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ANOTACE

Diplomové prace se zabyva spektrofotometrickou charakterizaci zmén vodného extraktu
z kotene lopuchu v oblasti pH 7,0-8,0. Byly ptipraveny roztoky kotene lopuchu (Articum sp.)
v destilované vod¢, ve velmi tvrdé vodé, ve fosfatovém pufru o pH 7,0, 7,5, 8,0 a v Britton-
Robinsonové pufru pH 8,0. Ve vzorcich byla zmétena barevnost, pH a byla stanovena
antioxidacni aktivita metodou DPPH. Byl zméfen vliv EDTA a anorganickych iontli na
absorbanci a elektrochemické vlastnosti nalevu lopuchu v bazickém prostfedi. Rovnéz byla

zm¢étena infracervena spektra nalevu a byla vyhotovena mineralni analyza pomoci ICP/MS.

KLIiCOVA SLOVA

Lopuch, barevnost, pH, spektroskopie, VTV, fosfatovy pufr, kationty, EDTA, voltametrie

TITLE

Effect of basic environment on spectrophotometric properties of burdock root extract

ANNOTATION

The thesis deals with the spectroscopic characterization of changes in aqueous extracts of
burdock root in the pH range of 7.0-8.0. Infusions of burdock root (Articum sp.) were prepared
in distilled water, very hard water, in a phosphate buffer at pH 7.0, 7.5, 8.0, and in Britton-
Robinson buffer at pH 8.0. The color, pH, and antioxidant activity using the DPPH method
were measured in the samples. The effect of EDTA and inorganic ions on the absorbance and
electrochemical properties of the burdock infusion in a basic environment were measured. The
infrared spectra of the infusion were also measured, and a mineral analysis was performed using

ICP/MS.

KEYWORDS

Burdock, color, pH, spectroscopy, very hard water, phosphate buffer, cations, EDTA,

voltammetry
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UvVOD

Lopuch je 1éCivou rostlinu s celkovym nazvem Arctium lappa L., kterd spada do cCeledi
Asteraceae. Tato rostlina pochazi z Asie a Evropy, avsak je rozSifena a péstuje se na riiznych
kontinentech. Arctium lappa je velmi zndma ve vychodoasijské kuchyni jako oblibena
ingredience. V evropskych zemich se Castéji pouziva jako bylinny nélev nebo odvar. Své
vyuziti lopuch nasel i v kosmetickém primyslu, zejména v Samponech a kondicionérech
na vlasy, a to predevsim diky svym vlastnostem proti lupiim a zlepSeni zdravi vlast. Arctium
lappa obsahuje mnoho biologicky aktivnich latek, jako jsou kyselina oleanolova, kyselina
chlorogenova, kyselina kéavova, kyselina p-kumarovd a inulin. Kofeny jsou bohaté
na makroprvky, jako jsou draslik, vapnik, fosfor, hot¢ik a sodik, a také obsahuji mensi mnozstvi
manganu, zinku, zeleza a médi. Vyuziti lopuchu se rozsifilo i do mediciny diky svym
antioxidacnim, protizdnétlivym, protinddorovym, antimikrobidlnim a gastroprotektivnim
vlastnostem.

Cilem této prace bylo popsat botanické zatazeni byliny lopuch (Articum sp.) a jeho zékladni
slozeni. Dal§im cilem je spektrofotometricky charakterizovat zmény vodného extraktu z kotene

lopuchu v oblasti pH 7,0-8,0.



1 TEORETICKA CAST

1.1 Lopuch
Arctium lappa L. (A. lappa L.) je bézn€ znamy jako lopuch nebo gobo (v Japonsku). Je

to 1éCiva rostlina z celedi Asteraceae, pivodem z Asii a Evropy, ktera je rozsifena
a prizptisobena pro péstovani v riznych klimatickych podminkach a kontinenty. Casto roste
jako plevel na smetistich a kolem cest. Nazev lopuch pochazi od slova lupene v piekladu — list

[1-2].

1.1.1 Morfologické znaky

Je to dvouleté rostlina, ma valcovity tvar (45-50 cm dlouhy a 3—-6 cm v priméru),
tenkou hnédou slupku a vietenovity koten, ale n¢které jedinci mizou vyrist na 1 m vysku.
Vnitini ¢ast je bild az Zlutobild. Listy jsou velké, tmavé zelené barvy srd¢itého tvaru se
zubatymi okraji. M4 Cervené trubkovité kvéty v kulovitych tiborech s hakovitou Spickou, které
se diky tomu lehce zachycuji ve srsti zvifat, a tak rostlina $ifi svoji semena. Objevuji se
na dlouhych stoncich v 1ét¢ a na podzim. Vegetacni doba se pohybuje od 8 do 12 mésict.

Nejcastéji uzivanou ¢asti rostliny je kofen, ktery je vétveny a az 1 metr hluboky.
Ze zemé se dobyva na podzim (zéf1i a tijen), ale 1 zacatkem jara v dubnu. Sbira se v prvnim roce

vegetace, starSi kofeny nejsou zdaleka tak Gc¢inné [2, 3].

1.1.2 Historie vyuziti

Rostlina lopuchu je velmi oblibena ve vychodoasijské kuchyni. Konzumuje se jako
kotenova zelenina, ale se pouzivaji i jeji nezralé kvéty, stonky a mladé listy. Ve Spojeném
kréalovstvi je lopuch ptisadou nealkoholického népoje. Ve vychodni Asii uZz dlouhd leta se
konzumuje jako zelenina. V evropskych zemich lidi uptednostiiuji castéji jako bylinny nalev
nebo odvar. Byl historicky pouzivan jako dietni zelenina a jako pfisada do lidovych léki
na hypertenzi, arterioskler6zu, hepatitidu a zanétlivd onemocnéni. Lopuch Ize také zpracovat
pro pouziti v riiznych vyrobcich véetné ¢ajt, kolacl, omacek, vina, napoji, a dokonce i praciho
prosttedku. Své vyuziti Arctium lappa naSel 1 v kosmetickém primysli, zejména v Samponech
a kondicionérech na vlasy, kviili svym udajnym vlastnostem proti lupiim a zlepSeni zdravi
vlast. Olej z kofentl se také pouziva jako piirodni kondicionér a hydrata¢ni prostfedek pro plet’

[3.4].
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1.1.3 Lécivé vlastnosti rostliny

Vytazky z kofeni a listdh lopuchu zlepSuji metabolismus a mocopudné
pusobeni. Pouzivaji se pfi katarech traviciho traktu a ke zlepSeni funkce jater a slinivky
biisni. Navic se doporucuji v ¢asném stadiu cukrovky jako podplrny prostiedek k udrzeni
spravné hladiny gluko6zy v krvi. Plody lopuchu se v tradi¢ni mediciné pouzivaji jako pomocny
prosttedek pii 1é€bé rakoviny. Listy a kofeny lopuchu se také pouzivaji zevné ke zmirnéni
zanétl kaze, jako jsou pupinky, viedy, akné a viedy. Zmirnuji podrazdéni a podporuji hojeni
ran, véetné infikovanych. Farmakologické studie a klinické studie ukézaly, ze koteny lopuchu
maji hepatoprotektivni a antivirové Gcinky, plisobi proti zanéti a aktivity pohlcujici volné
radikaly. Na druhé stran¢ semena maji chemopreventivni ucinky spojeny s lignany, jako je
arctiin a arctigenin.

Vodni extrakt z kofenl Arctium lappa L. zlepSuje pribéh abdomindlni obezity
anckteré studie naznacuji, tyhle extrakty mohou byt slibnym neuroprotektivnim
prostiedkem. Piisobi protektivn€é u neurodegenerativnich onemocnéni spojenych s oxidacnim

stresem [4,5,6].

1.1.4 Celkové sloZeni
Bylo provedeno mnoho studii o aktivité a chemickém slozeni extraktl z kotend, listt

a plodt. V extraktech plodii lopuchu byla zjisténa pifitomnost sloucenin ze skupiny lignant:
lappaol A, lappaol C, lappaol F, matairesinol, arctiin, arctigenin a kyselina
arctigenova. V extraktech z listl lopuchu byl nalezen arctiin a arctigenin ze skupiny lignand,
onopordopikrin ze skupiny seskviterpenovych laktoni a dale flavonoidy — luteolin, kvercetin,
kvercitrin a rutin a fenolové kyseliny. Extrakty z kofent lopuchu jsou bohaté na fenolové
kyseliny — pfedevsim izomery kyseliny dikafeoylchinové a jejich derivaty. Jsou také bohatym
zdrojem polysacharidl,, zejména inulinu, fenoli a polyacetylenti, a derivati nenasycenych
mastnych kyselin — linole4tu a oleatu. Ve svych kotenech obsahuji pektické polysacharidy

(993 mg kyselina uronové/100 g) [6-9].
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1.1.5 SloZeni kofene
Hlavni biologicky aktivni latky v kofene lopuchu zahrnuji celkem 181 t€kavych slozek

(v poradi: linearni/aromatické uhlovodiky> alkeny> aldehydy> ostatni> alkoholy> kyseliny>
estery> ketony. Nejvic detekovanymi slozkami jsou kyselina oleanolova, kyselina
chlorogenova, kyselina kévova, kyselina p-kumarovd a inulin. Hlavnimi fenolickymi
slouc¢eninami kotenti lopuchu jsou derivaty kyseliny kafeochinové, véetné dvou monomerut:
kyseliny 3-kafeochinové (kyselina chlorgenovd) a kyseliny 4-kafeochinové (kyselina
kryptochlorgenova). Derivaty kyseliny kafeochinové (kyseliny 1,3-, 1,4-, 1,5-dikafeochinovd)
jsou jednou z hlavnich t¢innych latek kotene lopuchu a maji neuroprotektivni uc€inky. Fenolové
slozky jako kyselina kdvova a kyselina chlorgenova maji silny inhibi¢ni ucinek na oparvirus
(HSV-1, HSV-2) a adenovirus (ADV-3,ADV-11)[6,10].

Byly vSak nalezeny také karotenoidy, cynarin, kvercitrin, arctiin, luteolin, tanin, -
eudesmol, trachelogenin, sitosterol-B-D-glukopyranosid, lappaol, terpeny, arctigenin
a diarctigenin a vitamin C. Kofen lopuchu obsahuje vlakninu inulin, ktery prokazuje bobtnavé
vlastnosti a lepsi schopnost zadrzovat olej. Lopuch je bohaty na antioxidacni polyfenoly a ma
in vitro antioxida¢ni aktivitu a protizanétlivé ulinky. Izolovanim zvodné frakce
ozafovanim za pomoci mikrovln lze ziskat fruktan inulinového typu s primérnym stupném
polymerace 20-24, molekulovou hmotnosti 3,82 kDa [6, §].

Kofeny lopuchu patii mezi potraviny s nizkym obsahem tuku. Cely lopuchovy prasek
obsahuje sedm farmakodynamickych aminokyselin, ale v prasku z kotene lopuchu bylo zji$téno
jen Sest: arginin, kyselina glutamova, kyselinu asparagova, fenylalanin, leucinu, izoleucin.
Byly taky nalezeny makroprvky: draslik (K), vapnik (Ca), fosfor (P), hot¢ik (Mg) a sodik (Na)
Mezi dalsi prvky, které se vyskytuji v mensim mnozstvi jsou mangan (Mn), zinek (Zn), zelezo

(Fe) a méd’ (Cu) [10].

1.1.5.1 Inulin
Inulin je nestravitelny sacharid pattici do tfidy znamé jako fruktany. Vyskytuje se

v kotenech u rostlin hvézdnicovitych a zvonkovitych, kde nahrazuje Skrob jako zasobni latku.
Je soucasti kazdodenni stravy ¢lov€ka po nckolik staleti. Je pfitomen v mnoha pravidelné
konzumované zelenin€, ovoci a obilovinach, v¢etn¢ jifiny, cibule, Cesneku, pSenice, ¢ekanky,
artyCoku a bananu. Taky ma Siroké uplatnéni v jinych typech potravin, jako jsou cukrovinky,
ovocné pripravky, mlécné dezerty, jogurt a Cerstvy syr, pecivo, cokoldda, zmrzlina a omacky.
Inulin Ize také pouzit k ptipraveé fruktézovych siruptli. Inulin jako prebiotikum je definovan jako

sloZka potravy, kterd nemtZe byt travena travicimi enzymy, které se dostanou do tlustého stfeva
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bez zmény struktury a muize selektivné stimulovat rst a aktivitu prospéSnych bakterii
v zazivaci  trakt. Prebiotika inulinového typu zahrnuji inulin, oligofruktézu
a fruktooligosacharidy, oligo — nebo polysacharidové fetézce slozené primarné z molekuly
fruktozy, které jsou bifidogenni. Pouzivaji se jako funkcéni slozky potravin v napojich,
jogurtech, suSenkdach a pomazankach a jako dopliky stravy. Inulin v lidském téle muze ménit
slozeni stfevni flory specifickou fermentaci, jejimz vysledkem je spolecCenstvi prevladajici
bifidobakterie [11].

Experimentalni studie ukazaly jeho pouziti jako bifidogenni latky, ktera stimuluji
imunitni systém téla, ma vliv na sniZzeni hladiny patogennich bakterii ve stfeveé, zmirfiuje zacpy
a snizuje riziko aterosklerdzy. Inulin také snizuje vyskyt rakoviny tlustého stieva.
V potravinaifském pramyslu hlavnimi zdroje inulinu jsou ¢ekanka a topinambur, ale jako
¢isténa slozka potravin prodéva pouze inulin z hliz ¢ekanky. Inulin se chova podobné jako
objemové piisady a spolu s vysokym obsahem umélych sladidel, jako je aspartam a acesulfam
K, poskytuje dobry pocit v Gstech s malou pachuti [12,13].

Vyroba probihd ve dvou fazich. V prvni fazi se provadi extrakce horkou vodou nebo
vodnym roztokem ethanolu. Dale pocatecni ¢iSténi surového sirupu, ktery se dale rafinuje
béhem sekundarni fazi zpracovani. V klasickém procesu Cisténi, aby se odstranily necistoty
z extrahované S$tdvy, musi byt provedeno vicekrokova uprava (ptedvapnéni, vapnéni
a karbonizace) pfti relativne vysoké teploté (80—90 °C). To mlze vést k hydrolyze molekul
inulinu v extrahované §tave a zplsobit piechod vapenatych iontl do vycisténé stavy, kterd by
pak vyZadovala dalsi CiSténi. Existuje vSak technologie zaloZené na membranach. Uvadi se,
ze mikrofiltrace a ultrafiltrace usnadiiuji tyto casové narocné kroky a vysledny inulin ma
hodnotu DP (stupent polymerace) v rozmezi 3 az 60 coZ napodobuje pivodni pfitomny DP
v cikorce. Dal§im krokem je hydrolyza inulinu na fruktézu. Dal pomoci destilace, krystalizace
nebo chromatografie I1ze fruktozu oddélit od ostatnich slozek extraktu. Koneénym vysledkem

je Cista fruktdza a vedlejsi produkty, jako jsou oligosacharidy [12—14].

1.1.5.2 Antioxida¢ni latky
Oxidacni proces je chemickd reakce, kterd zahrnuje pienos vodikovych nebo

kyslikovych atomt a vytvareni volnych radikal. Tyto radikaly nasledné spoustéji fet€ézovou
reakci, kterda miZe poSkodit tkdn¢ a zplsobit oxidacni stres. Volné radikély jsou atomy,
molekuly nebo ionty obsahujici neparové elektrony, které mohou byt produkované bud’
v organismu samotném, nebo vystavenim vné&jSim faktorim. Priklady volnych radikali

zahrnuji peroxidy, hydroxylové radikaly, peroxid vodiku, oxid dusicity a singletovy kyslik.
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Tyto radikdly mohou zptsobit poskozeni bunéénych funkei, naruseni nukleovych kyselin
a peroxidaci lipidii bunééné membrany, coz vede k denaturaci enzymi a dal§im Skodlivym
ucinktm [15,17].

Antioxidanty jsou slouceniny, které inhibuji reakci volnych radikali a zabranuji
Skodlivym ¢inklim vznikajicim béhem metabolismu. Antioxida¢ni obranné mechanismy se
déli do dvou typd: enzymatické a neenzymatické. Enzymatické antioxidanty zahrnuji
superoxiddismutazu, katalazu, askorbatperoxiddzu a glutathionreduktazu. Mezi neenzymatické
antioxidanty patfi organické slouceniny, jako jsou peptidy, polysacharidy, polyfenoly, vitaminy

a dalsi. PfedevSim antioxidanty jsou lignany jako arctigenin, arctiin a essiac [16, 18].

1.1.5.3 Antioxida¢ni testy

Obecné existuji dva typy metod pro posouzeni antioxidacni aktivity. Prvni typ se
zamétuje na schopnost odstranit volné radikaly, zatimco druhy typ zkouma redoxni vlastnosti
latek. Pro srovnani antioxida¢nich u¢inkd riiznych vzorkii se pouziva termin ,.celkova
antioxidacni aktivita® (TAA), coZz je mnozstvi volnych radikald, které vzorek dokdze
eliminovat.

Dalsi rozdé€leni zahrnuje chemické metody, které méfti intenzitu zabarveni vznikajici
diky obsaZenym antioxidantiim, a fyzikalni metody, které sleduji zmény fyzikalnich vlastnosti.
Existuji r0zné testy pro hodnoceni antioxidacni aktivity, jako je DPPH (1,1-difenyl-2-
pikrylhydrirazin), FRAP (test antioxidacni sily redukujici Zelezo), ABTS (vychytavani radikalt
kyseliny 2,2'-azino-bis-3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonové) a NO (vychytavani oxidu
dusnatého), které se zaméetuji na vychytavani radikali. Celkova antioxida¢ni kapacita (TAC)
stanovuje celkovou schopnost organismu eliminovat volné radikély. Je vSak obtizné srovnédvat
vysledky riiznych metod, protoze existuje mnoho riznych antioxidantli a reaktivnich latek,
které mohou zptisobovat oxidacni zmény a zddna metoda je nedokéaze tiplné zahrnout [16—19].

Z téchto testt je test DPPH jednoduchy a jeden z nejpouzivanéjSich metod. Diky své
stabilit¢ a dostatecné vysokému redoxnimu potencidlu oxidovat nejbézné&j$i piirodni
antioxidanty, byl navrZen pro stanoveni antioxida¢ni kapacity biologickych materiali. Radikal
DPPH se redukuje na 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazin (DPPH-H) pfipojenim atomu vodiku nebo
elektronu k centru radikélu v dusledku reakce s antioxidantem. Ty mohou reagovat s DPPHe
riznymi mechanismy, jako je HAT (pfenos atoml vodiku), SET (pfenos jednoho elektronu)
a SPLET (sekvenc¢ni pienos elektronli se ztratou protonil). Antioxidanty reaguji s DPPHe

aredukuji ho na DPPH-H, coz vede ke zméné barvy z fialové na zlutou, které Ize
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spektrofotometricky méftit pti vlnové délce 517 nm. Metitkem antioxidaéni sily je rozdil

absorbance roztoku radikalu DPPH pted a po reakci s antioxidantem [16, 20].

