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ABSTRAKT

Diplomova préce byla zamétena na stanoveni vitaminu E u vybranych vzorka ceredlii a
jejich Kklickt pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC). V této préci je
obsaZena charakteristika vitaminu E, jeho fyziologicky vyznam. Ddée byly
charakterizovany obiloviny, jejich morfologické a chemické sloZeni. Je zde také popsana
metoda HPLC. V experimentalni ¢asti je uvedena charakteristika analyzovanych obilovin a

obsah vitaminu E v téchto obilovinach ajgjich kli¢cich.

Klicovaslova: vitamin E, ceredlie, pSenice, ryze, HPLC

ABSTRACT

The diploma thesis was focused on the determination of vitamin E in selected samples of
cereals and germs using High Performance Liquid Chromatography (HPLC). This work
contains characteristics of vitamin E and its physiological significance. Furthermore,
cereals and their morphological and chemical compositions are characterized. Thereis aso
the HPLC method described. In the experimental part characteristics of grains and the

vitamin E content and vitamin E content in these germsare are shown.

Keywords: vitamin E, cereals, wheat, rice, HPLC
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UvoD

Vitamin E je v tuku rozpustny vitamin, ktery v téle pasobi jako antioxidant. Antioxidanty
chréni buné¢né membrany pred volnymi radikdly a pusobi jiz pti nizkych koncentracich.
Vitamin E tedy pomaha chranit lidské télo pred vznikem aterosklerdzy, pomaha pii hojeni
ran, snizuje krevni tlak, zpomaluje proces starnuti a pasobi jako prevence proti rakoving.
Z&ladni potieba vitaminu E muze byt pokryta pri kazdodenni konzumaci pestré stravy.
Hlavnimi zdroji jsou obilné klicky, obiloviny, rostlinné olgje, ofechy, kukufice, hrések
alistova zelenina. Ze Zivocisnych zdroja to jsou vejce, mléko, vnitinosti, veprove a krdlic¢i
maso. Pfi nedostatku vitaminu E muZe dochazet ke zménam reprodukéniho systému,
nervovych a cévnich soustav. Zaroven se zvy3uje riziko kardiovaskuldrnich chorob

aAlzheimerovy choroby [1,2,3].

Obiloviny jsou jednou z negjdaleZitéjSich potravin v lidské vyZzive, pro kterou se vyuzivaji
vyhradné zrna. Svym nutricnim sloZenim jsou nezbytné dulezité pro lidsky organizmus.
Jsou hojnym zdrojem vitamini, zefména vitaminu E, minerdnich a dalSich vyznamnych
|atek. Udava se, Ze mnoZstvi vitaminu E v pSeni¢né mouce je piiblizng 15 — 50 mg.kg™
av pgeni¢nych kliccich dokonce kolem 250 mg.kg™ [4,5]. Proto konzumace obilovin
ajgich klicku ptiznivé ovliviuje zdravi ¢loveka

Teoreticka ¢ast je zaméiena piredevSim na vitamin E, charakteristiku obilovin
avysokoucinnou kapalinovou chromatografii. Vitamin E je popsan z hlediska struktury
afyzikang-chemickych vlastnosti. Zminéna je i jeho biologickad aktivita, projevy
nedostatku nebo nadbytku, jeho funkce, doporuceny piijem a také zdroje tohoto vitaminu.
V dasi casti teoretické prace jsou popsany obiloviny z hlediska chemického
amorfologického dozeni a je zde také popsdna metoda vysok(cinné kapalinové
chromatografie. V experimentani ¢asti je popsana extrakce vitaminu E a jeho nasledné
chromatografické stanoveni metodou HPLC (High Performance Liquid Chromatography,

VysokoUgcinné kapalinové chromatografie).
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1 VITAMINY

Vitaminy jsou exogenni esencidni nizkomolekularni latky, které heterotrofni organizmus
nezbytné potiebuje a neumi s je vétSinou sam vytvorit (kromé vitaminu D a céstecné
niacinu). Musi je proto pfijimat potravou [6,7,8,9]. Lidsky organizmus nemusi vZdy
prijimat vitamin, ale nékdy staci, prijme-li 1atku chemicky piibuznou. Z ni si pak vitamin
dokéze vytvorit. Takove latky se nazyvaji provitaminy [8]. Nedostatecny piijem vitamint
Vv potravé se projevuje riznymi poruchami. Leh¢i formy se nazyvaji hypovitaminozy, tezsi
avitamindézy. Nadbytek vitamini se oznacuje jako hypervitaminGza, kter4 se objevuje

vétSinou s nadmeérnym prisunem doplnka stravy [6].

Vétdina vitamina je velmi citliva na razné fyzikdné-chemické vlivy [8]. Déli se podle
rozpustnosti na vitaminy rozpustné ve vodé (hydrofilni) a vitaminy rozpustné v tucich
(lipofilni). Hydrofilni vitaminy nejsou organizmem ukladany do zasoby. Jegjich nadbytek je
vylucovan mogi. Lipofilni vitaminy s télo uklada do zasoby predevsim v jarech a tukové
tkéni [9,10]. Mezi vitaminy rozpustné ve vodé se fadi: vitamin C (kyselina L-askorbova
a L-dehydroaskorbovd), vitaminy skupiny B — B; (tiamin), B, (riboflavin), B3 (niacin), Bs
(kyselina pantotenova), Bs (pyridoxin), Bo (Kyselina listovd), Bi, (kyanokobaamin)
abiotin. Vitaminy rozpustné v tucich zahrnuji: vitamin A (retinoly) a jeho provitaminy
(karotenoidy), vitamin D (kalciferoly a cholekalciferoly), vitamin E (tokoferoly

atokotrienoly) avitamin K (fylochinony, farnochinony) [6,7].
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2 VITAMINE

Poprvé byl vitamin E zminén americkymi |ékafi Evansem a Bishopem v roce 1922.
klicka. Brzy nato byla charakterizovana. V roce 1939 na prvnim mezindrodnim védeckém

kongresu v Londyné¢ byla pojmenovana po vitaminech A, B, C aD nasledovné E [11].

2.1 Strukturavitaminu E ajeho biologicka aktivita

Do skupiny patii latky odvozené od tokolu a tokotrienolu. Jednotlivé tokoferoly
atokotrienoly se |i§i poc¢tem a polohou metylovych skupin na chromanovém jadie,
tokotrienoly obsahuji v postrannim fetézci tii dvojné vazby [6,12]. Jgich strukturu lze

vidét naobrédzku 1 a 2.

Ri
HO
CH; CH; CH;
Ry 0 CHz
CH;

R3
Ri=H R, =H R3: H tokol
R: = CH3 R, = CH3 R3 = CH3 a-tokoferol 5,7,8-t|’i metyl tokol ngH5002
R =CHjs; R,=H Rz = CHs; B-tokoferol 5,8-di metyl tokol CogHug0,
Ri=H R, = CH; Rz = CHs; ’y-tOkOfGl’O' 7,8-di metyl tokol CogHug0,
Ri=H R,=H R3 = CH3 o-tokoferol 8—mety|toko| CQ7H4502

Obréazek 1 Tokoferoly [7,12,13]

Z prirodnich latek bylo izolovano osm izomeri tokoferolu a tokotrienolu, znichz
nejvyznamnéjSi je o-tokoferol [9,14,15,13,16,17]. DalSimi derivaty jsou p-tokoferol,
y-tokoferol, &-tokoferol a jim piibuzné o-, -, y-, o-tokotrienoly. Jednotlivé derivéty
tokoferoli maji rozdilnou biologickou aktivitu. NevySSi biologickou U¢innost méa
o-tokoferol.  Uginnost klesd se snizujicim se poétem metylovych  skupin
(B-tokoferol: 40 —50 %, y-tokoferol: 4 — 5 %, o-tokoferol: 1%) [6,7,18]. Tokoferoly

z prirodnich zdroja vykazuji vySSi biologickou aktivitu neZ tokoferoly syntetické
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[4,6,11,12]. Pro dosaZeni stgfného Ucinku musi byt davkovani syntetického vitaminu E
vySSi nggmeéné o 36 % [11]. Tokotrienoly obsahuji v molekule dvojné vazby, které maji

za nasledek pokles biologické aktivity asi o tietinu ve srovnani s tokoferoly [12].

124}

Ri=H R,=H Rs=H tokotrienol

Ry =CHzs R, = CHjs Rs=CHzs a-tokotrienol 5,7,8-trimetyltrienol  CygH440>
R1 =CHs; R,=H Rs = CH3 B-tokotrienol 5,8-dimetyltrienol  CygH420-
Ri=H R, = CH;3 R; = CH; y-tokotrienol 7,8-dimetyltrienol CosH4202
Ri=H R,=H Rz = CHs; o-tokotrienol 8—mety|trieno| Co7H430,

Obrazek 2 Tokotrienoly [7,12,13]

2.2 Fyzikéané-chemické vlastnosti vitaminu E

Tokoferoly jsou za normani teploty bezbarvé nebo dlab¢ nazloutlé viskdzni olgje, které
jsou velmi dobre rozpustné v tucich a lipofilnich rozpoustédiech, éteru, chloroformu,
hexanu, metanolu a jsou nerozpustné ve vodeé [12]. Vitamin E patii mezi nejvyznamngjsi
antioxidanty [4,14,17,19,20,21,22,23,24].

Vitamin E velmi snadno podléha oxidaci, kterou urychluje piitomnost raznych kovi napt.
Zeleza a medi, pritomnost volnych radikad, zvySend teplota, svétlo a akalické prostredi
[12]. Teplota téni vitaminu E se pohybuje mezi 2 — 4 °C, teplota varu je 200 — 220 °C
a doporucend teplota skladovani &istého tokoferolu je 2 — 8 °C. Index lomu n®p je 1,506,
hustota pii 20 °C je 0,950 g.ml™%. Vitamin E je na svétle nestaly [25]. Molekulova hmotnost
D,L-a-tokoferolu je 430,7 g.mol™, molekulovd hmotnost D,L-a-tokoferolacetdtu pak
472,8 g.mol™ [26].
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2.3 Fyziologievitaminu E

V potravé se vitamin E vyskytuje v rozpusténych tucich, ze kterych se postupné uvoltiuje
andsledn¢ resorbuje béhem vlastniho S&tépeni v tenkém strevé  (dvanéctniku
a lacniku) [9,11,27]. Odtud je vstiebédn a jeho G¢innost vstiebavani zavisi na samotné
povaze tuku. Nasycené mastné kyseliny absorpci podporuji, zatimco nenasycené ji mohou
i inhibovat [7,9,11]. Vitamin E byva pti prenosu z gastrointestind niho traktu transportovan
tukovymi césticemi — chylomikrony. Chylomikrony vznikaji ve stievni sténé a pomoci
lymfatické cesty jsou dopravovéany do krevniho obéhu. Pri zachyceni vitaminu E spolu
schylomikrony v jatrech, je zabudovan do lipoproteinit o velmi nizké hustoté
(VLDL — Very Low Density Lipoprotein), nizké hustoté (LDL — Low Density Lipoprotein)
a vysoké hustot¢ (HDL — High Density Lipoprotein). Nésledn¢ prechazi z lipoproteini
do bunécnych membran, kde pIni svoji roli [6,16,17,28]. Absorpce vitaminu E do lidského
t¢ela muze probihat i pres kazi a dliznici [29]. Obsah vitaminu E v nekterych

organech ¢i tekutinéch lidského télaje uveden v tabulce 1.

