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ANOTACE

Tato diplomova prace se zabyva chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi rizné pfipravenych
nalevll kdvovnikovych tfesni. V teoretické Casti jsou popsany kavovnikové tfesn¢ a jejich
biologicky aktivni latky. Dale jsou popsany dalsi vedlejsi produkty primyslu zpracovani kavy
a jejich ptipadné vyuziti. V zavéru teoretické €asti jsou uvedeny metody, které byly vyuzity
v praktické casti. Prakticka cast se zabyva ptipravou nalevli kdvovnikovych tiesni pii riznych

teplotach louhovani a jejich néslednou analyzou.

KLICOVA SLOVA

Kavovnikova tfesen, napoj cascara, antioxidaéni aktivita, HPLC, ICP-MS
TITLE

Cold-brew beverage prepared from coffee cherries

ANNOTATION

This thesis examines the chemical and physical properties of infusions of coffee cherries
prepared in various ways. In the theoretical part, coffee cherries and their biologically active
substances are described. There is also a section about other by-products of the coffee
processing industry and their potential use. At the end of the theoretical part, the methods that
were used in the practical part are presented. The practical part concentrates on the preparation
of infusions from coffee cherries at different leaching temperatures and their subsequent
analysis.

KEYWORDS

Coffee cherry, beverage cascara, antioxidant activity, HPLC, ICP-MS
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Uvod

Kéva je jednim z nejoblibenéjSich népoji na svété. Konzumuji ji 1idé napti¢ kontinenty,
ve vSech moznych podobach, s riznorodymi variantami pfipravy. Pii jejim zpracovani vsak
vznika spousta vedlejSich produktl, jako jsou kavové tieSné, stiibrna slupka, pergamen, kvéty,
listy a dalsi. Je potfeba se naucit zpracovavat tyto odpadni Casti a zkusit vymyslet zplisoby
vicendsobného pouziti. Kazdy vedlejsi produkt primyslu kavy se da vyuzit, at’ v primyslovém,
zemé&délském nebo potravinaiském odvétvi. Kavova sedlina, zbytek uprazené kavy, rozemlety
na malé Castecky, se po extrakci da vyuzit jako hnojivo, kavové tfesné mizeme pouzit

na ptipravu napoje zvaného cascara nebo je miizeme pouzit na vyrobu extraktti do jogurtu.

V dnes$ni dobé se stala trendem piiprava kavy za studena. Pomletd kdva se maceruje ve studené
vodé 8-24 hodin. Podobné se pfipravuje vyluh z kavovych tiesni, ktery se nazyva cascara.
Cilem této prace bylo pfipravit napoj cascara pomoci studené vody o teploté 5, 10, 15 a 20 °C.
Vlastnosti nalevii Z kavovych tfeSni byly porovnany S nadlevem pfipravenym pomoci horké
vody. Pfedmétem mého zkoumani byla barevnost, kyselost, antioxidac¢ni aktivita, obsah
fenolickych latek, flavonoidd a antokyani, kvantifikace kofeinu a chlorgenovych kyselin
pomoci HPLC — DAD a prvkova analyza metodou ICP/MS.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Kavovnik

Kavovniky rostou v oblasti kolem rovniku. Dortstaji do vysky 5 az 15 metr. Botanicky jsou
kavovniky zafazeny do fadu Rubiales, ¢eledi Rubiaceae (moienovité) a kmene Coffeeae.
Spousta druht roste divoce nebo plantaznim zplisobem. Kéva ma celosvétové vice nez 100

druhti, nejvice péstované druhy jsou Coffea arabica a Coffea canephora.

Rod Coffea arabica je samosprasnou rostlinou, jejiz zrnicka jsou podlouhla a zka. Doba zrani
kavovniku je 9 azZ 11 mésicii. Dafi se jim v teplotdch 15-24 °C, v nadmotskych vyskach 900
m. n. m. a vySe. Rostliny jsou ¢asto napadany kavovym broukem (Hypothenemus hampei) a
listy ni¢i kavovnikova rez (Hemileia vastatrix). Kava z tohoto druhu je ovocna a disponuje

zajimavymi chutovymi tony.

Rod Coffea canephora je odolngjsi vici skiidcim. Tento rod neni samosprasny. Ma okrouhlejsi
a $irsi zrnicka. Rostliny dozravaji za 6 az 9 mésicli, vyhovuje jim niz§i nadmotska vyska a snasi

vys$i teploty. Tento rod je péstovan spise na ziskani vétsiho mnozstvi kavy [1-3].

Kévové plantaze mohou byt produktivni az 30 let. K prvnimu rozkvétu a produkci plodi
dochdzi zhruba tfi roky po vykliceni. Ovoce roste vyrazné¢ 0-2 mésice po odkvétu. Vyvoj
perispermu nastava 2,5-3 mésice po odkvétu, zatimco endosperm pokracuje v postupném ristu

asi pét mésicti po odkvétu [4].

Kvét kdvovniku dortstd do hvézdicovitého tvaru s bilou barvou. Kazdy rok vyprodukuje
dospély kavovnik 30 000—40 000 kvétt. Opylovaci kvétt, ktefi produkuji sekret podobny klihu,
chrani rostlinu pfed dehydrataci a parazitujicim hmyzem. Kvéty rostou v trsech, kvetou pouze
nékolik dni a kolem sebe §ifi pfijemnou, intenzivni a pronikavou vini. Z ususenych kvétu lze
uvafit i ¢aj. Kromé vysokych hodnot celkového obsahu fenolti, obsahuji susené kvéty i kofein

a trigonelin.

Listy kavovniku jsou lesklé a voskované, zbarvené do zelena. Pti stdrnuti se barva listih méni
na tmaveé zelenou nebo hnédou. Listy nékterych odriid mohou byt az 50 cm dlouhé. Listy
kavovniku se pouzivaji na ptipravu ¢aje v ruznych statech svéta, naptiklad v Keni a Ethiopii.
Kévoveé listy prochazi riznymi zptisoby zpracovani, nez jsou vhodné pro ptipravu €aje. Dochéazi
k jejich napatovani, valcovani a suSeni. Listy obsahuji sacharidy, bilkoviny, aminokyseliny,

organické kyseliny a také velké spektrum dalSich latek jako jsou flavonoidy, alkaloidy, terpeny,
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tiisloviny, fenolové kyseliny, fytosteroly a karotenoidy. Obsah kofeinu v listech se spolu se

stafim kavovniku zna¢né méni.

Plody kavovniku se nazyvaji bobule, opticky jsou podobné nasim tfe$nim. Ze zelené barvy
dozréavaji do odstint Cervené, fialové i zluté. V kazdé bobuli se vétSinou nachazi dvé kdvova

zrma [1, 3, 4].

Kévovy pergamen je lignocelul6zovy material, ktery byl navrzen jako antifungélni aditivum
S potencidlnim vyuzitim pro konzervaci potravin. Extrakty pergamenu byly také navrzeny jako
bioslozky s antioxidacni aktivitou. Nedavna literatura ukazuje potencial tohoto vedlejsiho
produktu jako slibné nizkokalorick¢ funkéni slozky pro obohaceni dietni vldkniny
V potravinach pro regulaci krevni glukézy a snizeni koncentrace sérovych lipidi.
Pti posuzovani potravinové bezpecnosti pergamenu byl detekovan mykotoxin ochratoxin A
v mnozstvi 2,7 pg/kg. Byla zkoumdna akutni toxicita surového pergamenu u potkant
s jednorazovou davkou 2000 mg/kg télesné hmotnosti a nebyly pozorovany zadné zjevné

znamky toxicity, abnormalniho chovani nebo umrtnosti [3].

v W

1.2 Kavové tresné

Kava se stala vysoce obchodovanou globalni komoditou a vynika jako jeden z celosvétove
nejrozsirenéjSich napojl, ktery predstavuje dllezity pilif ekonomiky v mnoha rozvojovych
zemich. Produkce kavy v roce 2018/2019 dosahla pfiblizn€¢ 10 milionli tun. Je tieba
poznamenat, ze tuto spotfebu predstavuji pouze kavova zrna, ktera tvoii pouhych 20 %
z celkové hmotnosti kavovych bobuli. Zbyvajicich 80 % odpovidad vedlejSim produktim

vznikajicim pfi zpracovani kavy.

Mezi vedlejsi produkty fadime kavoveé slupky, duzinu, sliz, pergamen a stfibrnou vrstvu.
Pfi zpracovani kavovych tfeSni se nejprve odstrani slupka a duZina, jejichZ sloZeni a vlastnosti
siln€¢ zavisi na metodach poskliziiového zpracovani. Kévova tfeSent obsahuje slupku, duzinu,
sliz, pergamen a mozna i Cast stiibrné vrstvy, coz predstavuje témeét 45 % celkové hmoty
kavovych tfeSni. Obecné jsou slupky a duZina kavy povazovany za latky znecistujici zivotni
prostiedi a jejich akumulace povede k vaZznym problémim s Zivotnim prostiedim, pokud se
S nimi nebude spravné zachéazet, zejména s ohledem na sladkovodni ekosystémy. Vedlejsi
produkty z kavového pramyslu se v poslednich letech dostaly do pfedmétu zkoumani mnoha
odbornikti. Vedlejsi produkty ziskaly velké uplatnéni v biotechnologickych a zemédélskych

aplikacich, vCetné vyroby kompostu a biopaliv. Také byly ovéfeny jako potravinové slozky,
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obsahujici vysoce hodnotné latky (bilkoviny, vldkninu, polysacharidy, kofein a mnoho dalsich)

[3, 5-7].
1.2.1 Stavba plodu

Plody kavové tfesné se skladaji z centra, seminka, stfibrné vrstvy, pergamenu, obalu seminka a
exokarpu. Vné&jsi slupka neboli exokarp oznaCuje vnéjsi vrstvu kavové tfe$né. Duzina
kavovnikovych tfe$ni se oznacuje jako sliz, v nezralém plodu tvoii tato vrstva tuhou ¢ast. Obal
seminka je znam i pod ndzvem oplodi. Pod oplodim se nachazi stiibrné vrstva neboli stiibrna

slupka. VSechny vrstvy jsou ndzorn¢ ukdzany na obrazku €. 1.

Plod kavy

. Centrum - fez @ @
. Seminko @ <

. Stfibrnd vrstva

. Pergamen (tenka koZovita vrstva)
. Obal seminka @

. Duzina @,
. Exocarp (venkovni vrstva) @_

N OO B W N e

Obrézek &. 1. Stavba plodu kavové tiesné!

Obsah sloucenin chlorofylu, karotenoidii a antokyant se snizuje béhem zrani plodu. TteSné
pokryvaji jednu tfetinu denniho dychani kavovnikt a pfispivaji pfiblizné 12 % k jejich
celkovému pozadavku na produkci uhliku. Tento krok je potiebny ve fazi dozravani zrn,
kdy se zvySuje obsah cukru v tfeSnich. Stanoveni suSiny u plodt v riznych stadiich zrani

ukdazalo, Ze prezralé plody mély nejvyssi hodnotu stupiit Brix.

B¢hem zrani se v tfeSni nejvice vyskytuji tyto latky: fruktoza, glukéza a kyselina chinova.
Dochazi 1 ke zméné barvy ze zelené na zlutou. Tuto zménu zplsobuje nartst karotenoidi.
V né¢kterych piipadech jsou za barvu odpovédné i flavonoidy. Preména barvy tfesné ze zluté
na ¢ervenou zpusobi nahromadéni antokyant. U nékterych odrid ziistdva zbarveni Zluté,

u jinych druhti miize byt barva zralé tfeSn¢ Cerna nebo Cerno-zluta.

V pozdégjsich fazich vyvoje tfesné dochazi k mnoha procestim, napiiklad k nartistu koncentrace

sachardzy, k degradaci chlorofylu, k syntéze karotenoidu, a také se zvySuji t€kavé slouceniny

1 Zdroj: Coffee Bean Structure. In: Wikipedia: the free encyclopedia [online]. San Francisco (CA): Wikimedia Foundation,
2007 [cit. 2020-12-09]. Dostupné z:https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Coffee_Bean_Structure.svg?uselang=cs
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(estery, aldehydy, ketony a alkoholy). B€hem zrani dochazi i ke zméné koncentraci kyseliny

jable¢né, citronové, stavelové a chinové [16-18].

Zrna, ktera se vyviji uvnitf tfe$né, jsou dale pouzivana pro vyrobu prazené kavy, kavovych
napoji, rozpustné kavy a mnoha dalSich potravin. Kofein se stal nejrozsifenéjsi chemickou
latkou v kaveé. Vytvati silné aroma, diky kterému je kava jednim z nejoblibenéjSich népoji
na svété. Odpovida i za hotkou chut’. Vysoky obsah kofeinu se nachazi i v kavovych tfesnich

[3, 4].

Kévové tiesné lze vyuzit v riznych oblastech, naptiklad v dermatologii. Slupky a duzina kavy
jako pfirodni zdroj téchto sloucenin maji v kosmetickém priamyslu potencial chranit pokozku
pred starnutim a pied poskozenim zplisobenym UV zafenim. Odpad z kavy potiebuje vhodné
zachézeni, protoze jeho obsah muze znecistovat ptirodu. Tento problém lze vyftesit recyklaci
vedlejSich produktl z kévy. Tyto produkty se mohou stit kosmetikou, ktera ma vysokou
hodnotu, je u¢innd (piekondva kozni problémy), levnd a snadno zpracovatelnd. Mizeme
ptedpokladat, ze kdvova duZina a slupky mohou byt v budoucnu jednim z alternativnich 1€ka

k pfekonani koznich problémi [2, 19].
1.2.2 Zpracovani tireSni

Suché neboli naturalni zpracovani se fadi mezi tradi¢ni metody, které jsou nejjednodussi a
Setrné K Zivotnimu prostiedi. Tfe$né se rovnomérné rozprostiou na africkych postelich a susi se
2—4 tydny na slunci, dokud jejich vlhkost neklesne pod 12 %. Poté se tfe$né€ mechanicky zbavi
slupek a z kavovych zrn se odstrani ostatni vrstvy (duzina, pergamen, ¢ast stiibrné slupky).

Kévove slupky ziskané suchym zpracovanim obsahuji témeét 45 % kévové tresné.

Mokré zpracovani je drahé z hlediska narokti na zafizeni a na cenu vody. Zrna jsou kvalitng;si,
jelikoz slozky zrn jsou lépe zachovéany a pocet vadnych semen je mensi. Nejprve se pomoci
rozvlaknovace odstrani slupka a duzina pokryvajici kavova zrna. Ze 100 kg zralych tieSni
odpovida 39 kg slupce a duzing. Sliz se eliminuje fermentaci 24—72 hodin, ze 100 kg zralych
tieSni vznikne 22 kg slizu. Poté se zrnicka pokryta pergamenem umyji, scedi a ususi, dokud
vlhkost nedosahne 10 %. Nakonec se pergamen odstrani pomoci loupaciho stroje. Zelena zrna
jsou exportovana do riznych zemi svéta a nasledujicim krokem je jejich prazeni. Pfi praZeni

se odloupne stiibrna vrstva. Nakonec se uprazena zrna melou a zpracovavaji na kavu [3, 6, 7].
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1.2.3 Bezpecnost kavovych tireSni

Kévova tfesen byla schvalena Evropskym ufadem pro bezpecnost potravin (EFS) 29. 4. 2021
jako bezpec¢na potravina. Koncentrace kontaminanti (naptiklad tézkych kovu, rezidui
pesticidl, organickych kontaminantll) zavisi pfedev§im na vyrobnim procesu. Konzumace
napoji vyrobenych pomoci kavovnikovych tiesni piispiva K celkovému dietnimu piijmu
kofeinu u bézné populace. Konzumace népoju, které obsahuji kofein a piesahuji 200 mg/l,
se nedoporucuje détem a téhotnym i kojicim Zenam. Koncentrace tézkych kova (olovo,
kadmium, rtut, arsen) je niz§i nez maximalni Groven stanovena pro jiné potraviny nebo doplitky
stravy. Koncentrace aflatoxinu B1, B2, G1, G2 a ochratoxinu A byla niz§i nez pro ostatni

potraviny [21].

Omezeni pouzivani kavovych vedlejSich produktti souvisi s jejich obsahem kofeinu. Kévové
vedlejsi produkty maji rizné koncentrace kofeinu. Piesto se v zelenych a prazenych kavovych
zrnech nachdzi nejvyssi obsah této bilé a krystalické latky. Ackoli by v této oblasti méely byt
provedeny dalsi studie, dosud publikované vysledky naznacuji, Ze obsah kofeinu nemusi byt
povazovan za bezpecnostni problém pii pouziti vedlejSich kavovych produktd jako slozek
potravin. Obsah kofeinu v potravinach formulovanych s kdvovymi vedlejsimi produkty by m¢l
byt pod bezpecnostni urovni Evropského ufadu pro bezpecnost potravin (EFSA) pro denni
spotiebu kofeinu 400 mg pro béznou populaci a 200 mg pro kojici Zeny. U déti a dospivajicich

nejsou dostupné informace dostate¢né pro odvozeni bezpecné Grovné piijmu kofeinu.

Byla potvrzena neptitomnost pesticidii a mykotoxind (aflatoxin B1 a enniantin B). Hodnoty
ochratoxinu A (OTA) uvadéné ve vSech vedlejSich produktech byly pod limitem stanovenym
Evropskou komisi (5 pg/kg). OTA je mykotoxin produkovany Aspergillus ochraceus a
Penicillium verrucosum, ktery ma tendenci se bioakumulovat v potravnim fetézci. Tento
mykotoxin mlZe vyvolat renalni toxicitu, nefropatii a imunosupresi. Kéva je povaZovana
za sekundarni zdroj OTA v lidské stravé. OTA je v kavé pritomen jiz pfed skladovanim, protoze
mize dojit ke kontaminaci vlivem klimatickych podminek, pti padu kavovych plodi na padu,
béhem piepravy a tak déle. Proto jsou kritickymi kroky vedoucimi k akumulaci tohoto
mykotoxinu sklizeii a poskliziiovd manipulace s kdvovymi tfeSnémi. I kdyz je kdvovy napoj
pfipraven z vysoce kontaminovanych zelenych zrn, proces transformace kavy je schopen snizit

mnozstvi OTA, které predstavuje riziko pro lidské zdravi.

