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Obiloviny tvofi zakladni slozku lidské stravy. V rozvojovych zemich tvofi vice nez dvé
tretiny pfijmu energie, v primyslovych zemich zabezpeduji zhruba polovinu energetického
prijmu . Technologickym zpracovanim obilnych zrn vznikaji dvé t¥idy produktd, a to vyrobky
celozrnné a vyrobky plné vymleté, které neobsahuji povrchové vrstvy. Na zakladé mnoha
vyzkumu je prokazana vyhodnost konzumace celozrnnych vyrobkd a to zejména u snizeni
vyskytu onemocnéni cukrovkou, kardiovaskularniho systému ¢i rakovinou. Kladny ucinek na
lidské zdravi je pripisovan chemickym latkam obsaZeny v celozrnnych vyrobcich 2. Mezi zdravi
prospésné latky vyskytujici se v obilovinach patfi zejména fenolické latky. NejCastéji jsou
obsazeny fenolické kyseliny a flavonoidy, dale stilbeny, kumariny ataniny. Fenolické
slouCeniny se v zrnu vyskytuji jako volné, rozpustné vazané a nerozpustné vazané na
bunéénou sté&nu 3. VoIné Ize extrahovat do vodné organického rozpoustédla a po okyseleni
pfechazi do ethylacetatu &i diethyléteru. Vazané fenolické latky je nutné pFed extrakci
nejdrive uvolnit pomoci kyselé & alkalické hydrolyzy?>. Na posouzeni celkového obsahu
fenolickych latek se pouzivaji spektrofometrické metody zaloZzené na reakci Folin-Ciocalteau
¢inidla se vzorkem a vysledek se udava v ekvivalentnim mnozstvi kyseliny galové *. Dalsi
spektrofotometricka metoda, ktera byla v této praci vyuzita k posouzeni celkové antioxidacni
kapacity je reakce zalozena na zhaseni barevného ABTS radikalu. Tyto metody jsou ovsem
nespecifické a mohou s nimi interferovat rdzné slozky matrice. Pro kvantitativni analyzu
jednotlivych fenolickych latek byla proto vyuZita vysokoucinna kapalinova chromatografie
(HPLC) ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (MS) °.

EXPERIMENTALNI CAST

Obsah fenolickych latek byl stanoven v bézné komeréné dostupnych obilnych
produktech zakoupenych v mistni obchodni siti (tab. 1). Vybrané vzorky byly podrobeny
tepelnému plsobeni, které simuluji bézné kuchynské upravy jako je vareni a peCeni. Na
simulaci tepelné upravy byl vybran vzorek ovesnych a pSeniénych vioCek a loupané a
pololoupané ryZe. Viocky byly jak vafeny tak pecCeny, ryZe pouze vafena. Na vafeni bylo
navazeno 20 g vzorku, pfidano 40 ml vody a vzorek byl vafen ve vodni lazni po dobu 20 min.
Na peceni bylo také odméfeno 20 g vzorku a 40 ml vody a vzorek byl pe€en pfi teploté
180 °C po dobu 15 min.
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Tabulka 1: Seznam pouZzitych vzorka.

€. vz Druh €. vz Druh
1 PSeni¢na mouka plnohodnotna 10a Ovesné vlocky pecené
2 Chlebova mouka pSeni¢na 10b Ovesné vlocky varené
3 Chlebova mouka Zitna 11 PSenicné viocky
4 Otruby ovesné 11a PSeni¢né vlocky pecené
5 Otruby pSenicné 11b PSeni¢né vlocky varené
6 Hladka mouka pS$eni¢na 12 Ryze loupana
7 Spaldova mouka 12a Ryze loupana varena
8 Zitna mouka celozrnna 13 RyzZe pololoupana
9 Ovesna celozrnna mouka 13a Ryze pololoupana vafena
10 Ovesné vlocky

Celkovy obsah fenolickych latek a antioxidacni kapacita byly méfeny s vyuZitim
spektrofotometru Shimadzu (Kyoto, Japonsko). Jednotlivé fenolické latky byly stanoveny
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem QTRAP 4500
(ABSCIEX, USA) a ionizaci elektrosprejem (ESI). Pouzity kapalinovy chromatograf byl slozen
z Cerpadel mobilni faze LC-20AD, sméSovace mobilni faze, autosampleru SIL-20A (Shimadzu,
Kyoto, Japonsko) atermostatu kolony LCO 102 single (Ecom, Praha). Na separaci byla
pouZzita kolona Ascentis Express C18 (150x3 mm, 2,7 pym).

