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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva vlivem vibra¢niho mleti na chemické a fyzikalni vlastnosti
prasku z plodi rohovniku obecného. Teoreticka ¢ast popisuje rohovnik obecny, metody mleti
a také antioxidacni vlastnosti. Experimentalni ¢ast se zaobira tim, jak riznd doba mleti
rohovniku obecného ovliviiuje barevnost, distribuci ¢astic, sorpcni vlastnosti, infracervené

spektrum, antioxida¢ni vlastnosti a biologickou dostupnost.
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TITLE

The effect of vibratory grinding on the chemical and physical properties of carob powder

ANNOTATION

This master thesis deals with effect of vibratory grinding on the chemical and physical
properties of carob powder. The theoretical part describes carob, grinding methods and
antioxidant properties. The experimental part deals with carob and how different time of
grinding carob affects color, particle distribution, sorption, infrared spectrum, antioxidant

properties and bioavailability.
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UvVOoD

Strom Ceratonia siliqgua patifi do celedi Leguminoseae. B&zné se vyskytuje ve
sttedomoiskych zemich po staleti, a byl péstovan zejména pro vyzivu ¢loveka, ale i zvifat. Pro
zemé&délsky primysl je velkou vyhodou, Ze se vyuzivaji vSechny ¢asti tohoto stromu. Nejvice
se ovSem vyuziva pro jeho vysoky obsah fenolickych latek v potravinarském pramyslu,
zejména pro jeho farmaceutické a dietetické vyhody. Tyto latky vykazuji antioxidacni
vlastnosti, nizky obsah cholesterolu a dalsi [1].

Rohovnik je Siroce rozsifen v suchych oblastech, na izemi mirného a subtropického pasu.
Dokaze tolerovat velmi nepiiznivé podminky, piezije 1 velmi vysoké teploty, sucho a alkalické
prostiedi. Tento druh je obvykle dvoudomy, sklerofylni a dosahuje vysSky az 10 m.
Rohovnikové lusky se vyznacuji vysokym obsahem cukru s asi 75 % sachardzy. Jsou také
zkoumany jako material pro vyrobu bioetanolu [2].

Kromé¢ antioxidacnich vlastnosti jsou lusky rohovniku zdrojem rohovnikové gumy diky
pritomnosti cukru zvaného galaktomanan, ktery je vyznamny také pro jeho zahustovaci
vlastnosti. Dien luski ma ¢okoladovou chut’ a miiZze byt pouzivana jako nahrada kakaa s niz§im
obsahem kalorii. Obsahuje 40 % cukru, 35 % Skrobu a 7 % bilkovin. V malé mife potom
obsahuje taniny a mineraly jako je vapnik a hoi¢ik [1].

Cilem této diplomové prace bylo popsat vlastnosti a vyuziti plodi rohovniku obecného
(Ceratonia siliqua L.) a nasledné pfipravit rohovnikovy prasek pomoci vibraéniho mlynu,
stanovit jeho chemické a fyzikalni parametry, simulovat proces in vitro traveni a nasledné zjistit
antioxidac¢ni vlastnosti a obsah vybranych skupin biologicky aktivnich latek. Pracovni hypotéza
predpokladd, ze prasek pfipraveny pomoci vibra¢niho mleti s riznou casovou vydrzi ma
rozdilné chemicko-fyzikalni vlastnosti. VIiv Casu mleti se projevi na antioxidacnich
vlastnostech a obsahu nékterych skupin biologicky aktivnich latek béhem procesu

simulovaného traveni rohovnikového prasku.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Rohovnikovy lusk

Lusk ma svétle az tmaveé hnédou barvu, je pruzny, rovny nebo mirné zakiiveny se zesilenym
krajem. M¢&ti 10—-20 cm na vySku a 1,5—2,0 cm na Sitku. Lusk, ktery neni zraly, je zeleny, vlhky,
a jeho chut’ je svirava na rozdil od lusku zralého, kdy je chut sladka [3].

Rohovnikovy lusk se sklada ze 2 dvou hlavnich c¢asti, ze dien¢ (80—90 %) a semen
(10—20 %). Dten je bezsemenna ¢ast lusku, ktera ma dve€ vrstvy, a to vnéjsi kozovitou vrstvu,
ktera se nazyva oplodi, a vnitini vrstvu mezokarp. Semena se nalézaji pfi¢né k lusku a jsou
odd¢lena mezokarpem. Tyto semena jsou velmi tvrda a maji vejcité podlouhly tvar. Dien ma
vysoky obsah cukru a relativné nizky obsah tuki a bilkovin. Bylo zji§téno, ze semena maji nizsi
obsah cukru a vice tuku ve srovnani s dfeni [4; 5].

Rohovnikova dien se pouziva do krmiva pro zvitata. Semena, ktera jsou pokryta ptiléhavou
vrstvou, obsahuji bily a prisvitny endosperm (obsahujici galaktomanany), nazyvany také
rohovnikova guma. Tato rohovnikova guma se pouziva v potravinaiském i nepotravinarském
pramyslu pro svou schopnost tvofit velmi viskdzni roztok pti relativné nizké koncentraci. Proto
je také vyuzivan pro svou synergickou vlastnost, s karagenanem, agarem a xanthanem tvofi
je nepropustna vuci vode, takze semena nevyklici, dokud nebude obal porusen [2].

Po sklizni jsou rohovnikové lusky pfivezeny do zpracovatelského zavodu, kde jsou suseny
na pfiblizné 8 % vlhkosti, aby se zabranilo hnilob&. Lusky jsou poté Srotovany, aby se oddélila

dien a semena v zavislosti na jejich kone¢ném pouziti [5].

1.2 SloZeni rohovniku

Rohovnik obsahuje 1-5 % bilkovin v suSin€é. Zahrnuje 18 aminokyselin, které jsou
identifikovany a kvantifikovany v kyselych hydrolyzatech. Nejvice zastoupeny jsou kyselina
asparagova (kyselina asparagova + asparagin), alanin, kyselina glutamova (kyselina glutamova
+ glutamin), leucin a valin. Dohromady tvoii asi 57 % celkového obsahu aminokyselin
Vv luscich. Kyselina asparagova je zastoupena v nejvyssi koncentraci, cystein byl aminokyselina
vykazujici nejniz§i koncentraci. Celkové rohovnik obsahuje vSech sedm esencialnich
aminokyselin (threonin, methionin, valin, isoleucin, leucin, fenylalanin a lysin), diky ¢emuz
jsou tyto plody dobrym zdrojem aminokyselin [3; 6].

Rohovnikova dfenn obsahuje 40—50 % cukru, nejvice zastoupenymi cukry jsou sachar6za,
fruktoza, a gluk6za. OvSem 1 dalsi cukry jako jsou maltdza, rafindza, stachyo6za a inositoly jsou

vV rohovniku pfitomny. Obsah inositold v rohovniku je mnohem wvy$§i neZ v ostatnich
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slou¢eniny d-pinitol.

Obsah tuku v rohovniku je velice nizky a pohybuje se mezi 0,4 az 1,3 %. Je slozeny
z polynenasycenych kyselin, a to kyseliny linolové a linolenové a olejové mononenasycené
kyseliny. Z nasycenych kyselin to jsou kyseliny palmitova a stearova. Diky tomu, ze ma
rohovnik nizky obsah tuku, mize byt vyuzivan pro vyrobu nizkotu¢nych produktt, i jako
nahrada za kakao.

Rohovnikovy lusk obsahuje také nékolik minerali. Mezi mineraly, které ptevladaji, patii
vapnik, draslik, fosfor a hof¢ik. Mezi stopové mineraly, vyskytujici se v rohovniku, se fadi
zelezo, mangan, zinek a méd’. Vapnik a draslik se nachazi ve vysokych koncentracich, fosfor
a hot¢ik se nachazi v koncentracich nizsich.

Rohovnik obsahuje hojné i polyfenoly, mezi které patii fenolové kyseliny, flavonoidy a
taniny, které muzou byt jak ve volné formé, tak i ve vazané a rozpustné konjugované
forme. Nejpocetnéjsimi polyfenoly v rohovniku jsou fenolové kyseliny, které se dale déli na
kyseliny hydroxybenzoové a hydroxyskoficové. Z hydroxybenzoovych kyselin je hlavni
kyselinou  kyselina  gallova. Rovnéz  jsou  ptfitomny  derivaty  kyseliny
gallové. Hydroxyskoticové kyseliny jsou pfitomny v relativné nizkych koncentracich.
Flavonoidova frakce se sklada z flavonolu, flavan-3-old, flavont, flavanonu a isoflavanonu.
Flavonoly jsou hlavnimi pfitomnymi flavonoidy a zahrnuji kvercetin, myricetin, kaempferol,
glukosidické derivaty a také katechin. Rohovnik obsahuje hydrolyzovatelné i kondenzované
taniny.

Koncentrace polyfenolt v rohovniku miize byt ovlivnéna nékterymi technologickymi
procesy jako je naptiklad prazeni, kdy se nékteré fenolové slouceniny mohou béhem prazeni
degradovat, jiné polymerni slou¢eniny mohou uvoliiovat polyfenoly, coz je ¢ini dostupnymi a
zvySuje celkovy obsah fenolll a antioxidac¢ni aktivitu prazeného rohovniku.

Obsah jednotlivych komponentli se ale mize zna¢n¢ lisit v zavislosti na druhu, odridy,
fyziologické dospélosti, obdobi sklizn€, podnebi, podminkich skladovani, zemépisném

puvodu, stupni zrani a zeme&délskych postupech [6].

1.3 Technologie a vyuziti
Rohovnikové dfen se mize vyuzivat riznymi zpusoby v zavislosti na pouziti. Pfi pouZiti
rohovniku jako Krmivo pro zvifata je dfen rozemleta na ruzné velikosti podle toho, jaka

hospodarska zvifata maji byt nakrmena. V potravinarském primyslu se dien zpracovava na
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rohovnikovy sirup a rohovnikovy prasek. Rohovnikovy sirup se ziskava tak, ze se rohovnikova
drent necha ve vodé. Nasledné se smés vysusi a vaii, dokud se neziska sirup.

Pti vyrobé rohovnikového prasku se dien nejprve loupe, rozemele na rizné velikosti, prazi,
a nakonec se rozemele na jemny prasek, ktery se nazyva rohovnikova mouka (prasek). Podle
casu a teploty pouzité k prazeni lze ziskat stfedni nebo vysoce prazeny rohovnikovy prasek.
Obecné se pti bézném prazeni dfené¢ rohovniku pouziva teplotni rozsah 120—180 °C (vétSinou
kolem 150 °C) po dobu 10-60 minut. Béhem procesu prazeni dochazi k dalezitym chemickym
reakcim, vcetné karamelizace cukru a Maillardovy reakce, které zptisobuji vyznamné zmény v
chemickém a senzorickém profilu rohovnikové mouky a ovliviiuji jeji konecnou chut, barvu a
aroma. Kakaova a karamelova viin¢ je dusledkem tepelné degradace vysokého obsahu cukru v
rohovniku a také naslednou tvorbou nékterych silnych vini prostfednictvim Maillardovy
reakce. Prazeni rohovnikové mouky nejen zlepSuje jeji barvu, chut’ a aroma, ale vede také ke
zvyseni jejiho obsahu polyfenoli a antioxida¢ni aktivity, které souviseji se zdravotnimi piinosy.

Mezi dalsi produkty, pfipravené z rohovniku jsou rohovnikova péna, kase, cerealie, zmrzlina
a mlé¢né napoje, které by mohly byt pouzity jako alternativa k potravindm na bazi kakaa. Dalsi
potencialni aplikaci rohovniku je vyroba nizkotu¢ného jogurtu s ¢okoladovou chuti, kdy ma
jogurt navic nizky obsah laktdzy s vysokym obsahem vlakniny a vysokou sladkosti. Proto je
zde vyuziti i pro lidi se zvlaStnimi stravovacimi pozadavky, jako je naptiklad intolerance na

laktozu [6].

1.4 Utinky na zdravi

Rohovnik obsahuje fytochemické slouceniny, které maji protinddorovou, antiproliferacni a
proapoptotickou aktivitu. Naptiklad kvercetin, ktery patii mezi polyfenoly, podporuje apoptozu
v T-leukemickych bunkach pfimym zaméfenim na antiapoptoticky protein Bcl-xL, nebo
naptiklad zmensuje velikost nadoru.

Rohovnik ma taky antidiabetické uc¢inky, které méa diky obsahu d-pinitolu, ktery reguluje
hladinu cukru v krvi pacientt s diabetem typu Il. Rohovnik se taky doporucéuje k 1é¢bé prijmu,
kdy studie uvadi, ze 2 % roztok rohovniku je schopen blokovat hemaglutinaci a pfilnavost
E. coli na izolované intestinalni epitelialni bunky. Byl také studovan téinek rohovniku, kdy
snizuje hladinu lipida a cholesterolu v té€le. Rohovnikové vldkno v kombinaci s n-3 mastnymi
kyselinami jsou navic hlavnimi sloZkami patentované potraviny pro pozitivni ovlivnéni

kardiovaskularniho systému [7].
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1.5 Velikost ¢astic

Velikost Castic se da na prvni pohled vyjadfit riznymi zptisoby. Naptiklad koule se vyjadii
prumérem, kvadr se popise sitkou, vyskou a hloubkou. Aby bylo mozné popsat velikost ¢astic
jako je napt. kvadr pouze jednim unikatnim ¢islem (parametrem), musi se vyjadrit takovou
veli¢inou, ktera se da popsat pouze jednim cislem (parametrem). Tou veli¢inou mize byt
naptiklad pocet, povrch, hmotnost nebo objem. Aby bylo mozné porovnavat rizné techniky
méieni, musi se pouzit pouze kulovy standard velikosti Castic, ktery je vyjadien jen jednou
veli¢inou. Pro jednu konkrétni techniku muize byt i jiny standard nez kulovy. Timto standardem
se mohou porovnavat i rizné piistroje, které méfi stejnou technikou.

Velikost ¢astic se da popsat napt. podle po¢tu nebo podle objemu. Nazorny piiklad distribuce
podle podtu a objemové distribuce ¢astic je zndzornén v Tabulce 1 [8]. Céstic o velikosti
10—1000 cm je nejmensi pocet, a to 0,2 %. Naopak nejmensich ¢astic (0,1—1,0 cm) je nejvic, a
to 99,3 % z celkového podtu ¢astic. Podle objemové distribuce je to ale rozdilné. Castice
nejmensi velikosti (0,1—1,0 cm) dosahuji z hlediska celkového objemu ¢astic pouze 0,01 % a
nejvetsi castice (10—1000 cm) zaujimaji nejvetsi objem (99,96 %) z celkového objemu vsech

¢astic. Proto se k vyjadieni velikosti ¢astic vyuzivaji rizné techniky méteni velikosti [8].

Tabulka 1: Distribuce podle poctu a objemové distribuce ¢astic [8]

Velikost (cm) Pocet ¢astic Pocet ¢astic (%) Objem ¢astic (%0)
10-1000 7000 0,2 99,96
1-10 17500 0,5 0,03
0,1-1,0 3500000 99,3 0,01
Celkem 3524500 100,0 100,00

1.5.1 Velikost ¢astic rohovnikového prasku
V ¢lanku Benkovice et al. [9] méfili velikost ¢astic rohovnikové mouky se semeny a bez
semen. Vzorky rohovnikové mouky byly pfipraveny nejprve pomoci kladivového mlyna a
nasledné za pomoci abrazivniho rotoru pro jemné mleti. Velikost ¢astic byla méfena pomoci
laserové difrakce se suchou disperzni jednotkou, kdy na méteni bylo pouzito 3—5 g mouky [9].
Pro vzorky rohovnikové mouky se semeny byly naméteny hodnoty stiedni velikosti ¢astic v

rozmezi od 77,59 £ 2,15 um do 404,77 £+ 10,42 um, Rozdilné hodnoty velikosti ¢astic 1ze ptipsat
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riznym metodam mleti. Pro rohovnikovou mouku bez semen byly naméteny hodnoty stiedni
velikosti ¢astic v rozmezi od 80,35 £+ 5,08 um do 249,70 = 27,23 um.

Nasledné byly méfeny hodnoty Sauterova praméru (D [3,2]), specifického povrchu a obsahu
vlhkosti. Pro mouky obsahujici semena byly naméfeny hodnoty Sauterova priméru v rozmezi
od 31,10 £ 0,81 do 182,52 + 7,73 um a pro mouky bez piitomnosti semen od 38,67 + 5,86 do
126,21 + 8,66 um. Mensi velikosti Castic vykazovaly vétsi specifické povrchové plochy.
Nejvyssi hodnota specifického povrchu byla detekovana pro vzorky se semeny
(0,19 + 0,00 m?/g) a bez piitomnosti semen (0,16 + 0,02 m?/g) [9].