1.1.5.4 Fenolické latky
Fenolické latky jsou organické slouceniny, které se vyskytuji v rostlinach a obsahuji

jeden nebo vice aromatickych kruhti s jednim nebo vice hydroxylovymi substituenty. Fenolické
latky maji vyznamnou biologickou aktivitu, ktera se projevuje jejich schopnosti ovliviiovat rust
a rozmnozovani rostlin, ochranit je pfed patogeny a poskytnout jim charakteristickou vini,
barvu a aroma. Tyto latky maji také vliv na lidské zdravi, protoze mohou pisobit jako
hepatoprotektanty, antioxidacni latky, antialergeny a protizanétlivé latky. Dalsi vlastnosti
zahrnuji schopnost pfiznivé ovliviiovat kardiovaskularni systém, plsobit proti fadé mutagentl,
karcinogeni a mikrobl. Maji antitrombotické a véazodilata¢ni Gc¢inky. Antioxidacni Gcinek
fenolickych sloucenin je odvozen od jejich struktury a muaze se liSit v zavislosti na poc¢tu
a poloze hydroxylovych substituentii. Tyto slouceniny jsou dulezité¢ soucasti lidské vyzivy
a jsou také obsazeny v 1écivych rostlinach [21, 22].

Fenolické latky jsou sekundarni rostlinné metabolity, které obecné pulsobi
jako antioxidanty, pomahaji tlumit kardiovaskularni a nadorova onemocnéni, Parkinsonovu
a Alzheimerovu chorobu. Lze je rozdélit na:

- fenolové kyseliny (kyselina benzoov4 a jeji derivaty, k. galova a k. allagova),

- flavonoidy (flavonoly, flavony, isoflavony, flavanony, antokyanidiny, flavanoly),

- stilbeny (resveratrol),

- lignany (matairesinol, sekoisolariciresinol).
Obvykle volné fenolové slouceniny jsou proanthokyanidiny nebo flavonoidy, zatimco vazané
slouceniny jsou esterové vazané do polymerd bunééné stény (arabinoxylany, lignin).
Ve vazanych polymerech je nejvice zastoupena kyselina ferulova a jeji dehydrodimer.
Nachézeji se v rostlinach, obilovinach, lusténindch, kave, €aji i Cerveném viné. Obvykle se
podileji na obrané proti oxida¢nim zménam, ultrafialovému zafeni nebo patogentim. U rtiznych
druhti rostlin bylo identifikovano vice nez 8 000 polyfenolickych sloucenin. VSechny rostlinné
fenolové slouceniny pochéazeji z meziproduktu fenylalaninu nebo blizkého prekurzoru kyseliny
Sikimové. Priméarné€ se vyskytuji v konjugovanych formach s jednim nebo vice sacharidovymi
zbytky spojenymi s hydroxylovymi skupinami [23-25].

Termin fenolické kyseliny" obecné oznacuje organické slouceniny, které¢ maji jednu
funkéni skupinu karboxylovych kyselin a jednu hydroxylovou skupinu vazanou na benzenové

jadro (aromaticky kruh) a fadi se mezi polyfenoly. Néktera studia dodava ze fenolické kyseliny
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pouze ty latky, které maji ve své struktuie C1 — C6 jednotky a jsou odvozeny od kyseliny
skoficové. Patii mezi rostlinné fenolické slouceniny, které se fadi k vyznamnym sekundarnim
metabolitim. Fenolické sloucCeniny dodavaji jedine¢nou chut, vini a zdravi prospésné
vlastnosti, které se nachazeji v zelenin€ a ovoci. Lze je rozd¢lit na 2 skupiny, a to na fenolické
kyseliny odvozené od kyseliny benzoové¢ a fenolické kyseliny odvozené od kyseliny skoficové.
Obvykle jsou v rostlindch pritomny vdzané ve form¢ amidu, esterti nebo glykosidi a volné se
prilis nevyskytuji [21, 25].

Tyto slouceniny byly studovany ptedevSim pro jejich vlastnosti proti oxidacnimu
poskozeni vedoucimu k riznym degenerativnim onemocnénim, jako jsou kardiovaskularni
onemocnéni, zanéty a rakovina. V poslednich letech, vzrostl zajem o vyuziti téchto latek
ve zpracovanych potravindch jako pfirodnich antioxidacnich latek. Dokonce fenolické
slozky jako kyselina kdvova a kyselina chlorogenova maji silny inhibi¢ni i€¢inek na herpes virus
(HSV-1, HSV-2) a adenovirus (ADV-3, ADV-11) [22, 26].

Témer v kazdé rostliné se nachdzi zéstupce hlavni tfidy fenolickych sloucenin
kyseliny kafeoylchinové. Jedna z nich je kyselina kdvova, kterd je klicovym meziproduktem
pfi biosyntéze z ligninu. Druhou je kyselina chlorogenov4, ktera je vyznamna svoji
antioxida¢ni  aktivitou, antibakteridlnimi, hepatoprotektivnimi, kardioprotektivniimi
a protizanctlivymi vlastnostmi. Pomaha proti obezité a hypertenzi. Predpoklada se, ze kyselina
chlorogenova miiZe plnit kli¢ovou roli v regulaci metabolismu lipidl a glukézy, a tim pomahat
pfi lécbé mnoha poruch, jako je steatdza jater, kardiovaskularni onemocnéni, diabetes a také
obezita. Kyselina chlorogenova a kyselina kdvova jsou in vitro antioxidanty a maji schopnost
inhibovat tvorbu mutagennich a karcinogennich N-nitrososloucenin, protoze jsou in vitro
inhibitory N-nitrosacni reakce. Hlavnim problémem pii méfeni absorpce kyseliny
chlorogenové a kyseliny kavové u lidi je jejich bakterialni degradace v tlustém stfevé. Kyselina
kavova inhibuji oxidaci LDL in vitro, a proto by mohla chranit pfed kardiovaskularnimi
chorobami. Nejbézné€j$im zdrojem téchto kyselin v lidské strave je piti kdvy. Najdeme je také
ve ving, kurkumé, bazalce, zeli, jablkach, houbach, olivovym oleji a dalSich ovoci [28-30].

Flavonoidy jsou bohatou skupinou rostlinnych fenolickych latek, které se fadi mezi
sekundarni metabolity rostlin. Jsou odvozeny od flavanu, ktery vznikd spojenim dvou
benzenovych kruhii pomoci heterocyklického pyranu. Flavonoidy jsou klasifikovany podle své
chemické struktury. Hlavni tfidy jsou flavonoly, flavony, flavanony, katechiny,
anthokyanidiny, dihydroflavonoly a chalkony. Jednotlivé derivaty odliSuji se od sebe stupném

oxidace pyranového kruhu a stupném substituce. Mohou se vyskytovat ve volné i vdzané formé.
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Mnoho flavonoidl vazi se s cukernou slozkou tak vznikaji glykosidy, predevsim O-glykosidy
[6, 30].

Zastupuji ve vys§ich rostlinach, a to hlavné v kvétech, listech a kufe. Casto je
najdeme v ovoci a zelenin€, €aje, vin€ a pivu, obili a ofechach. Flavonoidy maji antioxida¢ni
ucinky, jsou tedy schopny redukovat volné radikaly. Vyssi ptijem flavonoidi v potravé muize
pusobit v prevenci kardiovaskularnich onemocnéni, snizovat mnozstvi cholesterolu v plazmé

a branit vzniku aterosklerdzy [30-32].

1.2 Tvrdost vody

Tvrdost vody je dneska zndmy a pouzivany termin, pfesto v mnoha studii nenajdeme
stejnou definice. Obecné se tvrdosti vody rozumi koncentrace vSech vicemocnych kationtli
kovt alkalickych zemin, coz je soucet koncentraci dvojmocnych vapniku (Ca) a hoiciku (Mg).
Jsou béznou soucasti povrchovych i podzemnich vod, predevs§im vapnik. Jeho koncentrace je
vSak jesté zavisld na mnoZstvi rozpusSténého oxidu uhlicitého. Ale ptispét mohou i dalsi prvky:
hlinik, mangan, zinek, baryum, stroncium, zelezo. Jejich obsah zavisi na pH vody
a geografickém ptuvodu [33,34].

Z technického hlediska existuje n¢kolik rozd€leni (napt.: velmi mékkd — mékka — stiredné
tvrda — tvrdd — velmi tvrdd). Zatimco obé€ extrémni oblasti tvrdosti mohou zplisobovat
nezadouci zdravotni a technické problémy. Urcit optimalni koncentraci hlavnich kationti Ca
a Mg v pitné vodé neni snadné. Taky rozliSuji dvé hlediska: technologické a analyticke, pticemz
z hlediska technologického jde o vSechny vicemocné kationty kovl a z hlediska analytického
se ddva tvrdost vody spise do souvislosti s kationty Ca**, Mg?*, Sr** a Ba**, ale n&kdy jen Ca*"
a Mg* [35].

Me¢éfeni obsahu jen vapenatych a hote¢natych ionti ma praktické diivody, protoze ostatni
dvojmocné ¢1 vicemocné prvky se ve vodé vyskytuji jen ve velmi nizkych koncentracich,
a proto nemohou piipadnou tvrdost vody piili§ ovlivnit. Tvrdost vody rozliSujeme docasnou
a trvalou. Docasna je zplisobena pievazné hydrogenuhlicitany vapniku a hot¢iku a lze ji snadno
odstranit pfevaienim vody. Trvald je zplsobena vétSinou ostatnimi soli uvedenych kovii,
zejména sirany vapniku a hoic¢iku. Celkova tvrdost vody je déna souctem docasné 1 trvalé

a udava se v mmol Ca’>" a Mg?" na 1 dm? vody [34]
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1.2.1 Vliv tvrdosti vody na vlastnostech napoje z bylin
Tvrdost vody predevsim ovliviuje kvalitu ¢aje a bylinnych nalevii. Hlavné to plisobi

na barvu. Tvrdost vody nepfiznivé ovliviiuje extrakce pifirodnich barviv z rostlin a obsazené
kovové ionty jako (Ca?, Mg*", Na*, CI", NO® -, SO4>") piisobi na celkové pH pouzité vody
na pripravu ¢ajovych extrakti. Celkoveé vysoké mnozstvi minerald zvysuji elektrickou vodivost
areaguji s cajovymi polyfenolickymi slou¢eninami za vzniku nekvalitniho nalevu s usazeninou.
Vétsina polyfenolickych sloucenin je stabilni pouze v kyselém stavu. Dvojmocné kationty
mohou tvofit komplexy s fenolickymi slou¢eninami a tim zhorsit rozpustnost a dostupnost
fenolickych sloucenin. To mize vést ke snizeni obsahu fenold a jeho biologické aktivity
v extraktu [36, 37].

Antioxidac¢ni aktivita je siln¢ ovliviiovana katechiny. Katechiny jsou flavonoidy, které
ovliviiuji chut’ a barvu latky, v niz se vyskytuji. Nejznamé;jsi katechiny jsou epikatechin (EC),
epikatechin galat (ECG) a epigalokatechin galat (EGCG), které se vyskytuji v zeleném ¢aji,
v kavé a viné. Vysoke teploty a dlouh¢ inkubaéni doby ve vodé¢ s vysokym obsahem vépenatych

kationt podporuji degradaci molekul a tim i sniZuje obsah katechint [38].

1.3 Barevnost
Barva je jednou z dullezitych organoleptickych vlastnosti potravin a je celkovym

ukazatelem kvality. Vznik barvy je zptisoben elektromagnetickym vinénim s riznou vinovou
délkou a odlisnost téchto hodnot vytvaii u nas vnimani riznych barev. Svételné paprsky
odrazené od predmétu se odrazi na sitnici oka. Kazda barva disponuje jinou hodnotou této
veli¢iny. Ale pro cloveéka existuje nékolik podminek pro spravné vyjadfovani barvy.
Pro normalni realizaci obrazu je nutna neporusend Cinnost zraku, dileZitou roli hraje 1 druh
osvétleni predmétu. Proto bylo nutny vynalézt takovy systém, ktery by byl nezavisly
na individualnim hodnoceni a ktery by byl srovnatelny na rlznych pracovistich a v rliznych
laboratoftich.

Pro spravné vyjadieni barev jsou potiebné tii udaje: odstin, sytost a jas. Tyto udaje jsou
postavené na trichromatické soustave, ktera je zaloZzena na lidském vidéni a zahrnuje funkce X,
Y a Z, které méfi mnozstvi Cervené, zelené a modré barvy. UrCuje odezvu oka na svétlo
z konstantni svitivosti pfi riznych vlnovych délkach. X a Z jsou modifikované funkce, které

méii mnozstvi Cervené a modré barvy [39,40].
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Hodnoty X, Y a Z jsou definovany nasledovné¢:

X =k, S(WEFM)BR)d A (1)

Y =k Sy (MR A (2)

Z =kA S()zM)B) A, (3)
100

Kde k = m . (4)

B(A\)= spektralni odrazivost vzorku pii vinové délce A, pro prihledné nebo priisvitné vzorky se
jedna o spektralni propustnost t (A),

S (A) = spektralni rozloZeni energie osvétleni podle vinové délky A,

x(A), y (M), z () jsou barvové funkce pro 2° standardniho pozorovatele,

k je tzv. normalizac¢ni faktor, ktery byl urcen tak, aby dokonale odrazejici povrch (remise je
pti vSech vinovych délkach 100 %) mél hodnotu trichromatické slozky Y=100.

Do dvourozmérného tzv. CIE x, y diagramu Ize tento prostor ptevést tak, ze kazda slozka
se vydéli souctem vSech ti slozek, a tim ziskdme trichromatické soutadnice x=X/(X+Y+Z),
y=X/(X+Y+Z), z=X/(X+Y+Z). A plati, ze xty+z=1.

Jestlize prostorova soustava XYZ protne rovinu, kterd protind na osach stejné useky, vznikne
v kolorimetrickém prostoru trojithelnik barev. Cisté spektralni barvy v ném obsazené na kfivce
uzaviené mezi stranami trojuhelniku a kazdy bod uvnitf této kiivky popisuje jednu barvu. Tento
barevny prostor se obvykle v béZném zivoté nepouziva, ale je zakladem systému CIE
(Mezinarodni komise pro osvétlovani), pokud jde o potraviny, nejcastéjsi volbou je CIELAB

model a CIELUV [41].

1.3.1 CIELAB model

Chromatické diagramy CIE 1931 umoziuji vytvofeni modelu barevnosti, ktery
pomaha ziskat jak vizudlni vjemy barev, tak i jejich ¢iselné hodnoty. Tyto barevné prostory
jsou nezavislé na zafizeni a subjektivnich vlastnostech pozorovatele. Zakladem jsou
chromatické diagramy CIE 1931 (x,y), kde hodnota L* piedstavuje jas a svétlost, ktera se
pohybuje v rozsahu od 0 (¢erna) do 100 (bild). Osa a” udava polohu barvy na ¢erveno-zelené
ose, kde kladné hodnoty vyjadiuji ¢ervenou barvu a zaporné hodnoty zelenou. Na ose b” jsou
kladné hodnoty zluté a zaporné hodnoty modré. Stted kruhového diagramu zobrazuje odstiny

Sed¢ barvy [42].
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Black

Obrazek 1 — CIELAB systém [43]
Pomoci tohoto systému je mozné vypodéitat rozdil barev AE 4 (1), ktery vyjadfuje barevnou

odli$nost mezi pozorovanym predmétem a piedlohou.

1
AEg, = [(AL)? + (4a™)? + (4b™)?]2 ®)
kde AL* Aa* Ab* jsou rozdily soutadnic L”, a” a b* porovnavanych barev
Obecné plati, e rozdil barev AE s = 1 je minimalni hodnota, kterou je lidské oko schopné
rozlisit.

Zakladni rovnice CIELAB systému jsou:

I =116 + (Yio)l/3 —16 (6)
a* _ 500 . [(%)1/3 _ (%)1/31 (7)
b* = 200 [(50)1/3 - (;—0)1/3l (8)

Kde:

X, Y, Z — trichromatické hodnoty vzorka

Xo, Yo, Zo — trichromatické hodnoty normalizovaného svétla pro vypocet upravené tak, aby
pro dokonale difuzné rozptylujici povrch byly Yo = 100,00.

Model muize byt pouzit vSude, kde je mozno zajistit standardni podminky pozorovani [44, 45].
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1.3.2 CIELUYV model
Vroce 1960 byl pfijat model CIE LUV. Jeho hodnoty jsou vypocteny nelinearni
transformaci XYZ. Diky ¢emuz by m¢l byt odrazen rozdil mezi barvami. Ale se ukézalo,
ze takovy soubor proménnych siln¢ omezuje dilezité oblasti kolem hnédé¢, oranzové a Zluté,
které se Casto vyskytuji v malbé nebo prirodnich fotografiich. Proto byla nutna modifikace. Tak
v roce 1976 byly vyvinuty proménné u”’ a v’, ¢imz vznikl prostor CIE LU’ V’.

Soutadnice u” a v* byly odvozeny pomoci:

u"=13L X(LI/— lln/) (9)
. 4X,
kde u T x+157432) P T (Xg+15Y,+3Z9) (10)
v=13LX (V-va’) (11)
- Y R Yo
V=+15v+32) V”_(X0+15Y0+3zo) (12)
Kde:

X, Y, Z — trichromatické hodnoty vzorki

Xo, Yo, Zo — trichromatické hodnoty normalizovaného svétla pro vypocet upravené tak, aby
pro dokonale difuzné rozptylujici povrch byly Yo = 100,00.

Soufadnice u" av " predstavuji oponentni &erveno-zelené stupnice (+ u ervenych,
— u zelenych) a soupetovych modro-Zlutych stupnic (+ v Zluti, — v modti). CIELAB a CIELUV
koreluji svétlosti (L") a sytosti (C"u, C"w) se bliZi piirozené proménné vnimané barvy. Uhel

odstinu (Aa», huv), vSak neni tak blizko pfirozenym barvam [46—48].

1.3.3 Model HSV
HSV model je barevny model, ktery se nejvice piiblizuje tomu, jak lidské oko vnimé
barvy. Kazda barva v tomto modelu ma tfi zdkladni vlastnosti. Odstin (Hue) oznacuje béZné
pojmenovani barev, jako naptiklad zlutd nebo modra. Sytost (Saturation) udava mnozstvi barvy
v poméru k Sedé¢, zatimco jas (Value) udava svétlost nebo tmavost barvy. Tyto vlastnosti jsou

postacujici pro urceni barvy [46, 50].
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1.3.4 Pristroje pro méieni barevnosti
Specialni kolorimetrické skiin¢ a fotometry byly jedny z prvnich néstroji pro ur¢ovani
barevnosti. Tyto pfistroje mély par nevyhod. S rozvojem védy védci vymysleli dal$i nastroje
pro lepsi a presnéjsi hodnoty. Z tohoto ditvodu dnes pouzivame kolorimetry a spektrofotometry.
Kolorimetr je pfistroj slouzici k ur€ovani ptesnych hodnot barvy pfedmétu pomoci
snimani fotond skrze fotoclanky. Diky své citlivosti je schopen, na rozdil od lidského oka, méfit
bez jakéhokoliv vlivu vnéjSiho prosttedi ve dne 1 v noci a tim eliminuje odchylky

pii experimentu. Je velmi vyuzivan v praxi kvili nizké cen¢, kompaktnosti a jednoduchému

vvvvvv

1.4 Pouzité metody
1.4.1 Spektrofotometrie

Spektrofotometrie je metoda, kterd se pouzivd k urceni vlastnosti vzorku pomoci
meéfeni intenzity zeslabeného monochromatického zatreni, které proslo vzorkem a bylo
absorbovano riznymi vinovymi délkami svétla. Tento proces umoziuje napiiklad méteni
koncentrace latek v roztoku. Spektrofotometrie vyuzivd jak viditelné (380-780 nm), tak
ultrafialové oblasti spektra (200-380 nm). Pokud se méfi jen pfi jedné vinové délce, metoda se
monochromatického svétla libovolné nastavit, a vydava Ciselné tidaje o riznych barevnych
prostorech. Tak pomoci né&j lze ziskat graf spektralni odrazivosti, ktery poskytuje velmi
podrobnou informace o méfeném objektu a povaze barvy. Tyhle pfistroji se nazyvaji
spektrofotometry.