Extrakce fenolickych latek

Vzorek byl nejprve zbaven tukl pomoci hexanu a pevny podil byl vysuSen pod
proudem dusiku. VysuSeny podil byl extrahovan 70% acetonem a pevny podil byl opét
vysusen.

Extrakt 1: Extrakt ziskany pomoci 70% acetonu byl okyselen HC na pH 2 a
vyextrahovan etylacetatem. Odsata organicka faze byla vysuSena pod proudem dusiku. Latky
obsazené ve vodné fazi byly uvolnény pomoci alkalické (Extrakt 2) a kyselé hydrolyzy
(Extrakt 3).

Extrakt 2: Kvodnému podilu z prvni extrakce bylo pfidano 15 ml NaOH, EDTA a
kyselina askorbova. Vzorek byl tfepan 4 hodiny. Po protfepani byl vzorek okyselen na pH 2
a extrahovan pomoci ethylacetatu. Organicka faze byla odsata a odparena.

Extrakt 3: Kvodnému podilu z druhé extrakce byl pfidan 1 ml 1M HCl a smés byla
zahfivana ve vodni lazni pfi teploté 90 °C po dobu 45 minut. Po ochlazeni byl vzorek
extrahovan pomoci ethylacetatu a organicka faze byla odsata a vysusena.

Extrakt 4: VysuSeny pevny podil zbyly po prvni extrakci byl hydrolyzovan stejnym
zplsobem jako extrakt 2.

Pfed analyzou byly vysuSené extrakty rozpustény ve 2 ml 20% acetonitrilu,
prefiltrovany pfes filtr s péry o velikosti 0,45 pm a vhodné nafedény dle pouZité analytické
metody.
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ABTS metoda

Pevna tableta ABTS byla rozpusténa v 5 ml vody a byl pfidan roztok peroxodisiranu
draselného a po minimalné 16 hodinach stani bylo cinidlo bylo vhodné nafedéno, aby
absorbance vysledného roztoku byla kolem 0,8. Ke 3 ml nafedéného cinidla bylo pfidano
50 yl vhodné narfedéného extraktu a po 10 minutach byla méfena absorbance pfi vinové
délce 734 nm avypocitan procentualni Ubytek. Antioxidaéni aktivita byla vyjadfena
v ekvivalentnim mnozZstvi Troloxu.

Celkovy obsah fenolickych latek

Celkovy obsah fenolickych latek byl stanoven reakci s Folin-Ciocalteau cinidlem.
Komeréné dostupné ¢inidlo bylo 10x nafedéno a na méfeni byl pouzit 1 ml. K 1 ml &inidla byl
pfidan 1 ml destilované vody a 50 ul vhodné nafedéného extraktu. Smés byla nechana
v temnu po dobu 5 min a poté byl pfidan 1 ml 7,5% roztoku uhli¢itanu sodného a po 30 min
byla zméFfena absorbance pfi vinové délce 750 nm a vysledek pfrepocitan na mnozstvi
kyseliny galové.

Identifikace a kvantifikace jednotlivych fenolickych latek

Identifikace a kvantifikace jednotlivych fenolickych latek byla provedena pomoci
HPLC-MS. Separace probihala pfi teploté 30 °C za gradientové eluce 0 min — 13% B,
4 min — 13% B, 12 min — 70% B. SloZzka A se skladala z redestilované vody s pfidavkem
0,3 % kyseliny mravenci, slozka B byl acetonitril. PouZity gradient je znazornén
na obrazku 1. Pouzity prutok kolonou byl 0,5 ml/min a mnozstvi davkovaného vzorku 1 pl.