1.5.2 Zpiisoby mleti

Valcové mlyny

Tyto stroje maji dva nebo vice presné¢ opracovanych parti hladkych ocelovych valci,
které se otaceji k sobé navzijem a tdhnou Castice skrz mezeru mezi valci. Aby se valce
neposkodily ndhodnym nérazem, jsou zde umistény pruziny proti ptetizeni. Prvni hnaci silou
je komprese, druhou mtize byt smykova sila, ktera je vyvijena pouze pokud se valce otaceji pii
ruznych rychlostech, nebo pokud jsou valecky drazkované. V provozu prochézeji ¢astice mezi
fadou valci, kde se mezera mezi valci stale zmensuje. Diky gravitacni sile materidl spada do
dalsi fady valct, kde je poté rozdrcen na mensi a mensi ¢astice. Celkovy pocet valct zavisi na
vlastnosti potravin a pozadovany stupen zmenseni velikosti ¢astic, ale vétSinou se pocet valct
pohybuje mezi tfemi az osmi pary. Diky nizkému napéti se teplota produktu zvysuje
minimalné, soucasné i se snizenim spotieby energie. Mlyn Ize nastavit vzhledem k riznym
velikostem prvotnich ¢astic zménou povrchové textury valcl, ovladanim rychlosti vélce a
nastaveni mezery, aby se dosahlo uzkého rozdéleni velikosti ¢astic. Velikosti produktu se

pohybuji od jednotek az po desetiny milimetrt [10].

Planetové mlyny
Planetové mlyny jsou vyvojovym stupném kulovych mlyni. V tomto druhu mlyna jsou
valce, ve kterém se brouSeni provadi, upevnény na rdmu a otaCeny kolem spole¢né osy. V
dasledku tfeni o vnéjsi bocni sténu nebo mechanického pohonu, se kazdy valec otaci kolem své
osy se znaménkem opacnym k rotaci ramu. Obecny typ pohybu je podobny pohybu planet
kolem Slunce, a to je 1 ditvod, pro¢ se tyto mlyny nazyvaji planetové. BrouSeni se provadi diky
odstiedivé sile, Coriolisové sile a gravitaci. VétSina planetovych mlynt pracuje na principu

nardZeni. Aby bylo moZzné mit moZnost vzdjemného porovnani mlynii, planetové mlyny se
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vyznacuji specidlnim parametrem, a to zrychlenim ovliviiujici kuli¢ky v okamziku, kdy opusti
zed [11].

Vibracni mlyny
Vibra¢ni mlyny se pouzivaji pro jemné a velmi jemné mleti. Rozdil mezi kulovym mlynem
a vibra¢nim mlynem je takovy, ze valec kona pohyby nahoru a doli misto kruhového pohybu.
Amplituda vibraci je obvykle 20 mm a méné, takze trajektorie frézovacich téles je
20-30 mm. Toto zafizeni je slozené z malého odnimatelného valce, ktery je upevnén na
vibra¢ni plose, mize byt ochlazen na teplotu kapalného dusiku, coz dokaze ziskat i ultra jemné
materidly, které se Spatn¢ melou. Negativni strankou je, ze vibracni mlyn musi byt ukotven na

specialnim podkladu [11].

Tryskové mlyny

Tyto mlyny funguji na takovém principu, zZe dany vyrobek uvedou do vysoké rychlosti a
nasméruji je k danému cili. Akcelerace Castic je dosaZena v proudu plynu. Hlavni vyhodou
tohoto typu mlyna je nizké opotiebeni vnitiniho povrchu mlyna. Opotieben je pouze cil kolize,
ktery vSak byva vyroben z materialu odolného proti opottebeni. U cyklonovych tryskovych
mlynl je mleti zafizeno kolizi ¢astic tak, Ze jsou trajektorie jednotlivych astic piektizeny.
Proto nemusi byt pfitomen Zadny cil kolize, a proto mohou byt vyuzivany ve zvlast’ dilezitych
oblastech. Kdyz proud plynu vychazi z vystupni trysky, ochladi se, coz umoziuje mlit i
surovinu citlivou na teplotu. Velikost ¢astic ziskanych v tomto druhu mlyna je prakticky
srovnatelnd s produkci kulovych mlynli a dosahuje né¢kolika mikrometri.

Nevyhodou tohoto mlynu je vysoky pozadavek na velikost ¢astic hrubého materidlu. Aby
Castice byly neseny proudem vzduchu bez usazovani uvnitt mlyna je nutné, aby cCastice
pocate¢ni suroviny byly pomérné malé, obvykle mensi neZ 1 mm. Toho se dosahne dalSim
mlynem pied tryskovym mlynem. Dalsi nevyhodou je pomérné komplikovana struktura trysky
a potieba presné upravy pratokt vzduchu. Tieti nevyhodou je obtizna kalibrace. Protoze pritok
vzduchu uvnitt mlyna klesa, zvétSeni velikosti mlyna vyZzaduje podstatné zvySeni pritoku a

spotieby vzduchu [11].

NoZovy mlyn
Nozovy mlyn se vyuZzivaji pro homogenizaci latek s vysokym obsahem vody, olejii nebo
tukd, ale také se dokonale hodi pro mleti suchych, meékkych a sttedné tvrdych produkti. Tim,
ze proces homogenizace je rychly a bez vyrazného narastu teploty, se zachovavaji tékavé slozky
vzorku [12].
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Princip tohoto zplisobu mleti se zaklada na dvou otécejicich se ostrych robustnich nozich
uprostied mleci nadoby. V zavislosti na sméru otaceni se zmenseni velikosti provadi tupou
stranou (pfedbézné zmenseni velikosti) nebo ostrou stranou (jemné brouseni). Predvolitelna
rychlost, kterd je udrZzovéana elektronicky, zajiStuje optimalni piizpisobeni individualnim
pozadavkim aplikace a také reprodukovatelné vysledky brouseni. Vyuziva se jak pro pouziti
v zemédélstvi, tak pro oblasti biologie, potravinaistvi, 1ékafstvi a farmacie. Z nadavkovaného
materidlu o maximalni velkosti 40 mm, dokaze mlyn zmensit Castice na velikosti mensi nez

300 pum [12].

1.6 Teorie méfeni barevnosti

Rozpoznavani barev je pro lidské vidéni velmi slozitym procesem, kdy barva plsobi jako
dojem pii stimulaci vizualniho systému. Proto je dilezité, aby byly barvy definovany piesnymi
hodnotami pomoci matematickych modelti. Nejbéznéjsi model je trojrozmérny, z divodu tii
receptord v lidském oku. Aby byly ur¢eny vhodné barevné prostory, musi byt stanoveny zmény
ve vnimani téchto prostori a jejich trichromatickych slozek X, Y, Z, které stimuluji lidské
vizualni receptory. Tyto prostory byly vyvinuty Mezinarodni komisi pro osvétlovani (CIE,
International Commission on Illumination), kdy jejich referen¢ni podnéty jsou L*, u*, v* nebo
L*, a*, b*. Cilem bylo ptedstavit barvy na soufadnicich popisujici zékladni atributy jako je
svétlost, barva a odstin, a vytvofit linearni barevny prostor, ve kterém vzdalenost mezi body,
které definuji jednotlivé barvy, byla tmérna vnimavému rozdilu mezi nimi (percepéni barevné
prostory). Vzdalenost mezi témito body reprezentuje veli¢ina nazyvajici se zména barevnosti
AE [13].

Mezi nejpiesnéjsi metody se fadi méfeni v jednotném barevném prostou CIEL*a*b*, kde je
kazda barva popsana tfemi slozkami: L* — svétlost (0—100, Cerna—svétla), a* — barva
v zeleno- ¢erveném poli (-128, +127), b* — barva v modro-zlutém poli (-128, +127).
V prostiedni, kdy je a* a b* nulové, existuji pouze $edé hodnoty. V tomto prostoru se nachazi
vSechny barvy, které jsou viditelné a rozpoznatelné pro lidské oko. Prostor CIEL*a*b* je
zalozen na takzvaném oponentové¢ barevném modelu, kdy barvy lezici naproti sob¢ nelze vidét
soucasn¢. To znamend, ze je vidét bud’ tmava nebo svétla barva, Cervena nebo zelend a zluta

nebo modra. Pro L*a*b* se zména barevnosti mezi dvéma body vypocita podle Rovnice 1 [13].

Rovnice 1:Vypocet zmény barevnosti pro L*a*b* [13]

AEup =y (AL)? + (Aa*)? + (Ab*)?

23



Dalsi méfeni je v barevného prostoru CIEL*C*h*, kde je barva pospana slozkami L-svétlost,
C-chroma (sytost), h-hue (odstin). Termin chroma slouzi k rozliSeni barevnych dojmi
(s odstiny) od bezbarvych dojmu (8eda) a k prohloubeni rozdilti v barevné charakteristice pii
vizualnim posuzovani. Termin hue vystihuje tthel odstinu pro kazdou barvu v rozsahu 0—360°.

Prostor CIEL*C*h* se 1isi od CIEL*a*b* tim, ze k popisu barevnych prostorti vyuziva
polarni soufadnice, oproti CIEL*a*b*, ktery mé&fi v Kartezské soustaveé souradnic. Pro L*u*v*

se zména barevnosti mezi dvéma body vypocita podle Rovnice 2 [13].

Rovnice 2: Vypocet zmény barevnosti pro L*u*v* [13]

AE}, = \/(AL")? + (Au*)? + (Av*)?

Méteni barevnosti mize probihat ve dvou riznych modech odrazivosti, a to RSEX
(reflectance specular excluded) a RSIN (reflectance specular included). Celkova odrazivost se
sklada ze zrcadlové a difusni odrazivosti. Zrcadlova odrazivost je takova, kdy se svétlo
dopadajici na pfedmét odrazi v opa¢ném thlu, nez dopada svételny paprsek (zrcadlo), difusni
odrazivost je odrazivost vS§emi smeéry v zavislosti na struktufe méteného povrchu. RSIN méfi
vV modu, kdy zahrnuje jak zrcadlovou, tak difuzni odrazivost. RSEX méti pouze difusni
odrazivost a to tak, ze je zrcadlova odrazivost vynechdna ptidanim svételné pasti, nebo otvoru,
ktery umozni unik paprsku. Pro nepruhledny leskly pfedmét, jsou celkové slozky odrazivosti
difusni i zrcadlové. Proto je vhodné méfit v rezimu RSEX pro vylouceni zrcadlové odrazivosti
a eliminaci lesklé slozky, které nevypovidaji o skute¢né barvé predmétu. OvSem pro matny
rovny pfedmét s texturou, nevznika zrcadlovy odraz, proto je vyhodné méfit v rezimu RSIN

[14].

1.6.1 Barevnost rohovnikového prasku

Rohovnikové lusky maji svétlou az tmaveé hnédou barvu. Zménu barvy rohovnikového lusku
nebo prasku jsou zptisobeny zménou tlaku, zménou teploty anebo prazenim, kdy zalezi na
stupni a intenzité prazeni. Barevné zmény rohovnikového prasku se vyjadiuji jako hodnoty L*
[(0) tmava- (100) svétla], a* [(+) Cervena - (-) zelena] a b* [(+) zluta - (-) modra], C*: intenzita
barvy, AE: celkova zména barvy, BI: index hnédnuti.

Zména barevnych charakteristik L*, a*, b*, C*, AF a BI mize byt zpisobena karamelizaci
cukri, tvorbou Maillardovych reakénich produktt, jako jsou melanoidiny, a intenzitou hnédych
pigmentd, které jsou spojeny s expanzi rohovniku. Tmava barva prazeného strukturovaného

prasku rohovniku neptimo souvisi se zvySovanim a*, b* [15] [16].
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V ¢lanku Ali K.Yousifa a H.M.Alghzawiho [17] mé&fili barvu rohovnikového prasku po
prazeni a pred prazenim, kdy neprazeny prasek mél svétlejsi barvu nez prazeny, pravdépodobné
pravé kvuli Maillardovam reakcim, kdy neprazeny rohovnikovy prasek mél ¢astice o velikosti
500 um, prazeny 150 um [17].

V ¢lanku Tounsi et al. [18] popisuji stanoveni barevné zmény rohovnikového prasku, kdy
nejdiiv upravili rohovnikové lusky tak, ze byly promyty vodou, suseny na slunci, rozemlety a
nasledné byla provedena extrakce. Extrakce probéhla horkou vodou, kdyz voda zacala viit, byly
pfidany fragmenty rohovniku v poméru 1:4 (g/ml) a smés byla udrzovana za varu po dobu
30 minut. Po filtraci byl meziprodukt vysusen v mikrovinné troub& pii riznych trovnich
vykonu (100, 300 a 600 W) a nasledné byl rozemlet na jemny rohovnikovy prasek.

U vsech barevnych parametra (L*, a*, b*) bylo ilustrovano vyznamné zvyseni hodnot.
Meziprodukt vyroby rohovnikového prasku mél tmavé hnédou barvou, kdy L*, a*, b*
dosahovaly hodnot 31,71, 9,09 a 8,89, zatimco rohovnikové prasky byly charakterizovany
svétle hnédou barvou, kdy L*, a*, b* dosahovaly hodnot 43,21, 10,32 a 15,31. Hnéda barva
vedlej$iho produktu rohovniku nebo prasku je zptisobena hlavné charakteristickymi pigmenty
rohovnikového lusku.

Vysoké poc¢atecni vlhkost bioproduktli mize byt vyhodou pro zachovani atributii kvality
b&hem mikrovinného suseni. Mikrovinné suseni tla¢i vodu na povrch, aby se pfeménila na paru.
Tento proces ma za nasledek vysuSeni, aniZ by dosSlo k jeviim ptehtati povrchu, a tim k
degradaci barev. Mikrovinné suseni tedy nemusi vyznamné piispivat k vnimani zmény barvy.
Mirnou zménu barvy meziproduktu od tmavé hnédé ke svétle hnédé 1ze povazovat za dusledek

zvyseni specifického povrchu ¢astic béhem mleti [18].

1.7 Antioxidanty

Antioxidanty jsou latky, které dokdzou vyrazné zpomalit nebo zabranit oxidaci.
Antioxidanty zachytavaji volné radikdaly, obsahuji singletovy kyslik, inaktivatory peroxidd,
kovové ionty chelatory a jiné. Antioxidanty mohou pusobit inhibicné proti oxidaci
prostfednictvim riznych mechanismi a s riznymi ¢innostmi. Mohou byt obecné klasifikovany
na zékladé zpiisobu jejich piisobeni jako primarni antioxidanty, které naruSuji fet€ézovou reakci
oxidace zachycenim meziproduktl volnych radikali a sekundarni antioxidanty, které zabraiiuji
nebo zpomaluji oxidaci pomoci potlaceni iniciatoru a urychlovact oxidace, nebo regeneraci

primarnich antioxidantt [19].
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1.7.1 Analytické metody zjisténi antioxida¢ni aktivity

Metoda s vyuzitim DPPH radikalu
Tato metoda vyuziva stabilni volny DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazil) radikal. Reakce je
zalozena na redukci DPPH v pfitomnosti antioxidantd, kdy elektron atomu dusiku v DPPH je
redukovan pfijetim atomu vodiku na odpovidajici hydrazin. Pii redukci dojde k odbarveni

roztoku z fialové na Zlutou, absorpéni maximum DPPH radikalu je pii vinové délce 517 nm

[20].

Metoda s vyuzitim kationtu radikalu ABTS
Tato metoda je zaloZzena na oxidaci ABTS s peroxodisiranem sodnym za vzniku
2,2'- azinobis-(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonové  kyseliny).  Radikal je redukovan
Vv ptitomnosti antioxidantu. Absorpéni maximum tohoto modrozeleného radikalu je pii 645,
734, 815 a 415 nm. Odbarvovani roztoku (ibytek absorbance) se uvadi jako procenta inhibice
kationtu radikdlu ABTS. Vyuziva se pro antioxidanty rozpustné ve vodé i v tucich, pro cisté

latky i extrakty potravin [21].

Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek — Folin-Ciocalteuova metoda
Méieni celkového obsahu fenolickych latek je dilezity parametr pro méteni celkové
antioxidacni aktivity. Pouziva se Folin-Ciocalteuova metoda, ktera je zalozena na redukci
Folin-Ciocalteuova ¢inidla fenolickymi slou¢eninami v alkalickych podminkach. Toto ¢inidlo
je slozeno z kyselého roztoku fosfore¢nanu molybdenového a fosfore¢nanu wolframového a
ma absorpéni maximum pii vinové délce 765 nm. Jako standard se vyuziva kyselina gallova,

vysledky jsou uvadény jako ekvivalent kyseliny gallové [22].

Stanoveni obsahu flavonoidi

Stanoveni obsahu flavonoidu je zalozeno na tvorbé komplexu daného flavonoidu s hlinikem.
Rozlisuji se dvé metody, kde v prvni se méfi absorbance v rozmezi od 410 do 430 nm a je
selektivni pro flavonoly a luteolin. Jako standardy pro vyjadieni vysledkll se vyuZivaji
flavonoly (kvercetin, rutin, kvercetrin, galangin) a také flavan-3-ol. Druha metoda je provadéna
Vv pfitomnosti NaNO2 V alkalickém prostiedi a je specifickd pro rutin, luteolin, katechiny a
fenolové kyseliny. Metoda je zaloZena na nitraci jakéhokoli aromatického kruhu nesouciho
katecholovou skupinu, kde jeho tieti nebo ¢tvrta pozice neni substituovana nebo sféricky

13

blokovana. Po pridani Al®* vznikne zluty roztok, ktery nasledné zCervena po ptridani NaOH.

