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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva vlivem teploty suseni na obsah fenolickych latek
v pohankovych suSenkach. Teoreticka ¢ast pojednava o klasickych obilovinach,
pseudoobilovinach, pohance a latkach v ni obsazenych, antioxidantech, raw stravé, ptipravé
vzorku pted analyzou a o vysokouc¢inné kapalinové chromatografii. V ramci experimentalni
Casti byla optimalizovana metoda pro stanoveni fenolickych latek jak metodou HPLC s UV
a MS detekci, tak metoda pripravy vzorku pohankovych susenek. Byl sledovan vliv teploty
suSeni na obsah fenolickych latek v pohankovych raw suSenkach. Na zavér prace byly

vysledky vyhodnoceny a kriticky zhodnoceny.

KLiCOVA SLOVA
pohanka, antioxidanty, kysela a alkalicka hydrolyza, extrakce, vysokoucinna kapalinova
chromatografie s UV a MS detekci

TITLE

Influence of drying temperature on the content of phenolic compounds in buckwheat biscuits

ANNOTATION

The aim of this work is to study influence of drying temperature on the content
of phenolic compounds in buckwheat biscuits. The theoretical part focuses on the cereals,
pseudocereals, buckwheat and important compounds which buckwheat contain, antioxidants,
raw food, preparation sample before the analysis and about high performance liquid
chromatography. The HPLC method with UV and MS detection and the preparation sample
before the analysis were optimised for determination phenolic compounds in the buckwheat
biscuits. The effect of the drying temperature of raw biscuits on the content of phenolic in

compounds was investigated. In conclusion, the results were evaluated and critical appraised.

KEYWORDS
buckwheat, antioxidants, acid and alkaline hydrolysis, extraction, high performance liquid

chromatography with UV and MS detection
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1. Uvod

Mobdni trendem dne$ni doby je ptfedev§im zdrava strava. Existuje mnoho zpusobd,
jak se 1ze zdravé stravovat. Mezi tyto zpusoby se fadi raw, neboli ,,ziva“, strava. Zakladem
raw stravy je konzumace ovoce, zeleniny, seminek, ofechti a susenych plodt, které jsou
tepelné¢ oSetieny pouze do teploty cca 42 °C. Podle ptiznivch raw stravy vyssi teploty
degraduje télu prospésné latky, jakymi jsou antioxidanty nebo vitaminy. Dalsi divod je,
7e konzumace tepelné oSetfené stravy zatézuje zbyte€n€ organismus a vyvolava imunitni
reakci téla, protoZze vafenim se z potravin stava cizi latka pro nas organismus.

Cilem této prace bylo zjistit, zda rzné teploty suseni u pfipravenych pohankovych
raw suSenek maji vliv na obsah fenolickych latek, zda se jejich koncentrace zvysuje ¢i jsou
latky degradovany.

Raw suSenky, které byly pouzity jako vzorky v experimentdlni ¢asti bylo nejprve
nutné spravné piipravit pied samotnou separaci, aby byly uvolnény veskeré fenolické latek,
které jsou navazany na dalsi slozky potraviny. Proto bylo nutné ptipravu vzorku pred separaci
optimalizovat. Jako nejvhodné&jsi byla zvolena alkalicka hydrolyza, které je podrobné popsana
v prislusné kapitole. Dal§im krokem byla extrakce, ktera nam zajistila izolovat uvolnéné
fenolick¢ latky od ostatnich latek. Poslednim krokem byla samotna separace latek
na RP-HPLC s UV/VIS a MS detekci. Tato metoda musela byt stejné jako pfiprava vzorku
optimalizovana, aby byly zajistény podminky separace, co nejvhodnéjsi pro rozseparovani

vSech zvolenych latek v piijatelném cCase.
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2. Teoreticka ¢ast

2.1. Obiloviny a pseudoobiloviny

Obiloviny, jinak také nazyvany obilninami ¢i cerealiemi, se fadi mezi traviny, které
jsou péstovany od nepaméti a jsou nedilnou soucasti lidské potravy. V zadné jiné potraving
nenajdeme takové mnozstvi sacharidd, které jsou zdrojem energie, jako v obilovinach.
Obsahuji velké mnozstvi télu pottebnych latek. PfedevSim jsou to sacharidy, bilkoviny,
vitaminy, mineralni latky ¢i vlaknina.

VétSina obilovin patfi do Celedi lipnicovitych (Poaceae), jako jsou pSenice, Zito,
jeCmen, ryze, oves, proso ¢i kukufice (Obrazek 1). Naopak pohanka, amarant ¢i quinoa jsou
nazyvany pseudoobilninami. Diky tomu Ze maji podobny vzhled zrna, podobné chemické
slozeni a zptsob vyuziti, jsou fazeny k ostatnim obilovindm. Najdeme mezi nimi i nékolik
rozdil, ve kterych se od klasickych obilovin lis§i. Na rozdil od normalnich obilovin jsou
pseudoobiloviny rostliny dvoudélozné, zatimco klasické obiloviny jsou fazeny k rostlinam
jednodéloznym. Botanicky jsou fazeny k jinym c¢eledim, nez je tomu u klasickych obilovin.
Pohanka patii do celedi rdesnovité (Polygonaceae), amarant do celedi laskavcovité
(Amaranthaceae) a quinoa je fazena do ¢eledi merlikovité (Chenopodiaceae) [1-4].

PSenice je nejdalezitéjsi plodinou pro vyrobu chleba a predstavuje také jednu
ze zékladnich slozek lidské potravy [4]. Zito je po pSenici druhou nejéastéji pouzivanou
surovinou K vyrob¢ chleba v evropskych zemich, kromé potravinaistvi je vyuzivana i pro
picninaiské, krmivarské, technické a farmaceutické tcéely [3,5]. Jefmen patii mezi nejstarsi
obiloviny a je ¢tvrtou nejrozsahlejsi obilovinou. Je hlavni surovinou pro vyrobu sladu a piva
[4]. Oves je tieti nejdtlezitéj$i krmnou obilninou v hospodaistvi hlavné pro koné.
Ve sttedomotskych statech se péstuje jako plodina a ¢astecné i1 k lidské spotiebé do kasi
a miisli [4,6]. KukufFice je pfevazné vyuZivana jen jako krmivo pro dobytek, ojedinéle jako
samotna potravina ke konzumaci. Dokonce jsou zni vyrabény i oleje, také se vyuziva
pro vyrobu biodegradovatelnych plasti a proteinti v Iékatstvi [3]. RyZe je nejstarsi
obilovinou, ktera je uréena k pfimé spotiebé. Je vyjimec¢nou z energetického hlediska, protoze
pies 85 % energie tvoifi komplexni cukry. Jeji vyhodou je lehka stravitelnost, a proto je hojné
vyuzivéana pro dietni reZimy [3,4]. Proso je povazovano za jednu z nejstarSich obilovin viibec.
V naSich podminkach se proso vyuziva jako krmivo pro hospodaiska zvitata, ale v posledni

dobé je 1 hojné vyuzivanou surovinou ve zdravé a bezlepkové strave [7].
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Obrizek 1 Obiloviny: Psenice obecna (A), Jeémen jarni (B), Zito seté (C), Ryze (D), Proso (E), Kukutice (F),
Oves (G) [pfevzato z 8-14]

Obilniny obsahuji fadu pro télo dulezitych latek, ty nejdilezitéjsi jsou shrnuty
vtabulce 1 a 2. At to jsou vitaminy, mineralni latky, bilkoviny, sacharidy, lipidy
¢1 antioxidacni latky, vSechny jsou potiebné pro spravny chod lidského organismu. Pfitomné
antioxidacni latky maji antimutagenni u¢inek, snizuji oxidacni stres, pomahaji snizovat riziko
srdeénich onemocnéni a uréitych typt rakoviny [15,16]. Zito je zdravotniho hlediska
prospésné pii nadvaze a obezité, zacpe, u diabetes mellitus I. typu, u kardiovaskularnich
onemocnéni a u nddorovych onemocnéni tlustého stfeva nebo kone¢niku [17]. JeCmen
obsahuje B-glukany, které kontroluji cukrovku a snizuji hladinu cholesterolu [18]. Slupky
ovsa obsahuji latky, které maji vlastnosti kariostatik. V nékterych studiich o ovsu se diskutuje
o pozitivnim vlivu na snizovani hladiny cholesterolu a glukdzy v krvi, dokonce ma i dilezitou

roli v imunitnim systému [3,19]. Proso ma krom¢ antioxida¢nich také antiprolifera¢ni u¢inky

[20].
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Tabulka 1: Obsah bilkovin, sacharidt a lipidt v obilovinach [ptevzato z 3, 4, 17, 19, 21-26]

Obilnina Bilkoviny [%] | Sacharidy [%0] Lipidy [%0]
PSenice 14 69 2-3
Zito 9-14 78-86 2-3
Jemen 11 69 2-3
Oves 13 66 2-12
Kukufrice 9 73 5
RyzZe 9 78 2-3
Proso 11 70 4

Tabulka 1 nazorné¢ ukazuje, Zze na bilkoviny je ze zakladnich obilovin nejbohatsi
pSenice (14 g/100g) a hned za ni jsou spole¢né zito a oves. Naopak nejméné bilkovin
obsahuje kukufice spole¢né s ryzi. Nejvice sacharidi obsahuje zito (78-86 g/100g) a za nim
nasleduje hned ryze (77,9 g/100g). Zbytek obilovin ma pramérné kolem 70 g/100g sacharidd.
Na lipidy jsou obiloviny velmi chudou surovinou, az na je¢men, ktery obsahuje 70 g/100 ¢
lipida.

Tabulka 2 shrnuje celkovy obsah vitamind, mineralnich latek a antioxidantd
Vv jednotlivych obilovindch. Z vitamini jsou zastoupeny nejvice vitaminy skupiny B (B1, B2,
B3, B6). Alespon jeden z vitamind skupiny B je zastoupen v kazdé obiloving. Zito, je¢men
aoves ma jeSté¢ navic vitamin E. Kukufice obsahuje provitamin A. Z minerdlnich latek
se nejvice objevuji draslik, vapnik, hotf¢ik a zelezo. Nejbohat$i na obsah mineralnich latek je
zito. Ryze jako jedina obsahuje ve svych ¢astech fluor. Obsah antioxidac¢nich latek je ve vSech

obilovinach podobny. Zastoupeny jsou nejvice fenolové kyseliny, flavonoidy a tokoferoly.
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Tabulka 2: Obsah vitamini, mineralnich latek a antioxidantll v obilovinach [prevzato z 3, 4, 17, 19, 21-26]

Obilnina Vitaminy Mineralni latky Antioxidaéni latky
. . draslik, vapnik, zelezo, horcik, | fenolové kyseliny, karotenoidy,
PSenice B1, B6 ) )
zinek tokoferoly, flavonoidy
fenolové kyseliny, flavonoidy,
fosfor, hot¢ik, vapnik, draslik, | isoflavonoidy, lignany, stilbeny,
Zito E, vitaminy skupiny B zelezo, méd’, mangan, zinek, fytosteroly, fytostanoly,
selen alkyresorcinoly a komplexni
fenolické polymery
. : : hor¢ik, sira, sodik, draslik, B-glukany, fenolové kyseliny,
JeCmen E, vitaminy skupiny B ) i _
zinek, vapnik flavonoidy, anthocyanin
tokoferoly, B-glukany, fenolové
Oves E, B3 kiemik, fosfor, draslik, hoi¢ik ) )
kyseliny, flavonoidy, steroly
. : karotenoidy, tokoferoly, fytové
. vitaminy skupiny B, . .
Kukurice ; draslik, fosfor, hot¢ik, Zelezo kyseliny, anthokyaniny,
provitamin A .
fenolové kyseliny
. draslik, hoi¢ik, zinek, mangan, tokoferoly, tokotrienoly,
Ryze B1, B2, B3, B6 .
fluor fenolové kyseliny
Proso B1, B2, PP hottik, fosfor, Zelezo, ktemik | onolove kyseliny, flavonoidy

Vyuziti pseudoobilovin ve vyzivé Clovéka nebylo do neddvna nijak velké, nicméné
s modnimi trendy zdravé stravy a s ptibyvajicim poctem lidi trpicich neschopnosti travit lepek
jejich vyznam vzrostl. Jedna se zejména o nendro¢né plodiny, které se mohou péstovat
i ve vy$8ich nadmoiskych vyskach. Jsou jedineéné zejména diky velkému mnozstvi télu
prospésnych latek, které obsahuji. Obsahuji vysoce kvalitni bilkoviny, velké mnoZstvi Skrobu,
mineralnich latek, vitamind a bioaktivnich latek a navic neobsahuji lepek [27].

Amarant (Obrazek 2 A) neboli laskavec je nenaro¢nou plodinou, ktera lze péstovat na
pudach sniz$i kvalitou, je odolnd proti vysokym teplotdm a suchu. Jedna rostlina
vyprodukuje velké mnoZstvi semen, které jsou bohaté na bilkoviny. V porovnani
s normalnimi obilovinami je obsah bilkovin dvojnasobny. Bilkoviny jsou vysoce kvalitni
a slozenim aminokyselin pfipominaji bilkoviny Zivoc¢isného plivodu, proto by mél byt zatfazen
Vv jidelnicku vegetariand. Bilkoviny amarant maji vysoky obsah lyzinu, albuminl a sirnych
aminokyselin. Z hlediska potravinafstvi jsou u amarantu zajimavé i listy, které maji také
vysokou nutriéni hodnotu jako semena a pfipravuji se podobné¢ jako listova zelenina (napf.

Spenat). Amarant je rovnéz bohaty na vitaminy, mineralni latky a antioxidanty. Lipidy jsou
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zastoupeny z velké casti nenasycenymi mastnymi kyselinami, ale také je ptitomen skvalen.

Skvalen inhibuje nadbyte¢nou syntézu cholesterolu v téle [3].

=2 o7
3 o :
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Obrazek 2 Pseudoobiloviny: amarant (A), quinoa (B) [pfevzato z 28, 29]

Quinoa (Obrazek 2 B) neboli merlik chilsky je péstovan pro sva semena, ktera jsou
podobnd prosu, a také pro listy, ze kterych jsou ptipravovany salaty. Semena merliku maji
vysokou nutri¢ni hodnotu. Obsah bilkovin je velky, aminokyselinové slozeni je velice pestré
a bohaté. Lyzinu obsahuje vice nez dvojnasobné mnozstvi oproti klasickym obilovinam.
Vyznamny je i obsah sirnych aminokyselin (arginin a histidin). Lipidy obsahuji zejména
nenasycené¢ mastné kyseliny. Obsah mineralnich latek, vitamini a antioxidantli je u merliku
také vyznamny [3,27].

Pohanka je stézejni surovinou pro vyrobu raw susenek v experimentalni ¢asti, byla ji
proto vénovana cela nasledujici kapitola 1.2.

V tabulce 3 jsou zobrazeny udaje o obsahu bilkovin, sacharidl a lipidi u amarantu,
quinoi a pohanky. Tabulka 4 obsahuje informace o pfitomnych vitaminech, mineralnich

latkach a antioxidantech v quinoe, amarantu a pohance.

Tabulka 3: Obsah bilkovin, sacharid a tukii v pseudoobilovinach [4,27]

Pseudoobiloviny Bilkoviny [%] Sacharidy [%0] Lipidy [%]
Quinoa 11-17 60-75 4-9
Amarant 13-18 58-69 7-8
Pohanka 12 73 4
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Z tabulky 3 je patrné, ze nejvétsi obsah bilkovin z trojice pseudoobilovin ma amarant
spole¢né s quinoou. Obsah sacharidi je u vSech podobny, ale nejvice jich ma quinoa.
Na lipidy je nejvice bohatd quinoa spolecné s amarantem.

V porovnani s klasickymi obilovinami maji pseudoobiloviny primérné vyssi obsah
bilkovin. Obsah sacharidi je u obilovin a pseudoobilovin rizny. Nejméné sacharidii vSak
obsahuje amarant a quinoa. Pohanka je z hlediska obsahu sacharidii primérna v porovnani
s béznymi obilninami. V obsahu lipidt se klasické obiloviny a pseudoobiloviny lisi. Zatimco
u klasickych obilovin je obsah lipidl vétSinou nizky (kromé ovsa), kolem 2-3%. Obsah lipida

u pseudoobilovin je vice jak dvojnasobny.

