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ANOTACE

Tato bakalarska prace, napsana formou literarni reSerSe, se vénuje analyze biologicky
aktivnich latek obsazenych v pseudoobilovinach. V teoretické c¢asti se zabyva
charakteristikou a chemickym slozenim pohanky a amarantu. Dale pak charakteristikou
antioxidantt, zejména fenolickych sloucenin, které vykazuji antioxida¢ni aktivitu. V druhé
poloving préace jsou popsany analytické metody, jako je extrakce, vysokoucinna kapalinova
chromatografie a spektrofotometrické metody vhodné pro méfeni latek vykazujici

antioxida¢ni aktivitu.

KLICOVA SLOVA
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chromatografie, spektrofotometrické metody

TITLE

Modern Analytical Techniques in Analysis of Biological Active Compounds
in Pseudocereals

ANNOTATION

This bachelor thesis is written in a form of a literary research. It contains the analysis
of biologically active compounds contained in pseudocereals. The theoretical part deals
with the characteristics and chemical compositions of buckwheat and amaranth. In addition,
it provides characteristics of antioxidants, mainly phenolic compounds, which show
antioxidant activity. The second part of the thesis describes analytical methods, such
as extraction, high performance liquid chromatography and spectrophotometric methods

which are frequently used for measuring compounds with antioxidant properties.

KEYWORDS

amaranth, buckwheat, phenolic compounds, antioxidant activity, high performance liquid

chromatography, spectrophotometric methods
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UvVOD

V poslednich letech roste zdjem o produkty z alternativnich rostlin, které vykazuji
pozitivni vliv na lidské zdravi. Mezi tyto alternativni rostliny patfi i tzv. pseudoobiloviny,
jako je amarant, pohanka a quinoa. Zdravi prospé&s$né u¢inky pseudoobilovin jsou zptisobeny
predevsim vysokym obsahem biologicky aktivnich latek, které se jako sekundéarni
metabolity vyskytuji v rostlinach. Sekundarni rostlinné metabolity funguji jako eventualni
prostiedky ke snizeni chronického onemocnéni nebo mohou vyznamné piispét k jeho
prevenci.

Jsou tedy velmi vykonnou a hlavné pfirozenou soucasti 1écby. Nejvétsi podil biologicky
aktivnich latek koncentrovanych v pseudoobilovinach vykazuji fenolické slouceniny,
které se vyznacuji antioxidacni aktivitou. Plsobenim antioxidantl se zabranuje vyskytu
volnych radikald, které zplsobuji oxidacni stres. Pro stanoveni téchto sloucenin a jejich
antioxidacni aktivity se pouziva riznych metod a analytickych nastroji. Patii mezi né
napt. kapalinovd chromatografie, plynova chromatografie, kapilarni elektroforéza,

spektrofotometrické metody a dalsi.

11



1 TEORETICKA CAST

1.2 Pseudoobiloviny

Z botanického hlediska se jednd o nepravé obiloviny, Které jsou svym slozenim
a vyuzitim semen velmi podobné béznym obilovinam, jako je naptiklad psenice, je¢men,
zito, ryze adalsi. Narozdil od bé&znych obilovin jsou pseudoobiloviny dvoudélozné
rostliny [1,2,4].

Mezi nejbéznéjsi pseudoobiloviny patii pohanka, amarant a quinoa (obrazek 1). Tyto
nepravé obiloviny jsou si podobné chemickym slozenim semen (tabulka 1). Amarant je
z hlediska bilkovinného slozeni o néco vyznamnéj$i nez quinoa a pohanka. Naopak
z hlediska obsahu vlakniny a biologicky aktivnich latek s antioxida¢nimi vlastnostmi,

konkrétné fenolickych sloucenin, je vyznamnéjsi pohanka [2].

amarant quinoa pohanka

Obriazek 1 — Semena nejbéznéjsich pseudoobilovin [46]

Semena pseudoobilovin maji vysokou nutri¢éni hodnotu, proto mohou mit pozitivni
vlastnosti na lidské zdravi. Vyuzivaji se k prevenci proti riiznym chronickym onemocnénim,
jako je tieba kardiovaskularni onemocnéni, ateroskler6za nebo rakovina. Pseudoobiloviny
neobsahuji prolaminy, coz je smés bilkovin nazyvané také jako gluten neboli lepek,
proto jsou tyto potraviny vhodné i pro lidi, kteti trpi celiakii. Celiakie je imunitni
nesnaSenlivost lepku, ktera se projevuje autoimunitnim zanétem sliznice tenkého stieva.
Ztohoto diivodu jsou pseudoobiloviny zahrnovany do dietnich a vyZzivovych
jidelnicka [2,4]. Patii mezi tzv. pfirozenou vyzivu, proto mohou nahradit i néktera synteticka
1é¢iva. Navic jsou oproti syntetickym 1é¢iviim dostupnéjsi a ekonomictéjsi [30].

Amarant, quinoa a pohanka obsahuji vysoce kvalitni proteiny, Které jsou stravitelné
a biologicky dostupnéj$i nez proteiny konvencnich obilovin, a to pfedev§im kvili

vynikajicimu slozeni esencialnich aminokyselin, které dané proteiny tvoti. Pseudoobiloviny
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se také vyznacuji obsahem vitamint, predevsim vitaminu E. Dulezité jsou i jiné biologicky
aktivni latky s antioxida¢nimi vlastnostmi jako jsou fenolické kyseliny, flavonoidy, taniny,
saponiny a dal$i. Lipidy amarantu, quinoy a pohanky jsou charakterizovany vysokym
stupném nenasycenosti, coz je zadouci z hlediska vyzivy. Navic vysoké mnozstvi vlakniny
zlepsuje metabolismus téchto lipidd. Dale obsahuji Skrob a dilezité mineraly.
Mezi dominantni mineraly patii naptiklad fosfor, draslik, zelezo, hoic¢ik, vapnik nebo
zinek [1,2,5].

Z hlediska tohoto slozeni se v poslednich letech staly pseudoobiloviny jedny
z nejvyhledavangjsich alternativnich plodin na potravinaiském trhu, tim se zintenzivnil
I vyzkum pseudoobilovin ve vSech oblastech. Ale i pies to, Ze se jejich poptavka znacné

zvysila, jsou pseudoobiloviny ve srovnani s béznymi obilovinami stale nevyuzité [1].

Tabulka 1 — Chemické sloZeni pseudoobilovin vztazné na suSinu ve srovnani s pSenici [1,2,3,5]

Druhy Proteiny Lipidy Skrob Vlaknina Milgfglni
semen [% (m/m)] [% (m/m)] [% (m/m)] [% (m/m)] [% (m/m)]
Amarant 14,0-16,5 5,6-10,3 55,1-67,3 11,1-20,6 2,4-3,3
Quinoa 11,0-16,5 4,1-75 64,3-70,4 12,88-19,7 2,3-3,8
Pohanka 10,4-14,2 1,3-34 58,5-69,4 6,7-9,9 14-2,1
PSenice 11,6-14,3 1,7-2,3 61-78,4 2,8-6,5 1,4-2,2

Jelikoz jsou pseudoobiloviny na rozdil od béznych obilovin bohaté nejen na proteiny,

ale také na lipidy, vlakninu, vitaminy a mineralni latky, mohou rozsifovat, nebo dokonce

i nahrazovat obiloviny jako jsou psenice, ryze, kukufice a dalsi [2].
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1.3 AMARANT

1.3.1 Charakteristika

Amarant, znamy také jako laskavec, je fazen do celedi laskavcovitych (Amatanthaceae).
Rod Amaranthus se sklada ptiblizn¢ z 60 druhti, ale pouze tfi druhy jsou pouzivany
pro produkci zrna v potravinaiském pramyslu (Amaranthus Hypochondriacus, Amaranthus
Cruentus a Amaranthus Caudatus) [5]. Svym vyuzZitim semen jsou podobna obilovinam,
alemezi n¢ se nefadi. Zbotanického hlediska se jedna o tzv. pseudoobilovinu.
Kromé pouziti amarantového zrna, se také pouzivaji listy a naté, které slouzi jako zelenina
pro lidi ¢i krmiva pro zvitata. Jiné druhy jsou povazovany za plevele nebo jako okrasné
rostliny [6,8].

Amarant byl jednou ze zakladnich potravin Aztécké, Mayské a Incké civilizace [5,9].
Dnes se péstuje ve stfedni a jizni Americe, Africe a Asii (Cina, Nepal a Indie) [6].
Je extrémné adaptivni vic¢i nepiiznivym podminkam ristu. Odolavd riznym teplotam,
pidnimu pH (kyselému ¢i alkalickému), desti, chorobam a $kidctim. Jeho rostliny maji
vysoky potencial pro vznik biomasy a vynos zrna. Jedna rostlina produkuje okolo 50 000
semen [6,9]. Navic patii mezi tzv. C4-rostliny s vice G¢innou fotosyntézou, coz zpisobuje
rychlym rast. Tyto C4-rostliny dokaZou vyuZit malé mnoZstvi oxidu uhli¢itého a zaroven
ziskat vEéts§i mnozstvi energie v podobé ATP (adenosintrifosfat) [6,10].

