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ABSTRAKT

Cilem této diplomové prace byla optimalizace vyrobniho procesu zelé cukrovinek za pouziti
riznych alternativnich sladidel a nasledné pridavku bylinného extraktu tuzebniku, ¢imz se
dosahlo nejen lepsich nutri¢nich vlastnosti, ale i senzorickych charakteristik finalniho produktu.
Pomoci senzorické analyzy byla zvolena idealni kombinace druhu a mnozstvi sladidla, které
nejvice vyhovuje pozadavkium spotiebiteld na sladkost a texturu vyrobku, zatimco obsah
energetickych slozek zlstava nizky. Na zaklad¢ téchto aspektii bylo zvoleno sladidlo maltitol
vV mnozstvi 50% hm. roztoku.

Prace se dale vénovala optimalizaci pfidavku extraktu tuzebniku do vyrobenych cukrovinek
S ,,idealnim* sladidlem, pifi¢emz byla opét pomoci senzorické analyzy zvolena optimalni
koncentrace extraktu a druh zelirujici latky pro dosazeni poZzadované konsistence, chuti
a dalsich senzorickych parametri, které vyrobek ¢ini pro spotiebitele atraktivnim.
Po vyhodnoceni téchto experimentll byly stanoveny idealni hodnoty 50% hm. pro sladidla,
5 % piidavek extraktu tuzebniku a vyuziti zelatiny jako Zelirujiciho ¢inidla.

Nasledné byla provedena také chemicka analyza vyrobenych vzorkt a extraktu tuzebniku.
Identifikace a kvantifikace t€kavych aromatickych slozek byla realizovana pomoci metody
HS-SPME-GC-MS, pfi¢emz bylo ve vzorcich identifikovano 39 riznych latek, pfevdzné
zastoupené ze skupiny alkoholi a aldehydd.

Pro ureni celkového obsahu fenolickych latek byla pouzita Folin-Cicalteuova
spektrofotometricka metoda a pro stanoveni obsahu anthokyan pH diferencialni metoda.
Celkovy obsah fenolickych latek v extraktu ¢inil 1418,16 + 6,56 ug'ml* a obsah celkovych
anthokyant byl stanoven na 249,19 + 27,40 pg-ml.,

Antioxida¢ni aktivita pak byla testovana dvéma metodami, a to pomoci TEAC a DPPH.
Vysledky antioxidacni aktivity méfené metodou DPPH jsou vyS$§i, coz potvrzuje vyssi
robustnost této metody. Oba testy vSak potvrdily antioxida¢ni aktivitu testovanych vzork?.

Nakonec byla testovana i antimikrobialni aktivita vzork pomoci diftzni jamkové metody
proti kmentim Bacillus cereus a Escherichia coli. Vzorky vykazaly antimikrobialni aktivitu
vici obéma testovanym mikroorganismim, avSak efektivnéjsi ucinek prokazaly proti Bacillus

cereus, coz mize byt zptisobeno jednodussi strukturou jejich bunééné stény.

KLICOVA SLOVA
cukrovinky, Filipendula ulmaria, tuzebnik jilmovy, aromatické latky, antioxidanty, senzoricka
analyza, SPME, GC-MS



ABSTRACT

The aim of this master's thesis was to optimize the production process of jelly candies using
various alternative sweeteners and subsequently adding herbal extract of meadowsweet,
achieving not only better nutritional properties but also enhanced sensory characteristics of the
final product. Sensory analysis was utilized to determine the ideal combination of sweetener
type and amount, which most closely aligns with consumer preferences for sweetness and
texture, while maintaining a low energy component content. Based on these criteria, maltitol
was selected as the sweetener in a 50% wi/w solution.

The study also focused on optimizing the addition of Filipendula ulmaria extract
to the candies made with the "ideal” sweetener. Again, using sensory analysis, the optimal
concentration of the extract and the type of gelling agent were selected to achieve the desired
consistency, taste, and other sensory parameters that make the product attractive for consumers.
Following these experiments, the ideal values were determined to be 50% w/w for sweetener,
a 5 % addition of Filipendula ulmaria extract, and the use of gelatin as the gelling agent.

Subsequently, a chemical analysis of the produced samples and meadowsweet extract was
also carried out. Identification and quantification of volatile aromatic compounds were
performed using the HS SPME GC-MS method, which identified 39 different substances,
predominantly from the group of alcohols and aldehydes.

To determine the total content of phenolic compounds, the Folin-Ciocalteu
spectrophotometric method was used, and the pH differential method was employed
to determine the content of anthocyanins. The total content of phenolic compounds in the
extract amounted to 1418.16 + 6.56 pg-ml™, and the total anthocyanin content was determined
to be 249.19 £ 27.40 pg-ml™L.

Antioxidant activity was tested using two methods, TEAC and DPPH. The results of the
antioxidant activity measured by the DPPH method were higher, confirming the greater
robustness of this method. However, both tests confirmed the antioxidant activity of the tested
samples.

Finally, the antimicrobial activity of the samples was tested using the diffusion well method
against strains of Bacillus cereus and Escherichia coli. The samples exhibited antimicrobial
activity against both tested microorganisms, but showed more effective action against Bacillus
cereus, which may be due to the simpler structure of their cell wall.

KEYWORDS

sweets, Filipendula ulmaria, meadowsweet, aroma compounds, antioxidants, sensory analysis,
SPME, GC-MS
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1 UVOD

V soucasné dobé se trh spotiebitelti vraci k ocenovani kvality potravin, které nejenze spliuji
zakladni nutriéni pozadavky, ale nabizi také dal$i piinosy pro zdravi. Tento trend vede
potravindisky primysl k hledani inovativnich feSeni, ktera vyhovuji rostouci poptavce
po takovychto produktech s vyssi pfidanou hodnotou.

Alternativni sladidla, jako jsou stévie, xylitol a maltitol, pfedstavuji vyznamné substituenty
tradicnich sladicich komponent, které poskytuji moznost zachovéani senzorickych kvalit,
ale zaroven piinasi vyhody v podob¢ snizeni energetické hodnoty a zlepSeni nutriéniho profilu
cukrovinek.

Soucasné s tim je zkouman vliv piidani extraktu tuzebniku, byliny s dlouhou historii pouziti
ve farmaceutickém primyslu a tradi¢ni medicing, jejiz bioaktivni latky nabizeji potencidlni
zdravotni benefity (napf. protizanétlivé G¢inky, podpora traveni). Tato bylina je také vybrana
kvtli jejimu pfirozené aromatickému charakteru, ktery miize cukrovinkdm dodat piijemnou,
prirozenou chut’ a aroma bez nutnosti pouziti nezddoucich umélych aromat a barviv.

Tato diplomova prace piedstavuje spojeni mezi klasickymi postupy vyroby Zelé a modernimi
pozadavky na zdravé stravovani a nutriéni benefity vyrobkl. Cilem prace je nejen vyvoj
a senzorickd optimalizace modelovych vzorkt zelé cukrovinek, tak, aby vyhovovaly
spotiebitelskym preferencim, ale také komplexni hodnoceni vlivu sladidel a pfidaného extraktu
na jejich chemické vlastnosti, jako jsou antioxidaéni a antimikrobialni aktivita i obsah t€kavych
latek. Zavéry této prace se snazi prinést poznatky, které budou vyznamné jak pro spotiebitele,

tak pro potravinarsky prumysl.



2 TEORETICKA CAST

Tato diplomova prace je zaméfena na vyrobu necokoladovych cukrovinek s extraktem
z tuzebniku jilmového s vyuzitim riznych nahradnich sladidel. Teoreticka cast obsahuje
charakteristiku, sloZzeni necokoladovych cukrovinek a technologii jejich vyroby. Dale je
zahrnuta strucnd charakterizace vybraného rostlinného materidlu se zaméfenim na latky
s aromatickym, antioxida¢nim a antimikrobialnim potencidlem v ném obsaZené.

Popsény jsou i metody vhodné pro stanoveni té¢kavych latek, antioxida¢ni a antimikrobialni

aktivity. Samostatna zavére¢na kapitola je pak vénovana senzorické analyze.

2.1 Charakteristika ne¢okoladovych cukrovinek

Soucasna legislativa Ministerstva zemédélstvi (Vyhlaska ¢. 76/2003 Sh.), definuje
necokolddové cukrovinky jako potraviny jiné nez cokolady a ¢okoladové bonbdny, pficemz
jejich zakladni slozkou jsou predevsim sladidla. Jejich soucéasti mize byt i kakaova slozka,
ta vSak nepiesahuje 5 % obsahu cukrovinky [1]. Zminéna vyhlaska v pfiloze ¢. 4 uvadi také
¢lenéni necokoladovych cukrovinek na skupiny a podskupiny, pfi¢emz zaroven i jednotlivé
skupiny definuje (viz Tabulka 1).

Cukrovinky lze také rozlisit podle zpisobu vykrystalizovani sacharosy, coz je fyzikalni
zmeéna probihajici v cukerném roztoku ne¢okoladovych cukrovinek, pfi niz se vytvori ¢i naopak
nevytvori krystaly cukru. Jestlize se v konecném vyrobku krystalky vyskytuji, jde o skupinu
cukrovinek s vykrystalizovanou sacharosou. Takovéto pochoutky jsou krémové, jemné
konzistence (napt. fondanové vyrobky, marcipan, nugat). Pokud se krystalky v koneéném
vyrobku nevytvaii, cukr zistava v nevykrystalizované form¢, a jedna se tedy o cukrovinky
s nevykrystalizovanou sacharosou (neboli amorfni). Vysledné produkty mohou byt mekké
i tvrdé konzistence. Do této kategorie spadaji kandyty (roksy, dropsy a furé), zelé a karamely

[2].

Tabulka 1: Clenéni cukrovinek na druhy, skupiny a podskupiny dle vyhlasky ¢. 76/2003 Sb. [1]

Druh Skupina Definice
Karamely tvarliva konzistence, mirn¢ zvykavé, s riznou ptichuti

- . tuz§i az tvrda konzistence s rlznymi vlozkami,
< Draze , .,

I= S nabalem zejména cukru

S . : p — oy

e elé cukrovinky s konzistenci gelu vzniklym ptidavkem
] cle . . . “ ‘o

2 zelirujicich latek (pektinu, agaru, Skrobu nebo zelatiny)
‘o ) . o r r . £ w
z polotuha konzistence, riizné tvary vyrobené z nejméné
:g 1 dilu surové marcipanové hmoty (sestavajici se
S o , . .

= - nejméné z 50 % loupanych mandli a nejvyse 50 %
] Marcipan L ) . . o
z cukru) a nejvyse 1 dilu cukrové moucky, popiipade

piibarvené, na povrchu upravené sypanim, zdobenim

¢i polevou
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Tabulka 1: Clenéni cukrovinek na druhy, skupiny a podskupiny dle vyhlasky ¢. 76/2003 Sb. [1] — pokracovaini

Druh Skupina Definice
Rahat Skrobové Zzelé rlznych tvari obalenych smési
ana praskového cukru a skrobu
) Slehany cukrosirupovy roztok s bilkem, poptipadé
Turecky med . ] » . .
s pridavkem suchych skotapkovych ploda
Slehand kandytovd hmota s pénotvornou latkou
Chalva pastovité konzistence, poptipadé s pridavkem suchych
skotapkovych plodt a tuku
o cukrovinky ze smési cukru, glukosového sirupu
Lékoticové . K toads  daltich ) iich
mouky, opiipadé alsic surovin, jejichz
cukrovinky y. .p prip . e s 9
charakteristickou slozku tvoti vytazek z lékoftice
L polotuhd az tuhd konzistence z cukerné hmoty,
Fondanove fipad s piidavkem  dalsich latek s
. optipadé s pridavkem  dalsic atek s jemnou
cukrovinky POPIIP P !

krystalickou strukturou

cukrovinky ~ vyrdbéné  lisovdnim  ochucenych
Komprimaty | a obarvenych praskovitych smési, zejména ve tvaru

¢ocek nebo tablet

vyrazné gumovita az tazna konzistence s rlznymi

Necokoladové cukrovinky

Zvykagky s
prichutémi
neplnéné, z kandytové hmoty, slozené ptevazné z cukrt
Dropsy a glukosového sirupu, rizné tvarované, rizné barvy
a chuti, tvrda konzistence
tvrdd konzistence (podobné dropsiim), ve tvaru
Roksy Spalickt, tyCinek nebo lizatek, které mohou mit na
prafezu barevné obrazce z kandytové hmoty
cukrovinky z kandytové hmoty, na povrchu matné ¢i
Furé sklovité, tvrda konzistence, obsahujici uvnitf
minimalné 13 % polotuhé nebo tekuté naplné
Pénové lehké, pénovité, zvykavé konzistence, ptipadné

cukrovinky S jemnymi Casticemi smési praskového cukru, skrobu

(marshmallow) | anebo jejich kombinaci

2.2 Slozeni necokoladovych cukrovinek
Zasadni vyznam, ktery ovlivni preference spottebitelit neCokoladovych cukrovinek, spoc¢iva jiz
V procesu vybéru, ndkupu a nasledné konzumace téchto produktii. Celkovy dojem, ktery
spotiebitel ziska, hraje klicovou roli pro opakovanou koupi vyrobku. Je tedy nutné, aby
cukrovinka spliovala o¢ekavani i pozadavky na kvalitu, které spotiebitel ma [3].

Proto je pro vyrobce nezbytné porozumét charakteristické kvalit¢ cukrovinek a faktortim,

které ji mohou ovlivnit. Z tohoto divodu by mély byt vzdy zvazeny ucinky majoritnich
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I minoritnich slozek pouzivanych pro vyrobu cukrovinek a jejich vzajemné interakce, aby
mohlo byt dosazeno prvotiidniho vysledku [3].

2.2.1 Sladidla

Sladka chut’ je preferovana jak lidmi, tak zivoCichy, zejména proto, ze cukr piedstavuje hlavni
zdroj ziskavani energie [4]. Kromé toho hraje klicovou roli pfi vytvafeni dojmu chut'ové plnosti
[2]. Pravdépodobné z tohoto diivodu je sladka chut’ jednim z nejintenzivnéjSich pocitl, ktery
mohou lidé zazit [5]. V ramci vyroby cukrovinek se pro onen sladky vjem pouzivaji latky
oznacované jako sladidla, ktera mizeme dale rozdélit dle jejich puvodu na pfirodni, uméla
identicka s pfirodnimi slozkami a uméla [2].

Sladidla lze rozd¢lit také podle obsahu energie na vyzivova (nutritive) a nevyzivova (non-
nutritive). Vyzivova sladidla, jako napfiklad sacharosa, poskytuji energetickou hodnotu.
Naopak nevyzivova sladidla, naptiklad aspartam, sukralosa nebo steviolglykosidy ze stévie,
jsou typické tim, Ze poskytuji minimalni nebo zadnou energii [6].

V prumyslové vyrobé potravin a napoji se ob¢ tyto kategorie sladidel ¢asto kombinuji
zaucelem dosazeni optimalni sladkosti, bez zbyte¢ného piijmu energie. Tento pfistup
umoziuje vytvaret potraviny s ptijemnou sladkou chuti, aniz by se zvySoval energeticky piijem,

coz odpovida sou¢asnym trendim zdravého stravovani [7].

2.2.1.1 Pfirodni sladidla

V dnesni dob& roste zijem spotiebiteli o sladidla pfirodniho puvodu a dochazi
ke snaze omezeni pfijmu umélych potravinatskych aditiv, primarné ze zdravotnich davodu
a moznych problémi souvisejicich s bezpec¢nosti umélych sladidel [8].

Sacharosa, znama téz jako fepny cukr, se v pramyslové vyrobé cukrovinek umistila na prvni
pficce nejvyuzivangjSich a nejznaméjSich piirodnich sladidel. Z hlediska senzorickych
vlastnosti poskytuje nejen poZadovanou sladkou chut’, ale pfispiva 1 k pevné&jsi strukture
cukrovinek [2]. Pozadavky na jeji polarimetrickou Cistotu a vlastnosti, fyzikalni i chemické,
jsou definovany v ptiloze €. 2 vyhlasky ¢. 76/2003 Sb. [1].

Mezi tradi¢nimi pfirodnimi sladidly zaujimaji ostatni sacharidy, jako jsou fruktosa, laktosa
a glukosa, v ramci vyuziti mensi podil. Tyto sacharidy se selektivné pouzivaji jen v urcitych
recepturach [2].

Agavovy nektar

Jednim z ptikladii alternativnich pfirodnich sladidel mize byt agédvovy nektar, ktery je
pfiblizné 1,5x sladsi nez bily cukr a Casto se pouziva ke slazeni napojii. Toto sladidlo je vhodné
1 pro peceni, avSak je tfeba upravit pomér sypkych surovin a dobu peceni, protoze agavovy
nektar zadrzuje vlhkost. Jeho vyuZiti je pfiznivé 1 pfi nizkosacharidovych dietach, nebot’ ma
minimalni vliv na hladinu cukru v krvi. Agavovy nektar tak funguje jako veganska alternativa
medu [9, 10].
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Datlovy cukr

Tento druh cukru je vytvaren z mletych datli a vynika obsahem vlakniny a mineralnich latek.
Sladivost je ptiblizné stejna jako u cukru, ale jeho chut’ je bohatsi. Byt je jeho pouziti omezené
kvtli vyskytujicim se kousktim datli, které se nerozpousti, jedna se o pomérné drahou surovinu
[9, 11].

Javorovy sirup

Vyrabi se vafenim mizy z javort, dokud pfitomné cukry nezkondenzuji na husty sirup. Takto
vyrobeny sirup obsahuje mineraly, jako napf. vapnik, mangan a draslik [12]. Dalsim zptisobem
vyroby je kombinace kukuficného sirupu, javorového aroma a barviva, avSak tento zpiisob
neobsahuje zdaleka takové mnozstvi minerald, jako ptirodni javorovy sirup [9].

Melasa

Dalsi alternativou je vyuziti ,,odpadni* suroviny, ktera vznika pii zpracovani cukrové fepy
nebo titiny na bily cukr — tento vedlejSi produkt se nazyva melasa. Druh melasy zavisi
na zralosti fepy nebo titiny. Jeji sladivost je zhruba o 30% mensi, neZ u cukru a jeji chut je
znacné kyselejsi. Navic dodava silné aromatickou chut’ a tmavé zbarveni. Melasou titinovou,
ktera se pouziva primarné pii peceni, se nedoporucuje nahrazovat vice nez polovina bilého
cukru. Zastupcem této ,,0dpadni® skupiny surovin je i malo zndmy cirokovy sirup, jenz je
vlastnostmi velmi podobny melase [9, 13].

Stévie

Stévie je rostlina zndma také jako ,,medové listky ¢i ,,sladkd trava® pochazejici z Jizni
Ameriky, kde ji pivodni obyvatelé vyuzivali jako sladidlo a 1é¢ivou rostlinu. Postupné se stala
oblibenou i mimo Jizni Ameriku a nasla uplatnéni po celém svété¢ [14]. Ve vyzkumu byly
provedeny pokusy s extrakci sladkych latek ze stévie ([15, 16]), coz vedlo k objevu sladivych
glykosidt, jako jsou steviolglykosidy, které jsou zodpovédné za jeji intenzivni sladkost
(az 350x vyssi nez sacharosa), coz umoziuje jeji pouziti pouze ve velmi malych mnozstvich,
a ptitom dosazeni zadané sladké chuti [14].

Oproti béZznému cukru ma vyhodu v tom, Ze b&hem zpracovani nekaramelizuje
ani nekrystalizuje, coz rozsifuje jeji vyuziti v riznych potravinaiskych aplikacich. Kromé
slazeni napoju, ceredlii, jogurtl a cukrovinek, ji 1ze vyuzit i v receptech na dezerty, omacky
a dalsi pokrmy [9].

Stévie je i oblibenou volbou pfi vyrobé nizkoenergetickych a nizkosacharidovych vyrobkd.
Navic ma minimalni vliv na hladinu cukru v krvi, coz ji ¢ini vhodnou alternativou pro osoby
s diabetem nebo pro ty, ktefi se snazi udrzovat stabilni hladinu cukru v ramci dietnich omezeni
[17].

2.2.1.2 Nahradni sladidla
Pti vyrobé cukrovinek jsou ndhradni sladidla vyuzivdna zejména pro vyrobu diabetickych
sladkosti a cukrovinek s nizs§i energetickou hodnotou. Tato sladidla 1ze rozd¢lit do dvou

hlavnich kategorii: cukerné alkoholy a synteticka sladidla. Oproti béZné sacharose maji nizsi
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energetickou hodnotu a mohou byt intenzivnéji sladsi. Nahrazeni cukru témito sladidly vsak
Casto neumoziuje dosahnout stejné kvalitni chut'ové plnosti [2].

Pro optimalni vybér nahradnich sladidel je nutné splnit nékolik kritérii: termostabilitu
sladidla, cenovou dostupnost, nizkou energetickou hodnotu, pfijatelnou sladivost bez
nepiijemné pachuti a v neposledni fadé zdravotni nezavadnost [18].

Cukerné alkoholy

Cukerné alkoholy jsou fazeny mezi hydrogenované sacharidy a jedna se o béZnou substituci
sacharosy v cukrovinkach ur¢enych pro diabetiky [19]. Tato sladidla maji fadu vyhodnych
vlastnosti. Diky vys$§imu bodu varu oproti sladidlim ptirodniho pivodu a chybéjici aldehydové
skupin¢ nepodléhaji Maillardové reakci, ktera miize negativné ovlivnit senzorické vlastnosti
vysledného vyrobku [2]. Mezi nejznamé;jsi zastupce patii isomalt, erythritol, laktitol, mannitol,
sorbitol, maltitol a xylitol [19]. Posledni dvé jmenovana sladidla jsou v této praci pouzivany,
proto budou popsana podrobngéji. Dalsi cukerné alkoholy, jejichz pouziti je povoleno v EU, jsou
stru¢néji popsany v Tabulce 2 [20].

Tabulka 2: Prehled cukernych alkoholii ([20-23])

Nazev Oznacéeni — ,,E-k6d“ Vlastnosti

Vyrabén  zcukrové  fepy,
odpovida 45%-60% sladivosti
isomalt E 953 sacharosy, nizka hygroskopici.ta
(prodlouzeni skladovatelnosti),
vysoka stabilita vac¢i chemické
a enzymatické hydrolyze

Latka ptirozené produkovana
pomoci enzymu houby
Moniliella pollinis, odpovida
65% sladivosti sacharosy

erythritol E 968

Vyroba hydrogenaci laktosy,
obsahuje  polovinu  energie
. oproti cukru a dosahuje 40%
laktitol E 966 ] ) ) oo
jeho sladivosti, vyuziti prfi
ptiprave diabetickych
cukrovinek

Vyrabén redukci  glukosy,
mannitol E 421 izomer sorbitolu, odpovida 50%
sladivosti cukru

Vyrabén redukci  glukosy,
. izomer mannitolu, separovan na
sorbitol E 420 ) 5 ,
zakladé vyssi rozpustnosti,

odpovida 60% sladivosti cukru
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Xylitol (E967) patii mezi cukerné alkoholy a vynika svou vysokou sladivosti, ktera je
srovnatelna se sacharosou, avSak obsahuje pouze cca dvé tietiny energie. Krom¢ toho ma
vysoké rozpoustéci teplo a v Gstech vyvolava ptijemny chladivy efekt, coz z n¢j ¢ini oblibenou
ptisadou do riznych potravinaiskych produktt. Casto se vyuziva v recepturdch pii vyrobé
zvykacek, zmrzlin, ¢okolad, marmelad, a dokonce i v kosmetickém primyslu; naptiklad pti
vyrob¢ zubni pasty. Tradi¢né se ziskaval z bfezového dieva, ale moderni metody preferuji
vyrobu redukci z rostlinné celulosy, prevazné z kukufice nebo $vestek, bohatych na xylosu [22,
24].

Jednim z klicovych benefiti xylitolu je jeho nizky vliv na hladinu cukru v krvi, protoze pii
jeho metabolické pfeméné neni potieba inzulin. Tato vlastnost jej ¢ini vhodnym pro diabetiky,
ktefi mohou sladit své pokrmy a napoje bez obav o dramaticky vzestup hladiny cukru [22, 24].

Zajimava byla také finska studie Anttonena a kol. [25], ktera pfinesla zjisténi ohledné
pravidelné konzumace produktii obsahujicich xylitol u déti. Takova konzumace nejenze
vyrazné snizuje riziko vyskytu zubniho kazu, ale také u¢inné redukuje incidenci zanétu
stfedniho ucha. V ramci této studie bylo zjisténo, Ze u déti do tii let muze dojit k az 60% snizeni
vyskytu akutni otitidy, u starSich déti nad tfi roky bylo pozorovano snizeni az o 40 %. Jednim
z klicovych faktori tohoto pozitivniho ucinku je schopnost xylitolu inhibovat rist bakterie
Streptococcus pneumoniae, zpusobujici praveé tento zanét [25].

U bakterii Streptococcus mutans, které vytvati na povrchu zubu biofilmy, znamé také jako
zubni plak, prokazuje xylitol schopnost omezit jejich rust, a tim i tvorbu zubniho kazu. Narusuje
jejich metabolismus v oblasti tvorby energie tim, ze stimuluje cyklus spotfeby energie,
coz nasledné¢ vede k odumirdni bakteridlnich bunék. Navic ma potencidl minimalizovat
demineralizaci skloviny a dentinu [26].

Studie o prevenci zubniho kazu u lidi ,,Turku Sugar Studies* byla prvni studii, ktera
prokazala sniZzeni zubniho plaku konzumaci xylitolu. Pravé ve Finsku byl xylitol poprvé
integrovan do Zvykacek s cilem nejen 1é€it zubni kaz, ale také zlepsit celkové zdravi Gstni dutiny
[26].

Takové vysledky naznacuji, ze pravidelnd konzumace xylitolu mtze poskytovat dvoji
benefit pro détské zdravi — nejen ochranu proti zubnimu kazu, ale zmirnéni rizika vzniku zanétu
stfedniho ucha [26].

Xylitol muze byt vyuzivan i jako synteticka stavebni jednotka. Nedavno byl oznacen i jako
jeden z nejlepSich materiali vyrabénych z biomasy, které piedstavuji klicovy prvek
pro efektivni spravu biorafinérii a ekonomické vyuziti obnovitelnych zdroji [27].

Ptestoze nabizi fadu vyhod, je dilezité pouzivat ho s rozvahou, protoze pifi nadmérné
konzumaci mize zpusobit syndrom drazdivého tra¢niku, prijem, nadymani ¢i nefrolitiazu
(ledvinové kameny) [26]. V Ceské republice a v celé Evropské unii je pouZivani xylitolu
V potravinach povoleno, s vyjimkou détské vyzivy [22]. V piipad€, Ze produkt obsahuje vice
nez 10 % tohoto sladidla, vyzaduje se specifické oznaceni na obalu, které informuje spotiebitele

0 moznych projimavych t¢incich pfi nadmérné konzumaci [22].
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Maltitol (E965) je diky svym fyzikalnim i chemickym vlastnostem nejpodobnéjsi
sacharose. Odpovida az 75-90 % jeji sladivosti a neni tedy nutné jej kombinovat s jinymi
sladidly, coz z néj ¢ini vyznamného substituenta cukru. Oproti sacharose ale obsahuje polovinu
energie. Nepatrny vliv tohoto sladidla na glykemii jej rovnéz ¢ini vhodnym ke konzumaci pro
diabetiky [22, 28].

