a
kvercetin. VétSina flavonoida se nachédzi v okvétnich listcich, velka ¢ast je jich glykosylo-
vana. Pln¢ rozkvetlé kvéty vykazuji mnohem vétsi zastoupeni flavonoidl nez na zacatku
kveteni [28, 29]. Cervené a riizové kvéty obsahuji az 10 mg kyanidin-3-glukozidu na 10g.
Koncentrace antokyanovych barviv ve Zlutych a modrych kvétech se pohybuje v rozmezi od
5 do 10 mg kyanidin-3-glukozidu na 10g. Bil¢ kvéty vykazuji extrémné nizké hodnoty, a to
pod 1 mg [27, 28].
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3 OSTATNIi SUROVINOVE KOMPONENTY POUZIVANE DO
MUSLISMESI

3.1 Ofrechy a olejnata semena

Dle vyhlasky ¢. 157/2003 Sb. ve znéni pozd¢jsich predpist se skofapkovymi plody rozumi
plody nebo semena vlasskych ofechd, liskovych ofechli, mandli, keSu ofechd, arasidi, para
ofechi, kokosovych ofechtl, piniovych ofechti. Ofechy jsou dobrym zdrojem ®-3 mastnych
kyselin a také lipida, coz miize vést pti skladovani k oxidacnim pochodim. Také obsahuji

vitamin E, a to pfedevsim ve formé B- a y-tokoferola [29, 30].

3.2 Ovoce

Ovoce, které se ptidava do miisli, byva velmi ¢asto kandovano v cukernych roztocich, také
byva susené nebo lyofilizované (suseni mrazem). Ovoce se do ceredlnich smési pfidava pro
vysoky obsah sacharidt, vldkniny, vitaminti a antioxidantd. Hlavnimi antioxida¢nimi lat-
kami jsou vitamin C a E, polyfenolické latky a z nich pak flavonoidy a antokyany. Do smési
se obvykle pfidava bobulové ovoce jako naptiklad bortivky, brusinky, rybiz, dale naptiklad

jablka, merunky, Svestky, jahody a maliny [30, 31].
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4 PRINCIPY METOD POUZIVANE V EXPERIMENTALNI CASTI

Absorp¢ni spektrometrie se vyuziva piredevsim ke stanoveni koncentrace latek v roztoku a
fadi se mezi spektralni metody. Absorpcni spektrum latky predstavuje zavislost absorbance
na vlnové délce pfi konstantni koncentraci latky a tloust'’ce vrstvy. Pro zjisténi koncentrace
je dulezity vztah mezi absorpcnim spektrem latky, tloustkou vrstvy a hodnotu absorbance,

tento vztah popisuje Lambert-Beertv zakon, z néhoz vyplyva,
A=¢.b.c(1)

kde A ptedstavuje absorbanci pfi urcité vinové délce, &; predstavujemolarni absorp¢ni koe-
ficient latky pfi vinové délce A, b je tlouStka absorpéni vrstvy a c je latkova koncentrace
dané latky v roztoku [32, 33]. Pti spektrofotometrickém méfeni a nasledném kvantitativnim
vyhodnoceni se vychézi z kalibracniho grafu. Pro koncentrace, kde plati Lambert-Beertv
zakon, je zavislost linearni. Absorbance je linedrn€ zavisla na latkové koncentraci absorbu-

jici latky a je to bezrozmérna veli¢ina. Absorbanci lze vypocitat ze vztahu:
I
A=10g (%))

kde Ip je intenzita svétla, které vstupuje do kyvety a I pfedstavuje intenzitu svétla vystupuji-

ciho z kyvety [33, 34].

4.1 Stanoveni polyfenoliiFolin-Ciocalteuho metodou

Jedna se o spektrofotometrickou metodu, pifi niz se méti absorbance jednotlivych vzorki a
nasledné se zjisti koncentrace celkovych polyfenolt. Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo je tvotfeno
smési dvou kyselin, a to kyseliny fosfore¢no-wolframové a fosofe¢no-molybdenové, a ty se
po oxidaci polyfenolt redukuji na smés modrych oxidit wolframu. Pti reakci dochdzi v za-
saditém prostiedi k oxidaci fenolickych slouc¢enin a dochazi ke zméné barvy ze zluté na
modrou. Tyto modré pigmenty maji maximalni absorpci v zavislosti na sloZzeni fenolovych
smési a pH, které se upravuje pfidanim 20% uhli¢itanu sodného [35]. Modré zbarveni je
umérné celkovému mnozstvi pritomnych polyfenolii a nejlépe absorbuje pii vinové délce
765 nm. Celkovy obsah polyfenoli je nejcastéji vyjadien jako ekvivalentni mnozstvi stan-

dardu kyseliny gallové v mg na 1 kg vzorku [35, 36].
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4.2 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity

Metody pro stanoveni antioxida¢ni aktivity jsou nejcastéji zalozeny na mechanizmu trans-
feru atomu vodiku. Nejzndméjs$i metody pro stanoveni antioxidacni aktivity jsou metody
hodnotici schopnost eliminovat radikaly. Do této skupiny patii metoda s vyuzitim ABTS
kation-radikalu (2,2 -azinobis(3-etyl-2,3-dihydrobenzotiazol-6-sulfonovékyseliny) a me-
toda s vyuzitim DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu) [37, 38].

42.1 Metoda s DPPH

Metoda spocivd v reakci testované latky s volnym stabilnim radikdlem 2,2-difenyl-1-
pikrylhydrazylem. V metanolovém roztoku je DPPH v radikélové formé a redukce DPPH
antioxidanty se projevi odbarvenim roztoku (Ubytkem absorbance). Absorbance se nejcastéji
mefi pfi 515 nm spektrofotometricky a méfi se po uplynuti urcitého ¢asu. Reakce radikélu
DPPH s antioxidanty zkouseného vzorku se provadi vyhradné v prosttedi s organickymi roz-
poustédly. Radikalova aktivita se vyjadiuje jako ekvivalentni mnozstvi troloxu v mg nebo

mmol na 1 kg vzorku [39, 40].

422 Metodas ABTS

Metoda je zaloZena na schopnosti zhaset 2,2 -azinobis-3-etyl-2,3-dihydrobenzotiazol-6-sul-
fonovou kyselinu, neboli kation-radikal ABTS. ZhaSeni radikalu ABTS antioxidanty se sta-
novuje spektrofotometricky na zékladé zmén absorp¢niho spektra ABTS, nejcastéji pii vl-
nové délce 734 nm. Radikal ABTS se generuje v reakéni smési oxidaci ABTS s riznymi
slou€eninami, nejCastéji peroxodisiranem draselnym. Jako rozpoustédlo se pouziva voda
nebo metanol. Antioxidacni aktivita se vyjadii jako ekvivalentni mnozstvi troloxu v 1 kg
vzorku, jelikoZ jako standard je u této metody pouzit trolox. Jako standard Ize pouZit i kyse-

linu askorbovou nebo butylhydroxyanizol (BHA) [41, 42].

4.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC (Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie)je analyticko-separacni metoda, ktera
slouzi k identifikaci, separaci a kvantifikaci obsahu sledovanych latek. Zakladni podminkou
kapalinové chromatografie je zajiSténi interakce mezi separovanou latkou a stacionarni fazi,
za chromatografickych podminek. Mobilni faze prochazejici kolonou obsahuje smés rozpus-
ténych analytd, které interaguji se stacionarni fazi. Pro rizné latky je to riiznd rychlost a

ruzny ¢as pruchodu kolonou. Tento ¢as se nazyva retencni. Kapalinovy chromatograf se



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

sklada ze Ctyt hlavnich ¢asti: vysokotlakého ¢erpadla, které slouzi pro transport mobilni faze,
zatizeni pro davkovani vzorku, chromatografické kolony, ktera slouzi pro separaci latek, a
detektoru [43, 44, 45]. Mobilni faze jsou zpravidla smési organickych rozpoustédel nebo
vodné roztoky pufra, kter¢é byvaji do HPLC davkovany ze sklenénych
lahvi. Stacionéarni faze je umisténa v koloné. Jako stacionarni faze se pouZzivaji polarni ne-
modifikované absorbenty, nejcastéji je to silikagel nebo oxid hlinity, nove také anorganické
kompozity napi. na bazi zirkonu. V piipadé RP-HPLC lze jako mobilni fazi pouzit redesti-
lovanou vodu, pufry (fosfatové, octanové aj.), metanol, acetonitril, trifluoroctovou kyselinu,
kyselinu mravenci aj. Nejpouzivangjsi stacionarni fazi je oktadecylovy nebo oktylovy uhlo-

vodikovy fetézec [46, 47].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem préce bylo pfipravit vlocky z jednotlivych druhii obilovin a z nich nasledn¢ pfipravit
cerealni smési s pridavkem jedlych kvéti dle receptur. Nasledné z téchto smési extrahovat
volné, konjugované a vazané frakce polyfenolii. U téchto frakci potom stanovit mnozstvi
celkovych polyfenolti Folin-Ciocalteuovou metodou (jako standard pouzit kyselinu gallo-
vou) a stanovit antioxidacni aktivitu s ABTS a DPPH (jako standard pouzit trolox). Posled-
nim ukolem bylo identifikovat a kvantifikovat obsah jednotlivych fenolickych sloucenin po-

moci HPLC-DAD. Vyhodnocena data byla dale statisticky zpracovana.
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6 METODIKA PRACE

6.1 Pouzité chemikalie a pomicky

6.1.1

Chemikalie

Redestilovand voda

Octan sodny (Penta, CR)

Metanol (Penta, CR)

Folin-Ciocalteuovo Cinidlo (Sigma Aldrich, Némecko)

Uhligitan sodny(Lachema,CR)

Kyselina gallova (Acros Organics, Belgie)

Trolox (Sigma Aldrich, Némecko)

ABTS (2,2'-azinobis(3-etyl-2,3-dihydrobenzotiazol-6-sulfonova kyselina)(Sigma
Aldrich, Némecko)

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

Standardy (3,4-dihydroxybenzoové kyseliny, 4-hydroxy-benzoové kyseliny, epiga-
lokatechinu, katechinu,kyselin vanilové, chlorogenové, kavové, syringové,epika-
techinu, kyselintrans-p-kumarové,ferulové, sinapové, elagové,trans-2-hydroxysko-
ficové, rutinu, protokatechin esteru, resveratrolu, kvercetinu, kaepeferolu a kyseli-

nytrans-skoticové)