Z hlediska vysokych nutri¢nich kvalit amarantu se dnes zvySuje jeho produkce. Piiznivé
ucinky zpusobuji latky s antioxida¢ni aktivitou, jako jsou vitaminy C a E, fenolické kyseliny,
flavonoidy, saponiny, karotenoidy, a dal$i. Amarant ma antialergické, antirakovinotvorné

a antioxidacni vlastnosti, proto se pouziva i v Iékatstvi pti nékterych onemocnéni [4].

Obrazek 2 — Rostlina a semena amarantu [7]
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Amarant je viceleta rostlina (obrazek 2), ktera se vyuziva K ptimé konzumaci. Dale
se vyuziva jako pfirodni potravinaiské nebo kosmetické barvivo, kvuli obsahu ¢erveného
az fialového pigmentu B-kyaninu [6]. V soucasnosti tato alternativni plodina piitahuje
celosvétovou pozornost a je povazovana za novou vysoce potencialni plodinu s riznym

zpusobem vyuziti [6].

1.3.2 Anatomie a sloZeni zrna

Velikost amarantového zrna je mensi nez zrna béznych obilovin. Jeho primér byva
vétsinou okolo 0,9 az 1,7 mm a hmotnost jednoho zrna se pohybuje od 0,5-1,2 mg [5,8].
Zbarveni vné¢j$i obalové vrstvy semene zavisi na odridé¢ amarantu. Barva byva riznoroda
od bilé, krémové, rizové, hnédé az po ¢ernou [2,6].

Semeno je tvoieno embryem, endospermem a perispermem (obrazek 3). Embryo je
zarodek kruhového tvaru obklopujici perisperm. Je pomérné velké a spolecné s vnéjsi
vrstvou semene obsahuje proteiny, vldkninu, sacharidy, lipidy a minerdly. Embryo
piedstavuje asi 25 % hmotnosti zrna a spole¢né s vnéjsi vrstvou (semennym plastém) tvori
26 % semene, proto je amarantové zrno hlavnim zdrojem latek, které jsou koncentrovany
v embryu [2]. Perisperm se na rozdil od jednodéloznych obilovin sklada z extrémné malych
Skrobovych granuli o priméru 0,8-2,5 um. Pro srovnani, pramér granuli ryzového skrobu
se pohybuje okolo 3-8 um a 15-100 um pro bramborovy Skrob. Endosperm je u zralych

semen malo vyvinuty, a tak obsahuje jen malou ¢ast semene [6,11].

prokambium
kotyledony { kotyledony

_ Skrobovy perisperm

semenny
plast’ ~

vyhonkovy —
vrchol

perisperm prokambium —

radikula
(kofinek)

prokambium

endosperm

Obrazek 3 — Pfi¢ny a podélny fez amarantového zrna [3]

15



1.3.3 Chemické sloZeni

Chemické slozeni a tudiz i nutriéni kvalita amarantu je vynikajici. Semena a listy
obsahuji velké mnozstvi latek s ptiznivymi ucinky na lidské zdravi. Amarantové zrno ma
témer dvojnasobné az trojndsobné mnozstvi proteinii a lipidii nez bézné obiloviny.
Dale obsahuje vysoké mnozstvi esencialnich aminokyselin, pfevazné lysinu. Je dobrym
zdrojem minerall, vitamind a biologicky aktivnich latek s antioxida¢ni aktivitou. Ale naopak
mnozstvi §krobu je o néco nizs§i nez napiiklad u pSenice [2,5,13]. Zelené Casti rostliny
obsahuji stejné jako zrno proteiny, vlakninu, mineraly a vitaminy. JelikoZ je obsah proteinti
vys$si nez u semen, jsou tyto ¢asti rostliny zdrojem bilkovinnych vytazkl s vysokou nutri¢ni
kvalitou [4].

Obsah latek se 1isi pfedevs§im druhem a odridou amarantu (tabulka 2) nebo jeho ¢astmi
(listy, zrno, stonek). Dale je slozeni zavislé na péstitelskych podminkach (kliceni, teplota,

zpusob a misto péstovani, atd.) a zptisobu zpracovani [5].

Tabulka 2 — Chemické sloZeni tfi druhti amarantu [2]

A. Caudatus A. Hypochondriacus A. Cruentus
Slozeni

[%] [%] [%]
Proteiny 15,5 17,9 15,5
Lipidy 7,6 7,9 7,7
Vlaknina 4,7 2,2 4.4
Sacharidy 68,8 63,6 58,3
Popilek 3,4 3,3 3,3

1.3.3.1 Proteiny

Amarant obsahuje velké mnozstvi proteind. Kvalita proteini je predevsim zavisla
na slozeni aminokyselin (tabulka 3), ze kterych se dané proteiny skladaji. Na rozdil
od konvenc¢nich obilovin se amarant vyznacuje mnohem vyssim slozenim esencialnich
aminokyselin [1]. Mezi tyto esencialni aminokyseliny patii zejména lysin, tryptofan a sirné
aminokyseliny. Naopak z pohledu bé&znych obilovin je nedostacujici aminokyselinou
leucin [5]. Amarantové proteiny jsou svym aminokyselinovym sloZzenim srovnatelné

s bilkovinami Zivo¢isného ptivodu. Esencialni aminokyseliny jsou pro lidské télo velmi
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dulezité. Jelikoz si je t€lo nemiize samo syntetizovat, pfijimaji se prostiednictvim potravy.
U amarantu bylo zjisténo [2,5], Zze soucet esencidlnich aminokyselin je 47,56 g/100 g
bilkovin. Amarantové proteiny se vyznacuji i velmi vysokou biologickou hodnotou,
avsak stravitelnost téchto proteinii se vétSinou pohybuje kolem 80 %. Pro zlepSeni
stravitelnosti se zrno amarantu prazi [6].

Vzhledem k tomu, ze obsahuji hlavné globuliny a albuminy a téméf Zadné prolaminové
bilkoviny (<3 %), je amarant dalezitym zdrojem pro osoby trpici celiakii. Globuliny
a albuminy jsou skladovacimi bilkovinami, které tvoii velkou ¢ast proteint. Albuminy tvoii
asi 40 % z celkovych proteint a globuliny 20 % proteint [2,6].

Ptiblizn¢ 65 % proteinti se nachazi v embryu a semenné vrstvé a 35 % ve Skrobovém
perispermu [5]. Celkovy obsah proteini obsazenych v zrnu se pohybuje kolem 16 %

az 18 %, coz je mnohem vice nez maji bézné obiloviny (8,5-14 % proteint) [6,13].

Tabulka 3 — Porovnani aminokyselin obsazenych v amarantu, kukufici a pSenici [3, 6]

2/100 g proteint
Aminokyseliny
Amarant | Kukufice | Psenice

Lysin 5,1-6,1 2,9 2,6
Leucin 4,2-6,3 12,5 6,8
Valin 3,9-4,7 5,0 4.4
Histidin 2,5-3,0 2,6 2,0
Isoleucin 2,7-4,1 4,0 4,2
Treonin 3,34,0 3,8 2,8
Tryptofan 0,9-1,82 0,7 1,2

Lysin

Nejvice obsaZenou aminokyselinou v amarantovém zrnu je uZ zmifovany lysin.
Jeho obsah je asi 2krat az 3krat vyssi nez u konvencnich obilovin. Lysin je dulezitou
aminokyselinou podporujici riist tkani, svalové hmoty a mozkovych bunck, dale je nezbytny
pro produkci hormont, enzymt a protilatek. Vyrazn€¢ podporuje vstiebavani vapniku

V travicim traktu a tim zlepSuje spravny rast a vyvoj kosti, hlavné u déti [3,5,14].
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1.3.3.2 Lipidy

Amarantové zrno je dale velmi dobrym zdrojem lipidd. Obsah lipida je asi 2krat az 3krat
vysS§i nez obsah pohankovych lipida a lipida jinych konvencnich obilovin [1]. Amarantové
lipidy jsou v pievazné mife tvofeny nenasycenymi mastnymi kyselinami, které tvoii vice
nez 75 % lipidd. Nejvice zastoupenou vyssi nenasycenou mastnou kyselinou je kyselina
linolova (35-55 %), ktera je esencidlni a proto nezbytna pro lidskou vyzivu. Dalsi vyssi
mastné kyseliny, které jsou obsazené v amarantu, jsou nasycené mastné Kkyseliny,
jako je kyselina olejova (18-38 %), kyselina palmitova (20-23 %) a kyselina stearova
(3-4 %) [2,5].

Lipidy jsou mimotradné cenné kvili pfitomnosti slozek, které se v béznych obilovinach
v takovém mnozstvi nevyskytuji, patfi mezi né napi. skvalen, vitamin E a zminované

esencialni nenasycené mastné kyseliny [1,37].

Skvalen

Skvalen je pfirodni organicka latka (polynenasyceny triterpen), ktera se vyskytuje
jak v zivocisnych tkanich, tak i v rostlinach. Poprvé byl izolovan z jater zraloka. Obsahuje
vice nez polovinu jaterniho oleje. V soucasné dobé€ jsou jatra Zraloka stale hlavnim zdrojem
skvalenu, ale jejich dostupnost je omezena kvuli ochrané¢ motskych zivocicht. Z tohoto
divodu je snaha o vyuziti rostlinného zdroje skvalenu, jako je amarantovy olej, olivovy olej
nebo napiiklad ryzovy olej. Nejvyssi obsah skvalenu je v amarantovém oleji (6-8 %).
Koncentrace v amarantovém zrnu se pohybuje okolo 469,96 mg/100 g [4]. Skvalen je
dulezitou slozkou kozni kosmetiky, snizuje hladinu cholesterolu a reguluje metabolismus

lipidt. Dale ma antioxidacni vlastnosti a pozitivni uc¢inky na lidsky imunitni systém [2,18].

