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NAZEV

Vliv ptidavkl karobového prasku na antioxidaéni vlastnosti muffini

ANOTACE
Prvni ¢ast této diplomové prace se zabyvad sorpcnimi izotermami. Jejich méfenim,
matematickym popisem, jednotlivymi typy a jejich vyuzitim pro praxi. Experimentalné byly
stanoveny sorpcni izotermy prasku z luski rohovniku (Ceratonia siliqua) pied a po prazeni.
Druhé cast této diplomové prace se zabyva antioxida¢nimi vlastnostmi rohovniku.

V ramci experimentu byly piipraveny muffiny s riznym podilem prasku z luskli rohovniku

(prazeného a neprazeného) a sledovan jejich vliv na vybrané antioxida¢ni parametry.
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TITLE

The effect of carob powder on antioxidant properties of muffins

ANOTATION
The first part of this Diploma Thesis deals with moistire adsorption isotherms, their
determination, measurement, mathematical description, their types and their use in practice.

SMoisture adorption isotherms of carob powder were experimentally established.

The second part of this Diploma Thesis deals with antioxidant properties of carob
poeder. Then muffins were prepared with addition of various levels of carob powder (roasted

and unroasted) and antioxidant properties were determined.
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SEZNAM ZKRATEK

A - absorbance

AgNPs — nanocastice stiibra

ABTS -2,2-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonatu

DPPH — metoda s pouzitim stabilniho volného radikalu 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazylu
FAST - fluorescence pokrocilych produktti Maillardovych reakci a rozpustného tryptofanu
Trolox — 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina

UV/VIS — ultrafialova a viditelna oblast



Uvod

Obsah vody v potravinach je dulezitym faktorem. Ma obrovsky vliv na stabilitu
potravin, a to jak z hlediska chemického, tak i mikrobidlniho. Sorp¢ni izotermy jsou tedy
nepostradatelnym prvkem pro urCovani doby spotieby, podminek skladovani, ptfipadné i

transportu.

Trendem ,,dneSni doby* je zdrava strava. Diety se obohacuji potravinami se zdravi
prospésnymi ucinky, kam bezesporu patii i rohovnik, ktery jich ma celou fadu. Jedna se o
stalezeleny strom rostouci ve stfedomoii. M4 prokazatelnou antiproliferativni a apoptickou
aktivitu, tedy plsobi protinadorove, mimo to i protiprijmové. Dale ma i antidiabeticky efekt a

antihyperlipidemické uc€inky, tedy snizuje hladinu glukézy a lipidi.

Kromé znac¢nych pozitivnich G¢inkil na lidsky organismus se vyuziva i v primyslu, a
to hlavné jako nahrazka kakaa. V posledni dobé i v pekaiském primyslu, kdy je ptidavéan ve
form¢é karobového prasku do peCiva v prazené i neprazené formé. V potravinarstvi je
pouzivan jako ptidatna latka karubin, ale nachdzi uplatnéni i ve farmaceutickém primyslu

zejména ve vyrobé kréma a télovych mlék.

V této diplomové praci byly stanoveny sorpcni izotermy rohovniku prasku z luskl
rohovniku. Cilem této prace bylo porovnat vlastnosti prazeného a neprazené¢ho prasku z
rohovniku. Pro tento pekafsky experiment byl zvolen muffin, kdy vzdy ¢ést pSeni¢né mouky

byla nahrazovéana prazenou a nepraZzenou rohovnikovou moukou.

14



1 Teoreticka Cast

1.1 Zakladni informace o rohovniku

Rohovnik obecny (Obrazek 1), Ceratonia siliqua (Fabaceae), u nés také znamy jako
svatojansky chléb, je z ¢eledi bobovitych. Jeho nazev je odvozen z feckého keras, coz je v
ptekladu ,,roh* a latinského siliqua, ktery znamena ,,tvrdy*“. Jednd se o 12 — 15 m stélezeleny
strom, ktery je soucasti Stredomoiské vegetace (Recko, Italie, Francie, Malta, Portugalsko,

Spanélsko), kde se vyskytuje se zv1asts na pudach, které jsou bohaté na vapnik ',

Jeho plody maji tvar jedlych fazoli, které visi ve formé klastrii a zlistavaji zelené az do
uplného zrani. Lusky jsou pfipraveny ke sbéru poté, co zméni barvu na tmavé hnédou a
stanou se vrasCitymi, coZ je zptisobeno snizenim obsahu vlhkosti. Zralé ovoce mé podlouhly
tvar (10 az 25 cm) a obsahuje n&kolik tvrdych semen °. Tyto lusky se vyznamn& lidi v
morfologickych charakteristikach, jako je rozmér, velikost, hmotnost, tvar, hustota, barva a

pomér po&tu semen k bun&éné hmoté v disledku réiznych klimatickych podminek °.

Obrazek 1: Plody rohovniku (prevzato ze y)

Jde o rostlinu, jejiz pivod sahd az do sttedovéku v zemich jako je Turecko, Kypr,
Syrie, Libanon nebo Egypt % PouZivani rohovniku se datuje jiz od ,,starého Egypta®, kdy se
lusky krmila hospodaiska zvifata, a mimo to pouzivali i karobovou gumu pifi mumifikaci.
Dnes je karobovd guma vyuzivana i ve farmaceutickém pramyslu pii vyrobé krému a

pletovych mlék °.
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Arabové pouzivali semeno rohovniku jako jednotku hmotnosti nazyvanou karat.
Semena obsazend uvniti rohovnikového plodu totiz véazi zhruba 0,2 g, a proto byly dfive

zlatniky pouZivany jako zavazi °>. Odtud byl rohovnik dale rozsifen do celého svéta .

Rohovnik je vyuzivan ve stfedomotiskych oblastech pro okrasné ucely, hlavné
v Alzirsku pii op€tovném zalesiiovani suchych a degradovanych ploch, ale hlavné pro
pramyslové ucely. Semena rohovniku maji nékteré zajimavé vlastnosti a Casto se proto

v r oy . rw r . r o 6
vyuzivaji v potravinafském a farmakologickém pramyslu °.

Lusky rohovniku jsou charakterizovany vysokym obsahem sacharidl, v karobové
buniciné jsou v hojném mnozstvi zastoupeny i proteiny. Mimo jmenované se jesté¢ vyuziva

rohovnikovy sirup .

1.1.1 Obsah biologicky vyznamnych latek v rohovniku

Rohovnik je znamy jako zdroj vldkniny, cukri a fady bioaktivnich sloucenin
(Tabulka 1), které jsou prospesné utady zdravotnich problémi (diabetes mellitus, srdecni
choroby, rakovina tlustého stieva), a to hlavné diky svym antidiabetickym, antioxidacnim a

protizan&tlivym u&inkam °.

Tabulka 1 Biologické slozky rohovniku a jejich zastoupeni (pfevzato z *)

Biologicka slozka Zastoupeni v rohovniku [%]
Celkové cukry 45-52

Sacharoza 35-45

Fruktoza 67

Glukoza 2—4

Proteiny 2-7

Susina 2-3

Tuky 0,5-1

Celkové polyfenoly 1,4-2

Vsechny zivé builky jsou neustale vystavovany riznym déjim, které ptispivaji ke
vzniku oxida¢niho stresu. Ten v organismu vznikd po zvySené expozici oxidanty, sniZzenim
antioxidanti, nebo z obou téchto diivodii. Oxidacni stres je spojen s tvorbou reaktivnich
forem kysliku, véetn¢€ volnych radikalti. Ty mohou mit z4sadni vliv na patofyziologii nemoci,

jako jsou nadorova onemocnéni, revmatoidni artritida, cirhza nebo arterioskleréza .
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1.1.1.1 Inositoly

V rohovniku jsou obsazeny, kromé hlavnich cukrii (sachardza, fruktdéza a glukoza),
také v nizkych koncentracich maltéza, rafindza, stachyoza, verbaskoza, xylozy a dalsi
inositoly. Tyto inositoly se vyskytuji i vjinych rostlinach, hlavné v so6jovych bobech a

w7 W r . .. 24 ~ 14 8
arasidech, ovSem v rohovniku je jich mnohem vétsi mnozstvi °.

Ve vysokych koncentracich se v rohovniku vyskytuje pinitol (3-O-methyl-L-chiro-
inositol). Bylo zjisténo, Zze ma antidiabetické u¢inky. Poméaha pii regeneraci B-bunék, které
jsou soucasti slinivky btisni (Langerhansovy ostriivky). Tyto buiiky uvoliiuji hormon inzulin,
ktery ¥idi hladinu glukézy vkrvi °. Kromé& antidiabetickych u¢inkGi méa prokazatelné
protiartritické a antioxida¢ni U€inky. Pinitol také zvySuje tvorbu cytokintl, které hraji zadsadni

tlohu pii zanétlivych procesech '°.

1.1.1.2 Polyfenolické latky

Polyfenolické latky jsou sekundarni metabolity rostlin, z vétsi casti ovoce, zeleniny,
obilovin, které se nejCastéji ti€astni ochrany ¢asti rostlin proti ultrafialovému zatfeni, nebo
v boji proti patogentim. Podle epidemiologickych studii bylo jednoznacné prokdzano, ze
dlouhodobé konzumace rostlinné stravy bohaté na polyfenoly poskytuje ochranu proti rozvoji
rakoviny, kardiovaskuldrnich onemocnéni, diabetu, osteoporézy a neurodegenerativnich
onemocnéni. V rohovnikovém prasku jsou hojné zastoupeny tyto latky jako je kyselina

gallova, taninova a askorbova '.

Polyfenolické latky, které v potravinach pfispivaji k hotkosti a sviravosti jsou
oznacovany jako taniny neboli tfisloviny. Dale polyfenoly ovliviiuji barvu, chut, vini i
oxidacni stabilitu. V zavislosti na poc¢tu fenolovych kruht délime polyfenoly na ¢tyfi hlavni

t¥idy: fenolové kyseliny, flavonoidy, stilbeny a ligniny '*"°.

Fenolové¢ kyseliny se vyskytuji hojné v potravinach a rozdélujeme je do dvou tiid, na

derivaty kyseliny benzoové a derivaty kyseliny skoficové .

Flavonoidy jsou nejstudovanégjsi skupinou polyfenoll. Jejich zakladni struktura se
sklada ze dvou aromatickych jader, které jsou spojeny tiemi atomy uhliku do heterocyklu.

Mnohé flavonoidy jsou odpovédné za zbarveni kvétin, plodi a lista '>'.
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Stilbeny obsahuji dvé fenylové skupiny spojené dvéma uhlikomethylovymi mustky.
Vyskyt v potravindch je pomérné nizky. Vétsina stilbentl v rostlindch zastava antimykotickou

. ., . y . . 12,13
funkeci a jsou syntetizovany pouze jako odpovéd’ na infekci nebo zranéni =~.

Lignany jsou slouceniny obsahujici 2,3- dibenzylbutanovou strukturu, ktera je tvotfena
ze dvou zbytkll kyseliny skoficové. Nékteré lignany jsou povazovany za fytoestrogeny.

Nejbohatsim zdrojem lignani jsou Inéna semena *°.

Studiemi bylo prokazano, ze spotieba polyfenolli omezuje vyskyt koronérni srde¢ni
choroby ateroskler6zy, ma antidiabeticky efekt, bojuje proti rakovinnému bujeni, chrani
nervovou soustavu, a také se ji pfipisuje efekt proti starnuti a mnoho dalSich prospé$nych

yowe o 14
ucinka .

1.1.1.3 Aminokyseliny

Bilkoviny rohovniku jsou slozeny ze 17 aminokyselin, kde kyselina asparagova,
asparagin, alanin, kyselina glutamova, leucin a valin spole¢né tvofi zhruba 57% z celkového
obsahu aminokyselin v luscich rohovniku. Zbytek jsou zastoupena serinem, glycinem,
histidinem, argininem, threoninem, tyrosinem, prolinem, methioninem, isoleucincysteinem,
fenylalaninem a lysinem '°. Obecné tedy mizeme povaZovat rohovnik jako dobry zdroj
aminokyselin. Konkrétn¢ji obsahuje vSech sedm esencidlnich aminokyselin (threonin,
methionin, valin, isoleucin, leucin, fenylalanin, lysin) v koncentracich, které spliiuji normy

Svétové zdravotnické organizace (WHO) .

1.1.1.4 Mineralni latky

Plody rohovniku jsou vynikajici zdsobdrnou drasliku a vapniku. Obsah drasliku se
pohybuje okolo 970 mg na 100 g suSiny, a koncentrace vapniku dosahuje az 300 mg na 100 g

sudiny .

Kromé¢ drasliku a vapniku tato rostlina obsahuje dal$i mineraly, jako je napiiklad
fosfor a hotcik, ale jiz v menSich koncentracich nez vyse jmenovany draslik a vapnik. Plody
také obsahuji mnoho mikroelementi jako je Zelezo, méd’, zinek, mangan, nikl, baryum, kobalt
a dalsi. Nejvice zastoupenym mikromineralem je zelezo. Semena rohovniku obvykle obsahuji

vétsi koncentrace téchto jmenovanych mineraltl nez rohovnikové lusky .
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1.1.1.5 Lipidy

Lipidy jsou zékladnimi metabolity v bunkédch, kde zastavaji nejriznéjsi funkce
nezbytné pro ¢innost bun¢k. Zahrnuji slozky struktury buné¢né membrany, zasobarna energie,
plni i funkci signélni a fidi transport metabolitd pfes buné¢nou membranu. Bylo pozorovéno,
ze u rostlin mize dochazet ke zméné ve slozeni tuki, a to jako reakce na tepelny stres,

nedostatek Zivin, starnuti nebo na Gtok patogent '°.

