Acta Acronomica OVARIENSIS VoL. 53. 1. KULONSZAM

Characterizacia a diferencidcia madarskych a slovenskych
organickych a konvenénych mak

MARTIN POLOVKA™™ — FERENC KAJDI? -
BLANKA TOBOLKOVA!3 - MILAN SUHAJ!

1Vyskumny dstav potravinarsky
Priemyselnd 4, PO BOX 25, SK-824 75 Bratislava
Slovenska republika
2Nyugat-magyarorszagi Egyetem
Mezdgazdasag- és Elelmiszertudomanyi Kar
Var 2, HU-9200 Mosonmagyar6var
Madarska republika

3 Vysoké uceni technické v Brné
Fakulta chemicka
Purkynova 464, CZ-612 00 Brno
Ceska republika

ABSTRAKT

Na skupine dvadsiatich komeréne dostupnych vzoriek hladkych, hrubych, polohrubych
a celozrnnych slovenskych a madarskych pseni¢nych, raznych a $§paldovych muk, pripra-
venych z obilnin pestovanych ekologickymi resp. konvenénymi polnohospodarskymi po-
stupmi boli optimalizované extrakéné podmienky pre izoldciu funkénych komponentov.
Atémova absorp¢na spektrometria bola vyuzita na stanovenie kovov v mikach. Okrem
toho boli vo vzorkach muk stanovené obsah susiny a obsah popola v susine. Pomocou EPR
a UV-VIS spektroskopie sa sledovali antioxida¢né (radikal-zhasajuce) vlastnosti, celkovy
obsah polyfenolov a koncentracie flavonoidov v extraktoch muk v troch rozpuastadlach -
voda, 50% aceton/voda a 50% etanol/voda (v/v). Ako vyplyva z vysledkov EPR a UV-VIS
merani, druh extrakéného ¢inidla vyrazne ovplyviugje zloZenie extraktov, vratane koncen-
tracie polyfenolov a flavonoidov. Z hladiska vytaznosti tychto, tzv. funkénych zloziek, je
najicinnejsim extrahovadlom 50% acetén/voda, nasledovany 50% etanol/voda, ktorych
extrak¢énd t¢innost je porovnatelnd, a voda s najmensou extrakénou a¢innostou. Z praktic-
kych dévodov a z dovodu dalsieho potencialneho vyuzitia izolatov ako pridavnych latok v
potravinarskom priemysle, bol pre izolaciu zaujimavych komponentov z muk zvoleny ako
najvhodnejsi extrakény systém 50%-nda zmes etanol/voda. Na spracovanie velkého suboru
vzoriek aich experimentdlnych charakteristik boli vyuzité viacrozmerné $tatistické metd-
dy - metdda hlavnych komponentov a kanonicka diskrimina¢na analyza na klasifikaciu
a diskriminéciu vzoriek podla zvolenych kritérii. Uspednost resp. spravnost klasifikacie
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je vyznamne zavisld na druhu extrahovadla. V pripade extraktov muk v 50% etanole,
rekognoskacna schopnost testovand kanonickou diskrimina¢nou analyzou preukazala >
95% korektnu diskriminaciu vzoriek podla krajiny pévodu, diskrimindcia podla sposobu
pestovania dosiahla 90%, zatial ¢o podla spdsobu technologického spracovania (spdsob
mletia) dosiahla 93% a podla druhovej skladby 100% spravnost klasifikacie.

Uspesnost diskrimindcie pre extrakty v 50% etanole a 50% aceténe bola porovnatelnd u
véetkych diskriminaénych kritérii, kym u vodnych extraktov bolo klasifika¢né skore v
niektorych pripadoch nizsie o 5-10%. Ako najvyznamnejsie parametre pre diskriminaciu
vzoriek podla zvolenych kritérii boli identifikované obsah kovova mineralov, a tiezZ obsah
flavonoidov resp. antioxida¢na aktivita extraktov stanovena obomi spektroskopickymi
metédami, EPR a UV-VIS.

KThicové slovd: Muka, extrak¢éné podmienky, antioxidaénd aktivita, EPR, UV-VIS, mul-
tivaria¢na $tatistika, klasifikicia.

*Autor pre kore$pondenciu. Tel.: +421 2 5023 7149. Fax: +421 2 5557 1417.

E-mail: polovka@vup.sk (M. Polovka).

Postova adresa: Oddelenie chémie a analyzy potravin,

1 Vyskumny ustav potravinarsky, Priemyselnd 4, P.O. Box 25, SK-824 75 Bratislava,
Slovenskd republika

Uvop

Obilniny a potraviny z obilnin tvoria podstatnu ¢ast konzumovanych potravin v Eurdpe,
pri¢om dominuji vyrobky obsahujuice p$enicu. Navyse, mnozstvo epidemiologickych §ta-
dii naznacuje, ze konzumacia celozrnnych vyrobkov pomaha znizovat vyskyt chronickych
ochoreni, ako je diabetes, kardiovaskularne ochorenia a rézne druhy rakoviny. Vd¢sina
z tychto pozitivnych uc¢inkov ceredlii je spojend s obsahom bioaktivnych latok, najma
vldkniny, vitaminov (najma vitaminy skupiny B, tokoferolov a karotenoidov), mineralnych
latok, a tiez fenolovych latok resp. dalsich zloziek s potencidlnym antioxida¢nym tc¢inkom
(Fardet A. et al. 2008; Mellen P. et al. 2008; Tiwari U. et al. 2009).

Okrem tradi¢nej ulohy obilnin ako zdroja nutrientov, v poslednom obdobi aj v suvislosti
so skuto¢nostami uvedenymi vyssie rastie pouzitie obilnin a / alebo vyuzitie ich zloziek
ako tzv. funkénych zloziek (komponentov) na vyrobu funkénych potravin.