VYSLEDKY A DISKUZE

Vysledky ziskany spektrofotometrickymi metodami jsou prezentovany pro volné
fenolické latky (extrakt 1) u jednotlivych studovanych vzork( na obrazku 1. Z naméfenych
hodnot byl na zakladné kalibracnich zavislosti vypocitan celkovy obsah fenolickych latek a
antioxida¢ni kapacita. Vysledky jsou vyjadfeny jako molarni mnoZzstvi troloxu & kyseliny
galové na 1 gram susiny vzorku.
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Obrazek 1: Celkovy obsah fenolickych latek a antioxidacni kapacita extraktu 1
pfipraveného z obilovin bez tepelné upravy.

Z grafu je patrné, Ze nejvice antioxidacnich latek obsahuji vzorky 4 a 5 coZ jsou ovesné
a p8eni¢né otruby. Toto Zzisténi koresponduje s pfedpokladem, Ze nejvice antioxidacnich
latek se nachazi v obalovych vrstvach zrn. VySSi obsah antioxidacnich latek byl dale nalezen
u vzorku 8, 9, 10 a 11 coz je ovesna celozrnna a zitna celozrnna mouka a ovesné a pSenic¢né
vlocky. Nejniz8§i mnozstvi antioxidacnich latek je ve vzorcich 6, 7 a 12. Jedna se o vzorky
hladké bilé mouky, Spaldové bilé mouky a loupané ryze. Pololoupana ryze, vzorek 13
obsahuje vice antioxidaCnich latek neZ ryZe loupana. Z uvedeného vyplyva, Ze obsah
antioxidacCnich latek je uréen technologickym zpracovanim zrna, a to hlavné ponechanim
obalovych vrstev, nez druhem obiloviny.
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Obrazek 2: Porovnani celkového mnozstvi fenolickych latek a antioxidacni kapacity
prfed a po tepelné tpravé.

DalSi Cast této prace je zaméfena na zménu obsahu antioxidacnich latek kuchynskymi
upravami. Namérené vysledky jsou znazornény na obrazku 2, kde bylo potvrzeno, ze
tepelnou Uupravou dochazi k ubytku antioxidaCnich vlastnosti vzorku. VyS8§i Uubytek
antioxidaCnich vlastnosti je zaznamenan u ovesnych viloCek nez u vioCek pSeniénych.
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V syrovém stavu obsahuji ovesné vloCky vice antioxidantl, nez viocky pSeni¢né. Po tepelné
Upravé je obsah téchto latek bud vyrovnany, nebo jich je vice ve prospéch vilocek
pSeni¢nych. Z uvedeného vyplyva, Ze kazda obilovina obsahuje jiné antioxidanty, které jsou
razné odolné vuci tepelnym uUpravam. V pripadé ryze je potvrzeno, ze i po tepelné upravé
obsahuje ryze pololoupana vice antioxidantl nez ryze loupana.

Stanoveni vybranych fenolickych latek

Obsah péti nejvice zastoupenych fenolickych latek vyskytujicich se jak ve volné tak
vazané formé je uveden pro dva vybrané vzorky (chlebova mouka p3eni¢na, vzorek 2 a Zitna
mouka celozrnna, vzorek 8) v tabulce 2. Z uvedenych dat je patrné, ze extrakt D obsahuje
nejvyssi koncentrace fenolickych latek a to zejména v pfipadé kyseliny ferulové, z ¢ehoz Ize
usuzovat, Ze nejvyS8§i mnozstvi antioxidantll se v zrnu nachazi pevné navazano na

nerozpustny podil.

Tabulka 2: Porovnani extraktd.

