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ABSTRAKT

Bakalarska prace se zabyva vyuzitim pSenicnych otrub jako suroviny pro extrakci kyseliny
ferulové. PSenicné otruby jsou vedlejSim produktem pii velkoobjemovém zpracovavani
obilovin, pSenice, na mouku v mlynarenském primyslu. Tento produkt o velmi nizké cené je
tradi€n€ pouZivan ke krmnym ucelim hospodaiskych zvitat. Jeho kaZzdoro¢né vyprodukované
velké mnozstvi, avSak nizsi spotfeba jako krmiva, je iniciativou pro dalsi potencialni vyuziti.
Prostudovanim slozeni otrub bylo zjis§t€éno mimo jiné znacné zastoupeni fenolickych kyselin,
z nichz nejvétsi podil tvoii kyselina ferulova. Tato kyselina je vazana v bunééné sténé na
pritomné polysacharidy. Pomoci alkalické hydrolyzy jako extrakéni metody se narusi vazby
mezi kyselinou ferulovou a polysacharidy. Néslednym vysraZenim ethanolem a filtraci se
ziska filtrat obsahujici pozadovanou kyselinu ferulovou. Kyselina ferulovd mé blahodarné
antimikrobidlni, antikarcinogenni a dal$i. Vyznamnou roli hraje také jako filtr proti UV
zateni, cehoz se vyuziva v kosmetice.

KLICOVA SLOVA
PsSeni¢né otruby, fenolické kyseliny, kyselina ferulova, extrakce, alkalickd hydrolyza, HPLC,
ANOVA.

ABSTRACT

Bachelor thesis is considering usage of wheat bran for an extraction of ferulic acid. Wheat
bran is a large-scale by-product of milling industry which is produced during milling
of cereals (wheat) into flour. This low-cost product is usually used as a livestock feed.
An initiative is raised for some other potential applications, because too large quantity
produced every year can not be consumed just as a feed. There is a significant amount
of phenolic acids from which ferulic acid is the most abundant one. It was found out after
examination of structure of the wheat bran. This acid is connected with polysaccharides
of a cell wall. The alkaline hydrolysis was used to disrupt a linkage between ferulic acid
and polysaccharides. Then ethanol was added to precipitate the polysaccharides
and the mixture was filtered. The filtrate contains ferulic acid which has great health benefits
such as anti-inflammatory, antioxidant, anti-carcinogenic, antimicrobial effect etc. It plays
an important role as an agent against UV radiation in the cosmetic products.

KEY WORDS
Wheat bran, phenolic acids, ferulic acid, extraction, alkaline hydrolysis, HPLC, ANOVA.



HUBACOVA, K. Vyvoj a optimalizace metody pro extrakci kyseliny ferulové z psenicnych
otrub. Brno: Vysoké uceni technické v Brn¢, Fakulta chemicka, 2018. 45 s. Vedouci
bakalaiské prace Ing. Jaromir Potizka, Ph.D..

PROHLASENI

Prohlasuji, ze jsem bakalarskou praci vypracovala samostatné a ze vSechny pouzité literarni
zdroje jsem spravné a uplné citovala. Bakalarska prace je z hlediska obsahu majetkem Fakulty
chemické VUT v Brné€ a miiZze byt vyuzita ke komerénim ucelim jen se souhlasem vedouciho
bakalaiské prace a dé¢kana FCH VUT.

podpis studentky

PODEKOVANI
Touto cestou bych rada podé€kovala svému vedoucimu bakalarské prace Ing. Jaromiru
Potizkovi, Ph.D. za odborné vedeni, vénovany cas, poskytnuti cennych rad a pfipominek.
Dale bych chtéla podékovat své rodin€ za obrovskou toleranci, podporu a pomoc v prubéhu
mého celého studia.



OBSAH

ABSTRAKT ..o s 3
KLICOVA SLOVA ...ttt 3
ABSTRACT ..o s 3
KEY WORDS ..ottt 3
PROHLASENT .....coootiiiiii s 4
PODEKOVANT......coouitiiiiitieeie st 4
OBSAH Lo 5
1 V0D et 8
2 TEORETICKA CAST ..ottt 9
2.1 ODbilniny @ JEJICH CASTL...eeiviiiiiiiie e 9
2.1.1  SloZky zrna a jejich VYZNam..........ccoocieriiiiiiiiiieiie e 9
210101 OtTUDY oot 10
2.1.1.2 AlCUIONOVA VISTVA.....ueiiiiiiiiiiiiie ittt ettt e et sin e sbeesnneenneesnneas 10

2.1.1.3 ENAOSPEIII ... 10
2.1.1.4 KICEEK (EMDIYO0) ...utiiiiiiiiieiiiiiiie ittt sb e sreesnne s 10

2.2 Chemickeé SI0ZENT OtIUD .......ooiiiiiiiiie e 10
2.2.1  Polysacharidy a [IgNIn .......ccccoueiviiiiiiiiiiiiiice e 11
22,11 CIULOZA ... s 11

2.2.1.2 HemiCEIUIOZY .....cvvieviiiiiiiiie s 12

2.2.1.3  LAGNIN et 13

2.2.2  Fenolické SIOUCENINY .......cccuiiiiiiiiiiiiii et 14
2.2.2.1 Polyfenolick€ SIOUCENINY .......cccuiiiuiiiiiieiiiie et 14
FlaVONOIAY ... s 15

2.2.2.2 Fenolicke KYSEIINY ....cciuiiiiiiiiiiie ittt 16
Kyselina ferulOVA ........ccooiiiiiiiiiice s 17
KYSEINA KAVOVA ...oiiviiiiiiii ittt sttt 17
Kyselina p-Kumarova ... 18
KySElINa SINAPOVA ..vvviiiiiiiiiiiii ettt be e e e e e s 18
Kyselina vanilova ..........ccciiiiiiiiiiiii s 19
KySelina GallOVA .....c.vviiiiiiiiiiiccie et 19
Kyselina p-hydroXybenzooVa..........ccccoviiiiiiiiiiiiiiie s 19
Kyselina protokateChOVA ...........ociiiiiiiiiie s 20



KySelina SYTINZOVA .....coiuiiiiiieiiieiiieie e 20

2.2.3  MINETAINT TATKY ..vviiiiiiiiiie e 21
2.3 Valorizace mlynarsk€ho odpadu............cccooiiiiiiiiiiiii 21
2.4 Metody extrakce fenolickych TAteK ........oovvviiiiiiiiiiiiii s 21

241 MACEIACE ..uveeeiiiieiiiie ettt ettt ekt et e e bt e e bb e e e b b e e e bt e e e bb e e e bn e e e be e nnr e nnnes 21

242 SOXhIEtOVa EXITAKCE ....uveeviiiiiieiiie ittt 21

2.4.3  URrazvukova @XIraKCe......couiiiiiriiiiiiiiiie sttt e 22

244  MIKrovINNa @XtrakCe......ooiiiiiieiiiiiieiee e 22

2.4.5  Superkritickd fluidni eXtrakce ........oceiiiiiiiiiiii 22

2.4.6  Subkritickd vOdni @XtrakCe .......cocuiiiiiiiiiiie i 22

2477 Kyseld hydrolyza ..o 22

2.4.8  Alkalickd hydrolyza ... 23

2.49  Enzymatickd hydrolyza .........ccccooiiiiiiiii 23
2.5 Analyza fenolickych kyselin pomoci HPLC .........cccooiiiiiiiiiiiecee 23

2.5.1  ZASODNT LANVE ....eiiiiiiiiiiice e e 23

2.5.2  Davkovaci systém mobilni fAZe ...........ccccviiiiiiiiiii 23

2.5.3  Davkovaci zafizeni VZOTKU ........ccoiuiiiiiiiiiiie e 24

2.54 KOO .ttt 24

2.5.5  UV/VIS dteKLOT ....vviiiiiiiiiie it 24
2.6 ANALYZa TOZPLYIU .o.vviiiiiiiicii s 25

3 EXPERIMENTALNI CAST ..ottt 26
3.1 Materidly @ ZaTIZENT .....oovvviiiiiiiiic e 26

T 0 O e 1 411 (o] 2 TSP RPPRTN 26

3.1.2  CREMUIKALIC ..ottt b e 26

3.1.3  PSENICNE OtTUDY .vvviiiiiii ittt 26

314 PHISEIOJ coviiiiiiiieieee s 26
3.2 Optimalizace eXtrakCniho PrOCESU ......uiiiiiiiiiiiiiiie et 26

3.2.1  VYChOZI PATAMELIY ....eviviiiiiiiiiiieieee e 26

3.2.2  Optimalizace navazky pSenicnych otrub .........ccccvviiiiiiiiiiiiie e 27

3.2.3  Optimalizace koncentrace hydroxidu sodného .............ccooeviiiiiiiniiiiniciiis 27

3.2.4  Optimalizace teploty hydrolyZy .......cccceiiiiiiiiiiiiieiie e 27

3.2.5 Optimalizace doby hydrolyZy .........cccovviiiiiiiiiiiicice e 27

3.2.6  Optimalizace objemu rozpouStedla .........ccccvviiiiiiiiiieic e 28



3.2.7  Optimalizace vyb&ru rozpoustedla..........ccoovriiiiiiiiiiiiiiiie e 28

3.2.8  Analyza kyseliny ferulové pomoci HPLC..........cccccooiiiiiiiiiie e 28
3.2.9  Statistickd metoda ANOVA .........coiiiiiiiiiii e 30

4 DISKUZE AVYSLEDKY ....cccoiiiiiiiiiieiieieseesese et sessssss s sasssens 30
4.1 Vysledky optimalizace navazky pSenic¢nych otrub ..........cccocvviiiiiiiiiiiicce, 30
4.2 Vysledky optimalizace koncentrace hydroxidu sodn€ho ............cccceviiiiiiiiinciieennn. 32
4.3 Vysledky optimalizace teploty hydrolyzy ........cooovveiiiiiiiieiiiie e 33
4.4 Vysledky optimalizace doby hydrolyzy .........cccooiiiiiiiiiiiiic e 34
4.5 Vysledky optimalizace objemu rozpousStedla..........cccooeriiiiiiiiiiiiin e 35
4.6 Vysledky optimalizace vyberu rozpousStedla..........ccoviiiiiiiiiiiiiiii e 36
4.7 OptimaliZOvane€ PATAIMEIIY ........ccreerrieieeireesee e nes 37

5 ZAVER ... 38
6 SEZNAM POUZITYCH ZDROJU ....ovviviririririiieiieniissisessssessssessssssssesssses s 39
7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK......cooiiiririiireiiineiisesiesesiesessessieseseessseesssoe 45



1 UvVOoD

V mlynéfském primyslu vznikd v dneSni dobé velké mnozstvi pSeni¢nych otrub jako
vedlejSiho produktu pii mleti pSenice na mouku. Otruby pii mleti vznikaji po oddé¢leni
endospermu ze zrna béhem poslednich Srotd. Velké mlyny produkuji vyznamnd mnoZstvi
tohoto materidlu (az desitky tun denné). V soucasnosti se otruby dale vyuzivaji jako krmivo
pro hospodaiska zvifata. Jejich vyuzitim 1 jinou cestou lze tato velka mnozstvi znaéné
zredukovat. PSeni¢né otruby jsou tvofeny nékolika vrstvami polysacharidl, na které je
navazana celd fada rGznych latek. Jednou z téchto latek je pravé i1 kyselina ferulova,
ktera patfi do skupiny fenolickych kyselin. Tyto kyseliny jsou v bunécné sténé navazany
na polysacharidy mimo jiné pies esterové vazby. Kyselina ferulovd se stava zajimavou
své funkci pusobit jako antitrombotikum a jako filtr proti UV zéfeni, coZ je vyuZitelné
v kosmetickych ptipravcich. Tyto ucinky jsou velmi dilezité pro lidské zdravi a jeho ochranu.
Tento fakt davd podnét pro alternativni zuZzitkovani otrub jinak nez jen jako krmivo
nebo palivo. Vedle kyseliny ferulové, ktera je v otrubach zastoupena v koncentraci
20-1500 mg/100 g, jsou zde ptitomné i dalsi fenolické kyseliny, mezi néz patii napt. kyselina
kavova, vanilova, syringovd, p-kumarova, gallova aj. Tyto kyseliny jsou vSak pfitomny
v mnohem nizSich koncentracich, tudiz nejsou tak vyznamnym piedmétem valorizace tohoto
odpadniho produktu. Diky velkému potencidlu kyseliny ferulové z hlediska ochrany lidského
zdravi 1ze uvazovat o jejim primyslovém vyuziti.

