UNIVERZITA PARDUBICE

FAKULTA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA

DIPLOMOVA PRACE

2024 Bc. Lucie Martinkova



Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Stabilita kyseliny karminové v modelovém syceném napoji

Diplomova prace

2024 Bc. Lucie Martinkova






Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Akademicky rok: 2023/2024

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(projektu, uméleckého dila, uméleckého vykonu)

Jméno a pfijmenti: Bc. Lucie Martinkova

Osobni €islo: C22337

Studijni program: N0531A130030 Hodnoceni a analyza potravin

Téma prace: Stabilita kyseliny karminové v modelovém syceném napoji

Téma prace anglicky:  Stability of carminic acid in model carbonised beverage
Zadavajici katedra:  Katedra analytické chemie

Zasady pro vypracovani

1. Vypracuijte (vodni teoretickou ¢ast diplomové prace. Charakterizujte kyselinu karminovou (vlastnosti
chemické, fyzikalni), pivod, vyrobu, bezpecnost a jeji vyuziti v potravinarstvi. Zpracujte principy
pouzitych analytickych metod v diplomové préci. Vypracujte resersi o jeji stabilité (teplota, UV zéafeni,
obsah kysliku aj.). Uvedte prehled metod jeji kvantifikace v potravinaiskych vzorcich s vysvétlenim
principd fungovani. Pro reSersi vyuZijte databaze zahrani¢nich odbornych periodik.

2. Experimentalné ovéite stabilitu kyseliny karminové v modelovém napoji (soft-drink) v zavis-
losti na délce a sile slunecniho zafeni a pritomnosti cukri. Zjistéte, zda mlZe byt ovlivnéna
i antioxidacni aktivita napoje.

3. Vysledky zpracujte s wyuZitim adekvatnich statistickych metod, diskutujte s jiz publikovany-
mi daty.






Rozsah pracovni zpréavy:
Rozsah grafickych praci:
Forma zpracovani diplomové prace: tiSténa

Seznam doporucené literatury:

Podle pokynii vedouciho prace.

Vedouci diplomové prace: doc. Ing. Libor Cervenka, Ph.D.
Katedra analytické chemie

Datum zadani diplomové prace: 7. Gnora 2024
Termin odevzdani diplomové prace: 10. kvétna 2024

LS.

prof. Ing. Petr Némec, Ph.D. v.r. doc. Ing. Petr Cesla, Ph.D. v.r.
dékan vedouci katedry

V Pardubicich dne 20. Gnora 2024






Prohlasuji:

Préci s ndzvem ,,Stabilita kyseliny karminové v modelovém syceném napoji“ jsem vypracovala
samostatné. Veskeré literarni prameny a informace, které jsem v praci vyuzila, jsou uvedeny

v seznamu pouzité literatury.

Byla jsem seznamena s tim, ze se na moji praci vztahuji prava a povinnosti vyplyvajici ze
zakona ¢. 121/2000 Sb., o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym
a o zméné nekterych zakonli (autorsky zakon), ve znéni pozdéjSich predpisii, zejména se
skutecnosti, ze Univerzita Pardubice ma pravo na uzavieni licencni smlouvy o uziti této prace
jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1 autorského zakona, a s tim, zZe pokud dojde k uZiti této
prace mnou nebo bude poskytnuta licence o uziti jinému subjektu, je Univerzita Pardubice
opravnéna ode mne pozadovat pfiméfeny prispévek na thradu nakladd, které na vytvoreni dila

vynalozila, a to podle okolnosti az do jejich skute¢né vyse.

Beru na védomi, ze v souladu s § 47b zékona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych skolach a o zméné
a doplnéni dalSich zadkonli (zdkon o vysokych skolach), ve znéni pozdéjSich piedpist,
a smérnici Univerzity Pardubice ¢. 7/2019 Pravidla pro odevzdavani, zvetejiovani a formalni
upravu zaveérenych praci, ve znéni pozdé€jsich dodatkll, bude prace zvetejnéna prostiednictvim

Digitalni knihovny Univerzity Pardubice.

V Pardubicich dne 6. 5. 2024 Bc. Lucie Martinkova v.r.






PODEKOVANI

Na tomto mist& bych rada podékovala doc. Ing. Liboru Cervenkovi, Ph.D., za odborné vedeni,
cenné rady a veSkerou pomoc v pribéhu vypracovani této diplomové prace. Mé podékovani
patii také doc. Ing. Zaneté Dohnalové, Ph.D., za vstiicny piistup a pomoc v pribéhu
experimentu. D¢kuji také celé mé rodin€¢ a pratelim, ktefti mé v prabéhu studia vzdy

podporovali.






ANOTACE

Tato diplomovéa prace se zabyvd Cervenym barvivem kyselinou karminovou a jejimi
vlastnostmi v modelovém napoji. V teoretické Casti prace je popsana historie pouzivani tohoto
barviva, jeho vyroba a vyuziti nejen v potravinach. V dalsi ¢asti je uveden vliv kyseliny
karminové na zdravi, legislativa spojena s barvivy a metody, jimiz Ize kyselinu karminovou
stanovit. V experimentalni ¢asti byl zkouman obsah kyseliny karminové v modelovém népoji
po ozafeni sluneénim zafenim o vykonech 0,36 a 0,68 W/m? v zavislosti na pfitomnosti cukr,
CO; a dobé ozareni (7 a 14 h). Bylo zjisténo, zZe ptitomnost cukrii a CO> (3,5 mg/l) mél pozitivni
vliv na stabilitu kyseliny karminové po slune¢nim ozatreni. Vyssi davka zareni a delsi ¢as mély
vyznamny vliv na obsah kyseliny karminové ve vzorcich. Soucasn¢ s tim byla sledovéna také

antioxidac¢ni aktivita.

KLiCOVA SLOVA

Kyselina karminova, modelovy ndpoj, antioxida¢ni aktivita
TITLE

Stability of carminic acid in model carbonised beverage

ANNOTATION

This thesis investigates carminic acid, a red dye, and its properties when used in a model drink.
The theoretical section provides an overview of the historical use of this dye, its production,
and its applications beyond the food industry. Additionally, the thesis explores the impact
of carminic acid on health, relevant legislation related to dyes, and methods for its
determination. In the experimental section, the content of carmine acid was investigated in a
model beverage after exposure to solar radiation at intensities of 0.36 and 0.68 W/m?, depending
on the presence of sugars, CO, and the duration of exposure (7 and 14 hours). It was found that
the presence of sugar and CO: (at a concentration of 3.5 mg/l) had a positive impact on the
stability of carmine acid after solar irradiation. Higher radiation doses and longer exposure
times significantly affected the carmine acid content in the samples. Additionally, antioxidant

activity was also monitored.
KEYWORDS

Carminic acid, model beverage, antioxidant activity
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UvVOD

V dnesni dobé¢ se hodné dba na kvalitu potravin. Jednim z jejich ukazateld je bezpochyby jejich
barva. Vyrobci potravin se snazi riznymi piidatnymi barvivy vylepsit vlastnosti svych vyrobkd,
aby co nejlépe vyhovovaly spotiebitelim. Barviva mohou byt piirodni, nebo synteticka.
Kyselina karminova je piirodni ¢ervenooranzové barvivo ziskdvané ze suSenych tél samic
Dactylopius coccus L. Costa (Cesky nopalovec karminovy). Toto karminové barvivo se pouziva
jako ptidatna latka do rtiznych potravin, napoji a kosmetickych produktti. Pfirodni latky nemayji
takové vlastnosti jako syntetickd barviva, kterd si i pfi ndro¢nych podminkach potad
zachovavaji stejné vlastnosti. Pfirodni barviva se méni s vlivem prostiedi, nejsou tak stabilni
a maji tendenci se rozkladat a tim ménit svoji barvu. Kyselina karminové je pomérné stabilni,
co se ty€e vlivu teploty. Ke zméndm barvy vSak dochazi, pokud je kyselina karminova
vystavena slune¢nimu zéfeni. Kyselina karminova s sebou nese jak pozitivni u€inky na zdravi,
tak naopak u citlivych jedinci miize vyvoléavat alergickou reakci. Pozitivni vliv na zdravi ma

kyselina karminova diky své antioxidacni a protinddorové aktivité.

Dosud neni jasné, zda mlze byt stabilita kyseliny karminové pfi ozafeni slune¢nim zéieni
ovlivnéna dal$imi parametry, které ptipadaji v ivahu u nealkoholickych napoji. Proto je cilem
této prace zjistit vliv pfitomnosti oxidu uhli¢itého (syceni) a cukri na stabilitu kyseliny
karminové v modelovém napoji vystavenim riznym davkam slune¢niho zareni v prodejnich

lahvich z polyethylentereftalatu (PET).
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1. TEORETICKA CAST

1.1 Barviva v potravinach

Jednim z dulezitych faktord pfi vybéru potravinaiskych vyrobkt je vizudlni pfitazlivost, takze
barva a stabilita barviv jsou dilezitym prvkem potravinaiské védy.! Odbornici jiz dlouho védi,
ze barva hraje klicovou roli ve vnimani jidla. Spolu s chuti a texturou povazuji potravinaisti
védci barvu za hlavni faktor kvality potravin.? Barva je také diilezitym ukazatelem pro piesné
hodnoceni kvality potravin a testy barevnosti maji velky vliv na miru pfijeti potravin
spotiebiteli a tim i Gsp&§nost vyrobku na trhu.>* Vétsina z nas je citliva na barvu potravin. Chut’
k jidlu je stimulovéna nebo utlumena téméf v piimé souvislosti s reakei pozorovatele na barvu.
Vyrobcei barev si kladou za cil uspokojit potfeby vyrobeli potravin a napoju tim, ze poskytuji

celou §kalu barev, které vyhovuji viem aplikacim v rAmci souc¢asnych legislativnich omezeni.’

Rizna ptirodni a synteticka barviva se ptidavaji do potravin a farmaceutickych vyrobk, aby:
1) kompenzovala ztratu ptirozené barvy riiznymi faktory prostiedi (slunce, vzduch, vlhkost nebo
teplota); ii) zvyraznila pfirozenou barvu; nebo iii) zvysila atraktivitu produktu pro spotiebitele.*

V dnesni dobé se k barveni potravin pouziva barvivo, jez mize byt ptirodni nebo umélé.’

Rostoucim trendem v potravinaiském primyslu je nyni posun od umélych ingredienci
k piirodnim.! P¥irodni barviva pochazeji z pfirodnich zdrojii, jako jsou rostliny, Zivo¢ichové
a mineraly, z nichZ se ziskdvaji pfedevS§im extrakci rozpoustédlem, mikrovinnou extraket,
extrakei ultrazvukem a superkritickou extrakci.*® Mezi piiklady piirodnich barev patii
naptiklad karamel, kurkuma, annatto a kyselina karminova.® V potravinach jsou usp&sné
pouzivand piirodni ¢ervena barviva betanin, koSenila, karotenoidy a zejména antokyany.’
Organické barviva ziskana z pfirodnich zdroji jsou Siroce pouZivana v technologii barveni
a lakovani jiz od starovéku. Barviva jako alizarin, purpurin, kyselina karminova, koSenilova
cerven, madder a pigmentové laky z nich pfipravené byly jedny z nejpouzivanéjSich, 1 kdyZz
drahych barviv.® Ptirodni barviva jsou ve srovnani s umé&lymi bezpeén&jsi a maji prokazané
nutriéni a farmakologické u¢inky.> Maji ale tendenci byt méné stabilni neZ jejich syntetické

prot&jsky, kdyz jsou vystaveny svétlu, vzduchu, zméndm pH a teplu.!

Vyrobci se neustale snazi zlepsit stabilitu a manipula¢ni vlastnosti barev pomoci technologie
receptur, novych metod zpracovani a v mnohem mensi mife (zejména omezeno legislativnimi

kontrolami) vyvoje zcela novych pigmentii.> Synteticka barviva byla upfednostiovana pied
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pfirodnimi, protoze jsou stabiln¢jsi, dodéavaji potravindm a napojim ocekévanou barvu,

zarucuji lepsi jednotnost a jsou levnéjsi. A zatimco dlouho byla povazovana také
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podléhat degrada¢nim reakcim s tvorbou potencialné toxickych produkti. Zejména azobarviva
mohou byt rozlozena pfirozenou stievni florou na aromatické aminy, jez mohou zpusobit

bolesti hlavy, astma a alergické reakce.®

1.1.1. Kosenila/kyselina karminova/karmin
Kosenila je surovy material ziskany ze suSenych tél samic Dactylopius coccus L. Costa (Cesky
nopalovec karminovy), jehoz aktivni barevnou slozkou je kyselina karminova a karmin

je kovovy koordinaéni komplex zahrnujici hlinik a kyselinu karminovou.>¢

Kosenila je tedy ptirodni barvivo ziskané z hmyzu Dactylopius coccus, ktery se bézné vyskytuje
jako paraziticky hmyz na kaktusech opuncie v Severni a Jizni Americe.'” Hmyz rodu D. coccus
se pouziva pfedevsim kvuli jeho vyjimecné vysokému obsahu pigmentu, kde 16-24 % suSiny
tvoti kyselina karminova, dale nizkému obsahu tuku a snadnému chovu a sbéru.!®!! Kyselina
karminova se z koSenily ziskava extrakci vodnym alkoholem.!? Timto zptisobem mohou z ni
byt izolovany iizomery kyseliny karminové, a to 2-C-a-glukofuranosid a 2-C-B-glukofuranosid
kyseliny kermesové.!? Kosenila se prodava v rliznych formdch, pficemz priméarnim typem
je praskova forma. Tento typ je také znamy jako stfibrna kosenila kvili stfibrnému zbarveni

a pritomnosti zbytki kokcerinu. Cena koSenily se pohybuje okolo 1940 USD za kilogram.’

Kyselina karminova je molekula zodpovédna za odstin barviva béZn€ oznacovaného jako
koSenila a je biosyntetizovana u viech druhd rodu Dactylopius."''* Kyselina karminova
je barvivo pouzivané v potravinaiskych pfidatnych latkach, kosmetice a farmaceutickych
vyrobcich.!® Jeji chemicka struktura se sklddd z antrachinonové struktury spojené s glukézovou

cukernou jednotkou (obrazek 1).°
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Obrazek 1 — Struktura kyseliny karminové'®

Kyselina karminova je rozpustna ve vod¢, alkoholu, esteru, kyselych a zésaditych roztocich,
ale je nerozpustna v petroletheru, benzenu a chloroformu. Jeji bod tani je 135 °C, vykazuje
fluorescenci a jeji molekulova hmotnost je 492.%1617 Jako karboxylova kyselina je kyselina
karminova slaba kyselina, takZe jeji disociacni rovnovdha zasadné zdvisi na pH roztoku.
Rozdily v elektronovych strukturdch disociované a nedisociované kyseliny karminové
se odrazeji v jejich absorpcnich spektrech métenych pii riznych hodnotach pH mezi 2 a 12,
ve kterych kyselina karminova existuje ve ¢tyfech formach, a to HsCA, H;CA~, H.CA*
a HCA*".!° Je znamo, Ze barva roztokii kyseliny karminové je siln& zavisld na pH. Naptiklad
jeji barva se mize zménit ze zluté az oranzové na fialovou se zvySenim pH ze 2 na 12; mize
zhn&dnout, kdyz jsou vroztoku pifitomny ionty Fe** nebo Ca?’, a milZe zfialovét,
kdyz je vystavena ptisobenim proteinu. Kyselina karminova vykazuje riizné barvy v riznych
prostiedich, coz ovliviiuje jeji aplikaci v riiznych potravinovych systémech.>* Je to drahé
ptirodni ¢ervené barvivo — cena 100% pfirodniho barviva karminové kyseliny v potravinarské

kvalité je asi 120-240 USD za kilogram.'®

V soucasné dobé¢ predstavuje barvivo, které se bézné€ pouZziva k barveni potravin, karmin neboli
hlinity lak nebo také hlinito-vapenaty lak.'>!” Karmin (obrazek 2) je z koSenily ziskavan
vodnou extrakci a srizenim hlinikem, vadpnikem nebo jinymi kovovymi ionty.*!? Je to komplex
se Sesti¢lennou cheldtovou kruhovou strukturou, ktery je tvofen atomem hliniku chelatovanym
se dvéma molekulami kyseliny karminové ptes 5-hydroxylovou skupinu a ortho-karbonylovy
kyslik.> Piestoze je karmin nerozpustny ve vodé a organickych rozpoustédlech, mize byt
rozpustny v silng alkalickych nebo kyselych roztocich, jako jsou hydroxid sodny nebo kyselina
chlorovodikova. Pii pouziti kyseliny chlorovodikové se z karminu uvoliiuje kyselina
karminova.*!” Ve srovnani s ni je barva karminového hlinitého laku stabilngj$i. Vzhledem
k pritomnosti hliniku v molekule se vsak stile diskutuje o jeho bezpecnosti a aplikaci

v potravinach.® Cena karminu pouZivaného v primyslu je asi 185 USD za litr.’
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Obrdzek 2 — Struktura karminu'

1.2 Historie pouzivani koSenily

Predpoklada se, ze Egyptané barvili cukrovinky a vino jiz 1500400 let pfed nasim
letopo¢tem.’ Kyselina karminova se pouzivala jako barvivo i ve starovékych civilizacich Mayi
nebo Inkt.!® Karmin a kyselina karminova jsou jedny z nejstarSich ptirodnich barviv.?
Nejstarsi zndmé textilie barvené koSenilou byly objeveny v Paracasu v Peru okolo
10. az 12. stoleti n. 1.2!' Prvni dikazy o domestikaci nopalovce karminového pochazi
z 10. stoleti n. 1., ale nékteré zdroje uvadéji piivod v Peru, jiné v mexickych lokalitach
Tolték.>!*> Prvni pouziti Serveného barviva v uméni pochézelo z aztéckych, inckych
a hispanskych kolonidlnich kultur a pouZivalo se pfedev$im k barveni textilu a k malbg.?**+%
Barvivo znamé jako ,krev opuncii® pouzivali malifi a spisovatelé¢ k malovani soch, dfeva,
kodexti, nasténnych maleb, barveni potravin, ale zejména k obarvovani bavilny a pefi

pouzivaného ke zdobeni odévi, stejné jako kosmetickych materiali pouzivanych vojenskymi,

nébozenskymi a vladnimi predstaviteli.??