Tabulka 1 Koncentrace vitaminu E v nékterych organech, tkanich ¢i tekutinach lidského

teéla[11]
Tkéné mg.g™* &erstvé vahy

Tukové tkané 150,0
Jéatra 13,0
Nadledvinky 132,0
Hypofyza 40,0

Plazma 9,5
Trombocyty 30,0

Ledviny 7,0
Srdce 20,0

Erytrocyty 2,3
Svalova tkan 19,0

Vitamin E chrani organizmus proti poskozeni nenasycenych mastnych kyselin véazanych
v biologickych membranéach agresivnimi kyslikovymi radikaly. Je velmi pravdépodobné,
Ze se ptimo podili na jegich membranové struktuie. NejveétsSi zastoupeni v lidském

organizmu ma o-tokoferol, ktery je zérovei nejsilngjSim antioxidantem ze vSech skupin
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tokoferoli. Ochrana lipidi probihda tak, Ze a-tokorefol minimalizuje formovani
sekundarnich radikdu vychytavanim peroxylovych radikat (obrézek 3) aty se uz dae
nemohou Uc¢astnit fetézovych reakci [6,16,17].

NejvysSi mnoZstvi vitaminu E se nachdzi v membranéch bunék, které jsou vystavené
pusobeni kysliku, ddle v membranéch cervenych krvinek, v dychacim systému a plazmé
[14,17]. V lidském organizmu se nachézi v jétrech, v depotnim tuku, ve svalech, varlatech,
déloze, krvi a nadledvinach (v téle se skladuje po dobu 6 — 12 mésici) [2,6,16,17]. Vitamin
E sniZzuje i prilnavost krevnich desti¢ek a z toho divodu se méne zachytavaji na artériich
(tepnéch). Zpasobuje také redéni krve, a proto mize krev protékat zuzenymi cévami [30].
Vitamin E sniZuje sréZlivost krve (prodiuzuje dobu krvaceni, neZ je rana uzaviena krevni
srazeninou). To je dulezité pii zvapenatélych zizenych artériich, kdy vitamin E snizuje
riziko zablokovani pristupu krve ksrdci nebo k mozku krevni sraZeninou. Takove
zablokovani pristupu krve krevni srazeninou je pricinou dvou tietin srdecnich infarktt

amozkovych prihod [22].

Vitamin E dde usnadiuje vyuzivani kysliku k podavéni vétsiho télesného vykonu, brani
oxidaci LDL, sniZuje riziko vzniku Sedého z&kalu, pusobi preventivné proti rakoving,
ateroskler6ze a vzniku kardiovaskularnich chorob, odstraiuje Unavu, urychluje hojeni
spaenin, snizuje krevni tlak, bréni vzniku svalovych kieci. SniZuje také riziko néhlych
mozkovych piihod, pasobi preventivné proti Alzheimerové nemoci a pii zevnim pouZziti pii
hojeni brani vzniku velkych deformujicich jizev [2,11,14,16,19,30,31,32,33].
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tokoferylovy radikal

Obrazek 3 Reakce tokoferolu s lipoperoxylovym radiké em [34]

Antioxidacni Gcinek vitaminu E se pIné projevi pii jeho regeneraci v puvodni formé.
To zgjist'uji koantioxidanty (kyselina askorbovd, ubichinon Qu, kysdlina
3-hydroxyantranilova @.) vsouhfe sdalSimi na sebe navazujicimi reakcemi,
v nichz se uplatni redukovany glutation, koenzym NADPH a enzym
glutationreduktaza [10].

Vztahy v antioxidacnim systému a regeneraci antioxidanta jsou zndzornény na obréazku 4.
Glutationem se udrzuje v redukovaném stavu kyselina askorbova, ktera je nezbytna pro
redukci tokoferolu. Pro antioxidacni systém a regeneraci antioxidanti je nezbytné
katal yticka funkce selenu [35].
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Obrazek 4 Antioxidacni systém vitaminu E [35]

Také podporuje syntézu DNA, RNA a je nezbytny pro funkci nervového systému,
fyziologickou stavbu a chréni jétra pred potencionanim vlivem organickych rozpoustédel.
Dale chrani erytrocyty pied hemolyzou a inhibuje mutageny v gastrointestinalnim traktu
[10,36]. Také zlepSuje Ucinnost inzulinu, podporuje funkci imunitniho systému, zvysuje
odolnost organizmu vigi stresu a infekcim [37]. Uginky vitaminu E v organizmu jsou

vyznamné podpoieny jiZ zminovanou piitomnosti vitaminu C a selenu [22].

2.4 Zdrojevitaminu E

Vitamin E se syntetizuje jen v rostlinach a je pritomen ve vSech lipidech rostlinného
pavodu, u Zivocichu se ukléda v jgich organech a tkénich. Hlavnim zdrojem je olg
z obilnych klicka [38], ze kterého se pripravuji koncentréty prirozenych tokoferoli, dae
rostlinné olgje (zeiména slunecnicovy a tepkovy olg), jadra orecht, kukutice, hréSek,
obilné vyrobky a ne¢ktera zelenina. NejbohatSi na vitamin E z Zivocidnych zdroja jsou
veice, miéko, jétra, vnitinosti, veproveé a krdi¢i maso (tabulka 2) [6,8,15,20,21,39].

Na rozdil od vitaminu A a D je jeho mnoZstvi vrybim tuku velmi nizké [28].
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Vitamin E se bézné piidava jako antioxidant do oleji, margarini a ostatnich potravin, které
obsahuji tuky [40].

Tabulka 2 Obsah vitaminu E ve vybranych potravinach [36]

Potravina [100 g] Obsah Eaiqt;minu E Potravina [100 g] Obsah Eaiqt;minu E
Olg z pSeniénych klicka 174,48 Slune€nicova jadra 21,80
Mandlovy olgj 62,53 Vlassky oiech 6,04
Slunegnicovy olg) 40,00 Cizrna 5,83
M ajonéza 80 % tuku 15,00 RyZova mouka 10,00
Uhot ¥iéni 5,60 Zitnéklicky 12,60
Fenykl 6,00 PSeniénékligky 24,74
Cerny koren, vaireny 5,00 S6jové boby 13,30
Paprika 2,50 Tundk v olgi 9,05
Sipky 4,21 Krocan 2,50
List petrzele 3,70 Veprovajatra 0,60
Sladké brambory 4,00 Kaviar 10,00
Bur ské ofechy 10,96 Kvasnicové vlogky 3,60
L iskové oFisky 26,29 Zitny chléb 1,09
Lnéna semena 57,00 Vecedepi¢i 2,02
Mandle 26,12 Maslo 2,02

2.5 Projevy nedostatku a nadbytku vitaminu E

Nedostatek vitaminu E muze vzniknout pfi poruchach resorpce tuki. Pricinou muze byt
choroba jater nebo chirurgické odstranéni ¢asti stieva [37]. Deficit vitaminu E se projevuje
zménami  reprodukéniho  systému, svalstva, nervovych a cévnich soustav [7].
Zvysuje se riziko kardiovaskularnich chorob a Alzheimerovy choroby [3]. Nevice
rizikovou skupinou jsou pied¢asné narozené déti, pacienti sdedicnymi chorobami krve
nebo nemocni se selhanim ledvin. U déti se muze projevit anémie [17,20,37].
Pri zkonzumovéni vySSi davky nez 3 g miZe dojit k nevolnosti, prajmu, Unave, bolesti
hlavy, zvraceni a svalové dabosti. Dlouhodobé uZivani vysokych davek muze
mit za nasledek sniZzeni krevni sréZlivosti, protoze dochézi ke zhorSenému vstiebavani
vitaminu K [39,41]. V piipadé predavkovani maze u tehotnych Zen vyvolat poskozeni
plodu [8].
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2.6 Doporuceny prijem vitaminu E

V jednotlivych zemich se hodnoty doporuc¢ené denni davky vitaminu E lisi. VyZivova
doporuena davka pro pramérného obyvatele CR ¢ini 12 mg.den™, aviak ngjvyssi
tolerovana davka pro dospélého jedince byla stanovena 1000 mg.den™ [6,37,42]. VySsi
piijem vitaminu E je potrebny pii prisunu potravin obsahujicich vysSi mnozZstvi

nenasycenych mastnych kyselin [6,43,44].

U potravin se obsah vitamint udava v jednotkach hmotnosti, ale ve farmacii a mediciné se
pro mnozstvi lipofilnich vitamina vyuZiva mezinarodni jednotky aktivity 1U (International
Unit). Tato jednotka je definovénajako aktivita 1 mg dl-a-tokoferol acetétu [4,12].

2.7 Ztraty vitaminu E

Pii béZzném zpasobu kulinarniho a pramyslového zpracovani potravin je vitamin E
v nepiitomnosti kysliku a oxidovanych lipida pomeérné stabilni. Ztréaty pii pasterizaci mléka
¢ini 5 % a pii skladovéni obili ¢ini Ubytek priblizné 10 % za mésic. K nejveétsim ztrétam
dochazi pii smaZeni a peceni. Proto se tokoferoly témér nevyskytuji v tucich pouZivanych
opakované ke smaZeni potravin a ve vyrobcich, které jsou smazené a mrazirensky
skladované. Prikladem jsou piredsmaZzené bramborové hranolky. Také u potravin svySSim
mnozstvim polyenovych mastnych kyselin pti mrazirenském skladovani postupné klesa

obsah vitaminu E. Béhem suSeni ovoce a zeleniny dochazi ke ztrdtédm z 50 — 70 % [4].

Ke sniZeni obsahu vitaminu na 10 — 50 % pavodniho obsahu dochézi pii rafinaci oleja.
Hlavni ztraty vznikaji béhem odkyselovéani a béleni, dale pii deodoraci, kde jsou ztréaty
zpusobeny piedevSim tékanim s vodni parou za snizeného tlaku. Pri hydrogenaci
tuki za pouziti niklovych katalyzétorat dochézi ke ztratdm vitaminu E v rozmezi
30— 50 % [4].

2.8 Vitaminové pripravky

Vitamin E patii mezi potravni dopliiky, které jsou povoleny k obohacovani potravin [35].
Estery a-tokoferolu jsou ve srovnéni svolnym a-tokoferolem stalgjsi vaci oxidaci. Proto
vitaminoveé pripravky ¢asto obsahuji estery a-tokoferolu [4,37]. Vitamin E je moZné pridat
ve forme¢ D,L-a-tokoferolu, D-a-tokoferolu, D,L-a-tokoferolacetatu, D-a-tokoferolacetétu,
D-a-sukcinétu kyseliny tokoferolové (tabulky 3, 4 a5) [45,46].
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Tabulka 3 Prepocty jednotlivych forem tokoferolt nalU [12]

Tokoferol (1 mg) U
D-a-tokoferol 0,92
D,L-a-tokoferol 0,68
D-a-tokofer olacetat 1,36
D-a-tokoferolsukcinat 1,31

JORAYE

Tabulka 4 Vzgemné formy tokoferolt z hlediska biologické ucinnosti [12]

1 IU D-a-tokoferolacetatu odpovi da 2 1U DL-a-tokoferolu

11U D-a-tokoferolacetatu odpovida 1,4783 IU D-a-tokoferolu
11U D-a-tokoferolacetatu odpovida 1,36 1U D,L -a-tokofer olacetatu
11U D-a-tokoferolacetatu odpovida 1,038 |U D-a-tokoferolsukcinatu

Tabulka 5 Jednotliveé formy tokoferolti z chemického hlediska[12]

1 mg a-tokoferolu odpovida 1,098 mg a-tokofer olacetatu
1 mg a-tokoferolu odpovida 1,232 mg a-tokoferolsukcinétu
1 mg a-tokoferolu odpovida 1,288 mg a-tokoferolfosfatu

1 mg a-tokoferolu odpovida 1,244 mg a-tokoferolnikotinétu
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3 OBILOVINY

3.1 Charakteristika obilovin

Obiloviny patti botanicky mezi travy (Gramineae) [47]. VétSina ceredii se fadi do ¢eledi
lipnicovité (Poaceae) [48,49]. Vyjimkou je napi. pohanka, ktera patii do celedi rdesnovité
(Polygonaceae). V poslednich letech se zacaly uplatnovat také dalSi pseudoceredlie, napr.
amarant nebo merlik ¢ilsky [48].