Existuje cela fada postupti pro extrakci a purifikaci kyseliny ferulové z otrub. Prevazné se
vyuziva alkalicka hydrolyza, enzymatickda hydrolyza, macerace, Soxhletova exktrakce,
mikrovlnnd extrakce, ultrazvukova extrakce a dalsi. Cilem této bakalatfské prace byla
optimalizace postupu extrakce kyseliny ferulové z otrub na bazi alkalické hydrolyzy.
Optimalizace byla zaméfena na maximalizaci extrak¢nich vytézki kyseliny ferulové se
snahou minimalizovat technologické vstupy (chemikalie, energie). Studovanymi parametry
byla navazka pSeni¢nych otrub, koncentrace hydroxidu, teplota a doba hydrolyzy, vybér
a objem rozpoustédla. Uinnost extrakce byla stanovena pomoci analyzy extraktti na HPLC.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Obilniny a jejich ¢asti

Obilniny jsou v potravinafstvi povazovany za nejvyznamnéjsi plodiny. Tento titul ziskaly diky
svému bohatému sloZeni, vysoké ptizpisobivosti klimatickym podminkam, malé pracnosti
pestovani, vysokym vynosim konzumnich ¢asti a dlouhodobému skladovani. Jako obilninu
oznacujeme kompletni péstovanou rostlinu. Ceredlii nebo také obilovinou nazyvame
vymlacené obilné zrno. Obiloviny patii mezi zékladni slozky lidské stravy, ve vyspélych
zemich tvofi 30-40 % celkové spotfeby energie v potraveé, v rozvojovych zemich az 90 %.
Obilniny jsou bohaté na bilkoviny, 20-60 % z celkového piijmu bilkovin zkonzumovanych
clovékem pochdzi pravé znich. I kdyZ je obsah bilkovin vysoky, nelze spoléhat pouze
na obiloviny. V porovnani s zivo¢isSnymi bilkovinami jsou nutricni hodnoty obilovin
lyzinu. Obiloviny ndm poskytuji také mineralni latky a cenné vitaminy, napf. vitamin B-1
(thiamin) a B-6 (pyridoxin). Jak z pohledu struktury, tak i1 z pohledu chemického slozeni jsou
si rizna obilnd zrna velmi podobnd. Ptesto jsou pro nas drobné rozdily v jejich vlastnostech
velmi zasadni zejména pfi zpracovavani a také ve vyzivé [1,2].

2.1.1 Slozky zrna a jejich vyznam

Semena obilovin se nazyvaji obilky, po vyzrani je jejich pfirozenou funkci uchovani
zivotaschopnosti zadrodku nové rostliny. Tato funkce je umoznéna diky slozkam, jez jsou
obsazeny v anatomickych ¢astech obilky s vyrazné rozliSnym chemickym slozenim. Povrch
obilky je tvofen otrubami skléddajicimi se z né€kolika vrstev. Nejveétsi ¢asti zrna je vnitini bilek
(endosperm). U pSenice je kvantitativni zastoupeni asi takové: 80-83 % endosperm, otruby
14-16 % a klicek 1,6-3,6 % [1,2].

Endosperm

Klicek

Obrazek 1: Schéma psenicného zrna [3].



21.1.1 Otruby

Otruby neboli obalové vrstvy maji za kol chrénit obilku pfed vnéjsSimi vlivy. Jsou tvofeny
nckolikavrstevnym oplodim (perikarp), pod nim se nachazi jednovrstevné osemeni (testa)
a jedna tenkd vrstva vnéjsiho bilku (perisperm). Co se jejich chemického slozeni tyka, hlavni
slozku vnéj$i vrstvy, nazyvanou téz oplodi, tvofi nerozpustné polysacharidy s velkou
mechanickou pevnosti (napt. celul6za). Podpovrchové obalové vrstvy, zvané osemeni, se
skladaji z polysacharidi, které velmi pevné vazou vodu a bobtnaji v ni nebo se v ni ¢astecné
rozpousti. Vn¢js$i obalové vrstvy obsahuji vy$§i mnozstvi vlakniny, ¢ehoz se vyuziva
pro upravu vyzivovych hodnot vyrobka, avSsak ma to negativni vliv na kvalitu,
zpracovatelnost a ¢asto i vzhled tésta ¢i vyrobku [1,2].

2.1.1.2 Aleuronovd vrstva

Aleuronova vrstva se ve struktuie obilky nachdzi mezi otrubami a endospermem. Tvofi ji
velké aleuronové bunky krychlovitého nebo kvadrovitého tvaru v jedné vrstvé (pSenice)
nebo ve vice vrstvadch (je¢men). Nalezneme zde drobné krystaloidy bilkovin, jez fadime
do skupiny enzymu. Tyto enzymy S§tépi zdsobni polysacharidy a tim zajiStuji vyzivu zarodku.
Pii vyrobé bilé mouky byva aleuronova vrstva zpravidla odd€élovana spole¢né s otrubami,
do tmavé mouky se vSak ptidava [2].

2.1.1.3 Endosperm

Endospermem nazyvame vnitini obsah zrna. Tvofi nejvétsi podil zrna a z technologického
hlediska je jeho nejvyznamnéjsi slozkou, napt. téméf Cisty rozdrceny pSeni¢ny endosperm je
vlastné¢ pSeni¢na mouka. Endosperm se sklada znckolika latek, mezi hlavni slozky patii
polysacharidy, zejména Skrob tvofici 60-75 % endospermu, a bilkoviny (cca 10 %). Déle zde
najdeme lipidy, mineralni latky a ve stopovych mnozstvich také vitaminy, barviva a velky
pocet latek, které maji rizné ristové regulacni a genetické funkce [1].

2.1.1.4 Klicek (embryo)

Klic¢ek je vlastni zarodek nové vzniklé rostliny, ktery nese jeji genetickou informaci. Obsahuje
nékteré vyznamné slozky lidské vyzivy, ale vzhledem k jeho Spatné stabilité na vzduchu se pfi
mlynském zpracovani odd¢€luje. Tato nestabilita je zapfiCinéna vysokym mnozstvim tukt [1].

2.2 Chemické sloZeni otrub

Obiloviny se nejcastéji vyuzivaji v mlynaiském prumyslu. VySe zminéné Ctyfi hlavni slozky
zrna se nejprve oddéluji a poté se s kazdou z nich pracuje jinak. Na klasickou bilou mouku se
pouzivéa pouze endosperm. Na celozrnné mouky vsak endosperm nestaci, tudiz zde nalezneme
vyrazny podil otrub, pifipadné klicku. Jejich nutricni hodnota je mnohem vyssi, protoze
obsahuji vldkninu, tuky, bilkoviny, Skrob, antioxidanty, minerdly, vitaminy, lignany
a fenolické slouceniny pozitivné piisobici na zdravi ¢lovéka. Z tohoto divodu se v posledni
dob¢ klade dlraz na konzumaci celozrnnych potravin. V pekarenském pramyslu se vyskytuje
problém, protoze zakomponovani otrub do tésta sniZzuje viskoelastické vlastnosti a objem
vyrobku. Chut’ je ofechovd, zrnitd az hotkd. Latky v otrubdch narusuji sitovitou strukturu
lepku, coz negativné ovliviiuje tvorbu textury pii fermentaci a peceni. Vldknina konkuruje
ostatnim polymertim pfi vazani vody, v disledku toho se snizuje viskoelasticita vyrobku [4].
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2.2.1 Polysacharidy a lignin

Obilna sldma je slozena pfevazné ze tii skupin organickych sloucenin, mezi néZ patii
celuloza, hemicelulézy a lignin. Tyto latky tvoifi v piipadé pSenice, ovsa a jeCmene vice
nez 80 % suché hmoty. Kromé téchto vyse vyjmenovanych sloucenin obilna slama obsahuje
1jiné organické latky vcetné malého mnoZstvi proteind, voski, cukri a soli. SloZeni obilovin
je také zavislé na stupni zralosti obiloviny, typu ptidy a pouzivanych hnojivech [5].

V ptirodé se vyskytuje zhruba 100 rGznych druht monosacharidi. Pouze 10 znich
kvantitativné dominuje ve skladbé bunécnych stén vyssich rostlin. Z fad pentéz to jsou:
arabin6za a xyléza, z hexo6z: glukéza, galaktdoza a mandza, z 6-deoxyhexdz: rhamndza
a fuko6za, zhexuronovych kyselin: galakturonovd, glukuronovad a 4-O-methylglukuronova
kyselina. Tyto monosacharidy mohou vytvofit obrovské mnozstvi riznych polysacharidi,
cozmd za nasledek déleni polysacharidii do skupin podle jejich fyzikélnich, chemickych
a biologickych vlastnosti [5].

2.2.1.1 Celuloza

Celuléza jako nejrozSifencjsi ptirodni polysacharid na svété je pifitomna ve vSech
suchozemskych rostlinach a také v nékterych vodnich druzich, napt. v fasach. Vyskytuje se
ve vSech tadech rostlin, at’ uz se jedna o vysoké stromy nebo o primitivni organismy, tieba
bakterie. Dokonce ji miizeme najit i v fisi zvifat [5].

Celuléza je linearni homopolymer obsahujici D-anhydroglukopyranosylové jednotky
propojené B-1,4 vazbami. Vyskytuje se pievazné v krystalické formé€ organizované do vldken.
Tyto celulézové vldknité struktury tvoii kostru bunéénych stén. Pocet glukozovych jednotek
na jednu molekulu se pohybuje od 15 az do 15 000. Tyto molekuly jsou v antiparalelnim
usporadani, shlukuji se v uzké svazky zvané mikrofibrily. Uvniti mikrofibril jsou linearni
molekuly bo¢né€ vazany vodikovymi miistky. Takovéto vodikové vazby jsou velmi pevné. Lze
je prerusit pouze silnym aprotickym rozpoustédlem a téz silnymi kyselinami nebo zasadami.
Na molekularni Grovni je jadro krystalické celulozy mikrofibril vysoce resistentni vici
chemické a biologické hydrolyze diky své precizn€ uspofadané struktuie bunécnych dextrint.
Celul6zové molekuly se mezi sebou vazou hydrofobnimi vazbami, coz ma za nasledek
resistenci ke kyselé hydrolyze. Ta totiz pfispiva k tvorbé husté vrstvy vody v blizkosti
hydratovaného povrchu celuldézy. Aby se zvysila nachylnost celuldzy k hydrolyze, je nutné ji
rozemlit, rozmélnit. Tim dojde ke zvétSeni jejiho povrchu. Naslednym plsobenim pary
nebo alkalického Cinidla se ziskd méné krystalicka celuléoza a pfistupnost k ostatnim
pfidruzenym latkam, napf. k ligninu. Zadnou izolaéni metodou nelze dostat celulézu v &istém
stavu [5].
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Obrazek 2: Celuloza v bunécne stené rostlin [6].