Vyrobni proces maltitolu probiha primyslové zcukernych produkti nebo pomoci
hydrogenace maltosy, ziskané ze skrobu nebo sacharosy. Kromé vyuziti pii vyrobé cukrovinek
(zejména kandytl, zZvykacek a nugatu), nachazi uplatnéni i jako zvlhcujici latka, plnici latka
a stabilizator. Tyto jeji riznorodé vlastnosti se uplatiiuji i v kosmetickém odvétvi nebo
pii vyrobé tabaku, kde dokaze regulovat konzistenci a vihkost [29].

Bezpecnost maltitolu byla zkouména prostfednictvim vyzkumti provedenych na zvitatech
i lidech [30]. Studie na krysach ukazaly, ze po konzumaci maltitolu doslo k uréitym zménam
v jejich nadledvinkach. S tim byly tdajné spojeny i zmény souvisejici se zvySenim vyskytu
nadort nadledvin a prsnich Zlaz u samic. Tento pfipad pfezkoumal i mezinarodni védecky
vybor JECFA (Spole¢ny vybor expertt FAO/WHO pro potravinaiska aditiva), ktery poskytuje
veédecké poradenstvi tykajici se hodnoceni bezpecénosti potravinatskych ptidatnych latek v EU.
Dle JEFCA tyto negativni projevy nebyly zptisobeny konzumaci maltitolu v prubéhu studie
asladidlo bylo zafazeno do kategorie nejbezpecnéjSich potravinaiskych aditiv [30].
V porovnani s jinymi polyalkoholy jsou jeho projimavé ucinky relativné mirné, a navic se
vyskytuji az pfi konzumaci velmi vysokych davek. Stanoveny laxativni prah je 100 g/den
a muze byt 1 vyssi (zaleZi 1 na fyzickych aspektech jedince). V takovém piipad€é pak mizZou
kromé& nadymani hrozit i dal$i gastrointestinalni obtize [30, 31].

Dalsi studie byla provedena na potkanech a zabyvala se jeho moZnymi genotoxickymi
a cytotoxickymi uCinky [32]. Zkoumany byly na buiikach kostni dfené pomoci testu
chromozomové aberace. Spole¢né s tim byla hliddna i mozn4 teratogenita a embryotoxicita.
Pro odhaleni genotoxicity a cytotoxicity byly potkanim intraperitonedlné (do bfiSni dutiny)
podavany rizné koncentrace (2,5, 5 a 10 g/kg télesné hmotnosti) maltitolu po dobu 6, 12
a 24 hodin. Embryotoxicita a teratogenita byla zkoumana na téhotnych samicich, kterym se
béhem prvnich 7 dnt t€hotenstvi intraperitonealné podavaly davky maltitolu také v riznych
koncentracich (1, 2 a 4 g/kg télesné hmotnosti/den).

Vysledky ukazaly, Ze maltitol nevyvolal chromozomové aberace a nezpusobil snizeni
mitotického indexu v bunikdch kostni diené¢ potkanti pifi Zadné z podanych koncentraci
a lécebnych obdobi. Dale bylo zjisténo, ze maltitol nevykazoval teratogenni vlastnosti. Pouze
u nejvyssi podavané davky u téhotnych samic (4 g/kg télesné hmotnosti) doslo k redukci
hmotnosti plodd a zpomaleni jejich ristu [32].

V EU je mozné maltitol pouzivat jako sladidlo do potravin v nezbytném mnozstvi a také
jako stolni sladidlo, ¢asto kombinovany s aspartamem, kde potlacuje jeho lehce umélou pachut’
[22].

16



Synteticka sladidla

Synteticka sladidla jsou chemické latky s velmi intenzivni sladivosti, coz umoznuje jejich
pouziti v potravinach v extrémné malych mnozstvich [2]. Vyrobena jsou chemickou cestou
a jejich energeticka hodnosta je ¢asto zanedbatelna [21]. Bézné se kombinuji s cukernymi
alkoholy, coz nejenze zjemiiuje jejich chut’, ale navic mize 1 piekryt piipadné nahorklé chuté
nékterych syntetickych sladidel [2, 33]. V nasledujici tabulce jsou uvedena synteticka sladidla,
povolena v CR legislativou dle Nafizeni Komise EU [20].

Tabulka 3: Synteticka sladidla [2, 21, 22]

Nazev Oznaceni — ,,E-kod“ Vlastnosti

300-800x sladsi nez cukr.
Velkou nevyhodou je jeho
nahotkla kovova chut’ a proto se
E 954 kombinuje s jinymi sladidly.

Sacharin (sodna, draselna

a vapenata stl)
Pouzivda se  k doslazovani

nealkoholickych napoju
i v kosmetickém pramyslu.

Asi 200x sladsi nez sacharosa.
Nestabilni  pfi  vysokych
teplotach a kritickém pH.

Aspartam E 951 y ) . )
Casto je kombinovany
s ostatnimi  sladidly, dokaze

potlacit pachuté.

200x sladsi nez sacharosa, ve
vySssich koncentracich
nahotkly. Velmi odolny vici
Acesulfam K E 950 ) ) ]
vysokym teplotdm — vhodny
i pro tepelné upravy pokrmu

(peceni).

40x vyssi sladivost, vysoce
Kyselina cyklamova (sodna, E 952 stabilni pfi plsobeni tepla,
a vapenata stl) kyselin a zasad. Mlze zvySovat

ucinky ostatnich karcinogent.

600x sladsi nez cukr, je jeho
Sukralosa E 955 . .
derivatem. Vysoce stabilni.

Asi 1000x sladsi nez cukr.
Neohesperidin DC E 959 Zvyraziiuje aroma, funguje

I jako regulator chuti.
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Tabulka 3: Synteticka sladidla [2, 21, 22] — pokracovini

Nazev Oznaceni — ,,E-kod* Vlastnosti
AZ 8000x sladsi nez cukr.
Neotam E 961 Derivat aspartamu, tepelné

stabilni. Bez pachutg.
Cca 350x sladsi nez

i sacharosa, komercné se
Sul aspartamu/acesulfamu E 962 ] .
vyskytuje pod nazvem
Twinsweet.
Slozen z maltitolu a sorbitolu.
Polyglycitolovy sirup E 964 Bezbarva, cira tekutina bez

zapachu.

Pfed schvalenim pouziti nahradnich sladidel v potravindch probiha testovani a vyzkum
moznych nezadoucich U€inkd, pfi¢emz se zarovenl stanovuje i maximalni mnozstvi daného
sladidla, které muze ¢loveék zkonzumovat za den (tzv. pfijatelny denni piijem — ADI). Tento
odhad je zalozen na spotieb¢ potraviny, do které ma byt sladidlo pfidano a na aplikované davce.
Pouze sladidla, ktera prosla timto schvalovacim procesem, mohou byt ptidavana do potravin, a
to pouze v ureném mnozstvi a dané Cistoté. Vyrobci, kteti vyuzivaji povolena sladidla, jsou
povinni jasn¢ oznalit tuto skute¢nost na obalu vyrobku v ramci sekce ,,sloZzeni®, a to bud’
pomoci E-kédu ¢i slovné. Kromé toho musi byt uvedena veskera piipadna rizika spojena s jejich
uzivanim [2, 34].

Existuje samoziejmé i cela fada umélych sladidel, ktera neni povoleno v CR anebo i v celé
EU pouzivat. Pfikladem miiZe byt pomérné€ nove objevena latka alitam (E956), jehoZ struktura
je podobna molekule aspartamu, avSak mé vyrazné vyssi sladivost a stabilitu. Ma pftiblizné
2000x vyssi sladivost nez sacharosa, je rozpustny a tepelné stabilni, bez pachuté. Codex
Alimentarius (CA) neboli Mezinarodni potravinafsky kodex vydal pozitivni stanovisko k této
latce, a lIze ocekavat jeji budouci povoleni pro pouziti ve potravinach [22, 30].

Dalsi takovou latkou je glycyrrhizin (E958), pfirodni sladidlo vyskytujici se v oddencich
lékotice. Odpovida asi 50-100x sladivosti cukru. Ma silnou Iékotficovou pachut’, kterou sice Ize
potlacit kombinaci s laktosou a sorbitolem, i tak je ale jeho pouziti omezengjsi. Ma negativni
vliv na osoby trpici hypertenzi [22, 30].

Advantame (E969) je taktéz pomérné nové sladidlo, vyvinuté spoleCnosti z Japonska. Jedna
se o derivat vanilinu a aspartamu, asi 37000x sladsi nez cukr. Je termostabilni a bez pachuti.
Podle knizni publikace Naborse [33] ,,Alternative sweeteners” ma potencial do budoucna
nahradit az 40 % objemu pouzivanych sladidel, bez jakékoli zmény chuti celkového produktu.
Diky své levné vyrobé€, vysoké sladivosti a faktu, ze pouziti tohoto sladidla je jiz povoleno
vramci EU, je pravdépodobné, Ze v nasledujicich letech jej bude mozné pouzit i v Ceské
republice [30, 33].

18



2.2.2  Skrob a jeho derivity
Skrob a jeho derivaty piedstavuji kli¢ové slozky v potravinaiském primyslu, zejména v oblasti
necokoladovych cukrovinek. Tyto latky hraji zasadni roli pii tvorbé textury, chuti a celkové
kvality vyrobku. Jejich vyznam je u zelé cukrovinek vyrazny, zajist'uje totiz jejich specifickou
strukturu a konzistenci [35].

Skrob je polysacharid, nejéast&ji ziskavany z brambor, obilovin, ryze & kukutice a sklada se
z amylosy a amylopektinu. Tyto komponenty ovliviji texturu, viskozitu a zelirujici schopnosti
Skrobu, coz je pro vyrobu necokoladovych cukrovinek zasadni. V zelé slouzi $krob jako
zahust'ovadlo a gelujici ¢inidlo, svou schopnosti absorbovat vodu a vytvaret gely je kli¢em pro
dosazeni pozadované pruznosti a zvykatelnosti vyrobku. Dal§i vyhodou je jeho chutova
neutralita, ktera umoznuje vyrobci manipulovat s chuti produktu bez ovlivnéni jinych vlastnosti
[36]. Navic je skrob v porovnani s jinymi zahust'ovadly a gelujicimi ¢inidly cenové dostupnéjsi,
coz z n&j ¢ini atraktivni volbu pro vyrobce cukrovinek [35]. Kukufiény $krob je vhodny material
na formy pii odlévani gumovych a fondanovych cukrovinek [2]. Mimo jiné se pouziva i jako
poprasek na cukrovinky, aby se zamezilo jejich lepivosti. Kromé potravinaiské oblasti
se vyuziva i v dalSich primyslovych sektorech, jako je textilni nebo papirensky prumysl [35].

2.2.2.1 Skrobovy sirup

Skrobovy sirup je kliGovou surovinou v technologii ne¢okoladovych cukrovinek, jeho vyroba
je zalozena na hydrolyze Skrobu. Existuji rizné metody hydrolyzy, vcetné kyselé, enzymové
nebo kombinované, které se pouzivaji na Skroby z riiznych zdroji. Hydrolyza vede k vyrobé
riznych typl sirupl, pficemz enzymova hydrolyza typicky produkuje maltosovy sirup
s vysokym obsahem maltosy, zatimco kysela hydrolyza vede k vyrobé skrobového sirupu [2].

Ve vyrobe necokoladovych cukrovinek ma Skrobovy sirup mnohostranné vyuziti. Zlepsuje
technologické vlastnosti produktii, naptiklad tim, ze zabranuje rekrystalizaci sacharosy, coz je
klicové pro udrZeni vlacnosti, prizracnosti a tim i atraktivity vyrobku. Déle také zahust'uje
cukerné roztoky bez zvySovani jejich sladkosti a zabranuje tzv. omirdni, coz je vada vyrobku
charakterizovana krystalizaci sacharosy na povrchu cukrovinky [37].

Klicovou charakteristikou Skrobovych sirupt je jejich stupent hydrolyzy, zndmy jako
Dextrose Ekvivalent (DE). Tento ukazatel m&fi obsah redukujicich latek v sirupu, vyjadieny
jako objem glukosy. DE souvisi s kli€ovymi vlastnostmi Skrobu, jako je viskozita,
hygroskopicita a sladivost. U Skrobovych sirupt se hodnota DE obvykle pohybuje v rozmezi
38-42 %. Maltosové sirupy maji naopak specifické charakteristiky, jako jsou lepsi textura,
pruzracnost a niz§i vodni aktivita, coz je diivodem jejich pouziti pti vyrobé kandyti [2].

Varny pomér, tedy pomér Skrobového sirupu k sacharose, je dalsim dilezitym faktorem,
ktery ovlivituje kvalitu a texturu finalniho produktu. Vysoky obsah Skrobového sirupu vede
k tvorbé siln¢ hygroskopickych a viskdznich hmot, které jsou obtizné tvarovatelné. Naopak

nizky obsah Skrobového sirupu zvysuje tendenci k omirani [37].
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Hydrogenaci Skrobovych sirupii, zejména maltosového sirupu, lze ziskat sirupy s nizsi
energetickou hodnotou, jako jsou maltitové sirupy. Tyto inovace umoznuji vyrobci nabizet

zdravéjsi alternativy a rozsifovat sortiment cukrovinek [2].

2.2.3 Rosolotvorné latky

Zelirujici latky, jinak také rosolotvorné, jsou nezbytnou souéasti potravinaiského primyslu,
zvlasteé pro vyrobu zelé cukrovinek. Latky pouzivané pro tyto ticely jsou organického pivodu
a hydrofilni povahy, diky ¢emuz jsou schopny vazat vodu a za ur¢itych podminek tvofit gel
neboli rosol [21]. Tato schopnost dokaZze vyznamné ovlivnit vyslednou texturu vyrobkd.
Existuji dva hlavni typy zdroji Zelirujicich latek — polysacharidové a bilkovinné. Kazdy z nich

ma své unikatni vlastnosti, které je ¢ini vhodnymi pro rizné aplikace v potravinatstvi [2].

2.2.3.1 Agar (E 406)

Agar je polysacharid, ktery se ziskavd z bunécnych stén ervenych moiskych fas za pomoci
extrakce horkou vodou. V horké vodé ma schopnost tvofit koloidni roztok, ktery se nasledné
pii teploté¢ 30-40 °C méni v pevny a stabilni gel. Ve studené vod¢ je nerozpustny. Vyhodou
agaru je jeho nizky obsah energie a jeho schopnost vytvaret ¢iré gely, coZ je Zadouci ve vyrobé
esteticky atraktivnich potravin. Za vyssich teplot je vSak citlivy na pfitomnost kyselin (nizké
pH), coz muze vést k jeho hydrolyze a negativnimu ovlivnéni schopnosti agaru tvofit gelové
struktury. Lze jej vyuzit v dalSich potravinatskych aplikacich a diky jeho ptivodu mutize slouzit
jako vegetaridanskd nebo veganska alternativa Zelatiny. Dostupny je ve formé platkti nebo
prasku [2, 21].

2.2.3.2 Alginat (E 404)

Alginaty jsou, podobné jako agar, polysacharidy ziskavané z moiskych fas, v tomto ptipadé
Z fas hnédych. V praxi se pouzivaji hlavné ve formé vapenatych soli, jelikoz kyselina alginova
tvoti gely v pfitomnosti vapenatych iontll. Vysledna pevnost a stabilita téchto gelt tedy zavisi
na koncentraci vapniku, ale i na pH a typu kyseliny alginové. Alginaty jsou idealni pro aplikace,
kde jsou potieba gely odolné a stabilni i pii vysSich teplotach a jsou Casto pouzivany jako
stabilizatory tukovych emulzi. Vzhledem k jejich flexibilité a schopnosti tvofit rizné pevné
gely mohou byt alginaty pouzity ve vyrobé potravin jako jsou Zelé cukrovinky, omacky
i dezerty [2, 21].

2.2.3.3 Karagenany (E 407)

Dalsi polysacharidy, extrahované z motskych fas, avsak Cerveného druhu, jsou karagenany.
Ty existuji ve tfech hlavnich formach — 1 (iota), x (kappa) a A (lambda), pfi¢emZ pouze 1 a
formy maji rosolotvorné vlastnosti [2]. Karagenany nachazeji vyuziti pii vyrobé mlécnych
vyrobki, kde interaguji s bilkovinami a vytvareji stabilni gely. Stejné tak jsou uzite¢né pii
vyrob¢ zelé cukrovinek s pfidavkem suSeného mléka, kde diky této schopnosti vytvareji pruzné

a pevné gely [38].
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2.2.3.4 Zelatina (E 441)

Zelatina je latka bilkovinného charakteru, ktera se ziskava hydrolyzou kolagenu z tkani, jako
jsou kize a kosti skotu a prasat. Je vysoce cenéna v potravinaiském pramyslu diky svym
pfiznivym vlastnostem — je bezbarva, bez chuti a zapachu a ma schopnost tvofit
termoreverzibilni gely. Gely tvofené Zelatinou jsou typicky mnohem pevnéjsi nez gely vySe
zminénych latek [2, 21].

V cukraiském prumyslu se zelatina bézné pouziva pti vyrobe zelé cukrovinek, kde pisobi
jako Zzelirujici ¢inidlo, dodéavajici vyrobkiim specifickou texturu. Pfed vlastnim pouzitim je
nutné zelatinu nechat nabobtnat ve vod¢, jeji rozpousténi nasledné probiha pii teplotach kolem
70 °C. Po ochlazeni se vytvaii gel. Avsak pti dlouhodobém zahtivani na vyssi teploty ztraci
zelatina své zelirujici schopnosti, proto je nezbytné béhem vyroby teplotu sledovat [21].

Krom¢ toho se Zelatina miize pouzivat jako pénotvorna latka nebo jako prostiedek
zabranujici krystalizaci sacharosy, coz je dilezité zejména pti vyrobé amorfnich cukrovinek,
jako jsou marshmallow nebo toffe. Zelatina je komeréné dostupna ve formé platkti nebo prasgku,
podobné jako agar [21].

2.2.3.5 Pektiny (E 440)

Jedna se o polysacharidy, které jsou pfirozenou soucasti bunécnych stén vyssich rostlin, bézné
nalezeny v ovoci, jako jsou jablka, slupky citrusovych plodii a nékteré kotfenové zeleniny. Tyto
latky jsou kysele extrahovany a vytvaii gely ve vodném prostiedi, kde kli¢ovym faktorem je
celkové pH roztoku [2].

Pektiny mohou byt rozdéleny na vysokoesterifikované (HM) a nizkoesterifikované (LM)
typy, které se liSi stupném esterifikace karboxylovych skupin. HM pektiny pro tvorbu gelt
vyzaduji pfitomnost cukru, ktery napomahé dehydrataci gelu, a jejich stupeni esterifikace je
vys$si nez 50 %. LM pektiny naopak tvoii gely v pifitomnosti iontt vapniku ¢i jinych iontt
alkalickych zemin, stupen esterifikace v§ak nedosahuje nad 50 % [2, 21].

Pektiny jsou v potravinafstvi vyuzivany pro vyrobu Zelé cukrovinek, dzemi a Zelatinovych
dezertt, kde funguji jako alternativa k zelatiné [2].

2.2.4 Vosky a laky

Lestici latky, mezi které se vosky a laky fadi, jsou v potravinaiském pramyslu nezbytné
pro dosazeni lesklého, atraktivniho vzhledu a zaroven tvoii ochranny povlak u potravin riznych
druhti, napt. pti vyrobé cukrovinek, drazé, ofechti ¢i dopliki stravy. Natrizeni EU ¢. 1333/2008
stanovuje, které latky jsou pro tyto Gi¢ely povoleny pro vyuziti v potravinatstvi [2, 20].

Vosky, tvofené estery vysSich mastnych kyselin s vy$$imi alkoholy, pfedstavuji zékladni
slozku lestidel pouzivanych pii vyrobé drazé a jako mazadla pii vyrobé komprimatt. DéEli se
na zivocisné, rostlinné a syntetické, pricemz mezi zivocisné patii naptiklad vceli vosk (E901)
a vosk z ov¢i viny, zatimco mezi rostlinné patii napiiklad karnaubsky vosk (E 903) ziskavany
z listt tropické palmy Copernicia cerifera. Vyznamny je i kandelilovy vosk (E 902) z rostlin
rodu Euphobiaceae a syntetické vosky jako napi. Microvax (E 907) [2, 21, 22].
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Laky maji v cukrafském primyslu pfedevS§im ochrannou funkci, zajistuji stabilitu
a dlouhodobou kvalitu potravin. Casto se pro tyto uéely vyuzivaji Selak (vyméSovan brouky
rodu Lachardia), sandarak (z cypfisovité dieviny) a benzoe v ethanolickych roztocich [2, 39].

2.25 Barviva
Barviva ptedstavuji kliCovou roli v estetické prezentaci vyrobkl. Spravny vybér a pouziti
barviv nejenze dokaze zlepsit vizualni atraktivitu vyrobkd, ale také muze ovlivnit vnimani
jejich celkové kvality. Navic, barviva zlepsuji percepéni zazitek z chuti (napiiklad Cervené
zbarveni produktu mutize posilit vnimani jahodové chuti).

Zarazuji se taktéz mezi aditivni latky, jejich pouziti v potravinach je proto také regulovano
nafizenim EU ¢. 1333/200, které urCuje, jaka barviva a v jakém mnozstvi je mozné pouZit
Vv potravinach [20]. Mohou byt ptirodniho pivodu nebo synteticka, piicemz kazda skupina ma

své specifické vlastnosti a aplikace. Dostupna jsou ve form¢ prasku, gelt, roztoku ¢i laku [2].

2.2.5.1 Piirodni barviva

Jako barviva pfirodniho ptivodu jsou oznaCovany latky z rtznych zdroji — rostlinnych,
zivocisnych I nerostnych, které prispivaji ke zmén¢ barvy produktu. Je zajimavé, ze slouceniny
patfici do této kategorie, maji casto kromé barevného vlivu i dilezitou roli v biochemickych
déjich. Konkrétné se jedna o karotenoidy, chlorofyly, flavonoidy a rtiznd pyrollova barviva.
Karotenoidy, naptiklad karoten (E 160a), jsou rozsifené v rostlinach jako mrkev, rajcata,
merunky a ptispivaji ke vjemu Zluté a oranzové barvy. Chlorofyly (E 140) jsou zelena barviva
nachazejici se ve fotosyntetizujicich rostlinach. Flavonoidy, jako napt. anthokyany (E 163),
ziskavané z kotene Cervené fepy nebo Cerveného zeli ¢i ibisSku, jsou odpoveédné za riizné odstiny
¢ervené, modré a fialové [2, 40].

Kosenila (E 120) je ptikladem barviva Zivoc¢isného plivodu, ziskdvaného z extrakti hmyzu
Dactylopius coccus. Mezi barviva nerostného pivodu patii napiiklad titanova béloba (E 171)
¢i hlinik (E 173), ziskavané z minerald nebo rudy [22].

Jejich pouziti v potravinach ma nékolik vyhod, pfedevSim zdravotni nezavadnost, ale také
treba kladné reakce spotiebitelli, vzhledem k rostoucimu zajmu o potraviny piirodniho
a organického pivodu. Nicméné je nutné poznamenat, ze ptirodni barviva maji také své
nevyhody. Jsou chemicky mén¢ stabilni a jejich odstiny mohou byt velmi proménlivé
a riznorod¢, coz miize negativné ovlivnit vzhled vyrobku. Navic mohou do vyrobku pfenaset
nepfijemnou chut nebo vuni. Zavaznym rizikem je moznost kontaminace produktu
nezadoucimi toxickymi kovy, herbicidy, insekticidy nebo mikroorganismy, coz muize vést
k mikrobialnimu znehodnoceni produktu [41].
2.2.5.2 Syntetickd barviva
Synteticka barviva, vyrabénd z ptecisténych ropnych produktli, nabizeji vyssi barvivost a Sirsi
spektrum barev nez ptirodni barviva. Nesmi vSak ovliviiovat zadné dalsi vlastnosti vyrobku,
kromé jeho barvy [2, 41].
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Jejich hlavni vyhodou je vysoka stabilita, snadné aplikace a nizka cena. Avsak existuji obavy
ohledné¢ jejich bezpecnosti, zejména pii nadmérném uzivani, které mize zplisobovat zdravotni
problémy, jako je hyperaktivita u déti. Proto je jejich pouziti v nékterych typech potravin,
predevsim ve vyrobcich pro déti, legislativné omezeno nebo zakazano [20, 22].

V nasledujici Tabulce 4 jsou uvedena synteticka barviva, ktera jsou v Ceské republice

legislativné povolena [20].

Tabulka 4: Syntetickd barviva povolend v CR [20]

Nazev Oznaceni — ,,E-kod“ Barva
Tartrazin E 102 Citronove zluta
Chinolinova Zlut E 104 Zluta
Zlut SY E 110 Oranzova
Azorubin E 122 Modrocervena
Amaranth E 123 Modrocervena
Ponceau 4R E 124 Cervena
Erythrosin E 127 Cervena
Cerveii 2G E 128 Modrocervena
Cervei Allura AC E 129 Cervena
Patentni modi V E 131 Zelenomodra
Indigotin E 132 Tmaveé modra
Brilantni modf E 133 Zelenomodra
Zelen S E 142 Zelena
Cerit BN E 151 Cerna
Hnéd FK E 154 Hnéda
Hnéd HT E 155 Hnéda
Litholrubin BK E 180 Cervena

2.2.6 Aromata
Jedna se o latky specialné vytvarené k aromatizaci potravin a fadime sem jak vonné,
tak chut'ové slozky. Tento dilezity komplexni vjem chuté a viin€ se jinak nazyva také flavour.
Aromata celkovy flavour produktu zlepSuji zdokonalenim ¢i zesilenim ving, sekundarné
i chuti. Mohou dokonce vytvaret aroma, které by se ve vyrobku pfirozené nevyskytlo [2, 41].
Z hlediska plivodu je lze rozd¢lit na pfirodni a uméla. Pfirodni aromata zahrnuji latky
ziskané z rostlinnych, zivociSnych a nerostnych zdroji, jako napf. silice, Stavy a destilaty,
zatimco Um¢la aromata jsou Cisté syntetického pivodu [2, 42]. Viné i chut’ aromatickych latek
byva velmi intenzivni, proto je dostacujici aplikace pouze 10 g aromatické latky na ochuceni
100 kg cukrovinkové hmoty. Mezi nejbéznéjsi priklady patfi aroma citréonové, cokoladové,
mandlové a vanilkové. Komer¢né jsou dostupna v riznych formach — od praskovych po tekuté,

pasty a gely, coz umoznuje jejich flexibilni pouziti v Siroké Skale cukrovinek [2].
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Byt’ nejsou aromatické latky upravovany legislativou aditivnich latek, jelikoz se vyuzivaji
v kombinaci riznych vzajemnych smési, jejich pouziti je pfedmétem regulaci. Je dulezité, aby
byla pouzivana aromata bezpecnd a zdravotné nezavadna, coz je zajiSténo smérnicemi EU.
Nejvétsi pozornost je vénovana moznému vlivu syntetickych aromat na zdravi, zejména
u vyrobku pro déti [2].