V rohovniku je jen malé mnozstvi lipidii ve srovnani s ostatnimi slozkami. Hlavnimi
slozkami lipidové povahy jsou methylestery mastnych kyselin. MenS$i ¢ast je zastoupena
nasycenymi mastnymi kyselinami, kde nejhojnéji se vyskytujici je kyselina palmitova (16:0),
dale se vyskytuje i kyselina stearova (18:0). Z nenasycenych mastnych kyselin jednoznacné

prevlada kyselina olejova (18:1) °.

V rohovniku se vyskytuji i triacylglyceroly (TAG). Ty maji velice rozmanitou
strukturu, 1iSi se v délce acylového fetézce, vazbou a jeji pozici. Soucasti jsou ale i
fosfolipidy. Studii bylo zjisténo, Ze olej rohovniku obsahuje ptiblizné 60 % fosfolipidi, a to
hlavné fosfatidylinositoly, a fosfatidylfosfolipidy .

1.1.1.6 Vitaminy

V plodech rohovniku byly objeveny i vitaminy, a to jak rozpustné¢ ve vodé, tak i
vitaminy rozpustné v tucich. Ve vétsi mife se vyskytuje vitamin C a niacin (Bj3), dale i
kyselina listova, pyridoxalfosfat (Bs), kobalamin (B;,) a riboflavin (B;), coz jsou ve vodé
rozpustné vitaminy. Co se tyce vitamina rozpustnych v tucich, je to hlavné tokoferol (E), dale

pak i axeroftol (A) a kalciferol (D) .

1.1.2 Zdravi prospéSné vlastnosti rohovniku

Dle cetnych klinickych studii byly odhaleny pozitivni vlivy konzumace rohovniku a
jeho produktt pro udrzovani lidského zdravi, prevenci nebo pro 1écbu nékterych chronickych
chorob. Produkty rohovniku jsou efektivni u onemocnéni jako je rakovina, diabetes mellitus,

prijmy a hyperlipidémie .
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1.1.2.1 Antiproliferativni a apopticka aktivita rohovniku

Rohovnik je slozenim bohaty na fytochemické slouceniny, u kterych byly v klinickych
studiich prokdzany protinddorové, antiproliferativni a proapoptické schopnosti. Ptikladem
muze byt kvercetin, ktery podporuje apoptozu leukemickych bunék se zamétenim piimo na
antiapoptoticky protein Bcl-xL. Mimo jiné tento polyfenol vykazoval v klinickych studiich na
modelu xenoimplantidtu schopnost inhibovat angiogenezi neboli novotvorbu cév, a to u

nadoru prsu a pankreatu, coZ znamen4, Ze je schopen sniZovat velikost nadort '°.

Dalsim ptikladem je kyselina gallova - fenolova kyselina, kterd je taktéz obsaZena
v rohovniku. Klinickymi studiemi bylo dokazdno, Ze ma& schopnost zastavovat rlst
osteosarkomu, tedy nadorti kosti u mysi, ale hypoteticky i u naddort tlustého stteva u lidi diky
antiproliferativnimu uc¢inku HT29 a LT97 buné¢nych linii. Dale je schopna vyvolat apoptické
reakce a inhibovat proliferaci tim, Ze zvySuje hladinu proteinu p-38, snizuje hladinu proteinu
JNK (Jun-N-termindlni kinazy) a aktivuje ERK1/2 inhibitor (extracelularni signélregulujici

kinaza) '°.

1.1.2.2 Antidiabeticky efekt rohovniku

Rostlinné piipravky, které obsahuji rohovnik, maji i antidiabeticky efekt. Tyto
ptipravky se vyznacuji nizkym glykemickym indexem, a z tohoto diivodu jsou pouzivany
jako dopliiky stravy pro pacienty s diabetem. Bylo pozorovano, ze pii piijimani diety

obsahujici karobovou gumu, doslo ke sniZeni hladiny glukézy v krvi krys '’

Pfitomnost pinitolu v rohovnikovych vyrobcich by mohla byt odpovédnd za
antidiabetické ucinky tim, ze reguluje hladinu cukru v krvi u pacientl s diabetes mellitus typu
I, a to zvySenim citlivosti na inzulin. Karobovy sirup je povazovan za bohaty zdroj pinitolu.
Nejspise také zvysuje absorpci glukézy ve svalech, coz svéd¢i o jejim vlivu v fadé
metabolickych cest glukozy, coz je pravdépodobnéjsi vysvétleni antidiabetického efektu

rohovniku, neZ zvySovani produkce inzulinu nebo zlep3eni jeho u&inku '®.

1.1.2.3 Protiprijmové piisobeni rohovniku

vvvvvv

rohovnik je schopen zablokovat hemaglutinaci toxické latky Escherichia coli na izolovanych
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sttevnich epitelovych buiikdch. Tento protiprijmovy efekt je nejpravdépodobnéji zptusoben
bioaktivnim slozenim luskti rohovniku, a to diky vysoké hladiné taninti, ostatnich polyfenolt

a vlakniny .

1.1.2.4 Antihyperlipidemické uc¢inky rohovniku

Vysoké hladiny lipidi nebo lipoproteinii v krvi mohou vést k ateroskler6ze a nasledné
onemocnéni srdce a cév. VéEtSina doplika stravy, které snizuji hladiny lipidd, a cholesterolu
v krvi obsahuje pravé rohovnik. Rohovnikova vldknina v kombinaci s n-3 mastnymi
kyselinami jsou hlavnimi slozkami potravin, které pozitivné ovliviiuji kardiovaskularni

o 19
system .

Tyto antihyperlipidemické Uc¢inky rohovniku byly dlouho sledovany, a to jak na in
vitro, tak i na in vivo modelech. Bylo tedy prokazano sniZeni hladiny cholesterolu a lipidi v
jatrech potkani nakrmenych potravou s vysokym obsahem cholesterolu. OvSem v jedné
nov¢jsi studii, ktera byla provadéna na diabetickych krysach, nebyl nalezen zadny vyznamny

vliv na hladiny cholesterolu a triacylglyceroli *°.

Studie zabyvajici se piimo rohovnikem nejsou jiz tak rozporuplné. Kdyz byl
rohovnikovy prasek podavan potkanim spolu s hyperlipidemickou dietou, hodnoty
cholesterolu i triacylglycerolti byly nizsi. Rohovnikovy prasek mulze byt tedy potencidlné

vyznamny v dietnim rezimu u obéznich osob .

1.1.3 Vyuziti rohovniku
Semena se vyuzivaji jako surovina pro vyrobu rohovnikového sirupu neboli karobové
gumy, kterd se v potravinafstvi pouziva jako piidatnd latka do potravin tzv. karubin,

oznaovana jako E410 %°.

Jak jiz bylo zminéno vyse, z karobové gumy se vyrabi také zvykacky. Jeji vlastnosti

jsou obecné ovlivnény pH, pfitomnosti soli nebo i1 tepelnym zpracovanim. Je také

wevr

a silngjsi gel. Téchto zajimavych vlastnosti karobové gumy je vyuzito v nekterych
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pramyslovych odvétvich, nejvice vSak v potravinarském pramyslu .
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Postupné vycerpavani tradi¢nich fosilnich paliv s rostouci spotfebou energie a emisi
sklenikovych plynli postupné vede k pfechodu na obnovitelné a udrzitelné zdroje energie. Zde
se opét uplatiiuje i rohovnik. Autofi studie *' navrhli rohovnik jako tsporny zdroj pro vyrobu

ethanolu, zv143té v suchych oblastech, kde je rohovnik p&stovan .

Rohovnikovd guma ma odlisné fyzikalné-chemické vlastnosti podle zemépisnych
oblasti, ve které se rohovnik nachazi, coz plati i o ostatnich sloZzkach rohovniku. Pouziti
rohovnikové gumy je viceucelové. Pouziva se pro zlepSeni reologickych a texturnich
vlastnosti emulzi. JelikoZz neni toxicka, lze ji pouzivat v textilnim, farmaceutickém pramyslu,
biomedicingé, kosmetice a v potravinaiském primyslu. Dilezitou vlastnosti tohoto
biopolymeru je jeho schopnost vytvaret velmi viskozni roztok pii relativné nizkych
koncentracich, ¢ehoz se vyuziva ke stabilizaci disperzi a emulzi a dale jako néhrada tuku v

Xy , : 10 22,23
mnoha mléénych vyrobcich “~.

Karobovou gumu tvofi skupina dlouhych fetézcli polymert, které jsou
charakterizovany jako ve vod¢ rozpustné viskézni disperze. Za skutecnost, ze jsou tyto gumy
rozpustné ve vode, mize velké mnozstvi hydroxylovych skupin. Tyto materialy se nalézaji v

extraktech z moiskych fas, v mouce vyrobené semletim zrn a v dalSich pfirodnich produktech
23

Studiemi bylo zjisténo, Ze rohovnik lze vyuZzit i pfi biosyntetickych reakcich pro
pripravu nanocastic. Nanocastice stiibra (AgNPs) se staly pfedmétem intenzivniho vyzkumu
vzhledem k jejich Sirokému uplatnéni v oblastech jako je optika, katalyza nebo v oblasti
antimikrobialnich latek. Nanocastice stfibra maji nové nebo vylepSené vlastnosti v zavislosti

na jejich velikosti a morfologii **.

Rohovnik ma prospésné ucinky na nas organismus. Prikladem mutze byt protektivni
ucinek na jatra a ledviny. Znecist'ujici latky jako je nikl, olovo, kadmium, vanad nebo rtut’
mohou vyvolat toxicitu ledvin a jater. Ledviny tyto kovy pohlcuji a ukladaji v proximalnich
tubularnich buiikich **. Jak jiz bylo feGeno vySe, rohovnik obsahuje produkty s
antioxida¢nimi vlastnostmi. Obecné bylo prokdzano, ze antioxidanty snizuji hepatotoxicky

i¢inek 2.

Vysoky obsah cukru ve spojeni sjeho nizkou cenou déla z rohovniku vyhodnou
alternativu k zivnému médiu pro vyrobu ethanolu. Vytazek z rohovnikového prasku se ukazal

jako potencialni substrat fermentacni vyrobu. Hlavni slozkou extraktu rohovniku je sachardza.
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Sacharoza je totiz nejlepsi zdroj uhliku pro vyrobu kyseliny citronové. Na zivnou piidu
s obsahem rohovnikového extraktu byla naockovana plisen Aspergillus niger. Tento druh
plisné zpusobil to, ze se koncentrace cukrii béhem 24 hodin sniZovala, zatimco koncentrace
kyseliny citrénové rostla. Sirup z luskli rohovniku je sloZzen hlavné z cukri a je pouzivan jako

nizkonakladovy substrat, podobné jako je tomu u rohovnikové moucky >>%°.

1.2 Teorie sorp¢nich izoterem

1.2.1 Aktivita vody

Aktivita vody vychazi z Raoltova zakona pro idealni roztoky. Neberou se zde v tivahu
ve vod¢ rozpusténé latky a jejich interakce. ZjednoduSen€ se hodnota aktivity vody vypocita
jako podil parcidlniho tlaku roztoku (p) a parcialniho tlaku vodni pary nad ¢istou vodou (py), a
to pfi konstantni teploté. Vypocet lze provést i podilem poctu mold rozpoustédla (voda) a

nasledné souctem s poctem moli roztoku (Rovnice 1),

_P_m
aw ==+, (M

kde a,, je aktivita vody, p je parcialni tlak vodni pary nad roztokem, p, je parcialni tlak
vodni pary nad Cistou vodou pii konstantni teplote, n; pocet moli rozpoustédla, n, je pocet

mold roztoku 7.

Aktivita vody je jednoduse efektivni obsah vody vyjadfeny jako jeji molarni zlomek.
Z toho vyplyva, ze aktivita Cisté vody se rovna 1. VSechny ostatni roztoky maji hodnotu
aktivity vody vzdy mensi nez 1 **,

Mnozstvi vodni pary ve vzduchu se vyjadiuje jako relativni vlhkost. Relativni vlhkost
je dulezitym faktorem hlavné v riznych primyslovych odvétvich. Vlhkost ovliviiuje
odparovani, rozvoj nemoci, kvalitu potravin a chemickych latek, ale 1 1éCiv. Relativni vlhkost

se udava v procentech a miize byt pocitana i pomoci hodnoty aktivity vody a,, ndsobenou 100

(Rovnice 2),

RH = a,, - 100 2)

kde RH je relativni vlhkost a a,, je aktivita vody *°.

23



1.2.1.1 Vliv aktivity vody na kvalitu potravin

Aktivita vody ovliviiuje kvalitu potravin v mnoha smérech. V prvé fadé predstavuje
parametr, podle kterého Ize predpovédet rist nezddoucich mikroorganismi. Mikroorganismy
potiebuji pro svij rliist a rozmnozovani urcitou hodnotu ay,. VéEtsina bakterii vyzaduje pro sviyj
rust minimalni hodnotu ay, 0,94, kvasinky rostou v prosttedi s aktivitou vody do 0,87. Plisné
patii mezi tolerantn€j$i mikroorganismy, které rostou i pii hodnotach 0,8 a,. V intervalu

0,75-0,61 a,, se rozmnozuji tzv. osmotolerantni druhy mikroorganisma *°.

Aktivita vody ovliviluje také kinetiku chemickych reakci v potravinach, napiiklad
enzymatické hydrolyzy, Maillardovy reakce nebo oxidacni reakce tukii. Existuji také

souvislosti mezi aktivitou vody a rheologickymi vlastnostmi potravin .

1.2.1.2 Metody stanoveni aktivity vody

Aktivitu vody ze vzorkl potravin lze zméfit na zakladé pfimého meéteni tlaku par
pomoci manometru. Vzorek o neznamé aktivité¢ vody se vlozi do banky a je piipojen k
aparatuie. Z banky je vzorek vakuovéan, a poté nasleduje izolace vzorku zhruba po 1-2
minutdch. Po izolaci zdroje podtlaku a ustaveni rovnovdhy po 30 az 50 minutich je
zaznamenana vyska rtutového sloupce (Ah;). Vzorek v baiice je nésledné ze systému
vyloucen a baiika je oteviena. Vodni para se zcela odstrani sorpci na CaSOy a tlak t€kavych
latek a plynii z baiikky po rovnovaze je oznacen jako Ah,. Aktivita vody vzorku se vypocita
jako rozdil manometrickych vysek tlakii, vynasobenych hustotou a tihovym zrychlenim,

podéleno tenzi par Cisté vody (Rovnice 3),

a, = % 3)

kde a,, je aktivita vody, 4; a h, jsou vysky sloupce Hg, p je hustota, g je tihové

zrychleni a pYje tenze par &isté vody .

