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ABSTRAKT

Tato bakalarska praca sa zaobera rastlinou, nazyvanou stévia sladka a analyzou
fenolickych latok v extraktoch z nej. Teoreticka Cast’ zahifia botanicky popis rastliny, jej
chemické zlozenie i vplyv na l'udské zdravie. Zaobera sa tiez sladidlom vyrobenym zo stévie,
oznac¢enym ako E 960: steviol-glykozidy. V praci je uvedeny i zoznam firiem, ktoré vyrabaju
toto sladilo, vratane potravinarskych vyrobkov, v ktorych je pouzité.

Experimentalna Cast’ je zamerana na stanovenie fenolickych latok v extraktoch zo stévie,
pretoze listy rastliny sa najCastejSie vyuzivaji na sladenie ¢aju. Cielom bolo zistit, ako sa
meni obsah fenolickych latok vylihovanim listov pri réznom case, ale i roznej teplote vody.
Tiez bol porovnany obsah tychto latok v listoch z r6znych vzoriek rastlin.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with plant, called stevia rebaudiana and analysis of phenolic
compounds in the extracts from it. The theoretical part describes its botanical characteristics,
chemical constitution and effect on humans health. This thesis is interested in sweetener,
produced from stevia, comercionally used as E 960: steviol-glykosides, too. There is listed
register of companies producing this sweetener and food products, where stevia is used in.

The experimental part of thesis is focused to analysis of total phenolic content in stevia
extracts, because leaves of stevia are primary used for sweetening of tea. The main aim of the
thesis was find out, how is total phenolic content changed during extraction of leaves in time,
in water with different temperature and in different samples.

KEUCOVE SLOVA
Stévia sladka, sladidlo, extrakty, fenolické latky
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Stevia rebaudiana, sweetener, extracts, phenolic compounds
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1 UVOD

Stévia sladka (latinsky Stevia rebaudiana Bertoni) je tropicka rastlina, ktora pochadza
z Juznej Ameriky, odkial sa postupne rozsirila do celého sveta. Je mozné ju pestovat
| V miernom pasme, avSak rastlina nie je schopna vonku prezimovat’.

Tato rastlina je vynimoc¢nd tym, ze jej listy su 30-45krat sladSie nez sacharoza, pretoze
obsahuju sladké latky, nazyvané steviol-glykozidy. Tieto latky st az 300krat sladSie nez
sachar6za. Vd’aka nim tuto rastlinu pouzivaju Indiani v Juznej Amerike uz mnoho rokov,
napriklad na sladenie ¢aju. V Japonsku sa pouziva ako prirodné neenergetické sladidlo
vhodné pre diabetikov od sedemdesiatych rokov 20. storoc¢ia [1]. Eurdpska tnia vsak dlho
skimala jej ucinky ibezpecnost, preto schvalila jej pouzivanie az v roku 2011. Odvtedy
rozne firmy vyrdbaju steviol-glykozidy vo forme stolového sladila atiez Ciastocne alebo
uplne nahradzaji sacharézu v niektorych potravinarskych vyrobkoch, predovsetkym v
napojoch.

Extrakty zo stévie maji priaznivy vplyv na l'udské zdravie. Maju schopnost’ zniZovat’
krvny tlak ihladinu glukézy v krvi. Nezanedbatené su i antioxidacné ucinky, ktoré ma
rastlina vd’aka fenolickym latkam. Vyhodou sladidla na béaze extraktu zo stévie je, Ze
nespdsobuje zubny kaz, ani neprispieva k obezite. Prdve preto sa povazuje za vybornu
nahradu sachar6zy, vd’aka comu ma vel’kt perspektivu.



2 TEORETICKA CAST
2.1 Prehlad o histérii, charakteristike a pestovani Stévie sladkej

2.1.1 Povod a rozsirenie Stévie sladkej

Povodna oblast, z ktorej stévia pochadza je severovychod Paraguaya v oblasti Amazonky,
zapadne od And, v blizkosti rieky Yapame a V juznej Brazilii (oblast Mato Grosso do Sul).
Rastie v nadmorskej vysSke 200-6 000 m v blate, na brehoch riek alebo na travnatych
pampéch. Ako sladidlo bola stévia pouzivana Indianmi, hlavne z kmeiia Guarani. Nazyvali ju
Azuca-caa (sladka trava), ¢i Kaa-he-¢ aokrem sladidla do ¢aju Maté ju pouzivali
I v medicine, na lie¢enie palenia zahy a d’al§ich zdravotnych problémov.

Stévia bola do Eurdpy privezena Spanielskymi dobyvatel'mi uz v 16. storo¢i, do Japonska
sa dostala az v roku 1971, pretoze Paraguajska vlada zakazala vyvoz semien. Pokusne bola
pestovana predovsetkym na ostrovoch Hokkaido a Okinawa. Po Siestich rokoch zacala
Japonska firma Maruzen Kasei Co. obchodovat' s extraktom zo stévie. V stcasnosti je
najvacsim svetovym producentom prave Japonsko. Vypestuje niekolko desiatok tisic ton
suchych listov ro¢ne a vyraba priblizne 3 000 ton sladidla. Stévia sladka sa postupne rozsirila
aj do dalsich §tatov juhovychodnej a vychodnej oblasti Azie, ako su Cina, Korea, Thajsko
a Vietnam. V sucasnosti sa pestuje aj v USA, Nemecku, Bulharsku i na Slovensku. [2,3]

Obrazok 1: Stévia sladka [4]



2.1.2 Botanicka charakteristika

Stévia je rod, ktory zahfiia priblizne 200 druhov rastlin, avSak len niekol’ko z nich sa
vyznacuje sladkou chutou.

Prvykrat bola stévia sladkd popisand v roku 1887 paraguayskym prirodovedcom dr.
Bertonim, ktory jej povodny nazov Eupatorium rebaudianum zmenil na Stevia rebaudina
Bertoni v roku 1905. Tato povodne jednoro¢na bylina bola neskdr vyslachtena na viacroénu.
Patri do ¢elade astrovité, Asteraceae.

Jej bohato vetvena stonka dorasta do vysky 0,3-1,8 m. Mladé rastliny maju stonky a listy
chlpaté, neskor je ochlpenie redsie. Korene sii pomerne slabé a rozkladajii sa nizko pod
povrchom pody. Ako jediny organ tejto rastliny neobsahuju sladké latky. Zelené listy, 3-8 cm
dlhé a 2-3,5 cm Siroké su tizko deltovité az vajcovité, v hornej Casti vyrazne vrubkované. Pred
zatiatkom kvitnutia su listy na vyhonkoch s kvetmi uZSie a celkovo mensie. Ubory su
rozlozené vo vrcholovej Casti stonky a tvori ich 3-5 trubkovitych kvetov. Kvety st drobné,
rarkovité, obojpohlavné, bielej, pripadne ruzovkastej farby. Kalich je tvoreny piatimi
zrastenymi listkami. V korune je ulozenych pét’ tyCiniek s dlhymi nitkami a dvojklana blizna.

Hlboka koruna a uzky trubkovity tvar kvetu spdsobuju tazsi pristup opel'ovania hmyzom,
dosledkom c¢oho je priemerne asi len 25% kli¢ivost. Semenda su ulozené v uzkych
tmavohnedych nazkach, priblizne 3 mm dlhych, ktoré st vd’aka chipkom lahko prenasané
vetrom. Pomerne rychlo stracaju kli¢ivost, za Styri mesiace az o 40-70 %. Rozmnozovanim
semenami nie je mozna produkcia homogénnej populécie, dosledkom ¢oho je rozmanitost’
dolezitych vlastnosti ako napriklad zlozenie a stupen sladkosti. Stévia je prave preto
najcastejSie rozmnozovana odrezkami stoniek, ktoré sa I'ahko zakorenuju. [2,3,4]

Obrazok 2: Stévia sladka (1 — cast rastliny, 2 — list, 3 — sukvetie, 4 — kvet, 5 — plod). [2]

2.1.3 Pestovanie Stévie sladkej

Vo svete je rozsirenych priblizne 90 druhov stévie sladkej v zavislosti na odliSnych
klimatickych podmienkach pocas pestovania. Stévia je nenaro¢na rastlina, ktora vel'mi dobre
rastie prevazne na hlinitopieso¢natych pddach s dostato¢nou vlahou. Hladina spodnej vody by



mala byt’ v hibke 0,3-0,5 m. Pri nedostatku vody mézu stonky a listy rychlo vyschnat, avsak
po dodani vlahy sa znovu obnovia. Najvhodnejsia teplota pre jej pestovanie je v rozmedzi 20-
24 °C. Poklesom teploty pod 9 °C rastlina vyhynie. Preto moze byt v tropickych oblastiach
pestovana ako trvalka. AvSak v miernom pasme a V oblasti Stredozemného mora s horucimi
a dazdivymi letami sa pestuje len ako jednoroc¢na plodina rastiuca od jari do jesene alebo je
pestovana v sklenikoch. Dlhsie dni podporuju trodu listov iobsah stéviozidu, kratSie dni
podporuju trodu kvetov.