Spektrofotometrické hodnoceni je zalozeno na Lambert-Beerove zakoné (5):
A =—1og,, (ﬁ)z—long:c. l.e (13)
Iy

¢ — moléarni koncentrace roztoku (mol.dm™)
[ — tloustka absorbujici vrstvy, nebo opticka Sitka kyvety (cm)
&£ — molarni extinkéni koeficient (dm*.mol™! cm™), i jiné jednotky
I, — intenzita zafeni, které proSlo vzorkem
Iy — intenzitu zafeni dopadajici na vzorek
A — absorbance, bez jednotek
Zakladni podminkou proporciondlnosti mezi absorbanci a koncentraci je konstantni
hodnota molarniho absorpcniho koeficientu. Pfi méteni vice slozek ve smési najednou je

k vypoctu jejich koncentraci potfebna absorbance roztoku pii tolika vinovych délkach, kolik je
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absorbujicich slozek. Spektrofotometr ma diky své vysoké pifesnosti mnoho vyuziti, a to
v organické i1 anorganické analyze, pii feSeni nckterych problémi ve fyzikdlni chemii

a v obycCejném prumyslu [50-52].

1.4.1.1 Instrumentace

Standardni spektrofotometry disponuji dvéma zakladnimi uspotadani a jsou
konstruovany jako: jednopaprskové nebo dvoupaprskové, s tim Ze kazda modifikace miize mit
rizné podoby. U nejjednodussich jednopaprskovych piistroji se méteni provadi bod po bodu
strunym nastavovanim vlnovych délek. Méfi se relativni intenzita svétla svazku pied
a po vlozeni zkuSebniho vzorku. Ve dvoupaprskovych piistrojich je svazek zatreni stfidave
veden na vzorek a referenci zaroven [53, 54].

Tyhle dvé modifikace maji Ctyfi spole¢né Casti:
o emisni systém — zdroj zafeni se spojitym spektrem, schopny uvolnit valen¢ni elektrony,
o disperzni systém — monochromator pro vybérvinové délky,
o absorp¢ni systém — kyveta, nebo dvojice parovych kyvet,
o detekéni systém — foto¢lanek s vhodnym zesilova¢em + indikator / zobrazeni signalu.

Zdroje zareni je soucast spektrofotometru vyzatujici svétlo, emitujici
elektromagnetické zafeni v rozsahu od 190 do 800 nm, které dale prochédzi vzorkem. Existuje
dva zdroje zafeni: jeden pro UV — a druhy pro Vis-oblast. Pro ultrafialové zateni (190-350 nm)
nejvhodnéjsi jsou vodikoveé ¢i deuteriové vybojky. Pro viditelnou oblast (350-800 nm) jsou
nejlepsi wolframové ¢i halogenové lampy. Existuje vSak i zdroj zafeni schopné pokryvat celé
UV —a Vis-spektrum — xenonova vybojka, emitujici zateni v oblasti 180 az 2500 nm. Hlavnim
pozadavkem pro tento prvek je, aby emitujici zafeni bylo ¢asové stalé a dostatecné intenzivni
po celou dobu méfeni [53, 55].

Monochromator ... Zatim neni zndm Zadny zdroj svétla, ktery by vyzatoval ptisné
monochromatické zafeni. Proto se pouziva optické zafizeni, slouzici k vymezeni urcité Casti
spektra o konkrétni vinové délce Aj, resp. v izkém oboru vinovych délek, AAi. Monochromator
tvoii vstupni a vystupni §térbiny, disperzni prvek (miizka, hranol) a pomocna optika (¢ocky,
zrcadla). Polohu Stérbiny nelze zménit, potfebné vinové délky je dosazeno pohybem
disperzniho prvku. Kvalita spektrofotometru je dana pfedevsim kvalitou monochromatoru [56].

Pomocna optika ... upravuje rozlozené zéateni. Zahrnuje zrcadla, Cocky a clony.

Zrcadla slouzi k odraZeni svételného toku zéfeni, funkci zaostfovani svételného zéfeni plni
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¢ocky a vymezeni ¢i odstinéni svazku paprskli umoznuji nastavitelné clony. Soucasti pomocné
optiky mohou byt i specialni interferencni filtry.

Fotometricka cela a kyvety ... RozloZené a upravené zareni je ptivedeno do cely,
kde je umisténa kyveta, obsahujicich analyzovany roztok a referencni prostiedi, vétSinou
pouzité rozpoustédlo. Kyvety mohou mit velky vliv na piesnost méfeni a celkovy vysledek
prace. Jako prvni musi byt zvolen spravny materidl kyvety vhodny pro danou méfenou oblast
elektromagnetického zafeni. Déle je také dulezité, aby byla kyveta roztokem dostatecné
naplnéna [57].

Detektory a detek¢ni jednotky ... zaznamenavaji intenzity paprsku zatreni, proslého
kyvetou. Jejich principem je pfeména energie svételného zareni na elektricky signal, nejcastéji
nap¢ti s naslednou transformaci na elektricky proud. NejpouZivangj$imi detektory pro UV-/Vis
spektrofotometrii jsou fotodiody, fotoclanky, fotondsobice, detektor CCD, ¢i detektor DAD
s diodovym polem [56, 58, 59].

1.4.2 IC spektroskopie

Infracervend spektroskopie zapada do skupiny nedestruktivnich analytickych metod,
kdy zkoumany vzorek neni analyzou poskozen, a presto poskytuje informaci o svém slozeni.
Pouziva se v organické a anorganické chemii k identifikaci riznych smési a k ziskavani
informaci o molekularni struktufe latky.
Rozdé&luje se na 3 oblasti:
- blizka IC oblast: 12500-5000 cm™ (Near Infrared, NIR)
Vzorky, v této oblasti, vyzaduji minimalni nebo Zadnou pfipravu. Je mozné rychle analyzovat

velké mnoZstvi vzork bez jejich destrukce.

- sttedni IC oblast: ~ 5000-500 cm™' (Mid Infrared, MIR)

Zatimco prvni zminéna oblast je vhodna pro identifikaci funkénich skupin (napt. -OH, C=0,
N-H, CHj3 aj.), v druhé oblasti jsou pasy, které nelze ptidélit funkénim skupinam, ale jsou
charakteristické pro molekulu jako celek.

Mezi oblastmi MIR a FIR neni jasna hranice.
- vzdalena IC oblast:  500—10 cm™ (Far Infrared, FIR)

Vyuziva se pro analyzu organickych, anorganickych a organometalickych slouc¢enin obsahujici

atomy s hmotnostnim ¢islem vétSim jak 19 napft. pro identifikaci a rozdéleni minerald. Pro tuto
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oblast zafeni je zapotfebi specialnich optickych materidll a zdroji. Poskytuje informace
o uspotadani krystalové miizky a jeji dynamiky.
Latky poskytujici signal v IR spektru:

e latky, jejichz molekuly obsahuji (alesporii slabé) polarni vazby,

e molekuly slozené z raznych atomd,

e organické slouceniny a anorganické slouceniny (H.O, CO», NO,, HCI, soli...).
Velkou vyhodou IC je, Ze latky mohou byt zméfené ve stavu plynném, kapalném nebo
v pevném [60].

Podstatou infracervené spektroskopie je interakce infraCerveného =zareni se
studovanou molekulou, kdy v pfipadé¢ pohlceni fotonu molekulou mluvime o absorpéni
infracervené spektroskopii a v ptipadé vyzareni fotonu o emisni infracervené spektroskopii.
Energie fotonl tohoto zafeni je dostatecnd ke zméné vibra¢niho ¢i rotaéniho potencidlu
molekuly, ale nepostacuje pro excitaci elektront v molekulovych orbitalech. Pro identifikaci
a urcovani chemické struktury latek ma nejvétsi vyznam stiedni infradervend oblast od 4000
do 200 cm™. Kromé& zékladnich vibra¢nich modi se ve spektru objevuji i dalsi faktory, jako

jsou kombinaéni pdsma a vazebné a vibra¢ni rotacni pasma [61-63].

1.4.2.1 Instrumentace v IC spektrometrii

Pro méteni absorp¢nich spekter se pouzivaji infracervené spektrometry nebo také
spektrofotometry. Nej€astéji pouzivanymi piistroji v infracervené spektroskopii je disperzni
infracerveny spektrometr, FTIR spektrometr s ATR technikou a infracerveny spektrometr
s Fourierovou transformaci.

Disperzni spektrometr
Jako zdroj zafeni se pouZziva keramicka ty¢inka, Zhavena na teplotu 1000 az 1400 °C. Miuze
byt vyrobena z karbidu kfemiku nebo smési oxidli vzacnych zemin — Nernstova tycinka.
Pro oblast blizkou IC — W nebo W-halogenova zarovka. Pro stfedni oblast — elektricky ohfivana
(1100 °C) ty¢& ze SiC, lasery CO2, PbS. Pro oblast vzdalené IC — vysokotlaka Hg vybojka.
Zateni prochdzi vzorkem, ktery je umistén v kyveté. Dilezity je material kyvety, protoze musi
byt propustny pro IC zafeni. To poskytuji: halogenidy kovi (pfedeviim alkalickych: NaCl,
KBr, Csl, CaF, TII, TIBr). Cim vétsi propustnost ma dany material, tim horsi rozli$ovaci
schopnost ma hranol z néj vyrobeny. Za kyvetou se paprsek piivadi na vstupni Sté€rbinu
monochromatoru. Jako detektory se pouzivaji dva zikladni typy: termoelektricky

a pyroelektricky detektor [64, 65].
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FTIR spektrometr s ATR technikou
Zatizeni pouzivané k analyze chemickych latek na zaklad¢ tiplného odrazu zafeni na rozhrani
mezi méfenym vzorkem a krystalem s vysokym indexem lomu je FTIR s ATR néstavcem
(Attenuated Total Reflectance). Princip méfeni spoc¢iva v tom, ze vzorek je umistén na ATR
krystalu z materidlu o vysokém indexu lomu (ZnSe, AgCl, Si, Ge), kam je nasmérovano
infracervené zareni. Toto zéafeni pronikd do vzorku asi 1-4 um hluboko a interaguje
s molekulami, coz zpiisobi absorpci zatfeni pii specifickych vinovych délkach, které klesa
exponencialné se vzdalenosti od rozhrani. Vzorek zplisobuje ¢astecnou reflexi zpét na ATR
prizmu, ktera nasledné detekuje zménu intenzity zareni. Tato zména intenzity se poté pouziva
ke stanoveni absorp¢niho spektra vzorku. Tato technika m& malou penetracni hloubku,
cozumoznuje meéfeni silné absorbujicich vodnych roztokli bez deformace pasi vody.
Vzhledem k tomu, Zze ATR technika umoznuje méfit vzorky bez nutnosti jejich ptipravy a casto
je pouzivana k analyze pevnych materialli a tekutin, je tato technika velmi uzite¢na pro mnoho
ruznych aplikaci v oblastech jako jsou potravinaisky primysl, 1ékatstvi, chemie a materialové

védy [66, 67].

IC spektrometrie s Fourierovou transformaci
Zdroj zateni je stejny jako v disperznim pfistroji — keramickd tyCinka. Ale na rozdil
od disperzniho pfistroje tenhle typ neméa monochromator. Navic je pfidan interferometr, ktery
pracuje na principu Michelsonova interferometru, ktery zahrnuje: déli¢ paprskii, pohyblivé
a pevné zrcadlo. Rychlost pohybu zrcadla je ptizptisobena ¢asové odezveé detektoru, zavislé
na typu pouzitého detektoru. Z jednoho pohybu zrcadla je ziskan jeden interferogram, ktery se
Fourierovou transformaci pfevadi z ¢asové skaly do frekvencéni nebo vIino€tové na spektrum
odpovidajici jednomu skenu. Nejvétsi vyhody FTIR jsou: soucasny zaznam celého spektra,

vys$si citlivost a stabilita, vyssi rozliSovaci schopnost [68, 69].

1.4.3 Voltametrie
Voltametrie je elektrochemické technika, zalozend na vnucovani vnéjSiho, Casové
fizeného potencialu, které vyvold u nakoncentrované latky poZadovanou elektrochemickou
pfeménu a tim pritok proudu. Kone¢nym vysledkem je zdznam zavislost proudu na vkladaném

potencialu, I(i) vs. ER.
Striping voltametrie je unikdtni voltametricka metoda pro kvantitativni

detekci. Zahrnuje dva hlavni kroky: (i) akumulaéni krok, jehoz ulohou je koncentrovat analyty
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na povrchu senzoru; a (ii) krok detekce, béhem kterého dochézi k obracené reakci prvniho
kroku. Diky prekoncentracnimu kroku vykazuje stripovaci voltametrie vyssi citlivost nez ptimé
metody. Velkou vyhodou voltametrii je jednoduchd a financné dostupna vybava. V soucasnosti
se pouzivaji univerzalni elektro-chemické analyzatory stavebnicového charakteru, pro kontrolu
potencialu a citlivé méfeni proudu. Zakladni analyzatory jsou vybavené:

e funk¢nim systémem — je to vnitini systém pfistroje,

e fidici systétmem a ovladacim panelem — zde je schovand jednotka ovladani modulu

a zpracovani signald,

e clektrodovou celou a stojanem.

Typicka elektrodova cela je tii-elektrodova. Kde se nachazi pracovni elektroda (WE).
Zde je zajisténo, ze potencial této elektrody odpovidd vkladanému napéti a tim i pfislusné
proudové odezvé. Idedlnimi jsou: visici rtut'ova kapkova elektroda, rtutova filmova elektroda,
elektroda ze skelného uhliku nebo platiny. Druha elektroda je srovnavaci / referentni (RE). Jeji
funkce je vytvofit srovnavaci prostiedi. Ve vétSin€ piipadi se pouziva chloridosttibrna
elektroda nebo tradi¢ni nasycena kalomelova. Posledni elektroda je pomocna (CE). Hlavni tkol
— chranit referentni elektrodu pted polarizaci. Je tvofena platinovym pliskem nebo diskem
ze skelného uhliku, které jsou upevnéné ve sklenéné trubicce s elektrickym kontaktem.
Neustaly vyvoj této oblasti, pro mnohem lepsi citlivost, pfinesl fadu modifikaci, kde potencial
se aplikoval ve formé pulst s definovanymi charakteristikami a méfenim proudu v kratkém
Case. V soucasné dobé je nékolik komeréné dostupnych pulznich voltametrickych technik:
diferencialni pulzni voltametrie (DPV), squarewave voltametrie (SWV), normalni pulsni
voltametrie (NPV), diferencialni squarewave voltametrie (DSWV) nebo cyklickd squarewave
voltametrie (CSWV). VSechny pulsni voltametrické techniky maji riznou formu aplikovanych
potencidlnich pulst a také se li§i v aktudlnim vzorkovacim postupu [70, 71].

V soucasné elektroanalyze jsou pulzni voltametrické techniky stfedem z&jmu kvili
citlivosti a rychlosti meétfeni. Vedouci technikou je squarewave voltametrie (SWV), kde
potencial vnucovany na elektrody, tzv. potencidlova rampa, méni se linedrn¢ v ase a zaroven
je modulovan, jde o pravouhly prubéh stfidavého napéti. Jeji hlavni vyhodou je rychlost,
citlivost a identifikace velkého mnozstvi dat, cozZ umoziiuje vice vzorkovy aktudlni protokol
z jediného voltametrického experimentu. Vysledkem méteni jsou typické kiivky prvni derivace
a jednotlivé analytické signdly vypadaji jako symetrické piky. S rozvojem SWYV tato technika
se zaCala pouzivat pro mechanistickou i kinetickou analyzu elektrodovych procesi. Hlavné
v ptipadech komplikovanych adsorpcnich elektrodovych procesit je nepostradatelnou

pro kinetickou charakterizaci [72, 73].
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1.44 ISP/MS

Induktivné vdzana plazmova hmotnostni spektrometrie (ICP-MS) umoziluje rychlé
acitlivé stanoveni vétSiny prvka vcetné tézkych kovl nebo syntetickych drog ve vSech
oblastech prvkové analyzy. Taky je velmi uzitecnou u stanoveni zakladnich nebo toxickych
prvka v riznych vzorcich potravin, naptiklad pro zeleninu, ofechy, €aje a vina. Jeji nejveétsi
vyhodou je vysoka univerzalnost, citlivost a moznost stanoveni na stopovych hladinach
koncentraci jednotlivych prvka s minimalnimi interferencemi. Tak hmotnostni spektra prvka
jsou velice jednoducha a jednoznacna. Ale na druhou stranu vyZzaduje vysSi provozni
1 investi¢ni néklady. ICP— MS se Casto pouziva v kombinaci s elektrotermickym vypafovanim
(ETV) nebo s vysoce u€innymi separacnimi technikami (HPLC, GC, CE).

Pomoci ICP— MS se vzorky ionizuji v argonovém plazmatu za vysoké teploty (kolem
6000-10000 K) a jsou analyzovany na zakladé¢ jejich hmotnosti a naboji. ICP-MS zahrnuje
¢tyfi hlavni procesy — zavedeni vzorku do zmlzovace, kde vzniké aerosol, vedeny k plazmatu.
Tam dochazi k odpateni rozpoustédla, atomizaci vzorku a ionizaci atomti. NejpouzivanéjSim
typem analyzétoru, ktery déli jednotlivé ionty dle poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z),
je analyzator kvadrupdlovy. Konecnym procesem je detekce, kde je poZit iontovy ndsobic [ 74—

77].

1.4.5 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je separacni chromatograficka technika zalozena
na principu rozdilné distribuce latek mezi dvéma nemisitelnymi fazemi: mezi fazi mobilni (MF)
a fazi stacionarni (SF) kde je nezbytny vznik fazového rozhrani. Pfi prichodu vzorku ptes
stacionarni fazi dochdzi k opakovanému ustalovani rovnovahy délenych latek mezi obéma
fazemi. Jako stacionarni faze mizou byt nejcastéji porézni nebo povrchove porézni Castice nebo
monolit. Silikagel, ktery 1ze chemicky modifikovat na potifebnou polaritu, se pouziva jako
nosi¢. Jako mobilni fize mize byt kapalina rGzné polarity v zéavislosti na pouZivaném
chromatografickém systému napftiklad: organické rozpoustédlo, smés rozpoustédel nebo vodné
roztoky. Své Siroké vyuziti tato technika nasla ve farmaceutice, biochemii a v analyze
organickych latek. Existuje rozdéleni techniky podle typu faze, tak jestli polarni médium je
zakotveny a mobilni fazi tvofi nepolarni rozpoustédlo hovoiime o chromatografie s normalni
fazi. Naopak jestli nepolarni sorbenty vystupuji jako stacionarni faze a mobilni faze je polarni

rozpoustédlo takovy typ se jmenuje — chromatografie na obracenych fazich [78, 79].
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Nejrozsitenéjsi technikou kapalinové chromatografie je vysokouc¢inna kapalinova
chromatografie (HPLC — High Performance Liquid Chromatography). Oproti klasické verze
obsahuje vysokotlaké ¢erpadlo (30-50 MPa), které¢ umoznuje ddvkovani velmi malych objemut
vzorku (ul) na zakotvenou SF, kde rozméry ¢astic dosahuji velikosti nékolik mikrometrii. Diky
tomu dosahuje HPLC vyssi G¢innosti za kratsi ¢as. DalSimi soucasti jsou davkovaci ventil,

chromatografické kolony, detektor a software pro zpracovani dat [78—81]
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Pristroje a chemikalie

2.1.1 Pristrojové vybaveni

Digitalni analytické vahy KERN 2204M (Kern & Sohn GmbH, Némecko),

pH-metr SCHOTT (SCHOTT AG, Némecko),

Nicolet iS50 FT-IR (Nicolet CZ, CR),

UltraScan VIS (HunterLab, USA),

DATA Logger LOG 32 (DOSTMANN Electronic GmbH, Svycarsko),
Spektrofotometr UV-VIS Shimadzu UV-2600 (Shimadzu, Japonsko),

Kvadrupélovy hmotnostni spektrometr Agilent 7900 (Q-ICP-MS, Agilent
Technologies, Inc., USA),

Centrifuga Sorvall ST4 Plus—MD (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Mass, USA),

Bézné laboratorni vybaveni.