Hygrometrické metody jsou nejcastéji pouzivané metody meéteni relativni vlhkosti, a
tedy neptfimo aktivité vody. Principem je dosazeni rovnovahy mezi vzorkem a vzduchem v
uzaviené nadobe¢, a poté se urci relativni vlhkost vlhkomérem, coz je piistroj, ktery je schopen
méfit relativni vlhkost. Hygrometrické metody jsou zalozeny na méfeni mnoha fyzikéalnich

veli¢in, jako je rosny bod, bod mrazu, roztaznost nebo elektricky odpor ** .
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Stanoveni aktivity vody prostfednictvim kryoskopie, tedy stanoveni bodu tuhnuti, je
velmi pfesné pro latky s aktivitou vody nad 0,85. Tato metoda je vhodna pouze pro latky
tekuté povahy, protoze se zde vyuziva nizSich hodnot, nez je pokojova teplota. Tato metoda je
velmi pfesnd, odchylka tohoto méteni se 1iSi od skute¢nych hodnot pouze o + 0,01 a,,. Proto
se vyuziva této metody pro latky s vysokou aktivitou vody také pro materialy, které jsou
slozeny z velkého mnozstvi tékavych latek, které by mohly zptsobit chybu pfi stanoveni

pomoci méfeni tlaku par **.

Ve dvoufazovém systému pfi rovnovaze (led a roztok), je tlak pary vody ve formé
ledu a tlak krystalti koncentrovaného roztoku totozny, a proto aktivita vody zavisi pouze na
teploté a nikoli na povaze a pocatecni koncentraci rozpusténé latky. Tato skute¢nost vytvari
zéklad pro odhad aktivity vody v potravinach a lze ji vypocitat jako pomér tlaku vody ve

formée ledu a tlaku vody kapalné (Rovnice 4),

. p (led)
o p (kapalnavoda)

(4)

w

kde a,, je aktivita vody, p (led) je tlak ledu a p (kapalnd voda) je tlak kapalné vody **.

Stanovit aktivitu vody lze také elektrochemickou metodou. Po ustaveni rovnovahy
mezi obsahem vlhkosti v potraviné a okolnim vzduchu dochdzi ke zménam
elektrochemickych vlastnosti v ¢idle tvofené chloridem lithnym. Tyto zmény jsou pfevadény
elektronickym pievodnikem na pfislusnou hodnotu a,. Nevyhodou této metody je nutnost
pouziti standardnich roztoki soli pfi kalibraci ¢idla. Toto ¢idlo neni mozné pouZit pro vzorky
obsahujici tékavé latky, které ¢idlo poskozuji (glycerol, silice). Tohoto principu méfeni ay

vyuzivaji ptistroje firmy NOVASINA.

1.2.2 Obsah vlhkosti a metody stanoveni

vvvvvv

kvalitu. Obsah vlhkosti se vyuziva jako faktor kvality u dzemG a marmeladd, cukernych
roztokli nebo cerealnich vyrobka. Je dilezity z hlediska urceni stability potraviny béhem

skladovéni *°.

Metody stanoveni obsahu vlhkosti v potravinach miizeme rozdélit na fyzikdlni a

chemické. Mezi nejcastéji pouzivanou metodu v analyze potravin je metoda suSici.
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Homogenizovany vzorek potraviny se susi pii 103—105 °C do konstantni hmotnosti a obsah
vlhkosti se zjistuje diferencné vazenim. K suSeni se pouzivaji suSarny s nucenym ob&hem
vzduchu nebo vakuové susarny (pro vzorky tepelné nestabilni). Mezi dalsi modifikace patfi
suSeni mikrovinnym nebo infracervenym zatrenim. Mezi dalsi fyzikdlni metody patii méfeni
konduktivity, kapacitance, pyknometrické metody nebo refraktometrie. Mezi chemické
metody patii titrace dle Karl —Fischera. Jednd se o reakci roztoku jodu a oxidu sifi¢itého

v pritomnosti stopového mnozstvi vody .

1.2.3 Sorp¢ni izotermy

Sorpéni izotermy (Obrazek 2) prestavuji vztah mezi rovnovaznou vlhkosti a aktivitou
vody. Tyto izotermy rozdélujeme na adsorp¢ni a desorpéni izotermy. Pro ziskéni adsorpéni
izotermy vkladame zcela suchy materidl do prostiedi s vyssi relativni vlhkosti, nez kterou ma
dany material, a méii se priristek hmotnosti daného materialu, ktery je zptsoben adsorpci

vody z okolniho prostiedi *.

b v T 7
. - . //
Horni zakonceni
g 4r //"" //
g / /
f; Desopéni izoterma / /
E Adsopcni izoterma
\0 |
g 2 ,'
£ |
5 [
-
< |
1 I /O/ Dolni zakonceni
/
S/
O x — "
0 0.2 04 0.6 0.8 1

Relativni vihkost [%]

Obrizek 2 Celkova sorpéni izoterma a jeji popis (p¥evzato z %)

Co se tyce desorpcnich izoterem, jde o opacny piipad. Ziskdme je vloZenim jiz
vlhkého materidlu do prostfedi s nizsi relativni vlhkosti, nez ma dany materidl a méfi se

ibytek hmotnosti vody, ktery unikl z materialu do okolniho prostredi *’.
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1.2.3.1 Typy sorpcnich izoterem

Brunauer a kolektiv roku 1940 rozdélili sorpéni izotermy podle jejich tvaru a

probihajicich procesti na pét riznych typti (Obrazek 3) *®.

Typ2 Typ3

Typ1l

Obsah vihkosti
Obsah vihkosti

Obsah vihkosti

- m————
R

-y m———

Aktivita vody a,, o Aktivita vody a,, Aktivita vody a,,

4 ' ?

0

Typ4

Obsah vihkosti

Obsah vihkosti

v--—--

Aktivita vody a,, o Aktivita vody a,, |

Obrazek 3 jednotlivé typy sorp¢nich izoterem dle Brunauera a kolektivu (prevzato z )

Typ 1 je oznaCovan jako Langmuirova izoterma, kterd prezentuje charakteristické

zvyieni aktivity vody souvisejici s rostoucim obsahem vlhkosti **.
Typ 2 je oznaovan jako sigmoidalni sorp&ni izoterma, v niZ jsou kfivky konkavni **.

Typ 3 je zndmy jako izoterma Floryho-Hugginsova. Ta pfedstavuje rozpoustédlo nebo

zmé&k&ovadlo jako je glycerol nad teplotou skelného piechodu **.

Typ 4 popisuje adsorpci hydrofilnich latek, dokud neni dosazeno maximalni hydratace
38

Typ 5 je adsorp¢ni izoterma Brunauerova-Emmettova-Tellerova. Tato izoterma byla
pouzita pro adsorpci vodni pary na dievéném uhli a je spojena s izotermami typu 2 a 3. Mezi

sorpcni izotermy, které se nejCastéji vyskytuji u potravinaiskych vyrobki, jsou typ 2 a typ 4
38
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1.2.3.2 Matematicky popis sorp¢nich izoterem

Experimentalné zjisténou zavislost obsahu vlhkosti na aktivit¢ vody lze popsat
riznymi matematickymi modely. Mezi nejrozsifenéjsi model patii rovnice dle Guggenheima,
Andersona a de Boera (GAB). Model je popsan rovnici (Rovnice 5):

_ My-C ‘K- ayy
- (1-K-ay)(1-K-ay, +C-K-ay)

M, (5)

kde M, je obsah vlhkosti v monomolekuldrni vrstvé vody, C a K jsou adsorpcni
konstanty, které se vztahuji k jednotlivym energetickym interakcim mezi prvni a dalSimi

vrstvami vody a a,, je aktivita vody .

Tento model ptfedpokladd, Ze sorpce molekul vody v monomolekuldrni vrstvé je
homogenni, zatimco dal$i voda je vicevrstevna. Funkce GAB je pouzivéana k popisu sorpéniho
chovani v §irokém rozsahu ay, (0 —0,9). Bylo zjiSté€no, Ze je vhodna pro analyzu vice nez 50%

.39
ovoce, masa a zeleniny ~.

1.2.3.3 Vyuziti sorp¢nich izoterem

Znalost sorp¢nich izoterem je cenny nastroj jak pro potravindisky primysl, tak i pro
technologii. Hlavnim divodem je skutecnost, Ze obsah vody je v kazdé potraviné odlisny a
hraje diilezitou roli. Tyto grafické zavislosti mohou byt a jsou pouzivany k odhadu moznych
zmén ve stabilité potravin, co se tyce mikrobidlni a enzymové aktivity. Déle 1 k urCovani
podminek idealniho skladovani, ale také pro baleni a zpracovani technologickymi procesy,

jako je napiiklad suseni danych potravin *.

Z téchto vyse uvedenych informaci vyplyva, ze kazda potravina ma sviij specificky
obsah vody, ktery se od ostatnich muze liSit, coz znamend, Ze kazdd potravina ma svou

. L 3
specifickou sorpéni izotermu '

1.2.3.4 Metody méfeni sorpcnich izoterem

Standardni statickd gravimetrickd metoda patfi mezi nejcastéj$i metody meteni
zéavislosti obsahu vlhkosti na aktivité vody (resp. relativni rovnovazné vlhkosti). Tato metoda
je také zndma jako metoda rovnotlaka. Pfi pouziti této metody se vzorek o zndmé hmotnosti

ulozi do hermeticky uzavieného prostoru, kde dochazi k vyrovnani s atmosférou o znamé
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aktivité vody (napf. roztok soli), a znovu se vazi v pravidelnych intervalech az do konstantni

hmotnosti *°.

Obsah vlhkosti ve vzorku je pak urcen, bud’ piimo viz kapitola 2.4, nebo je bézné
pouzivana komora pro generovani kontrolované atmosféry. Tuto komoru s danou atmosférou
potom mizeme pouzivat i nékolik tydnti do doby, kdy ménime stl (Tabulka 2). Hlavni
vyhody této metody jsou jeji jednoduchost, nizké ndklady, schopnost zvladnout mnoho

o v v , 40
vzorkll souCasné a snadnd provozuschopnost ™.

Tabulka 2 Hodnoty aktivity vody a,, vybranych soli p¥i riiznych teplotich (p¥evzato z *°)

Aktivita vody a,,

Teplota [°C]

Sil 5 10 20 25 30 40 50
LiCl 0,113 0,113 0,113 0,113 0,113 0,112 0,111
CH;COOK — 0,234 0,231 0,225 0,216

MgCl, 0,336 0,335 0,331 0,328 0,324 0,316 0,305
K,CO3 0,431 0,431 0,431 0,432 0,432

Mg(NO;), 0,589 0,574 0,544 0,529 0,514 0,484 0,454
KI 0,733 0,721 0,699 0,689 0,679 0,661 0,645
NaCl 0,757 0,757 0,755 0,753 0,751 0,747 0,744
(NH4),SO4 0,824 0,821 0,831 0,810 0,806 0,799 0,792
KNO; 0,963 0,960 0,946 0,936 0,923 0,891 0,848
K>S0, 0,985 0,982 0,976 0,973 0,970 0,964 0,958

1.3 Analytické a fyzikalni metody

V ptipadé pekatskych vyrobkii se kromé analytickych chemickych metod pouzivaji
také metody, které lze pouzit pro kontrolu jednotnosti vyrobku, jako je meéfeni tvaru,
hmotnosti a specifického objemu. V tomto experimentu bylo pouzito méteni vysky a ubytek

hmotnosti vzorki po upeceni tak, jak byly pouZity v experimentech jinych autori *'.

1.3.1 Meéreni produkti Maillardovych reakei

Maillardovou reakci vznika chut’ a viné béhem procesu tepelné upravy, ¢ehoz se
vyuziva v pekatfském primyslu nebo pii zpracovani ovoce a zeleniny (suseni). Casto se také
oznacuje jako neenzymatickd reakce hnédnuti, protoze probihé bez pfitomnosti enzymu. Kdyz
se potraviny zpracovavaji pii vysoké teploté, dochazi k chemické reakci mezi
aminokyselinami a redukujicimi cukry, coz vede k tvorbé produkti Maillardovy reakce

(MRP). Ty tvoii latky s organoleptickymi vlastnostmi a latky s tmavou barvou. V zavislosti
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na zpusobu zpracovani potravin se tvoii jak latky prospésné, tak 1 toxické. Proto je tieba
porozumét riznym typim MRP a jejich pozitivnim nebo negativnim U¢inklim na zdravi.
Meéfieni produkti MRP je dillezitym parametrem, ktery charakterizuje bezpecnost konkrétni
technologie a ptipravy nebo vyroby potravinaiského produktu. Kromé detekce konkrétnich
latek (napt. akrylamid) se casto pouzivaji spektrofotometrické metody, naptf. méieni

prisp&vku hnédé barvy nebo ubytek vybranych aminokyselin *.

Mezi nenaro¢né metody patii méfeni indexu hnédnuti, kdy je méfen ptirtistek hnédé
barvy pfi vinové délce (400—-500 nm. Hnédé zbarveni souvisi s obsahem nékterych zdravi

skodlivych latek *.

Fluorescencni detekce a stanoveni produkti Maillardovych reakci a rozpustného
tryptofanu je metoda, kterd se pouziva k vyhodnoceni poSkozeni aminokyselin a je zaroven

indikatorem tvorby produktéi Maillardovych reakci *.

