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ABSTRAKT

Dizertani prace se zabyva stanovenim zdkladnich nutri¢nich a biologicky
aktivnich latek a zmén v jejich koncentracich za definovanych skladovacich
podminek u netradi¢nich misli smé&si obohacenych jedlymi kvéty. Navrzené
smési jsou dobte stravitelné, jsou zdrojem vlakniny a bilkovin, jsou bohaté na
vitaminy B-komplexu a minerdlni prvky. Nejvyssi koncentrace celkovych
TPC byly naméteny ve frakcich volnych a konjugovanych. Ve smésich byly
nejvice zastoupeny kyseliny protokatechinova, neochlorogenova, sinapova
a gallovd, ze skupiny flavonoidli epikatechin, kvercetin a epigallokatechin.
Z antokyanovych barviv pfevladaji antokyaniny (kyanidin-3-glukosid, delfinidin-
3-glukosid a  pelargonidin-3-glukosid) a  antokyanidiny (delfinidin
a kyanidin). Celkové TPC a TAC byly nejméné stabilni pti skladovani za ptistupu
svétla. Za definovanych skladovacich podminek byly % ubytky v obsahu TAC
(aZ 62 %) vyssi nez ubytky v obsahu TPC (az 53 %), pfi¢emz hodnoty AOA
klesaly jen minimalné (max. do 21 %). Na skladovaci podminky byly nejvice
citlivé  flavonoidy  katechin, kvercetin, zkyselin  protokatechinova,
neochlorogenova, ellagova a p-kumarova. Glykosylované formy antokyanovych
barviv byly za definovanych skladovacich podminek stabilngj$i. Skladovaci
pokus ukazal, Zze u bezlepkovych smési doSlo k vy$§imu poklesu v obsahu
biologicky aktivnich latek ze skupiny polyfenolii, nejvice degradovala
antokyanova barviva (napf. peonidin). Vyrobcim lze doporucit z hlediska
stability polyfenolickych latek balit smési do tmavych obalii bez ptistupu vzduchu
a svétla.



ABSTRACT

This dissertation deals with determination of basic nutritional and selected
biologically active substances and changes in their concentrations under the
specifically defined storage conditions in non-traditional muesli mixtures with
edible flowers. Such designed mixtures are easily digestible and serves as
a source of fiber and protein. They are rich in vitamin C, vitamin B-complex and
minerals. The highest concentrations of total TPC were measured in free and
conjugated fractions of the mixtures. Protocatechuic, neochlorogenic, sinapic and
gallic acids as well as epicatechin, quercetin and epigallocatechin are the most
represented substances in the mixtures. Anthocyanins (cyanidine-3-glucoside,
dolphinidine-3-glucoside and pelargonidine-3-glucoside) and anthocyanidins
(delphinidin and cyanidine) predominate in anthocyanin group. Total TPC and
TAC are the least stable when stored in light at laboratory temperature.
Concerning the defined storage conditions, percentage decreases in TAC content
(up to 62%) were higher than in TPC content (up to 53%), while AOA values
decreased only minimally (up to 21%). The most sensitive flavonoids to the
storage conditions proved to include catechin, quercetin, protocatechuic,
neochlorogenic, ellagic and p-coumaric acids. Glycosylated forms of anthocyanin
colors were more stable under the defined storage conditions. A shelf life
experiment revealed a more significant decrease in the content of polyphenols in
gluten-free mixtures, whereas the anthocyanin colors (e.g. peonidine) degraded
the most. Considering the stability of polyphenolic substances, manufacturers
should be recommended to package mixtures in dark containers without the access
to air and light.
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UvVOoD

Obiloviny pfedstavujyi pro clovéka vyznamny zdroj energie, bilkovin,
mineralnich latek a vitamin® skupiny B (Morris, 2016). V disledku nartistajiciho
poctu populace postizené celiakii se v poslednich letech navic zvySuje zdjem o
pseudoceredlie (Gallagher et al., 2002). Ceredlie
a pseudoceredlie jsou Casto zpracovany pro lidskou spotiebu jako snidafové
produkty, kdy jsou rlznymi technologickymi operacemi (tfidéni, loupéni,
brouSeni ¢i lesténi, vafeni, tvarovani, suSeni apod.) urCeny k piimé spotiebé.
K obilnému podilu mohou byt pfimichdvany také ofechy, seminka a ovoce
(Caldwell et al., 2004; Quatela et al., 2018; Buresova et al., 2013).

Snidaniové ceredlie miizeme dé€lit na ready-to-eat-cereals (RTE) a hot-cereals.
Prvni skupina je pfipravena k okamzité spotiebé bez dalSiho vateni (¢i jiné tepelné
upravy). Tyto smési se vyrab&ji piedevSim z kukufice, pSenice, ovsa
a ryze. Smési mohou byt ochuceny i1 dalSimi pfisadami. Druhd skupina je
piedchystana k dalsi tepelné tprave, pred jejich konzumaci vyZzaduji nejcastéji
piidani horké vody nebo ml¢ka (Caldwell et al., 2004).

Celosvétovym problémem lidské populace je nartst civiliza¢nich chorob, proto
roste zdjem o nutricné bohat$i potraviny. Také dochazi stdle Ccastéji
k vyhledavani netradi¢nich rostlinnych surovin, které jsou zdrojem biologicky
aktivnich latek (Hidalgo et al., 2018; Javid et al., 2019). ZvySujici se zdjem
o nutricn¢ bohatsi potraviny se orientuje 1 na jedlé kvéty, které maji vysokou
antioxidacni aktivitu. Jsou zdrojem mineralnich prvkl a byl u nich prokazan
v naSich pokrmech, cast populace pohliZi na konzumaci kvétl s urcitym
podezienim. Pro konzumenty je proto dilleZitd jejich chutnost a bezpecnost
(Nicolau a Gostin, 2016; Benvenuti et al., 2016; Skrajda-Brdak et al., 2020;
Takahashi et al., 2020).



1. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

1.1 Charakteristika miisli smési

Pojem miisli smés je dle legislativy smés mlynskych obilnych vyrobk,
upravenych vlo¢kovanim, extrudovanim nebo dalsi vhodnou technologii, k nimz
jsou piidany dalsi slozky. Jsou to zejména jadra suchych plodi, susené nebo jinak
zpracované ovoce a suroviny upravujici chut’, viini nebo konzistenci (Vyhlaska
¢.18/2020 Sb.).

1.1.1 Netradicni obiloviny a pseudoobiloviny

Pseudoceredlie amarant, quinoa a pohanka se vyznacuji bohatym nutri¢nim
profilem. Jsou dobrym zdrojem bilkovin, mineralnich latek, vitaminl a dalSich
biologicky aktivnich slozek. Pseudoceredlie jsou dilezitou potravou pro Cast
populace, hlavné u celiakd. Obsahuji 55-75 % Skrobu, 7-15 % bilkovin,
2-5 % lipidl, 2—4 % mineralnich prvka a 7-15 % vlakniny (Malleshi et al., 2021).
Do vzorkli miisli smési, kter¢ byly pfipravovany v laboratornich podminkach
UACHP, byl vyuzit merlik (Chenopodium quinoa Willd.), jehoZz zrno se
vyznacuje vysokym podilem bilkovin (az 18,7 %) s pfevahou lyzinu, argininu a
leucinu. Ve zralém zrnu tvofti celkovy protein piedevsim frakce globulint 37 % a
albumini35 % (Dakhili et al., 2019; James 2009). Jeho zrna jsou zasobarnou
kvalitnich lipid (v rozmezi 3,9-7,2 %), polyfenolt
a fytosterolll s moznymi nutraceutickymi piinosy. Tyto prospésné latky se mohou
podilet na snizeni vyskytu rakoviny, obezity, kardiovaskularnich,
gastrointestinalnich a metabolickych chorob (Balakrishnan a Schneider, 2020;
Dakhili et al., 2019; James, 2009; Navruz-Varli a Sanlier, 2016; Repo-Carrasco
et al., 2003; Jacobsen, 2003). Dalsi pouzitou obilovinou je milicka habesSska
(Eragrostis tef L.). VyznaCuje se vyvdzenou aminokyselinovou skladbou
a vys$§im podilem bilkovin (10-12 %), vysokym obsahem dalSich nutrient1 jako
jsou Skrob, vitaminy skupiny B, vapnik a fosfor, vlaknina (Yigzaw et al.,
2001).Teff mze ovliviiovat hladinu hemoglobinu v lidském téle a predchazet
vyskytu anémie a diabetu (Gebremariam et al., 2014). Diky svému nutricnimu
profilu a bezlepkové povaze zrna méa vhodné vyuZiti pii potravinovych alergiich
(Gebremariam et al., 2014). Z obilovin byla do miisli smési pouZita korasanska
pSenice (Triticum turgidum subsp. turanicum) s obchodnim nazvem kamut.
Vyznacuje se vy$$im obsahem proteinti (az 17,8 %) a mineralnich prvki jako jsou
draslik, hoi¢ik, vapnik, zelezo, fosfor a selen. Pohanka je bezlepkova plodina,
jejiz zrno je zdrojem sacharidil (71 %) a bilkovin (13 %).

1.1.2 Ovocny podil

Ovoce je zdrojem zdkladnich Zivin, vldkniny, vitamin €1 rostlinnych barviv.
Poskytuje vysoky obsah biologicky aktivnich latek, které Casto funguji jako
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antioxidanty. Ptinosy pro lidské zdravi Casto spocivaji v prevenci chronickych
plicnich a kardiovaskularnich chorob, rakoviny, mrtvice a Alzheimerovy choroby
(Liu, 2003; Majerska et al., 2019, Slavin a Lloyd, 2012; Wu et al., 2013; Wang et
al., 2015; Teng et al., 2017; Meng et al., 2019; Chaves et al., 2017). K ptipravé
naSich vzorkl byl pouzit naptiklad dfist'al evropsky (Berberis vulgaris L.). Plody,
kofeny, listy a kiira této rostliny jsou vyuzivany v lidovém lékaistvi k 1écbé
nékterych typl rakoviny (jater, krku a Zaludku) a k ¢i$téni krve (Aghbashlo et al.,
2009; Imanshahidi a Hosseinzadeh et al., 2008). Dalsi pouzitou surovinou jsou
borivky z rodu viesovcovitych, které jsou znamym zdrojem bioaktivnich slozek
(polyfenola, karotenoidi, vitaminu O) (Sinelli
et al., 2008). Pro svou jedine¢nou chut,, strukturu a barvu byla vyuzita mochyné
peruanska (Physalis peruviana L.), kterd je zdrojem bilkovin (15,9 %), vlakniny
(16,7 %) a lipida (13,7 %).

1.1.3 Jedlé kvéty

Rozvoj a wvyuziti potravinovych zdroji zvySuje zdjem o jedlé kvéty,
a to zejména pro jejich obsah fytonutraceutik (Chen et al., 2020; Zhao et al.,
2019). Mohou tak slouzit jako ptirodni antioxidacni zdroj pro potencialni vyuziti
ve funkCnich potravindch, v potravindiském a farmaceutickém pramyslu
(Benvenuti etal., 2016; He et al., 2015; Chen et al., 2018). Do pfipravenych smési
byly ptidany kvéty levandule I¢katské (Lavandula angustifolia L.). Ta je primarné
vyuzivana pro étericky olej, ktery vykazuje antioxida¢ni a antimikrobidlni a¢inky.
Levandule je také dobrym zdrojem fytosterolli, antokyanii, mineralnich prvki a
tanintl (Prusinowska a Smigielski, 2014). Dal3im kvétem, ktery byl pouzit do
smési je kvét chrpy polni (Centaurea cyanus L.). Kvéty jsou bohaté na tokoferoly,
antokyany a organické kyseliny. Z organickych kyselin je nejvice zastoupena
kyselina jantarova (25,5 gkg') a citronova (22,9 g.kg!)(Lockowandt et al.,
2019). Do smési byly také ptidany kvéty ibisku sadanského (Hibiscus sabdariffa
L.), které maji vysokou antioxida¢ni aktivitu, olej ziskany ze semen rostliny ma
inhibi¢ni ucinek na nckteré bakterie a houby (Ali et al., 2005). Kvét ibisku
obsahuje 55 g.kg! bilkovin, 74 gkg'popele a 4,7 gkg! lipidi (Jabeur et al.,
2017).

1.1.4 Ofrechy a olejnata semena

Ofechy jsou nutriéné hodnotné, obsahuji nenasycené mastné kyseliny (hlavné
kyselinu olejovou), bilkoviny, vldkninu, vitaminy (pfedevSim vitamin E),
mineralni prvky, fenolické slouceniny a fytosteroly (zejména B-sitosterol) (Ros,
2010; Richardson, 1996). Do modelovych smési bylo pfidano semeno Inu (Linum
usitatissimum L.), které je bohatym zdrojem vlédkniny, ®-3 mastnych kyselin,
bilkovin a dalSich fotochemikalii s vysokou antioxidacni aktivitou (Wang et al.,
2017). Dalsi surovinou bylo konopné seminko (Cannabis sativa L.). To je bohaté

na terpeny, které mohou mit protizanétlive, antioxidac¢ni
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a antidepresivni u¢inky (Nuutinen, 2018). DalSim vyuZitym semenem bylo chia
seminko (Salviahispanical..). Je povazovano za pfirodni zdroj ®-3 mastnych
kyselin, bilkovin, vitaminli, mineralnich prvka a pfirodnich antioxidantt.
Ve vyzivé napomédhd zvySovat index sytosti a plsobi preventivné proti
kardiovaskularnim chorobam. V neposledni fad¢ byly pfiddny mandle, které jsou
zdrojem tiaminu, riboflavinu, niacinu, vitaminti D a E. Jejich konzumace snizuje
riziko kardiovaskularnich chorob a snizuje diabeticka rizika (Hyson
et al., 2002; Kamil a Chen, 2012; Chen et al., 2006).

1.2 Vybrané biologicky aktivni latky surovin miisli smési
1.2.1 Polyfenolické slouceniny

Polyfenoly tvofti velkou a rozmanitou skupinu sloucenin, jejichZ zdrojem jsou
ovoce, zelenina, ofechy, semena a listy rostlin. Nachazeji se v cerealnich
vyrobcich, €aji, kave, ale 1 ve viné (Gorzynik-Debicka et al., 2018; Ferguson,
2001). Polyfenoly jsou sekundarni metabolity rostlin, které se podileji na jejich
ochrané proti UV zéfeni a Skodlivému pusobeni patogent. Jejich biosyntéza je
soucasti fenylpropanoidové drahy rostlin. V poslednich letech se zvySuje zdjem o
tyto polyfenolické latky jako antioxidanty (Pandey a Rizvi, 2009).

Nejveétsi skupinu polyfenoll tvoii flavonoidy, které jsou dale clenény na
flavony, flavonony, flavonoly, flavanoly, isoflavony a antokyany. Antokyany
jsou ve vodé rozpustnia barviva (Chalker-Scott, 1999; Bueno et al., 2012).
Ve vétsiné rostlin se jako dominantni antokyanin nachazi kyanidin-3-glukosid
(Vaknin et al., 2005; Oancea a Oprean, 2011). Barviva maji antioxida¢ni u€inky
(Khoo et al., 2017), napomahaji snizovani rizika vzniku obezity, diabetu,
kardiovaskularnich chorob a ptfizniv€é ovliviiuji zrak (Tuoheti et al., 2005).
Druhou vyznamnou skupinou jsou fenolické kyseliny, které se d€li na derivaty
kyselin hydroxybenzoovych a hydroxyskoficovych (Ferguson, 2001; Abbas
et al., 2017). NejrozsifenéjSimi fenolovymi kyselinami v rostlindch jsou
hydroxyskoficové sloucCeniny. Tyto jesté byvaji silné vazany na stavebni
polysacharidy bunécénych stén rostlin, proto je také dulezité¢ tyto vyvazat
a stanovit je jako nerozpustné vazané fenolické frakce (Ogawa et al., 2017,
Herrmann a Nagel, 1989; El-Seedi et al., 2012).

1.2.2 Vitaminy a mineralni prvky

Obiloviny a olejnatd semena obsahuji vitaminy skupiny B (tiamin, riboflavin,
pyridoxin a niacin). VyS$§i obsahy tiaminu a riboflavinu se nachdzi v zrnu
v obalovych vrstvach a kli¢cich. PSenice a je¢men jsou zdrojem ptedevSim
kyseliny nikotinové (Kucerova, 2004). Bezlepkové mouky z teffu, prosa, pohanky
a amarantu obsahuji vy$§i mnoZstvi vitamin{ skupiny B v porovnani s moukami
z kukufice, ryZe a moukou obsahujici lepek. Teffova mouka je zdrojem tiaminu
(6 mg.kg™), pohanka obsahuje riboflavin (2,2 mg.kg') a mouka prosa je bohata
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na niacin (60,2 mg.kg!) (Rybicka a Gliszczynska-Swiglo, 2017). Quinoa je také
bohata na vitamin C, jehoZz obsah je 130 mg.kg!. Samoziejmg, Ze vitamin C se
nachazi pfedev§im v ovoci a zeleniné (Phillips et al., 2016). Olejnata semena a
ofechy jsou zdrojem vitamind rozpustnych v tucich. Obsah vitaminu E v chia
semenech je cca 82 mg.kg™! (Da Silva et al., 2017), mandle jsou zdrojem vitamin{
D, E, ale i riboflavinu, niacinu a tiaminu (Nicklas et al., 2016). Obsah mineralnich
latek v obilném zrnu je 1,5-2,5 % (Kucerova, 2004). Vyssi koncentrace
mineralnich prvki je v obalovych vrstvach. Zrna jeCmene jsou bohata na fosfor,
vapnik, draslik, hot¢ik, méd’ a zinek (Ragaee et al., 2006). PSenice a ryze obsahuji
vyssi koncentrace zinku, médi, hot¢iku, selenu, vapniku a Zeleza nez zelenina
(Srikumar, 1993). Z bezlepkovych obilovin obsahuje zrno prosa vyssi
koncentrace zeleza (200 mg.kg™!), kobaltu (0,27 mg.kg™') a chromu (7,7 mg.kg™)
(Ragaee et al., 2006). Z ovoce jsou na mineralni prvky bohat¢ jahody a maliny, a
to zeyména na vapnik, hoi¢ik, sodik, draslik, fosfor, mangan, zinek, méd’ a Zelezo
(Hossain et al., 2016).