Chut’ové latky

Tyto latky jsou obvykle polarni povahy, ve vodé rozpustné a netékavé, interagujici
s chutovymi receptory v ustni duting. Clovék je schopen vnimat §iroké spektrum chuti, které
zahrnuji nejen pét zakladnich chuti — sladkou, slanou, kyselou, hoikou a nové i umami — ale
také rozsifené chutové vjemy jako trpkou a palivou chut’. Tyto chuté jsou vnimény specialnimi
receptory umisténymi prevazné na jazyku, pricemz kazda zakladni chut’ mé své unikétni
receptory. Naopak chuté¢ jako umami, trpka a palivd jsou vnimany celou ustni dutinou.
Vysledny chutovy vjem po konzumaci potravin je dan kombinaci téchto chuti, pficemz
slozitost a rozmanitost chuti v potravinach vznika interakci riznych chutovych slozek a jejich
vzajemnym pusobenim [42].

Vonné latky

Vonné latky jsou tékavé a plisobi na ¢ichové receptory, ale mohou ovliviiovat i chutovy
prozitek. Jedna se o malo polarni a nepolarni tékavé latky, tvofené Sirokym spektrem
organickych sloucenin. Dle zptisobu vzniku mtizeme rozlisit dv€ hlavni skupiny vonnych latek:
primarni a sekundarni [42].

Primarni vonné latky jsou pfirozené obsazeny v rostlinnych a zivoc¢isnych zdrojich, kde
funguji jako sekundarni metabolity. Nejvyznamnéjsi skupinou primdrnich vonnych latek
Vv cukrovinkach jsou terpeny. Tyto slou€eniny jsou odvozeny od zékladni stavebni jednotky
isoprenu a maji rizné aromatické vlastnosti. Mnozstvi vonnych latek v organismech se lisi
v zavislosti na genetickych predispozicich daného druhu [42].

Sekundarni vonné latky se vyskytuji ve formé senzoricky neaktivnich prekurzort a jejich
aktivace muze probihat prostiednictvim riznych procesi. Tyto latky se vytvareji béhem
skladovani a zpracovani potravin, interakci s enzymy nebo jako produkty metabolismu
mikroorganismti béhem fermentace. Jednim z typickych ptikladu je tzv. Maillardova reakce,
ktera probiha mezi redukujicimi cukry a aminoskupinami aminokyselin. Iniciovéana je zahtatim,
napf. prazenim, vyuZivanym pro dosaZeni charakteristickych senzorickych vlastnosti napf.
ofiskti nebo kavovych zrn [41, 42].

Nékteré vonné latky mohou mit také pozitivni G€inky na lidsky organismus. Naptiklad
menthol, ktery ma protizanétlivé vlastnosti, mize byt pouzit v cukrovinkidch k vytvoieni
osvézujiciho a 1é¢ivého efektu. Tyto pozitivni vlastnosti mohou zvysit atraktivitu danych
vyrobku na trhu [41, 42].

Aromatické latky v cukrovinkach

Samakradhamrongthai a Jannu [43] se ve svénstudii zaméfili na zkoumani vlivu stévie,

xylitolu a kukufi¢éného sirupu na fyzikélni, fyzikalné-chemické a senzorické vlastnosti
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zvykacich bonbont z tamarindu (Dialium indum [.). Cilem bylo optimalizovat obsah téchto
sladidel pomoci metody plochy odezvy (RSM) a provést analyzu hlavnich aromatickych latek
pomoci plynové chromatografie (GC). Vysledky ukdzaly, ze nejvice zastoupené aromatické
slozky byly limonen, furaneol, furanoid, linalool, nonanal, cinnamylacetat a geranylacetat.
Déle bylo zjisténo, ze optimalizované zvykaci cukrovinky s obsahem stévie a xylitolu mohou
snizit obsah cukru az o 60 %, pti¢emz jejich senzorické hodnoceni zistava stale pozitivni.
To mtze do budoucna naznacovat efektivni nahrazeni cukru pii vyrobé ovocnych zvykacich
bonbont.

Jina studie Piccone a kol. [44] se specializovala na vliv sloZeni Zelatinovych cukrovinek
(za pouziti raznych zeliryjicich latek a cukri) na uvoliiovani a senzorické vnimani
aromatickych latek. Konkrétné bylo zkoumano uvoliiovani a kinetika vybranych aromatickych
sloucenin z modelovych cukrovinek s jahodovou prichuti. Byly vybrany ¢ty specifické
aromatizujici  slouCeniny (ethylhexanoat, ethylbutyrat, methylcinamat, ethylacetat)
reprezentujici rizné polarni vlastnosti. Vysledky naznacovaly, ze typ Zelirujici latky a obsah
cukru vyrazné ovliviiuji uvoliiovani aromatickych latek v cukrovinkéch.

Zajimava je i studie s nazvem "Studie uvoliovani aroma ¢okoladového zelé¢ na zakladé
bionického zvykani"[45], ktera se zabyvala analyzou, jakym zptisobem se aroma uvolfiuje
Z péti vzorkl ¢okoladového zelé béhem Zvykaciho procesu. Vyzkum pouzival bionicky Zvykaci
robot k simulaci lidského Zvykani a zkoumal, jak rtizné faktory, jako je obsah kakaovych bobi
a zelatiny, ovliviuji uvoliiovani aroma. Zjistilo se, Zze pocet zvykacich cykli a doba zvykani
Vv ustech mély pozitivni vliv na mnoZstvi uvolnéného aroma, zatimco rychlost zZvykani mé¢lo
vliv negativni.

Studie QI a kol. [46] zkoumala rozdily ve slozeni tékavych latek mateti kaSicky (royal
jelly — RJ) produkované riznymi druhy vcel. Byly analyzovany vzorky RJ od wvcel
specializovanych na jeho produkci a dvou neselekénich druht italskych véel z Italie a USA.
Pomoci metody plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS) bylo
identifikovano 37 slozek, 5 aldehydd, 5 esterti, 5 alkant, 14 alkoholt a fenolt, 4 ketony a 4 jiné
slozky. Vysledky ukdzaly, ze vCely selektované pro zvySenou produkei RJ maji odlisny profil

t€kavych slozek oproti neselektovanym italskym vcelam.

2.2.7 Kyseliny
V cukrafském primyslu jsou pouZzivany regulatory kyselosti, nejen pro dosazeni celkové
spravného chutového profilu, ale také zamezuji nezddoucim chemickym procesim. Kyseliny
navic snizuji pH vyrobku, coZ napomaha snadnéjsi tvorbé geli a také udrzet produkt
mikrobidln¢ stabilni. Tyto regulatory jsou puvodem piedevs§im piirodni organické kyseliny
a jejich soli, dodavaji kyselou chut’, ale hraji dilezitou roli i v udrzovani kvality a bezpecnosti
potravin [2].

Nejcastéji vyuzivané kyseliny v cukrovinkaistvi zahrnuji kyselinu citronovou (E 330),
jable¢nou (E 296), mlécnou (E 270), vinnou (E 334), octovou (E 260) a askorbovou (E 300),
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stejné jako jejich soli, jako je octan draselny (E 261) nebo vapenaty (E 263). Kyselina citronova
je oblibena pro sviij osvézujici ucinek a podporu citrusovych prichuti. Kyselina mlécna,
s jemngjsi chuti, se vyuziva v ovocné ladénych cukrovinkéach, zatimco kyselina jable¢na je
vhodna pro receptury s intenzivné sladkymi sladidly, kde pomahé sladkost vyvazit. Smes
kyseliny vinné a krystalické sacharosy se vyuziva pro suché kandyrovani [20, 22].

pfi ptipravé zelé, kandytd a drazé, protoze pfispivaji k vytvoreni charakteristické chuti zelé
cukrovinek, jejich spravny vybér a nasledné pouziti je klicové pro uspésnou vyrobu kvalitnich

necokoladovych cukrovinek [2].

2.3 Technologie vyroby nec¢okoladovych cukrovinek

Jak jiz bylo zminéno vySe, v oblasti technologie vyroby necokoladovych cukrovinek lze
cukrovinky rozdé¢lit podle stavu sacharosy ve kterém se ve vyrobku nachazi: cukrovinky
s nevykrystalizovanou (amorfni) a s vykrystalizovanou sacharosou [2]. Tato prace se zabyva
zelé cukrovinkami, proto bude této skupiné vénovana hlavni pozornost a bude popsana

podrobnéji.

2.3.1 Cukrovinky s vykrystalizovanou sacharosou
Cukrovinky s vykrystalizovanou sacharosou obsahuji, jak jiz naznacuje nazev, V kone¢ném
vyrobku krystalky cukru a jsou typické svou velmi jemnou a krémovou texturou. V procesu
zastupce této skupiny je fondan (z francouzského sucre fondant — rozplyvajici se na jazyku),
jehoz krystalizace probiha béhem intenzivniho michani za stalého ochlazovani.

Déle sem fadime marcipan, vyrabén ze smési sladkych, jemné drcenych mandli a sacharosy
¢1 komprimaty, vznikajici lisovanim ochucenych a obarvenych praskovitych cukrovych smési

s pojidlem, jako napf. Skrobovy sirup nebo pektin [2].

2.3.2 Cukroviny s nevykrystalizovanou sacharosou

Vyroba té€chto druhli cukrovinek zahrnuje pouZiti glukosového sirupu nebo invertniho cukru,
slouZici k tomu, aby zabranily krystalizaci sacharosy tim, Ze sniZuji jeji rozpustnost. Vyznacuji
se vysokym obsahem cukru a nizkym obsahem vody. Vysledné produkty mohou byt mekké
i tvrdé konzistence a patii sem kandyty, karamely, zel¢, gumovité a Slehané cukrovinky [2].

2.3.2.1 Kandyty

Pochoutky charakterizované tvrdou texturou a sklovitym vzhledem jsou typicky vytvoreny
Z kandytové hmoty. Tato hmota obsahuje minimalni mnozstvi vody (1-3 %) a vyrdbi se
odpafenim cukrosirupového roztoku, jehoz obsah vody se pohybuje kolem 20 %. Proces
odpafovani je regulovan tak, aby nedoslo ke krystalizaci sacharosy pted ztuhnutim hmoty [1,
2]. Kandyty se vyrab&ji v rtuznych tvarech a barvach, jak s naplni, tak i bez ni, a byvaji

kategorizovany do tii druhti: roksy, dropsy a furé [2].
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2.3.2.2 Karamely
Karamely jsou specifickym druhem cukrovinek, jejichz hlavnim znakem je plasticka
konzistence, ktera pfispivda k jejich zvykavému charakteru. Vyrobni proces karamell
je podobny vyrobé kandytd, nicméné se lisi pouzitim dalSich surovin jako kondenzované
mléko, maslo a ztuzeny tuk, ktery je emulgovan v karamelové hmoté, coz dodava vyslednému
produktu vla¢nost [2, 47].

Krom¢ téchto zakladnich surovin mohou byt do karamel pridany i dalsi ingredience, jako je

kava, kakao, vanilin a dal$i, coz umoziuje vytvaret rozmanité chutové varianty [2].

2.3.2.3 Slehané cukrovinky

Slehané cukrovinky jsou typické svou lehkosti a nadychanou texturou, ktera je vysledkem
Slehani cukerného roztoku ve Slehaci s pénotvornym cinidlem (vajeény bilek nebo Zelatina).
Péna v téchto cukrovinkdch nejen zvySuje objem a snizuje hmotnost, ale také zlepSuje
senzorické vlastnosti pochoutky tim, ze se diky porézni struktufe, kterou péna vytvari, stavaji

rozplyvavymi Vv ustech [2, 21].

2.3.2.4 Gumovité cukrovinky

Mimo obvyklych surovin, jako Skrobovy sirup a sacharosa, se pro vyrobu zvykacek pouzivaji
i latky, které této pochoutce davaji charakteristickou gumovitou konzistenci, k ¢emuz se
nejcasteji pouziva zelatina ¢i arabskd guma. Pro lepsi Zvykatelnost a udrzeni vlacnosti se navic
pridava i sorbitol a glycerin [2]. Kone¢ny produkt se mize lehce lisit dle riznorodosti piisad,
jez jsou pro vyrobu pouzity [48].

Zvykacéky jsou mezi lidmi po celém svété velmi oblibené, coz doklada jejich masivni
produkce, kterd dosahuje az 1,74 bilionu kust ro¢né, a jejich Siroka spotiebitelska zakladna.
Kromé toho, Ze jsou zvykacky konzumovany jako pochoutka, existuji i specialni druhy
zvykacek, které maji vyuziti v oblasti zdravotnictvi. Mzou byt uréeny k pomoci pii odvykani
koufeni, sniZzovani rizika zubniho kazu nebo dokonce jako nosi¢ 1é¢ivych latek [48, 49].

V soucasné dob¢ Ize dohledat pouze omezené mnozstvi studii vénujicich se zvykackam
ajejich technologické vyrobé. Nicméné¢ do budoucna ma tato oblast potencial prildkat
pozornost védeckého svéta, nejen diky vysoké poptavce a piinosu pro lidské zdravi, ale takeé
svou vyznamnou hodnotou na trhu se zvykackami, jehoz hodnota dosahuje témét 25 miliard
dolart [48].

2325 Zelé
Zelé cukrovinky jsou sladkosti s konzistenci gelu, jenz vnika ptidavkem Zelirujicich latek jako
je pektin, agar, skrob nebo zelatina [1]. Dalsimi ingrediencemi jsou sacharosa, skrobovy sirup,
kyseliny, aromatické latky, popft. barviva [2].

Tyto cukrovinky lze rozdé€lit do dvou hlavnich skupin: ovocné zelé, vyrabéné s pouzitim
ptirodnich ovocnych dieni, pomazanek ¢i §tav, které slouzi zaroven jako rosolotvorné ¢inidlo,

a zelé s ovocnou prichuti, kde se jako Zelirujici latky vyuzivaji agar, Zelatina, pektin nebo Skrob
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(nativni 1 modifikovany). Pouziti zelirujici latky se liSi podle pozadavki na vlastnosti
kone¢ného vyrobku [2, 21].

Agarové Zelé

Agar, ziskdvany z motskych fas, se nejdiive namaci se ve vodé pii 85 az 90 °C, nez dojde
K rozpusténi, a nasledné ke vzniku homogenniho koloidniho roztoku. Poté se do smési prida
sacharosa a roztok se zahfiva az na teplotu 105 az 107 °C, az poté dochazi k pfidavku
Skrobového sirupu a ochlazeni roztoku na 60 °C. Nasleduje ptfidani barviv, kyselin
a aromatickych latek. Hmota se poté naléva do skrobovych forem a chladi do ztuhnuti [2].
Hotové produkty podstupuji kandyrovani, coz je proces, pii kterém se obaluji cukrem nebo
cukrovou polevou; mize byt aplikovan pro konzervaci, zlepSeni textury, ¢i zvySeni estetické
atraktivity [50, 51].

Pro cukrovinky tento proces obvykle zahrnuje obaleni hotového produktu tenkou vrstvou
cukru nebo glazury, coz umoziuje vytvoreni kiupavého povrchu a zlepSeni chutového zazitku.
Mimo jiné dokaze kandyrovani zabranit i potencialnimu slepeni jednotlivych cukrovinek [50].
Zelatinové Zelé
Vyroba zacina pfipravou smési roztoku sacharosy a Skrobového sirupu v poméru 2:1 nebo 1:1,
ktery se nasledné ptivede k bodu varu (113 az 121 °C). Zelatina se rozpousti ve vodé o teploté
54 az 60 °C za stalého pozvolného michani. Poté se ob¢ slozky smichaji, pficemz je dilezité,
aby vysledny cukerny roztok nepiesahl teplotu 100 °C, jelikoz by se narusily zelirujici
schopnosti Zelatiny. Smés se poté vyléva do forem, obvykle skrobovych, aby ziskala rizné
tvary.

Senzoricka hodnota Zelé je také ovlivnéna pH, které by se mé€lo pohybovat v rozmezi 3,8-4,0,
coz obvykle zajisti pfidavek kyseliny citronové, ktera zde slouzi jako regulator kyselosti [2].
Povrch cukrovinky mize byt nakonec upraven kandyrovanim ¢i nastfikovanim tenké vrstvy
oleje nebo vosku, za ucelem zvyseni atraktivity pro spotiebitele [2, 51].

Skrobové Zelé

Tento druh Zelé (znamy také pod nazvem rahat) je vyrabén ze suspenze sacharosy, skrobu
ve vodé a Skrobového sirupu. Skrobova zrna absorbuji vodu a pii zahfivani bobtnaji, aZ se
rozpadnou a vytvoii roztok, ktery se ochladi a vznikne gel se Zzvykavou, lehce lepivou
konzistenci. Finalni tuhnuti probiha ve skrobovych formach, nasledovano povrchovou tpravou,
stejné jako predeslé druhy, kandyrovanim [2, 21].

Pektinové zelé

podminky receptu i technologického postupu. Praskovy pektin se nejprve smicha se sacharosou
a poté rozpusti ve vodé. Pro zajiSténi efektivniho rozpusténi latky, by koncentrace cukru
v roztoku nemeéla piekroCit 20 %. Po piivedeni k varu se pridava Skrobovy sirup a ¢ast
z celkového mnozstvi Kyseliny. Smés se odpaiuje do okamziku, kdy se obsah susiny pohybuje
mezi 75 az 79 %. Po ochlazeni se ptidava zbytek kyseliny, popf. dalsi aditiva. Hmota se pak

thned naléva do Skrobovych forem, jelikoZ okyselené pektinové zelé velice rychle podléha
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tuhnuti. Vysledna konzistence pektinové cukrovinky je extrémné jemna a fadi se mezi
nejkvalitngjs$i druhy zelé [2, 51].

Vybér dané zelirujici latky a pomért jednotlivych slozek pro vyrobu vyznamné ovliviiuje
vlastnosti finalniho produktu, jako je konzistence, chut a Zzvykatelnost. Kazdy typ zelé
poskytuje unikatni chutovy zazitek a mize byt popularni mezi riznymi vékovymi skupinami.
Vedle tradi¢nich ovocnych pfichuti se vyrobci také zaméiuji na inovativni kombinace chuti,

aby vyhov¢li rostouci poptavce po novych a zajimavych produktech [52].

2.4 Charakteristika rostlinného materialu

Jak bylo na poc¢atku zminéno, v experimentalni ¢asti této prace byl aplikovan extrakt z byliny
Filipendula ulmaria, ¢esky tuzebniku jilmového, do vyrobenych zelé cukrovinek. Vzhledem
k jeho vysokému obsahu tékavych aromatickych latek a dalSich nutri¢né cennych biologicky
aktivnich latek, se analyzou tuzebniku jiz zabyvalo hned nékolik studii.

Bespalov a kol. [53] studovali u¢inky Filipendula ulmaria na bunkach z nadoru prsu, kde
vykazal znacné snizeni €etnosti a vyskytu zhoubnych nddorovych bunék.

Mast z této byliny pfi vyzkumu vyuzili Peresun'ko a kol. [54] pro utlum cervikalni dysplazie,
pricemz ke zlepSeni doslo v 67 % l1é¢enych ptipadu.

Amosova a kol. [55] vyuzili ethanolové extrakty (70 %) v davkach 50 a 100 mg-kg?, které
vykazaly u mys$i s Lewisovym karcinomem plic (LLC) zmenSeni plochy metastdz témét
0 polovinu.

Gastroprotektivni u¢inky byly hodnoceny na krysim modelu ve studii Samardzic a kol. [56].
Krysédm byla ethanolem vyvolana Zalude¢ni 1éze. Jednu hodinu pted aplikaci ethanolu byl jedné
skupiné krys podan extrakt F. ulmaria (100-300 mg-kg™). Hodinu po 1ézi byla zvifata
usmrcena a bylo zjiSténo, ze poskozeni zaludku u krys lé€enych tuzebnikem bylo velmi malé.
To poukazuje na vynikajici protektivni ucinnost ve srovnani s kontrolnimi skupinami
(bez podani extraktu), u nichz poskozeni zaludku bylo vyrazné horsi.

Porovnani antioxida¢ni aktivity tuzebniku a hlohu provedla studie Sroka a kol. [57],
kdy tuzebnik vykazoval vyrazné vyssi ucinky.

Z potravinaiského odvétvi Harbourne a kol. [58] optimalizovali zisk extraktu F. ulmaria
metodou HPLC, bohatého na fenolické latky a zaroven piijemné barvy, za ucelem jeho aplikace
do napoja.

Neagu a kol. [59] zase vyuzili neuroprotektivniho potencialu byliny a vytvofili studii
zabyvajici se jeho inhibi¢nimi u¢inky na acetylcholinesterazu a tyrosindzu a antioxidaéni

aktivitou, pfi¢emz vysledky byly velmi pozitivni.

24.1 TuZebnik jilmovy

Tato vytrvald bylina, dosahujici vySky do 2 metril, je rozSifend v Asii, Evropé 1 Severni
Americe a patii do ¢eledi rizovitych (Rosaceae). V Ceské republice se nachézi riznorodg;
od nizin po podhtirska pasma. Preferuje spise vlhké prostiedi jako mokiady, pramenisté ¢i luzni
lesy [60].
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Uz od davnych dob byl tuzebnik, diky obsahu bioaktivnich latek, pouzivan nejen jako 1é¢iva
bylina, ale i k aromatizaci prostorti. Svou vuni i chuti totiZz jemn¢ pfipomina piijemné hoiké
mandle. Do dnes$ni doby se vyuziva i pii dochucovani vin, piva nebo octa a jeho kvéty
se zpracovavaji do dzemu a marmelad [61, 62].

Rostlina obsahuje pomérné velké mnozstvi derivath kyseliny salicylové, ktera vykazuje
analgetické, antiflogistické a antipyretické vlastnosti. Caj z kvéti pisobi diureticky a pomaha
pfi nachlazeni. Celkové plisobi bylina sedativné a ptinasi tilevu od stresu a psychického napéti
[61, 63].

2.4.1.1 Aromatické latky tuZebniku jilmového

Obsahem aromatickych latek Vv tuzebniku se jiz zabyvala studie Kumar a kol. [64].
Identifikovali velké mnozstvi fenolickych kyselin, vyskytujici se v nadzemnich ¢astech
rostliny, napf. kyselinu skoficovou, kyselinu kavovou a jeji derivaty, kyselinu kumarovou
a ferulovou, vanilovou a veratrovou, které maji terapeuticky potencial.

Olennikov a kol. [65] izolovali fenolické kyseliny z kvéta a listt F. ulmaria pomoci metody
HPLC.

Studie Brunke a kol. [66] zaméfujici se na esencialni oleje tuzebniku identifikovala
96 sloucenin. Kromé salicylatli, hexanalu ¢i benzaldehydu se jednalo také o terpeny, konkrétné
limonen, linallol, menthol, menthon, a-terpineol, carvon, piperiton, geraniol, karvakrol
a thymol.

Vyznamné zastoupeni V této bylin¢ maji také trisloviny (taniny), patfici mezi polyfenolické
latky. Jejich trpkd a sviravéa chut’ vyvolava na jazyku drsny a suchy pocit a predpoklada se, Ze
tvorba tiislovin v rostling slouzi jako jeji ochrana pted infekci, hmyzem i zvitaty [67, 68].
Vyzkum autorti Bijttebier a kol. [69] prokazal piitomnost piedevsim kyseliny ellagové,
ellagitanint, rugosint, tellimagrandind, katechinti a epikatechint. Jednalo se o polarni extrakty
Z nadzemni ¢asti byliny.
2.4.1.2 Latky s antioxidacnim a antimikrobidlnim potencidlem
Jedny z nejdilezitéjsich skupin antioxidacnich latek jsou flavonoidy a glavonové glykosidy.
Patfi mezi biologicky aktivni latky, jez dodavaji rostlinam 1é¢ivé Gcinky [59]. Na zakladé
vyzkumu obsahu flavonoidi Kikuchi a kol. [70] a Kalkhorani a kol. [71] zjistili znaéné
zastoupeni predevsim rutosidu, spiraeosidu, kvercetinu, isoquercitrinu, hyperosidu [61].

Blazics a kol. [72] identifikovali 6 salicylatii z methanolového extraktu F. ulmaria pomoci
metody LC-DAD-MS-MS (kapalinova chromatografie s diodovym polem a tandemovou
hmotnostni spektrometrii) S trojitym kvadrupdlem. Konkrétné se jednalo o kyselinu
salicylovou, salicylalkohol, methylsalicylat, salicin, monohexosid a hexosid kyseliny
salicylové. Tato kyselina a jeji derivaty jsou vyznamnou slozkou extraktl této byliny, jelikoz

Dle studie Woods-Panzaru a kol. [74] nebyla prokazana signifikantni antimikrobialni
aktivita vodného extraktu tuzebniku proti patogentim a plisnim na krevnim agaru.
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Katani¢ a kol. [75] se zaméfili na bioaktivni a polyfenolické latky. Studie vyuzila
methanolové extrakty Filipendula ulmaria, a to z nadzemnich ¢asti rostliny (FUA) a kofenti
(FUR). Byly analyzovany antimikrobialni vlastnosti 1 antioxida¢ni aktivita téchto extrakt,
jejich stabilita v riznych pH a riznych teplotnich podminkach. Oba extrakty prokazaly
podobnou aktivitu proti vétSin¢ testovanych bakterii a plisni, pficemz nejcitliveéjSimi
bakterialnimi druhy byly E. coli a E. faecalis. Oba extrakty se taktéz prokazaly teplotné stabilni.

Co se ty¢e obsahu fenolickych kyselin a flavonoidi kofenovy extrakt (FUR) obsahoval vyssi
mnozstvi celkovych fenolickych sloudenin (287,77 mgcae-g™) ve srovnani s nadzemni &sti
(FUA — 249,53 mgcae-gl). Extrakt FUR mél také vyssi celkovou antioxidanéni kapacitu
(494,67 mgaae-gt) ve srovnani s FUA (419,56 mgaae-g?), pficemz FUR také prokézal lepsi
schopnost zachytavani volnych radikalt v testu s ABTS [75].

Fenolické latky kvercetin-3D-glukosid, luteolin-7-glukosid, hyperosid, astragalin a kyselina
gallova byly identifikovany pomoci metody RP-HPLC. Studie odhalila vysokou antioxida¢ni
aktivitu vytazk F. ulmaria, coz naznacuje jejich mozny ptinos pro zdravi, napiiklad v boji
proti oxidacnimu stresu. Tato aktivita byla pozorovana v extraktech pfipravenych rtiznymi
metodami, véetn¢ vodnych a alkoholovych extrakci, avSak ethylacetatové extrakty rostliny
vykazovaly pouze minimalni antioxidacni aktivitu [76].

Pomoci metody TLC a papirové chromatografie byla ve studii Shilova a kol. [77]
v extraktech této byliny identifikovana pfitomnost riznych fenolickych sloucenin, véetné
kvercetinu a jeho glykosidd, dihydrokvercetinu, apigeninu, rododendrolu, eskuletinu, kKyseliny
m-hydroxybenzoové, salicylové, anisové, galové, gentisové, ferulové, chlorogenové a kavové.
Pro studium antioxidacnich vlastnosti byla vyuzita metoda katodové voltametrie, ta umoziuje
m¢éfit kinetické parametry antioxidaéni aktivity na zakladé schopnosti extrakt redukovat kyslik
ve specifickém elektrochemickém prostfedi. V této studii prokéazal nejlepSi antioxidancni
aktivitu  95% etanolovy extrakt z tuzebniku (s hodnotou kinetického parametru
K=1.170 + 0.051 umol/litr-min).