Zarizeni

Elektricky mlynek a vlockova¢ (Waldner Biotech Combi Star, Rakousko)
vodni lazett (Memmert, Némecko)

Mikropipety s nastavitelnym objemem

Analytické vahy (Afa 210 LC,Schoeller,CR)

Ultrazvukova lazen (Memmert, Némecko)

Odstiedivka (EBA 20, Hettich Zentrifugen, Némecko)

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

HPLC Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific, MA, USA)
Odsttedivka (Dynamica, CR)

Bézné laboratorni pomtcky a sklo
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Obrazek 3 — Kapalinovy chromatograf Dionex Ultimate 3000

6.2 Priprava cerealnich smési s jedlymi kvéty

Nejprve byly vyrobeny vlocky z celych obilnych zrn, ke kterym byly dale ptidany dalsi su-
rovinové komponenty. Jako cela zrna byla zakoupena pSenice kamut, pSenice odridy Dick-
kopf, ¢erna ryZe, pSenice odriilda Richard a ¢erna quinoa. Odriidy Richard a Dickkopf byly
dodany pfimo od péstitelti (prof. Dr. Agr. Jana Sneyd, Hochschule fiir Wirtschaftund Um
welt Niirtingen-Geislingen, Stuttgart, Némecko a firmy Bickerhaus Veit, Némecko). Dalsi
druhy vloc¢ek (Spaldové, ovesné, pohankové, jahlové a vlocky z teffu) byly zakoupeny v ob-
chodni siti. Jedlé kvéty byly poskytnuty od firmy Oxalis. Ovoce bylo taktéz zakoupeno v ob-
chodni siti: ananas byl kandovan v cukerném roztoku, meruiiky a brusinky
byly suSeny v proudu teplého vzduchu, jahody, bortivky a maliny byly lyofilizované a
Svestky, hrusky byly zakoupeny taktéz susené. Otfechy a olejniny (para, mandle) i seminka
(chia, konopna) byla taktéz zakoupena v obchodnim fetézci. Suroviny byly skladovany

nejdéle po dobu jednoho mésice pfi teploté do 25 °C.

6.2.1 Priprava vlocek

Vlocky byly vyrobeny pomoci hydrotermdlniho oSetfeni a rozvélcovany na vlockovaci
Combi Star. Vlocky byly vyrobeny z celych zrn, které byly kratce povatreny ve vod¢ o teplote
95 °C 2 — 15 minut, dale byly scezeny a osuSeny v horkovzdusné susarné¢ po dobu 10 — 60
minut. Po osuseni byla zrna zpracovana na vlocky na vlockovaci. Na vlocky byly zpraco-

vany: ¢erna ryze, pSenice kamut, Dickkopf a Richard a quinoa ¢erna.
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6.2.2 Priprava cerealnich miisli smési

Bylo pfipraveno 6 druhti cerealnich miisli smési, z toho tfi obsahovaly lepkové obiloviny a
tf1 byly bezlepkové. K pfipravenym vlockdm byly ptfidany ostatni suroviny (ofechy a olej-
niny, ovoce a jedlé kvéty) dle zadané receptury, v poméru 70 % obilovin a 30% vSech ostat-

nich slozek. Smés byla homogenizovéana ty¢ovym mixérem.

Obrazek 4 — Surovinova skladba cerealnich smési

Na obrazku 4 jsou pfipraveny suroviny na ptipravu miisli smési. Vzdy jedna varianta s lep-
kem a druhd bez lepku. Talif ¢. 1 obsahuje suroviny uvedené v tabulce €. 3. Talif €. 2 je smés
pfipravend bez lepku, jeho receptura je uvedena v tabulce €. 4. Talif ¢. 3 je bez lepku a
receptura je uvedena v tabulce €. 6 a talif €. 4 je bez lepku a receptura je uvedena v tabulce

¢. 7.
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Cerealni smési obsahujici lepek:

Tabulka 3 Smés miisli ¢.1

Vzorek 1 Mnozstvi[g]
Ovesné vlo¢ky 35
Richard vlo¢ky 35
Chia seminka 2

Para ofechy 5
Merufiky 10
Ananas 10
Zeleny ¢aj 2
Jasmin kvét 1

Tabulka 4 Smés miisli ¢.2

Vzorek 2 Mnozstvi[g]
Ovesné vlocky 35
Kamut vlo¢ky 35
Konopna seminka 2

Para ofechy 5
Svestky 10
Hrusky 10

Sléz kvét 1
Cervena chrpa kvét 2
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Tabulka 5 Smés miisli ¢.3

Vzorek3 Mnozstvi[g]
Spaldové vlocky 35
Dickkopf vlocky 35
Mandle 7
Brusinka 15
Malina 5
Ibisek kvét 2
Chrpa modra kvét 1

Bezlepkové cerealni smési:

Tabulka 6 Smés musli ¢.4

Vzorek 4 Mnozstvi[g]
Pohanka vlocky 40
RyZzové vlocky 25
Quinoa ¢erna vlocky 5

Chia seminka 2

Para ofechy 5
Merunky 10
Ananas 10
Zeleny caj 2
Jasmin kvét 1
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Tabulka 7 Smés miisli ¢.5

Vzorek 5 Mnozstvi [g]
Jahly 35
Quinoa ¢erna vlocky 35
Konopna seminka 2
Para ofechy 5
Svestky 10
Hrusky 10
Sléz kvét 1
Cervena chrpa kvét 2
Tabulka 8 Smés miisli ¢.6
Vzorek 6 Mnozstvi [g]
Pohanka vlocky 40
Jahly vlocky 25
Teff vlocky 5
Mandle 7
Brusinka 15
Malina 5
Ibisek kvét 2
Chrpa modré kvét 1




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 31

6.3 Extrakce polyfenolickych frakci

6.3.1 Extrakce volnych frakei polyfenola

Od kazdého vzorku bylo do ctyt vétSich 1ékovek navazeno 1,5 g pomletého vzorku s pres-
nosti na 0,1 mg. Ke kazdé navazce bylo ptidano 15 ml 80% metanolu. Lékovky byly uza-
vieny a dany na michacku a po 1 hodinu se obsah extrahoval. Po hodin¢ se nechaly stat 10
minut v klidu a extrakt byl odsat Pasteurovou pipetou do keramické odparovaci misky. Takto
ziskany extrakt byl na vodni lazni odpafen do sucha. Zbytek po extrakci byl znovu extraho-
van s 10 ml 80% metanolu. Po extrakci byl vzorek opét ponechan 10 minut v klidu a extrakt
byl odsat Pasteurovou pipetou a byl pfidan k prvnimu odparenému extraktu do keramické
misky a znovu byl odpatfen do sucha. Takto byly ziskany 4 misky s odpafenymi extrakty.
Dvé odpatovaci misky z piivodnich ¢tyt byly postupné zregenerovany 10 ml 80% metanolu
tak, aby mohl byt odparek kvantitativné preveden do odmérné batiky na 10 ml. Odmeérné
baiiky byly na 1 minutu vlozeny do ultrazvukové 1azné, prefiltrovany ptes syring filtr (nylon
0,2 um) a davkovany do vialek. Zbytek extraktu byl ponechdn na dalsi analyzy. Tento extrakt

obsahoval volné polyfenoly.

6.3.2 Extrakce konjugovanych frakei polyfenolu

Zbylé 2 misky z predchozi extrakce volnych polyfenoli byly postupné zregenerovany 10 ml
0,2 mol.dm>NaOH a kvantitativné prevedeny do mensich tmavych lékovek. Do 1ékovek
bylo vlozeno michadlo a byly ponechany 4 hodiny hydrolyzovat pod dusikem. Po 4 hodinach
bylo upraveno pH pomoci 6 mol.dm>HCI na 3-5. Poté byly vzorky odstfedény na odstie-
divce (4321g na 20 minut) a ptefiltrovany pies syring filtr (nylon 0,2pm) do tmavé vialky.
Zbytek extraktu byl ponechan pro dalsi analyzy. Extrakt obsahoval konjugované polyfenoly.

6.3.3 Extrakce vazanych frakci polyfenolii

Pevny zbytek po extrakci volnych polyfenoli v tmavé I€kovce byl =zalit 20 ml
0,2 mol.dm>NaOH a nechan 4 hodiny hydrolyzovat pod dusikem. Po uplynuti doby bylo
pomoci 6mol.dm>*HCI upraveno pH na 3-5. Vzorky byly odstfedény na odstiedivce (Dyna-
mica, 12300g,15 min) a prefiltrovany ptes syring filtr (nylon 0,2 um). Takto vznikly roztok

obsahoval vazané polyfenoly.
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Obrazek 6 — Odpatovani vzorkul pfi extrakcei

6.4 Stanoveni celkového mnoZstvi polyfenolii Folin-Ciocalteuho

metodou

Ke stanoveni byly pouZzity extrakty, ptipravené dle postupu uvedeného v kapitole 6.3. Pét
ml destilované vody bylo pipetovano do 10 ml odmérmné banky, dale bylo ptidano 200 pl
extraktu vzorku a 0,5 ml Folin-Ciocalteuova ¢inidla. K tomu bylo pfidano 1,5 ml 20% uhli-
¢itanu sodného a nasledné byla odmérna baiika doplnéna destilovanou vodou po rysku. Vzo-
rek byl diikladn€ promichéan a po 30 minutach byla méfena absorbance na spektrofotometru
Lambda 25 pfi vlnové délce 765 nm oproti blanku. Z namétenych hodnot bylo vypocitano
celkové mnozstvi polyfenoll ve vzorku pomoci linearni regrese. Celkové mnozstvi polyfe-

nolt bylo vyjadreno jako ekvivalentni mnozstvi mg kyseliny gallové v 1 g vzorku.