Nopalovec se zivi prevazné kaktusy rodu Opuntia (obrazek 3). Historie pouzivani opuncie
v Mexiku zacala v pfedzemédé€lskych dobach s nejstarSim osidlenim mexického uzemi lidmi,
ato pfed 12 000-14 000 lety, kdy sbér zahrnoval produkty rostlinnych druht, jako jsou
opuncie, prosopis a agave. Druhy opuncii patiily mezi hlavni slozky lidské stravy
v predzemédélskych dobach. Mladé kladody byly konzumovany jako potrava, zatimco zralé

byly pouzivany k mnoZeni nopalovce (obrazek 4).%?
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Obrdzek 3 — Kaktus rodu Opuntia napadeny nopdalovcem karminovym (upraveno)*

Obrazek 4 — Kladoda kaktusu s nopdalovcem karminovym (foto autora)

Pozdgji po dobyti Ameriky Spanély v roce 1523 byl pigment poprvé exportovan do Evropy,
kde byl Siroce vyuzivan.??*’ Kosenila byla poté jednim z hlavnich vyvoznich artiklti z Nového
Spanélska (po zlaté a stiibie) a hrala vyznamnou roli v mexické vysocing, kde byla soustfedéna
komeréni produkce. Cena koSenilového barviva byla tak vysokd, ze jeho vyroba byla
Spanélskym statnim tajemstvim a piedkolumbovské kodexy popisujici jeho pouziti byly
zni¢eny, aby se zabranilo piratstvi.”! Kosenila vyvazena z Mexika do Spanélska v obdobi 1760

az 1850 ¢inila v priiméru 700 tun roéné.?

Ackoli se tento hmyz nyni vyskytuje v nékolika zemich Evropy a Asie, mexicka koSenila
z Dactylopius coccus L. Costa doséhla vysokého vyznamu, protoze pigment vykazuje zlepSené
fyzikéalné-chemické vlastnosti. Tyto vlastnosti jsou vysledkem selektivniho Slechténi kaktust
a hmyzu béhem predhispanského véku. Mexicka koSenila ma také > 95 % obsah kyseliny
karminové s malym mnoZstvim dalsich extrahovanych slozek.?® Plodiny opuncie byly zdmérng

zniceny béhem mexické valky o nezavislost. Priimysl se nikdy nevzpamatoval kviili konkurenci
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zahrani¢ni vyroby a vyvoji syntetickych barviv. Po zni¢eni mexického koSenilového primyslu
se centrum vyroby ptfesunulo do Peru. Populace D. coccus byla také vyvezena z Mexika

na Kanarské ostrovy kolem roku 1825.2!

V roce 1856 vyvinul Sir William Henry Perkin prvni syntetickou barvu mauvine (fialova)
a na prelomu stoleti se barevné ptisady rozsitily po USA a Evropé ve vSech druzich oblibenych
jidel. Na zacatku 20. stoleti byla vétSina chemicky syntetizovanych barev odvozena z anilinu,
ropného produktu, ktery je toxicky. Chemicky syntetizované barvy se jednoduse vyrabély,
byly levnéjsi, mély vynikajici barvici vlastnosti a stacilo jich jen nepatrné mnozstvi. Snadno
se misily a nedodavaly potravindm nezadouci ptichuté. Prodejci v té dobé nabizeli vice nez 80
umélych barviv, z nichz nékterd byla urCena k barveni textilii, nikoliv potravin. Mnoho
barevnych pfisad ale nebylo nikdy testovdno na toxicitu nebo jiné nepfiznivé UcCinky.
Po primyslové revoluci se rychle rozvijel jak potravinaisky pramysl, tak ,,zpracované
potraviny*. P¥idavéani barviv se pouzivalo k zamaskovéni nekvalitnich a falsovanych potravin.’
Od 70. let 20. stoleti se produkce koSenily v Mexiku zacala znovu rozvijet v disledku objevu
karcinogennich a nebezpeénych vlastnosti mnoha syntetickych barviv.?! Neexistovala zadna
kontrola nad pouzivanim syntetickych barev, a tak nevyhnuteln¢ musela pfijit na tadu
legislativa. Zavedeny seznam povolenych syntetickych barviv nakonec vstoupil v platnost
ve vét§iné zemi na pocatku tohoto stoleti.’ Od roku 2002 do roku 2009 byli hlavnimi
producentskymi zemémi koSenily Peru (produkujici koSenilu na plose 70 000 ha), Chile
(5 000 ha), Bolivie (1 000 ha), Spanélsko (300 ha), Jihoafricka republika (100 ha) a Mexiko
(10 ha), zatimco Némecko, Spojené staty, Francie, Anglie, Itdlie a Japonsko ptfedstavovaly

hlavni trh.??

1.3 Popis Dactylopius coccus L. Costa

KoSenilovy hmyz je endemicky fytofagni Supinaty hmyz z jednodruhové rodiny Hemiptera:
Dactylopiidae.®® Rod Dactylopiidae zahrnuje homologni skupinu hmyzu o délce 1-6 mm,
ptfi¢emz dospéli samci jsou mensi neZ dosp€lé samice. Tento hmyz je charakteristicky svym
bilym voskovitym krycim sekretem a barevnym télem a bézn¢ se nazyva ,.kosenilovy hmyz*
nebo ,.kosenilovy $upinaty hmyz“. Celed’ Dactylopiidae je charakteristicka tim, Ze se Zivi
vyhradné kaktusy.?? Je to obligitni parazit kaktusti (pfedeviim Opuntia spp.), pii¢emz
jednotlivé druhy/biotypy rodu Dactylopiidae preferuji riizné druhy hostitelskych kaktusi.?!

Ptisedly stav samic a omezend pohyblivost dospélych samcii je Cini zcela zavislymi na svych
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hostitelskych rostlinich.?? Jako antimikrobialni a antipredativni obranny mechanismus
syntetizuje vSechen koSenilovy hmyz (volné€ zijici i domestikované druhy) antrachinonovou
kyselinu karminovou.?""?* Celed’ Dactylopiidae zahmuje devét druhti: Dactylopius ceylonicus,
D. coccus, D. confusus, D. opuntiae, D. tomentosus, D. austrinus, D. confertus, D. salmianus
aD. zimmermanni. Nékteti autofi také uzndvaji desaty druh D. bassi. Prvnich pét vyse
uvedenych druhti bylo identifikovano v Mexiku, pfi¢emz D. coccus (obrazek 5) je jediny
domestikovany druh, ktery se pouziva pro komer¢ni ucely. Tento druh je domestikovan kvili

vys$Simu mnozstvi a kvalité barviva, které obsahuje. Kromé toho D. coccus postrada ochranny
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voskovity povlak, ktery maji divoké formy.

Obrdzek 5 — Samicky nopdlovce karminového (D. coccus)®

Stejné jako mnoho Supinatého hmyzu vykazuje i nopalovec karminovy pohlavni dimorfismus.*
Samicky tohoto hmyzu travi cely svilij Zivot na povrchu hostitelské rostliny, zatimco samci jsou
okfidleni a maji Sest vyvojovych stadii.** Samice maji &tyfi vyvojova stadia: vajicka, nymfu I,
nymfu II a dospé&lého jedince.”?* Dospélé samice maji délku kolem 4-6 mm.?* V dospélé fazi
se pafi a nabiraji na objemu. Po oplozeni se uvnitf téla samice vyvijeji a dozravaji vajicka,
ktera samice kladou v prib¢hu 10-15 dni. Nymfy I se lihnou nékolik minut po nakladeni
vajicek. Samci se vyvijeji ze stadia nymfy II a tvofi kokon, aby prosli metamorfozou (faze
predkukel a kukel). Poté se samci vykukli jako oktidleny hmyz pfipraveny ke kopulaci.
Vzhledem k tomu, Ze je sosdk u samctl atrofovany, nepfijimaji potravu a po n€kolika dnech
zemiou. Cely cyklus trvd v priméru 90 dni a zavisi na podminkach prostiedi, zejména

na teplots.”?

Bylo zjisténo, ze koncentrace kyseliny karminové se méni v zavislosti na velikosti a stadiu
zivotniho cyklu koSenily. Nejmensi sterilni dospélé samice a oplodnéné samice maji nejvétsi

procento kyseliny karminové, naopak nymfa II je faze, ktera ma jeji nejmensi procento.’
36



1.4 Vyroba kyseliny karminové a karminu

Kosenilova barviva se pouzivaji k barveni jiz nejmén¢ 2800 let a vyrobni metody se v prubéhu
historie vyrazn¢ nezmeénily. D. coccus se chovaji bud’ na velkych plantazich, nebo ve svém
pfirozeném prostiedi.’! Ziskdvani a Cisténi kyseliny karminové ze surové koSenily
je povazovano za obtizny a komplikovany proces. Konvencni priumyslové zpracovani koSenily
dodrzuje vicestupniovy postup sestavajici z oSetfeni organickymi rozpoustédly, alkalické
extrakce, separace pevné latky od kapaliny (flokulace/vlockovani a filtrace), tvorby
je pocet extrakei, 1 kdyz vysoké teploty a vysoké procento methanolu v roztoku extrakéniho
¢inidla také vyznamné piispivaji k G¢innosti extrakce.*? Hlinikové laky (karminy) se pfipravuji
vysrazenim roztoku kyseliny karminové na substratu hydratovaného oxidu hlinitého za pouziti
kationtd hliniku a vépniku jako srazedel, coz vede ke vzniku hlinikovych nebo vapenato-
hlinikovych lakt. HaSeny oxid hlinity se obvykle Cerstvé ptipravuje reakci siranu hlinitého nebo
chloridu hlinitého s uhli¢itanem sodnym, hydrogenuhli¢itanem sodnym nebo vodnym

amoniakem. Po vytvoreni laku se produkt filtruje, promyje vodou a susi.'

Tradi¢ni extrakéni metody pouzivané k ziskani tohoto barviva maji n¢kolik nevyhod, napf.
dlouhou dobu extrakce, nizkou selektivitu a nizkou ti¢innost extrakce. Vyroba je proto nakladna
a té&Zkopadna, navic tyto konvencni techniky pouZivaji velké mnoZstvi toxickych
rozpoustédel.!®*! Kromé toho je znidmo, Ze se tyto procesy vyznaluji nizkymi vytézky
a obvykle poskytuji produkty nizké kvality. Odhaduje se, Ze k ziskani jedné libry (454 g)
kyseliny karminové je zapotiebi 70 000 samic kosenily.>!%33 A¢koli komeré&ni produkce zavisi
vyhradné na extrakci z koSenily, zvySeni rozsahu produkce je omezeno kvili jejimu pomalému
rustu a jejich omezené péstitelné oblasti. Vzhledem k jejich omezené nabidce vzrostla navzdory
rychle rostouci poptavce cena za tunu od roku 2013 do roku 2018 o 73 %.%* V posledni dobé
se misto extrakce zaCaly pouzivat nové techniky jako tlakovéa extrakce kapalinou (PLE),
superkriticka fluidni extrakce (SFE) a vodné dvoufdzové systémy. Tyto metody jsou
ekologi€téjsi ve srovnani se soucasnym pouZitim organickych rozpoustédel pii klasické
extrakci. Vodné dvoufazové systémy jsou tvofeny smési polymeru, vody a soli nebo dvou
ve vodé rozpustnych polymeri liSicich se chemickou strukturou. Vodné dvoufdzové systémy

se ukézaly jako vykonna a atraktivni alternativa k ¢isténi karminu.'>1

37



1.4.1 Alternativni vyroba kyseliny karminové

Produkci kyseliny karminové z hmyzu brani obtizny chov nésledovany vicestupniovymi
procesy &isténi, vyznamné rozdily v kvalité a potencialni problémy s alergeny.'®3 Zadouci jsou
proto levn&jsi a stabilngjsi dodavky.*!' Produkce kyseliny karminové mikroorganismy by mohla
témto nevyhodam zabréanit a mohla by byt potencidlni alternativni cestou pro jeji udrzitelné

zasobovani.'®

KoSenila miize akumulovat kyselinu karminovou az do 1622 % suché hmotnosti,
coz naznacuje, ze systém biosyntézy kyseliny karminové je u tohoto hmyzu vysoce tc¢inny.
V nalezené literatuie je popsdna biosyntéza kyseliny karminové u Aspergillus nidulans
a Saccharomyces cerevisiae. U S. cerevisiae mohla byt rekonstruovana kompletni metabolicka
draha kyseliny karminové. V této praci u S. cerevisiae bylo dosaZeno titru 7,6 mg/l, coZ je stale
nedostate¢né pro ekonomickou vyrobu kyseliny karminové v priimyslovém méfitku.'® V jiné
nalezen¢ literatute byl prezentovan dikaz konceptu heterologni mikrobidlni produkce kyseliny
karminové u Aspergillus nidulans vyvojem modifikované biosyntetické drahy.>! V dalsi
nalezené literatuie byla zkonstruovana novéa biosyntetickd drdha pro produkci kyseliny
karminové pomoci Escherichia coli a glukozy. Slibny vysledek produkce kyseliny karminové
pomoci strategii metabolického inzenyrstvi popsanych v této studii naznacuje, ze dalsi zlepseni
vykonu kmene by umoZnilo pfechod od tradi¢niho vyrobniho procesu zaloZzeného na hmyzu

k procesu zaloZenému na mikrobilni fermentaci.*’

1.5 Vyuziti karminového barviva

Kyselina karminova je béZny ptirodni pigment, ktery se pouziva k barveni farmaceutickych,
kosmetickych nebo potravinaiskych piipravk v Siroké kale cervenych odstinii.>*** Mezi dalsi
odvétvi, kde je kyselina karminovd pouzivana jako barvivo, patii vyroba textilu, plasti
nebo uméleckd ¢innost, a to jak ve formé& barviv, tak jako lakovy pigment.!?%3 Kyselina
karminova se pravidelné pouziva v potravinarském primyslu jako barvivo v napojich, dzusech
a mléénych vyrobcich, jako jsou jogurty a zmrzliny, déle pak ke zvyraznéni barvy masnych
a cukraiskych vyrobki.!*3¢ Karmin lze nalézt v nanucich, napojich z jahodového mléka,
syrech, krabich ty¢inkach a dalgich potravinach.? V sou¢asné dobé se karmin také pouziva pfi
vyrob& umélych kvétin, barev, rtének, potravinafskych piisad a karminového inkoustu.*
Kromé toho se kyselina karminovd pouZziva jako analyticky nastroj pro stanoveni kovt,

v laditelnych laserech a 1é¢bé rakoviny.?®
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Kyselina karminovd ma fadu biologickych aktivit.’” Ne&kolik studii uvadi, e pisobi
jako antioxidant proti volnym radikalim a reaktivnim formdm kysliku, jako je singletovy
kyslik.>* Jedna molekula kyseliny karminové je schopna zachytit aZ ti'i volné radikaly kysliku.?®
Kyselina karminova také chrani erytrocyty a DNA, a proto je povazovdna za piirodni
antioxidant.?®37* Tuto pozoruhodnou aktivitu ma kyselina karminova v homogennim prostiedi
a ve vodnych i metanolovych roztocich. Jeji aktivity vychytavajici volné radikaly naznacuji,

7e tato sloudenina je stejné silnd jako kyselina askorbova, a dokonce silnéjsi nez Trolox.*’

Kyselina karminova je také znama jako latka patfici mezi typy protinddorovych
a antibiotickych antracyklinovych derivati.?’ Bylo dobfe zdokumentovano, Ze podporuje
protirakovinnou aktivitu z nékolika diivodu: 1) jeji struktura je velmi podobna protinddorovym
1€kiim, i1) kyselina karminové indukuje §t€épeni DNA s inhibi¢ni aktivitou na nadory ascitu a iii)
kyselina karminova poskytuje ucinny inhibitor DNA topoizomerazy, ktery pomaha zachovat
normalni replikaci a transkripci DNA.?® Kyselina karminova by také mohla byt schopna potlagit
ascitové nadory, protoze jeji struktura je velmi podobna shikoninu a antracyklinlim, dvéma

protinadorovym lékiim, ale neni tak toxick4.?”-*°

Jedna studie dokonce potvrdila ochranné ucinky kyseliny karminové na zvifatech proti
metabolickym porucham poSkozeni ledvin a dysfunkci pfedevSim potlacenim zanétu
a oxidacniho stresu u mys$i krmenych fruktézou. Studie tedy zjistila, Ze suplementace kyseliny
karminové mize byt potencialni moznosti 1é¢by chronického onemocnéni ledvin vyvolaného

fruktdzou.*!