2.5 Metody stanoveni aromaticky aktivnich latek v cukrovinkach

Stanoveni tékavych aromatickych latek 1ze provadét pomoci riiznych metod, pficemz nej€astéji
se vyuziva analytickych technik jako jsou plynova chromatografie (GC), plynova
chromatografie spojena s hmotnostni spektrometrii (GC-MS), vysokou¢inna kapalinova
chromatografie (HPLC) nebo tzv. olfaktometrickych technik [78].

Olfaktometrie je metoda, kterd spociva v hodnoceni a méfeni intenzity pachti. Tato technika
se opird o lidské Cichové vnimani a je provadéna skupinou expertd, ktefi jsou specidlné
vyskoleni k rozpoznavani a hodnoceni riiznych typt vini a pacht, tzv. olfaktometricky panel.
Casto se pouziva v praimyslovych odvétvich nejen potravinaiskych, ale i v parfumerii nebo pfi
vyrobé Cisticich prostfedkl, kde je kvalita a charakter viné kli€ovym prvkem produktu.

Na rozdil od chemické analyzy, ktera poskytuje presné informace o chemickém slozeni vzorkd,
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olfaktometrie se zamétuje ptimo na subjektivni lidské vnimani pachu, ptesna identifikace latek

tak mozna neni [78].

25.1 Mikroextrakce tuhou fazi

Mikroextrakce tuhou fazi (Solid Phase Micro Extraction; SPME) je moderni analyticka izola¢ni
metoda, vyvinutd v roce 1989 Arthurem a Pawliszynem. Tato technika spojuje odbér vzorku,
jeho extrakci a zakoncentrovani do jednoho kroku bez pouziti rozpoustédel, coz predstavuje
vyznamnou vyhodu z hlediska ekologie a efektivity [79].

Zakladni princip metody SPME spociva v sorpci analyti na stacionarni fazi z polymeru,
pokryvajici kiemenné vlakno, které je umisténo uvniti kovové jehly. Tato jehla slouzi jako
ochrana pted mechanickym poskozenim a zarovein umoznuje snadnou penetraci septa vialky.
Vlakno dovede zachytit t¢kavé i netékavé latky ze vzorkd vSech skupenstvi; plynnych,
kapalnych i pevnych. Béhem procesu méteni je jehla s vlaknem zasunuta do vzorku, kde
dochazi k extrakci latek bud’ pfimo ze vzorku (DI-SPME) nebo z prostoru nad jeho hladinou
(HS-SPME). Po ustaleni sorpéni rovnovahy je vlakno zasunuto zpét do jehly a vlozeno
do nastiikového prostoru chromatografu, kde dochazi k desorpci analytu do proudu nosného
plynu [80].

Nasledné jsou latky analyzovany chromatografickymi metodami, jako je plynova
chromatografie (GC) s hmotnostni nebo UV detekci ¢i kapalinova chromatografie (LC). SPME
metoda je Siroce vyuzivana pro svou jednoduchost, rychlost a nizké detekéni limity. Pouziva se
v riznych oblastech, véetné environmentalni analyzy, potravinatstvi, toxikologii, forenzniho
a farmaceutického vyzkumu [79, 80].

Vzorkovani Desorpce
Zatazeni Umisténi do
Nosic¢ vlakna GC injektoru
SPME ’ :

injekéni port GC
Vlakno

[ [ I\ \
Vzorek ( ( | "}I] ) }\ﬁ
|
\_ \ %\A /) po ms
S ANAXS/ 0
GC kolona

Obrazek 1: Princip metody mikroextrakce tuhou fazi ve spojeni s plynovou chromatografii [81]
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2.5.2 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (Gas Chromatography — GC) je analyticka metoda, ktera se vyuziva
pro separaci a identifikaci slozek ve smési plynnych latek. Technika GC spociva v principu
distribuce analytii mezi mobilni a stacionarni fazi. Mobilni fazi je obvykle nosny inertni plyn
(napriklad dusik, helium nebo vodik), ktery nese analyty skrz chromatografickou kolonu.
Stacionarni faze, obsazend v koloné, je bud’ kapalnd nebo pevna, v zéavislosti na teploté
a konkrétni variant¢ chromatografie [82].

Béhem prichodu kolonou jsou slozky smési oddélovany na zaklad¢ jejich rozdilné afinity
ke stacionarni fazi. Separované komponenty jsou pak detekovany pomoci raznych citlivych
destruktivnich detektorti, napiiklad hmotnostniho spektrometru (GC-MS) nebo plamenové
ioniza¢niho detektoru (GC-FID), které pievadi fyzikalné-chemické vlastnosti oddélenych
slozek na métitelny signal, nejcastéji elektrického charakteru. Plynova chromatografie se
vyznacuje vysokou separa¢ni kapacitou a je vhodna pro analyzu latek s bodem varu do 400 °C,

pti¢emz lze upravit podminky pro analyzu latek s vy$§im bodem varu, az do 800 °C [82].

2.5.2.1 Plynovad chromatografie s hmotnostni detekci
GC-MS spojuje plynovou chromatografii s hmotnostné spektrometrickou detekci a vyuziva se
pro identifikaci a kvantifikaci slozek vzorku. Po separaci v plynovém chromatografu jsou
jednotlivé slozky vzorku analyzovany hmotnostnim spektrometrem. V iontovém zdroji
spektrometru jsou molekuly analytli ionizovany a pirevedeny do plynné faze ve formé pozitivné
nabitych iontl, které jsou poté separovany v analyzatoru na zakladé jejich poméru hmotnosti
ku elektrickému naboji (m/z) [82].

Technika GC-MS tedy spojuje vyhody obou metod: schopnost separace u GC a identifikace
u MS. Analyzovana latka je charakterizovana prostiednictvim reten¢niho ¢asu, ziskan¢ho
plynovou chromatografii, a hmotnostniho spektra, ziskaného nasledné¢ hmotnostni detekci, coz
umoziuje velmi presnou identifikaci i kvantifikaci jednotlivych slozek. Je vhodna pro Sirokou
Skalu aplikaci, v€etné analyzy t€kavych organickych sloucenin, sledovani latek znecist'ujicich
zivotni prostiedi, potravinatskych analyz, farmacii a forenzniho vyzkumu [83].

2.6 Metody stanoveni bioaktivnich latek

Stanoveni antioxida¢ni aktivity, celkového obsahu fenolli a antokyanii ve vyrobenych
necokoladovych cukrovinkach s pfidavkem bylinného extraktu bylo také jednim z cili této
prace.

Jak jiz bylo popséano vyse V kapitolach 2.4.1.1 a 2.4.1.2, bylina F. ulmaria ¢i jeji extrakty
maji, dle provedenych studii, vysoky obsah antioxidantli, jako jsou karotenoidy, fenoly,
flavonoidy, vitaminy, enzymy, aj. Tyto latky chrani organismus pted poskozenim zptsobenym
volnymi radikdly a oxida¢nim stresem, ktery muze vést k rozvoji béznych onemocnéni, jako
jsou diabetes, hypertenze, Alzheimerova a Parkinsonova choroba. Pro stanoveni antioxida¢ni
aktivity se vyuzivaji rizné metody, mezi které patii spektrometrické, elektrochemickeé
¢i chromatografické techniky. Vysledky pak mohou poskytnout dulezité informace
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0 ochrannych vlastnostech a potencialnich zdravotnich pfinosech cukrovinky s obsahem

daného rostlinného extraktu [84].

2.6.1 Metody zaloZené na eliminaci radikalu

Metody zaloZzené na eliminaci radikalti jsou analytické techniky pouzivané k méfeni
antioxidac¢ni aktivity latek. Princip spociva v interakci analyzované latky s volnymi radikaly,
které jsou vytvoreny v testovacim systému ¢i jsou do néj pridavany. Pfitomnost a mnozstvi

antioxidantl v testované latce se projevi schopnosti tyto volné radikaly eliminovat [84].

2.6.1.1 Metoda TEAC
Metoda TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) s vyuzitim modro-zeleného kation-
radikalu roztoku ABTS®" [2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)] funguje
na principu schopnosti antioxidanti v testovaném vzorku redukovat ABTS®" radikal
na bezbarvy ¢i méné barevné intenzivni produkt, s tim klesne i métena absorbance. Mira tohoto
snizeni je méfena spektrofotometricky, obvykle pii absorbanci 734 nm, a je pfimo umeérna
koncentraci antioxidantl ve vzorku [84].

Vysledky jsou vyjadieny jako Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC), tj. jako
koncentrace Troloxu odpovidajici antioxida¢ni aktvit¢ vzorku. TEAC metoda je oblibena

pro svou jednoduchost, rychlost a schopnost méfit rizné druhy antioxidantt [84].

2.6.1.2 Metoda s pouzitim DPPH

Metoda vyuzivajici DPPH (2,2-di(4-tert-oktylfenyl)-1-pikrylhydrazyl) spociva v méfeni
schopnosti antioxidantli neutralizovat DPPH® radikaly, coz jsou stabilni volné radikaly
s charakteristickou fialovou barvou. Pfi reakci s antioxidanty dochazi k neutralizaci DPPH®
radikalt, doprovazené zménou jejich barvy na svétlejsi nebo bezbarvou. Tato zména lze se méii
spektrofotometricky, obvykle pfi vinové délce okolo 515-520 nm. Intenzita zeslabeni barvy

je pfimo umeérna antioxida¢ni kapacité analyzovaného vzorku [84].

2.6.2 Metody stanoveni celkového obsahu fenolii

Spektrofotometrické stanoveni celkového obsahu fenolt (TPC) je metoda vyuZivana
pro kvantifikaci fenolickych slouc¢enin zejména v potravinach a népojich. Metoda je zalozena
na reakci fenold s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem. Fenolické latky ¢inidlo redukuji, coz vede
k tvorbé modrého komplexu [84].

V praxi se k malému mnozstvi analyzované¢ho vzorku pfida Folin-Ciocaltovo cinidlo
a po kratké inkubacni dobé se pfida alkalicky roztok (obvykle roztok hydrogenuhli¢itanu
sodného) k neutralizaci kyseliny. Tim dojde k zesileni modré barvy, jejiZ intenzita je ptimo
umérna koncentraci fenold ve vzorku [84].

Intenzita modré barvy je méfena spektrofotometricky, pficemz se obvykle méfi absorbance
pfi maximalni vinové délce 760 nm. Toto stanoveni umoziuje rychlou a relativné jednoduchou,
reprodukovatelnou analyzu celkového obsahu fenoltt ve vzorcich. Hodnoty jsou obvykle
vyjadreny jako ekvivalenty kyseliny gallové (GAE — Gallic Acid Equivalent), coz je bézny
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standard pro kvantifikaci fenolii. Mezi dalSi pouzitelné standardy pro tuto metodu patii

katechiny, kyselina kavova nebo kyselina chlorogenova [84].

2.6.2.1 Metody stanoveni antokyanii

Jedna se o prirodni barviva nalezejici do tiidy flavonoidd, které jsou soucasti Sir§i skupiny
rostlinnych polyfenolti. Tyto vodou rozpustné pigmenty jsou zodpovédné za Sirokou skalu
¢ervenych, fialovych, modrych a nékdy i ¢ernych barev v ovoci, zelening, obilovinach a jinych
Castech rostlin. Jedinecnd vlastnost antokyanii spociva v jejich schopnosti ménit barvu
Vv zavislosti na pH prostfedi — v kyselém prostiedi jsou Cervené a v zasaditém prostiedi nabyvaji
modrych odstinti, coz je ¢ini popularnimi v potravinaiském pramyslu [85].

Antokyany jsou rovnéZ znamé svymi silnymi antioxida¢nimi vlastnostmi, coz pfispiva
k zajmu o antokyany v oblasti zdravotnich ptinost, véetné prevence proti kardiovaskularnim
I chronickym onemocnénim [85].

Diive byla k detekci antokyani béZzné vyuZivana papirovd chromatografie (PC)
a chromatografie na tenké vrstvé (TLC). V soucasnosti se vSak preferuji spektrofotometrické
techniky ¢i vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) s UV nebo hmotnostni detekci
[86].
pH diferencialni metoda
Jedna se o analytickou metodu, ktera je pouzivana pro kvantitativni stanoveni antokyand
V potravinach a rostlinnych materialech. Spociva ve spektrofotometrickém meéteni absorbance
extrahovanych antokyant pfi rdznych pH hodnotach, obvykle pti pH 1,0 a pH 4,5, pficemz
vyuziva charakteristické zmény barvy antokyanti v zavislosti na pH [86].

Pti pH 1, coz je obvykle dosazeno pomoci KCl pufru, antokyany vykazuji oxoniovou formu,
zatimco pii pH 4.5, dosazeného pomoci octanového pufru, se struktura antokyani méni
na hemiketalovou a tim dojde i ke zmén¢ jejich absorpéniho spektra. Nejprve se absorbance
zmé&fi pii vinové délce 510-520 nm. V tomto rozmezi anthokyany dosahuji maximalniho
pohlceni zéafeni. Pro druhé méteni se pouziva vinova délka 700 nm. Rozdil v absorbanci, ktery

je zjistén, piimo souvisi s mnozstvim monomernich antokyant v roztoku [86].

2.7 Metody stanoveni antimikrobialni aktivity

Antimikrobidlni testovani je proces, ktery se zamétfuje na méteni schopnosti urcitych latek
(napt. antibiotika, antiseptika nebo pfirodni extrakty) inhibovat rtst ¢i uplné eliminovat
mikroorganismy, jako jsou bakterie, houby, viry a jini parazité [87]. Metody pro stanoveni
antimikrobialni aktivity se rozliSuji na difizni a dilu¢ni [88].

2.7.1 Difazni metody

Difuzni metody jsou kvalitativni testy, které spocivaji v meétfeni schopnosti latek Sifit
se a pusobit v médiu obsahujici mikroorganismy. Testovana latka je aplikovand na pevné
médium a nésledné podrobena pozorovani inhibi¢ni zoény ristu mikroorganismt kolem ni.

Inhibiéni z6na naznacuje, do jaké miry testovana latka zabranila ristu mikroorganismi [88].
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2.7.1.1 Diskova difuzni metoda

Diskova diftzni metoda, zndma také jako metoda Kirby-Bauerova, piredstavuje jednu
z nejzakladnéjSich a  nejcastéjSich metod pro meéfeni antimikrobialni  aktivity
v mikrobiologickych laboratotich [89].

Proces testovani zacind naockovanim agarovych ploten testovanym mikroorganismem.
Nasledné se na povrch agaru umisti papirové disky o priméru piiblizné¢ 6 mm, napusténé
testovanou antimikrobialni latkou. Béhem inkubace antimikrobialni latka z papirového disku
difunduje do agarového média, ¢imz dochazi k inhibici rdstu testovaného organismu.
Vysledkem této interakce jsou inhibi¢ni zény kolem diskl, které jsou vizudln€ patrné
na kultiva¢nim médiu [88].

Efektivita antimikrobialni latky je pak posuzovana podle velikosti inhibi¢ni zony kolem
disku, tedy oblasti, kde bakterie nejsou schopny rast (viz Obrazek 2). Velikost této zony je
pfimo umérna ucinnosti latky proti testovanému kmenu bakterii. Mikroorganismy se podle
velikosti vzniklé zony klasifikuji jako citlivé, stfedné citlivé nebo rezistentni vii€i testované
antimikrobialni latce [88].

Piestoze tato metoda neni vhodna pro stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) —
kviili nemoZnosti ur€it pfesné mnozstvi antimikrobidlni latky difundujici do média, ma i fadu
vyhod, napf. jednoduchost provedeni, nizké naklady, schopnost testovat rizné druhy

mikroorganismi a snadnou interpretaci vysledkt [90].

// Inhibi¢ni zona

Disk obsahujici
" antimikrobialni

4 latku

Bakterie
v agarovem
mediu

Obrazek 2: Diskova difiizni metoda [88]

2.7.1.2 Gradientova metoda

Gradientova metoda, ¢asto oznaCovana jako E-test, pfedstavuje mikrobiologickou techniku
pouzivanou k ur€eni minimdlni inhibi¢ni koncentrace (MIC) antimikrobialnich latek. Tato
metoda kombinuje vyhody jak dilu¢ni, tak diftizni testovaci metody a dokaze tak poskytnout

presnéjsi a kvantitativni hodnoceni citlivosti mikroorganismu [88].
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V E-testu se pouzivaji plastové prouzky, na které je aplikovan gradient koncentraci testované
antimikrobialni latky. Prouzky jsou umistény na agarové plotny, které byly piedem
inokulovany testovanym mikroorganismem. Bé&hem inkubace difunduje testovana
antimikrobialni latka z prouzku do agarového média a vytvaii gradient koncentrace v médiu.
To umoziuje mikroorganismim rist az do arovné, kde je jejich rust inhibovan konkrétni
koncentraci antibiotika [91, 92].

Obrazek 3: Gradientova metoda [92]

Hodnota MIC je urc¢ena na zéklad¢ bodu, kde okraj bakteridlniho rlstu protind E-testovy
prouzek. Tento bod poskytuje piesnou kvantitativni hodnotu minimalni inhibi¢ni koncentrace
potiebné k potlaceni ristu mikroorganismu. Gradientova metoda je cenéna pro svou piesnost,
a schopnost rychle poskytnout kvantitativni vysledky. Navic umoziiuje soub&ézné testovani
nckolika latek na jednom agarovém médiu, coz je vyhodné pro rychlé a efektivni laboratorni
analyzy [88, 91].

2.71.1.3 Difuzni jamkova metoda

Opét se jedna o metodu kvalitativni a je podobna metodé diskové. Na pocatku se pripravi
agarova plotna, na jejiz povrch se rozetfe predem vytvofené inokulum se sledovanym
mikroorganismem. Nasledné jsou do agaru asepticky vytvofeny jamky o pruméru 6-8 mm
pomoci sterilniho korkovrtu. Do téchto jamek se pak pipetuje roztok zkoumané antimikrobialni
latky o znamé koncentraci. Béhem kultivace antimikrobidlni latka difunduje z jamky do okoli
a jestlize ma sledovana latka inhibi¢ni u¢inek, vytvofi se v okoli jamky zoéna bez vyskytu
mikroorganismll, oznacovana jako inhibi¢ni zona. Vyhodnoceni se provadi stejné jako
u diskové metody méfenim téchto inhibic¢nich zon, pficemz ¢im vétsi tato zona je, tim vyssi je

i predpokladana antimikrobialni aktivita [88].
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2.7.2 Dilu¢ni metody

Dilu¢ni metoda je kvantitativni povahy a pouzivd se pro stanoveni minimalni inhibi¢ni
koncentrace (MIC) antimikrobidlnich latek. Existuji dvé hlavni varianty: bujonova (broth
microdilution) a agarova (agar dilution) [93].

U bujonové diluéni metody se antimikrobialni latka fedi v tekutém médiu, do kterého se
nedochazi k ristu mikroorganismi, ¢imz se uré¢i konkrétni MIC. Agarova metoda probiha
na podobném principu, ale antimikrobidlni latky se fedi pfimo v agarovém médiu. MIC je
uréena jako nejnizsi koncentrace v agaru, pii které nedochazi k ristu mikroorganismi [92, 93].

Dilu¢ni metoda je vyhodna svou presnosti a moznosti poskytnout piesné kvantitativni
vysledky (MIC). V praxi a vyzkumu tyto informace o MIC pomahaji v 1é¢b¢ infekci a ve vyvoji
novych antimikrobialnich 1é¢iv [93].

2.8 Senzoricka analyza

Senzorickd (neboli smyslovd) analyza je metoda védeckého hodnoceni, kterd se vyuZziva

k posouzeni, identifikaci a interpretaci organoleptickych vlastnosti produktd prostfednictvim

lidskych smyslu (chut, ¢ich, zrak, hmat a sluch). Tato metoda se bézn¢ pouziva v potravinafstvi,

kosmetice a dal$ich odvétvich, kde vlastnosti produktu ovliviiuji vnimani spotiebitele [94].
Cilem je poskytnout objektivni a kvantitativni data o vnimanych vlastnostech produktu,

ktera mohou slouzit pro kontrolu kvality, vyvoj produktu nebo marketingové strategie [94].

2.8.1 Podminky pro senzorickou analyzu

Pro zajisténi co nejpresnéjsich vysledki je nezbytné provadét analyzu za pevné stanovenych
podminek, které jsou definovany nejen mezinarodnimi normami, ale jednotlivé testy definuje
i Ceska legislativa. NapInéni téchto podminek je pro zajisténi pfesnych a spolehlivych vysledka
klicové a jsou definovany tak, aby minimalizovaly potencialné rusivé faktory [95, 96].

Kritickym aspektem je zajisténi objektivity hodnotitelti, vzorky jsou tedy anonymni
a hodnotitelé zasedaji v samostatnych kojich. Samotny prostor pro provadéni senzorickych
testt musi byt specificky upraven podle mezinarodnich norem (neutralni barevné stény,
regulace teploty, vlhkosti, aj.). Piiprava vzorkli na servirovani probiha oddélené od testovaci
mistnosti a dba se na to, aby byly nezavadné a v dostatecném mnozstvi [94].

Hodnotitelé jsou peclivé vybirani dle jejich fyzickych, tak psychickych schopnosti. Zatimco
experti mohou byt vhodni pro ur€ité typy testl, pro preferencni testovani jsou Casto lepsi bézni
spotiebitelé bez specifickych odbornych znalosti [94].

Pti samotné degustaci je diilezité dodrzovat ¢asové rozestupy mezi jednotlivymi vzorky, aby
nedoslo ke zkresleni chuti nasledujiciho. Pro neutralizaci chuti, jako tzv. chut'ovy neutralizator,
se pouziva napft. voda ¢i bilé pecivo, v zavislosti na typu degustovanych produkta [94].
Jednotlivé metody testovani se voli v zavislosti na konkrétnim cili senzorické analyzy a typu
testovanych vyrobku [97].
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2.8.2 Metody senzorické analyzy

Metody pouzivané pro senzorickou analyzu mizeme rozliSit do tfi hlavnich skupin:
diskriminaéni (rozdilové) zkousky, deskriptivni (popisné) zkousky a zkousky pouzivajici
stupnice a kategorie. Kazda z téchto kategorii zahrnuje riizné typy test, které se 1i$i ve zptisobu

analyzy vysledku [97].

2.8.2.1 Diskriminacni (rozdilové) zkousky

Tyto testy se zamétuji na identifikaci odlisnosti mezi vzorky. Cilem je zjistit, zda rozpoznatelné
rozdily mezi dvéma ¢i vice vzorky existuji ¢i nikoliv. Pocet hodnotitelii se obvykle pohybuje
v rozmezi 10-30, pfi¢emz se V zavislosti na kvalité hodnotiteli a konkrétnim ukolu vybira
nejvhodnéjsi druh rozdilové zkousky [97].

Pro zjistovani rozdilu mezi vice nez dvéma vzorky se zpravidla s vyhodou pouziva poradova
zkouska ¥izena normou CSN ISO 8587 [98].

2.8.2.2 Deskriptivni (popisné) zkousky
Deskriptivni zkouska je jednim z nejspolehlivéjsich a nejsofistikovanéjsich testli senzorické
analyzy. Umoziuje posoudit jak kvalitativni, tak kvantitativni charakteristiky produkti, jako
jsou aroma, textura, vzhled a chuté. Experti a kvalifikovani hodnotitelé jsou schopni
kvantifikovat tyto vlastnosti odbornym popisem [97].

Do této skupiny se fadi i metoda senzorického profilu. Rizena je normou CSN EN ISO 13299
a je zalozena na myslence, ze senzoricky dojem ze vzorku se sklada zuréitého poctu
identifikovatelnych senzorickych deskriptor (vlastnosti), které jsou v hodnoceném vzorku
pfitomny v riiznych stupnich intenzity. Seznam té€chto vlastnosti spolu s hodnotami intenzity

tvoti senzoricky profil [97, 99].

2.8.2.3 Metody vyuzivajici stupnice a kategorie

Norma CSN ISO 4121 poskytuje obecné pokyny pro pouziti kvantitativnich stupnic, které jsou
jednim z nejbéznéjSich zplsobl hodnoceni. Termin "stupnice" se bézné pouzivd jako
synonymum pro tzv. "odpovédni stupnici". Odpovédni stupnice, napiiklad numericka, slovni,
dynamickd nebo obrazkovd, umoziuje posuzovateli zaznamenat kvantitativni odpovéd'.
Béhem senzorické analyzy je stupnice nastrojem pro zachyceni posuzovatelovy reakce
na urcitou vlastnost a moznosti prevést ji na méfitelnouTabu ¢iselnou hodnotu [100].

V praxi se behem senzorického testovani nejcastéji vyuzivaji ¢tyti hlavni typy stupnic:
nominalni, ordinalni (pofadové), intervalové, pomérové [97].

Dle potteby testu lze zvolit stupnici spojitou (kontinudlni) ¢i nespojitou (diskrétni). Stupnice
spojitd umoziiuje méfeni v libovolném rozsahu, pficemz posuzovatelé mohou libovolné
pohybovat kursorem podél intenzitni stupnice. Nespojitd stupnice se omezuje na konkrétni,
oddélené hodnoty ¢i kategorie [94, 97].

RozliSujeme také dva rizné ptistupy k hodnoceni senzorickych vlastnosti produkti: pomoci

intenzitnich nebo hédonickych stupnic. Zatimco intenzitni stupnice se zamé&fuji na méfeni
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intenzity senzorickych vlastnosti produktt, hédonické stupnice se zamé&fuji spise na subjektivni

pocity a preference spotiebiteld ohledné pfijemnosti produktu [94, 97].

Tabulka 5: Priklad intenzitni stupnice [97] Tabulka 6: Priklad hédonické stupnice [97]
Naprosto nesladky vzorek Vynikajici
Velmi malo sladky Velmi dobry
Dosti malo sladky Dosti dobry
Stredné sladky Uspokojivy
Dosti sladky Jeste ptijatelny
Velmi sladky Spatny, nepfijatelny
Prilis sladky Odporny

2.8.3 Senzoricka analyza necokoladovych cukrovinek
Hodnoceni pomoci lidskych smysli je velmi popularni a senzoricka analyza je ¢astou soucasti
komplexnich studii vénujicich se potravinaiskym produktium.

Co se ty¢e necokoladovych cukrovinek, napt. studie DeMarsové a Ziegler [101] zkoumala
texturu a strukturu Zelatinovych zelé cukrovinek S piidavkem pektinu. Senzorické hodnoceni
ukazalo, Ze na rozdil od Cisté zelatinovych vzorku byly gely s pektinem kieh¢i, méné zvykavé,
jemnéjsi a snadnéji se rozmélnily na mensi Castice. Pektin také zvyraziioval ovocnou, sladkou
a kyselou chut’ zelé.

Dalsi senzorické hodnoceni bylo provedeno v laboratofi potravinaiské védy na Kansas State
University [102]. Zelé bylo vyrobeno bez piidaného cukru a ochuceno pouze hroznovym
dzusem. Hodnotitel¢ byli proto pfedem vybrani na zakladé toho, Ze nekonzumuji potraviny
s pfidanym sladidlem. Jako neutralizator chuti pouzivali nesolené krekry a destilovanou vodu.
Vysledky ukazaly, Zze posuzovatelé ohodnotili zelé na 9-bodové hédonické Skale na zakladé
piijemnosti vV rozmezi 5,8-6,4.