1.3 Stabilita biologicky aktivnich latek p¥i chemicko-
technologickém zpracovani surovin

Pti zpracovani obilovin mlZze dochédzet k jejich zménam v koncentracich
¢1 povaze chemicky vazanych forem. Napiiklad naméa€enim zrna se zvySuje jeho
nutriéni hodnota vyvdzanim tiaminu a pivodné vazanych fenolickych frakei zrna
(Rocha-Villarreal et al., 2018). Stabilita polyfenold je siln¢ ovlivnéna dal$imi
faktory pti zpracovani, jako jsou teplota a pH (Peanparkdee et al., 2020).

K fyzikalnim, chemickym a nutriénim zménam dochazi pifi hydrotermalni
upraveé. Pfedvareni zrna miiZze snizit obsah karotenoidii v endospermu, ale jeho
pfedvafeni miize mit 1 pfiznivy vliv na obsah vyuzitelnych polyfenold.
U hydrotermalné opracovanych obilnych zrn nemusi nutné dochazet k poklesu
volnych polyfenolli. Po tomto oSetfeni se totiz uvoliiuji plvodné vazané
polyfenoly, které prechazeji do frakce volné. Bylo zjisténo, Ze nckteré fenolické
glykosidy jsou béhem hydrotermalniho oSetteni pfevedeny na aglykonovou formu
a vyssi teplota podporuje jejich deglykosylaci (Zeng et al., 2019).

Antokyany béhem zpracovani a skladovani snadno degraduji, coz mize
zpusobit zménu barvy finalniho produktu a mohou byt také ovlivnény nutricni
vlastnosti (Patras et al., 2010). Na jejich stabilitu ma vliv teplota a pH, kdy
v otrubéch ryze byla vyssi stabilita antokyanti a vyssi antioxidacni aktivita zjiSténa
pii kyselém pH (3 a 5), v porovnéni s neutrdlnim a zasaditym prostiedim (pH 7 a
9) (Peanparkdee et al., 2020).

Predpokladany vysoky obsah lipida v ofiscich a olejnatych semenech miize byt
spojen s oxida¢nim Zluknutim, které se fadi mezi hlavni pfi¢iny zhorSeni kvality
potravin (Velasco et al., 2010).
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2. CILE PRACE

Cilem dizerta¢ni prace je vyrobit netradi¢ni vlocky procesem hydrotermalniho
oSetieni a tyto vyuzit pro pfipravu miisli smési s jedlymi kvéty. U navrzenych
modelovych ceredlnich smési stanovit obsah zakladnich nutri¢nich a biologicky
aktivnich latek a sledovat zmény hodnot koncentraci jakostnich znakt
u sledovanych vzorka pfi jejich skladovani.

2.1 Dilci cile
a) Vyroba vlofek procesem hydrotermalniho oSetfeni s ndslednym
rozvalcovanim zrn mén¢ tradi¢nich obilovin a pseudoobilovin.
b) Pfiprava vzorkli netradi¢nich miisli smési s obsahem obilné¢ho podilu
tvofen¢ho vlockami, dale ovocem, ofisky a seminky, jedlymi kvéty.
c) Zalozeni skladovaciho pokusu a nasledné sledovani zmén hodnot
koncentraci vybranych jakostnich znakii.
d) U pfipravenych miisli smési analyzovat nasledujici vybrané jakostni znaky:
= Zakladni nutri¢ni:
- Stanoveni vlhkosti, popele, lipida, hrubych bilkovin, vlakniny.
= Jakostni znaky v oblasti biologicky aktivnich latek:
- Stanoveni vitamini skupiny B a vitaminu C pomoci HPLC
- Stanoveni mineralnich prvka pomoci ICP-MS
- Stanoveni profilu antokyanovych barviv pomoci HPLC a stanoveni
celkového obsahu antokyanovych barviv spektrofotometricky
- Extrakce volnych, vdzanych a konjugovanych frakci polyfenold,
u nichZ budou nasledné provedeny:
o stanoveni obsahu celkovych polyfenolii spektrofotometricky,
o stanoveni polyfenolického profilu pomoci HPLC,
o stanoveni antioxidacni aktivity spektrofotometricky.
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3. ZVOLENE METODY ZPRACOVANI

3.1 Priprava vzorki
3.1.1 Priprava vlocek z netradi¢nich surovin

Vlocky zmén¢ tradi¢nich obilovin a pseudoobilovin byly vyrobeny za
laboratornich podminek. Byly pfipraveny procesem hydrotermalniho oSetfeni
zrna s rozvalcovanim. Zrna byla povafena pii mirném varu v redestilované vode¢.
Poté byl ptfipadny velmi maly podil vody slit a zrna byla valcovana na
vlockovac¢iWalderBiotechCombiStar (Linec, Rakousko) na tloustku mensi nez
0,70 mm. Vlocky byly vysuSeny v suSarné pii 40 °C, aby jejich vlhkost byla
maximalné 14 %.

3.1.2 Priprava miisli smési a stanoveni vybranych jakostnich parametria

Pro stanoveni zdkladnich nutri¢nich znakl a biologicky aktivnich latek bylo
piipraveno celkem 8 miisli smési (Tabulky 1 a 2), z nichz ¢tyfi byly vyrobeny
jako bezlepkové. Dizertacni prace navazuje ve své experimentalni ¢asti na dil¢i
projekt Gamma TACR TG03010052 (2016), kdy byly pfipraveny receptury
téchto ceredlnich smési s jedlymi kvéty a v ramci tohoto projektu bylo provedeno
1jejich senzorickeé hodnoceni. Miisli smési s jedlymi kvéty, kter€ jsou zde pouzity
v dané surovinové skladbé, jsou v ramci komercializace nabizeny jako tzv.
funk¢ni vzorek (tzn. jejich surovinové skladba je deklarovana) a nese v sobé
oznaceni ,,s jedlymi kvéty*“. VSechny vzorky byly pfipraveny vzdy ve tfech
opakovanich pro dané¢ podminky. Miisli smési byly vyrobeny smichanim
jednotlivych surovinovych komponent tak, ze 60—70 % jejich hmotnostniho
podilu bylo tvoteno vlockami a 30—40 % podilu tvoftilo lyofilizované nebo suSené
ovoce, skofapkové plody a suSené jedlé kveéty.

A. Stanoveni jakostnich charakteristik miisli smési

U 8 vzorkl miisli smési (oznacenych jako M1 az M8) ptipravenych postupem
uvedenym v kapitole 3.1.2 byly stanovovéany vybrané jakostni parametry. Vzorky
byly nachystany vzdy ve ttech opakovanich. Ze zakladnich nutri¢nich jakostnich
znakil byla stanovena vlhkost, popel, lipidy, hrubé bilkoviny, vldknina a
stravitelnost. Z jakostnich znakli v oblasti biologicky aktivnich latek byly
stanoveny vitaminy skupiny B a mineralni prvky, celkovy obsah antokyanil a
profil antokyanovych barviv. Dale byl stanoven obsah celkovych polyfenoli,
polyfenolicky profil a antioxida¢ni aktivita. VSech 8 vzorkl smési bylo zaroven
podrobeno ro¢nimu pilotnimu monitorovacimu skladovéani. Tyto vzorkybyly
vakuové zabaleny do sacki PA/PE (20x30 cm) (PolyScience, CR) a hermeticky
uzavieny (Turbovac, UK). Poté byly vloZzeny do kartonov¢ krabice a skladovany
mimo dosah slune¢niho zafeni v klimatizované laboratofi pii 2342 °C. Tento
zjednoduSeny skladovaci pokus byl zaméfen na monitoring v oblasti biologicky
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aktivnich latek a pro kontrolu vlhkosti vzorki a slouzil jako podklad pro nasledné
zalozeni skladovaciho pokusu. K vakuaci vzorkt pti skladovani bylo ptistoupeno
na zaklad¢ problematiky tykajici se stability polyfenolickych latek, zejména
antokyanovych barviv. Tato v pfitomnosti kysliku po roce skladovani degraduji 1
z vice nez 80 %, coz by mohlo negativné€ ovlivnit 1 jakostni parametry cerealnich
smési (vzhledem k jejich surovinové skladbé bohaté na tato barviva) (Maciel et
al., 2018).

B. Sledovani zmén vybranych jakostnich parametri za definovanych
skladovacich podminek

Pro skladovaci pokus, za definovanych podminek skladovani v ramci teploty a
piistupu svétla, byly z osmi piivodné piipravenych smési vybrany pouze 4, a to
tak, aby dv¢ byly bezlepkové. Byly vybrany smési M1, M3, M5 a M8. Tyto byly
piipraveny stejnym postupem, jako je uvedeno v kapitole 3.1.2 a opct byly
vakuové zabaleny. Vybrané jakostni parametry byly u téchto smési stanovovany
opét na zacatku a po jednom roce skladovani. Smési byly pfipraveny ve tiech
opakovanich. Ze zdkladnich nutri¢nich jakostnich znakili byla stanovena suSina,
popel, lipidy a hrubé bilkoviny. Z jakostnich znaki v oblasti biologicky aktivnich
latek byl stanoven celkovy obsah antokyant a profil antokyanovych barviv. Déle
byl stanoven obsah celkovych  polyfenold, polyfenolicky  profil
a antioxidacni aktivita. Smési byly uchovéany v klimatizované laboratofi v temnu
pii teploté 23+2 °C v oznaenych, hermeticky uzavienych vakuovych saccich,
chranénych proti ptistupu vlhkosti a svétla. Dalsi ¢ast vakuové zabalenych vzorkt
byla uchovéna taktéz v klimatizované laboratoii (23+2 °C), ale za piistupu
denniho svétla. V ramci skladovaciho pokusu byly také vakuované vzorky
skladovany pfi teploté 40 °C v termostatu (MB termostat BT120) bez ptistupu
svétla. Teplota 40 °C byla zvolena z toho diivodu, Ze potencialni vyrobci smési
predpokladaji, Ze by tyto mohly byt prodavany do zemi tzv. blizkého vychodu,
kde jsou vyrazné jiné klimatické podminky.
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Tabulka 1: SloZeni miisli smési s obsahem lepku

M1 | Suroviny Hmotnost | M2 |Suroviny Hmotnost | M3 | Suroviny Hmotnost | M4 | Suroviny Hmotnost
(2 (2 (2 (4]
ovesné vlocky 20 ovesné vlocky 20 ovesné 20 vlocky z Cervené 40
vlocky pSenice
pSenicné 20 zitné vlocky 20 zitné vlocky 20 vloc¢ky z pSenice 10
vlocky jednozrnky
zitné vlocky 20 vlocky z 20 kamutové 20 kamutové vlocky 10
pSenice vlocky
jednozrnky
konopné 2 chia 1 konopné 2 chia 1
seminko seminko
mandle 8 len zlaty 1 mandle 8 konopné seminko 1
kvét ibisku 2,5 mandle 8 kvét rize 2 mandle 8
kvét levandule 0,5 kvét raze 1 kvét slézu 1 kvét raze 1
malina 7 kvét ibisku 2 drist’al 6 kvét chrpy modré 2
dristal 6 visen 7 jablko 8 malina 8
jablko 7 goji 6 bortivka 8 dristal 6
borlivka 7 rakytnik 7 jahoda 5 cerny rybiz 8
cerny rybiz 7 jahoda 5

Lyofilizované ovoce — malina, viSeti, jahoda. SuSené ovoce — dfistal, jablko, bortivka, goji, rakytnik, ¢erny rybiz
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Tabulka 2: SloZeni miisli smési bez lepku

MS | Suroviny Hmotnost | M6 | Suroviny Hmotnost | M7 | Suroviny Hmotnost | M8 | Suroviny Hmotnost
(2 (2 (€] (4]

vlocky z cervené 20 vloc¢ky z cerné 20 vlocky teffu 20 vlocky z Cervené 20

ryze ryze ryze

vlocky teffu 20 vlocky teffu 20 jéhlové 20 vlocky z cerné 20
vlocky ryze

vlocky z cerné 20 Vlockyz cervené 20 pohankové 20 vlocky z bilé 20

quinoi quinoi vlocky quinoi

konopné seminko 2 konopné 2 chia 1 konopné 2

seminko seminko

mandle 8 mandle 8 len zlaty 1 mandle 8

kvét chrpy 1,5 kvét chrpy 2,5 mandle 8 kvét raze 1

cervené cervené

kvét chrpy modré 1,5 kvét levandule 0,5 kvét chrpy 1,5 kvét chrpy 2
cervené modré

dristal 7 goji 12 kvét chrpy 1,5 malina 7
modré

bortivka 7 jahoda 5 malina 9 dristal 6

visen 7 mochyné 10 rakytnik 7 jablko 7

mochyné¢ 6 cerny rybiz 7 bortavka 7

Lyofilizované ovoce — visen, jahoda, malina. SuSené ovoce — dfistal, borivka, mochyné, goji, rakytnik, ¢erny rybiz, jablko.
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3.2 Stanoveni zakladnich jakostnich znaku

Vlhkost byla stanovena gravimetrickypii teplot¢ 130+£3 °C po dobu
120 minut. Vysledek vlhkosti byl vyjadien v % (CSN EN ISO 712). Vsechny
nutriéni hodnoty byly vyjadieny v % na suSinu vzorku. Pro stanoveni popela
bylvzorek spalovan pii 550 °C po dobu 5,5 hodiny (CSN ISO 2171) a lipidy se
extrahovaly hexanem s vyuZitim zafizeni Soxtherm (Gerhardt, Némecko). Pro
stanoveni celkového obsahu dusikatych latek Kjeldahlovou metodou
s naslednym piepoétem na hrubou bilkovinu byla pouzita norma CSN EN ISO
20483. Mineralizace byla provedena pomoci koncentrované H,SOs, H,O,
a katalyzatoru (Na,SO4+CuS04.5H,0). Pro ptedestilovani uvolnéného amoniaku
za pridavku nadbytku NaOH byla vyuzita automaticka destila¢ni jednotka Behr 2
(Labor-Technik, Némecko). Obsah dusiku byl vypocten z mnozstvi spotfebované
H,SOupii titraci a nasledn€ vynasobenim ptislusného faktoru (6,25) byl ptepocten
na obsah hrub¢ bilkoviny. Hruba vlédknina (CF, celul6za a lignin) byla stanovena
gravimetricky na pfistroji Ankom??° (Ankom Technology, USA) s pouzitim
filtratnich sackn F57 po hydrolyze H,SO4
a NaOH (manual Ankom Fiber). Stanoveni neutralné-detergentni vlakniny (NDF,
celuléza, lignin, nékteré hemiceluldozy) bylo provedeno opét na pfristroji
Ankom??. Pro stanoveni bylo pouZito neutralné-detergentni ¢inidlo obsahujici
za vzniku neutralné-detergentniho roztoku, ve kterém probihala hydrolyza vzorki
(Sumczynski et al., 2015b). Pro stanoveni stravitelnosti byla pouzita metoda in
vitro  svyuzitim  inkubdtoru  Daisy (Ankom = Technology, USA)
a filtranich sacki. Vzorky byly inkubovany s vyuzitim HCI a pepsinu, nasledné
byly inkubovany pomoci fosfatového pufru s pankreatinem(Sumczynski et al.,
2015a). Vysledek byl vyjadfen jako 9% stravitelnosti suSiny (DMD) nebo
organické hmoty vzorku (OMD).

3.3 Stanoveni polyfenola a antioxida¢ni aktivity
3.3.1 Extrakce volnych, vazanych a konjugovanych polyfenolii

Extrakce volnych frakci polyfenolii

Do ¢tyt tmavych 1ékovek bylo navazeno po 1,5 g vzorku. Ke kazdé navézce
byl ptidan 80% metanol a vzorek byl extrahovan po dobu 1 hodiny na magnetické
michacce. Pasteurovou pipetou se extrakt odsal do keramické odpatovaci misky.
Extrakce se znovu zopakovala, druhy extrakt byl pfilit k prvnimu do keramickeé
misky a  tento byl odpaten  do sucha. Byly  ziskany
4 misky s odpafenymi extrakty. Obsah odpatfovacich misek 1 a 2 byl zregenerovan
postupné 10 ml 80% metanolu. Takto byl ziskan extrakt volnych polyfenoli (Qiu
et al., 2010).
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Extrakce konjugovanych polyfenolii

Zbylé dvé misky (oznacené 3 a 4) s odparkem byly zregenerovany NaOH
a byly pfevedeny do Iékovkyna magnetické michadlo, kde byl vzorek pod
dusikem hydrolyzovan po dobu 4 hodin. Po uplynuti doby bylo pomoci HCI
upraveno pH na 3-5. Nésledné& byl extrakt odstfedén pii 12300xg (Velocity 13p,
DynamicaScientific, UK). Vysledny supernatant byl pouZit jako extrakt
konjugovanych polyfenolt (Qiu et al., 2010).

Extrakce vazanych (nerozpustnych) forem polyfenolu

K pevnému zbytku v Iékovkach 1 a 2 byl pfidan NaOH. Lékovka byla umisténa
na magnetické michadlo, kde byl vzorek hydrolyzovan pod dusikem. Nasledné
bylo pomociHCI upraveno pH na 3-5. Poté byl extrakt odstfedén pti 12300xg a
supernatant byl pouZit jako extrakt obsahujici vazané polyfenoly (Qiu et al.,
2010).

VSechny extrakty slouzily pro nasledné stanoveni celkovych polyfenoli
a antioxidacni aktivity, a také pro stanoveni polyfenolického profilu na HPLC.

3.3.2 Stanoveni celkovych polyfenoli

Celkovy obsah polyfenoli byl stanoven pomoci Folin-Ciocalteuova cinidla
spektorfotometricky. K méfeni byl wvyuzit spektrofotometr Lambda
25 (PerkinElmer, USA). Rovnici linearni regrese byl ze ziskanych hodnot
vypocitan celkovy obsah polyfenolli ve vzorku, vyjaddieny jako ekvivalent
standardu kyseliny gallové v 1 kg vzorku (Cicco et al., 2009).

3.3.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou s ABTS

Metoda s ABTS vyuZziva schopnost vzorku zhaset kation-radikal ABTS (2,2"-
azinobis-(3-etyl-2,3-dihydrobenzotiazol-6-sulfonatu). Pti vlnoveé délce 734 nm
byl zméfen ubytek absorbance na spektrofotometru Lambda 25. Z rovnice
linedrni regrese (vyjadiené ze zavislosti inaktivace na koncentraci troloxu) byla

vypoctena antioxida¢ni aktivita vyjadfena jako mmol troloxu na 1 kg vzorku
(Re et al., 1999).