2.2.1.2 Hemicelulozy

Hemiceluldzy patii hned po celuléze mezi nejhojnéji zastoupené latky v obilnindch. Tvofi asi
ctvrtinu az tietinu vétSiny rostlinnych materialti. Toto mnozstvi je rtizné podle druhu rostliny.
Na rozdil od celulézy, coz je unikatni molekula li§ici se pouze stupném polymerace
a krystalizace, hemicelulozy jsou nekrystalické heteropolysacharidy, které jsou
charakteristické svou rozpustnosti v alkalickych roztocich po odstranéni pekting.
Hemiceluldzy jsou nejkomplexnéj$imi latkami bunécné stény obilnin a trav. Vodikovymi
mustky se vaZzou k celuldoze, kovalentnimi vazbami k ligninu a esterovymi vazbami
k acetylovym skupindm a hydroxyskoticovym kyselinam [5].

Hemiceluldzy se skladaji z nékolika riznych jednotek cukri, které jsou pfitomny v rozlicném
poméru a s odliSnymi substituenty. Mezi takové zékladni cukry patii D-xyl6za, L-arabindza,
D-gluk6za, D-galaktéoza, D-manodza, D-glukuronova kyselina, 4-O-methyl-D-glukuronova
kyselina, D-galakturonova kyselina a v mensim mnozstvi také L-rhamnéza a L-fukoza [5].

NejcastéjsSim typem hemiceluloz byvaji fetézce zaloZené na (1-4)-B-D-xylopyranosylovych
jednotkach. Jejich fetézec miize byt linedrni, ale vétSinou se jednd o rozvétvené struktury
zejména diky glykosidicky pfipojenym jednotkdm cukrt. Tyto xylopyranosové jednotky tvoii
xylanovou kostru s navazanymi boc¢nimi fetézci, nejcastéji arabinézou a glukuronovou
kyselinou. Takové latky jsou pak nazyvany glukuronoarabinoxylany a nebo jen
arabinoxylany, pokud obsahuji vyrazné vys$$i mnozstvi zbytkd arabindzy nez kyseliny
glukuronové [7].
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Obrdzek 3: Struktura arabinoxylanii: A = xylanova kostra; B = arabinosylova skupina; C = ferulova

skupina, D = xylosylova skupina, E = galaktosylova skupina [7].

2.2.1.3 Lignin

Lignin je velmi vétvena amorfni biomakromolekula, jejiz molekulova hmotnost se pohybuje
vrozmezi od 1000 az do 20 000 g/mol. Nejcastéji se rozklada spole¢né s hemicelulézou
okolo celulozovych vldken v priméarni a sekundarni bunécéné stén¢. Kovalentni vazbou se
poutd k celulozovym strukturam. Primarn¢ je dualezité jeho strukturni funkce v bunééné sténe,
kde ji dodava pevnost a tuhost. Chrani rostlinu pfed utokem fytopatogenii a jinych
environmentalnich faktora [8].

Lignin se déli do tii skupin podle chemické struktury jeho monomernich jednotek na: lignin
mekkych diev, lignin tvrdych dfev a lignin travnatych rostlin. Za tyto monomerni jednotky
jsou povazovany tii fenylpropanové monomery zvané téz monolignoly, mezi néz patii
koniferylalkohol, p-kumarylalkohol a sinapylalkohol. V pfipadé, Ze jsou tyto jednotky
zapojeny do polymerni struktury ligninu, nazyvaji se guaiacyl (G), p-hydroxyfenyl (H)
a syringyl (S). Lignin ceredlii je sloZzen ze vSech tii sloZzek a je oznacovan jako GSH-lignin.
V mékkém dievé je pritomny G-lignin a ve tvrdém difevé GS-lignin. Lignin je dale spojen
s polysacharidy ptfes hydroxyskoficové kyseliny, konkrétné ptes kyselinu p-kumarovou
a ferulovou [5,8,9].

Vyznamnymi vlastnostmi a pozitivy ligninu jsou antioxidacni, antifungalni a antimikrobidlni
aktivity. Je schopen absorbovat UV-zafeni a zmirfiovat ohenl. Ve srovnani s celuldzou
a hemicelulézami je odolngjsi vii¢i chemickym i biologickym zasahim. Jedna se prevazné
o bezbarvou latku, kterda po aplikaci kyseliny nebo zdsady ziskdva hnédé az tmavé hnédé
zbarveni [8].
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Obrazek 4: Struktura psenicného ligninu [5].

2.2.2 Fenolické slouceniny

Fenolické slouCeniny ziskané z rostlinného materidlu jsou vyznamnou slozkou lidské stravy.
Vyznacuji se svymi antioxidacnimi vlastnostmi. Skladaji se z aromatického kruhu, ktery nese
nékolik hydroxylovych skupin. MlzZe se jednat o jednoduché latky s nizkou molekulovou
hmotnosti i o komplexni slouceniny, polymery s vysokou molekulovou hmotnosti. Jejich
antioxidacni aktivita zavisi na struktufe, po€tu a pozici hydroxylovych skupin a na ostatnich
substituentech aromatick¢ho kruhu. Nejcastéji tyto latky pfijimame z ovoce, zeleniny
a nealkoholickych napoji [10].

2.2.2.1 Polyfenolické slouceniny

Polyfenolické latky se obvykle fadi k riiznorodé skupiné ptirodné vyskytujicich se sloucenin
obsahujicich n¢kolik fenolickych funkénich skupin. Lze je najit ve vysSich rostlinach jako
jejich sekundarni metabolity. Davaji ovoci, zeleniné¢ a dalSim rostlindm jejich typické
senzorické a nutricni vlastnosti. Jsou vyznamné z hlediska syntézy, mediciny a primyslu.
Polyfenoly jako velka skupina bioaktivnich chemikalii maji rizné biologické funkce. Mezi
takové funkce patii napf. schopnost ptisobit jako fytoalexin (obranna latka rostlin proti
mikrobialnim parazitim), antifeedant (obranna latka rostlin proti skidctim — hmyzu), lakadlo
pro opylovace, latky ptispivajici k pigmentu, antioxidanty a ochrannd ¢inidla proti UV zafeni.
Diky témto bioaktivnim vlastnostem hraji polyfenolické slouceniny dilezZitou roli pfi ristu
a reprodukci rostlin, chrani je pied predatory a patogeny [11,12].
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Jak se ukazalo, polyfenolické latky maji jesté dalsi dulezité vlastnosti. Jsou velmi vyznamné
nejen jako konzervanty v potravinaistvi, ale 1 jako latky piisobici proti riznym patologickym
poruchdm, mezi néz patii ateroskler6za, mozkova dysfunkce a rakovina. V primyslu se
pouzivaji jako pfirodni barviva a konzervanty potravin nebo také pii vyrob¢ barev, papiru
a kosmetiky [12].

Z chemického hlediska polyfenoly mohou reagovat s jednoelektronovymi oxidanty,
coz zabranuje tvorbé volné radikdlové formace v biologickych systémech. Déje jako
radikdlova oxidace jsou povazovany za klicové kroky pfti pouzivani polyfenold v 1é¢ivech.
DalSimi dulezitymi aspekty polyfenolickych latek jsou interakce s riznymi polarnimi
funk¢énimi skupinami vykazujici selektivitu nebo neselektivitu vazby s biologicky dilezitymi
molekulami, jakoz jsou proteiny. Kvili pfitomnosti nékolika fenolickych funkcnich skupin
interaguji s proteiny velmi silné. Na zakladn¢ toho se <casto tvoifi komplexy
protein — polyfenol ve forme srazeniny, ¢ehoz se vyuziva pii zpracovani ktize [11].

Polyfenoly patfi mezi nejcetnéjsi antioxidanty obsazené ve stravé. Jejich celkovy piijem
dosahuje az 1 g/den, coz je mnohem vice neZ pfijem ostatnich fytochemikalii a zndmych
antioxidantl. Pro srovnani, tato hodnota je desetkrat vySsi nez pro vitamin C a stokrat vyssi
nez pro vitamin E a karotenoidy. Zdroji polyfenolickych latek ve stravé jsou ovoce, napoje
rostlinného plivodu jako ovocné dZusy, Caje, kdva a Cervené vino. Zelenina, ceredlie, cokolada
a lusténiny téz ptispivaji k celkovému piijmu polyfenoli [13].

Polyfenolické latky se déli do n¢kolika skupin podle poctu obsazenych fenolickych kruhti
a strukturnich prvka, jez tyto kruhy vazou mezi sebou. Hlavnimi skupinami jsou: flavonoidy,
taniny (hydrolyzovatelné a kondenzovang), stilbeny a lignany [12].

Flavonoidy

Flavonoidy pfedstavuji nejvétsi skupinu rostlinnych fenoli, kterd ¢itd vice nez polovinu
z8 000 v ptirodé vyskytujicich se fenolickych slou¢enin. Jsou to slouceniny s nizkou
molekularni hmotnosti, skladajici se z patnacti uhlikovych atomua fazenych v Cq — C3 — Cq
konfiguraci. V podstaté, molekula je sloZzena ze dvou aromatickych kruht spojenych tii
uhlikatym mostem, obvykle ve formé heterocyklického kruhu. Prvni aromaticky kruh byva
derivatem acetatovou nebo malondtovou drahou, zatimco druhy aromaticky kruh byva
derivatem fenylalaninu Sikimatovou drahou [10].

5 4

Obrazek 5: Obecnad struktura flavonoidu [14].
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Flavonoidy lze dale délit diky variaci substituce heterocyklického kruhu na nékolik hlavnich
skupin, kterymi jsou flavonoly, flavony, flavanony, flavanoly (také katechiny), isoflavonoidy,
flavanonoly a anthokyanidiny, z nichz jsou flavony a flavonoly nejrozsitencjsi a strukturné
velmi pestré. Substituce na prvnim a druhém aromatickém kruhu dévaji za vznik rGznym
slou¢enindm dané skupiny flavonoida. Tyto substituce mohou zahrnovat oxygenaci, alkylaci,
glykosylaci, acylaci a sulfonaci [10].

Flavonoidy se fadi mezi vyznamné antioxidanty a to diky jejich vysokému redoxnimu
potencialu, ktery mu umoziiuje pusobit jako redukcni ¢inidlo, donor vodikového atomu
a zhase¢ singletového kysliku. Je také schopen tvofit chelaty s atomy kovt [12].

2.2.2.2 Fenolické kyseliny

Fenolové kyseliny tvoii asi 1/3 fenolickych latek ptitomnych ve stravé, bud’ ve formé¢ volné,
nebo véazané. Vazané kyseliny mohou byt navdzany k riiznym ¢astem rostliny pfes esterové,
etherové nebo acetalové vazby. Podminky extrakce a také citlivost pii degradaci se lisi
z diivodu Siroké riznorodosti fenolickych kyselin [12].

Témto kyselindm se v potravinaiském primyslu zacala vénovat pozornost diky jejich
potencidlnim zdravotné prospéSnym vlastnostem. M¢Ely by mit antioxidacni, antivirove,
antibakteridlni, protizanétlivé, antikarcinogenni a vazodilatatni ucinky. V kapalném
skupenstvi za pfitomnosti cerealii jsou citlivé na Upravu potravin, zejména pak na tepelné
oSetfeni. Vysoké teploty pii pasterizaci nebo sterilizaci mohou zplsobit oxidaci vedouci
ke znaCnym ztrdtdm a degradaci téchto sloucenin na nové chemické latky. Navic maji
zoxidované fenoly potencial k interakcim s okolnimi makromolekulami, véetné proteind,

vvvvvvv

potravinovych vyrobki [15].

Fenolické kyseliny patfi mezi nejvice zastoupené fenolické latky pSenice a jsou tak jednou
z hlavnich komplexnich skupin fotochemikalii v obilném zrnu. D¢li se na dvé podskupiny
podle toho, jestli jsou derivatem kyseliny hydroxybenzoové nebo hydroxyskoticové [10,16].