Absorbance se méfi pii 510 nm [23].
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Stanoveni obsahu katechini
Diivod, pro¢ se stanovuji katechiny v potravinach, je jejich biologicka aktivita a také
schopnost vychytavat volné radikdly kysliku. Stanoveni obsahu katechinu se provadi
Vv piitomnosti 2 % vanilinu a 20—25 % H2SOa, kdy se pro vSechny roztoky vyuziva metanol
jako rozpoustédlo. Jako standard se vyuziva katechin nebo epikatechin. Vzniklému ¢ervenému

komplexu je métena absorbance pii 500 nm [24].

Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou FRAP
Metoda FRAP (ferric reducing antioxidant power) je zalozena na redukci komplextt TPTZ
(2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazin) s hexahydratem chloridu Zelezitého (FeClz-6 H20), které jsou
témei bezbarvé a nakonec mirné nahnédlé. Tato chemicka latka tvoii po redukci modré
zeleznaté komplexy. Metoda mé sva omezeni, zejména pii méfenich pod pH 3,6. Kromé& toho
tato metoda neni schopna detekovat pomalu reaktivni polyfenolové slouceniny a thioly.

Absorbance se méti mezi 570—630 nm [25].

Stanoveni redukénich vlastnosti
Stanoveni redukénich vlastnosti je zalozeno na redukci zelezitych iontii na zeleznaté, kdy
jsou vzorky smichany s hexakyanozelezitanem draselnym a fosfatovym pufrem. Po inkubaci
smési pii 50 °C, je reakce zastavena pfidanim kyseliny. K vlastnimi stanoveni se poté smicha
smés, destilovana voda a chlorid zelezity za vzniku modrozeleného komplexu. Absorbance je
meéfena pii 700 nm. ZvySeni absorbance indikuje zvySenou redukéni silu vzorku. Jako standard

se vyuziva butylhydroxytoluen [26].

1.7.2 Antioxida¢ni aktivita rohovniku

Antioxidacni aktivita rohovniku byla v pribéhu let velice zkoumana. Nejvice zastoupenymi
metodami zjiSténi antioxidacni aktivity byly metody DPPH a ABTS. Ve vétsin¢ piipada
vykazovaly extrakty rohovniku relativné vysokou schopnost zachytavat volné radikaly DPPH.
Antioxida¢ni aktivita, a tedy 1 obsah polyfenold, je ovliviiovana jak pohlavim rostliny,
tak kultivarem rostliny. Vysoka antioxidacni aktivita je vykazovana i v listech rohovniku. Mezi
nékolika rozpoustédly (napt. dichlormethan, diethylether), byl ethylacetat nejucinngjsi
rozpoustédlo, které poskytlo nejvyssi antioxidacni aktivitu [18].

Hlavni kategorie fenolickych sloucenin nalezenych v rohovniku jsou fenolové kyseliny,
gallotaniny a flavonoidy. Polyfenoly lze nalézt v plodech rohovniku a konkrétnéji ve dfeni,
semenech a kliccich. Ackoli vétSina vyzkumu byla dosud provedena na zakladé odhadu

polyfenolli v plodech rohovniku, prokazaly n¢které studie ptitomnost polyfenoll také v listech
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rohovniku a kife rohovniku. Mnoho vyzkumnych praci se zamétilo na identifikaci a
kvantifikaci polyfenoli v rohovnikovych luscich. V zdsadé bezsemenny rohovnikovy lusk
obsahuje vys$$i mnozstvi polyfenoli ve srovnani se semeny nebo klicky. Koncentrace
celkovych polyfenolt v rohovnikovych luscich silné zavisi na genetice, prostiedi a extrakei [4].

V ¢lanku Tounsi et al. [18] popisuji méfeni obsahu fenolickych latek v rohovnikovém
prasku. Postup upraveni vzorku je popsana v Kapitole 1.6.1. Meziprodukt obsahoval nizsi
mnozstvi polyfenolu, a to 960 mg ekvivalentu kyseliny gallové na 100 g suSiny nez
rohovnikovy prasek, a to 1300 mg ekvivalentu kyseliny gallové na 100 g suSiny.

Vyssi obsah polyfenolii v rohovnikovém prasku lze pricist kroklim zpracovani, zejména
mikrovinnému suseni a mleti. Elektromagnetické zéafeni mikrovinné trouby a mechanické
pusobeni mlyna zvysilo prasknuti matrice a uvolnéni vazanych fenolickych latek, coz usnadnilo
extrakci fenolickych sloucenin rozpoustédlem v analytickém procesu. Na fenolické slozeni a
tim i na antioxidac¢ni aktivitu ma velky vliv i prazeni [18].

V ¢lanku Kumazawa et al. [27] zjistovali celkovy obsah polyfenolt, antioxida¢ni aktivitu
metodou oxidace kyseliny linolové a antioxida¢ni aktivitu metodou za vyuziti DPPH radikélu
v rohovnikovych luscich. Ptiprava vzorku zadala suSenim a mletim, nasledné byly polyfenoly
extrahovany studenou vodou a ponechany stat 12 h pti 3 °C. Extrakt byl filtrovan, aby se
odstranily pfitomné cukry. Tento extrak¢ni postup byl proveden dvakrat, a poté prob&hla dalsi
extrakce vodou pii laboratorni teploté a za nasledného michani byl vzorek vafen po dobu
10 minut. Vzorek se nechal stat 12 hodin pii 25 °C. Po filtraci se filtrat koncentroval a byl
vysusen rozprasovanim.

Celkovy obsah polyfenola v extraktu byl stanoven Folin-Ciocalteovou metodou za vyuziti
standardu kyseliny gallové, a to na 19,2 g/100 g extraktu.

Antioxida¢ni aktivita extraktu rohovnikovych luskli byla srovnavana s antioxidacni
aktivitou znamych polyfenolovych sloucenin, jako je katechin, epikatechin, epikatechin galat,
epigalokatechin, kyselina gallova, prokyanidin B1, prokyanidin B2 a kvercetin. Extrakt byl
hodnocen pfi konecné koncentraci 10 pg/ml a 50 w/ml a dalsi polyfenolové slouceniny byly
srovnavany pii 10 pg/ml za stejnych podminek.

Antioxidacni aktivita extraktu za vyuziti DPPH radikalu pii 5 pg/ml byla 13 % a nebyla tak
silnd, jako aktivita jinych polyfenold. Aktivita extraktu pii 25 pg/ml vsak byla silnéjsi nez
aktivita katechinu a epikatechinu [27].
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1.8 Traveni in vitro

In vitro traveni je simulace traveni v zivém téle, kdy simulujeme jednotlivé anebo vSechny
faze traveni. K tomu je potieba slinny roztok, zalude¢ni tekutina, kyselina chlorovodikova,
stievni tekutina, pankreaticka tekutina, zlu¢ a hydrogenuhlicitan sodny podle toho, jaka metoda
ma byt pouzita. Tyto roztoky nahradi podminky v lidském téle. Dale musi byt zajisténa teplota
v lidském téle (37 °C). Podle typu metody muzou byt vyuzity rizné zpusoby kontroly pH
zaludku a stievniho pH, promichavéani v zaludku a vyprazdinovani Zzaludku. Posledni faze
traveni zahrnuje rizné druhy simulace pruchodu stiev, stfevniho vstiebavani a stfevni
mikrofléry. Simulace promichavéani v zaludku mtze byt zajiSténa napf. rotaénim michanim,
magnetickym michanim, mechanicky hnacim zafizenim nebo kontrakcemi zajisténymi tlakem
vody (pisty uvniti valci). Vyprazdnovani zaludku muaze byt zaruceno simulaci pylorického
svéraCe nebo Cerpadly. Na zaklad¢é typu metody vyprazdnéni zaludku je nasledné zajiStén
prachod stievy (napf. peristaltické pumpy). Stfevni vstiebavani je zaruceno dialyzou sloucenin
rozpustnych ve vodé a filtraci pro slouéeniny rozpustné v tucich [28; 29].

Simulace traveni in vitro mtize vypadat nasledovné. VSechny kroky traveni jsou provadény
v tfepacim inkubatoru pii 37 °C a 170 otackach za minutu. Pti oralni fazi je dany vzorek
suspendovan v amylaze a inkubovan 2 minuty. Poté jsou pfidany fosfolipidy a nasledné je
pfidanim pepsinu upraveno pH na 2,7, aby bylo simulovano pH zaludku. Poté je vzorek
inkubovan po dobu 2 hodin pti 37 °C. Hydrolyza pepsinu je zastavena ptidanim
hydrogenuhli¢itanu sodného a naslednym zvySenim pH na 7,0. Stfevni traveni probihalo 2
hodiny pti 37 °C po ptidani zlucovych soli, lipazy, trypsinu a pankreatické amylazy. Poslednim
krokem traveni je pfidani enzymu, které jsou produkovany bunikami klkt a mikroklkd
lemujicich tenké stfevo. Poté nésleduje tprava pH na 7,2 pomoci hydrogenuhli¢itanu sodného.
Po 4 hodinach pii 37 °C byly peptidazy inaktivovany ponotfenim do vrouci vody po dobu 5 min.
Natravené zbytky byly nasledné filtrovany a lyofilizovany [28].

1.8.1 Vliv traveni in vitro na obsah fenolickych latek a antioxida¢ni aktivitu
Abychom zjistili a porozuméli zdravi prospéSnym ua€inkiim rohovniku, musime zkoumat
obsah fenolickych latek a antioxidacéni aktivitu rohovniku. Zdravi prospésné ucinky
bioaktivnich polyfenolti zavisi na jejich biologické pfistupnosti a na tom, jak je metabolizuje
lidské télo. Proto je dilezité, aby byla vyhodnocena jejich stabilita a vstiebatelnost v zazivacim
traktu. Provedenim reakce in vitro simulujeme podminky v lidském télem, a tim dokazeme

predpoveédét zménu stability a biologickou dostupnost latek v téle [30].
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V ¢lanku Chait et al. [30] simulovali podminky v lidském téle, kdy probehly tii faze traveni
in vitro, a to oralni faze, gastricka faze a faze intestinalni. M¢tili obsah celkovych fenolickych
a flavanoidnich latek ptfed traveni a po traveni, kdy méiili 3 frakce, a to rozpustné volné,
rozpustné konjugované a vazané fenolové latky.

V prvni ¢asti porovnavali hodnoty obsahu fenolickych a flavonoidnich latek pro nenatravené
vzorky rohovniku. Vazané fenolické latky mély prispévek na celkovy obsah fenolickych latek
46 %, volné rozpustné 24 % a konjugované rozpustné 29 %. S celkovymi flavonoidnimu
latkami to bylo obdobné, vazané volné 36 %, volné rozpustné 31 % a rozpustné konjugované
32 %. Tyto vysledky byly piedvidatelné, protoze v rostlinach se nejvice vyskytuji vazané
fenolické latky.

V natravenych frakcich se vysledky zménily. Vysledky namétené po oralni fazi pro celkovy
obsah fenolickych i flavonoidnich latek poklesly o 12—25 %. V gastralni fazi se vysledky
drasticky snizily az o 56 %. V intestinalni fazi se poté vysledky snizily kromé volnych
rozpustnych fenolt. Secteme-li vysledky ze vSech tii fazi traveni, koncentrace je vzdy vyssi,
néz pro vzorky, které nebyly natraveny. Tento jev mize byt vysledek stievnich travicich
enzymu a zlucovych soli pisobicich na potravinova matrice, usnadnujici uvoliiovani vazanych
fenolik do zazivaciho traktu.

V dalsi ¢asti méefili antioxida¢ni aktivitu tii frakci po traveni in vitro tfemi riznymi
metodami, a to metodou s vyuzitim DPPH radikalu, kationtu radikalu ABTS a ORAC metodou.
Pro vSechny tfi metody se hodnoty antioxidacni aktivity vétSinou snizovaly V jednotlivych
fazich traveni. Celkova antioxidacni aktivita po méteni s DPPH, ABTS 1 ORAC byla vyssi po
traveni in vitro nez pro nenatravené vzorky. Vyssi antioxidaéni aktivita po travicim procesu lze
pfipsat zménam pH, deprotonaci hydroxylové skupiny ptitomné na aromatickych kruzich
fenolické slouceniny, strukturdlnimi zménami fenolickych molekul anebo tvofeni novych
sloucenin s vy$si antioxidacni aktivitou [30].

V ¢lanku Goulase a Hadjisolomou [31] méfili také vliv traveni in vitro na antioxidaéni
aktivitu metodou s DPPH radikalem, FRAP metodou a mé&fenim celkovych fenolickych latek.
DPPH i FRAP prokazali snizeni antioxidacni aktivity po intestinalnim traveni. Toto sniZeni se
pohybovalo mezi 30 a 50 % pro DPPH a mezi 20 a 50 % pro hodnoty FRAP. Tak jako celkovy
fenolicky obsah, antioxidacni aktivita se vyznamné zvysila po zalude¢nim traveni. Snizeni
antioxida¢ni aktivity pro stievni fazi Ize pripsat skute¢nosti, Ze nékteré fenolické slouceniny
souvisejici s antioxidacni aktivitou mohou byt transformovany na rizné strukturni formy s

jinymi chemickymi vlastnostmi kviili jejich citlivost na alkalické pH. Celkové antioxidacni
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aktivita rohovniku klesa za podminek traveni, protoze zpusobuje znacné ztraty fenolickych
latek, které jsou hlavni antioxidanty ve dfeni rohovniku [31].

Dalsi latky, které byly zkoumany v rohovnikové mouce ze semen po traveni in vitro jsou
rozpustné polypeptidy pomoci SDS-PAGE za neredukujicich podminek, kdy jako referen¢ni
material byly pouzity proteinové extrakty z nezpracovanych semen. Po traveni in vitro byl
elektroforeticky profil vyrazné zménén, kdy hlavni proteinové pasy zmizely po oralné-gastrické
fazi traveni, kdy se tvorily polypeptidové fragmenty s nizsi molekulovou hmotnosti. Po vSech
fazich traveni nebyl detekovan zadny proteinovy pas analyzou SDS-PAGE coz dokazuje, Ze
rohovnikovy praSek je velmi dobie stravitelny. Toto se potvrdilo i naslednou analyzou
kapalinovou chromatografii [32].

V ¢lanku Ortega et al. [33] popisuji vliv traveni in vitro na obsah fenolickych latek, kdy je
pouzita rohovnikova mouka a rohovnikova mouka, ktera byla promyta pro odstranéni cukrti a
rozpustné vlakniny. Traveni zahrnovalo oralni, Zalude¢ni a duodendalni fazi.

Vysledky této studie odhalily, Ze in vitro gastrointestinalni model traveni vyrazné snizil
obsah fenolu promyté rohovnikové mouky, pravdépodobné kvili odstranéni ve vodé
rozpustnych slozek z potravinarské matrice. Z toho bychom mohli vyvodit, Ze rozpustné frakce
jako cukry a rozpustna vlaknina mtzou mit ochrannou roli pro fenolické slouceniny proti
zménam pH a enzymatické Cinnosti béhem procesu traveni, zvySovani jejich stability a
potencialni biologické ptistupnosti, ale neposkytujici zadnou ochranu proti kvercetinu. Proto
fyzikéalné-chemické transformace, jako je oxidace nebo interakce s jinymi sloZkami
(polysacharidy nebo nerozpustna vlaknina), v travici smési mohl byt v promyté rohovnikové
mouce intenzivngjsi a byt ¢astecné zodpoveédny za ztraty fenolu béhem traviciho traktu [33].

Metody traveni in vitro se hojné vyuzivaji pro simulace gastrointestinalniho traveni, protoze
jsourychlé a bezpecné. I kdyz simulace traveni in vitro nemohou piesné pifedpovidat podminky
in vivo, pro zjistovani vlivu potravinové matrice a enzymi na biologickou dostupnost

polyfenolii je model traveni in vitro velkou vyhodou [34].

1.9 Aktivita vody
Obsah vody Vv potravingé je dilezitym faktorem, ktery reguluje rychlost kazeni. Obsah
vlhkosti potravin lze vyjadfit pomoci hmotnosti S vlhkosti nebo hmotnosti susiny. Vypocet
hmotnosti vzorku s vlhkosti je znazornén v Rovnici 3 a 4 [10], vypocet hmotnosti susiny vzorku

je znazornén v Rovnici 5 [10].
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Rovnice 3: Vypocéet hmotnosti s vihkosti [10]

Myoq
m = < 4 x 100
mvody + Mpmotnost pevnych latek

Rovnice 4: Vypocet hmotnosti s vlhkosti [10]

m
m = (L‘W)xwo

Myzorku

Rovnice 5: Vypocéet hmotnosti susiny vzorku [10]

mvody

m =
Mpmotnost pevnych latek

Abychom ptedpoveédéli stabilitu potravin, nestaci nam pouze védét samotny obsah vlhkosti.
Nékteré potraviny jsou pii nizkém obsahu vlhkosti nestabilni (napf. arasidy), zatimco ostatni
potraviny jsou stabilni pfi relativné vysokém obsahu vlhkosti (napt. bramborovy skrob). Jde o
dostupnost vody pro mikrobialni, enzymatickou nebo chemickou aktivitu, ktera urcuje
trvanlivost potraviny, a to se méfi aktivitou vody (aw), také znamou jako relativni tlak par
(relative vapor pressure, RVP). N¢které piiklady, které snizuji dostupnost vody v potravinach,
jsou napiiklad ty, které fyzicky odstranuji vodu (odpafovani, dehydratace, pe€eni, smazeni,
suSeni mrazem) a ty, které imobilizuji vodu potravin (napt. pouzitim zvlh¢ovadel v potravinach
a tvorbou ledovych krystalt pti zmrazovani). Voda Vv potravinach vyviji urcity parcialni tlak
par v uzavieném prostoru. Velikost parcialniho tlaku par zalezi na mnozstvi pfitomné vody,
teploté a koncentraci rozpusténych latek (zejména soli a cukrit) ve vodeé.