Podla v§eobecne zauzivanej definicie, funkéné potraviny sa potraviny, do ktorej bola prida-
nd nova zlozka (zlozky) ¢im ziskala pdvodna potravina nové alebo ,,vylepsené® vlastnosti,
Casto spojené s podporou zdravia alebo prevencie vzniku niektorych chordb (Ashwell M.
2001). Podla definicie Eurépskej Komisie potravina méze byt povazovana za funként, ak
bol dostatocne potvrdeny jej priaznivy vplyv na jednu alebo viac telesnych funkcii, mimo
primeranych vyzivovych t¢inkov, na zdravotny stav a/alebo znizenie rizika vzniku choréb.
Funk¢né potraviny musia mat charakter potraviny a ich priaznivy vplyv sa musi prejavit
uz pri konzumacii mnozstva odpovedajiicemu beznej potravine. Nie su to tabletky alebo
ind forma liekov, ani vyzivové doplnky, ale tvoria sucast normalnych potravin (Council
of Europe 1999; EC Regulation 178/2002, 2002; EC Regulation 1925/2006, 2006).
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Pri priprave funkénych potravin s obsahom ceredlii resp. ich zlozZiek je potrebné vziat do
uvahy niekolko faktorov. Hoci sa zasttpenie hlavnych zloziek v zrne v rdmci prislusnej
odrody meni len $tatisticky, zna¢ny vplyv na chemicku skladbu zrna maja pddne, kli-
matické a agrotechnické podmienky, a v neposlednom rade aj technologické postupy
jeho nésledného spracovania (Das A. et al. 2011). V$etky uvedené faktory mozu vyrazne
ovplyvnit vlastnosti zrna a obsah potencialne zaujimavych zloZiek z hladiska ich vyuzitia
pri vyrobe funkénych potravin. Velky vyznam maju v tejto suvislosti aj postupy izolacie
jednotlivych zloziek z obilnin. Preto je potrebné detailne sa zaoberat problematikou izolacie
funkénych zloziek z muky, ich stabilitou a je potrebné realizovat komplexnu charakte-
rizaciu vlastnosti takto ziskanych latok (napr. u polyfenolov z antioxida¢ného hladiska)
a ich vhodnosti pre dalsie pouzitie v potravinarskom priemysle je potrebné studovat v
hlb$om rozsahu. Najmé vztah medzi podmienkami extrakcie a obsahom funkénych
zloziek (polyfenolov, flavonoidov, organickych kyselin...) v pripravenych extraktoch je
pomerne malo prestudovany.

V tejto préci sa venuje pozornost vplyvu extrakénych podmienok na obsah vybranych
funkénych zloziek - polyfenolov a v rdmci tejto skupiny latok, flavonoidov v extrak-
toch komer¢ne dostupnych muk slovenského a madarského povodu, ktoré boli ziskané
ekologickymi a konvenénymi polnohospodarskymi postupmi, pricom sa jednd o muky
psSeni¢né, razné a Spaldové, z hladiska technologického spracovania o muky celozrnné,
hrubé, hladké, a celozrnné hladké. Sti¢asne sa prestudoval vztah medzi druhom pouzitého
extrakéného ¢inidla (acetén/voda, 50% v/v, etanol/voda, 50% v/v a voda) a antioxida¢nymi
vlastnostami pripravenych extraktov pomocou UV-VIS a EPR spektroskopie. Rovnako sa
prestudoval obsah vybranych kovov a stopovych prvkov pomocou atémovej absorpéne;j
spektrometrie a obsah susiny resp. popola v jednotlivych vzorkach muk pomocou kon-
venénych metdd a postupov.

S ohladom na velké mnozstvo a variabilitu ziskanych experimentalnych tdajov, vsetky
vysledky boli spracované viacrozmernymi tatistickymi metédami — metédou hlavnych
komponent - PCA a kanonickou diskrimina¢nou analyzou - CDA, ¢o umoznuje komplex-
né hodnotenie vsetkych experimentalnych parametrov $tudovanych muk vjednom kroku.
Tento pristup tieZ umoziuje hodnotit vzajomné korelacie experimentalnych parametrov
a ich vplyv na vlastnosti celého stboru.

MATERIAL A METODY

Vzorky

Na experimenty sa vyuzili komer¢ne dostupné vzorky slovenskych a madarskych pseni¢nych
(8), raznych (5) a Spaldovych (7) mik v obchodnom baleni (kazda cca 1 kg), pri¢om subor
obsahoval vzorky muk ktoré boli ziskané konven¢nymi a/alebo ekologickymi polnohos-
podarskymi postupmi, a v rdmci druhu sa lisili aj spdsobom technologického spracovania.
Vo vzorkach bol stanoveny obsah susiny a popola. Zoznam vzoriek a ich zakladné cha-
rakteristiky st uvedené v Tabulke 1.
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Tabulka 1. Zakladné charakteristiky vzoriek slovenskych a madarskych muk

Table 1. Basic characteristics of the samples of Slovak and
Hungarian flours used in experiments

Krajina Sposob .
ID Druh muky . . Susina (%)** popolav
povodu | pestovania* ..
susine (%)+**
F1 | Pseni¢nd celozrnné hladka SK B 89.23+0.04 1.90+0.04
F2 | Péeni¢na celozrnnd HU B 89.22+0.04 1.60+0.01
F3 Efgﬁ:éifﬁ;ﬁ‘;;ynom HU B 89.45£0.07 | 148+1.00
F4 | P$eni¢na biela (svetld) HU B 89.03+£0.03 0.78+0.01
F5 | Pdeni¢na celozrnnd hladka SK K 88.72+0.07 1.86+0.02
F6 | PSeni¢nd polohrubd vyberova SK K 88.51+0.07 0.64+0.42
F7 | PSeni¢nd hruba SK K 89.40+0.04 0.37+0.03
F8 |Pseni¢nd hladka $pecial SK K 88.50+0.01 0.50+0.03
F9 |Raina celozrnna hladka SK B 89.40+0.05 1.64+0.03
F10 | Razna celozrnna HU B 89.54+0.27 1.74+0.01
Fl1 ﬁz‘a“f;lg:;‘;;fn ‘mlynom HU B 89.05+0.06 | 3.81%0.02
F12 | Raznd biela (svetld) HU B 88.16+0.76 0.72+0.02
F13 | Raznd celozrnna hladkd SK K 89.22+0.01 3.13+0.02
F14 | Spaldova celozrnna hladka SK B 89.74+0.13 2.13+0.02
FI15 | Spaldova celozrnna HU B 89.82+0.02 2.19+0.01
Fl6 fﬁi‘i"gj{;iﬁ;?n“xynom HU B 89.77+0.01 | 2.13+0.01
F17 | Spaldova biela (svetl4) HU B 89.35+0.01 0.99+0.02
F18 | Spaldova celozrnna hladka SK K 90.29+0.03 2.50£0.01
F19 Spaldové hladka SK B 89.41+0.02 1.07£0.01
F20 | Spaldova celozrnna hruba SK B 89.75+0.02 1.45+0.01