Derivaty kyseliny hydroxybenzoové se vyznacuji svou typickou strukturou ve formé C¢ — C;.
Mezi tyto kyseliny se fadi kyselina gallova, p-hydroxybenzoova, protokatechova, vanilova
a syringova. Derivaty kyseliny hydroxyskoticové jsou aromatické slouceniny s tii uhlikatym
boc¢nim fetézcem. Jejich struktura je tedy ve tvaru C¢ — Cs. Do této skupiny fadime mimo jiné
kyselinu kavovou, ferulovou, p-kumarovou a sinapovou. Tyto kyseliny jsou nejéastéji vazané
esterovou vazbou na strukturni ¢asti bunécné stény, jako jsou celuldéza, hemicelulozy, lignin
a proteiny. Vazané fenolické slouceniny maji vétSi antioxidaéni kapacitu, protoze prochazi
hornim gastrointestindlnim traktem spolu s materidly bunécné stény a jsou absorbovany
krevni plazmou v pribéhu traveni stievni mikroflorou [10,16].
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Kyselina ferulova

H,CO . -COOH

HO

Obrazek 6: Vzorec kyseliny ferulové [17].

Poprvé byla kyselina ferulova, strukturnim ndzvem 4-hydroxy-3-methoxyskoficova kyselina,
izolovana z rostliny zvané Ferula foetida pfi jejim strukturdlnim stanoveni. Jeji jméno bylo
tedy odvozeno od botanického nazvu této rostliny. V roce 1925 byla chemicky syntetizovana
a spektroskopickymi technikami byl dokazén jeji nenasyceny postranni fetézec a také
existence cis 1 trans izomerické formy. Dvojnd vazba v postrannim fetézci je dlivodem
cis a trans izomerace, a resonancné stabilizovany fenoxy radikal se pocita diky své vyznacné
antioxidacni aktivité. Katalyzuje tvorbu stabilnich fenoxy radikalti absorpci ultrafialového
svétla, coz dava silu kyseling ferulové k terminaci reakci volnych radikdlovych fetézci.
Kyselina ferulova je neobvykle hojny a téméf vSudyptitomny fytochemicky fenolicky derivat
kyseliny skoficové, ktery je vbunéné stén¢ rostlin vazan kovalentni vazbou
na polysacharidy, glykoproteiny, polyaminy, lignin a hydroxy derivaty mastnych kyselin jako
jejich postranni fetézec [18].

Kyselina ferulova, jako nejcastéjsi fenolickda kyselina celozrnnych obilovin, byla pfevazné
nalezena ve vazané formé v kukufici, pSenici, ovsu a ryzi [19].

Vyuziti kyseliny ferulové je velmi rozsahlé. Vyznacuje se n¢kolika riznymi biomedicinskymi
ucinky, jako jsou napf. antioxidacni, antialergicky, hepatoprotektivni, antikarcinogenni,

-----

antitrombotikum a poméha zvySovat zivotaschopnost spermii. V potravinaistvi se aplikuje
jako konzervaéni zesitovaci Cinidlo, v kosmetice mimo jiné jako fotoprotektivni slozka
opalovacich a télovych mlék [18].

Kyselina kdavova

HO . _COOH

HO

Obrazek 7: Vzorec kyseliny kavove [17].
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Kyselina kévova, strukturnim ndzvem 3,4-dihydroxyskoficova kyselina, se v potravinach
nejcastéji vyskytuje ve formé kyseliny chlorogenové, kde je pies esterovou vazbu vazana
na kyselinu chinovou. Plsobi jako antioxidant tim, Ze vychytdva volné radikaly, chelatuje
prooxidacni kovové ionty a zabranuje peroxidaci lipidii. Vyznacuje se biologickou aktivitou,
ma antimikrobidlni, antivirové a protinadorové schopnosti. Kyseliny chlorogenova mé navic
neuroprotektivni Uc¢inky, dokdze chranit organismus proti kardiovaskularnim onemocnénim,
sttevnim ischemicko-reperfuznim poskozenim, trombdze, hypertenzi a jaterni fibroze. Tato
sloucenina je bohaté zastoupena v kavée, jako hlavni rozpustny polyfenol v bramborach,
rajCatech a lilku, je soucésti také jablek, hrusek, Svestek a bortvek. Extrakt ze zelené kavy je
pouzivan pro vyrobu riznych potravinovych doplikid, napoji a konvencénich kavovych
produktt [20,21].

Kyselina p-kumarova

COOH

HO

Obrdzek 8: Vzorec kyseliny p-kumarové [17].

Para-kumarova kyselina je fenylpropanova kyselina odvozena od aromatickych aminokyselin.
Z biotechnologického hlediska je dulezitym prekurzorem riznych flavonoidt, napf.
resveratrolu a naringeninu, z farmakokinetického hlediska se jeji vlastnosti projevuji rychlou
absorpci ve stievé a vyssi biologickou dostupnosti oproti ostatnim fenolickym slou¢enindm
[22].

Kyselina sinapova

H,CO COOH

HO
OCH,4

Obrdzek 9: Vzorec kyseliny sinapové [17].

Kyselina sinapova je ptevladajici latkou v fisi rostlin. Byla nalezena v fadé rtiznych druht
ovoce, zeleniny, obilnych zrn, olejnatych plodin, kofeni a 1é€ivych rostlin. V posledni dobé je
kyselin¢ sinapové a jejim derivatim vénovana zvySena pozornost diky jejich vyznamné

-----

a antioxida¢nim vlastnostem [23].
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Kyselina vanilova

COOH

HO
OCH,

Obrazek 10: Vzorec kyseliny vanilové [17].

Kyselina vanilovd, strukturnim nazvem 4-hydroxy-3-methoxybenzoova kyselina, se
ve vysokych koncentracich nachdzi v mnoha rostlinach pouZivanych v tradi¢ni medicing.
Byva spojovéna s riznymi farmakologickymi efekty, jako napf. inhibice karcinogeneze,
apoptozy a zanétu, avSak vyznamna je pifedevSim pro svou piijemnou krémovou vini. Zjistil
se také urcity uklidnujici G¢inek na bolest, tudiz se mize povazovat i za analgetikum [24,25].

Kyselina gallova
HO COOH
HO
OH

Obrazek 11: Vzorec kyseliny gallove [17].