2.1.2 Pouzité chemikalie

Antimon (II)-chlorid, 99,5 % (Acros organics, Geel, Belgie),

Destilovana voda (Univerzita Pardubice, CR),

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, CR),

DPPH radikal, 1,1-difenyl-2-(2,4,6-nitrofenyl) hydrazyl (Sigma Aldrich, Steinheim,
Némecko),

Dusi¢nan strontnaty ¢isty (Lachema n. p. Brno, CR),

Ethanol 96 % (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, CR),

Ferrozin  (3-(2-Pyridyl)-5,6-difenyl-1,2,4,-triazin-p,p’-hydrat  monosodné soli
disulfonové kyseliny) (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko),

Folin-Ciocalteu (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko),

Fosfore¢nan draselny bezvody (J.T. Baker, Némecko),

Hydrogen uhli¢itan sodny (Lachema n. p. Brno, CR),

Hydroxid sodny (PENTA, s.r.o., Praha, CR),

Chlorid barnaty (Lachema n. p. Brno, CR),

Chlorid draselny (PENTA, s.r.0., Praha, CR),
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Chlorid hlinity hexahydrat (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, CR),
Chlorid hofe¢naty hexahydrat (PENTA, s.r.o., Praha, CR),
Chlorid manganaty tetrahydrat (Lachema n. p. Brno),
Chlorid vapenaty bezvody (PENTA, s.r.o., Praha, CR),
Chlorid zineénaty (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, CR),
Komplexon III (PENTA, s.r.0., Praha, CR),

Kyselina chlorovodikova 35 % (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, CR),
Kyselina octova 99 % (Lach-ner, s.r.o0., Neratovice, CR),
Methanol > 99,9 % (Honeywell, Morristown, USA),
Molybden sodny p.a. (Lachema n. p. Brno, CR),

Octan sodny (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko),

Siran hotecnaty (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko),

Siran vapenaty (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko),

Tetrahydrat chloridu Zeleznatého (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko).
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2.2 Priprava chemickych roztoki

2.2.1 Priprava pufri

Na pftipravu bylinnych nélevii byly pouzity nékolik druhu fosfatového pufrt, a to o pH
7,0; 7,5 a 8,0, které byly piipravené podle Tabulky 1. Déle byla pfipravena velmi tvrda voda
(VTV), kde na analytickych vahach bylo navazeno ptesné mnozstvi NaHCO3 (0,384 g.), CaSOs4
(0,24 g.), MgS04(0,24 g.) a KCI (0,016 g.) a rozpusténo v destilované vodé.

Tabulka 1 — Mnozstvi chemikalii (g/1) na ptipravu fosfatovych pufri o rizném pH

Fosfatovy pufr Pouzité chemikalie (g.)
K>2HPOg4 KH>PO4
pH 7,0 9,343 6,309
pH 7,5 12,813 3,598
pH 8,0 16,282 0,8878

Taky byl piipraven Britton-Robinsontv pufr tak, ze do 500 ml odmérné banky odméfeno
1,16 ml ledové CH3;COOH (0,04 M), 1,35 ml H;PO4 (0,04 M), 1,2366 g H3BOs (0,04 M) a vSe
bylo doplnéno destilovanou vodou po risku a dobfe promichano. Dale byl pfipraven roztok
0,2 mol/l NaOH. Smichanim vhodnych mnoZstvi Britton-Robinsonova pufru a roztoku NaOH
do 250 ml banky byl pfipraven pufr o pH 8,0. Hodnoty pH byly vZdy kontrolovany pomoci pH

metru se sklenénou elektrodou.

2.2.2 Priprava ¢inidla DPPH a méreni antioxidacnich vlastnosti extraktu

Byl pfipraven metanolicky roztok DPPH radikalu navaZenim 12,5 mg c¢inidla do 500 ml
odmérné banky. Bylo pipetovano 5 ml roztoku radikalu DPPH a 100 pl nafedéného vzorku
do zkumavky s vickem. Takto pfipravend reakéni smés byla ponechdana 30 minut v temnu
pii laboratorni teploté. Po uplynuti reakéni doby byla zméfena absorbance pii 517 nm. Takhle
byly 2x prométen¢ vzorky extraktl v destilované vodég, ve velmi tvrdé vodé€, ve fosfatovém
pufru o pH 7,0, 7,5, 8,0. Stejnym zptsobem byly ptipraveny i slepé pokusy, které misto vzorku
obsahovaly destilovanou vodu. Vysledky byly vyjadieny jako % inhibice vypocitané podle
vzorce (14):

Inhibice % = 22=4% « 100 14
As
L

Aq — absorbance slepého pokusu

A, — absorbance vzorku
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2.2.3 Priprava roztoki EDTA a anorganickych soli

Nejdiiv byly pfipravené roztoky EDTA smichdnim ur¢itého mnozstvi sypké disodné soli EDTA
(Chelatonu III) (vzdy 0,05 g, 0,1 g, 0,2 g, 0,3 g, 0,5 g, 0,8 g, 1 g) s 20 ml roztoku extraktu
lopuchu ve fosfatovém pufru pH 8,0 do sklenénych banék s uzaviratelnym vickem. Pro kontrolu
byl ptipraven i slepy pokus s pouhym roztokem extraktu lopuchu bez ptidavku EDTA.

Dale byly ptipravené roztoky EDTA o koncentraci 0,2 M a 0,1 M do 250 ml ban¢k. Takhle
piipravené roztoky byly zfedéné destilovanou vodou do potifebnych koncentraci (0,05 M,
0,033 M, 0,025 M, 0,05 M, 0,005 M, 0,0005 M), dale 1 ml z kazdé koncentraci byl smichan
ve sklenéné bance s uzaviratelnym vickem s20 ml extraktu lopuchu ve fosfatovém pufru
pH 8,0. Stejnym zplisobem byl piipraven i slepy pokus, avSak misto roztoku EDTA byla
pouzita destilovana voda.

Na piipravu roztoki organickych soli byly pouzité chloridy (Cd**, Zn**, AI**, Mn**, Mg**, Ca*,
Ba**, Sb*"), sirany (Mg?*, Ca*", Cu?**, Zn>"), Sr(NO3)2 a NazM00O4x2H>O.

Sirany (MgSO4 a CaSO4) byly pfesn¢ navazené na analytickych vahach a pievedené do 100ml
banky s vyslednou koncentraci MgSO4 0,5 M a CaSOs 1,84x10 M. Déle postupnym fedénim
ze zasobniho roztoku MgSO4 byly pfipraveny roztoky o koncentraci 0,25 M, 0,33 M, 0,1 M.
Stejnym zptisobem byly piipraveny roztoky CaSOs o koncentraci 9,2x107° M, 3,07x107 M.
U takto ptipravenych anorganickych soli byly zméfené barva a voltametrické méfeni

pro potvrzeni vysledk.

2.3 Priprava bylinnych nalevu

Jako vzorek byl pouzit suseny koten Arctium lappa L (BYLINY Mikes s.r.o., CiGenice,
Ceska republika). Bylinné nalevy byly pfipraveny do fosfatovych pufrii o pH 7,0; 7.5 a 8,0,
BR pufru o pH 8,0 a velmi tvrdé vody. Extrakéni roztok byl zahtivan k varu a takto byl
udrZzovan 1 min. Poté bylo rychle odméfeno 200 ml odmérmym valcem, prelit do kadinky
a navazka pevného vzorku byla louhovana 10 min. Extrakt byl piefiltrovan ptes skladany filtr
a ochlazen pod proudem studené vody. Nalevy byly uskladnény na tmavém misté

pii laboratorni teploté 24 h. Stejnym zpisobem byl pfipraven nalev v destilované vodé.
2.4 Méreni pH

Pomoci pfedem kalibrované pH mérné sklenéné elektrody bylo méteno pH Cistych extrakénich

roztoktli pfed a po varu. Stejnym zptsobem bylo méteno pH bylinnych nalevii.
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2.5 Spektrometricka méreni

2.5.1 Meéfeni barevnosti v systému CIELa*b* a CIELUV

Pro méfeni barevnosti zkuSebnich vzorkli byl pouzit UltraScan VIS s integracni
kouli v geometrii d/8° a standardizovanym osvétlenim D65, méteni bylo provadéno v rozsahu
480-700 nm po 1,0 nm. Pfed méfenim bylo nutné méfici pfistroj standardizovat. Barva byla
meéfena v rezimu celkové transmitance v kyveté s optickou drahou 50 mm. Standardizace byla
provedena vzdy stejnym zplUsobem podle piedepsaného postupu v technickych listech.
Po standardizaci byla kyveta napIlnéna vzorkem a nasledn¢ zméifena barevnost roztoku. U vSech
vzorkll byly méfeny parametry barevnosti L* a*a b* C*a h° ato jak u Cerstvych vzorki, tak
u vzorkll po uskladnéni béhem 24 hodin. Kromé toho bylo méfeni barevnosti provedeno
v zavislosti na ¢ase. Vzorek byl umistén do kyvety ihned po ochlazeni a méfeni bylo provadéno
kazdych 60 min po dobu 24 h. Vysledky byli zpracovany ve softwaru EasyMatchQC verze
4.96 (HunterLab).

2.5.2 Méreni absorpc¢nich kfivek ve viditelné a UV oblasti

Ke spektrofotometrickému méteni byl pouzit ptistroj UV—VIS Shimadzu UV- 2600, kdy byly
vzorky méfeny ve sklenénych kyvetach (10 mm) pro VIS oblast a v kifemenych kyvetach
(10 mm) pro UV oblast. Skenovaci rychlost pro ob¢ oblasti byla nastavena na medium. Méfici
interval pro viditelnou oblast byl nastaven na 800-450 nm, UV oblast na 400-210 nm. Mé&feni
probihalo pfi rychlosti skenu ,,medium® s citlivosti 0,1 nm. Byly méfené jak Cerstvé piipravené
extrakty, tak 1 extrakty, které byly uchovéavané ve tmé po dobu 24 hodin. Spektra ve viditelné
oblasti byla také méfena v zavislosti na Case, tj. po ochlazeni bylo spektrum sejmuto kazdych
60 min po dobu 24 h. V pifipadé¢ méteni spekter v UV oblasti byly vzorky vzdy 20x fedéné
v daném extrakénim rozpoustédle. Vysledky byli zpracovany pomoci programu UVProbe verze

2.7 (Shimadzu).

2.5.3 Meéreni infracerveného spektra

Infracervené spektrum bylo zmétfeno u nalevii ptipravenych do vody destilované, do velmi
tvrdé vody, do fosfatového pufru o pH 7,0, 7,5, 8,0 a do Britton-Robinsonova pufru. Pfipravené
podle postupu v kapitole 2.3. Z téch nalevl bylo odebrano 15 ml z kazdého cerstvého roztoku
a zroztoki po 24 hodinach. Které byly nasledné¢ nality na Petriho misku (pramér
100 mm) s vyskou hladiny 5,0 mm, vysuSeny v liofilizatoru (L4 - 110, Gregor instrum, s.r.o.,

CR) pii -110 °C b&hem 24 hodin a nasledné zeskrabany do uzaviratelnych plastovych bangk
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jako prasek. Méfeni probihalo na pfistroji Nicolet iS50 FTIRS. Byla nastavena metoda iS50
ATR Lab., spektra byla snimana v rozsahu 400-4000 cm-1 a to v poctu 64 skenti. Vzorek byl
pomoci kopistu nanaSen na ATR modul a nésledné zméien proti vzduchu. Vysledky byli

zpracovany ve softwaru OMNIC (Thermo Scientific).

2.6 Voltametricka méreni nalevii
Voltametrické méfeni bylo provadéno v tiielektrodovém uspotadani slozené z elektrody
z uhlikové pastové elektrody (CPE), kalomelové elektrody a pomocné elektrody z platinového
dratu. Zminéné elektrody byly pfipojeny k potenciostatu Autolab PGSTAT101 od spole¢nosti
METROHM (Praha, Ceska Republika).
Méreni se uskutecnovala ve sklenéné voltametrické cele, ktera obsahovala 16 ml zkoumaného
vzorku. Pfed kazdym méfenim bylo nutné obnovit povrch uhlikové pastové elektrody lesténim
po dobu 10 s pro odstranéni piipadnych zbytku produktt riiznych vod a produkti na povrchu
elektrody. Byla zvolena metoda square-wave voltametrie (SWV) s nasledujicimi parametry:

o Pocatecni potencial 0 V.

o Koncovy potencial +1,2 V.

o Potencialovy krok (Estep) 5 mV.

o Rychlost skenu (v) 50 mV-s .

o Frekvence 10 Hz.
Takovym zplisobem byly proméfené roztoky extraktu lopuchu ve fosfatovém pufru pH 8,0
s ptidavkem riizného mnozstvi EDTA a anorganickych kovii. Béhem méfeni byl pro nastaveni
parametri metody, zaznamenani a vyhodnoceni vysledkid pouzit software Nova verze 1.11.

Statistické udaje byly nasledné zpracovany v programu Excel.

2.7 Mineralni analyza nalevi

VSechny vzorky byly zmineralizovany v mikrovinné peci Speedwave XPERT od firmy
Berghof, (Eningen, Némecko) s vykonem 2000 W.

Rozklad vzorkl byl proveden ve tfech replikach. Do kazdé teflonové rozkladné nadoby bylo
navazeno piesné okolo 0,1 g vzorku a bylo pfiddno 5 ml 16 % HNO3 a 2 ml 30 % H2Oo.
Mineralizace prob¢hla pii teploté 220 °C, kterd byla drzena 35 minut [82].

Analyza vzorkli byla provedena pomoci kvadrupolového ICP-MS Agilent 7900 (Agilent

Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA). Spektrometr je vybaven kolizni celou vyuzivajici
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kolizni plyn He k eliminaci spektralnich interferenci. Podrobné&jsi pracovni podminky jsou

uvedeny v publikaci [82].

2.8 Kapalinova chromatografie nalevi lopuchu

Analyza vzorkli pomoci HPLC byla provedena na kapalinovém chromatografu firmy
Shimadzu. Kde jako ¢erpadla A a B mobilni faze se pouzival LC-AD 20XR. Jako detektor byl
pouzit spektrofotometricky detektor s diodovym polem SPD-M30A a autosampler SIL 20AC
s automatickym davkovanim vzorku (vSe vyrobeno Shimadzu, Kyoto, Japonsko). Separace
probihala na koloné Kinetex C18 Polar (150x3 mm; 2,6 um castice, Phenomenex, Torrance,
Kalifornie, USA). Zpracovani dat z UV detektoru a chromatografickych piki bylo provadéno
pomoci programu LabSolutions (Shimadzu, Kyoto, Japonsko) a vysledné grafické
a matematické zpracovani v programu Excel (Microsoft, Redmont, Washingtom, USA).
Mg¢fteni probihalo za isokratické eluce 10-100 % (v/v) methanolu za 15 minut s teplotou
nastavenou termostatem Column oven LCO 102 (ECOM spol. s r.0., CR) na 30°C s priitokem
mobilni faze 0,4 ml/min. Davkovany objem byl 2ul s vinovou délkou v rozsahu 200—-700 nm.
Vzorky byly pfipravené standardnim zptisobem, ktery byl popsan v kapitole Ptiprava bylinnych
nalevl,, kde se méfily extrakty pfipravené v destilované vodé€, ve velmi tvrdé vodé,
ve fosfatovém pufru pH 8,0 a Britton-Robinsonové pufru pH 8,0. Pro HPLC analyzu byly
vzorky filtrované pies stiikaCkovy PTFE filtr (0.45 pum).

2.9 Zpracovani a hodnoceni ziskanych adaji

VSechna data byla zpracovdna v programu Microsoft Office Excel. V tomto programu
dochazelo k vyhodnocovani dat. Vysledky byly vyjadieny jako aritmeticky praimér = standardni
odchylka. Vysledky mineralni analyzy byly zpracovany vicerozmérnou statistickou metodou

(analyza hlavnich komponent) na hladin€ pravdépodobnosti p=0,05.
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3 Vysledky a diskuse

3.1 Méieni pH roztoku

V ramci této studie byly porovnany hodnoty pH extraktt lopuchu pfipravenych v riiznych

typech vody a pufri.
Tabulka 2 - Hodnoty pH rtiznych extraktt
Vzorek Hodnoty pH extraktu
cerstvy roztok po 24 hodinach
Dezo. 6,1 6,3
VTV 7,3 7,4
F.pH 8 8,0 8,0
F.pH 7,5 7,3 7,3
F.pH7 6,9 6,8
B-R. 8,0 7,7

Dezo. — extrakt lopuchu v deionozované vod¢é, VTV — extrakt lopuchu ve velmi tvrdé vod¢, F. pH 8 — extrakt lopuchu
v fosfatovém pufru pH 8, F. pH 7,5 — extrakt lopuchu v fosfatovém pufru pH 7,5, F. pH 7 — extrakt lopuchu v fosfatovém pufru
pH 7, B-R. — extrakt lopuchu v Britton-Robinsonové pufru pH 8

V ptitomné studii byly sledovany pH hodnoty extraktli lopuchu ptipravenych v riznych
prostiedich (Tabulka 2). Vysledky ukazuji, ze se u nékterych extrakta lis§i hodnoty pH Cerstve
ptipravenych roztokd a roztokti po 24 hodinach. Konkrétné se jedna o extrakt lopuchu
v demineralizované vod¢, kde pH hodnota po 24 hodindch stoupla z 6,1 na 6,3, a extrakt
lopuchu ve velmi tvrdé vod¢, kde pH hodnota po 24 hodinach mirné stoupla z 7,3 na 7,4. Dale
se u nékterych extraktlh pH hodnota po 24 hodinach snizila, a to u extraktu lopuchu v Britton-
Robinsonové pufru pH 8,0, kde pH hodnota klesla na 7,7, a u extraktu lopuchu v fosfatovém
pufru pH 7,0, kde pH hodnota klesla z 6,9 na 6,8. Je mozné, Ze tyto zmény pH hodnot
po 24 hodinach mohou mit vliv na stabilitu extraktl, a to zejména u extraktl s nestabilnim pH.
I kdyZ je rozdil v hodnotach pH minimalni (A 0,1-0,2), nebylo dosud ovéfeno, zda je tento
rozdil zasadni s ohledem na tvorbu zelené¢ho zabarveni. V dalSich experimentech (vliv EDTA
a iontl kovil) byl proto pouzit pouze fosfatovy pufr (pH 8,0) pro maximalni eliminaci vykyva

hodnot pH.
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3.2 Vlastnosti nalevii v bazickém prostredi

3.2.1 Méreni barevnosti

Vzorky byly zméfeny dvakrat a vysledky byly uvedeny jako aritmeticky
pramér se standardni odchylkou méfeni. Pismeno z oznacuji statisticky vyznamny rozdil
studentova t-testu na hladin¢ o = 0,05. Pokud bylo p > 0,05, platila nulova hypotéza, a tedy
shodnost vysledkt v ramci hladiny statistické vyznamnosti o = 0,05. Pokud by p < 0,05, platila
by alternativni hypotéza, kterd by vyvracela shodnost v ramci hladiny statistické vyznamnosti

a=0,05.