Typ pripravy napoje vsak ovliviiuje obsah ochratoxinu A, ktery je nékdy vyssi, nez se ocekava

u prazené kavy. Extrakce prazené kavy obsahujici OTA horkou vodou po dlouhou dobu (napf.
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filtrovana kava) vykazovala vyS$si obsah OTA ve srovnani s extrakci studenou vodou nebo

s espressem. Piestoze prazeni mlze snizit obsah OTA, stéale existuje toxikologicky problém.

Vliv prazeni kavy na obsah OTA je kontroverzni téma. Proto by m¢ly byt v celém fetézci
zpracovani kavovych zrn zavedeny ptisné kontroly kvality, aby se snizila OTA a zajistila

bezpecnost zelenych kavovych zrn a kavovych vedlejsich produktt [3, 6, 22-24].
1.2.4 SloZeni kavovych tfeSni

Obsah bilkovin v kdvovych tfeSnich je v rozmezi od 8 do 11 % na bazi suSiny, s relativné
vysokym obsahem aminokyselin, jako je kyselina glutamova (7,7 % z celkového obsahu
bilkovin) a kyselina asparagova (7,1 %). Kyselina glutamova zodpovida za transport glutaminu
a dalSich aminokyselin krvi a jeji pfitomnost snizuje potfebu konzumace cukru a alkoholickych
napoju. Kyselina asparagova se podili na metabolismu DNA a RNA, ale také na ochrané jater
a posileni imunitniho systému. Vedlejsi produkty kavového primyslu jsou tedy zdrojem

aminokyselin, které 1ze hodnotit jako dietni fytochemikalie uzite¢né pro ¢lovéka [7-9].

Kavovnikova slupka obsahuje t€kavy olej, ktery se skladd nejméné z 55 tékavych molekul.
Hlavni chemické slozeni tohoto oleje je butylhydroxy aldehyd, kyselina
1,2-benzendikarboxylova a dalsi. Soucasti oleje jsou uhlovodikové a kyslikaté slozky, pti¢emz
dominuji slozky aromatické. Teékavé slozky vykazovaly antibakteridlni, antifungalni a

antioxida¢ni potencial, které jsou uzite¢né pii 1é¢be infekénich onemocnéni [7, 10].

Hlavnimi slozkami cerstvych kavovych slupek jsou kofein, taniny a chlorgenové kyseliny.
Jejich pfitomnost brani rozmanitému pouziti Cerstvych kavovych slupek kvuli jejich
ekotoxikologickym obavam. Cerstva kdvova slupka se nehodi jako potrava pro zvifata, jelikoz
ma antinutri¢ni vlastnosti a obsahuje piebytek fenolovych kyselin. Kyselina chlorgenova ma
fytotoxické ucinky schopné snizovat kli¢ivost semen a rast rostlin, a proto nemiize byt
distribuovana v pud¢ jako ptidni hnojivo. Kromé toho kofein a taniny negativné ovliviiuji vodni
organismy, jako jsou fasy, jezovky a ryby, u kterych se vyvijeji morfologické a behavioralni

abnormality [11, 12].

Ze skupiny alkaloidli se v kavové slupce vyskytuje kofein, theobromin a theofylin. Obecné ma
kofein pozitivni u¢inky na ¢lovéka. Jeho struktura se podobd adenosinu a mliZze plnit funkci
adenosinového receptoru, ktery napomahd k uvolnéni a spanku. Kofein mize také pomahat

Vv boji s obezitou a cukrovkou, stejné jako se symptomy Parkinsonovy a Alzheimerovy choroby.
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Mezi negativni U¢inky kofeinu patii dopad na Zivotni prostfedi, zvifata, rostliny, rist hub a

bakterii. Pro savce a vodni organismy je toxicky [7, 13-15].

Kavova duzina obsahuje nckteré Ziviny, jako naptiklad 35-50 % sacharidd (celuldza,), 5,2—
10 % bilkovin, 20-30,8 % vlakniny, 3—10,7 % mineralnich latek, 84,2 % vody, 4,1 % cukru,
2,5 % tuku, 1,3 % kofeinu, mastné kyseliny (kyselina erukova, kyselina linolova, kyselina
olejova, kyselina palmitova), kyselinu $tavelovou, tiisloviny a fenolové slouceniny (kyselina

chlorgenova, flavonoly, anthokyanidiny, katechin, rutin, taniny a kyselina ferulova).

ZvySena spoticba kavy vede k nardstu mnozstvi odpadu, ktery je tiecba likvidovat, coz
zpusobuje problémy s zivotnim prostiedim kvili obsahu kofeinu, polyfenoli a taninti. Tanin je
sekundarni metabolit, ktery se vyskytuje v nékterych rostlinach. Taniny jsou schopny se vazat
na proteiny. Zpusobuje to jejich odolnost vii¢i degradaci enzymem proteazou. Hladiny taninu
ovliviiji barvu ¢aje. Cim tmavsi je barva napoje cascara, tim nizsi je obsah taninu. Oviem
extrahovany kofein a tanin z kdvového odpadu by mohly byt pouzity jako bioaktivni slouc¢eniny
pro energetické napoje a energetické ty¢inky, zatimco polyfenoly by se mohly byt vyuzit jako
zdroj antioxidantli. Kavova duzina se d& vyuzit pro pfipravu cennych bioprodukti (mouka,

aromatické slouceniny, napoj cascara) [21, 25, 26].

Podle studie Nemzer a kol. byly celé kavové tfesné suSeny a rozemlety na prasek. Nasledné
byly extrahovany smési methanolu a vody, odstiedény, nafedény a analyzovany. Nejhojnéjsi
skupinou sloucenin byla kyselina 3-kafeoylchinova, 4-kafeoylchinova a 5-kafeoylchinova.
Dale se zde nachazi kofein, kyselina pantotenové, trigonelin, cholin, xantin a sacharéza.
Z organickych kyselin byly v kdvové tfesni identifikovany tyto kyseliny: kyselina jable¢na,
citrobnova a chinova. V tfeSnich se dale nachazi i fenolové kyseliny, vzniklé esterifikaci kyseliny
chinové s témito latkami: s kyselinou vanilovou, kumarovou, ferulovou, protokatechovou a
s jejich derivaty. Byly identifikovany 1 derivaty kyseliny kdvové a samotnd kyselina kavova.
Dale byly v tfesnich identifikovany derivaty kyseliny benzoové: kyselina protokatechuova a
protokatechualdehyd. Pomoci hmotnostni detekce byly detekovany i flavonoidy, které

pfedstavuji nejvice bioaktivni fytohemikalie se silnymi antioxidaénimi vlastnostmi. V této

studii byl identifikovan rutin, kvercetin, kaempferol a dalsi [27, 28].
1.2.5 Vyluh tfe$ni (napoj cascara)

Bylo provedeno mnoho studii zaméfenych na zkoumani podminek vafeni Caje, ale existuje
omezeny pocet studii zabyvajici se vlastnostmi vyluhu z tfe$ni. Pii pfipravé pomoci vysoké

teploty vody mél extrakt vySsi obsah kofeinu. Né¢kolik studii prokazalo, ze ptiprava pomoci
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studené vody muize naopak obsah kofeinu zmensit, coz vede ke snizeni hotkosti a zvyraznéni
ovocného aroma s vysokou antioxidacni kapacitou. Avsak bioaktivni slouceniny a senzorické
vlastnosti napoje cascara jsou vysoce ovlivnény zpusobem piipravy, zejména teplotou

extrak¢éniho €inidla a ¢asem louhovani [29-31].

Népoj cascara se oznacuje jako zdroj zdravi prospésnych bioaktivnich slou¢enin. Extrakt byl
popsan jako sladky, kvétinovy napoj, ktery se podoba ¢aji a pfipomina susené ovoce [32].
Jednou ze skupin latek, pro které je tento napoj tak cenény, jsou antioxida¢ni latky. Dale se
kavové tfesné mohou pridavat do jogurtli nebo mohou slouzit jako surovina pro vyrobu medu

¢i bezlepkovych chlebu [5, 25].
1.2.6 Chemické sloZeni napoje cascara

Ve vyluhu suSenych kavovych tfesni bylo identifikovano az 219 slou€enin, mezi které patii
izomery chlorgenovych kyselin, flavonoidy, alkaloidy, alkoholy, estery, aldehydy, ketony,
pyraziny,  furany, eikosanoyl-5-hydroxytryptamid,  atraktyligenin a  derivaty
karboxyatraktyligeninu. Ve slupce bylo identifikovano velké mnozstvi pektickych
polysacharidt i neutralnich cukrd, jako jsou rhamnoza, arabindza a galaktoza. Kofein,
trigonelin a kyseliny chlorgenové jsou nékteré z hlavnich sloucenin ptitomnych v zelenych
kavovych zrnech. Kofein zvySuje bdé€lost prostfednictvim stimulace centradlniho nervového
systému, krevniho obéhu a dychani. Kofein ma vSak nékteré Skodlivé ucinky na lidské zdravi,
napiiklad nespavost a mirnd zavislost na kofeinu, coz vede k vyvoji vyrobkid z kavy
bez kofeinu. Podle US Food and Drug Administration je kofein obecné bezpe¢ny v mirném

mnozstvi (<400 mg denng) [5, 6, 25, 33, 34].

Po analyze té¢kavych latek bylo identifikovano asi 18 vonnych latek. Nejvice zastoupenymi
vonnymi latkami byly f-damascenon (medovy, sladky) a sotolon (karamelovy, javorovy). Bylo
identifikovano 11 z 18 pachovych latek, konkrétn¢ trans-2-nonenal, kyselina
3-methylbutanova, pB-damascenon, guajakol, 2-fenylethylalkohol, [-ionon, furaneol,
3-methylfenol, sotolon, kyselina 2-fenyloctova a vanilin. Tyto latky jsou také odpovédné
za aroma cerného caje. Nékteré vonné latky podobného aroma byly identifikovany v jinych

plodech, naptiklad B-ionon a 2-fenylethylalkohol miizeme nalézt v hlohu.

Byly studovany i né¢které hlavni net€kavé slou€eniny kvili jejich piispévku k chuti a funk¢nosti
napoje. Bylo zjisténo, Ze napoj cascara obsahuje vysoky podil mandzy a fruktézy. Galaktéza

byla také nalezena v relativné vysokych koncentracich. Byly objeveny nizké koncentrace
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glukézy ve srovnani s ostatnimi cukry. Divodem mohou byt drobné fermentace béhem suSeni

vlhké buni¢iny. Mechanismus kolisani obsahu cukru by vSak vyzadoval dal$i zkoumani [25].

Kromé jejich potencialu jako zdroj antioxidantd si extrakty obohacené kyselinou chlorgenovou
ziskaly zna¢nou pozornost kvuli svym zdravotnim pfinosim, vcetné jejich spojeni
s antidiabetickymi vlastnostmi a hepatoprotektivnimi, hypoglykemickymi a antivirovymi
aktivitami. Extrakt z kavovych slupek bohaty na polyfenoly vyznamné zlepsil postprandialni
hyperglykémii zvySenim uvoliiovani glukagonu podobného peptidu a snizenim oxidacniho
stresu spojeného s antidiabetickymi t¢inky. Kvili vysokému mnozstvi kyseliny chlorgenové a
kofeinu mohou mit pfirodni extrakty z kavovych tfeSni potencialni roli jako alternativa

k molekulam syntetickych antidiabetickych a anti-Alzheimerovych 1éka.

Dalsi slouceniny, které v kavové tfesni muzeme najit, jsou: trigonelin a theobromin, jez
se bé&zné vyskytuji i v kavovych zrnech; fenolové kyseliny (kys. gallova, protokatechuova a
kyselina 3-kafeoylchinova), kyselina kavova, kyselina chinova, melanoidy a mnoho dalsich [5,
6, 25, 33, 34]. V napoji cascara se nachazi i tyto mineraly: hoi¢ik, draslik, sodik, vapnik
I zelezo. Z anionti byly zastoupeny chloridy, fosforecnany, dusi¢nany i sirany. Z vitamint

najdeme v extraktu z kavovych slupek piedevs§im vitamin C (kyselina askorbova) [35].

N4époj cascara je obohacen o antokyany, které obsahuji silné inhibitory enzymu a-glukosidazy
a a-amyldzy. ProtoZze tyto enzymy hraji diilezitou roli v fizeni metabolismu glukézy, bylo
navrzeno pouziti antokyanovych extraktll z ndpoje cascara jako antidiabetika ke zlepSeni
postprandidlniho metabolismu glukézy v krvi. Tyto antidiabetické vlastnosti byly také
studovany u novych bezlepkovych chlebli a jogurtii obsahujicich extrakt z kdvovych tiesni,
které po in vitro trdveni vykazovaly inhibici proti a-glukosidaze. Antioxidacni vlastnosti tohoto
extraktu pti 1 mg/ml byly také potvrzeny v lidskych jaternich bunikach. Tento extrakt mize byt

potencidlnim prosttedkem pro prevenci bunééného poSkozeni vyvolaného oxida¢nim stresem

[6].
1.2.7 DalSi vyuziti kivovych tieSni

Kévové tfes$né se v soucasnosti v zemich produkujicich kdvu pouzivaji ke kompostovani. Dalsi
aplikace navrzené pro tento vedlejsi produkt jsou vyroba biopaliva, enzymii, dievotiiskovych
desek a krmiva pro zvifata. V potravinarském primyslu riizné studie navrhuji napoj cascara

pro jeho pouziti jako zdroj antokyanti a dietni vlakniny. Mimo jiné Velez a Lopez si
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v roce 20152 patentovali metodu ziskani medu nebo prasku z kavovych tfesni. Tento prasek
se hodi pro pouziti v produktech pro lidskou nebo zviteci spotfebu, v 1é¢ivech a v kosmetice
nebo jako surovina pro vyrobu palivového lihu. Na druhou stranu, extrakt ze suchych kavovych
tieSni (rozemleté a ususené pii 50 °C) [36] byl navrzen pro jeho pouziti pti pripravé slanych
suSenek s vysokym obsahem vldkniny. Tyto suSenky byly obohaceny o fenolické slouceniny,
které mely antioxidacni kapacitu. Népoj cascara ma velky potencial jako zdroj pfirodnich
barviv. Napiiklad extrakt z kavovych tfesni byl pouzit pfi vyvoji bezlepkovych chlebt, aby
poskytl typicky vzhled celozrnného chleba a aby zvysil nutri¢ni a senzorickou kvalitu. P¥idavek
izolované dietni vlakniny z kavovych tiesni (3,0 % a 4,5 %) umoznil zvySeni vytéznosti tésta,
vEtsi pevnost strouhanky a vyssi elasticitu strouhanky. Diky tomu mél vysledny bezlepkovy
chléb zlepsené nutri¢ni vlastnosti (“zdroj bilkovin a vysoky obsah vlakniny”), fyzikalné-
chemické vlastnosti a dobry senzoricky profil. Napoj cascara byl také navrzen pro pouziti
ve zdravych a udrzitelnych jogurtech. Extrakt ma vlastnost inhibovat a-glukosidazu, coz mize
ovlivnit regulaci metabolismu sacharidi a zvysit signaly sytosti stiev. Byl vyvinut ,,instantni
napoj cascara‘, zalozeny na praSkovém vodném extraktu. Extrakéni odpad, nerozpustna frakce
ziskana po vodné extrakci napoje cascara, muize byt také znovu vyuzita v sektoru
potravinatského pramyslu. Tato nerozpustnd frakce vznikd také pii vyrobé komercné
dostupnych ,,népoji cascara“. Dale je mozné kadvovou duzinu zpracovat jako dzem, §tavu,
koncentrat a Zelé. V soucasné dobé nejsou v literatufe Zadné konkrétni tidaje o toxicité

tresiiovych duzin [3,6].

Kavové slupky mohou mit i primyslové vyuziti. Mohou slouzit jako pevné palivo, ale tato
metoda produkuje obrovské mnoZstvi popela, jenZ ma vedlejsi G€inky na Zivotni prostfedi.
Popel ziskany spalovanim kavovych slupek (které se shromazd'uji z popelovych skladek) je
bohaty na alkalické kovy a kovy alkalickych zemin. Tento popel by mohl nahradit vzacné a
drahé zivce, tradi¢né pouzivané jako tavidlo v keramickych pfipravcich na bazi jilu. Vysledky
ukazuji, ze ptidani 25-40 % popela do bézné keramické smési na bazi jilu mélo nejlepsi

vysledek v kvalit¢ keramiky [37].

Bylo zkoumano i ¢aste¢né nahrazeni dieva pii vyrobé¢ dievottiskovych desek pomoci kavovych

slupek. Deska, vyrobena z kavovych slupek i ze dieva, ma vyborné ohybové vlastnosti a vyssi

2\/elez, A. R., Lopez, J. C. J.; Process for obtaining honey and/or flour of coffee from the pulp or
husk and the mucilage of the coffee bean; U.S. Patent Publication No. 20150017270; 2015 Jan. Dostupné z:
https://patents.google.com/patent/US9635877B2/en

24


https://patents.google.com/patent/US9635877B2/en

hodnoty teplené vodivosti nez deska z dfevotiisky. Tyto desky by mohly nahradit bézné

pouzivané panely, protoze jsou levnéjsi, maji niz$i hmotnost a jsou biologicky rozlozitelné [38].

Kavova slupka ma dobry potencial pro vyrobu bioethanolu. Dostupnost celuldzy, hemicelulozy
a ligninu v kdvovych slupkach je podobna jako u jinych zemédélskych zbytkt, jako je bagasa
z cukrové titiny, jecnd a pSenicna slama, ryzové slupky a dalsi. Kévové slupky jsou generovany
ve velkém mnozstvi, maji toxickou povahu a vysoké procento fermentovaného cukru a

sacharidt. Z tohoto divodu se hodi pro vyrobu bioalkoholu [39, 40].

