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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva piipravou miisli smési s liSejnikem islandskym podle pfedem
zadanych receptur a stanovenim biologicky aktivnich latek a antioxidacni aktivity u
vyslednych smési. U vzork miisli smési byly méfeny celkové polyfenoly, antioxidacni
aktivita, byl analyzovan profil polyfenolickych kyselin, flavonoidd a také antokyanovych
barviv pomoci HPLC. Nejvyssi obsah polyfenoli a nejvyssi hodnotu antioxidacni aktivity
mély smési ¢. 2 a 3. Nejvice zastoupenymi polyfenolickymi latkami byly kyselina
protokatechinova,  vanilova, kévova, syringovd a  trans-2-hydroxyskoficova,
z antokyanovych barviv byly nejvyssi koncentrace naméfeny u pelargonidin-3-O-

glukosidu, kyanidin-3-O-glukosidu a kyanidin-3-O-rutinosidu.

Kli¢ova slova: miisli smési, liSejnik islandsky, jedlé kvéty, bioaktivni latky, HPLC,

polyfenoly, antokyany

ABSTRACT

The aim of this thesis is a preparation of the muesli mixtures with Icelandic moss, using
given recipes and determination of bioactive substances and antioxidant activity for final
mixtures. Polyphenols and antioxidant activity of muesli mixtures were measured, profile
of polyphenolic acids, flavonoids and anthocyanins were analyzed with the use of HPLC.
Highest content of polyphenols and highest value of antioxidant activity had mixtures no. 2
and 3. The most represented polyphenolic substances were protocatechinic, vanilla, caffeic,
syringic and trans-2-hydroxycinnamic acids, of anthocyanins the highest concentrations
were measured for pelargonidine-3-O-glucoside, cyanidine-3-O-glucoside and cyanidine-

3-O- rutinoside.

Keywords: muesli mixtures, Icelandic moss, edible flowers, bioactive compounds, HPLC,

polyphenols, anthocyanins
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UvVOD

S rozvojem civilizacnich chorob, jako jsou napi. diabetes mellitus nebo kardiovaskularni
onemocnéni, se lidé ¢im dal vice zajimaji o zdravy Zivotni styl. S tim souvisi zvySeny
zdjem o pestiejsi a nutricn¢ vyvazenou stravu jako prevenci pfed témito nemocemi.
Spottebitelé také chtéji nutrienty v co nejptirozengjSim stavu a tento tlak nuti potravinaisky

pramysl objevovat a pouzivat stale nové suroviny.

Ptikladem téchto surovin mohou byt jedlé kvéty nebo liSejnik. Obsahem svych nutricnich a
bioaktivnich latek pfedstavuji potencidlni alternativu v modifikaci surovinové skladby.
Hlavné jedlé kvéty svou barvou a vini dodaji na atraktivnosti produktu. Vzhledem
k pouzivani kvéta, at’ uz v 1écitelstvi nebo gastronomii, se jedna o névrat k tradicim, coz je
v dnes$ni dobé¢ také velkym trendem. Dal$i surovinou, kterd by mohla potraviny obohatit je
lisejnik islandsky (Cetraria islandica). Ptidanim do potravin by mohl zvySovat jejich
nutri¢ni hodnotu v obsahu biologicky aktivnich latek. Je zndmy svymi antibiotickymi a
antioxida¢nimi u¢inky.

Idedlnim spojenim téchto netradi¢nich surovin s klasickymi komponentami miisli smési by
mohly vzniknout jejich atraktivni varianty. Suroviny v téchto smésich vétSinou nemusi
projit upravou pii vysokych teplotach a nedochézi tak k degradaci jejich nutri¢nich slozek.
Navic tyto suroviny zde byvaji v suSené forme, coz znamend, Ze dané nutricni parametry

jsou koncentrovangj$i, nez ve formé Cerstvé.

Cilem prace je pripravit miisli smési podle jiZ zadanych receptur a stanovit u nich vybrané

koncentrace biologicky aktivnich latek a jejich antioxidac¢ni aktivitu.
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I. TEORETICKA CAST
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1 MUSLI SMESI

Miisli smési se podle Vyhlasky ¢. 18/2020 Sb. rozumi smés mlynskych obilnych vyrobk,
upravenych vloc¢kovanim, extrudovanim nebo jinou vhodnou technologii, k nimz jsou
pfidany dalsi slozky, zejména jadra skofdpkovych plodl, suSené nebo jinak zpracované

ovoce a latky upravujici chut’, viini nebo konzistenci.

Miisli vyvinul kolem roku 1900 Svycarsky lékai Maximilian Bircher-Benner pro pacienty
ve své nemocnici, kde byla nezbytnou soucasti terapie strava bohatd na Cerstvé ovoce a
zeleninu. Miisli ve své moderni podob¢ se stalo popularni v zédpadnich zemich od 60. let
jako soucast zvyseného zajmu o zdravou a vegetarianskou stravu. Miisli je snidanovy a
svac¢inovy pokrm na bazi ovesnych vlocek a jinych zrn, Cerstvého nebo suseného ovoce,
semen a ofechil a obsahuje vSechny zékladni Ziviny: sacharidy, bilkoviny, lipidy, mineralni
latky, vitaminy a vldkninu. Misli Ize misit s kravskym ¢i kozim, s6jovym, mandlovym

nebo jinym rostlinnym mlékem, jogurty, ovocnym dzusem apod. (Adeoye et al., 2019).

1.1 Obiloviny

Obiloviny patii k zdkladdm lidské stravy. Mezi né patii pSenice, jeCmen, oves, Zito,
kukufice, ryze, ¢irok atd. Z hlediska vyZivy jsou obiloviny vybaveny vysokymi hladinami
sacharidd, také dalSimi Zivinami, jako jsou bilkoviny, mineralni latky a vitaminy (Kumari

et al., 2019).

Obiloviny se v miisli smésich pouzivaji v urCitych formach a své fyzikdlni vlastnosti
ziskadvaji v procesu vyroby. Moderni technologie pouzivané ve vyrobnim procesu
umoznuji kombinovat rizné druhy obilovin. Nejcastéji se pouzivaji kukufice, pSenice,
oves, ryze a jeCmen (Smiechowska a Klimas, 2014). Bezlepkové miisli smési obsahuji
pseudoceredlie, kukufici, ryzi, jahly a bezlepkové zpracovany oves. Pseudoceredlie jsou

pfirozené bezlepkovymi surovinami. Patfi mezi né¢ amarant, pohanka a quinoa.
1.1.1 Obiloviny obsahujici lepek

1.1.1.1 PSenice

vvvvvv

pramysloveé tvoii pSenice seta (Triticum aestivum) a pSenice tvrda (Triticum durum). Na
rozdil od ostatnich obilnych zrn ma pSenice jedine¢né glutenové proteiny schopné tvofit

plné€ viskoelastické té€sto potiebné pro vyrobu téstovin a pekdarenskych vyrobka. PSenice
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dodava lidské stravé esencialni aminokyseliny (izoleucin, leucin, metionin, treonin,
tryptofan, valin a lyzin, méné pak fenylalanin), vitaminy skupiny B a vitamin E, mineralni
prvky (P, Mg, Ca a Fe) a slozky vlakniny, zejména pii konzumaci celozrnnych produkti.
Ptes svou dulezitou roli v lidské stravé predstavuji pseni¢né potraviny zdravotni problémy
pro mensinu lidi, zejména kvtli celiakii (Arendt a Zannini, 2013). V miisli byva vyuZzivana
pSeni¢nd mouka, krupice, pSenicny Skrob a kukufi¢no-pSenicny extrudat, pSeni¢na zrna ve

form¢ vloc¢ek apod.

1.1.1.2 JeCmen

Je¢men (Hordeum spp.) je obilné zrno, které nabyva na vyznamu s moznou Spojitosti
ucinkt jeho P-glukanti na snizeni hladiny cholesterolu v krvi. Zrno obsahuje
polysacharidy, hlavné Skrob, mineralni prvky (Ca, Mg, K a Fe), vitaminy, zejména vitamin
E a vitaminy skupiny B a polyfenoly. Pro potravinarské ucely se zrno jeCmene nejprve
obrousi, aby se vyrobily kroupy, ty se mohou dale zpracovavat na drt, vlo¢ky a mouku.
Kroupy se pouzivaji jako nahrazka ryze a pro vyrobu sojové pasty a sdjové omacky. V
zapadnich zemich se kroupy, celé, ve formé vlo¢ek nebo mleté, pouzivaji jako soucast
snidafiovych ceredlii, polévek a kasi (Baik a Ullrich, 2008; Arendt a Zannini, 2013).

V miisli smésich se pouZziva prevazné ve formeé vlocek.

1.1.1.3 Oves

Oves (Avena sativa) méa vysoky obsah vldkniny, tvofeny piedev§im rozpustnymi [-
glukany. Ovesna vldknina stimuluje stfevni pohyblivost v gastrointestindlnim traktu a vaze
cholesterol. Je dobrym zdrojem bilkovin, ma vysokou nutri¢ni hodnotu, protoZze obsahuje
esencialni aminokyseliny, pfedev§im metionin a lyzin. Obsahuje nenasycené¢ mastné
kyseliny, jako jsou kyseliny linolenova a olejova, a nasycenou kyselinu palmitovou. Oves
je bohaty na vitamin E a vitaminy skupiny B, zejména tiamin, riboflavin, pyridoxin,
kyselinu pantotenovou a folaty. Pfi skladovani nezpracovanych obilek pii pokojové teplote
se bohuzel vyrazné€ snizuje mnozstvi vitaminu E. Obsah mineralnich prvki v ovsu je
mnohem vys$$i nez v pSenici a zité, obsahuje hodné¢ K, Fe, Zn, Cu a Mg. Oves ma
antioxidacni vlastnosti diky pfitomnosti polyfenolickych sloucenin, zejména kyseliny
kavové a hydroxyskoficové. B&hem vyroby ovesnych vlocek jsou vSak znaéné
degradovany rostlinné steroly (sitosterol, kampesterol a stigmasterol) (Rachtan-Janicka a
Hassa, 2020). V miisli smésich tvoti zaklad ve form¢ ovesnych vlocek (Janovapec - Jan

Kral, [2021]).
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1.1.2 Bezlepkové obiloviny a pseudoobiloviny

Lepek, ktery je nezaddouci pro celiaky, se vyskytuje v ceredlnich vyrobcich a pokrmech z
pSeni¢né, zitné nebo jecné mouky a ovsa, ktery sam neobsahuje lepek, ale muze byt
kontaminovan béhem kultivace, sklizné a mlynského zpracovani (Rachtan-Janicka a
Hassa, 2020). Bezlepkové potraviny nesmi obsahovat vice nez 20 mg.kg™" lepku (Natizeni

(EU) &. 1169/2011).

