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ANOTACE

Diplomové prace se zabyva sledovanim vlivu tvrdosti na fyzikalni a chemické vlastnosti
nalevu z kofene omanu pravého. V teoretické Casti je prace zameéfena zejména na popis
a vyuziti omanu v I¢kafstvi, dile na definice ohledn¢ tvrdosti vod, vliv pH na vyznamné
slozky kotene a popis pouzitych technik pfi experimentalni Casti. V praktické casti byly
pfipraveny ndlevy z kofene omanu pravého do vody s riznou tvrdosti. Ve vzorcich byla
zmétena barevnost, pH a byly stanoveny antioxida¢ni aktivity metodou DPPH a FRAP,
chelata¢ni aktivita, a celkového obsah fenolickych latek, flavonoida a katechinti. Dale byla
zmétena infracervena spektra nalevu. Vzorek kotene byl podroben analyze mineralnich latek
pomoci ICP/MS. Byl potvrzen ptedpoklad, ze pH ma vliv na barvu a antioxidaéni vlastnosti

bylinnych nélevi.

KLiCOVA SLOVA
Oman koften, bylinny nalev, pH, spektroskopie, antioxidac¢ni aktivita
TITLE

The effect of hardness of water on various physicochemical properties of elecampe root

infusion

ANNOTATION

This diploma thesis deals with the effect of hardness of the water on the physical and
chemical properties of oman root infusion. The theoretical part describes medicinal properties
of oman, water hardness, and techniques used in the experimental part. In the experimental
part, oman infusion was prepared in water with various harndess levels. Colour, the pH,
antioxidant activity in terms of DPPH and FRAP, chelating activity, as well as total phenolic,
flavonoid, and catechin contents were determined. The main functional groups present in the
infusion were evaluated by infrared spectroscopy. The mineral content of oman root was
determined by ICP/MS. The pH level was indentified as the probable factor that infuenced

the colour of the infusion.
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Oman root, herbal infusion, pH, spectroscopy, antioxidant activity
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UVOD

Oman pravy, latinsky Inula helenium je statna dvouletd bylina vyskytujici se zejména
v Evropé, Asii a Africe. Radi se do &eledi hvézdnicovitych a dortista do vysky 2,5 m. Oman
pravy se diky svym léCivym uCinkiim hojné¢ vyuzival jiz ve stfedovéku, a 1 v dneSni dobé¢
nasel vyuziti zejména v tradi¢ni medicin€. Obsahové latky omanu pravého zahrnuje inulin,
silice neboli éterické oleje, seskviterpenové laktony (alantolakton, isoalantolakton), fenolové
kyseliny, hoi¢iny a dalsi latky v men$im zastoupeni. Vyuziti naSla celd rostlina,
ve zdravotnictvi se vSak nejvice vyuziva jeji koten. Nalev z kotfene se dnes vyuziva zejména
pfi onemocnénich traviciho traktu a pii bolestech zaludku. Dale podporuje vykasSlavani
a spravnou funk¢nost ledvin. Mezi u¢inné latky kotene, které byly zkoumany v této praci jsou

latky antioxidacni.

Cilem této prace bylo sledovat vliv tvrdosti vody na fyzikalné-chemické vlastnosti napoje
piipraveného z omanu pravého. Byl sledovan zejména vliv pH na barevnost nalevu

a na zménu antioxidacni aktivity.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Oman pravy

Oman pravy, latinsky Inula helenium je vytrvald bylina lidové nejcastéji nazyvana konskeé
oko, ale také ji miizeme nalézt pod nazvem alant, omanek, elenium, enula, inula, uspivied,
devétsil, nebo oko Kristovo. Pochézi ze zdpadni a stfedni Asie a aktualné je 1 velmi rozsifena

po celé Evropé [1].

1.1.1 Historické souvislosti s uzivanim omanu

Historie této 1é¢ivé byliny spada uz do starovéku, a to do oblasti Stfedozemi. Myty zmifuji
ptvod latinského nazvu, ktery pravi, ze se oman zrodil ze slz Heleny Trojské poté, co
oplakévala milovaného, hadem uStknutého Menelaa. Oman se uz v této dobé vyuZzival dost
hojné, nejcastéji jako bylina s mnoha 1écivymi ucinky. Také v domécnosti nasel své vyuziti.
Ptidaval se jako kofenova zelenina do polévky, nebo se konzumoval v syrovém stavu. Dale se
z n¢ho vyrabélo omanové vino [2, 3].

Olej z listt se pouzival k aromatizaci alkoholickych a nealkoholickych napojii, do cukrovi,
peiva, Zelé a pudinki. Kofen se vafil a konzumoval. Cerstvé listy se jedly stejné jako
zelenina a pouzivaly se ke zdobeni rGznych pokrmi. Olej ziskany z kvétd se pouzival
k vyrobé mydel a parfémi. Rostlina poskytuje barvivo, jimz se barvila vina a hedvabi. Koten

se tradicn¢ vyuzival pii vykutfovani béhem pohanskych oslav slunovratu [4].

1.1.2 Morfologické znaky

Oman pravy se fadi do celedi Asteracea, neboli do ¢eledi hvézdnicovité. Je to statnd, dvouletd
bylina vysoka okolo 30 cm az 2,5 m s dievnatym, hnédym oddenkem, ktery je vétveny, na
fezu bily sprimérem 3 cm. Lodyha je piima, rovnomérné olisténd, vétvena, barvou
nacervenald az tmavé Cervend. Dolni listy jsou dlouhé 40-50 cm s ovalnym az vejCitym
tvarem. Horni a stfedni listy jsou mensi a ptisedlé. Kvéty jsou vzdy zluté, 6-9 cm Siroké,

s mnoha okrajovymi kvitky (Obrazek 1) [1, 3, 5].
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Obrazek 1 Inula helenium [1]
1.1.3 Péstovani

Semena omanu mizeme na jafe (bfezen—duben) pfedpéstovat bud’ v domécich podminkach,
nebo v pafenisSti. Semena maji klic¢ivost 2—4 tydny. Oman je bylina kvetouci od ¢ervna do zafi
zejména na lesnich pasekéach, mytinach, okrajich lesti, na loukach, podél biehii fek, potoku,
jezer a usti fek. Lesy vyhledavd vétSinou borové nebo modiinové, dava prednost ptidam

s dostatkem vlahy. Doba sbéru je od zafi do fijna [3, 6].

1.1.4 Sbér 1é¢ivych bylin

Spravny zdroj 1éCivé rostliny a doba sklizné€ jsou dillezitymi faktory pro maximalizaci vynosu
pozadovaného fytochemického obsahu. Harmonogram sbéru riiznych ¢asti rostlin je rozdilny,
naptiklad kofeny a oddenky se sbiraji na konci vegetacniho obdobi, listy a kvéty kratce
po otevieni a plody a semena po zralosti [7].

Oman pravy se sklizi v obdobi ¢ervna az Cervence, kdy se nejdiive za¢nou sklizet kvéty
a listy. Koteny se sklizi az 2.-3. rok po vysevu. P¥i sbéru se upfednostiiuje ruéni sbér. Cerstvé
kofeny omanu by mély byt skladovany stejné jako vSechny koteny. SuSené kofeny by mély
byt po nasekéani a vyc€isténi chranény pred ptimym slune¢nim zatenim [7, 8].

Poskliznové zpracovani zahrnuje veskeré postupy osetieni bylin po sklizni nebo po sbéru.
Zahrnuje procesy jako je kontrola, tfidéni a rtizné primarni zpracovani a suSeni. SuSeni
se vyuziva jako nejCast¢jsi konzervace rostlinnych materidli, kdy ¢ast obsazenych ucinnych

latek je zachovana [9, 10, 11].

1.1.5 Vyuziti v 1ékarstvi

Inula helenium je bylina v tradi¢ni mediciné nazyvana jako takzvany vselék a vyuziti zde
naSla cela rostlina. Vyuzival se k 1écbé cukrovky, pfi bolestech zaludku a Zlu¢niku, pfi

akutnich respiracnich infekcich, zaludeCnich viedech, poskozeni jater, zapalu plic,
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bronchidlniho astmatu, na srde¢ni choroby (angina pectoris), revmatismus a také lokalné
k péc¢i na kozni poranéni. Kvéty ve formé vodniho nalevu (Caje) se aplikovali pfi nachlazeni
a zanétech, anebo se vyluh pfimo aplikoval na rany. Kofen (Obrazek 2) se pfipravoval jako
vodni ndlev a pouzival se zejména pti onemocnéni traviciho traktu a pti bolestech zaludku.
Nalev z listu se zase vyuzival jako diuretikum pfi bfisni vodnatelnosti. Prasek ze suchych
kotfenti se aplikoval na trofické viedy a pouzival se jako mast na furunkl a septické rany.

Vyvar z kofent a listli snizoval hore¢ky a pomahal pii bolestech zaludku [12, 13, 14].

Obrazek 2 Koten Inula helenium [15]

V Gruzii se oman stale vyuziva proti hadimu ustknuti. Oddenek omanu se promyje, rozdrti,
piida se voda a vymacka se filtrat, ktery se da vypit zranénému c¢lovéku. Mezitim se listy
omanu nechaji spafit v octé nebo viné€ a ptilozi se na rdnu zranéného. V dnesnim pojeti lidové
mediciny se doporucuje pievazné vyuziti kofene, a to ke spravné funkci stfev, k podpoie
zaludeCnich §t'av a k podpoie vykaslavani. Dalsi zdroje zabyvajici se tradicnim 1é¢itelstvim
doporucuji oman k podpotfe normdlni funkce ledvin, kdy se pii uzivani zesiluji odvodnovaci
schopnosti atim se i1 zrychluje odchod Skodlivin ztéla. Fytochemikalie alantolakton
a isoalantolakton obsazené v kofenu vykazuji protirakovinné, a antimikrobidlni vlastnosti.

Seskviterpenové laktonové slouceniny maji také protizanétlivé vlastnosti [16, 17, 18].

Zheng a kolektiv v roce 2020 izolovali a identifikovali z kotene Inula helenium pét novych
seskviterpenti. Ty byly na zdkladé¢ bioaktivniho chovdni hodnoceny jako slouceniny
vykazujici silng&j$i protizanétlivé aktivity nezli indometacin'. Prace nejen obohatila chemické
slozeni kotene, ale také poskytla slibné kandidaty na vyvoj protizanétlivych latek nebo
chemosenzibilizatoru, které by mohly napoméhat proti boji rezistence rakovinovych nadora

vuci protinadorovym ¢inidlam [13].

'Indometacin je silné nesteroidni protizanétlivé 1é¢ivo [18].
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1.1.6 Slozeni kofene omanu

Oddenky a kofeny obsahuji az 5 % silic se seskviterpenovymi laktony (hlavné alantolakton
a isoalantolakton), 44 % polysacharidl jako je inulin — celkovy obsah polysacharidi v kofeni
¢ini 55,6 %, fenolové kyseliny (kdvova, chlorogenova, hydroxybenzoova a ferulova kyselina),
éterické oleje (helenin), rizné flavonoidy (epikatechin, epikatechin galat, katechin), hot¢iny,
sliz, derivaty thymolu, triterpeny a sterol v mensim zastoupeni. V koienu byly nalezeny prvky
(mg/g): draslik, vapnik, hot¢ik, Zelezo a stopové prvky (ug/g): mangan, kobalt, chrom, hlinik,
uhlik, vanad, jod, brom [5, 17, 19].

Byly hodnoceny ethanolové extrakty z kofene omanu. Hlavnimi detekovanymi sacharidy byly
inulin, sacharoza, fruktéoza a glukéza. Mezi latky zodpovédné za jeho 1éCivé vlastnosti 1ze
fadit zejména: inulin, silice, alantolakton, fenolické latky, hotciny, sliz. Hlavni strukturou

vSech rostlinnych kotentl jsou plastidy [19, 20].

1.1.6.1 Inulin

Inulin (Obrazek 3) je ptirodni rostlinny polysacharid patiici do skupiny fruktant. V rostlinach
se vyskytuje zejména v kotfenech u rostlin hvézdnicovitych a zvonkovitych, kde nahrazuje
Skrob jako zasobni latku [21].
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Obrazek 3 Strukturni vzorec inulinu
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vysokou prebiotickou aktivitu, kterd mtize selektivné podporovat riist prospéSnych bakterii,
regulovat sloZeni stfevni mikroflory a tim byt pfinosnd pro zdrava stieva [22, 23].

Pang a kolektiv v roce 2019 ziskali z rostliny Platycodon grandiflorus fruktan inulinového
typu se stupném polymerace deset. V tomto piipadé byly poprvé zjistény nejveétsi prebiotické
vlastnosti, kdy se ve stfevech podpofil rtist a mnozeni az Sesti kmenti zddouciho rodu

Lactobacillus a zaroven doslo k nejvét§Simu zdniku patogennich mikroorganismi [24].
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Nékolik studii potvrzuje, ze inulin ma pozitivni uc¢inky na hladinu krevniho cukru u lidi
trpicich cukrovkou nebo u lidi, ktefi jsou ve stadiu, kterd cukrovce ptedchazi (takzvany
pre—diabetes). U¢innost inulinu ale také zavisi na typu inulinu. Vysoce uéinny inulin
je v terapii cukrovky nejvhodnéjsi [25, 26, 27].

Studie potvrzuji pozitivni efekt na obsahu tuku v jaternich tkanich u lidi ve stadiu pre-diabetu.
Jedné studie se zucastnily zeny trpici cukrovkou druhého typu, kdy jim denné bylo podavano
10 grami. Byly sledovany hodnoty krevniho cukru na lac¢no, které klesly o 8,5 % a hodnoty
glykovaného hemoglobinu, které klesly az o 10,5 %. Glykovany hemoglobin nam v 1ékafstvi
slouzi pro dlouhodoby monitoring cukrovky. Hlavni komeréni zdroji inulinu je ¢ekanka

a topinambur [25, 28].

1.1.6.2 Silice

Silice neboli éterické oleje jsou aromatické latky ve vodé nerozpustné. Slozky silic lze
rozdélit do dvou hlavnich skupin, a to na uhlovodiky (terpeny, seskviterpeny a diterpeny)
a kyslikaté slouceniny odvozené od uhlovodikli véetné alkoholl, aldehydd, estert, ketoni,
fenoldi a oxidi. Celkovy obsah éterického oleje u omanu je proménlivy a jeho mnoZstvi
je minimalné 0,30 %. Analyzy plynové chromatografie s hmotnostnim detektorem ukazaly, ze
izolovany esencialni olej z Inula helenium obsahoval jako dominantni slou¢eniny alantolakton
(65,8 %) a isoalantolakton (25,5 %) (Obrazek 4) a dalSi v menSim zastoupeni [14,15, 29, 30,
31].

H2C CHs HoC CH;
o= [
0] O
CH3 CHs
Alantolakton Isoalantolakton

Obrazek 4 Strukturni vzorec alantolaktonu a isoalantolaktonu

Alantolakton je seskviterpenovy lakton, ktery lze izolovat z mnoha bylinnych rostlin patficich
do Celedi Asteraceae. Krom¢ antimikrobialnich aktivit proti bakteriim, houbam a virim také
prokazal vyznamné protizanétlivé Ui¢inky. Podle studii alantolakton, ale i isolakton podporuje
piirozeny proces apoptézy?. Jejich derivaty byly cilené pouzity na nadorové buiiky
u laboratornich mysi a u 80 % z nich doSlo ke zmenSovani nadori, které néasledné zmizely

Gplné [32, 33, 34, 35].

2Apoptéza je programovand bun&énd smrt pro odstranéni poskozenych bunék [34, 35].
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V roce 2016 Sowndhararajan a kolektiv publikovali studii o vlivu inhalace esencialniho oleje
z kotene Inula helenium na elektroencefalografickou (EEG) aktivitu lidského mozku. EEG
vySetfuje ¢innost lidského mozku tim, Ze snimé na povrchu hlavy elektrické potencidly, které
neustdle vznikaji mozkovou c¢innosti. Vliv byl hodnocen méfenim EEG spektra u dvaceti
zdravych ucastnikd. Hodnoty EEG spektra byly zaznamenany. Bylo dokazano, ze esencialni
oleje z kofene mohou zlepsit stav bdélosti mozku, zlepsit koncentraci a lze je vyuzit k 1écbé

psychofyziologickych poruch [36, 37].

1.1.6.3 Antioxida¢ni latky

V poslednich letech byla vénovana velkd pozornost volnym radikdlim a vlivu na lidské
zdravi. Pro spravnou fyziologickou funkci je nezbytnd rovnovadha mezi volnymi radikaly
a antioxidanty. Pokud volné radikély ptemohou schopnost téla je regulovat, nastava stav

znamy jako oxidacni stres [38].