Diky produktim fermentace, kterd probiha v kavovych slupkach, je mozné ziskat organické
kyseliny, enzymy, bioaktivni slouceniny (nékteré fenolické latky a molekuly antibiotik),
vlakninu a antokyanidy. Vyuziti kavovych slupek v zeméd¢lstvi mize byt mnoho, ale vysoky
obsah fenolovych kyselin a mutagenni uc¢inek kofeinu naznacuji, ze recyklaci kdvovych slupek
v zemédélstvi by mély predchédzet detoxikacni procesy schopné snizit koncentraci toxickych
slozek. Kévové slupky jsou vhodnym substritem pro péstovani hub pro svou dostupnost a

nizkou cenu [41-45].

Kavové tfesné mohou slouzit jako pidni dopln€k, hnojivo a zdroj dievéného uhli, vyrobené¢ho
pyrolyzou organickych materialti. Kvalita tohoto dfevéného uhli zavisi na povaze surovin a
na teploté. Kyselé piidy, které se hojné vyskytuji v tropickych oblastech, maji nedostatek Zivin
pro rostliny, jako je dusik, fosfor, draslik, vapnik a hoi¢ik, a v disledku toho maji nizkou miru
produkce rostlin [46, 47].

Kavové slupky byly doplnény kravskym hnojivem a vdpnem. Smés byla kompostovana
po dobu 3 mésici a poté byla doplnéna o 0,1 % (w/w) ucinnych mikroorganismi (Azotobacter
sp. a Bacillus megaterium). Zjistilo se, Ze kvalita ziskaného kompostu je lepsi nez u nékterych
bioorganickych hnojiv pfitomnych na zeméd€lském trhu. Tento kompost byl aplikovan
na kavové pole. Vysledky ukazaly, Ze se zlepsil rist kavovniku, obsah zivin v listech vzrostl a

urodnost pady se zvysila [7, 48].
1.2.8 Stfibrna slupka

Kévova stiibrnd slupka tvofi tenky obal, ktery se nachdzi ptimo kolem dvou zrnek kavové
tteSn€. Ve velkém mnozstvi se hromadi jako vedlejsi produkt procesu prazeni. Stiibrna slupka
se z velké Casti skladd z vlakniny (60-80 %). Obsahuje mnohem vice vlédkniny nez kavové
treSné. Prislusné vlaknité slozky jsou celul6za, hemiceluldza a lignin. Hlavni monosacharidy

ve slupce jsou xyloza, galaktoza, arabindza a mandza. Relevantni mnozstvi celkové dietni
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vlakniny je rozpustné. Diky tomu mize byt slupka pouzita pii vyvoji funkénich potravin. Rozdil
Vv obsahu dietni vlakniny mezi dvéma druhy kavovniku (C. arabica a C. canephora) neni
vyznamny. Obsah bilkovin ve stiibrné slupce se pohybuje kolem 18 %. Vysoka hodnota popela
ziskaného ze stéibrné slupky je pfipisovana mineralim. Ostatni ziviny, jako jsou tuky a

redukujici sacharidy, se nachazeji v nizsich koncentracich [3, 16, 20, 50].

Stiibrna  slupka  obsahuje  fenolické  slouCeniny  (kyselinu  chlorgenovou a
5-hydroxymethylfurfural) a ma vysokou antioxida¢ni aktivitu. Obsah antioxidantli ve stfibrné
slupce, stanovenych podle metod ABTS a DPPH, je srovnatelny s hoikou ¢okolddou, bylinkami
a kofenim. Ve slupce miizeme nalézt i produkty Maillardovy reakce, které vznikaji pii procesu
prazeni kavy. Obsah kofeinu se pohybuje mezi asi 0,8 a 1,4 g/100 g. Extrakty ze stiibrné slupky
obsahuji také dalsi bioaktivni slouceniny, jako jsou Kkyselina 5-kafeoylchinova, kyselina
chlorgenova a flavonoidy (rutin). Stiibrna slupka by mohla byt zdrojem kyseliny lignocerové,

myristové a behenové [49, 51].

Stfibrna slupka obsahuje krom¢ vySe uvedeného mnoZstvi kofeinu také akrylamid. Hrozi také
riziko kontaminace mykotoxiny, zejména ochratoxinem A (18,7-34,4 ng/kg). Ve studii
subakutni toxicity, ve které¢ potkani dostavali peroraln¢ 1 g/kg télesné hmotnosti vodného

extraktu stiibrné slupky, nebyly pozorovany Z4dné negativni u¢inky na sekreci hormonil a

-----

Stiibrna slupka by mohla slouzit jako zdroj antioxidac¢ni vldkniny v potravinach. Extrakty
ze slupky se hodi jako pfirodni barviva a jako zdroj dietni vlakniny v susenkach. Existuji také

aplikace stfibrné slupky v antioxida¢nich napojich [49, 51].
1.3 Pouzité metody
1.3.1 Méfeni barevnosti

Kwvalita potravin se posuzuje podle chuti, textury, vzhledu (tvaru i struktury), ale hlavné podle
barvy. Barva je vlivny a uzite¢ny indikator kvality a Zivotnosti produktu. Méteni barevnosti se
pouziva pro charakterizaci a kvalifikaci kompozi¢ni analyzy nebo pro senzorické hodnoceni.
Napiiklad syntéza karotenoidi (zejména lykopenu a -karotenu) odpovida za pigmentaci rajcat.
Ze zelené barvy se méni barva plodu na charakteristickou cervenou neboli chloroplasty se méni

na chromoplasty [52, 53].

Vyvoj této techniky zacal v sedmnictém stoleti napadem, Ze ofni Cocka musi néjakym

zpusobem promitat obraz pozorované¢ho objektu do zadni ¢asti oka. Touto studii se zabyval
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Isaac Newton a provadél rGzné experimenty s lomem svétla. Usoudil, ze paprsky svétla
dodavaji duze barevné zbarveni. Dalsi experimenty z devatenactého stoleti ukazaly, ze oko lidi
s normalnim barevnym vidénim musi mit alesponl tfi pigmenty sitnice, které jsou schopny
detekovat v kratké, stfedni a dlouhé vinové oblasti viditelného spektra. Na prelomu dvacatych
a tricatych let objevili korelaci citlivosti oka ve vztahu k vinové délce. Byl stanoven takzvany
»standardni pozorovatel. V disledku toho sestavili prvni systém pro pozorovani barvy,
specifikovany komisi Internationale de I’E” clairage (CIE), tzv. 2 ° systém zorného pole méieni
barev CIE 1931. Od té doby vyzkum dale pokracuje a prochazi mnoha vylepsenimi. Zlepsila se
formulace barev, predikce shody barev a kontrola vzhledu riznych materiald.

V potravinaiském primyslu se pouziva pro vyzkum a studium funk¢nosti produkta [52, 54].

Kazdy svételny zdroj vyzatuje energii do svého okoli v podobé elektromagnetického zateni.
Toto zafeni délime na nckolik druhli: gama zatreni, paprsky X, ultrafialové, viditelné,
infracervené, mikrovinné a viny televizni ¢i rozhlasové. Zateni dopadne na povrch objektu,
dojde k pohlceni jedné ¢asti paprskt a k odrazeni druhé ¢asti paprskti do okolniho prostoru.
Viditelné svétlo (bilé svétlo) se pohybuje od 380 nm do 760 nm. Latky, které pohlcuji svétlo

Vv této oblasti, se lidskému oku jevi jako barevné.

Svételné zdroje mohou byt primérni nebo sekundarni. Primarni zdroje ptedstavuji vlastni svétlo
pfedmétu (slunce, ohen, elektrické zdroje svétla, ...), zatimco sekundéarni zdroje svétla jsou cizi
zdroje, které sviti odrazenym nebo prochéazejicim svétlem. Pokud bereme v tvahu sekundéarni
zdroje, mizeme fict, Ze na procesu vidéni se podili ti1 slozky: zdroj svételného zéfeni,

pozorovany predmét a pozorovatel [54, 55, 56].

Systém meéteni barev CIE (ASTM 2000, CIE 1986) transformuje reflexni nebo transmisni
spektrum objektu do trojrozmérného prostoru diky systému rozloZeni sily osvétlovace a funkce
porovnani barev. Zakladem systému je trichromaticky princip, ale misto skute¢nych barev
(Cervené, zelené a modré, na jejichZ zéklad€ smichanim vznikaji ostatni barvy), pouziva systém
Limaginarni barvy“ X, Y a Z [52]. Soubor imaginarnich barev se zaklada na experimentalnich
udajich, tyto barvy se chovaji aditivné, hodnota Y odpovidé jasu barvy a hodnoty vSech tti
slozek jsou kladné [54, 57]. Kazda barva mize mit jedine¢né umisténi v systému soufadnic,

pokud jsou definovany dva pojmy: osvétlovac¢ a pozorovatel.

x = (X+’}f+z) (Rovnice 1)
Y .
Y = Gaven (Rovnice 2)
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Z= G (Rovnice 3)

Pojem reflektance vyjadiuje pomér mnozstvi svétla, které se od objektu odrazilo, vii¢i mnozstvi
svétla, které na objekt dopadlo. Pojem transmitance vyjadiuje mnozstvi svétla urc¢ité vinové
délky, které proSlo danym pfedmétem. V praxi se transmitance méii vzhledem ke slepému
vzorku, aby se eliminoval vliv absorpce a odrazu svétla. Slouzi k tomu optika méfticiho
pristroje. Transmitance zavisi na vlastnostech pozorovaného objektu, na materialu absorbujici
latky, na vinové délce proslého svétla, nebo na koncentraci absorbujici latky. Zalezi i

na materialu a tloust’ce stény kyvety [58].

Barevnost mizeme meéfit diky kolorimetrim a spektrofotometrim. Hlavni soucésti téchto
ptistrojil jsou zdroj svétla (halogenova vybojka), monochromator (pouze u spektrofotometru),
komora pro umisténi vzorku a detektor. Tyto dva pfistroje se od sebe lisi jedinou vlastnosti.
Kolorimetr dokdze meéfit pouze jednu nebo nekolik presné definovanych vinovych délek,

zatimco pomoci spektrofotometru méfime jakoukoliv vinovou délku monochromatického

svétla nebo tsek vinovych délek.

Na zékladé téchto vyzkumt byl vytvoren roku 1976 barevny prostor CIEL *a*b*, jenz dokaze
vypocitat, jak jsou dvé barvy navzijem od sebe vzdaleny. Soufadnice L*definuje svétlost
od ¢erné do bilé. Soufadnice a* popisuje $kalu Cerveno-zelenych barev a soufadnice b*
odpovida Zluto-modrym barvam. Kazdé barva miize mit konkrétni soufadnice v tomto systému,
ktery je zaroven znazornén na obrazku ¢. 2. Ze soufadnic a* a b* Ize vypocitat souradnici C*,
jez piedstavuje pestrost barev. Mérny odstin 4#° (Hue) je dany uhlem [54-56].

Bila
L

Odstin (h°) Zelena

-a *a Cervena

Cerna

Obrazek €. 2 Barevny prostor CEILab se znazornénim odstinu (%°) a pestrosti (C*)
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1.3.2 Spektrometrie

Principem metody je méieni absorbance analytu v zavislosti na délce elektromagnetického
zafeni. Kazda latka ma svoji specifitu, jelikoz dokéze absorbovat urCitou vinovou délku. Tato
vlastnost zalezi na struktufe energetickych hladin latky. Vinové délky, které latka dokdze
absorbovat, jsou kvalitativnim ukazatelem. Kvantitativnim ukazatelem se stala velikost
absorbance. Vztah mezi absorbanci a koncentraci dané latky popisuje Rovnice 4. V této rovnici
A znaci absorbanci, ¢ zna¢i molarni absorp¢ni koeficient, | zna¢i optickou délku kyvety a C je

latkova koncentrace [59, 61, 62].
A= —logT =¢-l-c Rovnice 4

K méfeni se vyuzivaji pfistroje zvané spektrofotometry, skladaji se z n¢kolika ¢asti, jsou to:
zdroje zateni, monochromator, kyveta a detektor. Detektory jsou rtizné, nejcastéji se vyuzivaji
fotodiody, fotonasobi¢e a CCD detektory [60]. Tyto pfistroje délime na jednopaprskové a
dvoupaprskové. Jednopaprskové ptistroje proméii nejprve samotné rozpoustédlo a poté vzorek.
U dvoupaprskovych zafizeni se paprsek déli na dva, jeden paprsek méti vzorek a druhy méii
samotné rozpoustédlo zaroven. Méfeni samotného rozpoustédla se provadi z toho diivodu, Ze |

samotné rozpoustédlo miize absorbovat.

Pti prichodu paprsku vzorkem, se jedna ¢ast zafeni absorbuje a druhd ¢ast zafeni jim prochazi.
Pivodni zafeni ma intenzitu lo a prosla ¢ast zateni se znaci |. Transmitance se vyjadiuje jako
pomér téchto dvou intenzit [61]. Béhem méfeni se musi umoznit prichod paprsku vzorkem,
homogenni distribuce molekul ve vzorku a zaroven nesmi dojit K rozptylu svétla ¢i k dal§im
reakcim béhem méfeni. Pokud jsou tyto podminky dodrzeny, zaru¢i nam spravnost metody
[59, 62].

Méteni se vyuziva ke stanoveni kvality latek, k identifikaci latek a k proméfeni celého
absorp¢niho spektra dané latky. Vysledné spektrum se porovnava se spektry jinych latek,
nckterd se mohou shodovat a nckterd ne. Je tieba danou latku potvrdit 1 jinou analytickou

metodou [61, 62].

1.3.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

vvvvvv

funkci je inhibice oxidacnich procesti. Snizuji tak riziko onemocnéni a podporuji lidské zdravi.

Béhem reakce antioxidantli s volnymi radikaly, které vznikly autooxidaci mastnych kyselin,
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vznikéd hydroperoxid nebo jiny neradikalovy lipidovy produkt. Antioxidant ve formé radikalu

nepokracuje v autooxidaéni reakci, jelikoz je sam o sobé dost stabilni [64].

Mezi nejznaméjsi antioxidanty v potravinach patii napiiklad vitaminy A, E, C, B3 (niacin),
karotenoidy, flavonoidy (rostlinna barviva), polyfenoly, n¢€které slouceniny selenu, zinku,

manganu a antioxidanty na bazi aminokyselin (taurin).

Stabilitu antioxidantii ovliviiuje slozeni (zalezi na obsahu mastnych kyselin, poptipadé na

kontaminaci kovovymi ionty), zpracovani, baleni i skladovani suroviny [64, 65].
1.3.3.1 Metoda s vyuzitim kationtu radikalu ABTS

Béhem této metody dochazi k produkci modrozeleného chromoforu ABTSe"
(2,2"-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina) prostfednictvim oxida¢ni reakce
mezi ABTS a persiranem draselnym. Vznika radikal kation 2,2"-azinobis-(3-
ethylbenzothiazolin-6-sulfonové kyseliny). Po pfidani antioxidanti k radikalu dochazi k jeho
redukci, jelikoz piijme elektron nebo atom vodiku od téchto latek. Absorpéni maximum
radikalu je 415, 645, 734 a 815 nm. Odbarvovani roztoku (ubytek absorbance) se znaci jako
procento inhibice radikal kationtu ABTS. Metoda se pouziva pro antioxidanty rozpustné ve

vode i V tucich, pro Cisté slouceniny i pro potravinové extrakty [66].
1.3.3.2 Metoda DPPH

Tento test je zaloZzeny na redukci radikalu DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-nitrofenyl)hydrazyl).
Alkoholicky roztok této latky ma fialovou barvu. Po pfidani vzorku, ktery obsahuje
antioxidac¢ni latky, dochazi k redukci roztoku radikalu, ktery ptijme elektron nebo atom vodiku.
Reakce je doprovdzena zménou roztoku, kterd se méii v absorpénim maximu (517 nm).
Piedpoklada se, Ze antioxida¢ni aktivita se rovna elektrodonorové kapacité, redukéni sile

antioxidantu.

Tato technika patii mezi jednoduché a nenarocné. Citlivost této metody mtze byt ovlivnéna
fadou faktord, napiiklad typ a mnoZstvi pouzitého rozpoustédla, pfitomnost volnych funkénich
skupin schopnych vymény vodikovych protonti, kovovych ionti a ¢erstvost DPPH cinidla.
Také antokyany mohou ovlivnit vysledky i jejich interpretaci, jelikoZz absorbuji ve stejném

spektru jako Folin-Ciocaltovo ¢inidlo [67].
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1.3.3.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou FRAP (ferric reducing antioxidant

power)

Béhem této metody dochazi k redukci komplexu Fe3*-TPTZ (Fe®*-2,4,6-tris(2-pyridyl-1,3,5-
triazin) antioxidanty. Redukci vznikd Fe?*-TPTZ, jehoz mnozstvi odpovida narGistu absorbance
pti 593 nm. Reakci doprovazi i zména barvy, z bezbarvé az mirné nahnédlé prechazi zbarveni
na modré, a to diky zeleznatym komplextim. Tato metoda neni schopna detekovat polyfenolové

slouceniny a thioly, které reaguji pomalu [68, 69].
1.3.4 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek (Folin-Ciocalteuova metoda)

Tato metoda se pouzivd ke stanoveni celkové antioxidacni aktivity, presnéji k analyze
fenolickych slozek v extraktech z bylin, kofeni, ovoce, obilovin, lu§ténin a mnoha dalsich. Tato
metoda se zaklada na redukci Folin-Ciocalteuova ¢inidla (FC ¢inidlo) fenolickymi
slouc¢eninami za alkalickych podminek. Toto ¢inidlo obsahuje komplexy fosfomolybdenu a
kyseliny fosfowolframové, jenz jsou redukovany za vzniku modie zbarvené¢ho chromoforu

S maximalni absorbanci pti 765 nm.

Vysledky této metody mohou byt vyjadieny jako ekvivalentni mnozstvi katechinu, kyseliny

kavové nebo kyseliny chlorgenové. Nejcastéji se vSak jako standard vyuziva kyselina gallova.