Aktivita vody je definovana jako pomér parcialniho tlaku vodni pary nad potravinou ku
parcidlnimu tlaku vodni pary cisté vody za ur€ité teploty. Vypocet aktivity je znazornén

v Rovnici 6 [10].
Rovnice 6: Vypocet aktivity vody [10]

a,, =

P
Py
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1.9.1 Méreni aktivity vody

Princip méieni kapacitance nebo odporu
Ptistroje méteni kapacitance nebo odporu se skladaji ze dvou nabitych desek, které jsou
oddéleny dielektrickou polymerni membranou. Jak membrana adsorbuje vodu, jeji schopnost
udrzet naboj se zvySuje a méfi se kapacita. Tato hodnota je zhruba imérna aktivité¢ vody
stanovené senzorem specifické kalibrace. Tyto pfistroje nejsou ovlivnény vétSinou t€kavych
latek @ mohou byt mnohem mensi nez jiné alternativni senzory. Nevyzaduji ¢isténi, ale jsou
mén¢ presné nez detektory rosného bodu. Vyzaduji pravidelnou kalibraci a mohou byt

ovlivnény zbytkovou vodou v polymerni membrané [35].

VyuZiti teploty rosného bodu
Teplota, pii které se na ¢istém povrchu tvoii rosa, pfimo souvisi s tlakem par. Detektory,
které vyuzivaji teplotu rosného bodu funguji na principu umisténi zrcadla nad uzavienou
komorou na vzorky. Zrcadlo se ochlazuje, dokud se méfi teplota rosného bodu
pomoci optického senzoru. Tato teplota se poté pouZije k nalezeni relativni vihkosti komory za
pomoci psychrometrického grafu. Tato metoda je nejpiesnéjsi a ¢asto nejrychlejsi, ale senzor

vyZaduje ¢isténi, pokud se na zrcatku hromadi necistoty [35].

Vyuziti laserového paprsku

Meéfeni pomoci laserového paprsku patii mezi optické pfistroje méfeni parcialniho tlaku
vzdusné vlhkosti, kdy hlavnimi komponenty jsou laserovy zdroj zafeni, absorpéni cela a
detektor infracerveného zafeni. Méfeni funguje na principu snizeni intenzity laserového zateni
o urcité vinoveé délce. Vyuziva se pro vyssi citlivost a specifitu, kterd vznika diky spektralné
uzkému laserovému paprsku. Davody Sirokého uplatnéni pfistroju s vyuzitim laserového
paprskil jsou také nizké energetické naroky, vyrobni technologie, velmi rychlé reakce,
bezkontaktniho méfeni, vysoka dlouhodoba stabilita a nedochazi k degradaci vzorku.
Nevyhody méfeni jsou ty, Ze zafizeni je relativné drahé, musi byt kalibrovano pomoci

zkusebniho plynu a méfeni se provadi za témét atmosférického tlaku [36].

1.9.2 Aktivita vody rohovnikového prasku
V ¢lanku Yousifa a Alghzawiho [17] méfili aktivitu vody u tii produktd, a to u neprazeného
rohovnikového prasku, prazeného rohovnikového prasku a kakaového praSku. Pro nepraZeny
rohovnikovy prasek byla hodnota nejvyssi, a to 0,45 + 0,02, pro prazeny rohovnikovy prasek

0,33 £ 0,01 a pro kakaovy prasek 0,18 + 0,03 [17].
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Nizsi hodnoty aktivity vody pro rohovnikovy prasek by byly dosazeny, jestlize by probéhlo
uspésné mleti castic na velikost mensi nez 100 um. Zde byly pouzity ¢astice o velikosti 150 pm
(prazeny rohovnikovy prasek) a 500 um (neprazeny rohovnikovy prasek). Neschopnost
dosahnout mensi velikosti ¢astic rohovnikového prasku lze ptipsat vysokym hodnotdm cukru,

vihkosti a aktivity vody [17].

1.10 Sorpéni izotermy

Vyména vodni pary mezi potravinou a okolnim vzduchem zavisi jak na potraving (mife
vlhkosti a slozeni), tak na stavu vzduchu (teplota a vlihkost). Pfi konstantni teploté se obsah
vlhkosti potraviny méni, dokud se nedostane do rovnovahy s vodni parou okolniho vzduchu.
Pii téchto podminkach pak potraviny nezvysuji, ani neztraceji svoji hmotnost. To se nazyva
rovnovazny obsah vlhkosti v potravinach. Kdyz se zakresli rizné hodnoty relativni vlhkosti a
hodnoty rovnovazného obsahu vlhkosti, ziska se kiivka zndma jako sorp¢ni izoterma. Na ose x
se misto relativni vlhkosti da zakreslit aktivita vody. Kazda potravina ma svoji sadu sorpénich
izoterm pfii riznych teplotach. Pfesny tvar sorpéni izotermy je zpiisoben rozdily ve fyzikalnich
struktute, chemickém slozeni a rozsahu vazby vody v potravinach, pficemz kazda sorp¢ni
izoterma ma charakteristicky tvar. Ktivka adsorpce je vytvofena zvlhCovanim a desorpéni
kiivku lze ziskat suSenim. Rozdil v rovnovazném obsahu vihkosti mezi absorp¢ni a desorpéni
kiivkou se nazyva hystereze. Sorp¢ni izoterma tedy popisuje zavislost obsahu vlhkosti na
aktivité vody. Vyuziva se k uréeni rychlosti a rozsahu suseni, optimalni teploty mrazeni a

pozadované vlastnosti bariéry proti vlhkosti v obalovych materialech [10].

1.10.1 Klasifikace izoterm

Pti analyzach je dalezitym krokem klasifikace izoterm, zejména pro teoretické modelovani
adsorp¢nich jevi. Podle manualu ITUPAC existuje Sest typl izoterm pro rovnovahu plynnych a
kapalnych latek, které jsou zobrazeny na Obrazku 1 [37].

Izoterma typu | se blizi mezni hodnoté a vétSinou se pouziva k popisu adsorpce na
mikroporézni adsorbenty. Typy Il a Il pfedstavuji adsorpci na makroporovitych adsorbentech
se silnymi a slabymi adsorbat-adsorbent interakcemi. Typy IV a V popisuji mono a vicevrstvou
adsorpci a kapilarni kondenzaci. Typ VI popisuje to, Ze adsorpéni izotermy mohou mit jeden
nebo vice krokd [37].
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Obrazek 1: IUPAC Klasifikace adsorp¢nich izoterm pro rovnovahu plynnych a kapalnych latek [37]
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1.10.2 Metody méfeni sorpénich izoterm

M¢teni sorpénich izoterm se provadi dvéma zptisoby-metodou nasyceného solného roztoku
(SSS) a metodou dynamického méteni sorpce par (DVS). Pii vyuziti metody SSS jsou vzorky
umistény do uzavieného prostiedi s relativni vlhkosti stabilizovanou prostiednictvim
nasyceného solného roztoku. U nékterych potravin se mizZe vyskytnou problém pii vysoké
relativni vlhkosti, a to v podobé vyskytu plisni. Tomu se da ptedejit pfidanim aseptického
¢inidla (napf. toluen) do rovnovazného prostredi. Vysledky ziskané metodou SSS se mohou
v riznych studiich lisit kvili riznym kritériim pro posuzovani rovnovahy a vysoké nahodné
chybé samotné metody. Rovnovaha adsorpce vlhkosti v metodé¢ SSS je povazovéna za
dosazenou, kdyz vahy vzorki dosahnou konstantni hodnoty, ktera se obvykle posuzuje podle
toho, ze hmotnostni rozdil ze dvou po sob¢ jdoucich méfeni v definovaném €asovém intervalu
je stejny, nebo mensi nez hodnota. Kritéria hodnoceni se mohou v riiznych zpravach a pro rizné
vzorky velmi lisit. Kromé toho pfi stanoveni rovnovazného obsahu vlhkosti se musi vzorek pro
vazeni opakované vyjimat z exsikatori, coZ zvySuje ndhodnou chybu vysledkili vaZeni, protoze
obsah vlhkosti vzorku bude ovlivnén teplotou prostiedi a relativni vlhkosti. Navic kdyz jsou
vzorky odebrany K vazeni, mize byt naruSen rovnovazny stav exsikator. To je zapii¢inéno
proniknutim vngjsiho vzduchu do exsikatorti, coz zpusobuje kolisani relativni vlhkosti. To
prodluzuje dobu experimentu mezi dvéma po sob¢ jdoucimi métenimi hmotnosti. Proto je tato

metoda velmi ¢asové naro¢na, muze trvat i nékolik mésict [38].
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Dalsi zplisob méfeni sorpénich izoterm je dynamické meéfeni sorpce (DVS), coz je
gravimetricka metoda, kterd umoziuje rychlé a presné stanoveni sorpénich izoterm a difizni
Kinetiky. Vzorky jsou vloZeny do vazici misky a jsou vystaveny kontrolované relativni vlhkosti
vzduchu a teploté prostfedi. Aby bylo mozné zkoumat vodni charakteristiku v pevnych
elektrolytech, je voda vyuzivana jako sorbat a elektrolyt jako sorbent. Parcialni tlak par kolem
vzorku je za pouziti kontrolovaného ovladani hmotnostniho toku fizen smichanim nasycenych
a suchych nosnych plynnych par. Konstantni teplota se udrzuje uzavienim celého systému
V inkubatoru.

Mnozstvi absorpce vody (WU) vzorku, ktery je vystaven definovanému parcialnimu tlaku

mize byt ziskan pomoci Rovnice 7 [39].

Rovnice 7: Vypocet mnozstvi absorpce vody [39]

v , ay — Msus.
mnoZzstvi absorpce vody =
Mgy,

My, je stiedni hmotnost vzorku pro definovanou aktivitu vody a my;. je hmotnost susiny

vzorku. Sorpéni izoterma je graficka reprezentace hodnot WU, kdy popisuje vztah mezi

obsahem vody elektrolytu a aktivitou vody za konstantni teploty [39].
1.11 Pouzité analytické metody

1111 IC spektrometrie

Infracervend spektrometrie se zabyva absorpci infracerven¢ho zafeni o vinové délce od
800 nm do 100 pm. Rozlisuji se tfi infracervené oblasti, a to blizka, vzdalena a stfedni
infracervena oblast, ktera se vyuziva nejvice. Tato oblast se nachazi v rozsahu od 4000 do
200 cm™. Infradervené zafeni nema takovou energii, aby elektrony piesly do excitovaného
stavu, ale dochazi ke zméné v rota¢né-vibracniho stavu molekuly. Vyhodami jsou pouziti
relativné levného vybaveni, které umoziuje analyzu V terénu, téméf zadna uprava vzorku,
rychla analyza a nedochazi k destrukci vzorku [40; 41].

Nejcastéji se vyuziva infracervend spektrometrie s Fourierovou transformaci (FTIR), ktera
se zamétuje na méteni ve spektru stiedniho infracerveného spektra. Vyhodami jsou rychlost
analyzy, robustni kalibrace a vybaveni, nizké servisni pozadavky, in-line monitorovani reakci
a dalsi. Pouziva se k detekci specifickych funkénich skupin, kdy na zéklad€ infraervené¢ho
spektra, zavislosti absorbance/transmitance na vlnoctu/vinové délce, lze nalézt specifické

funk¢ni skupiny pti danych vinovych délkach/vinoctu [42].
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Infracervend spektroskopie s Fourierovou transformaci se Casto vyuzivd ve spojeni s
technikou zeslabeného tplného odrazu (FTIR-ATR). Poskytuje informace, které se tykaji
pritomnosti nebo nepfitomnosti specifickych funk¢nich skupin a také chemické struktury
materidlti. Funguje na principu proniknuti infracerveného zateni ptes krystal (vnitini odrazovy
prvek) ke vzorku, kdy dojde k naslednému odrazeni zafeni na rozhrani krystal-vzorek. Pro
vyrobu krystalii se vétsinou vyuziva selenid zine¢naty nebo germanium. IC zafeni pronika na
kratkou vzdalenost (~1 um) od povrchu krystalu do vzorki. Hlavni vyhodou FTIR-ATR ve
srovnani s jinymi metodami FTIR je schopnost sbirat pfesnd spektra vzorkl za pifitomnosti

vody, kdy voda silné absorbuje ve stfednim pasmu infracervené¢ho zateni [43; 44; 45].

1.11.2 UV-VIS spektrometrie

UV-VIS spektrometrie je metoda, ktera se vyuziva téméf ve vSech rutinnich laboratofich.
Zakladem této metody je Lambert-Beeriv zakon, ktery popisuje vztah mezi absorbanci,
koncentraci latky a délkou dréhy svétla v urcité vinové délce. Tento zdkon je platny pro vSechny
latky, které absorbuji svétlo, jako jsou plyny, pevné latky, kapaliny, a molekuly. Svételné
zateni se pohybuje v rozmezi vinovych délek 200—800 nm. Absorbance je definovana jako
proces, kdy svételny paprsek vychazejici ze zdroje, snizi svoji intenzitu po priachodu vzorkem
tak, Ze molekuly vzorku ptechazi ze zdkladniho molekulového stavu (So) do excitovaného stavu
(S1, S2 a vyssi).

Numerické vyjadieni Lambert-Beerova zakona je znazornéna v Rovnici 8 [47], kdy A je
absorbance, ktera je bezrozmérna. T ptredstavuje transmitanci, lo a I je intenzita svétla pied a po
pruchodu svételného paprsku, € je molarni absorpéni koeficient, ktery souvisi s vlastnostmi
absorp¢nich materialii a vinovou délkou dopadajiciho svétla, ¢ je koncentrace absorbujiciho

materialu a d je délka absorp¢ni drahy [46; 47].

Rovnice 8: Lambert-Beertiv zakon [47]

Iy
A=—logT=—log7=€-c-d

Pii méteni se musi dodrZzovat nékolik pravidel, které zaru¢i spravnost metody. Mezi tyto
pravidla patii prichod celého monochromatického paprsku vzorkem, homogenni distribuce
molekul ve vzorku, kdy nesmi dojit k rozptylu svétla, dal§im fytochemickym reakcim a
k fluorescenci [47].

UV-VIS spektrofotometr se sklada z lampy, monochromatoru, kyvety a detektoru. Lampa

slouzi jako svételny zdroj, z n€hoz jde svételny paprsek na monochromaétor, ktery rozptyluje
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dopadajici svétlo. Nasleduje kyveta, ve které je vzorek nebo blank. Za kyvetou se nachazi

detektor. Jako detektory zateni se vyuzivaji fotodiody, fotonasobi¢e a CCD detektory [48].