Volné radikaly

Volny radikdl muaze byt definovan jako jakykoli molekularni druh schopny samostatné
existence, ktery obsahuje neparovy elektron v atomovém orbitalu. Pfitomnost neparového
elektronu méa za nasledek urcité spolecné vlastnosti, které sdili vétSina radikalid. Mnoho
radikali je nestabilnich a vysoce reaktivnich. Mohou bud’ darovat elektron nebo pfijmout
elektron z jinych molekul, a proto se chovaji jako oxida¢ni nebo reduk¢ni ¢inidla. Nejcastéjsi
nezddouci volné radikaly jsou ty obsahujici kyslik. Sem fadime hydroxylovy radikal,
superoxidovy aniontovy radikal, peroxid vodiku, singlet kysliku, chlornan. Dusik, jako je oxid
dusny také patfi mezi volné radikaly. Tyto radikdly jsou v lidském téle vytvaieny
endogennimi systémy a vystavenim riznym fyzikdlné—chemickym podminkdm nebo
patologickym staviim. Jedn4 se o vysoce reaktivni druhy schopné v jadie a v membranach
bun¢k poskozovat vSechny druhy molekul v téle, jako jsou DNA, nukleové kyseliny, proteiny,
sacharidy a lipidy [38, 39, 40].

Antioxidant je molekula dostate¢n¢ stabilni, aby darovala elektron volnému radikalu
a neutralizovala jej. Antioxidanty zpomaluji nebo inhibuji poSkozeni bunék piedevsim diky
své schopnosti zachycovat volné radikaly. Antioxidanty s nizkou molekulovou hmotnosti
mohou bezpecné interagovat s volnymi radikaly a ukoncit fetézovou reakci drive, nez dojde
k poskozeni zivotné dulezitych molekul. Nékteré z téchto antioxidantl, véetné glutathionu,
ubichinonu a kyseliny mocové, jsou produkovany béhem normélniho metabolismu v téle.

Nékteré vitaminy, jako vitamin E (a-tokoferol), vitamin C (kyselina askorbova) a B-karoten,
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které také zachycuji volné radikaly, si t€lo neumi vyrobit samo, proto musi byt dodavany
ve stravé. Hodnoty antioxidacni aktivity v Inula helenium byly stanoveny metodou volnych
radikalt s 1,1- difenyl-2-(2,4,6-nitrofenyl)hydrazylem, metoda nazyvana zkricen¢ DPPH
(Kapitola 2.5.4.2). Hodnoty se pohybovaly v rozsahu 161,60—-1563,02 pg/ml [38, 41, 42].

Kvétenstvi a kofeny maji vyssi koncentraci fenolickych slou¢enin a vyznamnou antioxidacni
aktivitu, zatimco listy obsahuji vys$si koncentrace flavonoidi. Kromé¢ toho se mnozstvi
fenolickych latek, stejné jako antioxidacni aktivita, vyznamné¢ lis§i mezi riznymi populacemi
v disledku riznych dopadl environmentélnich faktort. Vyzkum ukézal, Ze Inula helenium
pfedstavuje vydatny zdroj bioaktivnich latek a Ze mnozstvi téchto sloucenin se u riiznych
populaci i u stejnych populaci se zna¢né odlisuji, pokud jde o riizna Casova obdobi i Casti

rostlin [42].

Fenolické latky

Fenolické latky jsou dilezitymi chutovymi slozkami v kazdém caji. Tyto latky se déli podle
své chemické struktury na flavonoidni, neflavonoidni a ostatni. Déle je mGzeme délit na
zaklad¢ jejich vlastnosti, a to na latky chutfové (taniny), barviva (flavonoidy, xanthony),
vonn¢ latky (benzochinony, kumariny) a pfirodni antioxidanty (flavonoidy) [42].

Fenolické slouceniny predstavuji jednu ze tii hlavnich skupin rostlinnych sekundérnich
metabolitii. Mezi témito slouceninami jsou fenolické latky zvlast’ dulezité diky své schopnosti
eliminovat volné radikdly a fungovat jako antioxidanty. Stejné tak diky sekundarnim
metabolitim jsou v lidském téle piipisovany Cetné ochranné funkce, véetné antioxidacnich,
antibiotickych a antikarcinogennich ucinkl. Tyto bioaktivni slouceniny pfirozené¢ dostupné
z rostlin maji sice niz$i u¢innost nez moderni léky, ale jsou tradi¢n¢ konzumovany ve
vyznamném mnozstvi prostfednictvim stravy, mohou tak mit dlouhodobé fyziologické
ptinosy bez jakychkoliv Skodlivych vedlejsich ucinkii. To je divod, pro¢ role fenolickych
latek jako pfirodnich antioxidantd pfitahuji v poslednich letech zna¢ny zédjem v oblasti
farmakochemie [29, 42, 43].

Podle vyzkumu z roku 2019 se celkova koncentrace fenolickych latek v rostlinnych
extraktech Inula helenium pohybovala v rozsahu 17-90 mg kyseliny gallové na gram. Pokud
jde o casti rostlin, tak nejvétsi mnozstvi fenolickych latek bylo ziskdno z kvétu, zatimco
v kotenech a listech byla koncentrace nizsi. Mezi dalsi identifikované fenolické latky fadime
kyselinu kavovou, katechiny, epikatechiny, kyselinu ferulovou, kyselinu tfislovou, kyselinu

chlorogenovou a kvercetiny [42, 44].
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Flavonoidy

Flavonoidy jsou polyfenolické slouceniny, které jsou piitomny ve vétSing rostlin. Podle
chemické struktury bylo identifikovano ptes 4000 flavonoidl, které byly rozdéleny
na flavanoly, flavanony, flavony, isoflavony, katechiny, antokyany a proanthokyanidiny [45].
Ptiznivé ucinky flavonoidli na lidské zdravi spociva predevsim v jejich silné antioxidacni
aktivité. Dale predchéazeji nebo oddaluji fadu chronickych a degenerativnich onemocnéni,
jako je rakovina, kardiovaskuldrni onemocnéni, artritida, starnuti, Sedy zakal, ztratu paméti,
mrtvice, Alzheimerovu chorobu, zdnéty a infekce. Kazda rostlina obsahuje unikatni
kombinaci flavonoidi, a proto rizné byliny, bohaté na tyto latky, maji na té€lo velmi rozdilné
ucinky. Mezi hlavni pfirodni zdroje flavonoidu patii zeleny ¢aj, hroznové vino (¢ervené vino),
jablka, kakao (Cokoldda), so6ja, kurkuma, bobule, cibule, brokolice. Mezi flavanoidy

vyskytujici se v €aji jsou zejména flavonoly (katechiny) a kvercetiny [40, 45].

Nejvétsi zastoupeni z flavonoidi v listech mé rutin, ten se vSak nenachazi v kofenu. Mnozstvi
rutinu se pohybuje v rozsahu 9-376 mg na jeden gram extraktu. Celkové nejvyssi koncentrace
flavonoidi byla naméfena v kotfenech. V kofenu se nachéazeji zejména flavan-3-oly neboli
v bylinném c¢aji. Pfedstavuji Sirokou Skalu funkénich aktivit. Mezi nejznaméjsi katechiny
fadime epikatechin (EC), epikatechin galat (ECG) a epigalokatechin galat (EGCG). Dalsi

flavonoidy obsazeny v kotfenu jsou kvercetin a kempferol [20, 42, 46].

=
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Obrazek 5 Strukturni vzorec katechinu

1.1.6.4 Hoiciny

Hoft¢iny jsou podle jedné definice vSechny hotké rostlinné latky, podle jiné definice jsou
to latky, jeZ nemaji mimo svou hotkost jiny ucinek ¢i pouziti. Diky jeho hotké chuti vzbuzuji
chut’ k jidlu a zlepSuji traveni. V tstech drazdi chutové receptory a tim podporuji tvorbu slin,
coz piispiva k dobrému zacatku traviciho procesu. V zaludku pak plisobi na sliznici, ¢imz se
zvySuje tvorba travicich enzymi a zaludecnich kyselin. Zaroven se zlepSuje i peristaltika
sttev, ktera ma za nasledek lepsi traveni potravy. Takto pozitivné ptsobi ale pouze v malych

davkach, ve vétSim mnozstvi zplisobuje prekrveni a podrazdéni sliznice [47, 48].
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Ve studii Yu-Hong Chen z roku 2022 byly sledovany ucinky fenolickych kyselin na hotkost
a sviravost zeleného &aje. Cim vice obsahoval ¢aj fenolickych kyselin, a to zejména kyselinu

kavovou, gallovou a chlorogenovou, tim se zvySovala jeho hotkost a sviravost [49].

1.1.6.5 Sliz

Rostliny produkuji vysokomolekularni latku zvanou sliz. Sliz je latka bohatd na polysacharidy
(78,4 %), ale obsahuje také proteiny (7,3 %), mineraly (5,6 %) a lipidy (3,1 %). V zavislosti
na rostlinném druhu je sliz vylucovan kofeny, semeny, listy a stonky. Sliz vylu€ovany semeny
a kofeny ma v rhizosféte fadu prospésnych funkci. Napiiklad sliz ze semen zvySuje
dostupnost vody a odolnost semen vici suchu, hraje dilezitou roli pfi udrzbé pidy a je
vyuzivan jako zdroj uhliku prospéSnymi rhizosférickymi mikroorganismy. Slizové
polysacharidy vylu€ované kotfeny a semeny se mohou lisit v zavislosti na rostlinném druhu,
ale obecné se skladaji z monosacharidii, jako je galaktoza, glukoza, fukdza, manodza,
arabind6za a xyloza. Dale obsahuji uronové kyseliny, jako je kyselina galakturonova a kyselina
glukuronova. Sliz z kotene Inula helenium, diky vysokému obsahu polysacharidu, nasel
vyuziti 1 v tradiéni mediciné. Sliz vytvafi na sliznici ochranny povlak a tim mirni suchy

a drazdivy kagel [50, 51].

1.1.6.6 Amyloplasty

Amyloplasty jsou bezbarvé plastidy neobsahujici pigmenty. Nachédzi se v kofenech rostlin
a zasobnich tkanich. Pfes polymerizaci s glukozou ukladaji a syntetizuji Skrob. Amyloplasty
se mohou za piitomnosti vody a oxidu uhli¢itého zménit na chloroplasty, které vytvaii zelené
barvivo (chlorofyl). V chloroplastech jsou obsazeny thylakoidy, které jsou mistem pro
fotochemické reakce a jsou dilezité pro proces nazyvany fotosyntéza. Mame nékolik druht
chlorofylli, nejcastéjsi typy jsou chlorofyl A a chlorofyl B. Zakladni struktura molekuly
chlorofylu je znazornéna na Obrazku 6. Rizné typy vznikaji navazdnim odlisnych skupiny na
mista oznaCena R. Chlorofyl A je hlavnim pigmentem zapojenym do fotosyntézy, zatimco
chlorofyl B je pomocnym pigmentem, ktery shromazd’uje energii za ucelem piechodu do
chlorofylu A. V chlorofylu A jsou nejicinngj$imi absorpnimi vinovymi délkami spektra
429 nm a 659 nm, jenz jsou zodpoveédné za fialové modrou a oranzové ¢ervenou barvu. Odrazi
modrozelenou barvu, ktera je zodpovédna za zelenou barvu vétSiny rostlin. Struktura
chlorofylu A se sklada z chlorinového kruhu, kde ¢tyfi atomy dusiku obklopuji ionty hot¢iku.
V chlorofylu B jsou nejucinngj$imi absorpcnimi vinovymi délkami spektra 455 nm a 642 nm,

ty jsou zodpovédné za fialovou a ¢ervenou barvu. Chlorofyl B dava rostlindm zlutozelenou
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barvu. Srovnani spektra chlorofylu A a chlorofylu B jsou znazornény na Obrazku 7 [52].

Obrazek 6 Zakladni struktura molekuly chlorofylu [52]
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Obrazek 7 UV/VIS spektra chlorofylu A a chlorofylu B [52]
1.1.7 Pripravky z lécivych bylin

Bylinné ptipravky se tradicné ptipravuji nékolika zplisoby v zavislosti na typu rostliny,
terapeutickych slozkach, zpiisobu a tuéelu aplikace. Cast bylinné mediciny se zaméfuje
na metodu, jak nejlépe zpracovat bylinu, aby se co nejvice uvolnily jeji 1éCivé vlastnosti.
Byliny se daji uzivat vnitin€ i zevné, i kdyZz vétSinou se jednd o ucinnéjsi 1écivé latky uzivané
vnitin€. Pripravuji se z nich nalevy (horké ¢aje), odvary (varené ¢aje), tinktury (alkohol-vodni
extrakty), macerace (namaceni za studena), pfipravky urCené k aromaterapii, obklady,
ale 1 masti a balzdmy. Obecnym pravidlem je, Ze néalevy se pfipravuji z listi a kvéti, zatimco
odvary z kofene, kliry, semen a bobuli [47, 48].
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1.2 Tvrdost vody

Vodni systémy vyuzivaji jako zdroj podzemni vodu, kterd pti pohybu pies pidou a horniny
rozpouSti mald mnozstvi piirozené se vyskytujicich minerdli a pfenasi je do zasob
podzemnich vod. Tvrdd voda je voda obsahujici velké mnozstvi mineralnich iontd.
Nejbézngjsi ionty nalezené v tvrdé vodé& jsou kovové kationty vapniku (Ca?*) a hot¢iku
(Mg ™), i kdyz v ur¢itych oblastech Ize nalézt také Zelezo, hlinik a mangan. Tyto kovy se ve
vodé rozpoustéji. Relativné vysoké koncentrace téchto ionth mohou nasytit roztok a nasledné
zpisobit, Ze se rovnovaha téchto rozpusSténych latek posune doleva, smérem k reaktantim.
Jinymi slovy, ionty se mohou z roztoku vysrazet. Toto vyt€snéni minerdll z roztoku je

zodpovédné za kalcinaci, Casto pozorovanou tieba pouze na vodovodnich kohoutcich [53, 54].

Vodu z vodovodu Ize klasifikovat do riiznych stupiiti tvrdosti podle obsahu minerala, které se
znacn¢ odliSuji podle geografického ptivodu. Naptiklad Evropa ma vodu s velmi vysokou
tvrdosti (primérnd hodnota je 270 mg/l CaCOs). Po varu se pH vzorkli vody v disledku
uvolnovani oxidu uhli¢itého zvySuje v priméru o 0,49. Obecna pravidla pro klasifikaci vod

jsou vztazena na obsah uhli¢itanu vapenatého ve vodé (Tabulka 1) [53, 55, 56]:

Tabulka 1 Klasifikace tvrdosti vod

CaCOs3 [mg/l] voda
do 60 mekka
61-120 stiedné tvrda
121-180 tvrda
nad 180 velmi tvrda

1.2.1 Docasné tvrda voda

Dogasné tvrda voda je tvrdd voda, kterd se sklada predev$im z iontl vapniku (Ca?™)
a hydrogenuhli¢itanu (HCOs3"). Zahtivani zplsobi, Ze se hydrogenuhli¢itanovy iont v doCasné
tvrdé vod& rozlozi na uhli¢itanovy iont (CO3?), oxid uhli¢ity (CO2) a vodu (H20). Vysledny
uhli¢itanovy iont (CO32°) pak mlZe reagovat s jinymi ionty v roztoku za vzniku

nerozpustnych sloucenin, jako je CaCO3 a MgCOs [54].

25


https://www.usgs.gov/special-topic/water-science-school/science/aquifers-and-groundwater
https://www.usgs.gov/special-topic/water-science-school/science/groundwater-storage-and-water-cycle
https://www.usgs.gov/special-topic/water-science-school/science/groundwater-storage-and-water-cycle

1.2.2 Trvale tvrda voda

Trvale tvrda voda se sklad4 z vysokych koncentraci anionti, jako je siranovy anion (SO 4%).
Tento typ tvrdé vody se oznacuje jako ,trvald®, protoZze na rozdil od doCasné¢ tvrdé vody nelze

tvrdost odstranit pouhym pievatrenim, ale musi se pouzit chemické tpravy [54].

1.3 Vliv tvrdosti vody na vlastnostech napoje z bylin

Utinnost extrakce slozek &aje piimo ovlivituje nékolik podminek, jako velikosti ajovych
Castic, teplota louhovani, délka extrakce, pomér rozpoustédla k ¢aji, typu rozpoustédla a pocet

extrakei stejného Caje [57].

Barva

Kovové ionty (Ca?*, Mg?*, Na*) a anionty (CI", NO3~. SO4>") obsaZené ve vod& maji vliv
na celkové pH vody pouzité pii piipravé ¢ajovych nalevil. Zejména vysoké koncentrace Ca?",
kdy se pH vody miize dostat az do alkalické oblasti (pH>7) dojde k oxidaci katechinu coz ma
za nasledek bud’to sniZzeni Cirosti ndpoje nebo zména zabarveni Cajovych nalevi, konkrétné

do tmavsiho zabarveni, nez byl ptivodni roztok [58].