* B - ekologické (organické) poInohospodarstvo, K - Konvenéné polnohospodarstvo
** Priemer * §tandardnd odchylka (n = 2)

Extrakty

Z kazdej vzorky muky boli v dvoch nezavislych opakovaniach pripravené extrakty do
troch rozpustadiel - aceton/voda, 50% v/v, etanol/voda, 50% v/v, voda. Presne 2.5 g vzorky
muky sa extrahovalo v 50 ml prislu§ného rozpustadla na laboratérnej trepacke (Innova
2000, USA) 1 hodinu pri 150 rpm. Nasledne bol supernatant oddeleny od tuhého podielu
centrifugaciou na laboratérnej ultracentrifige (SciQuip, UK) pri 9200 rpm pocas 10 min.
Pripravené extrakty boli po¢as merani uskladnené v tme pri laboratérnej teplote.

PouZzité chemikdlie
Deionizovana voda (H,O), stabilny volny radikal 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl (‘DPPH,

Merck, Nemecko), 2,2'-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS, Sig-
ma-Aldrich, Nemecko), peroxodisiran draselny (K,S,0s, Mikrochem, Bratislava), 2-ami-
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noetyl-difenylborat (Sigma-Aldrich, Nemecko), rutin (Sigma-Aldrich, Nemecko) acetén
technicky (AFT Bratislava, Slovensko), etanol technicky (AFT Bratislava, Slovensko).

EPR merania

Sledovala sa schopnost pripravenych extraktov terminovat stabilny volny radikal -DPPH
a kation-radikal ABTS-*. Merania sa uskuto¢nili na portable X-band EPR spektrometri
e-scan (Bruker, Nemecko) s prislu§enstvom. V$etky merania sa uskutocnili v plochej kre-
mennej kyvete, vhodnej na EPR merania polarnych roztokov. Kyveta bola umiestnena do
dutiny EPR spektrometra a po nastaveni parametrov merania (stred pola (central field),
346 mT; Sirka pola (sweep width), 10 mT, modulacia (modulation amplitude), 0.05 mT,
zosilnenie (Receiver gain), 3.9.103; vykon mikrovinného zdroja, 10 mW).

Kazdé meranie zacalo presne v ¢ase 3 min po pridavku prislusného radikalu (ABTS+*
alebo *DPPH) do systému a pocas 15 minut sa sledoval ¢asovy vyvoj EPR spektier. Kazdé
EPR spektrum predstavuje akumuldciu 30 individudlnych scanov. VSetky merania boli
realizované v dvoch opakovaniach.

Nastavenie a odozva spektrometra bola denne pred zacatim experimentov kontrolovand
tiez pomocou referen¢nych merani signalov tuhych $tandardov 1,1-difenyl-2-pikrylhyd-
razyl (DPPH) a strong-pitch, oba od firmy Bruker.

Koncentracia roztoku *DPPH pouzitého na meranie sa pohybovala na trovnic ~ 0.1 +0.01
mmol.dm-3 a bola denne kontrolovand pomocou UV-VIS, meranim absorbancie roztoku
*DPPH v etanole pri A = 515 nm (€515=1.16.10* cm-!dm3mol!). Roztok katién-radikalu
ABTS+ bol pripravovany podla opisu uvedeného v nasich predchadzajicich pracach a
jeho koncentracia (c ~ 0.1 + 0.01 mmol.dm-) bola denne kontrolovand pomocou UV-VIS,
meranim absorbancie roztoku ABTS*+vo vode pri A = 730 nm (€730=1.47.10 cm-'dm3mol-1)
(Polovka, M. et al. 2010; Stavikovd, L. et al. 2011). Pokles koncentracie prislugného radikalu
v pritomnosti extraktov muk bol kvantifikovany pomocou prepoctu intenzity spektra na-
meraného v ¢ase 10.5 min od pridania radikalu do systému na hodnotu Trolox equivalent
antioxidant capacity (TEAC) (Polovka M. et al. 2010; Stavikovd L. et al. 2011).

UV-VIS experimenty

Na meranie bol pouzity UV-VIS-NIR spektrofotometer Shimadzu UV 3600 (Shimadzu,
USA) s prislusenstvom.

V pripravenych extraktoch sa stanovil obsah polyfenolov standardnou metédou vyuziva-
jucou Folin-Ciocalteauove ¢inidlo meranim absorbancie roztokov pri A = 765 nm, pricom
kvantifikacia sa uskuto¢nila pomocou kalibra¢nej krivky skonstruovanej zo $tandardnych
roztokov kyseliny galovej. Obsah polyfenolov bol prepo¢itany na hodnoty ekvivalentu ky-
seliny galovej (Gallic Acid Equivalent, GAE) (Polovka M. et al. 2010; Stavikovd L. et al. 2011).
Obsah flavonoidov sa sledoval postupom analogickym s tym, opisanym v praci Jiang et
al., meranim absorbancie roztoku obsahujiceho 1% roztok 2-aminoetyl-difenylboratu pri
A =404 nm. Obsah flavonoidov bol kvantifikovany pomocou kalibra¢nej krivky skon-
$truovanej zo Standardnych roztokov $tandardu rutinu. Obsah flavonoidov bol vyjadreny
ako rutin ekvivalent (Jiang P. et al. 2006).
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Pomocou UV-VIS-NIR sa sledovala aj radikal-zhasajtca schopnost pripravenych extrak-
tov terminovat stabilny volny radikal -DPPH a kation-radikdl ABTS-+, pricom sa vyhod-
nocoval % pokles koncentracie prislusného radikalu v ¢ase 10.5 min od jeho pridania do
systému oproti referencii (50% etanol, 50% acetdn resp. voda) pri A = 515 nm, respektive
A =730 nm. Okrem toho sa priamo stanovovala antioxida¢na aktivita muk pomocou
met6dy Quencher v ¢ase 30 min od pridania ABTS*+ do vzoriek (Serpen A. et al. 2008).
Vsetky experimenty boli realizované v dvoch nezéavislych opakovaniach.