38



2 EXPERIMENTALNI CAST
2.1 Pristroje a pomiicky

Laboratorni vahy KERN 440-35N

Analytické vahy KERN ABS-N_ABJ-NM

Analyzator vlhkosti KERN DLB 160-3A

Vibra¢ni mlynek BVM-2

Ultrazvukova ¢isticka RK106

Centrifuga Sorvall ST4R Plus-MD

Rotac¢ni tfepacka Multimix 230V

Vodni lazen WNB 22

pH metr CG 842

AqualLab TDL

Morphologi 4

Elektronovy mikroskop Tescan Vega3 SBU

DVS Intrinsic Plus

Spektrofotometr UltraScan VIS

UV/VIS spektrofotometrUV-2600

IC spektrofotometr iS50 FT-IR

Lyofilizator L4-110 PRO

Termostat BSK ET618

(KERN & Sohn GmbH, Némecko)
(KERN & Sohn GmbH, Némecko)
(KERN & Sohn GmbH, Némecko)

(Brio, CR)

(BANDELIN electronic, Némecko)
(Fisher Scientific, CR)

(VWR International, Mexiko)
(Memmert, Némecko)

(Schott, Némecko)

(Metergroup, Némecko)

(Malvern Panalytical Ltd, Velka Britanie)
(Tescan, CR)

(Surface Measurement System,Velka Britanie)
(HunterLab, USA)

(Shimadzu,CR)

(Nicolet, CR)

(Gregor Instruments, CR)

(Liebherr, Rakousko)

Automatické pipety + béZné laboratorni vybaveni

2.2 Chemikalie
Hydroxid sodny

Kyselina sirova 96 %
Kyselina octova 99 %

Kyselina chlorovodikova 35 %

(PENTA s.r.0., CR)
(Lach-Ner s.r.0., CR)
(Lach-Ner s.r.0., CR)

(Lach-Ner s.r.0., CR)

39



Kyselina mravenci 98 %

Kyselina trichloroctova

Octan sodny bezvody

Chlorid draselny

Chlorid hlinity >98 %

Chlorid sodny

Chlorid zelezity hexahydrat

Dusitan sodny

Ferrokyanid draselny

Uhli¢itan sodny monohydrat
Hydrogenuhli¢itan sodny
Hydrogenfosforec¢nan disodny dodekahydrat
Dihydrogenfosfore¢nan sodny dihydrat
Metanol > 99.9 %

DPPH

Vanilin > 98 %

Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo

TPTZ

Kvercetin hydrat >95 %

Katechin hydrat

Trolox

a-amylaza (>10 U/mg pevného podilu)
Pepsin (2500 U/mg pevného podilu)
Pankreatin (4xUSP)

Zlugovy extrakt

Destilovana voda

(PENTA s.r.0., CR)
(Tokyo Chemical Industry, Cina)
(Lach-Ner s.r.0., CR)
(PENTA s.r.0., CR)
(Tokyo Chemical Industry, Cina)
(Lach-Ner s.r.0., CR)
(PENTA s.r.o., CR)
(Lach-Ner s.r.0., CR)
(Lachema, CR)

(Lachema, CR)

(Lachema, CR)

(Lach-Ner s.r.0., CR)
(PENTA s.r.o., CR)
(Honeywell, Némecko)
(Sigma-Aldrich, Némecko)
(Sigma-Aldrich, Némecko)
(Sigma-Aldrich, Némecko)
(Sigma-Aldrich, Némecko)
(Sigma-Aldrich, Némecko)
(Sigma-Aldrich, Némecko)
(Sigma-Aldrich, Némecko)
(Sigma-Aldrich, Némecko)
(Sigma-Aldrich, Némecko)
(Sigma-Aldrich, Némecko)
(Sigma-Aldrich, Némecko)

(Univerzita Pardubice, CR)
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2.3 Vzorky a jejich uprava
K analyze byly pouzity suSené fezané plody rohovniku obecného zakoupené v obchodu
Byliny Mike§ (Cigenice).
Vzorky byly upraveny tak, ze bylo navazeno 42—43 g susen¢ho karobu. Vzorek byl vlozen
do vibra¢niho mlynu, kde byl mlet po dobu 30 s. U dalSich vzorki se postupovalo stejné, pouze
byla upravena doba mleti (60, 90, 120, 180, 240 s). Poté byly jednotlivé vzorky pievedeny do

plastovych uzaviratelnych zkumavek a byly skladovany v temnu pfi laboratorni teploté.
2.4 Priprava roztoku

2.4.1 Priprava standardniho roztoku kyseliny gallové
Byl ptipraven zasobni roztok kyseliny gallové navazenim 0,05 g kyseliny gallové do 100 ml
odmérné banky, kterd byla doplnéna metanolem po rysku. Z tohoto zisobniho roztoku

(500 mg/1) byly fedénim ptipraveny roztoky o koncentracich 10, 25, 50, 75 mg/I.

2.4.2 Priprava standardniho roztoku kvercetinu
Byl pfipraven zasobni roztok kvercetinu navazenim 0,05 g kvercetinu do 100 ml odmérné
banky, ktera byla doplnéna metanolem po rysku. Z tohoto zasobniho roztoku (500 mg/1) byly
fedénim pfipraveny roztoky o koncentracich 1, 3, 5, 6, 12, 18, 30, 42, 60 a 120 mg/I.

2.4.3 Priprava standardniho roztoku katechinu
Byl ptipraven zasobni roztok katechinu navazenim 0,05 g katechinu do 100 ml odmérné
bariky, ktera byla doplnéna metanolem po rysku. Z tohoto zasobniho roztoku (500 mg/1) byly
fedénim pfipraveny roztoky o koncentracich 5, 10, 30, 50 a 80 mg/I.

2.4.4 Priprava standardniho roztoku Troloxu
Byl ptipraven zasobni roztok Troloxu navazenim 0,05 g Troloxu do 100 ml odmé&rné batiky,
ktera byla doplnéna metanolem po rysku. Z tohoto zasobniho roztoku (500 mg/1) byly fedénim

pfipraveny roztoky o potfebnych koncentracich.

2.4.5 Priprava roztoku slin
Bylo navézeno 1,2 g NazHPO4-12 H20, 0,038 g KH2PO4 a 1,6 g NaCl do 200 ml odmérné
baiiky a doplnéno destilovanou vodou po rysku. Nésledné bylo upraveno pH na 6,75 s vyuzitim

5,0 M HCI. Poté bylo pridano 8,0 g a-amylazy (>10 U/mg pevného podilu).
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2.4.6 Priprava roztoku Zalude¢nich §t’av
Bylo navazeno 0,024 g pepsinu (2500 U/mg pevného podilu) do 200 ml odmérné banky a
doplnéno po rysku 0,03 M HCI. Poté bylo upraveno pH na 1,2 s vyuzitim 5,0 M HCL

2.4.7 Priprava roztoku stirevnich §t’av
Bylo navazeno 0,2857 g pankreatinu (4xUSP) a 1,7144 g zluCového extraktu do 200 ml
odmérné banky a doplnéno po rysku 0,1 M NaHCO:s.

2.5 Priprava extrakti

2.5.1 Metanolové extrakty
Extrakty byly pfipraveny tak, Ze byly navazeny 3,0 g namletého rohovnikového prasku do
sklenéné uzaviratelné zkumavky. Poté bylo ptidano 10 ml 90 % metanolu a 30 pl kyseliny
mravenci. Zkumavka se smési byla vlozena na 20 minut do ultrazvukové lazn¢, nasledné byla
dana do centrifugy na 20 minut pti 5000 rpm. Supernatant byl rozpipetovan do zkumavek
Eppendorf, a ty byly skladovany pii -20 °C. Pro kazdy vzorek byly pifipraveny tii extrakty (ti

ruzné navazky vzorka).

2.5.2 Extrakty po travicim procesu in vitro

Byly navazeny 3,0 g namletého rohovnikového prasku do plastové uzaviratelné zkumavky,
poté bylo pfidano 7,0 ml slinného roztoku a smés se dala na 10 minut inkubovat pii 37 °C
ve tmé za stalého tfepani. Poté se upravilo pH na 1,2 s vyuzitim 5,0 M HCI. Nésledné se piidalo
5,0 ml roztoku Zaludeénich $tav a nechalo se inkubovat za stalého tfepani ve tmé 120 minut
pii 37 °C. Poté se upravilo pH na 7,0 s vyuzitim 1,0 M NaOH a nasledné se piidalo 5,0 ml
roztoku stfevnich §t'av. Roztok se nechal inkubovat po dobu 120 minut pti 37 °C ve tm¢ za
stalého tiepani. Po skonceni inkubace se zkumavka se smési vlozila do centrifugy na 15 minut
pti 5000 rpm, a poté byl supernatant rozpipetovan do zkumavek Eppendorf a uchovavan
pii - 20°C. Tento postup byl zopakovan pro vSechny vzorky 3x a také pro slepy pokus, ktery

byl pfipraven stejnym zptisobem jen bez vzorku rohovnikového prasku.
2.6 Metody chemické analyzy

2.6.1 Stanoveni distribuce castic
Stanoveni distribuce castic bylo provedeno na pfistroji Morphologi 4 a na elektronovém
mikroskopu, kde byla provedena analyza pro kazdy vzorek namletého karobového prasku

(viz Kapitola 2.3). Na piistroji Morphologi 4 byl vzorek rohovnikového prasku umistén
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do integrované jednotky pro rozptyl vzorki, kdy pfesné mnozstvi vzorku bylo automaticky
dispergovano pomoci mechanismu disperze stla¢eného vzduchu uvnitt pfistroje.

Pro zjisténi vzhledu castic byl pouzit elektronovy mikroskop Tescan. Analyza prob¢hla
pii 15 kV, zvétieni 250, nizkém vakuu 5,5-102 Pa, 14 Pa v komofe, pro zchlazeni byl pouzit
dusik, pracovni vzdalenosti 18,38 mm za pouziti detektoru zpétné odrazenych elektroni.

Pted analyzou byly vzorky (viz Kapitola 2.3) zlyofilizovany v lyofilizatoru L4-110 PRO.

2.6.2 Stanoveni barevnosti
Vzorek namletého rohovnikového prasku (viz Kapitola 2.3) byl pteveden do kyvety a byla
zmé&fena barevnost vrezimu bez slozky pfimého odrazu (RSEX) na spektrofotometru
UltraScan VIS (geometrie d/8°, zdroj svétla D65, 400—700 nm). Toto bylo zopakovano pro
vSechny namleté vzorky 5x. Dale byla zméfena barevnost u nenamletych susenych plodu

rohovniku obecného Vv rezimu se slozkou i bez slozky pfimého odrazu (RSIN i RSEX).
2.6.3 Stanoveni sorp¢nich vlastnosti

Stanoveni susiny
2,0-2,5 g vzorku namletého rohovnikového prasku (viz Kapitola 2.3) bylo navazeno na
hlinikovou misku pro méteni susiny vzorku a byla zmétena susina na analyzatoru vlhkosti

KERN pro kazdy vzorek 2x.

Stanoveni aktivity vody
Vzorky rohovnikového prasku (viz Kapitola 2.3) byly pfipraveny do plastovych misek na
méfeni aktivity vody, kde byly vzorky rozprostteny po celém dnu a vytemperovany na teplotu
25 °C. Nasledné byla zméfena aktivita vody pro kazdy namlety vzorek 3X na pfistroji

AqualLab TDL.

Stanoveni rychlosti sorpce

Pro méfeni rychlosti sorpce bylo navazeno 25 mg rohovnikového prasku (viz Kapitola 2.3)
do hlinikové misky pro méfeni sorpce a nasledné vlozeno do pfistroje DVS Instrisic Plus.
Analyza probihala pii priatoku vzduchu 200 sccm a teploté 25 °C. Méfeni rychlosti sorpce
probihalo pfi rizné nastavenych hodnotach relativni vlhkosti vzduchu, a to 20, 40, 60 a 80 %.
Z kazdé¢ anlyzy byl sestrojen graf zavislosti hmotnosti vzorku na ¢ase. Linedrni ¢ast kiivky byla
prolozena spojnici trendu a nasledné byla vygenerovana rovnice piimky (smérnice k) a
koeficient determinace R2. Postup byl zopakovéan pro kazdy namlety vzorek 2x pro rtizné

hodnoty relativni vlhkosti vzduchu.
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Stanoveni sorp¢nich izoterm

Bylo navazeno 10—20 mg namletého vzorku (viz Kapitola 2.3) do hlinikové misky, vlozeno
do pristroje DVS Instrisic Plus a byly zméfeny sorpéni izotermy pro kazdy namlety vzorek.
Analyza probihala pii pratoku vzduchu 200 sccm, vlhkost byla upravena redestilovanou vodou.
V programu DVS Resolution, v. 1.3.00 (Surface Measurement Systems Ltd.) byl nastaven
program adsorpce tak, ze samotné adsorpci pfedchazel susici krok (0 % vlhkosti, 3 h). Nasledné
bylo nastaveno stoupani relativni vlhkosti vzduchu v rozmezi 0-90 % vzdy po 5 %, aby pro
kazdou troven relativni vlhkosti byla splnéna podminka zmény hmotnosti V Case
dm/dt <0,002 %. Vysledky byly vyhodnoceny s vyuzitim programu DVS Standard Analysis
Suite, v. 7.4 (Surface Measurement Systems Ltd.).

2.6.4 Analyza infracerveného spektra
Analyza infracerveného spektra byla provedena na spektrofotometru iS50 FT-IR, kdy byl
prométen kazdy namlety vzorek rohovnikového prasku (viz Kapitola 2.3) 3x. Byla pouzita
metoda iS50 ATR Lab., oblast sniméni spektra 4000-400 cm™. Pro vysledny zaznam bylo
pouzito 64 skent a k méteni byl pouzit ATR modul.

2.6.5 Spektrofotometricka analyza
Spektrofotometricka analyza byla provedena na UV/VIS spektrofotometru UV-2600, kdy
byla pouzita sklenénd kyveta (1 cm). K ovladani pfistroje a zaznamu absorbanci byl pouzit

program UV-Probe, v. 2.70 (Shimadzu Corporation).

Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

1,0 ml nafedéného extraktu (viz Kapitola 2.5) byl napipetovan do sklenéné zkumavky
s vickem, poté byl ptidan 1 ml 90 % metanolu ve vode¢, 5,0 ml destilované vody a 0,5 ml Folin-
Ciocalteuova ¢inidla. Tento pfipraveny roztok byl ponechan 5 minut pfi laboratorni teploté
v temnu. Nasledn¢ byl napipetovan 1,0 ml 5 % Na,COs a zkumavka byla ponechana v temnu
60 minut (pfevzato z prace Jelinkové [49]) pifi laboratorni teploté. Absorbance byla poté
zméfena pii 765 nm. Stejnym zpisobem byl pfipraven i slepy pokus, ktery obsahoval 1,0 ml
extrakéniho ¢inidla misto extraktu vzorku. Koncentrace fenolickych latek ve vzorku byla
vypocitana z kalibra¢ni primky Kyseliny gallové (Pfiloha 1) a jsou udavany jako ekvivalent

kyseliny gallové v mg/g susSiny vzorku [49].

Stanoveni celkového obsahu flavonoidi
Metoda 1: Do sklenénych zkumavek s vickem byly napipetovany 2,0 ml ziedéného extraktu

(viz Kapitola 2.5), 1,0 ml 2 % AICls, 1,0 ml destilované vody, 1,0 ml 1,0 M HCl a 1,0 ml

44


http://www.shimadzu.com/an/spectro/uv/uvprobe/probe.html

1,0 M CH3COONa. Roztok byl promichdn a inkubovan 10 minut pfi laboratorni teploté
v temnu. Poté byla zméfena absorbance pii 425 nm. Pro slepy pokus byla pouzita voda misto
AICIs. Koncentrace flavonoidi (mg/g suSiny vzorku) byla vypocitana z kalibra¢ni pfimky
kvercetinu, ktera je znazornéna v Piiloze 2 [23].

Metoda 2: Do sklenénych zkumavek s vickem byl napipetovan 1,0 ml zfedéného extraktu
(viz Kapitola 2.5), 0,3 ml 5 % NaNO: a po 5 minutach 0,5 ml 2 % AlCls. Roztok byl promichan
a po 6 minutach byl neutralizovan 0,5 ml 1,0 M NaOH. Roztok byl inkubovan 10 minut pfi
laboratorni teploté v temnu, a poté byla zmétfena absorbance pii 510 nm. Pro slepy pokus byla
pouzita voda misto AlCIs. Vysledky byly vyjadfeny jako ekvivalent katechinu (mg/g suSiny

vzorku). Kalibra¢ni pfimka katechinu je znazornéna v Ptiloze 3 [23].

Stanoveni obsahu katechint
1,0 ml nafedéného extraktu (viz Kapitola 2.5) byl napipetovan do sklenéné zkumavky
s vickem. Nasledné¢ bylo ptidano 2,5 ml 4 % vanilinu v metanolu a 2,5ml 25%
H2SO4 Vv metanolu. Inkubace probéhla 15 minut pfi laboratorni teploté v temnu a poté byla
zmeétena absorbance pii 500 nm. Pro slepy pokus byl pouzit 1,0 ml extrakéniho ¢inidla misto
extraktu vzorku. Vysledky byly vyjadieny jako ekvivalent katechinu (mg/g susiny vzorku).

Kalibra¢ni pfimka katechinu je znazornéna v Ptiloze 4 [24].

Stanoveni antioxidaéni aktivity s vyuzitim DPPH radikalu

Do sklenénych zkumavek s vickem bylo napipetovano 300 pl zfedéného extraktu
(viz Kapitola 2.5) a 5,0 ml roztoku DPPH radikalu. Roztok byl promichan a inkubovan 10 minut
pti laboratorni teploté v temnu. Absorbance byla méfena pii 517 nm. Pro slepy pokus bylo
pouzito extrakéni ¢inidlo misto extraktu. Pro kazdy vzorek byla absorbance piepocitana na
% inhibice podle Rovnice 9 [50]. Nasledn¢ byla vypocitana koncentrace (mg/g suSiny)
z kalibra¢ni piimky Troloxu (viz Pfiloha 5). Vysledky byly vyjadieny jako ekvivalent Troloxu
(mg/g susiny vzorku) [50].

Rovnice 9: Vypocet % inhibice [50]

Ay, — A
1(%)=¥*100
sp

Ayz.........absorbance vzorku
Asp..........absorbance slepého pokusu
1 (%)....... inhibice
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Stanoveni antioxidac¢ni aktivity metodou FRAP

Nejdiive byla piipravena smeés, ktera obsahovala 20 mM FeClz, 10 mM roztok TPTZ
(2,4,6- Tris(2-pyridyl)-s-triazin) ve 40 mM HCI a 0,3 M octanovy pufr o pH 3,6. Jednotlivé
roztoky byly smichany v poméru 1:1:10. 3,0 ml této smési byly napipetovany do sklenéné
zkumavky s vickem a dale bylo piidano 300 ul nafedéného extraktu vzorku (viz Kapitola 2.5).
Inkubace probéhla 45 minut (pfevzato z prace JareSové [51]) pfi laboratorni teploté v temnu.
Poté byla zmétena absorbance pii 593 nm. Slepy pokus obsahoval destilovanou vodu misto
extraktu. Vysledky byly vyjadieny jako ekvivalent Troloxu (mg/g susiny vzorku). Kalibra¢ni

ptimka Troloxu je znazornéna v Ptiloze 6 [25].