1.3.3.3 Sacharidy

Skrob

Amarantovy Skrob je nejvyznamnégjsi Casti amarantu a hlavni zasobni slozkou
amarantovych sacharidi, které obsahuji asi 48—69 % celkové susiny. I ptesto, ze tvoii hlavni
slozku amarantového zrna, je jeho vyskyt niz§i nez u béznych obilovin. Je to zptisobeno tim,
ze se nachazi v extrémné malych granulich ulozenych v perispermu. Tyto granule jsou
nejmensimi naméfenymi Skrobovymi granulemi ze vSech konvenc¢nich obilovin [5,6].

Hlavnimi slozkami $krobu jsou amylopektin a amyloza, kde nejvétsi ¢ast piedstavuje
amylopektin, ktery tvoii asi 90 % Skrobu. Obsah amylézy ¢ini 0,1-11,1 % z celkového

Skrobu a je nizsi nez u ostatnich obilnych Skrobt [5,6].
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Malé skrobové granule a vysoky obsah amylopektinu, vysvétluji vétsSinu fyzikalnich
vlastnosti amarantového Skrobu. Vlivem téchto faktori ma wvynikajici stabilitu
pii zmrazovani a rozmrazovani, dale pak dobrou schopnost vazat vodu (bobtnavost). Malé
Skrobové granule poskytuji unikatni funkéni vlastnosti potravinaiské ale i nepotravinaiské
aplikace, jako je naptiklad zahu$tovani potravin ¢i Skrobeni pradla, kosmetické vyrobky

nebo nahrazka tuka [5].

Vlaknina

Amarant obsahuje oproti pohance niz$i mnozstvi vlakniny, ale i pfes to je jejim dobrym
zdrojem. Obsah vlakniny amarantu zavisi na druhu a odridé amarantu, tak jako vétSina
amarantovych slozek [5]. Procentualné se tento obsah pohybuje okolo 4-5 % celkového
mnozstvi vlakniny [2,5]

Vlaknina je nestravitelny polysacharid, ktery ma velmi piiznivé fyziologické Géinky
pro lidské zdravi, bez ohledu na to jestli se jedna o rozpustnou ¢i nerozpustnou vladkninu.
Pomaha pohybu potravy travici soustavou, vstiebava vodu nebo muze sniZzovat hladinu

cholesterolu a glukozy v krvi [1].

1.3.3.4 Mineraly

Amarantové zrno je dale velmi bohatym zdrojem mineralnich latek, které jsou dalezité
pro lidsky organismus. Mineralni latky jsou sloZzky potravin, které zlstavaji po uplné
oxidaci, proto se nazyvaji popilek. Obsah minerald je asi dvakrat vyss$i nez u béznych
obilovin, jejich obsah se 1i8i podle odriidy a zpisobu zpracovani [6]. Dominantnimi mineraly
amarantu jsou fosfor, vapnik, zelezo, draslik a hot¢ik, dale pak méd’, mangan a sodik [6].
Fosfor, draslik a hof¢ik jsou obsazené v embryu semene a vapnik je ulozen Vv oplodi
(perikarpu). Bylo zjisténo [1], Ze barevné genotypy semen obsahuji vy$§i koncentraci
minerald hot¢iku a vapniku, nez bilé¢ genotypy semen. AvSak barva osiva nemé zadny vliv
na zbylé mineraly, jako jsou draslik, sodik, fosfor ani zelezo a méd’. Obsah jednotlivych

minerald je znazornén v tabulce 4.
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Tabulka 4 — Mineralni latky obsazené v amarantu [37]

Slozeni mg/100 g
Fe 29,35 + 0,60
Ca 283,14 +£5,74
Mg 425,21 £ 8,62
K 770,15+ 15,61
P 5559+ 1,13
Na 4,14 £ 0,08
Mn 4,07 £0,08
Cu 1,25+ 0,03

1.3.3.5 Vitaminy
Z vitamini muZeme v amarantu najit vitamin B, pfedev§im riboflavin (vitamin B2),

kyselinu L-askorbovou (vitamin C), kyselinu listovou a celkové tokoferoly

S 24

antioxidacni aktivitu, ¢imz se zvySuje i stabilita amarantového oleje [6]. Obsah jednotlivych

vitamint je znazornén v tabulce 5.

Tabulka 5 — Vitaminy obsazené v amarantovém zrné [1,3]

Vitamin mg/100 g susiny
Thiamin (B1) 0,07-0,10
Riboflavin (B>) 0,19-0,23
Niacin (Bz3) 1,17-1,45
Kyselina askorbova (C) 3,36-7,24
Celkové tokoferoly (E) 5,7-10,0
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1.3.3.6 Fenolické slou¢eniny

Zrna a zelené ¢asti amarantu obsahuji pomérné velké mnozstvi biologicky aktivnich
latek, zejména fenolické slouceniny, které jsou hlavnim zdrojem pfirodnich antioxidantu.
Tyto latky maji zdravi prospésné vlastnosti, kde dominantni vlastnosti je prave antioxidacni
aktivita. Amarantova semena Obsahuji vyznamné mnozstvi fenolickych sloucenin
cca 2-4 mg/g semena, coz je piiblizné 3,5-4,5 % celkové susiny [2].

Mezi nejcastéji obsazenymi fenolickymi slouc¢eninami Vv amarantovém zrnu jSOU
flavonoidy. Hlavnim amarantovym flavonoidem je rutin, dale pak isokvercetin
anikotiflorin. Rutin ma nejvyssi koncentraci ze vSech zminovanych flavonoidd
(10,1-4.,0 pg/g), nasledné pak nikotiflorin (7,2-4,8 ng/g) a isokvercetin (0,3-0,5 pg/g).
Rutin se vyznacuje antioxida¢ni aktivitou, nikotiflorin ochrannymi G¢inky pied dysfunkci
mozku a isokvercetin prevenci proti tromboembolii [6].

Dalsi nejcastéjsi skupinou fenolickych slouc¢enin jsou fenolické kyseliny, jako je kyselina
gallova a vanilova, kyselina p-hydroxybenzoova a stopové mnozstvi kyseliny kavové
a kyseliny ferulové [6,15]. Kyselina kavova vykazuje pfiblizné 55,79 pg/g semena,
p-hydroxybenzoova kyselina 20,89 pg/g a kyselina ferulova 18,41 pg/g [5]. Amarant se dale
vyznacuje pomérné¢ velkym obsahem taninti. Tmava amarantova zrna vykazuji veétsi
koncentraci taninti nez svétla zrna (104-116 mg/100 g a 80—-120 mg/100 g polyfenolickych
latek) [5].

1.4 Pohanka

1.4.1 Charakteristika

Pohanka, latinsky nazyvana Fagopyrum, je fazena do celedi rdesnovité (Polygonaceae).
Mezi nejrozsifenéjsi druhy patii pohanka obecna (Fagopyrum esculentum Moench),
ktera byva nazyvana také jako pohanka sladka. Druhym nejpéstovanéjsim druhem
je pohanka tatarska (Fagopyrum tataricum), které se také fika pohanka hoika, a to predevsim
kvuli vysokému obsahu flavonoidi, které maji hoikou chut’ [12,25,29]. Svou kultivaci,
zpusobem vyuziti a chemickym sloZzenim semen je velmi podobna konvenénim obilovinam,
proto se fadi mezi obiloviny [25]. Z botanického hlediska se vSak jedna o neobilovinu,
tzv. pseudoobilovinu. Ma velky vyznam jako potencialni slozka pro lidskou vyzivu nebo
jako krmivo pro zvifata, zejména pro hospodaiska zvifata adrubez[24]. Vzhled

pohankovych semen je zobrazen na obrazku 4.
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neposkozena semena syrova semena prazena semena
(s vn&jsi slupkou) (bez vnéjsi slupky)

Obrazek 4 — Pohankova semene [16]

Prvni vyskyt pohanky byl poprvé zaznamenan v jihovychodni Asii, konkrétné
v Cing [1,21]. Tato starovéka &inska rostlina se dale rozsifila nejen po celé Asii ale i Evropg.
Z Evropy pak byla ptevezena kolonisty do Ameriky, kde jeji kultivace vyrazné vzrostla [24].
Dlouhy c¢as se vyuzivala jako bézné krmivo pro zvitata nebo pro vyrobu mouky. Postupem
Casu se jeji pouziti zna¢né snizilo, piestala se péstovat a upadla do zapomnéni [5].