1.1.2.1 Kukurice

Kukuftice (Zea mays) je jednou z piednich svétovych obilovin spolu s ryzi a pSenici.
Polysacharidy, bilkoviny a lipidy pfedstavuji tfi hlavni slozky kukufi¢ného zrna. Obsahuje
také vysoké hladiny fytosterolli, u nichz bylo prokézano, ze snizuji koncentraci
cholesterolu v krvi. Mezi mineralnimi prvky dominuje K, P a Mg. Kukufice je také bohata
na vitaminy skupiny B, zejména tiamin, niacin, pyridoxin, stejné¢ jako P-karoten a
vlakninu. Kukufice je vSestranna obilnina. MiiZze se z ni mlynskym zpracovanim ziskat
mouka, krupice, dale pak Skrob, Ize ji také konzumovat ihned po uvareni (Ranum et al.,
2014, Arendt a Zannini, 2013). Kukufi¢nd mouka ziskand béhem mleti je Zlutd a jeji
struktura je zrnitd nebo jemnda. Pfi srovndni nutricni hodnoty s jinymi moukami lze
konstatovat, Ze obsahuje nejvice sacharidl, zatimco mineréalni latky, vlaknina a vitaminy
jsou piitomny v menSim mnozstvi nez v jiné mouce (Rachtan-Janicka a Hassa, 2020).
Nejpouzivangj§im vyrobkem z kukufi¢ného zrna jsou kukufi¢né lupinky. Mohou byt
vyrobeny tradi¢nim vafenim v pafe nebo kontinudlnim vytlatovanim. Zakladni surovina
pro tradién¢ vafené kukufi€né lupinky pochazi ze suchého mleti. Suché mleti odstrani

klicky a otruby z jadra a zlstanou v podstaté kousky endospermu (Perdon et al., 2020).

1.1.2.2 Ry%e

RyZze (Oryza sativa) je zékladni potravinou pro témét dvé tfetiny svétové populace. Ma

v

v

zastoupenou mastnou kyselinou je kyselina linolova. Ryze je také dobrym zdrojem
vitamind, zejména ze skupiny B, mimo jiné tiaminu, riboflavinu a niacinu, stejné jako
vitaminu E. Ryze je vynikajici pfilohou riznych pokrmi, pouziva se také do pekatskych
vyrobkli, omacek, kojeneckych jidel, snidaiiovych cerealii, na vyrobu alkoholickych

napojii a octa (Arendt a Zannini, 2013; Rachtan-Janicka a Hassa, 2020).
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1.1.2.3 Amarant

Amarant (Amaranthus) je klasifikovan jako pseudoceredlie s relativn€ malym zrnem
(Coimbra a Salema, 1994). Je bohaty na bilkoviny, lyzin, karotenoidy, vlakninu, Fe,
vitaminy C a E, riboflavin, tiamin a kyselinu listovou atd. Amarant obsahuje také znacné
mnozstvi bioaktivnich slozek, jako jsou antokyany a dalsi fenolické slouceniny. Obsah
lipidii v semenu amarantu je nizky, ale obsahuje esencialni mastné kyseliny (linolovou a o-
linolenovou). Vzhledem k tomu, Ze neobsahuje lepek, je amarantové zrno cennym zdrojem
sacharidli pro osoby trpici intoleranci na gluten. Semeno nebo list amarantu obsahuje
nékteré¢ antinutricni latky, jako jsou saponiny, tiisloviny, kyselina fytova, oxalaty,
inhibitory protedz, dusi¢nany a fytohemaglutininy. Tepelné zpracovani ve vlhkém
prosttedi pfed pouzitim potravin deaktivuje tyto antinutriéni faktory. Amarantové zrno
muze byt konzumovédno jako takové, nebo mulze byt zahrnuto do jinych ceredlnich
produktt jako jsou chléb, kolace, paladinky, suSenky, knedliky, palac¢inky, nudle a miisli
(Bhattarai, 2018). Do miisli Ize vétSinou pouzit valcované nebo extrudované zrno (Haros a

Schoenlechner, 2017).

1.1.2.4 Pohanka

Pohanka seta (Fagopyrum esculentum) patii také mezi pseudocerealie. Pohankové zrna
predstavuji ve straveé cenny zdroj bilkovin s vysokym obsahem esencidlnich aminokyselin,
coz je dilezité pro zejména celiaky nebo konzumenty s nedostatkem bilkovin ve stravé.
Skrob je hlavni slozkou zrn pohanky, je nizkoenergeticky, protoze jeho frakce jsou odolné
vuci aktivité amylolytickych enzymil v zaZivacim traktu. Pohanka je také bohat4 na K, Mg
a Ca, obsahuje také vitaminy tiamin, riboflavin a pyridoxin. Obsah vitaminu E je zde vyssi
v porovnani se zrny pSenice nebo jeCmene (Rachtan-Janicka a Hassa, 2020; Popova a
Mihaylova, 2018). Pohanka obsahuje i1 flavonoidy, coz jsou pfirodni antioxidanty, které
maji dalezitou preventivni funkci pfi cévnich onemocnénich. ZlepSuji pruznost cévnich
stén a napomahaji snizovat hladinu cholesterolu v krvi. Hlavnim flavonoidem v pohance je
rutin (Kalinovéa a Dadékova, 2013). Na druhou stranu byla zaznamenéana nizka stravitelnost
bilkovin, pravdépodobné kvuli pfitomnosti taninti, kyseliny fytové a inhibitord protedz.
Zrno se obvykle pouziva jako krmivo pro zvifata nebo driibez a jako potrava pro ¢lovéeka,
pficemz loupané krupice se vafi jako kaSe a mouka se pouziva k ptipravé suSenek,
palaCinek, nudli a snidanovych ceredlii (Arendt a Zannini, 2013). Do miisli smési se

pohanka pouziva ve formé vlocek nebo lupinkd.
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1.1.2.5 Jihly

Proso (Panicum) patii mezi méné casté obiloviny. V lidské stravé se pouzivaji jeho
loupané obilky — jahly. Jejich nutricni hodnota je stejné€ vysoka jako u ostatnich obilovin.
Obsah sacharidi v tomto zrnu je vysoky a dominuje mu Skrob. Proso je velmi dobrym
zdrojem bilkovin. Jejich mnozstvi je podobné jako v pSenici, ale proso ma vice
esencidlnich aminokyselin, v¢etné lyzinu. V jahlech jsou také pfitomny steroly, mastné
kyseliny a triglyceridy. Proso je bohaté na mineralni prvky, zejména Mg, K a Fe. Vitaminy
obsazené v prosu jsou hlavné vitaminy skupiny B. Bled¢ Zlut4 odrtida prosa je bohat4 na -
karoten (Rachtan-Janicka a Hassa, 2020). Proso obsahuje relativné vys$si podil nerozpustné
vlakniny, kterd zptisobuje pomalé uvoliiovani glukézy do krve, ¢imz jsou tyto potravinové
vyrobky vhodné pro osoby trpici diabetem (Kumari et al., 2019). Primarni pouZiti jahel
zahrnuje rizné formy kaSe, duSené vyrobky, kolaCe, fermentované a nefermentované
chleby a alkoholické a nealkoholické napoje (Arendt a Zannini, 2013). Do miisli se

pouziva ve formé extrudatu, vlo¢ek nebo lupinkd.

1.1.2.6 Quinoa

Quinoa (Chenopodium quinoa Willd), neboli merlik chilsky, je fazena mezi
pseudoceredlie. Roste v mnoha riznych nadmotskych vyskach a za riznych klimatickych
podminek. Quinoa ma Sirokou genetickou rozmanitost, kterd ji umoZznuje pfizpusobit se
riznym naro¢nym prostiedim, jako jsou mrazy. Jeji semena jsou mald, kulata a plocha.
Jejich barva se mize pohybovat od bilé po Sedou a cernou nebo mize byt Zlutd a cervena
(Nowak et al., 2016). Quinoa je velmi dobrym zdrojem bilkovin, které se vyznacuji
velkym mnozstvim esencidlnich aminokyselin, pfedev§im lyzinu a metioninu. Na druhou
stranu neobsahuje lepkové bilkoviny, je tedy vhodna pro celiaky. Obsahuje také velké
mnozstvi sacharidd, predev§im Skrobu. Semena jsou cenéna také pro vyznamny obsah
vitamint (C, E, niacin a tiamin) a mineralnich prvka (P, K, Ca, Mg, S a Na). Vyuzitelnost

nutrietd z quinoi se snizuje s obsahem hotkych saponint (Rachtan-Janicka a Hassa, 2020).

1.1.3 Nejcastéjsi formy pridavku cerealii do smési

Obiloviny, které proSly predbéznym procesem cisténi, dekortikaci a frakcionaci nebo
lisovanim, mohou byt podrobeny tepelnému zpracovani, napiiklad v autoklavu tak, aby
produkt ziskal pozadovanou strukturu potfebnou k vyrob¢ tzv. instantni obiloviny. Nékteré
obiloviny se zpracovavaji pouhym lisovanim zrn, jiné prochéazeji pfedbéznym prazenim.

Navic mohou byt obilna zrna podrobena procesu expanze, diky kterému se zvétsi jejich
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objem. Expandovanad zrna mohou byt pokryta glazurou, kterd se sklada z glukozového
sirupu, tuku, susené¢ho mléka, chutovych a vonnych latek. Dalsi technologii je vytlacovani,

které zahrnuje zpracovani zrna tlakem a teplotou (Smiechowska a Klimas, 2014).

1.1.3.1 Vliockovani

Vlocky se vyrabi z pfedem pfipravenych obilnych krup, bud’ celych, nebo piedem
roziezanych. Kroupy se navlh¢i a ndsledné prochazi pres véalcovaci stolici tvofenou dvéma
protismérné se otacejicimi valci. Dale se pak vlocky susi, chladi a prosévaji. Vlocky se

prodavaji jako celé nebo drcené (BureSova a Lorencova, 2013).

1.1.3.2 Extruze

Extruze je proces, pfi kterém na zpracovavanou hmotu o nizsi vlhkosti (1040 %) pisobi
vysoka teplota (100-190 °C) a tlak po kratkou dobu (30-120 s). Nasledn¢ dochdzi
k expanzi hmoty diky horké pate, kterd vznikd uvnitf hmoty a vyrovnani tlaku. Suché
suroviny, obvykle smés mouky (kukuficné, pSenicné, ryzové nebo ovesné) a dalsich ptisad
(modifikované Skroby, otruby, cukr, emulgatory, rostlinné oleje, NaCl atd.) se odvazi a
smiché a nésledné se dopravi do extrudéru. V potravinaistvi se nejcastéji pouziva snekovy
extrudér, a to bud’ jednoSnekovy nebo dvouSnekovy. Béhem procesu na zpracovavanou
hmotu pusobi teplota, mechanické, tfeci, smykove, tlakové a sttithové sily. Extrudované
vyrobky maji kiehkou a porovitou strukturu a zvétSuji svlij objem (Alam et al., 2016;

Bouvier, 2001; BureSova a Lorencova, 2013).