Tabulka 3 — Barevnost piipravenych nalevi

Vzorek L* a* b* C* h(® Barva'
Dezo. erstvy 87,9+3,4 | 1,8£0,5 | 23,9444 |879+44 |23,9+1,7

Dezo. po 24 h. 85,85+1,5 | -2,25+0,1 | 22,5£1,4 | 859+1,4 | 22,6+0,5

VTV &erstvy 85,142,4 | -6+1,4 37,8+1,9 | 85,1+1,7 | 38,3+2,4

VTV po 24 h. 59,9+3,1 |-30,5+2,4 |23,7+43 | 59,9+1 38,9+7 -
F.pH 8,0 Cerstvy | 76,0542 | -4,542.3 | 48,9+3 76,142,9 | 492+2.8
F.pHS8,0po24 h. | 653+1,1 |-14+23 |42,1+1,4 |653+1,2 | 44,4431

F.pH 7,5 Serstvy | 84,3404 | -3,9+0,4 | 34,840,1 | 84,4+0,1 | 35+0,6
F.pH7,5po24 h. | 812404 |-52+0,7 |37,6504 |81,240,9 |38+1,2

F.pH 7,0 Cerstvy | 82,9+1,3 | -2240,5 | 35,7422 | 82,9422 | 35,8+l,1
F.pH7,0po24 h. | 83,5421 |-0,940,8 | 40,1+3 83,543 | 40,1%1,3

B-R. &erstvy 81,943,5 | 4,6£0,7 | 32,6<1,6 | 32,9%1,5 | 98,1+ 1,6

B-R. po 24 h. 71294 | 0,127 |364+18 |364+1,8 | 89,7+43

Dezo. — extrakt lopuchu v deionozované vodé, VTV — extrakt lopuchu ve velmi tvrdé vodé, F. pH 8 — extrakt lopuchu
v fostatovém pufru pH 8,0, F. pH 7,5 — extrakt lopuchu v fosfatovém pufru pH 7,5, F. pH 7 — extrakt lopuchu v fosfatovém
pufru pH 7,0, B-R. — extrakt lopuchu v Britton-Robinsonové pufru pH 8,0

1 — skute¢na barva vzorku zjisténa podle parametrd L*a*b* [83]

Jedna se o aritmeticky primér + standardni odchylka (N=pocet méteni)

V Tabulce 3 jsou uvedeny parametry barevnosti raznych néalevli, kde hodnota L* se

pohybuje v rozmezi 59,9 az 87,9. Vzorek extraktu lopuchu ve fosfatovém pufru s pH 8,0

43



vykazoval vyrazné tmavsi barvu (L* = 76,05). Po 24 hodinach doslo k vyraznému poklesu
hodnoty L* u extraktu ve velmi tvrdé vod¢ (pokles o pfiblizn¢ 25 jednotek) a u extraktu
v fostatovém pufru pH 8,0 a Britton-Robinsonové pufru pH 8,0 byl pokles o 10 jednotek.
Extrakt lopuchu ve VTV s hodnotou 59,9 a extrakt lopuchu ve fosfatovém pufru pH 8
s hodnotou 65,3 se vyrazné lisi a jsou blize stiedu $kaly. Parametr a* (pfechod mezi zelenou
a ¢ervenou barvou) byl kladny u Cerstve pripraveného roztoku kotene lopuchu v deionizované
vodé, zatimco ostatni Cerstvé extrakty byly vice zelené. Po 24 hodinach doslo ke snizeni
hodnoty a* a vzorky byly vice zelené. Nejvetsi zmeéna se projevila u extraktu ve VTV (zména
0 25 jednotek) a u extraktu ve fosfatovém pufru pH 8,0 (zména o 10 jednotek). Parametr b *
(pfechod mezi zlutou a modrou barvou) byl u vSech vzorkl v kladném kvadrantu prostorového
diagramu, kde ve vzorcich prevladala Zlutd barva. Z tabulky je patrné, Ze vzorky ve VIV
a fosfatovém pufru pH 8,0 byly vice Zluté nez ostatni vzorky. Po 24 hodinach byla hodnota
parametru b *u téchto vzorkl niz§i (mén¢ zlutd). Podle parametru C* se vSechny vzorky, kromé
extraktu v Britton-Robinsonové pufru, blizi hodnoté 100, coz ukazuje na malé zastoupeni Sedé
barvy a velkou sytost. Poloha na standardnim barevném kole, vyjddiend hodnotou 4°, se
vétSinou pohybuje mezi 22,9 a 49,2. Extrakt v Britton-Robinsonové pufru pH 8,0 se nachdzi
ve zcela odlisné oblasti (89,7 az 98,1). Hodnota /° byla nejvyssi pro Cerstvé ptipraveny B-R.
pufr pH 8,0 s Casem se sniZovala o 10 stupil.

Nejvice se liSily extrakty lopuchu pfipravené ve VTV a fosfatovém pufru o pH 8,0
ve srovnani s ostatnimi vzorky jejich hodnoty vyrazné klesali. Dochazelo ke zméné parametru
a” (vzorky vice zelené) od zluté se uplné zménila na zelenou. JelikoZ nejvétsi barevné zmény
se vyskytovaly u extraktu lopuchu ve VTV a fosfatovém pufru pH 8,0, Ize piepokladat vliv pH
u téchto vzorki. Proto byl dale v experimentech pouZit sledujici vliv pfidavku EDTA a iontl
kovi. Extrakt v Britton-Robinsonové pufru o pH 8,0 a extrakt v destilované vodé byly rovnéz

dale zafazené do vyzkumu pro porovnani.
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V ramci experimentu méfeni barevnosti byla sledovand souvislost mezi hodnotami

parametrd barevnosti a Casem, jak je vidét z Obrazku 2.
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Obrazek 2 — Parametry barevnosti extraktu ve velmi tvrdé vodé

éas (h)

Pfi porovnani parametru L * v pribéhu ¢asu (viz Obrazek 2a) je patrné, Ze hodnoty se

béhem 12 hodin od pfipravy néalevu snizily z poc¢atecnich 86,55 na 55,62. Barva vzorku se

postupné presouvala od svétlé ¢asti smeérem ke stiedu barevné koule (viz Obrazek 1), tedy blize

ke tmavSim odstiniim. Néasledn¢ se ustdlily hodnoty, kde zména parametru byla pouze

0 3 jednotky. Parametr a* (viz Obrazek 2b) vykazoval podobn¢ strmy pokles béhem 12 hodin

od ptipravy, kdy se hodnoty snizily z -4,14 na -33,65, coz ukazuje na vétsi pfitomnost zelenych

odstint. Nésledné se ustélila rovnovdha a zména byla pouze o 1 jednotku. Parametr b* (viz

Obrazek 2c¢) béhem 4 hodin od ptipravy vzrostl o 5 jednotek a pfiblizil se k Zlutym odstintm,

nasledné ale rychle klesl z maxima 46,74 na 31,79, kdy se pfiblizil k modrym odstinlim.
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Rovnovaha se ustalila po 12 hodinéach od ptipravy extraktu. Rozdil barev AE (viz Obrazek 2d)

vypocteny podle rovnice (€. 5) vzrostl z 0 na 44,4 béhem 12 hodin od pfipravy extraktu, ale

dale uz nebyl viditelny pro lidské oko, nebot’ hodnota AE = 1 je minimalni hodnotou, kterou

lidské oko dokaze rozlisit [44]. Parametr C* (viz Obrazek 2e) vzrostl o t¢émét 7 jednotek béhem

4 hodin a sytost barvy se zvysila na maximum 47,89. Nasledné se tento parametr uz témet

nemeénil po celou dobu méfeni. Poloha na standardni barevné kouli 4° (viz Obrazek 2f) vzrostla

béhem 12 hodin od ptipravy extraktu z 95,78 na 137,54. Poté se ustalila a pohybovala se v

oblasti hodnoty 134.

Dale byl proveden stejny experiment, kde byla sledovéana souvislost mezi hodnotami

parametrll barevnosti a casem u extraktu lopuchu ve fosfatovém pufru pH 8,0 (Obrazek 3).
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Obrazek 3 — Parametry barevnosti pro extrakt lopuchu ve fosfatovém pufru pH 8,0
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U parametru L* (Obrazek 3a), je pozorovana piiméa umeéra, kde hodnoty klesaji
od 79,14 do 65,54 béhem celého Casu skenovani a barva ztraci svétlost a pfiblizuje se stiedu
na barevné kouli. Podobnou uméru Ize pozorovat u parametra a* a b*. Parametr a* (Obrazek
3b) zaznamenal celkovy pokles hodnot z -3,29 na -13,65 a barva se postupné piesunula
do zelengjsi oblasti. U parametru b* (Obrazek 3c¢) poklesl byl z 53,05 na 44,87 a vzorek se
pfiblizoval modré oblasti. Rozdil barev AE (na Obrazku 3d) rostl z 0 na 18,99 béhem celého
méieni. Parametr C* (na Obrazku 3e) klesal z 53,15 na 46,9, coz znamena, Ze vzorek ztracel
Cistotu barvy. Poloha na standardnim barevném kouli /#° (na Obrazku 3f) se zvysila z 93,55
na 106,92.

I kdyz vzorky ve VTV a fosfatového pufru pH 8,0 byly po 24 h zelené ze ziskanych
vysledkt je patrné, Ze zména barevnosti podléha kinetické zavislosti. Tato zavislost je pro oba
vzorky riznd u fosfatového pufru je zdvislost parametru barevnosti na ¢ase skoro linearni,
u vzorku dochézi ke kontinudlni zméné vSech sledovanych parametri po dobu 24 hodin.
Na druhé stran¢ vzorek ve VTV vykazoval odlisné zavislosti parametru na case.

Zavislost parametri barevnosti na ¢ase v B-R pufru pH 8,0 se ménila minimalné

(viz Priloha 1).

3.2.2 Méreni v UV-VIS oblasti

Bylo provedeno méfeni spekter extraktu lopuchu v destilované vodé, velmi tvrdé vode,
fosfatovém pufru s pH 7,0, 7,5 a 8,0, a v Britton-Robinsonové pufru o pH 8,0 v oblasti
viditelného spektra 450-800 nm po dobu 24 hodin. Z kazdého druhu extraktu byla vybrana
pouze n€kolik méfeni, aby byly grafy piehledné a neptekryvaly se. Pro kazdy typ extraktu byla

zaznamenana zavislost absorbance na case.

a) s . b
Extrakt lopuchu ve VTV skenovani béhem 24 hodin ) Zavislost absorbance na ¢ase u extraktu lopuchu
g'i ve VTV (pfi vinové delce 681 nm)
y 08 \ 08
g 05 0,7 -
L]
< 04 @ 06 T
£ 03 S 05 :
0’2 -E ’ * 1
or 5 04 o
0 203 —
500 550 600 650 700 750 80( 0,2 L
Vinocet (nm) 01 . ® ¢
0 Les’

——30 min od pfipravy ——3,5 h od pfipravy ——7,5 h od pfipravy 0 5 10 15 20 25

11,5 h od pfipra 15,5 h od pfipra 19,5 h od pfipra: v -
pripravy pripravy pripravy cas od pripravy (h)

——23,5 hod pfipravy

Obrazek 4 — a) Skenovani extraktu lopuchu ve VTV béhem 24 h, b) Zavislost absorbance na Case
u extraktu lopuchu ve VIV
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Vysledky méteni extraktu lopuchu ptipraveného ve velmi tvrdé vode ukazaly vyrazny
nartist absorbance béhem 24hodinového skenovani (Obrazek 4a) v oblasti 680-684 nm.
Na zacatku méfeni byla absorbance této oblasti 0,018 a dosdhla maximalni hodnoty 0,73. Tento
narast byl oproti extraktim ve fosfatovém pufru pH 7,0, 7,5, 8,0 pozorovan v jiné oblasti
spektra a posunul se na oblast 680-684 nm. V oblasti 620-639 nm byl pozorovan nartst
absorpce od 7,5 hodiny po piipravé extraktu, coz bylo pozorovano také u extraktu
ve fosfatovém pufru pH 8,0, avSak v mensi intenzité. Souvislost se zménou barevnost je zde
ziejma, dochazi k narustu absorbanci (Obrazek 4b) s maximem pii vinové délce 681 nm

(zjisténo pomoci UVProbe verze 2.7).

Extrakt lopuchu ve fosfatovém pufru pH 8,0 skenovani béhem Zavislost absorbance na ¢ase u extraktu lopuchu
24 hodin ve fosfatovém pufru pH 8,0 (pfi vinové delce 695

0,14 nm)
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15,5 h od pfipravy 19,5 h od pfipravy —— 23,5 h od pfipravy

Obrazek 5 - a) Skenovani extraktu lopuchu ve fosfatovém pufru pH 8,0 béhem 24 h, b) Zavislost
absorbance na ¢ase u extraktu lopuchu ve fosfatovém pufru pH 8,0

Na Obrazku 5b je zobrazena ¢asova zavislost absorbance extraktu lopuchu, ktery byl
ptipraven v fosfatovém pufru pH 8,0 a skenovan ve viditelné oblasti béhem 24 hodin (Obrazek
Sa). V této oblasti byl pozorovan vyznamny narast absorbance, pficemZ maximalni hodnota
absorbance byla 0,127. Tento nartst byl pozorovan v oblasti vinovych délek 694-705 nm,
coz bylo diikkazem tvorby barevného komplexu, ktery zpusobuje piechod barvy ze zluté
na zelenou. Celkovy narast absorbance se pohyboval v rozmezi 0,037 az 0,127. Déle byla
pozorovana piima uméra mezi ¢asem a absorbanci. Tento fakt miiZze ukazovat na to, Ze tvorba
pfipadného komplexu vykazuje parametry kinetické reakce. V tomto pfipadé maximum
absorbance pii vinové délce bylo 695 nm, které bylo zmétené pomoci softwaru UVProbe verze
2.7 (Shimadzu). Tato vlnova délka v maximu je odliSna od té, ktera byla zmétend u extraktu
z kotene lopuchu ve VTV. U extraktu ve VIV ma kfivka spiSe sigmoidni tvar, u extraktu

ve fostatovém pufru pH 8,0 je spiSe konkavni. Urceni kinetickych parametri vzniku zelené¢ho
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zabarveni (vznik komplexu) si vyzaduje detailngjsi studii, pro kterou je nutné stabilizovat
podminky vzniku takto zabarveného extraktu.
U skenovani extraktu lopuchu v destilované vodé¢ béhem 24 hodin nebyl zaznamenan

vyznamny narust absorbance béhem celého méteni (Priloha 2).

a) b)

Extrakt lopuchu ve fosfatovem pufru pH 7,5 skenovani béhem Extrakt lopuchu v fosfatovem pufru pH 7 skenovéni béhem 24
24 hodin hodin
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Absorbance
Absorbance
o o
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———— — 0,04
—— 0,02
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——30 min od pfipravy ——3,5 hod pfipravy ——7,5 h od pfipravy 11,5 h od pripravy
30 min 7,5 h od pFipravy 19,5 h od pfipravy =——23,5 h od pfipravy

15,5 h od phipravy 19,5 h od piipravy 23,5 h od pipravy

Obrazek 6 — a) Skenovani extraktu lopuchu ve fosfatovém pufru pH 7,5 béhem 24 h, b) Zavislost
absorbance na ¢ase u extraktu lopuchu ve fosfatovém pufru pH 7,0

Extrakt lopuchu, pfipraveny ve fosfitovém pufru pH 7,5 a skenovany v oblasti
viditelného spektra (Obrazek 6a), vykazuje vyrazny narlst absorbance béhem 24 hodin,
pficemz maximum absorbance bylo zaznamenano na urovni 0,07 s celkovym narlstem
absorbance od 0,007 na 0,07. Maximum absorbance pii vinové délce bylo 692 nm, coz se 1isi
od hodnoty extraktu ve VTV a ve fosfatovém pufru pH 8,0. Nicméné, od 19,5 hodiny
od piipravy extraktu az do konce méfeni, byl pozorovan vyznamny posun absorbance v oblasti
500 nm, ktery byl zptisoben zakalenim extraktu a zménou jeho &irosti a barvy. Casova zavislost
absorbance vykazuje linearni stoupani hodnot, ale srovnani s grafem extraktu ve fosfatovém
pufru pH 8,0 ukazuje, Ze nartist absorbance u extraktu ve fosfatovém pufru pH 7,5 byl mensi,
coz odpovidd méfeni barevnosti. U extraktu lopuchu ve fosfatovém pufru pH 7,0 (Obrazek 6b)

nedoslo ke zvySeni absorbance.
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b)

a)
Extrakt lopuchu v B-R pufru pH 8,0 skenovani béhem 24 hodin Zavislost absorbance na &ase u extraktu lopuchu
014 v B-R pufru pH 8,0
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15,5 h od pFipravy 19,5 h od pfipravy ——23,5 h od pfipravy

Obrazek 7 — a) Skenovani extraktu lopuchu v Britton-Robinsonové pufru pH 8,0 béhem 24 hodin,
b) Zavislost absorbance na ¢ase u extraktu lopuchu v Britton-Robinsonové pufru pH 8,0

Pfi srovnani absorbance extraktu lopuchu v Britton-Robinsonové pufru pH 8,0 je
patrné, ze hodnoty se v pribéhu 24 hodin méni (Obrazek 7a). Maximalni hodnota dosahla
0,102 a celkovy nariist byl z 0,024 na 0,102. Tyto hodnoty byly ziskany pti vlnovych délkach
682-694 nm, coz se muze lisit od pfedchozich méteni vzhledem k rozdilnému sloZzeni pouzitého
pufru. Nartist absorbance muize svédcit o zméné barvy, nicméné v oblasti 500 nm dochazi
od 15,5 hodiny od piipravy ke zna¢nému zvySeni absorbance a pozadi reaguje az na hodnotu
maxima 0,186. Toto zvySeni miize byt zplisobeno zakalenim vzorku, kdy se zvySuje jeho
opalescence, coz mohlo zabranit zméné barvy vzorku na zelenou. Casovy priibéh absorbance
potvrzuje tento jev (Obrazek 7b).

Pro porovnani vlivu pH na extrakt lopuchu byly pouzity dva rizné pufry: fosfatovy
pufr s pH 8,0 a Britton-Robinsontiv pufr pH 8,0. Tyto pufry vykazovaly nejvétsi
rozdily v oblasti viditelného spektra, takZe byly prozkoumany také v oblasti UV spektra
v rozmezi 250-400 nm, zda nebudou zaznamenany zmény v absorbanci, které by mohly mit
souvislost se zménou koncentrace nékterych organickych latek vstupujicich do reakce s ionty
kovl. Pro méfeni byly pouzity roztoky s fedénim 20x odpovidajicim pufrem. U extraktu
lopuchu ve fosfatovém pufru pH 7 a 7,5 nebyl zaznamenéan Zadny vyznamny rozdil mezi Cerstveé
pfipravenym vzorkem a vzorkem po 24 hodinach, a to ani béhem skenovani. Grafy téchto

extraktii byly podobné extraktu ve fostatovém pufru pH 8,0, proto nebyly zahrnuty do vysledka.
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Absorbance extraktu lopuchu ve fosfdtovém pufru (Obrazek 8) se témét nemeénila v rozmezi
320-330 nm mezi Cerstvé piipravenym vzorkem a vzorkem po 24 hodinach a drzela se
na hodnoté 0,25. V kontrastu s tim, u extraktu v Britton-Robinsonové pufru (Obrazek 9)
vykazoval Cerstvé pfipraveny vzorek vysS$i intenzitu absorbance, s maximem (A = 1,3)
pti 337 nm. Béhem 24 hodin se tato hodnota snizila na 0,723 pii 337 nm. Kromé toho byla
pozorovana v oblasti 300 nm vina s A = 0,96 ktera béhem skladovani klesla na 0,561. Tento
jev vSak mohl byt zptisoben opalescenci vzorku po 15 hodinach od ptipravy, coz bylo potvrzeno
v oblasti viditelného spektra.