Tento test patii k jednoduchym, reprodukovatelnym a robustnim. OvSem je citlivy na pH,
reakéni dobu a teplotu. Casto dochazi i k nadhodnoceni vysledkd, jelikoz k redukei pfispivaji i
nefenolicka redukéni ¢inidla, jako jsou napfiklad redukujici cukry a urcité aminokyseliny

[5, 35, 67].
1.3.5 Stanoveni flavonoidu

Obsah téchto slou€enin je povazovan za dilezity parametr pro hodnoceni vzorkl potravin a
1é¢iv. Lze rozliSit dva postupy stanoveni flavonoidi, které jsou zaloZené na tvorbé komplexu
hliniku.

1.3.5.1 Metoda Vv prostiedi octanu sodného (Metoda 1)

Do vzorku se pfidd 2-10% roztok chloridu hlinitého. V pfitomnosti okyselen¢ho vzorku
pomoci roztoku kyseliny nebo octanu se vytvoii zluty komplex flavonoid-Al**. Komplexy
se prométi spektrofotometricky zméfenim absorbance pii vinové délce 404—430 nm. Jako

standardy pro vyjadreni vysledkt se vyuzivaji flavonoly (katechin, kvercetin, rutin, galangin,

atd.). Tato metoda je selektivni pro flavonoly a flavony (luteolin).
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1.3.5.2 Metoda v prostiedi dusitanu sodného (Metoda 2)

Druha metoda vyuziva pro stanoveni flavonoidd vznik nitroslouc¢eniny (nitrace aromatického
kruhu s katecholovou skupinou) nasledované tvorbou komplexu s hlinitym kationtem.
Po ptidani 2% chloridu hlinitého dochazi ke vzniku Zlutého komplexu. Po zalkalizovani
roztoku se barva zméni na cervenou. Intenzita tohoto zbarveni se méfi pti vinové délce 510 nm.
Vysledky se vyjadiuji jako ekvivalent katechinu. Tato metoda je specifickd pro rutin, luteolin,

katechiny a fenolové kyseliny [70].
1.3.6 Stanoveni antokyanu

Antokyanové pigmenty jsou dulezité pro kvalitu potravin, ptispivaji k barvé a vzhledu. Zajem
o tyto latky se zvySuje, jelikoz by mohly byt zdravi prospésné. Antokyany jsou zodpovédné
za ¢ervené, fialové a modré odstiny pifitomné v ovoci, zeleniné a obilovinach. Existuje 6
béznych antokyanil (pelargonidin, kyanidin, peonidin, delfinidin, petunidin a malvidin), jejichz
struktury se mohou lisit glykosidickou substituci v polohdch 3 a 5. Dalsi variace nastavaji

acylaci cukernych skupin organickymi kyselinami.

Spektrofotometrické stanoveni antokyanti spo¢iva v méfeni zmény absorbance pii 2 riznych
hodnotach pH. Vyuziva se jejich zbarveni, které¢ pii zméné¢ pH mulze i zaniknout. Vzorek
se umisti do dvou roztokl o rizném pH, do pufrii o hodnoté 1,0 a 4,5. U kazdého roztoku je
proméfena absorbance nejvice zastoupeného antokyanu. V piirodé se nejcastéji vyskytuje

kyanidin-3-glukosid, jehoz maximalni absorbance se méti pti 520 nm [71].
1.3.7 Kapalinova chromatografie

Chromatografie se fadi mezi separa¢ni metody, kdy dochazi k rozdéleni slozek obsazenych
ve vzorku na zakladé opakované distribuce mezi mobilni a stacionarni fazi. U kapalinové
chromatografie je mobilni faze kapalina a staciondrni faze je zpravidla pevna a je umistnéna
vV kolon¢. Po rozdéleni unasi mobilni faze jednotlivé slozky do detektoru, kde
Jjsou monitorovany. Kapalinovou chromatografii mizeme vyuzit jak pro kvalitativni analyzu,

tak pro kvantitativni analyzu.

V ptipadé vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) je mobilni faze cerpana
vysokotlakymi Cerpadly, kterd v soucasnosti umoziuji Cerpat kapalinu az do tlakii 80 MPa a
Vv ptipad¢ ultravysokoucinné kapalinové chromatografie (UHPLC) to jsou az tlaky 150 MPa.
Vyssi odolnost Cerpadel vii€i provoznim tlaklim umoziiuje pouZziti malych ¢éstic staciondrni

faze, ¢imz dochazi ke zvySeni separacni ucinnosti a také ke zkraceni doby analyzy. Mezi jeji
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hlavni vyhody patii maly objem davkovaného vzorku a Siroka oblast pouzitelnosti. Nevyhodou

vvvvv

V piipadé, ze slozeni mobilni se v pribéhu separace neméni, mluvime o isokratické eluci, ktera
je vhodna pro separaci latek s podobnou retenci. V ptipad¢, ze separujeme latky, které maji
velmi rozdilné retencni faktory, je nutné vyuzit gradientovou eluci, kdy dochazi v prabéhu
separace ke zvySovani koncentrace silnéjsiho elu¢niho ¢inidla. S vyuzitim gradientové eluce

dochazi u slozitych smési latek ke zkraceni doby analyzy a ke zvySeni citlivosti jejich detekce.

Podle typu mobilni a stacionarni faze rozliSujeme razné chromatografické systémy. V systému
s normalnimi fazemi (NP-HPLC) probiha separace mezi nepolarni mobilni fazi a polarni
stacionarni fazi. Mezi nepolarni rozpoustédla fadime hexan, heptan nebo dichlormethan
ve smési s nizkym alkoholem. Stacionarni fazi tvofi nejcastéji silikagel nebo chemicky
modifikovany silikagel (napf. aminopropyl silikagel). V systému s obracenymi fazemi Se
vyuziva polarni mobilni faze a nepolarni stacionarni faze. Nejb&znéjsi stacionarni fazi je
chemicky modifikovany oktadecyl silikagel (Cis), dale se vyuziva oktyl silikagel (Cg) nebo
jinak upravené stacionarni faze (napi. pentafluorfenyl silikagel). Mobilni fazi tvoii smés vody
a organického rozpoustédla jako je acetonitril nebo methanol. Separaci zasadnim zptisobem

ovliviiuje jak volba stacionarni, tak volba mobilni faze [72, 74, 75].

Na obrazku ¢. 3 je znazornéno schéma kapalinového chromatografu. Mobilni faze je Cerpana
ze zasobnikll vysokotlakého Cerpadla. Pro zajisténi reprodukovatelného pritoku je nutné
mobilni fazi nejprve odplynit pomoci ultrazvuku, probublavani heliem nebo pomoci degaseru.
Déle je vedena mobilni faze pies davkovaci systém, kde dochéazi k nadavkovani vzorku, a to
pomoci Sesticestného davkovaciho ventilu bud’ ru¢né nebo s vyuzitim autosampleru. Vzorek
je dale unasen na kolonu, kde dochazi k separaci. Kolony jsou ocelové trubice o rizném
priméru a délky a jsou naplnéné stacionarni fazi o rtizné velikosti ¢astic. Nej€astéji jsou
vyuzivany ¢astice o priméru cca 3 pm a mohou byt bud’ porézni, nebo povrchové porézni.
U povrchové poréznich ¢astic dochazi ke zmensSeni difizni vrstvy a ke zvySeni Uc€innosti
separace. U¢innost separace miize byt zvysena i pouZitim mensich &astic, ale pokud jsou &éstice
mens$i nez 2 pm, je nutné pouzit specialni instrumentaci, kterd odolava vysokym tlakiim
(UHPLC). Po separaci je eluat veden do detektoru, ktery by mél mit maly vnitini objem, stabilni
a reprodukovatelny signal, linearn¢ zavisly na koncentraci, dale vysokou citlivost, co nejnizsi
mez detekce a piiznivou cenu. Detektory délime na univerzalni (méfi index lomu, tepelnou

vodivost atd.) a selektivni (méfi absorbanci pfi urcité vinové délce, elektrolyticky proud atd.).
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Mezi bézné detektory patii spektrofotometrické detektory, fluorimetrické, refraktometrické,

elektrochemické a hmotnostni spektrometr [73—75].

ODPLYNOVAC _ﬂ:&_
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DAVKOVAC
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FAZE VZOREK
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Obrazek ¢. 3 Schéma kapalinového chromatografu®

1.3.8 ICP-MS

Hmotnostni spektrometrie s ionizaci v indukéné vazaném plazmatu (ICP-MS) byla poprvé
predstavena roku 1980. Jeji vyvoj se zna¢né posunul a dnes patii tato technika k zdkladnimu
vybaveni laboratofi, které se zabyvaji prvkovou analyzou. Diky této technice je moZné proveést
témer kompletni prvkovou i izotopovou analyzu vzorki i Sirokého rozsahu koncentraci. Tato

metoda ma 1 izobarické a polyatomické interference a vliv matrice vzorku.

Kapalny vzorek je nasavan pomoci peristaltické pumpy do zmlZovace, kde vznika aerosol,
ktery prochdzi mlznou kolonou dale do pfistroje. Rozpoustédlo se v plazmatu odpatuje,
dochazi k atomizaci vzorku a ionizaci atomu. lonty jsou dale unaseny do hmotnostniho
spektrometrometru, ktery na rozdil od ICP (tlak 760 torr) pracuje za hlubokého vakua (10°-10"
® torr). Rozhrani tvoii dva kénusy a hnaci silou je tlakovy gradient. Pomoci fokusaénich
elektrod jsou ionty fokusovany do paprsku iontd, ktery se usmérituje do hmotnostniho

analyzatoru. Zde jsou ionty rozdéleny podle jejich hmotnosti a naboje (m/z).

Nejpouzivangjsi analyzator je kvadrupolovy analyzator. Tvofti ho ¢tyii kovové tyce, na které se

aplikuje napéti. Na protilehlé tyce se aplikuje kladné napéti a na druhy par je aplikovano

3 Zdroj: CVACKA, J. Vysokouginna kapalinova chromatografie: Instrumentace [piednaska]. Piirodovédecka
fakulta Univerzity Karlovy v Praze, 19.10. 2020 In: web.natur.cuni.cz [online]. [cit. 27. 3. 2023] Dostupné z:
http://www.muj-web.cz/vyuka/HPLC/HPLC_soubory/03 HPL C%?20instrumentace 2020-21.pdf
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zaporné napéti. Diky kombinaci vysokofrekvencniho stfidavého napéti umoziuje prichod
pouze urCitym iontim o urcité hodnoté m/z. Takto je mozné analyzovat celé hmotnostni

spektrum. K detekci iontt slouzi iontovy nasobi¢ [76—78].

Argonové indukéné vazané plazma (ICP) je tvofeno v plazmovém hotaku z kiemenného skla,
ktery se sklada ze tii do sebe vnotenych trubic. Vné&jsi trubici proudi chladici plyn, prostfedni
je veden pomocny plyn a vnitini trubici vede nosny plyn, ktery unasi aerosol do plazmatu. Diky
volnym elektronim z externiho zdroje (Tesliv induktor) dochazi k zazehu ICP. Volné
elektrony jsou undSeny vysokofrekvenénim proudem a ionizuji dalsi elektrony. ICP, patfici
mezi ioniza¢ni zdroje pro elementarni analyzu, bych charakterizovala jako zdroj s vysokou
teplotou plynu a elektrond a s vysokou hustotou elektronti; dale je pro néj charakteristické
dlouhé doba setrvani aerosolu vzorku v plazmatu a vypafeni a atomizace a ionizace atomil

probiha témét v inertnim prostiedi. ICP se fadi k robustnim metodam.

Ve spojeni s ICP-MS byl pouzit elektronovy nasobi¢ jako detektor. Tento detektor vyuziva bud’
kontinudlni nebo diskrétni dynodu, pracuje ve dvou modech. Prvni mod se nazyva mod Eitani
pulzt, kdy se pouziva iontovy tok do 10° iontii za sekundu. V druhém modu, tzv. analogovém
modu, se pouziva rozsah 10* — 10° countli za sekundu a signdl se registruje jako elektricky

proud [79-83].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité chemikalie
2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine

6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-

karboxylova kyselina
Chlorid zelezity

Chlorgenova kyselina

(Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)

(TCI, Tokyo, Japonsko)

(Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)

(Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)

Cinidlo Folin & Ciocalteu’s phenol reagent  (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)

Destilovana voda

Dusitan sodny p. a.
Hexahydrat chloridu hlinitého
Hexahydrat chloridu Zelezitého
Hydroxid sodny

Katechin hydrat 98 %

Kofein

Kvercetin hydrat > 95 %
Kyselina gallova

Kyselina chlorovodikova 35 %

Kyselina dusi¢na

Kyselina mravenci
Kyselina octova 99,8 %
Methanol > 99,9 %

Octan sodny bezvody p.a.

(Univerzita Pardubice, CR)

(Lach-ner, s.r.o0., Neratovice, CR)
(Lach-ner, s.r.o0., Neratovice, CR)
(PENTA, s.r.o., Praha, CR)

(PENTA, s.r.0., Praha, CR)

(Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
(Vyrobna lé¢ebnych ptipravki, Praha, CR)
(Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
(Lach-ner, s.r.o., Neratovice, CR)
(PENTA, s.r.o., Praha, CR)

(Lach-ner, s.r.o., Neratovice, CR)

(Lachn-ner, s.r.o., Neratovice, CR)
(Lach-ner, s.r.o., Neratovice, CR)
(Honeywell, Morristown, USA)

(Lach-ner, s.r.o., Neratovice, CR)
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Peroxid vodiku (Lach-ner, s.r.o0., Neratovice, CR)

Peroxodisiran draselny (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
Tertrahydrat chloridu Zeleznatého (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
Standardy pro HPLC (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)

Mezi standardy patii: fenolické latky: derivaty kyseliny benzoové (kys. gallova,
syringova, vanilova, 3,4-dihydroxybenzoova, 4-hydroxybenzoovd); derivaty kyseliny
skoficové (kyselina ferulova, gentisova, kavova, p-kumarova, sinapova); flavonoidy
(epikatechin, katechin); glykosidické estery (kyselina chlorgenova, neochlorgenova,
kryptochlorgenova); glykosidy (rutin) a fenolické aldehydy (vanilin).
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2.2 Pristroje a pomicky
Analytické vahy KERN ABS-N_ABJ-NM
Analyzator vlhkosti KERN DLB 160-3A

ICP-MS Agilent 7900

Kapalinovy chromatograf
- Cerpadla mobilni faze LC-20ADXR
- Degaser DGU-20A3R

- Autosampler SIL-20ACXR

- Detektor fotodiodového pole SPD M30A

- Termostat kolon LCO 102 single

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

(Agilent Technologies, Inc., Santa
Clara, CA, USA)

(Shimadzu, Kyoto, Japonsko)
(Shimadzu, Kyoto, Japonsko)
(Shimadzu, Kyoto, Japonsko)
(Shimadzu, Kyoto, Japonsko)

(Ecom, Praha)

- Kolona YMC — Triart C18; stacionarni faze: oktadecyl; délka 150 mm; Primér 3 mm,;

zrnitost 3 pm; Fm = 0,4 ml/min
Laboratorni vahy KERN 440-35N
Mikrovlnna pec Speedwave XPERT
pH metr SCHOTT
Stolni refraktometr AR3/AR4

Spektrofotometr UltraScan VIS

Spektrofotometr UV-VIS Shimadzu UV-2600

Termostat BSK ET 618

Automatické pipety + bézné laboratorni vybaveni
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(Berghof, Eningen, Némecko)

(SCHOTT AG, Mainz, Némecko)
(Mettler - Toledo, s.r.o0., Ceské republika)
(HunterLab, USA)

(Shimadzu, Japonsko)

(Fischer Scientific, Pardubice, CR)



2.3 Vzorek kavovych tireSni

V této diplomové praci byl pouzit vzorek kavovych tfesni pochdzejicich ze Stredni Ameriky,
ze statu Costa Rica. Vzorek pochézi ze stanice jménem Hacienda Sonora. Tato stanice lezi
na upati sopky Poas v regionu Central Valley. Farma se rozklada ptiblizné na 100 ha a funguje
na 100 % obnovitelné energie, ziskané hydroelektrickym generatorem. Kavovniky pokryvaji
45 ha pady. Kava se zde sklizi v nadmoiské vysce 1200-1300 metrd nad mofem od fijna

do bfezna.

Po ru¢nim sbéru se kavové tfesné promyji v Cisté vodé a nasledné se susi na africkych postelich
nebo na terase farmy. Tfesné se velice Casto obraceji, aby dosSlo k rovnomérnému suSeni.
Nasledné se tfesné skladuji dva mésice. Po uplynuti této doby putuji tfesné do mlyna,
kde jsou vyloupnuta zelena zrnicka kavy. Kavové tiesné se dale zpracovavaji a prodavaji

pod nazvem cascara [84]. Vzorek kavovych tfesni je znazornén na obrazku ¢. 4.

Obrazek ¢. 4 Vzorek kavovych tfesni

2.3.1 Piiprava nalevu za tepla

Na analytickych vahach bylo navazeno 9 graml suSenych kavovych tieSni. Na elektrické
plotynce byla pfivedena k varu destilovana voda v kadince. Pomoci odmérného valce bylo
odméfeno 300 ml horké destilované vody. Horkou vodou byly spafeny navazené kavové tfesné.

Po uplynuti 8 minut byl nalev zfiltrovan ptes skladany filtr. Takto byly pfipraveny celkem tfi
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nalevy a oznaceny jako CT. Nasledn¢ byla u filtrat prométena barevnost, kyselost a obsah

cukrd. Na obrazku €. 5 jsou zachyceny kévové tfesné i extrakt.