Kyselina gallovd nese strukturni nazev 3,4,5-trihydroxybenzoova kyselina. Ma mnoho

~~~~~

antimikrobidlni, protinddorové ¢inidlo ¢i jako protilatka. Chrani DNA aplice
pted poskozenim oxidativnim stresem a utlumuje diabeticky oxidativni stres. Zabraiiuje
oxidaci lipidli za normélnich skladovacich podminek [26].

Kyselina p-hydroxybenzoova

COOH

HO

Obrazek 12: Vzorec kyseliny p-hydroxybenzoové [17].

P-hydroxybenzoova kyselina, t¢Z monohydroxybenzoova kyselina, je fenolickym derivatem
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kyseliny benzoové. Obsahuje dvé proton donorové skupiny, karboxylovou (COOH)
a hydroxylovou (OH). Za normalnich podminek se vyskytuje jako bila krystalickd pevna latka
mirné rozpustna ve vodé. Krystalizuje jako monohydrat, kde jsou pary jejich molekul spojeny
vodikovymi mustky mezi karboxylovymi skupinami, v pfipadé tvorby dimerti vodikovymi
mustky mezi fenolickymi hydroxylovymi skupinami a molekulami vody. V ptirodé€ se nachdzi
v Kokosovniku ofechoplodém, latinsky Cocos nucifera. Lze ji také nalézt u cCloveka
po konzumaci zeleného ¢aje nebo vina jako jeden z hlavnich metaboliti katechint [27,28].

Kyselina protokatechova

COOH

OH
OH

Obrazek 13: Vzorec kyseliny protokatechové [29].

Kyselina protokatechova, strukturnim nazvem 3,4-dihydroxybenzoova kyselina, je
antioxidacni fenolickou kyselinou, ktera se muze do tkani dostat v takovych mnozstvich,
ze dokdze pozitivné plsobit na lidské zdravi. Byly dok4zany antioxidacni,
antihyperglykemické a neuroprotektivni ucinky. Tato kyselina ziskala svou pozornost také
diky své schopnosti snadného ptechazeni pies hematoencefalickou bariéru, ¢imz inhibuje
posun neurodegenerativniho onemocnéni. Jedna se o vysoce selektivni bariéru oddélujici
vnitini prostfedi mozku od centralniho nervového systému a omezujici difuzi ve vodé
rozpustnych latek z krve do mozku [30].

Kyselina syringova

H,CO COOH

HO
OCH,

Obrazek 14: Vzorec kyseliny syringove [17].

Kyselina syringova, jakozto derivat kyseliny benzoové, redukuje kolagenem stimulované
agregaty trombocytl. Indukuje degradaci krevnich srazenin, zabraiiuje tvorbé téchto sraZzenin
a aktivaci prokoagulacnich proteaz [31].

Nese strukturni ndzev 4-hydroxy-3,5-dimethoxybenzoova kyselina. Tato latka je dalSim
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potencialnim antioxidantem. Mimo to se vSak vyznacuje mnohymi farmakologickymi u¢inky,
napf. UCinky antihyperglykemickymi, antiangiogennimi, antiglykacnimi, neuroprotektivnimi
a kardioprotektivnimi. Hraje také vyznamnou roli jako latka zlepSujici pamét’ [32].

2.2.3 Mineralni latky

Mineralni latky se obvykle uvadi pod ndzvem popeloviny. Jejich obsah se pohybuje od 1,5 %
az do 5,9 %, kde u pSenice je to zhruba 1,8 %. Patii sem biogenni prvky, jako jsou P, K, Mg,
Ca, Na, S, Fe a v niz§im mnozstvi také mikroprvky B, Mn, Sn, Zn, Mo, Co. Mikroprvky
piispivaji ktvorbé ¢i aktivaci enzyml. Vyskyt a koncentrace minerdll zavisi
na agronomickych faktorech a mnozstvi kontaminované pudy [2,5].

2.3 Valorizace mlynarského odpadu

V celosvétovém meéftitku se ro¢ni produkce obilovin pohybuje okolo 2 miliard tun, z toho tvofi
pSenice zhruba 650 miliont tun (z nichz je 150 milioni tun otrub), kukutice 570 mil. tun, ryze
550 mil. tun, je¢émen 160 mil. tun, oves 35 mil. tun, Zito 26 mil. tun, zbytek ¢irok a proso.
V potravinafstvi se vyuzije poté 69 % vypéestované psenice. Jednim z hlavnich mlynafskych
vystupt, mimo klicek a endosperm, jsou otruby. Tyto obalové vrstvy slozené z nékolika
odli$nych ¢asti tvofi asi 25 % hmotnosti pSenice. Otruby byvaji z velké €asti vyuzivany jako
krmivo pro hospodaiska zvitata. I kdyz byly jiz mnohokrat prokazany zdravi prospésné
ucinky otrub na lidsky organismus, jejich zakomponovani do potravin je pouze minoritni.
Predstavuji totiz problém z hlediska zpracovani a vzhledu vyrobku [2,33].

2.4 Metody extrakce fenolickych latek

Extrakce je jednou z nejvyznamnégjSich metod izolace analytii. Jedna se o separa¢ni metodu,
pii které slozka obsahujici analyt piechazi dle rozpustnosti z kapalné nebo tuhé faze do jiné
kapalné faze. Zminéné dvé faze jsou vzijemné nemisitelné. Dilezité je zvolit vhodné
podminky pro extrakci pozadované latky. Mezi faktory ovliviiujici U€innost extrakce patii

teplota, doba extrakce, typ rozpoustédla, pomér rozpoustédla a vzorku, pH a pocet opakovani
extrakei [34,35].

2.4.1 Macerace

Macerace je jednou z extrakcnich technik, které lze pouzit pro extrakci fenolickych latek
z pSenicnych otrub. Pouzivaji se rliznd organickd rozpoustédla, nejCastéji alkoholy (aceton,
ethanol, methanol). Je tieba zvolit vhodnou teplotu macerace (nejcastéji teplota laboratote),
druh rozpoustédla a jeho pomér vici analyzovanému vzorku. Doba trvani se pohybuje
v fadech né¢kolika dnti [36].

2.4.2 Soxhletova extrakce

Soxhletova extrakce se provadi pomoci organickych rozpoustédel pii teploté asi 90°C
po dobu né¢kolika hodin. Vyhodou je pomémné vysoky zisk fenolickych latek a levna
aparatura. I kdyZ ma tato metoda vyznamné pozitivni znaky, vyskytuji se zde velmi dilezita
negativa, mezi néz patii vysoka spotieba nebezpecnych organickych rozpoustédel, ktera silné
zneCistuji prostiedi a Skodi lidskému zdravi, dlouhd doba extrakce, interakce a degradace
poZadovanych latek vzhledem k pfitomnosti vzduchu, svétla, vysokych teplot
a enzymatickych reakci [37].
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2.4.3 Ultrazvukova extrakce

Ultrazvukova extrakce majici frekvenci vyssi nez 20 kHz se vyuZziva pro extrakci organickych
1 anorganickych latek zpevnych vzorkli za pomoci kapalnych rozpoustédel. Tato technika
umoziiuje narusit bunééné stény materidlu a tak znich sndze uvolnit pozadované latky.
Rozpousteédlo se smiché se vzorkem, tato smés je poté vystavena ultrazvuku za specifikované
teploty po urenou dobu. Existuji dvé moznosti davkovani vzorku bud vSe najednou
nebo kontinualné. Kontinualni zpisob pfidavani vzorku zabranuje degradaci termo-labilnich
sloucenin teplem tvoticim se pti piisobeni ultrazvuku [37].

2.4.4 Mikrovinna extrakce

Mikrovlny se pouzivaji pfi vyzkumech na sekundarni metabolity rostlin jiz po desetileti. Jsou
to neionizujici zafeni o frekvencich pohybujicich se od 300 MHz az do 300 GHz. Mikroviny
indukuji pohyb molekul vzorku nebo rozpoustédla s dipdlem a tim dochéazi k zahiivani.
Pii zahtivani dochézi k odpatfovani, rostlinné buiiky ztraci svou vlhkost. Vznikld para mize
narus$it bunécnou strukturu, coz vede k uvolnéni nékterych aktivnich komponent. Pouzitim
této metody eliminujeme spotiebu organickych rozpoustédel, zkratime Cas extrakce (vétSinou
pod 30 minut) a zvySime vytézek fenolickych latek [37].

2.4.5 Superkriticka fluidni extrakce

Superkriticka fluidni extrakce je metoda Setrnd k Zivotnimu prostiedi, kterd mize nahradit
konven¢ni extrakéni metody pouZivajici organickd rozpoustédla, napf. maceraci. SniZzuje
pozadavek na toxicka organicka rozpoustédla, Cas extrakce, zvySuje bezpecnost a selektivitu,
usnadiiuje separaci extraktu od tekutin v superkritickém stavu. Degradaci extraktu lze zabranit
nepiitomnosti vzduchu a svétla. Sance kontaminace neéistotami z rozpoustédla je mnohem
nizsi ve srovnani s ostatnimi metodami [37].

2.4.6 Subkriticka vodni extrakce

Jednd se o metodu Setrnou k zivotnimu prostiedi. Je zde pouzivana voda v pod-kritickém
stavu. Bézné se jeji teplota pohybuje v rozmezi 100°C az 374°C. Voda vSak musi byt
udrZzovéana v kapalném stavu, tudiz jeji tlak musi byt 1 az 6 MPa. Jednd se opét o ndhradu
konvencnich extrakénich metod pouzivajici organicka rozpoustédla. Voda je za pokojovych
teplot polarni, avSak s narGstajici teplotou dochazi k prerusovani vodikovych mustkd, voda
postupné ztraci svou polaritu a tak dokaze rozpustit 1 nepolarni organicka rozpoustéla, jez by
za normalnich podminek rozpustnd ve vodé nebyla. Pro extrakci fenolickych kyselin se
podminky upravuji na teplotu vody 120°C a tlak 4 MPa. Hlavnimi vyhodami této metody jsou
nizké provozni naklady, nulova toxicita rozpoustédla a vysoké vytézky [37,38].

2.4.7 Kysela hydrolyza

Kyseld hydrolyza se provadi plisobenim anorganické kyseliny, nejcastéji chlorovodikové
nebo sirové, na rostlinny vzorek. Tento postup neni vhodny, protoze zde dochazi
k rozpojovani glykosidickych vazeb, rozpusténi sacharidli, zachovani esterovych a etherovych
vazeb fenolickych kyselin a dokonce k poskozeni hydroxyskoticovych kyselin [39].
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2.4.8 Alkalicka hydrolyza

Alkalicka hydrolyza je mnohem uc¢innéj$i ve srovnani s kyselou hydrolyzou. Dochazi zde
k tzv. saponifikaci, neboli zmydelnéni. Spociva v tom, ze se vzorek zaleje hydroxidem
sodnym a necha se hydrolyzovat. Opét zde hraji dtlezitou roli koncentrace hydroxidu, teplota
a doba hydrolyzy. Pro lepsi vysledky se v pribchu reakce mulze vzorek udrzovat v inertni
atmosfére argonu nebo dusiku, tim lze zabranit oxidaci fenolickych kyselin. Skladovanim
ve tm¢ se vyhneme cis-trans izomeraci pod UV zafenim. Po puasobeni alkélie se vzorek
zneutralizuje kyselinou a nezadouci latky se vysrazi pomoci organického rozpoustédla [39].

2.4.9 Enzymaticka hydrolyza

Enzymatickd hydrolyza je povazovdna za Setrn¢j$Si metodu s niz§imi denaturacnimi
schopnostmi na rozdil od kyselé nebo alkalické hydrolyzy. VétSina kyseliny ferulové
zrostlinné bunécné stény lze ziskat synergickymi interakcemi xylandz nebo pektinaz
s esterdzami kyseliny ferulové. Tyto enzymy jsou pfirozené¢ produkovany bakteriemi,
kvasinkami nebo plisnémi a jsou snadno dostupné v surovém stavu [39].

2.5 Analyza fenolickych kyselin pomoci HPLC

Jedna se o moderni vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii, HPLC (High-Performace
Liquid Chromatography). Sklada se z nékolika Casti, mezi néz patii zasobni ldhve s mobilni
fazi, odplyiiova¢ mobilni faze, vysokotlaké Cerpadlo, smé&Sova¢ mobilnich fazi, nastiikové
zafizeni, kolona s termostatem, detektor a nakonec zatizeni sbirajici data (pocitac). Principem
jsou interakce komponent vzorku s nepolarni stacionarni fazi a polarni mobilni fazi. Toto