Tabulka 4: Ptehled vitamint, mineralnich latek a antioxidanti ptitomnych v quinoe, amarantu, pohance [3,4,27]

Obilnina Vitaminy Mineralni latky Antioxidaéni latky
. . . fosfor, draslik, hoicik, fenolové kyseliny,
Quinoa E, vitaminy skupiny B ;
vapnik flavonoidy

fenolové kyseliny,
) ) fosfor, draslik, vapnik, .
Amarant C, vitaminy skupiny B flavonoidy, skvalen,
hot¢ik, Zelezo, sodik

taniny
draslik, fosfor, horcik, fenolové kyseliny,
Pohanka E, vitaminy skupiny B zelezo, zinek, méd’, flavony, flavonoidy,
mangan, vapnik fytosteroly, fagopyriny
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Vitaminy pfitomné v klasickych obilovinach i pseudoobilovinach jsou hodné podobné,
U vSech jsou pfitomny vitaminy skupiny B a vétSinou i vitamin E. Amarant navic jesté
obsahuje vitamin C. Co se mineralnich latek tyce, jsou povétSinou piitomny fosfor, draslik,

hoi¢ik, zelezo a vapnik. Vyskyt antioxidantd jsou vSech pseudoobilovin a obilovin podobny.

2.2. Pohanka

Tato jednoro¢ni dvoudélozna rostlina pochazi ze stiedni a severni Asie. Ve 13. stoleti
se dostala do Evropy. Nejvétsi rozmach jejiho péstovani byl na nasem tizemi v 16. stoleti.
Podle botanického hlediska jsou po celém svété nejznaméjsi dva druhy a to pohanka obecna
neboli seta (Fagopyrum esculentum Moench) a pohanka tatarska (Fagopyrum tataricum),
ktera je méné naro¢nou rostlinou, a proto muze byt péstovana i v horskych oblastech s chudsi
pudou. Oba druhy jsou si velice ptibuzné, ale nasly by se malé rozdily mezi jejich anatomii
listt a kvétn [30,31].

Pohanka (Obrazek 3) se dorusta 60 az 70 cm. Ma vzpiimené hladké stonky, listy jsou
jednoduché do tvaru srdce. Dolni listy jsou fapikaté a dolni ptisedlé. Kvéty pohanky jsou bilé

nebo rizové barvy a jsou uspoiadany do kalichu [27].

Obrazek 3 Pohanka seta [pievzato z 33]
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Plodem této rostliny je jednosemenna trojboka nazka (Obrazek 4). Trup je Cerny
a pokryva svétle zelené az bil¢ jadro. Trup nazky ma vétsi hustotu nez voda a proto lze z jadra

dobfte odstranit [32].

a Endosperm

Hull
cTesta

d Aleurone # Cotyledons

Obrazek 4 Anatomie nazky pohanky: endosperm (a), trup (b), testa - osemeni (c), aleuronova vrstva (d), dé€lozni
listek (e) [prevzato z 27]

Pohanka ma Siroké vyuzité zejména v potravinaistvi, kde je zpracovana na mouku
¢i krupici. Dale se z téchto surovin vyrabéji riizné druhy téstovin, které jsou oblibené v hlavné
v Japonsku, Ciné ¢&i Italii. Kromé téstovin se z pohanky vyrabi zeleny pohankovy &aj,

pohankové kli¢ky, pohankovy ocet ¢i pivo [34].

2.2.1. Sacharidy

Celkovy obsah sacharidi v pohance je 68-73 %. Skrob zaujima 55 % pohankové
nazky a tim je nejen nejvice zastoupenou slozkou ze sacharidi, ale také v nazce viubec. Jeho
zastoupeni zavisi na druhu pohanky. Skrob se uklada v endospermu zrna a plni zde zasobni
funkci. Odtud si rostlina bere energii pro sviij dalsi rist. Skrob se sklad4 ze dvou polymeri,
amylozy a amylopektinu. Amyldza je ve Skrobu obsaZena z 18,7-47 %. Obsah amylozy muze
mat vliv na bobtnavost a rozpustnost pohankového Skrobu. Obsah amylopektinu zase
ovliviiuje viskozitu a tim Zelatinizaéni vlastnosti [27,35].

Rozpustné sacharidy jsou ptitomny v nazce pohanky okolo 2 %. Jedna se zejména
0 ramnosu, fruktozu, glukézu, sacharézu, maltdzu a rafinbzu. Nejvice je v zrnu zastoupena
sachar6za a rafin6za. Rozpustné sacharidy jsou spolecné s fagopyritoly koncentrovany
v embryu. Neskrobové polysacharidy (polysacharidy celulézy a necelulozové) jsou nejvice

obsazeny v tkanich s tlust§imi bunéénymi sténami [35-37].
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2.2.2. Bilkoviny

Obsah bilkovin v pohance se pohybuje okolo 12 %, avsak bylo zjisténo, ze tento udaj
je ovlivnén druhem pohanky, prostiedim, ve kterém se rostlina nachazi a také zptisobem
hnojeni. V jednotlivych ¢astech zrna se mnozstvi bilkovin li§i. Ve vnitinich ¢astech zrna je
zastoupeni bilkovin pouhych 1-2 %, naopak ve vnéjsich castech je to az 40 % [27]. Bilkoviny
V pohance jsou velice kvalitni. Slozeni aminokyselin je v pohance vyvazené na rozdil od
jinych plodin. Vyzivova hodnota je mnohem vyss$i nez u klasickych obilovin [33].

V porovnani s Klasickymi obilninami obsahuje pohanka velmi malo nebo zadné
mnozstvi prolaminu. Tato bilkovina je slozena z kyseliny glutamové a prolinu, mnoZstvi
téchto aminokyselin je proto v pohance velice nizké. Dale pohanka obsahuje vysoké procento
glutamové kyseliny 18,6 %. Aspartové kyseliny obsahuje 11,3 %, argininu 9,7 %, lysinu
6,1 %, prolinu 3,9 % [38].

Bilkoviny se dé€li podle rozpustnosti do nékolika skupin. Prvni skupinou jsou
globuliny, které jsou rozpustné ve vodnych solnych roztocich, jako je chlorid sodny. Druhou
skupinu tvofi albuminy, které jsou extrahovatelné ve vod¢. Treti skupina zahrnuje prolaminy,
které jsou rozpustné ve vodnych roztocich alkoholu (60% etanolu). A posledni skupinou jsou
gluteliny, které jsou cCasteéné rozpustné ve ziedénych kyselinach ¢i zasadach [31].
V pohankovém zrnu jsou nejvice zastoupeny albuminy a globuliny. Obsah prolamint
a glutelinh je hodné nizky. Naopak tyto dvé bilkovinné skupiny jsou nejrozsifenéjSimi
u pSenice, kde tvofi lepek. MnozZstvi a pomér jednotlivych frakci se méni dle druhu pohanky
[31,36].

Albuminy zaujimaji z celkového obsahu pfitomnych bilkovin okolo 25 %. V pohance
je nejbéznéjsi albumin se sedimenta¢nim koeficientem 2S. DEli se na dvé skupiny. Prvni
skupina ma MW mezi 8-12 kDa a druha blizko 16 kDa. Vazba mezi proteiny neni
disulfidického charakteru [31].

Globuliny jsou nejvice zastoupenou skupinou proteinii v zrnu pohanky, 64,5 %.
(MW) a rtznymi sedimentacnimi koeficienty. Jednou podskupinou jsou 13S globuliny,
jejichz MW je 28 kDa. V pohance je ptiblizné 33 % téchto globulinii a jsou hlavnim
zasobnim proteinem. 13S globuliny maji hexamerickou strukturu, ktera se sklada z kyselych
a bazickych polypeptidi vazanych disulfidickymi vazbami. Tato struktura je podobna

pro vsechny proteiny uchovavajici legumin. Struktura 13S globulinu je slozena z a, b a ¢
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polypeptidi. Jednotlivé rozmezi jejich MW je ptiblizné 55-60, 32-44 a 16-29 kDa. Druhou
podskupinu tvoii 8S globuliny, ktery jsou mensi, s MW 57-58 kDa. Strukturné jsou 8S
globuliny trimery a zaujima piiblizné¢ 7 % z celkového mnozstvi proteinit v zrnu pohanky.
Jsou to proteiny podobné vicilinu [36,38].

Prolaminy se u vSech cerealii vyskytuji v nizkych koncentracich. V jedné ze studii
byly prolaminy déleny pomoci elektroforézy v polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfatem
sodnym (SDS-PAGE). Tento typ elektroforézy je vyhradné vyuzivan pro separaci bilkovin.
Dodecylsulfat sodny je anionaktivnim detergentem a nese velky naboj, ktery vyrovnava
nabojové rozdily bilkovin. Nésledné mohou byt bilkoviny déleny pouze na zaklad¢ jejich
velikosti. Separaci byly odd¢leny prolaminy s MW 10-28 kDa. V dalsi studii byl prolamin
rozdélen do péti dvourozmérnych SDS-PAGE casti s proteiny o MW okolo 50 kDa, 39 kDa,
32 kDa, 31-59 kDa a 22 kDa [31].

Gluteliny jsou posledni skupinou a zaujimaji piiblizné 4 % z celkového obsahu
proteinii. Skladba glutelinti se znacné liSi v jednotlivych druzich pohanky. VétSinou jsou
gluteliny sloZeny z tfi az péti podjednotek, které jsou spojeny disulfidickymi vazbami. Jejich
MW se pohybuje mezi 43-66 kDa [31].

2.2.3. Vitaminy a mineralni latky

Pohanka obsahuje velké mnozstvi vitamini. Nazky pohanky jsou dilezitym zdrojem
vitaminu B1 (thiamin), kterého obsahuji 3,3 mg/kg. Vitamin B2 (riboflavin) se vyskytuje
v mnozstvi 10,6 mg/kg, B3 (niacin) se nachazi v koncentraci 18 mg/kg, B5 neboli kyselina
listova se vyskytuje v mnozstvi 11 mg/kg a vitamin B6 (pyridoxin) se vyskytuje v mnozstvi
1,5 mg/kg. V pohankovych vyhoncich mizeme pak najit kromé¢ vitaminu Bl a B6 také
vitamin C (kyselinu askorbovou) [3,15].

V porovndni s béZnymi obilninami obsahuje podobné zastoupeni vitamint skupiny B.
Na rozdil tfeba od zita, jeémene ¢i ovsa neobsahuje vitamin E. Naopak pohanka, jako jedina
ze vsech obilovin, obsahuje vitamin C.

Krom¢ vitamini obsahuji i fadu prvki, které jsou dulezité pro spravny chod
organismu. Mineralni latky se hromadi v embryu zrna, v semenech a trupu. Pohanka tatarska
obsahuje vice minerdlnich latek neZ pohanka setd. Nejvice zastoupenymi prvky jsou draslik,
fosfor, hotcik, Zelezo, zinek, méd’, mangan ¢i vapnik. Ve stopovém mnozstvi obsahuje zelezo,
selen, méd’, mangan a zinek. Pohankovd mouka obsahuje pfiblizn¢ 400 mg/100 g hot¢iku,

drasliku a fosforu, 12 mg/100 g vapniku, 3 mg/100 g zeleza a zinku, 1,5 mg/100 g manganu

21



a 0,5 mg/100 g médi. Zastoupeni mineralnich latek je podobné jako u béznych obilovin

[5, 35,36].
2.2.4. Lipidy

Lipidy tvoii pfiblizné 4 % pohankové nazky. Nejvice se jich nachazi v embryu (11 %),
kde slouzi k vyzivé zarodku. Nejméné je lipidi v obalovych castech (1 %). Hlavni slozkou
neutralni lipidové frakce jsou triacylglyceridy, které zaujimaji vice jak dvé tretiny z celkového
mnozstvi lipida. Fosfolipidy jsou zastoupeny z 10 % a glykolipidy jsou obsazeny z 5 %.
Z mastnych kyselin jsou vice zastoupeny nenasycené mastné kyseliny a to z 80 %, oproti
20 % nasycenych mastnych kyseliny. Nejvice zastoupenymi nenasycenymi Kyselinami jsou
kyselina olejova, linolova a linolenova. U nasycenych mastnych kyselin tvoii pfevaznou ¢ast

kyselina palmitova [35,36].

2.2.5. Antioxidanty pohanky

Obsah fenolickych latek a jejich distribuce v pomleté pohance zavisi na odrudé
pohanky, na podminkach péstovani, na Zivotnim prostfedi, podminkach mleti a rafinace zrna.
Vsechny tyto aspekty ovliviiuji 1 antioxidacni aktivitu. VétSina obilovin ma fenolické latky
vazané na bunécnou sténu jednotlivych bun¢k trupu zrna. Nicméné pohanka obsahuje vétSinu
fenolickych latek ve volné formé, a ty jsou distribuovany v celém objemu zrna [38].
Antioxidanty v pohance zahrnuji hned tfi podskupiny bioaktivnich latek, a to fenolové
kyseliny, flavonoidy a tokoferoly. Pohanka obsahuje dvakrat az pétkrat vice antioxidacnich
latek nez oves nebo je¢men [27].

Flavonoidy jsou polyfenolycké latky, které jsou sekundarnimi metabolity rostlin.
Mohou ovliviiovat organoleptické vlastnosti jidel. Podle vyzkumi obsahuje vyssi podil
flavonoidl pohanka tatarska nez seta. Rutin je nejvice zastoupenym flavonoidem v pohance
a je i z hlediska antioxida¢ni ochrany lidského organismu nejvyznamnéj$im. Z pseudocerealii
je pohanka jedind, ktera rutin obsahuje a jeSté v takovém mnoZstvi. Jeho obsah se lisi
Vv riznych c¢astech rostliny. Nejvétsi obsah rutinu je v kvétenstvi (12 % vztaZeno k suSing),
Vv hornich listech je obsazen z 8-10 % a ve stoncich je pfitomno pouhych 0,4-1 % [27, 32,35].
Dalsimi vyznamnymi flavonoidy v pohance jsou orientin, vitexin, kvercetin, isovitexin
a isoorientin, isokvercitrin, kvercitrin, katechin, epikatechin, hyperin, luteolin [34,35].

Pritomné fenolické kyseliny také svou mérou pfispivaji k antioxidaéni aktivité.

V semenech se vyskytuji hlavné kyseliny ferulova, protokatechova a p-hydroxybenzoova,

22



ale byly detekovany i kyseliny p-kumarova, galova, kavova, vanilova ¢i syringova.

V kvétenstvi byly nalezeny kyselina chlorogenova, p- anisolova a salicylova [40].

2.2.6. Terapeutické ucinky

Jak jiz bylo zminéno vyse, tato rostlina obsahuje fadu latek, které maji pozitivni
vyznam na lidsky organismus. At je to vysoky obsah kvalitnich bilkovin, obsah vlakniny,
velkého poctu mineralnich latek, vitaminl, vice nenasycenych mastnych kyselin, cholinu
¢i antioxidantd. Kazda ztéchto latek ma svou ulohu v organismu a svym zpusobem mu
pomaha.

Avsak nejvétsi kredit je prisuzovan flavonoidu rutinu, ktery ma zna¢ny vliv na zdravi
Clovéka. Rutin zvySuje vaskuldrni permeabilitu, posiluje stény cév, inhibuje hyaluronidazu,
zvySuje obranyschopnost organismu, ma protizanétlivé a antioxidacni Uc¢inky. Dale je
vyuzivan pii 1é€bé kieCovych zil, alergii, hemoragii, hemeroidi, bércovych viedi
¢i hypertenzi. Nazky jsou zodpovédné za snizovani cholesterolu, pfi stfevnich potizich
a k detoxikaci organismu. ProtoZe pohanka neobsahuje lepek je vhodna ke konzumaci celiaky

[41,42].

2.3. Antioxidanty

Jsou to slouceniny, které mohou zabranit biomolekuldm (proteiny, nukleové kyseliny,
lipidy, sacharidy), aby byly poskozeny volnymi radikaly. Mezi tyto latky patii syntetické
a ptirodni antioxidanty. Zejména o ty piirodni je v dneSni dob¢ velky zajem. Mezi piirodni
antioxidanty se fadi n¢které vitaminy (vitamin C a E), byliny a kofeni (rozmaryn, tymian,
oregano, Salv¢j, bazalka, pepf, hiebiCek a dal$i) a rostlinné extrakty. Jak syntetické, tak
ptirodni antioxidanty piispivaji ke snizeni obsahu volnych radikald, které mohou byt pro télo
nebezpecné. Pfirodni antioxidanty jsou latky pfitomné v tkanich rostlin, kde vznikly jako
jejich ochrana pted neustalym piisobenim volnych radikali. Rostlinné tkdn€ jsou neustéle
vystavovany UV zafeni, a proto si vytvofili ur€ité systémy, které je pred nimi ochrani.
[43,44].

Volné radikaly jsou antioxidanty inhibovadny a zpomaluji tim autooxidaci nebo
prerusuji Sifeni volnych radikalt jednim, ale kolikrat i vice nésledujicimi zplsoby. Nekteré

......

zajisti, ze volné radikaly se nestanou reaktivnimi a tudiz nejsou schopny rozkladat peroxidy
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lipidd. Dalsi zhasi kyslikovy radikal, coz je prevenci pted tvorbou peroxidi. A jednim
Z poslednich mechanismii je pferuseni autooxidacni Tfetézové reakce nebo sniZeni
lokalizovanych koncentraci kysliku [43].