3.3.4 Stanoveni volnych, konjugovanych a vazanych polyfenoli pomoci
HPLC

Extrakty byly ziskany dle postupu uvedeného v kapitole 3.3.1. Vysokoucinna
kapalinova chromatografie (zatizeni ThermoScientific Dionex Ultimate 3000;
ThermoFisher Scientific, USA) byla vyuZita pro stanoveni profilu vybranych
polyfenolickych latek. Extrakty vzorku byly nastfikovany na kolonu v mnoZstvi
10 pl, doba analyzy byla 45 minut a teplota termostatu kolony byla 30 °C. Mobilni
fazi A byla voda a kyselina octova v poméru 99:1. Mobilni fazi B byla voda,
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acetonitril a kyselina octovd v poméru 67:32:1. Eluce probihala gradientové,
pritok mobilni faze byl 1 ml.min™!, typ kolony PhenomenexKinetex C18 (150 x
4,6 mm,; 5 pum). Vinova délka detekce byla
275 nm. Obsah jednotlivych polyfenolickych latek byl vypocitan z ptislusnych
rovnic linedrnich regresi, které vychazeji ze zavislosti ploch pikii na koncentraci
standardu analytu.

3.4 Stanoveni antokyanii

3.4.1 Extrakce antokyanovych barviv a jejich spektrofotometrické
stanoveni

Do tmavé Iékovky byly navazeny vzorky. Extrakéni smés byla ptipravena
smichanim metanolu a 1 mol.I"' HCL. Poté byly vzorky extrahovany tfepanim na
vodni 14zni pi1 40 °C po 1 hodinu. Nasledné byly 1€kovky umistény na 20 minut
do ultrazvuku, vzorky byly ochlazeny na laboratorni teplotu a odstfedény pfti
12300xg (Abdel-Aal a Hucl, 2003). Celkovy obsah antokyani (TAC) byl
stanoven spektrofotometrickou pH-diferen¢ni metodou, kterd vyuziva zménu
absorp¢niho spektra antokyanti v zavislosti na pH.Absorbance byla proméfena
u vSech zkumavek na spektrofotometru pii vinové délce 510 nm a 700 nm proti
extrakéni smési. Byla vypoctena absorbance vzorku po korekci. Ziskana
koncentrace byla pfepocitdna na mg antokyanl v 1 kg vzorku (Jothityangkoon
a Sivapalan, 2009; Abdel-Aal et al., 2006).

3.4.2 Stanoveni profilu antokyanii pomoci HPLC

Extrakty byly ziskadny dle postupu uveden¢ho v kapitole 3.4.1. Tyto byly
aplikovany na kolonu v mnozZstvi 20 ul, ¢as analyzy byl nastaven na 35 minut
a teplota termostatu kolony byla nastavena na 25 °C. Mobilni fazi A byla voda
a 85% kyselina mravenci v poméru 90:10, mobilni fazi B pak acetonitril. Eluce
probihala gradientové, priitok mobilni faze byl 1 ml.min!, typ kolony YMC-Triart
C18 (150 x 3,0 mm; 5 um). Vlnova délka detekce byla 520 nm. Obsah
jednotlivych antokyani byl vypocitdn z pfisluSnych rovnic linedrnich regresi,
vychdzejicich ze zavislosti ploch pikl na koncentraci standardu analytu (Barnes
et al., 2003).

3.4.3 Stanoveni vitaminti skupiny B pomoci HPLC

Do tmavé Ilékovky byl navaZzen vzorek, k nému byla pfidina
0,1 mol.I"HCL.Poté probihala extrakce 1 hodinu pfi 30 °C v ultrazvukové lazni,
extrakty byly odstfedény. Obsah vitamint skupiny B byl stanoven modifikaci
metody Ciulu et al. (2011) pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie na
piistroji DionexUltiMate 3000. Extrakt vzorku byl nastfikovdn na kolonu
ZorbaxEclipse XDB C 18 (150 x 4,6 mm; 3,5 um) v mnoZzstvi 50 ul s teplotou
termostatu kolony 25 °C. Doba analyzy byla 25 minut. Jako mobilni faze A byla
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pouzita 0,025% kyselina trifluoroctovd a jako mobilni fize B byl pouZit
acetonitril. Béhem analyzy probihala gradientova eluce, priitok mobilni faze byl
1 ml.min!. Vyhodnoceni pro niacin, kyselinu pantotenovou a pyridoxin bylo pii
210 nm, pro tiamin a riboflavin pfi 270 nm a pro folaty pii 290 nm. Ze zavislosti
ploch piktli na koncentraci standardl byly sestrojeny kalibra¢ni kiivky. Jednotlivé
vitaminy B byly kvantifikovany pomoci rovnice linearni regrese.

3.4.4 Stanoveni prvkového slozeni pomoci ICP-MS

Mineralizace byla provedna v teflonovych nadobkéch, do kterych byly
navazeny vzorky s 67% ultrapure HNO; a 30% ultrapure H,O,. K mineralizaci
byl vyuzit mikrovinny systém EthosOne (Milestone, Italie) s rozkladnym
programem pro ceredlie. Byly pfipraveny dvé sady kalibracnich standardi a to
nasledovng: *Be, %Zn, %Cu, “Ni, ?’Al, **Mg, *Co, 'Li, *Sc, 1’Ag, >*Mn, *Sr,
137Ba, 205TT, 29Bi, '4°Ce, '33Cs, '*Ho, 8!'Ta, 'Tb, 28U, ¥Y v koncentraci
3-35 pg.I''. Druhd nizs§i koncentra¢ni fada byla "°As, *Ca, ''Cd, **Cr, °"Fe, ?*Hg,
K, 3P, 2Na, 2%Pb, ""Se, ''¥Sn a *'Ti v koncentraci 0,5-1,0 pg.l"!. Jako vnitini
standard bylo vyuzito Rhodium ('®*Rh) v koncentraci (10-100 pg.I?'). Pro
pfesnost (konkrétnéji spravnost) méfeni byly pouzity certifikované referencni
materidly ze zelenych fas Metranal® 8 a NIST ryZzova mouka 1568b (dodavatel
Analytica Ltd., Praha, CR). Ke stanoveni byla vyuZita hmotnostni spektrometrie
s indukéné vazanym plazmatem ICP-MS Thermo Scientifici CAPQ na bazi
kvadrupdlového analyzatoru (ThermoScientific, USA) s technologii QCell (CCT
— Collision Cell Technology)(Sumczynski et al., 2018).

3.4.5 Statistické zpracovani dat

Nameétend data byla prezentovana jako stfedni hodnota v susin€ vzorku + SD.
K jejich vyhodnoceni byl pouzit program StatK25 a Excel (Buiika et al. Stadvyd,
verze 2.0. beta). S pomoci Dean-Dixonova testu (Q-testu) byly z naméfenych
vysledki  vylouceny odlehl¢é hodnoty. Poté bylo provedeno statistické
vyhodnoceni pomoci parametrického a neparametrického testu, ktery srovnava
sttedni hodnoty dvou nezavislych souborii (Studentiv ¢-test, Tukeyho test,
Wilcoxniv test), s hladinou vyznamnosti 5 %.

22



4.VYSLEDKY A DISKUZE EXPERIMENTALNI
CASTI

V experimentalni ¢asti budou nejdiive prezentovany vysledky u vSech osmi

modelovych miisli smési (experimentalni ¢ast A). Z téchto osmi smési, byly

nasledné vybrany Ctyfti, které byly znovu pfipraveny a u téchto byly stanoveny

jakostni znaky pifevazné¢ v oblasti biologicky aktivnich latek v ramci

definovanych skladovacich podminek (experimentdlni ¢ast B). Z obou

experimentalnich Casti jsou zde prezentovany pouze vybrané vysledky stanoveni,
uceleny soubor dat je v dizertacni praci.

Experimentalni ¢ast A

4.1 Stanoveni zakladnich nutri¢nich znaka miisli smési a
monitoring vlhkosti

Vysledky stanoveni obsahu suSiny a zakladnich nutri¢nich znakd spolu
s vlakninou jsou prezentovany v Tabulce 3. Byly stanoveny hruba (CF)
a neutralné-detergentni vlaknina (NDF). Vysledek stanoveni stravitelnosti je
prezentovany jako hodnota OMD (Organic Matter Digestibility, stravitelnost
organické hmoty vzorku) a DMD (Dry Matter Digestibility, stravitelnost suSiny
vzorku).

Obsah suSiny se u vzorka pohyboval v rozmezi od 90,5 do 91,3 %. Podle
Vyhlasky €. 18/2020 Sb. mlze byt vlhkost u ovesnych vlocek nejvyse 12 %,
a 14 % u vlocek pSeni¢nych, Zitnych, jeénych a ostatnich. U miisli smési neni
obsah vlhkosti legislativné definovan. Z tabulky miizeme vidét, Ze vSechny
obsahy vlhkosti byly niZ8i nezZ vySe uvedené limity. Vysledky obsahu suSiny po
roce monitorovaciho skladovanipfi laboratorni teploté byly v rozmezi
0d 90,1 do 92,0 %. Hrubym ukazatelem obsahu mineralnich latek je obsah popela.
MnozZstvi popela se u modelovych smési pohybovalo od 2,02 do 2,80 %. Nejvyssi
obsah byl naméfen u bezlepkové smési M6, kterd jako obilny podil obsahovala
vlocky z Cerné ryze, teffu a Cervené quinoi. Lze se domnivat, Ze obilny podil bude
vyznamnym piispévatelem k obsahu popela. Diskutovat vysledky obsahu
zdkladnich nutri¢nich parametrq, stejné jako posléze obsahy biologicky aktivnich
latek, je velmi slozité, vzhledem k heterogenité¢ ve sloZeni téchto vyrobku. Z
literarnich udaja je vSak dostupné, ze obsah popela u béznych komercnich miisli
smési se pohybuje cca od 1,20 do 1,60 % (Kobus-Cisowska
et al., 2013; Gramza-Michatowska et al., 2015). Obecné znamym faktem je, Ze
celiaci se potykaji s horsi vstiebatelnosti a vyuzitim nejen zdkladnich Zivin, ale
1 biologicky aktivnich latek (Theethira et al., 2014).

Obsah hrubé bilkoviny se pohyboval od 12,3 do 15,5 %. Signifikantn€ nejvyssi
obsah byl naméfen u bezlepkové smési M7, kterd obsahuje vlocky
z prosa a pohanky, coz jsou ceredlie na bilkoviny bohaté. Dal§imi komponentami,
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s vyS§im podilem bilkovin ve smési, jsou zajist¢ mandle
a seminka. Je nutno ale také napsat, ze nejen obsah hrubé bilkoviny jako takové,
ale jeji aminokyselinové slozeni ukaze na kvalitu proteinu z hlediska vyzivového
(Shewry, 2007). Podobnych vysledkii v obsahu proteinu bylo dosazeno u
modelovych miisli smési ve studii Kobus-Cisowska et al. (2013), naopak u vzorkl
komer¢nich miisli mohou byt obsahy bilkovin 1 niz§i, cca mezi 9 a 10 % (Jabeur
etal., 2017). Pokud se podivame napftic¢ analyzovanymi vzorky, v§echny obsahuji
vice nez 10 % bilkovin, ¢ehoZ bylo docileno variabilitou surovinové skladby
vlocek, ofechy a seminky. Obsah lipidl se pohyboval v rozmezi od 6,36 do 8,78
%, kdy nejvyssi mnozstvi bylo naméfeno ve smési M2. Tato smés, mimo
ofechovy a obilny podil, obsahuje ovesné a zitné¢ vlocky. Ovesné vlocky jsou
obecné na podil lipidi velmi bohaté. Vysledkystanoveni ukazuji, ze se jedna o
smési s vySSim obsahem lipidd, které by mohly byt problematické v rdmci
skladovacich podminek. Tyto mohou byt nachylnéj$i na procesy oxidacniho
zluknuti (Jensen et al., 2005). Hlavnimi nositeli lipid{ jsou u smési zajisté mandle,
chia a Inéné seminka. U modelovych miisli smési ve studii Kobus-Cisowska et al.
(2013), kde byly pouzity ovesné vlocky a ovesné otruby v kombinaci se Inénymi
seminky, byl naméfen obsah lipidl vyssi, a to 9,81 %. Nutno poznamenat, Ze vZzdy
bude zéleZet na tom, jaky hmotnostni podil bude tvofen témito surovinami, coz
vzhledem k jiz zmiflované heterogenité miisli smési je obtizn¢ diskutovatelné.
Obsah CF (komplexu celulozy a ligninu) byl u smési v rozmezi
1,31 az 1,56 %, ptiCemz nejvyssi hodnoty byly naméfeny u bezlepkovych smési
M6 a M7. Ze surovinové skladby téchto smési je mozno se domnivat, Ze hlavnimi
piispévateli k hodnotam CF by mohly byt pravé vlocky ryze, quinoi, pohanky a
milicky. Nerozpustnd forma vldkniny NDF (komplex ligninu, celulézy a
nerozpustnych hemicelul6z) byla nejvyssi u vzorku M1 (21,2 %), nejnizsi obsah
byl stanoven u smési M8 (11,9 %). Smés M1 obsahuje vlo¢ky ovesné, pSenicné a
jecné, z nichz obzvlasté¢ ovesné obsahuji vyssi podily hemiceluloz (Arendt a
Zannini, 2013). U ostatnich smesi byla hodnota NDF
v rozmezi od 14,7 do 20,3 %. Pokud bychom se podivali na skupinu smési
bezlepkovych a ty s obsahem lepku, potom ty s obsahem lepku byly obecné
bohatsi v obsahu NDF. S nedostatkem vlakniny se mohou potykat ptfedevSim
konzumenti trpici celiakii, u kterych je obecné piijem vldkniny nizsi. Proto se
v posledni dobé také potravinaisky pramysl orientuje na jeji zvySeni
v bezlepkovych potravinach. Toto 1ze podlozit i studii Taetzsch et al. (2018), ktera
uvadi niz$i obsah vlakniny v bezlepkovych potravinach. Vys§i obsah vlakniny
v obilnych zrnech bézné pozitivné koreluje s niz§imi hodnotami stravitelnosti
(Sumczynski et al., 2015a). Nami stanovené hodnoty OMD se pohybovaly od 87,8
do 93,8 %, hodnoty DMD byly \% rozmezi
od 80,9 do 89,8 %. Jako nejlépe stravitelny (za podminek in vitro) byl vyhodnocen
vzorek M8, ktery obsahoval ryzoveé vlocky, kvét chrpy a riize a jako ovocny podil
malinu, dfi$tal, jablko a borivku, dale mandle a konopné seminko. Ryzova zrna,
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vzhledem k vy$§imu podilu Skrobu a dobte travitelnych bilkovin, jsou
povazovana za jedny z nejlépe stravitelnych obilnych zrn (Khatun et al., 2020).
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Tabulka 3: Vysledky stanoveni obsahu zékladnich nutri¢nich znak a stanoveni in vitro stravitelnosti

(%) SuSina Popel Hruba Lipidy CF NDF DMD OMD
bilkovina
M1 91,040,234 | 2,27+0,01%A | 12,3+0,2%* | 7,29+0,20%* | 1,31+0,02%4 21,242,034 88,1£1,0%4 | 92,9+0,7%4
M2 90,9+0,1%* | 2,38+0,10>B | 13,9+0,3>B | 8,78+0,10>B | 1,33+0,01>4 20,3+0,2°8 89,1+1,1%B 93,2+1,0°8
M3 91,0£0,3*>4 | 2,19+0,10°C | 12,620,384 | 7,2420,20%4 | 1,42+0,02%4 16,5+0,5%¢ 89,2+0,9%8 93,5+0,9>8
M4 90,8+0,2%A | 2,52+0,10%P | 14,4+0,3%C | 6,36+0,20%C | 1,42+0,03%4 20,0+0,5%4 87,4+0,4%C 92,3+0,4%A
M5 91,140,254A4C | 2.39+0,10%4 | 12,7+0,2454 | 7,71+£0,20%4 | 1,41+0,01%4 17,8+1,044 80,9+1,244 | 87,8+1,4%A
M6 90,8+0,2%A | 2,80+0,12%B | 13,6+0,1°B | 7,55+0,20%B | 1,54+0,01>4 14,7+0,6%8 81,5+0,4%B 89,140,698
M7 90,5+0,1%B | 2,18+0,10% | 15,5+0,3%C | 8,31+0,20%C | 1,56+0,02%* 16,8+1,0%¢ 82,8+1,3%C 89,7+1,048
MS 91,3+0,14¢ | 2,02+0,10%P | 12,9+0,1%C | 8,09+0,20&P | 1,39+0,01>4 11,9+1,0%P 89,8+0,7%P | 93,8+0,6¢

Vysledky jsou prezentovany jako stfedni hodnota = SD (n=3-5) na suSinu vzorku. Hodnoty ve sloupci s nejméné jednim identickym hornim indexem se statisticky vyznamné
nelisi (P>0,05), zatimco hodnoty s riznymi hornimi indexy vykazuji statisticky vyznamny rozdil (P<0,05). Statistika byla provedena pro vSechny smési soucasné (horni malé
pismenné indexy) a také zvlast pro lepkové a bezlepkové (horni velké pismenné indexy). Hruba vlaknina (CF, Crude Fibre), neutralné-detergentni vlaknina (NDF, Neutral-

Detergent Fibre), OMD (Organic Matter Digestibility, stravitelnost organické hmoty vzorku), DMD (Dry Matter Digestibility, stravitelnost susiny vzorku).
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4.2 Stanoveni obsahu vitamini skupiny B pomoci HPLC

V Tabulce 4 jsou uvedeny koncentrace vitamini skupiny B, které byly
stanovovany pomoci HPLC-DAD. Z vysledkii stanovenych koncentraci lze
konstatovat, Ze ve vSech miisli smésich byl naméfen nejvyssi obsah kyseliny
pantotenové, a to v rozsahu od 124 do 246 mg kg™!. Jako druhy nejvice zastoupeny
vitamin, co do jeho obsahu, byl ve vSech smésich riboflavin, jehoZ koncentrace
dosahovala az 97,1 mg.kg™! (u smé&si M2). Tietim nejvice zastoupenym vitaminem
byl tiamin. Vyjimkou byla smés M6, kde byla detekovana vysSi koncentrace
niacinu (ve formé kyseliny nikotinové). Naopak ve smésich M1 az M3 byla zase
koncentrace niacinu velmi nizkéd. Z namétenych dat Ize vidéet, ze smési M4 az M6
obsahovaly nizké koncentrace kyseliny listové. D4 se fici, vzhledem k surovinové
skladbé, Ze na koncentraci jednotlivych vitamini B-komplexu se podilely nejvice
vlocky, ofechy a seminka.