Rastliny mézu byt vyuzivané na komerénti produkciu az 8 rokov, priCom zber
vegetativnych ¢asti sa uskuto¢nuje 6krat rocne. Ked’ze korene ostavaju v zemi, rastlina sa
moze rychlo regenerovat. Mnozstvo suchych listov ziskanych z jednej rastliny sa pohybuje
v rozmedzi od 15 do 35 g. Rastliny vysadené na jednom hektari pody mézu produkovat
1 000-1 200 kg suchych listov, z ktorych je mozné ziskat mnozstvo 60-70 kg stéviozidu.
V porovnani s cukrovou repou ¢i cukrovou trstinou je to menej, avSsak mnozstvo 70 kg
stéviozidu, ktory je 300krat sladsi nez sacharoza, je ekvivalentné vytazku 21 000 kg cukru z
jedeného hektaru cukrovej repy alebo trstiny.

Stévia nema vysoké naroky na vyzivu, vyZaduje hlavne Casté povrchové zavlaZzovanie.
Zvycajne sa zavlazovanie aplikuje najmenej raz za tyzden alebo ked’ vrchol stonky zaéne
upadat’. [4]

Obrazok 3: Pestovanie stévie [5]

2.2 Chemické zloZenie Stévie sladkej

Tato rastlina je vybornym zdrojom cukrov, bielkovin a vlakniny. Obsahuje glykozidy,
vd’aka ktorym maju jej listy a stonka sladkt chut. Na analyzu zloZenia stévie sa vyuziva
extrakt zo suchych listov. ZlozZenie stévie pestovanej v odliSnych podmienkach sa lisi.
V tabulke 1 je uvedené mnozstvo analyzovanych latok podl'a viacerych prirodovedcov. [4]
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Tabulka 1: Analyza latok v suchych listoch stévie [g v 100 g] [4]

Zloska Mishra a kol. | Goyal a kol. Serio Kaushik a kol | Abou-Arab a kol.
(2010) (2010) (2010) (2010) (2010)
Vlhkost’ 7 4,65 nezistené 1,7 5,37
Proteiny 10 11,2 11,2 12 11,4
Lipidy 3 1,9 5,6 2,7 3,73
Popol 11 6,3 nezistené 8,4 7,41
Sacharidy 52 nezistené 53 nezistené 61,9
Vlaknina 18 15,2 15 nezistené 15,5

2.2.1 Sacharidy

Korene alisty rastliny obsahuju inulin, ¢o je fruktooligosacharid. Bezne sa vyskytuje
Vv rastlinach ako zasobna latka, ktord nahradza Skrob. Ma doélezité vlastnosti, ktoré vplyvaju na
¢innost metabolizmu lipidov aregulaciou cukrovky. Braz de Oliveira a dalsi,
ziskali z korenov jednej rastliny vytazok 4,6 % Ccistych fruktooligosacharidov. Z listov bol
zisk iba 0,46 % tejto zasobnej latky. Vd’aka tomu je mozné uplatnenie pouZzivania extraktov
ako doplnku pri diéte. [4]

2.2.2 Proteiny

V roku 2007 bolo v listoch stévie identifikovanych 9 aminokyselin, konkrétne: lyzin, serin,
izoleucin, alanin, prolin, tyrozin, metionin, kyselina asparagova a kyselina glutamova. O tri
roky neskor bolo zistenych 17 aminokyselin, klasifikovanych ako esencidlne i neesencialne.
Tabul'ka 2 uvadza, Ze listy stévie obsahuju takmer vSetky aminokyseliny nevyhnutné pre
I'udské telo, vratane cysteinu a tyrozinu. [4]

Tabulka 2: Obsah aminokyselin v extrakte z listov stévie [4]

Esencialne aminokyseliny gna 100 g Neesencidlne aminokyseliny | g na 100 g

Metionin 1,45 Tyrozin 1,08

Treonin 1,13 Alanin 0,56

Histidin 1,13 Serin 0,46

Leucin 0,98 Kyselina glutamova 0,43

Fenylalanin 0,77 Cystein 0,40

Lyzin 0,70 Kyselina aspardgova 0,37

Valin 0,64 Glycin 0,25

Arginin 0,45 Prolin 0,17
Izoleucin 0,42

2.2.3 Mineralne latky

Vo vyznamnom mnozstve boli v listoch stévie zistené I mineraly: draslik, vapnik, horéik
a sodik, ktoré st dolezitou stcastou vyzivy. Vyskyt tychto mineralov je priaznivy pre zdravie.
Mnozstvo makro a mikro prvkov, ktoré¢ boli identifikované viacerymi vedcami V listoch
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stévie, je zobrazené V tabul’ke 3. Rozny obsah mineralov podla viacerych autorov méze byt
sposobeny odlisnymi podmienkami, v ktorych bola rastlina pestovana. [4]

Tabulka 3: Obsah minerdlov s suchych listoch stévie podla viacerych prirodovedcov v g na
100 g [4]

Mineraly Mishra a kol. | Goyal a kol. Serio Kaushik a kol. | Abou-Arab a kol.
(2010) (2010) (2010) (2010) (2010)
Vapnik 464,4 544 600 722 17,7
Fosfor 11,4 318 318 nezistené Nezistené
Sodik 190 89,2 nezistené 32,7 14,93
Draslik 1800 1780 1800 839 21,15
Zelezo 55,3 3,9 3,9 31,1 5,89
Horc¢ik 349 349 500 Nezistené 3,26
Zinok 15 15 nezistené nezistené 1,26
2.2.4 Lipidy

Olej z listov stévie obsahuje 6 mastnych kyselin: palmitovu, stearova (nasytené mastné
kyseliny), olejovi, palmitolejovi (nenasytené mastné kyseliny sjednou dvojitou védzbou),
linolovll (nenasytena mastna kyselina s dvomi dvojitymi vdzbami) a linolénova (nenasytena
mastna kyselina s tromi dvojitymi vizbami). Tabul'ka 4 udava obsah mastnych kyselin v oleji
Z listov stévie, pricom je zrejmé, ze kyselina palmitova je v ilom obsiahnutd najviac. Naopak,
mnozstvo kyseliny stedrovej je najmenSie. Pomerne vysoky obsah kyseliny linolénovej
prispieva k idealnemu podielu mastnych kyselin v I'udskej strave. [4]

Tabulka 4: Obsah mastnych kyselin identifikovanych v stévii [4]

Mastna kyselina gv100g
Kyselina palmitova (C16) 27,51
Kyselina palmitolejova (C16-1) 1,27
Kyselina stearova (C18) 1,18
Kyselina olejova (C18-1) 4,36
Kyselina linolova (C18-2) 12,40
Kyselina linolénova (C18-3) 21,59

2.2.5 Vitaminy

MnozZstvo vitaminov rozpustnych vo vode, izolovanych zo stévie, je uvedené v tabulke 5.
Obsah vitaminov v listoch je vd¢si nez ich obsah v stonke. V extrakte z listov ma najvyssi
obsah kyselina listova, za ktorou nasleduje vitamin C, avSak v extrakte zo stonky je to
naopak. Zo stanovovanych vitaminov bolo okrem kyseliny listovej a vitaminu C izolované
malé mnozstvo vitaminu B2. [4]
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Tabulka 5: Obsah vitaminov, rozpustych vo vode v extrakte z listov i stonky [4]

Vitamin rozpustny vo vode Listy Stonka
mg v 100 g mg v 100 ¢
Vitamin C 14,98 +£ 0,07 1,64 + 0,02
Vitamin B2 0,43 £0,02 0,23 £ 0,02
Vitamin B6 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
Kyselina listova 52,18+ 0,21 0,09 £0,01
Niacin 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
Thiamin 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

2.2.6 Diterpénové glykozidy

Glykozidy su zluceniny obsahujuce sacharidovu zlozku naviazanu na nesacharidovu Cast,
nazyvant aglykon. Su to sekundarne metabolity produkované hlavne rastlinami a mézu byt
degradované alkalickou hydrolyzou. Maju Specifické nazvy podl'a typu cukru, ktory obsahuju,
ako napriklad glukozidy, pentozidy, fruktozidy, a iné. Prirodné sladké latky v listoch stévie,
nazyvané steviol-glykozidy, su diterpény, izolované a identifikované ako stéviozid,
steviolbiozid, rebaudiozid A, B, C, D, E, F adulkozid A. Pretoze z tychto zluc¢enin l'udsky
organizmus neziskava energiu, patria medzi neenergetické sladidla. MnoZstvo pritomnych
glykozidov zavisi od podmienok, v ktorych bola rastlina pestovana.(tabul'ka 6). [4,6]

Tabulka 6: Percentudlne mnozstvo glykozidov v listoch stévie podla viacerych prirodovedcov

[4]

) Gardana a kol. Goyal a kol. Kinghorn a Soejarto
Typ glykozidu (2010) (>/2010) ’ (1985) J
Stéviozid 58+1,3 9,1 5-10
RebaudiozidA 1,8+1,2 3,8 2-4
Rebaudiozid C 1.3+1,4 0,6 1-2
Dulkozid A nezistené 0,3 0,4-0,7

Snaha popisat’ chemickt Struktiru sladkych zloziek stévie zacala v 20. storo¢i. Pocas
sedemdesiatych rokov 20. storo€ia izoloval a popisal ich Struktiru dr. Osamu Tanaka na
Hirosimskej Univerzite v Japonsku.