Nejvice ucinnymi antioxidanty jsou ty, které prerusuji fetézovou reakci s Volnymi
radikély. Tyto antioxidanty ve struktufe obsahuji aromatické nebo fenolové jadro. Stanou se
pak donorem vodikového radikalu, ktery reaguje se vzniklymi volnymi radikaly béhem
oxidace, a samy se stanou radikaly (Rovnice 1). Timto zptisobem pracuje vét$ina antioxidantd

ziskanych z rostlinnych vytazka [43].
R+ ArOH —» RH + ArO- 1)

Rostlinné antioxida¢ni latky se rozliSuji do Ctyf zakladnich skupin. Prvni skupinou
jsou flavonoidy, druhou jsou fenolové kyseliny, tteti jsou fenolické diterpeny a posledni jsou
tékavé oleje. Mechanismem pisobeni fenolovych kyselin je zachyceni volného radikélu.
Flavonoidy maji stejny mechanismus ptsobeni jako fenolové kyseliny a jest¢ navic mohou
chelatovat ionty kovt, ty nasledné zpusobi, ze se radikal nestane aktivnim [43].

Zakladni strukturou flavonoidl je flavonové jadro, které je znazornéna na Obrazku 5.
Schopnost zachytavat volné radikaly zavisi na po¢tu a umisténi—OH skupin na flavonovém
jadfe. Cim vice hydroxylovych skupin je piitomno na zakladnim skeletu, tim je antioxidant
ucinnéj$i. Mezi nejznaméjsi zastupce ftadime epikatechin, katechin, kvercetin, rutin,

epikatechin gallat, epigallokatechin gallat [43].

Obrazek 5 Flavonové jadro

Fenolové kyseliny jsou derivaty kyseliny benzoové a skoticové, jejichz struktury jsou
na obrazku 6. Zakladni skelet je stejny, ale poloha a pocet hydroxylovych skupin se 1i8i. Jako
fenolové kyseliny jsou Casto oznacovany i aldehydové analogy jako naptiklad vanilin. Témér
ve vSech rostlindch jsou pfitomny kyselina p-kumarova, kavova, vanilova, ferulova

a protokatechova. Naopak jsou kyseliny, které se vyskytuji pouze u urcitych druhti a jsou pro
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dané rostliny charakteristické (kyselina gentisova — hotec zluty nebo kakao, syringova —
kakao). Fenolové kyseliny jsou rozptyleny v celém téle rostliny. Jen mala ¢ast fenolovych
kyseliny se v rostliné vyskytuje jako volnd, vétsinou jsou vazané ve formé esteru, etheru a
dalsich sloucenin. Tato strukturni variabilita je jeden z hlavnich divodu, pro¢ neni analyza
fenolovych kyselin upln¢€ snadna. Dalsi piekazkou jsou ristové podminky a teplota, které maji

vliv na obsah kyselin v rostlin¢ [46,47].

OH

O

Obrazek 6 Chemicka struktura: kyseliny benzoové A, kyseliny skoficové B

V nasledujicich podkapitolach budou podrobnéji popsany vybrané antioxidanty, které
jsou zaroven stanovovany i v experimentalni casti. Bylo vybrano pét flavonoidda (rutin,
kvercetin, epikatechin, katechin, myricetin) a devét fenolovych kyselin (ferulova,
chlorogenova, protokatechova, syringova, kavova, vanilova, sinapova, p-kumarova, galova),

které v pohance pievazuji.

2.3.1. Rutin

Tento flavonoid je znam pod strukturnim nazvem jako kvercetin 3-rutinosid, nékdy je
také oznaCovan jako vitamin P. Chemicky je rutin glykosidem, ktery obsahuje flavonolicky
aglykon kvercetinu s disacharidovou rutindzou (Obrazek 7A). Nazev rutin pochazi z nazvu
rostliny Ruta graveolens neboli routa vonna, ve které byla tato latka poprvé identifikovana.
[48,49].

W
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Obrazek 7 Chemicky vzorec rutinu(A), kvercetinu(B), myricetinu(C)

Je pritomen ve vice jak 70 druzich rostlin, ale i ovoci a zelenin€. Nejvétsi obsah
ptirodniho rutinu je v pohance. Je syntetizovan rostlinami jako sekundarni metabolit, ktery
chrani rostliny pted ultrafialovym zafenim a proti chorobam. Jeho jedinou nevyhodou je
Spatnd biologicka dostupnost, protoze je velice malo rozpustny ve vodé, je nestabilni a je
omezen¢ propoustén membranami [32,48].

Ze zdravotniho hlediska je téméf univerzalnim Iékem. Mnoho studii se zabyvalo jeho
pozitivnimi U€inky na lidsky organismus. Ma neuroprotektivni U€inky, jeho U€inky mayji
i ur¢ity vliv na boj s Alzheimerovou chorobou, je selektivnim a netoxickym modulatorem
u hypercholesterolemie, antioxida¢ni G¢inky jsou asi nejznaméjSimi, takeé posiluje stény cév,
znami jsou 1 jeho protirakovinné u¢inky u nékterych druht rakovin a vyznamnymi jsou 1 jeho

antivirové a antibakterialni G¢inky [49].

2.3.2. Kvercetin

Kvercetin je dalSim zastupcem flavonoidii rostlin.  Jeho strukturni nazev je
3,3',4',5,7-pentahydroxyflavanon. Chemicky se jedna o aglykon a nema ve struktufe vazany
cukr (Obrazek 7B). Nazev vznikl z latinského terminu quercentum, coz Vv piekladu znamena
dubovy les.

Tento antioxidant je pfitomny V Cerveném viné€, cibuli, zeleném caji, jablkach,
bobulich, hroznech, rajcatech, Cerveném grepu, citrusovém ovoci, brokolici, dalsi listnaté
zelening a také v mnoha rostlinach.

Predpoklada se, ze ma mnoho pozitivnich u€inki na lidsky organismus. Stabilizuje
propustnost bunécné membrany, inhibuje agregaci krevnich desti¢ek a podporuje funkci
endotelu, tim, Ze umoziuje rychlou dopravu oxidu dusnatého a néaslednou vazodilataci. Ma
antihistaminové U¢inky, ochraiiuje pted oxida¢nim stresem a pozitivni Ucinek byl potvrzen

i U kardiovaskularnich onemocnéni [50-52].

2.3.3. Myricetin

Tento flavonoid, jehoz strukturni nazev je 3,3',4',5,5',7-hexahydroxyflavon, je vétSinou
vazany na cukr. Ve volné formé se vyskytuje ziidka. Zakladem jeho struktury je flavonové
jadro, na kterém je navazano Sest hydroxylovych skupin (Obrazek 7C). Na myricetin je

bohata zelenina, ovoce, ofechy, bobule, ¢aje a vino.
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Vykazuje protizanétlivé, protirakovinné, antivirové, antihyperglykemické a silné
antioxidacni ucinky. Pfi vyzkumech bylo zjisténo, ze ma pozitivni ucinek pii zanétlivych

koznich onemocnénich [53,54].

2.3.1. Katechin a epikatechin

Katechin a epikatechin patfi do skupiny flavonoidl, konkrétné do podskupiny
flavanolu. Zakladnim skeletem téchto izomeru je flavonové jadro, li$i se vSak v prostorovém

uspofadani (Obrazek 8). Jsou nejhojnéji se vyskytujicimi se polyfenoly v potravinach.

o
H™ e

Obrazek 8 Chemicky vzorec katechin (A), epikatechin (B)

Vyskytuji se Vv rostlinaich, ovoci (jablka, borivky, angrest, hroznové vino, kiwi,
jahody), zeleny a Cerny ¢aj, Cervené vino, pivo, kakao, Cokolada. V ovoci katechiny
predstavuji az 85 % celkového obsahu polyfenolii. Katechiny podléhaji tepelnému oSetteni,

proto jsou ¢asto spojeny s negativnimi zménami kvality potravin [55,56].

2.3.2. Ferulova kyselina

Strukturnim  nazvem  kyselina  4-hydroxy-3-methoxyskoficova  je  jednou
z nejznamgjSich fenolovych kyselin. Chemicky se jednd o derivat kyseliny skoficové

(Obrazek 9A).
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Obrazek 9 Chemicky vzorec kyseliny ferulové(A), chlorogenové(B), protokatechové(C)

Je obsazena zejména v obilninach, rajCatech, citrusovém ovoci, zelenin€. V obilninach
se vyskytuje ve vné&jsi vrstvé obilného zrna a u rostlin je lokalizovana v bunééné sténé.

Jeji terapeutické ucinky uz jsou dlouho vyuzivany v ¢inské medicin€. Je silnym
antioxidantem, snizuje aktivitu cholesterolu, je vyuzivana k 1€¢b¢ trombdzy a arterosklerozy,

ma antivirové a antibakterialni ucinky [57-59].

2.3.3. Chlorogenova kyselina

Kyselina chlorogenova také dle strukturniho ndzvu kyselina 5-kafeoylchinova je
jednou z dalsich fenolovych kyselin, ktera je pfirozené se vyskytujicim rostlinnym
antioxidantem. Chemicky se jedna o ester kyseliny kavové a chinové (Obazek 9B).

Vyskytuje se Vv jablcich, hruskach, tfe$nich, v kavé a celé fad¢ rostlin. Je vyuzivana
Vv ¢inské medicin€. Ma mnoho izomera. Je tepelné labilni a proto miize pii zpracovani surovin
dojit k jejim strukturalnim zménam, které mohou ovlivnit kvalitu potraviny.

Kyselina chlorogenova je velice bioaktivni slouceninou, kterda ma antibakteridlni,
antioxidacni, antivirové a protirakovinné Ucinky. Dokonce mé inhibi¢ni ucCinky
na karcinogenezi tlustého stfeva, jater a jazyku. V nékterych studiich se piSe o pozitivnich

ucincich proti HIV [60-63].
2.3.4. Protokatechova kyselina

Kyselina protokatechova neboli kyselina 3,4-dyhydroxybenzoova je dal§im zastupcem
fenolovych kyselin (Obrazek 9C). Je pfitomna v zelening, ovoci a n¢kterych rostlinach jako
jsou naptiklad olivy, ibisek sudansky, gumojilm jilmovy, bilé hroznové vino ¢i kalamantin.

Jako vétSina pfirodni antioxidantl mé pozitivni G¢inky na organismus. Plisobi antioxida¢né,
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antibakteridlné, antimutagenné, antihyperglykemicky a byly zaznamendny i preventivni

ucinky u kardiovaskularnich onemocnéni [64,65].

2.3.5. Syringova kyselina

Syringova kyselina je také zndma pod strukturnim nazvem jako kyselina
4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzoova (Obrazek 10A). Je ptitomna v obilovinach, v houb¢ zvané
Houzevnatec jedly, ktera je znama také pod nazvem Siitake, Herba dendrobii (druh
orchideje), v listech rostliny zvané galgan. | tato fenolicka kyselina ma mnoho ptiznivych
ucinkti pro zdravi organismu. Miize potlacit jaterni fibrozu pti chronickém poskozeni jater,

ma antibakterialni, antioxidac¢ni ¢i protizanétlivé ucinky [66,67].

O
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Obrazek 10 Chemicky vzorec kyseliny syringové(A), sinapové(B), galové(C)

2.3.6. Sinapova kyselina

Sinapova kyselina je derivatem kyseliny skoficové. Strukturnim nazvem
3-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyfenyl)prop-2-enova kyselina je kyselina, ktera patii mezi
4 nejrozsitenéjsi  kyseliny v rostlinach, které jsou odvozené od kyseliny skoficové
(Obrazek 10B). Je zastoupena zejména v u rostlin brukvovitych (hot¢ice). Dale je obsazena
Vv ovoci, zelenin€ (fedkvicky), obilninach a koteni.

Jeji terapeutické Uc€inky jsou stejné jako u ostatnich antioxidantli. Nejvice se projevuji
kyseliny sinapové byly prokazdny u rakovinnych onemocnéni, kardiovaskularnich chorob

¢i neurodegenerativnich poruch [68].
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2.3.7. Kyselina galova

Kyselina galova se fadi mezi jednu z fenolickych kyselin, jejiz strukturni nazev je
kyselina 3,4,5-trihydroxybenzoova (Obrazek 10C). Jeji vyuziti neni pouze v potravinaiském
primyslu jako antioxidant, ale je vyuzivana jako zdroj materialu pro inkousty a barvy,
v kosmetice a ve farmaceutickém pramyslu.

Vyskytuje se zejména v rostlinach, ofesich, Cerveném ving, zeleném caji, ovoci a jeji
derivaty jsou obsazeny ve zloutcich, dubové kize ¢i kotfeni. Jako jeden z antioxidantl
zabrafuje antioxida¢nimu stresu. Jsou znamy 1 jeji antivirové, antimikrobidlni, protialergicke

a protinadorové ucinky na lidsky organismus [69,70].

2.3.8. Kyseliny p-kumarova

Kyselina p-kumarova je nékdy nazyvana jako parakumarova kyselina a je jednou
z derivati kyseliny skoficové. Jeji strukturni nazev je (E)-3-(4-hydroxyfenyl)prop-2-enova
kyselina (Obrazek 11A). Dalsi z fenolovych kyseliny, ktera je obsazena ve vétSiné jedlych
rostlin, araSidech, zelenin¢ (rajéata, mrkev, cCesnek), ovoci (jablka, hrusky, hrozny,

pomerance), obilovinach, houbach a ve viné.
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Obrazek 11 Chemicky vzorec kyseliny p-kumarové (A), vanilové (B), kavové (C)
Bylo zjisténo, Ze podobné jako flavonoidy ma ptiznivé G€inky pii lécbé Parkinsonovy
choroby. Mohla by byt vyuzivdna pfi [écbé jaternich onemocnéni, arterosklerézy a srde¢nich

onemocnénich. Kromé typickych 0¢inkli antioxidantli, pomahd u poSkozeni oc¢ni tkané,

poranéni neuront a ptisobi protiviedové [71, 72].
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2.3.9. Kyselina vanilova

Kyselina vanilova, ktera je vyuZivana nejen v potravinafstvi ale i ve farmacii
¢i parfumerii, je pfirozené¢ ziskavana z rostlin. Je odvozena od kyseliny benzoové a jeji
strukturni nazev je kyselina 4-hydroxy-3-methoxybenzoova (Obrazek 11B). Casto je
vyuzivana v tradi¢ni ¢inské mediciné. Obsazena je hlavné Vv rostlinach a ovoci.

Vyzkumy prokazaly jeji pozitivni u¢inek u kardiovaskularnich, gastrointestinalnich

-----

ucinky u akutnich zanétlivych stavi [73-75].

2.3.10. Kyselina kavova

Kyselina kavova je znamym zastupcem fenolickych kyselin. Je jednou z derivatt
kyseliny skoficové a jeji systematicky nazev je Kyselina 3-(3,4-dihydroxyfenyl)-2-propenova
(Obrazek 11C). Je obsazena v rostlinach, ovoci, zelening, ¢aji a viné Znama je pro své

antioxidacni, protizanétlivé, protinadorové, imunologické a neuroprotektivni G¢inky [76,77].

2.4. Raw potraviny

Raw potraviny nebo raw strava jsou posledni dobou jednim z modernich stravovacich
trendd a je o n¢ stale vétsi a vetsi zdjem. Zakladem raw stravy je tepelnd prava potravin
do 42 °C, protoze vyssi teplota degraduje pfitomné latky, které jsou télu prospésné. Nici se
tim jak nutricni hodnoty, tak i enzymatickd aktivita. Zdkladem raw stravy jsou ofechy,
seminka, zelenina, ovoce, lusténiny, obiloviny, rostlinna mléka ¢i fasy [78].

Mnoho studii se zabyva vlivem raw stravy na zdravi ¢lovéka, prevenci pred n¢kterymi
onemocnénimi €i zlepSenim stavu jiz nemocnych. Pozitivnich vysledkli bylo pozorovano pfti
1é¢bé chronickych onemocnéni, jako jsou rakovina, diabetes nebo srde¢nich chorob. Dalsi
pozitiva byla pozorovédna z hlediska nutri¢niho, konkrétné se jednalo o antioxidanty, které
nejsou vysokou teplotou degradovany. Studie prokazaly, ze lidé konzumujici ve stravé vice
syrovych potravin, je u nich snizen vyskyt nékterych typt rakovin. Byla pozorovana zvysena
uéinnost imunitniho systému a snizeny vyskyt zanétu v organismu, pokles vysokého krevniho
tlaku pfi revmatoidni artritidé, snizeni hladiny cholesterolu a zvySeni hladiny homocysteinu
[79].
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Naopak jiné studie se zamétily na negativni vlivy tohoto zpusobu stravovani. Bylo
zjiSténo, ze pti dlouhodobé konzumaci studenych potravin, mize dojit k zazivacim potizim.

Pfi nadmérném piijmu ovocnych kyselin mize dojit k poskozeni zubni skloviny [79].

