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DURATION UNDER NATURAL CONDITIONS
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ABSTRACT

Our attention is being given especially to four representative flavonoids: kaempherol, apigenin, genistein and daidzein.
These flavonoids were studied in the seeds of colored varieties of dry pea. Isocratic HPLC analysis with DAD detection
after acid hydrolysis of samples was performed. The differences of flavonoid contents in individual pea varieties were not
significant. The determined values of flavonoids in green peas were: daidzein 1,746-2,688 mg.kg™”, genistein 0,412-0,706
mg.kg”, kaempherol 0,621-1,484 mg.kg™, apigenin 0,261-0,479 mg.kg". Yellow varieties of pea contained between 0,375-
0,779 mg.kg" daidzein, 0,115-0,158 mg.kg" genistein, kaempherol 0,742-1,314 mg.kg", apigenin 0,462-0,698 mg.kg".
Also the changes in content of chosen flavonoids in pea in the dependence on variety in dried legumes stored under natural
conditions were surveyed. From the results it came out that in interval 7 month the content of all observed flavonoids

declined in dry material (in some cases even to non-detectable levels).
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UvoD

Prirodné  antioxidanty  pritomné v  potravinich
vyvolavaji znaény zaujem verejnosti kvoli  svojim
potencidlnym nutricnym a terapeutickym G¢inkom.
Polyfenolické zluceniny, zvlast’ flavonoidy, su ucinnymi
antioxidantmi vd’aka svojej schopnosti zachytavat volné
radikaly a reaktivné formy kyslika (Lachman et al.,
2005). Napriek tomu, Ze flavonoidy vo vSeobecnosti nie st
povazované za latky s nutriénou hodnotou, zaujem o ne
vzrastd pre ich priaznivé UCinky na ludské zdravie
(Magélova, 1999). Flavonoidy st vyznamnou sucastou
antioxida¢ného systému, zabranuji peroxidacii lipidov,

pOsobia protizapalovo, antioxida¢ne, antimikrobialne,
antimutagénne.
Problematika vyskytu aobsahu fenolickych latok

v rastlinnom materiali je v suCasnom obdobi rieSena
v pracach mnohych odbornikov av tejto stvislosti st
vyskumu podrobené aj strukoviny. Strukoviny vSeobecne
patria medzi najhodnotnejSie rastlinné potraviny
s preukaznymi pozitivnymi ucinkami na zdravie ¢loveka.
NajfrekventovanejSou jedlou strukovinou v strednej

MATERIAL A METODY

Material: V subore semien hrachu siateho (Pisum
sativum convar. sativum Alef.) dodanom SPachtitel'skou
stanicou Horna Streda sa stanovil a porovnaval obsah
fenolickych latok medzi r6znofarebnymi typmi hrachu, a
to zltosemennymi odrodami Jantar, Svit, Xantos a
zelenosemennymi odrodami Jadeit, Olivin a Achat.
Strukoviny v plnej zrelosti boli jednotlivo balené
v papierovych obaloch a skladované oddelene na suchom,
vetratelnom mieste pri beznej teplote bez pristupu
priameho slne¢ného Ziarenia.

Chemikalie: Pre HPLC analyzu boli zaktpené Standardy
sledovanych flavonoidov najvys$Sej dostupnej Cistoty —
daidzein (98 %), genistein (99 %), kemferol (96 %)
a apigenin (99 %) od firmy Fluka (Svajéiarsko). Metanol
pre HPLC bol pouzity od firmy Sigma Aldrich Chemical
Corp. (USA). Zékladné Standardné roztoky boli pripravené

Eurépe je hrach, a preto sem sa zamerali na stanovenie
obsahu vybranych predstavitelov fenolickych latok v tejto
strukovine, ktord je neoddelitelnou stcastou nasho
jedalneho listka v ro6znych kulinarskych tpravach.