Barva roztoku kyseliny karminové se pii nizkych hodnotdch pH méni z ¢ervené na oranzovou,
coz omezuje jeji pouziti jako Cerveného barviva pro kyselé potraviny. ,,Kyselinové stabilni
karmin® se vyrabi reakci kyseliny karminové s hydroxidem amonnym a kyselinou citronovou.
Vysledné barvivo si udrzuje ¢ervenou barvu i pfi nizkém pH, takZe je vhodné pro barveni
kyselych potravin. Chemicka struktura ,kysele stabilniho karminu“ byla stanovena jako
7-a-D-glukopyranosyl-9,10-dihydro-5-amino-3,6,8-trihy-droxy-1-methyl-9,10-dioxo-2-

anthracnekarboxylova kyselina, tj. hydroxyskupina v antrachinonové struktufe kyseliny
karminové je nahrazena aminoskupinou (obrazek 6).** Tato latka je také oznaCovéna jako

kyselina 4-aminokarminov4.*?
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Obrazek 6 — Struktura kyseliny karminové (R=OH) a kyseliny 4-aminokarminové (R=NH1)*

1.6 Vliv kyseliny karminové na zdravi

Potravinarska barviva jsou organické latky, které maji vyznamné ucinky na lidské zdravi
a bezpecnost potravin. Neptedstavuji problém, pokud jsou pouzity v mnozstvi denniho piijmu
(ADI). Kosenilové barvivo je obecné vysoce bezpecny materidl, ale ptilezitostné vyvolava
Skodlivé alergické reakce.'’?%% Je povazovdno za alergen I typu asouvisi s proteiny
pochézejicimi z hmyzu. Hlavnim kandidatem uvadénym jako alergen je interferencni protein —
fosfolipaza.!>* Tento protein je spojovan s kopiivkou, anafylaxi a astmatem z povolani
pii praci v tovarné na koteni.!*?® Bylo by tedy vhodné, aby se obsah hmyzich bilkovin
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v potravinaiské piidatné latce co nejvice snizil.” Bylo také hlaSeno, Ze v n€¢kolika ptipadech

mé kyselina karminova zvySeny U¢inek na hyperaktivitu.?® Kromé& toho je mnoha lidem

konzumace produktii pochézejicich z hmyzu nepiijemna.*?

1.6.1 Toxicita kyseliny karminové

Na zaklad¢ vysledkii dostupnych studii, které zahrnuji fadné provedené studie in vitro
doporucené v pokynech Evropského ttadu pro bezpe¢nost potravin (EFSA) k potravinarskym
pfidatnym latkam, bylo zjiSténo, Ze kyselina karminova neni genotoxickd ani neni znamo,
7e by byla karcinogenni.’”!> Jelikoz mé karmin podobnou strukturu jako kyselina karminova,
predpoklada se, ze ani karmin nemé genotoxické ucinky. Negativni vysledky byly hlaSeny
pii peroralnim in vivo mikronuklearnim testu u mysi kostni diené s prokézanou expozici cilové
tkané. Negativni vysledky byly hlaSeny také v nedavnych testech bakterialni reverze a in vitro

mikronuklearnich testech s kyselinou karminovou. '®

Kratkodobé¢ a subchronické studie byly provedeny na potkanech a mysich s vytazky z koSenily

a karminu. KoSenila nevyvolala histopatologické zmény u potkani pifi davce 1500 mg/kg
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télesné hmotnosti/den, i kdyz u samct potkanti bylo hldseno mirné snizeni hmotnosti n€kterych
organti a u samic potkant byly hlaSeny snizené hladiny fosfolipida, triglyceridt a cholesterolu.
Hematologické a mikroskopické ti¢inky nebyly hlaseny u potkant, ktefi byli zalude¢ni sondou

vystaveni ptisobeni amonného karminu az 10 g/kg Zivé hmotnosti."

1.7 Stabilita barviv

Stabilita ptirodnich barviv viici ozafeni, pH a teploté je ve srovnani se syntetickymi barvivy
pomérné $patna, a proto mohou tato barviva podléhat rozkladu v potravinach a napojich.®
Nekteré z téchto faktori mohou byt ¢asteéné ovlivnény obaly produktli nebo nespravnym

skladovanim.'

Obecné plati, ze vétSina barevnych pfisad je v kombinaci s oxida¢nimi
a reduk¢énimi €inidly v potravindch nestabilni. Vzhledem k tomu, Ze barva zavisi na existenci
konjugovaného nenasyceného systému v molekule barviva, jakékoli latka, kterd tento systém
modifikuje (napf. oxidac¢ni nebo redukéni Cinidla, cukry, kyseliny nebo soli), ovlivni barvu.
Kyselina karminova a jeji derivaty jsou cenény pro svou odolnost vici teplu, svétlu a kysliku

a pro jejich antioxidaéni vlastnosti a absenci mutagenni aktivity,!4-16:3435

Kyselina karminova mtize byt degradovana vystavenim svétlu. Studie stability koSenilového
extraktu ukazala, Ze ziskané roztoky kyseliny karminové byly stabilni ve tmé&, obsah kyseliny
karminové byl vSak citlivy na svétlo a po 84 dnech klesl na 6—12 %. V dalsi studii byl zkouman
vliv simulovaného slune¢niho zatfeni v 16 rliznych napojich a ve vodném roztoku obsahujicim
kyselinu karminovou. Bylo zjiSténo, Ze vlivem fotozafeni doSlo k degradaéni reakci,
ktera zptsobila pokles intenzity cervené barvy v zavislosti na dob€ ozatrovani a nakonec vedla
k Giplnému vymizeni &ervené barvy.'> Vysledky potvrzuji, e kyselina karminové je obecné
fotostabilnéjsi v napojich nez ve vodném roztoku. Jeji chovani se li§i od chovani pozorovaného
u jinych barviv, kterd byla stabilni viic¢i fotozateni, pokud byla pfitomna ve vodném roztoku,
aodbouratelnda v népojich.® Rychlost odbarveni kyseliny karminové je pomalejsi,
ochrannou roli.!> Kli¢ovou roli ve sloZeni napoje hraje kyselina askorbova, kterd poméha

piedchazet blednuti piirodnich barviv, jako jsou kyselina karminové nebo beta-karoten.®

Barva kyseliny karminové se mize zménit, kdyZ je vystavena vysokym teplotdm po delsi
dobu.’> V jiné studii viak bylo karminové barvivo nejvice termorezistentnim extraktem
se zbytkovou absorbanci 95 % po 6 hodinach pii 90 °C.” Pokud jde o tepelnou stabilitu

karminového laku, bylo prokdzano, Zze je odolny vii¢i vysokym teplotdm v pfitomnosti
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kysliku.?* Bylo zji§téno, Ze toto ptirodni barvivo je srovnatelné stabilni s jinymi piirodnimi

gervenymi barvivy, ale ne tak stabilni jako moderni syntetické alternativy.?

Ptedchozi studie ukazaly, Ze ionty kov1, jako jsou zelezo (Fe), vapnik (Ca) a méd’ (Cu), mohou
byt chelatovany s kyselinou karminovou za vzniku komplext kovii, které mohou ovlivnit barvu
kyseliny karminové a jeji pouziti v potravinich. Ukazuje se, ze Fe’" miZe chelatovat
s kyselinou karminovou, ktera méni chromofor kyseliny karminové, a jeji chelatace mtze byt

1%).3 Studie ukazaly, ze Cu®>" miZe tvofit ligand s karboxylovymi

silngj$i nez hliniku (A
skupinami a ortho-hydroxylovymi skupinami kyseliny karminové a jeho stabilita je siln&jsi
nez u komplext tvofenych zinkem (Zn?*), niklem (Ni>"), kobaltem (Co*") a rtuti (Hg?"). Proto
je mozné, Ze chelatace Cu*" je silngjsi nez u Al**, coz vede ke zméné barvy karminového
hlinikového laku. Nizka koncentrace Ca’" neméa na kyselinu karminovou 7adny vliv,
ale po pridani vysoké koncentrace Ca®" se barva vyrazné zméni. To naznaduje, Ze tato dvé
barviva lze pouzit v potravinach s nizkym obsahem vépniku, ale jejich pouziti je naopak
omezeno u potravin s vysokym obsahem véapniku. Toto barvivo také neni vhodné ani pro

potraviny obsahujici Zelezo a méd’.?

1.8 Legislativa

V soucasné dobé se znaceni potravin lisi podle typu potraviny nebo napoje, podle zemé a podle
toho, zda je barvivo syntetické nebo pfirozené odvozené.! Kromé zdravotnich problémi
by méla byt pritomnost kyseliny karminové v potravinach sledovana napft. kvtili nabozenskému
piesvéddenti, stravovacim trenddim nebo environmentalnim aspektiim.* Legislativa z roku 2008
uvadi seznam barviv povolenych v potravindch a napojich a uvadi maximalni povolena
mnozstvi, ale neobsahuje informace o inertnosti barviva vici slune€nimu zéfeni, tepelnému
oSetfeni a moZnym zkfiZzenym reakcim s jinymi slou€eninami, které jsou v potravinach

a napojich rovnéz piitomny.°

Kyselina karminova se pouziva se k barveni kosmetiky a textilu a ziskala povoleni k pouziti
jako potravinatrské barvivo od Organizace spojenych narodid (OSN) pro vyzivu a zemédélstvi
(FAO), Svétové zdravotnické organizace (WHO) a amerického Utadu pro kontrolu potravin
aléciv.® Karminy a kyselina karminova jsou podle nafizeni komise (EU) &. 231/2012%
definovany jako ,,ziskané z vodného nebo alkoholového extraktu z kosenily, které se skladaji
ze suSenych tél samic hmyzu Dactylopius coccus L. Costa*. Karminy a kyselina karminova

jsou popisovany jako cCervena az tmaveé Cervena drobiva pevna latka nebo prasek,
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zatimco koSenilovy lak je obecné tmavé Cervend kapalina, ale lze jej také susit jako prasek
(nafizeni komise (EU) &. 231/2012).** Karmin miize byt piitomen ve spojeni s kationty
amoniaku, vapniku, drasliku nebo sodiku jednotliveé, nebo v kombinaci (nafizeni komise (EU)

¢.231/2012).1544

Kosenila, kyselina karminova a karminy (obecné oznacovany pod kdédem E 120) jsou Cervend
antrachinonova barviva povolena jako potravinarské piidatné latky v Evropské unii (EU)
v souladu s piilohou II nafizeni Evropské komise (ES) &. 1333/2008.% Na zakladé smérnice
2009/35/ES* 1ze barviva schvéalend pro pouziti v potravinich pouzivat také v 1é&ivych
ptipravcich.*!3> FAO a WHO stanovily pfijatelny denni pifjem (ADI) ve vysi 5 mg/kg t&lesné
hmotnosti/den.!>!> Evropsky ufad pro bezpecnost potravin (EFSA) stanovil pro kyselinu

karminovou pfijatelny denni pifjem 2,5 mg/kg t&lesné hmotnosti/den.*

Ve specifikacich ES jsou koSenilova barviva definovana jako barviva obsahujici nejméné 2 %
kyseliny karminové v extraktech a nejméné 50 % kyseliny karminové v chelatech. Zbyvajici
material (50 az 80 %) neni presné specifikovan, je popsan pouze jako kationty, které mohou
byt pfitomny v piebytku barvy a také mohou obsahovat bilkovinny materidl ziskany z hmyzu.
Dulezité je také stanoveni maximalnich limita pro toxické prvky (arsen, olovo, rtut’ a kadmium)
pfitomné jako mozné necistoty v E 120. Skute¢né specifikace ES pro E 120 nezahrnuji
ani limity pro obsah hmyzich bilkovin, celkovy popel, zbytkova rozpoustédla nebo nerozpustné

latky, ani mikrobiologicka kritéria.'?

1.9 Metody stanoveni kyseliny karminové v potravinach

Oficialni metoda stanoveni kyseliny karminové, navrZzend Spolecnym vyborem odbornikii
FAO/WHO pro potravinaiské ptidatné latky, je zaloZena na spektrofotometrickém méteni
vzorku ve ziedéné kyseling chlorovodikové pii 494 nm.*!> Spektrofotometrie, rozpoustéci
voltametrie a diferencni pulzni polarografie byly uspésné aplikovany na stanoveni kyseliny
karminové nebo karmini v riznych potravindch. Tyto metody vSak nejsou vhodné
pro stanoveni strukturné¢ podobnych barviv, a proto je tieba ptfisné kontrolovat piipadné
interference pfitomné v potravinaiskych vyrobcich. Tyto nevyhody lze vyfeSit zafazenim

separa¢niho kroku do analytického postupu.*

V dosud provedené reSersi literatury byly pro stanoveni kyseliny karminové pouzity tyto

analytické metody: spektrofotometrie, spektrofluorometrie, chemiluminiscence, fluorimetrie,
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chromatografie na tenké wvrstvé (TCL), mikroemulzni elektrokinetickd chromatografie
(MEEKC), micelarni elektrokinetickd chromatografie (MEKC), vysokouc¢innd kapalinova
chromatografie (HPLC) s UV-Vis nebo fluorescencni detekci, kapilarni elektroforéza,
spektroskopie nukledrni magnetické rezonance (NMR), diferencialni pulzni polarografie,
stripovaci voltametrie, enzymova imunoanalyza a hmotnostni spektrometrie s indukéné
vazanym plazmatem (ICP-MS).2%323347 Piehled vyuzitych metod pro stanoveni obsahu

kyseliny karminové je uveden v tabulce 1.
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Tabulka 1 — Seznam metod nalezeny v literature pro stanoveni kyseliny karminové

Metoda Parametry metody Standard/ potravina Priprava vzorku LOD/LOQ Linearni
rozsah
HPLC* Gradientova eluce, | Susena téla samic koSenily Smichani s methanolem | LOD 2 pg/ml | 5-250 pg/ml
UV/Vis detekce a vodou — homogenizace —
extrakce na vodni ldzni —
ochlazeni a odstfedéni —
fedéni vodou
HPLC" Detektor fotodiodového | 124 vzorkl riznych potravin | Smiseni s NaOH —|[LOD 1 pg/ml | 1-100 pg/ml
pole, kolona NovaPak homogenizace a odstfedéni
C18, izokraticka eluce —
mobilni faze methanol
a fosfatovy pufr
HPLC* Gradientova eluce, | Vina — 17 ¢ervenych, 4 bila SPE extrakce LOD 0,1 mg/l | nenalezeno
detektor diodového pole LOQ 0,4 mg/l
RP-HPLC-DAD* | Kolona Luna, detektor | Safran Smiseni S KBr, | LOD 0,03— | 0,1-1 ng/ml
diodového pole, homogenizace 0,1 ng/ml
gradientova eluce,
mobilni faze - voda,
kyselina octova,
acetonitril
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Tabulka 1 — pokracovani

UHPLC® Kolona Acquity BEH, | 10  napoji  obsahujicich | Odplynéni, filtrace nenalezeno nenalezeno
gradientova eluce, | kyselinu karminovou,
mobilni  faze  voda, | 6 népoji obsahujici E120
kyselina octova,
methanol, isopropan,
TOF — MS/MS
spektrofotometrie!® | Metoda standardniho | Lidské plazma, pomerancovy | Plazma  —  odstranéni | LOD 0,3 uM | 0,5-14 uM
ptidavku, 190-700 nm, | nealkoholicky napoj proteintl, ultrafiltrace,
pH 2-12 centrifugace;
pomeranovy  napoj —
filtrace
chemiluminescence | Kfemenna cela, opticka | Lidska plazma, dzusy, | Plazma -  odstranéni | LOD 0,17 | 0,2-100
37 draha 0,5 cm mangova  §tdva, viSnovy | proteind acetonitrilem pg/ml pg/ml
sirup, Zelé prasek Népoje — fedéni vodou,
filtrace
Mikrocipova Fotometricka detekce | Pastilky, mekké a tvrdé | RozpouSténi ve vodé, | LOD 69 | 200—1 mmol/l
elektroforéza* 490 nm bonbony, 1éc¢iva  lizétka, | filtrace, uprava pH nmol/l
Safran, nealkoholicky napoj LOQ 207
nmol/l
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Tabulka 1 — pokracovani

Pravouhla 3elektrodovy systém — | Nealkoholicky napoj, | Smiseni s acetatovym | LOD 5.10°8
adsorptivni visici kapkova rtutovad | zmrzlina — ob¢é potraviny | pufrem 1,43.10° 1,25.107
rozpoustéci elektroda, elektroda | obsahovaly tatrazin a do obou mol/l mol/l
voltametrie  (SW- | Ag/AgCl, platinova | byl pfidan karmin
AdSV) 3 elektroda
Diferen¢ni pulzni | 3elektrodovy systém — | Vzorky cukrovinek a mléka | Bonbony smiseni | LOD 0,16 | 1-90 uyM
polarografie (DPP) | kapajici rtutova | s jahodovou piichuti s pufrovacim roztokem — | mM
47 elektroda, elektroda homogenizace, filtrace

Ag/AgCl, platinova Jahodové mléko smiseni

elektroda, dvoupaprskova s acetonitrilem — odstranéni

UV/Vis  spektrometrie, mlécnych bilkovin,

metoda standardniho homogenizace,

ptidavku centrifugace

Pouzité zkratky: LOD = limit detekce, LOQ = limit stanovitelnosti, TOF-MS/MS = hmotnostni spektrometr s analyzatorem doby letu
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1.10 Spektrometrie a spektrometricka méteni

Slunec¢ni svétlo se déli na ultrafialové zafeni (UV 9 %), viditelné svétlo (Vis 41 %)
a infradervené zateni (IC 50 %). KdyZ je vinova délka kratsi, obsah energie v zafeni je vétsi.*
Vlnové délky viditelného svétla se pohybuji mezi 4x107° cm (400 nm) pro fialovou
a7,2x107 cm (720 nm) pro tmavé ervenou.’® UV zafeni ma nejkratsi vinové délky 100—
400 nm a ty jsou dale klasifikovany jako UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm) nebo UVC
(200280 nm) a vakuové UV pasmo (100-200 nm). UVB a UVC zafeni je absorbovano
atmosférou. UVC slozka svétla v rozmezi 240-265 nm se pouzivd pro mikrobidlni

inaktivaci.*®!