AAS experimenty

Obsah niektorych kovov (Ca, Cu, Fe, K, Mg, Na a Zn ) vo vzorkach muk sa stanovoval
pomocou atémovej absorpénej spektrometrie na spektrometri Perkin Elmer 4100 (Perkin
Elmer, USA), vybavenym deutériovou korekciou pozadia pomocou plameniovo-ioniza¢né-
ho detektora, ionizdcia sa uskutoc¢nila pomocou plamena vzduch / acetylén (Koreriovskd
M. et al. 2007).

Statistické spracovanie ddt

Vsetky experimentalne tdaje boli spracované pouzitim metdd multivaria¢nej $tatistiky,
s dorazom na analyzu hlavnych komponentov, Principal Component Analysis (PCA) a
kanonickd diskriminaént analyzu, Canonical Discrimination Analysis (CDA), s cielom
posudit vzajomnu koreldciu jednotlivych parametrov a ich vyznam pre diskrimindciu
muk na zaklade povodu, sposobu pestovania, druhovej skladby a sposobu technologické-
ho spracovania (mletia). Statistick4 analyza bola realizovan pomocou softvéru Unistat”
v.6.0.03 (Unistat Ltd., 4 Shirland Mews, London W9 3DY, Velkd Britdnia). Korela¢né
koeficienty boli vypoéitané pomocou Microsoft” Excel 2007.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Zdkladné charakteristiky vzoriek miik

Obsah susiny a popola v susine je uvedeny v Tab. 1. Z uvedenych udajov je zrejmé, Ze obsah
susiny sa pohybuje bez ohladu na druh alebo poévod muky na tirovni 89.5+0.8%. Rovnako
obsah popola v sudine nie je mozné korelovat ani z druhom muky resp. jej pdvodom, ani
so spdsobom technologického spracovania.

Obsah kovov vyrazne koliSe nielen v zavislosti od povodu vzoriek ale aj od spdsobu
pestovania a druhu muky a v neposlednom rade, od spdsobu mletia, pri¢om ani v raimci
jednotlivych skupin nie st zrejmé jednoznacné trendy ale hodnoty su viac-menej $ta-
tisticky rozlozené. Priame porovnanie identického druhu muky s odli$nym spdsobom
mletia (klasicky ocelovy mlyn vs. mletie na kameni, Tab. 2.) - vzorky pseni¢nych muik
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F2/F3, vzorky raznych muk F10/F11 a vzorky $paldovych muik F15/F16 ukazuje, Ze hoci v
niektorych pripadoch je zretelny vy$si obsah niektorych kovov, napr. Ca alebo K u vzoriek
mletych klasickym ocelovym mlynom, po zohladneni chyby stanovenia su pozorované
rozdiely prakticky zanedbatelné a to u vsetkych troch druhov muk. Z hodnét korela¢nych
koeficientov (Tab. 3.) su zrejmé vysoké pozitivne korelacie (R2 > 0.8) medzi obsahom Ca
a Mg ¢o je v stlade s predpokladom, a o nieco nizsie ale stale vysoké korelacie (R? > 0.6)
medzi obsahom tychto kovov a obsahom Cu a K. Obzvlast nizka je vSak vzdjomna kore-
lacia obsahu Na so vSetkymi kovmi, osobitne vSak s K (R? ~ 0.05). Hodnoty vzdjomnych
korela¢nych koeficientov v§ak neposkytuji celkovy obraz o vyzname obsahu kovov a ich
suvis s vlastnostami vzoriek muk resp. ich extraktov. Takuto stvislost je mozné ziskat po
spracovani experimentdlnych udajov $tatistickymi metédami, ako bude ukazané nizsie.

Tabulka 2. Obsah vybranych kovov vo vzorkach muk stanoveny
pomocou atémovej absorp¢nej spektrometrie

Table 2. Content of some metals in flour samples as determined
by Atomic Absorption Spectrometry

ID Obsah kovov (mg/kg)
vzorky Ca Cu Fe K Mg Na Zn
F1 521.0+62.2 5.2+0.1 37.5+1.1 3535.5+30.4 | 1237.5+50.2 | 21.2+1.4 48.4+4.2

F2 596.0+49.5 5.610.3 59.9+3.2 2685.5£0.7 | 1225.0£67.9 | 23.7+0.0 35.5+1.4
F3 617.5£36.1 5.7+0.4 65.5+4.8 2739.0+2.8 |1278.5+12.0| 22.0£1.3 40.2£1.2
F4 420.0%£12.7 4.6+0.4 36.3+2.8 1560.5£10.6 727.0+8.5 22.3+0.3 27.3+1.2
F5 437.5+2.1 4.9+0.1 45.9+2.8 3946.0+91.9 | 1128.5+37.5 | 24.4%2.9 39.2+1.5

Fé6 221.5+34.6 2.2+0.2 9.0+0.4 922.5+34.6 220.5%7.8 21.0£2.2 15.3+1.3
F7 235.0£9.9 2.8+0.1 10.1+0.1 962.5+4.9 221.0+8.5 21.6+1.8 19.2+0.1
F8 285.5+38.9 2.7+0.3 17.2+2.2 1194.0+22.6 | 354.5+27.6 20.9£1.9 16.6+3.6