3.2 Morfologické slozeni obilky

Zra se lisi prevézné velikosti, tvarem a podilem jednotlivych vrstev. Zrna mohou byt

protahl & a tenka nebo naopak téméi kulata [50].

Podle toho, zdali jsou na povrchu obilky po vymlatu zachovany kvitkové organy
(plucha a pluska), rozlisujeme obilky pluchaté (obilka je uzaviena pluchou a pluskou)
a nahé (povrch obilky tvori oplodi). Pluchata zrna (napt. je¢men, oves, ryZe) se musi pied
zpracovanim upravovat loupanim a obrusovanim. Tim dojde k odstranéni pluchu a klicka
[50]. Kazda obilka se skl&da z obalovych vrstev, klicku a endospermu (obréazek 3).
U jednotlivych obilovin je hmotnostni podil jednotlivych ¢asti zrna rozdilny a promeénlivy
vlivem vnitinich a hlavné vngjsich faktorta jako jsou padni a klimatické poméry, hnojeni,

odruda, agrotechnika g. [51,52].

Obalové vrstvy zaujimaji 8 — 14 % hmotnosti zrna. Jsou tvoreny nékolika vrstvami bungk,
které chréani klicek a endosperm pied vysychanim a mechanickym poskozenim. Podil obala
stoupa s pluchatosti zrna [51,52]. Obalové vrstvy obsahuji velké mnoZstvi mineranich
l&tek (zeleza, fosforu, horciku, vépniku, kiemiku) a vlidkniny (celulézy a hemicelul6zy,
ligninu). Obal je tvoien dvéma vrstvami — oplodim a osemenim.

viNMs v L

Oplodi, nejvrchngjsi ¢ast, tvori ochranu zrna pied mechanickym poskozenim a pusobenim
Skodlivych latek. Proto je oplodi tvoreno piedevSim celulézou, nerozpustnymi a obtizné
bobtngjicimi materidly. DalSi vrstvou zrna je osemeni, které je tvoreno vrstvou
barevnou a hyalinni. Tyto vrstvy obsahuji polysacharidové léatky, které maji schopnost
vézat vodu a bobtnat [48,50].

Endosperm tvori 84 — 86 % celkové hmotnosti zrna. Je tvoren velkymi hranolovitymi

bunkami sjemnou bunéénou bldnou. Obsahuje piedevsim Skrob a bilkoviny. Zgistuje
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vyZivu zérodku. Mezi obalovymi vrstvami a endospermem se nachdzi aleuronova vrstva,

kterd obsahuje bilkoviny, minerdni latky, lipidy avitaminy [48,51].

Klicek tvoii nggmensi podil zrna. U pSeni¢né obilky zaujimé pouze 3 % hmotnosti. Klicek
predstavuje zérodek pro novou rostlinu, proto obsahuje mnoho Zivin, jako jsou lipidy,
sacharidy, bilkoviny, enzymy, vitaminy skupiny B a vitamin E. Vyznamny je také &titek,
ktery oddéluje klicek od endospermu a obsahuje aZ 33 % bilkovin [48,51].

endosperm

buriky endospermu se Skrobem

v bilkovinné matrici

celul6zoveé stény bunék endospermu

aleuronovavrstva

hyalinni tkan
= osemeni
¥ cylindrické buiiky

k-~ pricné bunky
hypodermis
epidermis
bungéna vrstva klicku
Stitek naklicku
rudimentarni klicek
primarni kotinky
Stitek korinkt
klobougek kotinka

Obrazek 5 Stavba pSeni¢ného zrna[52]
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3.3 Chemické slozeni obilného zrna

Z&ladni chemické slozeni rtiznych obilovin je uvedeno v tabulce 6, rozdéleni latkového

slozeni v jednotlivych ¢astech zrna je uvedeno v tabulce 7.

Tabulka 6 Zakladni chemickeé sloZeni obilovin v % [4]

Obilovina Voda Proteiny Lipidy Skrob Mineralni latky
PSenice 13,2 11,7 2,2 59,2 15
Zito 13,7 11,6 1,7 52,4 1,9
Jeémen 11,7 10,6 2,1 52,2 2,3
Oves 13,0 12,6 57 40,1 2,9
Ryze 13,1 74 24 70,4 1,2
Kukurice 12,5 9,2 38 62,6 1,3

Pozn: V tabulce neni zahrnut obsah viakniny ajednoduchych cukri.

Tabulka 7 Rozdéleni |1atkového slozZeni v jednotlivych ¢éstech zrnav % susiny [48]

Slozka Pope | Bilkoviny | Lipidy \ﬁg'kkn‘;‘r’]i Pentézany | Skrob
Oplodi a osemeni 34 6,9 0,8 50,9 46,6 -
Aleuronova vrstva 10,9 31,7 91 11,9 28,3 -
Kli¢ek 58 34,0 27,6 24 - -

Endosperm 0,6 12,6 1,6 0,6 33 80,4

3.3.1 Sacharidy

Nejvétsi podil ze viech slozek v obilovinach tvori sacharidy. Z monosacharidi se jedna
piedevSim o pentdzy (arabindza, xyloza a ribdza) a hexdzy (glukdza, fruktdza, mandza
a galaktoza). Pentdzy jsou obsazeny v obaovych a bunéénych sténach endospermu a tvori
soucést vysokomolekulérnich pentézania (pSenice 1 — 3 %, loupana ryze 1 — 2 %, hnéda
ryZze 2 — 2,5 %). Hex0zy se prevazné vyskytuji v zrnu Zita, v pSeni¢ném zrnu se vyskytuji
Vv nepatrném mnozstvi. Hexdzy jsou zastoupeny piedevsim v klicku [48,50,52,53,54,55].
Monosacharidy zaujimaji v hnédé ryzi 0,6 — 1,4 % a vryZzi bilé 0,3 — 0,6 % [50].
Oligosacharidy se v obilkach vyskytuji v nizkych koncentracich. Jednd se zeiména
0 sachardzu, kterd je zastoupena v kli¢icim zrnu a klicku (0,6 %), dae pak maltézu (0,2 —

2%) a rafindzu. Nejdulezitéjsi slozkou v obilce je Skrob, zasobni polysacharid.
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Polysacharidy jsou ztechnologického hlediska v obilnych zrnech nejvyznamngjsi
skupinou. Maji zasobni a stavebni funkci. Obsah Skrobu v pSeni¢ném zrnu se pohybuje
kolem 60 — 80 % v susin¢ a v ryzovém zrnu 65 — 90 %. DalSimi koloidné disperznimi
sacharidy jsou dextriny, celul6za (pSenice 1,6 %, neloupanaryze kolem 10 %, ryZe loupana
pod 1 %), hemicelul6za [48,50,51,56].

3.3.2 Dusikatélatky

Z&ladnimi bilkovinami obilovin jsou albuminy, globuliny, gluteliny a gliadiny (nazyvané
také jako prolaminy). Albuminy se vyznatuji svou rozpustnosti ve vodé,
globuliny se rozpoustéji v roztocich soli. Pro gluteliny je charakteristicka rozpustnost
ve ziedénych roztocich kyselin a zésad a pro gliadiny rozpustnost v 70% etanolu
(tabulka 8) [50].

Albuminy a globuliny jsou obsaZzeny v klicku a aleuronové vrstvé. Gluteliny a gliadiny
tvori podstatnou ¢ast obilného zrna a uréuji technologickou, nutri¢ni a biologickou hodnotu
zrn [48,50,52,53].

Tabulka 8 Proteiny pSenice aryze[53]

Obilovina Albumin Globulin Gliadin Glutelin
PSenice leukosin edestin gliadin glutenin
Ryze - - oryzin oryzenin

Nejvetsi vyznam ma pSeni¢na bilkovina. Ta se od ostatnich rostlinnych bilkovin lisi svou
schopnosti tvorby lepku, pruzného gelu. Lepek urcuje pekarské viastnosti a ma takeé
rozhodujici Ulohu pri tvorbé tésta. Lepek je tvoren bilkovinami nerozpustnymi ve vode,
gliadinem a gluteninem. Hlavnimi kriterii pekaiské jakosti pSenice jsou mnozZstvi
avlastnosti lepku [48,51]. Bilkoviny obilovin jsou fazeny mezi neplnohodnotné. Limitujici
aminokyselinou je lyzin a naopak nejvice jsou zastoupeny glutamin a kyselina glutamova
[50,51,57].

Obsah bilkovin v pSenici se pohybuje v rozmezi 9 — 16 %, u ryZze 7 — 13 %. ZaeZi nadruhu

a zpracovani ryZe. NejvysSi mnozstvi se nachézi v zarodku, méng pak v otrubéch. Loupana
ryZe matedy nejniZsi obsah bilkovin [48,52,58].
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3.3.3 Lipidy

V zrnech pSenice jsou 2 — 3 % lipida [52,59]. NejvysSi obsah lipidi se nachazi
v klicku a aeuronové vrstvé. Mnozstvi lipida v bilé ryZzi se pohybuje jen kolem
0,3-0,7 %, v hnédé ryzi v rozmezi 1,5 - 2,5 % av cervené ryZi se obsah lipidi pohybuje
okolo 4 % [54].

Lipidy chlebovych obilovin jsou naZloutlé olegjové kapaliny obsahujici nasycené mastné
kyseliny (18 — 25 %), kyselinu linolovou (48 — 57 %), kyselinu olgjovou (16 — 18 %)
a kyselinu linolenovou (5 %) [52,60]. Kyseliny linolova a linolenova snadno podléhaji
oxidaci, atim dochézi ke Zluknuti pii delSim skladovani mouky. V obilnych zrnech je také
¢ast polérnich lipida (fosfatidt), které jsou svym sloZzenim podobné tukiam. Fosfatidy maji
ve své molekule kyselinu fosfore¢nou a organickou bézi. Nejzndméjsi zastupci jsou
fosfatidylcholin a fosfatidyletanolamin  [48,52]. Obsah fosfolipida v pSeni¢né
mouce je priblizné 0,5 % av ryzi 0,3 %. Pfitomen je lyzofosfatidylcholin, fosfatidylcholin,
N-acylfosfatidyletanolamin a N-acyllyzofosfatidyletanolamin. U ryZe je obsaZen
navic i fosfatidylinositol alyzofosfatidylinositol [61,62].