Spektrometrie je méfeni vzdjemného pisobeni chemické slouceniny s elektromagnetickym
zafenim v dané oblasti vinové délky. Sbér méfenych signali (absorbance) slouceniny
jako funkce elektromagnetického zafeni se nazyva spektrum. Mechanismus absorp¢ni energie
je odli$ny v ultrafialové, viditelné, infracervené a nukle4drni magnetické rezonanci. Zakladnim
procesem je viak absorpce uréitého mnozstvi energie.’® Absorpce je definovana jako proces,
pii kterém se intenzita svétla z méticiho paprsku snizuje z divodu pirechodu molekul ze vzorku
ze zakladniho stavu (obvykle singletovy stav SO pro molekuly pii pokojové teploté)
do excitovaného stavu S1, S2 nebo vysiiho. Ciseln hodnota ziskana v experimentu UV—Vis

spektroskopie je aplikaci Lambert-Beerova zakona (rovnice 1):%2
A=—logT=log17°=£-c-d (1)

A = absorbance

T = transmitance

I/Tp = intenzita méticiho paprsku pred prichodem/po prichodu vzorkem

€ = molarni absorp¢ni koeficient

¢ = koncentrace

d = délka drahy méticiho paprsku ve vzorku

Jak transmitance, tak absorbance jsou definovany na zékladé poméru dvou intenzit
pied a za vzorkem. Bez ohledu na to, jakd jednotka se pouziva pro 1 a Iop, absorpce
a transmitance jsou bezrozmérné. Pro transmitanci se ziskana hodnota obvykle vynésobi ¢islem

100 a oznadi se jako %T.3?
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Existuji dvé tfidy spektrofotometrii v zavislosti na poctu svételnych zdroji: jednopaprskové pro
postupné méteni a dvoupaprskové pro simultanni méteni (obrazek 7). U dvoupaprskového typu
je svételny zdroj rozdélen na dva samostatné paprsky. Jeden paprsek se pouziva pro standard
a druhy prochazi vzorkem. Dvoupaprskové piistroje mohou mit dva detektory, nebo jeden.
Dalsi soucasti spektrofotometru jsou: svételny zdroj, optické filtry, déli¢e paprski a zrcadla,

monochromatory a fotonové detektory.°

Kyselina karminova ma silnou absorbanci pfi 491 nm, kterd je pfifazena prechodu m na m*
lokalizovany na antrachinonovém jadru a pasy UV absorbance pfifazené elektronovym

piechodiim soustfedénym na karbonylové a glukézové ¢asti.!
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Obrazek 7 — Instrumentace dvoupaprskové UV/Vis spektrofotometrie®

1.10.1 Méfeni barevnosti

Commission Internationale de I'Eclairage (CIE) stanovila urcité standardni hodnoty, které¢ se
pouzivaji po celém svété pro metfeni barev. Systém CIELAB (obrazek 8), ktery je dnes Siroce
pouzivan, se sklada z kartézskych souradnic a*, b* (odstin) a L* (svétlost). Kazda barva mize
byt reprezentovana riznymi hodnotami L*, a* a b*. V nékterych pifipadech se pouzivaji také

polarni soutadnice C* (chromati¢nost) a h® (thel odstinu).>*
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Obrazek 8 — Souradnicovy systém CIELAB>

Barevnost byla v naSem experimentu méfena na spektrofotometru UltraScan VIS od firmy
HunterLab. Jedna se o pfistroj vyuzivajici geometrii d/8° s automatickym zaclenénim/
vylouc¢enim zrcadlové slozky. Opticky systém ma efektivni §itku pasma 10 nm a spektralni data
jsou uvadéna kazdych 10 nm. Vypocty jsou dle doporuceni CIE provadény od 380 nm
do 780 nm. Zdrojem osvétleni je pulsni xenonova lampa — D65 véetné UV. Toto zatizeni

zahrnuje software EasyMatch QC.>

1.10.2 Metody méreni antioxidacni aktivity

Antioxidacni aktivita je definovand jako schopnost slou€eniny (smési latek) inhibovat oxidacni
degradaci rliznych sloucenin. Metody méfeni antioxida¢ni aktivity lze rozli§it na metody
chemické a metody fyzikalni. Chemické metody spocCivaji v pouZiti €inidel, kterd poskytuji
s volnymi kyslikovymi radikaly barevné produkty, jejichz vzniku brani ve vzorku obsazené
antioxidanty. Intenzita zabarveni se méfi nejcastéji spektrofotometricky a rozdil v hodnotach
absorbanci méfeného a slepého vzorku pak udava obsah latek s antioxidaénimi Ucinky.
Fyzikalni metody nesleduji bezprostfedné chemickou reakci nebo zmény obsahti jednotlivych
latek. Namisto toho sleduji zmény fyzikalnich vlastnosti, které tyto procesy doprovazeji.
Prikladem takovych fyzikalnich metod je napf. elektronovad spinovad rezonance, stanoveni

redoxniho potencidlu ¢i chemiluminiscence.*®

Z chemickych testli zalozenych na pfenosu atomu vodiku byly prezentovany nasledujici: test
absorp¢ni kapacity kyslikovych radikald (ORAC), test antioxidac¢ni kapacity hydroxylovych
radikalit (HORAC), test celkového parametru zachycovani radikalii (TRAP) a test celkové
kapacity vychytavani oxyradikali (TOSC). Mezi testy zalozené na pienosu jednoho elektronu

patii test Cupric Reduction Antioxidant Power (CUPRAC), test Ferric Reduction Antioxidant
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Power (FRAP), Foliniv—Ciocalteutiv test. Smisené zkousky, obsahujici pfenos atomu vodiku
i elektronu zahrnuji zkousku 2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonovou kyselinou
(ABTS) a zkousku 2,2-di(4-terc-oktylfenyl)-1-pikrylhydrazyl (DPPH). VSechny tyto testy
jsou zaloZeny na chemickych reakcich a hodnoceni kinetiky nebo dosazeni rovnovazného stavu
se opira o spektrofotometrii, kterd predpoklada vyskyt charakteristickych barev nebo zménu

barvy analyzovanych roztoki, coZ jsou procesy sledované adsorpci specifické vinové délky.>’

FRAP test je metoda zaloZzend na redukci slouceniny Zelezitych iontd (Fe**) na intenzivné
modry Zeleznaty komplex (Fe?") pomoci antioxidantii v kyselém prostiedi. Antioxida¢ni
aktivita je stanovena jako zvysSeni absorbance pii 593 nm a vysledky jsou vyjadieny
jako mikromolarni ekvivalenty Fe** nebo ve vztahu ke standardnimu antioxidantu. Test FRAP
se provadi za kyselych podminek pH (pH = 3,6), aby se udrZela rozpustnost zeleza. Test FRAP

je jednoduchy, rychly a efektivni a nevyzaduje specialni vybaveni.®’

Test ABTS byl vyvinut jako jednoducha a pohodlnd metoda pouZivand k méteni celkové
antioxida¢ni kapacity (TAC). ABTS test méfi schopnost antioxidantl neutralizovat
2,2'-azinobis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonovou kyselinu) (ABTS™) stabilni radikalovy
kationt, modrozeleny chromofor maximalni absorpce pfi 734 nm, jehoz intenzita klesa
s piitomnosti antioxidanti. ABTS™ mizZe byt generovan z ABTS v pfitomnosti silnych
antioxidacnich latek. Stupen zabarveni modrozelené barvy, kvantifikovany jako nahly pokles
absorbance na 734 nm, zavisi na délce reakce, vnitini antioxida¢ni aktivité a koncentraci
vzorku. Vyhody testu ABTS: 1) testy ABTS umoziuji stanoveni Siroké Skaly antioxidacnich
latek, protoze radikal ABTS™ rychle reaguje se syntetickymi i pfirodnimi antioxidaénimi
latkami (tj. fenoly, aminokyselinami, peptidy, vitaminem E a vitaminem C) v potravinach

ii) antioxida¢ni test ABTS lze pouzZit v §irokém rozsahu pH.>’

Neutralizacni DPPH test je zaloZen na darovani elektront z antioxidanti za i¢elem neutralizace
radikdlu DPPH. Reakce je doprovdzena zmé&nou barvy DPPH méfené pii 517 nm a zména barvy
pusobi jako indikator antioxidacni aktivity. Antioxidacni aktivita neutraliza¢ni metodou DPPH
je definovana jako u€inné koncentrace antioxidantu nezbytna ke snizeni pocatecni koncentrace

DPPH o 50 %.>’
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2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pfistroje a chemikalie

2.1.1 Pfistrojové vybaveni

analytické vahy ABT 220-4M; Kern; Némecko
spektrofotometr UV-2600; Shimadzu; Japonsko

piistroj pro méfeni barevnosti UltraScan UV/Vis; HunterLab; USA
slune¢ni komora Q-Sun XE-1; Q-panel Lab Products; USA
pH metr CGR842; Schott Glass; Némecko

sklenéna elektroda Polilyte lab; Hemilton; USA

vyrobnik sody AquaDream; Orion; Ceska republika
ultrazvukova lazen Sonorex TK52; Bandelin; Némecko

plastové lahvicky (100 ml), parafinovy film, plastové zkumavky, mrazak, bézné vybaveni

laboratofe

2.1.2 Pouzité chemikalie

Limonada:

Sacharoéza, fruktoza, D-glukoza, benzoat sodny, kyselina citronova, citrat sodny, chlorid sodny,

chlorid draselny, monofosfore¢nan draselny (vse p.a., Penta, Ceska republika)

kyselina karminova > 98 %; Sigma-Aldrich; Némecko

DPPH:

Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina) > 98 %, Tokyo

chemical industry, Japonsko

Methanol — Honeywell, Chromasolv™, USA
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ABTS:
ABTS tableta > 98 %, Tokyo chemical industry, Japonsko

peroxodisiran draselny (K2S>0s) > 98 %, Penta, Ceska republika

FRAP:
TPTZ (2,4,6,-tri(2-pyridyl)-1,3,5-triazin) > 99 %, Sigma-Aldrich, Némecko

kyselina chlorovodikova (HCI), chlorid Zelezity hexahydrat (FeClz-6 H>0), kyselina octova
(CH3;COOH), hydroxid sodny (NaOH), (v§e > 98 %, Penta, Ceska republika)

Stanoveni CO»

hydroxid sodny (NaOH), kyselina chlorovodikova (HCI), fenolftalein (vSe > 98 %, Penta,
Ceska republika)

2.2 Ptiprava modelového vzorku limonady

Modelovy roztok sladkého nealkoholického népoje byl piipraven podle literatury.! Roztok
o objemu 500 ml byl vyroben rozpusténim 27,5 g sachardzy, 2,76 g fruktozy, 2,75 g glukdzy,
0,0757 g benzoatu sodného, 1,50 g kyseliny citronové, 0,071 g citratu sodného, 0,255 g chloridu
sodného, 0,255 g chloridu draselného a 0,205 g monofosfore¢nanu draselného
v demineralizované vod¢ (tabulka 2). Pro kontrolni méfeni nebo piipadna tedéni byly
pfipraveny také roztoky (limonady) obsahujici kyselinu karminovou bez cukrii, bez kyseliny
karminové s obsahem cukrti a roztok bez cukrt i kyseliny karminové (tabulka 2). Vzorky

obsahujici kyselinu karminovou byly vZzdy uchovavany v temnu pfi laboratorni teplot¢.

53



Tabulka 2 — Navazky pro pripravu modelovych roztokii limonady/ 500 ml

Latka Limonada | Limonada | Limonada bez | Limonada  bez
hmotnost | bez cukrii | kyseliny cukri. a bez
() hmotnost karminové Kyseliny

(2) hmotnost (g) | karminové
hmotnost (g)

Sacharéza 27,5 - 27,5 -

Fruktoza 2,76 - 2,76 -

Glukéza 2,75 - 2,75 -

Benzoat sodny 0,0757 0,0757 0,0757 0,0757

Kyselina citronova 1,5 1,5 1,5 1,5

Citronan sodny 0,071 0,071 0,071 0,071

Chlorid sodny 0,255 0,255 0,255 0,255

Chlorid draselny 0,255 0,255 0,255 0,255

Monofosfore¢nan 0,205 0,205 0,205 0,205

draselny

Kyselina karminova 0,05 0,05 - -

2.2.1 M¢éteni pH

Po rozpusténi a promichani byl roztok doplnén redestilovanou vodou po rysku odmérné bariky.
Nasledné bylo zméfeno pH limonady na pftistroji CG842 od firmy Schott Glass. Nejprve se
pfistroj zkalibroval podle navodu na pufry s hodnotou pH 7,01 a 4,01. Nasledn¢ byly promé&feny

vzorky pfipravenych limonad a vysledné pH bylo zaznamenéno.

2.2.2 Syceni limonad

Limonady byly syceny pomoci vyrobniku sody. Cést limonady (1000 ml) byla odebrana
do specidlni nadoby na syceni. Limonady byly vzdy syceny stejnym mnozstvim plynu.
Po nasazeni lahve do pfistroje bylo tlacitko na syceni stlaceno ctytikrat po dobu vzdy jedné
sekundy. Pfed vyndanim lahve bylo nutné opatrné¢ odpustit ptebytecny tlak v lahvi. Thned

po vyndani z ptistroje byla lahev uzaviena vickem.
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2.2.3 Odbér vzorkt do plastovych 100ml lahvi¢ek

Ze sycen¢ho i nesycené¢ho napoje bylo vzdy odebrano 100 ml do Sesti pfedem popsanych
plastovych lahvicek — dohromady tedy 12 kusii (obrazek 9). Objem byl odméfen pomoci
odmérného vélce. Se sycenou limonéadou se zachédzelo velmi opatrné, aby doslo k co nejmensi
ztrat€ CO» béhem pielévani. V piipad¢ sycené limonddy bylo hrdlo lahve s vickem navic
utésnéno parafinovym filmem. Takto pfipravené vzorky byly transportovany do Doubravic,

kde byly vystaveny simulovanému slune¢nimu zéfeni.

Plastové lahvicky byly také vystaveny testu propustnosti zafeni. Ze dvou plastovych lahvicek
byl vzdy tfikrat vystfizen pomoci ntizek maly Etverecek, ktery byl vlozen do kyvetového
prostoru spektrofotometru a byla méfena transmitance zatfeni v rozsahu od 180-650 nm
(UV-2600, Shimadzu, Japonsko). Referen¢ni paprsek prochazel prazdnym kyvetovym
prostorem (vzduch). Pro srovnani byla zmétena také propustnost sklenéné a kiemenné kyvety

(opticka drdha 10 mm) proti vzduchu.