F9 427.5%7.8 5.3+0.1 32.9+2.6 3598.5+99.7 |1045.5+31.8 | 20.4%0.0 40.8+5.3
F10 497.0+1.4 5.6+0.1 28.0+2.1 4255.0+130.1 | 1090.5+21.9 | 20.4+0.2 38.1+1.7
F11 439.5+4.9 4.7+0.2 29.6%3.1 4126.0+£254.6 | 1137.0+72.1 | 20.2+1.8 43.8+2.8
F12 | 262.0+33.9 3.0+0.2 27.2%1.5 1962.5+£20.5 | 441.0+£19.8 18.2+0.4 17.7+0.8
F13 | 516.5+67.2 4.9+0.3 27.1+1.7 3427.0+48.1 | 1070.0+£9.9 19.7£1.5 39.3+2.7
F14 567.5+17.7 7.0+0.1 52.4+1.6 3519.5+31.8 | 1339.0£11.3 | 21.1+0.6 61.5+0.6
F15 | 458.5+30.4 6.0£0.5 39.9+3.7 3324.5+123.7 | 1298.5+43.1 | 18.7+0.2 54.2+2.1
F16 | 395.5+47.4 8.1£1.1 37.3+2.9 3240.0+94.8 | 1311.0+41.0 | 19.3%1.3 53.6+0.1
F17 | 297.0+39.6 4.4%0.3 15.4£1.0 1510.5+£10.6 | 778.0+11.3 17.8+£1.0 32.7+1.9
F18 | 525.0+11.3 5.7+0.4 53.9+3.1 3785.5+54.4 |1352.0£39.6 | 18.6%2.1 49.5+4.0
F19 | 497.0+£67.9 4.8+0.3 36.8+6.3 1875.5+38.9 | 774.0£22.6 18.8+1.0 33.8+1.3
F20 | 404.0+33.9 6.7+0.1 27.9%£0.5 2500.0£25.5 989.0+7.1 18.7+0.3 48.8+2.5
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Antioxidacné vlastnosti extraktov

Dalsie experimenty boli zamerané na posudenie a vyber najvhodnejsieho extrakéného
¢inidla, z hladiska obsahu zaujimavych zloziek, tj. zloziek ktoré je mozné nasledne vyuzit
pri priprave funkénych potravin — najma polyfenolov a v ramci nich flavonoidov, kedze
prave tymto zlozkam sa pripisuje vacsina zdravotne-prospe$nych tc¢inkov réznych po-
travin a napojov, vratane vin (Polovka M. et al. 2010; Stavikovd L. et al. 2011; Stasko A. et
al. 2006). Obsah polyfenolov v extraktoch muk bol stanoveny pomocou UV-VIS spektro-
skopie pouzitim rutinnej metddy zaloZenej na inhibicii oxidacie Folin-Ciocalteauovho
¢inidla zlozkami extraktov. Ako je zrejmé z Obr. 1. vyber extrakéného ¢inidla vyznamne
ovplyviuje koncentraciu/vytaznost polyfenolickych latok v extraktoch. Bez ohladu na druh
muky, spdsob mletia resp. technologického spracovania, sposob pestovania alebo pévod
sa koncentracia polyfenolov v aceténovych extraktoch pohybovala v rozmedzi od 1176
mg.kg! (F12) do 2018 mg.kg! (F15), v etanolovych extraktoch od 833 mg.kg! (F12) do 1964
mg.kg! (FI5), zatial ¢o vo vodnych extraktoch od 309 mg.kg-1 (F8) do 1427 mg.kg ! (F10).
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Obrdzok 1. Vplyv rozpustadla na obsah polyfenolov v extraktoch muk.
Obsah polyfenolov je vyjadreny ako ekvivalent kyseliny galovej (GAE, mg.kg1).
Oznacenie vzoriek je identické s Tabulkou 1.

Figure 1. The influence of extraction solvent on the concentration of polyphenols in

flour extracts. The concentration of polyphenols is expressed as Gallic Acid Equivalent
(GAE, mgkg1). Samples numbering correspond to that present in Table 1.
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Najvyssie priemerné hodnoty obsahu polyfenolov sa dosahujt u extraktov v 50% aceténe
a50% etanole, tieto dve rozputstadla su pri zohladneni chyby merania z hladiska efektivity
porovnatelné. Z tohto hladiska sa javi voda ako najmenej vhodné extrakéné ¢inidlo. Z
vysledkov merani dalej vyplyva Ze relativne najvyssi bol obsah polyfenolov stanoveny v
acetonovych extraktoch zo §paldovych muk, nasledovanych mikami p$eni¢nymia razny-
mi. U etanolovych extraktov je priemerny obsah polyfenolov z hladiska druhovej skladby
najvyssi u pseni¢nych muk > $paldovych muik > raznych mik. Na druhej strane, relativne
najvyssi obsah polyfenolov u vodnych extraktov bol pozorovany u vzoriek pripravenych z
raznych muak. Aj tieto skuto¢nosti naznacuji vzajomnu suvislost medzi skladbou/zasttpe-
nim resp. $truktirou jednotlivych polyfenolov a ich afinitou voci prislusnému rozpustadlu.
Tento aspekt v§ak v sti¢asnosti nie sme schopni posudit.

Ako vyplyva z vysledkov merani, koncentracia flavonoidov ako podskupiny polyfenolov
v extraktoch, je rovnako zavisla od druhu pouzitého extrak¢ného ¢inidla. Na rozdiel od
polyfenolov, najvyssie koncentracie flavonoidov (vyjadrend ako rutin ekvivalent) boli
stanovené v etanolovych extraktoch raznych muk (c ~ 488+167 mg/kg) nasledovanymi
extraktmi pSeni¢nych a $paldovych muk s priemernym obsahon flavonoidov na Grovni
176+60 mg/kg. Na druhej strane najniz$i obsah flavonoidov bol stanoveny v aceténovych
extraktoch p$eni¢nych muk, osobitne v pripade muk F6, F7 a F8.

Z vysledkov merania na zaklade jednoduchych koreldcii nie je zrejmé stvislost medzi
obsahom polyfenolov, resp. flavonoidov a charakteristik studovanych vzoriek muik (po-
vod, druh, sposob pestovania, sposob spracovania), alebo su tieto koreldcie $tatisticky
malo vyznamné. Najmarkantnejsi je vyssi obsah polyfenolov u vzoriek celozrnnych mik
v porovnani s ostatnymi vzorkami, tento trend vSak nebol pozorovany pri flavonoidoch.
Z hodnot korela¢nych koeficientov uvedenych v Tab. 3. je zrejma aj velmi nizka vzajomna
korelacia obsahu polyfenolov a flavonoidov (R? < 0.3), ¢o mozno dat do stvisu s odli$nos-
tami pouzitych metdd a v neposlednom rade moznostou zatazenia vysledkov rusivymi
vplyvmi (napr. v pripade polyfenolov, pritomnost redukujucich latok alebo vitaminov)
(Ikawa M. et al. 2003).