Senzorické vlastnosti

Senzorické vlastnosti bylinného ¢aje jsou velmi rozmanité. Jejich chutové vlastnosti jsou
silné ovlivnény procesem vafeni, to znamena pomerem caje/vody, teplotou a dobou vaieni
a zdrojem pouzité vody. Nadmérné ionty Ca®" v pouzité vodé oslabuji hotkou a sladkou chut’,
zvySuji sviravost a snizuji celkovou senzorickou piijatelnost ndlevu caje. Vyssi pH a obsah
minerdlll snizuji chutové vlastnosti, a vytéznost nékterych dulezitych latek v napojich.

Snizenim pH vody Ize ¢astecné zlepSit chutovou kvalitu jak ¢aje, tak kavy [56].

Antioxidaéni aktivita

Antioxidacni kapacita ¢ajovych nalevi je nejvice ovlivnéna koncentraci katechinti. Katechiny
tvoti 70-80 % cajovych polyfenolil a maji nejicinnéjsi antioxidacni vlastnosti ve srovnani
s jinymi ¢ajovymi polyfenoly. Antioxida¢ni kapacitu ovliviiuje jak pH, tak vodivost pouzité
vody. Byly zjisténo, e ¢ajovy ndlev piipraveny z vody s vy$$im obsahem Ca?’ iontu
vykazoval niz§i koncentrace katechinli, co znamend i niz$i antioxidacni aktivitu nez nalev

ptipraveny do vody pfedem upraveny reverzni osmézou [58].
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— Flavonoidy
V Caji extrahovaném do tvrdé vody muze dojit k mirnému snizeni hodnot theaflavinu
a thearubiginu. Zaroven mize dojit k reakci minerdlnich latek s ¢ajovymi polyfenolickymi
sloueninami a k narGstu vysoce polymerizovanych sloucenin, coz ma za nasledek
intenzivnéj$i zabarveni vyluhu ¢aje. Hladiny theaflavinu a thearubiginu jsou niz§i ve srovnani
s Gajem vafenym v destilované vods. Caj extrahovany do destilované vody daval lepsi
vysledky nez Caj extrahovany do vody tvrdé, protoze destilovand voda neobsahuje zadné

mineraly [58].

— Katechiny

Jak uz bylo zminéno, tak katechiny jsou vyznamné ovlivnény pH varné¢ho roztoku. Jsou
znamy tii chemické procesy, které¢ ovliviiuji stabilitu: autooxidace nésleduje polymerizace,
epimerizace a hydrolyza. Autooxidace je oxidacni proces, ktery neni katalyzovan enzymy.
Enzymy, které by mohli byt pfitomny, jako polyfenoloxidéza a peroxiddza jsou denaturovany
teplem. Vznik radikald je povazovan za prvni krok autooxidace a je nasledovana polymerace,
pii které vznikaji barevné pigmenty. Kromé autooxidace/polymerizace mohou katechiny
podléhat epimerizaci (konkrétné katechiny: EGCG, EKG). Epimerizace vede k preméné
epikatechinti na katechiny [54].

Dale bylo sledovano, ze za kyselych podminek (pH <6) je obsah vys$$i nez za neutralnich
a zasaditéjSich podminek, coz potvrzuje jejich nestabilitu v alkalickém pH. Aby
se maximalizovala extrakce a minimalizovala degradace katechinii mélo by se béhem vateni
udrzovat kyselé pH. Nejvyssi stabilita byla v nalevu ptipraveném do vody o pH 4,0. Pti tomto
pH byla také sledovana nejvyssi koncentrace katechinu v nalevu, tim padem i nejvyssi
extrakéni vytéznost, coz je dilezité pro spravné skladovani cajovych produkti. Nejvetsi
nestabilita katechinu probihala pti pH 8,0 [60, 61, 62].

Ve studii z roku 2015 byla ke stanoveni antioxida¢ni kapacity polyfenolli v ¢ajovém nalevu
pouzita metoda FRAP. Bylo zjisténo, Zze antioxidacni aktivita troloxu klesala pouze do pH
10,0. Pfi pH vysSim nez 10 pak dochédzelo k ionizaci fenylhydroxylové skupiny a opét
k narustu obsahu katechinu ve vzorku. Teplota pouZzit¢ vody a doba louhovani mé vliv na
obsah polyfenolu v bylinném nélevu. Bylo zjisténo ze v ¢aji vylouhované do vody o teploté
98 °C anechaném po dobu 7 minut byl zjistén nejvyssi narust antioxidacni aktivity [63, 64,

65, 66].
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Fluoridy

Byl sledovan vliv riiznych stupiiti tvrdosti vody na extrakci fluoridu z listi suseného caje.
Byly pfipraveny nélevy v koncentraci od 0-350 mg CaCOs. Studie uvadi, ze tvrdost vody ma
vliv na rychlost uvoliiovani fluoridii v ¢aji. Obsah fluoridl v suSeném caji ptipraveny ve vodé
mékké byl vyssi nez ve vodé tvrdé. Tukeytiv test ukazal, ze neexistuje vyznamny rozdil mezi
koncentracemi fluoridit ve vodé s obsahem CaCOs 0,5-100 mg/l, ale vyznamny rozdil byl

pritomny s tvrdosti vody nad 100 mg/l. Tvrda voda brani extrakci nékterych slozek Caje [67].

Chloroplasty

Chloroplasty maji neutralni povahu a vliv pH mtze ¢astecné¢ zménit jeho vlastnosti. Nizké
pH (1-4) thylakoidii udrzuje mnozstvi COz. V tomto prostredi se tylakoidni systém jevi jako
shluky tésn¢ naskladané vedle sebe, které vSak neméni svou strukturu. Pii zvySovani pH na
8-9 dojde k uvolnéni thylakoida a pti vhodnych podminkach (ptitomnost CO2 a vody) dojde
k nastartovani fotosyntézy. Naopak pti jest¢ dalsim zvySeni pH (10-11) dojde opét
k vytvoreni stabilni struktury, tim se zabrani oxidaci pomoci CO:2 a v chloroplastu nedojde

k tvorbé pigmentl [68].

1.4 Pouzité metody
1.4.1 Spektrofotometrie

Spektrofotometrie je spektralni metoda, ktera sleduje interakce svétla se vzorkem. Méieni
probihd na zaklad¢ pohlcovani svétla v rtiznych vinovych délkach spektra. Pokud méfeni
probihd pouze pii jedné vinové délce, metoda se oznacuje fotometrie. Méfeni probiha

v ultrafialové oblasti (200-380 nm) a ve viditelné oblasti (380—780 nm) (Obrazek 8) [69].
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Obrazek 8 Elektromagnetické spektrum [70]
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Elektromagnetické spektrum

Elektromagnetické viny se daji rozd¢lovat a fadit podle riznych vinovych délek/frekvenci,
toto sefazeni se nazyva elektromagnetické spektrum. Jsou zde zahrnuty vSechny typy
elektromagnetického zafeni, které se ve vesmiru vyskytuji [70].

Viditelné spektrum—svétlo, které jsme schopni vidét o¢ima, tvoii pouze malou ¢ast ze vSech
existujicich typa spekter. Napravo od viditelného svétla jsou druhy energie, které maji nizsi
frekvenci (a tudiz delsi vinovou délku) nez viditelné svétlo. Tyto druhy energie zahrnuji
infracervené paprsky (IR), coz jsou tepelné viny emitované tepelnymi télesy), mikroviny
a radiové viny. Tyto typy zafeni nés neustale obklopuji a nejsou skodlivé, protoze maji velmi
nizkou energii. Nalevo od viditelného spektra je ultrafialové zafeni, rentgenové zaieni
a zafeni gama. Tyto druhy zafeni jsou pro zivé organismy Skodlivé, protoze maji extrémné
vysoké frekvence (tudiz vysoké energie). Nejvice niCivé je zafeni gama, které ma nejvyssi

energii a frekvenci [69, 70].

Instrumentace

Spektrofotometry mame jak jednopaprskové, tak dvoupaprskové. V jednopaprskovém
spektrofotometru se nejdiive méti slepy vzorek a pak se do stejné optické drahy vklada
vzorek méfeny. Skladd ze zdroje zareni (UV—deuteriova lampa, VIS—wolframova lampa),

kyveta se vzorkem, monochromator, detektor (Obrazek 9) [70].

/ Zdroj zareni & \

Detektor
. Monochromator
Vzorek Coéka

\ Zaznam /

Obrazek 9 Schéma jednopaprskového spektrofotometru [71]

Ve dvoupaprskovém spektrofotometru se méii jak slepy, tak méfeny vzorek zaroven. Jeho

schéma je znazornéno na Obrazku 10 [72].
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Obrazek 10 Schéma dvoupaprskového spektrofotometru [72]

Zdroj
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—Zdroj zareni

Protoze se jedna o UV-VIS spektrofotometr, zdroj svétla potiebuje pokryt celou viditelnou
a blizkou ultrafialovou oblast. Jelikoz neni mozné ziskat tento rozsah vinovych délek z jedné
lampy, pouziva se kombinace deuteriové lampy pro UV oblast spektra a wolframové nebo
halogenové lampy pro viditelnou oblast. Tento vystup je poté odeslan pies difrakéni miizku,

jak je zndzornéno ve schématu [72].

~rw

—Difrak¢éni mrizka a Stérbina
Paprsek svétla z viditelného nebo UV svételného zdroje je pak rozdélen na jednotlivé vinové
délky pomoci difrakéni miizky. Monochromaticky paprsek pokracuje do dalsi casti

spektrofotometru [72].

—Rotujici disky

Svétlo ze stérbiny pak dopadd na rotujici disk. Kazdy disk se skladd z riznych
segmentll, neprihledné ¢erné ¢asti, prihledné ¢asti a zrcadlové ¢asti. Pokud svétlo dopadne na
pruhlednou ¢ast, projde piimo vzorkovou celou, odrazi se od zrcadla, dopadne na zrcadlovou
¢ast druhého rotujicitho disku a poté se shromdzdi detektorem. V opacném piipadé svétlo
dopadne na zrcadlenou cast, odrazi se zrcadlem, projde referencni kyvetou, dopadne
na prihlednou ¢ast druhého rotujiciho disku a poté se shromazdi detektorem. Pokud svétlo
dopadne na ¢ernou nepruthlednou ¢ast, je zablokovano a zadné svétlo neprojde pfistrojem, coz
umoznuje systému provést korekci jakéhokoli proudu generovaného detektorem

v nepfitomnosti svétla [72].

—Vzorkova cela
Pro kapalné vzorky se pouzivé trubice se Ctvercovym prufezem utésnéna na jednom konci.

Vybér kyvety zavisi na nasledujicich faktorech [72]:
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e Typ rozpoustédla — Pro vodné vzorky se pouzivaji specidlné¢ navrzené obdélnikové
kiemenné, sklenéné nebo plastové kyvety. Pro organické vzorky se pouzivaji sklenéné

a kfemenné kyvety.

e Excitacni vlnova délka— V zavislosti na velikosti polovodiCovych nanocéstic
se pouzivaji rizné excitacni vlnové délky svétla. V zavislosti na vinové délce buzeni
se pouzivaji rizné materialy

Kyvety jsou vyrobeny z materiali v zéavislosti na méfeni ptfi raznych vinovych délkach
(Tabulka 2)

Tabulka 2 Kyvetové materidly a jejich vinové délky [70]

Kyveta Vinova délka (nm)

Sklo 380-780
Plast 380-780
UV sklo 220-780
Kiemen 200-900

—Detektor
Detektor pievadi svétlo na proudovy signal, ktery je zaznamenan. Cim vyssi je proudovy

signal, tim véEtsi je intenzita svétla. Poc¢itac nasledné vyhodnoti absorbanci [72].

1.4.2 Barevnost

M¢éieni barvy v potravinafském primyslu je dualezitym kvalitativnim atributem
potravinaiskych vyrobku, ktery ovlivituje vybér spotiebitele. Vzhledem k tomu, Ze vizualni
posouzeni barev miize byt ovlivnéno Sirokou Skdlou faktorii, od svételnych podminek a uhlu
pozorovani az po individudlni rozdily ve vnimani barev, poskytuje pfistrojové vybaveni pro
méteni barevnosti subjektivni kontrolu kvality barev. Systémy pro méteni barev se pouzivaji
k méteni Siroké Skaly potravinaiskych vyrobki, ptikladem je Cerstvé ovoce a zelenina, mlécné

vyrobky, masné vyrobky, koteni, obiloviny, oleje, sirupy, cukr a napoje [73, 74, 76].

Kontrola potravinaiskych vyrobkti se provadi pomoci pfistrojového vidéni, analyzou
a zpracovanim, kdy musi byt znamy parametry kazdého pixelu na povrchu zaznamenavaného
vyrobku. Pouzitim riiznych barevnych prostorti se ziska kvantitativni barevna hodnota. Ackoli
existuje mnoho riznych barevnych prostorli, pokud jde o potraviny, nej€astéji pouzivany

je barevny prostor CIE (Mezindrodni komise pro osvétlovani) L*a*b*, a to kvuli jeho
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rovnomérnému rozlozeni barev, a protoze vnimani barev v tomto systému je nejvice podobné
vnimani barev lidskym okem [76].
1.4.2.1 Meéreni barevnosti

Soutadnice L*a*b* vyjadiuje jeden barevny parametr. Parametr L* vyjadiuje, zda se jedna
o barvu svétlou nebo tmavou, vyjadiuje jeji jas. Na ose a* se nachazi barvy od zelené

po Cervenou a na ose b* od zluté po modrou (Obrazek 11) [70, 77].

=

\Ze\ena T — MOdra

L=0
Cerna

Obriazek 11 Diagram barevného prostoru [74]

Systém méfeni barev CIE transformuje odrazové nebo propustné spektrum objektu
do trojrozmérného barevného prostoru pomoci spektralniho rozlozeni vykonu osvétleni
a funkci ptizptisobeni barev standardnich pozorovateld. Systém je zalozen na trichromatickém
principu pomoci &isel X/Y. Cislo X vyjadiuje, pod jakym uhlem svétlo dopada a Y pod jakym
uhlem se svétlo odrazi. Pro méteni se vyuzivaji uspotradani 0°/45°a 45°/0° nebo d/8° a 8°/d,
pricemz pismeno ,,d* uvadi difuzni osvétleni [73, 78].

Transmitance je veliina, kterd udava kolik procent svétla ze zdroje projde vzorkem na
detektor. Sleduje se priichodnost vzorku. Z hlediska matematiky se jednd o pomér intenzity
toku svétla, které projde na detektor, a intenzity toku svétla ze zdroje. Transmitance nabyva
hodnot mezi 0a 1, respektive 0-100 %. Vypocet absorbance z transmitance vyjadiuje
Rovnice 1. Absorbance udava miru absorpce svétla zkoumanym vzorkem a lze ji vyjadfit na

zaklad¢ Lambert—Beerova zakona, a to podle Rovnice 2 [72, 78]:

A = —logT nebo A = 2 — log(%T) (1)
A... absorbance

T...transmitance
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A= Exc xl 2)
A...absorbance
€...molarni absorpéni koeficient [dm® - cm™ - mol™
c...koncentrace [mol - dm™]

1... délka absorp¢niho prostiedi [cm]

Lambert-Beertiv zdkon fikd, Ze absorbance vzorku je pfimo imérna koncentraci stanovované
latky, délce absorpcniho prostfedi a charakteristické konstanté, kterd se nazyva absorpéni
koeficient. Absorbance nabyva hodnot od nuly (vzorek neabsorbuje) az do nekone¢na (vzorek
absorbuje veskeré svétlo) [79, 80].

Pfi méfeni reflektance je svétlo rozptylovano vSemi sméry, a proto jsou nékteré spektrometry
uréené pro méfeni reflektance vybaveny zafizenim, které se jmenuje integracni koule.
Integrac¢ni koule maji kulovity tvar a vnitini sténu vyrobenou z materidlu rozptylujiciho
svétlo, jako je siran barnaty, s vysokou odrazivosti. Integrac¢ni koule ¢inné zpusobuji, Ze se
svételny paprsek (méfici svétlo) vstupujici do koule rovnomérné rozptyluje. Tato metoda je
pouzivand zejména u pevnych vzorkili, kdy svétlo ze zdroje je mnohondsobné rozptyleno
vzorkem [79, 82].

Déle pouzivame prostor L*C*h°, kde L* je vyjadienim jasu sledované barvy, parametr C*
vyjadiuje, jak je barva sytd a zvétSuje se s rostouci vzdalenosti od osy L*, parametr h°
(Obrazek 12) znazornuje odstin sledované barvy a je urcen tthlem mezi kladnou poloosou a*
a barevnym vektorem. Nabyva tedy hodnot 0-360°, kdy hodnota 0° nélezi ¢ervené barve, 90°

zluté barve, 180° zelené barveé a 270° barveé modré [77, 78].