6.4.1 Kalibra¢ni kfivka pro stanoveni celkového mnoZstvi polyfenolu

Pfi tomto stanoveni byla pouZita jako standard kyselina gallova. Byl vytvofen zadsobni roztok
rozpusténim kyseliny gallové v metanolu na koncentraci 4 000 mg.1"!. Kalibra¢ni k¥ivka byla
pfipravena fedénim na koncentrace 50, 100, 200, 400, 600 a 800 mg.I"".5 ml destilované
vody bylo pipetovano do 10ml odmérné baiiky, déale bylo ptidano 200 pl standardu, 0,5 ml
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Folin-Ciocalteuova ¢inidla, k tomu bylo ptidano 1,5 ml 20% uhli¢itanu sodného. Nakonec
byla odmérna baiika doplnéna destilovanou vodou po rysku. Na spektrofotometru byly zme-
feny jednotlivé koncentrace pfi vlnové délce 765 nm. Nasledné byla sestavena kalibracni

kiivka jako zavislost absorbance na koncentraci kyseliny gallové.
6.5 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou s DPPH

6.5.1 Priprava zasobniho a pracovniho roztoku

Rozpusténim 24 mg DPPH ve 100 ml metanolu byl pfipraven zasobni roztok radikalu. Dale
byl pfipraven pracovni roztok smichdnim 10 ml zésobniho roztoku a 45 ml metanolu. Pfi-
praveny pracovni roztok byl pouzit jako blank a byl spektrofotometricky prométen pii vl-

nové délce 515 nm.

6.5.2 Méreni antioxida¢ni aktivity metodou s DPPH

Do zkumavky bylo napipetovano 8,55 ml pracovniho roztoku a 450 pl extraktu vzorku. Zku-
mavky s takto pfipravenym roztokem byly diikladn¢ promichdny a ponechany 60 minut bez
ptistupu svétla. Po 60 minutach byly vzorky méfeny spektrofotometrem pii vinové délce
515 nm. Pomoci rovnice linedrni regrese se z ubytku absorbance piepoctené na hodnoty

inaktivace vypocte ekvivalentni mnoZstvi mg troloxu na 1 g vzorku.

6.5.3 Kalibra¢ni kfivka pro stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH

Standardem pfi této metod¢ byl trolox. RozpusSténim standardu v metanolu na koncentraci
800 mg.I'! byl vytvofen zasobni roztok. Kalibra¢ni fada byla vytvotena fedénim zasobniho
roztoku o koncentraci 40, 80, 120, 160 a 200 mg.I"". K 8,55 ml pracovniho roztoku bylo
pridavano 450 pl jednotlivé koncentrace. Takto ptipravené roztoky byly ponechany 60 minut
ve tmé a nasledné spektrofotometricky méfeny pii vinové délce 515 nm. Takto byly ziskany
hodnoty tibytku absorbance a z téchto hodnot byla sestrojena kalibracni kiivka jako zavislost
inaktivace na koncentraci troloxu. Celkova antioxida¢ni aktivita byla vypocitana z rovnice

linearni regrese jako ekvivalentni mnozstvi g troloxu v 1 g vzorku.
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6.6 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou s ABTS

6.6.1 Priprava radikalu ABTS

Do 10ml odmérné banky bylo navazeno 0,018 g ABTS a odmérna banka byla doplnéna de-
stilovanou vodou po rysku. K tomu bylo pfidano 0,2 ml roztoku peroxodisiranu draselného
o koncentraci 0,06 mol.dm?, ktery byl pfipraven rozpusténim 0,162 g K2S>0s v 10 ml des-
tilované vody. Reak¢ni smés byla 16 hodin ponechana pii laboratorni teploté bez piistupu

svétla. Cilem bylo vytvoieni ABTS radikalu.

6.6.2 Priprava reakéni smési

Smichanim 63,5 ml 0,2 mol.dm™> CH3COONa a 136,5 ml 0,2 mol.dm™ CH3COOH byl pii-
praven octanovy pufr o pH 4,3. Takto pfipraveny pufr byl smichan s ABTS radikalem
v mnozstvi 97,5 ml pufru a 2,5 ml ABTS radikalu. Reakéni smés byla dale métena spektro-
fotometricky pti vinové délce 734 nm. Octanovy pufr o pH 4,3 byl pouzit jako blank. Méte-
nim reakéni smési oproti pripravenému blanku se ziska hodnota absorbance. Tato hodnota

byla dale pouzita pro vypocet inaktivace.

6.6.3 Meéreni antioxidacni aktivity vzorki metodou s ABTS

Do odmérné baniky bylo napipetovano 12 ml ptipravené reakcni smeési z piredchozi kapitoly
a 150 pl extraktu vzorku. Smés byla ponechdna 30 minut v temnu a po uplynuti této doby

byla méfena absorbance na spektrofotometru pii vinové délce 734 nm.

Celkova antioxidacni aktivita byla vypoctena z rovnice linearni regrese a vyjadiena jako

ekvivalentni mnoZstvi pmol troloxu na 1 g vzorku.

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

Pro tuto metodu byl jako standard pouZit trolox. Rozpusténim standardu v metanolu byl vy-
tvofen zasobni roztok o koncentraci 800 pmol.l"'. Redénim byla piipravena kalibraéni fada
o koncentracich 100, 200, 400 a 600 umol.lI"!. Takto pfipravené vzorky byly ponechiny 30
minut bez pristupu svétla a po uplynuti této doby byla spektrofotometricky zmétena absor-
bance pfi vinové délce 734 nm. Z namétenych hodnot byla sestavena kalibra¢ni kiivka jako
zavislost inaktivace na koncentraci troloxu. Z rovnice linedrni regrese byla vypoctena cel-
kové antioxidac¢ni aktivita, ktery byla vyjadiend jako ekvivalentni mnozstvi troloxu v pmol

na 1 g vzorku.
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6.7 Stanoveni profilu jednotlivych polyfenoliit metodou HPLC

Ptipravené extrakty vzorkt z kapitoly 6.3 byly analyzovany (chromatograficky separovany)
na chromatografu HPLC Dionex Ultimate 3000 (Thermo Scientific, MA, USA) s detekto-
rem (UV/VIS) a autosamplerem. Pro stanoveni byla pouzita kolona Kinetex C18 (150 x 4,6

mm; 2,6 um).
Chromatografické podminky:

e objem nastiiku na kolonu 10 pl,

e mobilni faze A: redestilovand voda:kyselina octova (99:1),

e mobilni faze B: redestilovana voda:acetonitril:kyselina octova (67:32:1),

e cluce gradientova: v 0 min 10 % B, 0—10 min do 20 % B, 10 — 16 min 20 — 40 % B,
16 — 20 min 40 — 50 % B, 25 — 26 min 50 — 70 % B, 26 — 30 min 70 % B, 30 — 40
min 70 — 10 % B, 40 — 45 min 10 % B,

e termostat kolony nastaven na 30 °C,

e priitok mobilni fize 1ml.min™".

K vyhodnoceni dat byl pouzit program Chromeleon™ 7.2 Chromatography Data System
(Thermo Scientific, MA, USA). Byla odectena plocha piku pro jednotlivé analyty v pfislus-

ném reten¢nim Case pii vlnové délce 275 nm.

6.7.1 Sestrojeni kalibrac¢nich kfivek pro jednotlivé polyfenoly

Standardy jednotlivych polyfenolickych kyselin, stilbenu a flavonoidi byly navazeny s ptes-
nosti na 0,1 mg a kvantitativné ptevedeny do 100ml odmé&rné bariky a doplnény redestilova-
nou vodou po rysku. Nejprve byl vytvofen zisobni roztok o koncentraci 800 mg.I"!.Ze za-
sobniho roztoku se pro kazdou latku vytvoii kalibra¢ni fada do 10ml odmémych banék o
koncentracich 50, 100, 200, 400 a 600 mg.1"".Jednotlivé roztoky byly chromatograficky pro-
méteny za stejnych podminek jako extrakty. Kalibracni kiivky byly sestaveny jako zavislost

plochy piku na koncentraci standardu v mg.1"!.
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

Z obilovin (ovsa, pSenice odrudy Richard, kamutu, Spaldy, pSenice odriidy Dickkopf, po-
hanky, ryze, quionoi, jahel a teffu) byly vyrobeny vloc¢ky a z nich byly nésledné za piidavkt
dalsich komponent vyrobeny ceredlni smési. Z téchto smési byly nasledné vyextrahovany
volné, vazané a konjugované polyfenoly. U vzorkli miisli smési byl zméfen celkovy obsah
polyfenoli a dale jejich antioxidacni aktivita. Dale byly stanovovany jednotlivé polyfeno-
lické kyseliny pomoci HPLC. Vzorky byly skladovany v odmérnych baikach pti chladiren-
skych teplotach do 8 °C.

7.1 Vysledky stanoveni celkového mnoZzstvi polyfenoliiFolin-Ciocalteuho

metodou

Extrakce jednotlivych polyfenolickych frakei byla provedena postupem uvedenym v kapi-
tole 6.3. Vysledné hodnoty obsahu polyfenolt jsou uvedeny v ekvivalentnim mnozstvi ky-

seliny gallové (GAE) v mg na 1g vzorku.

Tabulka 9 Vysledky obsahu celkovych polyfenolt v jednotlivych frakcich miisli obsahuji-

ciho lepek
Frakce polyfenolii (mg GAE.g™!) + SD
volné konjugované vazané celkové
vzorek 1| 4,90 +0,10° 4,00 +0,12° 1,10 +£0,05* 10,00 + 0,09°
vzorek 2| 2,80+ 0,07° 2,20 £ 0,08° 0,90 + 0,04° 5,90 + 0,05°
vzorek 3| 2,60+ 0,03° 1,00 + 0,07¢ 3,30+ 0,13 6,90 + 0,08°

SD — smérodatna odchylka
Hodnoty ve sloupcich, které maji stejné pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny rozdil

(P>0,05). Hodnoty ve sloupcich, které maji odlisné pisemné indexy, se mezi sebou statisticky lisi (P<0,05).