FAST index (Fluorescence of advanced maillard products and soluble tryptophan) je
zalozen na kvantifikaci denaturovanych proteind, které reaguji za zvySené teploty

s tryptofanem za vzniku Maillardovych produkti (pyrrolové a imidazolové derivaty) +.

1.3.2 Antioxidacni charakteristika

K méfeni antioxida¢nich vlastnosti potravin se pouziva cela fada metod zaloZzenych na
dvou principech. Jedna se o méfeni prenosu atomu H, nebo ptenosu elektronu, pfipadné
kombinace obou principi. K méfeni se pouzivaji syntetické a stabilni radikaly nebo rtzné

systémy, které produkuji konkrétni radikaly (oxidovy, peroxidovy) ***.

1.3.2.1 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Polyfenolické latky v rostlinnych extraktech reaguji se specifickymi redoxnim Folin-
Ciocalteuovym Cinidlem za vzniku modrého komplexu, ktery Ize kvantifikovat
spektrofotometricky pii vinové délce 765 nm. Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo je smési kyseliny
fosforeCnowolframové a fosforecnomolybdenové. Reakci ¢inidla s latkou s antioxida¢nim

ucinkem se vytvaii modry chromofor tvofeny komplexem fosfowolframu a fosfomolybdenu
44,45
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1.3.2.2 Metoda s DPPH

Metoda DPPH je zalozena na redukci stabilniho volného radikalu 2,2-difenyl-1-
pikrylhydrazylu. Tento volny radikdl s neparovym elektronem poskytuje maximalni
absorbanci pfi 517 nm (fialova barva). V piipad¢ pfitomnosti antioxidantli dochazi k reakci
s timto radikadlem (Obrazek 4), kdy je stabilni volny radikal redukovan na DPPH-H. Tim se

by s - : 4546
snizuje jeho absorbance v porovnani s oxidovanou formou ™.

Vznik DPPH-H vede k odbarvovani z fialové barvy na Zzlutou, coz je dano poctem
zachycenych elektrontl. Cim je vétsi intenzita odbarvovani do Zlutého zbarveni, tim ma dana

4546

latka vétsi redukéni schopnost . Vysledky se obvykle vyjadiuji jako ekvivalent silného

antioxidantu, napf. trolox, kyselina gallova a;.

(DPPH) + H-A — DPPH-H + A
(Fialova) (Zluta)

- O

NO2

Obrazek 4 Reakce volného radikalu DPPH na DPPH-H (prevzato z )

1.3.2.3 Metoda s ABTS

Metoda ABTS (2,2-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonat)) umoziuje meéfeni
antioxidacni aktivity smési latek. Test je zalozen na interakci mezi antioxidanty a ABTS
kationt radikalem (ABTSe"). Maximalni hodnota absorbance je pii 734 nm. ABTS test m&fi
relativni schopnost antioxidantu zachytavat ABTSs" vznikajici ve vodné fazi ve srovnani se

standardem troloxem *’.

ABTS«" se generuje reakci silného oxidaéniho ¢inidla (napiiklad manganistanu
draselného nebo peroxodisiranu draselného) s ABTS soli. Redukci modrozeleného ABTSe" s
antioxidantem, ktery dodava vodik, je barveny ABTSe" pfeméiiovan zpét na jeho bezbarvou

neutralni formu (Obrazek 5) .
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Obrazek 5 Princip ABTS metody (p¥evzato z *')

1.3.2.4 Schopnost vychytavat peroxid vodiku

Schopnost vychytavat peroxid vodiku je test zalozen na reakci Zelezného iontu Fe*' s

1,10-fenantrolinem (Rovnice 6A) **.
Fe?* + 1,10 — f enanrol i # konpl ex (6A)

Zelezny iont vytvaii specificky ¢ervenooranzovy trifenathroninovy komplex, ktery
absorbuje maximaln¢ pii 508-510 nm. Tento test byl pouzivan po dlouhou dobu pro
kvantitativni méfeni zeleza v riznych vzorcich. Je zndmo, ze pokud se do zkumavky ptida
peroxid vodiku pted pridanim 1,10-fenantrolinu (Rovnice 6B), potom H,0O, oxiduje veskery
zeleznaty ion na zelezity, ktery neni schopen tvofit Cervenohnédy komplex s 1,10-

fenantrolinem **.
Fe?t + H,0, —» Fe3* + 1,10 — f enantrol i # konpl exnevzni ki (6B)

Schopnosti vychytavat peroxid vodiku je mozno docilit tak, ze se po pfidani
zeleznatého iontu pfida pohlcujici latka a po nékolika minutach znamé mnozstvi H,O,. Pokud
je pohlcujici latka dostatecné schopnd vychytat H,O, prfidany ve vzorku, nedochazi ke
konverzi zelezit¢ho iontu na zelezity, coz lze detekovat ptfidanim 1,10-fenantrolinu, ktery

vykazuje jiz zmifiovany &ervenooranzovy komplex (Rovnice 6C) .

Fe?* + H,0, (je vychytavan) + 1,10 — f enantrol i # konpl ex (6C)
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Naopak, jestlize tato latka neni schopna vychytat H,O,, potom H,O; ptevede vSechny
zeleznaté ionty na Zelezité, a nedochazi tak k tvorbé barevného komplexu s 1,10 -
fenantrolinem. Z tohoto divodu bude tvorba cervenooranzového komplexu pfimo timérna

vychytavaci schopnosti a koncentraci absorbéru **.

1.3.2.5 Stanoveni reduké¢nich vlastnosti

Reduk¢éni latky v biochemii jsou velmi rozmanité. K dispozici jsou rdzné metody

bioanalytické redukce, jako je napiiklad metoda redukce Fe’™ na Zeleznaté ionty Fe*™ .

Stale vice stoupd zdjem o vyzkum ulohy antioxidantl pochézejicich z rostlin v
potravinach a lidském zdravi. Pfiznivy vliv mnoha potravin a napojt, v¢etné ovoce, zeleniny,
¢aje, kavy a kakaa na lidské zdravi, byl nedavno uznan jako pochdzejici z jejich antioxidacni
aktivity. Za timto ucelem je nejCastéji pouzivanou metodou stanoveni redukéni kapacity

&istych slozek potravin nebo rostlinnych vytazki redukéni schopnost Fe** #.

1.3.2.6 Stanoveni celkového obsahu flavonoidu

Flavonoidy jsou sekundarni metabolity rostlin, které hraji zdsadni tlohu pii produkci
zlutych a jinych rostlinnych pigmentt, ¢imz ovliviiuji kone¢né zabarveni rostliny. Flavonoidy
jsou také diilezité pro lidsky organismus pro své protizanétlivé, protialergické a protinadorové
aktivity. Celkovy obsah flavonoida se stanovuje pomoci kolorimetrické metody s pouzitim

chloridu hlinitého, kdy vzniké Zluty komplex a méfeni probiha pti vinové délce 415 nm °.

1.3.2.7 Stanoveni celkového obsahu katechinu

Katechiny se fadi mezi flavonoidy obsazené hojné v zeleném caji. Mimo
protinadorové aktivity maji 1 antiarteriosklerotické ucinky. Bylo zjisténo, ze ptisobi i
antiviroticky. Kromé tohoto vysledky pokusti na zvifatech ukézaly, ze katechiny ovliviuji
metabolismus lipidl, a to snizenim hladiny triglycerolii a celkového cholesterolu zvySenim

jejich energetického vyuziti **>'.
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Pro zméteni obsahu taninli 1ze pouzit vanilinovou metodu. Tato metoda je zaloZena na
reakci vanilinu s aromatickym katechinem v siln€ kyselém prostiedi (Obrazek 6), kdy vazbou
dochazi ke vzniku produktu s ¢ervenym zbarvenim a jeho intenzita je méiena pii vinové délce

500 nm 2.

OH
OH

H+

Katechin
Vanilinovy produkt

o)
OH |
Vanik

Obrazek 6 Princip vanilinové reakce (prevzato z 52)

1.3.3 Spektrofotometrické metody

1.3.3.1 Infracervena spektrometrie

vvvvvv

ktera je k dispozici dneSnim védcim. Jedna z velkych vyhod infraCerveného zafeni
spektroskopie je, Ze prakticky jakykoli vzorek v prakticky jakémkoli stavu muze byt
studovan. Kapaliny, roztoky, pasty, prasky, filmy, vldkna, plyny a povrchy mohou byt
vSechny zkoumany s rozumnym vybérem techniky odbéru vzorkl. Jako dusledek vylepsené
instrumentace nyni existuje fada novych citlivych technik, které byly vyvinuty za ucelem

zkoumani dfive nepiekonatelnych vzorka .

Infracervend spektroskopie je technika zalozenda na vibracich atomii molekuly.

InfraCervené spektrum se bézné ziskavd prichodem infracerveného zafeni vzorkem a

4

, ; . fv , . v veis .. 48 ©q01 -
stanoveni podilu dopadajiciho zéfeni, které se absorbuje pii urCité energii . Nejdulezitejsi

oblast pro infradervenou spektrometrii je 4000 — 670 cm™ >*.
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Infracervené (IR) spektrometry s Fourierovou transformaci (R-FT) (Obrazek 7) byly

komer¢né zavedeny v roce 1970. Jejich hlavnimi vyhodami bylo hlavné méfeni i stopovych

koncentraci latek ve vzorku (do 100 ng), méfeni bez destrukce vzorku a pfi minimalni

ur v 54
ptipravé vzorku

Pohyblive =rcadlo

L

—— -

- }

Paprsky
Pewvne zrcado

Zdroj zareru

Detektor

— =

Vzorek

Interferometr

Obrazek 7 Princip infraerveného spektrometru s Fourierovou transformaci (pievzato z **)

1.3.3.2 Spektrofotometrie ve viditelné oblasti

Pocitac

UV-VIS spektrofotometrie je jednou z nejcastéji pouzivanych technik v oblasti

analyzy. Zahrnuje méfeni mnozstvi ultrafialového nebo viditelného zéateni (400-700 nm)

absorbovaného latkou v roztoku. Pfistroj, ktery méti pomér nebo funkci poméru intenzity

dvou paprskil svétla v oblasti UV-VIS, se nazyva UV-VIS spektrofotometr (Obrazek 8).

zdroj svétla

Stérbina

detektor

¥

opticka
mrizka

Obrazek 8 Princip UV-VIS spektrofotometru (pi‘evzato z

S

g

kyveta

55)
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Spektrofotometricka technika je jednoducha, rychld, stfedné specifickd a pouzitelnd
pro malé mnozstvi sloucenin. Zakladni zdkon, ktery fidi kvantitativni spektrofotometrickou
analyzu je zdkon Lambert-Beertiv (Rovnice 7), kde se intenzita paprsku paralelniho
monochromatického zéafeni exponencialné snizuje s poctem absorbujicich molekul. Jinymi

slovy absorbance je umérna koncentraci >°.

A= c-e-d (7)
kde A je absorbance, ¢ je koncentrace rozpusténé latky v roztoku, & je moldrni

absorpéni koeficient a d je tloustka absorbujici vrstvy .

1.3.3.3 Fluorescenéni spektrometrie

Molekulova fluorescen¢ni spektrofotometrie je zaloZzena na vzniku fluorescence, coz
je sekundarni zéfeni, které vydava latka po absorpci elektromagnetického zareni. Absorpci
ur¢itétho mnozstvi zafeni se molekuly dostavaji do excitovaného stavu, pficemz se meéni i

vibraéni energie molekul *°.

Kazdd molekula ma dvé charakteristicka spektra. Excita¢ni spektrum vystihuje
relativni u¢innost riznych vinovych délek excitujiciho zafeni pti vyvolani fluorescence, je to
zavislost intenzity fluorescence na vlnové délce excitujiciho zafeni. Emisni spektrum
pfedstavuje zdvislost intenzity fluorescence na vlnové délce pii konstantni vlnové délce

excitujiciho zateni *°.
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Pristroje a pomicky

DATA Logger LOG 32 (DOSTMANN Electronic GmbH, Waldenbergweg, Svycarsko)
Nozovy mlyn Retsch HM 200 (Fisher Scientific, spol. s r.o., Pardubice, CR)
Sterilizator HS 62A (LABO-MS spol. s. r. 0., Praha, CR)

Termostat TC 135 S (Lovibond® Water Testing, Némecko)

Digitéalni analytické vahy KERN 220-4M (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)
Véahy KERN 440-33 (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)

NOVASINA AW SPRINT TH 500 (Axair s. r. 0., Pffaffikon, Svycarsko)
Spektrofotometr HELIOS y (Thermo Fisher Scientific s. r. 0., Brno, CR)

Susarna Heratherm AP-OMH180 (Thermo Fisher Scientific s. r. 0., Brno, CR)
Centrifuga Hettich MIKRO 220 (VERKON s.r.0., Praha, CR)

Analyzator vlhkosti KERN MLB50-3 (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Némecko)

Nicolet™ iS50 FTIR Spectrometr (Thermo Fisher Scientific, spol. s r.o., Waltham,
Massachusetts, USA)

Posuvné métitko (STAINLESS HARDENED s. r. 0. Chicago, USA)
Exikatory

Kyvety (opticka draha 1 cm)

2.2 Pouzité chemikalie

Thymol, min 99,5%, chlorid hotfecnaty p.a, kyselina gallova, trolox, ABTS, DPPH, methanol
p. a., kvercentin, tris(hydroxymetyl)aminometan-HCI p. a. (Sigma-Aldrich, CR)

Chlorid draselny p. a., siran draselny p. a., hydroxid sodny p. a, octan draselny p. a., dusicnan

draselny p. a., HC1 35% p. a., silikagel pro exsikatory s indikatorem (Penta, Chrudim, CR)
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Chlorid sodny p. a., hexahydrat chloridu kobaltnatého p. a., hydroxid draselny p. a., kyselina

borita p. a. (Lach-ner s. r. 0., Neratovice, CR)

Bromid sodny p. a., uhli¢itan draselny p. a. (Erba Lachema s. r. 0., Brno, CR)

2.3 Vzorky rohovniku a jejich uprava

V této praci byly pouzity vzorky ziskané z luskt rohovniku (Ceratonia siliqua), které

byly zakoupeny u firmy BYLINY Mikes s. r. o.