Je tfeba poznamenat, Ze vSechna méfeni byla provadéna na roztocich s fedénim 20x
odpovidajicim pouzitému pufrovému systému, aby nedoslo ke zméné pH fedénim. Vysledky
méfeni ukazaly, Ze extrakt lopuchu, ktery byl ptipraven ve VTV a ve fosfatovém pufru s pH
8,0, vykazuje nejvetsi nardsty absorbance v oblasti viditelného spektra béhem 24 hodin. Tento
vysledek je v souladu s pfedchozim méfenim barevnosti extraktli lopuchu. S ohledem na vyse
uvedené skutecnosti byl pro dalsi méfeni pouzit pouze extrakt lopuchu pfipraveny
ve fosfatovém pufru, a to z divodu jeho lepsi stability a schopnosti kontrolovat stalé pH

po celou dobu méieni.

3.2.3  Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH

V této praci byly provedeny experimenty k posouzeni antioxida¢ni aktivity extraktl
lopuchu, pfipravenych v riznych prostfedich a po riznych dobéch stani. Tyto extrakty byly
testovany pomoci DPPH testu, jeho vysledky poskytuji uzitecné informace o kapacité
antioxidantll k poskytovani vodikovych atomt a redukéni kapacité reakce, coz umoznuje

zhodnotit jejich Uc¢innost pfi inhibici DPPH radikali. Tento test také umoZiluje posoudit
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mechanismy interakce mezi volnymi radikdly a antioxidanty. Jde o jednoduchy test, ktery
vyzaduje pouze DPPH radikdlové ¢inidlo a antioxidant a lze provadét za mirnych
experimentalnich podminek, coz je vyhodné v porovnani s tradi¢nimi testy na antioxidanty,
které Casto vyzaduji dodatecné Upravy vzorku a Cinidel, vysoké teploty nebo piisun kysliku
[16].

V teto studii jsme se zaméfili na stanoveni antioxidacni aktivity extraktu lopuchu
pripraveného v riznych prostiedich.

Tabulka 4 - % inhibice pro rizné vzorky

% inhibice
Smérodatna
Vzorek Primér odchylka
Dezo. Cerstvy 15,7 2.7
Dezo. 24 h 18,6 3,7
VTV Clerstvy 39,1 3,3
VTV 24 h 54,3 3,3
F. pH 7,0 Cerstvy 16,1 3,4
F.pH7,024h 20,6 3,0
F. pH 7,5 Cerstvy 7,1 1,1
F.pH7,524h 15,4 2,3
F. pH 8,0 Cerstvy 9,2 1,4
F.pH 8,024 h 8,6 1,8

Dezo ¢. — extrakt lopuchu v demineralizované vod¢ Cerstvé ptipraveny, VTV ¢.— extrakt lopuchu ve velmi tvrdé vodé Cerstve
piipraveny, F. pH 8,0 ¢. — extrakt lopuchu v fosfatovém pufru pH 8,0 Cerstvé ptipraveny, F. pH 7,5 ¢. — extrakt lopuchu
v fostatovém pufru pH 7,5 Cerstvé ptipraveny, F. pH 7,0 €. — extrakt lopuchu v fosfatovém pufru pH 7,0 Cerstvé ptipraveny.

Vysledky (v Tabulce 4) méfeni ukazuji, Ze extrakt lopuchu Cerstve ptipraveny ve VIV
vykazoval vys8i antioxidacni aktivitu v procentech inhibice (39,1 %) neZ extrakt pfipraveny
v destilované vodé (15,7 %). U extraktu ve fosfatovém pufru s klesajicim pH se aktivita
zvySovala po 24 hodinach skladovani. Doslo také k nartistu antioxidacni aktivity ve VIV
extraktu (54,3 % inhibic.) Extrakt ve fosfatovém pufru pH 8,0 vykazoval podobné antioxidacni
vlastnosti jako na za¢atku, na druhé strané€ pufry pH 7,0 a 7,5 vykazovaly vyssi antioxida¢ni
aktivitu po 24 hodinach. Je zajimavé, Ze 1 kdyz ke zméné dochédzi u extraktu ve VTV
a fosfatovém pufru pH 8,0 antioxidacni aktivita métfena s pouZitim DPPH radikali byla
rozdilna. Pokud se zaméfime na smérodatné odchylky, lze pozorovat, ze vétSina vzorka
vykazuje podobnou hodnotu, s vyjimkou extraktu pfipraveného v destilované vodée
po 24 hodinéch, ktery mé vyrazné vyssi smérodatnou odchylku nez ostatni vzorky. To mlize

byt zptisobeno vlivem starnuti extraktu v destilované vode.

52



3.3 Vliv pridavku EDTA na barevnost extraktu lopuchu

Zménu barevnosti a spektralnich vlastnosti extraktu lopuchu ve VTV a ve fosfatovém
pufru pH 8,0 mohou zptisobovat tvorba komplexu fenolickych latek s n¢jakymi mineralnimi
latkami.

Ve ¢lanku Abdelatty Mohameda Radalla, ktery se zaméfuje na studium trojkomplexti
obsahujicich nékteré ionty prechodnych kovi, kyselinu gallovou a alifatické dikarboxylové
kyseliny v roztocich vody, autor uvadi, ze vlivem riznych faktora (jako je pH a koncentrace
jednotlivych slozek) miize byt ovlivnéna tvorba vyslednych komplexii [84]. Taky autofi Franjo
FreSer a kol. se zabyvali zavislosti konstanty tvorby koordina¢niho komplexu Fe(II)-gallova
kyselina na pH. Vysledkem studie bylo zjisténi, ze tvorba tohoto koordina¢niho komplexu
zavisi na pH a ze v kyselém prostiedi je tvorba komplexu niz$i nez v neutrdlnim nebo
alkalickém prostiedi [85].

Za predpokladu, ze zmény v barvé extraktu z lopuchu jsou zptsobeny piitomnosti
komplexu, 1ze ocekavat, ze ptidani chelatacniho ¢inidla mize tento komplex rozlozit a vést
k ztraté zelené barvy. Tento piedpoklad plati v piipadé€, ze stabilita komplexu ptitomného
v extraktu kofene lopuchu je mensi neZ stabilita komplexu mineralnich latek s EDTA. V prvnim
experimentu byla riznd mnozstvi EDTA pfidana do Cerstvé piipravenych extraktii z kofene

lopuchu ve fosfatovém pufru s pH 8,0.
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Vliv pfidavku EDTA v g.

0,2
0,18
0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06

0,04 h
0’02 X

450 500 550 600 650 700 750 800
VInova delka (nm)

Absorbance

Slepy pokus 0,05 g EDTA 0,1 gEDTA ——0,2 g EDTA
0,3 g EDTA =—0,5g EDTA =—0,8 g EDTA =1 gEDTA

Obrazek 10 — Vliv pfidavku riizného mnozstvi EDTA (g/20 ml) na extrakt lopuchu ve fosfatovém
pufru pH 8,0

Na ptilozeném Obrazku 10 lze pozorovat, ze hodnota intenzity slepé¢ho pokusu je
nejvyssi ze vSech vzorkd. S rostoucim mnozstvim pridaného EDTA (g/20 ml) klesé absorbance,
jak je patrné u vzorku s hodnotou 0,124 v oblasti 695-700 nm a u vzorku s ptidavkem 0,05 g
EDTA s hodnotou 0,074 v téZe oblasti. Postupné pfiddvani EDTA dale zpisobuje pokles
absorbance az na hodnotu 0,023 u vzorku s pfidavkem 0,3 g EDTA v téZe oblasti. U dalSich
pridavkl se absorbance pohybuje v rozmezi 0,037-0,046. Méteni pH takto pfipravené smeési
bohuzel ukazalo, ze vysoké pridavky EDTA zasadnim zpisobem méni kyselost vzorku roztoku.
Nelze tedy prokazat, ze ke zméné absorbance (barevnosti) dochazelo vlivem tvorby komplexu
EDTA s ionty kovl nebo byla disledkem zmény pH. Vliv pH na barevnost extraktii byla
prokazana v predeslych experimentech. Tyto vysledky nedokazuji, ze disodna stl (Chelaton
IIT) tvofi komplexy s néjakou minerdlni latkou, ptfipadné kovem v extraktu lopuchu [86].
Z divodu zmény pH ptidavkem EDTA byly v dalSich experimentech pouZity niz$i koncentrace

roztoku EDTA.
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Déle bylo ovéteno, zda se projevi na voltametrickém méteni s pouzitim metody SWV
stejna zavislost vlivu pridavku rizného mnozstvi EDTA na elektrochemické vlastnosti extraktu

lopuchu ve fosfatovém pufru pH 8,0.
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Slepy pokus Vzorek ve fosfatovém pufru pH 8
Pridavek 0,05 g EDTA Pridavek 0,1 g EDTA
——— PFidavek 0,2 g EDTA ——— Pfidavek 0,3 g EDTA
—— Pfidavek 0,5 g EDTA —— Pfidavek 0,8 g EDTA

— PFidavek 1 g EDTA

Obrazek 11 — Voltametrické méteni vlivu ptidavku rdzného mnozstvi EDTA (g/20 ml) na extrakt
lopuchu ve fosfatovém pufru pH 8,0

Kontrolni vzorek extraktu lopuchu ve fosfatovém pufru (pH 8,0) byl charakterizovan
oxidaci pti potencialu 0,18 V (Obrazek 11). Piidavkem EDTA doslo k posunu oxidacni viny
smérem k vy$S§im hodnotam potencidlu s jednoznaénym nariistem proudového vytéZzku. Je
vidét, Ze ¢im vétsi navazka EDTA se pouZzivala tim vétsi byl proud a posun potencialii. Tak
potencial roste z 0,18 do 0,29 V a proud z 6,01 do 18,67 pA. K posunu potencidlu dochézi
v disledku zmény pH v roztocich.

Bylo nutné vyzkouset méfeni s mensimi koncentracemi EDTA tak, aby se eliminoval vliv

ruzné hodnoty pH.
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Vliv pfidavku EDTA
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Obrazek 12 — Vliv pfidavku roztoki EDTA o rtizné koncentraci na extrakt lopuchu ve fosfatovém
pufru pH 8,0

Nejprve byly ptipraveny riizné koncentrace EDTA (0,2 M, 0,1 M, 0,05 M, 0,033 M a 0,02
M). Do cerstvé pfipravenych extrakti z kofene lopuchu bylo pfidano vzdy 1 ml od kazdé
koncentrace EDTA. Po piridavku roztokit EDTA (Obrazek 12) doslo ke snizeni absorbance
pti vlnové délce 699 nm, coz indikuje moznost, Ze ptivodni neznamy komplex byl rozrusen
a vytvofen novy komplex s EDTA. BohuZel nebyla prokazana piima zavislost na koncentraci
EDTA. Pti pfidani roztoku 0,0005 M EDTA na litr doSlo k poklesu absorbance na hodnotu
0,098, zatimco pfti vyS$si koncentraci EDTA (0,005 M) byla tato absorbance vyssi (A = 0,183).
Pivodné se ocekavala jasnd souvislost mezi koncentraci EDTA a zménou absorbance (¢im
vy$si koncentrace, tim vét§i zména), tato zasadni nesrovnalost naznacuje, Ze ptipadna tvorba
komplexu v extraktu z kofene lopuchu nemusi souviset pouze s koncentraci pfitomnych
minerdlnich a organickych latek. Je mozZné, Ze k tvorbé barev komplexu dochazi v souvislosti

s dal$imi nezndmymi faktory, jako je naptiklad koncentrace kysliku, oxidu uhli¢itého atd.
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Obrazek 13 — Voltametrické méteni vlivu ptidavku roztoki EDTA o rizné koncentraci na extrakt
lopuchu ve fosfatovém pufru pH 8,0

Byla provedena dalsi série voltametrickych méfeni (viz Obrazek 13) s pfidavkem nizsich
koncentraci EDTA nez v ptfedchozich experimentech. Namisto sypkého EDTA byl pouzit
roztok. VSechny extrakty s pfidavkem roztoku EDTA vykazovaly vyssi proudové vytézky
pfi potencidlu 0,2 V ve srovnani s extraktem v destilované vodé. S klesajici koncentraci EDTA
klesala i hodnota proudu. Nejvyssi proud byl naméfen u extraktu s ptidavkem 0,2 M EDTA
(7,64 nA), nejnizsi proud byl naméfen u extraktu s ptidavkem vody (3,31 pA). Pii potencidlu
0,20 V nebyl témét Zzadny vyrazny posun zaznamenan. Hodnoty pH roztoku se pohyb
od 7,4 do 7,68.

Pred samotnym méfenim taky bylo zméfeno pH vSech vzorkll a provedena zavislost

potencialti na pH vzorkd.
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Obrazek 14 - Zavislost potencialu na pH vzorkt
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Muzeme fict, ze vrcholovy potencidl u nejkoncentrovanéj$iho vzorku klesa se
zvySovanim pH (viz Obrazek 14). [ kdyz §lo o zmény pH v rozsahu tii desetin, byl zaznamenan
trend, kdy s rostoucim pH dochazelo k poklesu potencialu. Vrcholovy potencial (Ep) vici pH

vykazuje posun k mensi hodnoté¢.
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Obrazek 15 - Zavislost proudu na pH roztoki

U stejného meéteni byla pozorovana zavislost proudu na pH roztokd (na Obrazku 15),

ale vzhledem k koeficientu determinace R™? = 0,69 nelze tuto zménu brat jako vyznamnou.
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Obrazek 16 - Zavislost koncentrace ptidaného EDTA na pH roztoki

Na Obrazku 16 je celkovad zavislost koncentrace ptfidaného EDTA na pH roztoki
a vysledkem je, Ze ¢im vétsi koncentraci EDTA mél extrakt tim vic klesalo pH od piivodnich
8,0 do 7,4 u extraktu s 0,2 M EDTA a ¢im mensi byl pfidavek tim stalejsi pH (8,0) mél kone¢ny
extrakt lopuchu. I kdyZ se miiZze zdat, Ze je tento rozdil zanedbatelny, pfedchozi experimenty
prokdzaly, ze pouhd zména pH extraktu z 8.0 na 7.5 méla za nésledek vyraznou zménu
barevnosti.

Voltametrickym méfenim extraktd snizSimi koncentraci nebyly ziskané Zadné

vysvétlujici vysledky.
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3.4 Vliv anorganickych ionti na absorbanci a elektrochemické vlastnosti

nalevu lopuchu v bazickém prostredi

Hypotéza, kterd predpoklada tvorbu komplexu organickd latka-iont v extraktu z kofene
lopuchu v bazickém prostredi, byla dale experimentalné ovétena. Byl testovan vliv piidavku
riznych iontl na zménu v barevnosti (absorbance) a souvisejici elektrochemické vlastnosti
vzorkd.

Pridavek Mg?* Pfidavek Ca?*

500 550 600 650 700 750

VInova delka (nm)

500 550 600 650 700 750
Vinové delka (nm)

Slepy pokus —1,84%10-2 M Ca2+

. 9,68*10-3 M Ca2+
—— Slepy pokus

0,5M Mg2+ 0,1 M Mg2+ 0,33 M Mg2+

0,25 M Mg
9,2*10-3 M Ca2+

3,067*10-3 M Ca2+

Obrizek 17 - Vliv pfidavku roztoku MgS04 0 gprizek 18 - Viv piidavku roztoku CaSOs o
ruznych koncentracich na extrakt lopuchu ve

riznych koncentracich na extrakt lopuchu ve
fosfatovém pufru pH 8,0

fosfatovém pufru pH 8,0

Nejprve byly pouZity roztoky MgSO4 a CaSO4 k testovani jejich vlivu na extrakt.
Experimentalné bylo zji§téno, Ze kationty Mg?** a Ca®>" maji vliv na extrakt. Jak je vidét
na Obrazki 17 a 18, vSechny pifidavky riiznych koncentraci kationtl zpisobily zvySeni
absorbance ve srovnani se slepym pokusem. I vtomto pifipadé vSak nebyly potvrzeny
souvislosti s rostouci koncentraci, napt. 0,1 a 0,5 M vs. 0,25 s 0,33 M MgCl,. V dalsich
experimentech byly pouzity dalsi ionty, které zahrnoval stejné kationty v podobé chloridii
(Cd*, Zn*", AI**, Mn?', Mg?*, Ca?*, Ba®", Sb’"), aby bylo zjiiténo, zda maji n&jaky vliv.
Z vysledkii experimentu bylo patrné, ze pouze MgCl,, CaCl, a MnCl> maji skute¢ny vliv
na barvu extraktu, takze byly vybrany pro dal§i zkouméni. Pti stejnych koncentracich jako
u sirant bylo zjiSténo, ze po piidavku téchto kationtli vznika sediment. Proto byly koncentrace
upraveny na 0,005 M a 0,0005 M, pii kterych byly roztoky €iré a prithledné. Pro porovnéni byla

zvolena viditelna oblast spektra v rozmezi 500 az 800 nm.
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Obrazek 19 - Vliv pridavku roztoku MgCl, o riznych koncentracich na extrakt lopuchu ve
fosfatovém pufru pH 8,0

Na Obrazku 19 je vidét, ze absorbance slepého pokuse se nachazi mezi absorbancemi
pro koncentrace 0,005 M a 0,0005 M v oblasti 695-698 nm. To znamen4, 7¢ Mg** muZe mit
vliv na tvorbu barevného komplexu v extraktu. I v tomto piipad¢ piidavek roztoku o nizsi

koncentraci zptisobil zvyseni absorbance na 0,234.

Pridavek Ca?* Vis oblast

Absorbance

0,1

500 550 600 650 700 750 800
VInova delka (nm)

Slepy pokus == 0,005 M Ca2+ 0,0005 M Ca2+

Obrazek 20 - Vliv pridavku roztoku CaCls o riiznych koncentracich na extrakt lopuchu ve fosfatovém
pufru pH 8,0

Z Obrazku 20 je vidét, ze ptidavek o koncentraci 0,005 M mél za vysledek zvySeni

absorbance z 0,162 na 0,215 v oblasti 695-698. A ptidavek o koncentraci 0,0005 M zvysil
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absorbance na hodnotu 0,274 ve stejné oblasti. I v tomto ptipadé pouzitim roztoku o nizsi

koncentraci doslo k vys$simu narustu absorbance.

Pridavek Mn2*Vis oblast
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Obrazek 21 - Vliv pridavku roztoku MnCl, o riznych koncentracich na extrakt lopuchu ve
fosfatovém pufru pH 8,0

Na ptilozeném Obrazku 21 je patrné, Ze ob¢ testované koncentrace (0,005 M a 0,0005
M) projevily vyssi absorbanci neZ slepy pokus. Absorbance se zvySuje z hodnoty 0,205

u slepého pokusu na hodnotu 0,4 u 0,005 M, pficemz maximum se nachazi na hodnoté 0,44

Z toho plyne, Ze nejvyrazn&jsi narlist absorbance byl pozorovan u kationtu Mn**,
u kterého bylo dosazeno maxima o hodnotg 0,44. Nésleduje kationt Ca®* s maximem na hodnoté
0,275. Nejmensi nardst absorbance byl pozorovan u kationtu Mg?" s maximem na hodnoté
0,235 v oblasti vlnovych délek 695-698 nm. Tato pozorovani potvrzuji domnénku, Ze zménu
barevnosti extraktu lopuchu ve fosfatovém pufru (pH = 8,0) mohou zpusobit komplexy
s n€kterymi dvojmocnymi ionty.