Antioxida¢na a radikal-zhasajuca aktivita extraktov muk vo vSetkych troch rozputstad-
lach bola charakterizovna metédami EPR a UV-VIS spektroskopie s vyuZitim radikalov
‘DPPH a ABTS**. Pozoroval sa pokles koncentracie prislu$ného radikdlu v dosledku
jeho termindcie zlozkami prislusného extraktu muky, ¢o sa prejavi zniZenim intenzity
EPR spektra oproti referencii (50% etanol, 50% acet6n resp. voda). Radikal-zhasajaca
kapacita extraktov bola kvantifikovana prepo¢tom koncentracie prislusného radikélu v
definovanom ¢ase (t = 10.5 min od zaciatku terminacnej reakcie, tj. pridavku radikalu do
systému) na hodnoty tzv. Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) (Polovka M. et
al. 2010; Stavikovd L. et al. 2011).

Hocisavpripade ABTS++ a *DPPH testov ukazuje len priemerna resp. nizka koreldacia TEAC
hodnét s obsahom polyfenolov (Tab. 3.), ukazuje sa Ze TEAC hodnoty v oboch pripadoch s
vyrazne zavislé od druhu pouzitého rozpustadla, pricom trendy st podobné ako v pripade
celkového obsahu polyfenolov, opisaného vyssie. Hodnoty TEACABTS * vypocitané pre
extrakty muk v 50% etanole su zndzornené na Obr. 2. Z prezentovanych tdajov vyplyva,
ze vSetky extrakty muak vykazovali radikal-zhdsajice vlastnosti, v intervale 3.1 mmol.kg-1
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(F12) az 7.9 mmol.kg-1 (F16). Radikél-zhasajtca aktivita extraktov je, v stilade s nasim
oc¢akavanim, vyrazne zévisla na druhovej skladbe muiky (v poradi peni¢na > §paldova >
razna), avsak aj medzi extraktmi zo vzoriek z identického druhu muky boli preukazané
vyrazné rozdiely. Tento jav mdze suvisiet so sposobom technologického spracovania
(mletia). Vo vSeobecnosti vyssie TEAC hodnoty boli stanovené vo vzorkach celozrnnych
muk. Pri porovnani vzoriek druhovo identickych muk s odlisnym spdsobom mletia je
zrejmé, ze u pSeni¢nej a raznej muky vyssie antioxida¢né vlastnosti prejavuju extrakty z
muk pomletych na klasickom ocelovom mlyne, zatial ¢o u extraktov zo $paldovych muk
st TEAC hodnoty vyssie u extraktov pripravenych z muky pomletej kamennym mlynom,
av$ak v posledne menovanom pripade st rozdiely statisticky mélo vyznamné.

\\
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Obrdzok 2. Schopnost extraktov muk v 50% etanole terminovat kation-radikal ABTS-+,
vyjadrend ako Trolox ekvivalent (TEACaprs-+, mmol.kg!). Hodnoty TEACaprs-+
boli vypoc¢itané z EPR spektra nameraného 10.5 min po pridani ABTS"+ k extraktu
prislusnej muky postupom uvedenym v praci Polovka, M. et al. (2010).
Vysledky st znazornené ako priemer + SD (n = 2).

Figure 2. The ABTS*+ radical-scavenging ability of flour extracts in 50% ethanol/water
(v/v) expressed as Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEACaprs*+, mmol.kg1).
TEACapts++ values were evaluated from EPR spectrum recorded exactly 10.5 min after
the addition of ABTS** solution into the experimental system, as previously described
by Polovka, M. et al. (2010). Results are expressed as mean + SD (n = 2).
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Z vysledkov merani je mozné usudzovat na vzajomny suvis antioxida¢nych vlastnosti
extraktov a spdsobom pestovania obilnin, av§ak suvislost medzi pé6vodom muky a anti-
oxidaénymi vlastnostami nie je jednozna¢ne preukdzand. Podobny trend bol zisteny aj pre
hodnoty TEAC-pppH, pri¢om v stlade s nasimi predchadzajicimi skisenostami, si hod-
noty TEACagts++, priblizne 4x vi¢sie nez hodnoty TEAC-pppy, pravdepodobne v dosledku
rozdielnych hodnét redoxnych potencialov oboch radikalov, ktoré priamo ovplyviuji ich
reaktivitu (Polovka M. et al. 2010; Stavikovd L. et al. 2011; Stasko A. et al. 2006).
Vysledky vietkych UV-VIS experimentov zameranych na postidenie antioxida¢nej aktivity
pripravenych extraktov st v dobrej zhode s vysledkami EPR merani, ak porovniavame
identicky experimentalny systém — hodnoty TEACapTs*+/pprpH @ % pokles ABTS++/"DPPH.
Koreldcia TEAC hodnét ziskanych prepoctom absorbancii z UV merani s hodnotami %
poklesu tychto radikalov je podla o¢akavania velmi vysoka, kedZe sa jednd o iné vyjadrenie
toho istého javu a prepocet na TEAC hodnoty v pripade UV-VIS merani bol zvoleny len
kvoli moznosti priameho porovnania vysledkov na spolo¢nej baze.

Statistické spracovanie vysledkov

Vysledky vsetkych experimentov poskytli r6znorodé informacie o $tudovanych vzorkach,
ktoré je obtiazne pre ich rozsah a pocet vzoriek roznych charakteristik vzajomne porovnat
a vyhodnotit pomocou vzdjomnych korelacii alebo korela¢nych matric. S cielom realizo-
vat komplexné hodnotenie vsetkych experimentalnych parametrov studovanych muk v
jednom kroku a zhodnotit vzéjomné korelacie experimentalnych parametrov a ich vplyv
na vlastnosti celého stiboru bol cely subor experimentalnych dat spracovany metédami
viacrozmernej Statistiky, metédou hlavnych komponentov, PCA, a kanonickou diskrimi-
na¢nou analyzou, CDA. Cielom bolo klasifikovat a diferencovat vzorky muik podla $tyroch
kritérii: pévod vzorky (slovensky/madarsky - SK/HU), sposob pestovania (organické/
konvenéné polnohospodarstvo — B/K), druh muky (pSeni¢na/razné/$paldova - W/R/S)
a spdsob technologického spracovania (mletia — hladka/hrubéd/grahamové/grahamova
hladka - R/S/G/Gs). Hoci u posledne menovaného kritéria bolo mozné pouzit aj jemnej-
$ie delenie (muky polohrubé, extra Specidl a pod.), s ohladom na pocetnost vzoriek vsak
nebol tento pristup vyuZzity.