Tabulka 4: Vysledky stanoveni obsahu vitaminii B-komplexu pomoci HPLC
(mg.kg™h) Thiamin Riboflavin Niacin Kyselina Pyridoxin Kyselina
pantotenova listova
M1 28,5+0,1*4 | 91,740,2*4 | 3,9340,05** 141134 10,6+0,14 11,6+0,1%4
M2 23,040,158 | 97,1+0,2%B 7,214+0,02%8 1424124 7,26+0,10%8 7,410,058
M3 25,4+0,19C | 83,3+0,2¢¢ 3,50+0,03%C 1594208 9,04+0,05%C 12,3+0,4¢
M4 33,240,14P | 96,340,547 | 8,22+0,02¢P 160+2"B 9,08+0,05%C 2,25+0,014P
M5 33,240,14P | 50,9+0,14 | 2,1840,02%* 1324204 12,1£0,144 2,0440,01%4
M6 13,9+0,1%8 | 70,1+0,1%8 14,740,258 2464248 13,940,658 5,75+0,0258
M7 18,8+0,2% | 58,1+0,28C | 9,12+0,048€ 12442¢e€ 8,10+0,015¢ 9,08+0,048¢
M8 18,8+0,2¢ | 80,3+0,2"P | 5,60+0,04"P 187+3FD 6,03+0,028P 5,80+0,04"-P

Vysledky jsou uvedeny jako stfedni hodnota + SD v susin€, n=5. Hodnoty v ramci fadku s nejméné jednim identickym hornim
indexem se statisticky vyznamné nelisi (P>0,05), zatimco hodnoty s riiznymi hornimi indexy vykazuji statisticky vyznamny
rozdil (P<0,05). Statistika byla provedena pro vSechny smési soucasné (horni malé pismenné indexy) a také zvlast pro lepkové

a bezlepkové (horni velké pismenné indexy).

Vzhledem k silné heterogenité vyrobenych smési, je velmi obtizné ukazat na
konkrétni zdroj téchto vitaminli. Zdrojem kyseliny pantotenové a riboflavinu
mohou byt obiloviny, jako napft. ryZe s barevnymi obalovymi vrstvami (Kyritsi et
al., 2011; Lebiedzinska a Szefer, 2006). Na riboflavin jsou bohat4 zrna jeCmene,
pohanky a prosa (Lebiedzinska a Szefer, 2006). Vyznamnym zdrojem tiaminu
mohou byt 1 zrna teffu (Rybicka a Gliszczynska-Swiglo, 2017). Co se tyka
pyridoxinu a niacinu, jsou zastoupeny ve vySSich mnoZstvich v zrnech ryze,
pohanky, jeCmene a prosa (Lebiedzinska a Szefer, 2006; Rybicka
a Gliszczynska-Swiglo, 2017). Vyznamnou ulohu v ovlivnéni koncentrace
vitaminil skupiny B mohou hrat olejnata semena a ofechy. Tato jsou pfevazné
zdrojem tiaminu, riboflavinu, pyridoxinu a niacinu. Klicky a obalové vrstvy
obilovin jsou bohaté na tiamin a riboflavin (Kucerova, 2004).
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4.3 Stanoveni obsahu mineralnich prvka pomoci ICP-MS

Obsah vybranych minerdlnich prvkli v miisli smésich byl stanoven pomoci
ICP-MS. Naméiené koncentrace jednotlivych prvki jsou podle jejich mnozstvi
(mg.kg"! nebo ug.kg') prezentovany v Tabulkach 5 a 6.

4.3.1 Makrobiogenni a mikrobiogenni prvky

V nejvyssich koncentracich byl zastoupen draslik, a to u smési M7
(4730 mgkg?'). Tento prvek je hojné piitomen napfi¢ vSemi rostlinnymi
surovinami, které byly v miisli smésich pouZity. Vyznamnymi ptispévateli k jeho
obsahu mohou byt obiloviny (Whittaker et al., 2015; Préstamo et al., 2003;
Ragaee et al., 2006; Shao et al., 2018). Radové srovnatelnych koncentraci
dosahovaly hodnoty namé&fené pro fosfor (az 4180 mg.kg™!, a to opét u smési M7).
Obsah fosforu je velmi dobie zmapovan zejména v obilovinéach, které jsou na né;j
bohaté¢ (Whittaker et al., 2015; Ragaee et al., 2006). Obsah vapniku se ve smésich
pohyboval v rozmezi od 1640 do 2650 mg.kg™!. Surovinami bohatymi na obsah
vapniku jsou maliny a jahody, proso, méné pak mandle (Nicklas et al., 2016;
Ragaee et al., 2006). Dal$im vyznamnym makroprvkem je hoicik. Tento
dosahoval nejvy$$i koncentrace u miisli M3 (2530 mgkg™!). Je vSeobecné
znamym faktem, Ze tento prvek je hojné zastoupen v ofechach a rlznych
semenech, které jsou jeho typickymi zdroji.

Mezi mikrobiogenni prvky se obvykle tadi Zelezo a zinek. Nejvyssi
koncentrace Zeleza byla naméiena ve smési M4 (152 mg.kg™). V pfipadé této
smési se na zdroji Zeleza mohou podilet vlocky z Cervené pSenice, kvéty rize
a chrpy, konopné seminko, méné potom ovoce. Literarni udaje tykajici se
koncentrace Zeleza v miisli smésich jsou nedostatecné. Z obilnych surovin jsou
na obsah Zeleza bohats$i obiloviny s barevnymi obalovymi vrstvami (Gu et al.,
2021). I ptes relativné vyssi koncentrace zeleza ve smésich je nutno uvést, ze se
zelezo vyznacuje niz8i biologickou dostupnosti (9 %) z rostlinnych matric
(Pereira et al., 2018). Podobn¢ jako u zeleza, také zinek se vyznacuje niz$im
indexembiodostupnosti (Pereira et al., 2018). Ve vzorcich smési se jeho
koncentrace pohybovala v rozmezi 21,5-74,2 mg.kg™!. Pokud vezmeme v uvahu
surovinovou skladbu smési, prispévatelem k obsahu Zn by mohl byt jejich obilny
podil (Ragaee et al., 2006; Shao et al., 2018).

4.3.2 Stopové prvky

V rdmci svého Clenéni, na né miizeme pohliZet jako na esencialni, neesencialni,

a znich jesté¢ vyclenit toxické. Stroncium dosahovalo nejvyssi koncentrace u

smési M3, a to 480 ug.kg™!'. Na obsah tohoto prvku byvaji vétSinou bohata obilna

zrna, kdy jejich koncentrace mnohdy piesahne hodnoty 1,6 mg.kg™ (Nascimento

et al., 2014). Obsah niklu \4 miisli smésich byl

v nejvyssi koncentraci u smési M1 (434 ug.kg™). Studie Gu et al. (2021) ukazuje,
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ze prispévatelem k obsahu nikluby mohla byt konopna seminka. DalSim, relativné
hojné¢ se vyskytujicim, stopovym prvkem je kobalt. Srovnatelné hodnoty
koncentraci jako u kobaltu byly naméteny pro méd’. Na tento prvek byla bohata
smés M4 (23,7 mg.kg ™). Jedna se o hojné zastoupeny prvek rostlinnych surovin,
jako jsou chia seminka, zrna je¢mene, plody ostruzin, jahod apod. (Gu et al., 2021;
Ragaee et al., 2006; Pereira et al., 2018). Co se tyka manganu v miisli smésich
jeho koncentrace se pohybovaly
od 17,4 do 59,7 mg.kg™!. Z obilovin je na mangan bohaté Zito (24,4 mg.kg!), dale
se nachazi v pSenici, je¢meni, prosu a ¢iroku (Ragaee et al., 2006).

Podivame-li se na vysledky stanoveni obsahu hliniku, jeho koncentracni rozpéti
se pohybovalo od 5,41 do 13,4 mgkg'!. Monitorovani hliniku je dtlezité
vzhledem k jeho potencidlnim neurotoxickym ucinkiim (Rebellato et al., 2021).
Vzhledem k tomu, Ze arsen je jednou z pficin rakoviny kliZe, plic a mocového
méchyte, byl pro n& stanoven tolerovatelny tydenni piijem,
ato 0,015 mg.kg'(EFSA, 2009). V naSich smé&sich byl detekovan nejvyssi obsah
u vzorku M8 (31,5 pgkg?!), kde by jeho zdrojem mohly byt ryzové vlocky.
Maximalni povolené mnozstvi kadmia v obilovinach je 0,10 mg.kg™!, pro otruby,
klicky, pSenici a ryzi je stanovena hodnota 0,20 mg.kg™!, pro ovoce je to 0,10
mg.kg™! a pro bobuloviny a drobné ovoce byla stanovena maximalni koncentrace
0,20 mgkg! (Nafizeni 1881/2006). V nasi studii byla nejvy$§i naméfena
koncentrace kadmia u vzorki 1,83 ug.kg™!, coz je vyrazné pod vyse jmenovanymi
limity. DalSimi toxickymi prvky jsou rtut' a olovo. V naSich smésich byla
koncentrace rtuti v rozsahu od 1,43 do 2,88 nug.kg!. Co se tyka limitnich hodnot
v obsahu olova, v obilovinach je to max. 0,20 mg.kg™!, u ovoce 0,10 mg.kg™!, u
bobulovin pak 0,2 mg.kg'(Nafizeni 1181/2006). Co se tykd namé&fenych
koncentraci rtuti, ty byly vyrazné pod legislativnimi poZadavky, koncentrace
olova byly pod detek¢nim limitem.
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Tabulka 5: Obsah vybranych prvki v miisli smésich v mg kg

Prvky M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8

23Na 130+2%4 124258 137+1%¢ 154+24P 160+8°4 159+3%4 1554248 156+74<C
24Mg 1990+20%A | 1760£10°8 | 2530+£25%C | 1760108 | 2290+20%A | 2420+20% | 2300+20%A | 2310+20%eA8
21A1 10,8+0,1%A | 13,420,185 | 12,1£0,1°C | 11,5+0,1%P | 5,41+0,10%* | 5,93+0,10%8 | 8,12+0,20¢C | 7,72+0,20"P
3p 3850+20%4 | 3740+30°8 | 3950+30%C | 3740+£20°8 | 4070+20%A | 3770+£30%B | 4180+30%C | 3970+20%P
IK 2970+20%A | 2750+£20°8 | 2970+20%A | 2750+£20°8 | 4150+£30%A | 3080+20% | 4730+£30C | 4050+30°P
#4Ca 1980+£20% | 2310+20%B | 2420+20%C | 2310£20%B | 1650+20%* | 2630+30%E | 2650+40%B | 1640+20%4
55Mn 17,4£0,8%* | 18,8+0,8>B | 17,8+0,7>* | 27,1£1,2°C | 19,1+1,2%A | 23,6+1,1%B | 50,2+1,4°C | 59 7+2 1P
5TFe 111+3%4 | 89,6+1,6B 117+2°€ 152+34P 96,4+2,7%A | 87,5+1,4%B | 89,4+1,55C | 87,5+1,4%8
63Cu 7,040,204 | 5,30+0,25%B | 6,21+0,205C | 23,7+1,24P | 22,84+0,8%A | 6,610,208 | 6,12+0,10%€ | 6,21+0,20%P
67n 24,740,744 | 69,5£1,8%B | 66,9+1,7°C | 73,0+£1,4%P | 37,7+1,1A | 34,7+1,1%B | 742+2,08C | 21,5+0,5"P

Vysledky jsou prezentovany jako stfedni hodnota = SD (n=3-5). Hodnoty v fadku s nejmén¢ jednim identickym hornim indexem se statisticky vyznamné nelisi
(P>0,05), zatimco hodnoty s rliznymi hornimi indexy vykazuji statisticky vyznamny rozdil (P<0,05). Statistika byla provedena pro vSechny smési soucasné (horni
malé pismenné indexy) a také zvlast' pro lepkové a bezlepkové (horni velké pismenné indexy).
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Tabulka 6: Obsah vybranych prvki v miisli smésich v pg.kg!

Prvky M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8

$Co 32,9+1,2%A | 25,5+1,0%8 | 26,5+0,8°C | 21,3+0,9%P | 31,8+1,1%* | 23,6+1,0°® | 38,3+0,98C | 31,4+0,8°*
6ONi 434+£5%A 313+4%8 375+3%C 268+24P 36754 251+3"8 399+38C 206+20P
5As 28,6+0,7%A | 21,2+0,7°8 | 24,1£1,1°¢ | 24,2£0,4°C | 14,2+0,5% | 28,0+0,8°8 | 19,2+0,8"C | 31,5+1,2¢P
7Se 7,8120,10%4 | 8,83+0,25"B | 9,60+0,10°C | 15,9£0,3%P | 16,3+0,3%* | 10,2+0,2"8 | 8,50+0,10%¢ | 17,6 +0,3"P
88Sr 258+£3%A 205358 480+5°¢ 256+£34D 389254 408+5"8 208+3%C 288+38D
W07Ag 15,4+0,6%% | 25,8+0,8°8 | 12,120,4%C | 30,4+0,5%P | 31,4+0,8% | 23,8+0,6"® | 30,4+0,84C | 14,2+0,3¢P
icq 1,20£0,10%A | 1,05+0,10>B | 1,24+0,10%* | 1,4120,109C | 1,55+0,10%* | 1,1420,10%8 | 1,83+0,10°C | 1,1120,10%B
118gp 1,12+0,01* | 0,43£0,02>B | 0,64+0,04%C | 0,65+0,04%C | 0,52+0,01%4 | 1,12+0,02*8 | 0,53+0,02%4 | 0,84+0,05%C
202 g 1,51£0,01%A | 2,6240,01>B | 1,43+0,01°C | 1,75+0,03%P | 1,76+0,05%* | 1,56+0,01%B | 2,88+0,01%C | 1,47+0,012P
208pp ND ND ND ND ND ND ND ND

Vysledky jsou prezentovany jako stfedni hodnota + SD (n=3-5). Hodnoty v fadku s nejméné jednim identickym hornim indexem se statisticky vyznamn¢ nelisi
(P=0,05), zatimco hodnoty s riznymi hornimi indexy vykazuji statisticky vyznamny rozdil (P<0,05). Statistika byla provedena pro v§echny smési souc¢asné (horni
malé pismenné indexy) a také zvlast' pro lepkové a bezlepkové (horni velké pismenné indexy).
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4.4 Stanoveni celkového obsahu polyfenoli

Celkovy obsah polyfenola ve volnych, konjugovanych a vazanych fenolickych
frakcich je prezentovan v Tabulce 7.

Vyssi koncentrace polyfenoltt (TPC) byly naméfeny v konjugovanych
a volnych frakcich. Obsah volnych TPC v netradi¢nich smésich dosahoval
642 GAEkg!, v konjugovanych az 730 mg GAE.kg™!. U vazanych frakci byl
obsah TPC naméfen nejvyse do 200 mg GAE.kg™!. Obsah celkovych polyfenolt
se napfic vSemi analyzovanymi vzorky pohyboval v Sirokém rozmezi
671-1530 mg GAE.kg'. Koncentrace TPC budou zavislé na mnoha faktorech.
Zajisté se hodnoty budou liSit v rdmci jednotlivych vyrobnich Sarzi. Vzhledem
k heterogenité pouzitych surovin a samotnych smési je velmi obtizné ziskané
vysledky porovnavat i s literarnimi daji. Pokud se zaméfime na jednotlivé
suroviny, které byly pouzity i v naSich smésich, potom z literarnich udaji
dohledame 1 rozdilné vysledky studii.

Tabulka 7: Vysledky stanoveni celkového obsahu polyfenolt (TPC)

TPC Volné Konjugované Vazané Celkové

(mg GAE.kg")
M1 537420 413+10% 190£10°AC [ 114042004
M2 35041005 333+1008 122488 805+17"8
M3 642:£20°C 704:+20C 1831044 1530+40°C
M4 438+10%P 465+10%P 200+10°¢ 1100£174P
M3 571£30%4 730+£10%4 102+10%A 1400+£30%A
M6 33110% 404108 125£10b® 860+17%
M7 263+108¢ 303+108¢ 105+10%4 671+20&¢
M8 583:+20"" 565+10"P 130£10°8 128020

Vysledky jsou prezentovany jako stfedni hodnota = SD (n=4—8) na susSinu vzorku. Hodnoty ve sloupci s
nejméné jednim identickym hornim indexem se statisticky vyznamné nelisi (P>0,05), zatimco hodnoty s riznymi
hornimi indexy vykazuji statisticky vyznamny rozdil (P<0,05). Statistika byla provedena pro vSechny smési

soucasné (horni malé pismenné indexy) a také zvlast’ pro lepkové a bezlepkové (horni velké pismenné indexy).
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U obilovin hraje vyznamnou roli nejen obilovina samotn4, ale také jeji odrida,
péstebni podminky. Naptiklad u vzorku ryzovych zrn byl naméten vyssi podil
TPC ve volnych frakcich (Vichapong et al., 2010; Massaretto et al., 2011).
Koncentrace TPC souvisi 1 s barvou oplodi (Massaretto et al., 2011; De Mira et
al., 2009), kdy byl zaznamenan az Ctyfikrat vyssi obsah polyfenold v zrnech s
barevnymi obalovymi vrstvami. Zdrojem volnych TPC mohou byt i ofechy (Wu
et al., 2021) a ovoce (Yao et al.,, 2021). Naproti tomu ale bylo dosazeno
1 odlisnych vysledki, kdy ve studii Kim et al. (2018) byl stanoven v ovoci vyssi
podil vazanych TPC, podobné tomu miiZe byt i u obilovin (Shao et al., 2014).
Jako dobré zdroje polyfenoli slouzi i jedlé kvéty (He et al., 2015).