Lusky rohovniku byly pomlety pomoci nozového mlynku. Nejprve pii 2000 rpm (3 s),
5000 rpm (3 s) a nakonec 8000 rpm (60 s). Ziskany prasek byl preset pomoci kuchyiiského
sita. Distribuce Castic ve vzorku byla zjisténa postupnym piesivanim pies analyticka sita
s velikosti ok 600, 20, 160 a 56 um. Prazeny vzorek byl ziskan prazenim pfi teploté 130 °C po
dobu 30 min na Petriho miskach (primér 10 cm) ve vrstvé o vySce 5,0 mm. Teplota i Cas
produkti Maillardovych reakci. Vzorky prasku byly skladovany v polyethylenovych saccich

za laboratorni teploty v temnu.

2.4 Metoda méreni adsorpénich izoterem

Pro ziskéni adsorp¢nich izoterem byly vzorky karobového prasku zbaveny vlhkosti
skladovanim nad cerstvé vyzihanym silikagelem pfti laboratorni teploté. Vlhkost v exikatoru

byla monitorovana ¢idlem (Obréazek 9). Po 8. dni skladovani byly vzorky déle zpracovany.
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Suseni karobové prasku
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Obrazek 9 Vliv obsahu relativni vzdusné vlhkosti na ¢ase pii suSeni karobového prasku (T=22 °C)

Adsorpéni izotermy byly stanoveny pomoci statické gravimetrické metody, a to pfi
teploté 25 °C, kdy byl rozprostien ptiblizné 1 gram vysuSeného prasku do predem vysusenych
hlinikovych misek. Soubory téchto vzorkii byly poté ponechany v exikatorech nad

jednotlivymi roztoky soli (Tabulka 3) do konstantni hmotnosti (cca 1 mésic).

Tabulka 3 Hodnoty aktivity vody vybranych nasycenych roztoki soli p¥i 25 °C

Sal Ay

KCl 0,843
K,S0, 0,973
NaCl 0,753
CoCl, - 6 H,O 0,649
KOH 0,082
NaBr 0,576
K,CO; 0,432
MgCl, 0,328
CH;COOK 0,225

Po ustanoveni rovnovahy v jednotlivych systémech byly misky se vzorky vzdy
zvazeny a nasledné vysuseny v susarné pii 103°C po dobu 5 hodin. Obsah vlhkosti byl zjistén
z rozdilli hmotnosti pfed a po suseni. Vysledky byly vyjadieny jako zavislost obsahu vlhkosti

na aktivité vody.
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2.5 Priprava muffini

Muffiny byly pfipraveny znasledujicich surovin: 65 g hladké pSeni€né mouky
(Castello, Lidl Stiftung, Némecko); 37,5 cukru krystal (Castello, Lidl Stiftung, Némecko), 3 g
prasku do peciva (Dr. Oetker, Bielefeld, Némecko); 0,62 g soli; 60 ml mléka (Pilos, spol. s.
r.o., Louny, CR), 20 ml fepkového oleje (Promienna, Lidl Stiftung, Némecko), 1 vejce
(velikost L) "

Nejprve byly smiseny vSechny sypké ptisady a k nim nasledné pfidany tekuté. Tésto
bylo michéno, dokud nebylo zbaveno hrudek a nasledné davkovano po 30 g do papirovych
kosicku, které byly umistény do formy. Z celé davky tésta byly upeceny 4 muffiny. SuSarna
byla vyhiata na 180 °C a peceni probihalo po dobu 20 minut. V ptipad¢ karobovych muffina
byla pSeni¢nd mouka nahrazovana z5 %, 10 %, 15% a 20 % neprazenym karobovym
praskem, a nésledné i1 prazenym karobovym praskem. Muffiny s vys$§im piidavkem
karobovéeho prasku (25-50 %) mély neakceptovatelnou chut’ (zkouseno vedoucim prace). Po

upeéeni vzorky muffind chladly p#i laboratorni teploté po dobu 60 minut >,

Nésledné byla u muffini zmétena vySka a ubytek hmotnosti. Poté byly muffiny
rozemlety na nozovém mlynku po dobu 15sekund pii 3000 otdckdch za minutu.

Z homogenizovanych vzorkt muffint byla zméfena vlhkost a aktivita vody >

2.6 Priprava extrakta vzorki

3-4 g karobovych praskt a upecenych muffini byly navazeny do polypropylenovych
zkumavek a k nim bylo pfidano 20 ml roztoku metanol/voda (50:50 v/v). Zkumavky byly
ttepany na tfepacce pii laboratorni teplot¢ po dobu 60 minut. Poté¢ byly zkumavky
centrifugovany pii 5000 rpm po dobu 10 minut. Extrakt byl odpipetovan. K sedimentu bylo
nasledn¢ pfidano 20 ml roztoku aceton/voda (70:30 v/v) a opét bylo 60 minut tiepano, poté
byl extrakt odpipetovan a smichan s metanolickym extraktem a uchovan pfi teploté -20 °C a

pouzit pro stanoveni chemickych a analytickych metod **.
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2.7 Meéreni vySky a ubytku hmotnosti muffini

Aktivita vody byla méfena na pfistroji AW SPRINT TH 500 pfti 25 °C, kdy bylo dano
na misku pro méfeni aktivity vody takové mnozstvi vzorku, aby bylo zaplnéno dno. Pomoci
pinzety byla miska se vzorkem vlozena do tohoto piistroje a po ustanoveni rovnovahy (cca

45 min.) byla odec¢tena hodnota aktivity vody vzorku.

Obsah vlhkosti byl méfen na analyzatoru vlhkosti KERN MLB50-3. Po pocatecni
stabilizaci pfistroje byla vloZzena miska se vzorkem a analyzator byl zapnut. SuSeni bylo
provadéno tak dlouho, dokud béhem tii nésledujicich intervalti nedoslo ke zméné hmotnosti
vzorku. Vysledek je uveden v % suSiny (zbytek na misce proti pocatecni hmotnosti). Vyska

byla méfena za pomoci digitdlniho posuvného métitka STAINLESS HARDENED.

2.8 Produkty Maillardovych reakci

2.8.1 Index hnédnuti

Byl pfipraven extrakt z cca 4 g zhomogenizovaného vzorku ve 20 ml 80 % etanolu.
Extrakce probihala 30 minut v temnu s intenzivnim tfepanim na tfepacce. Extrakt byl poté
centrifugovan pii 3000 rpm po dobu 10 minut (inkubaéni Gas pievzat ze studie >°). Poté byla
zmeétena absorbance extraktu pii vinové délce 420 nm proti destilované vodé. Index hnédnuti

je vyjadien jako absorbance pfi vinové délce 420 nm .

2.8.2 FAST index

Byl piipraven extrakt z 1 g vzorku ve 40 ml 0,1 M boratového pufru (pH 8,2) v
ultrazvuku po dobu 30 minut a extrakt byl nasledné centrifugovan. Po odstranéni pevnych
castic centrifugaci po dobu 5 minut pifi 5000 rpm. Nésledné¢ byla zméfena intenzita
fluorescence tryptofanu pii A = 290 nm a A, = 340 nm, kde A je vinova délka
z excitatniho spektra, A.n je vinovd délka maximalni absorbance zemisniho spektra
Nasledn¢ byla zméfena absorbance produktii Maillardovych reakci (MPR) pfi Aex = 353 nm a
Aem = 438 nm. FAST index byl vypocitan dle Rovnice 8,

FAST i ndex= 2¥BP . 100 )

ATrp
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kde Ayrp je fluorescence produkti Maillardovych reakci a Azzp je fluorescence

tryptofanu .

2.9 Stanoveni antioxidaénich vlastnosti vzorku

2.9.1 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Do zkumavky s vickem byl pipetovan 1 ml extraktu vzorku (viz kapitola 2.6). Dale byl
pfidan 1 ml 96% etanolu, 5 ml destilované vody a 0,5 ml Folin-Ciocalteuova fenolového
¢inidla. Takto pfipraveny roztok byl ponechan 5 minut v klidu. Po uplynuti ¢asu stani byl
pridan 1 ml 5% roztoku Na,CO; a zkumavky byly ponechany pfi laboratorni teploté po dobu
60 minut ve tmé (po optimalizaci inkuba¢niho ¢asu — viz pfiloha 1). Po této dob¢ byla
zmétfena absorbance pfi 765 nm. Stejnym zptisobem byl prométen i slepy pokus, kde bylo
misto 1 ml extraktu pfidano 1 ml extrakéniho c¢inidla. Koncentrace fenolickych latek ve

vzorku byla stanovena pomoci kalibraéni fady s kyselinou gallovou ®'.

2.9.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou s DPPH

Byl ptipraven roztok radikalu DPPH navazenim 12,5 mg latky do 500 ml odmérné
banky, kterd byla doplnéna metanolem po rysku. Do zkumavky s vickem bylo ptevedeno 5 ml
metanolického roztoku DPPH radikalu a bylo pfidano 500 pl extraktu vzorku (viz
kapitola 2.6), nebo kalibra¢niho roztoku troloxu o urcité koncentraci. Roztok byl ponechan
bez piistupu svétla pii laboratorni teploté 35 minut (pfevzato z diplomové prace Ing. Tomase
Zapletala). Poté byl zméfen ubytek absorbance (mira odbarveni roztoku) pti vinové délce
517 nm. SoubéZzné s kazdym stanovenim byl proveden slepy pokus, kde misto extraktu
vzorku bylo pfidano ¢isté extrakéni €inidlo. Stanoveny ubytek absorbance byl pfepocitan na

procento inhibice roztoku (Rovnice 9) a vysledky byly vyjadieny jako ekvivalent troloxu,

[[%] = =2 . Ag, 100 ©)

AVzorek

kde A, je absorbance slepého pokusu a A4,...« je absorbance vzorku 62,
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2.9.3 Stanoveni antioxidaé¢ni aktivity metodou s ABTS
Byl pfipraven zeleny roztok radikilu ABTS' reakci diamoniové soli ABTS

s peroxodisiranem draselnym. Pfiprava tohoto roztoku spocivala v rozpusténi tablety ABTS
(10 mg) v 5 ml destilované vody, nasledn¢ bylo k roztoku ptidano 100 ul 0,064 mol/l roztoku
peroxidisiranu draselného. Tato smés reagovala pti laboratorni teploté po dobu 12-16 hodin.
Po uplynuti této doby bylo odpipetovano 2,5 ml roztoku do 100 ml odmérné barky, ktera byla

dopln&na destilovanou vodou po rysku .

Pro stanoveni byly pipetovany 3 ml roztoku ABTS™ do zkumavky s vickem a bylo

piidano 500 pl extraktu vzorku (viz kapitola 2.6), nebo kalibracniho roztoku troloxu o urcité
koncentraci. Roztok byl déle ponechdn 50 minut v temnu pii laboratorni teploté (pfevzato
z diplomové prace Bc. Tomase Zapletala. Po uplynuti tohoto Casu byl sledovan ubytek
absorbance pii vlnové délce 734 nm. Soubézné s kazdym stanovenim byl proveden slepy
pokus, kde misto extraktu bylo ptfidano Cisté extrakéni Cinidlo. Stanoveny Ubytek absorbance
byl pfepocitan na procenta inhibice roztoku (viz rovnice 9 v kapitole 2.9.2) a vysledky byly

vyjadieny jako ekvivalent troloxu .

2.9.4 Stanoveni celkového obsahu flavonoidu

K 0,5 ml extraktu (viz kapitola 2.6) bylo postupné pipetovano 1,5 ml 96 % etanolu,
0,1 ml 10 % AICIs, 0,1 ml 1 M octanu draselného a 2,8 ml destilované vody. Zkumavky byly
ponechany 40 minut ve tmé& pii laboratorni teplotd (pfevzato z prace ®*) a po uplynuti
inkubac¢ni doby byla méfena absorbance pfi 415 nm. Stejnym zplisobem byl pfipraven i slepy

pokus. Vysledky byly vyjadieny jako ekvivalent kvercetinu .

2.9.5 Stanoveni celkového obsahu katechini

K 1 ml extraktu (viz kapitola 2.6) bylo pfidano 2,5 ml 4 % vanilinu v etanolu a 2,5 ml
25 % H,S04. Po 15 min. inkubaci (pievzato z prace ®°) byla zmé&fena absorbance pfi vlnové
délce 500 nm. Soucasné se stanovenim byl proveden i slepy pokus, kde byl nahrazen 1 ml
extraktu za 1 ml extrak¢niho ¢inidla. Koncentrace katechinti byla vypocitana z kalibra¢ni fady

katechinu %.
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2.9.6 Stanoveni reduk¢nich vlastnosti

Reakéni smés pro stanoveni redukcnich vlastnosti obsahovala 1,0 ml
extraktu (viz kapitola 2.6), 2,5 ml 1% hexakyaoZeleznatanu draselné¢ho a 2,5 ml fosfatového
pufru (0,2 M). Smé&s byla inkubovana pii 50 °C po dobu 30 minut (pfevzato z prace °°).
Probihajici reakce byla ukoncena ptfidanim 2,5 ml 10 % trichloroctové kyseliny. Nésledovala
centrifugace reakéni smési pfi 3000 rpm po dobu 10 minut. Z horni vrstvy bylo odebrano

2,5 ml roztoku a bylo smichano s2,5 ml deionizované vody a 0,5 ml 0,1% chloridu

zelezitého. Absorbance byla mé&fena pti vinové délce 700 nm .