Stanoveni redukénich vlastnosti
1,0 ml zfedéného extraktu vzorku byl napipetovan do sklenéné zkumavky s vickem, poté
bylo pfidano 2,5 ml 1 % hexakyanozelezitanu draselného a 2,5 ml 0,2 M fosfatového pufru o
pH 7,4. Inkubace této smési probéhla ve vodni 1azni pti 50 °C 30 minut. Poté bylo pfidano
2,5ml 10 % kyselina trichloroctové, aby byla reakce ukonena. Pro spektrofotometrické
stanoveni bylo pouzito 2,5 ml této smési, dale bylo ptidano 2,5 ml destilované vody a 0,5 ml
0,1 % chloridu zelezitého do sklenéné zkumavky s vickem. Méfeni absorbance probé&hlo pfi

700 nm. Vysledky byly vyjadieny jako hodnoty absorbance [26].

2.7 Statisticka analyza dat
Pro statistickou analyzu dat byl vyuzit program STATISTICA 12 (StatSoft CR s.r.0.), kdy
byla provedena jednofaktorova analyza rozptylu (ANOVA). Zvolenym faktorem byla zvolena
doba mleti. Vysledky byly udény jako aritmeticky primér hodnot + smérodatna odchylka. Pro

zjisténi statistické vyznamnosti byl proveden Duncantliv test na hladiné pravdépodobnosti
p=0,05.

2.8 Korelacni analyza
Pro korelaéni analyzu dat byl vyuzit program STATISTICA 12 (StatSoft CR s.r.0.)

s vyuzitim Pearsonova korela¢niho koeficientu r na hladin€ pravdépodobnosti p=0,05.

46



3  VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Stanoveni distribuce ¢astic
Obrazek 2 a Obrazek 3 predstavuje snimky z elektronového mikroskopu TESCAN. Na
téchto obrazcich jsou vidét vzorky rohovnikového prasku mletého riiznou dobu. Snimky byly
potizeny pfi 15 kV, zvétseni 250, nizkém vakuu 5,5-102Pa, 14 Pa v komote, pro zchlazeni byl
pouzit dusik, pracovni vzdalenosti 18,38 mm za pouziti detektoru zpétn€ odrazenych elektrontl.
Jak mizeme pozorovat na Obrazku 2 a na Obrazku 3, Castice jsou hranaté, vyjimecné
zaoblené. Pohybuji se Vrozmezi od jednotky do stovky pm. Porovnadnim snimkl nebyly

zjistény zadné vyznamné rozdily ve tvaru Céstic.

Obrazek 2: Vzorky rohovnikového prasku mletého po 30, 60, 90 s

SEM MAG: 250 x Det. BSE | VEGA3 TESCAN | SEM MAG: 249 x Det: BSE VEGA3 TESCAN
SEM HV: 16.0 KV WD 1238 mm 200 pm SEM HV: 15.0 k. WD: 18.18 mm SEM HV: 15.0 KV WD: 1847 mm 200 pm
LowVac, 14Pa, N»  LowVac, 14 Pa, N; LowVac, 12Pa, N> | LowVac, 12 Pa, N LowVac, 12Pa, N, LowVac, 12 Pa, N

SEM MAG: 250 x Det: BSE : SEM MAG:250x  Det: BSE Lt VEGA3 TESCAN

SEM MAG: 250 X " Det: BSE L VEGA3 TESCAN
SEM HV: 15.0 KV WD: 17.86mm 200 ym SEM HV: 15.0 kV. WD: 18.50 mm SEM HV: 15.0 kV. WD: 18.54mm | 200 ym
LowVac, 12Pa, N: | LowVac, 12 Pa, Nz LowVac, 10Pa,N;  LowVac, 10 Pa, N» LowVac, 10 Pa, N, LowVac, 10 Pa, N
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V Tabulce 2 jsou znazornény hodnoty objemové distribuce ¢astic. Pro Dip se namétené
hodnoty pohybovaly mezi 15,24 a 23,10 um. Pro Dso, kdy 50 % ¢astic je vétsi a 50 % Castic je
mensi neZ hodnota znazornéna v tabulce, bylo pomérn¢ Siroké rozmezi hodnot, a to od 87,91
do 135,10 um. Pro Dgo mél nejvyssi hodnotu vzorek mlety po dobu 120 s,a to 810 um a
nejmensi hodnotu mél vzorek namlety po dobu 240 s, a to 365,7 um. Mezi ¢asem mleti a

medianem velikosti ¢astic (Dso) neni ziejmy zadny trend.

Tabulka 2: Stanoveni objemové distribuce ¢astic

Prasek mlety Priamér ¢astic (um)
po dobu primér D1o Dso Do

30s 6,22 17,79 141,30 4277
60 s 6,04 15,24 87,91 572,7
90s 6,29 16,28 110,10 494,6
120s 7,03 21,35 129,70 810,6
180 s 8,10 23,10 135,10 429,7
240s 7,64 19,44 98,62 365,7

Dio..........10 % castic je mensi nez tato hodnota

Dso..........50 % Castic je mensi nez tato hodnota, 50 % Castic je vétsi nez tato hodnota; median

Doo..........90 % ¢&astic je mensi nez tato hodnota

Tabulka 3 znazornuje distribuci ¢astic podle poctu, kdy se primérné hodnoty velikosti
pohybuji mezi 4,70 a 5,73 um. Nejvétsi ¢astice mél vzorek mlety po dobu 120 s, ato 940,12 pm.

Ve vzorku mletém po dobu 240 s uz se nevyskytovaly ¢astice vétsi nez 484,08 um.

Tabulka 3: Stanoveni distribuce ¢astic podle poctu

Prasek mlety Prumér ¢astic (um)

po dobu primeér D1o Dso Doo
30s 4,87 0,69 3,10 10,63
60 s 5,00 0,75 3,18 11,09
90s 4,84 0,50 2,89 11,13
120's 4,70 0,64 2,22 11,31
180's 5,94 0,28 3,71 13,18
240s 5,73 0,66 3,48 12,96

Dio..........10 % castic je mensi nez tato hodnota

Dso..........50 % ¢astic je mensi nez tato hodnota, 50 % castic je vétsi nez tato hodnota; median

Dgo..........90 % castic je mensi nez tato hodnota
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Velikost ¢astic v zavislosti na rizné dobé mleti méfili v ¢lanku Seong-Jin Honga [52], kde
se jednalo o listy japonského dubu, které byly mlety kulovymi mlyny. Analyzou bylo zjisténo,
Ze ¢im je doba mleti delsi (0—24 hodin), tim jsou ¢astice mensi [52]. V naSem experimentu se
tento fakt nepotvrdil. Mezi distribucemi ¢astic a Casem mleti nebyl nalezen Zadny vyznamny

trend. Pouze vzorek mlety po dobu 120 s obsahoval ¢astice s vyrazné vétsim objemem.

3.2 Stanoveni barevnosti
Na Obrazku 4 jsou rizn¢ namleté vzorky rohovnikového prasku, jak je vidime pouhym
okem. Z obrazku je patrné, Ze vzorky maji hnédou barvu a mezi vzorky jsou jen minimalni
rozdily. Vzorky mleté 120—-240 s se mohou zdat tmavsi ve srovnani se vzorky mletymi po dobu

30-90s.

Obrazek 4: Razné namleté vzorky rohovnikového prasku

420s 120 940¢

Tabulka 4 pfedstavuje hodnoty barevnosti, podlozené laboratornim méfenim, kdy jsou zde
znazornény barevné koordinaty L*, a*, b*, C*, h° pro rizn¢ namleté vzorky rohovnikového

prasku.
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Tabulka 4: Stanoveni barevnosti rizn¢ namletych vzorkd rohovnikového prasku v rezimu bez

slozky ptimého odrazu (RSEX)

Prasek mlety L* a* b* o 5o
po dobu
30s 47,14 £ 0,477 6,44 £ 0,417 19,14 £ 0,474 20,20 + 0,544 71,41 +£0,914
60 s 51,13+ 0,418 5,82+ 0,574 17,91 + 0,408 18,84 + 0,538 72,01+ 1,347
90s 49,37 £0,21¢ 6,27 + 0,294 18,66 + 0,344 19,68 + 0,414 71,45+ 0,574
120's 48,03 +£0,25° 6,88 + 0,388 20,12 + 0,40¢ 21,26 +0,49¢ 71,14 £ 0,66"
180s 47,03 £ 0,347 6,97 + 0,248 19,87 +0,30¢ 21,06 +0,35¢ 70,67 £ 0,428
240s 46,73 £ 0,477 6,73 + 0,498 20,95 + 0,18P 22,01 +0,31° 72,21+ 1,104

Rozdilna pismena v hornim pravém indexu znamenaji statisticky vyznamny rozdil v jednotlivych sloupcich

(p <0,05). Pramérné hodnoty + smérodatna odchylka, N=5.

Z tabulky je patrné, ze existuje statisticky vyznamny rozdil mezi rtizné namletymi vzorky
rohovnikového prasku. Pro L* se 1isi vzorky namleté po dobu 60, 90 a 120 s od ostatnich
vzorki. Pro parametr h se od ostatnich vzorku statisticky vyznamné 1i$i jen vzorek mlety po
dobu 180 s.

Tabulka 5 znazornuje barevné koordinaty AL*, Aa*, Ab*, AC*, Ah° a AE vzhledem ke
standardu, kdy jako standard byl vybran vzorek, ktery byl mlety po 30 s. AE byla vypocitana z
Rovnice 1. Vzorky mleté po dobu 60 a 90 s byly svétlejsi a méné syté, S rostoucim ¢asem mleti
dale tmavly a zvySovala se sytost. Vzorky mleté po dobu 60 a 90 s byly také méné Cervené a
méné zluté. S rostoucim mlecim Casem (120-240 s) byly vzorky vice ¢ervené a vice Zluté ve
srovnani s vzorkem mletym po dobu 30 s. Vzorky mleté po dobu 120 a 180 s byly méné& Zluté
nez ostatni namleté vzorky. Hodnoty zmény barevnosti AE byly nejvyssi pro vzorek mlety po

dobu 60 s a nejnizsi pro vzorek mlety po 180 s.
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Tabulka 5: Stanoveni barevnosti rizn¢ namletych vzorkd rohovnikového prasku v rezimu bez

slozky ptimého odrazu (RSEX) vzhledem ke standardu

Prasek mlety
00 dobu L* a* b* c* h°
30 s standard 47,14 6,44 19,14 20,20 71,41
AL* Aa* Ab* AC* Ah° AE
60s 4,00 -0,62 -1,23 -1,36 0,60 4,23
90s 2,24 -0,18 -0,48 -0,51 0,04 2,29
120's 0,90 0,43 0,98 1,06 -0,27 1,40
180s -0,11 0,53 0,73 0,86 -0,74 0,91
240s -0,41 0,29 1,82 1,81 0,80 1,88

Zménu barevnych koordinat v zavislosti na rizné dobé mleti méfili v ¢lanku Honga et al.
[52], kde mleli listy japonské dubu s vyuzitim kulovych mlyni. Zjistily, Ze rizna doba mleti
ma efekt na barevné koordinaty, kdy se zvysujici se dobou mleti (0—24 hodin) se zvySovaly
hodnoty L*, a*, b*. Rozdily namétenych hodnot pro rizné koordinaty se pohybovaly v rozmezi
od 1,00 do 3,18 pro L*, pro a* od 1,63 do 2,73, pro b* od 1,68 do 3,23 [52].

Barevné koordinaty pro neprazeny rohovnikovy prasek zjistovali v ¢lanku Eldeeba et al.
[53], kdy naméfili hodnoty L* (68,71 + 0,231), a* (8,6 1 + 0,213), b* (22,33 = 0,009) [53].

Na Obrazku 5 jsou zobrazeny plody rohovniku obecného pied tim, nez byly namlety.
U téchto vzorku byla také zméfena barevnost, a to jak v rezimu bez i se slozkou pifimého

odrazu.

Obrazek 5: SuSené plody rohovniku obecného (pfed mletim)

)
*

e
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Vsechny naméfené hodnoty barevnych koordinat plodi rohovniku (pfed mletim) jsou
znazornény v Ptiloze 7 a v Priloze 8. Hodnoty jednotlivych barevnych koordinat se velmi lisily,
protoze plody rohovniku jsou misty tmaveé hnédé, ale i Zluté az oranzové. Napiiklad v rezimu
bez slozky piimého odrazu pro L* se hodnoty pohybovaly mezi 20,94 a 52,48, pro b* byly
naméefeny hodnoty od 4,19 do 24,85. V rezimu se slozkou pfimého odrazu byly rozdily
obdobné. Hodnoty pro barevnou koordinatu C* se pohybovaly mezi 4,49 a 26,54, pro h° byla
namétfeny hodnoty od 46,23 do 76,28.

Primérné hodnoty jednotlivych barevnych koordinat plodt rohovniku v rezimu bez i se

slozkou pfimého odrazu jsou znazornéné v Tabulce 6.

Tabulka 6: Stanoveni barevnosti susenych plodu rohovniku obecného v rezimu bez i se

slozkou ptimého odrazu (RSEX, RSIN)

L* a* b* Cc* h
RSEX 32,07+ 9,80 5,35+2,23 12,17 + 7,63 13,42+ 7,71 62,05+ 9,33
RSIN 34,37 + 11,23 5,23 +2,33 13,20 + 8,09 14,34 + 8,16 64,12 + 10,38

primérnd hodnota + smérodatnéd odchylka, N=10
RSEX.......... Reflectance specular excluded (bez slozky zrcadlového odrazu)

RSIN.......... .Reflectance specular included (se slozkou zrcadlového odrazu)

3.3 Stanoveni sorp¢nich vlastnosti
Tabulka 7 ptedstavuje namétené hodnoty aktivity vody pro rizné namleté vzorky
rohovnikového praSku na pfistroji Aqualab TDL bezprosttedné po mleti. Hodnoty se
pohybovaly mezi 0,371 +0,001 a 0,435 + 0,001. Tabulka nasledné znazorfiuje i naméfené
hodnoty suSiny vzorku, které byly naméfeny na analyzatoru vlhkosti KERN. Hodnoty se
pohybovaly od 93,9 + 0,0 do 95,0 + 0,2 %. Tyto hodnoty byly pouZity pfi vyjadieni obsahu
vybranych fenolickych latek.
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Tabulka 7: Stanoveni aktivity vody a suSiny rizné¢ namletych vzorkd rohovnikového prasku

Prasek mlety
po dobu aw susina (%)
30s 0,375 + 0,0024 95,0+ 0,24
60s 0,371+ 0,001B 95,0+ 0,0*
90s 0,404 + 0,001¢ 94,4+0,18
120s 0,419 + 0,001P 94,1+ 0,0¢
180s 0,435+ 0,001F 93,9+ 0,0¢
240 s 0,397 + 0,001F 94,1+0,1¢

Rozdilna pismena Vv hornim pravém indexu znamenaji statisticky vyznamny rozdil v jednotlivych sloupcich

(p <0,05). Pramérné hodnoty + smérodatna odchylka, N=3.

Vzhledem k zna¢né piesnosti a citlivosti piistroje pro méfeni aktivity vody byl zjistén
statisticky vyznamny rozdil mezi v§emi naméfenymi hodnotami aktivity vody pro rtizné
vzorky. S rostoucim ¢asem mleti (30—-180 s) byl zaznamenan rostouci trend v hodnotach aw
od 0,37 do 0,44 nasledované poklesem aw pro vzorek mlety po dobu 240 s. To souvisi také
S klesajicim obsahem suSiny. Nutno podotknout, Ze i pfes statistickou vyznamnost jsou rozdily
Vv obsahu susiny v fadech desetin procent.

Aktivitu vody a vlhkost rohovnikového prasku méfili v ¢lanku Gunela [15], kdy analyzou
zjistili aktivitu vody 0,67 + 0,03 a vlhkost 7,50 = 0,50 % neprazeného rohovnikového prasku,
pficemz prazeny rohovnikovy prasek mél hodnoty aktivity vody od 0,20 + 0,00 do 0,39 + 0,02
a vlhkost od 2,90 + 0,10 do 5,03 + 0,10 %. Vlivem prazeni (horky vzduch, mikrovinka) byl
sledovan pokles aktivity vody i vlhkosti [15].

V ¢lanku Benkovice et al. [9] méfili velikost ¢astic rohovnikové mouky se semeny a bez
semen. Hodnoty obsahu susiny pro mouku se semeny Se pohybovaly vrozmezi od
90,48 £ 0,04 do 92,55 + 0,29 g/g, zatimco hodnoty obsahu vlhkosti pro bezsemennou mouku
se pohybovaly od 89,47 + 0,08 do 91,57 + 0,05 g/g. Z téchto hodnot je vidét, Ze mouka bez
semen mela niz§i hodnoty obsahu vlhkosti, protoze pravé semena piidavaji urcité procento
obsahu vlhkosti v rohovniku [9].