1.1.3.3 Pufovani

Proces pufovani probiha v pufovacim délu. Pfedvafena obilnd zrna (tvrda pSenice,
dlouhozrnna biléd ryze nebo parboiled stfednézrnna ryze) se naplni do komory pufovaciho
déla. Komora se uzavie a proudi v ni horky vzduch 240-260 °C, zrna se zahieji na tuto
teplotu 300400 °C na kratky ¢as (5 minut), voda uvnitt zrn se pfeméni na horkou paru a
po otevieni komory zrna expanduji diky vyrovnani tlaku. Zrna se nasledné susi. Pufovani
muze také probihat v plovaci peci. Pufované vyrobky maji kiehkou a poérovitou strukturu a
vetsi objem oproti ptivodnimu zrnu, zachovavaji si ovSem ptvodni tvar (Bouvier, 2001;

BureSova a Lorencova, 2013).
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1.2 Ovoce

Ovoce tvoii dulezitou cCast lidské stravy. V idealnim piipadé¢ se konzumuje syrové a
minimaln¢ zpracované kviili jeho zivinam. Ovoce je dobrym zdrojem cennych
bioaktivnich sloucenin, jako jsou karotenoidy, polyfenoly, vldknina, vitaminy a mineralni
latky. Vétsina bézného ovoce se produkuje sezonng, a proto nemusi byt k dispozici Cerstvé
po cely rok. Zpracovava se tedy riznymi technikami, aby se prodlouzila jeho trvanlivost.
V miisli smésich se nejcastéji pouziva ovoce suSené nebo lyofilizované. Ovoce lze
zpracovavat celé (napf. hrozny, bobule, merunky a Svestky), nebo délené, ptip. kousky

(napft. jablko, mango, papdja a kiwi) (Chang et al., 2016; Sagar et al., 2018).

1.2.1.1 SuSeni

Susené ovoce je podle Vyhlasky ¢. 157/2003 Sb. ovoce konzervované susenim bez pouZiti
prirodnich sladidel. Je dobrym zdrojem energie, minerdlnich latek a vitamind. SuSenim
dochdzi k odnimani vlhkosti bud’ tradi¢nim suSenim na slunci, nebo v suSarnach proudem
plynu. Zabranuje se tak i ¢innosti nezddoucich mikroorganizmi a enzymu (oxidaz), které
zpusobuji problémy pii dlouhodobém skladovéani ovoce. V pribéhu procesu dehydratace
vS§ak dochézi u suSenych produkti ke zméndm kvalitativnich parametri. Rozsah zmén
zavisi na péci pii1 pfipravé materialu pifed dehydrataci (sifeni, pafeni, proslazeni) a na
pouzitém procesu dehydratace. Hlavni parametry kvality spojené se suSenymi
potravinaiskymi vyrobky jsou barva a vizudlni pfitaZlivost, tvar, chut, mikrobidlni
zatizeni, zadrzovani Zivin, objemové vlastnosti, textura, rehydrata¢ni vlastnosti a vodni
aktivita (Bhatta et al., 2020; Dobia§ 2004; Sablani, 2007). SuSina suSené¢ho ovoce musi
¢init nejméné 70 % (u suSenych Svestek nejméné 67 %) (Vyhlaska 157/2003 Sb).

1.2.1.2 Kandovani

Kandovani (proslazovani) je tradicni konzervacni technikou. Kandované ovoce je
definovano jako potravina konzervovana zvysSenim suSiny pfidavkem pfirodnich sladidel
(Vyhlaska 157/2003 Sb). Principem je postupné proslazovani povaieného ovoce roztokem
se zvySujici se koncentraci cukru. Vznikld hmota by po ochlazeni méla obsahovat

minimalné 70 % cukerné suSiny. Cely proces trva 610 dni (Dobias 2004).

1.2.1.3 Lyofilizace

Lyofilizace, neboli sublimac¢ni suSeni, je jednou z nejlepSich metod odstrafiovani vody z

kone¢nych produktli z divodu zachovani nutriéni hodnoty. Lyofilizované ovoce ma
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vynikajici chut’ a barvu, bohuzel je hygroskopické. Navzdory dlouhé¢ dobé suSeni a
nakladnému procesu je lyofilizace Siroce pouzivana k vyrobé vysoce hodnotnych
potravinaiskych vyrobka kvili maximalnimu zachovani kvality potravin ve srovnani s
jinymi technikami suSeni. Béhem procesu lyofilizace dochazi k odstraiiovani vody v
pevném stavu (ledu) ve tfech krocich: zmrazeni na teplotu -25 az -40 °C a niz$i, dale pak
primarni suseni, kdy je led sublimovan a opét desublimovan na chlazenych kondenzétorech
(obvykle za tlaku nizS§iho nez atmosférického) a sekundarni suseni, kdy jsou odstranény
skoro vSechny zbyvajici nezmrzlé molekuly vody vazané na povrchu koloidii suSené¢ho
ovoce. Lyofilizované produkty je tfeba vzhledem k jejich hygroskopicité¢ skladovat
v obalech bez pftistupu vlhkosti (Bhatta et al., 2020; Shishehgarha et al., 2007; Dobias
2004).

1.3 Ofriskovy a seminkovy podil

1.3.1 Ofechy

Jako skotapkové plody (ofechy) oznacujeme mandle, para ofechy, keSu ofechy, liskové,
piniové a vlasské a kokosové ofechy a araSidy (Vyhlaska ¢. 157/2003 Sb.). Botanicky jsou
araSidy lusténinami, ale maji nutricni sloZeni podobné sloZeni jako ofechy. Ofechy
obsahuji dllezité bioaktivni slouceniny, jako jsou vitaminy E, mineralni prvky (Mg, K, Ca,
a P), fenolové slouceniny, karotenoidy nebo fytosteroly. Pistacie jsou obzvlasté bohaté na
B-karoteny, kromé toho to jsou jediné ofechy, které obsahuji vyznamné mnozstvi luteinu a
zeaxantinu. Kokosovy ofech obsahuje tiamin, pyridoxin, riboflavin, pantotenovou kyselinu
a vitamin C. Koncentrace nékterych sloucenin se vSak snizuje technikami suchého praZeni.
Ukazalo se, Ze polyfenoly a tokoferoly z ofechii jsou rychle dostupné v Zaludku, ¢imz
maximalizuji moznost absorpce v horni Casti tenkého stfeva. Otfechy obsahuji vysoké
mnozstvi celkového tuku s vysokym mnoZstvim nenasycenych mastnych kyselin
(monoenové a polyenové), relativné nizké mnozstvi sacharidii a bilkovin (Hernandez-
Alonso et al., 2017; Alasalvar et al., 2020; DebMandal a Mandal, 2011). Do miisli smési se
ofechy pouZivaji bez skofdpek a v rtiznych formach. Mandle mohou byt, bud’ celé, nebo
platky, kokos se pouziva ve formé kouskl suSené duziny a ostatni ofechy byvaji vétSinou

celé nebo nakrajené na kousky.
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1.3.2 Olejnata semena

Podle Vyhlasky ¢. 329/1997 Sb. se olejnatymi semeny rozumi suchd, CiSténd, tiidéna
semena olejnin neloupanad nebo loupand, uréend pro pfimou spotiebu. Seminka jsou
nedilnou soucésti zdravé vyzivy kvuali latkdm, které obsahuji a pfiznivému ucinku na
zdravi. VétSina seminek obsahuje ®-3 mastné nenasycené kyseliny, predevSim a-
linolenovou, a dal$i polynenasycené kyseliny. Jsou také zdrojem bilkovin, vldkniny a
vitaminu E. Nachazi se v nich také dalsi bioaktivni latky, pfedev§im polyfenoly (Preedy a
Watson, 2020). V této diplomové praci byla pouzita chia seminka, dynové, slunecnicové a

Inéné seminko zlaté.

1.4 Dalsi ingredience a latky pridavané do miisli smési

Do miisli smési se pfidava spousta dalSich surovin, bud’ ozvlastiuji chut’, nebo plni uréitou
funkci. Naptiklad hydrogenuhli¢itan sodny jako kypfici latka, rizna aromata, Skroby,
antioxidanty, maltézovy sirup a spousta dalSich. Mezi ingredience, které dodavaji smésim
ruzné prichuté patii predevsim cokolada, dale pak med, karamel, rizna koteni, napiiklad
skotice. Na trhu s miisli smésmi mizeme najit i smési s méné bézZnymi ingrediencemi jako

jsou napiiklad kdvova zrna, kakaové boby nebo rakytnik (Emco, Bonavita, mixit).

1.5 Jedlé kvity

Jedlé¢ kvéty se v lidské stravé pouzivaji uz od starovéku. V dneSni dobé pfispcla
globalizace ke zlepSeni povédomi spotfebitelll a navratu diivéjSiho Zivotniho stylu, ve
kterém jedlé kvéty mély dulezitou roli. Jsou bohaté na bioaktivni slouceniny, jako jsou
polyfenoly, které mohou mit pfiznivé ucinky na zdravi. Jedlé kvéty se pouzivaji zejména k
zatraktivnéni pokrmu pfidanim barvy, chuti a dalSich senzorickych vlastnosti, a také se
dlouho vyuzivaji v lidovém lécitelstvi. Ptitomnost fenolickych slou€enin dava jedlym
kvétim potencidl k vyuziti v potravinadiském primyslu jako pfirodni ptisady, zejména
barviva. Nejvice zastoupenymi polyfenoly v jedlych kvétech jsou kyselina chlorogenova a
kyanidin-3-O-glukosid (jako hlavni antokyan). Jedl¢ kvéty jsou obvykle tvofeny vysokym
obsahem vody. SloZeni a obsah dalSich zivin a fytochemikalii zavisi na ¢asti kvétu. Pyl je
zdrojem bilkovin, sacharidii, nasycenych a nenasycenych mastnych kyselin, karotenoidl a
flavonoidt. Okvétni listky a dalsi ¢asti kveth jsou bohatsi na vitaminy, mineralni latky a
antioxidanty. Nejhojnéj§imi makrozivinami v jedlych kvétech jsou sacharidy. Hlavni

pritomné prvky jsou K, P, Ca a Mg, piicemz hladiny drasliku jsou vyssi nez vapniku (Pires



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 20

et al. 2019; Takahashi et al., 2020). Mezi pouzivané kvéty patii napi. mésicek 1ékatsky,
violka, maceska, ibiSek nebo chryzantéma. V této praci byly pouzity kvéty chrpy modré
(Centaurea cyanus), ruze stolisté (Rosa centifolia), levandule l¢katské (Lavandula

angustifolia) a slézu maurského (Malva mauritiana).

Obrazek 2: Rize stolista (Rosa centifolia) [Rlze stolista: online]
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Obrazek 4: Sléz maursky (Malva mauritiana) [S1éz maursky: online]
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2 LISEJNIK ISLANDSKY (CETRARIA ISLANDICA)

LiSejniky jsou symbiotické organizmy sklédajici se z houby a fotosyntetického organizmu,
fas nebo sinic. Jsou vSudypiitomné na klrach, stoncich, listech a v piid€, ale ¢asto rostou
na stanovistich méné pfiznivych pro vyssi rostliny. Tyto organizmy byly historicky
pouzivany jako potraviny, barviva, pfi vyrobé alkoholu a v parfémovém pramyslu.
LiSejniky se také po stovky let pouZzivaji v lidovém lécitelstvi. V poslednich letech doslo k
obnovenému zdjmu o liejniky jako o potencidlni 1é¢ivo.