Ve volnych a konjugovanych frakcich u vzorku €. 1 bylo naméfeno vyssi mnozstvi polyfe-
nold, a to 4,90 a 4,00 %. Naopak, vzorek €. 3 vykazoval nejvyssi hodnoty polyfenold ve
vazanych fracich. Celkove nejvice polyfenola bylo zjisténo u vzorku €. 1, a to (10,00 mg
GAE.g"). Dle ziskanych vysledki se od sebe vSechny vzorky v jednotlivych frakcich poly-

fenoli statisticky lisi.
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Tabulka 10 Vysledky obsahu polyfenolt v jednotlivych frakcich v bezlepkovém miisli

Frakce polyfenold (mg GAE.g') = SD
volné konjugované vazané celkové
vzorek 4| 6,40 + 0,29° 11,34+022% | 2,09+0,10° 19,83 +0,20°
vzorek 5| 10,75+0,27° 11,28 0,16 2,31£0,26° 24,34 +0,22°

vzorek 6 9,69 +0,26° 11,06 +0,28° 2,39+0,11° 23,14 £0,21°
SD — smérodatna odchylka

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

(P>0,05). Hodnoty ve sloupcich, které maji odlisné pisemné indexy, se mezi sebou statisticky lisi (P<0,05).

V bezlepkovych miisli smésich byla naméfena nejvyssi celkova koncentrace polyfenolt u
vzorku &. 5, a to 24,34 mg GAE.g! a nejnizsi u vzorku ¢&. 4 (19,83 mg GAE.g™!). Dale bylo
zjisténo, ze nejvyssi koncentrace polyfenoll se nachazela v konjugovanych frakcich, a tou
krétni vysledky a diskutovat konkrétni hodnoty méfenych veli¢in je velmi slozité, jelikoz
tyto smési nebyly dosud nikde publikovany. Je ale mozno uvést nékteré namétené hodnoty
surovinovych komponent téchto smési. Podle Rocchettiet al. (2017) se pohybuje obsah po-
lyfenold u ¢erné ryze a quinoi v rozmezi od 0,8 — 1,4 mg GAE.g™!. Vyssi koncentrace stano-
veni u téchto vzorkl jsou zpisobeny zajisté pritomnosti dalSich latek bohatych na polyfe-

noly, jako je ovoce a jedlé kvéty.

7.1.1 Kalibraéni kFivka pro stanoveni obsahu polyfenolii

Standardem pro stanoveni polyfenolll byla kyselina gallova. Kalibra¢ni kiivka byla sestro-
jena podle postupu popsan¢ho v kapitole 6.4.1 a byla sestrojena jako zavislost absorbance
na koncentraci kyseliny gallové v mg.1"'. Z rovnice linearni regrese y = 0,0012x + 0,0016

(R?=0,9995) byl vypoéten obsah polyfenoli.
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Tabulka 11 Hodnoty pro sestrojeni kalibracni kiivky na stanoveni polyfenola

Koncentrace kyseliny | pramerna
gallové [mg.1"] absorbance [1]
0 0,000
100 0,143
200 0,248
400 0,506
500 0,632
600 0,794
800 0,989
1,2
1 /

= 0,8

g w

e

806 - ’

5 / R? = 0,9995

'<° 0,4 /

0,2
. / ‘ ‘ ‘ ‘ |
0 200 400 600 800 1000
kyselina gallova (mg.I')

Graf 1 — Zavislost absorbance na koncentraci kyseliny gallové

7.2 Vysledky stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou s DPPH

Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou s DPPH byly pouzity extrakty vzorku dle po-

stupu uvedeného v kapitole 6.3. Stanoveni antioxidacni aktivity bylo provedeno podle po-

stupu uvedeného v kapitole 6.5. Vysledky byly vyjadieny jako ekvivalentni mnozstvi tro-

loxu v mgna 1 g vzorku.
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Tabulka 12 Vysledky stanoveni antioxidacni aktivity metodou s DPPH u miisli smési obsa-

hujicich lepek
Frakce polyfenolti (mg TE.g™') = SD
volné konjugované vazané celkové
vzorek 1 2,30+ 0,01% 1,35 £0,03% 0,87 +£0,04* 4,52 +£0,01%
vzorek 2 1,14+0,05° | 0,76+0,05° | 0,84+0,04* | 2,74+0,05°
vzorek 3 1,72 £0,10° 0,41 £0,03° | 0,70 +0,05° 2,83 £0,06°

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

(P=0,05). Hodnoty ve sloupcich, které maji odlisné pisemné indexy, se mezi sebou statisticky lisi (£<0,05).

U metody s DPPH byla zjiSténa nejvyssi celkova antioxidacni aktivita u vzorku €. 1, a to
(4,52 mg TE.g!) a nejniz&i u vzorku &. 2, a to 2,74 mg TE.g'!. Nejvyssi antioxida¢ni aktivita
byla namétena u volnych frakci. Vysledky jsou v souladu s mnozstvim polyfenolt z pted-
choziho méfeni. Polyfenoly jsou totiz pokladany za skupinu latek s vysokymi antioxidac-
nimi G¢inky. Mezi dal$i vyznamné antioxidanty kromé& polyfenolt se fadi také napiiklad

karotenova nebo xantofylova barviva.

Tabulka 13 Vysledky stanoveni antioxidac¢ni aktivity metodou s DPPH u bezlepkového

miisli
Frakce polyfenold (mg TE.g™') + SD
volné konjugované vazané celkove
vzorek 4 5,46 +£0,31% 3,11+0,11* | 1,83+£0,05* | 10,40£0,16%
vzorek 5 792+039° | 3,14+0,15° | 1,80+0,10* | 13,85+0,20"
vzorek 6 7,95 +0,38° 0,41+0,03° | 1,77+ 0,10° | 12,86+ 0,22°

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

(P>0,05). Hodnoty ve sloupcich, které maji odlisné pisemné indexy, se mezi sebou statisticky 1isi (P<0,05).

U bezlepkovych miisli smési byla namétena celkova nejvyssi antioxidacni aktivita u vzorku
aktivitu vykazovaly vzorky ve volnych frakcich. Stejné jako u smési obsahujicich lepek tak
1 u bezlepkovych smési hodnoty antioxidacni aktivity a celkové mnozstvi polyfenolt spolu
koreluji. K vysokému obsahu polyfenolt u vzorku €.5 ptispély vlocky €erné quinoi, konopna

seminka a zajisté i jedlé kvéty.
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7.2.1 Kalibra¢ni kfivka pro stanoveni antioxida¢ni aktivity s DPPH

Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou s DPPH byl jako standard pouzit trolox. Kalib-
racni kiivka byla sestrojena podle postupu uvedeného v kapitole 6.5.3 a vysledna antioxi-

dac¢ni aktivita byla vyjadiena jako ekvivalentni mnozstvi troloxu v mg na 1 g vzorku.

Tabulka 14 Hodnoty zavislosti koncentrace na inaktivaci metodou s DPPH

Koncentrace [mg.I"!] | Inaktivace [%]
0 0
40 18,90
80 35,12
120 51,12
160 68,96
200 86,27
100
90 B - Y ’
20 R2 = 0,9995
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% €0 //
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koncenrace [mg.I* ]

Graf 2 — Kalibrac¢ni kiivka zavislosti inaktivace na koncentraci troloxu (metoda s

DPPH)

7.3 Vysledky stanoveni antioxidac¢ni aktivity s ABTS

Nejprve byla provedena extrakce podle postupu uvedeného v kapitole 6.3. Ubytek absor-
bance byl méfen proti pufru pii vinové délce 724 nm na spektrofotometru Lambda 25. Uby-
tek absorbance byl pfepocten na % inaktivace. Kalibracni kiivka byla sestrojena jako zavis-
lost inaktivace na koncentraci troloxu pomoci line4rni regrese byla antioxida¢ni aktivita pte-

poctena na ekvivalentni mnoZstvi troloxu v umol na 1 g vzorku.
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7.3.1

Vysledky stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou s ABTS u smési miisli

Tabulka 15 Vysledky stanoveni antioxidacni aktivity u smési miisli s lepkem

Frakce polyfenold (umol TE.g™!) + SD
volné konjugované vazané celkové
vzorek 1 7,76 +0,30° | 9,07+0,37° | 2,70+0,18 | 19,53 +0,28?
vzorek 2 9,29+£0,31° | 826+0,28° | 2,90+0,10° | 20,45+0,22°
vzorek 3 8,44+0,23° [ 837+0,15° | 3,97+0,12° [ 20,78 +0,17°

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

(P>0,05). Hodnoty ve sloupcich, které¢ maji odlisné pisemné indexy, se mezi sebou statisticky 1isi (P<0,05).

U metody s ABTS byla zjiSténa nejvyssi antioxidacni aktivita u vzorku ¢. 2 (20,45 umol
TE.gh), a¢. 3 (20,78 umol TE.g™!). Vysledky metody s ABTS nekoreluji s obsahem polyfe-
nolt a antioxidacni aktivitou zjisténou metodou DPPH. Divodem je nejspis i rozdil v me-
chanizmu pfi zhaSeni radikalit ABTS a DPPH. Metoda ABTS je obecné povazovana za cit-
livejsi [16].

Tabulka 1 Vysledky stanoveni antioxidacni aktivity u bezlepkovych smési miisli

Frakce polyfenold (umol TE.g™!) £ SD
volné konjugované vazané celkoveé
vzorek 4 26,66 £0,95* | 8,33 +0,32° 16,95 £0,68* | 51,94 +0,62°
vzorek 5 21,97 +0,72° | 6,33+0,15> | 16,36 +£0,32* | 44,66 + 0,50
vzorek 6 21,98 +0,85° | 4,03+0,27° 18,14 +£0,67° | 44,15+ 0,65°

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

(P>0,05). Hodnoty ve sloupcich, které maji odlisné pisemné indexy, se mezi sebou statisticky 1isi (P<0,05).

U bezlepkovych smési byla zjisténa metodou ABTS nejvyssi celkova antioxidacni aktivita
u vzorku &. 4 (51,94 umol TE.g ™). K vysoké antioxida¢ni aktivité u tohoto vzorku piispivaji
zajisté konopnd seminka, ktera jsou velmi bohatd na antioxidanty, nebo také kvéty Chrpy.
E. Marian al. (2017) ve své studii uvadi, Ze chrpa je vynikajici zdrojem antioxidantii. Nej-

niz$i antioxida¢ni aktivitu vykazoval vzorek &. 6 (44,15 umol TE.g™!). Nejvyssi antioxidaéni
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Cv v

métenych hodnot byla zjisténa statisticky shodna antioxidacni aktivita u vzorku €. 5 a 6 ve

volnych frakcich a ve vazanych u vzorka €. 4 a 5.