Mefeni rychlosti sorpce probihalo pfi rizné nastavenych parcialnich tlacich vody, a to
20, 40, 60 a 80 %. Z kazdé anlyzy byl sestrojen graf zavislosti hmotnosti vzorku na ¢ase. Ptiklad
této zavislosti je k nalezeni v Ptiloze 9. Linearni ¢ast kiivky byla prolozena spojnici trendu a
nisledné byla vygenerovédna rovnice piimky a koeficient determinace R? Smérnice

ptimek k (mg/min) pro jednotlivé vzorky, které byly méteny pfi riznych relativnich vlhkostech
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jsou znazornény v Tabulce 8, koeficienty determinace pro tyto pfimky jsou znazornény v
Ptiloze 10.

Tabulka 8: Smérnice piimek (mg/min) z méteni rychlosti sorpce pti rozdilnych hodnotach relativni

vlhkosti vzduchu pro rizné namleté vzorky rohovnikového prasku

Prasek k (mg/min) p¥i relativni vihkosti vzduchu:

mlety po

dobu p=20% |p=40% |p=60% |p=80%
30s 0,0132 0,0393 0,0588 0,1146
60s 0,0210 0,0433 0,0623 0,1335
90s 0,0178 0,0406 0,0583 0,1245
120s 0,0153 0,0381 0,0558 0,1143
180 s 0,0124 0,0348 0,0525 0,1183
240's 0,0158 0,0350 0,0514 0,1139

S rostouci relativni vlhkosti stoupa rychlost adsorpce v rozmezi od 0,0124 (20 % relativni
vihkosti) do 0,1335 mg/min (80% relativni vlhkosti). Nejvyssi hodnoty smérnic piimek pfi
danych hodnotach relativni vlhkosti mél vzorek mlety po dobu 60 s, a to 0,0210 mg/min pfi
relativni vlhkosti 20 %, 0,0433 mg/min pii 40 %, 0,0623 pii 60 % a 0,1335 pii 80 %. To by
mohlo souviset s objemovou distribuci ¢astic, kdy v Tabulce 2 jsou pro vzorek mlety po dobu

Z hodnot vyplyva, ze nejvyssi rychlosti sorpce pro vSechny prasky jsou pfi relativni vlhkosti
80 %, nejnizsi rychlosti sorpce jsou pii 20 %. Koeficienty determinace, tedy velikost rozptylu
naméfenych hodnot hmotnosti, mély nejvyssi hodnoty pii relativni vlihkosti vody 80 %, tudiz
nejlepsi. Naopak nejnizsi hodnoty koeficientli determinace byly naméfeny pfi relativni vlihkosti
vody 20 %.

Na Obrazku 6 jsou znadzornény adsorpéni izotermy pro rizné namleté vzorky rohovnikového
prasku. Tyto adsorpéni izotermy patii mezi izotermy typu III, které jsou typické pro rostlinny
material. Mezi hodnotami aktivity vody 0—0,4 se obsah vlhkosti téméf neméni. Ovsem od
hodnoty aktivity vody 0,4 do 0,9 dochazi k narustu obsahu vlhkosti az na 500 mg vody na g
susiny vzorku.

Sorp¢éni izotermy naméfené pro vzorky, které jsou mlety riiznou dobu, jsou si velmi

podobné, coz je popsano v ¢lanku Filipovice et al. [54], kde jsou znazornény sorpéni izotermy
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smési MgO a TiO2 pro vzorky namleté 0—120 minut na planetovém kulovém mlynu, kdy rtizna

doba mleti se neprojevila na adsorpci [54].

Obrazek 6: Adsorp¢ni izotermy pro rtizn¢€ namleté vzorky rohovnikového prasku
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3.4 Analyza infracerveného spektra

Na Obrazku 7 je znazornéno infracervené spektrum rohovnikového prasku, ktery byl namlet
po dobu 30 s. Dominantnim znakem je $iroky pas 3510—3110 cm™, ktery vypovida o valenénich
vibracich OH a NH skupin. Absorpéni pas 3030 cm™ vypovida o valenénich vibracich CH
skupin v aromatech, nasledn¢ to potvrzuji i valen¢ni vibrace CC aromatickych jader, a to 1620,
1580, a 1410 cm L. Absorpéni pas 2970 a 2870 cm™ vypovida o valenénich vibracich CHs.
Dokazuji to i pasy deformaénich vibraci CHs, CHz, CH a to 1340, 1370, 1480 cm, tytéZ pasy
mohou zobrazovat i deformacni vibrace NH v aminokyselinach. Néaznakem jsou i absorpéni
pasy vyssich harmonickych a kombinaé¢nich vibraci CH 1700—2000 cm™. Absorpéni pas od
1390 do 1180 cm™ zobrazuje valenéni vibrace CO a deformaéni OH. Vyrazny absorpéni pas
pfi vinové délce 1100 cm™ byl mohl piedstavovat ethery a jejich valenéni vibrace CO.

Infracervena spektra ostatnich namletych praskt rohovniku obecného (60, 90, 120, 180,

240 s) byla totozna s infra¢ervenym spektrem zobrazenym na Obrazku 7.
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Obrazek 7: Infratervené spektrum rohovnikového prasku namletého po dobu 30 s

0,30

0,25

0,20

0,15

0,10

0,05

0,00

-0,05
3871 3486 3100 2714 2329 1943 1557 1172 786 400

1/A (cm™)

Fenolické slouceniny obsahuji aspon jednu hydroxylovou skupinu, pii¢emz OH deformacni
vibrace se vyskytuji mezi 1390 a 1330 cm™, a 1260 a 1180 cm™. Dalsi vazby fenoli se vyskytuji
v oblastech 1380-1317 cm™, kdy se jedna o COH deformacni vibrace. Fenolové kyseliny
s metoxy skupinami, jako jsou kyseliny syringova, vanilinova, ferulova a sinapova, se projevuji
vibracemi okolo 1470-1435 cm™ a 1200-1185 cm™, coz jsou asymetrické a symetrické CH
deforam¢ni vibrace. Tyto vibrace jsou taky pritomné ve spektru flavonolovych sloucenin, které
obsahuji jednu methoxy skupinu. CO vibrace alkyl-aryl eterti se projevuji pii 1310-1230 cm™?,
které jsou soucasti i flavonoidd. Nekteré flavonoidy jsou navazané na sacharidy, coz se projevi

v absorpénim pasu od 1200 do 950 cm?, kdy jsou tyto pasy typické pro sacharidy [55].
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3.5 Spektrofotometricka analyza

3.5.1 Metanolové extrakty

Na Obrazku 8 jsou zobrazeny vysledky méteni celkového obsahu fenolickych latek rizné
namletych vzorkl rohovnikového prasku pro metanolové extrakty. Vysledky byly vypocteny
z kalibra¢ni ptimky kyseliny gallové (Pfiloha 1) a jsou udavany jako ekvivalent kyseliny
gallové v mg/g susiny vzorku.

Z obrazku je vidét, ze mezi rizné€ namletymi vzorky je statisticky vyznamny rozdil v obsahu
fenolickych latek. PraSek namlety za 240 s se statisticky vyznamné li§i od vSech ostatnich
vzorki s nejvy$$im obsahem celkovych fenolickych latek (6,61 mg/g sus.) PraSek mlety po
dobu 30 s mél nejnizsi obsah celkovych fenolickych latek (4,73 mg/g sus.) Mezi prasky namleté
po dobu 60, 120 a 180 s nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil, stejné jako u praska
namletych po 90 a 120 s.

Obrazek 8: Celkovy obsah fenolickych latek riizné namletych vzorkd rohovnikového prasku

(metanolové extrakty)
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Rozdilna pismena znamenaji statisticky vyznamny rozdil (p <0,05). Primérné hodnoty + smérodatna odchylka,

N=6.
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Obrazek 9 predstavuje hodnoty celkového obsahu flavonoidl pti pouziti metody 1 pro rizné
namleté vzorky rohovnikového prasku. Vysledky byly vypocteny z kalibracni ptimky
kvercetinu (Ptiloha 2) a jsou udavany jako ekvivalent kvercetinu mg/g susiny vzorku.

Jak je vidét na obrdzku, naméfené hodnoty celkového obsahu flavonoid (metoda 1) pro

rizné namleté prasky nevykazovaly zadny statisticky vyznamny rozdil.

Obrazek 9: Celkovy obsah flavonoidl (metoda 1) pro rtizné€ namleté vzorky rohovnikového prasku

(metanolové extrakty)
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Rozdilna pismena znamenaji statisticky vyznamny rozdil (p <0,05). Primérné hodnoty + smérodatna odchylka,

N=3.
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Obrazek 10 ptedstavuje naméfené hodnoty celkového obsahu flavonoidl pti vyuziti
metody 2 pro rizné namleté vzorky rohovnikového prasku (metanolové extrakty). S vyuzitim
kalibra¢ni pfimky katechinu (Ptiloha 3) jsou vysledky uvadény jako ekvivalent katechinu
v mg/g suSiny vzorku. Nejvyssi obsah flavonoidl podle metody 2 mél vzorek mlety po dobu
240 s (p<0,05), ostatni vzorky maji tento obsah podobny.

Vyssi obsah flavonoidl pro vzorek mlety po dobu 240 s by mohl byt vysvétlen tim, ze
metoda 2 je specifickd pro fenolové kyseliny, luteolin, katechiny a rutin, zatimco metoda 1 je

selektivni pro flavonoly a luteolin (flavon) [23].

Obrazek 10: Celkovy obsah flavonoidii (metoda 2) pro rizné namleté vzorky rohovnikového

prasku (metanolové extrakty)
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Rozdilna pismena znamenaji statisticky vyznamny rozdil (p <0,05). Primérné hodnoty + smérodatna odchylka,

N=6.
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Na Obrazku 11 je vyobrazen obsah katechinli rizné¢ namletych vzorkti rohovnikového
prasku (metanolové extrakty). Vysledky byly vypocitany s vyuzitim kalibraéni piimky
katechinu (Pfiloha 4), kdy jsou vyjadieny jako ekvivalent katechinu v mg/g susiny vzorku.

Na obrazku je vidét, Ze statisticky vyznamny rozdil v obsahu katechini pfedstavuje prasek
namlety po dobu 240 s. Obsahy katechinll u ostatnich vzorkd nebyly navzijem statisticky

rozdilné.

Obrazek 11: Obsah katechint pro riizné¢ namleté vzorky rohovnikového prasku (metanolové

extrakty)
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Rozdilna pismena znamenaji statisticky vyznamny rozdil (p <0,05). Primérné hodnoty & smérodatna odchylka,

N=6.
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Obrazek 12 predstavuje naméfené hodnoty antioxidacni aktivity s vyuzitim DPPH radikélu
pro rizné namleté vzorky rohovnikového prasku (metanolové extrakty). Vysledky jsou
vypocitany z kalibraéni ptimky Troloxu (Ptiloha 5), kdy je vysledek udavan jako ekvivalent
Troloxu v mg/g susiny vzorku.

Nejvyssi antioxidacni aktivitu vykazoval rohovnikovy prasek namlety po dobu 240 s
(14,71 mg/g sus.). Pfima iméra mezi antioxida¢ni aktivitou a dobou mleti nebyla nalezena.

Antioxidac¢ni aktivita vzrostla az od vzorku mletého po dobu 180 s.

Obrazek 12: Antioxidaéni aktivita s vyuzitim DPPH radikalu pro riizné¢ namleté vzorky

rohovnikového prasku (metanolové extrakty)
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Rozdilna pismena znamenaji statisticky vyznamny rozdil (p <0,05). Primérné hodnoty + smérodatna odchylka,

N=6.
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Na Obrazku 13 jsou zobrazeny vysledky méfeni antioxidacni aktivity s vyuzitim metody
FRAP pro rtizné namleté vzorky rohovnikového prasku (metanolové extrakty). Vysledky byly
vypocitany z kalibra¢ni ptimky Troloxu (Piiloha 6) a jsou vyjadieny jako ekvivalent Troloxu
V mg/g suSiny vzorku.

Na obrazku je vidét, ze mezi rGzné¢ namletymi praSky je statisticky vyznamny rozdil
v antioxidacni aktivité. Hodnoty antioxidacni aktivity pro prasky namleté po dobu 30 s
(11,38 mg/g sus.) a 90 s (13,12 mg/g sus.) se staticky li$i od ostatnich namletych prasku.

Obrazek 13: Antioxida¢ni aktivita s vyuzitim metody FRAP pro rizné namleté vzorky

rohovnikového prasku (metanolové extrakty)
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Rozdilna pismena znamenaji statisticky vyznamny rozdil (p <0,05). Primérné hodnoty + smérodatna odchylka,

N=6.
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Obrazek 14 piedstavuje naméfené hodnoty absorbance pii vinové délce 700 nm, kdy tyto
hodnoty ptredstavuji redukéni vlastnosti jednotlivych rizné namletych vzorkli rohovnikového
prasku.

Statistickd analyza ukéazala, Ze mezi vysledky je statisticky vyznamny rozdil. Prasky namleté
po dobu 30 a 90 s (0,359 a 0,341) se statisticky vyznamné 1isi od vzorkd namletych po 120, 180
a 240 s. Nejvyssi hodnoty absorbance mély prasky namleté po dobu 180 a 240 s, a to shodné
0,476.

Obrazek 14: Redukeni vlastnosti pro rtizné€ namleté vzorky rohovnikového prasku (metanolové

extrakty)
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Rozdilna pismena znamenaji statisticky vyznamny rozdil (p <0,05). Primérné hodnoty + smérodatna odchylka,

N=6.

Analyza rohovnikového prasku prokéazala antioxidacni vlastnosti, obsah fenolickych latek,
flavonoidu, katechinti a reduk¢énich vlastnosti, pti¢emz to dokazuji i ¢lanky napfi. Stavroua et
al. [4] nebo Benchikha et al. [56]. Analyzu vlastnosti prasku, které byly mlety riznou dobu,
porovnavali v ¢lancich Dinga et al. [57] a Penga et al. [58]. Riizna doba mleti vyrazné ovlivituje
extrakéni G¢innost pii extrakci na tuhém sorbentu. Cim del3i je doba mleti, tim vysi je
extrakéni ucinnost. Jednim z divodit mizou byt silnéjsi chemické a fyzikalni interakce mezi
¢inidlem a slozkami vzorku [57].

Delsi doba mleti ma také vyrazny Gc¢inek na chemicko-fyzikalni vlastnosti praSku a zvySuje

vytézek bioaktivni metabolitd. Tim Se rozsifuje a zvySuje ptinos pro lidské zdravi [52].
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3.5.2 Extrakty po traveni in vitro

U rtzné namletych vzorkd rohovnikového prasku probéhl travici proces in vitro tak, ze
probéhla faze ustni, zaludecni a duodendani. Vzniklé extrakty byly pouzity na
spektrofotometrické stanoveni biologicky aktivnich latek (viz Kapitola 2.6.5).

Na Obrazcich 15, 16, 17 a 18 jsou zobrazeny vysledky méfeni celkového obsahu fenolickych
latek, antioxidacni aktivity s vyuzitim DPPH radikalu, antioxida¢ni aktivity s vyuzitim metody
FRAP a reduk¢nich vlastnosti rizné namletych vzorkt rohovnikového prasku pro extrakty po
traveni in vitro.

Vysledky méfeni celkovych fenolickych latek prokazaly rozdily mezi vzorky. Mezi prasky
namletymi po dobu 30, 90, 180 s a prasky namletymi po dobu 90, 120, 240 s je statisticky
vyznamny rozdil, i kdyz se hodnoty obsahtli latek pohybovaly mezi 5,1 a 5,7 mg/g sus. Pii
méfeni antioxidacni aktivity s vyuzitim DPPH radikalu se projevil jako statisticky vyznamny
vzorek mlety po dobu 240 s (12,8 mg/g sus.). Hodnoty antioxida¢ni aktivity s vyuzitim metody
30 s a nejvyssi hodnotu antioxidacni aktivity mél prasek mlety po dobu 240 s. Pii méfeni
redukénich vlastnosti se zadny vzorek neprojevil jako statisticky vyznamny, kdy se hodnoty
absorbance pohybovaly od 0,167 do 0,186.