Troszynska et al. (2002) zistovali fenolové zlugeniny
zodpovedné za antioxidac¢nu aktivitu hrachovych semien.
Pouzitim HPLC potvrdili pritomnost’ glykozidov flavonolu
(kemferolu) a flavonu (apigenin). Pritomnost’ kemferolu
bola zistena aj po kyslej hydrolyze semien inych typov
strukovin  bohatych na polyfenoly (Troszynska et al.,
2006). Duenas et al. (2004) prezentovali pritomnost’
glykozidov luteolinu, kvercetinu i apigeninu v osemeni
odrdd hrachu. Kalogeropoulos et al. (2010) detegovali
v semenach hrachu, okrem flavonolov, aj izoflavony
(genistein), ktorych bohatym zdrojom su s6jové boby.

O fenolickej skladbe aobsahu fenolov v semenach
hrachu je vel'mi malo publikovanych prac. Z tohto dovodu
bola nasa pozornost zamerand na stanovenie obsahu
Styroch vybranych predstavitelov jednotlivych skupin
flavonoidov, ato zo skupiny izoflavonov (daidzein,
genistein), flavonolov (kemferol) a flavonov (apigenin)
s koncentraciou 25 pg flavonoidu.cm® metanolu (HPLC
grade) a uchovavané vtme pri teplote 4 °C. Vsetky
roztoky boli pred HPLC analyzou prefiltrované cez
0,22 pm membranové filtre PTFE (Alltech, USA). Ostatné
analytické skumadla pouzité pri experimentalnej praci boli
p.a. Cistoty.

Metodika: Flavonoidy — daidzein, genistein, kemferol a
apigenin - boli stanovené ako aglykéony nami
modifikovanou metddou podl'a Wanga (1990). Flavonoidy
boli stanovené pomocou pristroja pre HPLC (Agilent
Technologies, U.S.A) s pouzitim DAD detektora. Vsetky
vzorky extraktov boli prefiltrované cez 0,22 um
membranové filtre (Millipore, U.S.A.) a filtrat (20 pl) bol
nastrekovany na kolonu RP C18 (150x 3,9mm)
s predkolonou s tou istou stacionarnou fazou. Bola pouzita
izokraticka eltcia s mobilnou fazou metanol : 1mM octan
aménny (6:4) priprietoku 1 mlmin’. Identifikacia
a kvantifikacia flavonoidov bola zalozena na porovnavani

ro¢nik 4

3/2010



potravinarstvo

retenénych casov UV spektier so spektrami komerénych
Standardov.

Pri hodnoteni vysledkov biologického materialu bola
pouzita Statistickd metéda analyzy variancii ANOVA

VYSLEDKY A DISKUSIA
V tabul’ke 1 st uvedené obsahy sledovanych vybranych
flavonoidov v siibore semien hrachu siateho ziskanych po

(Statisticka  jednofaktorovd a dvojfaktorovd analyza
rozptylu). Na Statistické spracovanie Udajov sa pouzil
program EXCEL 2003 a STATGRAPHICS Vs. 5.0.

Z uvedenych vysledkov vyplyva, ze u vSetkych odrdd
hrachu boli hodnoty meranych flavonoidov na

zbere zo  Slachtitel'skej stanice Horna  Streda. detekovatelnej urovni.
Table 1 Flavonoids content (mg.kg™) in pea seeds in full ripeness

Odroda Obsah daidzeinu Obsah genisteinu Obsah kemferolu Obsah apigeninu
Jadeit 1,9460 0,4954 1,4840 0,4799
Achat 2,6889 0,4125 0,9052 0,2614
Olivin 1,7464 0,7067 0,6215 0,3738
priemer 2,2176 0,454 0,9052 0,3717
Jantar 0,3750 0,1159 1,3144 0,5596
Svit 0,3865 0,1589 0,742 0,4619
Xantos 0,7795 0,1510 1,1300 0,6988
priemer 0,583 0,1314 1,3144 0,5734
celkovy .priemer 1,4003 0,2956 1,1098 0,4725

Celkové priemerné obsahy sledovanych flavonoidov u
odrod hrachu klesaju v poradi daidzein (1,4003 mg.kg") >
kemferol (1,1098 mg.kg") > apigenin (0,4725 mgkg™") >
genistein (0,2956 mgkg™"). V pripade zelenosemennych
typov odrod (Jadeit, Achat, Olivin) su majoritnymi
flavonoidmi daidzein a kemferol, pricom hodnoty obsahu
daidzeinu niekol’konasobne prevySuju obsahy ostatnych
flavonoidov v celom subore odrod hrachu. Inverzny vztah
v pripade genisteinu a apigeninu mdzeme pozorovat u
odrdd zelenosemennych typov hrachov, zatial' ¢o u odrod
zltosemennych typov hrachov (Jantar, Svit, Xantos) su to
kemferol a daidzein, kde priemerny obsah kemferolu
(1,3144 mgkg") je ovela vys§i ako obsah daidzeinu
(0,5830 mg.kg™).