Me¢l by byt zminén i metabolicky aspekt a vlastné 1 ditvod samotného stanoveni
TPC v jednotlivych frakcich. Konjugované a nerozpustné frakce polyfenolt se
mohou uvoliovat v GIT za danych podminek (kyselé ¢i zasadit¢ pH) a pfi
fermentaci bakteriemi tlustého stieva, a/nebo po absorpci stievni sténou, se
mohou podilet na metabolickych funkcich vedoucich k podpofe intestinalniho
epitelu a dostavaji se dale do lidského téla, napt. do periferniho krevniho ob&hu.
Volné polyfenoly jsou uvolilovany a vstfebavany z potravy jiz v Zaludku a poté
v ptednich ¢astech tenkého stieva (Bento-Silva et al., 2020).

Vysledky stanoveni hodnot TPC po roce pilotniho skladovani pii laboratorni
teploté za nepiistupu svétla jsou shrnuty v Tabulce 8, v¢etné jejich procentudlnich
ubytkl v jednotlivych frakcich oproti vychozimu stavu (Tabulka 7). Podivame-li
se na hodnoty celkovych polyfenoli, potom jejich ubytek se pohyboval v rozmezi
7 az 22 %. Smési vakuové balené bez ptistupu svétla za bézné pokojove teploty
vykazuji relativné nizké % ubytky v obsahu polyfenoll v porovnani s riznymi
studiemi v ramci celé Skaly pouzitych surovin. Lze vyslovit hypotézu, Ze 1 zvySeni
teploty skladovani a ptistup svétla by mohly byt jedny z faktori, které by se mohly
vyrazné¢ podilet na snizovani koncentraci biologicky aktivnich latek. Proto
podrobnéjSi diskuze bude vedena u vysledkii skladovaciho pokusu za
definovanych podminek.

Z pohledu vsech frakci byly zaznamenany nejvyssi ubytky polyfenold ve
frakcich vazanych (37 az 66 %). Na zdklad¢ dostupnych literarnich daji se lze
domnivat, Ze doslo k jejich vyvadzani a pfechodu do frakci volnych. Ve volnych
frakcich byvaji vétSinou polyfenoly méné stabilni a snaze degraduji
(Stanisavljevic et al., 2013; Chatthongpisut et al., 2015). Technologickymi zasahy
dochazi €asto k jizZ zminénému uvolnéni vazanych polyfenoll do volnych frakei
(Bueno-Herrera and Pérez-Magariio, 2020; Ti et al., 2014).
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Tabulka 8: Vysledky stanoveni celkového obsahu polyfenolii v ramci pilotniho

ro¢niho skladovani

TPC Volné Konjugované Viazané Celkové
(mg GAE.kg")
M1 510104 302104 74,0205 88642024
(-5 %) (27 %) (-61 %) (-22 %)
M2 306108 298+20%B 42,1x10°8 646+10°B
(-13 %) (-11%) (-66 %) (20 %)
M3 615+10%C 593+100C 88,3+10%C 1300420
(-4 %) (-16 %) (-52 %) (-15 %)
M4 407+204P 406+10%P 79,2+10%4 892+104P
(-7 %) (-13 %) (-61 %) (-19 %)
M5 522420% A 6721044 64,3+10%A 126042054
(-9 %) (-13 %) (-37 %) (-10 %)
M6 311+10>B 367+10%8 66,2+£10%4 74441058
(-6 %) (-9 %) (-47 %) (-10 %)
M7 242+10%C 278+20C 60,1+20>4 580+108€
(-8 %) (-8 %) (-43 %) (-14 %)
M8 571+102P 540+108P 82,3+10%8 1190+10™P
(-2 %) (-4 %) (-37 %) (-7%)

Vysledky jsou prezentovany jako stiedni hodnota = SD (n=4—8) na susinu vzorku. Hodnoty ve sloupci s nejmén¢
jednim identickym hornim indexem se statisticky vyznamné nelisi (P>0,05), zatimco hodnoty s riznymi hornimi
indexy vykazuji statisticky vyznamny rozdil (P<0,05). Statistika byla provedena pro vSechny smési soucasné
(horni malé pismenné indexy) a také zvlast’ pro lepkové a bezlepkové (horni velké pismenné indexy).

Experimentalni ¢ast B

4.5 Stanoveni suSiny a hrubé bilkoviny

V Tabulce 9 jsou shrnuty vysledky obsahu suSiny a hrubé bilkoviny
stanovované na zacatku zalozeni skladovaciho pokusu u vybranych smési M1,
M3, M5 a M8 a po skladovani za definovanych podminek. Obsah suSiny
u vzorkll vybranych smési byl v rozsahu od 90,5 do 91,5 %. Vyhlaska ¢.18/2020
Sb. udavéa max. obsahy vlhkosti pro vlocky, pro miisli smési neni obsah vlhkosti
legislativné definovan. I pfes to milize byt vyznamnym faktorem pro udrZznost
smési. Se zvySujici se vlhkosti by mohlo dochéazet k vyskytu plisni, které by
mohly byt potencialnimi producenty mykotoxinii, mohly by se rozvijet oxida¢ni
pochody (zejména oxidace nenasycenych mastnych kyselin), Maillardovy reakce,
reakce enzymatického hnédnuti apod. (Schrodter, 2004). Z Tabulky 9 je ziejmé,
7ze nejvyssi obsah suSiny byl naméfen ve smésich, které byly skladovany v
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termostatu pii 40 °C. Obsah suSiny se u téchto smési pohyboval od 92,9 do 94,1
%. Lze se domnivat, Ze obal, ve kterém byly smési zabaleny, by mohl byt pti vyssi
teploté vice propustny pro vlhkost, ktera prochazela vné obalu.

Co se tyka obsahu hrubych bilkovin, nejvysSi obsah byl ve smési MS,
ato 15,6 %, u ostatnich vzorki se pohyboval od 13,6 do 14,0 %. Zdrojem bilkovin
v této smési budou urcit¢ mandle, nezanedbatelny bude také podil bilkovin
z vloCek Cerné quinoi a teffu. Vysledky stanoveni jsou srovnatelné se studii
Kobus-Cisowska et al. (2013), ktefi modelovali taktéZ netradicni miisli smés. Z
literarnich zdroji jsou ovSem znadmy 1 niZ8i obsahy bilkovin v miisli (9 az 10 %)
(Jabeur et al., 2017). Podivame-li se na obsah hrubé bilkoviny v ramci
skladovacich podminek (Tabulka 9), poklesy v jejich obsahu napti¢ podminkami
byly velmi podobné. Vyjimkou byl vzorek prvni smési, u které byly naméieny
poklesy v obsahu bilkovin signifikantné vyssi, a to 20, 19 a 16 % za podminek
tmy, svétla a termostatu. Vzhledem k tomu, Ze v literatute jsou omezené dostupné
udaje tykajici se zmény koncentraci v obsahu dusikatych latek u miisli smési, jsou
vysledky obtizn¢ diskutovatelné. Taddese et al. (2020) a Scariot
et al. (2020) uvadi pokles dusikatych latek v zrnu pti skladovani kukufice, ¢iroku,
pSenice a ryze. Zhao et al. (2021) publikoval, Ze se zvysujici se teplotou pfti
skladovani dochézi k vyznamnému poklesu obsahu dusikatych latek v ryzovych
zrnech. Ve své studii prezentuje, Zze béhem skladovani dochazi k oxidaci ryzovych
proteinli, coz potvrzuje 1 studie Shi et al. (2017). Vyssi pokles obsahu hrubé
bilkoviny pii vyssi teploté skladovani se v nasi studii nepotvrdil. Pravdépodobné
obal, ktery byl zvolen pii skladovani neumoziiuje procesy oxidace. Navic, vzorky
byly vakuovany. Z naméfenych dat lze do budoucna dile doporucit také
monitoring v obsahu jednotlivych zakladnich aminokyselin, zeyména pak téch
esencialnich.
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Tabulka 9: Vysledky stanoveni obsahu suSiny a hrubé bilkoviny v rdmci definovanych skladovacich podminek

(%) SuSina Hruba bilkovina SuSina Hruba bilkovina
Podminky Zacatek Zacatek Tma Svétlo Termostat Tma Svétlo Termostat
skladovani 23°C 23 °C 40 °C 23°C 23°C 40 °C
M1 91,5+0,14% 14,0+0,3% 91,5+0,10% | 91,6£0,11* | 94,1£0,18* | 11,2+0,3%2°% | 11,4+0,3>1°% | 11,8+0,1%
16 %
M3 91,5+0,15? 14,0+0,3% 91,8+0,13% | 91,2+0,12% | 94,1+£0,14* | 12,420,2%11% | 12,6+0,1>10% | 13,120,15°
%
M5 90,5+0,24° 15,60,1° 91,1£0,10° | 90,2+0,18° | 92,9+0,16° | 13,7+0,2512% | 13,8+0,2%12% | 14,9+0,2%*
%
MS 91,1+0,11°¢ 13,6+0,4° 90,9+0,19¢ | 91,3+0,10% | 93,5+0,10° | 11,8+0,2%13% | 11,9£0,29-13% | 12,4+0,3%~
%

Vysledky jsou prezentovany jako stiedni hodnota = SD (n=3-5) na susinu vzorku. Hodnoty ve sloupci s nejmén¢ jednim identickym hornim indexem se statisticky vyznamné
nelisi (P>0,05), zatimco hodnoty s riznymi hornimi indexy vykazuji statisticky vyznamny rozdil (P<0,05). Soucasti tabulky jsou také vypocéteny ubytky v procentech hrubé

bilkoviny, a to z vychozich hodnot.
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4.6 Stanoveni celkového obsahu polyfenoli za definovanych
skladovacich podminek

Celkovy obsah polyfenol ve volnych, konjugovanych a vazanych frakcich
v miisli smésich na pocatku skladovaciho pokusu je uveden v Grafu 1. Obsahy
celkovych TPC v jednotlivych frakcich za definovanych skladovacich podminek
jsou prezentovany v Tabulce 10, kde jsou také uvedeny % ubytky TPC
u jednotlivych frakci.

Z namétfenych hodnot je ziejmé, Ze koncentrace polyfenolll byly nejvyssi ve
volnych a konjugovanych frakcich, naopak nejnizsi byly naméteny ve vazanych
frakcich. Vysledky méfeni na zacatku skladovaciho pokusu potvrdily jiz
zaznamenany trend zprvni faze experimentl. Obsah volnych TPC
v netradiénich smésich dosahoval hodnoty az 1470 mg GAE.kg"!, obsah
konjugovanych polyfenold byl v rozmezi 453 az 670 mg GAE.kg' a obsah
vazanych TPC dosahoval nejvyse 294 mg GAE.kg™!. Obsah celkovych polyfenoli
byl v rozmezi od 1170 do 2430 mg GAE.kg™'. Nejvyssi koncentrace volnych,
konjugovanych i1 vazanych TPC byla naméfena u vzorku M8. Tato bezlepkova
smes by tak mohla byt doporucena k obohaceni jidelnicku pro celiaky, z diivodu
mozného pifisunu vy$§i koncentrace antioxidantli, kterych maji ve stravé
nedostatek (z divodu jejich nizké vsttebatelnosti diky tomuto onemocnéni). Tato
sm¢s  obsahuje  suroviny bohat¢ na  biologicky aktivni  latky,
a to ovoce (bortivky, maliny, diist'al), kvéty rize a chrpy, a hlavné ryzové vlocky
s barevnymi obalovymi vrstvami. Z literarnich tdajt je jiz potvrzeno, Ze zdrojem
volnych polyfenolickych frakci mohou byt suroviny jako ryzové vlocky
s barevnymi obalovymi vrstvami (Vichapong et al., 2010; Massaretto et al. 2011),
ofechy, ovoce 1 jedle kvéty (Wu et al., 2021; Chen et al., 2018).
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Graf 1: Vysledky stanoveni celkového obsahu polyfenoli TPC na zacatku
skladovani
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Z namétenych vysledki (Tabulka 10) je vidét, Ze co do obsahu TPC se jevi
jako nejstabilnéjsi smés M1, a to napti¢ vSemi frakcemi polyfenold. Co do obsahu
TPC ve volnych frakcich, se jejich obsah ve smési snizil o 61 a 60 % pfi
skladovani za tmy a za podminky pfistupu denniho svétla a 0 53 % pii skladovani
v termostatu pii 40 °C. Nicmén¢ u jiz zmitlované smési M1 byly tyto poklesy
pouze v jednotkach %. Diskuze zaméfena na stabilitu TPC vramci silné
heterogennich smési, a navic v jejich polyfenolickych frakcich, je velmi
komplikovana. U smési M1 by se na stabilit¢ TPC mohl podilet ibiSkovy kvét.
Tento je kysely a vytvaii sam o sob& vhodné stabilni prostfedi, zejména pro
antokyanova barviva. Dale mezi bohat$i suroviny, co do obsahu polyfenolt,
obsahuje uz jen ovoce (maliny, diistéal, jablko a bortvky). VloCky ovesné,
pSeni¢né a Zitn€ jsou v porovnani s vySe zminénymi surovinami na obsah TPC
chudsSi. Nejvyssi ubytky obsahu TPC napfi¢ frakcemi byly zaznamenany
u bezlepkoveé smési M8. Tato byla na zaklad¢ vysledku obsahu TPC na zacatku
pokusu doporucena v predchozi kapitole jako vhodny zdroj antioxidantl pro
celiaky. Bohuzel méfenim se ukazalo, Ze by mohla byt tato smés také nejméné
stala, co do obsahu TPC v ramci skladovacich podminek. Jako nejlépe stabilni, co
do obsahu celkovych TPC, je smés M1, pfi¢emz nejvyssi ubytek celkovych TPC
u tohoto vzorku byl naméfen pii skladovani za ptistupu denniho svétla pii 23 °C.
Na degradaci TPC u vzorku M8 se mohla podilet 1 samotna vyroba ryzovych
degradace TPC.

Z dostupnych studii 1ze usoudit na fakt, Ze denni svétlo napomaha degradaci
TPC vice, nez teplota 40 °C, kterou lze povazovat za bezpecnou z hlediska
degradace polyfenolickych latek (Rababah et al., 2011;Piljac-Zegarac et al.,
2009). Teplota 40 °C se také bézné pouziva v analyze potravin pfi jejich extrakci
z matrice vzork.
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Tabulka 10: Vysledky stanoveni celkového obsahu TPC v rdmci skladovaciho pokusu za definovanych podminek

TPC Tma Svétlo Termostat
(mg GAE.kg™")
23 °C 23 °C 40 °C
Volné Konjugované | Vazané Celkové Volné Konjugované | Vazané Celkové Volné Konjugované Vazané Celkové TPC
frakce frakce frakce TPC frakce frakce frakce TPC frakce frakce frakce
M1 463+10? 4554207 115£10° | 10332200 | 457+10° 400207 1144200 | 9714200 | 476200 5544201 93+10° 11234207
(-5 %) (-19 %) (-7%) (-12%) (-6 %) (-29 %) (-7 %) (-17 %) (-2 %) (-1 %) (-4 %) (-4 %)
M3 562410 3564100 156420 | 107410 | 554+20P 308+10P 153100 | 1015£10° | 640+10P 44110 7710 1158+10°
(-43 %) (21 %) 15 %) | (33 %) (-43 %) (-32 %) (-16%) (-37 %) (-34 %) (-3 %) (-58%) (-28 %)
M5 471420 43710 100£10¢ | 1008£10° | 615+10¢ 44010° 96+20° | 11514£20° | 658+20° 514+10¢ 93+10° 1265420
(-38 %) (-17 %) (31%) | (330 %) (-19 %) (-17%) (-35 %) (-20 %) (-13 %) (-3 %) (-35 %) (-12 %)
M8 5664104 570+20¢ 120£10¢ | 1256£10¢ | 586+10¢ 503+20¢ 1054109 | 1194200 | 615£10¢ 44010 99420° 1154410
(-61 %) (-15 %) (-60%) | (48 %) (-60 %) (-25 %) 64%) | (-51%) (-58%) (-34%) (-66 %) (-53%)

Vysledky jsou prezentovany jako stfedni hodnota £ SD (n=4—8) na suSinu vzorku. Hodnoty ve sloupci s nejméné jednim identickym hornim indexem se statisticky vyznamné
nelisi (P>0,05), zatimco hodnoty s riznymi hornimi indexy vykazuji statisticky vyznamny rozdil (P<0,05). Soucasti tabulky jsou také uvedeny ubytky v procentecch, které jsou
vypocteny z vychozich hodnot uvedenych v Grafu 1.
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4.7 Stanoveni polyfenolického profilu smési za definovanych
skladovacich podminek

Pomoci HPLC byl ve smésich analyzovan profil polyfenolll v jednotlivych
frakcich. V ramci ro¢niho skladovaciho pokusu za definovanych podminek jsou
namétfend data shrnuta v Tabulkach 11 az 19. Soucasti téchto tabulek jsou
1 % ubytky polyfenolt vzhledem k pocatku skladovani (data naméfend v ramci
pocatku skladovani jsou prezentovana v dizertacni praci).

Z dat naméfenych na zacCatku skladovaciho pokusu lze uvést, ze kyseliny
protokatechinova a neochlorogenova byly nejvice se vyskytujici polyfenolické
kyseliny ve volnych frakcich ve vSech analyzovanych smésich. Ve volnych
frakcich flavonoidi byl na pocatku skladovani vzdy v nejnizsi koncentraci
zastoupen kvercetin. V konjugovanych frakcich na pocatku ptevladaly vyssi
koncentrace kyselin protokatechinové, gallové a neochlorogenové, dale
epikatechinu, katechinu 1 rutinu. Co se tyka profilu vazanych polyfenolickych
kyselin, tak byly naméfeny vySSi koncentrace kyselin neochlorogenove,
protokatechinové, sinapové a z flavonoidii epikatechinu, katechinu a rutinu.
Zdrojem vysokého obsahu kyseliny protokatechinové mohou byt obiloviny
s barevnymi obalovymi vrstvami (Guo a Beta, 2013). Dal$imi vyznamnymi zdroji
jsou mandle, para ofechy (Sang et al., 2002; John a Shahidi, 2010)
a ovoce (Huang et al., 2012; Russell et al., 2009; Lee et al. (2017). Zdrojem
kyseliny neochlorogenové, kterd byla ve vSech smésich detekovana, mlze byt
hlavné ovoce (Szopa et al., 2018; Valcheva-Kuzmanova et al., 2019). Pro dfistal,
ktery byl soucasti vSech pfipravenych smési, je typické zastoupeni vysSSich
koncentraci p-hydroxybenzoové kyseliny (Radziejewska et al.; 2020; Da Silva et
al., 2017). Vyznamnym zdrojem polyfenolickych kyselin jsou jedle kvéty
(Kaisoona et al., 2011). Jedlé kvéty jsou i1 bohatym zdrojem katechinu
a epikatechinu (Li et al., 2014; Chen et al., 2015).