Vysledky PCA a CDA analyzy pre etanolové extrakty muk st znazornené na Obr. 3 (Fig
3). Pri klasifikacii a diskriminacii boli vyuzité aj parametre ziskané pre tuhé vzorky muak
(susina, popol, obsah kovov). Na Obr. 3 (a) je znazornend klasifikacia extraktov muk podla
sposobu pestovania (organické — B vs. konvenéné - K) pomocou analyzy hlavnych kompo-
nentov. Z obrazku je zrejmé, Ze vzorky muk sa podarilo len ¢iasto¢ne klasifikovat, nakolko
je zretelna pritomnost dvoch hlavnych skupin, v ktorych vlastné vektory lezia v protilahlych
segmentoch, ale v oboch hlavnych skupindch sa nachddzaji vektory oboch druhov muk.
Z variacnej tabulky vyplyva, Ze prvé tri hlavné komponenty opisuju kumulativne 77%
celkovej variability systému, pricom prvé 4 komponenty majt vlastné hodnoty (eigenvalue)
> 1. Naklasifikaciu vzoriek podla zvoleného kritéria majt najvyrazne;jsi vplyv obsah kovov
(najmi Ca, Cu, K, Mg, Fe) a obsah polyfenolov, hoci vyznamna je aj iloha antioxida¢nych
charakteristik, najmi schopnost terminovat *“DPPH (hodnoty vlastnych vektorov > 0.2).
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Obrdzok 3. Klasifikacia - odli$enie etanolovych extraktov muk podIa spésobu pestovania
(organické - O vs. konven¢né - K) pomocou analyzy hlavnych komponentov
Ako premenné boli pouzité vSetky experimentalne charakteristiky ziskané pomocou AAS, EPR a UV-VIS (a).
Kanonicka diskrimina¢nd analyza etanolovych extraktov mik podla druhovej skladby - razna mika
- Rvs. $paldovd muka - S vs. p§eni¢nd muka - W (b); a podla spésobu technologického spracovania -
grahamové muka, G vs. grahamové hladkd muka, Gs vs. hruba muka, R vs. hladkd muka S (c).
Figure 3. Clasification of flour extracts in 50% ethanol/water (v/v) according to the way
of agricultural production (organic - O vs. conventional — K)
by means of Principal Component Analysis
All the experimental characteristics determined by AAS, EPR and UV-VIS were used for principal
components construction (a). Discrimination of flour extracts in 50% ethanol/water (v/v) according
to the composition — rye — R vs. wheat - W vs. spelt wheat — S (b); and according to the way of
technological processing grinding — G- graham, Gs - graham smooth, R - raw, S - smooth (c).
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Obdobné vysledky sa dosiahli aj pri klasifikdcii tychto extraktov podla poévodu vzoriek,
kym pri klasifikacii podla druhovej skladby najvaésiu vahu maja popri antioxidaénych cha-
rakteristikdch obsah Cu, Caa Zn a podla sposobu technologického spracovania vysledky
EPR a UV-VIS experimentov s ABTS+*. Ukazuje sa, Ze vplyv rozpustadla/druhu extraktov
na opis variability systému je prakticky zanedbatelny, ale vaha jednotlivych premennych
pre konstrukciu hlavnych komponentov je vyrazne zavisld na druhu extrak¢ného ¢inidla,
¢ojelogickym dosledkom zavislosti jedn. experimentalnych charakteristik od pouzitého
extrakéného ¢inidla, opisanej vyssie.

Na Obr. 3 (b)a 3 () st znazornené vysledky kanonickej diskriminacnej analyzy etanolovych
extraktov podla druhovej skladby, resp. podla sposobu technologického spracovania. Z
obrazkov je zrejmé, Ze v pripade diskriminacie podIa druhovej skladby sa dosiahla 100%
uspesnost klasifikicie muk - v obrazku existuji 3 diskrétne skupiny bodov, kym v pripade
diferencidcie muk podla spdsobu technologického spracovania 3 vzorky muk (FI, F8 a
F20) boli nespravne zaradené medzi celozrnné a hrubé muky, ¢im uspes$nost klasifikacie
klesla na 939%.

Vplyv extrahovadla pouzitého na pripravu extraktov na uspesnost diskrimindacie vzoriek
muk podla sledovanych kritérii je zrejmy z Tab. 4. Z prezentovanych tdajov je zrejma vysoka
uspesnost klasifikdcie vzoriek muk pre vSetky extrakéné systémy a zvolené kritéria (> 85%),
pri¢om pri klasifikacii muk podIa druhovej skladby sa vo vsetkych troch pripadoch dosiahla
100% spravna klasifikacia. Relativne najnizsia spravnost klasifikacie vo vSetkych troch ex-
trakénych systémoch sa dosiahla v pripade diskriminacie vzoriek podla spdsobu pestovania.

Tabulka 4. Vysledky kanonickej diskrimina¢nej analyzy vzoriek muk resp. ich
extraktov v roznych rozpustadlach podla réznych diskriminaénych kritérii

Table 4. The results of canonical discrimination analysis of flour samples under study
and their extracts in different solvents according to various discrimination parameters

Parameter Rozpistadlo Uspesnost Pocet nespravne
klasifikacie (%) |klasifikovanych vzoriek
Krajina povodu 50% etanol/voda 95.0 2
50% aceton/voda 95.0 2
voda 87.5 5
Sposob pestovania | 50% etanol/voda 90.0 4
50% aceton/voda 87.5 5
voda 95.0 2
Druhova skladba | 50% etanol/voda 100.0 0
50% acetén/voda 100.0 0
voda 100.0 0
Technologické 50% etanol/voda 93.0 3
spracovanie 50% aceton/voda 95.0 2
voda 87.5 5
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Z porovnania vysledkov pre jednotlivé extrakéné systémy je zrejmé, ze klasifika¢né skore pre
extrakty v 50% aceténe a 50% etanole je porovnatelné, resp. vyssie v prospech 50% etanolu,
len v pripade klasifikacie podla spdsobu technologického spracovania sa u aceténovych
extraktov dosiahlo lepsie klasifika¢né skore. Vodné extrakty st charakteristické najlepsim
klasifika¢nym skére podla sposobu pestovania (~ 95%), na druhej strane klasifika¢né skére
podla krajiny pévodu a sposobu technologického spracovania je v porovnani z ostatnymi
systémami najnizsie, cca 88%.