2.5. Ptiprava vzorku pted analyzou

vzorku az po samotné vysledky. Fenolické slouceniny existuji v obilovinach jak ve volnych,
tak vazanych formach. Fenolové kyseliny se vyskytuji jak ve volné formé, tak vazany
na estery, glykosidy nebo do komplexti. Aby mohly byt stanoveny, je nutné jejich vyvazani
z téchto vazeb. Pokud jsou fenolové kyseliny volné nebo jsou vazany na estery ¢i glykosid, je
mozné je extrahovat vodné-organickymi rozpoustédly. Zcela jina situace je u vazanych
fenolovych kyseliny, protoZe jsou vazany do polymeri bunécné stény a jsou nerozpustné.
V tomto piipadé je nutnd hydrolyza, ktera tyto vazby ptrerusi. Flavonoidy jsou piitomny
Vv obilovindch rovnéz ve volné nebo vazané forme. Vazané jsou vétSinou na glykosidy.

Volba podminek hydrolyzy by méla byt takova, aby bylo ziskdno nejvyssi mnozstvi
volnych fenolickych latek. Fenolické latky mohou byt uvolnény z vazeb hydrolyzou kyselou,
alkalickou nebo enzymatickou. Dalsi moznosti je kombinace vySe uvedenych hydrolyz,
napiiklad alkalické a nasledné¢ kyselé nebo alkalické a enzymatické. Fenolické latky jsou
obsazeny v obilovinadch v nizkych koncentracich, a proto po hydrolyze vétSinou nasleduje
extrakce. Ta zajisti zakoncentrovani fenolickych latek v co nejvy$Sim mmnozstvi a jejich
naslednou detekci po separaci [80,81].

Postupy ptipravy vzorka pro analyzu fenolickych kyselin se mohou znacné liSit.
Nekteré vzorky lze zpracovat velice jednoduse s nékolika malo mezikroky, ale nékteré
postupy zpracovani jsou slozitéjsi a vyzaduji hydrolyzu a naslednou extrakci stanovovanych
latek. Vzhledem k pestrosti sloZeni fenolickych latek neexistuje univerzalni postup ptipravy
vzorku a je proto nutné zvolit optimalni postup individualné pro kazdy typ vzorku. Nejbéznéji

popsané postupy piipravy vzorkl fenolickych kyselin zahrnuji dva a vice kroku [81].

2.5.1. Kyseld hydrolyza

Zakladem kyselé hydrolyzy je plisobeni anorganické kyseliny na vzorek. Ve vétSiné
pfipadl je pouzita kyselina chlorovodikova [82,83,84] nebo kyselina sirova [85]. Vzorek je

vétSinou zahfivan pod zpétnym chladi¢em pfi teploté varu anorganické kyseliny nebo miize
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probihat v ledové lazni [82]. Cas kyselé hydrolyzy se obvykle pohybuje od 30 minut [84]
do 1 hodiny [83], pH kyseliny je v rozmezi 1-2.

Kyseld hydrolyza neni bézné a Casto pouzivana jako hydrolyza alkalicka. Na rozdil
od alkalické hydrolyzy ma kysela hydrolyza Sirokou variabilitu podminek. Ty nejvyuzivanéjsi
postupy kyselé hydrolyzy u obilovin jsou popsany v nasledujicich odstavcich [81].

Kyseld hydrolyza psSeni¢nych vzorkti se jevi jako castéj$i metoda pii stanoveni
fenolickych latek nebo je vyuzita kombinace alkalické a nasledné kyselé hydrolyzy. Jednou
z moznych variant kyselé hydrolyzy je vyuzit u vzorku pSenice [83]. Vzorek je smichan
s acetonitrilem a 0,1 M HCI. Smés je zahtivana na vodni lazni po dobu 1 hodiny na 120 °C.
Nasledné je smés centrifugovana a je odebrana organicka vrstva. Postup je zopakovan jesté
jednou, aby se zajistilo uvolnéni, co nejvétsiho mnozstvi fenolickych latek z vazeb. Tento
postup je vSak lehce modifikovan. Je ptidano vice acetonitrilu a méné¢ 0,1 M HCI opét
po dobu 1 hodiny. Dalsi moznosti je vyuziti nejprve alkalické hydrolyzy a nasledné hydrolyzy
kyselé [84]. Po alkalické hydrolyze byla ke vzorku pfidana koncentrovana HCI, vzorek byl
inkubovan ve vodni ladzni pti teploté 85 °C po dobu 30 minut. Nasledné byl vzorek ochlazen,
pH bylo upraveno na hodnotu 2.

Kysela hydrolyza ovsa [85] je provedena piidanim smési metanol-kyselina sirova
(10:1). Smés je zahtivana ve vodni 1azni pii teploté 85 °C po dobu 20 hodin. Poté je tato smes
ochlazena na laboratorni teplotu a centrifugovana.

Kysela hydrolyza kukufice [82] byla provedena podobné¢ jako u piedchozich obilnin.
Ke vzorku byla ptidana 6 M HCI, tato smés byla inkubovéna pii teploté¢ 4 °C po dobu
1 hodiny. Podobné jako u pSenice je mozna i smiSena hydrolyza, nejprve alkalicka

a po ni nasleduje kysela [16, 86].

2.5.2. Alkalickd hydrolyza

Alkalickd hydrolyza je u obilovin mnohem c¢ast¢js$i nez hydrolyza kyseld. Zejména
u pohanky je to nejvyuzivanéj$i zpusob hydrolyzy. VSechny alkalické hydrolyzy probihaji
vétsinou za podobnych podminek. Zpravidla se na vzorek ptisobi 2 [87,88,89], 4 [90], 6 [91] a
10 [92] M hydroxidem sodnym (NaOH). Hydrolyza vétSinou probiha za laboratorni teploty a
doba hydrolyzy se pohybuje od 15 minut aZ do 1 dne. NejbéZnéji je vSak Cas hydrolyzy
1,5 hodiny [87,88], 4 hodiny [89,90] nebo 16 hodin [91,92]. V nékterych studiich byla
popsana také alkalickd hydrolyza za tmy nebo v inertni atmosféfe naplnéné dusikem

nebo argonem [81].
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2.5.3. Enzymaticka hydrolyza

Enzymatickd hydrolyza neni tak frekventovand jako ptedchozi dvé hydrolyzy.
Vyuziva se pfi ni enzymu, piredevsim pektindzy, celulazy a amylazy, které §t€pi vazby mezi
fenolickymi latkami a glykosidy [81].

Enzymaticka hydrolyza nasla uplatnéni naptiklad u stanoveni fenolovych kyselin zita.
Podle [89] byly testovany ¢tyfi komeréni enzymatické pripravky. Pritomné enzymy vyvazaly
fenolové kyseliny z bunécné stény a nasledné¢ mohly byt podrobeny analyze. Ke vzorku zita
byl pfidan 1 ml komeréni smési enzymu a nasledné byla tato smés inkubovana pii 37 °C,
pH 4,5 a doba inkubace byla 18 hodin [93].

Enzymaticka hydrolyza kukufice se lehce lisi [94]. Fenolické latky jsou smichany
S hydroxidem vépenatym, aby bylo upraveno pH, a nasledné je ptfiddna enzymaticka smeés
(pektinazy, amylazy a celulazy). Tato smes je michana pii laboratorni teploté¢ po dobu
24 hodin. Poté se zfiltruje [94].

Enzymatickou hydrolyzu lze vyuzit i u stanoveni fenolickych latek je¢mene [95]

nebo ryze [96].

2.5.4. Ochrana fenolickych kyselin béhem hydrolyz

Béhem vyse popsanych hydrolyz, kyselé a alkalické, dochazi ke ztratam fenolovych
kyselin. Degradaci zapii¢iiuje velmi nizké (kysela hydrolyza) nebo velmi vysoké (alkalicka
hydrolyza) pH. Naptiklad pti alkalické hydrolyze byla pozorovédna ztrata kyseliny kavové
67 % a u kyseliny sinapové 36,5 %. U kyselé hydrolyzy dochdzi jesté k vétSim ztratdm, nez je
tomu u alkalické hydrolyzy. Pro jsou do smési pied hydrolyzou ptidavany silné antioxidanty,
jako je kyselina askorbova nebo kyselina ethylendiamintetraoctova. Ty fenolové kyseliny

ochrani pted jejich degradaci [97].

2.5.5. Extrakce

Extrakce je dalS§im dualezitym krokem piipravy vzorku pred samotnou analyzou.
Fenolické latky vzorku jsou extrakci izolovany od ostatnich nezadoucich latek. Existuje
mnoho metod extrakce pro fenolické latky, ale ne vSechny jsou stejné¢ G€inné a vhodné

pro dané vzorky [81].
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Extrakce kapalina-kapalina patii k nejpouzivangj§im extrakcim fenolickych latek.
Jejimi vyhodami jsou vysoka uc¢innost, jednoduchy postup a univerzalnost. Pouzivanymi
extrak¢énimi rozpoustédly jsou alkoholy (metanol, etanol), aceton, diethylether a ethylacetat.
Posledni dvé jmenovana rozpoustédla jsou asi nejcastéji pouzivana u stanoveni fenolickych
latek obilovin a jsou bézn¢€ pouzivana ve smési. Pokud se jedna o velmi polarni kyseliny, jako
jsou benzoova a skoficova, vyuziva se extrakce Cistymi organickymi rozpoustédly nebo smés
alkohol/aceton-voda. Samotna extrakce se opakuje minimalné 2-3X, aby doslo k dokonalé
extrakci vSech latek. Nasledné jsou vzorky s rozpoustédly stoCeny na centrifuze, jednotlivé
organické vrstvy jsou postupné sbirany a na zavér se spoji [81,82,97].

U pevnych vzorki se Kizolaci flavonoidi pouziva Soxhletova extrakce.
Rozpoustédlem je metanol nebo acetonitril a doba extrakce je 12 hodin [81,98].

Nadkriticka fluidni extrakce je vyuzivana také pro pevné vzorky (rostliny).
Extrakénim ¢inidlem je oxid uhlicity, ktery ma castecné vlastnosti jako tekutina a ¢astecné
jako plyn. Metoda je vhodna pro stanoveni nepolarnich nebo malo polarnich latek.
Pro extrakci polarnich fenolickych latek je nutné ptidat modifikator (metanol, acetonitril)
k oxidu uhli¢itému [81,98].

Ultrazvukova extrakce je posledni z tohoto vyctu extrakci pro stanoveni fenolickych
latek. Jsou pfi ni vyuzivany zvukové viny, které pusobi na matrici pevného vzorku, dochazi
k rozpadu pevného vzorku a v piipadé rostlinného materialu dochazi k naruseni bunéénych
stén. Rozpoustédlo snadnéji pronikd do vzorku a samoziejmé je snadnéjS$i i uvolnovani
extrahovanych latek. Vzorek je tedy ponoien do ultrazvukové 1azn¢ s rozpoustédlem, po dobu
15-30 minut je ponoien v lazni, poté je extrakt od zbytku oddélen filtraci nebo centrifugaci
[81,98].

2.6. Vysokoucinna kapalinovéa chromatografie

Vysokouc¢innd kapalinova chromatografie (HPLC) je jednou ze separac¢nich metod.
Zakladnim principem této metody je distribuce latek mezi dvé faze, které jsou nemisitelné.
Jednou fézi je faze kapalnd neboli mobilni faze (pohyblivd), kterd undsi vzorek od néstiiku
celym systémem, a druhou je staciondrni fize (nepohyblivd), kterda ma riizny charakter
materidlu a je umisténa v kolon&. Dochdzi zde k neustdlému obnovovani rovnovadhy mezi
fazemi a dle afinity latky k jedné ¢i druhé fazi k siln¢jSimu ¢i slab§imu zadrzeni analyzované

latky ve stacionarni fazi [99].
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HPLC se vyznacuje mensi zrnitosti kolony, ktera vSak zapfi¢ini vys$si odpor proti
protékajici mobilni fazi, a proto je potieba pouzit mnohem vyssich pracovnich tlaki. HPLC je
dnes nejvice vyuzivanou metodou pii stanoveni fenolickych latek v pohance [100,101].

HPLC pristroj (Obrazek 12) se sklada z Cerpadla pro dodavani rozpoustédla,
automatického davkovace vzorki, kolony, kterd je umisténa v termostatu, detektoru, ktery
vizualizuje detekované latky ve vzorku, a pocitace, ktery cely ptistroj ovlada a uklada veskera
data [100].

Sbeér a vyhodnoceni

HPLC kolona
1= LN
Detektor m
= mE )\
Mobilni faze Odpad/sbér frakci

Obrazek 12 Schéma HPLC pfistroje [pievzato a upraveno z 102]

Cerpadla jsou dulezité pro piivadéni mobilni faze do celého systému. Piivod mobilni
faze je zajistén tak, aby byl konstantni. Zménam tlaku zabrafuje zatizeni na tlumeni pulzi a
vesSkeré spoje jsou odolné viuci vysokému tlaku, ktery je zplisoben cerpacim systémem.
Slozeni mobilni faze mize byt po celou dobu analyzy konstantni (izokraticka eluce) nebo se
jeji slozeni miize ménit (gradientova eluce). Pii stanoveni fenolickych latek v pohance je
jsou prave rostlinné extrakty, je vyuziti isokratické eluce nevhodné. Latky, které jsou
obsaZeny v té€chto sloZitéjSich smésich, maji riznou retenci a v tomto piipadé by Cas analyzy
byl ptilis dlouhy. Z tohoto diivodu je vyuzivana pravé gradientova eluce, pti které se zvySuje
eluéni sila rozpoustédla a ¢as analyzy je ptijatelny [99].

Davkovaci zafizeni je dnes v mnoha ptipadech jiz automatické, protoze je mnohem

presnéjsi neZ davkovani ruéni. Vzorek je davkovan do proudu mobilni faze pfed zacatkem
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kolony. Tato zatizeni dovoluji davkovat i pfi vysokém tlaku. Jsou schopny davkovat bud’
konstantni ¢i proménny objem vzorku. Davkovaci zafizeni pracuji na zakladé
nékolikacestného (nejcasteji Sesticestného) ventilu, ktery je prepinan mezi dvéma polohami
(pInéni, davkovani vzorku) [99,103].

Kolony jsou trubky ¢i kapilary, které jsou naplnény stacionarni fazi a jsou vyrobeny
Z nerezového materialu, plastu ¢i skla. Jejich délka se pohybuje od 3 do 20 cm s primérem
1-5 mm. Kolony pro HPLC jsou naplnény poréznimi kulovitymi mikrocasticemi o velikosti
1,7-5 um [101,103].

Detektor je umistén za kolonou, ve které dochazi k separaci latek. Separované latky
jsou nasledné dle méfen¢ho analytického signalu detektorem zméfeny. Detektor zaznamenava
rozdily analytického signdlu mezi ¢istou mobilni fazi a mobilni fazi, ktera obsahuje eluované
latky.  NejvyuzivanéjSimi  detektory  jsou  reflaktometricky, spektrofotometricky,
fluorimetricky, ampérometricky, vodivostni nebo hmotnostni spektrometr. Nasledujici
odstavce budou vénovany popisu spektrometrickému detektoru a spojeni kapalinové
chromatografie s hmotnostnim spektrometrem, které jsou pouzivany v experimentalni ¢asti
[101,103].

Spektrometricky (UV/VIS) detektor je selektivnim a také vysoce citlivym
detektorem. Pracuje na zéklad¢ absorpce zafeni v rozmezi vilnovych délek 190-800 nm.
Kvantita je vyhodnocovana na zakladé Lambert-Beerova zakona (2):

A= E.cl (2
kde A je absorbance, € je molarni absorpéni koeficient (I/mol/cm), c¢ je koncentrace (mol/l),
| je tloustka absorbujici vrstvy (cm).

Tento typ detektoru je dale délen podle konstrukce na detektory s fixni vinovou
délkou, kde je zdrojem nizkotlaka rtutova vybojka. Detektory s ménitelnou vinovou
délkou, kdy je ptedem zvolena jedna z vinovych délek. Detektory s programovatelnou
vinovou délkou, u kterych se zvoli ur¢ité rozmezi vinovych délek a vinova délka se béhem
analyzy méni. Detektory diodového pole (DAD), které snimaji celé spektrum v realném
Case. Zateni ze zdroje prochazi optickou soustavou, je rozkldddno na holografické mftizce
a jednotlivé paprsky o urcité vlnové délce dopadaji na sérii fotodiod. Kazda fotodioda je
spojena s kondenzatorem, ktery je nabit na urCitou hodnotu. Po dopadu zafeni dochazi
Kk vybijeni kondenzatort, vznikajici elektricky proud je pfimo imérny intenzité dopadajiciho

zateni. Kondenzatory jsou ndsledné znovu dobity a méii se proud, ktery je k tomu zapotiebi.
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Tyto udaje jsou zaznamenavany do pocitate a proces nabijeni a vybijeni se opakuje velmi
rychle [103].