== ums=—yint e

' \

Obrazek €. 5 Extrakt z kavovych tfesni

2.3.2 Priprava nalevi za studena

Tato pfiprava spociva v louhovani kavovych tfe$ni v chladné vodé po dobu 24 hodin. Bylo
navazeno piiblizné 9 grami do kadinek a pfidano 300 ml destilované vody, vytemperované
na teplotu 20, 15, 10 a 5 °C. Nalev se louhoval v termostatu po dobu 24 hodin pii dané teploté.
V kadince bylo umisténo michadlo a vzorek se promichaval pti rychlosti 200 otac¢ek za minutu.
Po uplynuti 24 hodin byly vzorky zfiltrovany ptes skladany filtr a byly podrobeny méteni
barevnosti, kyselosti a obsahu cukrti. Vzorky jsou oznaceny jako S20, S15, S10 a S5, kde ¢isla

znaci teplotu louhovani.
2.4 Méreni kyselosti

Vsechny vzorky piipravené za tepla i za studena byly prométeny hned po ptipravé. Bylo
zméfeno pH nalevu pomoci pH metru, ktery byl zkalibrovany na dva pufry o hodnoté pH = 4,0
a pH = 10,0. Bylo odméteno 50 ml vzorku, do kterého byla ponotena sklenénd elektroda.
Nasledné byl vzorek titrovan roztokem NaOH o koncentraci ¢ = 0,25 [mol/l]. Titrace byla

ukoncena pii hodnoté pH = 8,1.
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2.5 Méreni indexu lomu

U vsech vzorki byl pomoci refraktometru zméten index lomu. Pomoci tabulek* byly odeéteny

stupné Brix a obsah refraktometrické suSiny.
2.6 Méreni barevnosti

Barevnost byla zméiena pomoci spektrofotometru UltraScan VIS (geometrie d/8°, zdroj svétla
D65, 400-700 nm) v rezimu celkové transmitance (TTRAN). Vzorek byl méfen v kiemenné
kyveté s optickou drahou 50 mm (objem 100 ml). Barevnost kavovych tfe$ni byla zmétena ve

dvou barevnych prostorech: L*, a*, b* a C*, h°.
2.7 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Postup k tomuto stanoveni byl pifevzat z diplomové prace Hlouskové Terezy [63] s malou

upravou. Optimalizace reakéniho Casu této metody je uvedena v priloze 1.

Ke stanoveni bylo do zkumavky s vickem napipetovano 1,0 ml 5x nafedéného vzorku, 6,0 ml
destilované vody a 0,5 ml FC ¢inidla. Tato reakéni smés byla ponechana 5 minut v temnu a
Vv klidu. Nasledné byl pfidan 1,0 ml 5% roztoku uhli¢itanu sodného. Po zamichéni smési byla
uloZena na pul hodiny do temna pfi laboratorni teploté. Po uplynuti daného ¢asu byla proméiena
absorbance pfi 765 nm. Stejnym zptisobem byly ptipraveny i slepé pokusy, kde byl vzorek

nahrazen destilovanou vodou.

Byla ptipravena kalibra¢ni fada v rozmezi 10-100 mg/1 ze zasobniho roztoku kyseliny gallové.

Kalibra¢ni fada byla prométena stejnym zptsobem jako vzorky.

Celkovy obsah fenolickych latek byl ziskan z rovnice regrese, sestrojené kalibra¢ni fady
s kyselinou gallovou. Kalibra¢ni tada s kyselinou gallovou je uvedena v pfiloze 2. Vysledky

byly vyjadieny jako ekvivalent kyseliny gallové (mg Gal/l).
2.8 Stanoveni obsahu flavonoidi

Pro stanoveni flavonoidd se vyuzivaji dvé spektrofotometrické metody, zalozené na vzniku

komplexu hliniku. Postup k tomuto stanoveni byl pfevzat ze ¢lanku Pekal a kol (2014) [70].

4 74kek Z., Zatek A.; Potravinaiské tabulky; 1994; 100-101; Spectrum. ISBN 80-04-24474-2.
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2.8.1 Stanoveni obsahu flavonoidi v prostiedi octanu sodného (Metoda 1)

Nejprve byl ptipraven roztok 1,0M HCI, 2% AICl3 a 1,0M octan sodny. Dale byl pfipraven
zasobni roztok kvercetinu navazenim 0,05 g do 100 ml odmérné banky. Kvercetin byl rozpustén

vV MeOH a baiika byla po rozpusténi doplnéna po rysku.

Byla pfipravena smés, ktera se skladala z 1,0 ml vzorku, 0,5 ml destilované vody, 0,5 ml 1,0M
HCI, 0,5 ml 1,0M octanu sodného a 0,5 ml 2% AIClz. Dané roztoky byly 10 minut inkubovany

v temnu a poté byla proméfena absorbance roztokt pii vinové délce 425 nm.

Ze zasobniho roztoku byla ptipravena kalibra¢ni fada v rozmezi 0-50mg/l. Kalibra¢ni fada byla

pfipravena stejnym zptisobem jako vzorky a byla prométena pti vinové délce 425 nm.

Obsah flavonoidit byl vypoften pomoci rovnice regrese sestrojené kalibracni fady

s kvercetinem. Tato kalibra¢ni fada je znazornéna v ptiloze 3.
2.8.2 Stanoveni flavonoidi v prostiedi dusitanu sodného (Metoda 2)

Do reakénich zkumavek byly nadavkovany tyto objemy: 1,0 ml vzorku a 0,6 ml 5% NaNO:..
Poté byla smés ponechana 5 minut v klidu. Po uplynuti daného ¢asu byl do reak¢énich zkumavek
ptidan 1,0 ml 2% AIClz. Po Sesti minutach byl pfidan 1,0 ml 1,0M NaOH. Reakéni smés byla
umisténa do temna. Po uplynuti deseti minut byla prométena absorbance pii 510 nm. V ptipadé
slepého pokusu byl chlorid hlinity nahrazen destilovanou vodou, jinak byl postup stejny jako

u méfenych vzorkd.

Kalibrac¢ni fada byla pfipravena ze zasobniho roztoku katechinu v rozmezi 0—70 mg/l. Zasobni
roztok byl pfipraven navazenim 0,05 mg do 100 ml odmérné banky a doplnén methanolem

po rysku. Byla promé&fena absorbance reak¢énich roztoku pii vinové délce 510 nm.

Obsah flavonoidll byl nasledné vypocten pomoci rovnice regrese sestrojené kalibracni fady
s katechinem. Tato kalibra¢ni fada je uvedena v ptiloze 4. Vysledek byl vyjadien jako
ekvivalent katechinu (mg Kat/I).

2.9 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH

Postup k tomuto stanoveni byl pfevzat z diplomové prace Hlouskové Terezy [63]. Optimalizace

reak¢niho Casu je uvedena v ptiloze 5.

Byl pfipraven methanolicky roztok radikalu DPPH. Bylo navéazeno 12,5 mg ¢inidla do 500 ml

odmeérné barky a banka byla doplnéna po rysku ¢istym methanolem. Dale byl ptipraven zasobni
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roztok Troloxu o koncentraci 1,0 g/l. Z takto pfipraveného zasobniho roztoku byly ptipraveny
kalibra¢ni roztoky vrozmezi koncentrace 10—70 mg/l. Tato kalibra¢ni fada je uvedena

Vv ptiloze 6.

Do reak¢nich zkumavek bylo napipetovano 5,0 ml roztoku radikalu a bylo ptidano 0,5 ml
kalibra¢niho roztoku Troloxu o dané koncentraci. Roztok byl ponechan 20 minut ve tmé
pii laboratorni teploté. Po uplynuti daného Casu byl dany roztok prométen. Byl zaznamenan
ubytek absorbance pfi vinové délce 517 nm. Stejnym zptisobem byly prométeny i vzorky, které
nahradily 0,5 ml zasobniho roztoku Troloxu. Byl pfipraven slepy pokus, ktery namisto extraktu
obsahoval Cisté extrakéni ¢inidlo. Slepy pokus byl proméfen stejné¢ jako vzorky. Namétené
hodnoty byly ptepocitany na procento inhibice (Rovnice 5). Antioxida¢ni aktivita vzorkt byla
vyjadiena ve formé¢ ekvivalentd Troloxu vypoctenim zrovnice regrese kalibracni fady
zavislosti inhibice na koncentraci Troloxu. Kalibra¢ni fada zavislosti inhibice na koncentraci
Troloxu je uvedena v pfiloze 6.

Inhibice (%) = %- 100 (Rovnice 5)
l

S

Ag...... absorbance slepého pokusu, 4,,........ absorbance vzorku
2.10 Stanoveni antioxidaéni aktivity metodou ABTS

Nejprve byl pfipraven roztok kation-radikalu ABTS". Ve vialce s vickem byla rozpusténa
tableta ABTS (10 mg) v 5 ml destilované vody. Nasledné bylo pfidano 0,1 ml 0,064M
peroxodisiranu draselného. Tato smés byla ponechana pfi laboratorni teploté¢ 12—16 hodin.
Po uplynuti daného casu bylo odpipetovano 2,5 ml roztoku do 100 ml odmérné banky a
dopInéno po rysku. Poté byl ptipraven zasobni roztok Troloxu do 100 ml odmérné barky.
Ptipraveny roztok odpovidal koncentraci 1 g/l. Z takto ptipravené¢ho roztoku byla pfipravena

kalibra¢ni fada v rozmezi koncentrace 0—70 mg/I.

Do zkumavky s vickem byly napipetovany 3,0 ml roztoku kation-radikalu ABTS" a hylo
ptidano 0,5 ml kalibra¢niho roztoku o dané koncentraci. Roztok byl ponechan 30 minut ve tmé.
Optimalizace reakcni doby je uvedena v piiloze 7. Poté byl proméfen ubytek absorbance
pfi vinové délce 734 nm. Stejnym zpisobem byly proméieny i vzorky, kde nahradily 0,5 ml
kalibra¢nich roztokli. Byl pfipraven i1 slepy pokus, ktery misto extraktu obsahoval Cisté
extrakéni ¢inidlo. Ubytek absorbance byl piepoéitan na procento inhibice roztoku pomoci

Rovnice 5. Pomoci kalibracni zavislosti, ktera je uvedena v ptiloze 8, bylo procento inhibice
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ptepocitano na ekvivalentni mnozstvi Troloxu. Vysledky jsou vyjadieny ve formé ekvivalentl

mg Troloxu/ml napoje.
2.11 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity metodou FRAP

Postup byl pfevzat z ¢lanku Benzie a Strain [68] s malou tpravou. Optimalizace reakéniho Casu

této metody je uvedena v piiloze 9.

Nejprve byla pfipravena reakéni smés, ktera obsahovala 20 mM chlorid Zelezity, 10 mM roztok
TPTZ (2,4,6,-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin) ve 40mM HCI a 0,3 M octanovy pufr o pH 3.6.
Uvedené latky byly smichany v poméru 1: 1: 10. Dale byl pfipraven zasobni roztok Troloxu

navazenim 0,05 g do 100 ml odmérné bariky, po rozpusténi byl doplnén po rysku.

Vzorky byly 10x nafedény. Do reakéni zkumavky byly napipetovany 3,0 ml reakéni smési,
nasledn¢ bylo ptidano 0,3 ml natedéné¢ho vzorku. Po 30 minutach inkubace byl prométren
ubytek absorbance pii vinové délce 593 nm. Byl piipraven i slepy pokus, ktery vznikl

smichanim 3,0 ml reakéni smési a 0,3 ml destilované vody.

Ze zasobniho roztoku Troloxu byla ptipravena kalibra¢ni fada v rozmezi 5-80 mg/l. Z kazdé
koncentrace bylo odpipetovano 0,3 ml do reak¢nich zkumavek. K tomu byly ptidany 3,0 ml
reakéni smési a zkumavky byly ponechany 30 minut v klidu pfi laboratorni teploté. Po uplynuti
této doby byla prométena absorbance pii vinové délce 593 nm. Graf kalibrac¢ni pfimky je

uveden v priloze 10.

Antioxida¢ni aktivita byla vyjadiena ve formé ekvivalentu Troloxu (mg/l), a to vypoétenim
z rovnice regrese kalibra¢ni ki'ivky zavislosti absorbance roztokti na koncentraci Troloxu. Tato

kalibra¢ni fada je znazornéna v ptiloze 10.
2.12 Stanoveni antokyanii

Postup ke stanoveni byl pievzat ze ¢lankd Lee a kol. (2005) [71].

Byl pipetovan 1 ml vzorku do zkumavky se 4,0 ml roztoku KCl o pH = 1, ktery byl
predpfipraven navazenim 0,9 g KCl do 480,0 ml destilované vody, s naslednou korekci pH
pomoci 5,0M HCI na pH = 1,0 a doplnénim po rysku na vysledny objem 500 ml. TentyZz vzorek
byl napipetovan do zkumavky, kde byl roztok 4,0 ml CH;COONa o pH =4,5. Tento roztok byl
ptipraven navazenim 27,2 g CH3COONa do 480 ml, s naslednou tpravou pH pomoci 5,0M HCI
napH =4,5 a doplnénim po rysku na vysledny objem 500 ml. Zkumavky byly umistény
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do temna na 20 minut, pak byly prométeny jejich absorbance pii dvou vinovych délkach 510 a

700 nm. Koncentrace antokyanii byla vypocitana podle Rovnice 6.

(As20—A4700) —(Asz0—A -MW-DF .
- [ 520—4700)pH 1,0 (z'zlo 7oo)pH4,5] (ROVI’IICG 6)

¢ = koncentrace antokyanti [g/l]; A hodnota absorbance; MW molekulovd hmotnost [g/mol];

DF = faktor fedéni; 1 = délka drahy [cm]; € = molarni extink¢ni koeficient
2.13 Analyza kapalinovou chromatografii

K separaci byla pouzita sestava kapalinového chromatografu od firmy Shimadzu skladajici se
ze dvou vysokotlakych ¢erpadel, degaseru, autosampleru, termostatu a detektoru s diodovym
polem. Jednu slozku mobilni faze tvofila deionizovand voda s piidavkem kyseliny mravenci a
druhou slozku methanol. Objem nastiiku vzorku byl 2 pl, pratok mobilni faze 0,4 ml/min a

vlnové délky pro monitorovani 273 nm a 325 nm.

Pro separaci byla pouzita kolona YMC — Triart C18 a gradientova eluce s nasledujicim
programem: 0 minut — 10% methanolu, 6 min. — 33% methanolu, 9 min. — 33% methanolu, 13
min. — 55% methanolu, 18 min. — 90% methanolu. Nasledoval navrat na pivodni podminky
gradientu a ustaleni podminek. Stanoveni chlorgenovych kyselin bylo provedeno jako suma tii
kyselin (kyselina neochlorgenové, kryptochlorgenové a chlorgenové kyseliny) vztazené

k nejvice zastoupené kyseliné chlorgenové.

Pro identifikaci latek ptitomnych v extraktech byly pfipraveny zasobni roztoky o koncentraci
1g/l v metanolu u téchto standardd: kofein, kyselina gallova, syringova, vanilova,
3,4-dihydroxybenzoova, 4-hydroxybenzoova, kyselina ferulova, gentisova, kavova,
p-kumarova, sinapova, epikatechin, katechin, kyselina chlorgenova, kyselina neochlorgenova,
kyselina kryptochlorgenova, rutin, vanilin. Pro kvantifikaci chlorgenovych kyselin a kofeinu
byla ze zasobniho roztoku vhodnym nafedénim pfipravena kalibracni fada. Pro kofein byla
pfipravena kalibra¢ni fada v rozmezi koncentraci 5-100 mg/l. Tato kalibra¢ni tada je
znazornéna v piiloze 11. Kalibra¢ni fada chlorgenovych kyselin byla pfipravena v rozmezi 0,5—

10 mg/I. Kalibra¢ni fada chlorgenovych Kkyselin je zndzornéna v ptiloze 12.

Mg¢teni bylo provedeno celkem 3x a vzorky byly pfed mé&fenim 5x natedény.
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2.14 Analyza pomoci ICP-MS

Vzorek kédvovych tfesni byl zmineralizovan v mikrovinné peci Speedwave XPERT s vykonem
2000 W. Rozklad vzorku byl proveden ve tfech replikach. Do kazdé teflonové rozkladné
nadoby bylo navazeno okolo 0,1 g a bylo ptfidano 5 ml 16% HNOsz a 2 ml 30% H:Ox.
Mineralizace probéhla pii teplote 200 °C, ktera byla drzena 35 minut. Teplotni program je
uveden v publikaci Kovacik a spol. (2022) [93].

Analyza vzorka byla provedena pomoci kvadrupolového ICP-MS Agilent 7900. Spektrometr
je vybaven kolizni celou vyuzivajici kolizni plyn He k eliminaci spektralnich interferenci.

Pracovni podminky spektrometru jsou uvedeny v publikaci Kovacik a spol. (2022) [93].
2.15 Statistické vyhodnoceni

Naméfené hodnoty byly zpracovany pomoci programu Microsoft Office Excel 365.
K vyhodnoceni vysledkii analyz kavovych tfesni byl pouzit program STATISTICA 14 (StatSoft
CR s. 1. 0.). Byla provedena jednofaktorova analyza rozptylu (ANOVA). Zvolenym faktorem
byla teplota destilované vody pouzité na ptipravu nalevi (oznaceni vzorku CT, S20 atd.).
Vysledky byly vyjadreny jako aritmeticky primér hodnot = smérodatna odchylka. Statisticka
vyznamnost byla zjiSt€éna pomoci vicendsobného parového Duncanova testu na hlading
vyznamnosti pravdépodobnosti p = 0,05. Pro redukci poctu proménnych byla pouZita metoda

analyzy hlavnich komponent (PCA).

Experimentalné¢ namétfend data pro kvantifikaci kofeinu a chlorgenovych kyselin byla
hodnocena v programu QC Expert 2.9. (Trilobyte, Cesko). Data byla prolozena linearni regresi.
Pomoci grafickych diagnostik (Williamstiv, Pregibontiv, McCulloh-Meetertiv a L-R graf) byly
detekovany a odstranény odlehl¢ body kalibra¢ni kiivky.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Kyselost a obsah cukru

Pocateni pH vSech nalevl bylo v rozmezi 4,2—4,6. Vysledky byly vyjadfeny dle Soxhlet-
Henkela (°SH) a jsou uvedeny v tabulce 1. Nejvyssi kyselost mél nalev piipravovany pomoci
destilované vody o teploté 20 °C. Celkovy efekt vlivu teploty vody na kyselost vzorku byl
prokazan (p < 0,05). Mezi studenou pfipravou se nejvice lisila kyselost nalevt pii teploté 20 a

5°C.