Testovanim hodndt obsahu izoflavonov daidzeinu a
genisteinu  metdodou variancii sa zistila Statisticka
preukaznost’ (P < 0,01) medzi farebnymi typmi hrachov
v prospech  zelenosemennych odrod. Je potrebné
poznamenat’, ze namerané hodnoty daidzeinu boli vyrazne
vyssie ako hodnoty genisteinu u oboch typov hrachov.
V pripade zelenej odrody Achat obsah daidzeinu
niekol’kondsobne prevysil mnozstvo ostatnych flavonoidov
a obsahom 2,6889 mgkg' sa ziroveii ukdzal ako jej
dominantna flavonoidna zlt¢enina. Spomedzi
zltosemennych odrdéd dosiahla maximalnu hodnotu
daidzeinu odroda Xantos. Obsah genisteinu bol medzi
zItymi odrodami pomerne vyrovnany.

Najvyssie mnozstvo kemferolu v celom subore vzoriek
obsahovala zelenosemenna odroda Jadeit. Pomerne vysoky
obsah kemferolu, aprekvapivo najvyssi medzi zltymi
vysledky v obsahu izoflavonov i celkovych polyfenolov
a javila sa ako odroda chudobna na fenolické latky.

Z porovnania priemernych hodndt obsahu kemferolu
mozno usudzovat,, Ze Zltosemenné odrody st bohatsie na

uvedeny flavonoid ako =zelenosemenné odrody, ale
porovnanie variabilnych hodnét jednotlivych odrdod
poukazuje skér na odrodovu zavislost. Hempel a Bohm
(1996) potvrdili zavislost’ flavonolov od odrody pri
testovani farebnych odrod fazule, pricom rozdiely
v obsahu flavonolov medzi Zltou a zelenou fazul'ou neboli
preukazné. K opa¢nému zaveru dospeli Beninger et al.
(1999) analyzou troch odrdd suchej fazule s odlisSnym
farebnym osemenim. Autori zistili porovnatelné mnozstvo
kemferolu v svetlozelenej ahnedej odrode fazule, ale
preukazne niZ§i obsah tohto flavonolu v Zltej odrode. Dalej
modZeme konstatovat, Ze zltosemenné odrody obsahuju
sice v priemere viac apigeninu ako zelenosemenné
odrody, ale hodnota obsahu apigeninu zltej odrody Svit je
porovnatelna s odrodou Jadeit snajvy$sim obsahom
apigeninu spomedzi zelenych odrod. Na zaklade
vyhodnotenia analyzy variancii sa moze konstatovat’, ze
s pravdepodobnost'ou vyssou ako 99 % existuje Statisticky
vyznamny rozdiel v obsahu fenolickych latok nezavisle od
typu odrody hrachu.

Nasledne sa sledovali a vyhodnocovali zmeny v obsahu
vybranych flavonoidov v zévislosti od doby uskladnenia
vzoriek hrachu v prirodzenych podmienkach. Kvalita
suchych semien strukovin sa zhladiska obsahu
flavonoidov priebezne kontrolovala v stanovenych
terminoch s prihliadnutim na praktické a ¢asové zvladnutie
metody. Prvé meranie bolo uskutocnené po zbere
strukoviny a nasledne sa vzorky hrachu odobrali
s dvojmesatnym odstupom (2 a 3. meranie) od
naskladnenia a po priebeznom vyhodnoteni sa v zavere
skladovania (4.-6. meranie) zvolili mesacné intervaly
odberu vzoriek. Zmeny v hladine flavonoidov v hrachu

siatom vo vztfahu kdobe skladovania prezentuju
vysledky uvedené v tabulke 2.
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Table 2 Changes in contents of selected flavonoids (mg.kg™) of pea in relationship to storage