Moznost spojeni HPLC s hmotnostni spektrometrii (HPLC/MS) nam poskytuje
nejen oddéleni jednotlivych latek analyzovaného vzorku, ale také jejich identifikaci
¢i ¢astecné odvozeni jejich struktury. Samotna hmotnostni spektrometrie je metodou, ktera je
zaloZzena na pfevedeni atomi na ionty (iontovy zdroj), ndsleduje jejich rozliseni dle poméru
hmotnosti a ndboje, m/z, (hmotnostni analyzator) a posledni krokem je zaznamenani jejich
relativnich intenzit (detektor a operacni zatizeni) [99,104].

Spojeni HPLC/MS bylo velmi naro¢né. Prvnim problémem byl rozdil pracovnich
tlakd, jelikoz analyza vzorki HPLC probihd za atmosférického tlaku a hmotnostni
spektrometr pracuje za vakua. Druhym problémem bylo odstranéni nadbytku mobilni faze.
Tyto problémy byly vyieSeny nékolika zplsoby. Jednou z technik, které mély vyfesit tyto
problémy, byla ionizace elektrosprejem (ESI) (Obrazek 13). Tato technika ionizace je
pomérné Casto vyuzivana pii spojeni HPLC/MS. Pti ESI eluat z chromatografické kolony
prochédzi kapilarou, na které je vlozeno vysoké napéti (3-5 kV). Na vystupu z kapilary
vznikaji kapicky, které nesou naboj dle vlozené¢ho napéti. Soucasné zde dochazi k odparovani
rozpoustédla, kapicky se stdle zmenSuji a zvySuje se hustota povrchového napéti. Jakmile
dojde Kk piekroCeni kritické hodnoty povrchového naboje na kapi¢ce, pak dojde

ke coulombické explozi a vznikaji mensi kapicky ¢i idealné ionty [104,105].

Evaporation iwme=e=>  Analyte ion ejected
lont 2 '
Zmizujici plyn y ‘ — ‘ —@® ~
Aerosol . Susici plyn
Kapilara

Obrazek 13 Schéma ionizace elektrosprejem [pievzato z 106]

Vzniklé ionty jsou podle poméru hmotnosti a naboje déleny v hmotnostnim
analyzatoru. V analyzatoru dochdzi k déleni iontl za vysokého vakua. Existuje hned nékolik

druhl analyzétori pro déleni iontl, které pracuji na rlznych fyzikalnich principech. Mezi
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nejvyznamnéj$i patii magneticky sektorovy analyzator, kvadrupolovy analyzator, linearni
iontova past, priletovy analyzator, Orbitrap nebo iontova cyklotronova rezonance. Protoze
hmotnostnim analyzatorem v experimentalni ¢asti je iontova past, bude ji vénovano nékolik
nasledujicich tadkt. Iontova past (Obrazek 14) je analyzatorem s nizkou rozliSovaci
schopnosti a spravnosti, ale finan¢né se fadi to stfedni relace. Tento analyzator je sloZen
z prstencové elektrody a dvou koncovych elektrod, na které je vlozeno napéti. Kratkymi
napetovymi pulzy ionty pronikaji do pasti vstupnim otvorem. Podle poméru napéti viozeného
na kruhovou a dvé koncové elektrody, jsou ionty zadrzovany uvniti pasti. Jakmile dojde

ke zmén¢ napéti, jsou ionty podle poméru m/z vypuzovany na detektor [106].

vstupni
elektroda e ™

otvor pro
. vstup
stiedovd _, elektronu
elektroda ©
otvory pro
Z ¢ v unik iontu do
vystupni 4 N detektoru
elektroda e \
) ¢ ——————Detector

Obrazek 14 Tontova past [pievzato z 107]

2.6.1. Moznosti stanoveni fenolickych latek kapalinovou chromatografii
Vv pohance

HPLC mé dominantni postaveni v analyze obilovin, zvlasté pohanky. Umoznuje
stanoveni nizkych koncentraci fenolickych latek a také jejich degradac¢nich produktii. Jednou
z vyhod HPLC je Siroky vybér komer¢nich kolon pro separaci fenolickych latek [81].

Pro separaci se vyhradné pouzivaji kolony s obracenymi fazemi (RP), které jsou
pro separaci fenolickych latek nejvhodnéjsi. RP kolony jsou naplnéné chemicky
modifikovanym silikagelem, ktery mé& na sob& navdzané molekuly oktadecylsilanu (C18)
[39,82,87,88,108,110] nebo dalsich nepolarnich ligandu. Velikost ¢astic se pohybuje mezi
3-10 um [81].

Na separaci fenolickych latek v obilovinach je mozné pouzit laboratorni teplotu kolem
cca 25 °C [82,108,109] nebo zvysenou teplotu okolo 40 °C [87].
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ProtoZe je chemické sloZeni a vlastnosti jednotlivych fenolickych latek velmi rozdilné
strukturou a rdznou retenci, Vyuziva se gradientové eluce. Ta umoziiuje programoveé menit
slozeni mobilni faze b&hem analyzy. Nejvice pouzivanymi organickymi rozpoustédly v
mobilni fazi pro analyzu fenolickych latek v pohance je metanol [39,110] nebo acetonitril
[82,87,88] ve smési s vodou. Vyhodou metanolu je, Ze neni toxicky na rozdil od acetonitrilu.
Na druhou stranu vyhodou acetonitrilu jsou ostiej$i piky diky zvySeni uc¢innosti separace [81].

Casto jsou do mobilni faze ptiddvany modifikatory, které zajisti zlepSeni rozlideni
a lepsi reprodukovatelnost analyz. Kdyby nebyly ptidany, mohlo by dojit k disociaci analyti.
Za timto ucelem se pH mobilni faze doporucuje udrzovat mezi hodnotami 2-4. Proto jsou
do vodné faze ptidavana mala mnozstvi riznych kyselin ¢i soli, které tuto hodnotu pH zajisti.
Jsou to naptiklad kyselina octova [82,88], mravenci [39,110], fosfore¢na [111] nebo octan
amonny [81].

K detekci fenolickych latek v pohance se nejcastéji vyuziva UV/VIS detekce.
Ve vétsin€ publikaci je pouzivan detektor diodového pole, ktery je detailné popsan
v ptedchozi kapitole. Ve vétSiné piipadd se pracuje pii vinovych délkach 280 [39,88], 330
[39,110,111] a 350 nm [39,110]. Pii vlnové délce 280 nm dobie absorbuji fenolové kyseliny,
pii vyssSich vinovych délkach absorbuji 1épe flavonoidy. Proto je nutné zvolit optimalni
vlnovou délku, pfi které budou absorbovat jak fenolické kyseliny, tak i flavonoidy, nebo
vyuzit detektor diodového pole a snimat vice vinovych délek najednou.

K UV/VIS detekci byva casto piipojen také hmotnostni detektor, ktery umoziuje
a potvrzuje identifikaci fenolickych latek. Z iontovych zdroji je nejcastéji vyuzivana ionizace
ionizace elektrosprejem [82,108]. Ve vétsin¢ piipadi je méfeni provadéno v rezimu
negativnich iontu [82,108,109,87]. Z hmotnostnich analyzatort jsou vyuzivany iontové pasti
[80] nebo analyzatory doby letu (TOF) [82,87]. Analyzator doby letu méti dobu letu iontu,
ktery se dostava do letové trubice az do doby, kdy dorazi nakonec trubice k detektoru. lonty
S riznym pomérem m/z se pohybuji trubici riznou rychlosti. Do letové trubice jsou vpraveny
se stejnou kinetickou energii, ale ionty s mensim hodnotou m/z se pohybuji trubici rychleji a
tudiz budou i diive u detektoru [81,104].

Vyhodou obou analyzatord je stiedni pofizovaci cena. Analyzator doby letu je vSak
ve vsech vlastnostech popisujicich analyzatory lepsi oproti iontové pasti. Ma vyssi rozliSovaci

schopnost, méti s vy$si spravnosti a i rychlost snimani je vyssi [104].
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. Experimentalni Cast

3.1. Ptistroje a laboratorni pomicky

e bézné laboratorni nadobi

e Laboratorni vahy KERN® M CE (Kern & Sohn, Némecko)

e Ultrazvukova lazen (Bandelin Sonorex RK 52, Némecko)

e Stolni centrifuga (UNIVERSAL 320 HETTICH, Némecko)

e pH meter (Schott CG 842 pH- Meter, Némecko)

e gelova pH elektroda HI1270 (Hanna® Instruments, USA)

e Rotacni tfepacka (VWR Collection, USA)

e Minitiepacka VORTEX 1 (Maneko spol. s r.o., Ceska republika)

e Kapalinovy chromatograf Agilent 1100 Series LC/MSD trap SL (Agilent
Technologies, USA) vybaveny spektrofotometrickym detektorem, S hmotnostnim
detektorem, odplynova¢em mobilni faze, kvartérni pumpou, termostatovanym
automatickym davkovacem, termostatem kolony

o pouzitd kolona: Gemini® 5 um C18 110 A, LC Column 150 x 3,0 mm
(Phenomenex, USA)

3.2. Pouzité chemikalie

e FEtanol 96 %, p.a. (Lach-ner s.r.o., CR)

e Etylacetat (Lach — Ner, s.r.0., Neratovice)

e Deonizovana voda (MILI-Q, Merck Milipore, Némecko)

e Diethylether (Penta s.r.0., CR)

e Hydroxid sodny, p.a. (Penta s.r.o., CR)

e Kyselina askorbova (Lach — Ner, s.r.o., Neratovice)

e Kyselina chlorovodikova 35%, p.a. (Penta s.r.0., CR)

e Kyselina mravenéi > 95% (Sigma-Aldrich, Co., Némecko)
e Metanol, p.a. (Penta s.r.o., CR)

e Octan amonny (Penta s.r.0., CR)
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Ke kvantifikaci fenolickych latek ve vzorcich susenek pohanky byly pouzity standardy

uvedené v Tabulce 5.

Tabulka 5 Standardy fenolickych latek a flavontd

Latka &. Standardy Sumarni vzorec Molarni hmotnost [M-HY
[g/mol]
1 Kyselina galové * C/HsOs 170,120 169,120
2 Kyselina protokatechova * C7HsO4 154,121 153,121
3 Katechin 2 Ci1sH1406 290,271 289,271
4 Kyselina chlorogenovi Ci6H1500 354,311 353,311
5 Kyselina vanilové CsHgO4 168,148 167,148
6 Kyselina kavova * CoHs0,4 180,159 179,159
7 Kyselina syringova CoH100s5 198,174 197,174
8 Epikatechin 2 Ci15H1406 290,271 289,271
9 Kyselina p-kumarova * CoHgOs 164,160 163,160
10 Kyselina ferulova 2 C1oH1004 194,186 193,186
11 Kyselina sinapova * C11H1,05 224,212 223,212
12 Rutin ® Co7Hs01s 610,521 609,521
13 Myricetin ® CisH100g 318,237 317,237
14 Kvercetin 2 CisHy007 302,238 301,238

zakoupeno: ! ... Fluka™, Svycarsko
2. Sigma-Aldrich, Co., Némecko
® .. TCI Chemicals, Japonsko
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C7H6O5&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C7H6O5&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C15H14O6&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C16H18O9&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C16H18O9&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C8H8O4&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C9H10O5&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C9H10O5&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C9H8O3&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C10H10O4&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C11H12O5&sort=mw&sort_dir=asc
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C15H10O8&sort=mw&sort_dir=asc

3.3. Ptiprava vzorku

Postup pripravy vzorki pohankovych susenek, ktery je popsan v této kapitole,
zahrnuje rozmrznuti vzorku, odtu¢néni, vazeni, hydrolyzu, extrakci a suseni. Vzorky byly
pievzaty z diplomové prace [112].

Susenky byly vyrobeny z loupané pohanky, liskovych ofechii a suSenych Svestek,
které byly zakoupeny v BIO kvalit¢ u vyrobce Lifefood Czech Republic s.r.o. (Praha).
Susenky byly upeCeny podle béznych recepti uvadénych na internetu. Pouzité vzorky
pohankovych susenek byly jiz piipravené podle nasledujiciho postupu: bylo navazeno 120 g
pohanky (namaceno ve 400 ml vody), 15 g susenych §vestek (namaceno v 60 ml vody) a 15 g
liskovych ofechii (namaceno v 60 ml vody). SuSenkova hmota se zalila vodou a byla takto
ponechdna 20 hodin. Cast vzorkdi byla 20 hodin ponechana v lednici a dalsi Gast
pii laboratorni teploté. Takto byly piipraveny dvé sady vzorki. Voda byla slita
po 20 hodinach. Suroviny byly rozmixovany, tésto bylo nalito do formy na peCeni a byly
pripraveny susenky, které byly suseny pii riznych teplotach (40, 50, 60 a 70 °C) 24 hodin.
Upecené susenky byly zhomogenizovany a v plastovych nadobach zamrazeny na teplotu
-80 °C. Stejn¢ tak byla zamrazena 1 tésta, ze kterych byly vyrobeny.

Celkem bylo pfipraveno 25 vzorkd pro naslednou analyzu RP-HPLC-MS. Byly
zpracovany vzorky piipravované jak za laboratorni, tak za chladnickové teploty pii teplotach
suSeni 40, 50, 60 a 70 °C. Pro jednotlivé ptipravy byly vzaty 2 vzorky od kazdého typu. Déle
byla zpracovana tésta, ze kterych byly pfipraveny susenky o teploté suSeni 40, 50, 60 a 70 °C,
a vzorek Cist¢é pohanky. Navic pifi kazdém zpracovani byl zpracovan vzorek susSenek
piipravovany pii laboratorni teploté a suseny pii 40 °C jako kontrola pro spravny prubéh
a reprodukovatelnost hydrolyzy. Pfehled zpracovanych vzorki je v tabulce €. 6.

Cistd pohanka byla rozemleta, zhomogenizovana, odtuénéna v hexanu, vysu$ena

a zamrazena az do doby analyzy.
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Tabulka 6: Ptehled méfenych vzorka

Vzorek Laboratorni teplota (Lab. t.) Chladnic¢kova teplota (Chlad. t.)
SuSenky 40°C 2X 2X
Susenky 50°C 2X 2X
Susenky 60°C 2X 2X
Susenky 70°C 2X 2X
Vzorek ¢isté pohanky 1x
Tésto 3X
Kontrolni vzorek 5x

3.3.1. Odtucnéni vzorku

Zamrzlé vzorky byly rozmraZeny pfti laboratorni teploté. Néasledovalo odstranéni tuku
pomoci hexanu. K 10 g vzorku bylo napipetovano 5 ml hexanu, smés byla promichdna, hexan
byl nésledné odpipetovan a vzorek byl vysusen. Z odtuénénych vzorki bylo navdzeno 0,5 g
vzorku na analytickych vahach s piesnosti 0,1 mg do centrifugac¢ni zkumavky o objemu 50 ml

a vzorek byl podroben hydrolyze.

3.3.2. Alkalickd hydrolyza

Alkalicka hydrolyza byla popsana podrobnéji V teoretické c¢asti. Postup alkalické
hydrolyzy byl pfevzat z prace [113]. K navazenému vzorku bylo ptidano 10 ml 4 M NaOH
a4 ml kyseliny askorbové o koncentraci 25 mg/ml. Kyselina askorbova je ptiddvana
na ochranu fenolovych kyselin pfed vysokym pH. Takto piipraveny vzorek byl vloZzen
do rotagni tfepacky (Obrazek 15). Cas hydrolyzy byl 3 hodiny. Po 3 hodinach byl vzorek

zneutralizovan 35 % kyselinou chlorovodikovou na pH okolo 2.
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Obrazek 15 Rotaéni tiepacka S centrifuganimi zkumavkami

3.3.3. Extrakce

Ke kazdému ze vzorka bylo napipetovano 10 ml smési diethylether a ethylacetat
vpoméru 1:1 (v/v). Vzorky byly protiepany a vlozeny do centrifugy. Smés byla
centrifugovana pii rychlosti 5000 ota¢ek za minutu po dobu 5 minut. Po centrifugaci byla
odebrana organicka vrstva do Cisté centrifugacni zkumavky a postup extrakce byl zopakovan
pro kazdy vzorek jesté 2x, celkem 3x. Extrakty byly vysuseny pod proudem dusiku do sucha.

Vysusené extrakty byly skladovany v ledni¢ce az do doby analyzy. Pied analyzou byly
k vysusenym vzorkim odpipetovany 2 ml smési metanolu a vody 1:1 (v/v). Vzorek byl dan
na 5 minut do ultrazvukové 1azné a poté promichan na vortexu. Takto ptipravené vzorky byly
zfiltrovany pftes stiikackové filtry s porozitou 0,45 um. Zfiltrované vzorky byly pielity do

vialek a analyzovany.