Studie Utomo a kol. [103] zkoumala fyzikalné-chemické vlastnosti a senzorické hodnoceni
zelé bonbond vyrobenych z riznych pomért karagenanu a konjaku (zmijovce). Senzorické
hodnoceni zahrnovalo texturu, pruznost, ¢irost, vuni i chut a ukazalo, Zze zadny z poméra
karagenanu a konjaku nemél vyznamny vliv na preference panelisti. Nejlepsi recepturou
pro vyrobu zelé¢ bonbénd byla shledana formule A, kterd obsahovala pomér karagenanu
a konjaku 40:25.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
Experimentalni ¢ast této diplomové prace byla zamétena na vyrobu a analyzu zelé cukrovinek,
které byly obohaceny o rostlinny extrakt z F. ulmaria (tuZebniku jilmového). Hlavnim cilem
bylo navrhnout a optimalizovat technologicky postup vyroby zelé s pouzitim riiznych sladidel
a také komplexn¢ analyzovat rostlinny extrakt, jenz byl do cukrovinek aplikovan.

Dale bylo zkoumano, jaky vliv mé pifidani extraktu tuzebniku na profil tékavych latek,
antioxida¢ni i antimikrobialni aktivitu. Zahrnuta byla také senzoricka analyza zaméfena

na celkovou senzorickou kvalitu vyrobenych Zelé cukrovinek.
3.1 Pouzité chemikalie a laboratorni vybaveni

3.1.1 Chemikalie

Trolox 97% ((%)-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina (Glenthman,
Velka Britanie), ABTS 98% (diamonna sul 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzo-thiazolin)-6-sulfonové
kyseliny) (Glenthman, Velka Britanie), Ethanol 96 %, PENTA, Peroxodisiran draselny
(Lach-Ner, s.r.o., Ceské republika), Kyselina gallova (Glenthman, Velka Britanie), Uhligitan
sodny p.a. bezvody (Glenthman, Velka Britanie), Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo (VWR
Chemicals, Francie), 2,2-difenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) (Glenthman, Velka Britanie),
Masopeptonovy agar (Nutrient Agar No. 2, HiMedia, CR), Masopeptonovy bujon (HiMedia
Laboratories, CR)

3.1.2 Plyny
Helium &istota 4.8, v tlakové lahvi s redukénim ventilem (SIAD, Ceska republika)

3.1.3 Mikroorganismy
Bacillus cereus (CCM 2010); Escherichia coli (CCM 3954)

3.1.4 Pracovni pomicky

SPME vlédkno DVB/CAR/PDMS 50/30 um (Supelco, Bellefonte, Pennsylvania, USA),
Mikropipety BiohitProline (101000 pl), $pic¢ky, vialky o objemech 10-30 ml se Sroubovacim
uzavérem, bézné pouzivané laboratorni sklo a pomuicky, nadobi a pomicky pro vyrobu zelé

vzorki a jejich senzorickou analyzu

3.1.5 Pristroje

Plynovy chromatograf Trace™ 1310 se split/splitless injektorem (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA), Hmotnostni detektor ISQTM LT Single Quadrupole (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA), Knihovna spekter NIST/EPA/NIH, Verze 2.0
(Gaithersburg, Maryland, USA), Spektrofotometr Specord® 50 PLUS (Analytikjena,
Némecko), Vakuova rotaéni odparka RV06-ML (KIKA-WERKE, Némecko), Vodni lazen
Julabo TW12 (Némecko), Predvazky EK-600i, (A&D Instruments LTD., Japonsko),

41



Analytické digitalni vahy (HELAGO, GR-202-EC, Italie), Elektricky mlynek na kavu
TSM6A013B (Bosch, Slovinsko)

3.1.6 Suroviny pro vyrobu cukrovinek

Pro vyrobu Zzelé cukrovinek byly pozity nasledujici suroviny: Glukosovy sirup Fractal
(Dortisimo), cukr krystal, sladidlo z rostliny Stévie (Zdravyden.cz, Aspen team s.r.o.), xylitol
nahradni sladidlo (Allnature), maltitol stolni sladidlo (DeliFood), zelatina (na ztuzeni krémti)
jemné mleta, Dr. Octker, Agar (4cake), kyselina citronova monohydrat p.a., Lach-Ner, kyselina
citronova jemné krystalicka (Dr. Oetker), tuzebnik jilmovy — extrakt (viz kap. 3.2)

3.2 Analyzované vzorky

V experimentalni ¢asti této prace byly analyzovany modelové vzorky zelé cukrovinek,
do kterych byly ptidan extrakt z byliny zvané tuzebnik jilmovy neboli Filipendula ulmaria.
Optimalizace vyroby vzorki zelé probihala v laboratotich Fakulty chemické VUT, pti¢emz byl
na optimalizaci vyroby zelé cukrovinek s pfidavkem bylinnych extraktii [104].

Bylina byla do cukrovinek aplikovana ve formé extraktu, postup pfipravy extraktu byl
prevzat z diive (a ¢astecné paralelné) provedenych experimentt, které se zabyvaji optimalizaci
ptipravy extraktt a jeho aplikaci do potravin.

Stru¢né: navazka cCinila 10 g/50 ml, macerace probihala po dobu 75 minut ve 40% ethanolu
pti 60 °C v ultrazvukové lazni. SuSend nat’ tuZzebniku (k pfipravé nalevu) byla rozmixovana
Vv elektrickém mlynku, smichédna s roztokem ethanolu o pozadované koncentraci a vloZena do
vodni 1azn€ za podminek uvedenych vyse. Po dokonéeni doby macerace byly vzorky za pouZiti
platna prefiltrovany, aby extrakt neobsahoval kusy rozmixované byliny. Pfed samotnou
aplikaci do Zelé cukrovinek byl extrakt zahu$tén odpafenim rozpoustédla pomoci vakuové
odparky.

Pro vyrobu cukrovinek (kap. 3.2) byly pouzity nasledujici suroviny: krystalicky cukr a jina
nahradni sladidla (stévie, maltitol, xylitol), Zelatina, agar, glukosovy sirup, kyselina citronova
a bylinny extrakt.

Vyrobni proces se odvijel od pfipravy tzv. cukrosirupového roztoku, ktery byl slozen
z roztoku sladila a glukosového sirupu v poméru 55:45. Tato smés byla poté ohtata na 80 °C.
Soucasné bylo v samostatné kadince rozmichano ve studené vodé 7,5 % mnozstvi Zelatiny.
Kdyz zelatina dostate¢né nabobtnala, byla pfidana do cukrosirupového roztoku pii 80 °C, poté
byl roztok z plotny odstaven. Nasledn¢ byla smés za neustalého michani chlazena, dokud
nedosahla teploty piiblizné 50 °C. Az nyni byly do smési vmichany 2 % kyseliny citronové
a bylinného extraktu). Takto piipravena smés byla rozlita do forem z kvalitniho silikonu,
ponechana stat 30 minut pii stabilni laboratorni teploté 23 °C, pfedtim nez byla umisténa
do chladnicky, kde doslo k finalnimu tuhnuti béhem nasledujicich 48 hodin.
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V ramci optimalizace byla nejprve vyrobena jedna série vzorka (bez piidavku extraktu)
s riznymi koncentracemi né€kolika druhti vodnych roztokti nahradnich sladidel. Konkrétné
vzorky prvni sady s roztokem xylitolu, maltitolu a stévie (10%, 50% a 90% hm.). Jako druha
sada prvni série byly pfipraveny vzorky se stejnymi surovinami jako prvni, avsak s jinymi
koncentracemi sladidel (pro porovnani intenzity sladké chuti s 25% hm. a 75% hm. roztoky
sladidla). Pro srovnani byl ptipraven také ,,standardni* vzorek s 50% hm. roztokem sacharosy.
,,Idealni* sladidlo a jeho mnozstvi bylo zjisténo pomoci senzorického hodnoceni, byly vybrany
koncentrace pouzité v prvni sadé (10% hm., 50% hm. a 90% hm.).

Druhé série byla vytvorena dle ,,idedlniho* slozeni vzorku z piedchozich sérii, ale liSila
se mnozstvim piidaného extraktu a druhem Zelirujici latky. Prvni sada obsahovala Zelatinu
a pridavek extraktu (2 %, 5 % a 8 % hm.). Druha sada obsahovala jako Zelirujici ¢inidlo agar,
pridavek extraktu zustal stejny (2 %, 5 % a 8 % hm.). Série jsou pichlednéji popsany
Vv nasledujici tabulce (Tabulka 7):

Tabulka 7: Oznacent vzorkii béhem vyrobnich sérii optimalizace

Prvni série: optimalizace druhu a pridavku sladidla

Sladidlo Roztok sladidla [% hm.] Oznaceni vzorku
Sacharosa 50 Cukr
Maltitol 50 Mal50
Xylitol 50 Xyl50
Stévie 50 Stv2
Maltitol 10 Mal10
Xylitol 10 Xyl10
Stévie 10 Stvl
Maltitol 90 Mal90
Xylitol 90 Xyl90
Stévie 90 Stv4
Druha série: optimalizace pridavku extraktu a druhu Zelirujici latky
Druh Zelirujici latky Pridavek extraktu [% hm.] Oznaceni vzorku
Agar Zelatina
agar zelatina 2 A2 72
agar zelatina 5 A5 75
agar zelatina 8 A8 78

Vzorky byly uchovavany v lednici bez pfistupu svétla pod potravinovou folii, aby byly
vlivem skladovani co nejméné ovlivnény jejich senzorické vlastnosti. Co se tyce senzorické

analyzy, nebyly Zelé bonbony nijak upraveny, avSak pro nésledujici chemické analyzy byly
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nakrajeny na drobné kousky (stanoveni t€kavych latek) nebo rozpustény ve vodé v poméru 1:4
(pro stanoveni obsahu fenolickych latek a antioxidacni aktivity). Pro testovani antimikrobialni
aktivity byly z davodu nutnosti kapalnych vzorkd a opétovnému tuhnuti rozpusténych
cukrovinek ptipraveny modelové roztoky 0 sloZeni: pozadované mnozstvi extraktu (2 %, 5 %,
8 % hm.) voda a kyselina citronova (2 % hm.).

3.3 Pouzité experimentalni postupy a metody

3.3.1 Metoda HS-SPME-GC-MS
K identifikaci a semikvantifikaci té€kavych komponent ve vyrobenych vzorcich Zelé a extraktu
tuzebniku byla vyuzita technika headspace solid-phase microextraction (mikroextrakce tuhou
fazi) néasledovana plynovou chromatografii spojenou s hmotnostni spektrometrii (HS-SPME-
GC-MS). Pied analyzou byly cukrovinky nejprve peclivé roziezany na drobné kousky
(max. 5 mm) a poté vlozeny do analytickych vialek, tak, aby nedoslo k jakémukoliv dotyku
mezi vzorkem a SPME vldknem.

Navazka pro analyzu Vv ptipadé vzorku zelé byla pfiblizné 2 g, v pfipadé extraktu byly
napipetovany 2 ml (viz Obrazek 4).

Obrazek 4:Vzorky pripravené na analyzu pomoci GC-MS

3.3.1.1 Podminky HS-SPME extrakce

Doba inkubace (temperovani): 20 minut; doba extrakce: 25 minut, teplota extrakce a inkubace
(teplota agitatoru): 55 °C, agitator zapnuty: 5 sekund; vypnuty: 60 sekund, mnozstvi vzorku:
2 g, hloubka ponofeni vlakna do vialky: 20 mm

3.3.1.2 Podminky GC-MS analyzy
Kapilarni kolona ZB-Wax (30 m x 0,25 mm x 0,5 um), teplota injektoru (desorpce): 230 °C,
doba desorpce: 20 minut, davkovani: splitless; ventil uzavien: 10 minut, hloubka ponofeni

vlakna do injektoru: 40 mm, nosny plyn: helium, priitok: 1 ml - min™, teplotni program: 50 °C
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s vydrzi 1 min., vzestupny gradient: 5 °C/min do 150 °C s vydrzi 10 min., vzestupny gradient:
5 °C/min do 180 °C s vydrzi 10 min., vzestupny gradient: 5 °C/min do 220 °C s vydrzi 10 min.,
celkova doba analyzy: 70 minut, hmotnostni detektor v modu EI, energie ionizac¢nich elektroni:
70 eV, teplota iontového zdroje: 220 °C, skenovaci rozsah m/z: 30-300 amu, rychlost

skenovani: 0,2 s

3.3.2 Spektrofotometrické stanoveni antioxidac¢ni aktivity
Stanoveni antioxidacni aktivity bylo provedeno metodou TEAC a pomoci metody s pouzitim
DPPH, jak je podrobnéji popsano v kapitole 2.6.1.

Pro méfeni pomoci metody TEAC byl nejprve pfipraven roztok ABTS®" s koncentraci
7 mmol/l rozpousténim ABTS ve vod¢, ke kterému byl pfidan peroxodisiran sodny
v koncentraci 2,45 mmol/l. Takto ptipraveny roztok byl ponechan v lednici zabaleny v alobalu
po dobu nejméné 12 hodin pfed samotnym méfenim.

Pro samotné méfeni byl nejdiive roztok ABTS®" nafedén 60% ethanolem tak, aby jeho
absorbance dosahovala hodnoty A = 0,734 + 0,02 pii vinové délce A = 734 nm, v porovnani
s ethanolem slouzicim jako blank (slepy vzorek).

Poté byl do ziZzené kyvety napipetovan 1 ml ziedéného roztoku ABTS®" a 10 ul destilované
vody a ihned byla zmé&fena absorbance (Ao).

Nasledng bylo do dalsi kyvety k 1 ml tohoto nafedéného roztoku ABTS®* ptidano 10 pl
vzorku a sledovala se zména absorbance v prub&éhu 10 minut (A1). Béhem celého procesu
méteni byly vzorky a reakéni smési uchovavany ve tme.

Vypocet vysledné absorbance (A) byl realizovan podle pfedem stanoveného vzorce (1):

A = AO _— Al (1)

Procenta zhaSeni radikalu bylo vypocteno pomoci vzorce (2):
ARSI Ao — Ay )

zhaseni radikalu = 100 [%]

0
Pro méteni pomoci metody DPPH bylo do zkumavek napipetovano 3,25 ml methanolického

roztoku radikalu DPPH, 1,25 ml fosfatového tlumivého roztoku
opH = 7 a 0,5 ml vzorku. Po promichani se zkumavky nechaly inkubovat 30 minut
pfi laboratorni teploté v temnu. Po uplynuti této doby byly vzorky proméfeny pii vinové délce
519 nm proti slepému vzorku (ktery obsahoval 2 ml metanolu a 1 ml fosfatového pufru).

3.3.2.1 Priprava kalibracni kiivky (Trolox)
Pro vytvofeni kalibraéni kiivky byly pfipraveny riizné koncentrace Troloxu fedénim jeho
zasobniho roztoku pomoci 60% ethanolu, ¢imz bylo ziskano koncentracni rozpéti od 50
do 400 pug/ml. Méfeni absorbance probihalo pii vinové délce A = 734 nm proti referenénimu
vzorku, pro coz byl vyuzit ethanol.

Vysledky méfeni kalibrace jsou prezentovany pomoci parametru TEAC, coz znamena,
7e antioxida¢ni schopnosti vzorku (v pg-ml?) jsou brany jako ekvivalentni koncentraci
Troloxu.
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Graf 1: Kalibracni kifivka Troloxu

3.3.3 Spektrofotometrické stanoveni celkového obsahu fenoli
Stanoveni celkového obsahu fenoltt (TPC) bylo provedeno pouzitim spektrofotometrické
metody s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlem, blize popsano v kapitole 2.6.2.

Nejdiive byl vytvoien pracovni roztok Folin-Ciocalteuova ¢inidla fedénim s vodou v poméru
1:9. Dale byl pfipraven nasyceny roztok uhli¢itanu sodného (Na,COs) rozpusténim 7,5 g
v 95 ml vody.

Béhem méfeni byl do zkumavek nejprve piidan 1 ml vody a 1 ml fedéného Folin-
Ciocalteuova cinidla a 100 pl testovaného vzorku. Po diikladném promichani byly vzorky
ponechany inkubovat za laboratorni teploty po dobu 5 minut. Po uplynuti této doby byl do smési
piidan 1 ml roztoku uhli¢itanu sodného, vzorky byly opét promichany a inkubovany 45 minut
v temnu. Paralelné byl pfipraven i slepy vzorek, do které¢ho bylo misto analyzovaného vzorku
ptfidano 100 pl destilované vody.

Po 45 minutach byla méfena absorbance pfi vinové délce A = 750 nm proti slepému vzorku.

3.3.3.1 Piiprava kalibracni kiivky (kyselina gallova)

Pro sestrojeni kalibracni kiivky byly pfipraveny kalibracni roztoky kyseliny gallové
0 koncentracich 0,1 —0,7 mg/ml. Absorbance byla métena pii A =750 nm proti slepému vzorku.
Vysledky pak byly vyjadieny jako ekvivalent kyseliny gallové (GAE — Gallic Acid Equivalent,
coz predstavuje 1 mg kyseliny gallové na 1 g vzorku).
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Graf 2: Kalibracni kiivka kyseliny gallové

3.3.4 Spektrofotometrické stanoveni antokyani

Byla pouzita pH diferencialni metoda ( viz kap. 2.6.2.1). Netedény vzorek byl nejprve nafedén
KCI pufrem (pH = 1) na absorbanci As2o < 1,000 a toto fedéni bylo zaznamenano. Vzorky byly
nasledné ptipraveny se stejnym fedénim jako v pifedchozim kroku s KCl i octanovym pufrem
(pH =4,5) a ponechany 15 minut na ustaleni. Spektrometr byl vynulovan na destilovanou vodu
a po uplynuti pozadované doby byly vzorky zméteny pro oba pufry pii absorbanci Aszo a A7oo.

3.3.5 Ovéreni antimikrobialni aktivity
Pro stanoveni antimikrobidlni aktivity vzorkli byla pouZita jamkova difizni metoda, jejiz
princip je uveden v kapitole 2.7.1.3.

3.3.5.1 PouZité mikroorganismy
Pro testovani byly pouzity: jako zastupce grampozitivnich bakterii Bacillus cereus
a gramnegativnich Escherichia coli.

3.3.5.2 Priprava a zaockovani bujonii
Oba mikroorganismy byly nejprve namnozeny v tekurém zivném médiu: byl pouzit
masopeptonovy bujon, pripraveny dle ndvodu navazenim 25 g pfipravku a rozpuSténim
v 1000 ml destilované vody a nasledné vysterilizovany pii teplot¢ 121 °C po dobu 20 minut.
Bujon byl nasledné pro B. cereus rozpipetovan do zkumavek a pro E. coli byl odpipetovan
bujoén o objemu 50 ml.

B. cereus byl nasledné pieockovan z Sikmého agaru do zkumavek s pfipravenym bujonem.
50 ml bujonu bylo zaofkovano E. coli pomoci kultury z tekutého média. Inokula pak byla
inkubovana pii 25 °C (B. cereus) a 37 °C (E. coli) po dobu 24 hod.

47



3.3.5.3 Priprava kultivacniho média
Na ptipravu kultivaéniho média byl pouzit masopeptonovy agar (Nutrient Agar No. 2,
HiMedia). Zivné médium bylo pfipraveno dle navodu navazenim 40 g do 1000 ml destilované

vody a poté vysterilizovano pii 121 °C po dobu 20 minut.

3.3.5.4 Postup stanoveni

Do 150 ml vysterilizovaného zchlazeného kultivaéniho média bylo napipetovano 1,5 ml bujonu
obsahujiciho 24hodinovou kulturu daného mikroorganismu. Naockované zivné médium
(inokulum) bylo rozlito do Petriho misek a ponechano k zatuhnuti. V piipadé E. coli byl
zatuhnuty agar jesté prelit ¢istym Zivnym médiem a opét ponechédn k zatuhnuti. Po zatuhnuti
byly do agaru udélany jamky o prameéru cca 0,5 cm. Do 4 jamek byl pak pipetovan piipraveny
extrakt/vzorek a do prostfedni kontrolni jamky bylo napipetovano rozpoustédlo pouzité pro
ptipravu extraktu (40% ethanol). Misky byly kultivovany pti 25 °C (B. cereus) a pii 37 °C
(E. coli) po dobu 72 hodin. Nasledné byly zméteny praméry vzniklych inhibi¢nich zon.

3.3.6 Senzoricka analyza
Pro zjisténi optimalni receptury cukrovinek s pfidavkem extraktu a néhradniho sladidla
probéhly senzorické testy celkem tiikrat. Vzorky pouzité pro senzorickou analyzu pochazely
Z téze vyrobni série, ktera byla nasledné podrobena i chemickym analyzam.

Vzorky byly pfipraveny na talifich, oznaceny anonymnimi ¢tyfmistnymi kody a predlozeny
k hodnoceni (viz Obrazek 5). K neutralizaci chuti slouzila voda.

Hodnotici panel se skladal z fakultnich student a zaméstnancti VUT, pii¢emz se 16 osob
dostavilo na testovani prvni série zelé bonboni v listopadu 2023 (kvili celkovému poétu vzorki
byly vzorky rozd€leny a provedeny 2 senzorické analyzy) a 22 respondentli se dostavilo

na zavérecnou senzorickou analyzu v unoru 2024.

AZN 0 SENZORICKE HODNOCENI NECOKOLADOVYCH
BOTAZNIK PRO $ " GUKROVINEK

Znomane gttt oy 'IN"':;*"“" pee Kot
1. Gt vt < Spersen] pock v dalech pA esucros)
s e :

Obrazek 5: Vzorky prvni série nachystané pro senzorickou analyzu
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Hodnoceni  jednotlivych  aspekti  bylo provedeno pomoci strukturovanych
i nestrukturovanych grafickych stupnic o délce 10 cm (CSN ISO 4121), zahrnut byl také
profilovy test chuti (CSN EN ISO 13299) a u posledni senzorické analyzy i potadova zkouska
(CSN ISO 8587).

V ramci optimalizace druhu a mnoZzstvi pfidavku ndhradniho sladidla byla analyza zamé¢tena
predevsim na hodnoceni chuti. Prvnim aspektem byla chut/flavour (neboli komplexni pocit
v ustech pifi konzumaci) hodnocena pomoci stupnice (neprijemnd — velmi prijemna),
nasledoval profilovy test vybranych chuti — kysela, sladka, uméla a popt. jinad (pachut), které
byly hodnoceny na stupnici neznatelna — velmi vyraznd. Jako posledni byla hodnocena
ptijemnost sladké chuti strukturovanou stupnici mdlo sladka — optimalné sladka (stred) —
prilis sladka.

Pro zavére¢nou analyzu bylo zvoleno komplexnéjsi posouzeni piedlozenych vzorkd, byl
optimalizovan ptidavek extraktu a zaroven druh Zelirujici latky (Obrazek 6). Hodnocena byla
intenzita (nejméné intenzivni — nejvice intenzivni) a ptijemnost (nejméné prijemnda — nejvice
prijemna) barvy, intenzita vané (nejméné intenzivni — nejvice intenzivni), konzistence pomoci
strukturované grafické stupnice (prilis mekkda— optimalni (stied) — prilis tuha), chut (flavour)
(neprijemnd — velmi prijemnd), profilovy test — zde byly vybrany chuté kysela, sladka, horka
a jina pro ptipadnou pachut’ (neznatelnda — velmi vyraznd) a na zavér byla ptichystana tabulka
pro pofadovou zkousku, tj. setazeni vzorku (1: nejvice prijatelny — 6: nejméné prijatelny).

Dotazniky pfipravené pro senzorickou analyzu jsou k nahlédnuti v Ptiloze 1 a 2.

Obrazek 6: Vzorky pro druhou sérii senzorického hodnoceni
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3.3.7 Statistické vyhodnoceni vysledku

Nameéfena data byla zpracovavdna a vyhodnocena pomoci programu Microsoft Excel
(Microsoft 365) a Statistica 14. Hladina vyznamnosti a byla stanovena na hodnotu « = 0,05,
pfi které byly provedené veskeré¢ statistické analyzy.

Vysledky ziskané ze senzorické analyzy jsou prezentovany graficky, pfi¢emz data
s normalni distribuci jsou vyjadiena jako primér + smérodatna odchylka, zatimco data, ktera
normalni rozlozeni nevykazuji, jsou prezentovana jako median + interkvartilovy rozptyl v§ech
hodnotitelti. Hodnoty odectené ze stupnic jsou uvadény v centimetrech. Pro statistickou analyzu
dat byly vyuzity nasledujici metody: parametrickd analyza rozptylu (ANOVA) pro data
s normalni distribuci a neparametricky Kruskal-Wallistv test pro data s nenormalni distribuci,
doplInéné o dalsi specifické statistické testy (Shapiro-Wilk, Tukey) pro detailngjsi vyhodnoceni.

Hodnoty antioxidaéni aktivity a celkovy obsah fenoli a antokyant, jsou uvadény jako
pramér ziskany ze tii méfeni (n = 3) + smérodatna odchylka a znazornény pomoci Microsoft
Excel.

Proces identifikace aromaticky aktivnich latek vyextrahovanych v testovanych vzorcich zelé
a extraktu byl proveden s vyuzitim softwaru Xcalibur verze 2.2 od spole¢nosti Thermo
Scientific Inc., sidlici ve Waltham, MA, USA. Hmotnostni spektra analyzovanych vzorki byla
porovnana s existujici databazi spekter a také byly srovnany hodnoty retencnich ¢ast
s hodnotami, které byly jiz v dané databazi publikovany.

Plochy ptislusnych pikii na chromatogramu semikvantitativné vyjadiuji obsah jednotlivych
skupin identifikovanych latek (vyjadieny jako relativni %). Kazdy vzorek byl pro vétsi pfesnost
podroben analyze celkem 3x a vysledky byly nasledné vyjadieny jako primérné hodnoty ze tii
analyz (n=3) + smérodatna odchylka.

Vyhodnoceni vysledkii antimikrobidlni aktivity bylo provedeno méfenim vzniklych

inhibi¢nich zon v okoli jamek. Priméry inhibi¢nich zo6n byly zméteny s presnosti na milimetry.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

Tato prace navazuje na poznatky ziskané v piedchozich studiich zamétenych na optimalizaci
vyrobnich procesu zelé cukrovinek a vyrobu extraktt z riznych bylinnych druha. Jejim hlavnim
cilem je komplexni analyza a vyuziti extraktu z tuzebniku jilmového (Filipendula ulmaria)
Vv necokoladovych cukrovinkach. Soucésti je nadvrh a optimalizace technologického postupu
vyroby zelé cukrovinek za pouziti riznych typu sladidel a Zelirujicich ¢inidel s ohledem
na jejich vliv na finalni produkt.

Byly vyrobeny modelové vzorky cukrovinek na zakladé technologického postupu
uvedeného v kapitole 2.3.2.5, do kterych byl aplikovan extrakt z tuzebniku, jehoz proces
vyroby je uveden Vv kapitole 3.2.

Vzhledem k faktu, Ze extrakt dokaze nejen zvysit senzorickou kvalitu (z hlediska barvy,
ving a chuti), ale i nutri¢ni stranku vyrobeného zelé, byly tyto vzorky nasledné analyzovany
chemicky, konktrétné jejich antioxidacni a antimikrobidlni potencial, profil té¢kavych latek
a celkova senzoricka kvalita.