Kys. vanilova Kys. kavova Vanilin Kys. ferulova Kys. sinapova

Vzorek 2

Extrakt A 1,163+0,014 0,233+0,002 0,315+0,004 3,237+0,599 0,476+ 0,003

Extrakt B 1,639+0,118 0,712+0,006 <LOD 5,338+ 0,057 3,906+ 0,065

Extrakt C 1,292+0,014 1,274+0,005 0,152+0,003 2,470+0,024 0,953£0,019

Extrakt D 0,768+0,096 1,351+0,142 0,539+0,033 73,8£5,6 0,360+ 0,011
Vzorek 8

Extrakt A <LOD 0,009+ 0,003 <LOD 0,341£0,030 0,077+£0,008

Extrakt B <LOD 0,096+ 0,005 0,223+0,048 1,756+0,116 4,151+0,285

Extrakt C 2,30£0,96 0,174+0,004 0,132+0,003 0,827+0,022 1,032+ 0,034

Extrakt D 15,7+ 3,1 1,600+ 0,054 12,76+0,44 97,5£2,5 8,626+ 0,210

Koncentrace jsou uvedeny v ug/g susiny

Zmény v zastoupeni fenolickych latek tepelnou upravou jsou znazornény v tabulce 3.
Pro porovnani byl vybran vzorek pSeni¢nych vloCek (vzorek 11). Z experimentalnich dat je
patrné, ze vlivem tepelné Upravy dochazi k vyznamnému snizeni obsahu fenolickych latek.
Dale je patrné, ze béhem vareni (vzorek 11b) dochazi k vy§§imu Ubytku antioxidantd nez
bé&hem peceni (vzorek 11a) a to presto, ze peceni probiha pfi vysSi teploté. Tento fakt mize
byt zplsobem, Ze béhem peceni teplo plsobi pouze na okraje tésta a uprostfed muze zlstat
chladnéjsi jadro, dochazi

zatimco béhem vareni, pfi kterém se potravina micha,

k rovhomérnému ohfevu v celém objemu.
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Tabulka 3: Porovnani obsahu fenolickych latek pred a po tepelné dpravé.

Kys.vanilova Kys. kavova Vanilin

Kys. ferulova Kys.sinapova

Vzorek 11
Extrakt A 0,630+0,024 0,574+0,006 0,156+0,003 0,898+0,038 0,367+0,006
Extrakt B  1,314+0,039 0,727+0,011 <LOD 2,317£0,021 5,308+ 0,034
ExtraktC  1,255+0,150 0,232+0,026 <LOD 0,950+£0,034 0,927+0,106
Extrakt D 15,91+ 0,40 22,6£0,55 2,050+0,062 259,7+5,7 62,9+ 1,2
Vzorek 11a
Extrakt A 0,216+0,022 0,279+0,015 0,162+0,004 0,885+0,024 0,214+0,005
Extrakt B  1,040+0,092 0,496+0,047 <LOD 1,885+£0,102 2,181+0,060
Extrakt C <LOD <LOD <LOD 0,072+ 0,017 0,008+ 0,006
Extrakt D 2,083+0,064 6,132+0,115 0,683+0,007 51,745+1,360 7,281+0,154
Vzorek 11b
Extrakt A 0,406+0,016 0,002+ 0,001 <LOD 0,541+£0,019 0,064+ 0,005
Extrakt B  0,344+0,181 0,051£0,30 <LOD 0,896+0,332 0,953+0,356
ExtraktC 0,450+0,117 0,061+£0,015 <LOD 0,271+ 0,088 0,601+0,096
Extrakt D 0,965+0,037 2,517£0,082 0,514+0,007 31,95+0,91 3,591+£0,119

Koncentrace jsou uvedeny v ug/qg susiny
ZAVER

Antioxidacni kapacita a celkovy obsah fenolickych latek se velmi [iSi v zavislosti na
druhu obilovin. Zaroven byl pozorovan pokles v obsahu fenolickych latek vlivem kuchyrnské
upravy vybranych obilovin. Bylo potvrzeno, Ze vétdina antioxidaCnich latek se nachazi
v obalovych vrstvach a proto lze doporucit konzumaci celozrnnych vyrobkl. Z konkrétniho
stanoveni vybranych fenolickych latek Ize usoudit, ze vétSina antioxidantl se v zrnu nachazi
ve vazané formé. Nejvyznamnéji je v obilovinach zastoupena kyselina ferulova, vanilinova,

p-kumarova a syringova, pficemz kyselina ferulova je nejvice obsazena jako vazana na
bunécné stény.
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