Cetraria islandica (lisejnik islandsky), u nds znamy jako pukléika islandska, je kefickovity
lisejnik s duznatou stélkou, rostouci na pevném podkladu do vysky 7,5-10,0 cm. Byva

zbarven od Sedozelené do Sedobilé barvy (Drujicic et al., 2014).

Obrazek 5: Lisejnik islandsky (Cetraria islandica) [LiSejnik islandsky: online]

2.1 SloZeni liSejniku islandského

Latky, které liSejniky obsahuji, mizeme rozd¢lit na primarni a sekundarni latky. Primarni
metabolity liSejniku maji strukturalni funkci a podileji se na bunééném metabolizmu. Jedna
se hlavné o latky, které se bézn€ nachazi i v jinych rostlinach. LiSejniky také produkuji

mnoho neobvyklych sekundédrnich produkti, které se v jinych rostlinach nenachazeji.

Mezi primarni metabolity liSejniku patfi polysacharidy chitin, lichenin, isolichenin,
celuloza a hemiceluldza, dale pak pektiny, polyoly, aminokyseliny, vitaminy a barviva
(karotenoidy, chlorofyly a xantofyly). Z vitaminli mizeme v liSejniku najit vitamin C a
vitaminy skupiny B (tiamin, riboflavin, niacin, kyseliny pantotenovou a listovou a

kyanokobalamin) (Akbulut a Yildiz, 2010).

Sekundarnimi metabolity liSejniku jsou pfedevSim lichenové kyseliny, podle kterych 1ze

rozeznat jednotlivé druhy liSejniku mezi sebou. Lichenové kyseliny se vyznacuji hotkou
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chuti. Patii mezi né kyseliny protolichesterinovd, lichesterinovd, gynoforova,
protocetratova, fumaroprotocetratova a usnova. Dale pak obsahuje atranorin a kyselinu
lekanorovou (Patriche et al., 2019). Diky sekunddrnim metabolitim maji liSejniky,
antibiotickou, antimikrobidlni a antioxida¢ni aktivitu. Pomahaji také zklidiovat
podrédzdéné sliznice, a Casto se pouzivaji v lécich proti kasli. Zmirnuji suchy kasel a
pomahaji pii bolestech v krku. Maji ptiznivé vysledky v pfipadech tuberkulozy a
bronchitidy. Rovnéz reguluji zvraceni, maji vynikajici ucinky pfi 1é¢beé gastroenteritidy,

nechutenstvi a otravy jidlem (Drujicic et al., 2014).

2.2 Vyuziti v potravinarstvi

Mnozstvi produktii s liSejnikem islandskym na trhu neni moc rozmanité, pfevazné se

orientuje na prevenci a podpurnou 1é€bu nachlazeni a zazivacich potizi.

LiSejnik islandsky je na trhu nabizen jako ¢aj nebo samotny suSeny k piipravé nalevu.
Dalsi hojnou skupinou produkti jsou razné pastilky, dropsy, lizatka nebo tabletky
s liSejnikem islandskym pro uvolnéni dychacich cest. Tato skupina produkti ve svém
sloZeni neobsahuje pouze liSejnik, ale produkty jsou obohaceny, napi. o vitamin C nebo
vytazky z léc¢ivych bylin. V neposledni fad¢ jsou nabizeny sirupy a tinktury s vytazky

z liSejniku (citace?)

DalSimi moznostmi aplikace liSejniku islandského v potravinafstvi by mohlo byt jeho

zakomponovani do miisli smési a vyroba susenek s jeho ptidavkem (Petriijova 2020).
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3 BIOLOGICKY AKTIVNI LATKY

Biologicky aktivni latky jsou pfitomné v rGznych rostlinnych a Zivocisnych potravinach,
které neposkytuji vyzivu, ale maji zvlastni roli ve fyziologickém fungovani, a maji tak
dopad na lidské zdravi. Zahrnuji vlakninu, vitaminy, minerdlni latky, polyfenolické latky,
mastné kyseliny, dalsi fytochemikalie a antioxidanty. Pfitomnost téchto bioaktivnich latek
ma kone¢ny ucinek na zdravi spotiebitelt (Fernandes et al., 2018). V této diplomové praci
budou stanovovany polyfenolické kyseliny a antokyanova barviva v danych smésich, proto

dale budou popsany tyto latky.

3.1 Polyfenolické latky

Polyfenolické latky jsou sekundarnimi metabolity syntetizovanymi rostlinami, a to jak
b&hem normalniho vyvoje, tak mimo jiné v reakci na stresové podminky, jako je infekce,
poranéni a UV zéfeni. Pokud jde o chemickou strukturu, obsahuji Sirokou $kalu molekul s
polyfenolovou strukturou. Nejvyznamnéj$imi podskupinami polyfenolickych latek, kterym
je vénovana tato prace jsou polyfenolické kyseliny a flavonoidy, z nich zejména pak

antokyanova barviva (Daglia, 2012).

V rostlinach mohou ptlisobit mimo jiné jako fytoalexiny, latky, které chrani pied vnéjSim
poskozenim hmyzem nebo zvifaty, atraktanty pro opylovace, pfispivaji k pigmentaci
rostlin, plisobi jako antioxidanty a ochranné latky proti UV zéfeni. Jejich antioxidaéni
vlastnosti jsou jednim z divodi, pro¢ se v poslednich letech zijem o né rozrostl. V
potravinach mohou fenoly pfispivat k barve, chuti, vliini a oxidacni stabilité potravin.
Distribuce fenolll v rostlinach na tkanoveé, bunééné a subcelularni Grovni neni jednotna.
Nerozpustné fenoly se nachazi v bunéénych sténach, zatimco rozpustné jsou ptfitomny ve

vakuoléch rostlinnych bunék (Daglia, 2012; Shahidi a Ambigaipalan, 2015).

Flavonoidy sdileji spole¢nou uhlikovou kostru difenylpropanti, dva benzenové kruhy (kruh
A a B) spojené linearnim fetézcem se tfemi uhliky. Centralni fetézec se tfemi uhliky tvofi
uzavieny pyranovy kruh (kruh C) s A benzenovym kruhem. Vice nez 4 000 flavonoida
bylo identifikovano v ovoci, zelenin€, obilovinach a rostlinnych népojich, jako je ¢aj a
vino, a seznam neustale roste. V zavislosti na oxida¢nim stavu centralniho pyranového
kruhu lze samotné flavonoidy rozdélit do mnoha podtiid: flavonoly, flavony, flavanony,

antokyanidiny, flavanoly a také isoflavony (Daglia 2012).
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Kyseliny ferulova a p-kumarova jsou hlavnimi fenolovymi kyselinami bunécnych stén.
Tyto sloueniny mohou byt esterifikovany na pektiny a arabinoxylany nebo zesitény s
polysacharidy bunétné stény ve formé dimerti, jako je kyselina truxillovd. Obsah
nekterych fenolickych latek se mize zvysit za stresovych podminek. Mnozstvi fenolickych
latek v rostlinach zévisi mimo jiné na takovych faktorech, jako jsou kultivacni techniky,
kultivar, podminky péstovani, proces dozravani a také podminky zpracovani a skladovani

(Naczk a Shahidi, 2006).

3.1.1 Polyfenolické kyseliny

Fenolové kyseliny jsou derivaty kyseliny benzoové a skoficové a jsou pfitomny ve vSech
obilovinach. Existuji dvé tfidy fenolovych kyselin: kyseliny hydroxybenzoové a kyseliny
hydroxyskoficové. Hydroxybenzoové kyseliny zahrnuji kyseliny gallovou, p-
hydroxybenzoovou, vanilovou, syringovou a protokatechinovou. Hydroxyskotficové
kyseliny zahrnuji kumarovou, kavovou, ferulovou a sinapovou kyselinu. Fenolové kyseliny

se vyskytuji ve volné i vazané form¢ (Dykes a Rooney., 2007).

3.1.2 Flavonoidy

Flavonoidy jsou vSudypiitomné ve fotosyntetizujicich bunikdch a b&zné se vyskytuji v
ovoci, zelening, ofeSich, semenech, stoncich, kvétinach, ¢aji, ving, propolisu a medu. Podle
struktury se dé€li na flavonoly, flavonony, flavony, flavanoly (katechiny), isoflavonoidy a

antokyanova barviva (Cushnie a Lamb, 2005).

3.1.2.1 Antokyanova barviva

Antokyany tvofi skupinu intenzivné zbarvenych pigmentli odpovédnych za oranZovou,
¢ervenou, fialovou a modrou barvu mnoha druhii ovoce, zeleniny a jinych rostlin. Patii do
skupiny flavonoidili a v rostlinach se pfirozené vyskytuji ve formé glykosidl, ve kterych je
molekula antokyanidinu (aglykon) spojena se sacharidy, které 1ze acylovat organickymi
kyselinami. Existuje nejméné Sest hlavnich typli antokyanl: pelargonidiny, kyanidiny,
delfinidiny, peonidiny, petunidiny a malvidiny. Relativni mnoZstvi antokyani se 1i§i v
zavislosti na druhu rostlin a nacasovani sklizné. Nachazeji se v mnoha rostlinnych
potravinach, jako jsou obiloviny, ofechy, zelenina, luSténiny a hlavné ovoce (Escribano-

Bailon et al., 2004; Tsuda, 2011).
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CIiLPRACE

Cilem prace bylo pfipravit miisli smési s liSejnikem islandskym (Cetraria islandica) a u

téchto smési stanovit biologicky aktivni latky a zmétit hodnoty antioxidacnich aktivit.

Dil¢imi cily bylo pfipravit dané miisli smési podle pfedem danych receptur (coz
zahrnovalo 1 piipravu vlocek z quinoi) a stanovit u nich obsah celkovych volnych
polyfenold, jejich individudlni zastoupeni v ramci zastupct z fad polyfenolickych kyselin,
flavonoidil a antokyanovych barviv. U metanolickych extrakti potom stanovit antioxida¢ni

aktivity.

K témto stanovenim byla pouzita Folin-Ciocalteuova metoda, dale pak metoda kapalinové
chromatografie s detekci UV 1 VIS oblasti spektra. Méfeni antioxidacni aktivity bylo

provedeno spektrofotometricky.
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5 METODIKA PRACE

5.1 Pouzité chemikalie
redestilovana voda

Metanol (Ing. Petr Svec — Penta s.r.0.)
Uhlicitan sodny (Ing. Petr Lukes)
Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo (Merck spol. s.r.0.)
Kyselina gallova (Merck spol. s.r.0.)
ABTS (Merck spol. s.r.0.)
Peroxodisiran draselny (Ing. Petr Lukes)
Octan sodny trihydrat (Ing. Petr Lukes)
Kyselina octova (Ing. Petr Lukes)
Trolox (Merck spol. s.r.0.)

DPPH (Merck spol. s.r.0.)