V dnesni dobé se jeji kultivace opét rozsifila, a to pfedevsim kvili nutricnim vlastnostem
latek, které pohanka obsahuje [5]. Hlavnimi vyrobci pohanky jsou Japonsko, Cina, Rusko,
Ukrajina, Indie, Polsko a Kanada. Nejcastéji péstovanym druhem je pohanka obecna.
Kultivace pohanky tatarské je v porovnani s pohankou obecnou mala a péstuje se predevsim
pro vlastni spotiebu mistnich obyvatel [24,25]. Vyhoda péstovani této obiloviny je
nenarocnost na podminky pésténi. Déle neni naro¢na na zalivku a je schopna rtst na chudych
neplodnych pudach, ve vyssich nadmoiskych vyskach a horskych oblastech [24,34]. Nejvice
se vSak pohance dafi v chladném, vlhkém podnebi. V piipadé velkych mrazi se odolnost
pohanky snizuje [17,21]. Pohanka tatarska ma na rozdil od pohanky obecné lepsi toleranci
vici drsnym podminkam a to predev$im vétsi odolnost proti mraziim [25]. VétSinou
je péstovana jako pozdni plodina, a to z divodu rychlého rastu [21].

Od ostatnich obilovin se vyznacuje velmi dobrym chemickym slozenim. Pohanka je
bohatym zdrojem vysoce kvalitnich proteinli s vyvaZzenym aminokyselinovym profilem.
Patii mezi nejbohat§i zdroje biologicky aktivnich latek s antioxida¢nimi vlastnostmi,
jako jsou polyfenoly, rutin a vitaminy. Obsahuje vysoké mnozstvi vladkniny a velmi
dilezitych minerald, které jsou nezbytné pro lidské télo [34]. Diky témto latkam bylo

prokazano, ze je schopna zabranovat riznym nemocem a poskytovat Sirokou S$kalu
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pfiznivych €inkti pro lidské zdravi. Pohanka mé protizanétlivé, protirakovinné,
antidiabetické a protikarcinogenni u¢inky. Dale snizuje vysoky krevni tlak, hladinu
cholesterolu a glukézy Vv krvi, tim pfedchazi vzniku kardiovaskularnimu onemocnéni
a cukrovky. Kromé toho bylo zjisténo [12], Ze vykazuje prebiotickou a antioxida¢ni aktivitu.
Pohanka patii mezi hlavni slozky bezlepkovych potravinatskych vyrobkd, které jsou vhodné
pro osoby trpici celiakii [12,25].

plodin, kterd ma Sirokosahlé vyuziti. Je charakteristickd svymi nutricnimi vlastnostmi,
proto je stale oblibenou pseudoobilovinou a vyuziva se v riznych formach po celém svéte.
V celosvétovém méfitku se vyrabi cela fada pohankovych potravin, jako je mouka,
ktera se dale zpracovava na vyrobu nudli, dortt, chlebi, téstovin a dalsich potravin [27].
Jelikoz ma pohanka kvéty (obrazek 5), které na rozdil od vétSiny obilovin a jinych
pseudoobilovin produkuji pyl, pouziva se také jako zdroj nektaru pro vyrobu pohankového
medu. K potravé se vyuzivaji nejen semena, ale i jeji listy, které jsou vyznamnym zdrojem
rutinu. Dale sevyuziva jako zelené hnojivo [17,24]. Jelikoz ma pohanka
také farmakologické ucinky, je povaZzovana za alternativni slozku mediciny. Proto patii

pohanka mezi tzv. viceucelové potraviny [24].

Obrazek 5 — Kvéty, listy a zrna pohanky [19]
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1.4.2 Anatomie a sloZeni zrna

Pohanka produkuje vétsi zrna nez Ostatni obiloviny a pseudoobiloviny. Primér jednoho
zrna se pohybuje okolo 4-9 mm, zalezi na druhu pohanky [5]. Maji trojuhelnikovy
(trigonalni) tvar, ktery déla pohanku jedine¢nou (obrazek 6). Timto tvarem jsou plody
pohanky velmi podobné tvarim bukvice. Zrna jsou pokryta tvrdou suchou vngjsi vrstvou
neboli nazkou, ktera je nepozivatelna a musi se pted konzumaci oloupat. Barva této vné&jsi

vrstvy byva vétsinou Seda az hnéda nebo ¢erna [1,2,17].

nazka semeno

Obrazek 6 — VVzhled pohankovych zrn [16]

Struktura pohankovych zrn je, az na nékteré rozdily, velmi podobna struktufe
konvenénich obilovin. Zrna se skladaji z dvoudélozného embrya, skrobového endospermu,

aleuronové vrstvy a semenného plasté (obrazek 7) [25].

hypokotyl

» kotyledony

———p endosperm
kotyledony

endosperm

Obrazek 7 — Podélny a pfiény fez pohankového zrna [24]
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Semenné embryo piedstavuje asi 42 % semene a obsahuje vétSinu zivin, jako jsou oleje,
bilkoviny a mineraly, proto je také embryo tak vyznamné. Embryo je umisténé v centru
endospermu. Ma dva kotyledony, kter¢ jsou spiraloveé zabaleny v semené¢. Endosperm, ktery
obklopuje embryo, je tvofen velmi malymi skrobovymi granulemi o velikosti 2-14 pum,
které maji mnohouhelnikovy tvar [5]. Tyto Skrobové granule jsou mnohem mensi
nez skrobové granule pSenice, je¢mene nebo kukufice. Kolem endospermu je vngjsi vrstva
tzv. aleuronova vrstva, ktera obsahuje pfevazné bilkoviny a velkou ¢ast mineralnich latek.
Nejsvrchnéj§i  vrstvu tvofi oplodi tzv. nazka, Ktera obsahuje zakladni Ziviny

a mineraly [2,5,25].

1.4.3 Chemické sloZeni

Pohanka se vyznacuje velice dobrym chemickym slozenim, které se li§i predevSim
druhem (tabulka 6), genotypem a zpracovanim. Pro své chemické slozeni je velmi zadanou
potravinou nejen v potravinaiském pramyslu, ale i ve zdravotnictvi [5,12,34].

Obsahuje kvalitni bilkoviny a lipidy, velké mnozstvi Skrobu a minerali. Déle je dobrym
zdrojem biologicky aktivnich latek s antioxidacnimi vlastnostmi, jako jsou fenolické

slou¢eniny, vitaminy a vlaknina [5,22].

Tabulka 6 — Chemické slozeni pohanky obecné a pohanky tatarské [22]

v %

Slozeni

F. Esculentum F. Tatarium
Skrob 54,5 57,40
Rozpustné sacharidy 1,6 1,78
Proteiny 12,3 13,15
Lipidy 3,8 3,84
Popilek 2 2,7
Ostatni slouceniny
— organické kyseliny 184 1053
— fenolické slouceniny ’ ’
— taniny a dalsi
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1.4.3.1 Proteiny

Proteiny obsazené v pohance jsou dulezité hlavné z hlediska vysoké biologické hodnoty
aminokyselin, které dané proteiny tvofi. Jsou tvofeny pfevazné esencialnimi aminokyseliny,
které maji vyvazeny profil (tabulka 7). Biologicka hodnota pohankovych proteini je vysoka
a pohybuje se nad 90 % [26]. Proteiny se vyznacuji, tak jako amarant a quinoa, vysokym
obsahem lysinu, ktery patfi mezi esencialni aminokyseliny. Dale pak vysokou koncentraci
argininu, kyseliny glutamové a kyseliny asparagové, které vSak patii mezi neesencialni
aminokyseliny. Obsah lysinu je 2,5krat vy$$i nez u pSenice ¢i ryze [5,24]. Celkové mnozstvi
proteini byva mensi nez U ostatnich pseudoobilovin a pohybuje se okolo 12 %,
coz je srovnatelné napiiklad s pSenici [26]. Muze se vSak lisit podle druhu, u nékterych

druhid pohanky se proteiny mohou pohybovat az okolo 18 % [34].

Tabulka 7 — Porovnani aminokyselinového sloZeni pohanky a ryzZe [5]

g/100 g proteind

Aminokyseliny

Pohanka Ryze
Arginin 9,7 8,6
Kyselina glutamova 18,6 16,5
Kyselina asparagova 11,3 8,8
Leucin 6,4 8,2
Lysin 6,1 3,8
Valin 51 6,1
Fenylalanin 4.8 10,5
Treonin 3,9 3,8
Isoleucin 3,8 4,1
Histidin 2,7 2,1
Methionin 2,5 3,6
Tryptofan 2 1,1
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Stravitelnost proteind je relativné nizka (< 80 %), je to zplsobeno pravdépodobné
pfitomnosti surovych vlaknin, tanind (1,54-1,76 %), kyseliny fytové a inhibitor protézy.
Nekteré tyto latky, zejména inhibitory protézy, mohou byt pro cloveéka alergenni.
Mezi nejbéznéjsi piiznaky patii astma a kozni onemocnéni [23].

Pohankovy protein je téméf z poloviny slozen ze skladovacich bilkovin,
jako jsou albuminy (12,5 %), globuliny (64,5 %) a gluteliny (8,0 %). Jelikoz obsahuji
minimalni mnozstvi prolamint (< 3 %), jsou vhodné i pro lidi trpici celiakii [24].

VétSina  pohankovych proteini  je wuloZzena vembryu a aleuronové vrstvé

(ptiblizné 65 %), zbyla ¢ast se nachazi ve Skrobovém endospermu (asi 35 %) [1].