3.4.Analyza vzorkil

3.4.1. Ptiprava standardu a kalibra¢nich fad

Celkem bylo pfipraveno 14 zasobnich roztoku fenolickych latek (9 fenolovych
kyselina a 5 flavonoidd). Zasobni roztoky byly ptipraveny o koncentraci 50 mg/ml. Bylo
navazeno 50 mg piislusného standardu do 50 ml odmérné batiky a standardy byly rozpustény
v piislusném rozpoustédle. Fenolové kyseliny byly rozpustény ve smési metanol-voda
v poméru 1:1 (v/v) a flavonoidy v ¢istém metanolu. Standardy byly rozpustény za pomoci
ultrazvukové 14zné€, promichdny na vortexu a nasledné prefiltrovany pies stiikackové filtry

s porozitou 0,45 pm.
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Ze zésobnich roztokl byly pfipraveny jednotlivé kalibracni fady, které byly fedény

smési metanol-voda 1:1 (v/v), v rozsahu 0,031 pug/ml-100 pg/ml uvedeného v Tabulce 7.

Tabulka 7: Kalibra¢ni rozsahy standardu

Latka &. Standard Kalibraéni rozsah [pg/ml]
1 Kyselina galova 0,25-100,4
) Kyselina protokatechova 0,032-100,8
3 Katechin 0,252-25,2
4 Kyselina chlorogenova 0,251-100,2
5 Kyselina vanilova 0,250-100
6 Kyselina kavova 0,031-100,2
7 Kyselina syringova 0,252-100,4
8 Epikatechin 0,251-25,1
9 Kyselina p-kumarova 0,251-100,4
10 Kyselina ferulova 0,251-100,4
11 Kyselina sinapova 0,25-100
12 Rutin 0,25-24,95
13 Myricetin 0,251-100,4
14 Kvercetin 0,251-10,04

3.4.2. Podminky analyzy

Chromatografickd separace jednotlivych vzorkli probihala na kapalinovém
chromatografu Agilent 1100 Series, ktery je vybaveny spektrofotometrickym detektorem
a hmotnostnim spektrometrem. Analyza probihala v reZimu s pfevracenymi fazemi, nepolarni
stacionarni faze a polarni mobilni faze. Jednotlivé latky byly separovany na oktadecylsilikagelové
koloné¢ Gemini 5p C18 110A o délce 150 mm s primérem 3 mm a velikosti ¢astic 5 pm. Mobilni
faze obsahovala vodny roztok 5 mM octanu amonného okyseleného kyselinou mravenéi o pH 3,1
(MF-A) a metanol (MF-B). S analytickou pfesnosti bylo navazeno 0,3854 g octanu amonného,
ktery byl rozpustén v 1 1 deionizované vody. Nasledné bylo napipetovano 580 pl 95% kyseliny
mraven¢i pro upravu pH na hodnotu 3,1. Pfipravend mobilni smés byla ptefitrovana pies filtr

s velikosti porid 0,45 pm.
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Analyza probihala pfi teploté 40 °C, pratoku mobilni faze 0,5 ml/min a pouzity gradient je

uveden v Tabulce 8. Kazdy vzorek byl davkovan v objemu 15 pl. Vzorky byly detekovany

pfi vlnoveé délce 280 nm.

Tabulka 8: Gradient

Cas [min] MF-B [%] MF-A [%]
0 5 95
30 60 40
35 80 20

K hmotnostni detekci byla jako iontovy zdroj pouzita elektrochemickd ionizace (ESI)
a vzorky byly méfeny v reZimu negativu. Podminky hmotnostniho detektoru jsou uvedeny

v Tabulce 9.

Tabulka 9 Podminky hmotnostniho detektoru

Podminky

Nebulizer: 40 psi

Dry gas: 9 I/min

Dry temperature: 350 °C

Target mass: 250 m/z

Compound stability: 100 %

Trap drive level: 100 %

MaxAcute time: 50 ms

Scan: 100-800 m/z

Averages: 10

3.5. Vyhodnoceni

Veskera data byla vyhodnocena pomoci programu Microsoft Office Excel 2010
(Microsoft Corporation, USA). Vyhodnoceni separaci bylo provedeno S vyuZzitim programt
Agilent ChemStation (Agilent Technologies, Inc., USA) a MSD Trap Control (Agilent
Technologies, Inc., USA). Pro vyhodnoceni pravdépodobnosti usekl byl pouzit program QC
Expert (TriloByte Statistical Software, s.r.o., Ceska republika). Cela diplomové prace byla
sepsana v Microsoft Office Word 2010 (Microsoft Corporation, USA).
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4. Vysledky a diskuze

Raw strava je v dnesni dobé hodné popularnim stravovacim trendem. Hlavnim znakem
tohoto stravovani je pfiprava pokrmt z bézné zeleniny, ovoce a obilovin, které jsou tepelné
upravovany do cca 42 °C. Vyssi teplota podle studii degraduje prospésné latky (antioxidanty,
vitaminy), které télo pottebuje pro spravny chod organismu. Proto jsme se v této diplomové
praci otazkou teploty zabyvali vice. Konkrétné byl sledovan vliv teploty suseni na obsah
fenolickych latek v raw pohankovych susenkach. Zaméfili jsme se na obsah nejvice
zastoupenych fenolickych latek v pohance, ze které byly vyrobeny suSenky pii rGznych
teplotach suSeni, a to na fenolické kyseliny (galovou, protokatechovou, chlorogenovou,
vanilovou, kavovou, syringovou, p-kumarovou, ferulovou, sinapovou) a flavonoidy (katechin,

epikatechin, rutin, myricetin, kvercetin).

4.1. Optimalizace podminek

Pfed analyzou vzorki bylo nutné stanovit optimalni podminky separace (slozeni
mobilni fidze, objem davkovani vzorki, nastaveni hmotnostniho spektrometru, nastaveni
vinové délky) RP-HPLC-UV-MS, tak aby bylo mozné rozseparovat vSechny sledované latky.

Optimalizovat bylo zapotiebi 1 pfipravu vzorku pfed samotnou separaci, kterd je

vvvvvv

4.1.1. Optimalizace podminek separace a UV/VIS detekce

Pro separaci byl pouzit HPLC systém s UV/VIS detekei spojeny s MS detekci.
UV/VIS detekce umoznovala pouze nastaveni jedné vinové délky, tudiz identifikace pomoci
UV/VIS spekter nebyla moznd, a proto bylo vyuzito MS detekce.

Volba vilnové délky pfi detekovani latek byla zvolena 280 nm. Pfivinové délce
350 nm by sice flavonoidy (rutin, kvercetin, epikatechin, katechin a myricetin) absorbovaly
vice, ale vétSina fenolovych kyselin pti této vinové délce jiz neabsorbuje nebo jen velice
malo. Pro separaci byla proto zvolena vlnova délka 280 nm, pii které absorbuji jak fenolické
kyseliny, tak i flavonoidy separovanych vzorkda.

Bylo testovano nckolik eluénich gradientdl, aby bylo zajiSténo co nejlepsi separace
testovanych latek. Nejvhodné&jsi eluéni gradient byl vybran 0 minuta — 5 % metanolu + 95 %
roztok 5 mM octanu amonného s kyselinou mravené¢i, 30 minuta — 60 % metanol + 40 %

roztok 5 mM octanu amonného s kyselinou mravenci, 35 minuta — 80 % metanolu + 20 %
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roztok 5 mM octanu amonného s kyselinou mravenci. Za téchto podminek byly rozdéleny
vSechny testované latky a Cas analyzy byl piijatelny (Obrazek 16). V Tabulce 10 jsou

zobrazeny identifikované fenolové kyseliny a flavonoidy s jejich retenénimi ¢asy.
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20 1 1.

absorbance [mAU]

11.
14.

12. 13,
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
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Obrizek 16 Chromatogram standardnich latek. Cisla latek jsou uvedena v Tabulce 5.

Tabulka 10 retenéni ¢asy sledovanych fenolickych kyselin a flavont

Latka ¢. Latka Reten¢ni ¢as [min]
1 Kyselina galova 51
2 Kyselina protokatechova 8,3
3 Katechin 12,6
4 Kyselina chlorogenova 13,7
5 Kyselina vanilova 14,0
6 Kyselina kavova 14,7
7 Kyselina syringova 15,6
8 Epikatechin 16,1
9 Kyselina p-kumarova 18,3
10 Kyselina ferulova 19,8
11 Kyselina sinapova 20,1
12 Rutin 24,4
13 Myricetin 26,1
14 Kvercetin 29,9
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Jako dalsi byl testovan vliv koncentrace pufru v mobilni fazi na ionizaci MS detekce.
Aby mohlo dojit ke spolehlivé identifikaci latek, je nutné vybrat vhodné slozeni mobilni faze.
Pfi vybéru mobilni faze byly vyzkouseny 3 typy. Prvni mobilni faze (MF 1) obsahovala
vodny roztok 10 mM octanu amonného okyseleného kyselinou mravenc¢i na pH 3,1 a metanol.
Druha mobilni faze (MF 2) méla stejné slozeni jako ptedesla, ale pritomny modifikator byl
pouze 5 mM octan amonny. Tfeti mobilni faize (MF 3) obsahovala pouze deionizovanou
okyselenou vodu kyselinou mraven¢i na pH 3,1 a metanol. Tyto 3 mobilni faze byly pouzity
na separace smési latek o koncentracich 50 pg/ml za optimalnich podminek a byla sledovana
odezva (plocha piku) detektoru na typu mobilni faze. Z Obrazku 17 je patrné, Ze nejvétsi
odezvy standardd byly pozorovany u MF 2. Pouze kyselina chlorogenova a p-kumarova mély
0 néco vétsi odezvy v MF 3, ktera neobsahovala octan amonny. Proto jako nejvhodnéjsi pro
separaci vzorkl pohankovych raw suSenek byla zvolena mobilni faze s vodnym roztokem 5

mM octanu amonného okyseleného kyselinou mravenc¢i na pH 3,1 a metanolem.

M protokatech. a. ® katechin W 4-hydr.fenyl.oct. a.
H chlorogenovi a. m epikatechin ® kumarova a.
ferulova a. rutin quercetin

3,0E+7

2,5E+7

2,0E+7

1,5E+7 —

Plocha piku

1,0E+7

5,0E+6

0,0E+0
MF 1 MF 2 MF 3

Obriazek 17 Zavislost odezvy UV detektoru na typu pouzité mobilni faze: MF 1 - vodny roztok 10 mM octanu
amonného okyseleného kyselinou mravenéi na pH 3,1 a methanol; MF 2 - vodny roztok 5 mM octanu amonného
okyseleného kyselinou mraven¢i na pH 3,1 a metanol; MF 3 - deionizovana okyselena voda kyselinou mraven¢i
na pH 3,1 a metanol
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Objem davkovaného vzorku byl postupné zkousen od 1, 5, 7, 10, do 15 ul z divodu
zvySeni detekce a zmény tvaru pikli. Protoze se tyto parametry pii separacich neménily, byl
zvolen objem 15 pul davkovaného vzorku. Kvalita tvaru pikt byla stejné dobra jako pfi

davkovani 5 pl.

4.1.2. Optimalizace podminek separace a MS detekce

Jak jiz bylo zminé&no vyse, protoze UV/VIS detektor umozioval pouze nastaveni jedné
vlnové délky, byla proto identifikace latek ovéfena jeSté pomoci MS detektoru.

MS detekei byly latky identifikovany podle molekulovych iontti. Standardni latky byly
méfeny v reZimu negativu a positivu nastaveném v hmotnostnim detektoru. Vhodnéjsi bylo
a separace latek (jednotlivych pikli) se zlepsila. V negativnim rezimu iontu jsou hledany dané
latky molekulové hmotnosti o 1 mensi. Jednotlivé hodnoty [M-H]" se nachazi v Tabulce 5.
V ptiloze prace jsou kna ukdzku extrahované chromatogramy molekulovych ionth
jednotlivych latek i s TIC chromatogramem (P 1-2).

Za pomoci UV/VIS detektoru, tak hmotnostniho detektoru bylo identifikovano
14 fenolickych latek, které byly nasledné hledany v analyzovanych vzorcich. Identifikace
fenolickych latek byla provedena v extraktech raw pohankovych suSenek. Bylo
identifikovano 9 fenolickych kyselin a 5 flavonoidd. Jednotlivé latky byly hledany podle
molekulovych hmotnosti za pomoci iontové pasti. Ziskané hodnoty byly porovnavany se
standardy, s literaturou, UV/VIS detekci a MS detekci kapalinového chromatografu.
V Tabulce 10 jsou zobrazeny identifikované fenolové kyseliny a flavonoidy s jejich

retencnimi Casy.

4.1.3. Kalibrac¢ni zavislosti

Kvantitativni vyhodnoceni bylo provedeno metodou kalibra¢nich piimek. Kalibra¢ni
fady standardl byly proméfeny a nasledné byly sestaveny regresni grafy vytvorené na zakladé
zavislosti odezvy UV/VIS detektoru na koncentraci jednotlivych roztokil. Ze ziskanych
regresnich parametrl byly vypocteny koncentrace fenolickych latek ve vzorcich.

Byly pfipraveny kalibra¢ni roztoky o riznych koncentracich (Tabulka 7). Kazda
z kalibra¢nich fad byla proméfena dvakrat. Kalibraéni grafy standardii jsou uvedeny v ptiloze

této prace (P 2-15).
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Vyhodnoceni kalibraci bylo provedeno pomoci programu QC Expert. Byla provedena
kritika modelu na hladin¢ vyznamnosti 95 % a vyznamnost regresnich parametrt byla
ovéfena Studentovym t-testem. V Tabulce 11 jsou zobrazeny regresni parametry (smérnice,
Gisek) a jejich smérodatné odchylky, pravdépodobnost tiseku, Pise a jejich spolehlivosti (R?).
Usek byl vyznamny, pokud hodnota py byla nizsi nez 0,05. Naopak pokud byla vyssi nez
0,05, pak byl usek bran jako nevyznamny. Hodnoty spolehlivosti u standardi byly vétsi nez
hodnota 0,996.

Tabulka 11 Kalibraéni zavislosti sledovanych latek, smérnice, Gsek, Py Spolehlivost. V — vyznamny tsek

(p < 0,05); N — nevyznamny usek (p > 0,05), ? ... nevyznamny usek.

Latka & Standard Smérnice Usek Pasek R?
1 Kyselina galova &36?212) é8é?3455) 0,0085 (V) 0,9999
2 prowmeeni | (r0o8) | (asin | 00047(V) 0,9967
3 st (io('fllg) (;25?{‘8) 0,0440 (V) 0,9998
4 ch:f)ffg';givé (il(’ffg) @ 0,2542 (N) 0,9999
5 Kyselina vanilovi (196?;33) (;93"}33) 0,0285 (V) 0,9999
6 Kyselina kivové (15%%17; (f?é?fj) 0,0002 (V) 0,0988
7 Kyselina syringovi (166%32) 2 0,9353 (N) 0,0998
8 Epikatechin (15(’)?32) 2 0,3522 (N) 0,9999
9 o | eoo0y | ares | 00073(v) | 0999
10 Kyselina ferulova ?j'gg‘)‘ 2 0,6596 (N) 0,9998
1 Kyselina sinapovi (106?;117 ) £ﬂ1:24',1339§ 0,0139 (V) 0,9999
12 Rutin (f(ff 27) (f'f :‘;81 ) 0,0047 (V) 0,9997
13 T (16(')?17% é%?ﬁ; 0,0018 (V) 0,9994
14 Kvercetin (izi(,)1267) E 0,6661 (N) 0,9968
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Abychom zjistili, jak nizké koncentrace miizeme stanovit optimalizovanou metodou
RP-HPLC-UV-MS byly vypocteny meze detekce a stanovitelnosti. Mez detekce (LOD) je
koncentrace analytu, kterd lze jesté spolehlivé prokazat. Mez detekce byla vypocitana jako
trojnasobek hodnoty Sumu na zakladni linii podélend smérnici z regresni kiivky, ktera byla
ziskana zavislosti vySky standardi na jejich koncentraci. Mez stanovitelnosti (LOQ) je
koncentrace analytu, ktera lze s definovanou piesnosti jesté stanovit. Mez stanovitelnosti byla
vypocitana jako desetindsobek hodnoty Sumu na zakladni linii podélend smérnici z regresni
kiivky, kterd byla ziskana zavislosti vySky standardd na jejich koncentraci. Meze detekce a

stanovitelnosti jsou uvedeny v Tabulce 12 u vSech uvedenych standardu.

Tabulka 12 Mez stanovitelnosti a detekce

Cislo Latka LOD [ug/ml] LOQ [pg/ml]
1 Kyselina galova 0,0141 0,0470
2 Kyselina protokatechova 0,0186 0,0620
3 Katechin 0,0503 0,1678
4 Kyselina chlorogenova 0,0235 0,0785
5 Kyselina vanilova 0,0198 0,0658
6 Kyselina kavova 0,0064 0,0215
7 Kyselina syringova 0,0118 0,0394
8 Epikatechin 0,0553 0,1845
9 Kyselina p-kumarova 0,0058 0,0192
10 Kyselina ferulova 0,0118 0,0393
11 Kyselina sinapova 0,0168 0,0560
12 Rutin 0,0479 0,1596
13 Myricetin 0,0285 0,0951
14 Kvercetin 0,0318 0,1061
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4.1.4. Optimalizace ptipravy vzorku

vvvvvv

obsazené v pohance jsou z velké ¢asti vazany na glykosidovou ¢i esterovou vazbu na dalsi
slozky pohanky, a je nutné je z téchto vazeb uvolnit, aby mohlo dojit k jejich stanoveni.