7.3.2 Kalibracni kFivka pro stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou s ABTS

Jako standard byl pouzit trolox, jako u pfedchozi metody. Kalibra¢ni kfivka byla sestrojena
jako zéavislost inaktivace na koncentraci troloxu v umol. ul™!. Kalibraéni kiivka byla sestro-
jena podle postupu popsaného v kapitole 6.6.4. Zrovnice linearni regrese
y =0,3863x + 1,5159 (hodnota spolehlivosti R>=0,9984) byla vypo¢itiana hodnota antioxi-

dacni aktivity.

Tabulka 2Hodnoty zéavislosti absorbance na koncentraci troloxu (metoda s ABTS)

koncentrace [pmol.ul'] |Inaktivace [%)]

0 0

20 9,93

40 17,53

80 32,77

100 40,76

120 48,23

160 62,28
70,000
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Graf 3 — Kalibra¢nikfivka zavislosti inaktivace na koncentraci troloxu (metoda s ABTS)
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7.4 Vysledky stanoveni polyfenolického profilu pomoci HPLC

V cerealnich smésich s jedlymi kvéty byly analyzovany a detekovany profily jednotlivych

fenolickych slouc¢enin v jednotlivych frakcich.

Tabulka 3 Vysledky stanoveni profilu fenolickych slouc¢enin ve volnych frakcich u vzorkl

obsahujicich lepek
[ug.g'] vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3
Gallova 28,4 +0,8° 10,8 +£0,1° 47 +0,2°
3,4-dihydroxybenzoova 14,4 +0,5° 16,4 +0,3° 10,2+ 0,1°
4-hydroxybenzoova N.D N.D N.D
Epigallokatechin 101642 N.D 35,2 +£0,3°
Katechin 18,3+0,3 N.D N.D
Vanilova N.D 17,2 £0,7% 19,3 +0,4°
Chlorogenova N.D 9,3+0,2% 4,06+0,21°
Kavova 433 £12,3 N.D N.D
Syringova 8,46 £0,19% 18,1 +0,3° 17,9+0,7¢
Epikatechin 6,67 +0,25° 38,5+ 1,2° 31,9+0,5¢
trans-p-kumarova N.D 3,67+0,12° 0,09 +0,01°
Ferulova 33,7+ 1,9° 30,0+ 1,1° 8,51 +0,35°
Sinapova 27,5+1,2° N.D 8,22 + 0,34°
Elagova 388 + 52 19,6 + 08" 5,85+ 0,26°
Rutin 81,9 +2,1° 11,7+0,3° 4,01 +0,16°
ZO “j;'z'hydrOXySk"“' 1,91 + 0,08 1,68+ 0,07 2,68 = 0,12°
Protokatechin ester 2,34 +0,09* 16,7 +0,7° 1,39 £ 0,06°
Resveratrol N.D N.D N.D
trans-skoticova N.D N.D N.D
Kvercetin N.D N.D N.D
Kaempferol N.D N.D N.D

SD smérodatna odchylka, N.D. — latka nebyla detekovana
Hodnoty v fadcich, které maji stejné pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny rozdil

(P>0,05). Hodnoty v fadcich, které maji odlisné pisemné indexy, se mezi sebou statisticky 1isi (P<0,05).

U vzorku ¢. 1 byl nejvice zastoupeny epigallokatechin, jehoz koncentrace dosahovala
1016 pug.g™!, nejméné zastoupena byla kyselina trans-2-hydroxyskoticova (1,91 pg.g™). Vzo-
rek neobsahoval 4-hydroxybenzoovou, vanilovou, chlorogenovoua trans-p-kumarovou ky-
selinu. Vzorek &. 2 obsahoval nejvyssi koncentrace epikatechinu, a to 38,5 pg.g”!' a nejméné

stejné jako vzorek ¢. 1 kyselinu trans-2-hydroxyskoticovou (1,68 pg.g!). Vzorek neobsaho-
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val epigallokatechin, katechin, kyselinu kdvovou a sinapovou. Vzorek €. 3 byl nejvice za-
stoupen epigallokatechinem (35,2 pg.g')a nejméné trans-p-kumarovou kyselinou (0,09
ug.g ™). Vzorek neobsahoval katechin a kyselinu kivovou. Ani jeden ze vzorkti neobsahoval
kyselinu 4-hydroxybenzoovou, resveratrol, trans-skotficovou kyselinu, kvercetin a kaemp-

ferol.

Tabulka 4 Vysledky stanoveni profilu fenolickych sloucenin v konjugovanych frakcich u

vzorkll obsahujicich lepek

[ug.g!] vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3
Gallova 10,8 +0,3* 4,01 +£0,08° 8,66 + 0,34¢
3,4-dihydroxybenzoova 10,3 +0,4° 10,4 +0,3° 9,29+ 0,23
4-hydroxybenzoova N.D N.D N.D
Epigallokatechin N.D N.D N.D
Katechin N.D N.D N.D
Vanilova N.D N.D N.D
Chlorogenova 920 +£5° 7,03 +£0,18° 28,6 £1,0°
Kavova N.D N.D N.D
Syringova 152 +0,22 14,6 +0,2° 1,20 £ 0,05°
Epikatechin N.D 64,38 2,82 N.D
trans-p-kumarova 0,170,012 3,15+ 0,08° 0,68 + 0,02¢
Ferulova 269 +1,1° 16,1 + 0,6 12,3 £0,6°
Sinapova 25,5+ 1,0 1,75+ 0,07° 12,3 0,5
Elagova 16,4+0,7 N.D N.D
Rutin 26,6 + 1,2 N.D N.D
trans-2-hydroxyskofi- 1,31 +£0,04 N.D N.D
cova

Protokatechin ester 3,180,122 1,36 + 0,05° N.D
Resveratrol N.D N.D N.D
trans-skoficova N.D N.D N.D
Kvercetin N.D N.D N.D
Kaempferol N.D N.D N.D

SD smérodatna odchylka, N.D. — Nebyla nalezena zadna koncentrace

Hodnoty v fadcich, které maji stejné pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny rozdil
(P>0,05). Hodnoty v fadcich, které¢ maji odlisné pisemné indexy, se mezi sebou statisticky lisi (P<0,05).
Nejvice zastoupenou fenolickou kyselinou v konjugovanych frakcich u vzorku €. 1 je kyse-
lina chlorogenova(920 pg.g')a nejméné zastoupena je trans-p-kumarova kyselina
(0,17 pg.g™). Vzorek ¢&. 2 obsahuje nejvice epikatechinu (64,38 pg.g™')a nejméné protoka-
techin esteru (1,36 ug.g™'). Vzorek ¢. 3 byl nejvice zastoupen kyselinou chlorogenovou (28,6

ug.g!) a nejméné trams-p-kumarovou kyselinou. Ani jeden vzorek neobsahoval
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4-hydroxybenzoovou kyselinu, epigallokatechin, katechin, vanilovou kyselinu, kyselinu ka-

vovou, resveratrol, trans-skoticovou kyselinu, kvercetin a kaempferol.

Tabulka 5 Vysledky stanoveni profilu fenolickych sloucenin ve vazanych frakcich u vzorka

obsahujicich lepek
[ug.g'] vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3
Gallové 0,97 +0,03? N.D 2,47+0,11°
3,4-dihydroxybenzoova 2,67+0,10° 4,88 +0,18" 2,84 +0,16"
Chlorogenova 17,1 £0,7 N.D N.D
Ferulova N.D N.D 119 + 4,00°

SD smérodatna odchylka, N.D. — Nebyla nalezena zadna koncentrace
Hodnoty v fadcich, které maji stejné pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny rozdil

(P>0,05). Hodnoty v tadcich, které maji odlisné pisemné indexy, se mezi sebou statisticky 1isi (P<0,05).

Ve vézanych frakcich byl zjistén velmi nizky obsah fenolickych slouc¢enin. U vzorku €. 1
byla nejvice zastoupena kyselina chlorogenova (17,1 pg.g! ), u vzorku ¢&. 2 byla naméfena
pouze jedna fenolicka kyselina, a to kyselina 3,4-dihydroxybenzoova. U vzorku €. 3 byla

nejvice zastoupena kyselina ferulova (119 ug.g™).
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Tabulka 6 Vysledky stanoveni celkového profilu fenolickych slou¢enin u vzorka obsahuji-

cich lepek
[ug.g'] vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3
Gallova 40,1 £0,32 14,8 +0,1° 15,8 +0,2°
3,4-dihydroxybenzoova 27,4+0,3° 31,8+0,2° 22,4+0,1°
4-hydroxybenzoova N.D. N.D N.D
Epigallokatechin 1016 + 4° N.D. 35,1+0,3°
Katechin 18,3+0,3 N.D N.D
Vanilova N.D 17,2+0,7 19,3 £0,4°
Chlorogenova 937,1 + 4,47 16,2 £0,1° 32,6 £0,5¢
Kavova 433 £12,3 N.D. N.D.
Syringova 23,7+0,2° 32,7+0,2° 19,1 £0,2°
Epikatechin 6,6 +0,2° 102 +2° 31,9+ 0,5°
trans-p-kumarova 0,17+0,01* 6,82 +0,09° 0,76 £0,02?
Ferulova 60,7 £1,5% 46,2 +0,8° 140 + 3¢
Sinapova 53,0+ 1,12 1,75+0,07° 35,2 +0,5°
Elagova 405 + 4 19,6 + 0,8° 58+0,2°
Rutin 108 + 22 11,7+0,3° 4,01 £0,16°
trans-2-hydroxyskofi- 3,22 +£0,06% 1,68 +0,07° 2,68 +0,12°
cova
Protokatechin ester 3,52£0,10° 18,11+ 0,65 1,39 + 0,06°
Resveratrol N.D. N.D. N.D.
trans-skoticova N.D. N.D. N.D.
Kvercetin N.D. N.D. N.D.
Kaempferol N.D. N.D. N.D.

SD smérodatna odchylka, N.D. — Nebyla nalezena zadna koncentrace
Hodnoty v fadcich, které maji stejné pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny rozdil

(P>0,05). Hodnoty v fadcich, které maji odlisné pisemné indexy, se mezi sebou statisticky 1isi (£<0,05).