1.4.3.2 Lipidy

Obsah lipidi v pohance neni az tak vyznamny, ale z pohledu kvality jsou lipidy velmi
cennou slozkou pohanky. Celkovy obsah lipidii obsazenych v pohankovém zrnu je 1,5-4 %
[34], coz je asi 2krat az 3krat mensi nez u amarantu a quinoy, ale srovnatelné s mnozstvim
konvenénich obilovin, jako je naptiklad pSenice [2]. Lipidy se vyskytuji hlavné v embryu
a endospermu zrna. Velkou ¢ast lipidi tvofi nenasycené mastné kyseliny (88 %) [5]. Mezi
nejrozsitenéjsi vyss$i mastné kyseliny patii predevS§im kyselina linolova, ktera tvoii okolo
46 % celkovych lipidi. Tato esencialni nenasycena mastna Kyselina je téZ nazyvana jako
omega-6 kyselina, kterd je nezbytna pro lidskou stravu. DalSimi vyS$Simi mastnymi
kyselinami, které se nachazeji v pohance, jsou kyselina olejova (32-40 %) a kyselina
palmitova (16-26 %) [34].

Pohankové lipidy obsahuji ve srovnani sbéznymi obilovinami vétsi mnozstvi

nenasycenych mastnych kyselin, minerald a vitamint [24].
1.4.3.3 Sacharidy

Skrob

Skrob je hlavni zasobni slozkou pohankového zrna. Tvoii asi 70 % zrna a je nejvice
koncentrovan v endospermu v podob¢ granuli, kde slouzi jako energeticky material pro rist
rostliny [34].

Pohankovy Skrob se sklada ze dvou glukézovych polymert — amylozy a amylopektinu.
Obsah amylo6zy je mimotadné€ vysoky, vyssi nez u amarantu, a pohybuje se okolo 20-28 %,
n¢kdy mize dosahovat hodnoty az 50 % [2,41]. Amyloza je schopna na sebe vazat lipidy

za vzniku komplexi, tim se mitiZze snizovat rozpustnost pohankového Skrobu, coz ovliviiuje
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funk¢ni vlastnosti Skrobu [1,24]. Zbylou ¢ast Skrobu tvoii amylopektin. Koncentrace
amylopektinu se pohybuje okolo 72—75 % [41].

Vlaknina
Celkovy obsah vlakniny se pohybuje okolo 40 %, kde pievaznou ¢ast tvofi nerozpustna
vlaknina, kam patii celuloza a lignin. Kvili jejich velkému obsahu se znaéné snizuje

stravitelnost bilkovin, a tim i stravitelnost celé pohanky [1,2].

1.4.3.4 Mineraly

Pohanka je zdrojem dulezitych minerali, jako je zinek, méd’, draslik, hoicik, Zelezo,
mangan, fosfor a selen. Obsahuje vice mineralnich latek nez ostatni obiloviny, S vyjimkou
vapniku [12,27]. Mineraly pohanky jsou koncentrovany v embryu, ¢aste¢né i v aleuronové
vrstvé a semenném plasti [2]. Obsah mineralt v pohance mize byt zavisly na rtiznych
faktorech, jako jsou podminky rustu, druh pohanky nebo zpracovani [36]. Pohanka tatarska
vykazuje VéEtsi mnozstvi minerall nez pohanka obecna [5,28]. Koncentrace minerall

Vv jednotlivych ¢astech pohankového zrna je uveden v tabulce 8.

Tabulka 8 — Mineralni latky obsazené v drcené pohance a ve slupce [20]

mg/100 g
Slozeni
Prasek Slupka

Ca 145+0,3 97,4+6,0
Mg 248,0 + 3,0 112,0+£1,0
P 379,0+ 3,0 127,0+ 3,0
K 411,0+ 3,0 1267,0 + 38,0
Zn 2,79 +0,02 1,24 + 0,06
Cu 0,63+ 0,03 0,61+0,01
Mn 0,89+ 0,01 9,16 £ 0,28
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1.4.3.5 Vitaminy

Pohanka je také velmi vyznamnym zdrojem vitamind. Nejvice zastoupené vitaminy jSOU
vitaminy B, vitaminy C (kyselina askorbova) a vitaminy E (tokoferoly). Obecné plati,
7e pohanka tatarska ma vys§i mnozstvi vitamina (vitaminu B a tokoferolu), nez pohanka

obecna [2,5]. Obsah vitaminu v pohance obecné je zobrazen v tabulce 9.

Tabulka 9 — Vitaminy obsaZzené v pohankovém zrnu [1]

Vitaminy mg/100 g
S-karoten (A) 0,21
Thiamin (Bz) 0,46
Riboflavin (B>) 0,14
Niacin (B3) 1,8
Kyselina askorbova (C) 50
Celkové tokoferoly (E) 55

1.4.3.6 Fenolické slou¢eniny

Mezi nejvice zastoupené fenolické slouceniny patii polyfenoly, konkrétné flavonoidy,
jako je rutin nebo kvercetin [5,28]. Dale pak fenolové kyseliny, flavony, fytosteroly
a tokoferoly. Obsah fenolickych sloucenin je 2krat az Skrat vyssi nez naptiklad u ovsa
nebo je¢mene [1].

Nejvyznamngjs$imi  fenolickymi  kyselinami  jsou kyselina p-hydroxybenzoova
(11,0 mg/100 g), kyselina kavova (8,5 mg/100 g) a kyselina ferulova (1,2 mg/100 Q).
Pohanka dale obsahuje pomérné& velké mnozstvi tanind (0,4-1,7 g/100g) a flavonoidd.
Celkovy obsah flavonoidi pohanky obecné je 2,42 g/100 g suSiny. Pohanka tatarska
obsahuje az 7 g/100 g flavonoida [5].

Rutin

Rutin je nejvyznamnéjsi biologicky aktivni latkou obsazenou v pohance. Jeho obsah je
vys$si nez u ostatnich pseudoobilovin a béZznych obilovin. Z tohoto diivodu se pohanka stava
velice pfinosnou slozkou ve farmaceutickém priimyslu. Rutin patii mezi flavonoidy a ma

velmi ptiznivé vlastnosti pro lidské zdravi. Snizuje hladinu cholesterolu v krvi a aktivitu
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lipidi. Navic ma antioxida¢ni vlastnosti a snizuje vznik rakoviny [2]. Koncentrace rutinu
v semenech pohanky tatarské je vyssi (0,8—1,7 % su$iny) neZ u semen pohanky obecné
(0,01 % susiny) [28].

1.5 ANTIOXIDANTY

Antioxidanty jsou sekundarni rostlinné metabolity, které ptsobi proti oxidacnimu stresu.
Oxidacni stres, zpisobeny latkami s oxidacni aktivitou, uvolnuje volné kyslikové radikaly
nebo mén¢ Casté dusikové radikaly. Vyskyt téchto volnych radikalt mize vést ke zrychleni
procesu starnuti a mnoha dal$im zavaznéj$im zdravotnim problémtm, jako je naruseni
ptirozené obranyschopnosti organismu, kardiovaskularni onemocnéni nebo dokonce
i zvySeni rizika vzniku zhoubného bujeni [30,40,49]. Kvuli témto nezadoucim procesiim
mize nastat nerovnovaha mezi oxida¢nim a antioxidaénim u¢inkem. Proto se ke snizeni
oxidacniho stresu pouzivaji uz zminované sekundarni metabolity S antioxidacné obrannym
systémem, které se vétSinou piijimaji formou ovoce, zeleniny ¢i obilovin. Antioxidanty jsou
v oblasti biochemického a farmakologického vyzkumu vyznamné a neustale se nalézaji dalsi
latky stémito blahodarnymi G¢inky, které jsou prospésné pro lidské zdravi. Mezi
antioxidanty patii fenolové kyseliny, flavonoidy, taniny, saponiny, terpenoidy, steroly

adalsi [30,40]. Antioxida¢ni mechanismus fenolickych sloucenin je znazornén

OH o) O O
e +CH =l :
e BO S S ,
R R R R

Obrazek 8 — Antioxida¢ni mechanismus fenolickych slouc¢enin [42]

na obrazku 8.

1.5.1 Fenolické slou¢eniny

Fenolické slouCeniny patii mezi nejpocetnéjSi skupinu latek, kterd se vyskytuje
v béznych potravinach a doplicich stravy. Tyto slouceniny predstavuji skupinu zejména
aromatickych latek a jejich derivati. Maji farmakologické vlastnosti, zejména antioxidacni,
dale pak antimutagenni, antikarcinogenni, protizanétlivé a dalsi prospésné vlastnosti. Diky
témto vlastnostem jsou fenolické latky potencidlnimi slozkami vyuzivané v medicing.

Mohou ptiznivé ovliviiovat lidsky metabolismus nebo mohou byt prevenci proti riznym
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chronickym onemocnénim [30,42]. Kromé¢ blahodarnych ucinkii na ¢lovéka maji fenolické
slouceniny také pozitivni G¢inky na rostliny. Slouzi jako ochrana rostlin proti UV zafeni
nebo proti napadeni hmyzem. Dale také tvoii zaklad dileZitych barviv pro kvétiny a ovoce,
jako jsou anthokyany [38].