Zamétime-li se na jednotlivé polyfenoly ve volnych frakcich, po roce
skladovani byl vZzdy zaznamenan jejich procentualni Ubytek. Pii skladovani
v temnu koncentrace jednotlivych polyfenoli klesla o 15 az 31 % (Tabulka 11),
pii skladovani v termostatu pii teploté 40 °C (Tabulka 13) byl zaznamenan vyssi
pokles, a to od 21 do 57 %. Nejvyssi pokles v koncentraci (odpovidajici
zminovanym 57 %) byl zaznamenan u flavonoidu rutinu, dale byly naméteny
niz§i koncentrace kyseliny ellagové a katechinu. V pfipadé, Ze byly smési
skladovany za ptistupu denniho svétla (Tabulka 12), potom obsahy jednotlivych
polyfenoll ve volnych frakcich klesaly v rozmezi 21 az 44 %, pti¢emZ nejvysSich
% ubytki bylo naméfeno u kyseliny ellagové, kvercetinu, katechinu
a kyseliny neochlorogenové. Z namétenych vysledkd vyplyva, Ze ve volnych
frakcich jsou polyfenolické latky stabiln€jsi pti skladovani smési za laboratorni
teploty a nepftistupu svétla, kdy jako nejstabilngjsi se jevi epikatechin a kyselina
sinapova.
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V ramci konjugovanych frakci taktéz doslo vzdy k poklesu obsahu koncentraci
u jednotlivych polyfenolickych latek. Pti skladovani za neptistupu denniho svétla
(Tabulka 14) byl naméfen pokles v rozsahu 14 az 32 %, coZ byl ve srovnani
za tmy byl naméfen nejvysSi pokles v koncentracich kvercetinu a
p-hydroxybenzoové kyseliny. Za podminky skladovani s pfistupem denniho
svétla (Tabulka 15) doslo ke sniZzeni koncentrace konjugovanych polyfenolii o 17
az 47 %, pticemz nejvyssi pokles byl zaznamendn u kvercetinu, p-kumarové a
ellagové kyseliny spolecné s etylesterem protokatechinové kyseliny. Pokud byl
ke skladovani pouzit termostat (Tabulka 16), byl opét zaznamenan nejvyssi
ubytek v koncentraci kvercetinu a p-hydroxybenzoové a ellagové kyseliny. Za
podminky skladovani pti 40 °C doslo k ubytklim jednotlivych koncentraci
konjugovanych polyfenolti o 14 az 41 %. Zda se, Ze jednotlivé polyfenolicke latky
jsou v konjugovanych frakcich stabilnéjsi pii1 skladovani za neptistupu denniho
svétla. Jako jedny z nejstabilngjSich konjugovanych polyfenol smési se jevi byt
flavonoid epikatechin a neochlorogenovéa spole¢né se sinapovou kyselinou.

Podivame-li se na vysledky stanoveni pro vazané frakce polyfenold, pii
skladovani bez ptistupu denniho svétla (Tabulka 17), byly naméfeny uUbytky
v rozsahu 15 az 30 %, pti skladovani za ptistupu svétla (Tabulka 18) 16 az 45 %
a pii pouziti termostatu (40 °C) (Tabulka 19) potom 16—40 %. U vazanych frakei
doslo k nejvySSim poklestim koncentraci u rutinu a kvercetinu napfi¢ vSemi
skladovacimi podminkami. Pfi skladovani za podminek pfistupu denniho svétla
byly jeSt¢ zaznamenany poklesy v koncentracich kyselin galloveé,
protokatechinové, p-hydroxybenzoové, p-kumarové a ellagové. Opét nejnizsi
poklesy v koncentracich byly zaznamendny pfi skladovéani za nepfistupu svétla.
Jako jedny znejstabilnéjSich se jevi opét epikatechin, neochlorogenova
a sinapova kyselina.
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Tabulka 11: Vysledky stanoveni vybranych polyfenolit ve volnych frakcich za

nepiistupu svétla

(mg.kg™") M1 M3 M5 M8
Epikatechin 102+£12-18% 71,242,1%17% |99 141 3 15% | 61,7+],1415%
Katechin 7,2340,22%27% | 36,2+020°16% | 51 7+1,121% | 342+0,8420%
Rutin 1,03+£0,028-18% | 72,3 +£0,3%-16% | 87.8+12¢19% | 64,8+0,2022%
Kvercetin 1,78+£0,31%28% | 2,99+0,22>-19% | 0,71+0,02%17% | 2,03+0,02422%
Neochlorogenové 52,7+0,2319% 41,740,253 % 37,840,327 % 37,1£0,1%24%
Gallova 6,4440,31%20% | 12,140,42>1°% | 1,87+0,0251°% | 6,25+0,22426%
Protokatechinové 89,1+1,3%2% 103+1520% 87,2+1,35°2% | 79,8+2 19-23%
p-Hydroxy- 1,9940,22826% | 5.07+0,0117% | 5.74:0.22e-18% | 4:47%0,1 14-25%
benzoova

Kévovéa 11,740,2%21% | 21,741,2%17% | 21,940,27>21% | 18,940,322 %
p-Kumarova 14,2+0,4%°10% | 2 784+0,05>23% | 2,46+0,21%27% | 0,74+0,02424%
Sinapova 16,7+0,217% | 24 3+0,4>22% | 21,140,3018% | 26,5+0,01%20%
Ellagova 2,1940,09%17% | 1,86+0,21%23% | 0,67+0,08%2*% | 0,38+0,02431 %
Ertﬁzf;;hmové 0,03+£0,01525% | 1,13£0,02528% | 2.19+0,09520% | 0,96+0,04%21 %
Celkové volné 307+1320% 396+25-19% 4204121 % 33842422 %

Vysledky jsou uvedeny jako stiedni hodnota = SD v su$iné, n=5. Hodnoty v ramci fadku s nejméné jednim
identickym hornim indexem se statisticky vyznamné nelisi (P>0,05), zatimco hodnoty s riznymi hornimi indexy

vykazuji statisticky vyznamny rozdil (P<0,05).
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Tabulka 12: Vysledky stanoveni vybranych polyfenol ve volnych frakcich pti
skladovani za pfistupu svétla

(mg.kg™)

M1

M3

M5

M8

Epikatechin

95,241,257

61,7+0,70-28%

90,141,123 %

56,2+0,94-23%

Katechin

6,57+0,21%33
%

28,7+0,4534%

45,241,203 %

27,4+0,74-41%

Rutin

0,88+0,05%3°
%

64,240,672 "

77,4+0,8%728 %

57,8+0,4330%

Kvercetin

1,51+0,10%%°
%

2,62+0,16%%°

%

0,54+0,05¢737%

1,76+0,084-32%

Neochlorogenova

45,240,4*30%

35,120,9>7°"

33,740,755 %

31,4+0,54-36%

Gallova

6,03+0,06%%°

%

9,65+0,4>35 %

1,520,027 %

5,87+0,10930%

Protokatechinova

84,1=1,4%77%

96,7+1,25247%

83,440,927

75,8+1,0420%

p-Hydroxy-
benzoova

1,81+0,15%33
%

4,72+0,05523
%

5,54+0,10%2! %

4,30+0,07%75%

Kavova

10,2+0,3%32%

19,3+0,2526%

19,540,042 %

16,3+0,08534 %

p-Kumarova

12,840,202 %

2,51+0,07%30
%

2,2740,10532%

0,61+0,024-38%

Sinapova

15,1£0,3%2%

22,540,572

19,2+0,07¢723%

23,1+0,05530%

Ellagova

1,93+0,10%27
%

1,66+0,15%3!
%

0,57+0,01¢733%

0,31+0,024-44%

Etylester
protokatechinové

0,03+0,01*2

%

1,01+0,02b3¢

%

2,01+0,04¢727%

0,82+0,05%4-33 %

Celkové volné

281434777

350+4>2%

38142575

30225307

Vysledky jsou uvedeny jako stfedni hodnota = SD v su$ing, n=5. Hodnoty v ramci fadku s nejméné jednim

identickym hornim indexem se statisticky vyznamné nelisi (P>0,05), zatimco hodnoty s riznymi hornimi indexy

vykazuji statisticky vyznamny rozdil (P<0,05).
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Tabulka 13: Vysledky stanoveni vybranych polyfenolll ve volnych frakcich pti

skladovani v termostatu (40 °C)

(mg.kg™) M1 M3 M5 M8
Epikatechin 97,1£0,9%2% | 64,5£1,4>2% | 92 4+1,8%21% | 57 641,921 %
Katechin 6,77+0,55%31% | 32.4+1,1>2% | 472412%8% | 29 8+(),9436%
Rutin 0,92+0,01%26% | 67,2£1,2537% | 81,2+1,3%%% | 60,241,2427%
Kvercetin 1,62+0,12%34% | 2 7440,14>26% | (,63+0,02427% | 1,82+0,04%-30%
Neochlorogenova 47,8+0,4%726% 37,2+0,8531% 35,4+0,6%31 % 34,7+0,24-29%
Gallova 6,210,542 % | 10,94£0,4°27% | 1,67£0,04°28% | 6,01+0,12%-28%
Protokatechinova 86,2+1,1%2% | 98 241,202% | 85041 227" | 77 140,9%% %
remooid. 1,9740,10977% | 4,87+0,04>21% | 564+0,12620% | 4420220707
Kévova 10,9+0,5%27% | 20,1£0,3%2% | 20,4+£0,22526% | 17,2 £0,0930%
p-Kumarovi 13,440,4>21% | 2,63+0,09>27% | 2,3420,10°70% | 0,69+0,04%30%
Sinapova 15,740,4%22% | 23,1£0,7>%7" | 20,1+0,10%2!% | 24,7+0,08%2"%
Ellagova 2,024+0,13%24% | 1,74+0,10%28% | 0,61£0,02531"% | 0,340,04437%
Eylester 0,03£0,01525% | 1,04£0,04>34% | 2,0740,0425% | 0,8940,08%27 %
protokatechinové ’ ’ > ’ > > > s
Celkové volné 201+438-24% 3664025 % 30642025 % 31740026 %

Vysledky jsou uvedeny jako stiedni hodnota = SD v sus$in€, n=5. Hodnoty v ramci fadku s nejméné jednim
identickym hornim indexem se statisticky vyznamné nelisi (P>0,05), zatimco hodnoty s riznymi hornimi indexy

vykazuji statisticky vyznamny rozdil (P<0,05).
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Tabulka 14: Vysledky stanoveni vybranych polyfenola v konjugovanych frakcich

i1 skladovani za nepfistupu svétla

(mg.kg™") M1 M3 M5 M8
Epikatechin 143£43-21% 107£1°-17% 99,7+1,3¢15% | 53 7+0,39-18%
Katechin 64,3+£0,220% | 41,9+0,3b714% 96,3+4¢18% 57,240,19-22%
Rutin 12,740,1%22% | 14,640,218 % 27,4+0,2617% 18,9+0,24-23%
Kvercetin 0,88+0,02%28% | 0,14+0,01%>2°% | 0,62+0,01%% | 0,13+0,02%32%
Neochlorogenova 9,23+0,122% | 3,97+0,03%17% 6,02+0,029°15% | 5.47+0,12417%
Gallova 3,07+0,11327% | 50,7+0,2%14% | 2 07+0,02920% | 47,4+0,3%14%
Protokatechinova 83,742,3%17% | 69,941,231 % 57,9+0,26-20% | 472+0,79-21%
priydroxy- 06720027 | 2820,0102% | 04760,0455% | 04120,0152%
benzoova °

Kavové 1,3240,02%19% | 2,47+0,08>1°% | 2,17+0,01%18% | 0,74+0,024-30%

p-Kumarova

0,47+0,08%°16%

0,21+0,01°22%

0,42+0,01%29%

0,29+0,05%22%

Sinapova 2,67+0,028712% | 0,92+0,05716 % 6,37+0,1013% | 51240,01%15%
Ellagova 0,07+0,01%22% | 0,10+0,02%23 "% 0,27+0,04%2% | 0,46+0,01%2%%
Etlester 10 1040,01925% | 3,03£0,02524% | 1,27£0,03524% | 1,5540,01424%
protokatechinové

Celkove 322422720% 295+10-20% 301420717 % 419 %
konjugované 239425

Vysledky jsou uvedeny jako stfedni hodnota + SD v susin€, n=5. Hodnoty v ramci fadku s nejméné jednim
identickym hornim indexem se statisticky vyznamné nelisi (P>0,05), zatimco hodnoty s riznymi hornimi indexy

vykazuji statisticky vyznamny rozdil (P<0,05).

45



Tabulka 15: Vysledky stanoveni vybranych polyfenold v konjugovanych frakcich

i1 skladovani za piistupu svétla

(mg.kg")

M1

M3

MS

M8

Epikatechin

136+3%75%

98,6+0,7024%

95,441,1¢718%

48,240,442

Katechin

58,340,552 %

36,420,270

92,740,921

52,1+0,24-29%

Rutin

10,840,433 %

11,1£0,2338%

23,240,107

16,040,134 %

Kvercetin

0,71+0,01242%

0,10+0,01°-47%

0,52+0,03%40%

0,11+0,01>4%

Neochlorogenova

8,74=0,1220%

3,614+0,06%24%

5,60+0,09¢21 %

5,03+0,11424%

Gallova

2,710,10%33%

45,7+0,2°722%

1,82+0,05¢730%

43,7+0,2021%

Protokatechinova

79,8+1,121%

65,1+0,9b30 %

53,240,26726%

42,1+0,74720%

p-Hydroxy-
benzoova

0,56+0,04238%

0,22+0,015-46%

0,41+0,020738%

0,33+0,024-43 %

Kavova

1,23+0,05%2%

2,28+0,12523%

2,02+0,01%2 %

0,67+0,04%-36%

p-Kumarova

0,37+0,05%4%

0,16+0,02541%

0,34+0,01%42%

0,22+0,05541 %

Sinapova

2,52+0,02817%

0,81+0,01526%

6,030,105 %

4,9340,024-18%

Ellagova

0,060,01%733%

0,07+0,01246%

0,21+0,02b42%

0,39+0,01¢734%

Etylester
protokatechinové

0,09+0,01244%

2,9120,01°727%

0,960,044 %

1,37+0,024-33%

Celkové
konjugované

3024325 %

2672528 %

282430723%

215+1427%

Vysledky jsou uvedeny jako stfedni hodnota = SD v susin€, n=5. Hodnoty v ramci fadku s nejméné jednim

identickym hornim indexem se statisticky vyznamné nelisi (P>0,05), zatimco hodnoty s riznymi hornimi indexy

vykazuji statisticky vyznamny rozdil (P<0,05).
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Tabulka 16: Vysledky stanoveni vybranych polyfenola v konjugovanych frakcich

i1 skladovani v termostatu (40 °C)

(mg.kg™") M1 M3 M5 M8
Epikatechin 139+12-24% 10142522 % 97,4+0,817% | 50,7+0,7%23%
Katechin 61,140,7%24% | 37,9+0,4%22% 94,0£1,1920% | 54,3+0,6%26%
Rutin 11,240,5%31% | 12,040,233 % 25,3+0,2624% | 17,140,4%-30%

, . . 4 b,-32
Kvercetin 0,7620,02%38% | 0,12+0,01>37% | 0,57+0,05%34% 0.13 9/;01

, . , 4 d,-21
Neochlorogenova 9,0140,4%24% | 3,7240,05>22% | 5,74+0,11%19% 521 3;10
Gallova 2,8740,10%31% | 47240,4>20% | 1,99+0,05%2% | 45,1+0,6%18%
Protokatechinova 81,2+1,4%20% 67,8+1,0033% 55,240,424 % 45,8+(,24-24%

- - ’ . o | 0,37£0,019-36

pHydroxy 0,590,023 % | 0,24 £0,02041% | 0,45+0,04°32% o
benzoova A

. . , 4 d,-32
Kavova 1,27+0,01%22% | 2.32+0,13%24% | 2,10+0,04%20% 0.71 3;10

p-Kumarova

0,42+0,01%2>%

0,18+0,04°33 %

0,38+0,03%36%

0,26+0,04"-30
%

5,01+0,02%-17

Sinapov 2,6120,02%14% | 0,87+0,04>21% | 6,21£0,11¢15% 9

0 o . + d,-29
Ellagovi 0,06£0,01553% | 0,0820,01938% | 024x0,0005% | 0425001
Etylester 0.10£0,01538% | 2.06+0,0276% | 10240,010%0% | 1420.0277
protokatechinové ’ ’ ’ > > ’ %
Celkove 310£2223% | 27740025% 291430-20% 423 %
konjugované 227+2%

Vysledky jsou uvedeny jako stfedni hodnota + SD v susing€, n=5. Hodnoty v ramci fadku s nejmén¢ jednim
identickym hornim indexem se statisticky vyznamné nelisi (P>0,05), zatimco hodnoty s riznymi hornimi indexy

vykazuji statisticky vyznamny rozdil (P<0,05).
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Tabulka 17: Vysledky stanoveni vybranych polyfenolii ve vazanych frakcich pti

skladovani za ne

fistupu svétla

(mg.kg™)