Obrazek 9 — Plastova lahvicka s vickem (100 ml), (foto autora)

2.3 Slunecni komora

12 kusii lahvicek s napojem bylo vystaveno simulovanému slune¢nimu zafeni v testovaci
komoie Q-Sun XE-1 (Q-panel Lab Products) s xenonovou vybojkou umisténou nad plochou
se vzorky. Svétlo z vybojky prochazi ptes filtr (Daylight), ktery simuluje denni svétlo.
Testovaci cyklus métfeni zahrnoval nastaveni intenzity svétla v kontrolnim bod€ 340 nm
anastavenim teploty cern¢ho télesa, coz je nejteplejSi misto v testovaci komote,

ale nereprezentuje teplotu v pracovnim prostoru komory. Vzorky byly podrobeny testovani
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pfi dvou riznych podminkach intenzity svétla a teploty ¢erného panelu. Prvni podminky
zahrnovaly nastaveni intenzity na 0,36 W/m? v kontrolnim bodé 340 nm a teplotu ¢erného
télesa na 40 °C. V druhych podminkach bylo nastaveno intenzivnéjsi zafeni, které by mélo
odpovidat slune¢nimu svétlu dopadajicimu na zemsky povrch v 1été behem poledne.
Na piistroji bylo nastaveno 0,68 W/m? v kontrolnim bod& 340 nm a teplotu erného télesa
na 65 °C. Vzorky byly vystaveny zéieni po dobu 7 nebo 14 hodin. Po 7 hodinach byl pfistroj
pozastaven a nahodné bylo odebrano 6 lahvicek limonady — 3 sycené a 3 nesycené. Zbylé
limonady se v pfistroji ponechaly dalsich 7 hodin. Z Doubravic byly limonady transportovany

zpét do kampusu univerzity.

2.4 Ptiprava vzorku

Ptred dalsi analyzou byly sycené limonady zbaveny plynu v ultrazvukové 14zni Sonorex TK52
(Bandelin; Némecko) po dobu 5 minut. Pro méfeni barevnosti nebyla nutna zadna uprava
vzorku. Pro méfeni UV-Vis spekter byly vzorky fedény (3 ml limonddy do 10 ml odmérné
baniky). Méfeni barevnosti a spektrofotometrickd méteni probihala ihned po ozéfeni. Pro ucely
dal§ich chemickych analyz (antioxida¢ni aktivita) byly vzorky uchovany pii —25 °C

v alikvétnich podilech (ca 5 ml) v plastovych zkumavkéach.

2.5 Méteni barevnosti

Barevnost limonad se sledovala na pfistroji UltraScan VIS (HunterLab, USA). Pfistroj byl
po zapnuti standardizovan na bilou a ¢ernou barvu. Byla pouzita kiemenna kyveta s optickou
délkou 50 mm. Barevnost u jednotlivych vzork limonad byla méfena v médu celkové
transmitance. Zaznamenand barevnost byla zobrazovdna v hodnotich L, a", b, C"ah°

s vyuzitim programu EasyMatch QC (v. 4.70, HunerLab, USA).
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2.6 Spektrofotometrické méteni

Spektrofotometrické méieni bylo provadéno na ptistroji UV-2600 (Shimadzu, Japonsko). Byla
pouzita kiemenna kyveta s optickou délkou 10 mm. Byl pouzit program UVProbe (v. 2.70,
Shimadzu, Japonsko), rychlost skenu byla nastavena na 480 nm/min a byla sledovana
absorbance v intervalu 220-650 nm (krok po 0,1 nm). Kyselina karminovd ma své maximum

v 492 nm. Jako srovnavaci roztoky byly pouzity limonady bez kyseliny karminové.

2.7 M¢éteni antioxidacni aktivity
Na tyto experimenty byly pouzity zamrazené vzorky limonad. Vzorky byly vzdy ptfed analyzou
dikladné rozmrazeny v temnu pfi laboratorni teploté. Tyto vzorky byly nasledné pouzity

na vSechny metody méteni antioxidacni aktivity.

2.7.1 Metoda s DPPH radikalem

Byl pfipraven metanolovy roztok radikdlu DPPH navazenim 12,5 mg ¢inidla do 500 ml
odmérné bainiky. Jako srovnavaci roztok byl vzdy pouzit methanol. Nejprve byl optimalizovan
Cas reakce (zavislost absorbance na ¢ase) mezi stabilnim radikdlem DPPH a kyselinou
karminovou. Vzorky limonad byly nafedény 3 ml limonady do 10 ml odmérné baniky. Bylo
smichano 5 ml roztoku DPPH s 0,5 ml fedéného roztoku limonady. Thned po smichani byla
naplnéna kyveta a umisténa do spektrofotometru a byla zaznamenana hodnota A (517 nm)

kazdych 30 s po dobu 30 min.

Rozmrazené vzorky limonad byly fedény 3 ml do 10 ml odmérné banky. Nasledné bylo 0,5 ml
fedéné limonady smichdno s5 ml DPPH a roztoky byly nésledné¢ uchovany v temnu
po optimalni dobu. Po této dobé byla sledovana absorbance pti 517 nm. Jako slepy vzorek byla
pouzita limonada bez kyseliny karminové a limonada bez cukrt a bez kyseliny karminové.

Vysledky byly vyjadieny jako % inhibice (I) podle rovnice 2:

1% = 222100 )

sl

Ay = absorbance slepého pokusu

Ay, = absorbance vzorku

57



2.7.2 Antioxidaéni aktivita s vyuZzitim radikdlu ABTS

Byl pfipraven roztok kationtu ABTS. Jako srovnavaci roztok byla vzdy pouzita redestilovana
voda. Roztok byl piipraven rozpusténim ABTS tablety (20 mg) v 10 ml destilované vody
a nasledné bylo ptidano 0,2 ml 0,064 M peroxodisiranu draselného. Takto ptipraveny roztok
byl ponechan v klidu ptes noc pfi laboratorni teploté. Dalsi den byla odmérna banika doplnéna
redestilovanou vodou po rysku na objem 400 ml. Tento roztok byl zfedén odpipetovanim 2,5 ml
do 100 ml odmérné baiiky a doplnén redestilovanou vodou. Nejprve byl optimalizovan cas
reakce (zavislost absorbance na ¢ase) mezi roztokem kationtu ABTS a kyselinou karminovou.
3 ml ABTS byly smichany s 0,5 ml nefedéné limonady. Ihned po smichani byla naplnéna
kyveta a umisténa do spektrofotometru a byla zaznamenana hodnota A (734 nm) kazdych

30 s po dobu 30 min.

Rozmrazené vzorky limonad nebyly dale upravovany. 0,5 ml nefedéné limonady bylo smichano
s 3 ml ABTS a vzorky byly nasledné uchovany v temnu po optimalni dobu. Po této dob¢ byla
sledovana absorbance pii 734 nm. Jako slepy vzorek byla pouzita limonéda bez kyseliny
karminové a limondda bez cukrli a bez kyseliny karminové. Vysledky byly vyjadieny jako

% inhibice (I) podle rovnice 2.

2.7.3 Antioxidacni aktivita s vyuZitim metody FRAP

Byl pfipraven roztok FRAP. Jako srovnavaci roztok byla vZdy pouzita redestilovana voda.
Ptipraveny byly reakéni roztoky: 20 mM chloridu Zelezittho, 10 mM TPTZ
(2,4,6-tri(2-pyridyl)-1,3,5-triazin) rozpustény ve 40 mM kyselin€ chlorovodikové a octanovy
pufr o pH 3,6. VSechny tfi roztoky byly smichany 1 : 1 : 10. Nejprve byl optimalizovan as
reakce (zéavislost absorbance na ¢ase) mezi roztokem FRAP a kyselinou karminovou. 3 ml
FRAP ¢inidla byly smichany s 0,3 ml nefedéné limonady. Ihned po smichéni byla naplnéna
kyveta a umisténa do spektrofotometru a byla zaznamendna hodnota A (593 nm) kazdych

30 s po dobu 30 min.

Rozmrazené vzorky limonad byly fedény 3 ml do 10 ml odmérné baiiky. Nasledné bylo 0,3 ml
fedéné limonady smichano s3 ml FRAP a roztoky byly nésledné uchovany v temnu
po optimalni dobu. Po této dobé byla sledovana absorbance pii 593 nm. Jako slepy vzorek byla
pouzita limonada bez kyseliny karminové a limonéda bez cukrli a bez kyseliny karminové.

Vysledky byly vyjadieny jako absorbance vzorku minus absorbance pozadi, rovnice 3:
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A

sz - Asl (3)
A = vysledna absorbance
Aq = absorbance slepého pokusu

Ay, = absorbance vzorku

2.7.4 Ptiprava kalibra¢nich fad s Troloxem

Roztok Troloxu byl pouzit na kalibra¢ni fady pro metody DPPH, ABTS a FRAP. Roztok
Troloxu byl pfipraven navdzenim 0,05 g do 50 ml odmérné baiiky a doplnén methanolem.
Pro jednotlivé metody byly pfipraveny ruzné kalibra¢ni fady. Pro metodu DPPH byla
pfipravena kalibracni fada v rozsahu 50-150 mg Troloxu/l roztoku, pro metodu ABTS
50-250 mg Troloxu/l roztoku a pro metodu FRAP 20-520 mg Troloxu/l roztoku. Zasobni
roztok Troloxu byl vzdy fedén do 10 ml odmérnych ban¢k a dopliiovan methanolem. U metody
DPPH bylo z ptipravenych kalibracnich roztokti odebrano 0,5 ml do 5 ml DPPH. U metody
ABTS bylo odebrano 0,5 ml kalibra¢niho roztoku do 3 ml ABTS a u metody FRAP bylo
odebrano 0,3 ml roztoku do 3 ml FRAP. Pfipravené vzorky byly nasledné uchovany v temnu
po optimalni dobu jednotlivych metod. Poté byla sledovana absorbance pti 517 nm = DPPH,
734 nm = ABTS, 593 nm = FRAP.

2.8 Titra¢ni stanoveni CO,

Metoda byla pievzata z &lanku J. Srogl, 1975.% Pfedem vychlazena redestilovana voda byla
pomoci pfistroje na syceni ndpoji karbonizovana stejné jako v ptipad€ limonady. Ze sytici
lahve bylo odméfeno 100 ml do lahvicek s tésnicim uzdvérem a prapichovym septem. Pomoci
injekeni stiikacky bylo z lahvicek odebrano vzdy 5 ml do predem pfipravené titrani banky
s 10 ml vychlazeného 0,2 M NaOH. Do roztoku byly pfidany 3 kapky fenolftaleinu a roztok
byl titrovan vychlazenym 0,2 M HCI do odbarveni riizové barvy. Titrace probihala v ledové
tfisti. Byla zaznamenéana spotfeba HCI. Jako slepy pokus byla pouzita nekarbonizovana
redestilovana voda. Pro analyzu byly pfipraveny nezévisle tfi vzorky, kazdy z nich byl titrovan

celkem tiikrat (N = 9). Mnozstvi COz bylo vypo¢itano podle rovnice 4:°3
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mg C0,/100 ml = (V, — V) % .0,0088 ()

V1 = spotieba pfi slepém stanoveni (ml)
V> = spotieba pfi vlastnim stanoveni (ml)

V3 = objem piva (ml)

2.9 Statisticka analyza dat

Pro vysledky analytickych stanoveni byly odhadnuty stfedni hodnoty (aritmeticky prameér)
se standardni odchylkou. Kalibra¢ni fady byly méteny vzdy duplicitné (N = 2) a linearita
zavislosti parametri byla ovéfena pomoci linedrni regresni analyzy metodou nejmensSich
¢tverci. Déle byl zkouman vliv ¢tyi faktorti na obsah kyseliny karminové a antioxidacni
aktivitu méfenou tfemi riznymi metodami (DPPH radikal, ABTS radikal a FRAP). Jako faktory
vystupovaly ¢as ozafovani (0, 7 a 14 h), davka zafeni (0,36 a 0,68 W/m?), ptitomnost cukrli
(ANO vs. NE) a karbonizace napoje (ANO vs. NE). Byla zvolena vicefaktorova analyza
rozptylu (ANOVA) s interakcemi 2. fadu. Pied vlastni ANOVOU byly ovéteny zékladni
pfedpoklady o normalité dat. Pro tento i¢el byl vyuZit normalni-pravdépodobnostni (N-P) graf
a Shapiro-Wilkliv (SW-W) test jak na originalni data, tak na rezidua. V pfipad¢ poruSeni
zakladnich pfedpokladli o normalité dat byla provedena Box-Coxova transformace, a pokud
byla nalezena optimalni hodnota A # 1, byla pro analyzu rozptylu pouzita transformovana data.
V ptipadé poruSeni podminky A # 1 byly hledany odlehl¢ body analyzou rozdéleni rezidui
s vyuzitim krabicového grafu. Po vylouceni odlehlych hodnot byla opét provedena
Box-Coxova transformace a pro dalSi zpracovani byla pouZita tato transformovana data.
Statisticka analyza byla provedena na hladiné¢ pravdépodobnosti p = 0,05 (Statistica,
v. 14.0.0.15, Tibco Software, USA).
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3. VYSLEDKY

3.1 Obsah CO, a pH vzorkt
3.1.1 Obsah CO>

Touto titra¢ni metodou bylo pokusné zjisténo, jaké mnozstvi plynu vzorky obsahovaly.
Pti tomto pokusu nebyla pouzita limonada, ale dostatecné vychlazena redestilované voda, ktera
byla karbonizovana stejnym zptisobem jako vzorky limonad béhem experimentu. Divodem
byla barevnost roztoku, ktera branila v pouziti acidobazického indikatoru fenolftalein. Sycena
redestilovand voda byla ptelita do lahvicky s pripichovym septem, ze které bylo injek¢ni
stiikackou odebrano 5 ml do titra¢ni banikky s NaOH a fenolftaleinem. Takto pfipraveny roztok
byl titrovan pomoci 0,2 M HCL Bylo zjisténo, ze obsah CO: v syceném napoji byl
3,5+ 0,3 mg/L (rovnice 4). Relativni smérodatna odchylka pro opakovand méfeni byla mensi
nez 10 %. Vysledek experimentu potvrdil, Ze pfiprava sycenych vzorki limonad probihala

za stalych podminek.

3.1.2 pH vzorki
Byly pfipraveny vzorky limonad podle tabulky 2. Po dokonalém smiseni a rozpusténi bylo
promé&feno jejich pH. Pomoci statistiky jsme vyhodnotili, v jakych hodnotich se pH

pohybovalo. Tyto hodnoty jsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3 — Popisné statistiky pro hodnoty pH jednotlivych limonad

Proménna Platnych N| Primér | Median | Minimum | Maximum [Sm. odch
Limonada 4 2,50 | 2,51 2,31 2,56 0,10
Limonada bez cukri 4 2,66 | 2,64 2,6 2,78 0,08
Limonada —bez  kyseliny 2,50 | 245 | 238 2,52 0,10
karminové

Limonada bez cukri a bez ) 2.60 | 2.60 2,57 2.63 0,04

kyseliny karminové
Sm. odch. = smérodatna odchylka

Hodnoty vSech 12 naméfenych pH se pohybovaly od minimalni hodnoty 2,31 pro limonadu
aZ po nejvyssi hodnotu 2,78 namétenou pro limonadu bez cukrli. Z tabulky 3 je také patrné,
ze limonada a limonada bez kyseliny karminové maji podobné hodnoty pH stejné jako

limonada bez cukri a limonéada bez cukri a bez kyseliny karminové.
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Graf 1 — Krabicovy graf pH roztokii limonad
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Z krabicového grafu (graf 1) je patrny rozdil mezi limonadami (A, C) a limonadami bez cukr
(B, D). Ukézalo se, ze pridavek kyseliny karminové do limonady mél na hodnotu pH mensi

vliv nez ptidavek cukrt.

Tabulka 4 — Test na overeni shody rozptylii — variacni koeficient

Popisné statistiky
Proménna Variacni koeficient
Limonada 4,80
Limonada bez cukru 3,10
Limondada bez kyseliny karminové 4,04
Limondada bez cukrli a bez kyseliny karminové 1,63

V tabulce 4 je vidét, ze limondda a limondda bez kyseliny karminové maji nejpodobné;jsi
rozptyl pH, zatimco limonada bez cukrti a bez kyseliny karminové ma nejvice odliSny rozptyl
pH od zbyvajicich tii limonad. I kdyZz krabicovy graf detekuje vyznamny rozdil mezi pH
limonady s cukry (medidn 2,51) a bez cukrl (median 2,64), jedna se o rozdil v desetinach pH.
Obecné¢ cukry nepodléhaji disociaci ve vodnych roztocich (nepatii mezi elektrolyty), pouze

v bazickém prostiedi se chovaji jako vicesytné kyseliny.>
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3.2 Spektralni charakteristiky
3.2.1 Transakce UV/VIS zafeni PET lahvi

Pro zjiSténi propustnosti svételného zafeni PET materidlu lahvicky byl vystfizen ctverec
o velikosti 10 x 5 mm a vlozen do kyvetového prostoru. Ze dvou ndhodné¢ vybranych lahvicek
byly vystfizeny 3 ctvereCky tak, aby se daly zasunout do prostoru pro kyvety
ve spektrofotometru. Nejprve byla spektrofotometrem zmétena 100% transmitance, pii které
zustal prostor pro ob¢ kyvety (srovndvaci a mérnd) prazdny. Nasledné€ se do méteného prostoru
umistila kyveta z kiemene nebo optického skla. Poté piisly na fadu kousky plastovych lahvicek.
Ve vsech ptipadech probihala méfeni proti vzduchu ve srovnavacim prostoru. Namétené

hodnoty byly zpracovéany do grafu 2.