Standardy (kyseliny gallova, protokatechinovd, neochlorogenova, 4-hydroxybenzoova,
vanilova, chlorogenova, kévova, syringovd, trans-p-kumarova, ferulovda, sinapova,
ellagova, trans-2-hydroxyskoficova, trans-skoticova, etylester kyseliny protokatechinové,
epigallokatechin, katechin, epikatechin, rutin, resveratrol, kaempferol, kvercetin,
pelargonidin-3-O-glukosid, kyanidin, kyanidin-3-O-glukosid, delfinidin, delfinidin-3-
galaktosid, malvidin, malvidin-3-O-galaktosid, delfinidin-3-O-glukosid, pelargonidin,
peonidin, peonidin-3-O-glukosid)

5.2 Pouzité pristroje a pomiicky

Analytické vahy (Kern ABT 200 — 4NM)

Predvazky (Kern 440 — 45N)

Michacky (Hidolf MR 1000)

Spektrofotometr (Specord 50 plus Analytik Jena, Specord 210 plus Analytik Jena)

HPLC (Dionex Ultimate 3000)

Tycovy mixér (Braun)
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Odstiedivka (DLAB D 3024)
Stiikackové filtry s nylonovou membranou NY 0,22 um (Chromservis s.r.0.)
Mikropipety s nastavitelnym objemem

Bézné laboratorni sklo a pomiticky
5.3 Priprava vzorki

5.3.1 Suroviny

Jednotlivé druhy vlocek (zitné, Spaldové, jecné, teffové a vlocky bilé quinoy) byly
zakoupeny na objednavku ptimo v obchodni siti prodejen se specializovanym sortimentem.
Zrna quinoi s ¢ernymi obalovymi vrstvami byla povafena (redestilovana voda, 98 °C, 10
min na skus) a ruéné¢ pomoci valecku rozvalcovana na formu vlocek. Poté byla zrna
vysuSena v suSarné pii teploté 30 °C (cca 5 hodin). Vzorky vloc¢ek byly vyrobeny ze zrn

sklizné 2020.

Jedlé kvéty (kvéty modré chrpy, rize, levandule a slézu) byly od soukromych dodavatelii

2020 a lisejnik byl dodan dodavatelem pro CR v suieném a nasekaném stavu.

Kesu, piniové ofisky a pistacie byly koupeny celé loupané a liskovy ofiSek byl zakoupen

iz sekany v béZné obchodni siti.

Ovoce bylo susené (meruiiky, jablka, goji, mochyné a Svestky), proslazené (brusinka) nebo
suSené mrazem (jahody, maliny a rybiz). Ovoce (kromé& lyofilizovaného) bylo zakoupeno

ve specializované prodejné na objednavku tak, aby se jednalo o ovoce ze sklizné 2020.

Jednotlivé suroviny byly zakoupeny vzdy ve tfech kusech obchodniho baleni, mimo

mochyni. Ta byla zakoupena piimo na vahu (200 g).

5.3.2 Priprava miisli smési

Surovinové slozeni miisli smési bylo jiz diive pouzito na UACHP. Pii jejich pripravé se
vychazelo jiz z ptedeslé diplomové prace, kdy byly u téchto smési stanovovany zakladni
nutricni hodnoty (Petrtijova, 2020). Miisli smési byly pfipraveny celkem ctyii, dveé
obsahujici lepek (€. 1 a 2) a dvé bezlepkové (€. 3 a 4). Slozeni smési je prezentovano

v tabulkach ¢. 1 a 2.
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Jednotlivé suroviny byly postupné navazeny dle receptury a smési byly nésledné¢ ihned
rozemlety tyCovym mixérem. Mezi analyzami byly smési skladovany v tmavych
plastovych PET lahvich bez pfistupu vzduchu a svétla, pii laboratorni teploté
(klimatizovana laboratof 23+2 °C). Od piipravy smési po jejich analyzu neprobéhlo vice

jak ¢trnact dni.

Tabulka 1: Slozeni miisli smési s obsahem lepku

Smés ¢. 1 Smés ¢. 2
Surovina Podil [g] Surovina Podil [g]
zitné vlocky 50 jecné vlocky 70
$paldové vlocky 20 lisejnik islandsky 5
lisejnik islandsky 5 kvét rize 2
kvét chrpy modré 1,5 slune¢nicové seminko 2
chia seminka 2,5 dynové seminko 2
pistacie 3 liskovy ofiSek 5
meruika 6 jablko 10
svestia . brusinka 4
goji 6

Obrazek 6: Miisli smési €. 1 a 2 s obsahem lepku
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Tabulka 2: SloZeni bezlepkovych miisli smési

Smés €. 3 Smés ¢. 4
Surovina Podil [g] Surovina Podil [g]
quinoové vlocky 50 vlocky bilé quinoi 50
teffové vlocky 20 zrno ¢erné quinoi 20
lisejnik islandsky 5 lisejnik islandsky 5
kvét levandule 0,5 kvét slézu 1,5
kesu ofisek 3 piniové ofisky 2
Inéné seminko zlaté 2,5 dynové seminko 3,5
merunka 10 jablko 10
rybiz 5 jahoda 4
malina 4 mochyné 4

Obrazek 7: Bezlepkové miisli smési €. 3 a 4

5.4 Extrakce polyfenolu

Od kazdého vzorku byly navazeny do tii Iékovek 2 g vzorku s piesnosti na 0,1 mg. Do
kazdé lékovky bylo pfidano 10 ml 80% metanolu. Uzaviené lékovky byly dany na
magnetickou michacku a vzorek se 30 minut extrahoval. Extrakce probihala pfi laboratorni
teploté. Po uplynuti dané doby se vzorky nechaly 10 minut odstit a extrakt byl odsat
Pasteurovou pipetou do 5 ml zkumavek Eppendorf. Extrakt byl odstiedén (21380xg, 10

min) a slit do novych tmavych Iékovek. Extrakce probéhla jest¢ jednou za stejnych
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podminek a oba extrakty byly slity dohromady. Timto byl ziskan volny podil
polyfenolickych latek smési.

5.5 Stanoveni celkovych polyfenoli Folin-Ciocalteuovou metodou

K 5 ml redestilované vody v 10ml odmérné bance bylo pfidano 200 ul extraktu vzorku a
0,5 ml Folin-Ciocalteuova ¢inidla. Dale bylo ptidano 1,5 ml 20% uhli¢itanu sodného a
banka byla doplnéna destilovanou vodou po rysku. Po promichani byl vzorek ponechan
reagovat po dobu 30 minut a po uplynuti této doby byla zmétena absorbance pti vinové
délce 765 nm na spektrofotometru Specord 50 plus oproti blanku. Pomoci rovnice linearni
regrese byl z naméfenych hodnot absorbanci vypocitan celkovy obsah polyfenold ve

vzorku, vyjadieny jako ekvivalentni mnozstvi mg kyseliny gallové v 1 g vzorku.

5.5.1 Kalibracni k¥ivka pro stanoveni celkového obsahu polyfenolii

Kyselina gallovéa byla pouzita jako standard, jejim rozpuSténim v metanolu byl vytvoren
zésobni roztok o koncentraci 4000 mg.I"'. Redénim zasobniho roztoku byla vytvotena

kalibra¢ni fada o koncentracich 50, 100, 200, 300 a 400 mg.l'l.

Do 10ml odmérné baiky bylo dano 5 ml redestilované vody a k ni bylo pfidano 200 pl
standardu dané koncentrace, 0,5 ml Folin-Ciocalteuova c¢inidla, a poté¢ 1,5 ml 20%
uhli¢itanu sodného. Nasledné¢ byla odmérnd banka doplnéna po rysku redestilovanou
vodou a obsah barnky byl promichan. Po uplynuti 30 minut byly jednotlivé koncentrace
prométeny na spektrofotometru Specord 50 plus pii vinové délce 765 nm oproti blanku.

Kalibra¢ni kiivka byla sestavena jako zévislost absorbance na koncentraci kyseliny gallové

[mg.l'l].

5.6 Stanoveni volnych polyfenolickych kyselin pomoci HPLC

Extrakty pouzité pro stanoveni volnych polyfenolickych kyselin byly ziskdny postupem
popsanym v kapitole 5.4. Extrakty k analyze byly pfefiltrovany pies stiikackové filtry NY
0,22 um do vialek. Nastfik extraktu vzorku na kolonu byl proveden v mnozstvi 10 pl,
analyza trvala 45 minut pii teploté kolony 30 °C. Mobilni fazi A tvofila voda a kyselina
octovd v pomeéru 99:1 a mobilni fazi B voda, acetonitril a kyselina octova v poméru
67:32:1. Jednalo se o gradientovou eluci s nésledujicim priabéhem: 0—10 minut (10-20 %
B), 10-16 minut (2040 % B), 16-20 minut (40-50 % B), 20-25 minut (50-70 % B), 25—
30 minut (70 % B), 30—40 minut (70-10 % B), 40—45 minut (10 % B). Mobilni faze m¢la
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pritok 1 mlmin' na kolon&¢ Phenomenex Kinetex C18 (150 x 4,6 mm; 5 pm).
Polyfenolické latky byly detekovany pii vinové délce 275 nm, jejich obsah byl vypocitan
z ptisluSnych rovnic linearnich regresi, vychazejicich ze zavislosti ploch pikii na
koncentraci standardu analytu. K vyhodnoceni byl pouzit retencni cas jednotlivych
standardu a také byla pouzita metoda standardniho ptfidavku. V jednotlivych vzorcich byly
stanovovany nasledujici polyfenolické latky: kyseliny gallova, protokatechinova,
neochlorogenovd, 4-hydroxybenzoova, vanilova, chlorogenova, kdvova, syringova, trans-
p-kumarova, ferulova, sinapova, ellagova, trans-2-hydroxyskoticova, trans-skotficova a
etylester kyseliny protokatechinové, dale pak epigallokatechin, katechin, epikatechin, rutin,

resveratrol, kaempferol a kvercetin.
5.7 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou s ABTS

5.7.1 Priprava radikialu ABTS

Reakci ABTS s peroxodisiranem draselnym vznikl radikal kationtu ABTS potitebny pro
stanoveni antioxidacni aktivity. Do 10 ml odmérné baniky bylo navazeno 0,018 g ABTS a
baiika byla doplnéna redestilovanou vodou po rysku. K tomuto roztoku byly pfidany 0,2
ml peroxodisiranu draselného o koncentraci 0,06 mol.dm™. Tato smés byla ponechana 16

hodin v temnu pfii laboratorni teploté, kdy dochazelo k tvorb¢ radikalu ABTS.

5.7.2 Priprava reakéni smési

Nejprve byl piipraven octanovy pufr o pH 4,3 smichanim 116,3 ml 0,2 mol.dm™ octanu
sodného a 250 ml 0,2 mol.dm™ kyseliny octové. Nésledné byl pufr smichan v poméru 39:1
s radikalem ABTS (t). 273 ml pufru a 7 ml radikalu ABTS). Vznikla reakéni smés byla
spektrofotometricky proméfena (absorbance Ay) pii vinové délce 734 nm proti octanovému

pufru o pH 4,3 jako blanku.