Hlavnimi zdroji fenolickych slouéenin jsou ovoce a napoje, jako je ¢aj, cervené vino
nebo kava, dale pak obiloviny a lusténiny, kde jsou zastoupeny piedevsim derivaty kyseliny
benzoové a skoricové, flavonoidy a kumariny. Dulezitou roli vSak hraji fenolické latky
obsazené v ovoci a zelenin€. Jelikoz se tyto potraviny vétSinou konzumuji v syrové podobé,
obsah pritomnych fenolickych latek klesa velmi nepatrné. Nejbéznéjsimi fenolickymi
slouceninami, které jsou obsazené V ovoci ¢i zelening, jsou fenolkarboxylové kyseliny,
kumariny a flavanové derivaty. Tyto fenolické slouceniny se vyskytuji v riznych ¢astech

rostliny, jako je plod (ovoce ¢i semena), listy, kuira nebo kvéty [30].

1.5.1.1 Fenolické kyseliny

Fenolkarboxylové kyseliny nebo také fenolové kyseliny jsou odvozené od derivati
kyseliny hydroxybenzoové a kyseliny hydroxyskoficové (tabulka 9). Mezi nejcastéji
vyskytujici se derivaty kyseliny hydroxybenzoové patii kyselina p-hydroxybenzoova,
kyselina vanilova a kyselina gallova, ktera se vyskytuje pfedev§im v ovoci a je vétSinou
vazana na cukernou slozku. Dalsi nejcastéjsi fenolickou kyselinou je kyselina kavova,
ktera je derivatem kyseliny hydroxyskoficové. Kyselina kavova se vyskytuje v zelening,
ovoci, obilninach nebo také v doplicich stravy. VéEtSinou se vyskytuje ve formé svych
derivatu, ve vyjime¢nych pfipadech se vyskytuje jako volna kyselina [30,42]. Mezi derivaty
kyseliny hydroxyskoficové patii dale kyselina ferulova a kyselina p-kumarova [42].
které jsou zajimavé nejen pro védce, ale i pro bézné konzumenty. Stejné tak jako mnoho

jinych fenolickych sloucenin, patii vétSina fenolickych kyselin mezi antioxidanty [30,42].
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Tabulka 10 — Nejbéznéjsi fenolické kyseliny [42]

Kyselina benzoové 2 3 4 5 De“gaty kyselina
enzooveé
Kyselina
H H OH H p-hydroxybenzoova
0
6 | : .
5©/““OH H OH OH OH Kyselina gallova
4 3 2 OH H H H Kyselina salicylova
H OCHs | OH H Kyselina vanilova
Kyselina skoficova 2 3 4 5 DerlvatX kysgllny
skoficové
0 H H OH H Kyselina p-kumarova
S oy
@?V H | oH | oH | H Kyselina kdvova
4
: H |OCHs| OH | H Kyselina ferulové

1.5.1.2 Flavonoidy

Flavonoidy jsou jedny z nejcastéji vyskytujicich se rostlinnych fenolickych sloucenin,
které se déli na anthokyanidiny, flavan-3-oly, flavonoly, flavanony, flavony a isoflavony
(obrazek 9). Nejrozsifengjsimi flavonoidy v lidské stravé jsou flavonoly. Flavonoidy
se ptirozené€ vyskytuji v ovoci, zeleniné, obilovinach, ¢okoladé a napojich jako je ¢aj a vino.
Flavonoidy maji dobrou biologickou dostupnost a navic vykazuji biologickou aktivitu
dulezitou pro lidské zdravi, ktera je ovlivnéna chemickou povahou latky [39]. Flavonoidy
maji dal§i dulezité funkce, naptiklad chrani rostliny pfed UV zafenim a riznymi viry,
bakteriemi a plisnémi [32].

Flavonoidy jsou G¢innymi pfirozenymi rostlinnymi antioxidanty, které jsou schopny
vychytavat volné radikaly. Ale i pfes to, Ze je jejich pifijem vysoky, maji asi 100krat
az 1000krat niz8i koncentraci nez koncentrace jinych antioxidantii, jako je naptiklad

vitamin C, kyselina mocova a glutathion [39,49].
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OH OH
flavan-3-oly antokyany flavonoly O
O
| =
-
O
Havony flavanony isoflavony

Obrazek 9 — Zakladni struktury flavonoidu [39]

1.6 Analytické metody

Existuje n¢kolik analytickych metod, které se vyuZzivaji K separaci a stanoveni
organickych a anorganickych slozek. Tato studie se zamécfuje predevSim na analytické
metody, které izoluji a identifikuji fenolické slouceniny z rostlinnych extrakti. Dale
pak na analytické metody stanovujici celkovy obsah fenolickych latek (TPC — Total
Pholyfenols Compounds) a celkovou antioxida¢ni aktivitu (TAA — Total Antioxidant
Activity). Metody stanovujici TPC a TAA jsou zalozeny na schopnosti eliminovat
radikalové latky rostlinnych extrakti nebo na redoxnich vlastnostech fenolickych latek
[49,51]. Jako separac¢ni metoda se pouziva extrakce, Ktera zajistuje zvySenou koncentraci
jedné nebo vice slozek pivodniho vzorku [31]. Izolované fenolické latky se identifikuji
vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii nebo metodou s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem,
ktera stanovuje celkovy obsah fenolickych sloucenin. Pro detekci antioxidaéni aktivity
se vyuzivaji  spektrofotometrické,  fluorescenéni nebo  luminiscenéni  metody

(tabulka 11) [51].
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Tabulka 11 — Typy analytickych metod stanovujici celkovou antioxidaéni aktivitu [51]

Testy
antioxidaéni Principy metod Urc¢eni kone¢ného produktu
aktivity
Chromatografické metody
Separace slou¢enin ve smésich
probihd mezi tuhou stacionarni fazia | UV-VIS detekce, fluorescence,
HPLC kapalnou mobilni fazi s riznymi hmotnostni spektrometrie nebo
polaritami pfi vysokém prutoku a elektrochemicka detekce
tlaku mobilni faze
Separace slouc¢enin ve smésich S,
" . S Plamenovou ionizaci nebo
GC probiha mezi kapalnou stacionarni , . .
. . detektorem tepelné vodivosti
fazi a plynnou mobilni fazi
Spektrometrické metody
DPPH Antioxidacni re'ak’ce S organickym Kolorimetrie
radikalem
ABTS Antioxidacni re‘ak’ce s organickym Kolorimetrie
radikdlem
Reakce antioxidacnich latek . i
FRAP s komplexem Fe®* na komplex Fe?* Kolorimetrie
Redukce ferrikyanidu draselného
PFRAP s antioxidantem a nasledna redukce Kolorimetrie
ferrokyanidu draselného s Fe**
2+ + r
CUPRAC Redukce Cq na Cuo pomoct Kolorimetrie
antioxidantli
Reakce antioxidantl s peroxylovymi
ORAC radikaly, kt_ere Jsou 1pdukovany 2,2"- Ubytek fluorescenéniho signalu
azobis-2-amidinopropan
hydrochloridem (AAPH)
TRAP Antioxidanty zachytavajici radikaly Chemiluminiscenc¢ni kaleni
Elektrochemické metody
Potencial pracovni elektrody se
Cyklicka linedrn€ méni od pocatecni hodnoty Mgéfeni intenzity
voltametrie | po kone¢nou hodnotu a zpét, poté se katodického/anodického piku
zaznamena prislusna intenzita proudu

1.6.1 Extrakce

Extrakce je separacni metoda zaloZena na distribuci slozky smési mezi dvéma vzajemné

nemisitelnymi fazemi. DéElici schopnost zavisi pifedev§im na selektivni rozpustnosti latek

v rozpoustédlech, proto je dilezitd volba vhodného rozpoustédla. Volba vhodného

rozpousStédla pro extrakéni déleni zavisi také na vybéru mobilni a staciondrni faze
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v chromatografii, kterd se pouziva pro stanoveni vyextrahovanych slozek. Extrakcni
separaci mizeme délit podle skupenstvi fazi, mezi kterymi dana slozka piechazi [31,35]:
e Extrakce z pevné faze do kapalné je extrakce zaloZena na rozpousténi pozadované
slozky z pevného vzorku vhodnym rozpoustédlem.
e Extrakce mezi dvéma kapalinami je zaloZena na ustanoveni fazové rovnovahy
mezi dvéma nemisitelnymi latkami.
e Extrakce z kapaliny na pevnou fazi je extrakce, pii které se pevnou fazi selektivné
zachycuje pozadovana slozka z roztoku.
e Extrakce z kapaliny ¢i plynu na pevnou fazi je extrakce pevnou fazi, ve které

nastava zakoncentrovani analytu absorpci na polymer pokryvajici kiemenné vlédkno.

1.6.2 Chromatografické metody

Chromatografické metody jsou separacni metody, jejichz podstatou je nékolikanasobné
ustaveni rozdélovaci rovnovahy vzorku mezi dvéma nemisitelnymi fazemi, z nichz jedna je
stacionarni (nepohybliva) a druha mobilni (pohybliva) [31,33]. Stacionarni faze mutze byt
ve form¢ velmi malych tuhych castic, tenké vrstvy kapaliny nanesené na tuhych Casticich
nebo filmu kapaliny, ktery je nanesen na vnitini stran¢ kapilary [31,35]. Pohybem mobilni
faze jsou slozky vzorku unaSeny smérem ke stacionarni fazi, kde se mohou zachytavat.
Tim se postupné od sebe jednotlivé slozky separuji. Zachytavani slozek ve stacionarni fazi
zavisi predevsim na afinité slozky a stacionarni faze. Cim je afinita vyssi, tim déle se slozky
vzorku eluuji [31,33,35].