2.9.7 Stanoveni schopnosti vychytavat peroxid vodiku

Do zkumavky bylo pipetovano 0,25 ml 1 mM siranu zeleznatého amonného spolu s
62,5 ul peroxidu vodiku o koncentraci 5 mM a 500 pul extraktu (viz kapitola 2.6). Nasledovala
inkubace pfi laboratorni teplot¢ ve tmeé po dobu 5 minut. Po inkubaci bylo do zkumavky
pfidano 1,5 ml 1 mM 1,10-fenantrolinu, po pfidani nasledovala dalSi inkubace po dobu
10 minut opé&t p¥i laboratorni teploté (pfevzato z prace °*). Nakonec byla zmé&fena absorbance
pii 510 nm. Slepy pokus obsahoval pouze siran zeleznaty amonny (0,25 ml, 1 mM),
destilovanou vodu (1,562 ml) a 1,10-fenantrolin (1,5 ml, 1 mM). Vysledek se vyjadiuje jako
% vychytavaci schopnosti peroxidu vodiku (Rovnice 10),

% vychytavacischopnosti = fste 100 (10)

Vzorek

kde Ag;,. je absorbance slepého pokusu a A4,.,..; je absorbance vzorku 67,

2.10 Zpracovani dat

Diplomova prace byla vytvorena v textovém editoru Microsoft Office Word 2010.
Nameétené hodnoty ze vSech analytickych metod byly zpracovany s pouzitim programu
Microsoft Office Excel 2010. V rdmci experimentu byla vzdy provedena extrakce dvou
navazek, kazdd byla méfena dvakrat (N = 4). Vysledky jsou vyjadfeny, jako aritmeticky
pramér + standardni odchylka Pro zjisténi statistické vyznamnosti mezi naméifenymi
hodnotami bylo pouZzito parové porovnani s vyuzitim Tukeyho metody na hladiné

pravdépodobnosti p = 0,05 v programu OriginPro v. 8.5.0 (OriginLab Corp., MA).
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Vlastnosti neprazeného a prazeného karobového prasku

Pomletim luskti rohovniku podle postupu (viz kapitola 2.3) byl ziskan prasek, ktery
byl nésledn¢ separovan pomoci analytickych sit. Bylo zjisténo, ze nejvyssi podil 54,4 %
tvotily Castice o velikosti 250-600 pum, dale nasledovaly cCastice o velikosti 56-160 pum
(19,5 %), 160-250 um (10,7 %). Nejmensi podil tvofily castice mensi nez 56 pum a vétsi nez
600 um (zastoupeni 6,5 %).

3.1.1 Adsorp¢ni izoterma
Zavislost aktivity vody a g vody/g suSiny je znazornéna na obrazku 10, kdy byla
pouzita naméfend data pii teploté 25 °C. Zavislost byla sestrojena pomoci GAB rovnice

(Rovnice 5) s vyuzitim nelinearni regrese.
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Obrazek 10 Rovnice sorp¢ni izotermy pro nepraZeny a praZeny karobovy prasek

(teplota méteni T= 25 °C)

Z dané zavislosti je patrné, Ze hodnoty obsahu vlhkosti u neprazeného a prazeného
karobového prasku jsou na stejné urovni v rozmezi aktivity vody od 0 do 0,5. Od této hodnoty
ma jiz neprazeny karobovy prasek vyssi zastoupeni obsahu vlhkosti pfi konkrétni hodnoté

aktivity vody (v intervalu 0,5-0,97 ay). Divodem je praveé prazeni, kdy dochazi ke ztraté
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funk¢nich skupin, a proto se voda nedokaze tolik véazat na prazeny karobovy prasek

- . .68
Vv porovnani s neprazenym .

Z této zavislosti tedy pro praktické pouziti vyplyvd, Ze zhlediska trvanlivosti je
vyhodnéjsi prazeny karobovy prasek a i pecivo znéj pfipravené by mohlo mit mensi

schopnost sorpce vody.

3.1.2 Infracdervena spektrometrie vzorki karobového prasku
Vzorky pro analyzu infracervenou spektrometrii byly suseny 48 hodin, kdy vlhkost
byla snimana pomoci ¢idla a béhem suseni se pohybovala v rozmezi 21-26 % a teplota byla

20 °C.

- 0.40

- 0.35

== Neprazeny karobovy prasek - 030

= Prazeny karobovy prasek
- 0.25

VInova délka cm™

Obrazek 11 Spektra neprazeného a praZzeného karobového prasku ziskana infracervenou spektrometrii

Dle obrazku 11 je patrné, ze spektra neprazeného a prazeného karobového prasku
v rozmezi vlnové délky 350-1350 cm™ maji spektrum témef totozné. Jedna se o vibrace
skupin C=0, které se vyskytuji v mastnych kyselinach a CH skupin v esterech. Vlnova délka

1346 cm™ znagi vibrace CHj skupin, které jsou soucasti lipidii a proteinii. Rozpéti vlnovych
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délek 1404-1430 cm™ piedstavuji vibrace CH skupin v alkenech a hodnota 1435 cm™
predstavuje vinovou délku, pti které dochézi k vibracim CH, skupin, které se vyskytuji

v lipidech a proteinech .

U prazeného karobového prasku je u vlnové délky 1550 cm™ maly pik, ktery se u
spektra neprazené¢ho karobového prasku nevyskytuje. S nejvétsi pravdépodobnosti se jedna o
NH a CN skupiny, které se prazenim karobového prasku uvolnuji. Vlnové délky v rozmezi od
1628-1650 cm™ predstavuji vibrace vazeb C=0 a C=C v proteinech. V hodnot& vlnové délky
2850 cm™ je maly pik, ktery je pouze pro nepraZeny karobovy prasek a mohl by predstavovat
vibrace CH; skupin. 2927-2935 cm™ je rozmezi vinovych délek, které predstavuje vibrace
CH, skupin, a ty nalézame v lipidech, v menSim zastoupeni v proteinech a nukleovych
kyselinach. VInové délky 3336 -3386 cm™ piestavuji v karobovém prasku vibrace OH a NH

skupiny vyskytujici se v polysacharidech a proteinech - 7°.

3.1.3 Vliv prazeni na obsah produkti Maillardovych reakci
Vysledky vSech stanovovanych metod jsou zaznamenany v tabulce 3. K analyze byly

pouzity extrakty neprazeného a prazené¢ho karobového prasku viz kapitola 2.6.

Tabulka 3 Vysledky stanovovanych metod nepraZeného a praZeného karobového prasku (prumérna

hodnota + smérodatna odchylka, N = 4)

Metoda Karobovy prasek Karobovy prasek
neprazeny praZeny
Index hn&dnuti [A] 40,8 £0,0 °3 0+0,0
FAST index [A] Pod mezi detekce Pod mezi detekce
Stanoveni celkovych fenolickych latek 43.0+0,2 ®15,0+0,2
[mg kyseliny gallové/ml extraktu]
DPPH metoda 70,8+0,0 °1,1+0,0
[mg troloxu/ml extraktu]
ABTS metoda 18,7404 °12,8+0,6
[mg troloxu/ml extraktu]
Stanoveni flavonoidii 1,2+0,0 °2,3+0,1
[mg kvercentinu/ml extraktu]
Stanoveni katechini 4,2+0,0 14,2+1,5
[mg katechinu/ml extraktu]
Stanoveni redukénich vlastnosti [A] 1,040,0 b0,8i0,0
Schopnost vychytavat peroxid vodiku 48,6+0,14 °34,8+0,09
[%]

Rozdilna mala pismena v hornim levém indexu indikuji statisticky vyznamny rozdil v fadku (p<0,05).
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3.1.3.1 Index hnédnuti

Index hnédnuti je zaloZen na méteni absorbance vznikajicich produkti Maillardovych
reakcich, tedy latky hnédého zbarveni. Tyto produkty vznikaji zejména pii vafeni nebo peceni

chemickou reakci mezi aminokyselinami a redukujicimi cukry.

Je patrné (tabulka 3), ze vyssi index hnédnuti ma jednoznacné prazeny karobovy

prasek, coz logicky vyplyva z jeho piedchozi upravy prazenim (130 °C, 30 min.).

3.1.3.2 FAST index

FAST index je zalozen na kvantifikaci denaturace proteinii za pouziti fluorescence
Maillardovych produktd, jako jsou pyrrolové a imidazolové derivaty, pii excitaci/emisi
330/420 nm; a fluorescenci tryptofanu pii excitaci/emisi 290/340 nm. Métenim bylo zjisténo,
ze prazeni nema vliv na toto stanoveni, protoZze hodnota zméfené¢ho FAST indexu u

samotného neprazeného a prazené¢ho karobového prasku byla pod mezi detekce.

Toto zjisténi je v rozporu s vysledky Michalska a kol., kde zjistili vyznamny nartst
produktii Maillardovych reakci pfi prazeni karobového prasku. V naSem se piipadé se
pravdépodobné jednalo o neefektivni extrakci latek do pufru. Na zéklad¢ dostupné literatury a
vys§iho indexu hnédnuti mizeme ocekavat 1 vyssi obsah produkti Maillardovych reakci v

analyzovanych vzorcich .

3.1.4 Antioxida¢ni charakteristika

3.1.4.1 Vliv prazeni na stanoveni celkovych fenolickych latek

Stanoveni je zalozeno na reakci se specifickym redoxnim Folin-Ciocalteuovym
¢inidlem za vzniku modrého komplexu, ktery lze kvantifikovat spektrofotometricky pfi
vlnové délce 765 nm. Vysledné koncentrace byly vypocteny z kalibracni zavislosti

s kyselinou gallovou (viz ptiloha 2).

Prazeny karobovy prasek obsahuje vysSi koncentraci fenolickych latek, ktera cCini
15,0+£0,2 mg kyseliny gallové/ml extraktu, zatimco koncentrace celkovych fenolickych latek
je u neprazen¢ho karobového prasku nizsi, a to 3,0+0,2 mg kyseliny gallové/ml extraktu (viz

tabulka 3). Timto stanovenim bylo zji$téno, Ze praZzenim se zvySuje obsah fenolickych latek.

48



3.1.4.2 Vliv prazeni na antioxida¢ni u¢inky metody s DPPH radikalem

Metoda s DPPH je zalozena na redukci stabilniho volného radikalu 2,2-difenyl-1-
pikrylhydrazylu ptfi 517 nm. V ptipad¢ pfitomnosti antioxidantii dochazi k reakci s timto
radikdlem za vzniku DPPH-H, coz vede k odbarvovani z fialové barvy na zlutou. Hodnoty
antioxidacni kapacity DPPH metody byly zjistény pomoci kalibra¢ni zavislosti s troloxem

(viz ptiloha 3).

Vyssi antioxidacni kapacita DPPH je patrnd u prazeného karobového prasku, ktera je
2,7+0,0 mg troloxu/ml extraktu. U neprazeného karobového prasku je nizsi, a to 2,0+0,0 mg
troloxu/ml extraktu (viz tabulka 3). Prazeni tedy pfispiva ke zvySeni antioxidacni kapacity

karobu.

3.1.4.3 Vliv prazeni na antioxida¢ni uc¢inky metody s ABTS radikilem

Metoda s ABTS radikalem je zalozena na interakci mezi antioxidanty a ABTS
radikalnim kationtem pfi 734 nm, kdy je redukci modife zbarveny ABTS radikalovy kation
preménovan zpét na jeho bezbarvou neutrdlni formu. Hodnoty ABTS metody jsou stejné jako

u metody s DPPH vyjadieny ekvivalentem troloxem (viz ptiloha 4).

Vyssi antioxidac¢ni kapacitu ma neprazeny karobovy prasek, tedy 18,7+0,4 mg
troloxu/ml extraktu. Hodnota u prazené¢ho karobového prasku je 12,8+0,6 mg troloxu/ml
extraktu (viz tabulka 3). V ptfipadé ABTS metody praZeni nepodporuje rist antioxidacni

kapacity tak, jako tomu je u DPPH metody.

3.1.4.4 Vliv prazeni na stanoveni obsahu celkovych flavonoidi

Celkovy obsah flavonoidi se stanovuje pomoci kolorimetrické metody s pouzitim
chloridu hlinitého, kdy vznika Zluty komplex a méfeni probihd pii vinové délce 415 nm.

Hodnoty byly stanoveny na zaklad¢ kalibracni pfimky kvercentinu (viz ptiloha 5).

Ze zjisténych hodnot z tabulky 3 vyplyva, ze extrakt z prazeného karobového prasku
ma vysSi koncentraci flavonoidd (2,3+0,1 mg kvercentinu/ml extraktu) nez neprazeny
karobovy prasek (1,2+0,0 mg kvercentinu/ml extraktu), a tedy prazenim tedy dochazi

k uvolnovani flavonoidu (viz tabulka 3).
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3.1.4.5 Vliv praZeni na stanoveni celkovych katechinu

Stanovit koncentraci katechinli 1ze vanilinovou metodou, kterd je zaloZzena na reakci
vanilinu s aromatickym katechinem, kdy vazbou dochazi ke vzniku ¢erveného zbarveni a jeho
intenzita je méfena pii vilnové délce 500 nm. Hodnoty koncentraci byly zjiStény pomoci

kalibrac¢ni zavislosti kvercentinu (viz ptiloha 6).

Dle tabulky 3 je jasné patrné, Ze prazenim dochéazi k vyraznému ristu koncentrace
katechind ve srovnani s neprazenym karobovym praSkem. Koncentrace katechini u prazené¢ho
karobového prasku je 14,2+1,5 mg katechinu/ml extraktu, zatimco u neprazeného karobového

prasku je to pouhych 4,2+0,0 mg katechinu/ml extraktu.

Dle autori Ayaz a kol. byla odhalena skutecnost, Ze =zastoupeni katechind
v karobovém prasku se odviji od geologické oblasti rastu. Studii prokazané vysledky
katechini byly v rozmezi od 300 pg az 7 mg. Prazenim dochazi k uvoliovani véazanych
katechind, a coz ma za nasledek zvyseni i celkového obsah katechinl ve vzorcich, stejné jako

je tomu u stanoveni celkovych flavonoidii, kde dochazi ke stejné situaci '°.