Obrazek 12 Zobrazeni prostoru prifezu barevného prostoru [78]
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Barevny prostor RGB kde snimac¢ v kazdém pixelu zaznamenéva intenzitu svétla v ¢erveném,
zeleném a modrém spektru, je také podobny lidskému vnimani barev a je také ¢asto pouzivan.
Vybér pfistrojii pro zjiSténi barevnosti zavisi na typu potravindiského produktu a pouziti.
Na zakladé optickych vlastnosti jsou potravinaiské vyrobky klasifikovany jako neprtihledné
(rajéata, syr, mouka a ryze), prusvitné (ovocné §tavy a dzemy) a transparentni (nealkoholické
napoje a olej) [75, 80].

Pii méfeni barev se pouzivaji dva principy kolorimetrie a spektrofotometrie. Kolorimetrie
(Obrazek 13) kvantifikuje barvu méfenim tii primarnich barevnych sloZzek svétla, které vidi
lidské oko, cervené, zelené a modré. V tomto principu sekundarni a terciarni barvy jako zluté,
oranzova nejsou jednotlivé kvantifikovany. Pristroje vyuzivajici kolorimetricky princip se
obecné nazyvaji chronometry nebo kolorimetry. Zaznamendvaji barvu téméi stejné jako
lidské oko. Pti spektrofotometrii se méfi spektralni odrazivost nebo propustnost produktu
v celém spektru viditelného svétla (400-700 nm). Pristroje vyuZivajici tento princip se
nazyvaji spektrofotometry. PouZzivaji se pfi formulaci a kontrole kvality pozadovanych barev

v ptipravenych potravinaiskych produktech, ve vyzkumu a vyvoji novych produkti [82, 83].
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Obrazek 13 Schéma kolorimetru [76]

1.4.3 Stanoveni chelata¢ni aktivity

Stanoveni chelatacni aktivity je zaloZeno na komplexometrické reakci mezi antioxidantem
a kovem anasledném meétfeni absorbance nejcastéji ve viditelné oblasti. Jako chelatacni
ginidlo se pouziva siran Zeleznaty nebo ferozzin. lont kovu Fe** ma schopnost pienaset
jednotlivé elektrony a udrZovat tvorbu volnych radikdlti ziskem nebo ztratou elektront.
Snizeni tvorby reaktivnich forem kysliku Ize tedy dosahnout chelataci kovovych ionth
s chelata¢nimi ¢inidly. Chelata¢ni ¢inidlo omezujici pfenos kovovych iontd. Z Fe?" iontl lze
vytvofit mnoho radikélovych reakci, které diky jeho schopnosti pfenaset jednotlivé elektrony,

pocinaje dokonce i relativné nereaktivnimi radikaly [83,84].
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Chelatacni aktivitu lze vypocitat pomoci rovnice 3:

B . A —A
chelata¢ni aktivita kovi = —kentrola “vzorek o 10 (3)

Akontrola

Kde kontrola je absorbance kontrolni reakce (napiiklad bez rostlinného extraktu) a vzorek je

absorbance v pfitomném vzorku [84].

1.4.4 Stanoveni antioxidacni aktivity

Antioxidant je molekula, ktera inhibuje oxidaci jinych molekul. Oxidace je chemicka reakce,
ktera ptrenasi elektron nebo vodik z latek na oxida¢ni ¢inidlo. Oxida¢ni reakce mohou
produkovat volné radikaly [86, 87].

Antioxidanty hraji dilezitou roli pfi konzervaci potravin tim, Ze inhibuji oxidacni procesy
a prispivaji k podpoie zdravi, kterou poskytuji mnohé dopliiky stravy. Antioxidacni aktivitu
1ze monitorovat fadou testll s riznymi mechanismy, vetné pienosu atomu vodiku, pienosu

jednoho elektronu, chelatace kovl a dalsi [88].

Metody stanoveni antioxidacni aktivity mizeme rozdélit do dvou zékladnich skupin, a to na
metody chemické a fyzikdlni. Chemické metody jsou zalozeny na pouziti Cinidel, které
poskytujici s volnymi kyslikovymi radikaly barevné produkty, jejichz vzniku brani ve vzorku
obsazené antioxidanty. Intenzita zabarveni se méfi spektrofotometricky a rozdil v hodnotach
absorbanci méfeného a slepého vzorku pak udavd obsah latek s antioxida¢nimi Ucinky.
Srovnani hodnot poskytovanych jednotlivymi metodami je velmi nesnadné, nebot jak
antioxidanty, tak reaktivni latky, které zpisobuji oxida¢ni zmény je cela fada. Fyzikalni
metody nesleduji bezprostiedné chemickou reakci nebo zmény obsahtl jednotlivych latek, ale

sleduji zmény fyzikalnich vlastnosti, které tyto procesy provazeji [84, 88].

1.4.4.1 Metoda DDPH

Metoda vychytavani radikalt s DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-nitrofenyl)hydrazyl) (Obrazek 14)
se Siroce pouziva k hodnoceni schopnosti pfirodnich antioxidanti pohlcovat volné radikaly.
DPPH je stabilni volny radikal na bazi dusiku, ktery ma fialovou barvu, kterd se po redukci
bud’ procesem pienosu vodiku nebo elektronu zméni na zlutou. Latky, které jsou schopny tuto
reakci provést, 1ze povazovat za antioxidanty, a tedy za lapace radikal. V radikalové formé
méa molekula DPPH absorbanci ptfi 517 nm, kterd mizi po piijeti elektronového nebo

vodikového radikalu z antioxidaéni slouCeniny a stava se stabilni molekulou. Zaznamenava se
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procento inhibice [89, 90].

N, NH,
= N
N | P

HaN NH

Obrazek 14 Strukturni vzorec 1,1- difenyl-2-(2,4,6-nitrofenyl) hydrazylu
1.4.4.2 Metoda FRAP

Metoda FRAP je zaloZena na redukci zelezitych komplext, které jsou témér bezbarvé a po
redukci a reakci s Cinidlem vytvareji intenzivné modré komplexy. Pfi této metod€ redukuji
antioxidanty ze vzorku ¢&inidla Fe?*-2.4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin) zkracené nazyvany
TPTZ. Mnozstvi komplexu Fe**-TPTZ odpovida nar@istu absorbance pfi 593 nm a je mirou
antioxidacni aktivity vzorku. Métfeni probihd pti nizké hodnoté pH (pH=3,6), kdy nejsou
zachyceny komplexem pomalu reagujici polyfenolické latky a thioly, navic vznikajici Fe** je
jednim z reaktanti Fentonovy reakce. Metoda FRAP tak odrazi pouze schopnost latek
redukovat ion Fe*" a s celkovou antioxidaéni aktivitou vzorku nemusi pozitivng korelovat.
Fentonova reakce je chemicka reakce pii které dochazi k redukci H202 pomoci kovl Fe?*

a Cu" za vzniku hydroxylovych radikala [91, 92].

1.4.5 Stanoveni fenolickych latek

Pii stanoveni fenolickych latek se pouziva ¢inidlo Folin—Ciocalteu (FC). Cinidlo obsahuje
smés fosfomolybdenové a fosfowolframové kyseliny. Tato metoda je zalozena na chemické
redukci Cinidla v alkalickém prostfedi. Redukce se projevi vznikem modfe zabarveného
roztoku, kdy se méii jeho absorbance ve VIS oblasti. Jako standart 1ze pouzit kyselinu

gallovou, kavovou nebo katechin. Vysledky vyjadiujeme jako ekvivalent pouzitého standartu

[90, 93].

1.4.6 Stanoveni flavonoida

Pfi stanoveni flavonoidli se pouzivaji reakce zalozené na tvorbé komplexu hliniku. Jako
¢inidlo se nejcastcji pouziva chlorid hlinity v kyselém prostiedi. Pii reakci AICI3 s flavonoidy
obsazeny ve vzorku dochazi ke vzniku zlutého =zabarveni. Roztok je déale méfen
spektrofotometricky pii vinové délce 415 nm. Jako standart na vyjadieni celkového obsahu

flavonoidi ve vzorku se pouziva katechin, rutin, kvercetin [94, 95]
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1.4.7 Infracervena spektroskopie

YV wew

Infracervend (IR) spektroskopie (Obrazek 15) je jednou z nejbéznéjSich a nejrozsitenéjSich
spektroskopickych technik vyuzivanych zejména v anorganické a organické chemii.
Chemické slouceniny maji rizné chemické vlastnosti v dlsledku pfitomnosti rtznych

funkénich skupin [96].

Vstupni ‘
stérhina

Ircadlo Zrcadlo

Vaorek ™

Hjﬂi 4 Rotujiei s
zdrenl - zroadio -

Visledn

Ipracaovini 5
zéznam

| Dptickj Detekior
hranal

' 3 Ref.
Ircadlo 7 Ircadln

Obrazek 15 Schéma disperzniho IR spektrometru [97]

Infracervend spektroskopie je studium interakce infracerveného svétla s hmotou, kterou lze
pouzit k identifikaci nezndmych materidlti, zkoumani kvality vzorku, nebo stanoveni
mnozstvi slozek ve smési. Infracervené svétlo vyzatuje elektromagnetické zafeni v rozmezi
13000-10 cm™ ! (odpovidajici vinovéa délka od 0,78—1000 pm) [96].

Infracervena oblast se dale d¢li na tfi podoblasti (Tabulka 3):

Tabulka 3 IC oblasti [104]
Blizka IC 13000-4000 cm- '; 0,78-2,5 pm
Stiedni IC ~ 4000—400 cm- '; 2,5-25 ym
Vzdalena IC  400-10 cm ', 25-1000 um

Nejcastéji se pouziva stfedni infracervena oblast, kde molekuly snadno absorbuji zaieni, aby
vyvolaly vibracni excitaci funkénich skupin. Prichodem infracervené¢ho svétla vzorkem
améfenim absorpce nebo propustnosti svétla pii kazdé frekvenci se ziskd infracervené
spektrum s vrcholy odpovidajicimi frekvenci absorbovaného zaieni. Protoze vSechny skupiny
maji své charakteristické vibracni frekvence, informace o molekularni struktuie lze ziskat ze
spektra. InfraCervend spektroskopie je schopna analyzovat vzorky témér v jakékoli fazi
(kapalina, pevna latka nebo plyn) a lze ji pouzit samostatné nebo v kombinaci s jinymi
piistroji po riznych postupech vzorkovéani. Kromé zékladnich vibracnich moda se ve spektru
objevuji i dal$i faktory, jako jsou kombina¢ni pasma a vazebné a vibra¢ni rota¢ni pasma

[96, 97].
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V posledni letech byly vyvinuty také aplikace blizké infracervené spektroskopie (NIR). NIR
se pouziva pro ruzné aplikace, jako je odhad kvality a kontrola kvality rtznych
potravinaiskych, zeméd¢€lskych a farmaceutickych produkti. Existuje také mnoho vyzkumt
zalozenych na NIR v kontrole kvality bylin a analyze hlavniho obsahu. Metoda je jednoducha
na ptipravu vzorku, rychla a lze soucasn¢ analyzovat nékolik analytii v jednom vzorku. NIR
spektra v kombinaci s vhodnymi matematickymi modely a technikami lze pouzit
ke kvalitativnimu a kvantitativnimu stanoveni riznych produkta [98, 99, 100].

Nejcastéji pouzivanymi pfistroji v infracervené spektroskopii je disperzni infraerveny
spektrometr a infracerveny spektrometr s Fourierovou transformaci. Mezi zdkladni soucésti
disperzniho IR spektrometru patii zdroj zareni, monochromator a detektor. Obecné maji
disperzni spektrometry dvoupaprskovou konstrukci se dvéma ekvivalentnimi paprsky
ze stejné¢ho zdroje, které prochazeji vzorkovou a referenéni komorou. Tyto referencni
a vzorkové paprsky jsou stiidaveé zaostfovany na detektor pomoci optického prerusovace, jako
je sektorové zrcadlo. Jeden paprsek bude postupovat a bude prochazet vzorkem, zatimco

druhy paprsek bude prochazet referencnim materidlem pro analytické srovnani [96, 98].

Dopadaijici zareni

Detektor

Pohyblivé
zrcadlo

Déli¢ paprski

Pevné zrcadlo

Obrizek 16 Schéma Michelsonova interferometru [97]

Detektory jsou zatizeni, ktera pirevadéji analogovy spektralni vystup na elektricky signal. Tyto
elektrické signdly jsou dale zpracovavany pocitaem pomoci matematického
algoritmu. Detektory pouzivané v IR spektrometrech lze klasifikovat bud jako
fotonové/kvantové detektory nebo tepelné detektory [98, 101].

Velmi rozsifené jsou spektrometry s Fourierovou transformaci (FTIR). Hlavnim rozdilem
mezi FTIR spektrometrem a disperznim IR spektrometrem je Michelsoniv interferometr.
Michelsontiv interferometr (Obrazek 16) se pouzivd k rozdéleni jednoho paprsku svétla na

dva tak, aby drahy obou paprskl byly rizné. Poté Michelsoniv interferometr tyto dva paprsky
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spoji a vede je do detektoru, kde se méfi rozdil intenzity téchto dvou paprski jako funkce

rozdilu drah [98, 101].

1.4.8 ICP/MS

Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem je ultrastopova analytickd metoda
zabyvajici se prvkovou a izotopovou analyzou pro vzorky s Sirokym rozsahem koncentraci.
Kapalny vzorek v tomhle systému je nasavan peristaltickou pumpou do zmlzovace za vzniku
aerosolu. Aerosol nasledné prochdzi mlZznou komou do ICP, kde dochazi k odpateni
pouzitého rozpoustédla, atomizaci vzorku a ionizaci atomd, které jsou vedeny
do hmotnostniho spektrometru. Na rozdil od ICP, ktery pracuje za atmosférického tlaku
(760 torr), hmotnostni spektrometr pracuje za hlubokého vakua (10°-10 torr), tim se tvofi
tlakovy gradient, ktery slouzi jako hnaci sila. lonty jsou fokusovany do iontového paprsku,
ktery je zaostfen pomoci fokusacnich elektrod. Vznikly fokusovany paprsek iontu je nasledné
veden do kvadrupdlového hmotnostniho analyzatoru. Tento hmotnostni analyzator je tvoren
¢tyfmi kovovymi ty¢emi, kde vzdy na dvé protilehlé tyce je vedeno stejné kladné a stejné
zaporné stejnosmeérné napéti. Na vSechny tyCe zaroven je aplikovdno vysokofrekvencni
sttidavé napéti. Tato kombinace umoziiuje prichod iontu o predem uréené hodnoté m/z.
Moznou zménou napéti 1ze proméfit celé hmotnostni spektrum. K detekei iontu se vyuziva

iontovy nasobic [102].

1.4.9 Méreni pH a elektrické vodivosti

pH je mirou koncentrace vodikovych iontd v roztoku a vyjadiuje stupenn kyselosti nebo
zasaditosti roztoku. Méfeni probihd pomoci dvou elektrod, které jsou Casto kombinovany
v jedné zavadéci sondé. Sklenéné trubice obsahujici roztok s konstantnim pH (pufr) a vodic¢
s referen¢ni elektrodu obsahujici referencni elektrolyt. U kombinované elektrody jsou pH

a referencni elektrody umistény v jedné sestave sondy [103].

Konduktometrie je zaloZena na méteni elektrické vodivosti roztoku. Hodnota vodivosti zavisi
na mnozstvi iontu pfitomnych v roztoku a na jejich pohyblivosti. Cim vice iontii roztok
obsahuje, tim vétsi ma i vodivost. Zakladni jednotkou konduktivity je S.m™!, &asté&ji se pouziva
jednotka S.cm™'. Konduktometr se sklada ze dvou elektrod na jednu z nich se vklada stiidavé

nap¢ti. Stiidavé napéti zplisobi pohyb iontil v méfeném roztoku mezi elektrodami [104].
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1.4.10 Chelatometrické stanoveni vapniku a hor¢iku

Chelatometrickou titraci Ize stanovit prakticky vSechny kationty kovi s nabojem 2+. Pouziva
se disodna stl kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA), kterd ma obchodni nazev Chelaton
3. Chelaton reaguje s kovovymi ionty za vzniku komplexnich aniontl rozpustnych ve vodé,
kdy se zaroven uvoliiuji ionty H". Rovnovahy jsou tedy ovliviiovany koncentraci H' ionti,
aproto je nutné pouzivat tlumivé roztoky. Z povahy titratniho Cinidla vyplyva, ze jedna
molekula chelatotvorného ¢inidla reaguje vzdy s jednim iontem kovu bez ohledu na jeho
oxida¢ni Cislo. Pro wurceni bodu ekvivalence se vyuzivda metalochromni indikator.
Eriochromova cerin T tvofi s véapenatym a hofeCnatym iontem pii pH 10 v prostredi
amoniakalniho tlumivého roztoku visiové cerveny komplex. Bod ekvivalence je urcen
modrou barvou volného indikatorového iontu. Metoda je vhodna pro spolecné stanoveni

obsahu vapniku a hot¢iku ve vodach.
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2 Experimentalni ¢ast

V této Casti prace byla popsana piiprava a analyza ndlevu z kofene omanu pravého. Byl
sledovan vliv pH na barevnost ndlevii za pouziti spektrofotometru UltraScan VIS.
Spektrofotometrické metody byly méfeny v rozsahu vinovych délek od 380 do 780 nm, kdy
se vzorek jevi jako barevny. Mezi spektrofotometrické metody byla zatazena chelatacni
aktivita, stanoveni antioxidacni kapacity, stanoveni celkového obsahu fenolickych latek,
flavonoidu a katechint. Jako pfistroj byl pouzit spektrofotometr UV-VIS Shimadzu UV-2600.
Byla méfena infracervena spektra, a to pomoci pfistroje Nicolet iS50 FT-IR. Méfeni probihalo
v rozsahu 400-4000 cm™ a to v poétu skenu 64. IC spektra jsou vyjadiena jako zavislost
absorbance na vlnoctu. Pfi stanoveni mineralnich latek ve vzorku kofene omanu pravého byla
nejdiive provedena mineralizace vzorku pomoci tlakové mineralizacniho zatfizeni Speedwave

Xpert a nasledné byl pouzit kvadrupdlovy hmotnostni spektrometr Agilent 7900.