M1

M3

MS

M8

Epikatechin

75,3+1,13°19%

97,2+1,70-10%

16,3+0,220%

24,2+0,14-21%

Katechin

5,050,062
%

5,78+0,21°710%

9,22+0,1¢718%

8,87+0,24-15%

Rutin

0,49+0,04%30
%

4,47+0,04>167%

4,27+0,04°727 %

2,080,014

Kvercetin

0,77+0,0222%

1,01£0,020-22%

0,37+0,01°24%

1,060,021 %

Neochlorogenova

21,8+0,23717%

22,3+0,2521%

20,7+0,3%720%

52,8+0,1¢-16%

Gallova

0,38+0,02%17
%

0,41+0,01%27%

0,38+0,01%24%

2,89+0,03512%

Protokatechinova

3,27+0,01*°18

%

3,02+0,06"17%

14,740,262 %

17,1£0,124-23%

p-Hydroxy-
benzoova

1,210,072
%

1,070,045 %

0,48+0,01¢21%

2,47+0,01421%

Kavova

3,74+0,08%2

%

4,03+0,02>22%

2,47+0,04¢70%

2,07+0,019-27%

p-Kumarova

0,21+0,04*28
%

0,29+0,04%28%

0,14+0,01°30%

0,07+0,01%30%

Sinapova

4,87+0,11%71
%

6,47+0,05">1> %

4,02+0,01¢720%

1,07+0,04%-23 %

Ellagova

1,74+0,02%2!
%

1,9940,04%21 %

0,470,085

0,97+0,024-24%

Etylester
protokatechinové

1,88+0,09%
%

6,89-+0,10°15%

3,57+0,20¢718 %

4,62+0,014-22%

Celkové vazané

121£1%78%

15510167

77,120,477

12242177

Vysledky jsou uvedeny jako stiedni hodnota = SD v susing, n=5. Hodnoty v ramci fadku s nejméné jednim

identickym hornim indexem se statisticky vyznamné nelisi (P>0,05), zatimco hodnoty s riznymi hornimi indexy

vykazuji statisticky vyznamny rozdil (P<0,05).
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Tabulka 18: Vysledky stanoveni vybranych polyfenold ve vazanych frakcich pfi
skladovani za pfistupu svétla

(mg.kg™")

M1

M3

M5

M8

Epikatechin

71,120,627

93,9+0,9b-19 %

12,7+0,4°75%

21,3£0,447" "

Katechin

4,75+0,04%27
%

5,50+0,10°20"

8,870,162 %

7,82+£0,24%

Rutin

0,4120,01>*
%

4,030,024

3,99+0,02531 %

1,81£0,01%733 %

Kvercetin

0,68 +0,02%38
%

0,89+0,01532%

0,28+0,02¢743 "%

0,87+0,05%36 %

Neochlorogenova

19,340,247

20,120,342 %

18,3+0,2570%

48,9+0,242 "

Gallova

0,3140,02%3
%

0,34+0,0123 %

0,31+0,02838 %

2,62+0,01521%

Protokatechinova

3,0140,04%2
%

2,88+0,04539%

12,1£0,1936%

15,2+0,104-32%

p-Hydroxy-
benzoova

1,010,027
%

0,95+0,02%-33 %

0,37+0,0153°%

2,010,07¢736%

Kavova

3,57+0,08%2°
%

3,82+0,04%26%

2,3440,043 %

1,91+0,024-33%

p-Kumarova

0,17+0,02%4
%

0,27+0,015>23%

0,110,014 %

0,06+0,01¢40%

Sinapova

4,78+0,10%716
%

6,34+0,02016%

3,91+0,01¢22%

0,99+0,0242%

Ellagova

1,67+0,04*24
%

1,81+0,05%28%

0,38+0,0140%

0,98+0,0442"

Etylester
protokatechinové

1,77+0,02%-34
%

6,72+0,120°17%

3,4120,09%22%

4,47+0,10%24%

Celkové vazané

1 13:!:23"24 %

148430207

67,120,417

10912267

Vysledky jsou uvedeny jako stfedni hodnota + SD v susiné, n=5. Hodnoty v ramci fadku s nejmén¢ jednim

identickym hornim indexem se statisticky vyznamné nelisi (P>0,05), zatimco hodnoty s riznymi hornimi indexy

vykazuji statisticky vyznamny rozdil (P<0,05).
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Tabulka 19: Vysledky stanoveni vybranych polyfenold ve vazanych frakcich pfi

skladovani v termostatu (40 °C)

(mg.kg™)

M1

M3

MS

M8

Epikatechin

72,140,823 %

95,1=1>18%

14,2+0,4°%0%

22,7+0,5%°26 %

Katechin

4,89+0,05%%
%

5,610,161

9,02+0,2°20%

8,12+0,2422"

Rutin

0,44+0,02%737
%

4.20+0,05521 %

4,07+0,04°70 %

1,87+0,024-31%

Kvercetin

0,71 £0,01%%
%

0,92+0,04529%

0,3120,05%737%

0,99+0,07°27%

Neochlorogenova

20,240,542 %

21,3£0,2°724%

19,9+0,4%5%

50,3+0,5% 207

Gallova

0,33+0,06*°

%

0,37+0,04234%

0,340,062

2,74+0,04>177%

Protokatechinova

3,07+0,04%2
%

2,98+0,04%°18%

12,740,077 %

15,940,11¢72%%

p-Hydroxy-
benzoova

1,07+0,09%34
%

0,95+0,07°7 "

0,4240,04731 %

2,12+0,04%-32%

Kavova

3,62+0,09%72°

%

3,99+0,10523 %

2,41 £0,04°31 %

1,9740,024-31 %

p-Kumarova

0,19+0,02%34
%

0,27+0,04%2%

0,12+0,012¢-40%

0,060,01¢740%

Sinapova

4,81+0,08*16
%

6,39+0,05%716%

3,970,041 %

1,02+0,09%27%

Ellagova

1,7140,02%22
%

1,87+0,0826 %

0,420,053 %

0,91+0,054-2%

Etylester
protokatechinové

1,81+0,05%32
%

6,81+0,07°716%

3,49+0,08¢20 %

4,52+0,09423 %

Celkové vazané

115£2%22%

1512307157

71,440,557 %

113£1557%

Vysledky jsou uvedeny jako stiedni hodnota = SD v susin€, n=5. Hodnoty v ramci fadku s nejméné jednim

identickym hornim indexem se statisticky vyznamné nelisi (P>0,05), zatimco hodnoty s riznymi hornimi indexy

vykazuji statisticky vyznamny rozdil (P<0,05).
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4.8 Stanoveni antioxida¢ni aktivity za definovanych
skladovacich podminek

V Tabulce 20 jsou uvedeny hodnoty antioxidacni aktivity (AOA) stanovené
metodou se zhaSenim radikdlu ABTS na zacatku zaloZeni skladovaciho pokusu.
U smési M3, M5 a M8 byly nejvyssi hodnoty AOA naméteny ve volnych
frakcich, zatimco u smési M1 byly nejvyssi hodnoty naméteny v konjugovanych
frakcich. Celkova antioxidac¢ni aktivita naméiena metodou s ABTS se pohybovala
od 1630 do 1780 mmol TE.kg!. Viechny smési mezi sebou vykazovaly statisticky
vyznamny rozdil v hodnotdch celkové AOA. Nejvyssi hodnota AOA byla
naméfena u smesi M3. Celkova AOA surovin a potravin mize byt ovlivnéna
mnoha faktory, naptiklad klimatickymi podminkami, odriidou a aplikaci hnojiv
(Marecek et al., 2017). Technologickym opracovanim mohou byt ovlivnény 1
hodnoty AOA v jednotlivych frakcich obilnych zrn (Pradeep a Sreerama, 2017).
Existuji studie, které poukazuji na zvyseni AOA
v prubéhu skladovani (Connor et al. (2002).

U vzorki ryze s Cernymi obalovymi vrstvami studie udavaji vyssi hodnoty
AOA u volnych nebo konjugovanych frakci, zadroven studie na obilnych zrnech
potvrzuji signifikantné vyS$$i naméfené hodnoty AOA u zrn s barevnymi
obalovymi vrstvami (Shao et al., 2014; Wu et al., 2018; Van Hung a Morita, 2008;
Abdel-Aal et al., 2018; Ti et al., 2014). Mimo jiné 1 z tohoto diivodu byly v nasi
studii pouzity vloCky vyrobené¢ ztéchto zrn. Vysokou antioxida¢ni aktivitu
mohou mit také skotapkove plody (Tas a Gokmen, 2017). Pokud se podivame na
surovinovou skladbu miisli smési, bohatym surovinnym zdrojem s vyssi hodnotou
AOA jsou urcité ovocné plody a jedle kvéty (Kim, 2018; Chen et al., 2018).
Z literarnich udaji se zda, Ze vyS$si hodnoty AOA jsou dosahovany u jedlych
kvéth ve volnych polyfenolickych frakcich (Kaisoon et al., 2011; Chen et al.,
2018). Obsah polyfenoli v jednotlivych frakcich ovykle pozitivné koreluje
s hodnotami AOA. Korela¢ni koeficienty byly v rozmezi 0,7256 az 0,7936 (Wu
etal., 2018; Van Hung et al., 2008; Abdel-Aal et al., 2018; Ti et al., 2014; Bueno-
Herrera a Pérez-Magarifio, 2020; Chen et al., 2018; Kim, 2018).
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Tabulka 20: Vysledky stanoveni AOA metodou s ABTS na pocatku skladovaciho

okusu
AOA Volné frakce | Konjugované Vézané frakce Celkova AOA
(mmol TE.kg™) (s ABTS) frakce (s ABTS) (s ABTS)
(s ABTS)
M1 733+£20° 741+20° 152+20° 1630+£20°
M3 838+20° 743+10P 219+10° 1780+20°
M5 772+10° 742+10° 136+10° 1650+10°
MS 810+14¢ 700+5¢ 232+24 1740+10¢

Vysledky jsou prezentovany jako stiedni hodnota = SD (n=4—8) na suSinu vzorku. Hodnoty ve sloupci s nejméné
jednim identickym hornim indexem se statisticky vyznamné nelisi (P>0,05), zatimco hodnoty s riznymi hornimi

indexy vykazuji statisticky vyznamny rozdil (P<0,05).

Vysledky stanoveni AOA v ramci ro¢niho skladovaciho pokusu za
definovanych podminek jsou shrnuty v Tabulce 21. Ve volnych fracich bylo
naméfeno snizeni v hodnotdch AOA v rozsahu 6 az 17 % pti skladovani za
neptistupu denniho svétla. Pti skladovani za ptistupu svétla klesla hodnota AOA
max. o 19 %, pii podminkidch skladovani v termostatu potom v rozmezi
3 az 12 %. U stanoveni AOA v konjugovanych frakcich byl naméfen vzdy
statisticky shodny vysledek v jejim ubytku pti skladovani ve tmé napfi¢ vSemi
vzorky. Nizky ubytek AOA byl podobné jako u volnych frakci zaznamenan za
podminek skladovani v termostatu. Naopak se zd4, Ze nejvyssi vliv na sniZeni
hodnot AOA u konjugovanych frakci ma ptistup denniho svétla, podobné jako
u frakci volnych polyfenolt. Nejvyssi pokles v namétfenych hodnotach AOA byl
zaznamendan u frakci vazanych polyfenolii. Konkrétnéji u smési M3 byl pokles pii
skladovani v termostatu o témét 50 %, podobné¢ jako za podminky ptistupu svétla.
Statisticky vyznamné niz§i hodnoty poklesi AOA u vazanych frakci byly
naméteny pii skladovani za tmy. Z dat prezentovanych v Tabulce 35 je vidét, Ze
k vy$Simu ubytku v hodnotach AOA dochazelo pii skladovani za pfistupu svétla
neZ pii skladovani v temnu.
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Tabulka 21: Vysledky stanoveni AOA metodou s ABTS za definovanych skladovacich podminek

AOA Tma Termostat Svétlo
23 °C 40 °C 23 °C
Volné Konjugované Vazané Celkova Volné Konjugované Vazané Celkova Volné Konjugované Véazané Celkova
frakce frakce frakce AOA frakce frakce frakce AOA frakce frakce frakce AOA
M1 635+107 699+1072 101+£52 1440+102 659+10° 710+£1082 84452 1450+102 644+102 661£102 88+20? 1390+10?
(-13 %) (-6 %) (-34 %) (-12 %) (-10 %) (-4 %) (-45 %) (-11 %) (-12 %) (-11 %) (-42 %) (-15 %)
M3 787+10b 702+10% 163+10° 1650+10° 797200 7224200 153+10P 1670200 75920 674£10° 158+10° 15904200
(-6 %) (-6 %) (-26%) (-7%) (-5 %) (-3 %) (-30 %) (-6 %) (-9 %) (-9 %) (-28 %) (-11 %)
M5 639+10°¢ 700202 82+10° 1420+10° 681+10°¢ 718+1072 69+10° 1470+10°¢ 627£10°¢ 608+10°? 71£10¢ 1310£10°
(-17 %) (-6 %) (-40 %) (-14 %) (-12 %) (-3 %) (-49 %) (-11 %) (-19 %) (-18 %) (-48 %) (-21 %)
M8 731£20¢ 657+10¢ 175104 1560+204 788+104 664+10°¢ 162+104 1610+204 799+104 597+10¢ 164+24 1560+104
(-10 %) (-6 %) (25 %) (-10 %) (-3 %) (-5 %) (-30 %) (-7 %) (-1 %) (-15 %) (-29 %) (-10 %)

Vysledky jsou prezentovany jako stiedni hodnota = SD (n=4—8) na susinu vzorku. Hodnoty ve sloupci s nejméné jednim identickym hornim indexem se statisticky

vyznamné nelisi (P>0,05), zatimco hodnoty s riiznymi hornimi indexy vykazuji statisticky vyznamny rozdil (P<0,05). Hodnoty AOA prezentovany v mmol TE kg™
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4.9 Stanoveni celkovych antokyanovych barviv za definovanych
skladovacich podminek

Celkove obsahy antokyanil (TAC) jsou uvedeny v Tabulce 22. Rozmezi hodnot
naméfenych v miisli smé&sich byl od 322 do 663 mg C3G.kg!. Nejvyssi obsah
celkovych antokyanii byl naméfen v miisliM3. Lze ptfedpokladat, Ze zdrojem
antokyant v této smési byly bortivky, jahody a dfistal. DalSim zdrojem antokyant
v této smési by mohly byt i jedlé kvéty. Hlavnimi zdroji antokyant
v miisli smésich mohou byt ovoce (Mazza, 2007)jedlé kvety (Benvenuti et al.,

2016), méné potom obiloviny s barevnymi obalovymi vrstvami (Abdel-Aal et al.,
2000).

Tabulka 22: Stanoveni celkovych antokyani za definovanych skladovacich

odminek
TAC Zacdatek Tma Termostat Svétlo
(mg CSG.kE) 23°C 40 °C 23°C
Ml 322£2° | 208+ 1%°% | 198 £ 1%07% | 187 + 202 %
M3 663 +£2° | 487 £ 227" | 472 £ 209% | 465 £ 1530%
M5 66320 | 174 +155% | 161 %% | 146+ [02%
M8 424+ 29 [ 231 £20%6% | 219 £ 2048% | 2]t 1450%

Vysledky jsou prezentovany jako stfedni hodnota = SD (n=4—8) na susinu vzorku. Hodnoty
ve sloupci s nejméné jednim identickym hornim indexem se statisticky vyznamné nelisi
(P>0,05), zatimco hodnoty s riznymi hornimi indexy vykazuji statisticky vyznamny rozdil
(P<0,05).

Z naméfenych dat je patrné, Ze jednotliva rozmezi Ubytkl koncentraci TAC
jsou prakticky vyrovnana, a to vramci vSech skladovacich podminek.
Za nepftistupu svétla doslo k 27 az 55% tbytku v obsahu TAC, za pfistupu svétla
to byl ubytek naméfeny v rozsahu 30-62 % a pfi skladovani v termostatu doslo
ke snizeni celkovych antokyanii o 29 az 58 %. Antokyanova barviva, jako
zastupci flavonoidi, budou na skladovaci podminky citlivé. Pro jejich
dlouhodobéjsi stabilitu 1ze doporudit potencidlnimu vyrobci smési pro jejich
uchovani tmavy, dennimu svétlu nepropustny obal a skladovani pii pokojové
teploté. Data prezentovana v Tabulce 22 dale ukazuji na smés MS, ktera
dosahovala vZdy nejvysSich ubytka v obsahu TAC, a to za vSech parametri
zvolenych pro skladovani, ihned za ni potom smés MS8. Ob¢ tyto smeési jsou
bezlepkové. Literarni tdaje, zabyvajici se skladovanim miisli smési, nejsou
v dostateéné mife pro diskuzi dostupné. Stejné tak neni moc Udaji o stabilité
antokyanovych barviv pti skladovani bezlepkovych zrn a zrn obsahujicich lepek.
Lze vyuzit studie na surovindch, které jsou soucasti nasich smési. Typickym
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zdrojem antokyanovych barviv jsou bortivky. Po tfech dnech skladovani tohoto
lyofilizaci upraveného ovoce pii teploté¢ 80 °C byl zaznamenan ubytek TAC
0 85 % (Fracassetti et al., 2013). Naopak ke zvySeni obsahu antokyanovych barviv
muze dojit pti skladovani Cerstvych malin ¢i bortivek cca pii 0-5 °C, ovSem pouze
po dobu 8 dnii az tii tydnl (Kalt et al., 1999; Connor et al., 2002).

4.10Vysledky stanoveni antokyaninii a antokyanidini po
skladovani za definovanych podminek

Koncentrace jednotlivych antokyanini a antokyanidini méfenych za
definovanych skladovacich podminek jsou uvedeny v Tabulkdch 23 az 25,
zaroven jsou zde vypocteny % ubytky v jejich koncentracich od pocatku, tedy
zalozeni skladovaciho pokusu (data naméfena na pocatku skladovani jsou
prezentovana v dizertacni praci). Nejvice zastoupenymi antokyaniny smési na
pocatku skladovani byly delfinidin-3-glukosid, kyanidin-3-glukosid a kyanidin-
3-rutinosid, z antokyanidinti byl nejvice zastoupeny delfinidin. Jejich zdroji jsou
urcité boravky, jahoda a jedlé kvéty, zejména sléz (Regue et al., 2014; Liu et al.,
2019). Zdrojem kyanidin-3-glukosidu jsou mimo jedlé kvéty i ryZe s Cernymi
a Cervenymi obalovymi vrstvami (Abdel-Aal et al., 2006; Park et al., 2008; Abdel-
Aal et al., 2018; Zheng et al., 2019).