Nejvyssi koncentrace epigallokatechinu byla detekovéana u vzorku €. 1. Tento vysledek mtize
byt zplisoben napft. pritomnosti zelené¢ho ¢aje ve vzorku, jelikoz Shahidi et al. (2015) ve své
studii uvadi, ze prevladajici fenolickou kyselinou v zeleném ¢aji je pravé epigallogatechin.
Naopak nejméné zastoupena fenolické sloucenina u vzorku €. 1 byla kyselina trans-p-kuma-
rova. Vzorek €. 2 obsahoval nejvice epikatechinu a nejméné kyseliny sinapové. Vzorek €. 3

byl nejvice zastoupen kyselinou ferulovou a nejméné kyselinou #rans-p-kumarovou.V zad-
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ném z téchto vzorkid nebyly nalezeny zadné koncentrace kyseliny 4-hydroxybenzoové, re-
sveratrolu,trans-skoticové kyseliny, kvercetinu a kaempferolu. Vysoké koncentrace kyse-
liny ferulové ve vzorku je zajisté dana pritomnosti pseni¢nych vlocek PSenice obsahuje fadu
sloucenin, naptiklad kyselinu ferulovou, kdvovou, syringovou, p-kumarovou. Z téchto je
kyselina ferulova, pSeni¢na zrna obsahuji az

primarni  kyselinou

90 % této kyseliny z polyfenolickych kyselin [28].

Tabulka 7 Vysledky stanoveni profilu fenolickych sloucenin ve volnych frakcich u bezlep-

kovych vzorki

[ug.g!] vzorek 4 vzorek 5 vzorek 6
Gallova 25,6 + 1,0 113 +£2° 3,69 £ 0,16°
3,4-dihydroxybenzoova 93,3 £2,4° 26,7 £0,8° 77,9 £2,8°
4-hydroxybenzoova N.D N.D N.D
Epigallokatechin 623 +9 N.D N.D
Katechin 31,1+ 14 N.D N.D
Vanilova N.D 15,5 +0,4 18,5+ 0,4°
Chlorogenova 1021 £ 112 N.D 6,18 +0,29°
Kavova N.D 1,46 0,05 N.D
Syringova N.D 17,1 +0,7 N.D
Epikatechin 8,39 + 0,432 26,0 £ 0,6 80,3+ 1,2°
z‘rans-p-kumarové 0,30+0,01% 4,00 + 0,0Sb 0,04 £0,01°¢
Ferulova 39,4+ 1,9 37,7+ 1,0 N.D
Sinapova 39,8 + 1,6% 60,8 +2,3° N.D
Elagova 355+ 10* 135+ 3° 8,324+ 0,27°
Rutin 124 +5° 14,6 £ 0,6 19,7 £0,85¢
trans-2-hydroxyskofi- 1,69 + 0,04 N.D N.D.
cova

Protokatechin ester 5,10+ 0,212 12,22 + 0,56° 1,53 £0,12¢
Resveratrol N.D. N.D. N.D.
trans-skoticova N.D. N.D. N.D.
Kvercetin N.D. N.D. N.D.
Kaempferol N.D. N.D. N.D.

SD smérodatna odchylka, N.D. — Nebyla nalezena zadna koncentrace

Hodnoty v fadcich, které maji stejné pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny rozdil

(P>0,05). Hodnoty v fadcich, které¢ maji odlisné pisemné indexy, se mezi sebou statisticky 1isi (P<0,05).
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Nejvice zastoupena kyselina u vzorku &. 4 byla kyselina chlorogenova (1021 ug.g™'), naopak
nejméné zastoupend kyselina byla kyselina trans-p-kumarova (0,30 pg.g ™). Nejvyssi kon-
centrace z polyfenoltiu vzorku ¢. 5 byla detekovana u kyseliny elagové (135 ng.g™!) a nejnizsi
u kyseliny kavové (1,46 pg.g ™). Sesty vzorek obsahoval nejvice epikatechinu (80,3 pg.g™)a
nejméné trans-p-kumarové kyseliny (0,04 pg.g!). V bezlepkovych smésich nebyly deteko-
vany ve volnych frakcich koncentrace kyseliny 4-hydroxybenzoové, resveratrolu, trans-sko-

ficové kyseliny, kvercetinu a kaempferolu.

Tabulka 8 Vysledky stanoveni profilu fenolickych slou¢enin v konjugovanych frakcich

u bezlepkovych vzorkl

[ug.g!] vzorek 4 vzorek 5 vzorek 6
Gallova 23,2+ 1,0° 155+ 3° N.D
3,4-dihydroxybenzoova 182 + 4% 52,5+1,7° 178 £ 3¢
4-hydroxybenzoova 4,78 +£0,22° 20,5 £0,9° 8,29 + 0,24
Epigallokatechin N.D N.D N.D
Katechin 16,9+ 0,8 N.D N.D
Vanilova N.D 16,4 +0,7 N.D
Chlorogenova 264 +£2° 18,0 +0,6° 33,7+ 1,0°
Kavova N.D N.D N.D
Syringova N.D 10,4 +£0,3 N.D
Epikatechin N.D 66,8 £ 1,0 N.D
trans-p-kumarova 2,41 £0,05° 0,10 = 0,02° 0,46 £ 0,05°
Ferulova 342 +1,2° 24,6 +£0,7° 4,15+0,11¢
Sinapova 27,1 £1,1° 6,12 +0,28° N.D
Elagova 8,75 + 0,432 72,7+ 0,88° N.D
Rutin 44 8 +2,02° 3,31 +0,11° 2,76 £ 0,09°
trans-2-hydroxyskofi- 1,37 £0,06 N.D N.D
cova

Protokatechin ester N.D N.D N.D
Resveratrol N.D N.D N.D
trans-skoficova N.D N.D N.D
Kvercetin N.D N.D N.D
Kaempferol N.D N.D N.D

SD smérodatna odchylka, N.D. — Nebyla nalezena zadna koncentrace

Hodnoty v fadcich, které maji stejné pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny rozdil

(P>0,05). Hodnoty v fadcich, které¢ maji odlisné pisemné indexy, se mezi sebou statisticky lisi (P<0,05).
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Koncentrace fenolickych sloucenin u konjugovanych frakci jsou znacné niz$i nez u volnych
frakei. Vzorek ¢. 4 obsahoval nejvyssi koncentraci kyseliny chlorogenové

v

(264 pg.g! )a nejnizsi trans-2-hydroxyskoticové kyseliny (1,37 pg.g!). U vzorku &. 5 byly

cvwr

kyseliny (0,10 pg.g™). U vzorku &.6 byly detekovany nejvyssi koncentrace 3,4-dihydroxy-
benzoové kyseliny (178 pg.g!) a nejnizsi trans-p-kumarové kyseliny (0,46 pg.g™!). Konju-
gované frakce neobsahovaly epigallokatechin, kyselinu kavovou, protokatechin ester, re-

sveratrol, trans-skoticovou kyselinu, kvercetin a kaempferol ani v jednom ze vzorki.

Tabulka 9 Vysledky stanoveni profilu fenolickych slou€enin ve vdzanych frakcich u bezlep-

kovych vzorkt

[ug.g'] vzorek 4 vzorek 5 vzorek 6
Gallova N.D N.D N.D
3,4-dihydroxybenzo- 17,1 £0,5% N.D 18,9+ 0,8°
ova

Chlorogenova 160 +2 N.D N.D
trans-p-kumarova 0,33+0,11 N.D N.D
Ferulova 78,5 +£2,9% 29,3 +0,4° 295+ 1,1°

SD smérodatna odchylka, N.D. — Nebyla nalezena zadna koncentrace

Hodnoty v fadcich, které maji stejné pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny rozdil
(P>0,05). Hodnoty v fadcich, které maji odlisné pisemné indexy, se mezi sebou statisticky 1isi (£<0,05).

U vazanych frakci bylo detekovano pouze 5 fenolickych sloucenin. Vzorek €. 4 obsahoval
nejvice kyseliny chlorogenové (160 pg.g™!), u vzorku ¢. 5 byla detekovana pouze jedna
sloudenina, a to kyselina ferulova s koncentraci 29,3 ug.g™!. Vzorek ¢.6 obsahoval kyselinu

3,4-dihydroxybenzoovou (18,9 pg/g)a kyselinu ferulovou (29,5 pg.g™).
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Tabulka 10 Vysledky stanoveni celkového profilu fenolickych sloucenin u bezlepkovych

vzorku

[pg.g'] vzorek 4 vzorek 5 vzorek 6
Gallova 48,8 +£1,0? 268 + 3° 3,69 £0,16°
3,4-dihydroxybenzoova 292 +2° 78,2+ 1,1° 275 £ 2°¢
4-hydroxybenzoova 4,78 +£0,22° 20,5 +0,9° 8,29 + 0,24°
Epigallokatechin 623+9 N.D. N.D.
Katechin 18,3+0,3 N.D N.D
Vanilova 48,1 +£0,1 N.D N.D
Chlorogenova 1446 £ 4° 18,0 + 0,6° 39,9+0,7°
Kavova N.D 1,46 £ 0,05 N.D
Syringova N.D 27,5+0,5 N.D
Epikatechin 8,39 £0,43% 92,9 +0,9° 80,3 +1,2°
trans-p-kumarova 3,04 +0,07% 4,10 + 0,04% 0,50 + 0,04°
Ferulova 152 £2° 91,7+0,7° 33,7+ 1,0°
Sinapova 67,0 £1,3% 67,0+2,12 N.D
Elagova 364 +5° 208 +2° 8,32 +0,27°
Rutin 169 +4* 17,9 +0,4° 22,4 +0,7°
trans-2-hydroxyskoficova 3,06 0,05 N.D. N.D.
Protokatechin ester 5,10 £0,21? 12,2+£0,5° 1,53 £0,12°
Resveratrol N.D. N.D. N.D.
trans-skoficova N.D. N.D. N.D.
Kvercetin N.D. N.D. N.D.
Kaempferol N.D. N.D. N.D.

SD smérodatna odchylka, N.D. — Nebyla nalezena zadna koncentrace

Hodnoty v fadcich, které maji stejné pismenné indexy, mezi sebou nevykazuji statisticky vyznamny rozdil

(P>0,05). Hodnoty v fadcich, které maji odlisné pisemné indexy, se mezi sebou statisticky lisi (P<0,05).