3.3.4 Vitaminy amineréini latky

V obilovinach se vitaminy nachazeji predevSim v klicku a aleuronové vrstve.
Jedna se zeiména o vitaminy skupiny B. Vitamin B; a B, se nachézi v obaovych
vrstvéch a klicku. Vitamin B je stdy vici oxidaci a je termostabilni. Lokalizuje se
do aleuronové vrstvy, a proto hlavni podil piechdzi do otrub. Ve vySim
mnozstvi je obsazen v pSenici a jeémeni. Vitamin Bs je obsaZena zefména ve sklovité
pSenici. Vitamin Bg se nachézi také ve &itku a aeuronové vrstvé (tabulka 9).
Vitamin C se vyskytuje pouze ve vykliceném obili [51,52,63,64]. Vyznamny je vitamin E.
Ve vysoké koncentraci je zastoupen predevSim v pSeni¢nych kli¢cich, ze kterych se také
izoluje pii vyrobé vitaminovych prepardtu [48,50,65,66]. V kliccich je také obsazen
vitamin A ve form¢ svého provitaminu p-karotenu [52]. Zastoupeni vitaminu E v pSeni¢né
mouce se b&zn& pohybuje od 15 do 50 mg.kg™, v ryZi od 19 do 23 mg.kg™* a v pSenicnych
kliccich se vyskytuje piiblizng 250 mg.kg™ cerstvé hmoty vitaminu E [4,65].
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Tabulka 9 Obsah vitamini skupiny B v hnédé abilé ryZi v mg.100g™ [63]

RyZe B, B, B; Bs Bs
hnda 0,403 0,065 5,433 1,457 0,563
bila 0,057 0,043 1,423 1,080 0,161

Minerdni l&ky piedstavuji anorganicky zbytek po spaeni rostlinného materidu a oznaguji
se jako pope. Mnozstvi popela v obilnych zrnech se pohybuje kolem 1,25 -2,5 % au ryze
mezi 1 — 5 % (tabulka 10). NejvySSi podil popela tvori oxid fosforecny, ktery je vétSinou
ve form¢ fytinu. Dd8e jsou ve vétsim mnozstvi piitomny oxid draselny, horecnaty
a vapenaty. Nejvice minerdnich latek se nachézi v osemeni a v aeuronové vrstvé [50,52].
Je zde zastoupeno Zelezo, hoicik, vdpnik, draslik, fosfor a dusik, mén¢ pak zinek a selen.

Proti jinym ceredliim prevlada selen v ryZi, ato v mnozstvi 10 — 13 ng.100 g [50,67,68].

Tabulka 10 Obsah mineranich latek v pSeni¢né mouce aryzi v mg.100 g* [68]

Produkt Na K Ca Mg Fe Zn Se[ng]
PSeni¢na mouka bila 3 150 140 20 2,0 0,6 2
PZ%eniénd mouka celozrnna 3 340 38 120 3,9 29 6
RyZe bil4, rychlovarna 4 150 51 32 0,5 1,8 13
RyZe hnéda, neloupanéa 3 250 10 110 14 18 10

3.4 Sklizen obilovin v CR v roce 2013

Mezi nejrozsirengjd skupinu péstovanych plodin v CR patii obiloviny. V sou¢asnosti
zaujimaji priblizng 1,6 mil. ha, z ¢ehoz 1,3 mil. ha &ini pSenice aje¢men. Od zatlenéni CR
do EU v roce 2004 je regulace trhu s obilovinami zabezpecovana prostrednictvim spole¢né
organizace trhu (SOT — Spolegna organizace trhu). Ve spolupréci s Ustiednim kontrolnim a
zkuSebnim Ustavem zemédélskym (UKZUZ) je metodicky fizen a usmériiovan rozvoj
Slechtitelské cinnosti, odradového zkuSebnictvi a zkouSeni osiva i sadby [69]. Sklizen
obilovin vroce 2013 je uvedena v tabulce 11, podil jednotlivych komodit vystihuje
obrézek 6.
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Tabulka 11 Sklizen obilovin v CR v roce 2013 [70]

Obiloviny

PSenice | Jefmen Zito Oves Tritikale
celkem

Celkové ke sklizni [ha] 829 392 348 992 37 498 43 559 46 816 1306 257

Sklizeno [ha] 811615 = 346353 36870 37688 43015 | 1275541
Podil sklizenych ploch [%] = 191,2 198,9 98,3 86,5 91,9 97,7
Celkové sklizeno [t] 4752098 1653882 183954 140844 215160 6945938
Pramérny vynos [t.ha™] 10,7 9,5 4,9 37 5,0 55

Oves Tritikale
Zito 3%, 3%
3%

Jeémenjarni

19%
\

PSenice ozima

Jeémen ozimy 61%

8%

P&enicejarni
3%

Obr azek 6 Podil jednotlivych komodit na sklizni obilovin v CR v roce 2013 [70]

3.5 Taxonomie pSenicearyze

PSenice (rod Triticum) jsou jednodélozné rostliny, ke kterym se fadi priblizné 20 druh.

Mohou byt bud’ plan¢ rostouci, nebo Slechténé [71].
Taxonomické zarazeni pSenice:

RiZe: rostliny (Plantae)
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PodtiSe: cévnaté rostliny (Tracheobionta)
Oddéleni: krytosemenné (Magnoliophyta)
Trida jednodélozné (Liliopsida)

Celed’: lipnicovité (Poaceage)

Rod: pSenice (Triticum) [71].

Produkéné je nejcastéji vyuzivana pSenice obecnd (Triticum aestivum), pSenice tvrda

(Triticum durum) a pSenice Spalda (Triticum spelta). PSenice obecna se pouziva prevazné

v pekaiské vyrobe, pSenice tvrda pro vyrobu téstovin a pSenice Spalda se vyuziva hlavné
v dternativnim zemédélstvi. Z hlediska péstitelského se pSenice rozlisuji najarni a ozime,

z hlediska pluchatosti na nahé a pluchaté [48]. Slechténim vzniklo mnoho botanickych

druht pSenice, které se déli podle poctu chromozomu na diploidni (2n = 14), tetraploidni

(2n = 28) a hexaploidni (2n = 42) [72].

Tabulka 12 Prehled druhdt rodu  Triticum
[50,73,74,75,80,81,82,83]

Pocet chromozomi Obilky nahé
2n=14 T. sinskajae

pSenice tvrda
(T. durum)
pSenice perska
(T. carthlicum)
pSenice polska
(T. polonicum)
pSenice nadutreld
(T. turgidum)
kamut — pSenice khorasan
(T. turanicum)
pSenice seta
(T. aestivum)
pSenice shlou¢ena
(T. compactum)
pSeniceindicka
(T. sphaerococcum)

2n=28

2n=42

podle poctu  chromozomu

Obilky pluchaté

p3enice jednozrnka
(T. monococcum)
pSenice jednozrnna plana
(T. boeoticum)

pSenice dvouzrnka
(T. dicoccum)
pSenice dvouzrnnd pland
(T. dicoccoides)
pSenice Timofe evova
(T. timopheevi)

pSenice Spalda
(T. spelta)

p3enice macha
(T. macha)

T. zhukovskyi
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RyZe (rod Oryza) je nerozSitenéjSi obilovinou na svété pouzivanou pro piimou
konzumaci. Nejcastéji je konzumovana svétla obrousend a lesténd Pavodem je
z tropickych oblasti Afriky a Asie aje znamo pres 20 druha [48,50,85,86,87].

Taxonomicke zarazeni ryze:
Ri%e: rostliny (Plantae)
PodiiSe: cévnaté rostliny (Tracheobionta)
Oddgleni: krytosemenné (Magnoliophyta)
Trida: jednodélozné (Liliopsida)
Réd lipnicotvaré (Poal es)
Celed’: lipnicovité (Poaceage)
Rod: ryZe (Oryza) [87,88].

Nejvice vyuzivanym druhem je ryze seta (Oryza sativa), méné pak ryze africka (Oryza
glaberrima). Obilky je mozZné pouzit nel oupané, loupané anebo namleté na ryZzovou mouku
[87,89].

Podle poctu chromozomu se ryze déli na:

diploidni (24 chromozomi — sady AA, BB, CC, EE, FF a GG) — O. australiensis,
O. barthii, O. alta, O. brachyantha, O. minuta, O. officinalis, O. perennis,
O. latifolia, O. rhizomatis, O. ridleyi, O. coarctata, O. schlecteri,
O. malampuzhaensis, O. eichingeri, O. grandiglumis, O. punctata, O. longiglumis,

O. granulata a O. meyeriana.

tetraploidni (48 chromozomi — sady BBCC, CCDD, HHJJ a HHKK) — O. sativa,
O. glaberrima, O. rufipogon, O. glumipatula, O. nivara, O. breviligualata,

O. meridionalis, O. longistaminata [88,90].

Podle tvaru se ryZe déli na kulatozrnnou, kratkozrnnou a dlouhozrnnou [87].
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3.6 Obilnéklicky

Klicky vznikaji naklicenim semen a jsou prvnim stupném vyvoje nové rostliny. Obsahuji

tedy velké koncentrace vyzivnych l&ek — enzymy, minerdni latky, vitaminy [91].

3.6.1 Nakli¢ené semeno, vyhonek, oseni

Naklicené semeno je semeno s kratkym klickem, kli¢ici vétSinou po dobu 24 az 72 hodin,
béhem niz dodo kzakladni zméné — kpreméné césti Skrobu na glukozu.
Soucasné se vsemeni zvy3uje aktivita nékterych enzyma (hydroldz, protedz).
Vyhonek je mlada rostlina ve stéi 4 — 12 dnu. Po této dobe rostlina jiz vycerpaa zasobni
l&ky ze semene a probihgji v ni ¢etné procesy, predstavované zvySenou enzymatickou
aktivitou a rychlym ristem. Mladé vyhonky obsahuji vedle sacharidu, bilkovin a vlidkniny
také chlorofyl a cetné enzymy. Jsou snadno stravitelné. Osenim se nazyva 8 — 10 denni
porost obilovin uréeny ke konzumaci vétSinou v ¢erstvém stavu nebo k priprave stav jeich
lisovanim [92,93,94].

3.6.2 Kliéenizrn

Schopnost kli¢it si semeno obilovin zachovéva piiblizné 6 — 8 let. Rychlost kliceni
jednotlivych druht jsou znacné rozdilné. Neéktera semena neklici, pripadné Kklici
pomalu a obtizné. Neklicivost u nekterych odrid pSenice miZe byt zptsobena i tim,
Ze vsemenech nebyly ukonceny procesy zréni, které nekdy trvai 1 nékolik
meésict po sklizni [93].

Enzymy katalyzuji preménu pavodnich Zivin na chemickou formu, kterou klic¢ici rostlina
potiebuje. U pSenice se zvySuje predevSim aktivita amyldzy rozkladgjici Skrob [92].
Komplexy zasobnich proteini jsou pievadény na aminokyseliny a tuky se Stépi na mastné
kysdliny a glycerol. Ty se vyuzZivgi jako zdroj energie. Vitamin C se spolu s ostatnimi
vitaminy nachézi v semeni jen ve stopovém mnozstvi a jeho mnozstvi pii kliceni narasta
Naklicena zrna obsahuji jak esenciani (izoleucin, leucin, lyzin, metionin, fenylalanin,
treonin, tryptofan avalin), tak i semiesenciani (arginin, histidin) aminokyseliny.

Klicek pSenice obsahuje velké mnoZstvi vitamina skupiny B — tiamin, riboflavin a niacin.
Komplex vitaminu B posiluje obranyschopnost organizmu proti infekcim. Prispiva také

k normanimu fungovani nervového systému. PSenice, obzvlé&té jegi klicky jsou také
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jednim z negjlepsich zdroju vitaminu E. Béhem kliceni se obsah vitaminu E v pSenici jesté
ztrojnasobi [93,94].

Léky obsazené v naklicenych semenech poméhaji posilovat imunitni systém. Naklicené
obili (zefména pSenice) je vhodné i pii redukéni dieté. Zéoven diky pritomnosti
antioxidantt (vitamin C a E) prispivaji naklicena zrna ke zpomalovani starnuti. Syrové
rostlinné klicky jsou vybornym zdrojem dalezitych enzymi, které pomahgji travit
bilkoviny, sacharidy i tuky. V naklicenych rostlinach je ptitomna i celulaza, kterd Stepi
celuldzu [92,93,94].
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4 KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Jgji podstatou je déleni smeési latek mezi dvéma fazemi. Jedna féze je vzdy nepohybliva
(tuh& nebo kapalina) a oznacuje se jako stacionarni. Dochazi na ni k zadrzovani délenych
l&tek. Druhé faze je pohybliva (kapalina), nazyva se mobilni. Touto fazi jsou délené latky
unéSeny [95]. Slozky vzorku, které Inou Iépe k fézi stacionarni nez k fazi mobilni, se pfi
pohybu zdrZuji vice neZ sloZky poutgjici se ke stacionarni fézi hute. Takovymto zptisobem

se slozky od sebe postupné separuji [96].