Vysledky stanoveni ubytkl jednotlivych antokyanovych barviv kopiruji trend
piedchoziho spektrofotometrického stanoveni celkovych TAC. Za podminky
rocniho skladovani bez pftistupu denniho svétla se Ubytky v koncentracich
antokyanidini pohybovaly v rozmezi od 17 do 58 %, v ptipad¢ antokyanidini
potom od 21 do 59 %. Pti skladovani za denniho svétla (Tabulka 25) byly
naméfeny vysSi Ubytky v koncentracich v porovnani se skladovanim za tmy.
Koncentrace glykosylovanych antokyanovych barviv klesla o 35-67 %,
u antokyanidind potom az o 78 %. Podobné tomu bylo u skladovani v termostatu
pii 40 °C, kde koncentrace antokyaninti klesla o 26 az 63 %, u antokyanidinti
dosahl pokles az 67 %. Data v Tabulkach 23-25 ukazuji na dalsi zajimavost, Ze
jednotliva antokyanové barviva byla méné stabilni vzdy u bezlepkovych vzorkl
smési, ¢imZ se potvrdily vysledky spektrofotometrického stanoveni. Pokud se
zaméfime na jednotlivd antokyaninova barviva, zd4d se, Ze na skladovaci
podminky za pftistupu denniho svétla a vyssi teploty jsou shodné citlivé. Jejich
¢iselné hodnoty koncentra¢nich ubytki vyjadienych v % jsou velmi blizkeé. Stejné
tak to plati pro jednotlivé antokyanidiny, s vyjimkou jiz zmiiovan¢ho peonidinu.
Pii skladovani za nepfistupu denniho svétla nebyl ani u jednoho z barviv
zaznamenan koncentracni pokles o vice jak 60 %. Oproti tomu pii skladovani za
pristupu denniho svétla byl koncentraéni pokles o vice jak 60 % zaznamenan u 8
barviv z 10 méfenych, a to pfevazné u bezlepkovych smési. Podobné je tomu za
podminek skladovani v termostatu.
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V literarnich zdrojich je popsan pokles jednotlivych antokyanl za riiznych
podminek skladovani. Naptiklad Sui et al. (2014) ve své studii uvadi pokles
u cerné ryze antokyanini kyanidinu-3-glukosidu a kyanidinu-3-rutinosidu se
zvysujici se teplotou, a to v rozmezi od 100 do 165 °C. Ziskané vysledky je tézké
diskutovat, a to pifedevSim z divodu jiz zminéné vysoké heterogenity
piipravenych miisli smési a nedostatecném poctu literarnich zdrojii srovnéavajici
stabilitu antokyanovych barviv u surovin obsahujici lepek a bezlepkovych
surovin. Mohl by to byt ndmét na dalsi studie.

Tabulka 23: Vysledky stanoveni antokyaninli a antokyanidina pfi skladovani za

nepfistupu svétla

(mg.kg™)

M1

M3

MS

M8

Antokyaniny

Delfinidin-3-glukosid

3,68+0,01%31%

51,8+0,1°T87%

3,46+0,02°78
%

24,740,948 %

Kyanidin-3-glukosid

27,840,237 %

0,12+0,015-37%

8,1140,02¢°
%

11,440,091
%

Kyanidin-3-rutinosid

1,41£0,01240%

23,4+0,1527%

2,01£0,01%7
%

12,3+0,0544°
%

Pelargonidin-3-
glukosid

0,58+0,01%57

13,4 £0,01%26%

7,630,037
%

0,09+0,01%-33
%

Peonidin-3-glukosid

0,27+0,04%734%

0,35 +0,01>17%

3,62+0,04°°
%

0,87+0,0149-46
%

Antokyanidiny

Delfinidin

0,69+0,01%734%

28,640,8>25 %

10,2+1,4%>°
%

8,78+0,99-35%

Kyanidin

3,1440,128724%

2,39+0,02524%

0,31+0,02¢°
%

2,88+0,10%44
%

Pelargonidin

0,25+0,02%732%

0,39+0,015-28%

0,04+0,01°%
%

0,03+0,01%2

%

Peonidin

0,070,017

0,18+0,01%31%

0,05+0,01%°
%

ND

Malvidin

0,24+0,012731%

0,31=0,01%21%

0,17+0,02¢753
%

0,24+0,04>48
%

Celkem antokyany

38,11 455 %

121+10726%

35,6+1,1%8
%

61,3+1,04-50%

Vysledky jsou prezentovany jako stfedni hodnota + SD (n=3-5). Hodnoty v fadku s nejmén¢ jednim identickym
hornim indexem se statisticky vyznamné nelisi (P>0,05), zatimco hodnoty s riznymi hornimi indexy vykazuji

statisticky vyznamny rozdil (P<0,05). LOQ: 0,01 mg.kg!' u viech analyti.
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Tabulka 24: Vysledky stanoveni antokyaninli a antokyanidin pfi skladovéni

v termostatu (40 °C)

(mg.kg™)

M1

M3

M5

M8

Antokyaniny

Delfinidin-3-glukosid

3,3440,11%38
%

47,2+0,50-32%

3,39+0,12%7
%

21,940,544

Kyanidin-3-glukosid

25,4+0,2%742 %

0,10+0,01°4
%

7,120,251

9,87+1,74>7%

Kyanidin-3-rutinosid

1,320,043
%

21’7:1:1,0b"32 %

1,75+0,11%°6
%

11,7+0,54-51%

Pelargonidin-3-
glukosid

0,53+0,01%°
%

12,120,753 %

6,74 0,457

0,10+0,13%47
%

Peonidin-3-glukosid

0,230,024
%

0,31+0,01%72¢
%

3,410,216
%

0,74+0,34%-54
%

Antokyanidiny

Delfinidin

0,610,041

%

27,4%1,4578%

9,780,760 %

8,240,548 %

Kyanidin

3,02+0,11%%7
%

2,21+0,10°39
%

0,360,012
%

2,61+0,024-49%

Pelargonidin

0,210,014
%

0,36+0,03%33
%

0,030,017
%

0,02+0,01%5%

Peonidin

0,060,014

%

0,16+0,01°8

%

0,060,014

%

ND

Malvidin

0,210,024
%

0,28+0,02%28
%

0,15+0,01%!
%

0,2120,01*>
%

Celkem antokyany

34,9+0,9%41 %

112+153T%

32,8+0,75°51%

55,440,445

Vysledky jsou prezentovany jako stfedni hodnota £ SD (n=3-5). Hodnoty v fadku s nejméné jednim identickym
hornim indexem se statisticky vyznamné nelisi (P>0,05), zatimco hodnoty s riznymi hornimi indexy vykazuji
statisticky vyznamny rozdil (P<0,05). LOQ: 0,01 mg.kg! u viech analytd.
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Tabulka 25: Vysledky stanoveni antokyanint a antokyanidint pii skladovani za

fistupu svétla

(mg.kg™)

M1

M3

M5

M8

Antokyaniny

Delfinidin-3-glukosid

3,2120,07%%0%

45,1+0,8>33%

3,02+0,21¢763
%

18,9+0,3470%

Kyanidin-3-glukosid

23,940,445 %

0,08+0,015-38%

6,21+0,44¢-66
%

8,24+0,14-64%

Kyanidin-3-rutinosid

1,0540,02%3>%

19,840,238 %

1,5940,10%6
%

10,740,645 %

Pelargonidin-3-
glukosid

0,48+0,01%5%

11,120,558 %

5,98+0,4¢767%

0,08+0,014-8
%

Peonidin-3-glukosid

0,19+0,012>4%

0,27 £0,04°-36%

3,210,013
%

0,67+0,024-8
%

Antokyanidiny

Delfinidin

0,57+0,04>4 %

24.,9+0,7>718%

8,77+0,08%%4
%

7,65+0,2%5T%

Kyanidin

2,87+0,12%31%

2,12+0,02533%

0,32+0,04%7
%

2,47+0,10%52
%

Pelargonidin

0,190,01%%%

0,32+0,01°741 %

0,02+0,01¢78
%

0,010,017
%

Peonidin

0,050,017

0,12+0,02°734"

0,050,019

%

ND

Malvidin

0,19+0,01246%

0,2440,01>38%

0,13+0,01¢6¢
%

0,18+0,01¢6!
%

Celkem antokyany

32,740,775 %

10415-36%

29,340,955

48,9+0,84700%

Vysledky jsou prezentovany jako stfedni hodnota + SD (n=3-5). Hodnoty v fadku s nejméné jednim identickym
hornim indexem se statisticky vyznamné nelisi (P>0,05), zatimco hodnoty s riznymi hornimi indexy vykazuji
statisticky vyznamny rozdil (P<0,05). LOQ: 0,01 mg.kg™! u viech analytd.
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5. PRINOS PRACE PRO VEDU A PRAXI

S narastem civiliza¢nich chorob v soucasné dobé roste zajem o nutri¢né bohatsi
potraviny. Dochazi k vyhledavani a aplikaci netradi¢nich rostlinnych surovin jako
komponent, které obsahuji biologicky aktivni latky s antioxida¢nimi vlastnostmi.
Miisli smésis jedlymi kvéty, jako jedna z moznosti aplikace netradi¢nich
komponent, by mohly byt zdrojem téchto latek a piiznivé podporovat lidské
zdravi. Zatazeni jedlych kvéti do pokrmt souvisi s jejich vysokou antioxidacni
aktivitou spojenou s vysokym obsahem biologicky aktivnich latek,
zékladni nutriéni jakostni znaky jako obsah vlhkosti, popele, lipidi, hrubé
bilkoviny, hrubé a neutralné-detergentni vldkniny. Navic, u vzorki byla
stanovena hodnota stravitelnosti v podminkach in vitro. Dale se prace zabyvala
stanovenim celkového obsahu polyfenoltl, polyfenolického profilu, antioxida¢ni
aktivity, profilu jednotlivych antokyanini a antokyanidini. Ve smésich byly
stanovovany vitaminy skupiny B a obsah mineralnich prvki. Soucasti prace je
také hodnoceni vlivu riznych podminek skladovani na vybrané jakostni
parametry miisli smési.

Dizertacni prace piinasi pro védu a praxi tyto pfinosy:

a) Pro stanoveni obsahu zakladnich nutri¢nich a biologicky aktivnich latek byly
zavedeny optimalizované a validované postupy (extrakce ¢i jednotlivych
stanoveni) s ohledem na vysokou heterogenitu matrice vzorkd.

b) Nové byly vypracovany extrakéni postupy a metody pro stanoveni celkovych
antokyant spektrofotometricky a pro stanoveni profilu jednotlivych antokyaninii
a antokyanidini pomoci HPLC s detekci ve VIS oblasti spektra. Tyto
optimalizované metody jsou na pracovisti UACHP vyuZivany a naslednd
1 validovany pro dal$i matrice vzorki.

c) Pro uvolnéni polyfenolickych latek z heterogenni matrice miisli smési byla
aplikovéana a nastavena metodika alkalické hydrolyzy v inertni atmosféie N».

Zavedeni metodik napomohlo vyraznym zplisobem v rozvoji pracovisté UACHP
v oblasti stanoveni biologicky aktivnich latek.

d) Na zéklad¢é chemickych analyz byly vyselektovany ¢tyii smési, které byly dale
podrobeny skladovacim podminkam. Na zaklad€ dosazenych vysledkli byly
navrzeny moznosti/doporuceni pro baleni ¢i pro skladovaci podminky pro
potencialni vyrobce.
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6. ZAVER

Dizertacni prace se zabyva charakteristikou miisli smési a jednotlivych
surovinovych komponent, a to jak bézné pouzivanych, tak i méné tradicnich.
Diuraz je kladen pfedev§im na nutri¢ni hodnoty surovin. Tato ¢ast se také vénuje
charakteristice biologicky aktivnich latek, zejména polyfenolickym latkdm.
Netradi¢ni miisli smési s jedlymi kvéty by mohly byt potencidlnim zdrojem
bioaktivnich latek a mohly by pfispét k nutricné vyvazené stravé.
V pfipravenych miisli smésich byly stanoveny zdkladni nutri¢ni znaky jako obsah
vlhkosti, popele, lipidi, hrubé bilkoviny, stravitelnosti, hrubé a neutralné-
detergentni vldkniny. Z hlediska biologicky aktivnich latek byl v praci méfen
celkovy obsah polyfenolti, polyfenolicky profil, celkovy obsah antokyanti, profil
jednotlivych antokyanini a antokyanidini a byla stanovovdna antioxidacni
aktivita. Dale byly ve smésich stanovovany vitaminy skupiny B. V praci bylo také
provedeno stanoveni obsahu mineralnich prvk.

Vysledky ukazuji, ze netradi€ni miisli smési se vyznacuji vy$Sim podilem
vlakniny, kterd je dilezitd pro prevenci mnoha civilizaCnich chorob. Ve smésich
byl také stanoven vyssi obsah bilkovin, které zajiSt'uji mnoho nepostradatelnych
funkci v organizmu. Problémem miize byt vyssi obsah lipidd, ktery by mohl
negativné ovlivilovat oxida¢ni zmény v pribéhu skladovani, ale také mize byt
vyznamnym zdrojem polynenasycenych mastnych kyselin. Z B-komplexu
vitamind byly naméfeny nejvyssi koncentrace riboflavinu a kyseliny pantotenové.
Z hlediska mineralnich prvkii smési obsahuji vyssi koncentrace drasliku, fosforu,
vapniku, hot¢iku, Zeleza a zinku.

Polyfenolické latky se ve smésich vyskytuji ponejvice ve volnych
a konjugovanych frakcich, nejméné jsou ve formé& vazané. Koncentrace TPC v
jednotlivych frakcich pozitivné koreluji s hodnotami AOA méfené se zhadSenim
radikéali ABTS. Ve volnych, konjugovanych a vdzanych polyfenolickych frakcich
byly nejvice zastoupeny kyseliny protokatechinova, neochlorogenova, sinapova a
gallova, z flavonoidi potom epikatechin, kvercetin
a epigallokatechin. Nejvice zastoupenymi antokyaniny jsou kyanidin-3-glukosid,
delfinidin-3-glukosid a pelargonidin-3-glukosid, z antokyanidinii potom
delfinidin a kyanidin.

V préci jsou dale prezentovany vysledky skladovaciho pokusu. Ptipravené
miisli smési byly uchovany v klimatizované laboratofi v temnu pii 23 °C, dalsi
cast vzorkli byla uchovana také v klimatizované laboratofi pti 23 °C, ale za
ptistupu denniho svétla a posledni ¢ast vzorkl byla skladovana v termostatu pfi
40 °C, bez ptistupu svétla. VSechny vzorky byly plnény do obalu (sacky PA/PE)
a vakuovany, za danych podminek byly skladovany po dobu jednoho roku.
U skladovanych vzorkli byly stanoveny vybrané parametry jako celkovy obsah
polyfenold, polyfenolicky profil, celkovy obsah antokyani a profil
antokyanovych barviv, hodnoty antioxidac¢ni aktivity.
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U miisli smési, které byly skladovany za pfistupu denniho svétla byly
naméfeny nejvyssi ubytky celkovych antokyanti (u smési M5 byl zaznamenéan
pokles az o 62 %). Dale byly u tohoto vzorku naméfeny nejvyssi ubytky
jednotlivych celkovych polyfenold stanovenych pomoci HPLC (a to o 31 %)
a také byl zaznamendn nejvyssi pokles v hodnoté AOA stanovené zhaSenim
radikdlu ABTS (konkrétné o 21 %). Méteni ukézalo, ze procentudlni ubytky
vobsahu TPC ¢i TAC pii skladovani byly vy$§i nez snimi souvisejici
procentualni ubytky v hodnotach AOA, a to o desitky %. Co se tyka stanoveni
celkovych polyfenolii, miizeme smés M1 oznacit jako nejstabilngjsi, a to ve vSech
frakcich. Naopak, nejvyssi pokles TPC byl zaznamenan ve smési M8, které byla
skladovéna tentokrate v termostatu pii 40 °C, kdy pokles TPC byl
u této smési 53 %. Pokud se podivame na jednotlivé polyfenoly, nejméné byly pii
skladovani za pfistupu svétla stabilni katechin a kvercetin, z polyfenolickych
kyselin byl nejvyssi ibytek zaznamenan u kyseliny ellagové. Dale byly naméteny
vys$i koncentracni Ubytky u kyseliny protokatechinoveé, neochlorogenove,
gallové a p-kumarové. Glykosylované formy antokyanovych barviv byly v ramci
skladovacich podminek stabilnéjsi neZ volné antokyanidiny. Jako nejméné staly
byl vyhodnocen peonidin. Skladovaci pokus déle ukézal, Ze stabilnéjSi jsou
biologicky aktivni latky na bazi polyfenoli u smési obsahujicich lepek a na
degradaci polyfenolickych latek se pravdépodobné nejvice podileji antokyanova
barviva.

Dosazene vysledky mohou pftispét k rozsifeni doposud ziskanych znalosti
o bioaktivnich latkach a nutri¢nich hodnotach nové navrZzenych smési. Budou
slouzit jako podklad pro potencialniho vyrobce smési pro navrzeni vhodné
obalové techniky a dalSich podminek uchovatelnosti. Do budoucna bude nutno
provést také analyzu mastnych kyselin a jejich zmén v pribéhu skladovani
a provést testy oxidacni stability, a to 1 pfesto, Ze smési je 1épe balit do
vakuovanych obalii nebo pouZzit ochranné plyny (vzhledem ke koncentraci
biologicky aktivnich latek).
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9. SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
ABTS — 2,2 -azinobis (3-etyl-2,3-dihydrobenzotiazol-6-sulfonat)

AOA — antioxidac¢ni aktivita

CCT — Collision Cell Technology

CF — Crude Fiber (hruba vlaknina)

DAD — Diode-Array Detector (detektor diodového pole)
DMD — Dry Matter Digestibility (stravitelnost suSiny vzorku)

EFSA — European Foof Safety Authority

EU —Evropska unie
GIT- gastrointestinalni systém

HPLC — High Performance Liquid Chromatography (vysokoucinné kapalinova
chromatografie)

ICP-MS - Inductively Coupled Plasma Mass Spektrometry (hmotnostni
spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem)

NDC — neutralné-detergentni ¢inidlo

NDF — Neutral-Detergent Fiber (neutralné-detergentni vlaknina)

NDR — neutralné-detergentni roztok

OMD - Organic Matter Digestibility (stravitelnost organické hmoty vzorku)
RTE — ready-to-eat-cereals

TAC — Total Anthocyanin Content (celkovy obsah antokyanti)

TPC — Total Phenolic Content (celkovy obsah polyfenolit)

UACHP — Ustav analazy a chemie potravin

UK-— United Kingdom

UV — ultrafialové zatfeni

USA — United States of America
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