5.7.3 Meéreni antioxida¢ni aktivity vzorki metodou s ABTS

Ke4 ml reak¢éni smeési bylo do zkumavky napipetovano 50 pl extraktu vzorku,
ptipraveného dle postupu uvedeného v kapitole 5.4. Takto pfipravend smés byla nasledné
30 minut uchovdvana vtemnu a nasledné¢ zméfena jeji hodnota absorbance na
spektrofotometru pii vlnové délce 734 nm. Od kazdého extraktu byly takto nachystany a
nasledn¢ zmeétfeny dva vzorky. Hodnoty absorbance vzorku (A,;) byly pfepocteny na

hodnoty inaktivace dle vzorce ¢. 1. Nésledn¢ z hodnot inaktivace byla vypocitana hodnota
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celkové antioxidacni aktivity pomoci rovnice linearni regrese a byla vyjadiena jako

odpovidajici mnozstvi troloxu pfepoctené na pg na 1 g vzorku.

Inaktivace [%] = [(Ao-Ay,)/Ag]*100 (1)

5.7.4 Kalibraéni kiivka pro stanoveni antioxidaéni aktivity metodou s ABTS

Jako standard byl pro tuto metodu pouzit trolox. Zasobni roztok standardu o koncentraci
400 pg.ml” byl piipraven rozpusténim troloxu v metanolu. Kalibragni fada byla vytvorena
fedénim zasobniho roztoku na koncentrace 10, 50, 100, 200 a 300 pg.ml'l. Jednotlivé
koncentrace byly nachystdny na méfeni a zmétfeny za stejnych podminek jako extrakty
vzorkd. Namétené hodnoty byly pfepocteny na hodnoty inaktivace, a z nich byla vytvofena

kalibra¢ni kiivka jako zavislost inaktivace na koncentraci troloxu.
5.8 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou s DPPH

5.8.1 Priprava zasobniho a pracovniho roztoku DPPH

Rozpusténim 12 mg DPPH v 50 ml metanolu byl pfipraven zasobni roztok. Zasobni roztok
byl pouzit pro piipravu pracovniho roztoku, ktery vznikl smichanim 25 ml zasobniho
roztoku s 112,5 ml metanolu. Pracovni roztok DPPH byl nasledné spektrofotometricky
zméfen pii vinové délce 515 nm oproti metanolu jako blanku. Tato hodnota (Ao) byla dale

pouzita pro vypocet inaktivace vzorkl podle vzorce v kapitole 5.7.3.

5.8.2 Méreni antioxida¢ni aktivity

Pro vlastni méfeni byly pouzity extrakty vzorkli piipravené podle kapitoly 5.4. Do
zkumavky byly napipetovany 4 ml pracovniho roztoku a k nim bylo pfidano 210 pl
extraktu vzorku. Smés byla promichdna a dana na 60 minut do tmy pfi laboratorni teploté.
Po uplynuti této doby byly vzorky spektrofotometricky prométeny (A,,) pifi vlnové délce
515 nm. Kazdy extrakt vzorku byl stanoven dvakrat vedle sebe po dvou opakovanich.
Ubytek absorbance byl piepoéten na hodnotu inaktivace dle vzorce &. 1. Pomoci rovnice
linearni regrese byla inaktivace pfepocitana na odpovidajici mnozstvi troloxu v pg na 1

gram vzorku.
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5.8.3 Kalibraéni kiivka pro stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou s DPPH

Jako standard byl pro tuto metodu, jako v piedchozi, opét pouzit trolox. Rozpusténim
standardu v metanolu byl ziskan zasobni roztok o koncentraci 200 pg.ml™. Jeho fedénim
byla vytvorena kalibraéni fada o koncentracich 50, 80, 100, 120 a 150 pg.ml™. Ke 4 ml
pracovniho roztoku bylo pfidano 210 pl jednotlivych koncentraci z kalibra¢ni tfady. Po
promichani byly vzorky ponechdny 60 minut vtemnu a nasledné proméieny
spektrofotometrem pii vinové délce 515 nm. Z naméfenych hodnot absorbance byla
vypo€itana inaktivace a zni sestavena kalibra¢ni kfivka jako zavislost inaktivace na

koncentraci troloxu.

5.9 Extrakce antokyanovych barviv

Vzorky miisli smési byly navdzeny do tmavych 1ékovek v mnoZstvi 2 g s piesnosti na 0,1
mg. Kazda miisli smés byla navazena ve tfech navazkach. Ke kazdé navazce bylo ptidano
5 ml extrakéni smési ve slozeni 85 ml metanolu a 15 ml 0,1 M HCIL. Vzorky byly
extrahovany 30 minut na magnetické michacce pfi laboratorni teploté. Nasledné€ se nechaly
10 minut odstat a extrakty byly odsaty Pasteurovou pipetou do 5 ml zkumavek Eppendorf.
Extrakty byly odstfedény (21380xg, 15 minut). Extrakce probihala jest¢ jednou za stejnych
podminek, oba extrakty byly slity dohromady.

5.10 Stanoveni antokyanovych barviv pomoci HPLC

Extrakty ptipravené dle postupu v kapitole 5.9 byly piefiltrovany ptes stiikackové filtry
NY 0,22 pm do tmavych vialek. K méfeni byl opét pouzit chromatogram Dionex Ultimate
3000RS. Vzorky byly na kolonu nastfikovany v mnoZstvi 20 ul. Analyza trvala 35 minut a
termostat kolony mél teplotu 25 °C. Jako mobilni faze A byla pouzita voda a 85% kyselina
mravenci v poméru 90:10. Jako mobilni faze B byl pouzit acetonitril. Gradientova eluce
méla nasledujici prabeh: 0—5 minut (2 % B), 5-20 minut (5-25 % B), 20-30 minut (25-2
% B), 30-35 minut (2 % B). Priitok mobilni faze kolonou byl 1 ml.min"' na kolon& YMC-
Triart C18 (150 x 3,0 mm; 5 pm). Data byla vyhodnocena pii vinové délce 520 nm. Z
pfislusnych rovnic linearni regrese byl vypocitdn obsah jednotlivych antokyant,
vychazejici ze zavislosti ploch pikli na koncentraci analytu. K vyhodnoceni byl pouzit
retencni Cas jednotlivych barviv a také metoda standardniho ptidavku. Ve vzorcich byla
stanovovana tato antokyanova barviva: pelargonidin-3-O-glukosid, kyanidin, kyanidin-3-

O-glukosid, delfinidin, delfinidin-3-galaktosid, kyanidin-3-O-rutinosid, malvidin,
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malvidin-3-O-galaktosid, delfinidin-3-O-glukosid, pelargonidin, peonidin a peonidin-3-O-
glukosid.

5.11 Statistické zpracovani dat

Vylouceni odlehlych hodnot vysledkti bylo provedeno Dean-Dixonovym testem. Déle byl
pouzit Tukeyho test mnohonasobného porovnavani. Statistické vyhodnoceni bylo

provedeno pomoci Excell a Stavyd verze 2.0 beta na hladiné vyznamnosti 0,05.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Na uvod je nutno poznamenat, ze vzhledem k vysoké heterogenité smési v jejich
surovinové skladbé¢, je velmi slozité tato namétena data diskutovat. Tyto hodnoty nemohou
byt porovnavany s jiz provedenymi studiemi, protoze miisli smési s upln¢ stejnym
sloZzenim nejsou dostupné. Proto zde bude alesponn diskuze propojena se surovinovou

skladbou.

6.1 Vysledky stanoveni celkovych polyfenoli Folin-Ciocalteuovou

metodou

Stanoveni celkovych polyfenoli Folin-Ciocalteuovou metodou bylo provedeno podle
postupu popsané¢ho v kapitole 5.5 u extrakti vzorka ptipravenych podle kapitoly 5.4.
Vysledné extrakty byly proméfeny na spektrofotometru Specord 50 plus oproti blanku pfi
vlnové délce 765 nm. Naméfend absorbance byla piepoctena z rovnice linedrni regrese na
mnozstvi celkovych polyfenolt (TPC, Total Phenolic Content), a vyjadiena na 1 mg

kyseliny gallové v 1 g vzorku. Vysledky jsou prezentovany v tabulce 3.

Obsah celkovych polyfenolil je u smési €. 2 a 3 statisticky shodny, ackoliv se jedna o smési
s obsahem lepku 1 bez néj. U smési obsahujici lepek (€. 1), je obsah polyfenolti ptiblizné
polovi¢ni. Podle hodnot uvadénych ve studii Dykes a Rooney (2007) by vzhledem
k surovinovému slozeni jednotlivych smési, at’ uz se jedna o sloZeni obilovin nebo ovoce,
mohly smési dosahovat podobnych hodnot celkového obsahu polyfenoli. Ovsem jejich
syntéza v jednotlivych surovinach miize byt rozdilnd na zdkladé podminek péstovani
rostlin nebo vlivem jednotlivych kultivarG rostlin. Mezi suroviny s vy$S§im obsahem
polyfenoll patii zajisté ovoce a potom také obiloviny s barevnymi obalovymi vrstvami.
Jedl¢ kvéty, byt’ jsou do smési pfidavany v menSim mnoZzstvi, jsou taktéz koncentrovanym

zdrojem polyfenoltl, protoze jsou pouzivany v suSeném stavu.
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Tabulka 3: Vysledky stanoveni celkovych volnych polyfenoli Folin-Ciocalteuovou
metodou

Vzorek misli L
o TPC [mg GAE.g"'] £ SD
smesi C.
1 1,21 £0,10%*
2 2,78 £0,12°5
3 2,83 +£0,11%4
4 2,64 +0,11%8

Vysledky jsou vyjadieny na 1 g suSiny vzorku a interpretovany jako stfedni hodnota se smérodatnou
odchylkou (n=4-8). Vysledky ve sloupcich majici alesponl jeden stejny maly pismenny index (v pfipad¢
vSech vzorkil) se mezi sebou navzajem statisticky nelisi (P > 0,05), vysledky majici odlisné malé pismenné
indexy se navzajem statisticky lisi (P < 0,05). Vysledky ve sloupcich majici alesponi jeden stejny velky
pismenny index (v pfipadé smési bezlepkovych a obsahujicich lepek) se mezi sebou navzajem statisticky

nelisi (P > 0,05), vysledky majici odlisné pismenné indexy se navzajem statisticky lisi (P < 0,05).

Pii méfeni hodnot pro sestrojeni kalibracni kiivky ke stanoveni celkovych polyfenold byla
jako standard pouZita kyselina gallova. Postup méfeni je popsan v kapitole 5.5.1. Rovnice
linearni regrese pro stanoveni byla y=0,002x+0,0046 a hodnota spolehlivosti R* se rovnala

0,9989.