V UV oblasti 250-400 nm nebyly zaznamenany zadné rozdily mezi testovanymi
koncentracemi (0,005 M a 0,0005 M) ani mezi riznymi kationty. Slepy pokus vykazal v této
oblasti vyrazné vyssi absorbanci nez extrakt s pfidavkem kationtii. PfiloZzena grafick4 Priloha

3 (a, b, ¢) zachycuje zminéné jevy.
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Pro potvrzeni vysledkii poskytnutych pomoci UV-Vis méfeni extraktu lopuchu
ve fosfatovém pufru pH 8,0 bylo provedeno dalsi voltametrické méfeni SWV metodou, a to

roztoktit MgSO4 a CaSO4 o0 rtiznych koncentracich.

12 . vr
Vliv pfidavku Mg?*
10
Fosfatovy
ufr
<E g | glepy pokus
-
- ——Mg2+ (0.5M)
o6 —Mg2+(0.33M)
8 ——Mg2+(0.25M)
4
al
2
o 1 1 1 1 J
0 0,2 0,8 1

0,4 0,6
Potencial / V vs SCE

Obrazek 22 - Voltametrické méfeni vlivu pridavku roztoku MgSO,4 o riznych koncentracich na
extrakt lopuchu ve fosfatovém pufru pH 8,0

V nésledujicim Obrazku 22 je zndzornén vliv ptidavku kationtu Mg?* na vlastnosti
roztoku. Bylo pozorovano, Ze pridani jakékoli koncentrace Mg** do extraktu lopuchu mélo vliv
na proudovou odezvu. Hodnota proudové odezvy v slepém pokusu byla 3,31 pA, zatimco
po pfi piidani 0,25 M Mg?" dosahla hodnoty 10,77 pA. Nebyla prokizana linearni zavislost
mezi koncentraci piidaného Mg?" a proudovou odezvou. B&hem méieni zlistal oxidaéni

potencidl stabilni na hodnoté 0,19 V.
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Obrazek 23 - Voltametrické méteni vlivu piidavku roztoku CaSO;4 o riznych koncentracich na
extrakt lopuchu ve fosfatovém pufru pH 8,0

Na Obrazku 23 je zobrazen vliv piidavku Ca** kationtu na elektrochemické vlastnosti
roztoki. Bylo pozorovéno, Ze oba ptidavky Ca*" kationtu do extraktu lopuchu zvysili proudovy
vytézek. Hodnota slepého pokusu byla 3,37 pA oproti 9,4 pA u 0,006 M a 11,07 pA u 0,003
M Ca**. Potencial se v priibéhu mé&feni byl stabilni na hodnoté 0,18 V.

Po srovnani celkového vlivu piidavku iontli Ca** a Mg®" bylo zjisténo, Ze nejvyrazngjsi
vliv mély koncentrace 0,003 M Ca*" a 0,25 M Mg?>". Proto bylo rozhodnuto provést dalsi
experimenty s pifidavkem iontli, tentokrat s pouZzitim chloridii namisto sirant, aby se zabranilo

srazeni roztokl po pfidani kationtd.

63
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Obrazek 24 - Voltametrické méteni vlivu piidavku roztoku MnCl; o riznych koncentracich na extrakt
lopuchu ve fosfatovém pufru pH 8,0

Na Obrazku 24 je patrny jednoznaény vliv proudové odezvy na koncentraci kationtu.
Hodnot proudu u slepého pokusu je 11,57 pA oproti 14,92puA u 0,005 M a 21,43 pA u 0,0005
M Mg?*. 1 v tomto piipadé bylo potvrzeno, Ze nizsi koncentrace iontu ma vétsi vliv na zmény

ve voltamogramu extraktu. Potencidl je stabilni na hodnot¢ 0,21 V.
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— Ca2+ (0.0005M)
<< 15 | c
=S a2+ (0.005M)
S~
-g 10
o
o
o
5
0 1 1 1 1 J
0 0,2 0,8 1

0,4 0,6
Potencial / V vs SCE

Obrazek 25 - Voltametrické méfeni vlivu ptidavku roztoku CaCl, o riznych koncentracich na extrakt
lopuchu ve fosfatovém pufru pH 8,0
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Na Obrizku 25 je vidét velky vliv obou koncentraci kationtu Ca?*. Hodnot proudu
u slepého pokusu je 11,57 pA oproti 16,25 pA u 0,0005 M a 16,26 pA u 0,005 M Ca**. Potencidl

se nachazi na hodnoté¢ 0,2 V. Rozdily v proudovém vytézku nejsou vyznamné.
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Obrazek 26 - Voltametrické méteni vlivu piidavku roztoku MnCl; o riznych koncentracich na extrakt
lopuchu ve fosfatovém pufru pH 8,0

Tak hodnot proudu u slepého pokusu je 11,82 pA oproti 14,11pA u 0,0005 M a 14,44 pA
u 0,005 M Mn*" (Obrazek 26). Potencial se nachazi na hodnotach 0,2-0,21 V. Velikost
proudového vytézku nijak nesouvisi s koncentraci Mn**.

Tento experiment byl proveden jako doplnék k UV-Vis méfeni extraktu lopuchu
ve fosfatovém pufru pH 8,0 s cilem oveéfit vysledky tohoto méfeni a ziskat dalsi informace
o elektrochemickém chovani iontl v roztoku. Bylo pozorovano, Ze piidani jakékoli koncentrace
Mg** do extraktu lopuchu mélo vliv na proudovou odezvu, ale linedrni zavislost mezi
koncentraci ptidaného Mg?" a proudovou odezvou nebyla prokazana. Ptidani iontii Ca*>" mélo
pozitivni vliv na proudovy vytézek a nejvyraznéjsi vliv mély koncentrace 0,003 M Ca** a 0,25
M Mg?*. V druhé fazi experimentu byly pouzity chloridy MgCls, CaCl, a MnCl. Bylo zjisténo,
7e koncentrace 0,0005 M Mg?* méla nejvétsi vliv na extrakt lopuchu. Potencial zistaval stabilni
v celém rozsahu koncentraci a pro kazdy iont se pohyboval v rozmezi 0,18-0,21 V. DalSim
cilem bylo méfeni pomoci infracervené spektroskopii pro nalezeni odliSnosti ve sloZeni riznych

pufrti a vod.
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3.5 Infracervena spektroskopie pouzitych pufri a vod

V této Casti experimentu byly porovnany mezi sebou infraervena spektra extraktti kofene
lopuchu ptipravené ve fostatovych pufrech o pH 8,0; 7,5 a 7,0; v Britton-Robinsonové pufru
o pH 8,0, ve velmi tvrdé vod¢ a s extraktem lopuchu v destilované vod¢. Navic do porovnani

s extraktem lopuchu v destilované vod¢ byl piidan spektrum inulinu pro ovéteni schody.

Extrakt lopuchu v destilované vodé
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Obrazek 27 - Infracervend spektra extraktu lopuchu v destilované vodé

Extrakty byly analyzovany jako lyofilizat metodou FTIR/ATR. Na Obrazku 27 v oblasti
3400-2700 cm ! se vyskytuje nékolik typickych absorpénich pasii: 3292 cm™! odpovida vale¢ni
vibrace O-H skupiny, 2946 cm™ zplisobené vazbou C—H ve skuping CHz, 2892 cm™! zplisobené
vazbou C—H ve skupiné¢ CHj3. Které jsou dobfe pozorované u inulinu a extraktu v destilované
vodé po 24 hodinach, v erstvém nélevu se pasy skresluji. Siroky pas s intenzitou pti 1600 cm
!, ktery neni specificky pro inulin, ale je dobfe vidét u Serstvé pfipraveného roztoku. Ten béhem
24 hodin nariistd, miiZze to byt zpisobeno vznikem deformacni vibrace (8) vazby O-H, kdy
dochazi k absorpci vody.

V oblasti ,,otisku prstu” pozorujeme dominantni komplexni sekvence past mezi 1220
2900 cm™! diky pfitomnosti vazeb C-C, C-O, C-O—C a C—O-H. V tomto rozmezi vlnod&td
absorbance znaéné narGistd béhem 24 hodin. Nejintenzivnéjsi pasy u 1015 a 985 cm™ jsou
zptsobeny vibracemi v (valenéni vibrace) (C—C) a v (C—O). V oblasti pti 927 cm™! je naznacena
piitomnost a-glukopyranosylového zbytku. Nakonec pasy pii 881 a 810 cm™! ukazuji na CHa

kruhovou vibraci f-anomeru a strukturu 2-ketofurandzy.
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Oblast pod 600 cm™! vykazuje riizné Siroké spektralni pasy. Tato oblast miize obsahovat
slabé pasy wvznikajici vibraci aromatickych kruhti aminokyselin fenylalaninu, tyrosinu

a tryptofanu, ale nelze je piesné¢ urcit [87].

Extrakt v fosfatovém pufru pH 8,0
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Obrazek 28 - Infracervena spektra extraktu lopuchu ve fosfatovém pufru pH 8,0

Jak je vidét z Obrazku 28 absorbance Cerstvé ptipraveného roztoku a absorbance
po 24 hodinach jsou podobné, proto v dal§ich vyhodnoceni se pouziva jen méteni absorbance

u vzorkl po 24 hodinéch.

Extrakt ve fosfatovych pufrech po 24 h
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Obrazek 29 - Infracervena spektra extraktu lopuchu ve fosfatovém pufri o rizném pH

Na Obrazku 29 jsou infracervena spektra extraktu lopuchu ve fosfatovém pufru pH 8,0,
7,5 a 7,0. Je vidét shodnost vSech tiech pufru mezi sebou v oblasti 3400-2700 cm™, kde
3113 cm! odpovida valeeni vibrace O-H skupiny, které jsou nejvétsi u pufru o pH 8,0. Zvysena

intenzita absorbance u 2899 cm’! naznacuje vazbu C-H ve skupiné CHa. Pas s intenzitou

67



pii 1622 cm!, ktery je dobie pozorovany u extraktu ve vodg, u fosfatovych pufrti ma mensi
intenzitu, projevuje se vznik deformacni vibrace (8) vazby O—H, kde dochézi k absorpci vody
a nejvyssi intenzitu ma pufr pH 7,0. V oblasti ,,otisku prstu” pozorujeme komplexni sekvence
pasti mezi 1220 a 700 cm™" Tato oblast p¥inasi informaci o odli$nosti pufrd mezi sebou. Extrakt
lopuchu ve fosfatovém pufru pH 8,0 ma velmi vyrazné tii intenzivni pasy pii 1044 cm™,
1016 cm™ s intenzitou absorbance 0,6-0,7 pod vlivem vibraci v (valenéni vibrace) (C—C)
a v (C-0) a dlouhy nerozdéleny pas od 848—813 cm™!. Tento tvar spektra se bohuZel podoba
s IC spektrem hydrogenfosfore¢nanu draselného (P¥iloha 4).

U extraktu lopuchu ve fosfatovém pufru pH 7,5 tyto pasy se objevuji v oblasti 1025 cm”
11011 cm™ s intenzitou 0,7 a posledni pas se rozpad4 na nékolik malych: 882 cm™, 843 cm™ a
815 cm’!. U extraktu lopuchu ve fosfitovém pufiru pH 7,0 pfi absorbanci 0,63 se objevuji piky:
1025 cm™, 1012 cm™! a posledni je dlouhy nerozdéleny pik od 840809 cm™ [88].

a) Extrakty lopuchu po 24 hodinach b)  Extrakt lopuchu ve VTV po 24 hodinéch
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Obrazek 30 — a) Infracervena spektra (FTIR/ATR) extraktu lopuchu ve VTV oproti extraktu
v destilované vodé, b) Infracervena spektra extraktu lopuchu ve VTV

Pii popistt Obrazku 30b byl pfidan navic Obrazek 30a obsahujici extrakt lopuchu
v destilované vod¢, kvuli jejich velké shodé. Navic obrazky jsou v rlznych meéfitkach
absorbance z diivodu lepsi Citelnosti spektra extraktu lopuchu ve velmi tvrdé vode.

V oblasti 3400-2700 cm™! se vyskytuje n&kolik typickych absorpénich pasti: 3292 ¢cm™
odpovida vale¢ni vibrace O-H skupiny u obou extraktii, 2946 cm™ u lopuchu v destilované vodé
22916 cm™ u lopuchu ve VTV, zpiisobené vazbou C—H ve skupiné CH, 2892 cm™! zptisobené
vazbou C-H ve skupiné CH3 u extraktu v destilované vodé a 2872 cm™ u extraktu ve VTV.
Tyto pasy jsou dobie pozorované i u inulinu. Siroky pas s intenzitou p¥i 1600 cm™' miize byt
zpusoben vznikem deformacni vibrace (8) vazby O—H, kdy dochazi k absorpci vody. V oblasti
,,otisku prstu” je sekvence past mezi 1200 a 900 cm™!, diky vazbam C-C, C-O, C-O—C a C—
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O-H. Nejintenzivngjsi pasy o 1015 a 985 cm™! jsou zptisobeny vibracemi v (valenéni vibrace)
(C—C) a v (C-0). V oblasti pti 927 cm™ je naznatena piitomnost a-glukopyranosylového
zbytku. Nakonec pasy pii 881 a 810 cm™' ukazuji na CHz kruhovou vibraci B-anomeru a
strukturu 2-ketofuranozy. Jestli se podivame na Obrazek 30b, kde jsou zndzornény extrakt ve
VTV a v destilované vod¢ je vidét, ze maji velmi podobné piky, jenom absorbance extraktu
v destilované vod¢ je vyssi, tak maxim nejvyssiho piku je na 0,65 oproti 0,12 u stejného piku
ve VTV.

Podle ziskanych vysledku miizeme fict, Ze extrakt z kofene lopuchu ve velmi tvrdé vodé

svoji strukturou a tvarem pasu se shoduje s fruktanem inulinového typu.

Extrakt lopuchu v B-R pufru pH 8,0 Extrakt lopuchu v B-R pufru pH 8,0
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Obrazek 31- FTIR/ATR sp@ktrum extraktu kofene lopuchu v Britton-Robinsonové (B-R) a
fosfatovém pufru (pH 8,0). Sipkou je ozna¢eno pouze spektrum v B-R pufru.

Pro lepsi porovnani byl pouzit Obrazek 31 extraktu ve fosfatovém pufru pH 8,0 s jinim
méfitkem. V oblasti 3400-2700 cm™' u extraktu v B-R. pufru hodnota 3112 ¢cm™! odpovida
vale¢ni vibrace O-H skupiny, které jsou nejvétsi u pufru o pH 8,0. Maly hrb u 2831 cm’!
naznacuje vazbu C—H ve skuping CHa. P4s s intenzitou pfi 1561 cm™ ma mensi intenzitu neZ
u fosfatového pufru, ale v tomto pufru se zacina délit na n€kolik pasi, tak se projevuje vznik
deformacni vibrace (0) vazby O-H, kdy dochazi k absorpci. V oblasti ,,otisku prstu”
pozorujeme komplexni sekvence pasti mezi 1220 a 700 cm™'. Kterd se shoduje s extraktem
ve fosfatovém pufru, a tedy 1 s hydrogenfosfore¢cnanem draselnym. Extrakt lopuchu v B-R.
pufru ma velmi vyrazné tii pasy pfi absorbanci 0,08—01: 1044 cm™!, 966 cm™, 811 cm™! [88].

Byla provedena analyza zmén v spektru extraktu z kotene lopuchu v destilované vodé
béhem 24 hodin stani. Vysledky ukazaly, Ze intenzita pasti postupné roste a tvar pasu se shoduje
s fruktanem inulinového typu, coZ potvrzuje silny vliv inulinu obsazeného v extraktu lopuchu.

Extrakt lopuchu pfipraveny ve fosfatovém pufru o pH 8,0, 7,5 a 7,0 ma shodné spektralni
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charakteristiky s hydrogenfosfore¢nanem draselnym (PF¥iloha 4), coz svéd¢i o vysokém vlivu
pouzitych chemikalii pro ptipravu fostfatového pufru na obsah latek v extraktu. Extrakt lopuchu
ale spektrogramy byly velmi podobné extraktu piipravenému v destilované vod¢, coz také
naznacuje silny vliv inulinu. Nakonec, extrakt pfipraveny v Britton-Robinsonové pufru ma
spektralni charakteristiky shodné s extraktem lopuchu ptipravenym ve fosfatovém pufru o pH

8,0.

3.5.1 Infradervena spektroskopie extrakti s piridavky vybranych anorganickych ionti
Pti dalS$im zkoumani byly porovnany piky extraktu ve fosfatovém pufru pH 8,0 a ptidavek

rizné koncentraci vybranych kationtl pro zjiSténi, zda je viditelny néjaky rozdil.

Extrakt lopuchu s pfidavkem 0,5 M MgSO,,
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Obrazek 32 - Infracervena spektra piidavku 0,5 M MgS04 do extraktu lopuchu ve fosfatovém pufru
pH 8,0

Na Obrazku 32 je porovnani extraktu lopuchu ve fosfatovém pufru pH 8,0
a ve stejném pufru s pfidavkem 0,5 M MgSO4 mezi sebou. Je vidét, ze po pridavku kationtu
absorbance se snizila, ale samotny obrazek past zlstal stejny. V oblasti 36002700 cm™' se
vyskytuje nékolik typickych absorpénich pasti: 3236 cm™' a 3079 cm™! odpovida véle¢ni vibrace
O-H skupiny u obou extraktii, 2898 cm™! u lopuchu s ptidavkem Mg** a 2904 cm™ u lopuchu
ve fosfatovém pufru, zpiisobené vazbou C—H ve skupiné CHa. Siroky pas s intenzitou
pii 1560 cm™! u extraktu s pfidavkem kationtu miiZe byt zpiisoben vznikem deformaéni vibrace
(0) vazby O-H, kdy dochdazi k absorpci vody, ale ve samotném extraktu ve fosfaitovém pufru

tento pas je pii 1607 cm™.
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V oblasti ,,otisku prstu” je sekvence past mezi 1200 a 900 cm™, diky vazbam C—C,
C-0, C-O-C a C-O-H. Nejintenzivngj§i pasy — klky o 1023 cm™ 996 cm™ a §irsi 862 cm™!
pii intenzité 0,5-0,6, které se shoduji se spektry hydrogenfosfore¢nanu draselného, popsaného
vyse. Taky v oblasti 613 cm™!' se objevuje novy pas u extraktu s piidavkem, ktery neni vidét

u extraktu v samotném pufru, ktery mtize svédcit o pikach ohybu C-H mimo rovinu [6].

Extrakt lopuchu s pfidavkem 1,84x102 M CaSO,
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Obrazek 33 - Infraervena spektra pridavku 1,84x102 M CaSOs do extraktu lopuchu ve fosfatovém
pufru pH 8,0 v porovnani s extraktem bez kationtu

Na Obrazku 33 je porovnani extraktu lopuchu ve fosfatovém pufru pH 8,0
a ve stejném pufru s ptidavkem 1,84x107 M CaSOq mezi sebou.
S ptidavkem kationtu absorbance se sniZuje, ale samotny obrazek pasy zistava stejny. Kromée
oblasti 1200-1450 cm™, kde se objevuji n&kolik malych pést, neviditelnych v extraktu
ve fosfatovém pufru. A taky pas 618 cm’™, ktery mize svéd¢it o pikdch ohybu C—H mimo

rovinu.
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Extrakt lopuchu s pfidavkem 0,005 M Mg?* Extrakt lopuchu s pfidavkem 0,005 M Mg?*
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Obrazek 34- FTIR/ATR spektrum extraktu kotene lopuchu ve fosfatovém pufru (pH 8,0) s pridavkem
0,005 M MgCl, oproti &istému extraktu ve fosfatovém pufru pH 8,0. Sipkou je oznateno pouze
spektrum extraktu s pridavkem 0,005 M MgCl,.