4.1 Z&kladni rozdéleni technik kapalinové chromatogr afie

Dle usporadani fazi se kapalinova chromatografie déli na:
kolonovou (sloupcovou) chromatografii (stacionarni faze je umisténav kolong),
plosnou chromatografii se déli na tenkovrstevnou chromatografii (TLC — Thin

Layer Chromatography) a papirovou chromatografii (PC — Paper Chromatography).

Dle dgje, ktery probiha, se rozliduje kapalinova chromatografie:
Adsorpeni (LSC — Liquid Solid Chromatography) — vyuZiva se rizné schopnosti
slozek adsorbovat se na povrch stacionérni faze (tuhéaléatka).
Rozd¢lovaci (LLC — Liquid Liquid Chromatography) — vyuziva se razné
rozpustnosti slozek vzorku ve stacionarni fazi (kapalina) a mobilni fazi (kapalina
nebo plyn).
lontové vymeénna (IEC — lon Exchange Chromatography) — o separaci rozhoduji
raizné velké elektrostatické pritazlivé sily mezi funkénimi skupinami stacionarni
féze (iontoménic¢) aionty vzorku.
Gelova permeacni (GPC — Gel Permeation Chromatography) — vyuziva se separace
slozek podle velikosti ha pérovité stacionérni fazi — gelu; mensi molekuly vzorku se
v porech gelu zdrZuji déle.
Afinitni — vyuZiva se schopnosti stacionarni faze vézat ze vzorku urcité sozky, ke
kterym ma Uzce selektivni vztah (afinitu) [95,96,97,98].
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4.2 HPLC

Vysokotcinna  kapalinovd chromatografie (HPLC, High Performance Liquid
Chromatography) je separacni metoda vyuzivajici kolony s vhodnou stacionarni fazi, jgiz
vlastnosti umozniuji dosdhnout rychlé separace sloZitych smési latek s vysokym rozliSenim
z0On [98]. Vysokeé ucinnosti a rychlosti se u této metody dosahuje pouzitim kolon plnénych
ndplnémi s velmi jemnymi ¢asticemi (3 — 15 um) a pomérné velkych pritoka mobilni faze,
coz ovSem vyZaduje pouziti vysokotlakych cerpadel, ktera zgjistuji konstantni pratok
mobilni faze [95]. V HPLC se pracuje s kolonami o délce 3 — 30 cm, vnittnim pramérem
1 — 5 mm avysokou Gginnosti (> 40000 teoretickych pater.m™) [99,100]. Aby bylo mozné
dosdhnout piijatelného pratoku a doby analyzy, je potieba pracovat s kolonami pii vysSich
tlacich (az do 60 MPa). Proto eluat z kolony prochazi detektorem s pratoénou celou
malého vnitiniho objemu (obvykle 0,5 — 15 pl), jehoz signdl je zpracovavan pocitatovym
softwarem [100,101].

Usporadani HPLC stzv. normalni fézi — vyuziva polérni stacionarni faze. Jimi mohou byt
anorganicke polarni absorbenty (silikagel, oxid hlinity, oxid zirkonicity), nebo absorbenty
kde je chemickou modifikaci adsorpenich center jgjich polarita snizena a je mozné vyuzit
selektivnich interakci funkénich skupin chemicky vézanych na povrchu adsorbentu

(tzv. nitridové, aminové, diolové adalsi stiedné polarni faze) [100].

Usporadani HPLC stzv. reverznimi fézemi (RP-HPLC, Reversed Phase — High
Performance Liquid Chromatography). Je zde vyuZito nepolarnich nebo mirné polarnich
stacionarnich fézi jako silikagel schemicky vazanymi oktadecylovymi, oktalovymi,
akylovymi, akylarylovymi, nebo nitrilovymi skupinami. VZdy jsou polangjsi faze
mobilni nez féze stacionarni. Skladaji se povétsing zvody, pufri a jednoho ¢i vice

rozpoustédel. Nej¢astéjsi jsou to metanol, acetonitril atetrahydrofuran [100].

421 InstrumentaceproHPLC

Kapalinovy chromatograf se skl&dd ze zasobniku mobilni féze, davkovace vzorkd,
vysokotlakého cerpadla (zabezpecuje transport mobilni faze kolonou), chromatografickeé
kolony (zde se sloZky vzorku separuji) a detektoru, ktery pii prichodu separovanych latek
vysila elektricky signdl jako odezvu, ktera je umérna zmeéné sledované vlastnosti eluétu
vytékgjiciho z kolony. Pro dobrou reprodukovatelnost vysledkti se separacni kolona

umistuje v termostatové skiini. Pristroj je doplnén zafizenim pro zéznam a ukladani
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signdu detektoru, vyhodnocovani chromatogramt a zpracovani chromatografickych dat
(obrézek 7) [100].

1 — zésobniky mobilni faze, 2 — vysokotlaké ¢erpadlo, 3 — davkovat, 4 — separacni kolona,

5 — detektor, 6 — odpad, 7 — zatizeni pro zpracovani dat

Obrazek 7 Usporédani HPLC [102]

Jako zésobnik mobilni faze je moZzné pouzit jakoukoliv uzavienou nédobu,
ktera je chemicky odolna vaéi pouzivanym rozpoustédlim. Ze zésobniku se pak cerpa
mobilni faze pies filtr, ktery zabréni pronikani necistot do ¢erpadla. Mobilni faze se musi

odplynovat pomoci degasseru [103].

V soucasné dobé se nej¢astéji pouzivaji ¢erpadla s malym objemem, které vyuzivaji rychlé
frekvence pracovnich cykla. Konstrukce cerpadel musi byt z materidli odolnych vici
chemické korozi, které musi odolat i pouZiti pomérng agresivnich mobilnich fézi. Musi byt
schopna davkovat kapainy plynule a bez koliséni pratoku pii pracovnim tlaku
30 — 60 MPa. Déle s pritoky presné nastavitelnymi v mezich od 0,1 aZ do 10 ml.min*
pro préci s konvencnimi analytickymi kolonami a od 0,01 nebo 0,001 do 1 ml.min™

pro préci s mikrokolonami [100,104].

K davkovani se pouzivad ventil sdavkovaci smyckou piesné definovaného objemu,

dnes uz vicemén¢ vSak pouze automatizovany davkovaé (autosampler), ktery je vybaven
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zasobniky sviakami [100,105,106]. Vlastni separace slozek analyzovaného vzorku
probihd v koloné. Separatni kolony, které jsou pouzivané v  HPLC musi umoZnit
separaci s vysokou U¢innosti a poZadovanou selektivitou. Pladté kolon jsou
vyrobené z nerezové oceli nebo z tvrzeného skla, titanu pevného polymeru a jsou opatiené
na koncich fritami (zpravidla s péry o velikosti 0,5 — 2 um). Ty v kolon¢ zadrzuji ¢éstice
napliné. Pro analytické separace slouzi konvencni kolony o délce 3 (5) — 25 cm a vnitfnim
praméru 2 — 4,6 mm plnéné casticemi o velikosti 2 — 5 (10) um (obrézek 8). Pri kratSich
kolonach tj. 3 — 6 cm stgjného vnitiniho praméru se umoznuje dosédhnout jednodusSich
separaci béhem 1 — 3 minut, a to pii vyznamné uspore rozpoustédel [100]. Pro regulaci
pozZadované teploty v koloné je pouzivan termostat. BéZné pouzivana teplota je v rozmezi
30 aZ 50 °C [107].

Obréazek 8 Kolona: Discovery C 18 (250 x 4,6 mm; 5 um, Supelco, USA)

Napiné pouzivané v HPLC se pripravuji jak z organickych polymeri, tak i z pérovitych
anorganickych materidi. VyuZivaji se materidy na bazi silikagelu. A to bud’ bez Gprav
nebo jako nosic¢e chemicky modifikované navazanim nepolarnich stiedné ¢i silné polarnich
stacionarnich fazi. Mén¢ bézné typy anorganickych nosi¢t jsou oxid zirkonicity, hlinity,
titani¢ity nebo graficky uhlik. Jgjich chemicka odolnost usnadiiuje separace bazickych
sougenin, které vyzaduji mobilni faze s vysokym pH v rozmezi 12 — 14. Uginnou a velmi
¢astou ochranou analytické kolony je pouzivani predkolon [100]. Pro filtraci mobilni faze

jsou vyuzivany filtry s porozitou 0,2 a 0,45 um. Ty jsou vyrobené z riiznych material.

Mobilni faze v kapalinové chromatografii neni inertni, ae i presto se vyznamné
podili na separacnim procesu. Vzhledem k interakcim mezi slozkami mobilni faze a soluty
je mozZneé separaci ovlivnit ngjen zmeénou zastoupeni raznych rozpoustédel v mobilni fazi,
de i zménou pH, iontové sily nebo pridavkem cinidel tvorici se soluty iontové pary,
komplexy apod. [108]. Optimani mobilni faze musi v detektoru poskytovat minimalni
signd, ktery umozni co nejreprodukovatelngSi a necitlivejsi detekci solutu. Signd

detektoru by neméli ovliviiovat zmeény ve sloZeni mobilni faze pii gradientoveé eluci [109].
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Detektory slouzi k indikaci analytu, které vychazeji z chromatografické kolony. K detekci
separovanych latek se vyuziva jgjich specifickych vlastnosti, jimiz se tyto latky odlisuji
od slozek mobilni faze [110]. Mezi poZadavky kladené na detektory HPLC patii vysoka
citlivost, linearita a reprodukovatelnost odezvy, nezavislost odezvy na zméné dozeni
mobilni féze pii gradientové eluci a univerzanost [111]. V HPLC se nejcastéji pouzivaji
fotometrické detektory (UV/VIS), detektory diodovym polem (DAD), fluorimetrické
detektory (FLD), elektrochemické detektory (ECD), refraktometrické detektory (RI)
ahmotnostni detektory (MS) [101,112].
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1. PRAKTICKA CAST
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5 CiL PRACE

Cilem praktické ¢asti diplomové préace bylo optimalizovat postup extrakce pro nasledné
chromatografické stanoveni vitaminu E, nastavit chromatografické podminky pro analyzu
vitaminu E metodou HPLC sdetekci v UV oblasti a vlastni stanoveni vitaminu E
ve vybranych vzorcich obilovin a kli¢cich. Jednalo se predevSim o vzorky netradi¢nich
pSenic, barevnych a nebarevnych druhu ryZze, dde o stanoveni vitaminu E v kli¢cich
pSenice. Vzhledem k tomu, Ze cilem stanoveni vitaminu E v kli¢cich nebylo sledovat vliv
podminek rastu klicku na obsah vitaminu E, ae dlo o vypracovani a nastaveni metodiky
pro extrakci a nésedné stanoveni vitaminu E ztohoto materidu, nebyly blize
sledovany a zaznamenavany parametry rustu klickt jako je monitorovani vihkosti, intenzity

svétlaapod.
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6 METODIKA

6.1 Pouzitéchemikalie

Metanol (dodavatel Ing. Petr Lukes)

Metanol pro HPLC (Sigma Aldrich)

Redestilovana voda (redestilacni aparatura Aqua Osmotic typ 02, Tisnov)
Standard D,L-a-tokoferolacetat (Roche)

6.2 Pouzité pomiicky a pristroje

Standardni laboratorni vybaveni
0 Analytické vahy (Adam, AFA - 210 - LC, Schodller instruments)
Temperovana vodni |azen s trepackou (Memmert, Némecko)
Odstiedivka (Hettich EBA 20)
Ultrazvukova lazen (PS 04000A, 41, SR)
Filtra¢ni papir (FILTRAK No0.390 @ 15 cm)
MIynek na obiloviny Waldner Biotech Combi Star
Susérna (Venticell 111 Comfort, BMT, CR)

o O O O O o o

BéZné laboratorni sklo a pomuicky — pi. vialky s uzaveéry a septy, mikrofiltry
(nylon 13 mm x 0,45 um)
Speciani laboratorni vybaveni
0 HPLC (HPLC UV/VIS Dionex UltiMate 3000) (obrazek 9)
§ Kolona—Discovery C 18 (250 x 4,6 mm; 5 um, Supelco, USA)

§ Pocita¢ s vyhodnocovacim programem Hystar
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Obréazek 9 HPLC Dionex UltiMate 3000

6.3 Analyzované vzorky obilovin

Pro analyzu bylo pouzito celkem 26 vzorka obilovin. Z toho 15 druhi pSenice a 11 druht

ryze.