3.1.4.6 Vliv prazeni na reduk¢ni vlastnosti

Redukeni vlastnosti byly méfeny pomoci hexykyanozeleznatanu draselného a chloridu

zelezitého. Absorbance vysledného produktu byla métfena pii vinové délce 700 nm.

Reduk¢ni vlastnosti neprazeného karobového prasku, 1,0+0,0 A je vyssi nez u
neprazeného karobového prasku, ktera je 0,8+0,0 A (viz tabulka 3). Karobovy prasek

prazenim tedy v tomto pifipad€ redukéni vlastnosti ztraci.

3.1.4.7 Vliv prazeni na schopnost vychytavat peroxid vodiku

Stanoveni schopnosti vychytavat peroxid vodiku je test zaloZzen na reakci Zelezného
. + . N ’ . rnr . ’ v v ,
iontu Fe*" s 1,10-fenantrolinem. Zelezny iont vytvari specificky cervenooranzovy

trifenathroninovy komplex, ktery absorbuje maximalné pti 500 nm.

U neprazeného karobového prasku je schopnost vychytdvat peroxid vodiku
48,6+0,14 %, coz je vyssi hodnota, nez u prazeného, ktera je 4,8+0,09 % (viz tabulka 3),

z ¢ehoz vyplyva, ze prazenim dochdzi ke snizovani schopnosti vychytavat peroxid vodiku.
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3.2 Vlastnosti hotovych muffinii s pfidavkem karobového prasku

Hodnoty obsahu vlhkosti, aktivity vody, ubytku hmotnosti a vysky muffini s

ptidavkem neprazeného a prazeného karobového prasku jsou zaznamenany v tabulce 4 a 5.

Tabulka 4 Vysledky stanovovanych fyzikalnich metod u muffini s pridavky nepraZeného

karobového prasku (primérna hodnota + smérodatna odchylka, N=4)

NepraZeny
Pridavek Ubytek m  Vy3ka muffiny Aktivita Vlhkost
karobového [g] [mm] vody” [%]
prasku
0%  5,7+02" 35,7+0,1% 0,905* 30,2+0,8"
5%  5,7+0,2% 33,840,1 P 0,914° 31,5+0,5°
10%  5,0+£02° 32,3+0,2 5¢ 0,923 32,440,2"
15%  5,5£02% 32,2+0,2 B¢ 0,908 4 29,8+0,2*
20%  5,6£02° 30,4+0,2¢ 0,912° 31,3+0,48

Rozdilnd velkd pismena v hornim pravém indexu indikuji statisticky vyznamny rozdil ve sloupci

(p<0,05), standardni odchylka < 0,01 aj,.

Tabulka 5 Vysledky stanovovanych fyzikalnich metod u muffinii z praZeného karobového

prasku (primérna hodnota + smérodatna odchylka, N=4)

Prazeny
Piidavek Ubytek m Vyska muffiny  Aktivita vody® Vlhkost [%]
karobového lg] [mm]
prasku

5% 5,5+0,2* 32,840,114 0,919* 30,140,248
10% 5,3+0,2" 31,8+0,14 0,913" 29,8+0,18
15% 5,4+0,2% 33,0+0,2% 0,910 29,840,148
20% 5,44+0,2" 31,7+0,14 0,9115¢ 29,3+0,34

Rozdilnd velkd pismena v hornim pravém indexu indikuji statisticky vyznamny rozdil ve sloupci
(p<0,05), standardni odchylka < 0,01 a,,.

Ubytek hmotnosti byl zjiitén odeétenim hmotnosti pred a po pegeni. Z vyse vedenych
dat je patrné, ze prazeni nemé zadny vliv na ubytek hmotnosti muffinu a je srovnatelny i

s muffinem pSeni¢nym (0 %), kde byl zaznamenan ubytek hmotnosti 5,7+0,2 g.

Podobny zavér byl zaznamenan 1 u méfeni vysky muffinu posuvnym meétitkem, kde
taktéz nebyl patrny zadny vliv pfidavku karobového prasku, neprazeného i1 prazené¢ho. Vyska

muffint se pohybovala kolem hodnoty 32+0,1 mm, a to i u muffinu pSeni¢ného.
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Co se ty¢e hodnot aktivity vody méfené na piistroji firmy NOVASINA, zde uz byly
zaznamenany drobné rozdily. Pfi porovnani muffini s 5% ptfidavkem neprazené¢ho a
prazené¢ho karobového prasku byla namétena vyssi aktivita vody, 0,919, kdezto u muffinu s
piidavkem neprazené¢ho karobového byla naméiena aktivita vody 0,914. Tento maly rozdil
byl stejné tak zaznamenan u muffini s ptidavky 10% a 15% karobového prasku, ale u
ptidavku 10% karobového prasku byla aktivita vody vyssi u neprazené verze, zatimco aktivita
vody s ptidavkem 15% karobového prasku byla vyssi u verze prazené. U 20% piidavku
karobového prasku byly hodnoty aktivity vody srovnatelné. U pSeni¢ného muffinu byla
mezi hodnotami aktivity vody pro muffiny se stejnym piidavkem karobového prasku
(prazen¢ho a neprazeného), nebyl zjiStén zaddny vyznamny trend. Adsorpéni schopnosti
prazeného karobového prasku byly sice nizsi (viz. kapitola 3.1.1), nicméné tento efekt nemé¢l
vyrazny vliv na aktivitu vody muffint. Stejn¢ tak nebyl prokazan vliv rostouciho ptidavku

karobového prasku na métené parametry.

Poslednim fyzikalnim parametrem, ktery byl méten, je vlhkost na analyzatoru vlhkosti
od spolecnosti KERN. Rozdily byly patrné u ptidavka 5%, 10% a 20%, kdy vyssi obsah
vlhkosti byl zaznamenan u muffint s pfidavkem prazené¢ho karobového prasku. U muffina
s ptidavky 15% karobovych praskti byly hodnoty srovnatelné. 1 kdyZz byly prokazany
statisticky vyznamné rozdily v obsahu vlhkosti u testovanych vzorki pfi pouziti parového
porovnani, z praktického hlediska 1ze tyto rozdily povazovat za nepodstatné (rozdil max. 2%

obsahu vlhkosti).
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3.2.1 Index hnédnuti

Z tabulky 6 vyplyvd, ze hodnoty indexu hnédnuti jsou pro muffiny s pifidavky
neprazené¢ho a prazené¢ho karobového prasku rozdilné, a to téméf dvojnasobné. Dale je mezi
naméfenymi hodnotami patrnd 1 vzrastajici tendence se zvySovanim podilu karobového

v

kde nebyl zadny ptidavek karobového prasku.

Tabulka 6 Hodnoty indexu hnédnuti (A p¥i A=420 nm ) pro muffiny s pridavkem nepraZeného a

praZeného karobového prasku (priimérna hodnota + smérodatna odchylka, N=4)

Pridavek karobového NeprazZeny PraZeny
prasku
0% 0,12+0,01*
5% 0,16+0,01° 0,20+0,00*
10% 0,16+0,00" 0,28+0,00°
15% nestanoveno 0,34:+0,00¢
20% 0,26+0,00° 0,48+0,00°

Rozdilna velkd pismena v hornim pravém indexu indikuji statisticky vyznamny rozdil ve sloupci,

(p<0,05).

Se wvzristajicim zastoupenim neprazené¢ho karobového prasku je vidét 1 vzrustajici
pfirtistek indexu hné&dnuti od nejniz§i hodnoty muffiny s 5% ptidavkem neprazeného
karobového prasku, kterd je 0,16 A, az po nejvyssi hodnotu u muffinu s 20% ptridavkem
neprazen¢ho karobového prasku, a to 0,26 A. U 15% ptidavku neprazené¢ho karobového
praSku nebyl index hnédnuti stanoven, nebyl bohuzel nalezen. U muffind s
piidavky prazeného karobového prasku jsou hodnoty indexu hnédnuti jesté vyssi, od 0,20+0,0
A pro 5% ptidavek az po 20% ptidavek s indexem hnédnuti 0,48+0,0 A. Ze zjisténych hodnot
vyplyva, ze pecenim muffinii z jiz prazeného karobového prasku vznikd vétsi mnozstvi

produkti Maillardovych reakci nez pouze pecenim prasku neprazeného.

Index hnédnuti byl také vyznamné ovlivnén fermentaci kukuficné a pohankové
mouky. Bylo zjisténo, ze muffiny piipravené z fermentovanych mouk obsahovaly po upeceni

vice produkti Maillardovych reakci méfenych jako index hn&dnuti ™.
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3.2.2 FAST index

7,8+0,3 A. Hodnoty FAST indexu se u dalSich muffini s obsahem karobového prasku
zvysovaly, kdyz hodnota samotného karobového prasku byla pod mezi detekce (Tabulka 7).

Tabulka 7 Hodnoty FAST indexu pro muffiny s piidavkem nepraZeného a praZeného

karobového prasku (prumérna hodnota + smérodatna odchylka, N=4)

Piidavek karobového NepraZeny Prazeny
prasku
0% 7,8+0,3%
5% 9,3+1,3" 9,5+2,1%
10% 9,0+0,2" 13,4+1,6%
15% 10,6+1,6* 23,9+3 28
20% 14,742,48 39,245,3¢

Rozdilnd velkd pismena v hornim pravém indexu indikuji statisticky vyznamny rozdil ve sloupci

(p<0,05).

7,8+0,3 A. S dal$imi pifidavky neprazeného karobového prasku doslo ke zvySovani hodnoty
FAST indexu, kdyz hodnota samotného neprazeného karobového prasku byla nulova. Pro
muffin s pfidavkem 5% neprazené¢ho karobového prasku byla hodnota 9,3+1,3 A, coZ je
hodnota srovnatelna s hodnotou zméfenou 1 u muffinu s 5% ptidavkem karobového prasku
prazené¢ho. U zbylych muffinii se vzristajicim pfidavkem neprazeného karobového prasku je
hodnota imérné zvySovana. U muffinli s pfidavkem prazeného karobového prasku vzrista

vice, u 20% ptidavku az na hodnotu 39,2+5,3 A.
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3.2.3 Antioxida¢ni charakteristika

3.2.3.1 Stanoveni obsahu celkovych fenolickych latek

Jednotlivé koncentrace stanovenych fenolickych latek upecenych muffinii jsou

usporadany v tabulce 8.

Tabulka 8 Hodnoty celkovych fenolickych litek pro muffiny s pfidavky nepraZeného a

praZeného karobového prasku (prumérna hodnota + smérodatna odchylka, N=4)

Pridavek karobového NeprazZeny Prazeny
prasku
0% 10,1£0,7%
5% 17,9+0,4° 70,6+0,2"
10% 22,1+0,2° 72,9+1,7°
15% 35,3+0,1° 75,8+0,3¢
20% 42,8+0,5° 76,1+0,2¢

Rozdilna velka pismena v hornim pravém indexu indikuji statisticky vyznamny rozdil ve sloupci

(p<0,05).

cvwr

muffinu (0%), ktera byla 10,1+0,7 ng kyseliny gallové/ml extraktu. S ptidavkem karobového
prasku se postupné zvySovala koncentrace celkovych fenolickych latek. U muffinu s 5%
pfidavkem neprazeného karobového prasku byla koncentrace 17,9+0,4 pg kyseliny
gallové/ml extraktu. Koncentrace u ptidavku 20% vystoupala na 42,8+0,5 pg kyseliny
gallové/ml extraktu. Prazenim dochdzi k uvolnovani vétsiho mnozstvi fenolickych latek, a
proto koncentrace u muffinu s ptidavkem 5% prazeného karobového prasku byla 70,6+0,2 pg
kyseliny gallové/ml extraktu, a pred¢ila tak koncentraci vySe zminovaného muffinu s 20%
piidavkem neprazeného karobového prasku. Nejvyssi koncentrace byla zméfena u muffinu

s 20% ptidavkem praZzeného karobového prasku.

Dle autorti Seczyk a kol. byla pSeni¢nd mouka v téstovinach nahrazovana neprazenym
karobovym praskem a nasledn€ méten obsah celkovych fenolickych latek. Zavérem této prace
bylo zjisténi, Ze ptidavky neprazené¢ho karobového prasku zvySuji obsah celkovych
fenolickych latek v téstovinach. Divodem, pro¢ dochazi ke zvySovani obsahu celkovych
fenolickych latek je tepelnd uprava (vateni, prazeni), kdy vlivem plsobeni kysliku, vody,

a vys§i teploty dochazi k uvoliiovani n&kterych citlivych fenolickych antioxidantéi 7.
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3.2.3.2 Vliv prazeni na antioxida¢ni acinky metody s DPPH radikalem

Z tabulky 9 vyplyva, Ze muffin vyrobeny pouze s pSenicné mouky (0%) nevykazoval
zadny meéfitelny obsah fenolickych latek. Pfidavkem karobového prasku dochazelo postupné

ke zvySovani obsahu celkovych fenolickych latek.

Tabulka 9 Hodnoty stanoveni metody s DPPH pro muffiny s pfidavky nepraZeného a prazeného

karobového prasku (primérna hodnota + smérodatna odchylka, N=4)

Piidavek karobového NepraZeny Prazeny
prasku
0% Pod mezi detekce™
5% 10,8+0,3" 11,9+0,4"
10% 18,2+0,4° 16,6+4,2*
15% 57,9+1,2° 22,7+0,0"
20% 62,8+3,4" 45,1+0,2¢

Rozdilna velka pismena v hornim pravém indexu indikuji statisticky vyznamny rozdil ve

sloupci (p<0,05).

cvwr

prasku, 10,8+0,3 pg troloxu/ml extraktu, ale hned za nim s nemdlo vyssi koncentraci 5%
muffin pfipraveny z prazené¢ho karobového prasku. Koncentrace se opét postupné navysovala.
U muffind s ptidavky neprazeného karobového prasku az k hodnoté 62,8+3,4 pg troloxu/ml
extraktu. V piipadé¢ muffinu s 10% ptidavkem prazeného karobového prasku byla hodnota
celkovych fenolickych latek téméf totozna 1 pro muffin s 10% pifidavkem neprazené¢ho
karobového prasku. Ale u muffinl s 15% a 20% piidavkem prazené¢ho karobového prasku
byly hodnoty antioxida¢ni kapacity niz§i nez u muffinti s pfidavky neprazeného karobového

prasku. Prazeni tedy spiSe nepfispiva ke zvySeni antioxida¢ni kapacity.
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3.2.4 Vliv prazeni na antioxida¢ni Gi¢inky metody s ABTS radikilem
Hodnoty antioxidac¢ni kapacity stanovené¢ metodou s ABTS jsou v tabulce 10. Nejnizsi
koncentrace byla stanovena opét u pSeni¢ného muffinu (0%), 10,4+0,2 pg troloxu/ml

extraktu.