Na Obrazku 34 jsou zobrazeny extrakt lopuchu ve fosfatovém pufru pH 8,0 a extrakt
ve stejném pufru s piidavkem 0,005 M Mg** (z diivodu lepsi &itelnosti obrazky maji riznou
intenzitu absorbance). S ptidavkem kationtu absorbance se siln¢ snizuje z 1 do 0,05 v maximu
u extraktu ve fosfatovém pufru oproti extraktu s pridavkem kationtu, ale samotny obrazek pasy
zUstava stejny. Kromé oblasti 40001100 cm™!, kde z neznamého diivodu absorbance se nachizi
v zaporné oblasti. Forma pasii v oblasti 1095775 cm’ taky se méni: jestli u extraktu
ve fosfatovém pufru pasy se postupné sniZuji intenzitu absorbance u extraktu s ptidavkem

kationtu oni se nachazi na stejné Grovni.

Extrakt lopuchu s pfidavkem 0,0005 M Mg?* Extrakt lopuchu s pfidavkem 0,0005 M Mg?*
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Obrazek 35- FTIR/ATR spektrum extraktu kofene lopuchu ve fosfatovém pufru (pH 8,0) s pfidavkem
0,0005 M MgCl, oproti &istému extraktu ve fosfatovém pufru pH 8,0. Sipkou je oznaéeno pouze
spektrum extraktu s pfidavkem 0,0005 M MgCl,.

Na Obrazku 35 jsou zobrazeny extrakt lopuchu ve fosfatovém pufru pH 8,0 a extrakt

ve stejném pufru s ptidavkem 0,0005 M Mg>" (z diivodu lepsi Citelnosti obrazky maji riznou
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intenzitu absorbance). S ptidavkem kationtu absorbance se silné snizuje z 1 do 0,36 v maximu
u extraktu ve fosfatovém pufru oproti extraktu s pridavkem kationtu, ale samotny obrazek pasu
z0stava stejny. Kromé oblasti 4000-3500 cm™!, kde z nezndmého divodu absorbance se nachazi

v zaporné oblasti.

Extrakt lopuchu s pfidavkem 0,005 M CaZ* Extrakt lopuchu s pridavkem 0,0005 M Ca?*
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Obrazek 36 — FTIR/ATR spektrum extraktu kotfene lopuchu ve fosfatovém pufru (pH 8,0)
s ptidavkem 0,005 M CaCl; a 0,0005 M CaCl, oproti Cistému extraktu ve fosfatovém pufru pH 8,0.

Na Obrazku 36 je porovnani extraktu lopuchu ve fosfatovém pufru pH 8,0
a ve stejném pufru s piidavkem 0,005 M a 0,0005 M Ca?" mezi sebou. S piidavkem kationtu
absorbance se nepatrné snizuje, ale samotny obrazek pasu ziistava stejny. Kromé nového pasu
673 cm’!, ktery za¢ina byt viditelny u extraktu s pidavkem 0,005 M Ca*" a vzriistd v intenzité
a se posouva na 685 cm™ u extraktu s ptidavkem 0,0005 M, coz mlize svéd¢it o pikach ohybu
C-H mimo rovinu.

Extrakt lopuchu s pfidavkem 0,005 M Mn?* Extrakt lopuchu s pfidavkem 0,005 M Mn2*
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Obrazek 37 - FTIR/ATR spektrum extraktu kofene lopuchu ve fosfatovém pufru (pH 8,0) s piidavkem
0,005 M MnCl; oproti ¢istému extraktu ve fosfatovém pufru pH 8,0. Sipkou je oznaceno pouze spektrum
extraktu s ptidavkem 0,005 M MnCl,

Na Obrazku 37 jsou zobrazeny extrakt lopuchu ve fosfatovém pufru pH 8,0 a extrakt
ve stejném pufru s pridavkem 0,005 M Mn** (z dtivodu lepsi Citelnosti obrazky maji riznou
intenzitu absorbance). S ptidavkem kationtu absorbance se silné€ snizuje z 1 do 0,153 v maximu

u extraktu ve fosfatovém pufru oproti extraktu s ptidavkem kationtu, ale samotny obrazek past
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zlistava stejny. Kromé oblasti 4000-3450 cm™, kde z nezndmého diivodu absorbance se nachazi

v zaporné oblasti.
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Obrazek 38 - Infracervend spektra extraktt lopuchu s ptidavkem 0,0005 M MnCl, oproti extraktu
ve fosfatovém pufru pH 8,0

Na Obrazku 38 jsou zobrazeny extrakt lopuchu ve fostatovém pufru pH 8,0 a extrakt
ve stejném pufru s pridavkem 0,0005 M Mn?*. S piidavkem kationtu do extraktu absorbance je
nepatrné nizsi, ale samotny obrazek past zustava stejny.

V této Casti bylo provedeno porovnani extraktu lopuchu ve fosfatovém pufru pH 8,0
ave stegjném pufru s pfidavkem kationtd (0,5 M MgSO4 nebo 1,84x10-2 M CaSO4).
Na zéklad€ analyzy infracervené spektroskopie bylo zjiSténo, ze u extraktl s piidavkem
kationtii byl pozorovan novy pés pii 613 cm™!, ktery neni vidét u extraktu v samotném pufiu.
Pti porovnani extraktu ve fosfatovém pufru s ptidavkem roztoktt MgCl,, CaCl> a MnCl byly
pozorovény rozdily v absorbanci v oblasti 1200-1450 cm™ a piku 618 cm™. V oblasti 4000—
1100 cm-1 u extraktu s MgCla byla absorbance v zaporné oblasti, coZ neni zndmo pro¢. Forma
past v oblasti 1095-775 cm-1 byla také odliSna. Objevilo, Ze i¢-spektrum extraktu s ptidavkem
kationtti, z neznamého diivodu, s mensi koncentraci 0,0005 M sice ma sniZzenou absorbanci
oproti extraktu ve fosfatovém pufru, ale ta je vétsi nez u extraktu s ptidavkem 0,005 M. Tenhle
Celkové lze tedy fici, Ze ptidavek kationtl do fosfatového pufru maé urcity vliv na spektrum

extraktu lopuchu, coz miize mit dopad na jeho vlastnosti a u¢innost.
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3.6 ISP/MS

Byly vypocitané primérné obsahy mineralnich latek ve slepych vzorcich (pufrech) a byly
nasledné odectené od kazdé namétené hodnoty vzorku. Pak byla provedena analyza hlavnich
komponent pro obsah minerald, analyza probéhla se standardizovanymi daty. Celkové byly
namétené 47 prvka: B, Al, V, Cr, Fe, Ni, Zn, As, Se, Zr, Sn, Cs, La, Pr, Sm, Gd, Dy, Er, Lu,
Hf, Ta, Re, Bi, Th, U, Mn, Co, Cu, As, Rb, Y, Mo, Cd, Sb, Ba, Ce, Nd, Eu, Tb, Ho, Yb, Hf, W,
Pt, Pb, Th. Nevice zastoupené prvky ve vSech vzorcich byly: B, Al, Mn, Co, Cu, Rb, Mo, Ba,
Cd, Sb, Pb, Bi, Sn, As, Fe, Cr, Zn, Se, Ni.

5
1,0 P T

Cd SCO Extrakt Lopuchu v Britton-Robinsovoyé pui

®

Extrakt Lopuchu ve fosfatovém pufiu

2 &
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0,0

1 Extrakt Lopuchu v destilované vodé
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Obrazek 39 — Graf projekce a) proménnych a b) piipadt do faktorové roviny

Graf projekce proménnych (Obrazek 39a) ukazal zavislost hodnoty na po¢tu komponent
vysvétlujici variabilitu v datech. Z tohoto grafu je patrné, ze prvni dv€ komponenty jsou
dostacujici (y <1) pro popis variability (90,5 %). Prvni dvé komponenty jsou vétsi nez 1, proto
muzeme fict, ze plné vysvétluji variabilitu v datech (90,5 %), a dalsi analyza zahrnuje jenom je
(viz graf v Priloze 5). Prvni komponenta koreluje s obsahy Zn, Sb, Mo, Pb, B, Cu, Al a Ni,
a vysvétluje 55,7% variability v datech, ne tak velky vliv ma i Se (kratky vektor). Druha
komponenta — osa y 34,84 % ukazuje na velkou roli Mn, Bi a Ba.

Pfi porovnani dalSiho grafu ptipadi do faktorové roviny (Obrazek 39b) mizeme fict,
ze kazdy z pouzitych roztokli byly rozd€lené do jednotlivych skupin, které se nachazi
na riznych mistech osy x ay. To znamenad Ze kazda s téchhle skupin ma odliSny obsah mineralu
a za vznik zelené barvy roztokii mizou odpovidat rozdilné kationty ve sloZeni. V BR pufru,
ktery se nahazi v pravém hornim kvadrantu grafu, hlavnimi mineralnimi latky jsou Cd, Sn, Aa

a Co. Oproti Fosfatovému pufru, ktery je v levym hornim kvadrantu grafu, kde jsou dominantni
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ionty: Fe, Cr, Sb, Mo, Pb, Zn, B, Se. Destilovana voda a VTV jsou blizko sob¢ na grafu dole
uprostied, ale maji rozdily ve slozeni, protoze VTV je posunuto bliz k pravému dolnimu
kvadrantu. Hlavnimi slozkami obou roztoku jsou Mn, a Bi, B ma mensi vliv. Tak na 1 faktor
ma vliv Fosfatovy pufr, faktor 2 ovliviiuje destilovana voda a VTV.

Jako vysledek ztoho miizeme fict, Ze celkové minerdlni analyza a analyza hlavnich
komponent neodhalila, pro¢ v B-R. pufru se zelend barva netvorila, ptedpokladame ve slozeni
vyskyt jesté néjaké organické latky, kterd se extrahuje do pufru, proto bylo nutno ud¢lat

kapalinovou chromatografie pro ovéteni rozdilt.

3.7 Kbvalita extraktu metodou HPLC

Identifikace vrcholi byla provedena porovnanim cast retence (tR) s referencnimi

standardy a literarnimi daty.

Extrakt lopuchu v destilované vodé
280 nm
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Obrazek 40 - Méfeni pomoci kapalinové chromatografii extraktu lopuchu v destilované vodé

Pocet pikli u extraktu lopuchu v destilované vodé na Obrazku 40 byl 80 piki a celkova

plocha pikt tvotila 1289. Maximum nejvysSiho piki je 45,97 mAU na 13,08 minuté.
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250 Extrakt lopuchu ve fosfatovém pufru pH 8,0
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Obrazek 41 - Méteni pomoci kapalinové chromatografii extraktu lopuchu ve fosfatovém pufru pH 8,0

Pocet pikia u extraktu lopuchu ve fosfatovém pufru na Obrazku 41 byl 58 pikii a celkova

plocha pikt tvotila 1120. Maximum nejvyssiho pikt je 27,08 mAU na 13,09 minuté.

Extrakt lopuchu ve velmi tvrdé vodé
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Obrazek 42 - Méfeni pomoci kapalinové chromatografii extraktu lopuchu ve velmi tvrdé vodé

Pocet pikii u extraktu lopuchu ve velmi tvrdé vodé na Obrazku 42 byl 65 pikt a celkova

A4

plocha pikt tvotila 1055. Maximum nejvyssSiho pikl je 17,11 mAU na 13,09 minuté.
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250 Extrakt lopuchu v Britton-Robinsonové pufru pH 8,0
nm
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Obrazek 43 - Méteni pomoci kapalinové chromatografii extraktu lopuchu v Britton-Robinsonove
pufru pH 8,0

Pocet pikti u extraktu lopuchu v Britton-Robinsonové pufru na Obrazku 43 byl 69 pikt
a celkova plocha piki tvotila 2516. Je vidét, ze 1 pii pomérné podobném pocth pikt, celkova
plocha u extraktu v B-R. pufru je nejvétsi, maximum nejvyssiho pikl je 90,62 mAU
na 12,92 minuté. Dalsi velky pik na podobném casu vykazuje i extrakt lopuchu v destilované
vod¢ v hodnoté 45,97 mAU. Extrakty lopuchu ve VTV a fosfatovém pufru pH 8 maji
pfi stejném Case podobny pik jen v mensi amplitudé.

Pro lepsi Citelnost grafi Obrazky 40-42 byly zarovnany na stejnou hodnotu odezvy
detektoru do (50 mAU), Obrazek 43 obsahoval pftili§ velké hodnoty odezvy (do 100 mAU),
proto zarovnani na stejna €isla by zhorsila ¢itelnost ostatnich grafu.

Podle studia Yuxia Tang a kol., které stanovovaly chemické sloZeni v extraktu lopuchu
pomoci UPLC-PAD pii 280 nm, ukazuji, Ze pfi jejich vyzkumu postupné eluuji kyselina
kavova tR -3.13, kyselina p-kumarova tR-3.75, kverticin tR- 5.44 a luteolin tR-6.19 [90].

Dalsi studia Lou, ZX a kol., kde byl zkouman chromatogram frakce listu lopuchu pomoci
ultraa¢inné kapalinové chromatografie (UPLC) s fotodiodovym polem a detekci hmotnostni
spektrometrii s ionizaci elektrosprejem. Ukazalo se, Ze pik tR 7,62 byl identifikovan jako
kyselina chlorogenovd, pik 2 s tR 8,25 byl identifikovan jako kyselina kdvova, dalsi pik
3 pti tR 10,90 odpovidal kyselin€ p-kumarové, pik 4 identifikovan jako kyselina benzoova
s tR 12,04. Paty pik odpovidal rutinu, sedmy pik s tR 13,67 byl identifikovan jako krocin. Pik
8 byl identifikovan jako kvercetin s tR 14,82, pik 9 s tR 15,75 byl pfifazen luteolinu. Bylo
zjiSté€no, Ze charakteristiky vSech identifikovanych sloucenin jsou totoZzné s charakteristikami

standardnich slou¢enin [91].
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Ishii, T a kolegové, u oleje ze semen lopuchu metodou HPLC, ze pfi tR 9,63 eluuje arktiin
a pfi tR 11,93 — arktigenin [92].

Zhang, XX a kolegové v svoji praci zkoumaly extrakt z prasku z kotene lopuchu pomoci
UPLC (280 nm) a stanovily, ze pik pfi tR 0,43 odpovida kyseliné chnové, pik 2- tR 0,53
kyseliné citronové, pfi tR 2,175 je kyselina p-kumarova. Pik tR 2,836 byl pfifazen kyseliné
chlorogenové, dalsi pik tR 6,826 odpovidal kvercetinu a pik tR 8,597 je ptislusny kyseliné
kavové [10].

Vsechny studia maji rtizné retencni ¢asy pro stejné fenolitické latky z divodu rizného
rozpoustédla pro extrakt lopuchu, kde obsazené latky mohli eluovat s posunem, a pouziti
odlisnych detektorti, coz taky miize mit vliv na vysledky. Nicméné diky témhle vyzkumim

mame potvrzeni velké rozmanitosti fenolytickych latek v extraktu lopuchu.
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4 ZAVER

Béhem experimentu byly pfipraveny extrakty kofenné lopuchu ve fosfatovém pufra pH 7,0,
7,5, 8,0, v Britton-Robinsonové pufru pH 8,0, ve velmi tvrdé vodé a v destilované vodg,
u kterych bylo zméfeno pH, barevnost (méfeny parametry L*, a*, b*, C*, h°), antioxidacni
aktivity sroztokem DPPH a vliv pfidavku EDTA, infracervend spektra, provedeno
voltametrické meéfeni, minerdlni analyza a analyza pomoci kapalinové chromatografie.
Z vyzkumu lze vyvodit, Ze barevnost extraktti souvisi s vyslednou hodnotou pH, v bazickém
prostiedi (pH 8,0) u barevnosti ptevlada vyrazna zelena slozka barvy.

DPPH test ukazal, ze extrakt lopuchu pfipraveny ve VIV vykazoval nejvyssi antioxidacni
aktivitu.

Experimenty ukazaly, ze ptidavek EDTA zplsoboval snizeni absorbance barvy extraktu
v oblasti 680—690 nm (odpovédna za zelenou barvu), coz souviselo spiSe se zménou hodnoty
pH pfi vysokych koncentracich EDTA (posun do neutrdlni oblasti). Elektrochemické vlastnosti
extraktll kofene lopuchu se liSily posunem oxidacniho potencidlu a narustem oxidacniho
proudu. Tento efekt je spiSe diisledkem zmény pH roztoku. V této Casti vyzkumu nelze
jednoznaéné tvrdit, ze EDTA m¢la vliv na tvorbu komplexu mezi ionty kovl a fenolickymi
latkami pfitomnymi v extraktu lopuchu.

V ramci zkoumani byly pfidany vybrané kationty a byl vyhodnocen jejich vliv na spektralni
vlastnosti extrakti. Experimentalng bylo zjisténo, Ze pouze Mg**, Ca** a Mn*" maji skute¢ny
vliv na barevnost extraktu. Nejvyrazngjsi nartist absorbance byl pozorovan u kationtu Mn?",
nasleduje kationt Ca®" a nejmensi narlist absorbance byl pozorovan u kationtu Mg?".
NejzajimavéjSim zjiSténim bylo, Ze koncentrace 0,0005 M piidanych kationtli méla nejveétsi
vliv na barevnost extrakt lopuchu, tj. zvySovala intenzitu absorbance v oblasti vinovych délek
odpovédnych za zeleny vzhled extraktu.

U infraCervené spektrometrie bylo méfenim potvrzeno, Ze jako hlavni sloZka extraktu z kotfene
lopuchu je fruktan inulinového typu. Bylo zjisténo, Ze ptidavek kationtl zpiisobuje snizeni
intenzity absorp¢nich past. Nevyhodou této metody je vyrazna interference soli, které tvotily
roztoky pro extrakci, zejména fosforeCnanovy pufr.

Pomoci ICP/MS byly nalezeny nejvice zastoupené prvky ve vSech roztocich. Témi jsou: B, Al,
Mn, Co, Cu, Rb, Mo, Ba, Cd, Sb, Pb, Bi, Sn, As, Fe, Cr, Zn, Se a Ni. Vysledky analyz
nevysvétlily, pro¢ se v extraktu v B-R pufru pH 8,0 netvofila zelena barva, coZ mize byt

zpusobeno pfitomnosti neznamé organické latky, kterd se extrahuje pouze do tohoto pufru.
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Kapalinova chromatografie potvrdila velky kvalitativni rozdil mezi extraktem v B-R pufru pH
8,0 a ve fosfatovém pufru pH 8,0.

Cely experiment byl provazen ptiliSnou variabilitou vyvoje barevnosti v Case, kterd mohla byt
zpusobena ruznou velikosti ¢astic vzorku. Urcitou roli zde mohla také sehrat rtizna koncentrace

kysliku, kterou je nutné vyloucit/potvrdit v dalSich experimentech.
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Ptiloha 1 — Parametry barevnosti extraktu v Britton-Robinsonové pufru pH 8,0
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Extrakt lopuchu v destilované vodé skenovani béhem 24 h
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Priloha 2 — Skenovani extraktu lopuchu v destilované vod¢ béhem 24 h

a) Pridavek Mg2' UV oblast b) Pfidavek Ca?* UV oblast
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Priloha 3 — Skenovani UV oblasti extraktu lopuchu po ptidavku MgCl,, CaCl,, MnCl,
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Hydrogenfosforeé¢nan draselny

Absorbance

Vlnodet (cm™)

Ptiloha 4 — Infracervena spektra hydrogenfosforecnant draselného [88]

Graf vlastnich ¢isel

12

55,67%
10

Hodn.

4.90% 4.13% 03%  01% 00%
119% 16%,04% 02% 01%,00% 0% oo, 14

-2 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Pocet vlastnich &isel

Priloha 5 — Graf vlastnich ¢isel

94

22

1000