Graf 2 — Propustnost zareni pro jednotlivé materialy
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Z grafu 2 je patrné, ze transmitance PET materialu se pohybuje kolem 80 % v oblasti
400-650 nm. S dal§im poklesem vInovych délek, tedy v oblasti UVA zateni (315-400 nm)
se propustnost PET materidlu dramaticky snizuje. Od 350 nm do 300 nm klesa transmitance
01,5 % skazdym nanometrem. Pro UVB a UVC (200-315 nm) je PET material zcela

nepropustny.
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3.2.2 Spektralni charakteristika pracovnich roztokt

Nez jsme se pustili do experimentu, bylo nutné ovéfit, zda pti vinové délce 492 nm absorbuje
pouze kyselina karminova. Bylo nutné piipravit nékolik limonad s riznym slozenim a ovéfit,
ze nedochazi k prekryvu absorbanci v dané vinové délce. Byly tedy pfipraveny nésledujici
limonady: limonada bez benzoatu sodného a bez kyseliny karminové, limonada s benzoatem
sodnym a bez kyseliny karminové, limondda bez benzoatu sodného a s kyselinou karminovou.
U téchto limonad bylo néasledné prométeno celé spektrum, abychom zjistili, kde ktera latka

absorbuje. Absorp¢ni spektra jsou vyznacena v grafu 3.

Graf 3 — Porovnani spekter kyseliny karminové a benzodtu sodného
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Adsorp¢ni spektrum limonady bez benzoatu sodného a bez kyseliny karminové proti redestilované vodé
(modra ktivka), absorpéni spektrum benzoatu sodného (0,15 g/1, Cervena kiivka), absorpéni spektrum

kyseliny karminové (0,1 g/l, zelena kiivka).

Modré absorpcni kiivka ukazuje na spektrum latek jako naptiklad monofosfore¢nan draselny,
kyselinu citronovou a citran sodny. V této limonad¢ nebyly obsazeny cukry, benzoat sodny
ani kyselina karminova. Cervena absorpéni kfivka ukazuje na spektrum benzoatu sodného,
ktery absorbuje v oblastech od 220 do 300 nm. V oblastech okolo 492 nm neni vidét zadné
absorpéni maximum, které by mohlo rusit stanoveni kyseliny karminové. Zelend absorpéni
kiivka patii absorpénimu spektru kyseliny karminové, kterd vyrazné absorbuje okolo 275 nm.
Kdyby byla zvolena tato vlnova délka, bylo by méfeni zkreslené, jelikoZ by svou absorbanci
pfispival i benzoat sodny. Proto byla zvolena vinova délka 492 nm, ve které stanoveni kyseliny

karminové nic nerusi.
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3.3 Obsah kyseliny karminové v modelovych roztocich

Pro potfeby kvantifikace byly pfipraveny kalibracni roztoky. Vzhledem k tomu, ze jeden
z faktord je piitomnost cukrti v roztoku, byly pfipraveny zvlast' kalibrani fady roztoka
limonady a limonady bez cukrii. Roztoky byly pfipraveny v koncentracnim rozmezi 24—34 mg
kyseliny karminové na 1 ml napoje. Absorbance jednotlivych roztoki byla sledovana
pii 492 nm. Kalibra¢ni zavislost absorbance na koncentraci kyseliny karminové je linedrni

az do rozsahu 100 mg/l, tento graf je uveden v seznamu piiloh (ptiloha 1).

Graf 4 — A = kalibracni zavislost kyseliny karminové v limonadeé; B = kalibracni zavislost

kyseliny karminové v limonadeé bez cukru
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Na experimentalné¢ ziskand data byla aplikovdna linearni regrese a byly vyhodnoceny
parametry, jako jsou usek a smérnice pro jednotlivé limonady. Tyto hodnoty jsou uvedeny

v tabulkach 5 a 6.

Tabulka 5 — Rovnice kalibracni primky pro limonadu

Shrnuti regrese pro zavislou proménnou: Limonada A (492 nm)
R =0,996; F (1,12) = 3096,4

N =14 b Smérodatna chybazb |t (12) p-hodnot
Prisecik 0,0085 0,00798 1,07 0,31
Limonada ¢ (mg/ml)  |15,3 0,27 55,65 < 0,001

b = Ciselnd hodnota pro usek/ smérici; F = vysledek F-testu pro platnost modelu; t = vysledek t-testu

pro platnost parametru
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Zavislost absorbance na koncentraci pro limonddu mize byt popsana rovnici: A = 0,0085 +
15,3-c (R? = 0,996); piicemz prisecik rovnice je statisticky nevyznamny (p > 0,05), a proto se

da rovnice zkratit na tvar A = 15,3-c.

Tabulka 6 — Rovnice kalibracni primky pro limonadu bez cukrii

Shrnuti regrese pro zavislou proménnou: Limondda bez cukra
A (492 nm) R?=0,998 F (1,12) = 4851,2

N =14 b Smérodatna chyba zb |t (12) p-hodnot
Prisecik 0,018 0,006 2,81 0,016
Limonada bez cukrii ¢ (mg/ml)|(15,1 0,22 69,65 < 0,001

b = ¢iselna hodnota pro usek/ smérnici; F = vysledek F-testu pro platnost modelu; t = vysledek t-testu

pro platnost parametru

Zavislost absorbance na koncentraci pro limonadu bez cukra 1ze popsat rovnici: A = 0,018 +
15,1-c (R?=0,998); pti¢emz oba parametry jsou statisticky vyznamné, a rovnici tedy nelze déle

upravovat.

V seznamu pfiloh (pfiloha 2) jsou uvedeny vysledky stanoveni obsahu kyseliny karminové
ve vzorcich. Obsah barviva se pohyboval v koncentracnim rozmezi 89,0-103,9 mg/l. Vzhledem

k vlivu ¢tyt riznych faktorti budou vysledky komentovany v dalsi kapitole.

3.3.1 Ovéfeni normality dat obsahu kyseliny karminové v modelovych roztocich

Pro spravnou volbu metody analyzy rozptylu bylo potifeba ovétit zakladni predpoklady
onormalit¢ dat, jeZ byla ovéfena pomoci normdlniho-pravdépodobnostniho (N-P) grafu
a Shapiro-Wilkova (SW-W) testu. Na grafu 5A lze vidét, Ze data nepochdzi z normdlniho
rozdéleni z diivodu vyrazné odlehlych méteni v pfipadé nizkych a vysokych koncentraci.

Tuto skutecnost potvrdil také vysledek SW-W testu 0,9064; p < 0,001.
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Graf 5 — A = N-P graf obsahu kyseliny karminoveé ve vzorcich limonad; B = zdznam z Box-Cox

transformovanych dat;, C = N-P graf rezidui obsahu kyseliny karminové ve vzorcich limonad
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Odlehlé hodnoty nelze vyloucit, proto jsme se rozhodli pouZzit Box-Coxovu transformaci dat.
Z grafu 5B lze vidét, Ze Box-Coxova transformace nebyla tispésna, odchylka transformovaného
rozdeleni od normalniho rozdéleni klesd s hodnotou A. Priibéh funkce vSak nevykazuje zadné
minimum, a proto nelze Box-Coxovu transformaci na tyto hodnoty pouzit. Pro analyzu rozptylu
budou pouzita vSechna netransformovana data. Zakladni ptedpoklady rozdéleni byly tedy
ovéteny pomoci rezidualni analyzy (graf 5C). Z tohoto grafu lze vy¢ist, Ze rezidua vykazuji

normalitu, SW-W = 0,986; p = 0,577.
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3.3.2 Vliv experimentélnich faktor na obsah kyseliny karminové

Vliv faktorti na obsah kyseliny karminové byl sledovan s vyuzitim vicefaktorové ANOVY
s interakcemi druhého fadu. Jako faktory byly pouzity ¢as (0. h, 7. h a 14. h), sila slune¢niho
zateni (0,36 W/m? nebo 0,68 W/m?), pfitomnost cukrd a/nebo p¥itomnost oxidu uhli¢itého
v roztocich limonad. Jako proménné byly pouzity hodnoty obsahu kyseliny karminové
v napojich (g kyseliny karminové/l). Jako vstupni data pro vicefaktorovou analyzu byla pouzita
origindlni data, kde zakladni piedpoklady pro normélni rozdéleni byly ovéfeny pomoci

rezidualni analyzy v pfedchozi kapitole.

Nasledujici ctyti grafy popisuji vzdy jen vliv jednoho faktoru na obsah kyseliny karminové
v napojich. VSechny grafy byly vyhodnoceny jako statisticky vyznamné (p < 0,001),
to znamend, ze kazdy z faktori mél zdsadni podil na obsahu kyseliny karminové v napojich.
Ac jsou vSechny faktory vyhodnoceny jako vyznamné, obsah kyseliny karminové se ménil
v ramci setin a tisicin gramd na litr (jednotky-desitky mg/l). Vliv Casu na obsah kyseliny
karminové lze vidét v grafu 6A. Na tomto grafu lze vidét, jak obsah kyseliny karminové s ¢asem
klesa. Mezi 0. a 7. h je mensi rozdil neZ mezi 7. a 14. h. Pfitomnost CO2 v napojich ma ochranny
efekt na obsah kyseliny karminové v napojich, jak Ize vidét v grafu 6B. Primérny obsah
kyseliny karminové se li$il o Ctyfi setiny mezi sycenymi a nesycenymi napoji. Na grafu 6C Ize
vidét, jaky vliv mélo simulované slune¢ni zafeni na obsah kyseliny karminové. Pokud byly
napoje vystaveny vysSim davkam slunecniho zafeni, byl nasledné naméfen mensi obsah
kyseliny karminové v téchto napojich. Poslednim testovanym parametrem je ptitomnost cukri
v napojich a jaky maji vliv na obsah kyseliny karminové. Z grafu 6D je jasné patrné, Ze cukry
maji podobnou ochrannou funkci na kyselinu karminovou, jako ma COz v napojich. Rozdil

mezi slazenymi a neslazenymi napoji v obsahu kyseliny karminové jsou pouze necelé tfi setiny.
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Graf 6 — Vliv jednoho faktoru na obsah kyseliny karminové v napojich
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A = faktor ¢as (0. h, 7. h, 14. h); (p <0,001)

B = faktor ptitomnosti CO, (ANO/ NE); (p <0,001)

C = faktor sily slunce (0,36 W/m?/ 0,68 W/m?); (p < 0,001)

D = faktor ptitomnosti cukri (ANO/ NE); (p < 0,001)

Primémé hodnoty s 95% intervalem spolehlivosti (chybové tsecky)

Na nize uvedenych grafech je jiz zkouman vliv dvou parametri na obsah kyseliny karminové
v napojich. Interakce faktord je (aZ na posledni piipad) vyznamna (p < 0,001). Zde je nutné
si uvédomit, Ze vyznamna interakce dvou faktorti je zpisobena stejnymi hodnotami v ¢ase 0 h
(na zaCatku experimentu) pro vSechna métfeni. V poslednim piipadé, kdy interakce vychazi

nevyznamna, je to nejspisSe z divodu rovnobéznosti obou piimek.
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Faktory jako Cas a pfitomnost CO2 lze porovnat na grafu 7A. Modréd kiivka, kterd znaci
limonady sycené, v ¢ase pomaleji klesa na rozdil od Cervené kiivky, kterd znaci limonady
nesycené. Je tu tedy patrny ochranny vliv CO> na obsah kyseliny karminové. Na grafu 7B lze
vidét, jaky je vliv slunecniho zafeni a Casu na obsah kyseliny karminové. Obsah barviva
v limonadach vystavenych ddvce zafeni 0,36 W/m? klesl po 7. h stejné jako po dévce vyssi
(0,68 W/m?). Ctrnact hodin ozafovani se vyznamné projevilo poklesem obsahu kyseliny
karminové u vyssi davky zéieni. Vliv sily slune¢niho zaieni a pfitomnosti CO; je vidét na grafu
7C. Je vidét, ze v obou piipadech ma vliv silnéjsi davky slune¢ni energie za nasledek pokles
obsahu kyseliny karminové. V limonadach s CO> byl naméten vyssi obsah kyseliny karminové
a pokles nebyl tak strmy. Obsah kyseliny karminové ve slazené limonad¢ (graf 7D — modra
kiivka) klesa s ¢asem téméf linedrné. Zatimco obsah kyseliny karminové v neslazené limonadé
(graf 7D — Cervend kiivka) je po 7. h tém¢éft stejny, po 14. h uz jasné klesa. Na grafu 7E lze
vidét, Ze nejvetsi obsah kyseliny karminové je v napojich, které jsou zaroven slazené a obsahuji
1 COz. V neslazenych napojich a bez CO» je obsah kyseliny karminové nejmensi. Posledni graf
7F, na kterém jsou zkoumany faktory sily slune¢niho zafeni a pfitomnost cukrl, byl
vyhodnocen jako nevyznamny, jelikoz jsou ptimky témet rovnobézné. Nejvyssi obsah kyseliny
karminové byl zde naméten ve slazenych néapojich, které byly vystaveny pouze nizsi energii
slune¢niho zafeni. Nejnizsi obsah kyseliny karminové byl naméfen v neslazenych napojich

vystavenych vyssi davce slune¢niho zéteni.
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Graf 7 — Vliv dvou faktorit na obsah kyseliny karminove v napojich
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cervené); (p < 0,001); E = ptitomnost CO; a cukrti (ANO = modra, NE= ¢erven¢); (p < 0,001)

F = sila slune¢niho zafeni a pritomnost cukrd (ANO = modra, NE = Cervena); (p > 0,05); Primérné
hodnoty s 95% intervalem spolehlivosti (chybové usecky)
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3.4 Antioxidaéni aktivita vzorku limonad

3.4.1. Metoda s DPPH radikalem

Metoda DPPH byla pouzita pro stanoveni antioxida¢ni aktivity kyseliny karminové v napojich.
Jelikoz je metoda DPPH provadéna v metanolovém prostfedi, antioxidacni aktivita je spiSe
zaméfena na méné hydrofilni antioxidaéni latky.®® Poté co byl ptipraven roztok DPPH a z4sobni
roztok Troloxu, byla proméfena zavislost absorbance na Case reakce pii 517 nm, abychom
mohli stanovit reakéni Cas reakce. Zaznam z pribéhu této reakce lze vidét na grafu 8A.
Absorbance klesala z 0,63 (v Case t = 0) na 0,53 po 15 min reakce. Mezi 15. a 30. min reakce
doslo k pozvolné zméné absorbance z 0,53 na ca 0,52. Pro experimenty byl pouzit reak¢ni Cas

15 min.

Vzorky limonad byly odplynény a nafedény 3 ml limonddy do 10ml odmérnych ban¢k. Z téchto
odmérnych ban¢k bylo odebirano 0,5 ml roztoku limonady do 5 ml roztoku DPPH radikélu.
Po smichani byl roztok umistén na 15 min do temna. Po této dobé byla zméfena absorbance

pfi 517 nm.

Nasledné byla ptipravena kalibra¢ni fada Troloxu, ktera se pohybovala od 50-150 mg Troloxu/1
roztoku (graf 8B). Procento inhibice bylo vypocitano podle rovnice 2 uvedené v kapitole 2.7.1

Metoda DPPH. V tabulce 7 jsou zaznamenané vysledky linearni regresni analyzy.

Graf 8 — A = Zavislost absorbance vzorku limonddy na case pro optimalizaci reakcniho casu

metody DPPH; B = kalibracni zavislost inhibice Troloxu v DPPH
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Tabulka 7 — Rovnice kalibracni primky pro inhibici Troloxu v DPPH

Shrnuti regrese pro zavislou proménnou: 1 % R?=0,957 F (1,8) = 178,9
N =10 b Smérodatna chybazb |t (8) p-hodnot
Prisecik 0,322 1,441 0,22 0,83
c (mg/l) 10,18 0,013 13,38 < 0,001

b = ¢iselnd hodnota pro usek/ smérnici; F = vysledek F-testu pro platnost modelu; t = vysledek t-testu

pro platnost parametru

ZAavislost inhibice na koncentraci miiZze byt popsana rovnici: 1% = 0,322 + 0,18-c (R* = 0,957);
pritom prasecik rovnice je statisticky nevyznamny (p > 0,05). Rovnice lze tedy zkratit do tvaru
1% = 0,18-c. Antioxidacni aktivita ve vzorcich se pohybovala od 243 do 360 mg Troloxu/l
(Seznam priloh, ptiloha 3). Vliv jednotlivych faktord bude dale popsan pomoci vysledkt
analyzy rozptylu.