Vsetky diterpény glykozidov ziskané z listov stévie maju rovnaku steviolova kostru a lisia
sa hlavne v obsahu sacharidového zvysku (R1 a R2), mono-, di-, trisacharidov obsahujucich
glukézu, pripadne ramandzu na pozicii C13 a C19. Sladkost’ rebaudiozidov stiipa s rasticim
mnozstvom sacharidovych jednotiek naviazanych na steviolovy aglykon (tabulka 7), avSak
ich obsah v rastline zaroven klesa. [4,6,7]
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Tabulka 7: Struktira a sladivost’ glykozidov v stévii [4,6,7]

ZlGgenina R1 R2 Sumdrny Sladkost
vzorec

Steviol H H CooH3003 —

Steviolbiozid H B-GIu-B-GIu(2—>1) C3sHg0015 100 - 125

Stéviozid B-Glu B-Glu-B-Glu(2—1) C3oH50013 250 - 300
B-Glu-B-Glu(2—1)

Rebaudiozid A B-Glu | CusH70023 350 — 450
B-Glu(3—1)
B-Glu-p-Glu(2—1)

Rebaudiozid B H | CagHeoO15 300 - 350
B-Glu(3—1)
B-Glu-a-Ram(2—1)

Rebaudiozid C B-Glu | Ca4H7002 50 -120
B-Glu(3—1)
B-Glu-B-Glu(2—1)

Rebaudiozid D | B-Glu-pB-Glu(2—1) | Cs0HgoOog 200 — 300
B-Glu(3—1)

Rebaudiozid E | B-Glu-B-Glu(2—1) | B-Glu-B-Glu(2—1) Cu4H70023 250 — 300
B-Glu-p-Xyl(2—1)

Rebaudiozid F B-Glu | Cu3Hgs022 -
B-Glu(3—1)

Dulkozid A B-Glu B-Glu-a-Ram(2—>1) C38H60017 100 — 125

Vysvetlivky: Glu — gluk6za, Ram — ramnoza, Xyl — xyloza

Casti rastliny s vynimkou korefia maju sladkd chut’, aviak obsah diterpénovych glykozidov
Vv nich nie je rovnaky. Najviac sa ich nachadza v listoch, vd’aka ¢omu sa hlavne tato cast’
rastliny pouziva na vyrobu extraktov.
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Obrazok 4: Graf zndzornujuci obsah glykozidov v réznych castiach rastliny [8]

2.2.6.1 Steviol

Steviol je diterpenoidny aglykon, ktory vznika hydrolytickym odstiepenim sacharidovych
jednotiek. Jeho systematicky nazov je: ent-13-hydroxykaur-16-en-19-ova kyselina. Teplota
topenia je v rozmedzi 245-246 °C. Biosyntetickym prekurzorom je kyselina ent — kaurenova,
ktora je zaroven jednym z medzi stuptiov pri syntéze rastovych faktorov — giberelinov.
V T'udskom tele sa do krvi vstrebava v tenkom ¢reve. [9]

2.2.6.2 Stéviozid

Vroku 1931 Bridel aLavieille prvykrat izolovali krystalicky stéviozid. Obsahuje
sacharidové zlozky B-D-glukézu i a-sofor6zu a mé chemicky vzorec diterpénu glykozidu
(C38Hp0013). Je to aktivna zlozka, ktora je zodpovedna za sladku chut, avSak pri vySSich
koncentraciach sa prejavuje ako chut’ horka. Ma charakter bieleho prasku, dobre rozpustného
Vo vode, s teplotou topenia 197-198 °C a mélovou hmotnost'ou 804,881. Systematicky nazov
je odvodeny od steviolu: 13-O-(2-B-glukosyl-p-glukosyl)-19-O-p-glukosylsteviol. Jeho
zmydelnenim vel'mi silnou zasadou vznika steviolbiozid. Najvacsi obsah stéviozidu sa
nachadza v listoch, priblizne 3-10 % suchej vahy a zavisi od miesta pestovania i veku porastu.
Rastlinou je produkovany hlavne za dlhého dna a v 3. a4. roku Zivota. Chemickymi
a enzymatickymi postupmi modze byt konvertovany na rebaudiozid A. V l'udskom tele je
hydrolyzovany baktériami traviaceho traktu na steviol a glukézu. [6,10,11]
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2.2.6.3 Rebaudiozidy a d’alSie glykozidy

Rebaudiozid A ma sumarny vzorec CyqqH70023 - 3H20, a jeho systematicky nazov je 2-O-
B-glukosyl-13-O-B-soforosyl-19-O-B-glukosyl-steviol. Je vo vode rozpustnej$i nez stéviozid,
pretoze obsahuje d’al$iu glukdzovi jednotku v molekule. Ma i vyssiu teplotu topenia: 242-
244 °C a je stabilnejsi v kyslom prostredi. Hydrolyzou rebaudiozidu A Kyselinou vznika
izosteviol. Hydrolyzou s hesperidinom vznika rebaudiozid B. Rebaudiozid A s vysokou
¢istotou je prirodné sladidlo predavané pod nazvom rebiana.

Rebaudiozid B ma na uhliku Cjg hydroxylovi skupinu, vd’aka ktorej ma kyslejsi charakter.
Teplota topenia je v rozmedzi 193-195 °C.

Rebaudiozid C, nazyvany aj dulkozid B, sa od rebaudiozidu A odliSuje tym, ze namiesto
glukozy viazanej na vetviacej glukoze do polohy 2 ma naviazani ramno6zu viazanl cez a.

Rebaudiozid D obsahuje oproti rebaudiozidu A este jednu glukézu v polohe 2 glukdzy,
viazanej na uhliku Cio.

Rebaudiozid E ma v porovnani s rebaudiozidom D 0 jednu glukézu menej na vetviacej
glukéze (viazanej na uhlik C;3) v polohe 2.

Rebaudiozid F sa od rebaudiozidu Alisi tym, Ze ma nahradenu glukézu viazani na
vetviacej glukoze v polohe 2 xylozu viazanou f. [10,12]

Dulkozid A je svojou $truktiurou podobny rebaudiozidu C (dulkozidu B), avSak na rozdiel
od neho mé na vetviacej glukéze v polohe 3 atom vodiku. Krystalizaciou z metanolu vznikaju
bezfarebné ihlickovité krystaly. Teplota topenia je v rozmedzi 193-195 °C. [10]

Steviolbiozid ma $truktaru, ktora sa najviac podoba stéviozidu, od ktorého sa 1isi len
nahradenim gluko6zy na uhliku C19 za vodikovy atom. [10]

2.2.7 Polyfenolické latky

Tieto zliCeniny st stcastou rastlin a plnia v nich rézne funkcie. Zapricinuju farbu, trpka
a horku chut amaju tiez antioxida¢né Uc¢inky. Delia sa na hydrolyzovatelné triesloviny
(estery kyseliny gallovej amonosacharidu), fenylpropanoidy (ligniny, flavonoidy)
a kondenzované triesloviny. [13]

Flavonoidy

Je to skupina polyfenolickych zli€enin s réznou chemickou Struktiurou, vyskytujicich sa
Vv rastlinach. Flavonoidy mozno rozdelit' do tychto zakladnych skupin: flavonoly, flavony,
flavanony, katechiny, anthokyanidy, izoflavony, dihydroflavonoly a chalkony. Sa to latky
odvodené od kyslikatej heterocyklickej zluceniny flavanu, ktorého Struktira je zndzornena na
obrazku ¢. 5. NajcastejSie plnia funkciu rastlinny farbiv a antioxidantov. [9]
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Obrazok 5: Struktiira flavanu [14]

Fenolové kyseliny

Struktira tychto kyselin je tvorenid benzénovym jadrom, na ktorom s naviazané
hydroxylové a karboxylové skupiny. [9]

Kyselina kavova
Jej sumarny vzorec je CgHgOs a systematicky nazov je 3,4-dihydroxyfenylprop-3-énova
kyselina. Patri medzi hydroxyderivaty kysliny $koricove;j. [9]

Kyselina chlorogenova
Je to ester kyseliny kavovej so systematickym nazvom 3-[(3,4-dihydroxycinnamoyl)oxy]-
1,4,5-trihydroxycyklohexan-1-karboxylova kyselina. Jej sumarny vzorec je C16H1509. [9]

DalSie fenolické latky v stévii

V listoch stévie sa okrem uz spomenutych fenolov a polyfenolov nachadza kvercetin,
epikatechin, avikularin, guayaverin, kvercitrin, apigenin-4’-O-glukozid, luteolin-7-O-
glukozid, kvercetin-3-O-glukozid, kemferol-3-O-ramnozid a methoxylovany kentaureidin.
[9,14]

2.2.8 Sterebiny a iné chemické zliuceniny

Sterebiny patria do skupiny bisnorditerpénoidov, ktorych Struktiru a zédkladné fyzikdlno
chemické vlastnosti popisal Oshima a kolektiv v roku 1986 a 1988. V stévii sa nachadzaju
serebiny A-H.
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Obrazek 6: Struktiirne vzorce sterebinov A-H [9]

Dalsie identifikované latky v stévii sladkej su: sigmasterol, p-sitosterol, B-amyrin acetat,
austroinulin, 6-O-acetylaustroinulin, 7-O-acetylaustroinulin, triestery lupeolu, pigmenty,
rastlinné gumy, prchavé olejové zlozky a anorganické latky. [9,15]

2.3 Vplyv stévie na Pudské zdravie

Roézne vedecké Studie potvrdzuju priaznivé Ginky stévie na zdravie l'udi. V urcitych
pripadoch méze zmiernovat' alebo dokonca liecit' niektoré zdravotné problémy. Steviol-
glykozidy st prirodzenym adaptogénom, teda pomdhaji organizmu prispdsobovat’ sa
nevhodnym podmienkam vonkajSiecho prostredia, napriklad radioaktivhemu Ziareniu,
posobeniu tazkych kovov a toxickych zlu¢enin. Tieto vlastnosti vyuzili prvy raz v Japonsku
po zhodeni 2 atdomovych bomb a druhy raz po vybuchu atdmovej elektrarne v Ukrajine. [16]
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2.3.1 Anti-hyperglykemické u¢inky