K identifikaci a kvantifikaci t¢kavych sloZzek byla vyuzita metoda HS-SPME-GC-MS
(viz kapitola 2.5.2.1). Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity byly vyuzity metody zalozené
na schopnosti vzorkll neutralizovat volné radikaly (metody TEAC, kap. 2.6.1.1 a DPPH,
kap. 2.6.1.2), antimikrobialni u¢inky byly hodnoceny pomoci standardniho mikrobiologického
testu (kap. 2.7.1.3). Celkovy obsah fenolickych sloucenin byl méten spektrofotometricky
s vyuzitim Folin-Ciocalteuova ¢inidla (kap. 2.6.2) a spektrofotometrickou metodou byl
stanoven i obsah antokyant (kap. 2.6.2.1).

Vysledna senzorickd analyza, provadéna metodami uvedenymi V kapitole 2.8.2, m¢la
za ukol posoudit, jak pfidany rostlinny extrakt, pouzité sladidlo a Zelirujici latka ovliviiuji

vnimani chuti, viing, textury i celkové ptijeti cukrovinky jako takové konzumenty.

4.1 Optimalizace technologického postupu vyroby Zelé

Prvnim krokem byla optimalizace procesu vyroby Zelé cukrovinek za pouZiti alternativnich
sladidel, které vyznamné ovliviiuji dosazeni pozadovaného chutového profilu a také
potencialni zdravotni benefity vysledné¢ho Zel¢. Konecny vyrobek s ,,idealnim* alternativnim
sladidlem umoznuje efektivni aplikaci rostlinného extraktu F. ulmaria do vyrobku, pfi¢emz
jsou zachovany jeho bioaktivni vlastnosti i senzoricka kvalita.

Zakladni postup a podminky pfipravy extraktu a zelé cukrovinek jsou uvedeny v kap. 3.2.

4.1.1 Aplikace nahradniho sladidla

V ramci inovace vyrobniho procesu zelé cukrovinek byl prozkouman potencial alternativnich
sladidel — konkrétn¢ stévie, xylitolu a maltitolu. Namisto standardné pouzivaného 50% roztoku
sacharosy a glukosového sirupu v poméru 55:45 pii vytvafeni cukrosirupové smési byl vyuzit
roztok nahradniho sladidla. Pro kazdé zminéné sladidlo byly vytvofeny samostatné série, ve
kterych byly testovany tfi rozdilné koncentrace roztoku — 10 % hm., 50 % hm. a 90 % hm.,
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které byly zvoleny s cilem vyzkouSet rozsah moznosti pro dosazeni optimalni sladké chuti
a soucasn¢ zkoumat jejich vliv na texturu a senzorickou kvalitu findlnich vyrobki. Na zékladé
senzorického hodnoceni bylo vybrano ,,idealni ndhradni sladidlo, které bylo nasledné vyuzito
pro vyrobu zelé cukrovinek s ptidavkem extraktu a zaroven i zelé s odliSnymi zelirujicimi
latkami (agar, zelatina). Vysledky jsou uvedeny v kapitole 4.2.

4.1.2 Pridavek bylinného extraktu a Zelirujiciho ¢inidla

Pro potieby optimaliza¢niho procesu byla pfipravena fada zelé vzorkt vyuzivajici dva druhy
zelirujicich latek — Zelatinu a agar. Kazda série byla vyrobena s pfidavkem extraktu s obsahem
2 %, 5 % a 8 %. Ptipravené vzorky obou sérii byly poté pfedlozeny hodnotitelim k senzorické
analyze pro posouzeni, jak jednotlivé koncentrace extraktu ovlivni chutové vlastnosti
vyrobeného zelé a zaroven jak se cukrovinky lisi z hlediska textury i chuté v zavislosti
na pouzité zelirujici latce. Vysledky se nachazi v kapitole 4.3.

4.2 Optimalizace mnozZstvi a druhu sladidla a jeho vliv na senzorickou kvalitu
Optimalizace ptidavku vybranych sladidel a ptipadné vybér nejlepsiho byla kli¢ovou soucasti
vyvoje, pfi¢emz cilem bylo najit idealni pomér mezi sladkosti a celkovym chutovym profilem
cukrovinek (nahradni sladidla mohou ¢asto pii vysSich koncentracich zplisobovat nezadouci
pachut’).

Jak jiz bylo zminéno, byly vyrobeny vzorky rtzné urovné sladkosti (10% hm., 50% hm.
a2 90% hm.), které nasledné panelisté ohodnotili z hlediska pfijatelnosti celkového flavouru
a konkrétni sladké chuti a podrobnéji pomoci profilové zkousky (viz formulaf v Ptiloze 1).
Na zakladé téchto poznatki byla vybrana nejvhodnéjsi koncentrace a sladidlo pro dalsi vyrobu
cukrovinek. Cilem bylo vyrobit takovy Zelé produkt, ktery nejen splituje ocekavani konzumenta
v oblasti sladké chuti, ale zaroven ptinasi dalsi senzorické a potencialné zdravotni vyhody, napf.

snizeni celkového energetického piijmu, diky niz§imu obsahu energie.

4.2.1 Prijemnost sladké chuti a celkového flavouru

Ziskana data ze senzorické analyzy jsou uvedena Vv nasledujici tabulce (Tabulka 8) a grafech 3
az 14. Pro porovnani je vzdy dané sladidlo graficky srovnano i se ,,standardnim* vzorkem, ktery
obsahoval tradi¢né pouzivanou sacharosu, v koncentraci 50% roztoku.

Pii pohledu na Tabulku 8 lze vidét, ze v piipadé xylitolu byly z hlediska flavouru nejlépe
hodnoceny vzorky s obsahem 90% roztoku sladidla, byt’ ma xylitol pfiblizn¢ stejnou sladivost,
jako cukr. Cim niZ§i byl tedy ptidavek xylitolu, tim nizsi bylo i hodnoceni respondentii v oblasti
piijemnosti chuti. Je zajimavé, ze vzorek s Xyl50 a xyl90 byla z hlediska optima sladké chuti
hodnoceny velmi podobné, a to jako optimalné sladké.

V piipadé maltitolu to byl nejlépe ohodnocen vzorek mal50 s pfidavkem 50% hm., tedy
stejného mnozstvi, jaké bylo pouzito pro vyrobu ,,standardniho* vzorku se sacharosou. Také

tento vzorek dosahl témeét optimalni hodnoty sladké chuti.
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Tabulka 8: Viiv druhu a mnozstvi sladidla na prijemnost sladké chuti a celkového flavouru

Celkova prijemnost chuti Optimum sladké chuti
Vzorek —
Priameér [cm] Medidn [cm]
Cukr 6,6+1,8 48+28
xyl10 50+1,6 32+24
xyl50 53+1,9 50+34
xyl90 6,0+1,8 50+27
stvl 56+19 3,9+27
stv2 38+25 51+3,7
stv4 2,417 4,7+2,0
vzorek Medidan [cm]
mal10 3,7+15 1,3+0,7
mal50 7,7+0,8 49+25
mal90 58+4.2 52+45

(*Pouzité stupnice: neprijemnd — velmi prijemna,; malo sladka — prilis sladka, identifikace vzorkii
viz Tabulka 7)

U stévie lze pozorovat s vySSim piidavkem klesajici trend hodnoceni flavouru,
ptijemnosti sladké chuti okolo optima. Néktefi hodnotitelé spravné rozpoznali vEétsi mnozstvi
tohoto sladidla a ohodnotili vzorek jako pfili§ sladky. Naopak, nékteti si lehce nahotklou,

kovovou pachut’ vylozili tak, Ze je vzorek malo sladky a udélili tedy i niz§i hodnoceni.

4.2.1.1 Hodnoceni chutil/flavouru

V grafickém znazornéni (Graf 3) lze pozorovat vliv xylitolu na flavour zelé bonbond.
Piekvapivé nejlépe byl hodnoceny vzorek s 90 % hm. roztokem xylitolu, ktery se nejvice
ptiblizil hodnoceni vzorku standardniho s cukrem, nasledovan vzorkem xyl50, u kterého bylo
puvodné ocekavano nejlepSi hodnoceni. Nejméné chutny byl dle hodnotiteli vzorek xyl10
s 10 % hm. obsahem roztoku sladidla, coZz bylo mozné oéekavat, jelikoz vétSina panelistd
o€ividné davala pfednost vyrazngjsi sladké chuti. Pii pfesnéjSim statistickém zpracovani
pomoci Tukeyho testu vSak bylo prokazano, ze mezi vzorky neexistuji statisticky vyznamné
rozdily (p = 0,7118; p>a)). Obecné ale bylo toto sladilo pfijato veelku dobie a zadny ze vzorki

nebyl hodnocen vyrazné negativnim zptisobem.

53



Box & Whisker Plot

1 T . . T T T

10

Flavour
[=3]
O

Cukr xyl50 xyl10 *yl190

o Mean
[0 Mean+SD
T Mean£1,96*3D

Graf 3: Vliv xylitolu na flavour Zelé cukrovinky
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Graf 4: Vliv maltitolu na flavour Zelé cukrovinky
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Co se tyce sladidla maltitolu, byla po statistické analyze pozorovana nenormalni distribuce dat,
proto jsou vysledky flavouru uvedeny v hodnotach medianu =+ interkvartilovy rozptyl, coz je
pro nenormalni distribuci ptesnéjsi (viz Graf 4).

Dle o¢ekavani byl jako chut'ové nejpiijemnéjsi zvolen vzorek s 50 % hm. roztokem sladidla,
piekvapivéjsi vSak uz byla skutecnost, Ze byl dokonce ohodnocen 1épe nez standardni vzorek
se sacharosou. Dale se potvrdilo, ze posuzovatelé davaji pifednost spi§ sladsi chuti, jako dalsi
byl totiz vzorek mal90, u n¢hoz vsak lze pozorovat pomérné velky rozptyl, jelikoz byl na
nékteré hodnotitele az piili§ sladky. Mal10, nejméné sladky vzorek, byl ohodnocen vyrazné
hife jako nejméné piijemny. Ze statistického zpracovani pomoci Kruskal-Wallisovy ANOVY
vyplyva, ze vzorky se od sebe statisticky vyznamné lisi (p = 0,0001; p<a)., pfiCemz nejvetsi
statisticky rozdil byl mezi vzorky mal10 a mal50 (p < 0,0001; p<a.).
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Graf 5: Vliv stévie na flavour zelé cukrovinky

Stévie byla obecné z pouzitych sladidel hodnocena Vv podstaté nejhtire (viz Graf 5 a 6).
Z Grafu 5 Ize lehce vypozorovat zminény klesajici trend s postupnym vyssim piidavkem stévie.
Statistické zpracovani potvrdilo, ze se vzorky od sebe statisticky vyznamné 1isi (p < 0,0001;
p<a). Vzorek stvl (s obsahem 0,1 g stévie) byl hodnocen nejlépe, obsahoval nejnizsi pridavek
tohoto sladidla, nasledovany vzorkem s ptidavkem stv2 (s obsahem 0,2 g stévie), kde 1ze vidét
I pomérné velkou odchylku méfeni, pravdépodobné kvili silici typické pachuti stévie. Vzorek

stv4 s ptidavkem 0,4 g stévie, jejiz pachut’ byla hodnotitelim V této intenzité velmi nepiijemna,
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byl hodnocen nejhiife, a to nejen v ramci série zelé se stévii, ale i vV porovnani s ostatnimi
sladidly (1ze vidét v Grafu 6).
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Graf 6. Celkové srovnadni viivu pouzitych sladidel na flavour vyrobenych zelé pochoutek

Pokud srovname vSechny uvedené vzorky (Graf 6), jako vyrazné nejlepsi se jevi mal50, naopak
znatelné nejhorsi vzorek stv4. Ostatni vzorky byly z hlediska celkového flavouru hodnoceny

pomérné vyrovnané.

4.2.1.2 Hodnoceni piijemnosti sladké chuti
V Tabulce 8 je mozné vidét také hodnoceni zelé cukrovinek z hlediska ptijemnosti sladké chuti
ve form& medianu, kviili nenormalni distribuci dat. Kazdy hodnotitel ma totiz své preference
intenzity, respektive ptijemnosti sladké chuti, a proto byl vyrazny i rozptyl jejich hodnoceni.
Vysledky jsou znazornény v Grafu 7, pfi¢emz v tomto piipadé hodnota 5 (znacena v grafu
siln€jsi linii) ukazuje dle hodnotitelli optimalné sladké Zelé. Po statistickém zpracovani pomoci
Kruskal-Wallisova testu vyplynulo, ze celkové se vzorky od sebe statisticky vyznamné lisi
(p <0,0001; p<a)., pticemz pfi detailn€jSim rozboru bylo zjisténo, ze nejvice statisticky
rozdilna byla série s maltitolem (p < 0,0001; p<a), nasledovana sérii s zelé slazenym xylitolem
(p = 0,0036; p<a). Samotna série vzorku slazenych stévii v hodnoceni ptijemnost sladké chuti

se na hladin¢ a vyznamné statisticky nelisi (p = 0,5094; p>a).
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Graf 7: Hodnoceni vzorkii z hlediska prijemnosti sladké chuti; 1 —mdlo sladké; 5 — optimum;10 — prilis sladké)

Hodnoty medianu se v piipadé stiedné sladkych i nejsladsich vzorkt pohybuji okolo linie
optima, nejméné sladké pak mezi hodnotami 1-4. U nejsladsich vzorkti mal90 a xyl90 byla
stftedni hodnota avsak ,,boxy* ukazuji, ze horni kvartil jiz pfevySuje idealni hladinu sladkosti.

Zvlastnim ptipadem byl vzorek stv4, nejsladsi vzorek s pouzitym sladidlem stévie. Hodnota
medianu se sice pohybuje blizko optima, avSak rozptyl hodnoceni je nejvyraznéjsi ze vSech
testovanych vzorki. Tento jev 1ze pomérné€ jednoduse vysvétlit diky slovnimu hodnocenti, které
doprovazelo test profilovych chuti. Velka ¢éast respondenti totiz vyssi ptidavek stévie uz
neidentifikovala jako pfili§ sladky, ale spiSe nahotkly, ¢i kovovy, coz je pro pachut stévie
typické. Od toho se tedy odvijelo i hodnoceni — jelikoz byl obsah sladidla nejvyssi, néktefi
hodnotitelé dle predpokladli oznacili tento vzorek za pfili§ sladky, naopak v nékterych vzorek
neevokoval sladkou chut’, ale spise hotkou.

Stiedné sladké vzorky xyl50, mal50 a stv2 byly hodnoceny velmi blizko hodnoty optima,
podobné jako vzorek standardni. Je zajimavé, Ze vzorek mal50 byl hodnocen lehce pod
optimalni hodnotou, av$ak je touto hodnotou nejblize vzorku standardnimu a byl ohodnocen
jako chutové nejlepsi.

Dle o¢ekavani vzorky s nejniz§im piidavkem sladidla byly ohodnoceny jako nedostate¢né
sladké. Jako nejméné sladky byl oznacen vzorek mall0, nasledovéan xyl10, ktery vSak mél jiz
vetsi rozptyl hodnoceni a je zfejmé, ze nékterym hodnotitelim jeho nevyrazna sladka chut

vyhovovala. Stévie je svou sladivosti z pouzitych sladidel nejsiln€jsi, a tedy i jeji nejnizsi
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pridavek 0,1 g byl v hodnoceni optima sladké chuti vyraznéjsi, bohuzel vSak u stévie hodnoceni

negativné ovlivilovala jeji pachut’, byt’ v tomto nizSim mnozstvi nebyla tak znatelna.

4.2.2 Chutovy profil Zelé

V ramci profilového testu byly zvoleny 4 chutové deskriptory — kyseld, sladka, uméla
a piipadné jina (pachut’). Jelikoz data vykazovaly nenormalni distribuci, jsou v Tabulce 9
vyhodnocena pomoci medianu.

Tabulka 9: Viiv pouZitych sladidel na vybrané chutové deskriptory

Profilovy test
Vzorek Kysela Sladka Uméla Jina
cukr50 32+19 6,3+22 10+24 0,1+02
mallo 55+26 14+13 3,4+38 nd
mal50 38+18 49+20 10+17 nd
malgo 6,2+3,0 69+18 12+29 nd
xyl10 53+17 25+21 10+29 nd
xy150 52+24 52+16 00+24 nd
xy190 5.8+26 6,4+16 02+14 nd
stvl 39+23 3,4+20 14+26 0,7+24
Stv2 28+25 57+25 49+27 39+29
stva 32+27 42+34 5.8+33 6,4+3,7

(*Pouczitd stupnice: neznatelnd — velmi vyrazna (vysledky uvedeny v cm); identifikace vzorkii viz
Tabulka 7; nd — nebyla detekovina)

V grafické analyze (Graf 8) je zobrazen vliv sladidel na kyselost vyrobenych zelé vyrobk.
Pfi prvnim pohledu na uvedena data by teoreticky Slo usuzovat, Ze s rostoucim piidavkem
sladidla bude klesat vnimani kyselé chuti, jelikoZ ji mnoZstvi sladidla chut'ové zastini. Nicméné
pii statistickém zpracovani bylo zjiSténo, Ze ptestoZe je hodnota o hrani¢ni, mnozstvi sladila
nema na jiné chuté statisticky tak vyznamny vliv, jak by se o¢ekavalo (p = 0,0598; p>a).
Konkrétné u maltitolovych vzorki bylo zjisténo, ze vnimani kyselosti ovliviiuje mnozstvi
pfidaného sladidla. Nejsilnéjsi kyselost zaznamenali hodnotitelé u vzorkl s nejvyssi
koncentraci maltitolu, mal90, pomérné velky rozptyl naznacuje rozmanitost v odpovédich.
coz muze poukazovat na vysSi vnimani kyselosti pfi nizSich koncentracich tohoto sladidla.
Naopak vzorek mal50 dosahl hodnoty blizké standardnimu vzorku se sacharosou, naznacujici,
ze tato koncentrace miZe poskytovat idedlni vyvazenost mezi sladkosti a kyselosti, coz vedlo

k mirngj§imu vnimani kyselosti u konzumentu.
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Efekt xylitolu na kyselost Zelé vyrobku poukazal na podobny, avSak ne tak vyrazny trend.
Vzorek xyl90 byl z hlediska vnimani kyselosti nejvyraznéjsi, coz muze odrazet i vlastni
chut'ové vlastnosti tohoto sladidla, které se mohou projevovat silnéji ve vysokych davkéch.
Xyl10 byl hodnocen jako kyselejsi nez xyl50, avsak ne se signifikantnim rozdilem.

Stévie, reprezentovana vzorky stvl, stv2 a stv4, vykazovala podobny vzor, opét vzorek se
sttednim piidavkem sladidla byl ohodnocen jako nejméné kysely, nejsilngjsi kyselost vyvolal
deskriptorem. VVzorek s nejvyssim piidavkem stv4 byl hodnocen podobné jako stv2 a hodnotou
medianu se ptiblizil hodnoceni standardu. Stale vS§ak mél stv4 mnohem vétsi rozptyl hodnocent,

coz naznacuje, Zze vnimani kyselosti u tohoto vzorku bylo mezi hodnotiteli velice rozdilné.
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Graf 8: viiv pouzitych sladidel na vnimani kyselé chuti

Ve vnimani sladké chuti je podle ocekavani patrny ptimy vliv koncentrace sladidel na intenzitu
sladkosti a mezi jednotlivymi vzorky existovaly statisticky vyznamné rozdily
(p < 0,0001; p<a). Xylitol a maltitol ukazuji o¢ekavanou korelaci, kde s vys$§im piidavkem
sladidla vzriista 1 vnimani sladkosti, coZ je vidét u mal90 a xyl90, hodnocenych jako nejsladsi
(viz Graf 9).

Mal10, xyl10 i stvl obsahovaly ve své sérii nejméné sladidla a hodnoceni panelistti tomuto
faktu odpovidalo. Vzorky se stiednimi koncentracemi sladidla (mal50, xyl50 a stv2)
vykazovaly vyS$si hodnoceni sladkosti a byly ohodnoceny velmi podobné. V piipad¢ vzorku
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stv4 je ale rozsah hodnoceni pon¢kud SirSi, coZz znamena, Ze stévie ma pravdépodobné
intenzivnéj$i sladky profil ve srovnani s tradi¢nimi sladidly.

Vzorky s nejvyssim obsahem sladidla mal90 a xyl90 byly dle ptedpokladu ohodnoceny jako
nejsladsi, vyjimkou byl ale vzorek se stévii stv4, ktery navzdory vysokému obsahu sladidla
hodnotitelé vnimali jako méné sladky. Ma Siroky interkvartilovy rozptyl a celkové extrémni
minimalni @ maximalni hodnoty. Tato Siroka variabilita sv€d¢i 0 rozdilném vnimani intenzity
sladkosti stévie mezi jednotlivymi degustatory, coz miize byt dano jejim unikatnim chutovym
profilem. Jak jiz bylo zminéno, stévie je znama tim, ze jeji sladkost je obvykle vnimana
intenzivnéji a piijemnéji pti nizSich koncentracich, nez je tomu u jinych sladidel, naopak pfi

vysSich davkach miize mit hotké pozadi chuti, coz hodnoceni negativné ovlivni.
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Graf 9: Vliv pouzitych sladidel na vnimani sladké chuti Zelé

Co se tyce poslednich dvou deskriptori (uméla a jina), vysledky byly velmi nesourodé, jelikoz
nekteti respondenti bud’ danou chut’ nepocitili nebo ji neuvedli. Z toho diivodu jsou data velmi
rozptylend, jak lze vidét i na hodnotdch minima a maxima (napi. stejny vzorek muze jeden
respondent ohodnotit hodnou 10 — velmi silné vnimani daného deskriptoru, a jiny hodnotitel
hodnotou 0 — dany deskriptor ve vzorku neciti). Graf vnimani um¢lé chuti (Graf 10) ukazuje,
ze tento specificky chutovy deskriptor neni nutné propojen s rostouci koncentraci pouzitého

sladidla (viz xylitol a maltitol). Naopak, $irsi rozptyl hodnoceni Ize zaznamenat napfi¢ riznymi

koncentracemi, coZ mize naznacovat, ze vnimani um¢lé chuti mize byt ovlivnéno jinymi
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faktory (napf. individualni chutovou sensibilitou ¢i pfitomnosti dal$ich ingredienci, které pak
dokazi modifikovat celkovy chutovy dojem) a i statisticky se jednotlivé vzorky mezi sebou
vyznamné lisi (p = 0,0001; p<a). Vyznamnéj$i umélou chut’ vykazoval, kromé vzorkt se stévii
i vzorek mall0, coz je zajimavé, jelikoz obsahuje nejnizsi koncentraci tohoto sladidla. U stévie
1ze pozorovat o¢ekavany trend, kdy se se zvySujici koncentraci sladidla zvySuje 1 vnimani umelé

chuti, pficemz vzorek stv4 byl ohodnocen ze vSech vzorka jako nejvice evokujici umélou chut’.
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Graf 10: Viiv sladidel na vnimani umélé chuti

Posledni deskriptor byl uveden pro piipad, Ze by hodnotitelé citili ve vzorku Zelé jesté dalsi
chut’, nez byly uvedené tfi deskriptory ¢i citili pachut’, které nahradni sladila mohou vykazovat
(viz Graf 11). Vétsina vzorkt zadnou dalsi pachut’ nevykazovala, respektive hodnotitelé ji
nedetekovali, hodnoty medianu se blizi 0. Pouze u vzorku slazenych stévii lze pozorovat, Ze se
zvysujici se koncentraci tohoto sladidla citili hodnotitelé také vyskytujici se pachut’, Casto

mén¢ pak stvl. Dle ofekéavani i statistika potvrdila, Ze se vzorky mezi sebou statisticky 1isi
(p =0,0003; p<a).
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Graf 11: Vliv pouzitych sladidel na vaimani piipadné pachuti

Pro lepsi zobrazeni chut'ového profilu vyrobenych zelé jsou nasledné uvedeny také paprskové
grafy, které souhrnné zobrazuji vSechny deskriptory danych vzorkil a lze tedy 1épe provést

porovnani danych chutovych profili. Vysledky jsou opét uvedeny pomoci medianu.
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Graf 12: chutovy profil vzorkii slazenych maltitolem
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Na paprskovém grafu (Graf 12) jsou prezentovany chutové profily zelé bonbont slazenych
maltitolem. Z grafu je patrné, Ze standardni vzorek cukr50 naznacuje vyvazeny chutovy profil
bez vyraznych extrému. Také je vidét, ze mal50 je svym profilem nejvice podobny standardu,
a také byl nejlépe ohodnocen. Je zajimavé, ze vzorek s nejniz§im piidavkem sladidla i s tim
nejvyssim vykazovaly pomérné silnou kyselost, coz respondenty nebylo hodnoceno celkové

prilis kladné.
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Graf 13: Chutovy profil vzorkii slazenych xylitolem

Graf 13 zobrazuje chutovy profil vzorkt slazenych xylitolem. Z grafu 13 je patrna rostouci
intenzita sladké chuti se zvySujici se koncentraci, zaroven ale vnimani kyselosti zlistava u vSech

vzorkl bez signifikantniho rozdilu.
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Graf 14: chutovy profil vzorkii slazenych stévii
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Profil chuti Zelé slazeného stévii je uz vyrazné odlisny od ostatnich sladidel (Graf 14). Kromé
niZsi intenzity kyselé chuti se zde projevuje vyraznd uméla chut’ i zmifiovana pachut, ktera
hodnoceni celé této série vzorkli obecné velmi negativné ovlivnila.

Po vyhodnoceni v§ech téchto kritérii bylo pro dalsi praci vybrano a nasledné pouzito sladidlo
maltitol v koncentraci 50% hm. roztoku.

4.3 Optimalizace aplikace bylinnych extrakti
Po optimalizaci vyroby zelé cukrovinek z hlediska obsahu a druhu sladidla, bylo také potieba
optimalizovat posledni zvolené parametry, a to mnozstvi pfiddvaného bylinného extraktu
tuZebniku a druh Zelirujici latky.

Byly ptipraveny vzdy tii série vzorki o riznych koncentracich extraktu (2 %, 5 % a 8 %)
pro ob¢ pouzivané Zelirujici latky (Zelatina a agar). Optimalni piidavek extraktu byl testovan

také pomoci senzorické analyzy, pouzity dotaznik je uveden v Ptiloze 2.

4.3.1 Zelé cukrovinky s Zelatinovym Zelirujicim ¢inidlem
Vzorky zelé cukrovinek se Zelatinou a pridavky extraktu, které byly pfedlozeny na senzorické

analyze, lze vidét na Obrazku 7.

Obrazek T: Vzorky Zelatinovych cukrovinek s pridavkem extraktu tuZebniku (KR —2 %, SV —5 %, JX — 8 %)

Data ziskana ze senzorické analyzy jsou uvedena v Tabulkach 10 a 11.