6.3.1 Vzorky pSenice

Vzorky pSenice (kamut, ¢ervené pSenice, pSenice ozimé a pSenice Spaldy) byly zakoupeny
v bézné obchodni siti. Vzorky ¢ervené pSenice byly deklarovény v kvalité bio. Pred vlastni
analyzou byly skladovany ne déle nez 14 dni v obchodnich balenich v klimatizované
laboratori pri 23 °C. Od kazdého vzorku bylo zakoupeno vzdy cca 2,5 kg vzorku.
Pred vlastni analyzou byly vzorky rozemlety pomoci obilného mlynku. Poté byly vzorky
premistény do tmavych PET lahvi a uzavieny. Skladovany byly v klimatizované laboratofi
opet pri 23 °C.

Vzorky pSenic (Spalda Obertko, pSenice Dickoko, Busokd, Aktdko, Dickh, Rotdri, Kli)
jsou ze sklizné z roku 2012 a byly poskytnuty prof. Dr. agr. Janem Sneydem z Hochschule
fur Wirtschaft und Umwelt Nirtingen-Geislingen, Fakultét Agrarwirtschaft.

Ddle byly analyzovany vzorky pSenic Dickopf, Klima a Rotkorn ze sklizné roku 2013
a taktéz byly poskytnuty prof. Dr. agr. Janem Sneydem. Pied vlastni analyzou byly vzorky
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rozemlety pomoci obilného mlynku. Poté byly vzorky premistény do tmavych
PET lahvi auzavieny. Skladovany byly v klimatizované laboratori opét pri 23 °C.

Dasi vzorek pSenice Spaldy, sklizené v obdobi mlécné zralosti a uzené v bukovém kouti
byl zakoupen v béZzné obchodni siti. Jednd se o Grinkern. Tento vzorek byl zakoupen
v mnozstvi cca 2 kg. Pied vlastni analyzou byl vzorek rozemlet pomoci obilného mlynku.
Poté byl vzorek premistén do tmavych PET lahvi a uzavien. Skladovan byl v klimatizované
laboratori opét pii 23 °C.

Jednotlivé obrézky analyzovanych obilovin pSenice jsou uvedeny niZe (obrazky 10 az 24).
Vzorky namletych obilovin nebyly pred analyzou skladovany déle nez 14 dni, po celou
dobu skladovéni byla monitorovana jejich vihkost. V obsahu vihkosti nebyly zjistény

statisticky vyznamneé rozdily, ato jak u vzorku pSenice, tak u vzorka ryzi [113].

Obréazek 10 Zrna kamutu

Obréazek 11 Cervena pSenice
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Obrazek 12 Zrna pSenice ozimé

Obrazek 13 P3enice pada

Obrazek 14 PSenice Spada Oberdko
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Obrazek 15 PSenice Dickoko
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Obrazek 16 PSenice Busoko

Obrazek 17 PSenice Aktoko
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Obrazek 18 PSenice Dickh

Obr azek 19 PSenice ¢ervena Rotdri

Obrazek 20 P3enice ¢ervenaKli
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Obrazek 21 Grinkern

Obrazek 23 PSenice Rotkorn
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Obr &zek 24 PSenice Klima

6.3.2 Vzorky ryzi

V obchodni siti byly zakoupeny nésledujici vzorky ryzi: ryze basmati natural (zemé pavodu
Recko), mléna ryze kulatozrnna loupana (zemé pavodu ltédlie), diouhozrnna ryze bila
(zem¢ puvodu Itdie), jasminova ryze cervena (zemé puvodu Thajsko), jasminova ryze
hnéda (zemé pavodu Thajsko), ¢erna ryze Khaw Dam (zemé ptivodu Laos), lilaryze (zemé
pavodu Laos), ¢erna ryze natural (zemé ptivodu EU), ryZze cervend (zemé puvodu Itélie),
gervena ryze natural (zemé paivodu Recko) a ryze rissoto (zemé paivodu Recko). Obrazky

analyzovanych vzorku ryZi je mozno vidét na obrazcich 25 az 35.

Pred vlastni analyzou byly vzorky ryZzi skladovény ne déle nez 14 dni v obchodnich
balenich v klimatizované laboratoti pri 23 °C. Od kazdého vzorku bylo zakoupeno vzdy
cca 2 kg vzorku. Pred vlastni analyzou byly vzorky rozemlety pomoci obilného mlynku.
Poté byly vzorky piremistény do tmavych PET lahvi a uzavieny. Skladovany byly
v klimatizované laboratoti opét pii 23 °C. Pred vlastni analyzou nebyly namleté vzorky
skladovany po dobu delSi nez 14 dni.
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Obrazek 26 Bio mlénaryze kulatozrnna



UTB ve Zlinég, Fakulta technologicka

Obréazek 27 Dlouhozrnnaryze

fw

Obrazek 28 Jasminovaryze ¢ervena

Obrazek 29 Jasminovaryze hnéda
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Obrazek 30 Khaw Dam

Obrézek 31 Lilaryze

Obrazek 32 Ryze ¢ernanatural
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Obrazek 33 Ryze ¢ervena

Obrazek 35 RyZe risotto




UTB ve Zlinég, Fakulta technologicka 52

6.3.3 Analyzované pSeniénékli¢ky

Mezi vzorky, které byly podrobeny kli¢eni patii: pSenice Dickdko, Dickopf, Klima,

Rotkorn, kamut (sklizen 2013), kamut (sklizen 2012) a pSenice cervena

Pilotni Kklicici pokus byl zaloZen pouze laboratorné, kromé teploty nebyly monitorovany
bliZze rastové podminky. Kli¢cky obilovin byly vypéstovény v laboratori na vihké prirodni
vaté (z bavinéného materidu) pii laboratorni teploté 23 °C a dennim osvétleni. Klicky byly
ruéné po tiech dnech od zalozZeni kliceni odlamovany, a to tésn¢ pied kazdou analyzou.
Velikost klicka byla priblizné 1 cm. Anayza byla tedy provedena treti den od nasazeni
semen. Klicky byly rozmélnény v tieci misce. U obilnych klickt bylo provedeno stanoveni

vitaminu E na ¢erstvou hmotu.

Obrazek 36 Klicky pSenice cervené

6.4 Optimalizace extrakce vitaminu E

K optimaizaci extrakce byly pouzity razné navézky rozemletych vzorka obilovin,
a to vmnozstvi 1 — 5 g, které byly zdity 5 — 25 ml metanolu. Vzorky byly
extrahovény v trepaci vodni lazni pii teplot¢ 40 °C postupné po dobu 30 minut,
1, 2 a 3 hodin. Stejné tak byla vyzkouSena extrakce téchto vzorka za pouZiti ultrazvuku,
kdy teplota vodni l&zn¢ byla nastavena také na 40 °C, doba extrakce byla shodna
jako u extrakce pouze v trepaci vodni |azni. Vzorky byly vézeny do tmavych |ékovek.
Vzhledem k tomu, Ze obiloviny jsou potraviny s nizkym obsahem lipida, vétSinou do 5 %,
nebylo nutno pii extrakci vitaminu E pouzit techniku zmydelnéni vzorku v alkalickém
prostiedi.
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Stejn¢ tak byla optimalizovana extrakce vitaminu E z kli¢kd, jen spouzitim navazky

vzorku v rozmezi 1 -2 g.

6.5 Konecna extrakce vzorkua v ultrazvukoveé lazni

6.5.1 Extrakceobilnych zrn

5 g rozemletych zrn obilovin bylo navézeno s presnosti na 0,1 mg do tmavych |ékovek
nebo |ze vyuzit Erlenmeyerovy baiky obalené hlinikovou félii. Nésledné bylo k navaZzce
vzorku piidano 25 ml metanolu. Erlenmeyerova baiika nebo |ékovka byly uzavieny vickem
a pak byly viozeny do ultrazvukové lazné o teplote 40 °C. Extrakce trvala 2 hodiny.
Kazdy vzorek byl navaZzen a extrahovan celkem trikrat, z kazdého extraktu potom byly
nasledné provedeny tii nastriky na kolonu. Vysledna extrakce byla samozigimé ovéiena
metodou standardniho piidavku. Tekuty podil extraktu byl preveden do centrifugacni
zkumavky, kterd byla vloZenana 10 minut do odstredivky pii 3 421 g. Nasledn¢ byl extrakt
piefiltrovan pies filtraéni papir a mikrofiltr znylonu o velikosti pora 0,45 pm.

Takto upravenym extraktem byly naplnény vialky.

6.5.2 Extrakce obilnych kli¢ka

Do Erlenmeyerovy bariky, kterd byla obaena hlinikovou fdlii, nebo do tmavych |ékovek
bylo navézeno 2 g rozmélnénych klicka s piesnosti na 0,1 mg. Poté k nim bylo ptidano
12 ml metanolu. Erlenmeyerova baika ¢i 1ékovka byla uzaviena vickem a pak bylaviozena
do ultrazvukové lazn¢ o teplote 40 °C. Extrakce trvala 2 hodiny. Kazdy vzorek byl navézen
a extrahovan celkem trikrét, z kazdého extraktu byly potom provedeny tii néstriky na
kolonu. Vysedna extrakce byla také ovérena metodou standardniho piidavku. Tekuty podil
extraktu byl také pieveden do centrifugacni zkumavky, kterd byla vioZzena na 10 minut
do odstredivky pii 3421 g. Nasedné byl extrakt prefiltrovan pies filtracni papir
amikrofiltr z nylonu o velikosti péra 0,45 pm. Takto upravenym extraktem byly naplnény
vialky.

6.6 Optimalizace chromatogr afickych podminek pro stanoveni
vitaminu E metodou HPLC

Pfi samotné metodice pro stanoveni vitaminu E bylo neprve nutno optimalizovat

chromatografické podminky. Byly pouzity nasledujici mobilni faze: pouze cisty metanol,
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metanol:redestilovana voda v pomérech 99:5, 90:10 a 80:20. Eluce probihala izokraticky,
kdy byly zkoueny i riizné pritoky mobilni faze v rozmezi 0,8 az 1,1 ml.min™. Dée byly
testovany razné kolony, napt. Discovery C18 (250 x 4,6 mm; 5 um), stejné tak Discovery
C8 (250 x 4,6 mm; 5 um), dale Supelcosil LC8 (150 x 4,6 mm; 5 um) g. Jako piedkolona
byla pouzita kolonka Meta Guard (4 x 3 mm; 5 um). Jako detektor byl pouZit detektor
DAD, detekce byla nastavena postupné pii vinové délce 210, 230 a 250 nm. Jako nejlepsi
byla zvolena pak vinova délka 210 nm, pfi niZz vitamin E vykazova nejvysSi hodnotu

odezvy signalu detektoru (absorbanci).