duration
Odroda Analyza Obsah daidzeinu geon?sstz?nu keombfse?glu ap(i)g:r?it;\ u
1. meranie 1,9458 0,4954 1,4840 0,4798
2. meranie 0,3703 0,4068 1,0556 0,1260
Jadeit 3. meranie 0,2659 0,0974 0,9531 nd.
4. meranie 0,0761 0,0797 0,4373 nd.
5. meranie 0,0593 0,0768 0,3109 nd.
6. meranie nd. nd. 0,1689 nd.
1. meranie 2,6888 0,4125 0,9052 0,2614
2. meranie 0,2017 0,0598 0,6440 0,1895
Achat 3. meranie 0,1861 nd. 0,5141 0,1037
4. meranie 0,1061 nd. 0,5066 0,1013
5. meranie 0,1026 nd. 0,4717 nd.
6. meranie nd. nd. 0,4597 nd.
1. meranie 1,7463 0,7067 0,6215 0,3738
2. meranie 0,2008 0,1727 0,5804 0,3366
Olivin 3. meranie 0,1403 0,0797 0,4593 0,3203
4. meranie 0,1336 0,0738 0,4399 0,3136
5. meranie 0,1274 nd. 0,4134 nd.
6. meranie 0,0849 nd. 0,2650 nd.
1. meranie 0,3750 0,1158 1,3140 0,5596
2. meranie 0,2253 0,0738 1,1863 0,2524
Jantar 3. meranie 0,1796 0,0713 0,8666 0,2495
4. meranie 0,0373 nd. 0,5830 0,1971
5. meranie nd. nd. 0,3631 nd.
6. meranie nd. nd. nd. nd.
1. meranie 0,3865 0,1589 0,7420 0,4619
2. meranie 0,3608 0,1432 0,5742 0,3590
Svit 3. meranie 0,1398 0,1121 0,4602 0,3048
4. meranie 0,1274 0,0147 0,3790 0,1683
5. meranie 0,1191 nd. 0,3657 nd.
6. meranie 0,1097 nd. 0,3000 nd.
1. meranie 0,7792 0,1510 1,1300 0,6988
2. meranie 0,2609 0,1378 1,0203 0,6558
3. meranie 0,2394 0,0501 0,5353 0,5612
Xantos
4. meranie 0,2175 0,0290 0,5115 0,4112
5. meranie 0,1468 nd. 0,3095 nd.
6. meranie 0,1368 nd. 0,3021 nd.

nd. — pod hranicou detekcie

Z vysledkov  ztabulky 2 je evidentné, Ze vo
vSetkych odrodach hrachu v plnej zrelosti s narastajiicou
dobou skladovania $tatisticky vyznamne (P < 0,01) klesali
hodnoty obsahu sledovanych flavonoidov. Signifikantny
pokles hodnét bol zisteny v obsahu oboch izoflavonov v
odrodach Jadeit, Achat a Olivin na zacéiatku skladovania.
Pocas 2 mesiacov skladovania klesla hodnota mnozstva
genisteinu 0 78,7 % adaidzeinu o 88,4 % oproti
priemernej hodnote  ziskanej  pri  naskladneni
zelenosemennych odréd hrachu. Rozdiely v obsahu
daidzeinu 1 genisteinu v zelenych odrodach zistené
v nasledujucich odberoch uz neboli Statisticky vyznamné.
Jantar, aj po 7 mesiacoch skladovania strukoviny.

V pripade Zltosemennych odréd hrachu (Jantar, Svit,
Xantos) dochadzalo sice k vyznamnej, ale plynulej
degradacii izoflavonov pocas celého useku skladovania.
Najnizsi ubytok daidzeinu bol pozorovany v odrode Svit,
napriek nizkej pociatocnej hodnote porovnatelnej
s vychodiskovou hodnotou v odrode Jantar. V odrodach
Jantar, Jadeit a Achat boli konecné hodnoty obsahu
daidzeinu na nedetekovatelnej tirovni. Obsah genisteinu
klesol pod medzu stanovitel'nosti po uplynuti 5 mesiacov
(v priemere) od uskladnenia oboch typov hrachov.