2.1 Chemikalie

e Destilovana voda (Univerzita Pardubice, CR)

e Methanol > 99,9% (Honeywell, Morristown, USA)

e Ethanol 96% (Lach-ner, s.r.0., Neratovice, CR)

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

e Siran véapenaty (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)

e Siran hotfe¢naty (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)

e Chlorid draselny (PENTA, s.r.0., Praha, CR)

e Hexahydrat chloridu Zelezitého (PENTA, s.r.o., Praha, CR)

e Hexahydrat chloridu hlinitého (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, CR) Ethanol 96% (Lach-
ner, s.r.o0., Neratovice, CR)

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

¢ Dusitan sodny (Lach-ner, s.r.0., Neratovice, CR)

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

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

e Tetrahydrat chloridu zeleznatého (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)

e Hydroxid sodny (PENTA, s.r.0., Praha, CR)

e Kyselina gallova (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
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TPTZ, 2,4,6,-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
Trolox, kyselina 6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-karboxylova (Sigma Aldrich,
Steinheim, Némecko)

Vanillin (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)

Kyselina chlorovodikova 35% (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, CR)

Kyselina octova 99% (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, CR)

Octan sodny (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)

Uhli¢itan sodny (J. T. Baker, Deventer, Holandsko)

Kyselina dusiéna (1:3) (Lach-ner, s.r.0., Neratovice, CR)

Peroxid vodiku (30 %) (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, CR)

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

Ethylendiamintetraoctova kyselina (Lachema n. p. Brno, CR)

Xylenova oranz (P-LAB, a.s., Praha, CR)

Eriochromova &erfi T (Lachema n. p., Brno, CR)

Urotropin (hexamethylentetraamin) (Chempur, Némecko)

2.2 Pristroje

Analytické vahy KERN ABT 220-4 M (Kern & Sohn, Balingen, Némecko)

pH-metr SCHOTT (SCHOTT AG, Mainz, Némecko)

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

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

Konduktometr Handylab LF1, Schott, Némecko

Spektrofotometr UltraScan VIS (HunterLab, Reston, USA)

Spektrofotometr UV-VIS Shimadzu UV-2600 (Shimadzu, Kjoto, Japonsko)
Kvadrupolovy hmotnostni spektrometr Agilent 7900 (Q-ICP-MS, Agilent
Technologies, Inc., Santa Clara, CA, USA)

Speedwave Xpert (Obersalzberg, Berchtesgaden, Némecko)

bézné laboratorni vybaveni
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2.3 Priprava bylinnych nalevii

Jako vzorek byl pouzit suseny koten Inula helenium. Ten byl proset pies sito s velikosti ok
3,15 mm podle CSN 15 3330. Déle byla pfipravena voda na piipravu bylinnych nalevi, a to
ve tfech Grovni tvrdosti (stfedné tvrdd, velmi tvrda a uhli¢itanova). Na analytickych vahach
bylo navazeno pfesné mnozstvi NaHCOs, CaSOs, MgSO4 a KCl (Tabulka 4) a rozpusténo
v destilované vod¢. Dale je demineralizovana voda znacena jako DEMI, stiedné tvrda voda

jako STV, velmi tvrd4 voda jako VTV a uhli¢itanova voda jako HCO3").

Tabulka 4 Chemické slozeni vod pouzité k experimentalni ¢asti

g/l NaHCO; CaS0q MgSO4 KCl
Stiedné tvrda ‘ 0,096 0,060 0,060 0,004

Velmi tvrda ‘ 0,384 0,240 0,240 0,016
Uhliéitanové‘ 0,384 — _ _

Postup

Na ptipravu bylinného nalevu bylo na pfedvazkach navazeno do ¢ajového sacku 2 g suSeného
a prosetého kotene. Den piedem pfipravena voda o riizné tvrdosti (Tabulka 4) byla zahtivana
k varu. Var byl udrZzovan pfesné¢ 1 minutu. Voda byla odméiena ve 250 ml vélci s Grovni
tolerance +1,6 ml na objem 200 ml. U vody bylo nasledné¢ zméteno pH, vodivost a stanovena
celkova tvrdost. Cajovy sacek byl vloZen do varem upravené vody a louhovan 10 minut.
Po uplynuti této doby byl pomoci sklenéné tyCinky sacek odstranén a takto pfipraveny
bylinny nalev byl ochlazen proudem studené vody. Pfipravené nalevy byly uchovany na
chladném stinném misté po dobu ¢tyt dnli. Béhem doby uchovévani byla zméfena barevnost
nalevu a pH. Cast nalevu byla kazdy den odebrana, zmraZena, aby byl vzorek zachovan pro

stanoveni antioxida¢nich vlastnosti.

2.4 Statistické zpracovani dat

Pro vzorek kofene omanu pravého byly ze stejné ptipravené vody zhotoveny vzdy dva nalevy.
Analyza kazdého extraktu byla opakovana 2x (N=4). Vysledky stanoveni byly vyhodnoceny
na zaklad¢ aritmetického primér + smérodatnd odchylka. Naméfena data byla zpracovana
v programu Excel (MS Office v., Microsoft, Albuquerque, NM, USA), v némz byly hodnoty
1 zpracovany. Parové porovnani bylo provedeno s pouzitim studentova t-testu v programu
Excel. Pismena * a B oznaduji statisticky vyznamny rozdil vyhodnoceného t-testu na hladingé

pravdépodobnosti a=0,05. Pokud bylo p> 0,05, platila nulovd hypotéza, a tedy shodnost
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vysledkl v ramci hladiny statistické vyznamnosti o = 0,05. Pokud p <0,05, platila alternativni
hypotéza, kterd vyvracela shodnost v rdmci hladiny statistické vyznamnosti a = 0,05.
Parametry barevnosti byly vypocitdny s vyuZzitim softwaru EasyMatch QC (HunterLab,
Reston, VA, USA).

2.5 Postupy analyzy vzorku omanu pravého

Pevny vzorek byl pouzit pouze na stanoveni obsahu minerdlnich latek metodu ICP/MS.
V ptipravenych ndlevech bylo zméfeno pH, barevnost, spektrofotometrické metody,
infracervena spektra, VIS spektra. Mezi spektrofotometrické metody bylo zafazeno stanoveni
chelatacni aktivity, antioxidacni aktivity, celkového obsahu fenolickych latek, celkového

obsahu flavonoidu a stanoveni obsahu katechinu.

2.5.1 Méieni pH

Pomoci predem kalibrovaného pH metru bylo zméfeno pH jednotlivych néalevli a vod
pouzitych k pfipravé, a to pied varem a po varu. U pfipravenych bylinnych nalevii bylo pH
zméteno pomoci sklenéné elektrody. Elektroda byla pfed samotnym métenim kalibrovana na

pufry o hodnotach pH 4, 7 a 9.

2.5.2 Méreni elektrické vodivosti a chelatometrické stanoveni vapniku a horciku

Na meéfteni elektrické vodivosti byl pouzit konduktometr Handylab LF1. Méteni probihalo za
laboratorni teploty (25 °C). Chelatometrické stanoveni sumy vapniku a hoiciku bylo

provedeno podle nasledujiciho postupu:

Cinidla:

Tlumivy roztok: 54 g chloridu amonného bylo rozpusténo ve 100 ml vody za tepla a bylo
pridano 350 ml vodného roztoku amoniaku a doplnéno po rysku.

Eriochromova ¢erii T: 0,5 g eriochromové cerné T bylo smichano se 100 g chloridu sodného.
0,02M roztok chelaton 3 (Ch3): Roztok byl pfipraven navazenim 7,4369 g Ch3 do 1 1
destilované vody. Piesna koncentrace byla stanovena pomoci Pb(NOs3)2. Navazka Pb(NO3)2
byla rozpusténa v 50-100 ml destilované vody a okyselena nékolika kapkami 1M HNO:s.
Po pfidani xylenolové oranzi bylo upraveno pH ptidavkem urotropinu do vzniku fialové

cerveného zabarveni a byla provedena titrace chelatonem do Zlutého zabarveni.

Postup:

Do titracni banky bylo odpipetovano 20 ml vzorku, pfidano 2 ml tlumivého roztoku
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a eriochromova cerit T. Smés se titrovala roztokem chelatonu 3 do jasné modrého zabarveni.

Celkova koncentrace vapniku a hot¢iku byla vyjadiena v mmol/I.

Pouzité vypocty: Teoretickd navazka
m = Mcp3 X Cchz X V()
m = 372,252 x 0,02 x1
m=7,4450g

Prakticka navazka

7,4369

C= m = 0,01996 mol/l

Vypocet tvrdosti stfedné tvrdé vody:
g X Vi =c, XV,
19,98 X 0,775 = ¢, X 20
¢, = 0,7742 mmol/l

2.5.3 Méreni barevnosti

Barevnost byla méfena na pftistroji UltraScan VIS, (Obrazek 17). Spektrofotometr vyuziva
integracni kouli s geometrii d/8° s automatickym zaclenénim nebo vyloucenim zrcadlové

slozky a s pulsni xenovou lampou—D65. Vzorky jsou dle CIE méteny v rozsahu 380—780 nm

(krok 10 nm) [105].

Obrazek 17 UltraScan VIS pro méfeni barevnosti [105]

U pfistroje byla nejdfive provedena standardizace pomoci destilované vody, a to kazdy den
pred méfenim. Standardizace byla provedena na cernou barvu pomoci ¢erné desticky

anasledn¢ na bilou barvu pomoci bile kachlicky (pfilozeny k pfistroji). Vzorky byly
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i se sedimentem promichany a byly méteny ve sklenéné s optickou drahou 10 mm. Po
standardizaci byla kyveta naplnéna vzorkem a nasledn¢ zmétfena barevnost roztoku. Méfeni

probihalo pti celkové transmitanci (TTRAN).

M¢teny byly parametry L*, a*, b* ze kterych byl ndsledné vypocten parametr AE*
(Rovnice 4). Celkové rozdily barev vsystému CIE lIze vyjadifit bud’ jako souradnice
barevného prostoru nebo jako korelace svétla, sytosti a odstinu (AE*). AE* je definovéna jako
rozdil mezi dvéma barvami v barevném prostoru L*a*b*. Pro snadnéj$i porovnani a piedstavu
o barevnosti vzorku byly ¢iselné hodnoty odchylek vztazeny na vnimani lidskym okem

(Tabulka 5) [78, 106].

AE™ = \/(L;zorek - L:‘tandard)z + (a;zorek - a;tandard)z + (b;zorek - b;tandard)z (4)

Tabulka 5 Srovnani AE* na zakladé vjemu lidskym okem [106]

AE*
<1 Okem nepostiehnutelny rozdil
1-2 Okem velmi nepatrny rozdil

2-3,5 | Stfedni rozdil, okem pozorovatelny
3,55 Okem ziejmy rozdil

>5 Okem velmi ziejmy rozdil

Dale byly méfeny dal§i parametry v barevném prostoru L*, C*, h°. Z téchto hodnot byla

vypo&tena podle rovnice 5 takzvand stinova odchylka (AH").

AH" = \/(AE*)Z - (L;zorek - LZtandard)z - (C;zorek - Cs*tandard)2 )

2.5.4 Spektrofotometrické analyzy

Vzorky byly den pfedem vyjmuty zmrazdku a rozmraZeny. Jednotlivé vzorky byly
odstiedény na centrifuze (Sorvall ST4 Plus — MD, 2000 rpm, 5 minut), kdy pfitomny
sediment ze vzorku kotene klesl na dno vialky a mohl tak byt k méfeni pouzit pouze Ciry
roztok nalevu. Ke spektrofotometrickému méfeni byl pouZit ptistroj UV—VIS Shimadzu UV—-
2600, kdy byly vzorky meéfeny ve sklenénych kyvetach (10 mm). Pouze u stanoveni
chelata¢ni aktivity byly pouzity plastové kyvety (10 mm). Byla stanovena chelata¢ni aktivita,
antioxida¢ni aktivita pomoci metody DPPH a FRAP, celkovy obsah flavonoidi, celkovy

obsah fenolickych latek a stanoveni katechinti.
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2.5.4.1 Stanoveni chelatacni aktivity

Bylo pipetovano 1 ml vzorku, ke kterému bylo ptfidano 50 pl 2 mM FeClz a 200 pl 5SmM
ferrozinu. Vznikld smés byla umisténa na 10 minut do tmavého prostiedi a nasledné byla
proméfena absorbance pti 562 nm. Stejnym zptisobem byly pfipraveny i slepé pokusy, které
misto vzorku obsahovaly destilovanou vodu. Chelatacni aktivity vzorkd byly vyjadieny
v procentech inhibice (Rovnice 6).

Inhibice % = % x 100 (6)

Asi...absorbance slepého pokusu

Avz...absorbance vzorku

2.5.4.2 Stanoveni antioxidacni aktivity metodou DPPH

Nejprve byla provedena optimalizace metody (Pfiloha 1). Byl pfipraven methanolicky roztok
DPPH radikalu navazenim 12,5 mg ¢inidla do 500 ml odmérné banky. Bylo pipetovano 5 ml
roztoku radikdlu DPPH a 100 pl nafedéného vzorku do zkumavky s vickem. Takto ptfipravena
reakéni smés byla ponechdna 30 minut v temnu pfi laboratorni teploté. Po uplynuti reakéni
doby byla zméfena absorbance pii 517 nm. Stejnym zpisobem byly pfipraveny i slepé
pokusy, které misto vzorku obsahovaly destilovanou vodu. Byla pfipravena kalibracni fada ze
zasobniho roztoku Troloxu. Zasobni roztok byl pfipraven navazenim 100 mg Troloxu
do 100 ml odmérné baiiky a doplnén methanolem po rysku. Ze zasobniho roztoku byla
pripravena kalibra¢ni fada v rozmezi 10-100 mg Troloxu na litr (Pfiloha 5). Kalibra¢ni fada
byla pak proméfena stejnym zplsobem jako vzorky. Namétfené hodnoty byly nésledné
pfepocitany na procento inhibice. Antioxidaéni aktivita vzorkl byla vyjaddiena ve formé
ekvivalentil Troloxu, a to vypoc¢tenim z rovnice regrese kalibra¢ni fady zavislosti inhibice na

koncentraci Troloxu [107].

2.5.4.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou FRAP

Nejprve byla provedena optimalizace metody (Pfiloha 2). Byla pfipravena reakéni smés
smichanim 20mM FeCl3, 10mM roztoku TPTZ ve 40mM HCI a 0,3M octanového pufru
o pH 3,6. Uvedené latky byly smichany v poméru 1:1:10. Ke stanoveni bylo pipetovano 3 ml
vyse uvedené reakéni smési do zkumavky s vickem a k ni bylo ptfidano 100 pl nafedéného
vzorku. Zkumavky byly dale ponechdny 50 minut v temnu pii laboratorni teploté. Po uplynuti

reakéni doby byla proméfena absorbance pti 593 nm. Slepé pokusy byly pfipraveny

47



smichanim 3 ml reakéni smési s 100 pl destilované vody. Déle byla piipravena kalibracni
fada ze zéasobniho roztoku Troloxu. Zasobni roztok byl pfipraven navazenim 0,0598 g
Troloxu do 100ml odmérné banky a doplnénim methanolem po rysku. Ze zasobniho roztoku
byla ptipravena kalibra¢ni fada v rozmezi 10-100 pg Troloxu na 1 (Ptiloha 6). Kalibra¢ni fada
byla nasledné¢ proméfena stejnym zpiisobem jako vzorky. Kalibra¢ni graf byl sestrojen
v zavislosti absorbance kalibraénich roztokii na koncentraci Troloxu. Antioxida¢ni aktivita

vzorkl byla vyjadiena ve formé ekvivalenth Troloxu [107].