Tabulka 4: Namétfené hodnoty absorbance kyseliny gallové pro sestrojeni kalibracni

kiivky
Koncentrace kyseliny | Prumérna absorbance

gallové [mg.l"] A [1]

0 0
50 0,115
100 0,191
200 0,412
300 0,614
400 0,797
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Obrazek 8: Kalibra¢ni ktivka zavislosti absorbance na koncentraci kyseliny gallové
6.2 Vysledky stanoveni polyfenolického profilu pomoci HPLC

Ke stanoveni profilu volnych polyfenolt v extraktech vzorkli bylo pouzito 22 standardii
polyfenolickych slouc¢enin. Vysledky shodnotami jednotlivych polyfenolii jsou
v tabulkach 5 a 6.

U smési €. 1 byla naméfena nejvysSi hodnota kyseliny gallové a etylesteru kyseliny
protokatechinové. DalSimi slouceninami ve vyS$$im mnozstvi ve smési jsou Kkyselina
protokatechinova, vanilova a kavova. Vyskyt téchto polyfenolti ve smési se dal oCekavat,
protoze podle studii Dykes a Rooney (2007) a Chang et al. (2016) v pouzitém ovoci a
obilovinach byly tyto polyfenoly naméfeny ve vysokych koncentracich. Konkrétni hodnoty
mohou byt ovlivnény mnozstvim dané suroviny ve smeési, ostatnimi surovinami a
nehomogenitou vzorkll. Naopak ve smési nebyly detekovany kyseliny neochlorogenova,

chlorogenova, ellagova a frans-skoficova, epigallokatechin, katechin, rutin a kvercetin.

Ve smési ¢. 2 byla nejvyssi hodnota naméfena u kvercetinu 128 pg.g”, ktery se vyskytuje
v brusinkach a jablkach (Chang et al., 2016) pfitomnych v této smési. Vysoké hodnoty
obsahu byly naméteny jesté u kyseliny syringové, etylesteru kyseliny protokatechinové a u
resveratrolu. Syringové kyselina a derivaty kyseliny protokatechinové se podle Dykes a
Rooney (2007) mohou vyskytovat v jecmeni. Polovina polyfenolli u této smési detekovana

ovSem nebyla, z ni napt. katechiny a kyseliny neochlorogenova a 4-hydroxybenzoova.
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Vzorek ¢. 1 Vzorek ¢. 2
Analyty

ng.g'l+SD | [pg.g']+SD
gallova 13,8+ 0,3" 27,2+0,3"
protokatechinova 7,09 + 0,24 1,20 + 0,048
neochlorogenova ND ND
4-hydroxybenzoova 0,44 + 0,02 ND
vanilova 9,42 +0,31% 5,86 + 0,165
chlorogenova ND ND
kavova 9,38 +0,16" 328 +0,14°
syringova 1,44 + 0,04 82,3+ 1,1°
trans-p-Kumarova 595+0,14 ND
ferulova 4,93 + 025" 0,76 + 0,052
sinapova 0,41 £0,02 ND
ellagova ND ND
trans-2-hydroxyskoficova 1,05 + 0,03 0,68 + 0,028
trans-skoficova ND ND
etylester k. protokatechinové 11,5+0,3* 62,7+1,2°
epigallokatechin ND ND
katechin ND ND
epikatechin 533+0,16 ND
rutin ND ND
resveratrol 1,04 +0,20* 63,1 +1,5°
kaempferol 323 +0,16" 1,54 + 0,038
kvercetin ND 128 +£5

Tabulka 5: Vysledky stanoveni volnych polyfenolickych kyselin, flavonoidii a stilbenu v
miisli smésich s obsahem lepku
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Vysledky jsou vyjadieny na 1 g suSiny vzorku a interpretovany jako stfedni hodnota se smérodatnou
odchylkou (n=4-8). Vysledky v fadcich majici alespoii jeden stejny velky pismenny se mezi sebou navzajem
statisticky nelisi (P > 0,05), vysledky majici odli$né pismenné indexy se navzajem statisticky lisi (P < 0,05).

Ve smési ¢. 3 méla jednoznaén& nejvyssi zastoupeni kyselina ferulova 68,6 pg.g”, coz by
podle vysledkt studii Ravinsankar et al. (2018) a Hemalatha et al. (2016) mohlo byt
zptisobeno pouzitim quinoi a teffu do smési. V této smési také nebyla detekovana polovina

polyfenold, napt. kvercetin, kaempferol a resveratrol.

Smés &. 4 méla nejvyssi obsah kyseliny frans-p-kumarové, a to 53,4 pg.g”, ta se podle Boo
(2019) mize nachéazet v jablku. Druhé nejvyssi zastoupeni v této smési ma rutin, ktery by
podle Hemalatha et al. (2016) mohl pochéazet z quinoi. V této smési nebylo detekovéano
osm polyfenoli naptiklad katechiny. Da se ovSem predpokladat, ze pokud by byla
provedena alkalickd hydrolyza, tyto polyfenolické latky by se mohly uvolnit z vazanych
forem na frakce vlakniny (polymerni polysacharidy rostlinnych buné€k). To plati pro

vSechny vzorky, které byly v této praci analyzovany.
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Vzorek ¢. 3 Vzorek ¢. 4
Analyty [ng.g'1+SD | [ug.g']+SD
gallova ND 2,43+0,10
protokatechinova 597+0,15" 5,75+0,148
neochlorogenova ND ND
4-hydroxybenzoova 1,11 +0,03% 1,01 +0,05*
vanilova 12,4+ 0,24 4,75+ 0,198
chlorogenova ND ND
kavova 4,15+0,20* | 3,31+0,135
syringova 6,06+ 0,19* | 13,5+0,4"
trans-p-kumarova ND 534+1,3
ferulova 68,6+ 1,8 3,68 + 0,138
sinapova 3,76 £0,17* | 9,55+0,318
ellagova ND ND
trans-2-hydroxyskoricova 4,00+ 0,1 7A 6,42 + 0’253
trans-skoficova ND ND
etylester k. protokatechinové 0,97 £ 0,03 ND
epigallokatechin ND ND
katechin ND ND
epikatechin 1,56+ 0,04* 2,74 0,128
rutin 24,0+ 1,1 26,0 + 1,28
resveratrol ND 0,22 + 0,02
kaempferol ND ND
kvercetin ND 8,90+ 0,38

Tabulka 6: Vysledky stanoveni volnych polyfenolickych kyselin, flavonoidu a stilbenu v
miisli smésich bez obsahu lepku
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Vysledky jsou vyjadieny na 1 g suSiny vzorku a interpretovany jako stfedni hodnota se smérodatnou
odchylkou (n=4-8). Vysledky v fadcich majici alesponl jeden stejny velky pismenny index se mezi sebou
navzéjem statisticky nelisi (P > 0,05), vysledky majici odliné pismenné indexy se navzajem statisticky 1isi

(P <0,05).

6.3 Vysledky stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou s ABTS

Antioxidac¢ni aktivita byla stanovena u extraktl vzorkl pfipravenych podle postupu
v kapitole 5.4. Ubytek absorbance byl méfen na spektrofotometru Specord 210 plus pfi
vlnové délce 734 nm. Inaktivace byla vypoctena z Ubytku absorbance (vzorec €. 1) a
z rovnice linedrni regrese byla piepoctena na ekvivalentni mnozstvi troloxu v 1 g vzorku,

(tabulka ¢. 7).

Z vysledkt v tabulce je patrné, ze nejvyssi antioxidacni aktivitu méla smés €. 2, zajisté
k vyss8i hodnoté antioxidacni aktivity pfispiva ve smési obsazené jablko, brusinka a je¢men
(Ragaee et al., 2006; Chang et al., 2016), které jsou bohaté na obsah polyfenoli, stejné
jako dalsi obiloviny s barevnymi obalovymi vrstvami. Nicméné mohou k ni pfispivat i jiné
slozky smési, jako jedlé kvéty. Naopak téméf polovicni antioxidacni aktivitu méla smés €.

1 s obsahem Zitnych a Spaldovych vlo€ek, meruiiky, Svestky a goji. Nejniz§i AOA u smési

cvwr

Tabulka 7: Vysledky stanoveni antioxidacni aktivity metodou s ABTS

AQOA ve vzorku
Vzorek miisli ¢.
[ng TE.g'] £ SD

1 3,11 +0,12%%
2 6,60 + 0,24™°
3 4,76 +0,11°%
4 3,75+ 0,138

Vysledky jsou vyjadieny na 1 g suSiny vzorku a interpretovany jako stfedni hodnota se smeérodatnou
odchylkou (n=4-8). Vysledky ve sloupci majici alespon jeden stejny maly pismenny index (v piipad€ vSech
vzorkl) se mezi sebou navzajem statisticky nelisi (P > 0,05), vysledky majici odlisné malé pismenné indexy
se navzajem statisticky lisi (P < 0,05). Vysledky ve sloupci majici alespoil jeden stejny velky pismenny index
(v pfipad¢ smési bezlepkovych a obsahujicich lepek) se mezi sebou navzajem statisticky nelisi (P > 0,05),

vysledky majici odlisné pismenné indexy se navzajem statisticky 1isi (P < 0,05).
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Tabulka 8: Naméiené¢ hodnoty absorbance pifepoctené na hodnoty inaktivace pro

kalibra¢ni k#ivku na trolox

Koncentrace troloxu
4 Inaktivace [%]
[ng.1]
0 0
10 3,45
50 8,82
100 17,4
200 32,5
300 51,4
60
y=0,1664x + 0,5971
20 R?=0,9979
T 40
g
S 30
2
(5]
£ 20
10
0
50 100 150 200 250 300 350
Koncetrace troloxu [pug-ml-]

Obrazek 9: Kalibra¢ni kiivka zavislosti inaktivace na koncentraci troloxu

6.4 Vysledky stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou s DPPH

Pfi méfeni antioxidacni aktivity metodou s DPPH byly opét pouzity extrakty vzorki

pfipravenych podle kapitoly 5.4 a meéfeni probéhlo podle postupu v kapitole 5.8 na

spektrofotometru Specord 210 plus pii vinové délce 515 nm. Stejné€ jako u metody s ABTS

byla zde z ubytku absorbance vypocitana inaktivace v %, a ta byla nasledné pfepocitana na

ekvivalentni mnozstvi troloxu v 1 g vzorku.

Vysledky v tabulce €. 9 kopiruji trend, ktery byl zaznamenan u méfeni AOA s ABTS.
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Tabulka 9: Vysledky stanoveni antioxidacni aktivity metodou s DPPH

AOA ve vzorku
Vzorek miisli €.
[ng TE.g'] £ SD

1 1,44 +0,04**
2 4,01 +0,11°°
3 3,01 +0,08°"
4 2,12+ 0,05%8

Vysledky jsou vyjadieny na 1 g suSiny vzorku a interpretovany jako stfedni hodnota se smérodatnou
odchylkou (n=4-8). Vysledky ve sloupci majici alespoii jeden stejny maly pismenny index (v piipadé vSech
vzorkll) se mezi sebou navzajem statisticky nelisi (P > 0,05), vysledky majici odlisné malé pismenné indexy
se navzajem statisticky 1isi (P < 0,05). Vysledky ve sloupci majici alespon jeden stejny velky pismenny index
(v pfipadé smési bezlepkovych a obsahujicich lepek) se mezi sebou navzajem statisticky nelisi (P > 0,05),

vysledky majici odlisné pismenné indexy se navzajem statisticky 1isi (P < 0,05).