U bezlepkovych vzorki byla nejzastoupenéjsi kyselina chlorogenova, ktera byla nejvice za-

stoupena u vzorku ¢. 4. Mezi dalsi fenolické slouceniny, které se vyskytovaly ve vysSim

mnozstvi, patii kyseliny ferulova a elagova, dale rutin a epikatechin. Amarowitz et al. (1996)

uvadi, ze hojné se vyskytujici kyselinou v zeleném c¢aji, kromé epigallokatechinu, je prave

epikatechin. Mezi dalsi kyseliny vyskytujici se v zeleném ¢aji ve vvyS$§im mnozstvi je na-

ptiklad kyselina gallova. Ve studii Shahidi et al. (2015) bylo zjiSténo, Ze kyselina chloroge-

nova je hojné zastoupena naptiklad v kvétech ibisku.
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Obrazek 7 — Ukazka chromatogramu u vzorku €. 5 (volna frakce)

Tabulka 11 Retencni Casy standardil

retencni ¢as [min]

Gallova 2,850
3,4-dihydroxybenzoova 4,877
Vanilova 11,853
Kavova 12,427
Syringové 14,704
Epikatechin 16,033
trans-p-kumarova 18,210
Ferulova 12,840
Sinapova 22,580
Elagova 25,360
Rutin 25,360
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7 2 - PP acids 20158415 [manipulsied] kchlsrogenova 50 2 UV VIS 3WAL-275 nm
mAL) 11-12,363

v | Y

min

£ 8 8 ¢

&N

Obrazek 8 — Ukazka chromatogramu kalibra¢ni kiivka kyseliny chlorogenové

7.4.1 Kalibraéni kFivky pro stanoveni polyfenolického profilu metodu HPLC

Kalibra¢ni kiiky byly sestrojeny podle postupu uvedeného v kapitole 6.7.1a jsou uvedeny

v Priloze 1.
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ZAVER
V teoretické Casti bakalaiské prace byla popsana stavba obilného zrna a jeho chemické slo-
zeni a chemické slozeni jedlych kvéth. Déle byly popsany principy metodik pro stanoveni

polyfenolt a antioxidacni aktivity, princip spektrofotometrie a stanoveni polyfenoli pomoci

vysokoucinné kapalinové chromatografie.

Nejvice polyfenolt v miisli smésich je obsazeno ve vzorku €. 5. To bylo zptisobeno piidav-
kem konopnych seminek, slézu a chrpy, které jsou bohaté na polyfenoly. K vysokému mnoz-
stvi polyfenoli zajisté ptispéla i Cernd quinoa. V bezlepkovych smésich se polyfenoly nej-

vice vyskytovaly v konjugovanych frakcich, u smési s lepkem to bylo ve frakcich volnych.

Metodou s DPPH bylo zji§téno, Ze nejvyssi antioxidacni aktivitu vykazuje vzorek €. 5. Vy-
sledek méfeni koreluje s mnozstvim polyfenolti ve vzorku, jelikoz polyfenoly jsou pfispé-
vateli k antioxidacéni aktivité. U metody ABTS byla zjisténa nejvyssi antioxida¢ni aktivita u
vzorku €. 4. Nejvyssi antioxidacni aktivitu vykazovaly vzorky ve volnych frakcich. Rozdil
ve vysledcich zjisténych metodou s DPPH a s metodou ABTS je nejspi$ zplisoben rozdilnym

mechanizmem pii zhaseni radikala.

Pti detekei fenolickych slouc¢enin pomoci HPLC bylo zjisténo, Ze nejzastoupenéjsi kyselinou
byla kyselina chlorogenova. Dalsi hojné zastoupené fenolické slouceniny byly kyselina fe-
rulovd, epigallokatechin, kyselina gallova a elagova. Tyto slouCeniny se také vyskytovaly

pfevazné ve volnych frakcich.

Celkova koncentrace polyfenold a antioxidacni aktivita byla zjiSténa vyssi u bezlepkovych
smési nez u smési, které¢ obsahovaly lepek. Toto mize byt praveé disledkem vybéru netra-

di¢nich obilovin s barevnymi obalovymi vrstvami a také ptidavkem jedlych kvéth.

Vyroba miisli smési s jedlymi kvéty by mohlo vést nejen ke zvySeni nutri¢ni hodnoty, ale

jsou také dobrym zdrojem biologicky aktivnich latek, pfedevsim antioxidanta.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 54

SEZNAM POUZITE LITERATURY

[1] KUCEROVA, ., Technologie ceredlii. Brno: Mendelova zemé&délska a lesnickd univer-
zita v Brng, 2008. ISBN 978-80-7157-811-6

[2] PRIHODA, J., SKRIVAN, P., HRUSKOVA, M., Ceredini chemie a technologie I,
Praha: Vysoka skola chemicko-technologicka v Praze, 2003. ISBN 80-7080- 530-7

[3] HOSENEY, RC., 1994. PrinciplesofCereal Science and Technology. 2nd ed,
AmericanAssociationofCereal Chemists, St. Paul, MN.

[4] MENON, Ravi, Tanhia GONZALEZ, Mario FERRUZZI, Eric JACKSON, Dan
WINDERL a Jay WATSON. Oats—FromFarm to Fork. s. 1. Advances in Food and Nutri-
tion Research. vol. 77, Pages 1 - 55. 2016.

[5] KENT, NormalLeslie and A.D. EVERS. Kent'sTechnologyofcereals: anintroduction-
forstudentsof food science and agriculture. 4th ed. Exeter, UK: BPC Wheatons Ltd. ©1994.
ISBN 978-1-59124-108-9.

[6] ARENDT, E., ZANNINI, E., Cerealgrainsforthe food and beverageindustries, 2013,
ISBN. 978-0-85709-413-1.

[7]1 SHEWRY, Peter R. Improvingtheproteincontent and compositionofcereal grain. Journa-
lofCerealScience .2007, vol. 46, iss. 3, s. 239-250. ISSN 0733-5210.

[8] KADLEC, P., A KOLEKTIV, Technologiepotravin I, Praha: Vysoké §kola chemicko-
technologicka v Praze, 2007. ISBN 80-7080-509-9.4

[9JWIINGAARD, HildeHenny and Elke K. ARENDT. Buckwheat.Cereal Chemistry 2006,
vol. 83, iss. 4,s.391-401. ISSN 0009-0352

[10] HAGER, A. S., WOLKER, A., JACOB, F., ZANNINIL,. E., ARENDT, E. K., Nutritio-
nalproperties and ultra-structureofcommercial gluten free floursfromdifferentbota-
nicalsourcescompared to wheatflours.JournalofCereal Science, 2012, vol. 56, pp.

239 -247.

[11] DODEVSKA, Margarita S. et al.,Characterisationofdietary fibrecomponents in cereals
and legumesused in Serbian diet. Food Chemistry [online]. 2013, vol. 141, iss. 3,
s. 1624-1629. ISSN 0308-8146.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

[12] HLEBOWICZ, Joanna et al. Effectofcommercialbreakfastfibrecerealscompared-
withcornflakes on postprandialbloodglucose, gastricemptying and satiety in he-

althysubjects: a randomizedblinded crossover trial. NutritionJournal.2007, vol. 6,

art. no. 22. ISSN 1475-2891

[13] PRUGAR, J., Kvalita rostlinnych produktii na prahu 3. tisicileti, Praha: VUPS, 2008.
ISBN 978-80-86576-28-2

[14] DEMIRBAS, A., f-Glucan and mineralnutrientcontentsofcerealsgrown in Turkey,
Food Chemistry, 2005, vol. 90, pp. 773 — 777.

[15] OKARTER, Neal et al. Phytochemicalcontent and antioxidant aktivity ofsix diverse va-
rietiesofwholewheat. Food Chemistry [2010, vol. 119, iss. 1, s. 249-257. ISSN

[16] KOTASKOVA, EVA, Stanovenipolyfenolii, flavonoidii a studie antioxidacni aktivity
u smesi mouk milicky habesské,Zlin 2014. Diplomova prace. Univerzita TomasSe

Bati ve Zling, Fakulta technologicka, Ustav analyzy a chemie potravin

[17] MLCEK J., ROP O. Freshedibleflowersofornamentalplants — A new source ofnutra-
ceutical. Department of Food Technology a Microbiology, Facultyof Technology,
Tomas Bata University in Zlin.2011

[18]Vyhlaska Ministerstva zeméd¢€lstvi 331/1997, kterou se  §18 pism. a), d), h), 1), j) a k)
zékona ¢. 110/1997 Sb., o potravinacha tabakovych vyrobcich a 0 zméné a dopl-
néni nékterych souvisejicich zakont, pro kofeni, jedlou siil, dehydratované vy-
robky a ochucovadla a hoi¢ici. Dostupné také z http.//www.zakonypro-

lidi.cz/cs/1997-331[cit 2018-04-22]

[19] Vyhlaska 225/2008, kterou se stanovi pozadavky na dopliiky stravy a na obohacovéni
potravin Dostupné také z : http://www.zakonyprolidi.cz/cs/2008-225 [cit 2018-04-
22]

[20] AWIKA, JOSEPH M. et al.Processing ofsorghum (Sorghumbicolor) and sorghumpro-
ductsaltersprocyanidin oligomer and polymer distribution and content.JournalofA-
gricultural and Food Chemistry 2003, vol. 51, iss. 18, s. 5516-5521. ISSN 0021-
8561.

[21]NAVARRO-GONZALEZ, Inmaculada, Rocio GONZALEZ-BARRIO, Veronica
GARCIA-VALVERDE, Ana BAUTISTA-ORTIN a Maria PERIAGO. Nutritiona-

[Composition and Antioxidant Capacity in EdibleFlowers: Characterisationof-


http://www.zakonyprolidi.cz/cs/1997-331%5bcit
http://www.zakonyprolidi.cz/cs/1997-331%5bcit
http://www.zakonyprolidi.cz/cs/2008-225
http://www.zakonyprolidi.cz/cs/1997-331%5bcit

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 56

PhenolicCompounds by HPLC-DAD-ESV. International JournalofMolecular-
Sciences [online]. 2015, 16(1), 805-822. DOI: 10.3390/ijms16010805. ISSN 1422-
0067. Dostupné z: http://www.mdpi.com/1422-0067/16/1/805]

[22] MLCEK 1., Jedlé kvéty v gastronomii. Fakulta technologicka, Univerzita Tomase Bati

ve Zliné.