V prvni ¢asti byla hodnocena intenzita a pfijemnost barvy, intenzita viin€ a piijemnost chuti
(flavouru) a konzistence vyrobenych vzorkl. Z namétenych dat je patrné, Ze se zvySujicim se
piidavkem extraktu podle o¢ekavani rostla i intenzita barvy, zaroven s timto trendem rostla
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i pfijemnost barvy. Dle piedpokladu, s pfibyvajicim mnozstvim extraktu zesililo aroma
extraktu a hodnoceni intenzity viné tedy vzrostlo také. Vys$si koncentrace extraktu tuzebniku
vede dle ocekavani k silnéjsimu aroma profilu vzorku, coz mize byt, stejné jako atraktivni
zabarveni, spotiebiteli preferovano.

Z hlediska flavouru a konzistence cukrovinek vysledky opét ukazaly, Zze s rostouci
koncentraci extraktu se tyto parametry zlepSovaly (u parametru konzistence byla optimum
hodnota 5. Obecné byly zelatinové vzorky hodnotiteli povazovany spise za mekei.
vzorek s 8 % extraktu, vyssi podil extraktu tedy miize mit pro pfijemnost chuti pozitivni pfinos.
Nicméné tato hodnoceni nebyla nijak signifikantné odlisna, coz bylo o¢ekavano i ve vysledcich
ze statistickych testi.

Pti podrobnéj$im statistickém zpracovani bylo zjisténo, zZe vzorky se statisticky vyznamné
lisi z hlediska intenzity barvy a viing, pficemz byly zjistény nasledujici p-hodnoty — intenzita
barvy: p < 0,0001; p<a a intenzita viné p = 0,0003; p<a. Co se ty¢e ptijemnosti barvy, chuti
a konzistence, se od sebe vzorky dle statistickych testii v téchto parametrech vyznamné nelisi,
jelikoz byly zjistény tyto p-hodnoty: pfijemnost barvy p = 0,4847; p>a, flavour p=0,7476; p>a
a konzistence p = 0,1852; p>a. Graficky jsou tyto atributy zpracovany v Grafech 15 az 19.

Tabulka 10: Senzorické hodnoceni Zelatinovych cukrovinek s riiznym pridavkem extraktu tuZebniku

Mnozstvi | | ytenzita barvy | Prijemnost barvy | Intenzita viin Flavour Konzistence

extraktu

Hodnoty: | Primér cm) | Medidn (cm) | Primér(cm) | Medidn (cm) | Primér (cm)
2% 1,8+ 1,1 50+4,1 1,4+01 63+35 36+17
5% 48+1,3 6,1+4,3 35+23 70£35 41+16
8% 82+0,7 72+54 55+2,9 77£29 45+13

(*Pouzité stupnice: nejméné intenzivni — nejvice intenzivni;, Nejméné prijemnd — nejvice prijemnd,

prilis mekkda — prilis tuhd)
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Graf 15: Viiv mnozstvi pridaného extraktu na intenzitu barvy
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Graf 16: Viiv mnoZstvi pridaného extraktu tuZebniku na prijemnost barvy
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Graf 17: Vliv mnoZstvi pridaného extraktu tuzebniku na intenzitu viiné

Piijermnost chuti

12

10

Box & Whisker Plot

72 7 78

o Median
[ 25%-T5%
T Min-Max

Graf 18: Viiv mnoZstvi pridaného extraktu tuzebniku na piijemnost chuti
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Graf 19: Viiv mnozstvi pridaného extraktu tuZebniku na konzistenci

Soucasti tohoto senzorického hodnoceni byl také profilovy test vybranych chuti (kysel4, sladka,
hotka a popft. jina/pachut’). Vysledky této ¢asti analyzy jsou uvedeny v Tabulce 11.

Z namé&fenych dat iz grafického zpracovani (piedev$im z paprskového grafu) je ziejmé,
ze piidavek extraktu tuzebniku jilmového nemél na vybrané deskriptory piili§ velky vliv.

Dle o¢ekavani se s vyssim obsahem extraktu lehce zvysila hotka chut, jina/pachut’ nebyla
nijak vyznamné ovlivnéna. Zajimavé je vnimani sladké chuti, kdy nejvyssi hodnoty dosahl
vzorek Z8 s nejvyssim obsahem extraktu (8 %), coz bylo neodekavané, jelikoz extrakt ma lehce
nakyslou chut’, u které by se predpokladalo, Ze zastini vnimani sladkosti. To se ovSem nestalo,
byt’ byl ohodnocen zaroven i jako nejkyselejsi.

Nicméné statistickym zpracovanim bylo zjiSténo, Ze vzorky se od sebe z hlediska zadného
deskriptoru vyznamné neliSi. Konkrétni p-hodnoty pro jednotlivé chuté byly: kysela
(p =0,7859; p>a), sladka (p = 0,1835; p>a), hoika (p = 0,3600; p>a), jina (p = 0,9905; p>a,).
Toto statistické zpracovani je graficky zobrazeno v Grafech 20 az 23. Jelikoz data pro sladkou
a kyselou chut’ vykazovala normalni distribuci, jsou vysledky uvedeny jako primérné hodnoty,
naopak data pro hotkou a jinou chut’ mély nenormalni distribuci, proto byl pro vyhodnoceni

pouzit presn¢j$i median.
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Tabulka 11: Profilovy test vybranych chuti Zelatinovych cukrovinek s riiznym pridavkem extraktu tuzebniku

MnoJstvi Profilovy test vybranych chuti

extraktu Kyseld Sladka Hotké Jind
2% 43+27 57+21 0,2+0,3 nd
5% 42+21 48+23 02+1,0 nd
8 % 4,7+24 59+19 05+22 nd

(*Pouzita stupnice: neznatelna — velmi vyraznd (vysledky uvedeny v cm), nd — nebyla detekovana)
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Graf 20: Vliv mnozZstvi pridaného extraktu tuZebniku na vaimani kyselé chuti
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Graf 21: Viiv mnozstvi pridaného extraktu tuzebniku na vnimani sladké chuti
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Graf 22: Vliv mnozstvi pridaného extraktu tuzebniku na vaimani horké chuti
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Graf 23: Viiv mnozstvi pridaného extraktu tuzebniku na vaimani pachuti/,,jiné “ chuti
V nasledujicim paprskovém grafu (Graf 24) je zobrazen pro srovnani chutovy profil vsech tii
zelatinovych vzorkd. Hodnoty jednotlivych deskriptord jsou uvedeny ve form¢ medianu,
vzhledem Kk nenormalni distribuci nékterych dat.
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Graf 24: Paprskovy graf chutového profilu Zelatinovych vzorkii

71



4.3.2 Zelé cukrovinky s agarovym Zelirujicim ¢inidlem

Ve druhé sérii byly s maltitolem vyrobeny vzorky zelé¢ cukrovinek s agarem jako Zzelirujici
latkou a stejnymi ptidavky extraktu (2 %, 5 % a 8 %). Tyto vzorky, ptedlozené hodnotiteltim,
lze vidét na Obrazku 8.

Obrazek 8: Vzorky agarovych cukrovinek s pridavkem extraktu tuzebniku (PL —2 %, CT —5 %, EQ — 8 %)

Pro hodnoceni byl pouZit totozny formuléf, jako u Zelatinovych cukrovinek (viz Ptiloha 2),
vysledky jsou uvedeny v Tabulce 12 a 13.

Z dat v Tabulce 12 vyplyva, ze s rostoucim mnozstvim piidaného extraktu rostla podle
predpokladu intenzita barvy a viing, tentyz trend byl pozorovan u Zelatinovych cukrovinek.

Tim ale podobnost s hodnocenim ptedeslé série vzorki s zelatinou konci, jelikoZ ostatni
atributy vykazaly odlisné trendy. Zajimavé bylo hodnoceni ptijemnosti barvy — jako nejvice
vyhovujici byl zvolen vzorek A2 (tedy s 2 % extraktu), nasledovan ne¢ekané vzorkem s 8 %
extraktu. Jako nejméné piijemny, byl s vétSim odstupem ohodnocen vzorek AS.

Co se tyce flavouru, vyssi pridavky extraktu (5 a 8 %) byly ohodnoceny ve vzorcich 1épe,
naopak nejhorsi byl dle hodnotitelt vzorek A2. Tento jev by se dal vysvétlit tim, Ze agar, ktery
zde slouzi jako zelirujici ¢inidlo, ma svou specifickou chut’, ktera hodnotitelim nevyhovuje.
Vyssi ptidavek extraktu tuto ,,pachut™ pravdépodobné poméha zamaskovat.

Konzistence byla opét hodnocena pomoci strukturované stupnice, kde optimum byla stiedni
hodnota 5. Nejblize této hodnoté byl vzorek A2, tedy ztéto série konzistencné nejvice
spotiebitelim vyhovujici. Nasledovan byl vzorkem A8 a jako nejtuzsi byl zvolen vzorek A5.
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Obecné bylo agarové zelé povazovano za tuzsi, nez by bylo pro spotiebitele optimalni, a také

tuzsi nez zelé vzorky s zelatinou.

Detailnéj$im statistickym zpracovanim bylo zji§téno, Ze pro intenzitu a piijemnost barvy

I intenzitu ving plati, ze p < 0,0001; p<a, z ¢ehoz plyne, ze se vzorky z hlediska téchto kritérii

statisticky vyznamné¢ 1i$i. Lisi se také z hlediska konzistence, avSak s o néco vyssi p = 0,0106;

p<a. Piijemnost chuti vzorku se vSak dle statistickych testi vyznamné nelisi (p = 0,1389; p>a).

Grafické znazornéni statistického zpracovani je uvedeno v Grafech 25 az 29.

Tabulka 12: Senzorické hodnoceni agarovych cukrovinek s riiznym pridavkem extraktu tuzebniku

MnoZzstvi - _— Qs 57 .
extraktu Intenzita barvy | Prijemnost barvy | Intenzita viiné Flavour Konzistence
Hodnoty: Primeér (cm) Median (cm) Primeér (cm) Primeér (cm) Priimér (cm)
2% 24+13 7,9+17 23+14 44+£31 6,2+ 1,6
5% 75+0,8 52+34 50+21 59+24 79+15
8% 8,9+0,5 76+16 6,2+22 57+£26 6,6 +2,2
Box & Whisker Plot: Intenzita barvy
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Graf 25: Viiv mnozstvi pridaného extraktu tuzebniku na intenzitu barvy agarového Zelé
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Graf 26: Viiv mnozstvi pridaného extraktu tuzebniku na prijemnost barvy agarového zelé
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Graf 27: VIiv mnozstvi pridaného extraktu tuZzebniku na intenzitu viiné agarového Zelé
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Graf 28: Vliv mnozstvi pridaného extraktu tuzebniku na prijemnost chuti agarového zelé
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Graf 29: Viiv mnozZstvi pridaného extraktu tuzebniku na konzistenci agarového zelé
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I zde byl soucasti profilovy test vybranych chuti se stejnymi deskriptory (kysela, sladka, horka
a jina/pachut’). Vysledky tohoto testu jsou v Tabulce 13.

Data ukazuji, Ze ptidany extrakt mél znatelny vliv na vniméni sladké chuti, ktera s vy$Sim
mnozstvim extraktu rostla. Stejné tak mirn€ vzrostlo vnimani hotké chuti od vzorku A2 az k A8.
Jak je v8ak patrné z maximalnich hodnot, pro nékteré hodnotitele byla hoika chut’ vyrazna ve
vSech vzorcich.

Vnimani ,,jiné* chuti se nejvice projevilo u vzorku s 2 % extraktu A2. Dle pfedpokladu tuto
pachut’ vSak nelze ptisoudit extraktu, jelikoz ve vyssich procentech obsahu tato ,,jina“ chut’ dle
hodnotitelti nebyla vyrazna, ale naopak agaru, jehoz pachut’ je vys$simi koncentracemi extraktu
zamaskovana. Kysela chut’ se s pfidavkem extraktu ptili§ neménila, nejznatelnéjsi kyselost byla
ve vzorku A8.

Stejné¢ jako u vzorkl s Zelatinou, statistické zpracovani ukazalo, ze vzorky se od sebe
Z hlediska zadného deskriptoru vyznamné nelisi. P-hodnoty pro jednotlivé deskriptory byly:
kysela (p=0,6858; p>a), sladka (p = 0,3485; p>a), hotkd (p = 0,4752; p>a) a jina
(p =0,8259; p>a). Data pro sladkou a kyselou chut opét vykazovala normalni distribuci
a vysledky jsou uvedeny jako primérné hodnoty, data pro hotkou a jinou chut’ m¢la nenormalni
distribuci, vyhodnoceni je provedeno pomoci medianu.

Grafické zpracovani téchto statistickych vysledkt je zobrazeno v Grafech 30 az 33.

Tabulka 13: Profilovy test vybranych chuti agarovych zelé cukrovinek s riiznym obsahem extraktu tuZebniku

Mno¥stvi Profilovy test vybranych chuti

extraktu Kysel4 Sladk Hotké Jind
2% 52+2,8 43+29 nd 0,8+5,8
5% 52+24 52+25 03+1,3 nd
8% 58+25 54+25 05+1,5 01+54

(nd — nebyla detekovaina)
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Graf 30: Viiv mnozstvi pridaného extraktu tuzebniku na vnimani kyselé chuti
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Graf 31: Viiv mnoZstvi pridaného extraktu tuzebniku na vaimani sladké chuti
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Graf 32: Viiv mnozstvi pridaného extraktu tuzebniku na vnimani horké chuti
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Graf 33: Viiv mnozstvi pridaného extraktu tuzebniku na vnimadni ,,jiné* chuti/pachuti




Paprskovy graf (Graf 34) zobrazuje srovnani chutovych profila vSech t¥i agarovych vzorka.
Vzhledem k nenormalni distribuci nékterych dat jsou vysledné hodnoty jednotlivych chuti
uvedeny ve form¢ medianu.

— A2 A5 A8
kysela

NN W b~ 01O N

jind sladka

hotka

Graf 34: Paprskovy graf chutového profilu agarovych Zelé vzorkii

4.3.3 Srovnani Zelatinovych a agarovych Zelé cukrovinek s pridavkem extraktu
Z hlediska jejich senzorické kvality

Na zavér méli hodnotitelé pomoci pofadového testu vzorky setadit dle prechozich kritérii

od nejlepsiho po nejméné piijatelny. Na zaklad¢ vysledkt poradového testu (Graf 35), Ize

tvrdit, Ze celkové Iépe (jako vice spotiebitelsky piijatelné) byly hodnoceny vzorky s Zelatinou.

Agar je chutové vyrazngjs$i nez Zelatina, a to pravdépodobné zplsobilo niz§i hodnoceni

agarovych vzorkda.

Jako nejlepsi z hlediska senzorické kvality byl zvolen vzorek Z5, s ptidavkem 5 % extraktu
tuzebniku. Dalsi dva Zelatinové vzorky Z2 a Z8 byly hodnoceny velmi podobné, zileZelo
pravdépodobné na individualnich preferencich hodnotitele. Nejméné ptijatelnym vzorkem byl
oznacen agarovy bonbon s 2 % ptidaného extraktu (A2). Ze skupiny agarového zelé byl nejvice
ptijatelny vzorek A5, tedy s piidavkem 5 % extraktu, coz se shoduje i s ,,idealnim* piidavkem

extraktu u série s Zelatinou.

79



100 -

-8

90 +

SR

70 A

I——B
A

-8

60 -

40 ~

Soucet pofadi [-]
3

30 “

10 A

72 z5 78 A2 A5 A8

Graf 35: Poradovy test vzorkii dle celkové piijatelnosti; nejlepsi — nejhorsi; identifikace vzorki viz Tabulka 7

4.4 Charakterizace extraktu tuZebniku a Zelé cukrovinek

Bylinny extrakt tuzebniku jilmového, ptidavany v této praci do cukrovinek, neni jen zdrojem
chuté, barvy ¢i ving, ale slouzi i jako bohaty zdroj bioaktivnich slozek (napft. polyfenoly), které
jsou znamy svymi antioxidacnimi u¢inky. Proto byl samotny extrakt i vyrobené modelové zelé
bonbony (S Zelatinou jako zelirujicim ¢inidlem a ptidavky extraktu 2 %, 5 % a 8 %) analyzovany
z hlediska obsahu fenolickych sloucenin, antokyant, antioxida¢niho a antimikrobialniho
ucinku i celkového mnozstvi aromaticky aktivnich latek (AAL).

4.4.1 Identifikace tékavych latek

Pro analyzu a identifikaci té€kavych latek v extraktu a vyrobenych cukrovinach byla vyuzita
metoda HS-SPME-GC-MS, podminky analyzy jsou popsany v kapitole 3.3.1. Nasledné byly
identifikovany porovnanim jejich hmotnostnich spekter s jiz existujici databazi. Detekované
latky jsou zaznamenany v Tabulce 14.

U kazdé ze zjisténych latek je uveden primérny retencni Cas (pramér ze tfi nezavislych
méteni (n = 3)). Namétena relativni smérodatna odchylka (RSD) reten¢nich Casti dosahovala
hodnoty pouze okolo 0,1 % a proto neni specidlné zduraznéna. Dale je pro vSechny
identifikované slozky uvedeno jejich procentudlni zastoupeni v analyzovanych vzorcich, opét
jako pramér ze t¥i méfeni (n = 3) + smérodatna odchylka.

Studie zabyvajici se stanovenim tékavych latek v extraktech z tuzebniku jsou uvedeny
v kapitole 2.4.1.1. Brunke a kol. [66] identifikovali 96 sloucenin (napf. limonen, linallol,
menthol, menthon, a-terpineol, karvon, piperiton, geraniol, karvakrol a thymol). Z téchto latek
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bylo hned nékolik identifikovano i v nami vyrobeném extraktu, konkrétné geraniol, karvon,
a-terpineol, limonen i linalool.

Ve studii Papp a kol. [73] sledovali ptitomnost t¢kavych a netékavych salicylati v extraktech
Filipendula ulmaria pomoci riznych chromatografickych technik a uvadi identifikaci dvou
klicovych slozek: salicylaldehyd a methylsalicylat, pfi¢emz tyto slozky jsou v rostliné piitomny
v rizné mife, v zavislosti na ¢asti rostliny a zplisobu extrakce. Ob¢ tyto klicové slozky byly
identifikovany i v naSem experimentu.

Celkové bylo vnaSem extraktu tuzebniku a zelé cukrovinkdch sjeho piidavkem
identifikovano 39 ruznych tékavych latek. Ve vzorku obsahujicim 2 % extraktu bylo
identifikovano 9, ve vzorku s 5 % extraktu 14 a ve vzorku obsahujicim 8 % bylo identifikovano
19 t€kavych latek. V samotném extraktu tuzebniku pak bylo identifikovano celkem 27 latek.

Ze 39 identifikovanych tékavych latek bylo 12 alkohold, 11 aldehydi, 3 estery, 4 ketony,
4 terpeny, 2 kyseliny, 2 fenoly a 1 alken. Slozeni tékavych latek obsazenych v extraktu
a ve vzorcich s jeho riznym obsahem je uvedeno v Tabulce 14.

Pro srovnani byly stanoveny tékavé latky i ve vzorku zelé cukrovinky, ktery bylinny extrakt
neobsahoval. V tomto vzorku bylo stanoveno celkem pouze 6 riznych latek. Z toho byly
2 aldehydy, 2 alkoholy, 1 alken a 1 kyselina. Je zajimavé, ze pouze v tomto vzorku byly
identifikovana pfitomnost alken. Z hlediska mnozstvi AAL byly ve vzorku nejvice
zastoupenou skupinou aldehydy (viz Graf 37).

Graf 36 ukazuje srovnani poctu identifikovanych tékavych latek ve vzorcich, pfi¢emz je
zfejmé 1 zastoupeni jednotlivych skupin latek v téchto vzorcich. Z grafu je patrné, Ze s vySSim
ptidavkem extraktu se mirné€ zvysil i pocet identifikovanych sloucenin.

Rozdil je nejvice patrny mezi vzorkem obsahujicim 2 % extraktu a nasledujicimi dvéma

vzorky, tento rozdil je dan zejména absenci esterti a nizSim obsahem ketonti.

30

25 m alkoholy = aldehydy ketony estery

m kyseliny m terpeny m alkeny m fenoly

N
o

Pocet AAL [-]
&

=
o

BE 2% 5% 8% Extrakt

Graf 36: Srovndni poctu identifikovanych tékavych latek ve vzorcich Zelé cukrovinek obsahujicich riizné mnoZstvi
extraktu a samotném extraktu tuZzebniku; BE — bez extraktu
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Graf 37 ukazuje srovnani sloZeni identifikovanych AAL v extraktu tuzebniku i ve vzorcich
cukrovinek z hlediska jejich obsahu. Pfi tomto srovnani je patrny piedpokladany vysledek —
s rostoucim obsahem extraktu ve vzorku roste celkové mnozstvi identifikovanych tékavych
latek. Zde je logicky nejvétsi rozdil mezi vzorkem, ktery neobsahoval zadny extrakt (BE).
Ve vzorcich s jeho ptidavkem se obsah latek postupné mirn¢ zvySuje, pfi¢emz nejvyssi obsah
ve v§ech vzorcich piedstavuji alkoholy a aldehydy.
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Graf 37: Srovndni relativniho obsahu identifikovanych tékavych ldatek ve vzorcich zelé cukrovinek obsahujicich riizné
mnozstvi extraktu a samotném extraktu tuzebniku

82



Tabulka 14: \dentifikované tékavé ldtky ve vzorcich Zelé cukrovinek bez a s pridavkem extraktu tuZebniku a samotného extraktu

Relativni obsah [%0]

Sloucenina R: [min] Skupina
BE 2% 5% 8% Extrakt

Limonen 8,23 - - - 408+1,16 2,13+0,05 terpen
Heptanal 8,28 - - - - 2,42 + 0,81 aldehyd
2-ethylfenol 9,01 - - - - 1,04 +0,01 alkohol
2-methyl-1-butanol 9,05 35,30+ 0,01 - 584+0,24 5,73+0,75 - alkohol
sek-butanol 9,12 - 8,23+ 0,54 6,49+0,04 - - alkohol
2,4-nonadienal 9,27 - - - - 3,45+ 0,08 aldehyd
1-monolinolein 9,77 - - - - 1,69 + 0,05 ester
Oktanal 11,02 - - 247+0,24 172+0,24 1,82+0,23 aldehyd
1-octen-3-on 11,38 - - 457+046 257+0,11 1,21+0,32 keton
Nonanal 13,73 5,96 + 3,70 - - 293+1,17 0,82+0,04 aldehyd
cis-2,6-dimethyl-2,6-oktadien 13,96 - - 529+0,18 2,71+0,94 0,97 +0,08 terpen
Ethyl kaprylat 14,71 - - - - 1,02 +£0,23 ester
2-octenal 14,73 - 561+0,90  10,62+0,08 5,09+1,68 - aldehyd
1-octen-3-ol 15,22 - - - 1,82 +0,34 - alkohol
Furfural 15,58 5,27 +0,14 - - - - aldehyd
2-ethyl-1-hexanol 16,24 - 5,82 +0,20 - - - alkohol
Linalool 17,62 9,48+0,75 | 58,44+217 46,80+1,18 49,90+0,83 558+2,71 alkohol
2-Dodecenal 17,94 - - - 0,64 + 0,06 - aldehyd
1-acetyl-2-methylcyklopenten 18,83 - - 2,25+0,24 | 2,24+0,10 - keton
Drimenol 18,85 - - - - 1,91+ 0,09 alkohol
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Tabulka 14: Identifikované tékavé latky ve vzorcich Zelé cukrovinek bez a s pridavkem extraktu tuzebniku a samotného extraktu — pokracovani

Relativni obsah [%]

Slouc¢enina R: [min] BE 2% 5 0% 8% Extrakt Skupina
Terpinen-4-ol 19,08 - 460+0,25 355+032 2,52+1,28 - terpen
12-Methyl-E,E-2,13-octadecadien-1-ol 19,96 3,57+0,19 - - - - alken
2-Decen-1-ol 19,97 - 897+102 784+013 585+020 2,12+0,62 alkohol
Salicylaldehyd 20,87 - - - - 12,73 +1,33 aldehyd
a-Terpineol 21,31 - 4,13+0,33 460+0,21 493+0,13 3,16+0,08 alkohol
Bl erov Iyl 2141 | 26824237 i i i i kali?/gglyu lové
Isoborneol 21,46 - - - 1,56 + 0,49 - terpen
Karvon 22,30 - - - - 2,55+ 0,58 keton
2-undecenal 22,58 - 229+0,33 224+0,19 181+0,11 0,92+0,22 aldehyd
Ethyl citral 22,98 - - - - 1,51 +0,36 aldehyd
Methylsalicylat 23,36 - - 258+020 1,63+0,32 10,41+1,96 ester
-Damascenon 24,81 - 190+0,02 259+0,11 2,66+006 1,91+0,02 keton
Geraniol 25,73 - - - - 3,80+ 1,52 alkohol
Benzylalkohol 26,92 - - - 2,50+0,23 1,01+0,13 alkohol
Fenethylalkohol 28,49 - - - - 14,85+ 1,01 alkohol
Fenol 33,14 - - - - 15,90+ 2,01 fenol
p-anisaldehyd 33,70 - - - - 4,57 +0,87 aldehyd
i Gem 36,78 i i : : 5,80 % 0,70 ka&sg;‘ﬁ lov
Eugenol 38,85 - - - - 1,49 +0,13 fenol

Rt — priimeér retencnich casii ze t7i méreni, BE — bez extraktu
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4,42 Stanoveni antioxidacni aktivity

Antioxida¢ni aktivita byla stanovena spektrofotometrickou metodou TEAC vyuzivajici ¢inidla
ABTS a metodou vyuzivajici ¢inidlo DPPH (viz kapitola 3.3.2). vysledky jsou uvedeny
v tabulkach 15 a 16. Z téchto tabulek i grafi 38 a 39 je patrné, ze antioXidaéni aktivita vzorkt
mirn¢ stoupala s vyssim piidavkem extraktu.

V piipadé vzorku s extraktem se antioxida¢ni aktivita, métena metodou s ABTS, pohybovala
v rozmezi 90,26 + 2,61 az 459,52 + 52,60 pgreac:g™. V piipadé vzorku bez extraktu byla
antioxida¢ni aktivita velmi nizka 9,53 £ 0,77 pgreac-g™. U ¢&istého extraktu byla antioxida¢ni
aktivita stanovena na 457,05 + 31,20 pg-ml™,

Srovnani téchto dat s literaturou neni snadné, jelikoz zdroje uvadéji antioxidacni aktivitu
extraktu, nikoliv vzorkd, které obsahuji jen ur¢ité mnozstvi extraktu. U samotnych extrakti pak
zna¢né zalezi na podminkach, za kterych byly vyrabény. Podminky vyroby totiz mohou ovlivnit
vysledky analyzy, stejné tak vysledna jednotka, ve které jsou data prezentovana a nejsou tedy
vzdy dobie srovnatelna s daty v této praci. Pro zajimavost lze uvést studii [105], kdy byla
procenta zhaseni ethanolového extraktu tuzebniku (pii teploté extrakce 40 °C) stanoveny
na 62 %, coz je hodnota srovnatelna s nasimi vysledky.