V juznej Amerike sa uz dlhé roky stévia pouziva na lieCenie cukrovky. Stéviozid, ako
hlavné zlozka extraktu stévie, mé vysoku sladkost’ a takmer ziadne kalérie, vd’aka comu moze
byt dobrou alternativou sladidla pre diabetikov. Podla $tadie Suzukiho a kol. z roku 1977,
mnozstvo 0,5 hm. % stéviozidu alebo 10 hm. % prasku z listov stévie podavané potkanom
sposobilo zna¢né zniZzenie hladiny glukézy v krvi po 4 tyzdioch davkovania. Curi a kol.
vroku 1986 uskutoc¢nili testovanie na I'ud’'och, pricom po podévani mnozstva 5 hm. %
vodného extraktu z listov stévie v 6 hodinovych intervaloch po dobu 3 dni bol zisteny znacny
pokles hladiny glukozy v krvi. Avsak, Toskulkao a kolektiv v roku 1995 uviedol, Ze 1 mmol
steviolu inhibuje vstrebavanie glukozy priblizne o 40 %. Spdsobuje tiez pokles hromadenia
glukozy v tkanive tenkého ¢reva. [10]

2.3.2 Ut¢inky na zniZenie vysokého krvného tlaku

Vysoky krvny tlak v cievach, ¢ize hypertenzia, je dosledok nadmerného posobenia tlaku
krvi na stenu ciev. Stadie preukazali, Ze stéviozid aextrakt zo stévie posobia na
kardiovaskularny systém tym, ze spdsobuju znizenie frekvencie srdca a krvného tlaku. Avsak
tieto ucinky su zavislé na Case avyzaduju dlhSiu dobu uzivania. Tento poznatok bol
preukazany testom na zdravych potkanoch a potkanoch trpiacich vysokym krvnym tlakom.
Test bol uskuto¢neny Melisom v roku 1996 a vyplynulo z neho, Ze po oralnom podavani
2,67 g suchych listov stévie denne pocas 20 dni nebola zaznamenana Ziadna zmena krvného
tlaku. AvSak po 40 dioch sa prejavilo jeho zniZenie. V roku 2003 uskutocnili Jeppesen
s kolektivom test na potkanoch poddvanim 25 mg na kg hmotnosti tela pocas 6 tyzdiov,
pricom vysledky boli podobné. Na druhej strane, stéviozid poddvany intravenozne znizil
krvny tlak u zdravych potkanov i u potkanov s hypertenziou takmer okamzite. Intravendzne
podavanie stéviozidu zniZuje systolicky i diastolicky tlak v zavislosti na davke. Z vykonanych
testov vyplyva, ze iba stéviozid, ktory bol podany priamo do krvného obehu mo6ze spdsobit’
akutnu hypotenziu.

Podobny G¢inok bol na zaklade $tadie z roku 1977 pozorovany i u I'udi. Pitie ¢aju zo stévie
kazdy den pocas 30 dni sposobilo znizenie systolického i diastolického krvného tlaku a tiez
znizenie frekvencie srdca. Stéviozid ma vplyv 1 na svalovu kontrakciu, pretoze skracuje dobu

stahu srdca. Tym sa zmenSuje objem krvi prechadzajuci cez srdcom, Cize sa redukuje krvny
tlak. [10]

2.3.3 Protizapalové u¢inky a vplyv na rakovinu

Zapal, ako prirodzend imunitnd reakcia na Skodlivé podnety, byva spojeny s roéznymi
druhmi chordb, ako st napriklad: autoimunitné ochorenie, ateroskler6za, ¢i rakovina. Na jeho
vyskyt poukazuji chemické mediatory produkované aktivovanymi makrofagmi.

Yasukawa a kol. v roku 2002 uskutocnili $tidiu, ktora potvrdila protizapalové uGcinky
stéviozidu. Lokalny zéapal koze, sposobeny 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetatom (TPA),
bol potlaceny steviol-glykozidmi, vratane stéviozidu. Preskiimany bol i proti-nadorovy G¢inok
stéviozidu, pretoze je zname, ze TPA podporuje tvorbu rakoviny v bunkach cicavcov. Aj
izosteviol spomal’uje rast troch rdznych typov rakoviny I'udskych buniek a tieZ inhibuje zépal
sposobeny TPA. [10, 17]
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2.3.4 Antimikrobialne ucinky

V roznych druhoch extraktov (vodny, metanolovy, chloroformovy, acetonovy alebo
hexanovy) bol preukdzany antimikrobidlny wCinok na niektoré mikroorganizmy, ako
napriklad Salmonella typhi, Aeromonas hydrophila, Vibrio cholerae, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus. Tomita akolektiv (v roku 1997) studovali baktericidne ucinky
fermentovaného vodného extraktu Stévie na enterohemoragickti Escherichia coli a d’alsich
patogénnych baktérii vyskytujicich sa v potravinach. Schopnost’ stévie inhibovat’ rast
urcitych baktérii vysvetluje i jej tradi€né pouzitie pri lieCeni poraneni, bolestivych miest
a ochoreni d’asien. Je tiez u¢innd pre ludi, citlivych na kvasinkové alebo streptokokové
infekcie. Pomaha iako prevencia voc¢i prechladnutiu a chripke. Vyuzitie nachadza tiez pri
liecbe nehojacich sa ran, vratane vredov predkolenia. [4,16]

2.3.5 Antioxida¢né ucinky

Prirodné antioxidanty rastlin neutralizujii vol'né radikaly, ¢im predchddzaju oxida¢nym
poskodeniam. Hlavne flavonoidy a fenoly su komer¢ne vyuzivané ako antioxidanty VO
vyzivovych doplnkoch alebo V potravinarskych prisadach, avSak je narocné stanovovat
mnozstvo jednotlivych antioxidaénych zloziek. Extrakt z listov stévie vykazuje vysoky stupen
antioxidaénej aktivity. Potvrdzuje to Studia vykonand modifikovanou metédou pomocou
DPPH (2-difenyl-1-pikrylhydrazyl). Standardizované mnoZstvo extraktu bolo pridané do
roztoku DPPH. Po 30 minutovej inkubécii a zmerani absorbancie pri 520 nm bola zistena
inhibicia 50 % volnych radikélov. TieZ bola preukdzand inhibicia tvorby hydroperoxidov
a superoxidov v sardinkovom oleji. Stc¢asné studie preukazuju, ze etanolicky extrakt z listov
Stevia rebaudiana ma znaéné potencialne vyuzitie ako prirodny antioxidant. [4,18]

2.3.6 Vplyv na tvorbu zubného kazu

Das akolektiv v roku 1992 pomocou pokusov na potkanoch zistili, ze stéviozid ani
rebaudiozid A nespdésobuji zubny kaz. Dokonca vySSia koncentracia stéviozidu spdsobuje
redukciu rastu niektorych kariogénnych baktérii, ¢ize baktérii spésobujucich zubny kaz, ako
napriklad Streptococcus mutans, Proteus vulgaris, a d’alSie. Sladenie stéviou je preto pre zuby
vhodnejsie nez pouZzivanie cukru. [4,6]

2.3.7 Liecba hnacky

Moznost’ vyuzitia stéviozidu na liecbu hnacky vyplyva z baktericidneho a anti-
rotavirusového U¢inku vodného extraktu zo stévie. V roku 1997 bol prvy raz zverejneny
baktericidny efekt na enterohemoragicktl Esherichiu coli, ktora sposobuje hnacku. Extrakt zo
stévie tiez inhibuje rast rotavirusov a RNA virusu, ktorych infekcia sposobuje gastroenteritidu
u deti.

Stimulaciou hladkého svalstva criev dochadza kich nadmernej peristaltike, Co tiez
vyvolava hnacku. Stéviozid posobi naopak, teda inhibuje kontrakcie tohto svalstva tym, Ze
zabranuje prestupu Ca®* katiénov do svalovych buniek. Pri testoch na morcatach,
koncentracia 1 mmol stéviozidu spoOsobila znizenie prestupu Ca®* kationov v bedrovniku
tenkého ¢reva o 40 %. [10]
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2.3.8 Bezpecnost’ stévie

Stévia je pouzivana vo svete uz dlhtt dobu, no Eurdpska tunia jej bezpecnost’ detailne
adlhsi cas skumala. Testy boli zamerané hlavne na toxické, karcinogénne, mutagénne
a teratogénne Uc¢inky stéviozidu a steviolu v organizme.