[23] CHEN, Nai-Hua a Sherrie WEL. Factorsinfluencingconsumers’ attitudestowardsthe-
consumptionofedibleflowers. Food Quality and Preference. 2017, 56, 93-100 DOI:
10.1016/j.foodqual.2016.10.001. ISSN 09503293.

[24] BOOTHROYD, Peter. a XuanNam. PHAM. Socioect on micrenovation in Vietnam:

theorigin, evolution.Singapore: Institute ofSoutheastAsianStudies, 2000.

[25] SOTELO, Angela, Semei LOPEZ-GARCIA a Francisco BASURTO-PENA. Conten-
tofNutrient and Antinutrient in EdibleFlowersofWildPlants in Mexico. Plant Foods
for Human Nutrition2 007, 62(3), 133-138 [cit. 2018-02-24]. DOI:
10.1007/s11130-007-0053-9. ISSN 0921-9668. Dostupné z: http:/link.sprin-
ger.com/10.1007/s11130-007-0053-9

[26] REVANAPPA, S. B.,, PARAMAHANS, V. S., Phenolic acid profilesand antioxidant
activitiesofdifferentbeat. (TriticumactivumL.) varieties, Journalof Food Biochemis-
try, 2011[27]PIRES, TaniaC.S.P., Maria Inés DIAS, Lillian BARROS a Isabel
C.F.R. FERREIRA. Nutritional and chemicalcharacterizationofediblepetals and
correspondinginfusions: Valorization as new food ingredients. Food Chemistry
[online]. 2017, 220, 337-343DOI: 10.1016/j.foodchem.2016.10.026. ISSN
03088146. Dostupné Z: http://linkinghub.elsevier.com/re-
trieve/pii/S0308814616316430

[28] SHAHIDI, Fereidoon and Priyatharini AMBIGAIPALAN. Phenolics and polypheno-
lics in foods, beverages and spices: Antioxidant activity and healtheffects — A Re-
view. JournalofFunctionalFoods [online]. 2015, vol. 18, s. 820— 897, part B. ISSN
1756-4646.

[29]Vyhlaska 157/2003 Sb., kterou se stanovi pozadavky pro Cerstvé ovoce a Cerstvou ze-
leninu, zpracované ovoce a zpracovanou zeleninu, suché skotapkové plody,
houby, brambory a vyrobky z nich, jakoz i dal$i zplsoby jejich oznaovani. Do-

stupné také z :http.//www.zakonyprolidi.cz/cs/2003-157 [cit 2018-04-22]


http://link.springer.com/10.1007/s11130-007-0053-9
http://link.springer.com/10.1007/s11130-007-0053-9
http://www.zakonyprolidi.cz/cs/1997-331%5bcit

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 57

[30] ALASALVAR, Cesarettin, Magdalena KARAMAC, Ryszard AMAROWICZ a Ferei-
doon SHAHIDI. Antioxidant and AntiradicalActivities in ExtractsofHazelnutKer-
nel( Corylusavellana L.) and Hazelnut Green LeafyCover. JournalofAgricultural
and Food Chemistry [online]. 2006, 54(13), 4826-4832 [cit. 2018-02-27]. DOI:
10.1021/3f0601259. ISSN 0021-8561. Dostupné z:
http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/j£0601259

[31] BORGES, Gina, Alexandra DEGENEVE, William MULLEN a Alan CROZIER. Iden-
tification of Flavonoid and Phenolic Antioxidants in Black Currants, Blueberries,
Raspberries, RedCurrants, and Cranberries T.JournalofAgricultural and Food
Chemistry [online]. 2010, 58(7), 3901-3909 DOI: 10.1021/j902263n. ISSN 0021-
8561. Dostupné z: http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/j902263n

[32] Klouda P., Moderni analytické metody, Ostrava: Nakladatelstvi Pavel Klouda, 2003. 2.
vyd., ISBN :80-863369-07-0.

[33] SINICA, A., Spektrofotometrie ve viditelné oblasti spektra. Dostupné na:
http://www.vscht.cz/anl/lach1/5

[34] Studijni material: Spektrofotometrie. Dostupné na: http://www.unium.cz/mate-

rialy/vut/fekt/3-cviceni-abch-10-m28667-p3.html
[35] BERKER, Kadriyelsil, Dilek OZYURT, Birsen DEMIRATA a Resat APAK. Solid-

PhaseExtractionSpectrophotometricDeterminationofTotal Antioxidant Capacity in Antio-

xidant-poorSamples by  UsingtheFerric-FerrozineMethod. AnalyticalSciences [online].

2017, 33(6), 683-689 DOI: 10.2116/analsci.33.683. ISSN 0910-6340. Dostupné z:

https://www.jstage.jst.go.jp/article/analsci/33/6/33 683/ article

[36] CICCO, N., LANORTE, T. M., PARAGGIO, M., VIGGIANO, M., LATTANZIO, V.,
A reproducible, rapid and inexpensiveFolin-Ciocalteumicro-method in determi-
ning phenolicsof plant metanol extracts, MikrochemicalJournal, 2009.

[37] SINGLETON, V.L.; ORTHOFER, R.; Lamuela-Raventos, R.M. Analysisofto-
talphenols and otheroxidation substrates and antioxidants by Folin-Ciocal-
teu reagent. Method. Enzymol. 1999, 299, 152-178.

[38] SULC M., LACHMAN J., HAMOUZ K., ORSAK M., DVORAK P., HORACKOVA
V., Vyber a zhodnoceni vhodnych metod pro stanoveni antioxidacni aktivity cerve-

nych a fialovych odrud brambor, Chemické Listy 101, 584—591 (2007)


http://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/jf0601259
http://www.vscht.cz/anl/lach1/5

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 58

[39] FLOEGEL, A., KIM, D., CHUNG, S., KOO, S., CHUN, O., Comparisonof
ABTS/DPPH assaito measure antioxidant capacity in populdr antioxidant-rich
US foods, Journal of Food Composition and Analysis, 2011, vol. 24, pp. 1043 —
1048

[40] ALVAREZ-JUBETE, L., WIJNGAARD, H., ARENDT, E.K., GALLAGHER, E., Po-

lyphenol composition and in vitro antioxidant aktivity of amaranth, quinoa, buc-

kwheat and wheatas affected by sprouting and baking, Food Chemistry, 2010.
[41] ALVAREZ-JUBETE, L., WIINGAARD, H., ARENDT, E. K.,. (2010). Polyphenol-

composition and in vitro antioxidant activity of amaranth, quinoa, buckwheat

and wheat as affected by sprouting and baking. Food Chemistry, 119(2), 770-778.

[42] DVORAKOVA M., DOSTALEK P., HULIN P.: Analytical Methods for Determination
of Polyphenols in SweetWort, Wort and Beer. KvasnyPrum. 52, 2006.

[43]KLOUDA, P. Moderni analytické metody. Ostrava, 2003. 132 s. ISBN 80-86369- 07-2
[44]GALLARDO, C.; JIMENEZ, L.; GARCIA-CONESA, M. T.: Hydroxycinnamicacid-

composition and in vitro antioxidant activityofselected grain fractions.FoodChe-

mistry 2006, 99, 455-463.
[45]VERA DE ROSSO, V.; MERCADANTE, A.Z., HPLC-PDA-MS/MS of
Anthocyanins and CarotenoidsfromDovyalis and TamarilloFruits. JOURNAL OF
AGRICULTURAL AND FOOD CHEMISTRY [online].
Dostupny z WWW: <apps.isiknowledge.com>. ISSN 0021-8561

[46]Re R., PELLEGRINI N., PROTEGGENTE A., PANNALA A. YANG M.,
RICEEEVANSC., 1999. Antioxidant activity applying an improved ABTS radical
cationdecolorizati on Assay, Free Radical Biology and Medicine 26, 1231-1237.

[47] Studijni material : Vysokoucinna kapalinova chromatografie



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 59

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ABTS 2,2"-azinobis(3-etyl-2,3-dihydrobenzotiazol-6-sulfonova kyselina)
DPPH 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

GAE  Gallic Acid Equivalent, Ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové

HPLC High Performance LiquidChromatography, Vysokouc¢inna kapalinova chromato-
grafie

N.D Not detected, Nebyla nalezena zadna koncentrace
TE Trolox Equivalent, Ekvivalentni mnoZzstvi troloxu

SD Standard deviation, Smérodatna odchylka
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SEZNAM PRILOH

Ptiloha 1 — Kalibrac¢ni kiivky pro stanoveni jednotlivych polyfenolit metodou HPLC



PRILOHA P I: KALIBRACNI KRIVKY PRO STANOVENI
JEDNOTLIVYCH POLYFENOLU METODOU HPLC
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Graf 4 — Kalibracni kiivka kyseliny gallové
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Graf 5 — Kalibra¢ni kiivka kyseliny 3,4-dihydroxybenzoové
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Graf 6 — Kalibra¢ni kiivka kyseliny 4-hydroxybenzoové
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Graf 7— Kalibrac¢ni kiivka epigallokatechinu
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Graf 8 — Kalibra¢ni kiivka katechinu
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Graf 9 — Kalibra¢ni kiivka kyseliny vanilové
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Graf 10 — Kalibraé¢ni ktivka kyseliny chlorogenové
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Graf — 11 Kalibra¢ni kiivka kyseliny kavové
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Graf 12— Kalibra¢ni kiivka kyseliny syringové
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Graf 13 — Kalibra¢ni kfivka epikatechinu
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Graf 14 — Kalibra¢ni kiivka kyseliny trans-p-kumarové
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Graf 15 — Kalibra¢ni kiivka kyseliny ferulové




_ 20 -
E y=0,1767x
- 15 - R2=0,9993
<
£
~ 10
Y4
a
© 5
Q
o
o O T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
koncentrace [mg.I]
Graf 16 — Kalibra¢ni kiivka kyseliny sinapové
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Graf 17 — Kalibrac¢ni ktivka kyseliny elagové
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Graf 18 — Kalibra¢ni kfivka rutinu
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Graf 19 — Kalibrac¢ni kiivka kyseliny trans-2-hydroxyskoticové
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Graf 20 — Kalibra¢ni kiivka protokatechin esteru