6.7 Chromatograficka analyza vzorku

K separaci jednotlivych dloZzek vzorka byla pouZita kolona Discovery C 18
(250 x 4,6 mm; 5 pum). Predkolona byla Meta Guard (4 x 3 mm; 5 um). Nastiik
vzorku byl nastaven na 20 pl. Jako mobilni féaze byla pouZita smés metanolu
aredestilované vody v pomeéru 95:5 v izokratickém rezimu. Rychlost priatoku mobilni faze
byla nastavena na 1 ml.min'. Teplota termostatu kolony pii méfeni byla nastavena
na 30 °C, celkova doba analyzy byla nastavena na 35 minut. Vyhodnocovani obsahu
vitaminu E probihalo pti vinové déice 210 nm. Kazdy vzorek byl navéZzen tiikrét,

byl vyextrahovan a poté z kazdého extraktu byly provedeny tii néstriky na kolonu.

6.8 Kalibraéni kiivka pro chromatogr afické stanoveni vitaminu E

Pro stanoveni obsahu vitaminu E byl pouZit jako standard stabilngjsi D,L-a-tokoferol acetét,
kterého bylo navézeno 0,01 g s presnosti na 0,0001 g. Navézka byla rozpusténa v metanolu
tak, aby byl ziskan zasobni roztok o koncentraci 1000 ug.mi™. Ze zésobniho roztoku byla
pomoci fedéni metanolem pripravena kalibra¢ni fada roztoka o koncentracich 1, 5, 10, 20,
50, 100, 200 pg.ml™. Jednotlivé koncentrace standardu byly prométeny za stejnych
chromatografickych podminek, jako je uvedeno v kapitole 6.7. Kazda koncentrace
z kaliba¢ni kiivky byla proméiena 5x. Kalibracni kiivka byla sestrojena jako zévisost
plochy piku (mMAU) nakoncentraci standardu (ug.ml™).

6.9 Statisticka analyza

Nameérené vysledky byly podrobeny Dean-Dixonovu testu (Q-testu) pro vylouceni
odlehlého vydedku. Dale byl pro statistické hodnoceni vyuZit parametricky test
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srovnavgjici stiedni hodnoty dvou nezavislych souboru (Studentav t-test). Pro vyhodnoceni

byl pouZit statisticky program StatK 25, hladina vyznamnosti byla 95 % [114].
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Vysledky méieni kalibra¢ni k¥ivky pro stanoveni vitaminu E

metodou HPLC

Vysledky stanoveni kalibracni kiivky jsou uvedeny v tabulce 14 a samotna kalibra¢ni
kiivka je na obrédzku 37. Kdibracni kiivka predstavuje zavisost plochy piku (mAU)
na koncentraci standardu tokoferolacetdtu (ug.mi™). Retencni &as vitaminu E byl
23,73 minut. Rovnice linearni regrese ma tvar y = 1157,4836x — 1667,2076, hodnota
spolehlivosti ¢inila 0,9996. Vysledky obsahu vitaminu E ve vzorcich jsou tedy
prezentovany jako obsah tokoferolacetatu v mg.kg™.

Tabulka 13 Hodnoty pro sestrojeni kalibracni kiivky pro stanoveni
vitaminu E metodou HPLC

K?ﬂ;‘mfl?ce Priimér na plocha piku [mAU]
1 377
5 3965
10 8732
20 20863
50 53600
100 116544

200 229370
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Obréazek 37 Kalibrac¢ni kiivka D,L-a-tokoferol acetatu

7.2 Stanoveni vitaminu E ve vzor cich obilovin metodou HPLC

Stanoveni vitaminu E u vzorka ceredlii i vzorka klicka je uvedeno v kapitolach
7.2.1 — 7.2.6. Z chromatogramu byly odecteny plochy piku, které byly nasledné dosazeny
do rovnice regresni piimky kalibracni kiivky. Tim byly zjidtény koncentrace vitaminu E,
ze kterych byl vypocten pramérny obsah vitaminu E. Zjisténé vysledky byly statisticky
porovnany v programu StatK 25. Hladina vyznamnosti bylaa = 0,05.

7.2.1 Vydedky stanoveni obsahu vitaminu E ve vzorcich pSenice s bilou obalovou

vrstvou

Vysledky stanoveni obsahu vitaminu E jsou uvedeny v tabulce ¢. 14. Vysledky jsou
uvedeny jako priimér z danych stanoveni v mg.kg™ + smérodatna odchylka. Takto je tomu

u vSech prezentovanych vysledka v experimentalni ¢ésti.
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Tabulka 14 Obsah vitaminu E u bilych vzorki pSenic

Vzorek PrumerFrixltj)]cha piku ObseEr:n\g.Erginu E
Ober6ko 2204 13,33 + 0,62
Dickoko 5184 23,34+ 0,82
Busoko 1256 10,08 + 0,43%¢
Aktoko 385 7,02 + 0,25°
Dickh 9854 39,63 + 1,56°
Dickopf 7445 31,19 + 1,08'
P3enice ozima 713 10,22 + 0,41°
PZenice &palda 537 9,47 + 0,45"
Kamut 2936 19,53 + 0,76

U pSenice Dickh byla detekovana statisticky ngjvySSi koncentrace vitaminu E v mnozstvi
39,63 + 1,56 mg.kg™ (P<0,05). Druhy nejvyssi obsah vitaminu E byl zji&sn u pSenice
Dickopf, a to 31,19 + 1,08 mg.kg™ (P<0,05). Vyrazné niz& mnozstvi vitaminu E bylo
u pSenice Dickoko, ve které obsah vitaminu E &inil 23,34 + 0,82 mg.kg’. Vitamin E
byl vkamutu pfitomen vmnozstvi 1953 + 0,76 mgkg' a v pSenici Oberdko
13,33 + 0,62 mg.kg™. Ve vzorcich pSenice ozimé a pSenice Busbko bylo detekovano stejné
mnoZstvi vitaminu E, a to 10,22 + 0,41 mg.kg™ v pSenici ozimé a 10,08 + 0,43 mg.kg™
v pSenici Busdko (P>0,05). U p3enice $paldy bylo naméteno 9,47 + 0,45 mg.kg™ vitaminu
E, pricemZ statisticky nejniz8i koncentrace vitaminu E byla zji&téna v pSenici Aktoko,
ve které byl obsah tohoto vitaminu 7,02 + 0,25 mg.kg™ (P<0,05).

Velisek v literatuie uvadi, Ze obsah vitaminu E v pSeni¢né mouce se pohybuje v rozmezi
15 — 50 mgkg! [4], ve studii Tiwariho se uvadi obssh vitaminu E kolem
32,8 mgkg’ [115]. Ztabulek 14, 15 a 16 vyplyv4, Ze Zji&sny obsah vitaminu E
se u vzorki pSenic pohybuje od 7,02 do 39,63 mg.kg’. Nam&iené hodnoty odpovidajf
rozmezi uvedené Veiskem, pouze u nékterych vzorka je pramérna hodnota obsahu
rozemletych vzorka. MnozZstvi vitaminu E je u obilovin zavislé na podilu obalovych vrstev,

klicku a endospermu [4].
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7.2.2 Vydedky stanoveni obsahu vitaminu E ve vzorku grinkernu

Vydedny obsah vitaminu E ve vzorku Grinkernu je uveden samostatné v tabulce 15.
Nejedna se o surovou obilovinu, ae o vyrobek ze Spaldy sklizené v obdobi mlécné zralosti

aprouzeny kouiem nejcastéji z bukovych pilin.

Tabulka 15 Obsah vitaminu E v pSenici Grinkern (x SD)

Primérna plocha piku Obsah vitaminu E
V zor ek .
[mAU] [mg.kg™]
Grinkern 4386 9,27 £ 0,36

Koncentrace vitaminu E v pSenici Griinkern byla 9,27 + 0,36 mg.kg™. Jak |ze jiZ na prvni
pohled vidét se srovnanim stabulkou 14 v kapitole 7.2.1, pak obsah vitaminu E je u tohoto
vyrobku dokonce vySSi nez u analyzovaného vzorku pSenice Aktoko, a zaroven srovnatelny
sobsahem vitaminu E u vzorku pSenice 3paldy, v niZ byl naméten obsah vitaminu E
9,47 + 0,45 mg.kg™.

7.2.3 Vydedky stanoveni obsahu vitaminu E ve vzorcich pSenice s ¢ervenou

obalovou vrstvou

Vysledky stanoveni obsahu vitaminu E u ¢ervenych pSenic jsou uvedeny v tabulce 16.

Tabulka 16 Obsah vitaminu E u ¢ervenych vzorka pSenic

Vzorek PrumerFriXIlj)]cha piku Obg?rrlq\gj%r_qinu E
Klima 4589 21,72+ 0,922
Rotkorn 3009 15,88 + 0,55°°
PSenice ¢ervend 1779 14,85 + 0,62°
Kli 8109 33,56 + 1,25
Rotdri 3201 16,53 + 0,74°

U cervenych vzorka pSenic byl ngvySSi obsah vitaminu E v pSenici KIi,
ato 33,56 + 1,25 mg.kg™ (P<0,05). Druhé nejvys mnoZstvi bylo zjidténo v pSenici Klima,
ato 21,72 + 0,92 mg.kg" a ngnizs mnoZzstvi 14,85 + 0,62 mg.kg’ v pSenici cervené
(P<0,05). Statisticky stgjné mnoZstvi vitaminu E bylo detekovano v pSenicich
Rotdri a Rotkorn (P>0,05). Obsah vitaminu E v pSenice Rotdri byl 16,53 + 0,74 mg.kg™ a
v pSenici Rotkorn 15,88 + 0,55 mg.kg™.
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Literatura uvéadi obsah vitaminu E v peni¢né mouce 15 — 50 mg.kg* [4]. Obsah vitaminu

E u métenych vzorka ¢ervenych pSenic odpovida hodnoté uvédené literaturou.

7.24 Vydedky stanoveni obsahu vitaminu E ve vzorcich ryzZe s bilou obalovou

vrstvou

Vysledky stanoveni obsahu vitaminu E ve vzorcich bilych druhi ryZe jsou uvedeny
v tabulce 17.

Tabulka 17 Obsah vitaminu E u bilych vzorku ryze

Primérna plocha piku Obsah vitaminu E
Vzorek X
[mAU] [mg.kg™]
Ryze basmai 521 9,23+ 0,41
natural
Ryzebila _

dlouhozrnna

RyZerissoto - -

Obsah vitaminu E u ryZe bilé dlouhozrnné a ryZe rissoto nebyl naméren, jeho obsah byl
nizsi, neZ je mez detekce této metody. Tato byla stanovenana 0,2 pg.mi™ tokoferol acetétu.
Nizky obsah vitaminu E u vzorka bilych ryZi je zpusoben zpracovénim ryze. Bilé
ryZze se loupou, odstranuji se otruby a klicky a semena jsou nésledné leSténa

Témito Upravami dochézi ke ztratam vitaminu E [116].

Obsah vitaminu E v ryZi basmati natural byl 9,23 + 0,41 mg.kg™, literatura uvadi 12,9 — 25
mg.kg™ [115].
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7.25 Vydedky stanoveni obsahu vitaminu E ve vzorcich ryZe s barevnou obalovou

vrstvou

Vysdedky stanoveni obsahu vitaminu E jsou uvedeny v tabulce 18.