usporadani fazi se nazyva systém s reverznimi fazemi [40].

—l ‘ é vzorek )
= ‘ [ t J-IJL
pumpa injektor :p—> detektor \
kolona l

zasobni 1dhev pocitac pro shér dat
v

odpadni lahev

Obrazek 15: Schéma HPLC systéemu [41]

2.5.1 Zasobni lahve

Zasobni lahve pro mobilni fazi jsou sklenéné, ptipadné plastové, pullitrové az dvoulitrové
nadoby uzaviené vickem. Uzavienim nadoby lze zabranit kontaminaci mobilni faze prachem,
vyparovani rozpoustédla a umozni se tvorba podtlaku pti ddvkovani [40].

2.5.2 Davkovaci systém mobilni faze

Déavkovani mobilni faze je umoznéno diky vysokotlaké pumpé. Naroky na pumpu jsou
vysoké, pumpa by méla davkovat mobilni fazi na kolonu precizné, presné, reprodukovatelng,
konstantné a bez pulzli. Nejcastéjsim druhem pumpy je rotacni reciprokd pistova pumpa.
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Rota¢ni energie motoru je pienesena na reciproky pohyb pistu. Hlavicka pistu obsahujici
komoru pro rozpoustédlo ma objem 10 az 100 pl. Par zpétnych ventilt kontroluje spravny tok
mobilni faze hlavickou pumpy. Pii nasavani je pist vyjmut z hlavy ¢erpadla a vytvafi se zona
s podtlakem. Nizky tlak zptisobi otevieni vstupniho ventilu (ze zasobni ldhve mobilni faze),
uzavieni vystupniho ventilu (vedouci na kolonu) a naplnéni hlavicku pumpy mobilni fazi.
Pti vytlatném procesu se pist piesune do komory rozpoustédla, coz zvysi tlak. Vysoky tlak
uzavie vstupni ventil, otevie vystupni ventil a mobilni faze se dopravi na kolonu [40].

2.5.3 Davkovaci zafizeni vzorku

V mnoha ptipadech lezi limitujici faktor HPLC v reprodukovatelnosti davkovaciho zafizeni
vzorku. Vzorek se davkuje do syst¢tmu HPLC bez zmény tlaku. Nejbéznéji je pouzivan
davkovaci sytém, neboli injektor, se smyc¢kou. Smycka miize byt uvnitt nebo mimo mobilni
fazi diky prepinani ventilu. Smycka je plnéna vzorkem za atmosférického tlaku. Objem
vzorku se obvykle pohybuje mezi 5 az 500 pl. Pfi pozici nastfiku se smycka se vzorkem
napoji na vysokotlaky proud mobilni faze a vzorek se tak dopravi na kolonu [40].

254 Kolona

Kolona je ¢asti pfistroje, na které dochéazi k separaci latek vzorku. VéEtSinou je vyrobena
z nerezové oceli, aby byla odolna viic¢i vysokému tlaku. MiZe byt dlouhd 10-30 cm a jeji
vnitini pramér je 4-10 mm. Velikost ¢astic byva nejcasteji 3, 5 nebo 10 um. Kolony jsou
velmi specifické, proto je dilezit¢ vzdy zvolit tu spravnou pro dané latky (napt. kolony
obsahujici kiemik jsou vétSinou pouzitelné jen pro pH 2-7) [40].

2.5.5 UV/VIS detektor

Pti UV/VIS detekci prochdzi mobilni faze pritokovou celou, kde piichazi do kontaktu se
svazkem zafeni produkovaném UV/VIS fotometrem nebo spektrofotometrem. Vzorek
absorbujici zafeni poté prochdzi priitokovou celou, generuje se signal, jehoz velikost je ptimo
umérna koncentraci danych latek ve vzorku. Slozky mobilni faze tedy musi byt voleny
precizné tak, aby absorpce zéafeni byla jen minimalni nebo nejlépe nulova. Existuji tii rizné
typy UV/VIS absorpcnich detektort: detektor spevnou vlnovou délkou, detektor
s variabilnimi vlnovymi délkami a detektor s fotodiodovym polem [40].

Detektor s pevnou vinovou délkou vyuziva zdroj svétla, ktery emituje maximalni intenzitu
svétla pii jedné nebo nékolika malo vinovych délkach, jez jsou odd€lovany piislusnymi filtry.
Pro rtutovou vybojku jsou to vinové délky 254, 280 a 365 nm [40].

Detektory s variabilnimi  vlnovymi délkami vyuzivaji relativné rozsahly UV/VIS
spektrofotometr, jehoz vyhoda spociva v moznosti volby vinové délky. Jeho komplikované;si
slozeni se ale odrazi i v cen¢ vyrobku [40].

Pfi pouziti detektoru s diodovym polem se pro kazdou latku vzorku vygeneruje spektrum
vjejim eluénim case. Latky pak Ize snadno identifikovat podle pfedem znamého
chromatografického spektra. Podle elu¢niho ¢asu a tvaru spektra 1ze rozpoznat, o kterou latku
se jednd a podle vysky piku lze zjistit jeji koncentraci. Jednd se tedy jak o kvalitativni,
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tak i o kvantitativni metodu. Hlavni nevyhodou je nizka citlivost detektoru [40].

2.6 Analyza rozptylu

Analyza rozptylu, zkradcen¢ ANOVA (Analysis of Variance), se pouziva k separaci ziskanych
dat do skupin souvisejicich s riznymi faktory dat a jejich vzajemnych interakci. Metoda je
zalozena na zjiStovani vlivii riznych faktorti (nezadvislych proménnych) na sledovanou
veli¢inu (zavislou proménnou), jejiz hodnoty kolisaji s variabilitou téchto faktord. Celkovy
rozptyl dat je nutno rozdélit na skupiny, které maji zndmé zdroje variability, a na skupinu
neobjasnénou. Je predpoklddana hypotéza H,, jejiz pravdivost je posuzovéana oproti
alternativni hypotéze H;. Zakladem této statistické metody je pocitani testovaciho kritéria F,
které porovnava primérné hodnoty jednotlivych skupin a testuje, jestli se lisi diky pisobeni
piirozené variability nebo vlivem studovaného faktoru. Vypoctena F hodnota se srovnava
s tabelovanou kritickou hodnotou F. V pfipad¢, ze je vypoctend F hodnota vétsi nez kriticka
hodnota F, nulova hypotéza je zamitnuta. Zda hypotéza H, plati je hodnoceno také pomoci
tzv. p-hodnoty, kterou lze definovat jako nejmensi hladinu vyznamnosti testu, pfi niz se
hypotéza Hy jesté zamitd. Tato hodnota byva zpravidla pfirovnavdna ke stanovené hladiné
vyznamnosti o. Pokud je p-hodnota mensi nez a, hypotéza H, se zamitd. Na zaklad¢
pravdivosti jedné z téchto hypotéz lze zhodnotit vyznamnost jednotlivych zdroji variability
v datech. Podle poctu nezdvislych proménnych ovliviiujicich zavislou proménnou se jedna
bud ometodu jednorozmérnou (ANOVA) majici jednu nezavislou proménnou
a nebo vicerozmérnou (MANOVA) [42,43,45,46].

25



3 EXPERIMENTALNIi CAST
3.1 Materialy a zafizeni

3.1.1 Pomucky

Bé&Zné laboratorni sklo (Simax), Biichnerova nalevka, filtracni papir Munktell Ashless 389,
plastové zkumavky se zdvitovym uzavérem, plastové stiikacky se stupnici (Omifix),
stiikackové filtry (LABICOM), pH papirky, automatické pipety 5 a 10 ml (Biohit,USA),
plastové Spicky, sklenéné vialky s plastovym uzavérem.

3.1.2 Chemikalie

Demineralizovana voda, hydroxid sodny (Lachner, CR), kyselina chlorovodikova (Lachner,
CR), 95% ethanol, methanol (SIGMA, Cina), kyselina mravenéi (Lachner, CR), kyselina
octova (Lachner, CR), kyselina ferulova (SIGMA, Cina).

3.1.3 PSenic¢né otruby

PSeni¢né otruby byly poskytnuty spolecnosti Mlyny J. Vozenilek, spol. sr. 0. z Pfedméfic
nad Labem, Ceska Republika. Byly ziskany z ptetiidénych obilnych zrn. Material se skladal
zejména z vnéjSich vrstev zrna a dalSich casti zrna s vyjimkou endospermu. Maximalni
vlhkost otrub je 15 % a obsah surové vldkniny je asi 8 %. Otruby byly skladovany
pii pokojové teploté.

3.1.4 Pristroje
Analytické vahy GR-120 EC (Helago, CR), reciproéni tiepacky s termoregulaci, vodni
vyvéva, mraznicka (Elektrolux, CR), HPLC (Agilent 1260 Infinity s UV/VIS detektorem).

3.2 Optimalizace extrakéniho procesu

Extrakéni proces byl zalozen na metodé popsané dle Buranova a Mazzy 2009 [44].
Pro optimalizaci extrakéniho procesu pii naSich laboratornich podminkéch byly testovany tii
rizné navazky otrub, Ctyfi koncentrace hydroxidu sodného, tfi teploty hydrolyzy, ctyii
rozpoustédla, Sest riznych objemi ethanolu a doba hydrolyzy.

3.2.1 Vychozi parametry

Podminky alkalické hydrolyzy otrub vychazi z metody popsané v ¢lanku od Buranova
aMazzy 2009 [44]. Vzorek pSenicnych otrub o hmotnosti 5 g byl umistén
do Erlenmeyerovych banék a ptipojen ke kondenzatoru. Bylo ptidano 150 ml 0,5 M roztoku
hydroxidu sodného. Banka byla zahtivana a kontinuadlné¢ michana po dobu 4 hodin na 50 °C.
Po skonceni hydrolyzy byl vzorek ochlazen na laboratorni teplotu a byl zneutralizovan 6 M
kyselinou chlorovodikovou. Naésledné¢ byly vysrazeny hemicelulézy a glukomannany
trojndsobnym zfedénim pouzitim 95% ethanolu. SraZenina byla oddélena filtraci. Prebytek
ethanolu ve filtratu byl odstranén pomoci vakuové odparky. Byl ziskdan hnédy extrakt
obsahujici kyselinu ferulovou. Pro zjisténi obsahu kyseliny ferulové byl 1 ml extraktu zfedén
1 ml bezvodého ethanolu a ptefiltrovan pies 0,45 um nylonovy filtr. Filtrat byl nasledné
analyzovan na HPLC.
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3.2.2 Optimalizace navazKy pSeni¢nych otrub

Pro studium vlivu navazky otrub na vytéZnost kyseliny ferulové byly zvoleny celkem tfi riizné
hmotnosti. Do Erlenmeyerovych ban€k bylo navazeno 5, 10 a 15 grama pSeni¢nych otrub.
Odmérnym valcem bylo odméteno 150 ml 0,5 M hydroxidu sodného, ktery se poté smichal
v Erlenmeyerovych baitkach s otrubami. Batniky se umistily na reciprocni tifepacky
s termoregulaci. Tiepacky byly nastaveny na 190 otacek za minutu pii teploté 50 °C.
Po 4 hodindch hydrolyzy byly vzorky odebrany, zneutralizoviny 6 M kyselinou
chlorovodikovou a vysraZzeny ve 450 ml 95% ethanolu po dobu 5 minut. Nasledné byly
vysrazené hydrolyzaty prefiltrovany pomoci vodni vyvévy pies Biichnerovu nalevku. Filtraty
byly uschovany pfi teploté -20 °C. Tésn¢ pted analyzou na HPLC byly extrakty ptefiltrovany
ptes nylonovy mikrofiltr a nasledné analyzovany.

3.2.3 Optimalizace koncentrace hydroxidu sodného

Pro zjisténi vlivu koncentrace hydroxidu sodného na vytéznost kyseliny ferulové z pSeni¢nych
otrub byly testovany cCtyfi rtizné koncentrace NaOH. Do Erlenmeyerovych banék bylo
navazeno vzdy 10 g pSenicnych otrub. Odmérnym vélcem bylo odméteno 150 ml hydroxidu
sodného o koncentracich 0,5, 1, 2 a 3 M a piidano do Erlenmeyerovych banék s otrubami.
Baiiky byly umistény na recipro¢ni tfepacky s termoregulaci. Tiepacky byly nastaveny na 190
otacek za minutu, teplotu 50 °C po dobu 4 hodin. Poté byly vzorky odebrany, zneutralizovany
6 M kyselinou chlorovodikovou a vysrazeny ptidanim 450 ml 95% ethanolu. Po 5 minutach
srazeni byly hydrolyzéaty pftefiltroviny pomoci vodni vyvévy pies Biichnerovu nalevku.
Filtraty byly uschovany pfi teploté -20 °C. Tésné pted analyzou na HPLC byly extrakty
prefiltrovany pies nylonovy mikrofiltr a nasledné analyzovany.

3.2.4 Optimalizace teploty hydrolyzy

Pii zjistovani vlivu teploty hydrolyzy na vytéznost kyseliny ferulové z pSeni¢nych otrub byly