Maharani a kol. (2020) zkoumali hodnotu pH napoje cascara. Kavové tresné louhovali
Vv prevaiené vode 5, 7, 10, 12 a 15 minut. Kyselost napoje byla vyssi u napoju, které se
louhovaly déle. I v této diplomové praci byla kyselost vyssi u vyluht louhovanych 24 hodin,

nez u extraktu piipraveného pomoci teplé destilované vody [86].

Obsahy cukrti v nalevech kavovych tfesni se pohybovaly v rozmezi 0,11-0,43 °Brix (vysledky
uvedeny v tabulce 1). Nejsladsi nalev byl ziskan louhovanim ve vodé o teploté 20 °C
(°Brix = 0,43 + 0,09; p <0,001). Rozdil v obsahu cukrti je mezi teplou piipravou a mezi
ptipravou pomoci vody o teploté 20 a 15 °C. Pokles v obsahu cukrli mezi ptipravou S20 a S15

je statisticky vyznamny (p < 0,001).

Tabulka 1: Kyselost a obsah cukrii v napojich cascara

CT S20 S15 S10 S5
°SH 3,19 +0,145¢ 3,41 +0,08% 3,28 + 0,027 3,31+ 0,0478 3,07 £0,04¢
°Brix 0,22 + 0,058 0,43 +£0,094 0,11+0,01°¢ 0,23 +£0,028 0,30 £ 0,008

Aritmeticky prumér £ smérodatnd odchylka (N = 3), rliznd pismena oznacujici statisticky vyznamny rozdil v ramci fadku
(p < 0,05). CT, ptipraveny za tepla (8 min); S, pfipravené za studena (24 h), ¢islo znaéi teplotu (°C) louhovani.

3.2 Méreni barevnosti

Pro nélevy kavovych tfesni byla jejich barva meétfena v odrazeném svétle, a to v ramci
barevnych prostora L*a*b* a L *C*h°. Vysledné hodnoty pro oba barevné prostory jsou shrnuty

v tabulce 2. Namétené hodnoty pro rizné teploty piipravy byly porovnany mezi sebou.

Pfi porovnani parametru L* se vyrazn¢ odliSoval nalev ptipravovany pfi teploté vody 5 °C. L*
je spojeny se svétlosti (pomér mezi bilou a ¢ernou barvou). Tento nélev byl nejsvétlejsi
(L* = 80,87 + 2,76; p < 0,001). Naopak nejtmavsi byl nalev ptipraveny pfi teploté vody 10 °C
(L* =37,67 + 1,31; p < 0,001). Svétlost vzorku S10-S20 byla tmava (L* = 37,67-45,91).
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Parametr a* predstavuje piechod mezi Cervenou a zelenou barvou. Nejcervenéjsi byl nalev
extrahovany destilovanou vodou o teploté 5 °C, kde a* = 53,36 + 1,50 (p < 0,001). Napoje
ptipravené zalitim horkou vodou a pfi teplotich 10-20 °C byly méné Cervené a podobné.
Nejvys$si hodnotu parametru b* m¢l opét nalev piipraveny pii teploté 5 °C. Nalev s hodnotou
b* = 109,87 + 0,19 obsahoval nejvice odstinu Zluté barvy. Teplota vody pii ptipravé napoje
cascara ma vliv na hodnotu parametru b* (p < 0,01). Parametr C* kopiruje ptedchozi
parametry. Nejvetsi hodnotu mél nalev piipraveny pii 5 °C, kde C* = 122,15 + 0,70 (p < 0,01).
Naopak nejmensi hodnotu tohoto parametru mél nalev ptipraveny pfi teploté¢ 10 °C. Parametr
h° je nejvyssi u pripravy extraktu ze susenych kavovych tfesni pomoci teplé destilované vody
h°= 72,08 + 0,73 (p < 0,01). S klesajici teplotou vody béhem pftipravy nalevi jeho hodnoty
klesaji od 67,68-64,10.

Vliv teploty vody na pfipravu nalevu je dulezity, nejvice se projevuje pii ptipravé pomoci vody
o teplot¢ 20-5 °C. Népoj pfipraveny pomoci teplé vody se barevné odliSuje od népojit
piipravenych pomoci studené vody. Vzorek piipraveny pii 10 °C se svoji barevnosti lisil, byl
tmavs$i, méné Cerveny a mén¢ zluty. Na druhou stranu vzorek S5 byl vyrazné svétlejsi,

cervenéjsi a zIutéj$i nez ostatni vzorky.

Tabulka 2: Barevnost napoju cascara v barevném prostoru L*a*b* a C*h°

Parametr CT S20 S15 S10 S5
L* 63,06 + 1,448 45,28 + 3,86° 45,91 + 3,63° 37,67 +1,31° 80,87 +2,76A
ax 26,60 +1,51¢P 28,59 + 0,538D 29,25 +1,018 25,95+0,77¢ 53,36 + 1,504
b* 82,24 + 1,098 70,54 +4,53¢ 71,73 +4,27¢ 60,24 +1,68° 109,87 +£ 0,194
C* 86,44 + 1,518 76,13 + 4,38¢ 77,47 +4,17¢ 65,59 + 1,68° 122,15+ 0,704
h° 72,08 +0,73A 67,88 + 0,948¢ 67,78 + 0,998¢ 66,69 + 0,66 64,10 + 0,63P

Aritmeticky primér + smérodatna odchylka (N = 3), rliznd pismena oznacujici statisticky vyznamny rozdil v ramci fadku
(p <0,05). CT, pfipraveny za tepla (8 min); S, pfipravené za studena (24 h), ¢islo znaéi teplotu (°C) louhovani.

Torres-Valenzuela a kol. (2019) zkoumali pribéh suseni vlhké kavové tiesné. Béhem suseni
se zvysil parametr L*. Suché vzorky byly tmavsi nez vlhké kévova slupka. Mize to souviset
S procesy hnédnuti a se vznikem melanoidinti. Parametr a*, ktery odpovida za ¢erveno-zelené
zbarveni, se zvySoval béhem suseni. UsuSené kavové slupky mély cervenéjsi barvu nez vlhky

vzorek. Parametr b* nebyl béhem suseni vyrazné ovlivnén. Parametr /2° se béhem suseni snizil.
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Tento parametr odpovida za thel barvy, ktery ukazuje na ¢ervenéjsi ususeny vzorek nez Cerstvy

vzorek. Celkova zména barvy byla mala, lidskym okem nepostiehnutelna [85].
3.3 Celkovy obsah fenolickych latek a flavonoidu

Vysledky stanoveni celkového obsahu fenolickych latek jsou vyjadieny v mg kyseliny gallové
na litr napoje. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3. Nejvyssi obsah fenolickych latek obsahoval
nalev pfipraveny pii teploté¢ 10 °C. Obsahoval 367,89 + 42,22 mg kyseliny gallové na litr
napoje. Teplota vody pfipravy napoje cascara ovliviiuje obsah fenolickych latek. Mezi
hodnotami obsahu fenolickych latek u pfipravy pomoci horké vody a studené vody je statisticky
vyznamny rozdil (p < 0,05). Napoj piipraveny zalitim horkou vodou mél celkové mensi obsah

fenolickych latek.

Maharani a kol. 2021 zkoumali obsah fenolickych latek, ménici se s dobou louhovani kavovych
tfeSni. Vzorek tfesni spafili v horké vod¢ a louhovali ho po dobu 5, 7, 10, 12 a 15 minut.
Nejvyssi obsah fenolickych latek, stanovenych pomoci Follin-Ciocalteuovy metody, obsahoval
vyluh kavovych tfesni louhovany po dobu 10 minut 103,989 mg/kg (jako standard pouzili
kyselinu gallovou). Obsah stanoveny ve studii Maharani a kol. 2020 byl niZ8i nez obsah
fenolickych latek v nalevu piipraveném pomoci teplé destilované vody [86]. Také Muhammad
a kol. (2023) potvrdili, ze pti vyssi teploté vody ptipravy napoje cascara dochazi ke snizeni
obsahu fenolickych latek. Porovnavali vyluh z kdvovych tieSni, ktery byl pfipraven pomoci
horké vody (70, 80, 90 °C) spolu s druhym vyluhem, ktery byl pfipraven pomoci studené vody
(5 °C). Pti ptipraveé pomoci horké vody louhovali vzorek ve vodé po dobu 4 minuty. Pfi studené
ptipravé louhovali vzorek po dobu 12 hodin. Celkovy obsah fenolickych latek v napoji cascara
se pohybuje v rozsahu 19,2-24 mg kyseliny gallové na gram kyseliny gallové [87]. Nizké

hodnoty mohou byt zptsobeny krat$i dobou louhovéni kdvovych tfesni.

Tabulka 3: Celkovy obsah fenolickych latek a flavonoidi

Metoda CT S20 S15 S10 S5

TPC 230,39 + 42,378 330,39 + 16,28 361,64 +5,79A¢ 367,89 + 42,22ABC 354,61 + 11,844

FM 1 7,59 + 1,688 12,90 + 2,294 13,04 £ 1,274 11,83 +1,924 13,64 + 1,554

FM 2 3,81 + 3,614 11,63 + 3,354 7,47 £2,487 7,47 +2,48° 7,47 £2,487

Aritmeticky prumér + smérodatnad odchylka (N = 3), rliznd pismena oznacujici statisticky vyznamny rozdil v rdmci fadku
(p <0,05). CT, ptipraveny za tepla (8 min); S, pfipravené za studena (24 h), ¢islo znaci teplotu (°C) louhovani; TPC znaci
celkovy obsah fenolickych latek [mg standardu/l]; FM 1 zna¢i metodu 1 pro stanoveni flavonoidt [mg standardu/l]; FM 2 znaci
metodu 2 pro stanoveni flavonoidi [mg standardu/1].
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Vysledky stanoveni flavonoidi v prostiedi octanu sodného (Metoda 1) jsou vyjadieny v mg
kvercetinu/l cascary, jak je uvedeno v tabulce 3. Tato metoda je selektivni pro flavonoly a
flavony [70]. Byl prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi obsahem flavonoidi v napoji
cascara pripraveny za horka a pii teplotach 5-20 °C (p < 0,05). Pii téchto teplotach byla zjisténa
koncentrace flavonoidt v rozsahu 11,83—13,84 mg kvercetinu/l. Pti pfipravé za studena nebyl
zjistén vliv teploty na obsah flavonoidi. Neves a kol. (2019) extrahovali kdvové tfeSné pomoci
vody a stanovili obsah flavonoidi v podobném rozsahu. Vzorky byly louhovany ve vodé
o0 teploté¢ 100 °C. Celkem 5 vzorkl bylo pfipraveno jinym zpusobem. Pro pfipravu nélevu
kavovych tfesni pouzili tyto metody: ponoieni slupek do vody (infuze), vyluh s mechanickym
michanim, vyluh bez mechanického michéani, ultrazvukova extrakce a extrakce pomoci
elektrického kavovaru. Vysledky stanoveni celkového obsahu flavonoidl byly vyjadien jako
miligram ekvivalent kvercetinu na 100 g vzorku a pohybovaly se v rozsahu 7,1-8,47 mg/100 g
vzorku [89].

Metoda stanoveni flavonoidt v prostiedi dusitanu sodného (Metoda 2) je specificka pro rutin,
luteolin, katechiny a fenolové kyseliny [70]. Vliv teploty vody pro piipravu extraktu
z kavovych tfesni nema vliv na obsah téchto latek (p > 0,05). Mefsin a kol (2022) mimo jiné
zkoumali i vliv prazeni kavovych slupek na obsah flavonoidu. Tiesné byly pomlety na jemny
préasek a extrahovany ethanolem. Pomoci této metody stanoveni flavonoidl v prostiedi dusitanu
sodného stanovili obsah flavonoidi v neprazené kavové slupce 54,26 + 0,13 mg kyseliny
gallové na gramy jemného prasku [90]. Jejich vysledek je vyssi nez vysledek stanoveny v této

diplomové praci. MiiZe to byt z dlivodu G€inngj$i extrakce i pomleti vzorku na jemny prach.
3.4 Antioxidacni aktivita napoje cascara

Vysledky stanoveni antioxidacni aktivity s vyuzitim radikdlu DPPH jsou vyjadfeny jako
mg Troloxu/l extraktu a jsou prezentovany v tabulce 4. Statisticky bylo prokazano, ze teplota
vody pouzitd pii pfipravé nalevu ovlivituje antioxidacni aktivitu (p < 0,05). Nejvyssi
antioxida¢ni aktivitu vykazoval extrakt ptipraveny pomoci vody o teploté 10 °C 109,72 + 5,53
mg Troloxu/l. Naopak nejnizsi obsah antioxidac¢nich latek vykazoval extrakt piipraveny
pfi teploté 20 °C. Nebyl zjistén rozdil mezi antioxidac¢ni aktivitou (DPPH) mezi vzorkem

pfipravenym zalitim horkou vodou a vzorky pfipravenymi za studena.

Maharani a kol. (2020) zkoumali vliv doby louhovani na antioxida¢ni aktivitu napoje cascara.

Jako standard pouzili kyselinu gallovou. Jejich vysledky antioxidaéni kapacity napoje
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ptipraveného pomoci horké vody se pohybovaly v rozsahu 61,013-87,300 % antioxidac¢ni
aktivity.

Neves a kol. (2019) stanovili obsah antioxida¢ni aktivity pomoci metody DPPH v rozsahu
2,73-4,71 ECsg (mg/ml). Vzorky byly louhovany ve vod¢ o teploté 100 °C. Celkem 5 vzorka
bylo pfipraveno jinym zplsobem. Pro pfipravu nalevu kavovych tfesni pouzili tyto metody:
ponofeni slupek do vody (infuze), vyluh s mechanickym michanim, vyluh bez mechanického

michani, ultrazvukova extrakce a extrakce pomoci elektrického kavovaru [89].

Tabulka 4: Stanoveni antioxidacni aktivity

Co [mg

Trolox/l] CT S20 S15 S10 S5
DPPH 74,54 + 13,85ABC 55,00 + 6,90¢ 45,62 + 0,008¢ 109,72 £ 5,534 80,02 + 32,57A¢
ABTS 143,83 + 14,26¢ 176,11 + 15,258 207,74 £ 11,22~ 101,86 + 6,39P 88,95 + 8,80P
FRAP 6,71 + 1,858 32,34 £ 5,694 39,64 + 7,752 42,55 +10,13~ 30,63 + 6,984

Aritmeticky primér + smérodatna odchylka (N = 3), riizna pismena oznadujici statisticky vyznamny rozdil v ramei fadku
(p < 0,05). Co znadi obsah antioxidantfi, CT, pfipraveny za tepla (8 min); S, piipravené za studena (24 h), &islo znai teplotu
(°C) louhovani; DPPH — metoda s vyuzitim radikalu DPPH; ABTS — metoda s vyuzitim radikalu ABTS; FRAP — metoda
vyuZivajici redukce komplexu TPTZ.

Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity byla pouzita dal$i metoda, vyuzivajici redukci radikalu
ABTS" v pfitomnosti antioxidantd. Vliv teploty vody na obsah antioxidantl je statisticky
vyznamny (p < 0,001), avsak nebyl prokazan zadny trend s teplotou pfipravy za studena. Také
nelze tvrdit, Ze by vzorek pfipraveny za horka mél odliSnou antioxida¢ni aktivitu ve srovnani
se vzorky pripravenymi za studena. Nejvyssi obsah obsahoval extrakt S15 207,74 + 11,22 mg/I.
Naopak nejmensi obsah byl stanoven u extraktu ptipraveného pii 5 °C. Duangjai A. a kol (2016)
porovnavali antioxida¢ni kapacitu vodnych extrakta kavovych tiesni, které se lisily zptisobem
zpracovani. Ze vSech zpracovani byl nakonec pfipraven ususeny a rozemlety praSek kavovych
treSni. Tento praSek byl extrahovan horkou vodou, nasledné byl louhovéan 2 minuty a poté byla
zméfena antioxidacni aktivita extraktu pomoci metody ABTS dle ¢lanku Re a kol. (1999) [66].
Antioxidacni aktivita extraktli se pohybovala v rozsahu 18-27 ICso ug/ml [91]. V ¢lanku
Manasa a kol. (2021) postupovali podle stejného ¢lanku (Re a kol. (1999) [66]). Jako standard
pro metodu ABTS pouzili Trolox. Extrakt zkavové duziny byl podroben louhovani
Vv isopropylalkoholu pfi teplot¢ 4 °C po dobu 1 hodiny. Nasledné byl extrakt odstfedén a
izopropylalkohol byl odpaten. Dale byl pomoci chemickych ¢inidel odstranén pektin. Hodnota
antioxidacni aktivity v tomto ¢lanku byla ECso= 30,76 + 1,02 pg/ml [92]. Hodnoty antioxidacni

aktivity se vyrazné¢ liSily od hodnot ziskanych v této diplomové praci. Miize to byt né¢kolika

o1



krokovym zpracovanim kavové duziny, rozdilnym druhem kavovniku, ze kterého tfesné
pochazeli i rozdilnou lokaci ristu kdvovniku. Divodem vyssiho obsahu antioxidantl v této

diplomové¢ praci mize byt i delsi doba extrakce.

Metodou FRAP byly zjistény vyrazné vyssi (az 6x) antioxidacni vlastnosti napojii cascara
ptipravenych za studena ve srovnani s horkou ptipravou. Teplota piipravy 5—20 °C neméla vliv
na obsah antioxidac¢nich latek méfenych metodou FRAP. Ve studii Manasa a kol. (2021) méiili
i antioxidacni aktivitu pomoci metody FRAP. Antioxida¢ni aktivitu stanovili na 6,38 = 0,20 M
Troloxu Eq./100g [92].