Obsah kemferolu vo vsetkych pripadoch hrachu siateho
klesal pozvolne abol detegovany, s vynimkou odrody
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Statistickd vyznamnost poklesu kemferolu (P < 0,01)
bola zaznamenana pocas celého useku skladovania u
oboch typov hrachov. Na zaklade percentudlneho
vyjadrenia kone¢nych hodnét kemferolu voci pociatoénym
hodnotam mozno zostavit nasledovné poradie odrod
hrachu: Achat (50,7 %) > Olivin (42,6 %) > Svit (40,4 %)
> Xantos (26,7 %) > Jadeit (11,3 %) > Jantar (nd.).

Nasledujucim hodnotenym flavonoidom bol apigenin.
S narastajuicou dobou skladovania obsah apigeninu
pozvolne klesal, pricom rozdiely zistené v jeho obsahu
medzi jednotlivymi mesiacmi odberu vzoriek pocas
skladovania boli  vicSinou Statisticky  vyznamné.
Zaujimavy je nahly vyrazny pokles apigeninu pod hranicu
stanovitelnosti zaznamenany v 5. odbere (merani) vo
vsetkych odrodach hrachu.

Z vysledkov stanovenia obsahu flavonoidov v 1. merani
vo vzorkach hrachu mozno stanovit’ nasledovné poradie:
daidzein: Achat > Jadeit > Olivin > Xantos > Svit > Jantar
genistein: Olivin > Jadeit > Achat > Svit > Xantos > Jantar
kemferol: Jadeit > Jantar > Xantos > Achat > Svit > Olivin
apigenin: Xantos > Jantar > Jadeit > Svit > Olivin > Achat

Z vysledkov stanovenia obsahu flavonoidov v 6. merani
vo vzorkach hrachu mozno stanovit’ nasledovné poradie:
daidzein: Xantos > Svit > Olivin > Jadeit ~ Achat ~ Jantar
genistein: Jadeit ~ Achat =~ Olivin = Jantar =~ Svit  Xantos
kemferol: Achat > Xantos = Svit > Olivin > Jadeit > Jantar
apigenin: Jadeit ~ Achat ~ Olivin ~ Jantar ~ Svit ~ Xantos
Zelenosemenna odroda Jadeit sa javila ako odroda
s najoptimalnej$im  zastGpenim vsetkych sledovanych
flavonoidov, aaj obsah celkovych polyfenolov ju
favorizoval pre pouzitie v praxi. Z porovnania hodndt vSak
vyplyva, ze skladovanim si zelenosemenné odrody Jadeit
a Achat zachovali iba kemferol, v odrode Olivin aj
daidzein, zatial’ ¢o Zltosemenné odrody Xantos a Svit mali
priemerny obsah kemferolu a relativne najvyssi obsah

ZAVER

Hodnotenym objektom vyskumu boli odrody hrachu
siateho v plnej zrelosti. Mozeme konStatovat, Zze
zelenosemenné odrody hrachu maju  vys§i obsah
flavonoidov ako zltosemenné odrody hrachu. Medzi
oboma typmi hrachov vsak existuju niektoré vyznamné
rozdiely, napr. v obsahu daidzeinu, ktory sa vyskytuje vo
vyznamne vysSich koncentraciach v zelenosemennych
odrodach ako Zltosemennych odrodach. Naopak,
koncentracia kemferolu, ako dominantného flavonoidu
slovenskych strukovin, bola vysSia u analyzovanych zltych
odrdd hrachu. Zo stanovenej sumy obsahu flavonoidov
vyplyva, ze najbohat$imi zdrojmi boli odrody Jadeit
spomedzi zelenych aodroda Xantos spomedzi zltych
hrachov. Kvalita semien hrachu siateho bola sledovana aj
vo vtahu k dobe skladovania strukovin v prirodzenych
podmienkach. Najradikéalnejsi pokles hodndt bol
zaznamenany v pripade genisteinu a apigeninu, ktorych
obsahy neboli detegované uz po 5 mesiacoch skladovania.
Genetickda  pribuznost  (polohové izoméry) oboch
flavonoidov by mohla byt vysvetlenim analogického
spravania sa genisteinu a apigeninu, a to nielen v tvorbe
nizSicho mnozstva vsemenach hrachov, ale aj ich
vyznamnej degradécii. VSeobecne stanoveny

daidzeinu. Napriek nedetekovatelnym hodnotam obsahu
genisteinu a apigeninu mozno aj tieto odrody povazovat
na zaklade ziskanych kone¢nych vysledkov za priaznivé
z hladiska obsahu sledovanych flavonoidov.