Obrazek 15: Celkovy obsah fenolickych latek pro rizné namleté vzorky rohovnikového prasku

(extrakty po traveni in vitro)
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Rozdilna pismena znamenaji statisticky vyznamny rozdil (p <0,05). Praimé&rné hodnoty + smérodatna odchylka,
N=6.
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Obrazek 16: Antioxidacni aktivita s vyuzitim DPPH radikélu pro rtizn¢ namleté vzorky

rohovnikového prasku (extrakty po traveni in vitro)
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Rozdilna pismena znamenaji statisticky vyznamny rozdil (p <0,05). Primérné hodnoty + smérodatna odchylka,
N=6.
Obrazek 17: Antioxidacni aktivita s vyuZzitim metody FRAP pro rtizn¢ namleté vzorky
rohovnikového prasku (extrakty po traveni in vitro)
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Rozdilna pismena znamenaji statisticky vyznamny rozdil (p <0,05). Primérné hodnoty + smérodatna odchylka,
N=6.
Obrazek 18: Redukéni vlastnosti pro rizné namleté vzorky rohovnikového prasku (extrakty po
traveni in vitro)
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Rozdilna pismena znamenaji statisticky vyznamny rozdil (p <0,05). Primérné hodnoty = smérodatna odchylka,

N=6.
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Na Obrazcich 19, 20 a 21 jsou znazornény vysledky meéteni obsahu flavonoidl pfi vyuziti
metody 1, metody 2 a obsah katechinti. Pfi méfeni obsahu flavonoidii (metodal) se naméfené
hodnoty statisticky vyznamné liSily. Nejvy$$i hodnotu mél vzorek mlety po dobu 30 s
0,023 mg/g sus. Pti vyuziti metody 2 pro stanoveni obsahu flavonoidi se vysledky pohybovaly
ve vyssich koncentracich nez v metod¢ 1. Naméiené hodnoty se pohybovaly v rozmezi od 0,19
do 0,28 mg/g sus. Pfi méfeni obsahu katechint analyza neprokazala zadny statisticky vyznamny
rozdil, ovSem vzorek mlety po dobu 240 smél nejvyssi hodnotu obsahu katechini

(0,71 mg/g sus.).

66



Obrazek 19: Celkovy obsah flavonoidii (metoda 1) pro rizné namleté vzorky rohovnikového

prasku (extrakty po traveni in vitro)
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Rozdilna pismena znamenaji statisticky vyznamny rozdil (p <0,05). Primérné hodnoty + smérodatna odchylka,
N=3.

Obrazek 20: Celkovy obsah flavonoida (metoda 2) pro riizné¢ namleté vzorky rohovnikového

prasku (extrakty po traveni in vitro)
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Rozdilna pismena znamenaji statisticky vyznamny rozdil (p <0,05). Primérné hodnoty + smérodatna odchylka,
N=6.

Obrazek 21: Obsah katechini pro rtizné€ namleté vzorky rohovnikového prasku (extrakty po traveni

in vitro)
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Rozdilna pismena znamenayji statisticky vyznamny rozdil (p <0,05). Praimérné hodnoty + smérodatna odchylka,
N=6.
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V Tabulce 9 jsou znazornény vysledky biologické dostupnosti (%), které byly vypocitany
z koncentrace danych latek stanovenych spektrofotometrickymi metodami, kdy byly pouzity
vysledky pfi pouziti metanolovych extraktli a extraktd po traveni in vitro. Vypocet biologické

dostupnosti je zobrazeny v Rovnici 10.

Rovnice 10: Vypocet biologické dostupnosti

C ,
biologicka dostupnost(%) = metanolové extrakty . 10

Cextrakty po traveni

Tabulka 9: Biologicka dostupnost

Prasek Biologick4 dostupnost (%)

mlety PO | Fenolické | Flavonoidy | Flavonoidy Katechiny BPPH Frap | Redukéni
dobu latky (metoda 1) | (metoda 2) vlastnosti

30s 107,9 14,2 123,1 180,3 110,3 122,8 51,0

60 s 94,3 11,6 83,9 141,6 102,1 100,0 45,2

90s 94,1 9,5 73,4 1425 1144 1149 50,1

120s 98,8 10,7 70,7 128,3 116 94,7 37,0

180s 87,7 4,9 49,6 116,4 93,0 89,0 38,9

240 s 86,6 49 25,5 93,2 87,1 87,5 36,7

cvwr

cvwr

po dobu 180 a 240 s, a to 4,9 %. Naopak katechiny maji nejvyssi biologickou dostupnost,
kdy prasek namlety po 30 sma biologickou dostupnost 180,3 %. Hodnoty biologické
dostupnosti témét vzdy klesaly s vyssi dobou mleti a to tak, Ze vzorek mlety po dobu 30 s mél
Vyssi biologickd dostupnost by mohla byt zplisobena zménami pH pfi travicim procesu
in vitro a deprotonaci hydroxylovych skupin, které jsou na aromatickych kruzich fenolovych
sloucenin. Dalsi divody pro vyssi biologickou dostupnost mohou byt strukturdlni zmény
fenolovych molekul nebo vznik novych sloucenin, které maji vyssi antioxidacni aktivitu [30].
Nizka biologicka dostupnost by mohla byt zplisobena degradaci a Spatné stabilit¢ slou¢enin
vlivem travicich enzymu a pH, kdy jak kyselé pH Zaludku, tak alkalické pH stievniho traktu

mohou stat za snizenim antioxidacni aktivity, tudiz biologické dostupnosti [59].

68



3.6 Korelacni analyza

Korela¢ni analyza prokazala silnou korelaci mezi hodnotou Dsg (stanoveni distribuce ¢astic
podle poctu, kdy 50 % castic je vétsi nez tato hodnota a 50 % Ccastic je mensi) a obsahem
flavonoidt s vyuzitim metody 1, kdy korelacni koeficient r ma hodnotu 0,85 (p=0,03) a
dokazuje téméf linearni zavislost mezi velikosti Castic a obsahem flavonoidu.

Pti vyuziti korelacni analyzy pro barevné koordinaty se projevila silna korelace pouze mezi
barevnou koordinatou b* a stanovenim obsahu flavonoidia s vyuzitim metody 2. Korela¢ni
koeficient r ma hodnotu 0,81, hladina pravdépodobnosti p je 0,05.

Tabulka 10 ptedstavuje vysledky korela¢ni analyzy mezi obsahy biologicky aktivnich latek
(obsah flavonoidii metoda 1,2 a obsah katechinil) a metodami zjisténi antioxidacni aktivity
(celkové fenolické latky, antioxidaéni aktivita s vyuzitim DPPH radikalu, antioxidaéni aktivita
s vyuzitim metody FRAP, redukéni vlastnosti). Analyza prokézala silnou korelaci mezi
obsahem katechinll a celkovymi fenolickymi latkami, antioxida¢ni aktivitou s vyuzitim DPPH
radikdlu a antioxida¢ni aktivitou s vyuzitim metody FRAP. Nejsilnéjsi korelace se vyskytla
mezi obsahem katechinii a celkovymi fenolickymi latkami, kdy korela¢ni koeficient mél
hodnotu 0,92, z toho vyplyva, ze je linearni zavislost mezi obsahem katechint a celkovymi
fenolickymi latkami. Silna korelace mezi vysledky se vyskytla také mezi obsahem flavonoidi
a antioxidac¢ni aktivitou s vyuzitim metody DPPH radikalu. Korela¢ni koeficient mél hodnotu
0,85 na statisticky vyznamné hladiné pravdépodobnosti 0,03. Siln¢ korelace se vyskytuji i mezi
celkovymi fenolickymi latkami a flavonoidy (metoda 1,2), antioxida¢ni aktivitou s vyuzitim
DPPH a flavonoidy (metoda 1) a mezi redukénimi vlastnostmi a obsahem katechind. Tyto

metody mayji silné korelace, ale nejsou statisticky vyznamné (p>0,05).
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Tabulka 10: Vysledky korela¢ni analyzy mezi skupinami latek (metanolové extrakty)

Metody zjiSténi Obsah biologicky aktivnich latek
antioxida¢ni
o Flavonoidy Flavonoidy .
aktivity Katechiny
(metoda 1) (metoda 2)
r=0,80 r=0,77 r=0,92
Fenolické latky
p =0,06 p=0,07 p=0,01
r=0,79 r=0,85 r=0,91
DPPH
p =0,06 p=0,03 p=0,01
r=0,50 r=0,75 r=0,83
FRAP
p=031 p=0,09 p =0,04
Redukéni r=0,47 r=0,61 r=0,79
vlastnosti p=0,34 p=0,20 p=0,06

r.....korelaéni koeficient,
p.....hladina pravdépodobnosti

Cervené znadeny jsou statisticky vyznamné hodnoty (p <0,05)

Tabulka 11 ptedstavuje vysledky korelaéni analyzy mezi velikosti ¢astic a biologickou
dostupnosti. Velikost ¢astic je vyjadfena medianem Dsg za vyuziti objemové distribuce ¢astic
a distribuce ¢astic podle poctu. Biologicka dostupnost je vyjadiena pro jednotlivé obsahy
latek a metody zjiSténi antioxidacni aktivity.

Korela¢ni analyza prokazala silnou korelaci mezi po¢tem ¢astic (Dso) a biologickou
dostupnosti stanovenou s pouZitim metody stanoveni antioxidac¢ni aktivity s vyuzitim DPPH
radikalu. Korela¢ni koeficient r s hodnotou -0,85 znaci zapornou korelaci na statisticky

vyznamné hladiné pravdépodobnosti p (0,03).
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Tabulka 11: Vysledky korela¢ni analyzy mezi velikosti ¢astic a biologickou dostupnosti latek

Biologicka dostupnost latek
Velikost . .
o Fenolické | Flavonoidy | Flavonoidy ) Redukéni
¢astic Katechiny DPPH FRAP ]
latky (metoda 1) | (metoda 2) vlastnosti
Objem r=0,49 r=0,17 r=0,37 r=0,38 r=0,31 r=0,27 r=0,07
Dso p=0,33 p=0,74 p =047 p=0,45 p =0,54 p=0,61 p=0,90
Pocet r=-0,54 r=-0,56 r=-0,35 r=-0,30 r=-0,85 r=-0,27 r=-0,06
Dso p=0,27 p=0,25 p=0,50 p=0,57 p=0,03 p=0,61 p=0,92
Objem Dsy.....velikosti ¢astic podle objemu, 50 % ¢astic je mensi nez tato hodnota, 50 % Castic je v&tsi nez tato
hodnota
Pocet Dsp...... velikosti ¢astic podle poctu, 50 % ¢astic je mensi nez tato hodnota, 50 % ¢astic je vétsi nez tato
hodnota

r.....korela¢ni koeficient,

p.....hladina pravdépodobnosti

Cervené znadeny jsou statisticky vyznamné hodnoty (p <0,05)
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ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, jak plsobi riznd doba mleti prasku rohovniku
obecného na jeho chemické a fyzikalni vlastnosti.

Plody rohovniku obecného byly mlety po dobu 30, 60, 90, 120, 180 a 240 s na vibra¢nim
mlynku. S praSkem samotnym byla provedena analyza distribuce ¢astic, barevnosti a sorpcnich
vlastnosti. Analyza distribuce ¢astic na elektronovém mikroskopu neprokézala vyrazné zmény
mezi rizné namletymi praSky. Analyza distribuce velikosti a objemu c¢astic nepotvrdila
zmenSeni Castic s delSi dobou mleti.

Analyza barevnosti prokazala drobné rozdily mezi rizné namletymi prasky, kdy barevné
koordinaty pro prasek namlety 60 s se nejvice lisily od ostatnich namletych prasku. Barevnost
byla zméfena i pro nenamleté suSené plody rohovniku. Mezi naméfenymi hodnotami byly
relativné velké rozdily z divodu vicebarevného plodu rohovniku.

Stanoveni sorpcnich vlastnosti obsahovalo analyzu aktivity vody a suSiny rzné namletych
praskti. Mezi naméfenymi hodnotami se vyskytovaly rozdily, ovSem nebyl nalezen
ptedpokladany pokles hodnot aktivity vody a nariist hodnot susiny pro zvySujici se dobu mleti.
Dale byly analyzovany rychlosti sorpce pii riznych parcidlnich tlacich a adsorpéni izotermy
ruzné namletych praskt. Analyza ukézala, Ze rychlost sorpce je ovlivnéna parcialnimi tlaky
vody, kdy pfi parcialnim tlaku vody 80 % je nejvyssi rychlost sorpce, soucasné i s nejvysSsimi
hodnotami koeficientl determinace. U analyzy adsorpénich izoterm rizn¢ namletych prasku se
neprokazaly téméf Zadné rozdily.

Infracervené spektrum prokazalo pritomnost alkylové skupiny, allylové skupiny, CO a OH
vazby. Tyto skupiny a vazby jsou dikazem ptitomnosti fenolovych sloucenin, jakou jsou
fenolové kyseliny, flavonoly a flavonoidy.

Antioxidac¢ni aktivita rizn¢ namletych praskl rohovniku byla analyzovana pro metanolové
extrakty a extrakty po procesu traveni in vitro. Metanolové extrakty prokazaly antioxidacni
aktivitu, kdy vzorek namlety po dobu 30 s prokazoval nejmensi hodnoty antioxidac¢ni aktivity,
vzorek namlety po dobu 240 s naopak projevoval nejvyssi hodnoty. Extrakty po travicim
procesu in vitro také prokazaly antioxida¢ni aktivitu. Analyza biologické dostupnosti latek
Prasek namlety po dobu 30 s vykazoval nejvyssi hodnoty biologické dostupnosti ze vSech
namletych vzorku.

Korela¢ni analyza prokazala silnou korelaci mezi medianem Dso (stanoveni podle poctu) a

obsahem flavonoidi (metoda 1), mezi barevnou koordinatou b* a obsahem flavonoidi
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(metoda 2) a také mezi nékterymi obsahy latek a metodami zjisténi antioxidacni aktivity.
Korela¢ni analyza mezi velikosti ¢astic a biologickou dostupnosti prokazala silnou korelaci se
statisticky vyznamnou hodnotou mezi medianem Dsg (stanoveni podle poc¢tu) a antioxidacni

aktivitou s vyuzitim DPPH radikalu.
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Ptiloha 1: Kalibra¢ni pfimka kyseliny gallové pro stanoveni celkového obsahu fenolickych latek
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Priloha 2: Kalibra¢ni ptimka kvercetinu pro stanoveni flavonoidl (metoda 1)
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Ptiloha 3: Kalibra¢ni piimka kvercetinu pro stanoveni flavonoida (metoda 2)
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Ptiloha 4: Kalibra¢ni ptimka katechinu pro stanoveni katechinii
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Priloha 5: Kalibra¢ni pfimka Troloxu pro stanoveni antioxidac¢ni aktivity s vyuzitim DPPH
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Ptiloha 6: Kalibra¢ni pfimka Troloxu pro stanoveni antioxidacni aktivity metodou FRAP
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Ptiloha 7: Stanoveni barevnosti susenych plodt rohovniku v rezimu bez slozky pfimého odrazu

(RSEX)

L* a* b* Cc* h°
20,94 3,41 5,97 6,88 60,32
25,12 3,44 5,66 6,63 58,74
24,85 3,49 3,45 491 447
29,60 3,97 4,62 6,09 49,34
26,84 413 6,62 7,80 58,06
22,82 3,73 5,46 6,61 55,62
22,93 3,85 5,64 6,83 55,65
22,95 3,04 4,37 5,32 55,19
21,72 4,50 6,01 7,51 53,17
24,67 3,13 4,19 5,23 53,26
39,87 7,38 21,46 22,69 71,01
39,07 5,85 17,98 18,91 71,97
45,61 6,35 19,80 20,79 72,22
52,48 9,71 24,85 26,68 68,65
49,73 10,31 23,56 25,71 66,36
27,43 5,55 16,57 17,47 71,49
37,72 5,94 21,49 22,29 74,54
36,69 5,18 15,65 16,49 71,68
30,97 9,13 12,99 15,88 54,89
39,36 4,85 16,97 17,64 74,05
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Ptiloha 8: Stanoveni barevnosti susenych plodu rohovniku v rezimu se slozkou pfimého odrazu

(RSIN)

L* a* b* Cc* h°
49,73 10,31 23,56 25,71 66,36
23,21 3,17 4,78 5,73 56,49
25,58 3,00 3,34 4,49 48,06
20,70 3,89 4,97 6,31 51,99
22,75 3,88 5,43 6,68 54,43
22,35 2,06 6,72 7,02 72,96
22,74 3,22 4,66 5,66 55,38
24,80 3,91 411 5,67 46,43
27,64 4,03 6,58 7,71 58,51
24,12 2,16 3,85 4,42 60,69
27,82 4,97 5,19 7,19 46,23
54,60 6,61 24,01 24,90 74,61
38,38 5,34 19,00 19,74 74,29
43,68 5,03 19,61 20,25 75,61
42,87 7,06 18,22 19,54 68,82
47,50 4,93 18,15 18,81 74,82
40,34 9,07 24,67 26,29 69,81
54,40 9,40 24,82 26,54 69,26
42,04 8,50 16,41 18,48 62,61
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Ptiloha 9: Stanoveni rychlosti sorpce pro vzorek mlety po dobu 180 s, méfeny pfi relativni vihkosti
vzduchu 80 %

t (min)

Piiloha 10: Koeficienty determinace z méteni rychlosti sorpce pii rozdilnych relativnich vlhkostech

vzduchu pro rizn€ namleté vzorky rohovnikového prasku

Prasek R? p¥i relativni vlhkosti vzduchu:
mlety po
tob P=20% | p=40% | p=60% | p=80%
30s 0,9692 0,9755 0,9808 0,9952
60 s 0,9738 0,9834 0,9824 0,9941
90s 0,9513 0,9791 0,9862 0,9947
120 s 0,9599 0,9780 0,9841 0,9950
180s 0,9502 0,9803 0,9776 0,9962
240's 0,9681 0,9787 0,9909 0,9980
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