3.5 Obsah antokyant

U zadného z ptipravenych vyluhi nebyl zjistén obsah antokyand. Iriondo-DeHond a kol. (2020)
také neodhalili zddné antokyany, domnivaji se, ze tyto slouceniny mohly byt degradovany
susenim na slunci [36]. Na druhé stran¢ Ramirez-Coronel a kol. (2004) potvrdili pfitomnost
antokyanu v kavové tfesni i tfi dny po usuSeni. V této praci byl vzorek namlet na jemny prasek,
coz mohlo zvysit G¢innost extrakéniho procesu [88]. Emille a kol. (2006) analyzovali ¢erstvé
kavové slupky. Nejprve je extrahovali v kyseliné chlorovodikové pii teploté 8 °C po dobu 18
hodin. Nésledné roztok zfiltrovali, odplynili a vakuové zpracovali. Tuto smés rozmixovali
pomoci mixéru a zfiltrovali. Tento postup nékolikrat opakovali, dokud pevny zbytek tresni
nebyl uplné bily. Extrakty ze vSech krokl smichali a zakoncentrovali. Nasledné podrobili
vzorek kyselé 1 alkalické hydrolyze. Pomoci HPLC-DAD stanovili primérmy obsah
monomernich pigmentl v kdavové slupce na 19,2 mg pigmentu na 100 g Cerstvych slupek.

Nejvice zastoupenym antokyanidem byl kyanidin-3-rutinosid [44].
3.6 Analyza pomoci HPLC

3.6.1 Optimalizace separace

Nejprve byla provedena optimalizace separace s cilem rozd¢lit co nejvice obsazenych latek.
Z duvodu planované kvantitativni analyzy kofeinu a chlorgenovych kyselin byla optimalizace
dale zaméfena na rozliSeni téchto latek od zbyvajicich koelujicich biologicky aktivnich latek.

Optimalizovéana byla pouzita stacionarni faze, mobilni faze a gradientovy program.

Pro separaci byla nejprve vybrana kolona Ascentis Express F5, ktera je vhodna pro separaci
polohovych isomert, a tedy i jednotlivych chlorgenovych kyselin. Pomoci této kolony vsak
nedoslo k idealni separaci kofeinu a kyseliny chlorgenové zadnym z pouzitych gradientovych
programil. Kofein byl obsazen ve velkém mnozstvi a byla planovéna jeho kvantitativni analyza,
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bylo nutné odd¢lit pik kofeinu od ostatnich piki eluujicich v jeho blizkosti. Piky, které eluovaly
Vv blizkosti kofeinu jsou znazornény v ptiloze 13. Dale byla snaha o separaci minoritnich slozek
vzorku pro jejich pfipadnou identifikaci napiiklad katechin, epikatechin, rutin, kyselina
siringova, kyselina sinapova, vanilin a dalsi. Identifikace téchto latek by vyzadovala vyuziti
spojeni s hmotnostni spektrometrii, a proto nebyla kompletné provedena. Pro porovnani
jednotlivych extraktd bude vyuzit pouze ,,otisk prstu“. Identifikace bude provedena v ramci
dalsi prace na dané téma. Piiklad chromatografické separace na kolon¢ Ascentis Express F5

je uveden na obrazku ¢. 6.
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Kolona: Ascentis Express F5; mobilni faze — methanol a voda s pfidavkem kyseliny mravenéi (0,3%); gradient: 0 min. —
10% methanolu, 5. min. - 25% methanolu, 9. min. - 25% methanolu, 16. min. — 90% methanolu; 18. min. — 10%

methanolu; 1 — kyselina chlorgenova, 2 — kofein.

Obrazek ¢. 6 Chromatogram optimalizace separace pti 273 a 325 nm

Dalsi testovanou kolonou byla Ascentis Express C18, kde vSak nebyla dosaZena uspokojiva
separace pomoci zadného ze zkousSenych gradientovych programi. Dochazelo k velkému

rozmyvani piki a bylo tedy dosaZeno nizkého rozliSeni.

Tteti kolonou pouzitou v ramci optimalizace separace byla kolona YMC — Triart C18. Hned
po prvni analyze, jejiz chromatogram je znazornén v ptiloze 14, bylo vidét, Ze tato kolona
spliiuje nase pozadavky nejvice. Piky kofeinu a chlorgenovych kyselin bylo mozné rozd¢lit.
Dalsi tpravou gradientového programu byla optimalizovana separace minoritnich biologicky
aktivnich latek (ukazka této separace je znazornéna v piiloze 15), jejichz piky budou dale
vyuzity pro porovnani u¢innosti extrakce na zakladé tzv. otisku prstu. Pro tento ucel bylo
testovano nékolik gradientovych programil. Vysledna optimalizace separace je zndzornéna
na obrazku ¢. 7. Jak je z obrazku patrné, kofein je dobie separovany od kyseliny chlorgenové a
doslo 1 ke zvySeni rozliSeni od pika eluovanych za kofeinem. Na zakladé shody retencnich casti
se standardy byla déle identifikovéana kyselina kryptochlorgenova a neochlorgenova. Retencni

¢as kyseliny neochlorgenové byl 7,26 minut a Kyselina kryptochlorgenova eluovala ve smési
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s kyselinou chlorgenovou Vv retenénim case 9,69 minut. VSechny tfi isomery byly

kvantifikovany spole¢né na standard kyseliny chlorgenové.
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Kolona: YMC — Triart C18; mobilni faze — methanol a voda s ptidavkem kyseliny mravenéi (0,3%); gradient: 0 min. —
10% methanolu, 6. min. - 33% methanolu, 9. min. - 33% methanolu, 13. min. — 55% methanolu; 18. min. — 90%
methanolu, 20. min. — 10% methanolu; 1 - kyselina neochlorgenova, 2 — kyselina chlorgenova ve smési s kyselinou
kryptochlorgenovou, 3 — kofein.

Obrazek ¢. 7 Vysledny chromatogram optimalizace pti 273 a 325 nm

3.6.2 Kalibracni Fada a validace metody

Kalibra¢ni fada kofeinu byla proméiena v rozsahu 5-100 mg/l, zatimco kalibra¢ni fada pro
kyseliny chlorgenové byla zmétena v rozsahu 0,5-10 mg/l. Celkem byla kalibrace provedena
na osmi koncentra¢nich hladindch a kazdy roztok byl prométen tiikrat. Ob¢ linedrni regrese
byly podrobeny diagnostice v programu QC Expert, pomoci kterého byly odstranény vlivné
body, a byla vyhodnocena vyznamnost obou ¢lend linearni regrese. Zatimco absolutni ¢len
linearni zavislosti u kofeinu byl hodnocen jako nevyznamny (p > 0,05) a ptimka tedy prochazi
nulou, v pfipadé chlorgenovych kyselin byl usek hodnocen jako vyznamny (p < 0,05). Linearita
obou kalibra¢nich zavislosti byla pro méteny koncentrac¢ni rozsah vyhovujici. U kalibracni
zavislosti kofeinu byl koeficient determinance R? = 0,9994 a u kalibraéni zavislosti

chlorgenovych kyselin byl koeficient determinance R? = 0,9997.

Dale byla vypoctena mez detekce a mez stanovitelnosti jako trojnasobek ¢i desetinasobek
odstupu signalu od Sumu. Mez detekce u kofeinu c¢inila 0,022 mg/l a mez stanovitelnosti
0,077 mg/l. U chlorgenové kyseliny byla mez detekce 0,025 mg/l a mez stanovitelnosti
0,073 mg/l.

DalSim stanovenym validacnim parametrem byla pfesnost metody, kterd vyjadiuje blizkost
shody mezi vysledky nezavislych testi a hodnoti se pomoci smérodatné odchylky (RSD).

Spravnost metody je mira shody mezi referen¢ni hodnotou a hodnotami vysledkti nezavislych
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testll a hodnoti se jako vytéznost. Pro zjisténi spravnosti metody bylo provedeno 8 méteni o
ttech riznych koncentracich. Pro kyseliny chlorgenové byly zvoleny koncentrace 1; 5,5 a 9
mg/l. Pro kofein byly zvoleny koncentrace 10; 56 a 91 mg/l. Hodnotici kritéria byla pfevzata
z Guidelines for Standard Method Performance Requirements [94]. Ziskané valida¢ni hodnoty

jsou uvedeny v tabulce 5.

Tabulka 5: Vysledky validace spravnosti metody pro stanoveni kofeinu a chlorgenovych

kyselin
Spravnost (vytéznost)
Koncentrace
Latka Spravnost [%] Kritérium pfijatelnosti [%]
[ma/l]
10 103,20
Kofein 56 98,64 80-110
91 101,67
1 96,74
Chlorgenové kyseliny 55 100,36 80-110
9 104,97

Pti zjisténi opakovatelnosti méfeni byl proméfen vzorek piipraveny pomoci horké destilované
vody. Vzorek byl ptipraven 3 x ve dvou nalevech. Celkem byl vzorek 6 x proméfen a spocitana
relativni smérodatna odchylka (RSD). U kofeinu se RSD pohybovala maximalné do 4 %, coz
je v souladu s validaénimi materialy, kde je povolena chyba do 5,3 % [94]. U kyselin
chlorgenovych byla koncentrace o dva fady mensi, a proto 1 RSD byla vétsi a pohybovala kolem
11 %, coz je na hranici hodnoty uddvané valida¢nimi materialy [94], kde na této koncentracni
hladin€ je povolena chyba méfeni praveé 11 %. VEtsi chyba méfeni mize byt zplisobena nizkym
obsahem chlorgenovych kyselin, chybou v integraci piku nebo z dtivodu mozné koeluce s dalsi

latkou.
3.6.3 Vliv teploty vody na obsah latek v napoji cascara

Pii analyze byl testovan vliv teploty pouzité na piipravu napoje cascara na obsah kofeinu a
chlorgenovych kyselin. Vysledky analyzy jsou uvedeny v tabulce 6. Vliv teploty vody na obsah
kofeinu je statisticky vyznamny (p < 0,001). Vzorek piipraveny zalitim horkou vodou
obsahoval mén¢ kofeinu (114,14 + 1,99 mg/l) ve srovnani se vzorky pfipravenymi za studena
(122,57-135,72 mg/l). S klesajici teplotou vody pro pfipravu napoje cascara (mezi vzorky S20
— S5) klesala koncentrace kofeinu. Pokud si budeme chtit doma ptipravit napoj cascara, je lepsi
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pouzit vodu o teploté¢ 20 °C. Je tedy mozné nechat louhovat nd$ vzorek v pokojové teploté

po dobu 24 hodin a docilime tim zvySeni obsahu kofeinu ve vysledném napoji.

Efekt teploty vody na obsah chlorgenovych kyselin je statisticky nevyznamny (p > 0,05).
Nejvyssi obsah chlorgenovych kyselin obsahoval extrakt ziskany pii teploté¢ 5 °C
(13,22 + 1,45 mg/l), naopak nejmensi hodnota byla ziskana pii teploté extrakce 15 °C
(8,19 £ 0,30 mg/l).

Tabulka 6: Stanoveni obsahu kofeinu a chlorgenovych kyselin

Koncentrace
mall] cT 520 s15 510 S5
Kofein 11414 +1,99°  13572+1,98%  132,39+223%8  12813+4,408C 122,57 +1,74°
Chklggﬁﬁ’r‘lg’/ve 8,37 + 0,938 10,44 + 1,108 8,19 + 0,308 12,02 +1,3148 13,22 + 1,45~

Aritmeticky primér + smérodatna odchylka (N = 6), rliznd pismena oznacujici statisticky vyznamny rozdil v ramci fadku
(p <0,05). CT, pfipraveny za tepla (8 min); S, pfipravené za studena (24 h), ¢islo znadi teplotu (°C) louhovani.

Chromatogramy jednotlivych nalevli byly porovnéany Vv oblasti ,,otisku prstu®. V ptiloze 16-20
jsou uvedeny chromatogramy jednotlivych nalevl a Sipkou je na nich oznacen pik, minoritni
biologicky aktivni latky, jehoz koncentrace se s ménici teplotou vody pouzité na piipravu
napoje ménila. Chromatogramy se 1isi koncentraci kofeinu (s klesajici teplotou vody nartstala
plocha piku kofeinu a chlorgenovych kyselin). Zaroven se spektra lisila koncentraci jednoho
piku oznacenym na chromatogramu. Pfi ptipravé napoje cascara pomoci studené vody o teploté
10 a 5 °C jeho koncentrace vyrazné vzrostla v porovnani s chromatogramy ziskanych analyzou
napoje cascara pii pouziti teplé vody a vody o teploté 20 a 15 °C. Pro identifikaci této latky by
bylo potieba dalsi analyzy.

Heeger a kol. (2017) analyzovali kdvové tfesné¢ pomoci HPLC — DAD. Extrakci kavovych
tkeSni provedli v horké vodé. V napoji cascara identifikovali mnoho latek, naptiklad
chlorgenové kyseliny, kofein, rutin, kyselinu gallovou, kyseliny protokatechové, katechin
I epikatechin. Obsah kofeinu stanovili na 226 mg kofeinu/l napoje. Obsah chlorgenovych
kyselin stanovenych v této studii se pohyboval mezi hodnotami 69,6-85,0 mg/l napoje.
Diivodem rozdilnych vysledkti mitize byt pouziti jemné namletych kavovych tfeSni a

trojnasobna extrakce horkou vodou [95].
3.7 Obsah mineralnich latek v napoji cascara
Pomoci ICP — MS byl zméfen obsah minerdlnich latek v ndpoji cascara. Vysledky jsou

vyjadifeny jako mg prvku na kg vzorku. Minerdlni latky jsou dilezité pro spravnou funkci
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naSeho téla, pro spravné vedeni nervovych vzruch i pro spravné okysliCovani bunék.

Je dilezité dbat na denni piijem urcitych prvki a jinym prvkim je lepsi se vyhybat.
3.7.1 Makroprvky

Mezi makroprvky fadime sodik, draslik, vapnik a hoicik. Tyto prvky se vyskytuji v naSem téle
ve velkém mnozstvi. Teplota vody pro pfipravu napoje cascara méla statisticky vyznamny
rozdil jen na obsah sodiku (p < 0,05), drasliku (p < 0,001) a hot¢iku (p < 0,01). Vysledky jsou
uvedeny v tabulce 7. V napoji ptipraveném pomoci studené vody o teploté¢ 10 °C se nachazi
nejvice sodiku 115,97 + 10,87 mg /kg vzorku a hoi¢iku 305,50 + 29,98 mg/kg vzorku. Nejvice
drasliku (18 205,33-18655,33 mg/kg) ziskame piipravou pomoci studené vody. Teplota vody
neméla vliv (p > 0,05) na obsah vapniku v népoji cascara. Behem ptipravy se vylouhovalo
nejvice 387,27 + 1,43 mg/kg vzorku pii pouZiti vody o teploté 10 °C. Tyto prvky se v napoji
nachdzi v malém mnozstvi. Napoj cascara nelze povazovat za zdroj makroprvki. Denni

doporuceny ptijem makroprvki je zndzornén v priloze 21.

Tabulka 7: Obsah makroprvka v napoji cascara

c CT S20 S15 S10 S5
Na 89,70 + 4,57¢ 91,60 + 8,70¢ 95,23 + 0,868 115,97 + 10,874 98,83 45,698
Mg 184,67 +16,29¢ 255,77 + 24,038 263,47 £ 10,108 305,50 + 29,98 252,47 +11,378

K 15604,67 + 387,468  18655,33 +321,73” 18879,67 £ 192,76 18361,67 +229,86” 18205,33 + 182,084

Ca 276,93 + 38,39¢ 371,63+ 72,667 371,10 £ 20,67 A 387,27 £ 1,434 347,73 + 13,078

Aritmeticky primeér + smérodatna odchylka (N = 3), rizna pismena oznacujici statisticky vyznamny rozdil v ramci fadku
(p < 0,05). CT, ptipraveny za tepla (8 min); S, pfipravené za studena (24 h), ¢islo znaci teplotu (°C) louhovani; ¢, koncentrace
[ma/kg]; pismeno znaéi zkratky prvkt Na — sodik, Mg — hoi¢ik, K — draslik a Ca — vapnik.

3.7.2 Mikroprvky

Tyto prvky se vyskytuji v organismu ve stopovém mnozstvi, ale pfesto jsou pro funkci naseho
téla dulezité. Vliv teploty vody pouzité na pfipravu napoje cascara ma statisticky vyznamny
vliv na obsah médi (p < 0,001), selenu (p < 0,05) a zinku (p < 0,001). Teplota vody pouzita
na pfipravu vyluhu nema vliv na obsah chromu, manganu, Zeleza, kobaltu a molybdenu.
Vysledky jsou shrnuty v tabulce 8. Efekt teploty vody pouzité na ptipravu napoje je statisticky
nevyznamny (p > 0,05). Nejvyssi obsah molybdenu (0,046 + 0,013 mg/kg) a selenu (0,010 +
0,003 mg/kg) byl stanoven ve vzorku piipraveném pomoci horké vody. Nejvice chromu (0,016

+ 0,005 mg/kg) a kobaltu (0,028 + 0,017 mg/kg) obsahoval nalev pfipraveny pomoci vody
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0 teplot¢ 20 °C. Vyluh ptipraveny pomoci vody o teploté¢ 15 °C obsahoval nejvyssi hladinu
zeleza (5,110 £ 0,503 mg/kg). Nejvyssi hladina manganu (4,010 + 0,370 mg/kg) byla nalezena
u vzorku pfipraveného pomoci vody 0 teploté 10°C. Nalev piipraveny pomoci studené vody 5
°C obsahoval nejvice médi (8,117 + 0,070 mg/kg) a zinku (7,153 + 0,330 mg/kg). V piiloze 21

jsou uvedeny doporucené denni limity makro- i mikroprvku.

Napoj cascara pripraveny z 9 gramu (300 ml vody) je vhodny jako jeden ze zdroju piijmu
kobaltu v potravé. V jednom nalevu se nachazi 10,08 % denniho piijmu kobaltu. Vypitim
300 ml tohoto népoje bychom ziskali 7,29 % z denniho ptijmu médi. Obsah ostatnich minerald

V napoji cascara byl mensi nez 1 % denniho pfijmu danych minerald.