3.4.2 Antioxidacni aktivita vzorkl s vyuzitim radikadlu ABTS

Metoda ABTS byla pouzita pro stanoveni antioxidacni aktivity napoji s obsahem kyseliny
karminové. Kdyz byl pfipraven roztok ABTS a zasobni roztok Troloxu, byla proméfena
zavislost absorbance na Case reakce pii 734 nm. Zaznam z priabéhu této reakce mizete vidét
na grafu 9A. Absorbance klesala z 0,63 (v ¢ase t = 0) na 0,59 po 10 min reakce. Mezi
10. a 30. min reakce doSlo k pozvolné zmeéné absorbance z 0,59 na 0,58. Reak¢ni Cas reakce

jsme stanovili na 10 min.

Vzorky limonad byly pouze odplynény, fedéni v tomto pokusu nebylo potieba. Bylo odebirano
0,5 ml roztoku limonddy do 3 ml roztoku ABTS. Po smichani byl roztok umistén na 10 min

do temna. Po této dob& byla zmétena absorbance pti 734 nm.

Nasledné byla pfipravena kalibra¢ni fada Troloxu, ktera se pohybovala od 50-250 mg Troloxu/l
roztoku (graf 9B). Procento inhibice bylo vypocitano podle rovnice 2 uvedené v kapitole 2.7.1

Metoda DPPH. V tabulce 8 jsou zaznamenané vysledky linedrni regresni analyzy.
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Graf 9 — A = Zavislost absorbance vzorku limonaddy na case pro optimalizaci reakcniho casu

metody ABTS; B = kalibracni zavislost inhibice Troloxu v ABTS
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Tabulka 8 — Rovnice kalibracni primky pro inhibici Troloxu v ABTS

Shrnuti regrese pro zavislou proménnou: 1 % R? = 0,989 F (1,16) = 1373,1
N=18 |b Smérodatna chyba z b t (16) p-hodnot
Prisecik 1,8 1,0 —1,75 0,099
¢ (mg/l) (0,227 0,006 37,06 < 0,001

b = ¢iselnd hodnota pro usek/ smérnici; F = vysledek F-testu pro platnost modelu; t = vysledek t-testu

pro platnost parametru

Jak je vidét, v celém testovaném koncentraénim rozmezi je zavislost mezi proménnymi
linedrni. Zavislost inhibice na koncentraci mize byt popsana rovnici: 1% = —1,752 + 0,227 c
(R? = 0,989); piicemz prise¢ik rovnice je statisticky nevyznamny (p > 0,05). Rovnice lze tedy
zkratit do tvaru 1% = 0,227 ¢ Antioxida¢ni aktivita ve vzorcich limonad se pohybovala od 148
do 180 mg Troloxu/l (Seznam pfiloh, ptiloha 4). Vliv jednotlivych faktorti bude dale popsan
pomoci vysledkl analyzy rozptylu.

3.4.3 Antioxidacni aktivita vzorkl s vyuzitim metody FRAP

Metoda FRAP byla pouzita pro stanoveni antioxidacni aktivity kyseliny karminové.
Pro stanoveni optimalniho reakéniho ¢asu byl sledovéan néartist absorbance reakéni smesi (FRAP
roztok se vzorkem) na Case pii 593 nm. Zaznam z pribéhu této reakce lze vidét na grafu 10A.
Absorpce stoupala z 0,20 (v ¢ase t = 0) na 1,12 po 30 min reakce. Mezi 0. a 30. min reakce

nedoslo k pozvolné zméné a reakéni Cas reakce byl stanoven na 30 min.
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Vzorky limonad byly odplynény a nafedény 3 ml limonady do 10ml odmérnych bangk. Z téchto
odmérnych banék bylo odebirano 0,3 ml roztoku limonady do 3 ml roztoku FRAP. Po smichéani

se roztok umistil na 30 min do temna. Po této dobé byla zméfena absorbance pii 593 nm.

Nasledné byla ptipravena kalibra¢ni fada Troloxu, ktera se pohybovala od 20-520 mg Troloxu/1
roztoku (graf 10B). Vysledna absorbance byla vypocitana podle rovnice 3 uvedené v kapitole

2.7.3 Metoda FRAP. V tabulce 9 jsou zaznamenané vysledky linedrni regresni analyzy.

Graf 10 — A = Zavislost absorbance vzorku limonady na case pro optimalizaci reakcniho casu

metody FRAP; B = kalibracni zavislost FRAP a Troloxu
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Tabulka 9 — Rovnice kalibracni primky pro inhibici Troloxu v ABTS

Shrnuti regrese pro zavislou proménnou: A(593nm) R?=0,978 F (1,21) =924,0
N=23 |b Smérodatna chyba z b t(21) p-hodnot
Prisecik (0,123 0,009 14,27 < 0,001
¢ (mg/1) 10,0009 0,00003 30,40 < 0,001

b = ¢iselnad hodnota pro usek/ smérnici; F = vysledek F-testu pro platnost modelu; t = vysledek t-testu

pro platnost parametru

Z této tabulky lze vy¢ist linearni rovnici grafu: A = 0,123 +0,0009-c (R? = 0,978); pii¢emZ oba
parametry rovnice jsou statisticky vyznamné. Antioxidacni aktivita kyseliny karminové
ve vzorcich se pohybovala od 230 do 1240 mg Troloxu/l (Seznam ptiloh, pfiloha 5). Vliv
jednotlivych faktori bude dale popsan pomoci vysledkl analyzy rozptylu v nasledujici

kapitole.
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3.5 Ovéteni normality dat antioxidacnich aktivit

Vysledky analyz antioxidacnich aktivit budou dale vyuzity pii urCeni vlivu jednotlivych

parametrii (pfitomnost cukrl, pfitomnost CO2, sila slunecniho zéafeni, doba ozafovani)

na proménné. Pro spravnou volbu metody analyzy rozptylu je potieba ovétit zakladni

predpoklady o normalité dat. Nejprve byla pomoci metody korelacni matice sledovana zavislost

dat antioxidacnich aktivit (tabulka 10). Z této tabulky je jasn¢ patrné, ze data z metod DPPH

a ABTS jsou zavi

sla.

Tabulka 10 — Korelacni matice pro zavislost dat — ekvivalent Troloxu DPPH/ABTS/FRAP

Korelace: Oznacené korelace jsou vyznamné na hladiné p < 0,05 N = 112

(Celé ptipady vynechany u ChD)

Troloxu

o roménnd Prime Smérodatna |DPPH ekvivalentABTS ekvivalentFRAP ekvivalent
ry odchylka  [Troloxu Troloxu Troloxu

DPPH ekv1valent290,214 36.0 1,000 0,394 —0,0365

Troloxu

ABTS ekvivalent 168,125 8.4 0,394 1,000 —0,0885

Troloxu

FRAP ekvwalentni223 303,6 10,0365 —0,0885 1,000

3.5.1 Ovéfeni normality dat antioxidacni aktivity stanovené pomoci DPPH radikalu

Normalita dat byla ovéfena pomoci N-P grafu a pomoci SW-W testu. Na grafu 11A muzete

vidét, Ze data nepochdzi z normalniho rozdéleni zejména diky odchylkdm u nizkych a vysokych

hodnot. To potvrdila také hodnota SW-W testu (0,9549; p < 0,001).
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Graf 11 — A = N-P graf DPPH ekvivalent Troloxu, B = zaznam z Box-Cox transformovanych
dat
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Jelikoz data nepochdzi znormalniho rozdéleni, rozhodli jsme se pouzit Box-Coxovu
transformaci dat. Z grafu 11B je patrné, ze zavislost odchylky transformovaného rozdéleni
od normélniho rozdéleni na hodnoté A ma specificky konvexni tvar. Minimum této funkce
odpovida optimalni hodnoté A, kdy je odchylka transformovaného rozdéleni od normélniho
rozdéleni minimalni. Zde je A = —0,904, a protoze interval spolehlivosti (—2,099-0,276)
neobsahuje A = 1, lze transformaci povazovat za ptinosnou. N-P graf transformovanych dat

(uveden v seznamu pfiloh, ptiloha 6) vykazuje normalitu (SW-W = 0,9887; p > 0,05).

3.5.2 Ovéteni normality dat antioxidacni aktivity stanovené pomoci ABTS radikalu

Normalita dat byla ovéfena pomoci N-P grafu a pomoci SW-W testu. Na grafu 12A tedy mizete
vidét, ze data nepochdzi z normélniho rozd€leni, SW-W = 0,928; p < 0,001. Je to patrn¢ diky
nejniz§im hodnotam antioxidacni aktivity (ABTS jako ekvivalent Troloxu), které se vyrazné

odchyluji od normality. Vzhledem ke struktuie dat nelze tyto body ze souboru vyloucit.
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Graf 12 — A = N-P graf ekvivalentu Troloxu ABTS; B = zaznam z Box-Cox transformovanych
dat; C = N-P grafreziduji ekvivalentu Troloxu ABTS
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Box-Coxova transformace nebyla uspé$na (graf 12B), odchylka transformovaného rozdéleni
od normalniho rozdéleni klesa s hodnotou A. Priib¢h funkce vSak nevykazuje Zadné minimum,
a proto nelze Box-Coxovu transformaci na vSechny hodnoty pouzit. Proto budou pro analyzu
rozptylu pouzita vSechna data netransformovand. Zakladni pfedpoklady rozdéleni byly tedy
ovéfeny pomoci rezidudlni analyzy. Vysledky (graf 12C) potvrzuji normalitu rezidui

(SW-W = 0,980; p = 0,085).
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3.5.3 Ovéteni normality dat antioxidacni aktivity stanovené pomoci metody FRAP

Normalita dat byla ovéfena pomoci N-P grafu a pomoci SW-W testu. Graf 13A ukazuje,
ze patrné diky odchylkam u nizSich hodnot antioxida¢ni aktivity tato data nespliuji
predpoklady pro normalitu, SW-W =0,9662; p =0,0061. Ani tyto body nemohly byt odstranény

kvuli struktufe dat.

Graf 13 — A = N-P graf ekvivalentu Troloxu; B = zaznam z Box-Cox transformovanych dat;
C = krabicovy graf rezidui FRAP indikujici odlehlé body, D = N-P graf transformovanach dat
rezidui ekvivalentu Troloxu FRAP
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Jelikoz data nepochédzi znormélniho rozdéleni, rozhodli jsme se pouzit Box-Coxovu
transformaci dat. Odchylka transformovaného rozdéleni od normélniho rozdéleni zobrazuje
sice minimalni hodnotu A = 0,597, interval spolehlivosti (A = 0,205-1,013) vSak obsahuje
hodnotu A =1 (graf 13B). Z tohoto diivodu je transformace dat neopravnéna. Vzhledem k tomu,
ze také rezidua poruSovala zékladni pfedpoklady o normalnim rozd€leni dat (vysledky
neuvedeny), byla provedena analyza odlehlych bodii pomoci krabicového grafu (graf 13C).
V prvni fazi byly odstranény dva odlehlé body 56 a 44. Po jejich odstranéni (56, 44)
a transformaci dat (graf Box-Cox transformace uveden v Seznamu pftiloh, piiloha 7)
byl vytvofen N-P graf transformovanych reziduji (graf 13D), ktery jiz spliluje podminky
pro normalni rozlozeni dat, SW-W = 0,9914; p = 0,7184.

3.6 Vliv experimentalnich faktorti na antioxida¢ni aktivitu vzorkl

Vliv faktorli na proménné byl sledovan s vyuzitim vicefaktorové ANOVY s interakcemi
druhého tadu. Jako faktory byly pouzity ¢as (0. h, 7. h a 14. h), sila slune¢niho zareni
(0,36 W/m? nebo 0,68 W/m?), pitomnost cukrii a/nebo piitomnost oxidu uhli¢itého v roztocich
limonad. Jako proménné byly pouzity hodnoty antioxidacni aktivity (mg Trolox/l) po jejich
normalizaci. V pfipadé metody DPPH po Box-Coxové transformaci byly u metody FRAP
vylouceny dva odlehlé body a byla usp&sné provedena Box-Coxova transformace (viz kapitola
3.5.3). V ptipad¢ metody s ABTS radikdlem slouzily jako vstupni hodnoty origindlni data,

kde zékladni pfedpoklady pro normalni rozdéleni byly ovéfeny pomoci rezidualni analyzy.
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Graf 14 — Vliv faktoru cas na antioxidacni aktivitu vzorku
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Na téchto tfech grafech je vidét, jak se antioxida¢ni aktivita kyseliny karminové méni s asem.
VSechny metody pro faktor ¢as byly vyhodnoceny jako statisticky vyznamné. Pomoci metody
s DPPH radikalem byla zméfena antioxidacni aktivita, ktera se v ¢ase nejprve zvySovala a poté
sniZzovala (graf 14A). Pfi méfeni pomoci metody s ABTS radikalem dochazelo k postupnému
snizovani antioxida¢ni aktivity v Case (graf 14B). Metodou FRAP byla zaznamenana
antioxida¢ni aktivita, ktera se po 7. h snizovala a nasledné se zvedla nad plvodni pocatek

(graf 14C).
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Graf 15 — Vliv faktoru sily slunecniho zareni na antioxidacni aktivitu vzorku
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Na téchto grafech mizeme vidét vliv sily slune¢niho zafeni na antioxida¢ni aktivitu kyseliny

karminové. V pifipadé metody DPPH a ABTS jsou grafy vyhodnoceny jako statisticky

vyznamné, tj. antioxida¢ni aktivita byla mensi u vzorkl vystavenych vys$si davce slune¢niho

zafeni. Metoda FRAP byla vyhodnocena jako statisticky nevyznamna (graf 15C). Sila

slunecniho zafeni neméla vyznamny vliv na schopnost redukovat zelezit¢ ionty (metoda

FRAP). U metody DPPH je patrnéjsi pozvoln&jsi pokles v ramci setin jednotek (graf 15A),

zatimco u metody ABTS jsou to jednotky (graf 15B).
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Graf 16 — Vliv faktoru pritomnosti cukrii na antioxidacni aktivitu vzorku
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Na téchto grafech je vidét, jaky vliv mél ptidavek cukrt do limonéady. V piipad€ metod DPPH

(graf 16A) a ABTS (graf 16B) je vidét, Ze pokud jsou v limonad¢ obsazeny cukry, antioxidacni

aktivita kyseliny karminové je vyS§i ve srovndni se vzorky bez cukrl. V pfipadé metody

s DPPH radikalem byl vSak vliv tohoto faktoru nevyznamny. Metody ABTS a FRAP jsou

statisticky vyznamné. U metody FRAP bylo zaznamenano, Ze v pfitomnosti cukri v limonadé

byla schopnost redukce zelezitych iontl (metoda FRAP) mens$i nez u vzorkd bez cukr

(graf 16C).
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Graf 17 — Vliv faktoru pritomnosti CO: na antioxidacni aktivitu vzorku
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Pokud jde o vliv CO», vSechny metody ukazuji jasny pokles antioxidacni aktivity kyseliny

karminové, pokud v limonadé¢ CO: pfitomno neni. Nejméné¢ markantni rozdil poklesu

antioxidac¢ni aktivity je zaznamenan metodou s DPPH radikalem (graf 17A), zatimco metodou

ABTS je pokles antioxidacni aktivity nejméné patrny a je bran jako statisticky nevyznamny

(graf 17B). Metoda FRAP se lisi v fadech jednotek (graf 17C) a spolu s metodou DPPH

je statisticky vyznamna.

V nasledujicich grafech (18-23) jsou jiz uvazovany dva faktory, které jsou porovnavany.

Hodnoty p zde znaci vyznamnost interakci faktori. Vzhledem k tomu, Ze hodnoty pro pocate¢ni

bod (faktor ¢as, 0 h) byly vzdy stejné, je nutné brat tyto vysledky hodnot p s rezervou.