Toxicita

Stadia uskutoénena na mysiach, potkanoch a $kre¢koch preukéazala, Ze prijem stéviozidu
V potrave v mnozstve 15 g na kg hmotnosti tela nesposobuje akutnu toxicitu. AvSak oralne
podavanie steviolu v mnozstve 5-25 g na kg hmotnosti tela je smrtel'né. Toto mnozstvo sa lisi
Vv zavislosti na zivo¢isSnom druhu. U zdravych l'udi alebo l'udi s vysokym krvnym tlakom ¢i
u diabetikov pri uzivani 750 mg stéviozidu denne pocas 3 mesiacov sa nevyskytli ziadne
abnormality alebo poskodenia pecene a obliciek. Svetova zdravotnicka organizacia rozhodla,
ze mnozstvo 0-2 mg na kg hmotnosti tela steviolu, ¢o je ekvivalent k mnozstvu 0-5 mg na kg
hmotnosti tela stéviozidu nema toxické G¢inky na l'udi. [4]

Karcinogénne a mutagénne ucinky

Bakteridlne genetické vyskumy preukazali, ze stéviozid nie je mutagénny. U steviolu vSak
bol preukazany slaby mutagénny u¢inok na Salmonella typhimurium TM 677 a u E. coli je
steviol schopny sposobovat’ genetické poruchy, ktoré mozu viest' k vzniku rakoviny. Dalgie
bakteridlne mutagénne tc¢inky steviolu neboli dokézané. Spolo¢ny vybor expertov FAO/WHO
pre potravinarske aditiva (JECFA) v roku 2006 uviedol, Zze nebol zaznamenany Ziadny naznak
genotoxicity stéviozidu. Davky stéviozidu do 2 g na kg hmotnosti tela muzov a 2,4 g na kg
hmotnosti tela Zien nespdsobuju vyskyt rakoviny. [4]

Teratogénne Gcinky

Niektoré latky mozu prispievat’ k neplodnosti alebo poskodzovat’ plod. Pre zistenie tychto
ucinkov boli vykonané mnohé $tadie. Yamada a kolektiv v roku 1985 vykonali testy na
potkanoch, ktoré boli kimené stravou obsahujucou maximalne 1 % stéviozidu. Toto mnozstvo
nemalo vplyv na spermatogenézu, ani delenie tkanivovych buniek. Melis v roku 1999
uskuto€nil test s nezvycajne vysokymi davkami (2,6 g vahy tela na denl) extraktu zo stévie
pocas 2 mesiacov. Nasledkom bolo zniZenie plodnosti. AvSak, pri¢inou mohla byt’ pritomnost’
minoritnych zloziek v stévii, ktoré mézu byt’ v tak vysokych koncentraciach toxické. [4]

Vicsina Stadii sa zhoduje vtom, Ze konzumacia stéviozidu V prijatelnom dennom
mnozstve 5 mg na kg hmotnosti tela nie je toxicka, karcinogénna ani teratogénna. [4]

2.4 Poutzitie, stabilita a interakcie steviol-glykozidov s potravinami

Extrakty zlistov stévie st v mnohych krajinach pouzivané ako sladidlo v réznych
potravinach anépojoch. Preto je dodlezité poznat' ich stabilitu a pripadné zmeny pocas
procesov pri vyrobe potravin 1 pri skladovani v réznych podmienkach.

2.4.1 Stabilita sladidla steviol-glykozidov pri zmenach teploty

Zvysenim teploty klesa stabilita steviol-glykozidov. Na testovanie bolo pouzité mnozstvo
50 mg pevného sladidla, ktoré¢ bolo inkubované v uzavretej sklenenej nadobe pri teplotach
v rozmedzi od 40 do 200 °C po dobu 1 hodiny. Sladidlo vykazovalo dobru stabilitu az po
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teplotu 120 °C. Dalsim zvySovanim teploty zadalo dochadzat’ k rozkladu stéviozdiu, az po
jeho tplné rozlozenie pri teplote 200 °C. Postupny rozklad stéviozidu znazoriuje obrazok 4.
KedZe stéviozid je pri vysokych teplotich nestabilny, neodporaca sa vyuzitie sladidla zo
stévie v pekarstve. [19]
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Obrazok 1: Graf zavislosti rozkladu stéviozidu na teplote [19]

2.4.2 Stabilita sladidla pri r6znom pH a réznej teplote

Testovany bol vodny roztok stéviozidu s koncentraciou 0,5 g-1'™ pri teplote 60 a 80 °C po
dobu 1 az 2 hodin vrozmedzi pH 1-10. Stéviozid vo vodnom roztoku spH 2-10
temperovanom pri 60 °C po dobu 2 hodin prakticky nepodlieha rozkladu. Po zvyseni teploty
na 80 °C dochadza k rozkladu 5 % stéviozidu pri hodnote pH 2 a 10. Vo vel'mi kyslom
prostredi (pH 1) dochadza k rychlej az tplnej degradacii stéviozidu pri inkubacii za teploty
80 °C po dobu 2 hodin. Vyslednymi produktmi rozkladu su steviolbiozid a glukoéza, pretoze
Stiepenie prebieha na Cyg esterovej vézbe stéviozidu. [19]
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Obradzok 8: Mnozstvo stéviozidu pri réznom pH, teplote a réznej dobe [19]

22



2.4.3 Stabilita sladidla v organickych kyselinach

Stabilita stéviozidu bola testovana pri izbovej teplote v zriedenej kyseline octovej,
citronovej, vinnej a fosforeénej s koncentraciami od 1 po 10 g-1™ pocas 4 mesiacov.

Pri koncentracii 1 g-l'1 kyseliny octovej (pH 3,1), citrénovej (pH 2,6) a vinnej (pH 2,6)
nebol pozorovany rozklad stéviozidu. U kyseliny fosforecnej s rovnakou koncentraciou a s
pH 2,2 doslo k degradacii 30 % stéviozdiu.

Pri koncentracii 10 g-1™ kyseliny octovej (pH 2,6), citronovej (pH 2,1), vinnej (pH 2,1)
a fosfore¢nej (pH 1,6) bol pokles mnozstva stéviozidu 2, 22, 33 a 75 %. [19]
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Obrdzok 9: Graf rychlosti rozkladu stéviozidu v kyselindch s koncentraciou 10 g-I'* [19]

2.4.4 Vzajomné posobenie stéviozidu a vitaminov rozpustnych vo vode

Inkubaciou stéviozidu jednotlivo s vitaminmi skupiny B a vitaminom C po dobu 4 hodin
pri teplote 80 °C neboli pozorované ziadne vyrazné zmeny koncentracie sladidla ani
koncentracie vitaminov skupiny B.

V pripade vitaminu C inkubacia pri 80 °C so stéviozidom spoOsobila degradaciu kyseliny
askorbovej zavislu na ¢ase. Bol pozorovany ochranny efekt, ktory znizil rychlost’ rozkladu
kyseliny askorbovej. V pritomnosti stéviozidu bol jej obsah po 4 hodinach inkubacie 27 %, na

rozdiel od 4 hodinovej inkubacie samotnej kyseliny askorbovej, kedy tento obsah ¢inil len
13 %. [19]
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Obrdzok 10: Rychlost rozkladu cistej kyseliny askorbovej a v pritomnosti stéviozidu [19]
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2.4.5 Stabilita a interakcie sladidla v horicich napojoch

Kroyer v roku 2010 testoval posobenie hortcich napojov so stéviou. Preukazal, Ze pouzitie
sleviol-glykozidov (E 960) na osladenie kavy a caju s teplotou 80 °C nemalo vyrazny vplyv
na kofein ani na mnozstvo stéviozidu. Pri udrziavani tejto teploty po dobu 4 hodin boli
pozorované len 5% straty z povodného mnozstva stéviozidu. Vysledkom tejto Studie je, Ze za
normalnych podmienok pripravy kavy a ¢aju nedochadza k poklesu sladkosti ani k ziadnym
interakciam. [19]

2.5 Legislativa stévie a jej vyuZitie v potravinarstve

Eurdpsky urad pre bezpe¢nost’ potravin skiimal bezpecnost’ pouzitia steviol-glykozidov,
extrahovanych z listov rastliny Stevia rebaudiana Bertoni, ako sladidla. Dna 10. marca 2010
vydal svoje stanovisko. Urad stanovil prijatelny denny prijem steviol-glykozidov, vyjadreny
ako ekvivalenty steviolu, na 4 mgkg™ telesnej hmotnosti na defi. PouZivanie steviol-
glykozidov (E 960) upravuje nariadenie komisie ¢. 1131/2011/EU z 11. novembra 2011. Toto
nariadenie je priamo uplatnitelné vo vsetkych ¢lenskych Statoch Eurdpskej unie. V prilohe je
uvedené pouzivanie sladidla E 960 v potravinach, vratane najvyssiecho pripustného mnozstva
i obmedzeni. [20]

Stévia v potravinach:

Vdaka zdraviu prospesnym ucinkom a hlavne nizkemu obsahu kalorii sa stévia pouziva
ako sladidlo hlavne v roznych napojoch. Ked’ze v krajinich ako Japonsko, Cina, USA atd,
bola stévia schvalena skor, je preto i viac vyuzivana v zahrani¢i. V Ceskej a Slovenskej
republike je toto umelé sladidlo povolené od 11. novembra 2011, preto sa zatial’ vyuZziva len
malo. Zoznam napojov a potravin, ktoré obsahuju E 960 [21]:

Ceskd republika:

Green tea peach (Coca — Cola HBC CR s.1.0.)

Grena grep & citron (Pivovar Cerna Hora, a.s.)

Jupik se stévii (Kofola CeskoSlovensko a.s)

Ketchup Stevia (SPAK foods, s.r.0.)

Koala (Pivovar Cerna Hora, a.s.)

Kofola bez cukru se stévii (Kofola a.s.)

Kombajnérka (Pivovar Cerna Hora, a.s.)

Malina malinova lim&a (Pivovar Cerna Hora, a.s.)

Malina malinova lim&a s chmelem (Pivovar Cerna Hora, a.s.)
Nativa green tea lemon (Rauch Praha spol. s.r.o.)