Postup alkalické hydrolyzy byl pievzat z [113], ale musel byt modifikovan. Misto 5 ml
NaOH bylo napipetovano 10 ml NaOH ke vzorku, protoze pfi 5 ml obsah zkumavky
zgelovatél a nedosSlo by k dostatené homogenizaci vzorku v rotacni tiepacce behem
hydrolyzy, viz. kapitola 2.3.2. Alkalicka hydrolyza.

Byla testovdana nejvhodnéjsi délka alkalické hydrolyzy vzork pohankovych raw
susenek. Trvani hydrolyzy bylo dulezité z hlediska mnozstvi vyvazanych fenolickych latek
Z vazeb, aby mohly byt poté stanoveny. Proto byla testovana 2, 3 a 4 hodinova hydrolyza. Pii
porovnani 2, 3 a 4 hodinové hydrolyzy (P 16-18) je patrné, Zze 2 hodinova hydrolyza nebyla
dostate¢né dlouhd, aby se ptitomné fenolické latky hydrolyzovaly. 4 hodinova hydrolyza byla
Z hlediska analyzy podobna 3 hodinové, ale nékteré latky uz nebyly detekovany a odezva
nebyla tak vysokd jako u 3 hodinové hydrolyzy. 3 hodinova hydrolyza byla proto zvolena
jako nejoptimalngjsi. Béhem této doby se podafilo vybrané fenolické latky hydrolyzovat v
€O nejvetsim mnozstvi a bylo, je mozné detekovat. Piky detekovanych latek byly dostatec¢né
vysoké a také z hlediska tispory ¢asu byla 3 hodinova hydrolyza vyhodnéjsi.

Po hydrolyze nasledovala neutralizace 35 % HCI. Hodnota pH byla upravena
na hodnotu cca 2. Upravit pH na pfesnou hodnotu 2 nebylo jednoduché, protoZe jen pii
malém piidavku kyseliny, pH podstatné kleslo. Dodrzeni napipetovaného mnozstvi kyseliny
bylo dulezité 1 v rdmci dodrzeni stejnych objeml vzorku. Nicmén¢ bylo testovano riizné pH
(0,5-3) a vliv pH na obsah fenolickych latek nebyl pozorovan.

Jako kontrola opakovatelnosti a reprodukovatelnosti hydrolyzy byl zpracovan jeden
vzorek (vzorek pohankovych susenek suseny pii 40 °C), ktery byl pfipraven vzdy stejnym
zpusobem, jako ostatni vzorky viz. kapitola 2.3. Pfiprava vzorku. Tyto vzorky byly
piipraveny s odstupem 2 dnii a dohromady byly pfipraveny 4 vzorky. Jak je patrné z Obrazku
18 hydrolyzy nejsou zcela identické, ale podobné si jsou. Proto byla u vzorkl zvolena

metoda: jeden vzorek-dvé hydrolyzy a kazdy vzorek byl dvakrat méfen.
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Obrazek 18 Opakovatelnost a reprodukovatelnost hydrolyzy

Po extrakci fenolickych latek smési diethyletheru a ethylecetatu byl vzorek suSen
pod proudem dusiku. Po vysuSeni vzorku bylo zvoleno jako nejvhodnéjsi rozpusténi extraktu

ve 2 ml smési metanol-voda (1:1, v/v). Vzorek byl poté ptipraven k analyze.

4.2. Analyza vzorka

Pohankové raw susenky byly piipraveny v praci [112]. Susenky obsahovaly kromé
pohanky také suSené Svestky a liskové ofisky. Latky, které jsou piitomné ve Svestkach, by
mohly mit vliv na obsah fenolickych latek v suSenkdch. Po wupecCeni byly vzorky
zhomogenizovany a zmrazeny pii -20 °C az do doby analyzy.

Bylo pfipraveno celkem 25 vzorkl. Stanoveni fenolickych latek ve vzorcich
pohankovych raw suSenek bylo provedeno pomoci optimalizované RP-HPLC-UV/VIS-MS
metody. Byly zpracovany vzorky, kdy pecici hmota byla namac¢ena jak za laboratorni, tak za
chladnickové teploty, pfi teplotach suseni 40, 50, 60 a 70 °C. Analyzovany byly vzdy 2
vzorky od kazdé teploty suSeni, které byly proméfeny 2x. Oznaeni vzorki, jejiz smés byla
namacena 20 hodin za laboratorni teploty, bylo Lab. t. 40, 50, 60, 70 °C. Vzorky s pecici
smési, ktera byla namacena za chladni¢kové teploty, méla oznaceni jako Chlad. t. 40, 50, 60,
70 °C. Dale byly analyzovany vzorky tésta, ze kterych byly pfipraveny pohankové raw
suSenky o teploté suseni 50, 60 a 70 °C. K dispozici byl pouze jeden vzorek od kazdého tésta
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a kazdy ze vzorkl byl 2x prométen. Nakonec byl analyzovan vzorek Cisté pohanky, ze které
byly ptipraveny 2 extrakty a kazdy extrakt byl proméfen 2x.

Vysledné koncentrace fenolickych latek v pohankovych raw suSenkach jsou
prepocditany na pug/g upecené susSenky. Tabulky s koncentracemi a smérodatnymi odchylkami

jednotlivych vzorki jsou v pfiloze této prace (P 19-25).

4.2.1. Cista pohanka a tésta pohankovych raw susenek

Ve vzorku ¢isté pohanky bylo detekovano 7 fenolovych kyselin (Obrazek 19), pouze
kyselina kavova byla pod mezi stanovitelnosti. Nebyla piitomna kyselina chlorogenova.
Pohanka obsahuje nejvice kyselinu galovou a sinapovou. V nejmensim mnozstvi byla
ptitomna kyselina protokatechova. Podle ¢lanku [39] byla v pohance nejvice zastoupena
kyselina ferulova, v naSem ptipad¢ byla tato kyselina detekovana ve vzorku pohanky az jako
pata v potadi. Pfitomnost niz§itho mnozstvi mohlo byt zplisobeno odlisnou piipravou vzorku.
V naSem piipadé¢ byl vzorek pohanky hydrolyzovan a liSil se i postup extrakce. V naSich
vzorcich pohanky byla detekovana navic kyselina galova. Kyselina kavova a ferulova nebyly

nalezeny ani v nasi pohance ani v pohance ze ¢lanku [39].

M Galovd kys. M Protokatechova kys. M Chlorogenova kys.
M Vanilova kys. W Kavova kys. M Syringova kys.

p-kumarova kys. Ferulova kys. Sinapova kys.

o

c [ng/gl
B R

o N B~ OO

pohanka Tésto 50 °C Tésto 60 °C Tésto 70 °C

Obrazek 19 Koncentrace fenolovych kyselin v ¢isté pohance a téstech
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V téstech raw pohankovych susenek nebyla nalezena kyselina chlorogenova na rozdil
od vzorkil pohanky. Kyselina kdvova byla detekovana v téstech o teplotach suseni 60 a 70 °C.
Jak je z Obrazku 19 pohanky a tést patrné, tak koncentrace vétSiny fenolovych kyselin
Vv téstech je vyssi nez jejich koncentrace v pohance. Kromé kyselin galové a sinapové, ty maji
vyssi koncentraci v pohance.

Ve vzorku pohanky byly nalezeny vsechny sledované flavonoidy (Obrazek 20).
Nejvétsi zastoupeni mél katechin a rutin. Nejméné bylo nalezeno myricetinu a kvercetinu ve
vzorku ¢isté pohanky. V clanku [39] byl naopak katechin pfitomen v malém mnoZstvi, ale
rutin byl nejvice zastoupenym flavonoidem. Pfic¢inou vysoké koncentrace katechinu by mohla
byt rozdilna piiprava vzorku k separaci, protoze v [39] nebyly vzorky hydrolyzovany.
Katechiny jsou diky hydrolyze uvolnény z glykosidovych vazeb a poté mohou byt

detekovany. Naopak v naSich vzorcich byly navic nalezeny také epikatechin a myricetin.

B Katechin W Epikatechin ® Rutin Myricetin Kvercetin

pohanka Tésto 50 °C Tésto 60 °C Tésto 70 °C

Obrazek 20 Koncentrace flavonoidu v Cisté pohance a téstech

Obsah flavonoidl v téstu o teploté suseni 50 °C (Obrazek 20) je podobny jako u

pohanky az na chybéjici epikatechin v téstu. Obsah flavonoidd v téstu o teploté suseni 60 °C

cvwvr

Vv

flavonoidy. Shodné bylo nalezeno nejvétsi mnozstvi katechinu u vSech tést. Naopak nejméné
bylo nalezeno kvercetinu.

Podle studie [82], ve které zjistovali obsah fenolickych latek v pohankovych
Spagetach, byly shodné¢ identifikovany myricetin, kyseliny protokatechova, syringova,
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p-kumarova, katechin, rutin, epikatechin a kvercetin jako u naSich vzorku ¢isté pohanky.
V této studii také pouzili podobny postup piipravy vzorki (alkalickou hydrolyzu s naslednou
extrakci). Jednou z moznych pii¢in rozdilného zastoupeni fenolickych latek, jak bylo

prokazano v publikaci [114], je zpusobeno procesem mleti.

4.2.2. Obsah fenolickych kyselin ve vzorcich pohankovych raw susenek
suSenych pii 40, 50, 60 a 70 °C

Byly porovnany obsahy fenolovych kyselin ve vzorcich pohankovych raw susSenek
suSenych pii 40, 50, 60 a 70 °C, kde byla pecici hmota namacena za laboratorni teploty
20 hodin (Obrazek 21). Ve vzorcich pohankovych raw susenek susenych pii 40 °C bylo jako
V jediném vzorku nalezeno vSech 9 vybranych fenolickych kyselin. V tomto vzorku byl
nalezen vysoky obsah kyseliny protokatechové oproti ostatnim vzorkiim liSicich se teplotou
suSeni. Bylo nalezeno i vysoké procento galové kyseliny ve vzorku pii 40 °C. Koncentrace
ostatnich fenolovych kyseliny vzorku pti 40 °C jsou podobné vzorku pti 50 °C. Pti porovnani
koncentraci vSech fenolovych kyselin je patrny stoupajici trend. Nejvys$si koncentrace

fenolovych kyseliny jsou u vzorku pfi 70 °C kromé zminénych kyselin protokatechové

a galové.
B Galova kys. B Protokatechova kys. ® Chlorogenova kys.
M Vanilova kys. m Kavova kys. m Syringova kys.
p-kumarova kys. Ferulova kys. Sinapova kys.
100
502,22

c[ug/gl

Lab. t. 40 °C Lab. t. 50 °C Lab. t. 60 °C Lab. t. 70 °C

Obrazek 21 Koncentrace fenolovych kyselin v pohankovych raw susenkach susenych pii 40, 50, 60, 70 °C,
smés pro peceni namacena pii laboratorni teploté 20 hodin
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Obsah vétsiny fenolovych kyselin se vzrastajici teplotou mirn¢ rostl ve vzorcich
pohankovych raw susenek susenych pti 40, 50, 60 a 70 °C, kde byla pecici hmota namacena
za chladni¢kové teploty 20 hodin (Obrazek 22). Zastoupeni fenolovych kyselin bylo stejné
jako u vzorku ptipravovanych za laboratorni teploty, ale koncentrace pfitomnych fenolovych
kyselin byly o néco vyssi. Ve vzorcich pohankovych raw suSenek susenych pii 40 °C bylo
opét jako v jediném vzorku nalezeno vSech 9 vybranych fenolickych kyselin. V tomto vzorku
byl nalezen vysoky obsah kyseliny protokatechové oproti ostatnim vzorkim liSicich se
teplotou suseni. I koncentrace kyseliny galové v tomto vzorku byla nejvyssi. Naopak nejméné

bylo kyseliny chlorogenové, ktera nebyla v ostatnich vzorcich nalezena. Jak je patrné, tak

priprava tésta za laboratorni a chladnickové teploty nema prakticky vliv na obsah fenolovych

kyselin.
B Galova kys. B Protokatechova kys. ® Chlorogenova kys.
M Vanilova kys. H Kavova kys. W Syringova kys.
p-kumarova kys. Ferulova kys. Sinapova kys.
100 +
1622,24

c[ug/gl

Chlad. t. 40 °C Chlad. t. 50 °C Chlad. t. 60 °C Chlad. t. 70 °C

Obrazek 22 Koncentrace fenolovych kyselin v pohankovych raw susenkach susenych pii 40, 50, 60, 70 °C,
smés pro peceni namacena pti chladni¢kové teploté 20 hodin
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4.2.3. Obsah flavonoidl ve vzorcich pohankovych raw susenek suSenych pii
40, 50, 60 a 70 °C

Byly porovnany obsahy flavonoidii ve vzorcich pohankovych raw suSenek susenych
pti 40, 50, 60 a 70 °C, kde byla pecici hmota namacena za laboratorni teploty 20 hodin
(Obrazek 23). Ve vzorcich pohankovych raw suSenek suSenych pii 40 °C nebyl jako
Vv jediném vzorku nalezen epikatechin. Ve vSech ostanich vzorcich odliSnych teplot nalezen
byl. U epikatechinu muizeme pozorovat klesajici trend koncentraci ve vzorcich teplot
50-70°C. U rutinu, myricetinu a kvercetinu je naopak rostouci trend koncentraci.
U katechinu a epikatechinu jsou koncentrace proménlivé u vSech vzorkl. Je zajimavé,
ze rutin, ktery ma byt nejvice zastoupenym flavonoidem v pohance, tak pouze ve vzorku

0 teploté 40 a 70 °C je na prvnim misté.

B Katechin M Epikatechin M Rutin ™ Myricetin Kvercetin

60

Lab. t. 40 °C Lab.t. 50 °C Lab. t. 60 °C Lab.t.70 °C

Obrazek 23 Koncentrace flavonoidt v pohankovych raw susenkach susenych pii 40, 50, 60, 70 °C, smés pro
peceni namacena pti laboratorni teplot€ 20 hodin
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Stejné¢ jako u fenolovych kyselin ani u flavonoidii nebyl zaznamenan vliv teploty
ptipravy tésta na obsah flavonoidi (Obrazek 24). U rutinu, myricetinu a kvercetinu byl
pozorovan rostouci trend v jejich koncentracith. Ve vzorcich pohankovych raw suSenek
suSenych pfi teploté 40 °C byly nalezeny pouze tii flavonoidy, rutin, myricetin a kvercetin a
jejich obsahy byly nejnizsi ze vSech vzorkl. Je zajimavé, ze obsah kvercetinu je u vsech
vzorkl témé&f stejny. Tentokrat je rutin jako nejvice zastoupeny flavonoid piitomen hned ve
ttech ptipadech, vzorku pohankovych raw susenek o teploté suseni 40, 50 a 70 °C.

Chromatogramy vzorkti pohankovych raw susenek susenych pii rozdilnych teplotach,

vzorkd tést a Cisté pohanky jsou v ptiloze prace (P 26-31).

B Katechin M Epikatechin ® Rutin = Myricetin Kvercetin

50

45

Chlad. t. 40 °C Chlad. t. 50 °C Chlad. t. 60 °C Chlad. t. 70 °C

Obrazek 24 Koncentrace flavonoidt v pohankovych raw susenkach susenych pii 40, 50, 60, 70 °C, smés pro
peceni namacena pti chladnickové teploté 20 hodin
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4.2.4. Porovnani obsahu fenolickych latek v pohankovych raw susenkach
suSenych pi1 40 a 70 °C

Pti porovnani obsaht fenolickych latek v pohankovych raw susenkach susenych pii 40
a 70 °C (Obrazek 25) je patrné, ze koncentrace téchto latek s teplotou suSeni roste kromé
kyseliny protokatechové a galové, jejichz koncentrace v suSenkdch suSenych pti 40 °C
mnohonasobné pievysuji jejich obsah v susenkach susenych pti 70 °C. Koncentrace katechinu
vzrostla vice nez dvojnasobné. Koncentrace kyseliny vanilové je o 1,3x vyssi. Koncentrace
kyseliny kavové je vice jak 6-ti nasobna. Skoro dvojnasobné se zvysila koncentrace kyseliny
syringové. Epikatechin nebyl viibec ptitomen ve vzorku o teploté suseni 40 °C. Dvojnasobné
se zvySila i koncentrace kyseliny p-kumarové, ferulové a sinapové. Koncentrace rutinu,
myricetinu a kvercetinu se zvysila cca 1,6x. ZvySuje se obsah fenolovych kyselin i
flavonoidti. Tento trend plati jak pro suSenky, jejichz pecici hmota byla namacena za

laboratorni i chladni¢kové teploty 20 hodin.