Tabulka 15: Antioxidacni aktivita stanovend pomoci metody TEAC s cinidlem ABTS

Vzorek 0 A7z [-] X [%] ¢ [ng-ml] C [ugreac * g1
Bez extraktu 0,0005 0,07 0,44 +0,68 1,75+2,71
2% 0,0249 3,41 22,59+ 2,61 90,26 + 10,42
5% 0,0743 10,21 67,53 + 3,31 258,76 £ 12,71
8 % 0,1325 18,21 120,47 + 3,42 | 459,52 + 13,05
extrakt 0,5028 69,08 457,05+ 31,20

(94734 — pritmérny rozdil namérenych absorbanci; X — procenta zhdseni)

PodrobnéjSim statistickym zpracovdnim bylo zjisténo, Ze na hlading spolehlivosti a = 0,05 se
vzorky z hlediska antioxida¢ni aktivity statistiky vyznamné 1isi (p = 0,0091; p<a). Pfi¢emz
nejvetsi statisticky vyznamny rozdil logicky vykézaly vzorky BE (bez extraktu) a samotny
extrakt (p = 0,0102; p<a). Statistické zpracovani lze vidét v Grafu 39.
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Graf 38: Srovndni antioxidacni aktivity ve vyrobenych cukrovinkdch a extraktu tuZebniku (ABTS)
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Graf 39: Statistické zpracovani antioxidacni aktivity (ABTS)

Data antioxidacni aktivity stanovena pomoci ¢inidla DPPH lze vidét v Tabulce 16. Opét je z dat
1 grafického zpracovani ziejmé, Ze se antioxida¢ni aktivita vzorkli mirné zvySovala s vy$§im
obsahem extraktu. Je zajimavé, Ze pomoci této metody byly stanoveny vysSi hodnoty
antioxidac¢ni aktivity u vSech vzorki, kromé vzorku bez ptidavku extraktu, ktery pomoci této

metody Zadnou antioxida¢ni aktivitu nevykdazal.
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Ve studii [106] byl pouzit extrakt F. ulmaria ve 45% ethanolového roztoku, ktery se

maceroval 14 dni. Procenta zhaseni tohoto extraktu pomoci metody DPPH byla stanovena
na 85-90 %. Tento vysledek ukazal, ze extrakt je jako antioxidant velmi G¢inny.

V naSem experimentu byla namétena znacné nizsi hodnota — 68,58 %. Jak jiz bylo zminéno

vyse, antioxidacni aktivita je ale ovlivnéna fadou faktorti, jako jsou napft. ptivod a staii pouzité

rostliny, zptisob vyroby extraktu, podminky pouzivanych metod. Vzorky cukrovinek, které pak

obsahuji pouze urcité procento extraktu, maji logicky i mnohem nizsi antioxidacni aktivitu.

Vysledky naseho experimentu méfeni antioxida¢ni aktivity s ¢inidlem DPPH bylo opét

podrobeno statistické analyze (ANOVA), ktera potvrdila, ze se vzorky mezi sebou statisticky

vyznamné 1isi (p < 0,0001; p<a).

Tabulka 16: Antioxidacni aktivita stanovend pomoci metody s cinidlem DPPH

Vzorek

0 Asio[-]

X [%]

¢ [pg-mi~']

¢ [pgreac - g

Bez extraktu

Nevykazoval an

tioxida¢ni aktivitu

2%

0,055

2,95

50,03 + 19,31

199,90 + 75,17

5%

0,271

14,54

246,33+ 21,38

943,89 + 66,90

8 %

0,512

27,47

465,24 + 18,16

1774,64 + 56,56

extrakt

1,278

68,56

1161,42 + 12,34
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Graf 40: Srovndni antioxidacni aktivity ve vyrobenych cukrovinkdch a extraktu tuzebniku (DPPH)

Vysledky téchto dvou metod méteni antioxidacni aktivity jsou, dle o¢ekéavani, odlisné. Metoda

DPPH je mnohem robustné;jsi, U metody vyuzivajici ABTS jakakoliv, byt sebemensi odchylka

v postupu nebo podminkach méfeni vede k vyraznéjsim zménam ve vysledcich méfeni.
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4.4.3 Stanoveni celkového obsahu fenolu

Celkovy obsah fenolt ve vzorcich byl stanoven pomoci spektrofotometrické metody s vyuzitim
Folin-Ciocalteuova cinidla (viz kapitola 2.6.2). Z Tabulky 17, ktera shrnuje celkovy obsah
fenolickych latek ve vSech vzorcich, je patrné, ze S vySSim piidavkem extraktu se zvysuje
i obsah fenold. Tento jev Ize pozorovat i v Grafu 41.

Je zajimavé, ze 1 v samotném vzorku bez pfidané¢ho extraktu tuzebniku byla zjiSténa
pritomnost urcitého mnozstvi fenolti. Pravdépodobnym divodem miize byt fakt, ze reagent
Folin-Ciocalteau neni vyhradné specificky pouze pro fenolické latky, a tak mtze reagovat
s dalsimi redukujicimi latkami, jako napt. kyselina citronova, coz muze vést ke zvySeni
zaznamenané¢ho mnozstvi fenoli v analyzovaném vzorku [107].

V literatufe [75] je obsah fenolickych latek extraktu tuzebniku udavan v rozmezi 110
az 228 mgoae-g ! Vv zavislosti na podminkach ziskdvani extraktu. Tyto hodnoty lze diky
pfepoétu porovnat se vzorky vyrobenych zelé bonbont, kdy se obsah fenolickych latek
pohyboval v rozmezi 548,99 + 12,55 ugeae-g pro vzorek s 2 % extraktu az k hodnoté vzorku
s 8 % extraktu — 1718,22 + 3,67 ugeae-g . Vzhledem K tomu, Ze vzorky obsahovaly pouze
maly piidavek extraktu, je obsah fenolickych latek v nasich vyrobenych vzorcich cukrovinek
podstatné niz$i. Stejné tak obsah fenolickych v naSem extraktu tuZebniku, byl stanoven zna¢né
niz8i, nez uvadi literarni zdroje. Pravdépodobné, jak jiz bylo zminéno vyse, mohly byt vysledky
méfeni ovlivnény nékolika faktory — zptisobem ptipravy extraktu, zpracovani byliny nebo

predev§im podminkami méteni této metody.

Tabulka 17.:Obsah fenolickych latek ve vyrobenych cukrovinkdach a extraktu tuzebniku

Vzorek 0 Azso[-] C [pg - ml] C [ngcae - g7

Bez extraktu 0,2876 115,04+ 17,30 456,92 + 7,01

2% 0,3435 137,40 + 3,84 548,99 + 12,55

5% 0,4867 194,68 + 0,28 745,97 + 0,88

8 % 1,1261 450,45+1,18 1718,22 + 3,67
extrakt 3,5454 1418,04 + 6,56

Ze statistického hlediska se mezi sebou testované vzorky na hladiné spolehlivosti o = 0,05
z hlediska obsahu fenolickych latek vyznamné 1isi (p = 0,0089; p<a)). Opét nejveEtsi statisticky
vyznamny rozdil byl stanoven mezi vzorkem bez obsahu extraktu a cistym extraktem

tuzebniku.
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Graf 41: Srovnani obsahu fenolickych latek ve vyrobenych cukrovinkdach a extraktu tuzebniku

4.4.4 Stanoveni antokyani

Celkovy obsah antokyanii byl stanoven pH diferencidlni metodou dle postupu uvedeného
v kapitole 3.3.4. Vysledky této analyzy jsou uvedeny v Tabulce 18.

Graf 42 pak zobrazuje obsah monomernich a celkovych antokyant ve vzorcich s pfidavkem

extraktu tuzebniku.

Tabulka 18 Obsah antokyanii ve vyrobenych cukrovinkdach s pridavkem extraktu

Vzorek Monomerni anthokyany [ug-ml] | Celkové anthokyany [ug-ml*]
2% 1,15+0,05 1,57 £0,07
5% 1,30 £ 0,03 2,07 £ 0,06
8% 2,14+ 0,06 2,61+ 0,05

extrakt 156,64 + 10,42 249,19 + 27,40
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Graf 42: Srovndni obsahu antokyanii ve vyrobenych cukrovinkdch s pridavkem extraktu

Z Grafu 42 je patrné, ze s vy$$im obsahem se mirné zvysil o obsah antokyantl, av§ak celkové
byly rozdily témér zanedbatelné. Jelikoz vyrobené zelé bonbony po rozpusténi téméei bezbarvé,
bylo ocekavano, Ze obsah antokyanti bude minimalni nebo téméf Zadny.

V samotném extraktu tuzebniku byl jiz obsah antokyant podstatné vyssi neZ ve vzorcich s jeho
obsahem. Monomerni antokyany dosahly hodnoty 156,64 + 10,42 ug-ml?, celkovy obsah byl
pak stanoven na 249,19 + 27,40 pg-ml™.

Ani tyto hodnoty nejsou pfili§ vysoké, v porovnani napft. s bobulovitym ovocem jako
brusinky, které maji celkovy obsah antokyani v rozmezi 25 az 100 mg na 100 g plodu nebo
bortvky, kde se obsah pohybuje od 85-270 mg na 100 g [108].

Nicméné na zakladé studie [75] vysoky obsah antokyant V extraktu tuzebniku
nebyl neocekavan, jelikoz zadna z ¢asti této byliny neni znama vysokym obsahem téchto latek.
Barvy bohaté na antokyany byvaji ¢ervené, fialové aZ modré. Na§ extrakt mél tmave jantarovy

odstin.

445 Stanoveni antimikrobialni aktivity

Antimikrobialni aktivita byla testovana proti dvéma vySe zminénym mikroorganismim
(Bacillus cereus a Escherichia coli). Vysledky jsou shrnuty v Tabulce 19, kde jsou uvedeny
rozméry inhibiéni zony v centimetrech.

Z Tabulky 19 je patrné, ze extrakt a vzorky vykazovaly dobrou antimikrobialni aktivitu vici
bakterii Bacillus cereus (viz Obrazek 9). Antimikrobialni aktivita testovanych latek vici E. coli
(Obrazek 10) jiz byla mén¢ G¢inna, piesto se daly urcit slabé inhibi¢ni zony kolem jamek. Navic
z divodu podobného zbarveni kultivaéniho média a kolonii na ném rostoucich, nejsou inhibi¢ni

z6ny na Obrazku 10 dobie znatelné.
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V prostiedni jamce Se na obrazcich 9 a 10 vzdy nachazi negativni kontrola (40% ethanol),

testovana latka se nachézi ve 4 ostatnich krajnich jamkach okolo.

Rozdily v odolnosti bakterii B. cereus a E. coli mohou byt ¢asteéné vysvétleny jejich

odli$nou bunéénou sténou. B. cereus, jako grampozitivni bakterie, nema vnéj$i membranu, coz

ji ¢ini vice nachylnou k antimikrobialni inhibici. Naopak gramnegativni bakterie E. coli ma

kromé tenké peptidoglykanové vrstvy také vnéjSi membranu s vyS$Sim obsahem lipida

a lipoproteinti, coz mize jeji odolnost proti antimikrobialnim latkam zvySovat.

Tabulka 19: Vysledky ovérent antimikrobidlni aktivity extraktu tuZebniku a vzorkii s jeho obsahem

Mikroorganismus | Vzorek Inhibi¢ni zéna [mm] o Inhibi¢ni z6na [mm]
2% 20 19 19 20 19,5+ 0,05
5% 21 2 2 21 20,5+0,05
B. cereus
8 % 24 23 23 24 23,5+0,05
Extrakt 23 25 23 24 23,8+0,08
2% 13 12 12 12 12,3+0,04
) 5% 13 12 13 12 12,5+ 0,05
E. col 8 % 14 13 13 13 13,3 + 0,04
Extrakt 15 14 15 15 14,8 £ 0,04

Obrazek 9: Antimikrobidlni aktivita viici B. cereus (Vlevo nahoie —vzorek s 2 % extraktu; vpravo nahoie — vzorek s 5 %
extraktu; vlevo dole — vzorek s 8 % extraktu, vpravo dole — extrakt tuzebniku)
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Obrazek 10: Antimikrobidlni aktivita viici E. coli (Vlevo nahore — vzorek s 2 % extraktu; vpravo nahore — vzorek s 5 %
extraktu; vlevo dole — vzorek s 8 % extraktu, vpravo dole — extrakt tuzebniku)

V literatufe lze nalézt znacné rozdily ve vysledcich antimikrobiadlni Uc¢innosti tohoto
extraktu. Ve studii Sokolov a kol. [109] byla potvrzena antimikrobialni aktivita tuzebniku vici
grampozitivnim bakteriim, konkrétné viici B. cereus a S. aureus. Vodny extrakt tuzebniku v této
studii prokazal antimikrobialni ti¢innost az do ¢tyfndsobného fedéni.

Publikace Opalko a kol. [110] uvadi, ze vuci gramnegativni E. coli extrakt z tuzebniku nema
antimikrobialni aktivitu, avSak vici gramnegativni H. pylori vykazal pomérné velkou aktivitu,
inhibi¢ni zéna mé¢la 9,3 mm [111].

Studie [112] potvrdila ucinnost vuéi E. coli, avSak v zavislosti na pfipravé extraktu,
a predevsim na pfitomnosti nizkého pH. Naopak z ¢lanku [113] vyplyva, ze proteinové extrakty
z Filipendula ulmaria nevykazaly zadnou inhibi¢ni aktivitu proti E. coli ani B. cereus.
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5 ZAVER

V ramci této diplomové prace byly prozkoumany moznosti pouziti alternativnich sladidel
a aplikace extraktu tuzebniku v ramci vyroby zelé cukrovinek. Vysledky experimentalni casti
ukazaly, ze alternativni sladidla, jako stévie, xylitol a maltitol, mohou efektivné nahradit
tradi¢ni sladidla, ¢imz se snizuje energeticky obsah vyrobki, aniz by byla ohrozena jejich
senzoricka pfijatelnost. Vzorek s50% hm. roztoku maltitolu byl hodnocen dle celkové
piijatelnosti dokonce 1épe, nez standardni vzorek vyrobeny s 50% hm. roztoku cukru.

Bylina vyuzita na piipravu extraktu, Filipendula ulmaria neboli tuzebnik jilmovy, je znama
pro svij vysoky obsah bioaktivnich slozek. Zaroven je extrakt ztéto rostliny nositelem
senzoricky aktivnich latek, které mohou zlepsit senzoricky profil vyrobenych zelé z hlediska
chuti, barvy i viiné. Extrakt byl ptipraven maceraci v 40% ethanolovém roztoku a nasledné
odpafen na vakuové odparce (piestoze se timto krokem muze zvysit riziko ztraty nékterych
bioaktivnich latek) az do pozadované konzistence — vyrazn¢ viskdzni kapaliny. Extrakt dodaval
vyrobenym vzorkiim ovocnou, lehce nakyslou chut. Je zajimavé, Ze bonbony obsahujici
zelatinu vykazovaly méné intenzivni zabarveni, s odstiny od svétle zlatavé po piijemné tony
oranzovo-hnédé. Na druhé stran¢ vzorky, kde byl jako zelirujici latka pouzit agar, projevily
vyraznéjsi barevnost sahajici od svétle medové az k odstinlim tmavé jantarové.

Aplikace extraktu tuzebniku navic pfinesla nejen zlepSeni organoleptickych vlastnosti,
ale také potencialni zdravotni benefity, které jsou spojeny s jeho bioaktivnimi latkami, napf.
protizanétlivé u¢inky, zmirnéni bolesti, podporu traveni ¢i ochranu organismu pied poskozenim
volnymi radikaly.

Nejlépe byl dle celkové piijatelnosti hodnocen vzorek s zelatinou jako zelirujici latkou a5 %
extraktu, coz naznacuje, ze pii spravném davkovani mize byt extrakt Uspé$né vyuzit bez
negativnich dopadl na chutovy profil zelé. Naopak, senzorickou kvalitu téchto vyrobki dokaze
jeho piidavek jesté vylepSit, coz otevira dalSi potencialni moznosti jeho vyuzZiti
V potravinarském primyslu.

Nasledné byly vSechny vzorky podrobeny fad€ analyz pro stanoveni obsahu tékavych
(aromatickych) latek, fenolickych latek, anthokyant a antioxida¢ni i antimikrobialni aktivity.

Pro stanoveni t€kavych latek byla pouzita metoda HS-SPME-GC-MS, ktera je pro analyzu
t€kavych slozek v potravinovych vzorcich ¢asto vyuzivana. Bylo zjiSténo, Ze s rostoucim
mnozstvim extraktu ve vzorcich nartsta jak pocet, tak i celkovy obsah tékavych latek.

Nejcastéji se ve vzorcich s extraktem tuzebniku vyskytovaly alkoholy, nasledované
aldehydy. V pftipad¢ vzorku s 8 % extraktu tyto skupiny zastupovaly témetr 85 % ze vSech
stanovenych latek, celkem jich bylo v tomto vzorku stanoveno 19. V samotném extraktu pak
bylo identifikovano 27 latek, kde kromé alkoholt (36,6 %) a aldehydut (31,2 %) tvotily dalsi
vyrazné&jsi zastoupeni estery (17,1 %).

Pti stanoveni celkového mnozstvi fenolli ve vzorcich a méteni jejich antioxidacni aktivity
bylo potvrzeno, Ze se s vyssim obsahem extraktu ve vzorku se zvysuje obsah fenolickych latek

I jeho antioxidacni schopnosti. Ve vzorcich se obsah fenolickych latek pohyboval v rozmezi
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456,92 + 7,01 pgeae-gt az 1718,22+ 3,67 pgeae'g’. Samotny extrakt pak obsahoval
1418,1600 pg'ml * fenolickych latek. Obsah anthokyani se pohyboval v minimalnich
hodnotach, to vSak vzhledem k barveé naseho extraktu (hnédo-oranzova), bylo predpokladéano,
jelikoz barvy bohaté na anthokyany jsou v odstinech od cervené pies fialové az modré. Co se
tyCe antioxidacni aktivity, procenta zhaSeni rostla od 3,41 % (vzorek obsahujici 2 % extraktu)
az po 69,08 % (samotny extrakt).

Vzorky také vykazovaly antimikrobialni aktivitu viici testovanym bakteriim Bacillus cereus
a Escherichia coli, pficemz ucinnéjsi efekt prokazaly vuci Bacillus cereus, pravdépodobné
Z ditvodu jednodussi struktury bunécné stény tohoto mikroorganismu.

Vysledky této prace potvrzuji, ze tuzebnik jilmovy je bohatym zdrojem bioaktivnich latek
a vykazuje jak antioxidacni, tak antimikrobialni aktivitu. Tyto vlastnosti predurcuji tuzebnik
k vyuziti v potravinaiském pramyslu jako cenného piirodniho zdroje latek obohacujicich
nutriéni (zvySeni obsahu fenolickych sloucenin a antioxidaéni aktivita) a senzorickou kvalitu
pochutin (atraktivni barva, piijjemné vyvazena sladko-kysela, jemné bylinna chut)). Navic,
vzhledem k pouziti maltitolu misto sacharosy, obsahuje vyrobek mén¢ energie a je tak vhodny
i pro ty, ktefi sleduji svlij denni energeticky piijem nebo maji zéjem o zdravéjsi alternativy
tradi¢nich sladkosti. Maltitol ma niz8i glykemicky index, coz ho ¢ini vhodnym i pro diabetiky,
1 kdyz je tteba dbat na to, aby se konzumoval v mirném mnozstvi kvili moznym

gastrointestinalnich potizi, jako jsou plynatost nebo prijem.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AAL
ABTS
ANOVA
CA

CAS
CCM

EU

FCH VUT
FUA

FUR

GAE

GC
GC-FID

GC-MS

HM
HPLC

HS
HS-SPME

HS-SPME-GC-MS

ISO

LC

LLC

LM

MIC
MS
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Aromaticky aktivni latky
2,2¢-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)
Analyza rozptylu (Analysis of Variance)

Mezinarodni potravinafisky kodex (Codex Alimentarius)
Registra¢ni ¢islo (Chemical Abstracs Service)

Ceska sbirka mikroorganismt (Czech collection of
mikroorganisms)

Ceska republika

Ceska technicka norma

Dextrose ekvivalent
2,2-di(4-tert-oktylfenyl)-1-pikrylhydrazyl

Evropské norma

Evropské unie

Fakulta chemicka Vysokého uceni technického

Extrakt F. ulmaria z nadzemni ¢asti rostliny

Extrakt F. ulmaria z podzemni ¢asti rostliny

Ekvivalent kyseliny gallové (Gallic Acid Equivalent)
Plynovy chromatograf (Gas Chromatography)

Plynova chromatografie s plamenovou ioniza¢ni detekci (Gas
Chromatography with Flame lonization Detection)
Plynova chromatografie s hmotnostni detekci (Gas
Chromatography Mass Spektrometry)
Vysokoesterifikované (High Methoxyl)

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf (High Perfomance
Liquid Chromatography)

Prostor nad vzorkem (Head-Space)

Mikroextrakce tuhou fazi z faze nad vzorkem (Headspace
Solid Phase Microextraction)

Mikroextrakce tuhou fazi nad vzorkem ve spojeni s plynovou
chromatografii s hmotnostni detekci

Mezinarodni organizace pro normalizaci (International
Organization for Standardization)

Kapalinova chromatografie (Liquid chromatography)
Lewistv karcinom plic (Lewis lung carcinoma)
Nizkoesterifikované (Low Methoxyl)

Minimalni inhibi¢ni koncetrace

Hmotnostni spektrometrie (Mass spektrometry)



PC
RSD
RP-HPLC

SPME
TEAC

TLC
TPC
VUT

Papirova chromatografie (Paper Chromatography)

Relativni smérodatna odchylka (Relative Standard Deviation)
Reverzni faze vysokoucinné kapalinové chromatografie
(Reverse phase High Perfomance Liquid Chromatography)
Mikroextrakce tuhou fazi (Solid Phase Microextraction)
Ekvivalent antioxida¢ni aktivity troloxu (Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity)

Tenkovrstva chromatografie (Thin-layer chromatography)
Celkovy obsah fenolickych latek (Total Phenolic Content)

Vysoké uceni technické
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8 SEZNAM PRILOH
Priloha 1

Priloha 2
Priloha 3

Priloha 4
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Protokol pro senzorickou analyzu — optimalizace obsahu
a druhu sladidla

Protokol pro senzorickou analyzu - optimalizace
ptidavku bylinnych extrakti a druhu Zelirujici latky
Ukéazka chromatogramu vzorku zelé cukrovinky
s 8 % extraktu (viz Tabulka 14)

Ukézka chromatogramu vzorku Zelé cukrovinky
s 5 % extraktu (viz Tabulka 14)



9 PRILOHY
PRILOHA 1: Protokol pro senzorickou analyzu — optimalizace obsahu a druhu sladidla

DOTAZNIK PRO SENZORICKE HODNOCENI NECOKOLADOVYCH
CUKROVINEK

Vazeni hodnotitelé,
zhodnot'te, prosim, pfedlozené vzorky Zzelatinovych cukrovinek.

Datum: Zdravotni stav:
Cas: kuiak/nekuiak
zena/muz

Jaké je Vase stanovisko pfed ochutnavanim?
e  zelatinové cukrovinky mam velmi rad/a
e  Zelatinové cukrovinky nemam ptili§ rad/a, ale nevadi mi
e  Zelatinové cukrovinky nemam vibec rad/a, nekonzumuji je.

Zhodnot'te predloZené vzorky v nasledujicich znacich podle uvedenych instrukci, pouZijte uvedené
stupnice, sva hodnoceni zapisSte do uvedené tabulky.
1. Chut (flavour = komplexni pocit v ustech pfi konzumaci)

Piijemnost chuti — pomoci uvedené grafické stupnice urcete celkovou piijemnost chuti vzorku

Kod vzorku:

Nepiijemna Velmi pifjemna

Uved’te diivody svého rozhodnuti:

2. Profilovy test vybranych chuti — pomoci uvedené grafické stupnice uréete intenzitu uvedenych dilé¢ich
chuti vzorku

Kéd vzorku:

Kysela
1 1
I 1
Neznatelna Velmi vyrazna
Sladka
1 1
I 1
Neznatelna Velmi vyrazna
Uméla
1 1
I 1
Neznatelna Velmi vyrazna
Jina (pachut)
1 1
I 1
Neznatelna Velmi vyrazna

Popiste pripadnou pachut’:
3. Prijemnost sladké chuti — pomoci uvedené grafické stupnice urcete piijemnost sladké chuti vzorku

Kéd vzorku:

Malo sladka Optimaln¢ sladka Prilis sladka
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PRILOHA 2: Protokol pro senzorickou analyzu — optimalizace piidavku bylinnych extrakti

a druhu zelirujici latky

DOTAZNIK PRO SENZORICKE HODNOCENI NECOKOLADOVYCH
CUKROVINEK

Vazeni hodnotitelé,
zhodnot'te, prosim, pfedlozené vzorky Zzelatinovych cukrovinek.

Datum: Zdravotni stav:
Cas: kuiak/nekuiak
zZena/muz

Jaké je Vase stanovisko pred ochutnavanim?
e  zelatinové cukrovinky mam velmi rad/a
e  zelatinové cukrovinky nemam pfilis rad/a, ale nevadi mi
e  Zelatinové cukrovinky nemam vibec rad/a, nekonzumuji je.

Zhodnot’te piredloZené vzorky v nasledujicich znacich podle uvedenych instrukci, pouZijte uvedené stupnice
¢i tabulky, jedna stupnice je urcena pro 3 vzorky z jedné série.

1. Barva
Intenzita barvy — pomoci uvedené grafické stupnice urcete intenzitu barvy vzorku

Kod vzorku:

Nejméné intenzivni Nejvice intenzivni

Piijemnost barvy — pomoci uvedené grafické stupnice uréete ptijemnost barvy vzorku (odstin, barevné skvrny,
jiné vyrazné vady — bublinky apod.)

Kod vzorku:

Nejméné pifjemna Nejvice piijemna
2. Viné
Intenzita viiné — pomoci uvedené grafické stupnice urcete intenzitu viné vzorku

Kéd vzorku:

Nejméné intenzivni Nejvice intenzivni
3. Konzistence (te-tura)

Konzistence vzorku (hodnot'te zmacknutim mezi prsty, potom v ustech pii ukousnuti a zvykani) — pomoci
uvedené grafické stupnice uréete konzistenci vzorku

Kéd vzorku:

Piilis mekka Optimalni Pilis tuha

4. Chut (flavour = komplexni pocit v ustech pfi konzumaci)
Prijemnost chuti — pomoci uvedené grafické stupnice uréete piijemnost chuti vzorku

Kéd vzorku:

Nejméné piijemna Nejvice piijemna

Uved’te divody svého rozhodnuti:
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5. Profilovy test vybranych chuti — pomoci uvedené grafické stupnice urcete intenzitu uvedenych dil¢ich
chuti vzorku

Kod vzorku:

Kysela

Sladka

Horka

Jina (pachut)

Popiste pripadnou pachut’:

6. Poradova zkouska

Neznatelna

Velmi vyrazna

Neznatelna

Velmi vyrazna

Neznatelna

Velmi vyrazna

Neznatelna

Velmi vyrazna

Sefad’te vzorky dle celkové piijatelnosti od nejlepsiho po nejhorsi (1 — nejlepsi; 6 — nejhorsi)

Vzorek

KR34

CT75

PL09

SV62

EQS3

J-27

Poradi
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PRILOHA 3: Ukazka chromatogramu vzorku Zelé cukrovinky s 8 % extraktu (viz Tabulka 14)
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PRILOHA 4: Ukazka chromatogramu vzorku Zelé cukrovinky s 5 % extraktu (viz Tabulka 14)
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