Sylvana hroznové vino (Pivovar Cerna Hora, a.s.)

Sylvana hroznové vino s chmelem (Pivovar Cerna Hora, a.s.)
Tonik lahodné hotky (Pivovar Cerna Hora, a.s.)

Vita pomerané & broskev (Pivovar Cerna Hora, a.s.)
Zazvorka (Pivovar Cerna Hora, a.s.)

Slovenska republika:

Rio s pridanim stévie (McCarter, a.s.)
Cokolady Steviola® LuckyChoc (STARWEB, s.r.0.)
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Stévia v lekarnach

Ked'Ze extrakty zo stévie nezvySuju hladinu cukru v krvi, s vhodné i pre diabetikov.
Najméa vd’aka tomu sa zacala stévia vyuzivat' vo farmaceutickom priemysle. V lekariach je
mozné ju najst’ vo forme tabliet, praSku a tekutého sladidla. Pridava sa aj do zubnych past,
pretoze znizuje tvorbu zubného kazu a obmedzuje zapaly d’asien. Zoznam firiem vyrabajicich
sladidla so stéviou:

Ceska republika:

AGROBAUC, s.r.o. (Pfimda)

F&N dodavatelé, s.r.o. (TiSice)

Green Diamond Medical, s.r.o. (Praha)
SOLIA, spol. s.r.o. (Jablonec nad Nisou)
OKG, s.r.o. (Pardubice)

Slovenska republika:

Lama Bioinstitut, s.r.o. (Piestany)
STARWEB s.r.o. (Trnava)
IMBER s.r.o. (Bratislava)
EDENPharma s.r.o. (Martin)

2.6 Metody stanovenia fenolickych latok v stévii
Zakladné metody, ktorymi je mozné stanovit’ fenolické latky v stévii je metoda s vyuzitim
Folin- Ciocalteuového ¢inidla alebo pomocou vysoko ucinnej kvapalinovej chromatografie.

2.6.1 Vysoko tucinna kvapalinova chromatografia (HPLC)

Shivanna a kolektiv vyuzili tGto metddu pri stanoveni celkového mnozstva fenolickych
latok v stévii. Zo suSenych listov bol pripraveny etanolicky extrakt, ktory bol zahusteny
odparovanim. Nasledne bola uskuto¢nena analyza pomocou HPLC s UV-VIS detektorom.
Separéacia prebehla na obratenych fazach s kolénou CI8 (150 x 4,5 mm). Mobilnd faza
A obsahovala 0,1% kyselinu mrav¢iu @ mobilna faza B obsahovala metanol. Pre analyzu bola
pouzitd gradientova eltcia a mnozstvo 20 ul vzorku i standardov. Detekcia prebehla pri
vinovej dizke 270 nm. Retenény &as apiky UV-Vis spektra boli porovnané s pouzitymi
Standardmi. Celkovy obsah fenolickych latok bol stanoveny na 91 mg na 100 g vzorku listov
stévie. [22]

Kim s kolektivom analyzovali mnozstvo fenolickych latok v stévii pomocou HPLC. Suché
listy boli destilované vodou pod spdtnym chladicom 3 hodiny pri teplote 100 °C. Extrakcia
bola trikrat zopakovana, nasledne bol extrakt prefiltrovany. Takto bola pripravena vzorka,
z ktorej mnozstvo 20 pl bolo analyzované na pristroji Nova pack C18 UG120 (150 x 4,6 mm,
5 um) pouzitim kolony Guard (10 x 4,0 mm) s teplotou 40 °C. Mobilna faza A obsahovala
50 mmol vodny roztok fosfore¢nanu trisodného : metanol (93:7) a mobilna faza B obsahovala
70% roztok metanolu vo vode. Vzorka bola eluovana ich gradientom a detekovana UV-VIS
diddovym polom pri vinovej dizke 280 nm. Celkové mnozstvo fenolickych latok bolo
stanovené na 130,67 ug-mg'l. Konkrétne fenolické zluzeniny zistené v listoch stévie su
uvedené v nasledujucej tabulke. [23]
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Tabulka 8: Obsah niektorych fenolickych latok v listoch stévie [23]

Zlucenina mg v 100 g suchych listov
Pyrogallol 951,27 +1,12
Kyselina 4-metoxybenzoova 33,80 + 0,65
Kyselina p-kumarova 30,47 + 0,36
Kyselina sinapova 25,61 +£0,26
Kyselina skoricova 9,03 +0,17
4-metylkatechol 2,42 +0,03

Metoda vSak nie je vel'mi vyuzivana pre stanovenie celkového mnozstva fenolickych latok,
pretoze pomocou HPLC sa daju ziskat mnozstva jednotlivych fenolickych latok, ktoré je
potrebné este spocitat’.

2.6.2 Metdda s vyuzitim Folin-Ciocalteuového Cinidla

Tato metdda je zalozena na reakcii fenolickych zlucenin s kolorimetrickym ¢inidlom, ktoré
umoziiuje meranie absorbancie vo viditeI'nej oblasti spektra. Principom metody s Folin-
Ciocalteuovym cinidlom je prenos elektronov v alkalickom prostredi z fenolickej zluceniny
na komplex tvoreny fosfomolybdenanom a fosfovolframanom. Vytvori sa modry komplex,
ktorého absorbanciu je mozné zistit' spektrofotometricky pri vlnovej dizke 765 nm. Této
reakcia je vSak neSpecificka, preto i d’alSie oxida¢né zlozky vo vzorku mozu interferovat
atym zvysit alebo znizit mnozstvo fenolickych latok vo vzorku. Jedna sa o aromatické
aminy, kyselinu askorbovi, oxid siri¢ity a iné. Z tohto dovodu sa priddava najskor Folin-
Ciocalteuovo ¢inidlo a az potom zasadity roztok, najcastejsie uhli¢itan sodny. Pre alkalizaciu
roztoku je mozné pouzit’ 1 hydroxid sodny alebo kyanid sodny, pri€om pozadujice pH celého
roztoku je priblizne 10.

Ako standard je mozné pouzit' kyselinu trieslova, kyselinu gallovi alebo katechin.
Najcastejsie je vSak vyuzivana kyselina gallova, pretoZe nie je draha, je rozpustnd vo vode
a je tiez stabilna v suchej forme. Tato metoda je jednoducha a reprodukovatelna. [13,24]

Existujii 1 d’alSie metody stanovenia celkového obsahu fenolickych latok, napriklad
manganometrickd titrdcia, kolorimetria sionmi Zeleza a ultrafialova absorbancia. Ziadna
metdda vSak nie je dokonald, z dovodu roznorodosti prirodnych fenolov, ale i moZnosti
interferencie s d’al§imi 'ahko oxidujticimi latkami.

Pri manganometrickej titracii je oxidacia s manganistanom draselnym néaro¢nejSia na
Standardizaciu roznych analytov a dochadza k va¢Sim interferenciam, hlavne s pritomnymi
sacharidmi. Preto je vhodnejSie vyuzit metddu s Folin-Ciocalteauovym ¢inidlom.

Metoda kolorimetrie s 10nmi zeleza nie je uplne vhodné pre stanovenie celkového obsahu
fenolickych latok. Monofenoly obecne nereagujii s ionmi Zeleza a za urcitych podmienok
pritomné difenoly a trifenoly davaju odlisné sfarbenie roztokov. Z dovodu niZSej interferencie
s dextrinmi a bielkovinami sa tato metdda Casto vyuZziva pri analyze piva. V mnohych inych
analyzach je v8ak preferovana metdda s Folin-Ciocalteuovym ¢inidlom.

Ultrafialova absorbancia je narocnd na analyzu celkového obsahu fenolickych latok,
pretoze jednotlivé prirodné fenoly sa znatne lisia vo vlnovych dizkach maximaélne;
absorbancie, i v ich molarnej absorbancii. [13]
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Pouzité pomocky a pristroje
e Laboratorne sklo
e Trecia miska s ti¢ikom
e Filtra¢ny papier - KA5-M
e Mikropipety
e Chladnicka s mrazni¢kou Amica AD 250
e Analytické digitdlne vahy
e Varna kanvica (Bravo)
e Spekrofotometer - Spectronic Unicam Hekios y (Unicam Helios, USA)

3.2 Pouzité chemikalie
e Folin-Ciocalteuovo ¢&inidlo (Penta, CR)
e Uhli¢itan sodny (Penta, CR)
e Kyselina gallova (Sigma, Nemecko)

3.3 Pouzité vzorky, postupy a metédy

3.3.1 Vzorky stévie sladkej

Suché listy z roku 2009 zo stévie pestovanej vonku
Suché listy z roku 2010 zo stévie pestovanej v kvetinaci
Suché listy z roku 2012 zo stévie pestovane] v kvetinaci
Cerstvé listy

3.3.2 Priprava roztokov
e Priprava 20% roztoku uhli¢itanu sodného
V 100 ml kadic¢ke bolo asi v 70 ml destilovanej vody rozpustené mnozstvo 20 g NayCOs.
Roztok bol nasledne prevedeny do 100 ml odmernej banky, ktora bola doplnena po rysku
destilovanou vodou.
e Priprava zasobného roztoku kyseliny gallovej s koncentraciou 1 000 mg-1*
V 25 ml odmernej banke bolo v destilovanej vode rozpustené mnozstvo 25 mg kyseliny
gallovej a odmerna banka bola doplnena po rysku destilovanou vodou.