Mezi nejzékladnéj§i chromatografické metody patii papirovda a tenkovrstva
chromatografie (TLC), ktera se vyuziva jako velmi rychld, jednoduché a vSestranna metoda
pro stanoveni celkového obsahu fenolickych slou€enin V rostlinnych extraktech nebo
frakcich. Nicméné nejbéznéjsi metodou pro kvantitativni a kvalitativni analyzu fenolickych
latek je kapalinova chromatografie, konkrétn¢ vysokoucinnad kapalinova chromatografie,
tzv. HPLC (High Performance Liquid Chromatography). Dal§i vyuZzivanou
chromatografickou metodou je plynova chromatografie (GC — Gas Chromatography).
Plynova chromatografie se vSak ke stanoveni fenolickych slou¢enin vyuziva jen malo, kvili
nizké t€kavosti nékterych fenolickych sloucenin. Volba vhodnych metod zavisi predevsim

na polarité¢ slouc¢enin a mnozstvi dostupného vzorku [31,32,35,69].
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1.6.2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoucinna kapalinova chromatografie patfi mezi nejpouzivanéjsi separacni metody
diky své jednoduchosti a vysoké uc¢innosti [31,32]. Stacionarni fazi je napln s dostateéné
malymi cCasticemi (3-5 um). Mobilni fazi predstavuje vhodné tzv. elucni ¢inidlo,
jako je methanol nebo acetonitril. VVzorek se do proudu mobilni faze davkuje manualné
Sesticestného ventilu s davkovaci smyckou o daném objemu nebo automaticky pomoci
tzv. autosampleru. DalSim technickym vybavenim HPLC je wvysokotlaké cerpadlo,
které je vyhotoveno z odolného materialu (nerezova ocel). Vysokotlaké ¢erpadlo zajist'uje
tok mobilni faze kolonou, kde dochazi k samotné separaci latek. Jako chromatograficka
kolona se pouzivé napliova kolona riiznych velikosti. K uc¢inné separaci se pouzivaji kolony
s dostate¢né malym vnitinim primérem (do 4,6 mm). Za chromatografickou kolonou
je umistén detektor, ktery detekuje separované latky. Nejbézné&ji pouzivané jsou
spektrofotometrické, fluorimetrické, hmotnostni a elektrochemické detektory [33,35,70].

HPLC se d¢li dle fazovych systémid na chromatografii v systémech S normalnimi
(NP-HPLC) a obracenymi fazemi (RP-HPLC). Mezi nejcastéji pouzivané patii RP-HPLC,
kde stacionarni fazi je nepolarni latka naptf. chemicky modifikovany silikagel
oktadecylovym fetézcem a mobilni fazi je polarni elucni Ccinidlo protékajici

chromatografickou kolonou, napt. vodny roztok acetonitrilu nebo methanolu [32,35].

)

Davkovaci
ventil Kolona
| -,[_:__ -,‘ | l
! B!
i | |
Zasobnik  Vysokotlaké Detektor
mobilni ¢erpadlo
faze

Obrazek 10 — Schéma pfistroje pro HPLC [33]
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1.6.3 Spektrofotometrické metody

1.6.3.1 Metoda s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem

Tato metoda je jednou z nejjednodussich a nejpouzivanéjSich analytickych metod
stanovujici celkovy obsah fenolickych sloucenin (TPC), ktery se detekuje
spektrofotometricky za pouziti Folin-Ciocalteuového reakéniho ¢inidla. Do odmérné banky
se vlozi rostlinné extrakty, voda, Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo a 20% Na>COz. Smés se doplni
vodou po rysku a necha se v klidu reagovat pfi laboratorni teploté cca 2 hodiny [48,67].
Po uplynuti této doby se zmé&ii absorbance pii vinové délce 725 nm [50,56] az 765 nm
[48,52] pomoci spektrofotometru [48]. Z naméfenych hodnot se sestroji kalibrac¢ni kiivka
a stanovi celkovy obsah fenolickych latek, ktery je vyjadien jako ekvivalentni mnozstvi
kyseliny gallové (GAE) v mg/kg susiny [48,50,52,53] nebo jako ekvivalentni mnozstvi
kyseliny ferulové (FAE) v mg/g susiny [56].

1.6.3.2 Metoda DPPH

Metoda DPPH je jednou ze zakladnich analytickych metod stanovujici celkovou
antioxidacni kapacitu (TAC) biologicky aktivnich latek. Tato metoda spociva v reakci
testovaného extraktu obsahujiciho bioaktivni latky se stabilnim radikdlem DPPH:
(2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl) [49]. Stabilni radikal DPPH- se ziedi methanolem a udrzuje
se na chladném a tmavém misté. Pfipraveny pracovni roztok DPPH- se vlozi do kyvety
a proméii se jeho absorbance (Ag) pti vinové délce v rozmezi 515 nm [48,53,56] az 517 nm
[47,49,57,63] pomoci spektrofotometru [48], proti slepému vzorku methanolu. Nasledné
se do kyvety vlozi testovany extrakt spolecné s pracovnim roztokem DPPH-. V kyveté dojde
k redukci radikalu za vzniku DPPH-H. Poté se zmé&fi pfi stejné vinové délce absorbance
zreagované smesi. Meéfeni se provadi nckolikrat po wur€itém cCasovém intervalu,
napt. po kazdych 10 minutach (A,,) [48]. Detekuje se na zakladé zvySujiciho se mnozstvi
antioxidantl pfitomnych v testovanych extraktech, které snizuji DPPH-, a tim méni barvu
fialového roztoku na zlutou barvu [57]. Tato barevna zména smési zavisi na koncentraci
pritomnych fenolickych latek. Na zakladé této zmény se vypocita procento inhibice DPPH,

které se zjisti z nasledujici rovnice [48-51]:
Ap- A
Inhibice (%) = [w] x 100
0

Celkova antioxidacni kapacita byva vyjadiena vétSinou jako ekvivalentni mnoZstvi

Troloxu (TEAC) v mmol/kg suché hmotnosti [48], ekvivalentni mnozstvi kyseliny
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L-askorbové [54] nebo v mg DPPH/g suché hmotnosti [57]. Nejbéznéjsim vyjadienim
ekvivalentniho mnozstvi Troloxu je TEACso, coz je ekvivalentni antioxida¢ni kapacita

Troloxu interpolovana na 50% inhibici [59].

1.6.3.3 Metoda ABTS

Tato metoda vyuziva slouceninu ABTS, ktera nejdiive reaguje s K»S>Og [47,50,51] nebo
MnO: [58] za vzniku modrozeleného radikalového kationtu ABTS ™. Vznikly modrozeleny
roztok nasledné reaguje s antioxidanty resp. Troloxem jako antioxida¢nim standardem,
které jsou schopny uvolnit vodikovy atom. Spektrofotometricky se sleduje zména
maximalni absorbance pii dané vinové délce zptisobena odbarvovanim. Nejbéznéjsi vinovou
délkou je 734 nm [47,49,50,58]. Odbarvovani roztoku je zplsobeno snizovanim
radikalového kationtu ABTS " v roztoku. Zména absorbance zavisi hlavné na délce reakce,
vnitini antioxidac¢ni aktivité a koncentraci ve vzorku. Z namétenych absorbanci jednotlivych
standardii se ur¢i vysledna koncentrace fenolickych sloucenin v extraktech, ktera se uvadi

jako ekvivalentni mnozstvi Troloxu (TEAC) [47,49,51].

1.6.3.4 Metoda FRAP

Metoda FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) je zaloZena na principu redoxnich
reakci. Antioxidanty obsaZené v testovanych rostlinnych extraktech redukuji zluty komplex
zelezitych iontl (Fe"-TPTZ) na tmavé modry komplex Zeleznatych iontt (Fe'-TPTZ).
Poté se zmé&fi maximalni absorbance zreagované smési pii vinové délce 593 nm. Absorbance
ptislusnych extraktd se méfi v danych c¢asovych intervalech, napf. po 5-8 minutach.
Z namé&fenych hodnot se sestroji kalibra¢ni kiivka, z které se vypocita pfislusny obsah TAC.
Konecny vysledek byva vyjadien v mg Troloxu nebo mg kyseliny L-askorbové na kg suché
hmotnosti [49-51,54,55] dale se fenolické slou¢eniny mohou vyjadfit jako ekvivalentni

mnozstvi Fe?* na mnozstvi suchého vzorku [50,59].