ZAVER

Potvrdila sa vyznamna stuvislost medzi druhom pouzitého rozpustadla a skladbou extraktov
z muk, pricom ako najefektivne;jsi extrakény systém sa preukdzal 50% etanol vo vode, tak
z hladiska vytaZznosti polyfenolov resp. flavonoidov (ako potencidlnych funkénych zloziek)
ako aj z hladiska prijatelnosti tohto rozpustadla pre potreby potencidlneho vyuzitia izo-
latov v potravindrskom priemysle. Na zaklade antioxida¢nych charakteristik extraktov
$tudovanych vzoriek a obsahu kovov v mukach je mozné spolahlivo diferencovat vzorky
muk podla spdsobu pestovania, povodu, spésobu technologického spracovania ako aj dru-
hovej skladby muk. Existuje teda priamy stvis medzi uvedenymi kritériami a vlastnostami
muk. Na zdklade uvedenych skuto¢nosti je teda mozné cielenou modifikaciou podmienok
pestovania a spracovania muk ovplyvnit skladbu a obsah funkénych zloziek v mukach a
nasledne vhodnou volbou extrakéného ¢inidla je mozné zvysit vytazky funkénych zloziek.
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SUMMARY

Extraction conditions applicable for the isolation of functional components from flours
of Hungarian and Slovak origin were optimized on a group of twenty commercial raw,
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smooth and graham rye, wheat and spelt wheat flours, respectively, of both, organic and
conventional production. Atomic absorption spectrometry was involved to determine
the trace metals and minerals content in flours and EPR and UV-VIS to determine the
antioxidant activity, total polyphenols and flavonoid content of flours extracts in water,
acetone (50% in water, v/v) and ethanol (50% in water, v/v). Besides that, flours samples
were evaluated to the dry matter and ash content. As clearly proved by both, EPR and
UV-VIS, extraction solvent significantly influences the composition of extracts, including
the concentration of polyphenols. From the functional components isolation efficacy point
of view, 50% acetone followed by 50% ethanol were found as the best extraction solvents,
with comparable characteristics, followed by water. Due to practical reasons and further
applicability of the isolates as food additives, 50% ethanol was selected as a solvent of
choice. Multivariate statistical analysis — Principal Component Analysis and Canonical
Discrimination analysis were effectively involved for data processing and differentiation
of samples. Its successfulness — correctness — is dependent on extraction solvent. In case
of extracts in 50% ethanol, recognition ability tested by canonical discriminant analysis
resulted in more than 95% successful discrimination of samples according to the country
of origin, the classification according to the method of cultivation reached 90%, while
according to the way of technological processing (grinding) and according to the species
reached 93% and 100% correctness, respectively. The discrimination scores for 50%
acetone extracts were comparable, while for water extracts were in some cases lower by
5-10%. As the most significant discrimination parameters, metals and minerals profile
as well as flavonoid content and antioxidant activity evaluated by both, EPR and UV VIS
were recognized.

Keywords: flour, extraction conditions, antioxidant activity, EPR, UV-VIS, multivariate
statistics, classification.

Okolégiai és hagyomanyos termesztésb6l szarmazé magyar és
szlovdk lisztek jellemzése és megkiilonboztethetésége
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A tanulmény a funkciondlis komponensek izoldldsi feltételeinek optimalizdldsaval fog-
lalkozik 20 magyar, illetve szlovak szarmazasu, kiilonb6z6 szemcseméretd (finomliszt,

sz

dara, graham), eltéré gabonafaju (rozs, biza, tonkdly), hagyomanyos és bioliszt esetében. A
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fém- és d4svanyianyag-tartalmakat atomabszorpcids spektrométerrel hatdroztuk meg. EPR és
UV-VIS médszerrel vizsgaltuk az antioxidans aktivitast, a polifenol- és flavonoidtartalmat

sz

vizben vald oldas, 50%-o0s aceton-, illetve 50%-o0s etilalkoholos-oldattal torténé kivonas
utdn is vizsgaltuk. Megéllapitottuk a lisztmintdk szdrazanyag- és hamutartalmat is. Az
EPR és UV-VIS médszerekkel kapott eredmények bizonyitjak, hogy az oldészer jelentSsen
befolydsolja a kivont anyagok Osszetételét, beleértve a polifenolok koncentricidjat is. A
funkciondlis komponensek izoldlasanak hatékonysdga szempontjabdl az 50%-os aceton-,
illetve az 50%-os etilalkohol-oldat volt a legmegfelelGbb, a vizzel torténd kivonds kevésbé
eredményes. Az izolalt anyagok, mint élelmiszer-adalékanyagok tovabbi felhaszndldsa
és egyéb gyakorlati tényezGk figyelembevétele miatt az 50%-os etil-alkohol bizonyult
a megfelelS oldészernek. A vizsgélati eredmények értékelésére tobbvaltozos statisztikai
mddszert hasznaltunk. A kivonds eredményessége, annak megbizhatésiga az oldészertsl
fiigg. 50%-os etil-alkoholos kivonds esetében a kanonikus diszkriminancia-analizis alap-
jan a mintdk tobb mint 95%-a megkiilonboztethets a szarmazas és 90%-a a miivelési moéd
(bio, vagy konvenciondlis) alapjan. A technoldgiai feldolgozas (6rlés), illetve a gabona faja
alapjan megkiilonboztethet&ség 93%, illetve 100%-o0s. Az eredmények hasonléak az 50%-os
acetonoldat esetében is, mig a vizes kivonasnal a kapott eredmények 5—10%-kal rosszabbak.
A kisérletek alapjdn az egyes lisztek a fém- és dsvanyianyag-tartalmuk, a flavonoidtartalom,
illetve az antioxiddns-aktivitds alapjan kiilonboztethetek meg a legjobban.
Kulcsszavak: liszt, extrakciés koriilmények, antioxiddns-aktivitds, EPR, UV-VIS, tobb-
valtozos statisztikai mddszer.
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