Tabulka 18 Obsah vitaminu E u barevnych vzorku ryze

Pramérna plocha piku Obsah vitaminu E
Vzorek [MAU] [mg.kg]
Jasnjmova,ryze 868 10,84 + 0,44%
cervena
Jasmmtgva} ryze 578 9,63 + 0,434
hnéda
Khaw Dam 3010 20,11 + 0,79°
cernaryze
Lilaryze 583 9,68 + 0,31%
Ryze terna 2839 10,44 + 0,84°
natural
Ryze &ervena 623 9,86 + 0,34'
Ryze fervena 1094 11,82 + 0,55°
natural

Statistickym porovnanim bylo zjisténo, Ze se obsah vitaminu E v ryZzi Khaw Dam sryzi
¢ernou natura statisticky prikazné nelisi (P>0,05). Obsah vitaminu E v ryzi Khaw Dam
byl 20,11 + 0,79 mg.kg*av ryzi serné natural 19,44 + 0,84 mg.kg™.

RyZe &ervena natural obsshovala 11,82 + 0,55 mgkg?, jasminova ryze cervena
10,84 + 0,44 mg.kg™ a ryze dervena 9,86 + 0,34 mg.kg™ vitaminu E. Koncentrace tohoto
vitaminu ve vzorku obchodniho baeni ryZe pojmenovaného jakoLila ryZze byla
9,68 + 0,31 mg.kg™ av jasminové ryzi hnédé bylo vitaminu E 9,63 + 0,43 mg.kg™, piicemz
se tyto dvé hodnoty vzgemné statisticky nelisi (P>0,05).

Obsah vitaminu E v ry#i se podle literatury pohybuje mezi 12,9 — 25 mg.kg™ [115]. Obsah
vitaminu stanoveny ve vzorcich jasminové cervené ryze, ryze Khaw Dam a cerné ryze
natural odpovida Udgji z publikované studie. O mao niZ&i obsah vitaminu E ma ¢ervena
ryZe natural. U ostatnich vzorka ryzi byly jejich hodnoty podprimérné. Barevné ryZze jsou
neloupané nebo c¢astecné loupané. ProtoZe je vitamin E uloZen v obaovych vrstvéch,
obsahuji barevné ryze vysSi mnozstvi tohoto vitaminu. Nizké mnoZstvi vitaminu E u Lila
ryZze maze mit souvislost sjgim sloZzenim. Je tvoiena z 80 % z bilé ryZe ajen 20 % z ryZe

S purpurové zbarvenym zrnem.
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7.2.6 Vysedky stanoveni obsahu vitaminu E ve vzor cich pSeniénych kli¢ka

Vysledky stanoveni obsahu vitaminu E v pSeni¢nych kli¢cich jsou uvedeny v tabulce 19.

Vysledky jsou prezentovéany v mg.kg™ vitaminu E v &erstvé hmoté.

Tabulka 19 Obsah vitaminu E v pSeni¢nych kli¢cich

Pramérné plocha piku Obsah vitaminu E
V zor ek |
[MmAU] [mg.kg”]

Dickoko 32216 207,2 + 5522
Dickopf 33054 215,08 + 5,93"‘e

Kamut 2013 28 493 191,91 + 5,46°

Klima 36 736 244,31 + 4,75d

Rotkorn 34 890 215,63 + 4,29°
Psenice 31759 211,03 + 5,41%b¢
éervena

Kamut 2012 26 398 177,69 + 5,07f

V kliccich pSenice Klima byl detekovan statisticky negjvySSi obsah vitaminu E,
ato 244,31 + 4,75 mg.kg™ (P<0,05). V kliccich kamutu (sklizeii 2013) byl stanoven obsah
vitaminu E 191,91 + 5,46 mg.kg™ a v kli¢cich kamutu (sklizefi 2012) pak byl jeho obsah
177,69 + 5,07 mg.kg™. Obsahy vitaminu E se v jednotlivych vzorcich kamutu statisticky
li&ily (P<0,05). Obsah vitaminu E v kli¢cich pSenice Dickoko byl 207,2 + 5,52 mg.kg™
a vzdemns se statisticky neli& (P>0,05) od mnoZstvi 211,03 + 5,41 mg.kg™ vitaminu E
v kliccich pSenice cervené. Z&oven se koncentrace tohoto vitaminu v kli¢cich pSenice
gervené pritkazné nelisi od klicka z pSenice Dickopf (215,08 + 5,93 mg.kg™) ataké klicka
pSenice Rotkorn (215,63 + 4,29 mg.kg™) (P>0,05). Statisticky nejniZ& obsah vitaminu E
byl naméten v kli¢cich kamutu ze sklizné z roku 2013, ato 177,69 £ 5,07 (P<0,05).

Vitamin E se v pSeni¢nych kliccich pohybuje kolem 250 mg.kg™ [5]. Této hodnots
odpovidgji i vysledky méieni. Ze vSech vzorku klickt byl vySSi obsah vitaminu E naméien
u klicka cervenych pSenic a nizSi u bilych pSenic. Vyjimkou mezi p3enicemi sbilou
obalovou vrstvou byly klicky pSenice Dickopf, které mély stejny obsah vitaminu E jako
pSenice s ¢ervenou obalovou vrstvou. To mohlo byt ovlivnéno napt. Slechténim. U kamutu
ze sklizné¢ 2012 byl oproti kamutu ze sklizné 2013 naméien nizSi obsah vitaminu E,

coz mohlo byt zapticinéno skladovanim, pii kterém dochazi ke ztratam tohoto vitaminu.
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Odlisnost zjisténého obsahu vitaminu E v kliccich mohla byt zpasobena také pripravou

vzorki. Prikladem mohou byt nespréavné odlomené klicky nebo odbér nestejnorodych ¢asti
rozdrcenych vzorku.

Vitamin E

I : | - 23,73 min,
Lo | |
N i r
Sl ] r " B )

T R e o S, . T S S T s T R 1 e T S L Tt i & 0t

Obréazek 38 Chromatogram vitaminu E ze vzorku pSenice Oberdko
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ZAVER

Metodou HPLC sdetekci v UV oblasti byl u vybranych druht ryZe, pSenice ajgjich klicka
stanoven obsah vitaminu E, ktery patii mezi ngvyznamngjSi antioxidanty. Pro extrakci
vitaminu E byl pouZit metanol. Extrakce vzorka byla provedena v ultrazvukové
l&zni pri teploté 40 °C po dobu 2 hodin. Separace vitaminu E probihala izokraticky ajako
mobilni féze byla pouZita smés metanolu a redestilované vody v poméru 95:5
o pritoku 1 ml.min™. Detekce probihala pti vinové délce 210 nm za vyuziti kolony
Discovery C 18 (250 x 4,6 mm; 5 um). Teplota termostatu kolony byla nastavena na 30 °C.
Anayza byla provedena pristrojem HPLC Dionex UltiMate 3000. Pro vyhodnoceni byl
pouZit program Hystar. Stejné podminky byly nastaveny i pro méteni kaibracni kiivky,
pro kterou byl pouZit jako standard D,L-a-tokoferolacetat. Ke zjisténi obsahu vitaminu E

byla vyuZita rovnice regresni piimky.

U bilych vzorkt pSenic byl ngvysSi obsah vitaminu E stanoven v pSenici Dickh
(39,63 + 1,56 mg.kg™) anejniZ& u pgenice Aktoko (7,02 + 0,25 mg.kg™).

V pSenici Griinkern byl stanoven vitamin E v mnoZstvi 9,27 + 0,36 mg.kg™. Ve srovnani

s bilymi pSenicemi je obsah vitaminu E v Griinkernu vySSi neZ napt. v pSenici Aktoko.

U cervenych pSenic bylo ngvysSi mnozstvi vitaminu E stanoveno v pSenici Kli

(33,56 + 1,25 mg.kg™) anejniZ& u pSenice cervené (14,85 + 0,62 mg.kg™).

U bilych ryzi byl vitamin E stanoven pouze v ryZi basmati natural (9,23 + 0,41 mg.kg™).
V bilé ryZi dlouhozrnné aryZi rissoto nebyl obsah vitaminu E naméien, protoZe jeho obsah
byl niZsi, nez je mez detekce pouzité metody. Jednalo se o ryZe loupané, |esténé, které jsou

navitamin E velmi chudé.

U barevnych ryzi bylo ngvySSi mnozstvi vitaminu E stanoveno v ryZzi Khaw Dam
(20,11 + 0,79 mg.kg™) av ryZi cerné natural (19,44 + 0,84 mg.kg?). Neméng vitaminu E
obsahovalaLilaryze (9,68 + 0,31 mg.kg ) ajasminova ryze hnéda (9,63 + 0,43 mg.kg?).

NejvysSi obsah vitaminu E v pSeni¢nych kliccich byl stanoven u klicka p3enice Klima
(24431 + 4,75 mgkg'). Neniz& obsah byl vkliccich kamutu ze sklizngé 2012
(177,69 + 5,07 mg.kg™). Klicky kamutu ze sklizng 2013 obsahovaly 191,91 + 5,46 mg.kg™
vitaminu E. Mezi obsahem vitaminu E v kli¢cich kamutu ze sklizn¢ 2013 a ze sklizn¢ 2012
je tedy statisticky vyznamny rozdil. Klicky pSenice Dickéko (207,2 + 552 mg.kg?)
a klicky pgenice cervené (211,03 + 541 mgkg?) se vzgemns statisticky neli,



UTB ve Zlinég, Fakulta technologicka 65

zéroven se statisticky nelisi obsah vitaminu E v kli¢cich pSenice ¢ervené od klickt pSenice
Dickopf (215,08 + 5,93 mg.kg*) aklickii pSenice Rotkorn (215,63 + 4,29 mg.kg™).

Z&oven lze zévérem ftici, Ze zvySeni konzumace obilovin a hlavné jegich
klicka je z hlediska piijmu vitaminu E Z&douci. Také bylo zjiténo, Ze barevné druhy

pSenicci ryZi obsahovaly vySSi mnoZstvi vitaminu E v porovnani s bilymi druhy.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

~

CR Ceskarepublika

DAD Diode Array Detector; detektor s diodovym polem
DNA Deoxyribonukleova kyselina

ECD Electrochemical Detector; elektrochemicky detektor
EU Evropska unie

FLD Fluorescence Detector; fluorimetricky detektor
GPC Gel Permesation Chromatography

HDL Lipoproteiny o vysoké hustoté

HPLC Vysoce G¢inné kapalinova chromatografie

IEC lon Exchange Chromatography

U International Unit; mezindrodni jednotka aktivity
LDL Lipoproteiny o nizké hustoté

LLC Liquid Liquid Chromatography

LSC Liquid Solid Chromatography

MS Mass Spectrometry; hmotnostni detektor

NADPH Nikoti namidadeni ndi nukl eoti df osf &

PC Paper Chromatography

PET Polyetylentereftal at

RI Refractive Index Detector; refraktometricky detektor
RNA Ribonukleova kyselina

RP-HPLC Reversed Phase — High Performance Liquid Chromatography).
SOT Spoletna organizace trhu
SOT Spoletna organizace trhu

SR Slovenska republika
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TLC
UKzUz
USA

UV/IVIS

VLDL

Thin Layer Chromatography

Ustednim kontrolnim a zkudebnim Gstavem zemgdglskym

United States of America; Spojené staty americké

Ultraviolet/Visible Spectroscopic Detector; ultrafialova oblast, viditelné oblast

Lipoprotieny o velmi nizké hustotée
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