zvoleny tfi rizné teploty. Do Erlenmeyerovych banék bylo navaZzeno 10 g pSeni¢nych otrub.
Bylo odméfeno 150 ml 0,5 M hydroxidu sodného pomoci odmérného valce. Tento hydroxid
byl smichan v Erlenmeyerovych bailkdch s navazenymi otrubami. Bailky byly umistény
na reciproéni tfepacky s termoregulaci. Tii rizné tfepacky byly nastaveny na 190 otacek
za minutu a poté postupné na 40, 50 a 60 °C po dobu 4 hodin. Potom byly baniky odebrany,
hydrolyzaty byly zneutralizovany 6 M kyselinou chlorovodikovou a srdzeny 450 ml 95%
ethanolu po dobu 5 minut. Poté byly hydrolyzaty prefiltrovany pies Biichnerovu nalevku
pomoci vodni vyvévy. Filtraty byly uschovany pii teploté -20 °C. Tésné pied analyzou
na HPLC byly extrakty prefiltrovany pies nylonovy mikrofiltr a nasledn¢ analyzovany.

3.2.5 Optimalizace doby hydrolyzy

Pro optimalizaci doby hydrolyzy byly vzorky postupné odebirany v pribéhu 6 hodin.
Do Erlenmeyerovych ban€k bylo navazeno 10 g pSeni¢nych otrub. Odmérnym valcem bylo
odméfeno a piidano do Erlenmeyerovych ban¢k 150 ml 0,5 M hydroxidu sodného. Banky
byly umistény na reciproc¢ni tfepacky s termoregulaci. Ttepacky byly nastaveny na 190 otacek
za minutu, teplotu 40 °C a Cas 6 hodin. Béhem téchto 6 hodin byly hydrolyzaty kazdych
30 minut postupné odebirany. Hydrolyzat byl vzdy zneutralizovin 3 M kyselinou
chlorovodikovou a 5 minut srdZen 450 ml 95% ethanolu. Poté byl vzorek piefiltrovan
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pres Biichnerovu nalevku s pouzitim vodnim vyvévy a uskladnén pii -20 °C az do doby
analyzy. Po vytaZeni z mrazéku byl vzorek pfefiltrovan pfes nylonovy mikrofiltr a analyzovan
na HPLC.

3.2.6 Optimalizace objemu srazeciho rozpoustédla z hlediska filtrovatelnosti
hydrolyzatu

Pro optimalizaci objemu rozpoustédla z hlediska filtrovatelnosti hydrolyzatu, v tomto ptipadé
ethanolu, bylo testovdno Sest rliznych objemil ethanolu. Do Erlenmeyerovy baiiky bylo
navazeno 10 g pSeni¢nych otrub. Odmérnym valcem bylo odméteno 150 ml 0,5 M hydroxidu
sodného a pfidano k navazenym pSenicnym otrubam. Erlenmeyerovy banky byly umistény
na reciproéni tfepacky s termoregulaci. Tiepacky byly nastaveny na 190 otacek za minutu
a teplotu 40 °C po dobu 2,5 hodiny. Poté¢ byly hydrolyzaty odebrany, zneutralizovany 3 M
HCI a 5 minut srazeny riznymi objemy ethanolu. Objemy 95% ethanolu byly 125, 250, 375,
500, 625 a 750 ml. Vysrazené hydrolyzaty byly zfiltrovany pifes Biichnerovu nalevku pomoci
vodni vyvévy za soucasného méteni doby filtrace, tedy filtrovatelnosti. Extrakty byly poté
uschovany pii -20 °C az do doby analyzy. Tésné pted analyzou byly extrakty ptefiltrovany
ptes nylonovy mikrofiltr a analyzovany na HPLC.

3.2.7 Optimalizace vybéru sraZeciho rozpoustédla z hlediska filtrovatelnosti
hydrolyzatu

Pro studium vlivu rtznych rozpoustédel na rychlost filtrace byla pouzita Ctyfi razna
rozpoustédla. Do Erlenmeyerovych ban€k bylo navaZeno 10 g pSeni¢nych otrub. Odmérnym
valcem bylo odméfeno 150 ml 0,5 M NaOH a piiddno do ban€k k otrubam. Banky byly
umistény na recipro¢ni tfepacky s termoregulaci. Tiepacky byly nastaveny na 190 otacek
za minutu a teplotu 40 °C po dobu 2,5 hodin. Poté byly hydrolyzaty odebrany z tfepacek,
zneutralizovany 3 M HCI a 5 minut srdZeny ¢tyfmi rznymi rozpoustédly o objemu 375 ml,
ethanolem, methanolem, isopropanolem a acetonem. Poté byly vysraZzené hydrolyzaty
ptefiltrovany pomoci vodni vyvévy pres Biichnerovu nalevku za soucasného méfeni Casu
filtrace. Filtraty byly poté uschovany pti -20 °C az do doby analyzy. Tésn¢ pted analyzou byly
extrakty ptefiltrovany pfes nylonovy mikrofiltr a nasledné analyzovany na HPLC.

3.2.8 Analyza Kkyseliny ferulové pomoci HPLC

Ke kvalitativnimu a kvantitativnimu stanoveni kyseliny ferulové byla pouzita analyticka
metoda HPLC. K uréeni mnozstvi kyseliny ferulové v naSich vzorcich byla sestavena
kalibra¢ni kiivka v rozsahu koncentraci 10, 25, 50, 100 a 200 mg/l. Standard cisté kyseliny
ferulové byl rozpoustén v methanolu (HPLC Cdistota) v poméru pro dané kalibracni
koncentrace.

Po pfefiltrovani pfes 0,45 pm nylonovy filtr byly extrakty nadavkovany do 1,5 ml vialek.
Separace byla realizovdna pomoci gradientové eluce smési methanolu a 0,5% kyseliny
mravenci. Kyselina ferulova byla detekovana pomoci UV/VIS detektoru pii vlnové délce
330 nm. Detailni nastaveni piistroje HPLC je popsano v tabulce 1, vlastnosti kolony v tabulce
2 a pribéh gradientové eluce, kterd slouzila pro separaci latek, v tabulce 3.
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Tabulka 1: Nastaveni pristroje HPLC pro stanoveni kyseliny ferulové

Nézev a typ pfistroje

HPLC Agilent 1260 Infinity

Objem nastiiku

3ul

Prutok mobilni faze

0,7 ml/min

Slozeni mobilni faze

methanol 5 %, 0,5% kyselina mravenci 95 %

Teplota 30°C

VInové délka detekce 330 nm

Detektor UV/VIS

Doba analyzy 40 min

Tabulka 2: Viastnosti kolony

Vyrobce Phenomenex

Velikost LC Column 100 x 3,0 mm
Popis Kinetex® 2,6 um EVO C18 100 A

Tabulka 3: Nastaveni gradientové eluce

¢as [min] kys. mravenci [%] methanol [%] acetonitril [%]
0 95 5 0
4 80 20 0
10 60 20 20
30 95 5 0
40 95 5 0

may

600+

500

400

3004

2004

100+

0,5

15

Obrazek 16: Chromatogram standardu kyseliny ferulové
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Obrdzek 17: Chromatogram vzorku pSenicnych otrub po alkalické hydrolyze

3.2.9 Statistickd metoda ANOVA

Pro statistické vyhodnoceni vlivu optimalizovanych parametrii na vytéznost kyseliny ferulové
z pSeni¢nych otrub byla pouZita Analyza rozptylu (ANOVA). Hladina vyznamnosti a byla
rovna 0,05, tedy 5 %. Otazkou bylo, zda ma pravé optimalizovany parametr vliv na vytéznost
kyseliny ferulové. Hypotéza H tvrdila, ze parametr vliv na vytéznost kyseliny ferulové nema.
Alternativni hypotéza H; tvrdila opak, Ze tedy dany parametr vliv na vytéznost kyseliny
ferulové ma. Pro posouzeni pravdivosti hypotézy Hy byla p-hodnota<0,05 a testovaci
kritérium F>F kritické. V ptipadé, Zze tyto nerovnosti test vyhodnotil jako platné, nulova
hypotéza byla zamitnuta. Pokud nékterd z nerovnosti byla neplatna, nulova hypotéza byla
oznaCena za pravdivou. Tim bylo zjiSténo, jestli dany parametr md nebo nema vliv
na vytéznost kyseliny ferulové.

4 DISKUZE A VYSLEDKY

4.1 Vysledky optimalizace navazky pSeni¢nych otrub

V prvni fazi optimalizace metody byla vyhodnocovana nejvhodnéjs$i navazka pSeni¢nych
otrub z hlediska vytéznosti kyseliny ferulové. Ostatni parametry extrakce byly vybrany dle
kapitoly 2.2.1, tzn. teplota hydrolyzy 50 °C, 0,5 M hydroxid sodny, trojndsobny objem
ethanolu oproti ptivodnimu objemu, doba hydrolyzy 4 hodiny. Navazky byly zvoleny na 5, 10
a 15 g. Vytézky kyseliny ferulové jsou zaznamenany v tabulce 4 a grafu 1.
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Tabulka 4: Optimalizace navazky pSenicnych otrub

Navézka pSeni¢nych otrub [g] Vytézek kyseliny ferulové [mg/g]
5 2,91+0,15
10 2,75+ 0,19
15 1,90+ 0,13
is Vliv navazky otrub na vytéznost kys. ferulové
3 .
3
£ 2,5 -
2
oS 24
>
K
:>‘_; 1,5 -
E
(]
N1
5
0,5 -
0 -
5 10 15
navazka psenic¢nych otrub [g]

Graf'1: Optimalizace navazky psenicnych otrub

Z vysledkt uvedenych v tabulce 4 a grafu 1 je zfejmé, ze nejvyssi vytézky byly ziskany z 5g
navazky a to 2,91 mg kyseliny ferulové na 1 g pSeni¢nych otrub. NavySovani navazky vedlo
k vyznamnému sniZzovani vytéznosti extrakce mezi 5g a 15g navazkou (p<0,0001; F=260,1;
Fii=3,89). Mezi 5 a 10 g navazkou nebyl stanoven statisticky vyznamny rozdil. Byly
pozorovany 1 zmény viskozity. Viskozita vzorkl se zvySovala s rostouci navazkou. To mohlo
byt zplisobeno vznikajicimi produkty hydrolyzy. Zména viskozity se dala pozorovat
i pfi srazeni ethanolem, coz by odpovidalo fyzikalnim vlastnostem [-glukanti, které se
vysrazely ze struktury otrub po pifidani ethanolu, spocivajicich ve velmi nizké rozpustnosti
a schopnosti rychle tvofit gel. Vysokomolekuldrni B-glukany zvySuji viskozitu roztokd,
zatimco nizkomolekularni B-glukany velmi snadno tvoii gel [33]. Vzorky s 15 gramy otrub
bylo téméf nemozné promichévat v pribéhu hydrolyzy, coz omezilo efektivitu procesu
(extrakéni rozpoustédlo nebylo schopno pofadné reagovat s hemiceluléozovou strukturou).
Tento jev vedl k vyrazné¢ mensim vytézkim kyseliny ferulové (1,90 mg/g). Na zaklad¢ tohoto
experimentu se rozhodlo pro navazku 10 g proto, Ze potencidlni vyuziti tohoto procesu
v primyslu vyzaduje co nejvys§si mozné navazky pSeni¢nych otrub zdivodu velkého
produkovaného mnozstvi.
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4.2 Vysledky optimalizace koncentrace hydroxidu sodného

DalSim optimalizovanym parametrem byla koncentrace hydroxidu sodného. Navazka byla
zvolena podle pfedchoziho experimentu, tedy 10 gramt. Teplota hydrolyzy byla 50 °C, viz
kapitola 2.2.1. Testované koncentrace hydroxidu sodného byly 0,5, 1, 2 a 3 M. Vytéznost je
zaznamenana v tabulce 5 a grafu 2.

Tabulka 5: Optimalizace koncentrace hydroxidu sodného

Koncentrace NaOH [M] Vytézek kyseliny ferulové [mg/g]
0,5 2,75+0,19
1 2,62+0,16
2 2,63+0,14
3 2,71 +£0,17

Zavislost vytéznosti kys. ferulové na koncentaci NaOH

2,5 -

vytéZek kys. ferulové [mg/g]
=
(9]

0,5 -

0,5 1 2 3
koncentrace NaOH [mol/dm3]

Graf 2: Optimalizace koncentrace hydroxidu sodného

Nejvyssi vytéznosti bylo dosazeno pouzitim 0,5 M NaOH (2,75 mg/g). Porovnanim
s experimentem popsanym dle Buranova a Mazzy (2009) [44] bylo zjisténo, ze bylo dosazeno
vytézku 3,91 + 0,5 mg/g pii pouziti 0,5 M NaOH. Rozdily ve vytéznosti mohly byt zplisobeny
nehomogenitou a plivodem pSeni¢nych otrub. Néaslednym zvySenim koncentrace hydroxidu
nebyly zpozorovany vyrazné rozdily v mnozstvi ziskané kyseliny ferulové (p=0,079; F=2,72;
Fii=3,24). Tento fakt je dulezity pro potencialni primyslovou produkci kyseliny ferulové. Je
mozné pouzit hydroxid o nizké koncentraci, coz je velkou vyhodou hlavné po ekonomické
strance. Nicméné, pii pouziti 3 M hydroxidu byl vzorek snédze filtrovatelny. Bylo to
zpisobeno pravdépodobné tzv. vysolovacim efektem, ktery probihd pfi neutralizaci,