M Galova kys. M Protokatechova kys. M Katechin B Chlorogenova kys.
M Vanilova kys. W Kavova kys. B Syringova kys. M Epikatechin
p-kumarova kys. M Ferulova kys. M Sinapova kys. rutin
Myricetin Kvercetin
100
1T™502,22
90
80
70

Lab.t. 40 °C Lab.t. 70 °C

Obrazek 25 Koncentrace fenolickych latek v pohankovych raw susenkach susenych pii 40 a 70 °C, smés pro
peceni namacena pii laboratorni teploté 20 hodin

V jedné ze studii byl popsan vliv suSeni na pohankovy slad, ktery ovlivnil zastoupeni
fenolickych latek. Dokonce vliv zvySené teploty dal vzniku nové sloucenin¢ [108]. Dalsi
studie popisuje vliv teploty v procesu zrani na je¢ny slad. Zde doSlo k nardstu fenolovych
kyseliny do teplot 70-80 °C. Po dal$im zvyseni teploty doslo nasledné k poklesu koncentrace
téchto latek [115].
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5. Zavér

Byla vypracovana literarni reserSe, kde bylo popsano stanoveni fenolickych latek
Vv pohance a ostatnich obilovinadch. Toto téma bylo zaméfeno hlavné na postup pfipravy
vzorku pfed analyzou a moznosti stanoveni fenolickych latek v pohance pomoci kapalinové
chromatografie. Dale byla popsana samotna pohanka z hlediska morfologie rostliny, obsahu
latek (sacharidy, bilkoviny, lipidy, vitaminy, antioxidanty a mineralni latky) a terapeutického
ucinku. Jedna kapitola byla vénovana stanovovanym antioxidantim a raw strave.

V experimentalni ¢asti byla nejprve popsana optimalizace podminek separace a
nasledné optimalizace podminek pfipravy vzorkid pohankovy raw suSenek. Vzorek
pohankovych raw suSenek byl podroben 2 hodinové alkalické hydrolyze NaOH s ptidavkem
kyseliny askorbové, ktera ma za tikol chranit fenolové kyseliny pted jejich degradaci vlivem
vysokého pH. Nasledné byl vzorek zneutralizovan kyselinou chlorovodikovou. Uvolnéné
fenolické latky byly oddéleny od ostatnich latek extrakci ve smési ethylacetatu
s diethyletherem 1:1 (v/v). Extrahované latky byly nakonec vysuseny pod proudem dusiku a
byly ptipraveny k separaci na RP-HPLC-UV/VIS-MS. Ve vzorcich pohankovych raw
suSenek susenych pti 40, 50, 60 a 70 °C byl sledovan obsah vybranych fenolovych kyselin a
flavonoidt. Fenolické latky byly sledovany ve dvou typech suSenek, u casti vzorkl byla
pecici hmota namacena pii laboratorni teploté ve vodé 20 hodin a u druhé ¢asti vzorkt byla
pecici hmota namacena pii chladnickové teploté ve vode 20 hodin.

Koncentrace vétsiny fenolovych kyselin ve vzorcich pohankovych raw suSenck
suSenych pii40, 50, 60 a 70 °C méla stoupajici tendenci, kdy byla pecici hmota namacena
pii laboratorni teploté. Z tohoto trendu vSak vybocovaly kyseliny protokatechova a galova,
které byly v nejvyssich koncentracich nalezeny v susSenkach susenych jiz pti 40 °C. SusSenky,
jejichz pecici hmota se namacela za chladni¢kové teploty, vykazovaly koncentrace
fenolovych kyseliny ptiblizn€ podobnych u suSenek suSenych pii 50, 60 a 70 °C. U obsahu
flavonoidi pohankovych raw suSenek suSenych pii 40, 50, 60 a 70 °C nebyla vypozorovana
7adnd vyznamna zavislost. Vzorky suSenek oproti ¢isté pohance obsahovaly mnohonasobné
vic fenolickych latek. Jednou z pfi¢in vyS$Siho obsahu fenolickych latek by mohla byt
ptritomnost $vestek v susenkach a také vliv susici teploty, protoze i susenky suSené pii 40 °C
mély minimalné dvojnasobné hodnoty koncentraci fenolickych latek, nez tomu bylo u Cisté
pohanky. Pti porovnani vzorkd susenych pii 40 a 70 °C je patrné, Ze teplota suseni pii 70 °C

je vyhodnéjsi z hlediska obsahu fenolickych latek.
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Vliv teploty suseni na obsah fenolickych latek je patrny, ale ne tak vyrazny. Rozhodné
ale neni teplota nad 42 °C degradujici teplotou pro fenolické latky, ba naopak celkové
fenolickych latek postupné ptibyvalo ve vét§iné vzorkl. Zajimavé by bylo porovnat, jak se
bude obsah sledovanych latek liSit v susenkach pecenych, napt. pii teplote¢ 180 °C, kdy jiz

dochazi k Maillardovym reakcim.
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P 1 Extrahované chromatogramy molekulovych iontti standard.
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P 2 Kalibraéni pfimka pro stanoveni koncentrace kyseliny galové (A = 280 nm)
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P 3 Kalibraé¢ni piimka pro stanoveni koncentrace kyseliny protokatechové (A = 280 nm)
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P 4 Kalibraé¢ni piimka pro stanoveni koncentrace katechinu (A =280 nm)
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P 5 Kalibra¢ni ptimka pro stanoveni koncentrace kyseliny chlorogenové (A = 280 nm)

250 -
200 1 y = 41,655x
3 RZ=0,9999
= 150 -
©
S
© 100 -
(- N
50 -
O T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6
¢ [ug/ml]

P 6 Kalibrac¢ni pfimka pro stanoveni koncentrace kyseliny vanilové (A = 280 nm)
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P 7 Kalibra¢ni piimka pro stanoveni koncentrace kyseliny kavové (A = 280 nm)
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P 8 Kalibrac¢ni pfimka pro stanoveni koncentrace kyseliny syringové (A = 280 nm)
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P 9 Kalibrac¢ni ptimka pro stanoveni koncentrace epikatechinu (A = 280 nm)
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P 10 Kalibra¢ni ptimka pro stanoveni koncentrace kyseliny p-kumarové (A = 280 nm)
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P 11 Kalibra¢ni ptimka pro stanoveni koncentrace kyseliny ferulové (A =280 nm)
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P 12 Kalibra¢ni ptimka pro stanoveni koncentrace kyseliny sinapové (A = 280 nm)
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P 13 Kalibra¢ni pfimka pro stanoveni koncentrace rutinu (A = 280 nm)
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P 14 Kalibracni piimka pro stanoveni koncentrace myricetinu (A = 280 nm)
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P 15 Kalibrac¢ni ptimka pro stanoveni koncentrace kvercetinu (A = 280 nm)
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P 16 Chromatogram 2 hodinové hydrolyzy
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P 19 Namérené hodnoty obsahu fenolickych latek ve vzorcich ¢isté pohanky (primérna hodnota +

smérodatna odchylka, N =4)

Latka Fenolicka latka Pohanka [ug/ g vzorku]
1 Galova kys. 18,23 £ 1,66
2 Protokatechova kys. 1,53 £0,68
3 Katechin 21,65+5,14
4 Chlorogenova kys. <LOD
5 Vanilova kys. 4,81 £1,21
6 Kavova kys. <LOD
7 Syringova kys. 6,53 +0,97
8 Epikatechin 12,37 £2,77
9 p-kumarova kys. 8,25+ 0,64
10 Ferulova kys. 6,41 £1,18
11 Sinapova kys. 13,35+ 1,12
12 Rutin 14,68 £2,52
13 Myricetin 6,84 + 0,39
14 Kvercetin 3,93 +£1,04

P 20 Naméfené hodnoty obsahu fenolickych latek ve vzorcich raw susenek susenych pii 40 °C
(primérna hodnota + smérodatnd odchylka, N = 4)

Latka Fenolicka litka [tg?g t\,:grkﬁ] ﬁ‘;}‘g V‘Z;‘r"kuf
1 Galova kys. 32,38 + 0,59 38,65 + 0,50
2 Protokatechova kys. 502,22 + 14,98 622,22 + 45,20
3 Katechin 11,98 £5.,99 <LOD
4 Chlorogenova kys. 6,24 +0,29 5,64 £0,57
5 Vanilova kys. 17,46 + 0,65 9,96 £ 2,97
6 Kévova kys. 5,04 +£1,07 1,61 +1,15
7 Syringova kys. 11,51 2,82 5,54 + 0,60
8 Epikatechin 0,00 + 0,00
9 p-kumarova kys. 10,81 + 0,85 7,64 £0,77
10 Ferulova kys. 13,66 £ 0,27 6,52 +0,19
11 Sinapova kys. 14,37 + 1,49 10,53 £1,83
12 Rutin 25,26 £1,56 22,46 +£ 7,62
13 Myricetin 19,91 + 3,90 15,80 + 4,01
14 Kvercetin 11,33 + 1,47 5,61 +£0,95
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P 21 Namérené hodnoty obsahu fenolickych latek ve vzorcich raw susenek susenych pii 50 °C
(prumérna hodnota + smérodatna odchylka, N = 4)

Latka Fenolicka litka | i g}’ét\',fgrli] ﬁf}c,'/agvtzi‘r’kf]
1 Galova kys. 18,59 + 0,25 23,15 +0,98
2 Protokatechova kys. 11,62 +0,99 28,88 £ 5,78
3 Katechin 32,16 10,98 31,54 £11,95
4 Chlorogenova kys. <LOD <LOD
5 Vanilova kys. 14,92 £1,71 24,37 £ 0,34
6 Kavova kys. 6,21 0,39 19,75 + 3,02
7 Syringova kys. 11,91 + 0,59 19,25 £0,78
8 Epikatechin 34,63 + 14,34 19,10 + 19,00
9 p-kumarova kys. 13,44 + 0,63 19,37 + 1,87
10 Ferulova kys. 12,71 1,36 23,00 £2,15
11 Sinapova kys. 15,35+ 1,63 20,20 2,61
12 Rutin 16,07 + 5,54 35,24 £5,24
13 Myricetin 18,90 + 2,52 25,10 + 2,58
14 Kvercetin 2,79 +0,26 5,01 +£0,24

P 22 Naméfené hodnoty obsahu fenolickych latek ve vzorcich raw susenek suSenych pti 60 °C
(primérna hodnota + smérodatnd odchylka, N = 4)

Latka Fenolicki litka [ﬁé}’&f&lﬁ] ﬁf;'/agvtzg?kﬁ
1 Galova kys. 20,56 £+ 0,60 20,79 £0,78
2 Protokatechova kys. 15,86 + 1,76 15,85 +2,02
3 Katechin 37,91 £8.91 23,83 £1,71
4 Chlorogenova kys. <LOD <LOD
5 Vanilova kys. 20,97 +2.29 18,80 £ 1,61
6 Kavova kys. 20,92 £+ 5,06 24,93 £0,81
7 Syringova kys. 17,92 + 1,24 18,06 + 1,82
8 Epikatechin 30,89 £ 6,92 22,58 £12.49
9 p-kumarova kys. 19,98 £+ 1,46 22,16 £3,11
10 Ferulova kys. 12,74 £ 8,95 23,38 £ 2,60
11 Sinapova Kys. 20,97 + 1,81 26,24 + 420
12 Rutin 30,54 £ 11,46 22,99 + 8,04
13 Myricetin 27,71 £ 8,91 28,36 + 10,04
14 Kvercetin 559 +3,82 4,90 + 0,34
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P 23 Namérené hodnoty obsahu fenolickych latekve vzorcich raw susenek susenych pii 70 °C

(prumérna hodnota + smérodatna odchylka, N = 4)

Latka Fenolicka litka | i g}’ét\',zgrli] ﬁg/ag\fzz,?kuc]
1 Galova kys. 25,40+491 22,23 £2,50
2 Protokatechova kys. 27,27 + 0,33 28,29 + 1,06
3 Katechin 24,29 +£2.51 26,66 +1,63
4 Chlorogenova kys. <LOD <LOD
5 Vanilova kys. 22,58 £1,57 21,17 +£0,48
6 Kavova kys. 31,01 £8,96 21,22 £17,57
7 Syringova kys. 18,91 £ 0,37 18,40 £1,70
8 Epikatechin 15,18 £13,96 14,82 £9,91
9 p-kumarova kys. 21,58 £2,71 19,17 £4,21
10 Ferulova kys. 21,80+ 5,43 23,34 +7,29
11 Sinapova kys. 28,93 + 10,88 18,54 +5,83
12 Rutin 39,45 + 14,34 31,57 + 6,42
13 Myricetin 30,88 + 8,46 25,48 7,69
14 Kvercetin 8,78 + 4,55 5,59 + 056

P 24 Naméiené hodnoty obsahu fenolickych latek ve vzorcich tésta raw suSenek (priimérna hodnota +
smérodatna odchylka, N = 2)

Latka Fenolicka latka [ug;séovsz(:):lfu] [ufgiséovi(:):lfu] [ugséovz‘z):lfu]
1 Galova kys. 11,26 + 0,01 12,61 + 0,03 5,43 +0,01
2 Protokatechova kys. 4,41 +0,02 7,00 £ 0,09 0,50 + 0,01
3 Katechin 13,51 £ 0,06 33,98 £0,01 8,67 = 0,06
4 Chlorogenova kys. 2,72 £ 0,03 <LOD <LOD
5 Vanilova kys. 7,22 +0,02 11,60 + 0,01 5,49 + 0,03
6 Kavova kys. <LOD 6,31 +0,02 3,46 + 0,03
7 Syringova kys. 10,97 + 0,02 10,91 £ 0,04 5,37 +0,10
8 Epikatechin <LOD 18,82 £0,01 5,79 +£ 0,00
9 p-kumarova kys. 7,02 +0,01 10,58 + 0,00 4,76 + 0,01
10 Ferulova kys. 7,14 £ 0,02 11,63 £ 0,02 3,14+ 0,01
11 Sinapova kys. 7,06 + 0,02 12,22 +0,03 3,60 + 0,55
12 Rutin 12,48 + 0,06 16,02 + 0,06 1,67+ 0,96
13 Myricetin 10,33 £0 14,03 £ 0,06 5,52 +0,36
14 Kvercetin 2,82 + 0,69 1,54 40,14 2,42 +0,03
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P 25 Nameérené hodnoty obsahu fenolickych latek ve vzorcich pro opakovatelnost a
reprodukovatelnost hydrolyzy (primérna hodnota + smérodatna odchylka, N = 2)

Latka | Fenolicka litka | g;/ \Z/ilorku] [ng/ g\;/ \Z/forku] [ng/ g\;/ f/forku] [ug/ g\;/ \Z/forku]
1 Galova kys. 21,86 +0,03 | 20,35+0,05 | 20,07+0,48 25,14 +0,05
2 Protokatechova kys. | 186,36+0,48 | 92,45+86,17 | 212,53+3,80 | 226,88+ 0,22
3 Katechin 25,72+0,18 | 13,44+210 | 23,69+3,92 18,41 £1,17
4 Chlorogenova kys. 4,77 +0,07 4,80 + 0,01 3,69 +0,14 4,34 + 0,00
5 Vanilova kys. 22,95+0,08 | 16,39 +0,01 19,06 1,56 | 16,76 0,12
6 Kévova kys. 9,65 = 0,01 10,08 = 0,04 8,42 +0,51 8,01 £0,14
7 Syringova kys. 8,89+ 0,01 8,24 +0,13 10,81 +0,38 9,97 £0,12
8 Epikatechin 0,05 +£ 0,05 11,52 +£5,76 11,11 +£11,11 7,85 +£7,85
9 p-kumarova kys. 14,62 + 0,00 14,52 + 0,03 13,48 + 0,48 13,61 £ 0,14
10 Ferulova kys. 11,10£0,03 | 18,17+0,11 17,01 £0,80 | 17,39 +0,35
11 Sinapova kys. 15,00 £ 0,01 15,76 £0,07 | 14,50+0,76 | 16,10+0,29
12 Rutin 28,64 +020 | 24,89 +0,34 32,14+2,50 | 25,55+1,90
13 Myricetin 28,83 + 0,05 30,08 + 0,36 2433 +1,43 24,92 + 1,24
14 Kvercetin 1,79 +£0,18 11,62 £0,89 13,83 £ 1,49 3,93 +0,91
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P 26 Chromatogram vzorku Chlad. t. 40 °C
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P 27 Chromatogram vzorku Chlad. t. 50 °C
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P 28 Chromatogram vzorku Lab. t. 60 °C
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P 29 Chromatogram vzorku Lab. t. 70 °C
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P 30 Chromatogram pohanka
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