84



Graf 18 — Vliv faktorii cas a sila slunecniho zareni na antioxidacni aktivitu vzorku
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Na téchto grafech jsou sledovany dva faktory, konkrétné ¢as a sila slunecniho zateni. Pokud

jde o metodu s DPPH radikalem, siln¢jSi davka slunecniho zafeni méla za nasledek nizsi

antioxidacni aktivitu vzorkll (graf 18A). Pfi méfeni antioxidacni aktivity napoji metodou

s ABTS radikélem je patrné, ze vyssi davka slune¢niho zafeni méla za pficinu vyraznéjsi pokles

antioxidacni aktivity, a to zejména po 14. h ozafovani. Pfi mensi davce slunecniho zareni byla

antioxidacni aktivita témét shodna s pocatecni hodnotou (graf 18B). Metodou FRAP bylo

zaznamenano, 7e schopnost redukce Zelezitych iontl byla pfi niz8i davce slunecniho zatreni

po 7. h mensi neZ antioxidac¢ni aktivita pfi vyssi davce slunec¢niho zafeni (graf 18C). Po 14. h

je to vSak ptfesné naopak, vyssi slunecni davce zafeni odpovidd niz§i mnozstvi antioxidacni

aktivity a pii niz8i slunec¢ni davce zase vys$$i mnozstvi antioxidacéni aktivity.
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Graf 19 — Vliv faktoru ¢as a pritomnost cukrii na antioxidacni aktivitu vzorku
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V téchto grafech miZeme pozorovat, jaky vliv ma pfitomnost cukrii a ¢as na antioxidacni
aktivitu vzorkli napojii béhem ozafovani. Metodou s DPPH radikalem byl po 7. h zaznamenan
témert identicky nartst antioxidaéni aktivity, naopak po 14. h je vidét, ze pritomnost cukrii ma
za nasledek vétsi pokles antioxidacni aktivity (graf 19A). Metodou ABTS byl zaznamendn
pokles antioxida¢ni aktivity jak v pfitomnosti, tak v nepfitomnosti cukrd v limonadég, nicméné
nepiitomnost cukri ma za nasledek méné strmy pokles antioxidaéni aktivity (graf 19B).
Pfi méteni schopnosti redukce Zelezitych ionti metodou FRAP bylo zjiSténo, Ze limonéada bez

cukri méla vyssi hodnoty antioxidacni aktivity nez limonada s cukry (graf 19C).
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Graf 20— Vliv faktori sila slunecniho zareni a pritomnost cukrii na antioxidacni aktivitu vzorku
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Sila slune¢niho zafeni méla na antioxida¢ni aktivitu vyrazny vliv. Metodou DPPH i ABTS
u obou limonad (s cukrem 1 bez cukril) byl zaznamenan jasny pokles antioxida¢ni aktivity
béhem ozatfovani. Primérna antioxidacni aktivita méfend metodou DPPH byla nizsi u vzorka
vystavenych vys$si davce slune¢niho zéfeni, efekt pfitomnosti cukri je nevyznamny (graf 20A).
Na druhé strané u metody ABTS byla zaznamendna niz§i primérna antioxidacni aktivita
pro vzorky bez cukrii vystavené vyssi davce slune¢niho zafeni (graf 20B). Metodou FRAP byly
u limonad s cukrem naméfeny vyssi antioxidacni aktivity neZ u limonad bez cukrii (graf 20C),

velikost davky slune¢niho zafeni zde nehrala vyznamnou roli.
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Graf 21 — Vliv faktori cas a pritomnost CO: na antioxidacni aktivitu vzorku
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Na téchto grafech je zaznamenan vliv Casu a obsahu CO; v limonddach. Na pocatku
experimentu byla antioxida¢ni aktivita pro vS§echny metody stejna, at’ uz jde o limonddu s CO,,
nebo bez CO». Metodou DPPH byla zaznamenana vyssi primérna antioxidacni aktivita po 7 h
ozafovani, ale stejnd po 14 h ve srovnani s po¢ateCnim stavem (graf 21A). U metody ABTS
v grafu 21B je jasné vidét, jak se antioxidacni aktivita snizovala pfi kazdé davce slune¢niho
zateni. Metodou FRAP byl zaznamendn ndrGst antioxidacni aktivity u karbonizovanych
limonad po 7 h ozafovani, zatimco nekarbonizované limonady vykazovaly niz8i primérnou
antioxida¢ni aktivitu. Po 14 h ozafovani stoupla antioxidac¢ni aktivita v obou vzorcich,

u limonady s cukry byl tento nartist vyznamny (graf 21C).
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Graf 22 — Vliv faktorii sila slunecniho zareni a pritomnost CO: na antioxidacni aktivitu vzorku
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Efekt sily slune¢niho zéafeni a pfitomnosti CO2 ve vzorcich byl podobny jak pro antioxidacni
aktivitu méfenou metodou s DPPH (graf22A), tak s ABTS radikdlem (graf 22B). U obou metod
byla priimérna antioxida¢ni aktivita niz§i pfi ozafovani 0,68 W/m?, zatimco u vzorkl
obsahujicich CO, byla vzdy vyssi. U posledni metody FRAP je vidét, Ze ptitomnost CO;
a rizna davka slune¢niho zafeni mely za nasledek zvySeni schopnosti redukce Zelezitych iontl
pouze u vzorkli obsahujicich COg, 1 kdyz i zde je tento efekt nevyznamny (p > 0,05). U limonad

bez CO> je schopnost redukovat zelezité ionty nezavisla na sile slunecniho zatreni (graf 22C).
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Graf 23 — Vliv faktoru pritomnosti cukru a pritomnosti CO: na antioxidacni aktivitu vzorku
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Zde se nachazi posledni porovnani grafli pro faktor ptfitomnosti CO2 a cukrii v limonadach.

Jak metoda DPPH (graf23A), tak ABTS (graf 23B) opét ukazuji na pokles antioxida¢ni aktivity

vzorkl, tj. niz§i primérnou antioxidacni aktivitu pro vzorky bez obsahu cukri a zaroven

bez ptitomnosti CO. Nicméné velikost 95% intervalu spolehlivosti u primérnych hodnot

naznacuje, ze antioxidac¢ni aktivita nesouvisi s pfitomnosti cukrti a CO; zaroven. Metoda FRAP

je ale vyrazné odliSnd od ostatnich dvou. Vys$§i antioxida¢ni aktivita byla zaznamendna

u limonad bez cukri a vliv CO; se zde zd4 zanedbatelny (graf 23C).
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3.7 Barevnost limonad

U vSech vzorkii limonad byla také méfena barevnost pomoci Ultrascan UV/Vis (HunterLab,
USA). Pfistroj byl vzdy pfed méfenim standardizovan a karbonizované limonady
byly odplynény v ultrazvukové lazni. Barevnost byla vzdy méfena prvni den a po 7
a 14 hodinach ozafeni ve slune¢ni komoie. Pomoci programu CIE byly v tabulce 11
zaznamenany hodnoty popisujici barevnost (L*, a*, b*, C*, h°). Bohuzel kvuli plastovym

lahvickam, ptes které pronikalo jen malé mnozstvi zéafeni, a kviilli omezené dob¢ experimentu

(0 h, 7 h, 14 h) jsou rozdily barevnosti velmi malé.

Tabulka 11 — Zakladni popisné statistiky barevnosti

Popisné statistiky
Proménna |platnych N [Primér |[Median [Minimum |[Maximum [Smérodatnd odchylka
L* 60 59,9 59,9 58,1 60,9 0,72
a* 60 68,5 68,5 68,0 69,5 0,39
b* 60 103 102,6  |100 105 1,0
C* 60 123 123,4 [121 125 0,9
h° 60 56,3 56,3 55,1 57,0 0,47

Zadny parametr barevnosti nepochazi z normalniho rozdéleni (data neuvedena). Divodem jsou

velmi malo rozdilné hodnoty dat. Minima a maxima se li$i pouze v fadech jednotek.

-

0 h limonada s cukry

okem tyto barvy nelze rozlisit.

14 h, 0,68 W/m?, bez CO», bez cukrii

Obrazek 10 — Porovnani barevnosti (foto autora)

vvvvvv
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4. DISKUSE

V této praci byl prokézan vliv sily zafeni na koncentraci kyseliny karminové v modelovych
roztocich, a to zejména po 14 h ozatovani. Rozklad kyseliny karminové pii vystaveni UV zéafeni
je zavisly nejen na Case, ale také na vlnové délce emitovaného zéieni. V praci Zucchelli a kol.
doslo k nevétsim zméndm pii ozéfeni svétlem o vinové délce 300 nm.?* Nutno podotknout,
ze jejich experimenty byly provadény v kiemennych kyvetach, zatimco naSe vzorky byly
v PET lahvich s omezenou propustnosti slozek UV zateni. Pfitomnost cukrii ve vzorcich napojt
méla prokazatelny ochranny efekt na kyselinu karminovou béhem ozatfovani. Tento fakt
odpovida také zavérim autord Boyles a kol.,, v nichz byla kyselina karminova v uméle
pfipravenych napojich stabilné;si pfi ozatovani UV svétlem ve srovnani s vodnym roztokem
barviva.! Obsah kysliku v reakénim prostiedi ma pravdépodobné také vliv na fotochemickou
degradaci kyseliny karminové, jak popsali Zuccheli a kol., v napojich, nebo Bowers a Sobeck
v malifskych pigmentech.?** V nasi praci byl jednoznaéné prokazan vliv pfitomnosti oxidu
uhli¢itého na fotostabilitu kyseliny karminové, tj. barvivo je stabilngj$i v karbonizovanych
napojich (3,5 mg/l) pfi ozatovani slune¢nim svétlem po dobu 14 h. Vliv sledovanych faktori
na antioxidaéni aktivitu napoji nelze zobeciovat, vysledky analyzy rozptylu souvisi s pouzitou
metodou stanoveni. Vzajemnd souvislost mezi antioxida¢ni aktivitou a sledovanymi faktory

u limonad nebyla dosud nikde popsana.
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5. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo zjistit vliv pfitomnosti oxidu uhli¢itého a cukri na stabilitu
kyseliny karminové v modelovém napoji vystavenim riznym davkam slunecniho zéfeni
v prodejnich lahvich z polyethylentereftalatu (PET). Byla také zkoumana antioxida¢ni aktivita

a barevnost modelového napoje.

Modelové napoje byly pfipravovany v riznych variantach, s cukry nebo bez cukrti, sycené nebo
nesycené. Tyto napoje byly vystavovany rtizné sile slunecniho zafeni po rizné dlouhou dobu.
Poté byly roztoky limonad proméieny spektrofotometricky pro stanoveni mnozstvi kyseliny
karminové, a byla také méfena barevnost ndpojlii. Nasledné byla také stanovena antioxidacni
aktivita limonad pomoci metody s DPPH radikdlem, s ABTS radikdlem a metodou FRAP.
Naméiené hodnoty byly zpracovavany pomoci analyzy rozptylu a bylo vyhodnoceno, jaké

faktory maji vliv na koncentraci kyseliny karminové v népojich a na jeji antioxidacni aktivitu.

Koncentrace kyseliny karminové v napojich byla sledovana pro faktory cas, pritomnost CO2,
pritomnost cukri a sila slunecniho zafeni. Bylo zjisténo, ze kazdy faktor sdm o sobé
je vyznamny. ANOVA s interakcemi druhého fadu nam nabidla moZnost porovnat,
které interakce mezi faktory jsou vyznamné. VSechny tyto interakce byly vyhodnoceny jako
vyznamné s vyjimkou kombinace faktord sily slune¢niho zafeni a pfitomnosti cukrd. Ze
ziskanych vysledkl vyplyva, Ze kyselina karminova byla stabilné;si pfi vystaveni slune¢nimu
zafeni v syceném napoji obsahujici cukry. Antioxida¢ni aktivita napoji byla také zavisla na
sledovanych faktorech, nicméné zde zéleZelo na pouZité metodé, a proto nelze vysledky

zobecnovat.
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Ptiloha 1 — Kalibrac¢ni zavislost absorbance na koncentraci kyseliny karminové
Tato kalibracni zavislost je linedrni az do rozsahu 100 mg/I1.

A =0,0209 +0,0148-c, R2 =10,995
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Ptiloha 2 — Obsah kyseliny karminové (mg/l) ve vzorcich

Doba
ozarovani Primérné hodnota + smérodatna odchylka (N = 3)
(h)
Intenzita  sluneéniho zafeni = | Intenzita  sluneCniho  zafeni =
0,36 W/m? 0,68 W/m?
Obsah CO; = ANO, obsah cukri = | Obsah CO; = ANO, obsah cukri =
ANO ANO
0 103,9+£0,2 103,2+ 0,7
102,8 +£ 0,0 103,0 £ 1,1
14 103,1+0,9 99.0+ 1,4
Obsah CO, = ANO, obsah cukri = | Obsah CO; = ANO, obsah cukri = NE
NE
0 98,6 = 0,4 99,1 £ 0,4
101,2+0,1 101,0+£1,2
14 99,3+ 0,4 96,0 +2,2
Obsah CO; = NE, obsah cukri = | Obsah CO; = NE, obsah cukri = ANO
ANO
0 103,9+£0,2 103,2+0,7
98,8 £0.8 97,1 £0,5
14 96,0 + 1,2 89,0+ 1,6
Obsah CO; = NE, obsah cukri = NE | Obsah CO; = NE, obsah cukri = NE
0 98,7 +0,4 99,1 £ 0,4
7 98,2+ 0,4 96,0+ 1,3
14 95,0+1,2 89,022
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Ptiloha 3 — Antioxidac¢ni aktivita vzorkli (mg Trolox/l) métena s DPPH radikalem

Doba

ozafovani Primérna hodnota + smérodatnd odchylka (N = min. 2)

(h)
Intenzita  sluneéniho zafeni = | Intenzita  slune¢niho  zafeni =
0,36 W/m? 0,68 W/m?
Obsah CO,; = ANO, obsah cukri = | Obsah CO, = ANO, obsah cukri =
ANO ANO

0 300,4+0,0 255+7

7 360 + 34 300+ 24

14 290 + 13 280+ 20
Obsah CO> = ANO, obsah cukri = | Obsah CO; = ANO, obsah cukri = NE
NE

0 267 +£2 243 +4

7 310+ 14 327+7

14 310+ 24 280+ 16
Obsah CO; = NE, obsah cukri = | Obsah CO; = NE, obsah cukra = ANO
ANO

0 300,4 £0,0 255,0+73

7 360 + 33 284 + 15

14 255+ 23 250£20
Obsah CO; = NE, obsah cukri = NE | Obsah CO; = NE, obsah cukri = NE

0 267 +£2 243 +4

7 290 + 10 290 + 21

14 300+ 11 250+ 16
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Ptiloha 4 — Antioxidac¢ni aktivita vzorkli (mg Trolox/l) métena s ABTS radikalem

Doba
ozafovani Primérna hodnota + smérodatnd odchylka (N = min. 2)
(h)
Intenzita  sluneéniho zafeni = | Intenzita  sluneCniho  zafeni =
0,36 W/m? 0,68 W/m?
Obsah CO; = ANO, obsah cukri = | Obsah CO; = ANO, obsah cukri =
ANO ANO
0 180+ 5 172,5+0,8
174 + 1 170 £ 1
14 170 +3 163 +£2
Obsah CO, = ANO, obsah cukri = | Obsah CO; = ANO, obsah cukri = NE
NE
0 1713 169.3 0,9
172 £2 166,2 + 0,4
14 180 £2 151 +£2
Obsah CO; = NE, obsah cukri = | Obsah CO; = NE, obsah cukri = ANO
ANO
0 180+ 5 172.5+0,8
172,6 £ 0,6 168 + 1
14 170+ 2 159,8 £ 0,8
Obsah CO; = NE, obsah cukri = NE | Obsah CO; = NE, obsah cukri = NE
0 171,4 +3 169,3 +£ 0,9
7 168 + 4 166 + 1
14 178 £2 147,9 £ 0,8
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Ptiloha 5 — Antioxidaéni aktivita vzorkli (mg Trolox/l) méfena metodou FRAP

Doba

ozafovani Primérna hodnota + smérodatnd odchylka (N = min. 2)

(h)
Intenzita  sluneéniho zafeni = | Intenzita  slune¢niho  zafeni =
0,36 W/m? 0,68 W/m?
Obsah CO,; = ANO, obsah cukri = | Obsah CO, = ANO, obsah cukri =
ANO ANO

0 533 +8 497 +3

7 460 + 56 700 = 100

14 560 + 80 500 £+ 140
Obsah CO> = ANO, obsah cukri = | Obsah CO; = ANO, obsah cukri = NE
NE

0 860 = 80 970 =47

7 880 + 76 940 + 90

14 1240 + 64 1200 +£ 100
Obsah CO; = NE, obsah cukri = | Obsah CO; = NE, obsah cukra = ANO
ANO

0 533 £ 8 497 + 3

7 380 + 54 560 + 30

14 420 + 55 230 £ 60
Obsah CO; = NE, obsah cukri = NE | Obsah CO; = NE, obsah cukri = NE

0 860 + 80 970 £ 47

7 760 £ 19 820 + 36

14 1130 + 61 1030 = 80

103




Ptiloha 6 — N-P graf DPPH transformovanych dat
Ditikaz o normalité transformovanych dat.

SW-W = 0,9887; p = 0,4755

Oc&ekav. normalni hodnota
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Ptiloha 7 — Box-Cox graf FRAP ekvivalent Troloxu

Po vylouceni odlehlych bodti 44 a 56 a znovu provedeni Box-Coxovy transformace dat uz

v intervalu A neni hodnota 1, a transformace je tedy opravnénd a lze na data pouzit.
A =0,577; dolni A = 0,183; horni A = 0,995
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