1.6.3.5 Metoda ORAC

Metoda ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) je vyznamnou fluorescen¢ni
metodou, kterd méfi antioxidacni kapacitu na zaklad¢é vychytavani peroxylovych radikali
antioxidacnimi latkami [51]. Peroxylové radikdly jsou indukovdny pomoci AAPH
(2,2’-azobis-2-amidinopropan hydrochloridem) pii 37 °C [64]. K detekci antioxidacni
aktivity se pouziva fluorescein slouZzici jako sonda, ktery se oxiduje peroxylovymi radikaly,
coz zpusobi snizeni fluorescencniho signalu. Jako detektor se pouziva mikrotitrani Cteci

destic¢ka s fluorescenc¢nimi filtry pracujici pii vinové délce 485 nm pro excitaci a 528 nm
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pro emisi [61]. Z namé&fenych hodnot se sestroji kalibracni kiivka, jako standard se vyuziva

Trolox na jehoz zéklad¢ se vyhodnocuje celkova antioxida¢ni kapacita [51,61,65].

1.7 Analyza fenolickych slou¢enin z pseudoobilovin

1.7.1 Uprava a extrakce vzorku

Jako rostlinné vzorky se pouzivaji oloupana semena amarantu a pohanky, ktera jsou
upravena susenim, lyofilizaci nebo zmrazenim [32]. Nejcastéjsi upravou je tzv. lyofilizace,
ktera se pouziva piedev$im pro termolabilni slouceniny. Pii lyofilizaci se semena susi
vymrazovanim a naslednou sublimaci ptitomné vody za nizkého tlaku a teploty, tim se zajisti
zachovani nutri¢nich latek a vzhled semen [66]. Po této upravé rostlinného vzorku se provadi
drceni a mleti semen na prasek, ktery se proseje sitem 0 priméru jednotlivych otvorti 0,3 mm
[46] az 0,85 mm [44]. Ziskany rostlinny prasek se susi ve vakuové rotaéni peci pii teploté
40-45 °C po dobu 4 hodin [34,44,45]. Z vysuSenych vzorki se odstrani lipofilni latky
pomoci n-hexanu [32,46,47,56]. Upravené vzorky se zfiltruji a skladuji ve tmé pfi teploté
4-5 °C az do jejich pouziti [43,44,47,48].

Po upravé vzork pohanky a amarantu se provadi extrakce volnych fenolickych latek
vhodnym rozpoustédlem, jako je ethanol [32,56], methanol [32,50,53], aceton [32,50] nebo
ethylacetat [32,44], dale je mozné vyuzit jejich vodné roztoky, napt. 80% ethanol [43,45]
nebo methanol [43,44,47,48]. Extrakce se obvykle provadi za pomoci magnetického michani
nebo protiepavani [32,44]. Pro zvySeni Géinnosti a rychlosti se pouziva extrakce kapaliny
za zvyseného tlaku a teploty [32]. Po extrakci je smés oddélena pomoci centrifugy a nasledné
jsou extrakty odpafeny do sucha pomoci dusiku. Takto pfipravené extrakty se uchovavaji
Vv chladu pfi teploté -20 °C az do analyzy.

Pro analyzu fenolickych latek je nutna alkalicka ¢i kysela hydrolyza pro jejich vyvazani
z vazeb na bunécnou sténu. Nejcastéji se hydrolyzuje pomoci NaOH pfi teploté 60 °C [56]
az 95 °C [45]. Po neutralizaci pomoci HCI (pH-2) nasleduje extrakce ethylacetatem.
Kone¢né extrakty rostlinnych vzorkt se vysusi dusikem pfi teploté 35 °C [45]. Extrakty
s vazanymi fenolickymi slouceninami se skladuji pfi -20°C az do vyhodnoceni

analyzy [43,45,56].
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1.7.2 Stanoveni fenolickych slou¢enin pomoci HPLC

Pied samotnou analyzou se pfipravené extrakty mirn¢ okyseli, aby se zabranilo ionizaci
fenolickych sloucenin [69]. Pro detekci téchto latek koncentrovanych v rostlinnych
extraktech se bézné pouzivaji detektory, jako je spektrofotometricky detektor (UV/VIS)
[62], detektor s diodovym polem (DAD) [57,61,62], hmotnostni spektrometr (MS) [61,62],
nuklearni magneticka rezonance (NMR) [32,69] nebo kombinace nékolika detektoru,
jako napi. DAD-ESI/MS [32,60,61], kde ESI je ionizace elektrosprejem [32,35,69].
Kapalinova chromatografie se nejcastéji provadi v systému S obracenymi fazemi
(RP-HPLC) s kolonami typu C18 [57,60,61,67,68] nebo C8 [35,69], které jsou plnéné
stacionarni fazi, jako je silikagel, polyamid nebo oxid kiemicity [32,69]. Mobilni fazi byva
methanol a jeho vodné roztoky [62,69], acetonitril [57,67,69] a vodné roztoky kyseliny
octové [57], kyseliny mraven¢i [61] nebo kyseliny fosfore¢né [68]. Separace probiha
pii teplotach 25 °C [61], 30 °C [67], 35 °C [60,68] nebo 40 °C [55]. Flavonoidy a fenolické
kyseliny se obvykle detekuji pti vinové délce 280 nm (kyselina skoficova a flavanoly)
[61,67] nebo 350 nm (flavonoly a flavony) [61,67]. Separace jednotlivych slozek se provadi
tzv. izokratickou nebo gradientovou eluci. Jelikoz je vSak obtizné provést izokratickou eluci
slozitych latek, pti které se sloZeni latek neméni, provadi se gradientova eluce. Gradientova
eluce probiha vzdy v binarnim systému mobilnich fazi, které se skladaji z vodné a organické
faze [33,35].

Ptitomnost fenolickych sloucenin v rostlinnych extraktech se identifikuje porovnanim
retenénich ¢asti a UV spektra se standardnimi vzorky [55]. Kvantitativni analyza fenolickych
sloucenin se zjistuje z ploch pikd ziskaného chromatogramu (obrazek 11) nebo se jejich

koncentrace vypocita z kalibra¢ni kiivky [55,57,61,67].

40



500 -

400 - 7
|
:300—
E
200~
8
100- 3
1 2 12
7 T W 34 56 J\“ 1011
............................ min.
4 8 12 16 20 24 28 32

Obrazek 11 — Chromatogram fenolickych slou¢enin pohankovych extraktu pti 280, 330 a 350 nm
(1) katechin; (2) dihexosid kyseliny kavové; (3) isoorientin; (4) orientin; (5) kaempferol di-hexosid; (6) vitexin;
(7) rutin; (8) kvercetin 3-galaktosid; (9) kvercetin 3-O-glukosid; (10) kvercetin pentosid; (11) kaempferol
3-O-rutinosid; (12) kvercetin 3-O-rhamnosid [70]

Pohanka a amarant obsahuji velké mnozstvi fenolickych sloucenin, jako jsou fenolické
kyseliny a flavonoidy. Hlavnimi fenolickymi kyselinami v semenech a vyhoncich amarantu
je kyselina gallova, kyselina p-hydroxybenzoova, kyselina ferulova, kyselina vanilova,
kyselina p-kumarova, kyselina kavova a kyselina skoficova [55,60,68]. Hlavnimi flavonoidy
jsou rutin, kvercetin, vitexin, isovitexin a morin [55]. Mezi bézné fenolické kyseliny
pohanky patii kyselina kdvova, kyselina gallova, kyselina p-kumarovd a kyselina
vanilova [61,69]. Hlavnimi flavonoidy jsou rutin a kvercetin, dale pak vitexin, isovitexin,

orientin a isoorientin [12,61,70].
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ZAVER

Tato prace se veénuje analyze biologicky aktivnich latek v pohance a amarantu,
které vykazuji antioxidacni aktivitu. Pohanka a amarant se vyznacuji vysokym obsahem
flavonoidt a fenolickych kyselin. Z tohoto divodu se provadi kvalitativni a kvantitativni
analyza téchto fenolickych sloucenin. Pfed samotnou analyzou je nutné provést Upravu
rostlinnych vzorkll. Z upravenych rostlinnych vzorki se izoluji volné a vazané fenolické
slouceniny pomoci riznych typu extrakce. Pro izolaci a dosazeni vysokého vytézku
je dalezité zvolit vhodné rozpoustédlo a optimalni podminky separace (pH, teplota, Cas,
pom¢ér jednotlivych slozek a dal$i). Izolované fenolické slouceniny se obvykle stanovuji
pomoci kapalinové chromatografie, kterd vyuziva riznych detekcei, jako je DAD detektor
nebo MS detektor, ktery bézné vyuziva ionizaci elektrosprejem. Fenolické slouceniny jsou
zajimavé piedevSim diky své antioxida¢ni aktivité, ktera brani vzniku volnych radikali.
Pro stanoveni celkového fenolického obsahu a celkové antioxidacni aktivity se pouzivaji
spektrofotometrické metody, jako je metoda s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem, DPPH,
FRAP, ABTS a ORAC.

Na zakladé¢ riznych studii bylo zjisténo, Ze nejbohatSim zdrojem flavonoidi
a fenolickych kyselin je pohanka, nasledné¢ pak amarant. Celkovy obsah téchto latek
a antioxida¢ni aktivita mohou byt ovlivnény kultivaci, druhem, zpracovanim, ¢i v jaké Casti
rostliny se dané fenolické slouceniny vyskytuji. Je tedy ziejmé, ze fenolické slouceniny
ajejich antioxidac¢ni aktivita mize byt optimalizovana podminkami ristu ¢i vybérem

vhodné odridy, coz je diilezité ptedevsim pro vyrobce.
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