3.3.3 Priprava kalibracnej zavislosti

Pipetovanim 0,5; 1; 1,5; 3; 4,5; 6,5 ml zasobného roztoku kyseliny gallovej do 10 ml
odmernych baniek a doplnenim destilovanou vodou po rysku boli pripravené roztoky
kalibraénej krivky s koncentraciami 50, 100, 150, 300, 450 a 650 mg-1™. Do skiimaviek bolo
pipetované mnozstvo 0,5 ml Folin-Ciocalteuovho c¢inidla, 6 ml vody a 0,1 ml roztoku
kyseliny gallovej s prislusnou koncentraciou. Zaroven bol pripraveny i blank, ktory obsahoval
namiesto kyseliny gallovej 0,1 ml destilovanej vody. Roztoky boli premiesané a ponechané
stat’. Po 5 minatach bolo pridané mnozstvo 1,5 ml 20% roztoku uhli¢itanu sodného a roztoky
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v skiimavkach boli opit’ premieSané. Po 2 hodinach bola zmerana absorbancia pri vlnovej
dizke 765 nm.

3.3.4 Priprava extraktov z listov stévie sladkej
e Extrakt ¢. 1, pre stanovenie obsahu fenolickych latok v zavislosti na dobe
vyltthovania
Do kadi¢ky bolo na analytickych vahach navazené presné mnozstvo 0,59 jemne
podrvenych suchych listov stévie z roku 2009. Tieto listy boli zaliate 50 ml destilovanej vody
s teplotou 23 °C. Kazdych 5 minut po dobu 40 minat bolo z tohto vyluhu odoberané malé
mnozstvo, ktoré bolo prefiltrované cez filtracny papier.

e Extrakt ¢. 2, pre stanovenie obsahu fenolickych latok v zavislosti na teplote vody
Do 6 kadiciek bolo na analytickych vahach navazené presné mnozstvo 0,59 jemne
podrvenych suchych listov stévie z roku 2009. Listy Vv jednotlivych kadi¢kach boli zaliate
50 ml vody zohriatej na teplotu 40, 60, 80 a 100 °C. Do dalsej kadic¢ky bola naliata voda
v mnozstve 50 ml s laboratornou teplotou, teda 23 °C. Listy v poslednej kadic¢ke boli zaliate
50 ml vody ochladenej na teplotu 10 °C. Po 20 minttach boli vyluhy prefiltrované.

e Extrakt ¢. 3, pre stanovenie obsahu fenolickych latok v zavislosti na teplote vody
Tento postup sa od predchadzajticeho postupu pre extrakt ¢. 2 1isil len tym, Ze pouZité listy
boli pred vazenim rozdrvené v trecej miske na prasok.

e Extrakt ¢. 4 ab, pre stanovenie obsahu fenolickych latok po dlhsej dobe
vyltihovania
Do kadicky bolo na analytickych vahach navazené presné mnozstvo 0,59 jemne
podrvenych suchych listov stévie zroku 2009. Tieto listy boli zaliate mnozstvom 50 ml
destilovanej vody s teplotou 60 °C. Kazdt pol hodinu po dobu 4 hodin bolo odoberané malé
mnozstvo extraktu, ktoré bolo prefiltrované. Takto bolo pripravenych 8 vzoriek. Posledna
vzorka bola ziskana odobranim a prefiltrovanim malého mnozstva extraktu po 5 hodinach.
Stanovenie bolo uskuto¢nené 2krat, takze rovnaky postup bol vykonany znovu. Tym bol
pripraveny extrakt ¢. 5.

e Extrakt ¢. 6 a 7, pre stanovenie obsahu fenolickych latok vo vzorkach stévie
Do kadicky bolo na analytickych vahach navazené presné mnozstvo 0,59 jemne
podrvenych suchych listov stévie z roku 2010. Do druhej kadicky bolo navazené rovnaké
mnozstvo jemne podrvenych listov stévie z roku 2012. Do kazdej z kadiciek bolo priliate
mnozstvo 50 ml destilovanej vody steplotou 60 °C. Po 20 minatach boli extrakty
prefiltrované.

e Extrakt ¢. 8 a9, pre stanovenie obsahu fenolickych latok v ¢erstvych listoch stévie
Malé mnozstvo Cerstvych listov bolo v trecej miske zmrazené tekutym dusikom. Do jednej
kadicky bolo na analytickych vdhach navdzené presné mnozstvo 0,5 g tychto zmrazenych
a podrvenych listov. Do druhej kadicky bolo na analytickych véhach navazené presné
mnozstvo 0,5 g kuskov Cerstvych listov. Nasledne bolo do oboch kadiciek priliate mnozstvo
50 ml destilovanej vody s teplotou 60 °C a po 20 minutach boli extrakty prefiltrované.
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3.3.5 Stanovenie celkového obsahu fenolickych latok

Kazdé stanovenie jednotlivych extraktov bolo uskuto¢nené v troch sktimavkach, do
ktorych bolo pipetované mnozstvo 6 ml vody, 0,5 ml Folin-Ciocalteuovho ¢inidla a 0,1 ml
prislusného vyluhu. Obsah skiimaviek bol po premiesani ponechany stat’ 5 minut. Nasledne
bolo pridané mnozstvo 1,5 ml 20% roztoku uhli¢itanu sodného a roztoky boli premiesané. Po
2 hodinach bola zmerana absorbancia pri vlnovej dizke 765 nm. [13]
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA
Pre stanovenie celkového obsahu fenolickych latok v extraktoch z listov stévie sladkej bola
vyuzita metoda, popisana v ¢lanku [13].

4.1 Stanovenie celkového obsahu fenolickych latok v zavislosti na ¢ase
Pre toto stanovenie bol vyuzity extrakt ¢. 1. Koncentracia fenolickych latok je vyjadrena
v ekvivalentom mnozstve kyseliny gallovej v mg na g listov stévie.

Tabulka 9: Vysledky stanovenia fenolickych latok v zavislosti na case
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Graf 1. Mnozstvo fenolickych latok v zavislosti na case

Obsah fenolickych latok v extrakte z listov stévie stiipal pocas 20 mintt vyluhovania. Po
tejto dobe sa mnozstvo fenolickych latok uz vyrazne nezvysovalo. Preto sa ako Standardny

Cas extrakcie v d’alSich stanoveniach vyuzivala doba 20 mintt.

4.2 Stanovenie celkového obsahu fenolickych latok v zavislosti na teplote vody
Pre toto stanovenie bol pouzity extrakt ¢. 2 (jemne drvené listy) a extrakt ¢. 3 (listy
rozdrvené na praSok).
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Tabulka 10: Vysledky stanovenia obsahu fenolickych latok v zavislosti na teplote vody

teplota [°C] 10 23 40 60 80 100

c,[mg-g’] | 467,72 510,96 566,75 638,57 655,31 654,61

cs[mg-g’] | 488,64 622,61 672,77 754,51 755,38 783,20
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Graf 2: Mnozstvo fenolickych latok v zavislosti na teplote vody

Obsah fenolickych latok v extrakte z listov stévie sa zvySoval so stupajucou teplotou
vody, Vv ktorej boli listy vyluhované. S teplotou vody nad 60 °C obsah fenolickych latok
vyrazne nezvysSoval, preto za idealnu teplotu vody na extrakciu sa dd povaZovat’ prave teplota
60 °C. Vyluhovanim podrvenych listov na prasok sa do extraktu uvolni ovela viac
fenolickych latok, av§ak kvoli vyraznejSej zmene chuti sa odporuca do ¢aju pouzivat’ listy len
jemne podrvené.

4.3 Stanovenie celkového obsahu fenolickych liatok po dlhSej dobe vylihovania
Pre toto stanovenie boli pouzité extrakty ¢. 4 a 5. Stanovenie bolo rovnako uskutonené
2krat, pre overenie spravnosti vysledkov.

Tabulka 11: Vysledky stanovenia obsahu fenolickych latok po dlhsej dobe vylihovania

teplota [°C] 10 23 40 60 80 100

ca[mggl] | 467,72 510,96 566,75 638,57 655,31 654,61

cs[mg-g’] | 488,64 622,61 672,77 754,51 755,38 783,20
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Graf 3: Mnozstvo fenolickych latok v zavislosti na predizenej dobe extrakcie

Po dobu 2,5 hodiny dochadzalo najskér k miernemu, no ¢asom k vyraznému zvyseniu
obsahu fenolickych latok extrakte pocas vyluhovania. Maximalny moZzny obsah tychto
stanovovanych latok bol dosiahnuty prave po 2,5 hodinach vyluhovania. Tento jav zrejme
stvisi s tym, ze niektoré fenolické latky, ako napriklad epikatechin, gallokatechin gallat
a epikatechin gallat sa extrahuji az po dlhSej dobe. Nasledné znizovanie mnoZstva
stanovovanych latok bolo sposobené oxidaciou a rozkladom fenolickych latok [25]. Listy boli
drvené v rukéch, teda podrvené Casti nemali rovnaka velkost. V extrakte ¢. 4 sa nachadzali
mensie ulomky, ¢o sa prejavilo ako vyssi obsah fenolickych latok v tomto extrakte.

4.4 Stanovenie fenolickych latok v extraktoch z réznych vzoriek
Pre extrakciu boli pouzité vzorky suchych listov stévie z roku 2010, 2012 a Cerstvé listy
(extrakty ¢. 6-9). Postup pripravy extraktov je popisany v kapitole 3.3.4.