2.5.4.4 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Nejprve byla provedena optimalizace metody (Ptiloha 3). Bylo pipetovano 6 ml destilované
vody, 1 ml nafedéného vzorku a 0,5 ml FC ¢inidla do zkumavky s vickem. Reak¢ni smés byla
ponechéna 5 minut v klidu. Nésledné byl pfidan 1 ml 5% roztoku Na2COs a takto vznikla
reakéni smés byla umisténa na 60 minut do temna, pfi laboratorni teploté. Po uplynuté dobé
byla zmétena absorbance pifi 765 nm. Stejnym zpiisobem byly pfipraveny i slepé pokusy,
které¢ obsahovaly misto vzorku destilovanou vodu. Byla piipravena kalibracni fada v rozmezi
10-100 mg/1 ze zasobniho roztoku kyseliny gallové (Ptiloha 7). Kalibra¢ni graf byl sestrojen
v zévislosti absorbance kalibracnich roztokl na koncentraci kyseliny gallové. Celkovy obsah
fenolickych latek byl vypocten pomoci rovnice regrese sestrojené kalibracni fady s kyselinou

gallovou [107].

2.5.4.5 Stanoveni obsahu flavonoidu

Nejprve byla provedena optimalizace metody (Ptiloha 4). Bylo pipetovano 1 ml vzorku
a 0,6 ml 5% NaNO:2 do zkumavky s vickem. Zkumavka byla ponechana 5 minut v klidu
a poté byl do ni pfidan 1 ml 2% AICls. Po 6 minutach byl pfidan 1 ml 1M NaOH. Vznikla
smés byla umisténa na 10 minut do tmavého prostfedi a po uplynuti reakéni doby byla
zméfena absorbance pii 510 nm. V piipadé slepého pokusu byl 2% AICl3 nahrazen
destilovanou vodou, jinak bylo postupovano stejnym zplsobem. Kalibra¢ni fada byla
pfipravena ze zasobniho roztoku katechinu, ktery byl pfipraven navazenim 50 mg katechinu
do 100ml odmérné bariky a doplnénim methanolem po rysku. Z takto pfipravené¢ho zasobniho
roztoku byla dale pfipravena kalibracni fada v rozmezi 0,5-50 mg/l (Pfiloha 8). Kalibra¢ni
fada byla nasledn¢ prométena stejnym zptisobem jako vzorky samotné. Kalibracni graf byl
sestrojen v zavislosti absorbance kalibracnich roztokd na koncentraci katechini. Obsah

flavonoidl byl vypocten pomoci rovnice regrese sestrojené kalibracni fady [107].
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2.5.4.6 Stanoveni obsahu katechinu

Metoda s vanilinem je zaloZena na reakci vanilinu s aromatickym katechinem v silné kyselém
prostiedi, kdy vazbou dochdzi ke vzniku produktu s Cervenym zbarvenim a jeho intenzita
je métena pii vinové délce 500 nm [107].

Bylo pipetovano 1 ml vzorku, 2,5 ml 4 % vanilinu v metanolu a 2,5 ml 25 % H2SO4
v metanolu. Vznikla smés byla umisténa na 15 minut do tmavého prostfedi a po uplynuti
reakéni doby byla zméfena absorbance pti 500 nm. V piipad¢ slepého pokusu byl 1 ml vzorku
nahrazen destilovanou vodou, jinak bylo postupovano stejnym zpiisobem. Kalibracni fada
byla pfipravena ze zasobniho roztoku katechinu, ktery byl pfipraven navazenim 50 mg
katechinu do 100ml odmérné banky a doplnénim methanolem po rysku (Ptfiloha 9). Z takto
ptfipraveného zdsobniho roztoku byla dale pfipravena kalibra¢ni fada v rozmezi 5-80 mg/I.
Kalibra¢ni fada byla nasledné proméfena stejnym zptisobem jako vzorky samotné. Kalibra¢ni
graf byl sestrojen v zavislosti absorbance kalibracnich roztokli na koncentraci katechint.

Vysledky byly vyjadieny jako ekvivalent katechinu [107].

2.5.4.7 VIS spektra

Spektra byla méfena na spektrofotometru UltraScan VIS. Byl méfen nalev DEMI
a uhli¢itanovy nélev pfipraveny podle postupu 2.3. Z téchto dvou nalevii byla /2 odebrana
a nasledné zalkalizovana pomoci 6M NaOH na pH=9. Jednotliva spektra byla porovnana.
Nasledné byl métfen samotny uhli¢itanovy nélev, a to po dobu 20 hodin. Bylo zaznamenano
deset méfeni, kdy jednoho méfeni trvalo 2 hodiny. Méfeni probihalo pfi vinovych délkach

450-800 nm.

2.5.5 Infracervena spektroskopie

Infracervené spektrum bylo zméfeno u nélevu pfipraveného do vody destilované (DEMI)
a uhli¢itanové (HCO3") pripravené podle postupu v kapitole 2.3. Z pfipraveného nalevu byla
"2 odebréna a nasledné zalkalizovand pomoci 6M NaOH na pH = 9. Oba nélevy byly nasledné
nality na Petriho misku (primér 100 mm) s vySkou hladiny 5,0 mm, vysuSeny v proudu
vzduchu (25 °C, 24 h) a rozmé&lnény na prasek. Méteni probihalo na pfistroji Nicolet iS50 FT-
IR. Byla nastavena metoda iS50 ATR Lab., spektra byla sniméana v rozsahu 4004000 cm’!
a to v poctu 64 skenti. Vzorek byl pomoci kopistu nanaSen na ATR modul a nasledn¢ zméten
proti vzduchu. Byla sledovana mozna zména ve spektru. Pro srovnani spekter byl pouzit Cisty

inulin z éekanky (Zdravi z ptirody, Zlin, Ceska republika).
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2.5.6 ICP/MS

Pfed méfenim byla nejprve provedena mikrovlnnd mineralizace vzorku. Na analytickych
vahich bylo navazeného +100 mg vzorku suSeného kotene Inula helenium. Do kazdé
patronky se vzorkem bylo odméfeno 5 ml HNOs (1:3) a 2 ml H202 (30 %). Patronky byly
uzavieny pfedem roztazenym vickem a utésnény. Uzaviend nadoba byla vlozena
do mineralizacniho pfiistroje Speedwave Xpert, kde byl néasledné nastaven teplotni program
(Tabulka 6). Po rozkladu byl vzorek kvantitativné preveden do odmérné bailky o objemu
25 ml a doplnén redestilovanou vodou po rysku. Takto pfipraveny vzorek byl nasledné
zméten na hmotnostnim spektrometru s indukéné vazanym plazmatem (ICP/MS).

Stanoveni vzorku bylo provedeno na kvadrupolovém hmotnostnim spektrometru Agilent
7900. Jde o vykonny pfistroj, ktery ma dynamicky rozsah 11 fadd. Pfistroj obsahuje
oktapolovy reakéni systém (ORS), ktery odstranuje interference diskriminaci kinetické
energie pomoci kolizniho plynu (He), nebo reakéniho plynu. Piistroj obsahuje i Ultra High
Matrix Introduction (UHMI), ¢imz se zvySuje tolerance rozpusténych pevnych latek az na

25 %. Pomoci UHMI se také zlepSuje odolnost plazmatu a snizuje vliv matrice [108].

Tabulka 6 Teplotni program mineralizace

T [°C] p Narust Drzeni Vykon [%]
[bar] [min] [min]
Krok 1 170 40 5 5 70
Krok 2 230 40 5 35 80
Krok 3 50 40 1 5 0
Krok 4 50 40 0 5 0
Krok § 59 40 0 5 0
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3 Vysledky a diskuze

3.1 pH vzorkii vod a nalevii z kofene omanu pravého

Pomoci pfedem kalibrovaného pH metru bylo zméfeno pH piipravenych vod (Kapitola 2.3)
pouzitych k pfipravé nalevil a nésledné i pH piipravenych nalevii. Pii métfeni pH byl jako

standard pouzit vZzdy nalev piipraveny prvni den.

Tabulka 7 pH pfipravenych vod a nalevi

Voda O pH O pH O pH
(pred) (po) oman nalev
DEMI 6,28 6,31 STD6,26+0,04
2.den - - B5,78+0,03
3.den - - B5,53+0,01
4.den — - B5 47+0,01
STV 7,92 8,83 STD7.1440,06
2. den - - 86,99+0,01
3.den - - A7,01£0,06
4.den — - B6,62+0,01
VTV 8,26 8,51 STD7 79+0,02
2. den - - B7.64+0,00
3. den - - B7,25+0,02
4. den — - B7,19+0,01
HCO5 8,30 9,17 STD7.944+0,06
2.den - - A7,76+0,08
3.den - - B87,59+0,02
4.den — - B7,31+0,11

Demi, demineralizovana voda; STV, stfedné tvrda voda; VTV, velmi tvrda voda; HCOj', roztok hydrogenuhli¢itanu sodného; aritmeticky
prumér + smérodatna odchylka. Index A znaci statistickou shodu se standardem, index B znali statistickou neshodnu se standardem.

Standard je oznageny jako ST (N=4).

Hodnoty pH pro pripravené vody se pohybovaly v rozmezi 6,28-9,17. Po varu se zvysilo pH
v disledku uvoliovani COz. Nejvice patrnd je tato zména u vody VTV (nérust o 0,25 pH)
a u HCOs (narust o 0,87 pH). Hodnoty pH bylinného nalevu se pohybovaly v rozmezi 5,47—
7,94. U jednotlivych vod doslo po pfidani kotene ke snizeni pH v dasledku pravdépodobného
uvolnovani latek s kyselou povahou. Nejvice patrna je tato zména u nalevu VTV (pokles

00.72 pH) a u nalevu HCO3 (pokles o 1.23 pH). Jako standard byl pouzit vZdy nalev
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ptipraveny prvni den. Hodnoty pH pfipravenych nalevi klesaly s nartistem dnt. Na hladiné
vyznamnosti p<0,05 bylo zjisténo, ze jsou vysledky pH nalevu v porovnani se standardem

statisticky rozdilné (Tabulka 7).

3.2 Elektricka vodivost a tvrdost pripravenych vod a nalevii omanu
pravého

Byla méfena vodivost pfipravenych vod a ndlevii z omanu pravého pomoci konduktometru
Handylab. Jednotlivé vysledky vychazi z aritmetického pruméru, a to celkem ze dvou méfeni
dvou stejné pripravenych nalevii (N = 4). Hodnoty vodivosti pfipravenych vod se pohybovaly
vrozmezi 0-1027,5 puS/cm a vodivost ndlevii se pohybovala vrozmezi 0-908 pS/cm.
K poklesu mohlo dojit z divodu sniZzeni mnoZstvi iontu v roztoku. Nejvyssi vodivost byla
naméfena u nalevu pfipraveného do velmi tvrdé vody. Chelatometricky byla stanovena
tvrdost pfipravenych vod po varu vyjadiena jako suma hotecnatych a vapenatych kationta.
Nejvyssi tvrdost byla stanovena u nalevu pfipraveného do velmi tvrdé vody, kterd také byla

pfipravena z nejvetsi navazky CaSOs a MgSOa4 (Tabulka 8).

Tabulka 8 Vodivost a tvrdost ptipravenych nalevu z omanu pravého

Voda Voda Omanovy Voda
nalev XCa* + Mg*
(nS/cm) (mmol/l)
DEMI <0,1+0,00 <0,1+0,00 -
STV 302+2,83 298+4,24 0,787+0,02
VTV 1027,5€2,12 908+14,14 1,474+0,11
HCO5" 518+5,66 464+4,24 0,325+0,04

Demi, demineralizovana voda; STV, stfedné tvrda voda; VTV, velmi tvrda voda; HCO; roztok hydrogenuhli¢itanu sodného; aritmeticky

prumér + smérodatna odchylka, (N=4).

3.3 Meéreni barevnosti

Byla zméfena barevnost vod pouzity k pfipravé ndlevii, kdy jednotlivé vody nemély na
méteni barevnosti nalevl kofene omanu pravého vliv. Déle byla zmétena barevnost bylinnych
nalevii v pribéhu skladovani (1.—4. den). Nasledné byly porovnany namétené hodnoty L*, a*,
b*, C*, h° pro vSechny vzorky (Tabulka 9-12). Parametr L* (jas) se hodnoti na stupnici od 0
(¢erna) do 100 (bild). Hodnoty parametru a* se nachazeji bud'to v kladné casti, ty odpovidaji
cervené barvé nebo v zaporné ¢asti, kde odpovidaji zelené barveé. Osa b* se pohybuje bud’to

v kladné ¢asti, coz odpovida Zluté barve, nebo v zdpornych hodnotach, coz odpovidd modré
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barveé. Hodnota C* udava sytost nebo Cistotu barvy a sili se zvySujici se vzdalenosti od osy
L*. Hodnota konkrétné¢ udava mnozstvi Sedi v poméru odstinu, kdy 0 odpovida Sedé¢ barveé a
100 plné syté barvé. Hodnota h° udavd polohu na standardnim barevném kole. Vzorky
ptipraveny duplicitné byly zméteny dvakrat (N=4) a vysledky byly uvedeny jako aritmeticky
priimér se standardni odchylkou méfeni. Pismena * a B oznacuji statisticky vyznamny rozdil
studentova t-testu na hladiné a=0,05. Pokud bylo p> 0,05, platila nulova hypotéza, a tedy
shodnost vysledkli v ramci hladiny statistické vyznamnosti 0=0,05. Pokud p <0,05, platila
alternativni hypotéza, kterd vyvracela shodnost v rdmci hladiny statistické vyznamnosti
0=0,05.

Tabulka 9 Barevnost pfipravenych nalevu v barevném prostoru L*a*b*

L* a* b* AE*
1.den
Nalev (DEMI) 94,75+0,11 -0,71+0,01 7,56+0,18 standard
Nalev (STV) 494,07+0,23  ~-1,04+0,13 89,16+0,08 1,77+0,08
Nalev (VTV) | 893,12+0,85 B-2,16+0,16  B11,97+1,50 4,93+1,88
Nalev (HCO3) = 494,00+0,13  B-2,16+0,02  B11,11+0,23 3,91+0,43
2.den
Nalev (DEMI) | 94,53+0,23 -0,63+0,04 7,91+0,48 standard
Nalev (STV) A93,77+0,16  ~-1,17+0,18 89,40+0,07 1,76+0,54
Nalev (VTV) | B91,29+134  B.3,74+0,76 B11,76+1,4 5,94+2.46
Nalev (HCOs) = B9323+024  B289+0,13  B10,93£024  4,00+0,75
3.den
Nalev (DEMI) 94.44+0,27 -0,61+0,06 8,06+0,59 standard
Nalev (STV) A93,63+0,14  B-1,29+0,15 A9,59+0,11 1,60+1,04
Nalev (VTV) | B9028+1,32  B-510+0,88  B11,91+1,31 7,27+£2,42
Nalev (HCOs) = B92,59+033  B.3,78+0,13  B11,33+£020  4,94+0,79
4.den
Nalev (DEMI) 94,57+0,06 -0,60+0,04 7,92+0.,45 standard
Nalev (STV) B93,58+0,14  B-1,37+0,16 89,66+0,14 1,98+0,48
Nalev (VTV) | B89,49+146  B.634+1,07 B11,64+132  8,55+2,36
Nilev (HCO3) = 591,98+0,40  B-4,74+0,16  B11,30+0,21 5,94+0,66

Demi, demineralizovana voda; STV, stfedné tvrda voda; VTV, velmi tvrda voda; HCO;' roztok hydrogenuhli¢itanu sodného; aritmeticky

pramér + smérodatna odchylka. Index A znaci statistickou shodu se standardem, index B znaci statistickou neshodnu se standardem, (N=4).

Hodnota jasu L* se pohybuje v rozmezi 89,49-94,75, vzorky tedy spadaji do svétlé casti
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Skaly. Parametr a* se pohybuje v zapornych hodnotich a odpovida tedy barvé zelené.
Hodnoty parametru b* jsou kladné, coz odpovida zluté barvé. Vzorky ptipravené do VTV
a HCO3™ mély mensi parametr a* a vetsi parametr b*, byly tedy vice zelené a Zluté. Parametr
b* zlstal po celou dobu skladovani stejny, ale parametr a* se mirn¢ snizoval. Nalevy se
postupem casu stavaly zelené¢jsi. Hodnoty AE* pii porovnani nalevu piipravenych ve stiedné
tvrdé vodé (STV) jsou nizké. Patrné zmény nastaly u nalevu piipravenych do velmi tvrdé
vody (VTV) a do uhlic¢itanové vody (HCO3"). Hodnoty barevnych odchylek STV jsou podle
tabulky fazeny mezi rozdily jako okem velmi nepatrné rozdily. Vzorky VTV oproti standardu
vykazuji okem velmi zifejmé rozdily. Rozdily STV v rdmci vSech dnil jsou nepatrné, naopak

barevna odchylka VTV a HCO3 se zvySuje s dobou ponechdni ptipravenych nalevu.