kdy vznikd vétsi mnoZzstvi chloridu sodného a hemiceluldzy se stdvaji méné rozpustnymi.
Vysolovani ma potencial pro usporu ethanolu, ktery se vyuziva pro srazeni hemiceluloz a to
pfevazné v prumyslovém méftitku [5].
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4.3 Vysledky optimalizace teploty hydrolyzy

DalSim experimentem bylo stanoveni optimalni teploty hydrolyzy z hlediska maximalizace
vytézku kyseliny ferulové. Navazka i1 koncentrace hydroxidu sodného byly zvoleny podle
predchozich testli, viz kapitola 2.2.1 (10 g a 0,5 M NaOH). Zkouman¢ teploty byly 40, 50
a 60 °C. Vysledky tohoto optimaliza¢niho kroku jsou prezentovany v tabulce 6 a grafu 3.
Tabulka 6. Optimalizace teploty hydrolyzy

Teplota hydrolyzy [°C] Vytézek kyseliny ferulové [mg/g]
40 2,67+0,18
50 2,60 +0,13
60 2,73+0,16
Zavislost vytéznosti kys. ferulové na teploté hydrolyzy
3 -
_ 25
B
E ,
‘o
3
2
9 15
ks
S 1
:‘g
B
0,5 -
0 -
40 50 60
teplota hydrolyzy [°C]

Graf 3: Optimalizace teploty hydrolyzy

Z tabulky 6 a grafu 3 je ziejmé, ze nejvyssich vytézkl se ziskalo pfi extrakéni teploté 60 °C
(2,73 mg/g). Mezi teplotami vSak nebyly zaznamenany vyrazné rozdily s ohledem
na vytéznost (p=0,88; F=0,13; Fy;=3,89). Je nutno zvazit také ekonomickou stranku véci
kviili potencidlnimu pouziti procesu v primyslovém méfitku, v tomto ptipad¢ lze tedy pouzit
teplotu 40 °C.

Pii vizudlnim porovnani hydrolyzati bylo zjisténo, ze pii 40 °C byl ziskdn hydrolyzat
s nejsvétlejsi barvou a pfi 60 °C hydrolyzat s nejtmavsi barvou. Byl také pozorovan vliv
teploty hydrolyzy na vznik aglomeratl pii nasledném srazeni ethanolem. Pti 40 °C vznikaly
v hydrolyzatu velmi jemné aglomerace vysraZzenych glukomannanti a hemiceluldz a pii 60 °C
vétsi aglomerace. Na samotnou rychlost filtrace v§ak tento jev nemé¢l vliv.
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4.4 Vysledky optimalizace doby hydrolyzy

DalS§im optimalizovanym parametrem byla doba hydrolyzy. V pribéhu Sesti hodin byly
postupné odebirdny vzorky. Byly pouzity jiz optimalizované parametry a parametry viz
kapitola 2.2.1. V zavislosti na dobé hydrolyzy byl zjistovan vytézek kyseliny ferulové.
Vysledky 1ze moZzné vycist z tabulky 7.

Tabulka 7: Optimalizace doby hydrolyzy

Doba hydrolyzy [hod] Vytézek kyseliny ferulové [mg/g]
0,5 2,84 +0,07
1 3,15+0,10
1,5 3,12+0,23
2 3,19+0,12
2,5 3,34+ 0,02
3 3,25+ 0,07
3,5 3,35+0,11
4 3,23 +0,12
4,5 3,23 £ 0,01
5 3,27 +£0,03
5,5 3,24+0,15
6 3,30 £ 0,04

Zavislost vytéznosti kys. ferulové na dobé hydrolyzy
3,60

3,40
3,20

3,00

2,80

N
[e2}
o

vytézek kys. ferulové [mg/g]

0 1 2 3 4 5 6
doba hydrolyzy [hod]

Graf 4: Optimalizace doby hydrolyzy

Z tabulky 7 1 grafu 4 lze vidét, ze jiz po 1 hodin¢ hydrolyzy dosahoval vytézek kyseliny
ferulové 3,15 = 0,10 mg/g, nejvyssich primérnych vytézkii bylo ziskano po 2,5 hodinach
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hydrolyzy. Po této dobé¢ jiz nedochazelo ke statisticky vyznamnému nartstu ani poklesu
koncentrace. Pro primyslové pouZiti je zajimavé zvazit kratkou, jednohodinovou dobu
hydrolyzy. Zkraceni doby hydrolyzy by vyznamné snizilo energetické vstupy do technologie
pouze za cenu minimélniho rozdilu v extrakénim vytézku oproti del$im Castim.

4.5 Vysledky optimalizace objemu rozpoustédla

Srazeni hemiceluloz je kritickou fazi celého procesu. Objem ethanolu, ptidavaného
do zneutralizované¢ho hydrolyzatu jako srazeci ¢inidlo, m4 vyznamny vliv na filtrovatelnost
vzorku. Testovano bylo 25, 50, 75, 100, 125 a 150 ml ethanolu na 30 ml zneutralizované¢ho
hydrolyzatu. Ostatni podminky byly zvoleny podle vySe optimalizovanych parametrt,
pfipadné dle kapitoly 2.2.1. V zévislosti na mnozstvi rozpoustédla byla métena doba filtrace
vzorku.

Tabulka 8: Optimalizace objemu rozpoustédia

Objem ethanolu [ml]/30 ml hydrolyzatu Cas filtrace [min:s]
25 nefiltrovatelné
50 6:24
75 2:01
100 0:56
125 1:40
150 1:34

Zavislost doby filtrace na objemu rozpoustédia

doba filtrace [min]

50 75 100 125 150
Objem rozpoustédla [ml] na 30 ml hydrolyzatu

Graf'5: Optimalizace objemu rozpoustédla

Z tabulky 8 lze vycist, ze pfi pouziti 25 ml ethanolu vzorek nebylo mozné ptes kvantitativni
papirové filtry piefiltrovat. NejlepSiho Casu filtrace se dosahlo pii pouziti 100 ml ethanolu,
ale rozdily pro objemy 75, 125 a 150 ml nebyly piili§ velké. Vzhledem k potencialnimu
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pouziti metody v primyslovém méfitku, je nutno vybrat jak snadnou, tak i ekonomicky
vyhodnou variantu. Proto tedy pro dal§i experimenty byl zvolen objem 75 ml rozpoustédla
na 30 ml zneutralizovaného hydrolyzatu z pSeni¢nych otrub.

4.6 Vysledky optimalizace vybéru rozpoustédla

Nasledné byla testovana Ctyfi rtizna rozpoustédla. V zavislosti na vybéru rozpoustédla
dochdzi k odlisSnému srazeni hemiceluldz, ptipadné jinych polymernich latek. Zjistovan byl
rozdil pfi srdzeni ethanolem, methanolem, acetonem a isopropanolem. Ostatni parametry
odpovidaly tém dfive optimalizovanym nebo popsanym v kapitole 2.2.1. Sledovana byla doba
filtrace a srazeni vzorku v zavislosti na zvoleném rozpoustédle.

Tabulka 9: Optimalizace vyberu rozpoustedla

Rozpoustédlo Cas filtrace [min:s]
ethanol 5:44
methanol 22:45
aceton 2:50
isopropanol 7:25
Vliv vybéru rozpoustédla na dobu filtrace
25 -~
20 -
€
E 15 -
]
g
810 -
o
T
5 .
O .
ethanol methanol aceton isopropanol

Graf 6. Optimalizace vybéru rozpoustédla

Z tabulky 9 a grafu 6 je zfejmé, Ze methanol, co se Casu filtrace tyka, dopadl nejhiife.
Nejrychlejsi byla filtrace s acetonem. Rychlosti filtrace ethanolu, acetonu a isopropanolu se
stale pohybuji v pfijatelnych hodnotach. Vzhled srazeniny byl u ethanolu, methanolu
i acetonu velmi podobny, vytvofila se husta aglomerace. Srazenina pii pouziti isopropanolu
byla mnohem jemnéjsi a fidsi. Dobu filtrace vzorku v tomto experimentu nelze srovnavat
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s dobou filtrace pfi optimalizaci objemu rozpoustédla, jelikoz byly pouzity dva rizné druhy
filtrd a vodnich vyvév.

Pii vybéru rozpoustédla, v tomto piipade€ zejména ethanolu, acetonu a isopropanolu, je nutno
zvazit nékolik faktort a rizik. Jedna se totiz o latky vysoce hotlavé a zpiisobujici podrazdéni
oc¢i. V ptipadé acetonu a isopropanolu jde o latky zpusobujici zavraté a ospalost a v urcitych
koncentracich toxické. Relativnim porovndvanim cen bylo zjisténo, ze ethanol je
n¢kolikandsobné drazsi nez ostatni testovana rozpoustédla. Ceny acetonu a isopropanolu jsou
srovnatelné. Ethanol je nutné mit v pfipadé dovozu ze zahrani¢i oSetien legislativou,
ktera zahrnuje 1 platbu kauci. Pro primyslové pouziti je ale nutné zvazit jak zdravotni
a environmentalni hlediska, tak i ekonomické naklady spojené s vybérem rozpoustedla.

4.7 Optimalizované parametry
Tabulka 10: Optimalizované parametry

Navézka pSeni¢nych otrub 10g
Hydroxid sodny 150 ml 0,5 M
Doba hydrolyzy 2,5 hod
Teplota hydrolyzy 40 °C
Rozpoustédlo ethanol
Mnozstvi rozpoustédla 375 ml
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5 ZAVER

Predmétem této bakalarské prace bylo optimalizovat extrakéni metodu, konkrétné alkalickou
hydrolyzu, pro ziskéni kyseliny ferulové z pSenicnych otrub. Experimentdlni cast byla
zalozena na metod€¢ popsané v publikaci od Buranova a Mazzy (2009) [44]. Vychozi
parametry byly voleny na zaklad€ tohoto ¢lanku a postupné optimalizovany na naSe
laboratorni podminky a druh testovanych otrub. Byl zjistovan vliv mnoha faktort
na hydrolyzu, mezi které¢ patfi navdzka materialu, teplota a doba hydrolyzy, koncentrace
hydroxidu sodného jako alkélie nutné pro zapoceti hydrolyzy, vybér a objem rozpoustédla.
Vsechny tyto zminéné parametry byly optimalizovany s cilem maximalizovat vytézek
kyseliny ferulové a minimalizovat vstupy do technologie z ekonomického hlediska.

Postupnymi kroky bylo zjisténo, ze vliv na kvantitativni zisk kyseliny ferulové mé navazka
pSeni¢nych otrub a doba hydrolyzy. Vyznamny vliv ostatnich parametri na vytéZnost
pozorovan nebyl. Z diivodu zacileni této prace na vyvoj postupu aplikovatelného v provoznim
métitku byly testovany také rtizné objemy a druhy rozpoustédel pouzivanych pii srazeni
hemicelul6z z hydrolyzatu. Tato ¢ast technologie je z ekonomického hlediska kritickd. Jako
srazeci Cinidlo se nejCastéji vyuziva ethanol, a to v nezanedbatelném mnozstvi. Vyuzivani
ethanolu je problematické jak s ohledem na pfisné legislativni predpisy celni zpravy,
tak 1 s ohledem na vysokou cenu tohoto rozpoustédla.

Cilem bylo optimalizovat metodu tak, aby tento proces probihal v primyslovém métitku
co nejkrat§i dobu, s co nejmensimi vklady a co nejvys$Simi vytézky. Pii optimalizovanych
podminkach bylo ziskano vysokych vytézka (3,15 £ 0,10 mg/g) jiz po jedné hodiné
hydrolyzy. Nejvyssich pramérnych vytézkd (3,34 + 0,02 mg/g) bylo dosazeno
po 2,5 hodinadch hydrolyzy. Po srovnani vytézku jedné ctyrhodinové hydrolyzy a jedné
hodinové hydrolyzy pSeni¢nych otrub je mozné tvrdit, ze za 4 hodiny lze ndmi
optimalizovanou metodou ziskat az Ctyfndsobné¢ mnozstvi kyseliny ferulové oproti metodé
vychozi. Béhem 4 hodin by bylo mozné alkalickou hydrolyzu za optimalizovanych podminek
provést az Ctyfikrat. V zavéru lze tedy usoudit, Ze mnozstvi ziskané kyseliny ferulové za tak
kratky ¢as extrakce je solidnim posunem pro aplikaci metody do poloprovozniho méftitka.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ANOVA
B

Ca

Co
DNA

Fe

HCl
HPLC

K
MANOVA

UV/VIS
/n

Analysis of Variance (analyza rozptylu)
Borum (bor)

Calcium (vapnik)

Cobaltum (kobalt)

Deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)

Ferrum (zelezo)

Acidum Hydrogenchloridum (kyselina chlorovodikova)

High-Performance Liquid Chromatography
(Vysokoucinna kapalinova chromatografie)
Kalium (draslik)

Multiway Analysis of Variance

Magnesium (hoicik)

Manganum (mangan)

Molybdaenum (molybden)

Natrium (sodik)

Natrii Hydroxidum (hydroxid sodny)
Phosphorus (fosfor)

Sulphur (sira)

Stannum (cin)

Ultraviolet (ultrafialové)
Ultraviolet-Visible (ultrafialové a viditelné)
Zincum (zinek)
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