Vysledky v tabul’ke 2 jednozna¢ne dokumentuji vyrazny
pokles obsahu flavonoidov v hrachu, ¢o koreluje so
zavermi Bilbao et al. (2000), ktori skumali vplyv
skladovania na obsah polyfenolov vo viacerych druhoch
strukovin. VSeobecne mozno konstatovat, ze po 7
mesiacoch  uchovavania  strukovin v prirodzenych
podmienkach bola voboch typoch hrachu tendencia
zachovania  obsahu kemferolu avmensej miere
i daidzeinu. V pripade zltych odréd bol zaznamenany
pozvolny Uubytok daidzeinu, ato inaprick nizkym
vychodiskovym hodnotam, v porovnani o)
zelenosemennymi odrodami. NajvyraznejSie zmenam
v hrachu podliehajii genistein ajeho polohovy izomér
apigenin. Vo viacerych pripadoch hodnoty genisteinu
a apigeninu dosiahli hranicu detekcie uz po 5 mesiacoch
skladovania. Najradikalnejsi pokles hodnot v odrodach
hrachu bol vSak spozorovany v pripade obsahu apigeninu
v odrode Jadeit a obsahu genisteinu odrody Achat, ktoré uz
po 4 mesiacoch skladovania klesli pod hranicu detekcie.
Tvorba oboch spominanych flavonoidov prebieha
rovnakou genetickou drahou, a prave pribuznost oboch
latok by mohla byt vysvetlenim ich analogického
spravania, ato nielen v produkcii nizSieho mnoZstva
v semenach hrachov, ale aj vyznamnej degradacii
(P < 0,01) oboch fenolov medzi jednotlivymi mesiacmi
odberu vzoriek. Uvedené skutocnosti poukazuji na to, ze
pocas celého tseku skladovania dochadzalo k postupnému
narusaniu Struktary flavonoidov enzymami
polyfenoloxidazou a peroxiddzou, co viedlo nasledne
k poklesu ich obsahu v hodnotenych strukovinach.

vyss$i obsah kemferolu vo vsetkych odrodach hrachu
siateho klesal pozvolne abol detegovany aj po
7 mesiacoch skladovania strukoviny. Vyznamnd tendencia
poklesu obsahu flavonoidov medzi jednotlivymi mesiacmi
odberu vzoriek poukazuje na to, ze pocas celého tseku
skladovania dochadzalo k postupnému nartsaniu Struktary
flavonoidov enzymami polyfenoloxidazou a peroxidazou.
Prezentované vysledky dopliaju  sGdasné poznatky
o obsahu bioaktivnych latok vo vybranych slovenskych
odrodach adruhoch strukovin, ako aj oich zmene vo
vztahu k dobe skladovania. Ak by sa za jeden z uréujicich
dovodov konzumaécie strukovin v naSich podmienkach bral
obsah sledovanych flavonoidov, tak uvedené poznatky
z tohto  pohladu naznaCuji, ze je najvhodnejSie
konzumovat’ strukoviny v kratkom case po ich zbere.
Pomerne vysoké koncentracie kemferolu a daidzeinu
stanovené aj po dlhsej dobe skladovania sucasne
poukazuju na vhodnost’ vyuzivania sdje v naSom jedalnom
listku pre deklarovany priaznivy vplyv flavonoidov na
zdravie ¢loveka pocas celého roka. Castej§ie zastupenie
strukovin vo vyzive by znamenalo nielen racionalne
vyuzitie zdroja hodnotnych bielkovin a komplexné krytie
potreby nevyhnutnych Zzivin, ale aj zabezpecenie
nezanedbate'ného prijmu polyfenolickych latok potravou,
¢o modze byt jednou z ciest prevencie modernych
civiliza¢nych ochoreni nasej populacie.
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