Tabulka 10 Barevnost pfipravenych nalevii v barevném prostoru L*C*h°

L* C* h° AH"
1.den
Nalev (DEMI) 94,75+0,11 7,92+0,18 95,56+0,23 standard
Nalev (STV) A94,07+0,23 B14,82+0,64 A97.77+1,68 7,16+0,44
Nalev (VTV) 893,12+0,85 B17,4+2,12 A95,75+1,20 13,55+2,92
Nalev (HCO3) A94,00+0,13 B15,09+0,26 496,3340,35 6,05+2,43
2.den
Nalev (DEMI) 94,53+0,23 18,19+0,17 95,8240,12 standard
Nalev (STV) A93,77+0,16 A16,54+1,93 A98,64+0,76 8,59+1,59
Nalev (VTV) 890,29+1,34 A18,76+5,71 B123,18+6,21 12,72+5,74
Nilev (HCO3") A93 23+(),24 A17,743,76 A100,50+6,71 10,53+2,90
3.den
Nalev (DEMI) 94.44+0,27 11,2+4,44 97,30+2,26 standard
Nalev (STV) A93,63+0,14 A19,40+0,71 A98,90+0,49 8,39+3,84
Nalev (VTV) B90,28+1,32 A19,31+6,61 B128,16+3,48 12,69+8,97
Nalev (HCO3) 892 59+0,33 A15,94+0,45  A101,72+2.87 7,4543,78
4.den
Nalev (DEMI) 94,57+0,06 12,63+2,23 96,52+1,17 standard
Nalev (STV) 893 58+0,14 B20,38+1,38 A106,12+1,80 11,01+0,91
Nalev (VTV) BRO 49+1,46 B)12742,76  B133,64+2.16  15,01+1,93
Nalev (HCOy) 891,48+0,40 A16,40+2,38 B108,97+3,25 9,15+6,15

Demi, demineralizovana voda; STV, stfedné tvrda voda; VTV, velmi tvrda voda; HCO;' roztok hydrogenuhli¢itanu sodného; aritmeticky

prumér + smérodatna odchylka. Index A znaci statistickou shodu se standardem, index B znaci statistickou neshodnu se standardem, (N=4).
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Hodnota C* udavajici sytost barvy roste se zvySujici se tvrdosti vody. Hodnoty se blizi vice
nule, coz odpovida Sedé casti. Sledovany odstin (h°®) se pohybuje v rozmezi 95,56—133,64
vzorek tedy prechazi ze Zluté barvy na zelenou barvu. Hodnoty stinovych odchylek AH
vykazuji vysoké rozdily mezi standardy a vzorky. Nejvyssi rozdil byl zaznamenan u nalevu

ptipraveny do velmi tvrdé vody. Zména barevnosti nalevil je zndzornéna na Obrazku 18.

Obrazek 18 (z leva do prava), Demi, demineralizovana voda; STV, stfedné tvrda voda; VTV, velmi tvrda voda; HCO5™ roztok

hydrogenuhli¢itanu sodného

Ghosh a kolektiv publikovali ¢lanek, kde sledovali senzorické vlastnosti ¢ajového nalevu
pomoci voltametrickych senzorii. Izolovali z Cerného caje dvé fenolické latky obsazené
v nejvyssich koncentraci, a to theaflavin a thearubigin. Na téchto latkéch byl sledovan vliv
pouzit¢ vody a pH na barevnost ndlevii. Pouzitd voda na pfipravu néalevu byla
demineralizovand voda (pro slepy vzorek), siran vapenatym (simulace trvalé tvrdé vody)
avoda, kterd se svym sloZzenim a tvrdosti se pfiblizovala nami pouzité¢ uhli¢itanové vodé
(mnoZzstvi CaCOs simulovalo docasné tvrdou vodu). Uhli¢itanova voda byla jako jedina pred
pouzitim povafena, aby nedoSlo k vyraznému snizeni docCasné tvrdosti. Pii piipravé
do roztoku siranu vapenatého nedochazelo k zadné vyznamné zmeéné slozeni fenolickych
latek ani v senzorickych vlastnosti. Pti ptipravé ndlevu do uhli¢itanové vody bylo zjisténo, ze
dochdzi k vyrazné¢ zméné barevnosti nalevu. Vysledky ukazuji, Ze pouziti uhli¢itanové vody
po varu jednak snizovalo hodnoty theaflavinu (autooxidace) ale také zvysSovalo hodnoty
thearubiginu, kdy dochazelo ke zméné celkové barvy pripraveného nalevu. Konkrétné byly
tyto zmény spojeny se zvySenim intenzity barvy (zvySena disociace na thearubiginové anionty

pti vysS8im pH) a pokles jasu (v disledku sniZeni podilu barvy theaflavinu) [109].

Vzhledem ktomu, Ze knejvétSim barvovym odchylkdm dochdzelo zejména u nalevu
pripravenym do VTV a HCOs.vod, lze ptepokladat pouze vliv pH, nikoliv tvrdosti vody.

Proto byly pfipraveny néalevy pouze v demineralizované vod¢ a uhli¢itanové, u kterych bylo
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upraveno vysledné pH pomoci 6M NaOH na hodnotu 9,0. Byla sledovana barevnost prvni az

¢tvrty den (Tabulka 11).

Tabulka 11 Barevnost pfipravenych nalevii v barevném prostoru L*a*b*

L* a* b* AE*
1.den
Nalev (DEMI) 96,64+0,06 -0,85+0,05 9,55+0,25 standard
Nalev (DEMI_pH=9) | 893,56+0,32 B-7,62+0,40 B24,59+1,12  16,79+1,01
Nalev (HCO3) 94,09+0,28  -1,99+0,34 14,68+0,69 standard
Nalev (HCO3 _pH=9)  291,91+0,16 B-7,96+0,45 B27,75+0,45 14,57+0,72
2.den
Nalev (DEMI) 96,52+0,09 -0,73+0,04 9,55+0,03 standard
Nilev (DEMI_pH=9) | B86,93+0,06 B-15,54+0,15 £19,74+1,01  20,38+0,42
Nalev (HCO3) 93,35+0,52  -2,85+0,25 14,57+1,31 standard
Nalev (HCO; pH=9)  284,10+1,41 B-16,82+1,12 B521,85+0,88  18,37+0,63
3.den
Nalev (DEMI) 96,56+0,14  -0,72+0,04 9,55+0,08 standard
Nilev (DEMI_pH=9) | 884,58+0,32 B-17,65+0,11 B17,44+1,11  22,20+0,58
Nilev (HCO3) 92,73+0,48  -3,79+0,10 14,72+1,52 standard
Nalev (HCO3 pH=9)  B80,88+1,55 B-19,32+0,60 £19,58+0,54  20,19+0,52
4.den
Nalev (DEMI) 96,47+0,21 -0,74+0,05 9,66+0,21 standard
Nilev (DEMI_pH=9) | B83,27+0,24 B-18,26+0,54 51596+120 22,83+0,74
Nalev (HCO3Y) 91,44+1,32  -4,92+0,39 15,35+1,95 standard
Nialev (HCO; _pH=9) | B7852+1,41 B-20,17+0,06 *18,66+0,17  20,31+0,54

Demi, demineralizovana voda; STV, stfedné tvrda voda; VTV, velmi tvrdd voda; HCOj', roztok hydrogenuhli¢itanu sodného; aritmeticky

prumér + smérodatna odchylka. Index A znadi statistickou shodu se standardem, index B znadi statistickou neshodnu se standardem, (N=4).

Hodnota jasu L* se pohybuje v rozmezi 78,52-96,64 vzorky tedy spadaji do svétlé Casti Skaly.
Parametr a* se pohybuje v zdpornych hodnotich a nachéazeji se v zelené oblasti. Hodnoty
parametru b* jsou kladné, proto se nachdzeji ve Zluté oblasti. Parametr a* se vyrazné snizuje
(zesiluje zelena barva), naopak parametr b* se zvysSuje (zesiluje zluta barva), a to i pro nalev
piipraveny do DEMI vody a nasledn¢ alkalizovany pomoci 6M NaOH na pH = 9,0. Béhem
skladovani dochédzi k vyrazné zméné u ndlevi zalkalizovanych na pH=9. Parametr a*

1 parametr b* se snizuji. Patrné diky uniku CO2 dochazi béhem skladovani ke snizovani pH
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nalevii. Hodnoty barevnych odchylek (AE*) pii pH = 9 vykazuji v porovnani se standardy

vysoké  rozdily.

Nejvyssi

rozdily byly

zaznamenany u

nalevu

piipravenych

do demineralizované vodé. Podle tabulky se zména barevnosti fadi jako okem ziejmy rozdil.

Tabulka 12 Barevnost pfipravenych nalevii v barevném prostoru L*C*h®

L* C* h° AH*
1.den
Nalev (DEMI) 96,64+0,06 9,59+0,25 95,04+0,17 standard
Nalev (DEMI_pH=9) 893,56+0,32 B25,75+0,94 8107,23+1,58 23,51+1,50
Nalev (HCO3) 94,09+0,28 14,82+0,64 97,77+1,68 standard
Nalev (HCOs _pH=9) B91,91+0,16 B28,87+0,31 B106,02+1,12 17,72+4.93
2.den
Nalev (DEMI) 96,52+0,09 9,58+0,03 94,36+0,21 standard
Nalev (DEMI_pH=9) B86,93+0,06 B25,13+0,70 B128,24+1,70 27,37+0,72
Nalev (HCO3) 93,35+0,52 14,85+1,24 101,15+1,92 standard
Nalev (HCO;_pH=9) B84,10+1,41 827,60+0,01 8127,59+2,98 24,224+0,16
3.den
Nalev (DEMI) 96,56+0,14 9,58+0,08 94,31+0,30 standard
Nalev (DEMI_pH=9) B84,58+0,32 B24,81+0,86 B135,38+1,65 29,47+0,92
Nalev (HCO3) 92,73+0,48 15,2+1,50 104,5+1,06 standard
Nalev (HCO;_pH=9) B80,88+1,55 827,51+0,04 B134,62+1,68 26,49+0,20
4.den
Nalev (DEMI) 96,47+0,21 9,69+0,21 94,34+0,40 standard
Nilev (DEMI_pH=9) B3 27+0,24 B24.23+1,20 B138,88+1,32 30,14+1,05
Nalev (HCOz) 91,44+1,32 16,12+1,97 107,80+0,81 standard
Nalev (HCO;_pH=9) B78,52+1,41 827,48+0,08 B137,23+0,36 23,78+5,30

Demi, demineralizovana voda; STV, stfedné tvrda voda; VTV, velmi tvrdd voda; HCOj', roztok hydrogenuhli¢itanu sodného; aritmeticky

prumér + smérodatna odchylka. Index A znadi statistickou shodu se standardem, index B znadi statistickou neshodnu se standardem, (N=4).

Hodnota C* udavajici sytost barvy roste se zvySujicim pH vody. Hodnoty se blizi k nule, ty
odpovida Sedé casti. Podle hodnot je zfejmé, Ze pii zvySujicim se pH dochazi ke zvySovani
intenzity jasu. Sledovany odstin (h°) se pohybuje vrozmezi 94,31-138,88, vzorek tedy
prechdzi ze zluté barvy na zelenou barvu. Hodnoty stinovych odchylek (AH*) pti pH=9 opét
vykazuji v porovnani se standardy vysoké rozdily. Nejvyssi rozdily byly zaznamenany
u ndlevu pfipravenych do demineralizované vode.
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Z obrazku 19 je patrné, ze pii pH=7-8 u nalevu DEMI nedochazelo k zabarveni a u nalevu
HCOs jiz ptfi tomto pH zacal ndlev ménit barvu ze Zluté na zelenou. Jak u DEMI, tak
u uhli¢itanového nalevu pii pH=9 doslo k narustu zelené barvy. V obou piipadech pii pH=10
postupné dochdzelo ke snizovani zabarveni a k pfechodu zpét do zluté barvy. U ndlevu DEMI

byla vyzkousena alkalizace az do pH=11 a to doslo ke zméné barvy na ptivodni barvu nalevu.

Obrazek 19 Zména barevnosti nalevu v alkalickém pH (z leva do prava: DEMI (pH=38, 9, 10,11), HCO5™ (pH=7-38, 9, 10) Demi,
demineralizovana voda; HCOj" roztok hydrogenuhli¢itanu sodného

Zména barevnosti nalevu byla také sledovana pii okyselovani nalevu pomoci 6M HCI.
Pti snizovani pH dochazelo k ubytku zabarveni, az doSlo k uplnému odbarveni nalevu

(Obrazek 20).

Obrazek 20 Zména barevnosti v kyselém pH (z leva do prava: DEMI (pH=3, 4, 5), HCO;" (pH=3, 4, 5); Demi, demineralizovana voda;
HCOj5 roztok hydrogenuhli¢itanu sodného
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3.4 Antioxida¢ni charakteristika nalevii z korene omanu pravého

Pro jednotlivé analyzy byly pfipraveny nalevy do demineralizované vody, stfedné tvrdé vody,
velmi tvrdé vody a uhlic¢itanové vody. Jednotlivé vysledky ptedstavuji aritmeticky primeér,
ato celkem ze dvou métfeni dvou ndlevl pfipravenych do shodné vody. Méteni probihalo
v pritb&hu &tyf dnli. Pismena * a B oznaduji statisticky vyznamny rozdil t-testu na hlading

0=0,05. Nalev pouzity jako standard je oznadeny jako STP.

3.4.1 Chelatacni aktivita

Pfi stanoveni chelata¢ni aktivity byla zména aktivity vyjadfena v procentech inhibice.
V ptipadé porovnani métfeni vici standardu je ziejmé, ze u piipravenych nalevli dochazi
k poklesu inhibice se vzrustajicim poctem dni. U nalevu pfipraveny do demineralizované
vody (DEMI) doslo statisticky k vyznamnému poklesu az ¢tvrty den (Graf 1A). U STV, VTV
a uhli¢itanové vody doslo k vyznamnému poklesu hned druhy den. Nejvétsi pokles nastal
ve ¢tvrtém dni u ndlevu VTV a uhlicitanové, a to az 0 96 % (Graf 1 A-D). Byl sledovan vliv
pouzitého ferozzinu na pH. SniZeni aktivity dochédzelo pii snizovani pH, a to v hodnoté 4,5.
Ve c¢tvrtém dnu bylo zaznamenano kyselé pH pouze u demineralizované vody, kde vSak
pokles chelata¢ni aktivity nebyl vyznamny. JelikoZ antioxidanty jsou schopné redukovat ionty
zeleza, je mozné, ze diky tomuto doSlo i ke snizovani chelatacnich latek ve vzorku.
Zanasledek snizeni aktivity mize tedy bud'to zména pH, pravdépodobnéjsi je vSak snizeni

chelata¢nich latek obsazeny ve vzorku. Nejvyznamnéjsi zmeéna v ramci dnti nastalau VTV
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Graf 1 A-D Chelataéni aktivita nalevii omanu pfipravenych do DEMI, STV, VTV, HCO3-
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Demi, demineralizovana voda; STV, stfedné tvrda voda; VTV, velmi tvrdd voda; HCOj', roztok hydrogenuhli¢itanu sodného; aritmeticky

prumér + smérodatna odchylka. Index A znadi statistickou shodu se standardem, index B znagi statistickou neshodnu se standardem, (N=4).

3.4.2 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou DPPH

Pti spektrofotometrickém stanoveni antioxidacni aktivity se uplatiluje nespocet mechanismu.
Tyto metody maji vSak jeden spole¢ny, a to redukci elektronem — takzvany SET mechanismus
(single electron transfer). Uplatnéni SET mechanismu je zavislé na fad¢ faktort,, a to na
chemické struktufe antioxidantu a rozpoustédle (pH). Pienos elektronu probiha nejrychleji
v zésadité oblasti pH. Toto tvrzeni je i potvrzeno metodou DPPH. Vysledky stanoveni
antioxidacéni aktivity jsou vyjadieny v ug Troloxu/ml. V uhli¢itanové vod¢, kterd vykazovala
nejvyssi pH, byla stanovena nejvétsi antioxidacni aktivita. Aktivita antioxidanti
v ptipraveném nalevl 1.—4. den na hladin¢ 0=0,05 nebyla vyznamna. Rozsah aktivity se
pohybuje v rozmezi 11,2-41,4 pg Troloxu na ml ndlevu. Konkrétn€ u uhli¢itanové vody se

aktivita pohybovala v rozsahu 28,2—41,4 pg Troloxu na ml nalevu (Graf 2 A-D).
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Graf 2 A-D Stanoveni antioxidaéni aktivity metodou DPPH u DEMI, STV, VTV, HCO3
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Demi, demineralizovana voda; STV, stfedné tvrda voda; VTV, velmi tvrdd voda; HCOj', roztok hydrogenuhli¢itanu sodného; aritmeticky

prumér + smérodatna odchylka. Index A znadi statistickou shodu se standardem, index B znadi statistickou neshodnu se standardem, (N=4).