Tabulka 10 Hodnoty stanoveni metody s ABTS pro muffiny s pridavky nepraZeného a

praZeného karobového prasku (priimérna hodnota + smérodatna odchylka, N=4)

Pridavek karobového NeprazZeny Prazeny
prasku
0% 10,4+0,2"
5% 53,9+3,0° 24,1+0,8"
10% 85,3+0,9¢ 38,7+1,18
15% 165,2+0,3" 156,8+6,3¢
20% 186,0+1,1° 248,442 2"

Rozdilnd velka pismena v hornim pravém indexu indikuji statisticky vyznamny rozdil ve

sloupci (p<0,05).

U ostatnich muffinti se antioxida¢ni kapacita zvySovala. U 5% a 10% piidavka
neprazeného karobového prasku byla antioxidacni kapacita vyssi nez u ptridavkl prazenych se
stejnym podilem karobového prasku, naopak u 15% a 20% ptidavka je jiz koncentrace vyssi u
prazenych. Ze zjisténych hodnot plyne skutecnost, ze antioxidacni kapacita se zvySuje

s pridanym mnozstvim karobového prasku.

Dle autorit Valadez-Carmona a kol. bylo zjisténo, ze antioxida¢ni kapacita stanovena
metodou s ABTS se tepelnou upravou zvysuje, stejné jako v nasem piipadé. Divodem je
pravé tepelnd uprava, kdy se zvysSujici teplotou dochazi k uvoliiovani vazanych fenolickych

latek a flavonoidi, coZ zpisobuje zvyieni antioxida&ni kapacity ”°.
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3.2.5 Vliv praZeni na stanoveni celkového obsahu flavonoidu

cvwr

1,940,4 pg kvercentinu/ml extraktu (tabulka 11).

Tabulka 11 Hodnoty stanoveni celkovych flavonoidi pro muffiny s pridavky neprazeného a

praZeného karobového prasku (prumérna hodnota + smérodatna odchylka, N=4)

Piidavek karobového NepraZeny PraZeny
prasku
0% 1,9+0,4"
5% 4,2+0,1° 7,0+0,0"
10% 3,7+0,4°¢ 8,120,1"
15% 3,120,9%%¢ 8,7+0,1¢
20% 2,6+0,2%P 11,50,1°
Rozdilna velka pismena v hornim pravém indexu indikuji statisticky vyznamny rozdil ve
sloupci (p<0,05).

Piekvapiv€é nejvys$si koncentrace byla naméfena u muffinu s 5% ptidavkem
neprazené¢ho karobového prasku. Se zvysujicimi se ptidavky neprazeného karobového prasku
se koncentrace snizovala, az na 2,6+£0,2 ng kvercentinu/ml extraktu, ktera byla stanovena u
muffinu s 20% ptidavkem neprazeného karobového prasku. Naopak u muffind s ptidavky
prazené¢ho karobového prasku byla koncentrace u muffinu s 5% ptidavkem 7,0+0,0 pg

kvercentinu/ml extraktu a zvySovala se az na 11,5+0,1 pg kvercentinu/ml extraktu u muffinu s
20% pridavkem.
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3.2.6 Vliv praZeni na stanoveni celkovych katechinii
Z hodnot v tabulce 12 je patrné, Ze pSeni¢ny muffin (0%) a vsechny muffiny

s ptfidavkem neprazeného karobového prasku neobsahuji zadné katechiny.

Tabulka 12 Hodnoty stanoveni celkovych katechind pro muffiny s pridavky neprazeného a

prazeného karobového prasku (primérna hodnota + smérodatna odchylka, N=4)

Piidavek karobového NeprazZeny PraZeny
prasku
0% Pod mezi detekce”®
5% Pod mezi detekce® 3,9+0,0*
10% Pod mezi detekce® 5,9+0,9°
15%  Pod mezi detekce® 6,6+0,2"
20% Pod mezi detekce® ®9,3+0,3¢

Rozdilna velka pismena v hornim pravém indexu indikuji statisticky vyznamny rozdil ve

sloupci (p<0,05).

Prazenim ale dochazi k jejich uvoliiovani, tedy koncentrace celkovych katechinti u
muffinu s 5% ptidavkem praZené¢ho karobového praSku je 3,94+0,0 ng katechinu/ml extraktu.
Zvysovanim podilu prazené¢ho karobového prasku dochéazi ke zvySovani obsahu celkovych
katechin. U muffinu s 10% ptidavkem je to 5,9+0,9 png katechinu/ml extraktu, u muffinu s
15% ptidavkem, 6,6+0,2 pg katechinu/ml extraktu, a nejvétsi obsazené mnozstvi celkovych
katechinli je u muffinu s 20% ptidavkem prazen¢ho karobového prasku 9,3+0,3 pg

katechinu/ml extraktu.

3.2.7 Vliv prazZeni na stanoveni reduk¢nich schopnosti

0,3+0,0 A.

Tabulka 13 Hodnoty stanoveni reduké¢ni schopnosti pro muffiny s pfidavky nepraZeného a

praZeného karobového prasku (priumérna hodnota + smérodatna odchylka, N=4)

Piidavek karobového NeprazZeny Prazeny
prasku
0% 0,3+0,0*
5% 0,4+0,0° 3,9+0,0"
10% 0,5+0,08 5,9+0,9°
15% 0,8+0,0° 6,6+0,2¢
20% 0,9+0,0° 9,3+0,3"

Rozdilna velka pismena v hornim pravém indexu indikuji statisticky vyznamny rozdil ve

sloupci (p<0,05).
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S postupnym ptidavanim karobového prasku se hodnoty redukcnich vlastnosti
zvySovaly. U muffinu s 5% pifidavkem neprazeného karobového prasku byla hodnota
redukénich vlastnosti 0,4+0,0 A, u 10% ptidavku 0,5+0,0 A, u 15% piidavku 0,8+0,0 A a u
20% ptidavku 0,9+0,0 A. PraZzenim ale doSlo k razantnimu nértstu reduk¢nich vlastnosti, kdy
byla namétfena hodnota u muffinu s 5% ptidavkem 3,94+0,0 A, a postupné se zvySovala aZ na

9,3+0,3 A u muffinu s 20% ptidavkem prazeného karobového prasku.

Dle autort Rézylo a kol., kde pozorovali zmény redukénich schopnosti pSeni¢ného
chleba po ptidavcich karobového prasku zjistili, Ze s vy$§im mnozstvim karobovych pridavki

doslo ke zvyseni redukénich vlastnosti vzorkt chleba, coz odpovida i vysledkiim nasi prace ’°.

3.2.8 Vliv praZzeni na stanoveni schopnosti vychytavat peroxid vodiku
Dle naméfenych hodnot v tabulce 14 je patrné, Ze nejnizs$i schopnost vychytavat

peroxid vodiku ma pSeniény muffin (0%), 5,5+0,4 A.

Tabulka 14 Hodnoty stanoveni schopnosti vychytavat peroxid vodiku pro muffiny s pridavkem

neprazeného a prazeného karobového prasku (primérna hodnota + smérodatna odchylka, N=4)

Pridavky karobového NeprazZeny Prazeny
prasku
0% 5,5+0,4"
5% 19,8+0,3" 74,1+0,2"
10% 30,64+0,2¢ 71,0+0,6°
15% 45,8+0,2° 65,3+0,3¢
20% 74,6+0,2" 43,5+0,1°

Rozdilna velka pismena v hornim pravém indexu indikuji statisticky vyznamny rozdil ve

sloupci (p<0,05).

U muffina s ptfidavkem neprazené¢ho karobového prasku se tato schopnost postupné
zvySovala, u 5% ptidavku byla hodnota 19,8+0,3 a zvysila se az na 74,6+0,2 u muffinu
s ptidavkem 20%. U muffini s pfidavkem prazeného karobového prasku byla hodnota u
muffinu s 5% ptidavkem ptiblizn€ stejna jako u muffinu s pfidavkem 20% neprazené¢ho
karobového prasku. Postupné vSak dochazelo k poklesu, kdy muffin s pfidavkem 20%
prazeného karobového prasku mél hodnotu schopnosti vychytavat peroxid vodiku 43,5+0,1 A.
Znamena to tedy, Ze maly pfidavek praZzeného karobového prasku zvysil schopnost peciva
vychytavat peroxid vodiku. Naopak vétsi piidavek prazeného karobového prasku tuto

schopnost snizuje, coz mize byt ubytkem funk¢nich skupin prazenim.
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4 Zavér

V experimentalni Casti byla stanovena adsorp¢ni izoterma neprazeného a prazeného
karobového prasku. Bylo zjisténo, ze prazeny karobovy praSek ma niz$i sorpcni schopnosti
v intervalu hodnot 0,5-0,97 a,, (viz obrazek 10). Déale byly pfipraveny muffiny z pSenicné
mouky a postupné 1 muffiny s pfidavky 5%, 10%, 15% a 20% neprazené¢ho a praZeného
karobového prasku. U vsech piipravenych muffini byly stanoveny fyzikalni parametry jako
vyska, ubytek hmotnosti, vlhkost, aktivita vody. Porovnanim parametr muffinti s ptidavky
neprazené¢ho a prazeného karobového prasku nebyl zjistén zadny vyznamny statisticky rozdil.
Z karobovych praskii a homogenizovanych muffinii byly pfipraveny extrakty, které¢ byly

podrobeny analyze.

Z ptipravenych extraktii byl stanoven index hnédnuti a FAST index, kde byl zjistén
ptirtstek produktt Maillardovych reakci, které vznikly prazenim karobového prasku. DalSimi
metodami, které byly u vzorkl stanoveny je obsah celkovych fenolickych latek, flavonoidd a
taninl. Porovnanim zjisténych hodnot u muffini s pfidavky neprazeného a prazeného
karobového prasku byl zjistén nartst u prazené formy, stejné jako v ptipadé¢ métenych indexi.
Prazenim tedy dochazi k uvolfiovani téchto v rohovniku obsaZenych latek. Pro méfeni
antioxidacni kapacity byla pouzita metoda s DPPH a ABTS radikdlem. U DPPH metody
prazenim doslo ke snizeni antioxidacni kapacity, ziejmé kvili degradaci produkti vyvolané
prazenim, na rozdil od metody s pouzitim ABTS radikalu, kde prazeni ptispélo ke zvySeni
antioxidacni kapacity. U vzorka byla také stanovena reduk¢ni schopnost, kterd se prazenim
snizila a schopnost vychytdvat peroxid vodiku, ktera se naopak prazenim zvysila. U
neprazeného a karobového prasku byla jesté provedena analyza infracervenou spektrometrit,

kdy se ziskana spektra obou karobovych praska témér nelisila.

Na zavér vyvstava otdzka, zda pouzivat spiSe neprazeny nebo prazeny karobovy
prasek. I ptes zvySeni témét vétSiny hodnot u stanovenych metod se priklanim k neprazené
vlastnost a to chut’ a viini. Chut’ muffinti pfipravovanych z neprazeného karobového prasku
byla jemné kakaova a pfi peceni téchto muffinli se laboratoii linula pfijemna viné peciva,
zatimco muffiny s ptidavky prazeného karobového prasku jiz vykazovaly zemitou chut’, ktera
s pridavky jest¢ gradovala, a navic béhem peceni nedoslo k uvolnéni ving tak jako u muffinii

s pridavky neprazeného karobového prasku.
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Optimalizace metody pro stanoveni
fenolickych latek
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Priloha 1 Optimalizace metody pro stanoveni celkovych fenolickych latek

Stanoveni celkového obsahu fenolickych
latek
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Piiloha 2 Kalibraéni pfimka pro stanoveni obsahu celkovych fenolickych latek, jako standard

byla pouzita kyselina gallova (A = 765 nm, inkubac¢ni doba = 60 min.)
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Stanoveni antioxidacni aktivity
metodou s DPPH
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Piiloha 3 Kalibracni kiivka pro stanoveni antioxidac¢ni aktivity metodou s DPPH, jako standard byl

pouZit trolox (A =517 nm, inkubac¢ni doba = 35 min.)

Stanoveni antioxidacni aktivity
metodou s ABTS
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Piiloha 4 Kalibra¢ni primka pro stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou s ABTS, jako standard byl

pouZzit trolox (A =734 nm, inkubac¢ni doba = 50 min.)
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Stanoveni obsahu flavonoidu
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Piiloha 512 Kalibracni pfimka pro stanoveni celkového obsahu flavonoidi, standardem byl pouZit

kvercentin (A = 415 nm, inkuba¢ni doba = 40 min)

Stanoveni katechinu

y =9.7242x + 0.0927
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Piiloha 6 Kalibracni pifimka pro stanoveni celkového obsahu katechini, jako standard byl

pouZzit katechin (. =500 nm, inkuba¢ni doba = 15 min.)
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PSeni¢ny muffi 5% piidavek

10% ptidavek | 15% pridavek

Piiloha 7 PSeni¢né muffiny a muffiny s pridavkem nepraZeného karobového prasku (u
muffini s pridavky praZeného karobového prasku nebyl zaznamenan Zadny okem

viditelny rozdil)
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