Tabulka 10: Naméfené hodnoty absorbance piepoftené na hodnoty inaktivace pro
kalibra¢ni kiivku troloxu

Koncentrace troloxu
4 Inaktivace [%]
[mg.l"]
0 0
50 22,5
80 33,4
100 42.4
120 47,5
150 57,6
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Obrazek 10: Kalibra¢ni kiivka zavislosti inaktivace na koncentraci troloxu
6.5 Vysledky stanoveni antokyanovych barviv pomoci HPLC

Ke stanoveni antokyanovych barviv pomoci HPLC byly pouZity extrakty vzorka
pripravené podle kapitoly 5.9. Samotné stanoveni bylo provedeno podle postupu
uvedeného v kapitole 5.10. Ke stanoveni bylo pouzito 12 standardii antokyanovych barviv.

Hodnoty stanoveni jednotlivych analytli ve vzorcich je uvedeno v tabulkéach ¢. 11 a 12.

U smési €. 1 si vtabulce ¢. 11 nelze nevSimnout, Ze obsahuje pouze Ctyii antokyanova
barviva z dvanacti méfenych a vSechna v relativné nizkych koncentracich. Obsah téchto
Ctyt barviv (pelargonidin-3-O-glukosid, kyanidin-30-glukosid, delfinidin-3-galaktosid a
delfinidin-3-O-glukosid) by mohl podle studii Pires et al. (2019) a Dykes a Rooney (2007)
jednotlivych barviv mize byt ovlivnéno podminkami pii péstovani, at’ uz se jedna o

hnojeni, pH pldy nebo dostatek UV zéteni.

Smés €. 2 obsahovala taktéz pouze Ctyfi barviva, jen pelargonidin-3-O-glukosid byl
nahrazen malvidinem-3-O-galaktosidem. OvSem kyanidin-3-O-glukosid a delfinidin-3-
galaktosid byly naméfeny ve vyrazné nizsi koncentraci neZ u prvni smési. VSechna barviva
se podle studii Pires et al. (2019), Dykes a Rooney (2007) a Chang et al. (2016) dala ve
smési oc¢ekavat, diky obsahu kvétu rize a brusinek. Kyanidinové barviva jsou ¢erveného

odstinu.
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Tabulka 11: Naméiené hodnoty obsahu antokyanovych barviv v miisli smésich s obsahem

lepku

Vzorek €. 1 Vzorek €. 2
Analyt

ng.g'1£SD | [ug.g!']+SD
pelargonidin-3-O-glukosid | 0,76 + 0,03 ND
kyanidin ND ND
kyanidin-3-O-glukosid 2,94 +£0,12% 13,6 +0,5°
delfinidin ND ND
delfinidin-3-galaktosid 1,22+0,03* | 155+0,6°
kyanidin-3-O-rutinosid ND ND
malvidin ND ND
malvidin-3-O-galaktosid ND 0,14 +£ 0,02
delfinidin-3-O-glukosid | 0,10+0,01* | 0,59 £0,02"
pelargonidin ND ND
peonidin ND ND
peonidin-3-O-glukosid ND ND

Vysledky jsou vyjadieny na 1 g suSiny vzorku a interpretovany jako stfedni hodnota se smérodatnou
odchylkou (n=4-8). Vysledky v fadcich majici alespon jeden stejny velky pismenny index se mezi sebou
navzajem statisticky nelisi (P > 0,05), vysledky majici odlisné pismenné indexy se navzajem statisticky 1isi
(P <0,05).

Miisli smés €. 3 je, co se zastoupeni 1 mnozstvi jednotlivych analytl tyce, jednoznaéné
nejbohatsi. Nejvyssi zastoupeni maji kyanidin-3-O-rutinosid (114 pg.g”) a kyanidin-3-O-
glukosid (30,8 pg.g"). Obsah kyanidint lze pfisuzovat rybizu a maling ve smési. Obsah
ostatnich barviv je s porovnanim s témito dvéma minimélni. Ve smési nebyly detekovany

pouze malvidin-3-O-galaktosid a pelargonidin.
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Ve smési €. 4 je obsah antokyanovych barviv opét vyssi nez u smési €. 1 a 2. V této smesi
bylo nalezeno osm stanovovanych analytd. Nejvyssi obsah byl naméfen u pelargonidin-3-
O-glukosidu, coz by podle studie Fang (2015) mohlo byt zplisobeno jahodou ve smési.

Dal§imi vyznamné zastoupenymi barvivy, jak lze z tabulky vy¢ist, jsou kyanidin-3-O-

rutinosid a malvidin-3-O-galaktosid.

Tabulka 12: Naméfené hodnoty obsahu antokyanovych barviv v miisli smésich bez

obsahu lepku

Vzorek €. 3 Vzorek ¢. 4
Analyt

ng.g'1+SD | [ng.g']+SD
pelargonidin-3-O-glukosid | 0,23 £ 0,01* 38,0 + 0,58
kyanidin 0,10+0,01*  [0,09+0,01*
kyanidin-3-O-glukosid 30,8 + 1,5% 0,98 + 0,02°
delfinidin 5,30+ 0,25 ND
delfinidin-3-galaktosid 6,59 + 0,30 ND
kyanidin-3-O-rutinosid 114 +3* 17,4+ 0,48B
malvidin 1,82 +£0,36 ND
malvidin-3-O-galaktosid ND 13,2+0,5
delfinidin-3-O-glukosid 9,98 £ 0,32 ND
pelargonidin ND 0,22 +£0,02
peonidin 0,48 +0,02* [0,10+0,01®
peonidin-3-O-glukosid 0,38 +0,02° 0,91 + 0,04®

Vysledky jsou vyjadieny na 1 g suSiny vzorku a interpretovany jako stfedni hodnota se smérodatnou

odchylkou (n=4-8). Vysledky v fadcich majici alesponi jeden stejny velky pismenny index se mezi sebou
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navzajem statisticky nelisi (P > 0,05), vysledky majici odlisné pismenné indexy se navzajem statisticky 1isi
(P <0,05).

Co se tykd suroviny liSejniku islandského, nedd se predpokladat vyznamny piispévek
k obsahu polyfenolickych latek jako takovych. Na tyto latky je liSejnik chudy. Vzhledem
k obsahu jeho dalsich latek, jinych nez polyfenolickych, je mozno pocitat s jeho
prispévkem k hodnotam antioxidac¢nich aktivit. Tato hypotéza by ale musela byt podpoiena
analyzou pouzitého lisejniku a naméfené koncentrace biologicky aktivnich latek by musely
byt s hodnotami AOA korelovany. Je to spiSe ndmét do budoucna, kam by se prace mohla

ubirat.
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ZAVER

Diplomova prace se zaméfuje na miisli smési s obsahem netradi¢nich komponent a
navazuje na predchozi prace. Teoreticka ¢ast se zabyva stru¢nou charakteristikou
jednotlivych surovin smési a technologii jejich vyroby. Dale je zamétfena na popis
pouzitych netradicnich surovin, jedlych kvéti a liSejniku islandského, a biologicky

aktivnich latek.

V praktické Casti se prace zabyva piipravou miisli smési podle pfedem pfipravenych
receptur a stanovenim biologicky aktivnich latek, polyfenoli a antokyanovych barviv, a

stanovenim antioxidac¢ni aktivity.

Polyfenolicky profil vykazuje jisté spolecné znaky. Ve vSech smésich v odliSnych
koncentracich byly stanoveny kyseliny protokatechinova, vanilova, kédvova, syringové a
trans-2-hydroxyskoficovd. Naopak u zadné smeési nebyly detekovany kyseliny
chlorogenova, neochlorogenova, ellagova a trans-skoticova a epigallokatechin a katechin.
U stanoveni antokyanovych barviv lze fici, Ze smési s obsahem lepku mély vyrazné nizsi
obsah antokyanovych barviv, nez smési bezlepkové. S nejvétsi pravdépodobnosti je
pritomnost barviv ovlivnéna obsahem jednotlivych komponent miisli smési, hlavné ovoce
a jedlych kvéth. I kdyZ je obsah polyfenolickych latek u jednotlivych smési velmi odlisSny
jsou tyto smési jejich dobrymi zdroji.

Miisli smési s témito netradicnimi komponentami mohou pfedstavovat vhodnou alternativu

k nutriéné vyvazené stravé, obzvlasté jako prevence proti civilizacnim chorobam, nebo

jako strava pro zdravy Zivotni styl.
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GAE
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AOA

HPLC

Total Phenolic Content — Obsah celkovych polyfenoli
Gallic acid ekvivalent — Ekvivalent kyseliny gallové

Smérodatna odchylka

2,2 -azinobis(3-etyl-2,3-dihydrobenzotiazol-6-sulfonat)
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

Antioxidant activity —Antioxidaéni aktivita

High Performance Liquid Chromatography — Vysokoucinna kapalinova

chromatografie
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PRILOHA P I: ROVNICE LINEARNI REGRESE PRO VYPOCET
KONCENTRACI JEDNOTLIVYCH POLYFENOLU

Polyfenol Rovnice R’
gallova y=0,3413x 0,9998
protokatechinova y=0,2359x 0,9995
neochlorogenova y=0,1559x 0,9994
4-hydroxybenzoova y=0,5114x 0,9995
vanilova y=0,2612x 0,9999
chlorogenova y=0,2125x 0,9985
kavova y=0,5478x 0,9994
syringova y=0,3716x 0,9993
trans-p-Kumarova y=1,1882x 0,9994
ferulova y=0,4502x 0,9989
sinapova y=0,1767x 0,9993
ellagova y=0,2005x 0,9982
trans-2-hydroxyskoricova y=1,2589x 0,9999
trans-skoricova y=1,4882x 0,9995
etylester k. protokatechinové y=0,3095x 0,9998
epigallokatechin y=0,0221x 0,9984
katechin y=0,0987x 0,9992
epikatechin y=0,1366x 0,9988
rutin y=0,1257x 0,9997
resveratrol y=0,3613x 0,9995
kaempferol y=0,2241x 0,9997
kvercetin y=0,3202x 0,9956




PRILOHA P II: ROVNICE LINEARNI REGRESE PRO VYPOCET
KONCENTRACI JEDNOTLIVYCH ANTOKYANU

Antokyan Rovnice R’
pelargonidin-3-O-glukosid y=0,9343x 0,9983
kyanidin y=1,8070x 0,9929
kyanidin-3-O-glukosid y=1,1438x 0,9927
delfinidin y=0,7827x 0,9995
delfinidin-3-galaktosid y=1,2394x 0,9993
kyanidin-3-O-rutinosid y=0,8820x 0,9985
malvidin y=1,6595x 0,9988
malvidin-3-O-galaktosid y=1,5044x 0,9995
delfinidin-3-O-glukosid y=1,0704x 0,9995
pelargonidin y=1,5213x 0,9978
peonidin y=1,2747x 0,9901
peonidin-3-O-glukosid y=0,9240x 0,9996