3.4.3 Stanoveni antioxida¢ni aktivity metodou FRAP

Tvrzeni z kapitoly (3.1.3.2) o vlivu pH na antioxidac¢ni latky bylo potvrzeno i metodou FRAP.
Na grafu 3 A-D je vidét, ze k nejvétSimu narlstu aktivity vykazoval néalev ptipraveny do
uhli¢itanové vody. Na hladiné vyznamnosti p<0,05 se aktivita antioxidac¢nich latek vyznamné
neliSila v rdmci dnti. Z Grafu D (uhli¢itanova voda) je vSak viditelné, ze k narustu doslo stejné
jako u metody DPPH ve ¢tvrtém dnu. Aktivita antioxidacnich latek u uhli¢itanové vody se

pohybovala v rozsahu 49,0-77,7 pg Troloxu na ml nélevu.
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Graf 3 A-D Stanoveni antioxidaéni aktivity metodou FRAP u DEMI, STV, VTV, HCO3"
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Demi, demineralizovana voda; STV, stfedné tvrda voda; VTV, velmi tvrda voda; HCOj', roztok hydrogenuhli¢itanu sodného; aritmeticky

prumér + smérodatna odchylka. Index A znadi statistickou shodu se standardem, index B zna¢i statistickou neshodnu se standardem, (N=4).

3.4.4 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek

Pti stanoveni dochézelo k vyrazné zméné v obsahu fenolickych latek v uhli¢itanové vodé. Na
hladin€¢ vyznamnosti p<0,05 se fenolické latky vyznamné nelisily v rdmci dnt (Graf 4 A-D).
Rozsah obsahu fenolickych latek v uhli¢itanové vodé se pohybuje v rozmezi 23,88-41,84 ug
kyseliny gallové na ml nalevu. Uhli¢itanové nalevy vykazovaly vyssi obsah fenolickych latek.
K nérustu doslo tfeti a ¢tvrty den, i kdyz statisticky nebyl vyznamny. Mezi fenolické latky
obsazen¢ v kofenu omanu muzeme ocekavat kyselinu kavovou, chlorogenovou,

hydroxybenzoovou, nebo ferulovou (Kapitola 1.1.6).
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Graf 4 A-D Stanoveni fenolickych latek u DEMI, STV, VTV, HCO3
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Demi, demineralizovana voda; STV, stfedné tvrda voda; VTV, velmi tvrdd voda; HCOj', roztok hydrogenuhli¢itanu sodného; aritmeticky

prumér + smérodatna odchylka. Index A znadi statistickou shodu se standardem, index B znadi statistickou neshodnu se standardem, (N=4).

3.4.5 Stanoveni obsahu flavonoidu

Po vyhodnoceni naméfenych dat 1ze konstatovat, ze nejlepsich hodnot bylo dosazeno u nalevu
VTV a HCOs". Obsah flavonoidl u nalevu VTV se pohybovala v rozmezi 24,68-31,47 ug
katechinu na ml nalevu a u HCO3 23,89-28,84 pg katechinu na ml nélevu. Na hladiné
vyznamnosti p<0,05 se obsahy flavonoidii vzorkt DEMI a STV vyznamné nelisily. Rozdil
v ramci dnl nastal az u nalevu VTV, kdy doslo k poklesu. Pfi zméné pH pouzité¢ vody tedy
nedochézi k vyrazné zméné obsahu flavonoidi (Graf 5 A-D). Mezi flavonoidy obsazeny
v kofenu omanu muzou byt katechiny, dale se mize vyskytovat v menSim zastoupeni

kvercetin a kemferol (Kapitola 1.1.6.3).
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Graf 5 A-D Stanoveni obsahu flavonoidi u DEMI, STV, VTV, HCOs"
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Demi, demineralizovana voda; STV, stfedné tvrda voda; VTV, velmi tvrdd voda; HCOj', roztok hydrogenuhli¢itanu sodného; aritmeticky

prumér + smérodatna odchylka. Index A znadi statistickou shodu se standardem, index B znadi statistickou neshodnu se standardem, (N=4).

3.4.6 Stanoveni obsahu katechinu

Pti stanoveni katechinu doslo k vyraznému sniZeni jejich obsahu pii zvySeni pH (Graf 6 A—
D). Vyssi pH zptisobi oxidaci a polymeraci katechini a jejich nestabilitu v nalevu, tim dojde
ke snizeni hodnot, a to pfevazné u nalevu VTV, HCO3", a to az na polovi¢ni hodnoty vici
nalevu DEMI a STV. Na hladiné¢ vyznamnosti p<0,05 se obsah katechini v ramci dna
vyznamné li§i pouze u nalevu pfipraveném do demineralizované vody. Obsah katechinli
u STV se pohybuje v rozsahu 20,0-24,9 ng katechinu na ml nalevu na rozdil od uhli¢itanové
vody, kde se hodnoty pohybuji v rozsahu 8,7-14,5 nug katechinu na ml nalevu. Praimérné

nejniz§i hodnoty byly naméfeny u VTV a HCOs. Mezi katechiny obsazeny v nejvétSim

mnozstvi v kofenu omanu miiZze byt epikatechin a epikatechin galat (Kapitola 1.1.6.3).
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Graf 6 A-D Stanoveni obsahu katechini u DEMI, STV, VTV, HCO3"
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Demi, demineralizovana voda; STV, stfedné tvrda voda; VTV, velmi tvrdd voda; HCOj', roztok hydrogenuhli¢itanu sodného; aritmeticky

prumér + smérodatna odchylka. Index A znadi statistickou shodu se standardem, index B znadi statistickou neshodnu se standardem, (N=4).

3.5 VIS spektra

Byla proméfena spektra pomoci UltraScan VIS, a to pfipravenych nalevi DEMI a HCOs'.
Z ptipravenych nalevli byla 2 zalkalizovand pomoci 6M NaOH a promé&fena. Z grafu 7 je
viditelné, ze srostoucim pH dochdzi ke zvySovani absorbance. Maximum absorbance
unalevu DEMI (pH=9) byla 0,167 a u nalevu HCOs™ (pH=9) byla 0,253. U nalevu bez
alkalizace, DEMI (pH=6,18) a HCOs" (pH=7,87) nedochdzelo ke vzniku piku ani ke
zvySovani absorbance. Na Grafu 8 jsou zndzornéna naméfena VIS spektra pouze
uhli¢itanového nalevu zalkalizovaného pomoci 6M NaOH na pH=9. Bylo zaznamenano 10
méfeni po dvou hodinach, pii vinovych délkach 450-800 nm. Maximum naméiené
absorbance bylo 0,777. Z grafu je vidét nartst absorbance z 0,287 na 0,777. Tyto hodnoty
byly viditelné pfi vlnové délce 688-694 nm. Disledkem miize byt deprotonace fenolické OH
skupiny, pfipadné dochazi k tvorbé komplext, které zvySuji absorbanci—barevnost. Tyto

vinové délky téz mohou odpovidat odezvé vzniklého chlorofylu B. Méfeni probihalo ¢aste¢né
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i ve tm¢ a vuzaviené kyveté, a i presto dochdzelo k nariistu absorbance a barevnosti
uhlicitanového nalevu. To mlze potvrzovat, ze pfitomnost CO2 v uhlic¢itanovém nalevu mél
vliv na stale probihajici fotosyntézu i1 bez ptistupu denniho svétla. Vliv pH a ptitomnost CO2
na koncentraci chlorofylu publikovali Werdan K. a kolektiv v roce 1975. Byla sledovéana
fixace CO2 v zavislosti na pH pouzitého média, a to jak za pfistupu svétla, tak bez pfistupu
svétla. Bylo zjisténo, ze pH v hodnoté 8,1 je nejpfinosnéjsi pro vliv CO2 na zménu
koncentrace chlorofylu, a to za ptistupu svétla. Bez ptistupu svétla zase bylo pozorovano, ze
pfi vySSich hodnotach pH (8,8) dochdzelo k alkalizaci stroma (vypliiovd a reakéni cast
chloroplastu) a ke tvorbé chlorofylu. Pod hodnoty pH=7,3 a bez pfistupu svétla nebyla

pozorovana témet zadna fixace CO2[110].

Graf 7 VIS spektra naleva DEMI, DEMI (pH=9), HCO3", HCOs" (pH=9)
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Graf 8 VIS spektra nalevu HCO3™ (pH=9) (10 méfeni po 2 hodinach)
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3.6 Infracervena spektroskopie

Na grafu 9 jsou znazornéna infracervena spektra pripravenych nalevi. Jako slepy vzorek bylo

! se vyskytuji absorpéni pasy:

zméfeno spektrum cistého inulinu. V oblasti 3000-2700 cm’
3260 cm! valeéni vibrace O-H, 2940 cm™ zptisobené vazbou C—H ve skupiné CHaz, 2870 cm™!
zpiisobené vazbou C—H ve skuping CHs. Siroky pas s intenzitou pfi 1600 cm™' neni specificky
pro inulin, ale v této oblasti mizou vznikat deformacni vibrace (8) vazby O-H, kdy dochézi
k absorpci vody. Oblast pod 1500 cm™ méizeme oznadit jako ,,oblast otisku palce”. Spektralni
oblast mezi 1200 a 900 cm™! dominuje komplexni sekvence intenzivnich pikli zptisobenych
pfedev§im diky silné vazbé C-C, C-O, C-O-C a C-O-H. U vSech sacharidl je
av (C-0). Dalsi intenzivni pasy u sacharidii jsou v hodnotach 1125 cm! a 1040 cm
zpusobeny vibracemi skupin C—O-C v cyklické struktuie. Konkrétné dva absorpéni pasy
vrozmezi 1200-1000 cm' naznaduji existenci furanosy. Pasy pii 930-820 cm™ se fadi
k existenci jak o tak B-konfigurace. Ziskané vysledky prokéazaly, Ze hlavni dominantni
slozkou kotene Inula helenium byl fruktan inulinového typu. Oblast pod 600 cm™ vykazuje
ruzné Siroké spektralni pasy. Tato oblast miize obsahovat slabé pasy vznikajici vibraci

aromatickych kruhli aminokyselin fenylalaninu, tyrosinu a tryptofanu, ale nelze je pfesné¢ urcit

(Tabula 13) [111].
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Tabulka 13 FT-IR spektrum vysu$eného nalevu HCO3

Vinoéet [cm™] Vinodet [em™!] experiment Typ vibrace
3200-3400 3260 vo-u; H vazba
2933-2981 2940 vc-n (CH2)
2859-2904 2870 v (CH3)
1580-1650 1600 O0-H — Absorpce vody
1000-1500 1400 vo-u (C-0)
1335-1336 1335 S0-1 (OH)
1225-1235 1230 do-1 (OH)
1125-1162 1125 ve-oc (C-0-C)
1015-1060 1040 vc-o (C-0)

985-996 990 veo (C-0)
930 930 5(C-H)
892-895 890 0(C-H) 2-ketofuranosy
817 820 vibrace 2-ketofuranosy

“Experiment — experimentélni hodnoty (Graf 13)

U piipravenych nalevil i pfi zméné jejich pH doslo podle slepého vzorku pouze k narustu
absorbance, a to nejvice u nalevu ptipraveny do uhli¢itanové vody. Déle doslo k vytvoteni
pasu pii 1600 cm™, ktery viak naleZi pouze deformaénim vazbam O—H vznikajici pfi absorpci
vody. Z grafu je také viditelna zména obsahu inulinu ve vzorku. Zména tvorby nebo spotieby

inulinu mtze byt diikaz probihajici fotosyntézy.
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3.7 ICP/MS

Pomoci ICP/MS byly stanoveny koncentrace jednotlivych kovil. Nejvyznamnéjsi koncentrace
byla namétena u drasliku (14,14 mg/g). Dale byly zaznamenany vyssi koncentrace vapniku
(4,02 mg/g), fosforu (2,78 mg/g), hoté¢iku (1,61 mg/g), hliniku (1,38 mg/g), zeleza (1,00
mg/g) a sodiku (0,49 mg/g). Nejvyssi naméfené hodnoty nalezenych kovl jsou znazornény

v Grafu 10.

Graf 10 Mineralni latky s nejvyssi koncentraci v nalevu z kofene omanu pravého stanoveny pomoci ICP/MS
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ZAVER

Cilem této prace bylo pfipravit ndlevy z kofene omanu pravého s pouzitim vody o razné
tvrdosti a nasledné sledovat vliv tvrdosti na fyzikalné-chemické vlastnosti napoje.

Nejprve byl vzorek prosety sitem na pozadovanou velikost. Z takto upraveného vzorku byly
pfipraveny nalevy, a to do demineralizované, stiedné tvrdé, velmi tvrdé a uhli¢itanové vody.
Jak u vody pouzité k piipravé nalevl, tak u samotnych nalevu bylo zméfeno pH, vodivost,
barevnost (méfeny parametry L*,a*, b*, C*, h°) a chelatometricky stanovena celkova tvrdost.
U pfipravenych nalevii dochazelo vramci dnid ke snizovani pH, a to zdivodi
pravdépodobného uvoliiovani aminokyselin a dalSich organickych kyselin. Nejvyznamnéjsi
zména barevnosti nalevu nastala u velmi tvrdé vody a uhli¢itanové vody. Barevnost se
stupniovala s dobou ponechani piipravenych nalevii.

Mezi spektrofotometrickymi metodami bylo zafazeno méteni chelata¢ni aktivity, antioxidacni
aktivity, stanoveni celkového obsahu fenolickych latek, flavonoidi a katechini. Nejvétsi
pokles chelatacnich latek nastal u nalevu VTV a HCOjs. Antioxida¢ni aktivita vzrostla
u ndlevu HCO3™ oproti ostatnim méfenym nalevim (DEMI, STV, VTV). U metody DPPH se
hodnoty pohybovaly v rozmezi 28,2—41,4 ng Troloxu na ml nélevu a u metody FRAP se
pohybovaly v rozmezi 49,0-77,7 ng Troloxu na ml nalevu. Zména aktivity v ramci doby
ponechani nalevu nebyla statisticky vyznamna. Celkovy obsah fenolickych latek a flavonoidt
vzrostl také v uhli¢itanového nélevu, kdy opét nedochazelo k vyznamné zméné v ramci dnt
ponechéani nalevu. Hodnoty obsahu fenolickych latek se pohybovaly v rozmezi 23,88-41,84
ng kyseliny gallové na ml nélevu. Hodnoty obsahu flavonoidii se pohybovaly v rozmezi
23,89-28,84 ug katechini na ml nalevu. Naopak u katechinli byla potvrzena nestabilita ve
vys$Sim pH, kdy u VTV a HCOs™ doslo ke snizeni obsahu a to aZ na polovinu hodnot oproti
DEMI.

Pfi méteni absorbance nalevli dosSlo k narustu u DEMI a HCOs™ alkalizovanych na pH=9
oproti DEMI a HCOs™ s pH 6,18 a 7,87. U infraervené¢ spektrometriec bylo méfenim
potvrzeno, ze jako hlavni slozka kofene omanu pravého je fruktan inulinového typu. Slozeni
kofene se neménilo v ramci zmény pH, dochazelo vSak ke zméné& intenzity. Pomoci ICP/MS
byly nalezeny koncentrace (mg/g) drasliku (14,14), vapniku (4,02), fosforu (2,78), hotciku
(1,61), hliniku (1,38), zeleza (1,00) a sodiku (0,49). Tyto prvky jsou pfitomny v puadé
a mohou byt v kofenu nalezeny. Zména barevnosti nalevii mohla nastat pti reakci inulinu
s témito prvky, zejména s fosforem a Zelezem, to se vSak pifi méfeni nepotvrdilo z divodu
nepomeéru téchto latek. Nasledné reakci nepotvrdila ani Zaddné dostupna publikace. Stejnym

pfipadem byla moznost reakce fenolickych latek se Zzelezitymi ionty, kdy muze vznikat
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charakteristické zabarveni. To se vSak opét nepotvrdilo naméfenymi hodnotami. Zménu
barevnosti bychom vSak mohli pfisuzovat k oxidaci fenolickych latek, kdy vznikaji barevné
nenasycené konjugované ketony, nazyvané chinony. Tato reakce je podstatou vzniku fady
pfirodnich barviv a oxidace mohla byt podpofena piitomnosti vyS§iho obsahu CO:2
v uhli¢itanovém nalevu. Déle se taky nabizi moznost vzniku chlorofylu. Intenzivngjsi vznik
chlorofylu je podpofen pfitomnosti CO2, coZ potvrzuje barevnost uhli¢itanového népoje.
Zarovein u uhli¢itanového napoje doslo ke zvyseni obsahu inulinu. Ten jako polysacharid je

ptitomny v chloroplastech a je soucésti fotosyntézy.
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