Tabulka 8: Obsah mikroprvkt v napoji cascara

c CT S20 S15 S10 S5
Cr 0,008 +0,0024 0,016 +0,0054 0,013 £ 0,008 0,010 + 0,002 0,008 +0,001A
Co 0,025 + 0,008* 0,028 +0,0174 0,016 + 00,0018 0,015 +0,0018 0,013 +0,000°¢
Mn 3,233 £0,2798 3,843 £ 0,186 3,907 £0,1574 4,010 + 0,3704 3,967 +0,2054
Cu 3,407 £0,111° 4,363 +£0,278¢ 6,540 + 00,2018 6,587 +0,2218 8,117 £ 0,070
Mo 0,046 + 0,013 0,037 +£0,0078 0,037 £ 0,0048 0,036 +0,001B 0,038 +0,0038
Se 0,010 + 0,003 0,005 + 0,0008 0,005 + 0,0018 0,006 + 0,001B 0,002 + 0,000¢
Zn 5,850 +0,7788 2,907 +0,613° 3,830 +0,054°¢ 3,667 +0,668° 7,153 + 0,330
Fe 3,927 + 0,450 4,547 +0,0988 5,110 + 0,503 4,780+ 0,777 4,813 +0,1988

Aritmeticky prumér £ smérodatnd odchylka (N = 3), rliznd pismena oznacujici statisticky vyznamny rozdil v ramci tadku
(p <0,05). CT, ptipraveny za tepla (8 min); S, pfipravené za studena (24 h), ¢islo znaci teplotu (°C) louhovani; ¢ znaci
koncentraci prvku [mg/kg]; pismeno znaci zkratky prvka Cr — chrom, Co — kobalt, Mn — mangan, Cu — méd’, Mo — molybden,
Se — selen, Zn — zinek, Fe — Zelezo.

3.7.3 Toxické prvky

Toxické prvky naopak $kodi nasemu télu a mohou vyvolat otravu 0sob i zvifat. Maximalni
obsah toxickych prvkl je uveden v piiloze 22. Teplota vody pouZitd na pfipravu napoje ma
statisticky vyznamny vliv na obsah téchto prvkii v napoji cascara: olovo (p < 0,05), cin
(p <0,05), hlinik (p < 0,001) a nikl (p < 0,01). Teplota vody nema vliv na obsah kadmia
(p > 0,05) aarsenu (p > 0,05). Vysledky jsou uvedeny v tabulce 9. Pti pfipravé pomoci studené
vody byly nalezeny nejvyssi hladiny toxickych prvkl. Pti pouziti vody o teploté¢ 20 °C byl
zjistén nejvyssi obsah cinu (0,041 + 0,003), kadmia (0,008 + 0,003) a olova (0,307 + 0,229).
Nejvyssi obsah hliniku (6,400 + 0,216) byl stanoven pfi pifipravé pomoci vody o teploté 15 a
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5°C. Ptipouziti vody o teploté¢ 10 °C byl stanoven ve vyluhu nejvyssi obsah arsenu

(0,007 + 0,001). P1i ptipravé napoje cascara pomoci vody o teploté 5 °C byl nalezen nejvyssi

obsah niklu (0,375 + 0,007).

Tabulka 9: Obsah toxickych prvka v napoji cascara

c CT S20 S15 S10 S5
As 0,007 +0,0014 0,007 +£0,0014 0,005 + 0,001 0,007 + 0,001 0,005 +0,0008
Sn 0,016 +0,002¢ 0,041 +0,0034 0,029 + 0,0048 0,034 +0,0108 0,016 + 0,002 ¢
Al 3,580 + 0,0,0868 5,900 + 0,408% 6,400 £ 0,216 5,967 + 0,613 6,400 + 0,082 4
Cd 0,007 + 0,002 0,008 + 0,0034 0,002 + 0,000¢ 0,004 +0,0038 0,005 + 0,0018
Ni 0,261 + 0,0648 0,267 + 0,0408 0,217 + 0,006 0,200 +0,0218 0,375 + 0,007
Pb 0,147 £ 0,049 0,307 £ 0,229 0,066 +0,012°¢ 0,091 + 0,0208 0,088 + 0,006

Aritmeticky primér £ smérodatna odchylka (N = 3), riznd pismena oznacujici statisticky vyznamny rozdil v ramci fadku
(p <0,05). CT, pfipraveny za tepla (8 min); S, pfipravené za studena (24 h), ¢islo znaci teplotu (°C) louhovani; ¢ znaci
koncentraci prvku [mg/kg]; pismeno znaci zkratky prvki: As — arsen, Al — hlinik, Cd — kadmium, Ni — nikl, Pb — olovo.

Vypitim napoje cascara pripraveného z 9 g (300 ml) mizeme do téla dostat az 31,5 %o denniho
limitu arsenu, 5,76 % tydenniho limitu hliniku, 0,369 %o denniho limitu cinu a 1,38 % z denniho
limitu olova. Celkové jsou hodnoty velice malé, museli bychom tohoto népoje vypit n¢kolik
litrti, aby nam to uskodilo. Tyto hodnoty by ale mohly znamenat potize pro lidi s malou

hmotnosti.

Iriondo-DeHond a kol. (2020) analyzovali kavové tfe$né suSené na slunci po dobu 21 dni.
V této studii stanovili obsah drasliku (2284 mg/ 100 g), hoi¢iku (20,84 mg/100 g), sodiku
(266,58 mg/100 g) a vapniku (54,78 mg/100 g). V suSené tiesni nasli vétsi obsah makroprvka,
nez bylo stanoveno v této diplomové praci. Znamena to, Ze do napoje Se extrahuje mensi
mnozstvi mineralti nez se vyskytuje v kavové téesni. Iriondo-DeHond oznadili kavovou tfesen

jako zdroj drasliku a hoi¢iku [35].

Iriondo-DeHond a kol. (2020) analyzovali kavové tfesn¢ a stanovili obsah Zeleza (4,3—
15 mg/100 mg), vapniku (54,8-554 mg/100 mg), sodiku (100-266,6 mg/100 g) a hoiciku
(20,8-420 mg/100 g). Tato studie byla provedena jako reserSe. Kavové tfesné oznacili jako
zdroj sodiku, vapniku a hoiciku [6]. Z této studie vyplyva, ze v kavové tfesni se vyskytuje 2x
vice zeleza nez v napoji pripraveném v této diplomové praci. Obsah ostatnich prvka (vépnik,
sodik, hoi¢ik) stanoveny v této diplomové préci se vesel do intervalu obsahu prvka v dané
studii. Vy$§i obsah minerald v napoji cascara muze byt ovlivnén zpracovanim a druhem

kavovych tiesni, teplotou vody pouzité na ptipravu a postupem piipravy napoje.
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3.8 Analyza hlavnich komponent

Pted vlastni analyzou byla data standardizovana pomoci softwaru STATISTICA 14 (StatSoft
CR s. 1. 0.). Byla provedena vicerozmérna analyza a po&et proménnych byl zredukovan na dvé.
Dv¢ hlavni komponenty byly dostacujici pro popis celkové variability mezi vzorky. Celkova

variabilita je znazornéna pomoci grafu uvedeného v ptiloze 23. Variabilita vzorku je vysvétlena

Z 89,9 %.

Mezi faktory, které koreluji s osou X (Graf 1), patii barevnost (parametry: L*, a*, b* a C*) a
kyselost napoju cascara (°SH). Mezi faktory, které koreluji s osou y, patii: h*, obsah
flavonoidd, celkovy obsah fenolickych latek, FRAP a obsah kofeinu. Projekce ptipadi
do faktorové roviny (x) ukazuje rozdéleni vzorkd do tii hlavnich skupin (Graf 2). Nejvétsi
rozdil je mezi skupinou ndpoji ptipravenych pomoci teplé vody a pomoci vody o teploté 5 °C.

Naopak mezi skupinami S10, S15 a S20 neni vyznamny rozdil mezi obsahem latek.
Graf 1: Projekce proménnych do faktorové roviny
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Graf 2: Projekce ptipadii do faktorové roviny
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4 ZAVER
Cilem této diplomové prace bylo piipravit nalevy zkavovych tfeSni (cascara) za studena a

charakterizovat chemicke i fyzikalni vlastnosti napoji.

Nejprve byly pfipraveny nalevy kavovych tfesni v destilované vodé pii riznych teplotach (5, 10, 15 a
20 °C). Jako kontrolni vzorek byl pfipraven nalev kavovych tfesni zalitim horkou vodou. U vsech naleva
byla zméfena barevnost, kyselost, obsah cukrii a antioxida¢ni aktivita. Déle byla provedena kvantifikace
kofeinu a chlorgenovych kyselin a byla provedena mineralni analyza. Byly zjiStény vyrazné rozdily
mezi pfipravou pomoci teplé vody a pomoci studené vody. Nalevy pfipravené pomoci studené vody
byly barevnéjsi, obsahovaly vice kofeinu, méli vétsi antioxidaéni aktivitu zjisténou pomoci metod
DPPH, ABTS i FRAP. Celkovy obsah fenolickych latek a obsah flavonoidl stanovenych metodou
Vv prostfedi octanu sodného byl vys$si u napoje cascara piipraveného pomoci studené vody. Pomoci
HPLC — DAD byl stanoven obsah kofeinu a chlorgenovych kyselin. V ndpoji nebyl zjistén obsah
anthokyant. Nalevy kavovych tiesni obsahovaly pouze malé mnozstvi makro- i mikroprvku. Také byly

nalezeny stopové koncentrace toxickych prvki.

vvvvvvv

vy$$i obsah antioxidantd, zjisténych metodou DPPH, ABTS, vyss§i obsah kofeinu a vy$si hladiny vsech
prvkd. Napoj pripraveny pomoci vody o teploté 20 °C byl nejkyselejsi, nejsladsi, mel nejvyssi hladinu
kofeinu, nejvyssi obsah chromu, kobaltu, cinu, kadmia i olova. Pro pfipravu napoje s vysokym obsahem
antioxidantt (zjiSt€énych metodou FRAP, DPPH) byla zvolena teplota 10 °C. Tento napoj mél i nejvyssi
hladiny hot¢iku, sodiku, drasliku, manganu a arsenu. Napoj pfipraveny pomoci vody o teploté 5 °C byl
nejcervendjsi, nejsvetlejsi a nejzlutéjsi. Obsahoval i nejvice chlorgenovych kyseliny, médi, zinku a
niklu. Zaroven byl tento napoj nejméné kysely a byla zde nalezena druha nejvyssi hladina cukrti. Pro déti
a te¢hotné Zeny by bylo vhodnéjsi konzumovat ndpoj cascara piipraveny pomoci teplé vody, protoze ma

mensi obsah kofeinu i toxickych prvki.
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Ptiloha 1: Optimalizace metody pro stanoveni celkového obsahu fenolickych latek
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Ptiloha 2: Kalibra¢ni kiivka kyseliny gallové pro stanoveni celkového obsahu fenolickych
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Ptiloha 3: Kalibra¢ni kiivka kvercetinu pro stanoveni obsahu flavonoidi (Metoda 1)
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Ptiloha 4: Kalibra¢ni kiivka katechinu pro stanoveni obsahu flavonoidii (Metoda 2)
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Ptiloha 5: Optimalizace reakéniho ¢asu metody DPPH
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Ptiloha 6: Kalibra¢ni fada Troloxu pro stanoveni antioxidacni aktivity metodou DPPH
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Ptiloha 7:

Optimalizace reakéniho ¢asu metody ABTS
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Piiloha 9:

0,31
0,29
0,27
0,25
0,23
0,21
0,19
0,17
0,15

Absorbance (593 nm)

79

o
)
®e

®ee

i °
LY o ° .o
L ®e
LY oo oo o
0 5 10 15 20 25 30 35
Cas [min]
Kalibra¢ni fada Troloxu pro metodu ABTS
i y =1,4794x - 0,27.59_._,...- o
R2 :.0,98

.

"'..‘.... 1 1 1 )
0 20 40 60 80
koncentrace [mg/l]

Optimalizace reakéniho ¢asu pro metodu FRAP
L [ ]
oooo"...
o o ° ° ° [ ]
L o®® *
I g
L ° [ ]
° [ ]
r [
[ ]
f ®
0 5 10 15 20 25 30 35
Cas [min]



Ptiloha 10: Kalibra¢ni fada Troloxu pro metodu FRAP
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Ptiloha 11: Kalibra¢ni fada stanoveni kofeinu pomoci HPLC
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Ptiloha 12: Kalibra¢ni fada stanoveni chlorgenovych kyselin pomoci HPLC
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Ptiloha 13: Optimalizace separace pomoci kolony Ascentis Express F5
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Kolona: Ascentis Express F5; mobilni faze — mobilni faze — methanol a voda s ptidavkem kyseliny mraven¢i (0,3%); gradient:

0 min. — 15% methanolu, 7. min. - 30% methanolu, 10. min. - 50% methanolu, 12. min. — 90% methanolu; 14. min. — 10%
methanolu; 1 — kofein.

Ptiloha 14: Chromatogram prvni separace na kolon¢ YMC — Triart C18

151
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1,0 3,0 50 70 9,0 11,0,

- [min]

Kolona: YMC — Triart C18; mobilni faze — methanol a voda s ptidavkem kyseliny mraven¢i (0,3%); gradient: 0 min. — 10%
methanolu, 7. min. - 30% methanolu, 10. min. - 50% methanolu, 12. min. — 90% methanolu; 14. min. — 10% methanolu; 1 -
kyselina chlorgenova, 2 — kofein.

Ptiloha 15: Optimalizace separace latek v oblasti ,,otisku prstu‘
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Kolona: YMC — Triart C18; mobilni faze — methanol a voda s ptidavkem kyseliny mravenéi (0,3%): 0 min. — 10% methanolu,
6. min. - 35% methanolu, 9. min. - 35% methanolu, 15. min. — 90% methanolu; 17. min. — 10% methanolu; 1 - kyselina
chlorgenova, 2 — kofein.
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Ptiloha 16: Chromatogram pftipravy napoje cascara pomoci horké vody
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Kolona: YMC — Triart C18; mobilni faze — methanol a voda s p¥idavkem kyseliny mraven¢i (0,3%); gradient: 0 min. — 10%
methanolu, 6. min. - 35% methanolu, 9. min. - 35% methanolu, 15. min. — 90% methanolu; 17. min. — 10% methanolu; Sipka
znadi pik, jehoz koncentrace se méni s teplotou vody pouZité na piipravu napoje cascara.

Ptiloha 17: Chromatogram pfipravy napoje cascara pomoci studené vody (20 °C)
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Kolona: YMC — Triart C18; mobilni faze — methanol a voda s ptidavkem kyseliny mravenci (0,3%); gradient: 0 min. — 10%
methanolu, 6. min. - 35% methanolu, 9. min. - 35% methanolu, 15. min. — 90% methanolu; 17. min. — 10% methanolu; Sipka
znaci pik, jehoz koncentrace se méni s teplotou vody pouzité na piipravu napoje cascara.

Ptiloha 18: Chromatogram ptipravy napoje cascara pomoci studené vody (15 °C)
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Kolona: YMC — Triart C18; mobilni faze — methanol a voda s pfidavkem kyseliny mraven¢i (0,3%); gradient: 0 min. — 10%
methanolu, 6. min. - 35% methanolu, 9. min. - 35% methanolu, 15. min. — 90% methanolu; 17. min. — 10% methanolu; $ipka
znaci pik, jehoz koncentrace se méni s teplotou vody pouzité na piipravu napoje cascara.
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Ptiloha 19: Chromatogram pftipravy napoje cascara pomoci studené vody (10 °C)
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Kolona: YMC — Triart C18; mobilni faze — methanol a voda s p¥idavkem kyseliny mraven¢i (0,3%); gradient: 0 min. — 10%
methanolu, 6. min. - 35% methanolu, 9. min. - 35% methanolu, 15. min. — 90% methanolu; 17. min. — 10% methanolu; Sipka
znadi pik, jehoz koncentrace se méni s teplotou vody pouZité na piipravu napoje cascara.

Ptiloha 20: Chromatogram pfipravy napoje cascara pomoci studené vody (5 °C)
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Kolona: YMC — Triart C18; mobilni faze — methanol a voda s ptidavkem kyseliny mravenci (0,3%); gradient: 0 min. — 10%
methanolu, 6. min. - 35% methanolu, 9. min. - 35% methanolu, 15. min. — 90% methanolu; 17. min. — 10% methanolu; Sipka
znadi pik, jehoz koncentrace se méni s teplotou vody pouZité na piipravu napoje cascara.
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Ptiloha 21: Tabulka denni doporu¢enych piijmi makro- a mikroprvka

Nazev mineralu Doporuéens davka °
Makroprvky

Sodik 500 mg
Draslik 2000 mg
Horgik 375mg
Vapnik 800 mg
Mikroprvky

Chrom 40 mg
Kobalt 2,519
Mangan 2mg
Meéd 1mg
Molybden 50 pg
Selen 55 ug
Zinek 10 mg
Zelezo 14 mg

Pfiloha 22: Tabulka maximalniho obsahu toxickych prvku

Toxické prvky

Arsen 0,02 mg/kg®

Cin 100 mg/kg &erstvé hmotnosti’

Hlinik 1 mg/kg (tydenni limit)®

Kadmium 0,02 max limit [pg/kg Cerstvé hmotnosti]
pro napoje v tekuté forme

Nikl LD50 = 9000 mg/kg®

Olovo 0,02 max limit [ug/kg Cerstvé hmotnosti]

0

pro napoje V tekuté forme!

5 https://eagri.cz/public/web/mze/legislativa/ostatni/100065067.html

6 Publications Office (europa.eu)
7 LexUriServ.do (europa.eu)
8 Hlinik — Bezpe&nost potravin (bezpecnostpotravin.cz)

9 bezpecnostni-list-eu-BL - nikl.pdf (korinek.cz)
10| 2021286CS.01000101.xml (europa.eu)
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https://eur-lex.europa.eu/legal-content/CS/TXT/HTML/?uri=CELEX:32021R1317

Ptiloha 23: Graf Vlastni ¢isla korela¢ni matice a pouze aktivni proménné
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