Tabulka 12: Vysledky stanovenia fenolickych latok v extraktoch z réznych vzoriek

extrakt ¢. 6 7 8 9

cImg-g] 469,12 367,30 45,83 6,77
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Graf 4: Mnozstvo fenolickych latok v extraktoch z réznych vzorek

V extraktoch ¢. 8 a 9 (Cerstvé listy) bolo ovel’a menej fenolickych latok ako v extraktoch
zo suchych listov. Hlavnym dovodom je, ze 70-90 % hmotnosti Cerstvych listov tvori voda.
Roztrhanim Cerstvych listov na malé kusky je poSkodena bunkova stena len niektorych
buniek, ¢im sa do extraktu neuvolnia vSetky fenolické latky. Zmrazenim doslo
k G¢innejSiemu poSkodeniu bunkovych stien, preto extrakt ¢. 8 obsahoval viac stanovovanych
latok. Obsah fenolickych latok sa v rastlinach lisi, pretoze nezavisi len na druhu rastliny, ale
I na spdsobe jej pestovania.
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5 ZAVER

Cielom tejto bakalarskej prace je informovat’ o rastline s nazvom stévia sladka (Stevia
rebaudiana, Bertoni). Vd’aka svojim pozitivnym G¢inkom a sladkej chuti listov i stonky je
povazovana za rastlinu budicnosti, ked’Ze vyrazne narasta pocet I'udi s ochorenim diabetes
mellitus, ale is obezitou. Dalou vyhodou je, ¢ nespdsobuje zubny kaz amé tieZ
antimikrobialne ucinky, vd’aka ktorym ma velku perspektivu nielen v potravinarskom, ale
I kozmetickom priemysle.

Z extraktov stévie sa vyraba nahradné sladidlo, predavané pod oznac¢enim E 960, s ndzvom
steviol-glykozidy. Pretoze toto nahradné sladidlo je vyrobené z rastliny, ma na trhu vacésiu
perspektivu nez umelé sladidla. Okrem samotného stolového sladila sa pridava do réznych
potravinarskych vyrobkov, hlavne napojov, kde ¢iastoéne alebo uplne nahradza cukor.
V potravindch sa vyskytuje Coraz CastejSie, preto je v praci jedna podkapitola venovana
stabilite stéviozidu, ako hlavnej zlozky sladidla, za r6znych podmienok.

Experimentalna Cast’ je zamerand na stanovenie obsahu fenolickych latok v extraktoch
z listov stévie sladkej, pripravenych roznym spdsobom. Ked'ze najéastejSie sa listy vyuzivaju
na sladenie ¢aju, extrakcie boli uskutocniované za ucelom zistenia najvacsieho obsahu tychto
latok. Vyluhovanim listov vo vode s izbovou teplotou v Case stupal obsah fenolickych latok.
Po 20 minatach sa uz toto mnoZstvo vyrazne nezvySovalo. Vyluhovanim listov vo vode
s roznou teplotou bolo zistené, ze optimalna teplota pre extrakciu najvacSicho mnozstva
fenolickych latok sa z listov je priblizne 60 °C. Najacinnejsia extrakcia stanovovanych latok
je zo suchych listov podrvenych na praSok, avSak vysoky obsah trieslovin sposobuje
zhorSenie chuti Caju, preto sa odporuca pouzivat na sladenie ¢aju len jemne V rukach
podrvené suché listy.
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7 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

A - absorbancia

FAO (Food and agriculture organization) - Organizacia pre stravu a pol'nohospodarstvo

hm. - hmotnostny

JECFA (Joint FAO/WHO expert committee on food additives) - Spolo¢ny vybor expertov
FAO/WHO pre potravinarske aditiva

kol. - kolektiv

RNA  (Ribonucleic acid) - Ribonukleova kyselina

USA  (United states of America) - Spojené Staty americké

uv (ultraviolet radiation) - ultrafialové Ziarenie

VIS  (visible radiation) - viditeI'né svetlo

WHO (World health organization) - Svetova zdravotnicka organizacia
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9 PRILOHY

Priloha ¢.1: Graf — Kalibra¢na zavislost’ kyseliny gallove;j
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Priloha ¢.2: Niektoré potravinarske produkty so stéviou [26,27]
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Priloha €. 3: Steviol-glykozidy vo forme stolového sladidla
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Priloha ¢. 4: Schvalené pridavné latky v potravinach a podmienky ich pouzivania v kategoriach potravin [20]

K?;?Ei:ia Cisle E Nizov :_;';T::;I F;TP;Z:: ;;z; Poznimky ped éiarou Obmedzenia/vynimka
014 Ochutene fermentované mlie¢ne vyrobky vratane vyrobkov, ktoré boli tepelne oSetreng
E 960 Glykozidy steviolu 100 (60} iba wyrobky so zniZenou energetickou hodnotou alebo bez
pridavku cukru
(60): vyjadrené ako ekvivalenty steviolu
03 Zmrzliny
E 9560 Glykozidy steviolu 200 (60) iba vyrobky so znifenou energetickou hodnotou alebo bez
pridavku cukru
(60): vyjadrené ako ekvivalenty steviolu
04.2.2 Ovocie a zelenina v octe, oleji alebo naleve
E 960 Glykozidy steviolu 100 (60) iba sladkokyslé nakladané ovocie a zelenina
(60): vyjadrené ako ekvivalenty steviolu
04.2.41 Ovocné a zeleninové pripravky okrem kompotov
E 960 Glykozidy steviolu 200 (60) iba pripravky so zniZenou energetickou hednotou
(60): vyjadrené ako ekvivalenty steviolu
04.2.5.1 Extra diem a extra résol v zmysle vymedzenia v smernici 2001/113/ES
E 9560 Glykozidy steviolu 200 (60) iba diemy, résely a marmelidy so zniZenou energetickou
hednetou
(60): vyjadrené ako ekvivalenty steviolu
04.2.5.2 Dzemy, rosoly, marmelidy a sladené gastanové pyré v zmysle vymedzenia v smernici 2001/113]ES

¥y

E 9&0

Glykozidy steviolu

200

(60}

iba diemy, rosoly a marmelidy so zniFenou energetickou
hodnatou

(60): vyjadrené ako ekvivalenty steviolu
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Kategdria

Mzjvysiie pripustné mnoi-

e Cisle E Nazov P o Poznamky ped &arou Obmedzeniafvynimka
(€islo) stvo (mg|l pripadne mgkg) 4E .
04.2.5.3 Iné podobné ovocné alebo zeleninové ndderky
E 980 Glykozidy steviolu 200 (60} iba ndtierky na bdze suieného ovocia so zniZenou energe-
tickou hednotou alebo bez pridavku cukru
(60): vyjadrené ako ekvivalenty stevielu
05.1 Vyrebky z kakaa a Zokolady zahrnuté v smernici 2000(36/ES
E 980 Glykozidy stevielu 270 (60} iba vyrobky so zniZenou energetickou hodnotou alebo bez
pridavku cukrov
(60): vyjadrené ako ekvivalenty steviolu
05.2 Iné cukrovinky vritane drobnych cukrikov na osvieenie dychu
E 950 Glykozidy steviolu 270 (&0} iba cukrovinky na bdze kakaa alebo suieného ovocia so
zniZenou energetickou hodnotou alebo bez pridavku cukru
E 960 Glykozidy steviolu 330 (60} iba ndtierky na bdze kakaa, mlieka, suenc¢ho ovocia alebo
tukov, so zniFenou energetickou hodnotou alebo bez pridavku
cukru
E 960 Glykozidy steviolu 350 (60} iba cukrovinky bez pridavku cukru
E 960 Glykozidy steviolu 2 000 (60} iba drobné cukriky na osviezenie dychu, bez pridavku cukru
E 960 Glykozidy steviolu 670 (60} iba silne ochutené osviezujice pastilky na hrdlo, bez pridavku
cukru
(60): vyjadrené ako ekvivalenty stevielu
05.3 Zuvacky
E 950 Glykozidy steviolu 3300 (60} iba bez pridavku cukru
(60): vyjadrené ako ekvivalenty stevielu
05.4 Dekoricie, povlaky a ndplne okrem naplni na bize ovocia zahrnutych v karegorii 4.2.4
E 950 Glykozidy steviolu 330 (60} iba cukrovinky bez pridavku cukru
E 950 Glykozidy steviolu 270 (60} iba cukrovinky na bdze kakaa alebo sufeného ovocia so

zniFenou energetickou hodnotou alebo bez pridavku cukru

(60): vyjadrené ako ekvivalenty steviolu
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Kategaria

MNajvyisie priptistné mnoi-

(cislo) Cislo E Nirov stvo (mefl pripadne me/kg) Pornamky pod éarou Obmedreniafvynimka
06.3 Cereilie na pripravu ranajok
E 960 Glykozidy steviclu 330 (60) iba ceredlie na pripravu ranajek s obsahom vlikniny vys&im
ako 15 % a s obsahom otrib najmenej 20 %, so zniZenou
energetickou hodnotou alebo bez pridavku cukru
(60): vyjadrené ako ekvivalenty steviolu
07.2 Jemné peéivo
E 960 Glykozidy steviclu 330 (60) iba essoblaten (jedlé oblatky)
(60): vyjadrené ako ekvivalenty steviolu
09.2 Spracované ryby a produkry rybolovu vrirane mikkysov a
E 960 Glykozidy steviclu 200 (60) iba rybie vyrobky v sladkokyslom ndleve v konzervach
a polokonzervich, marinddy z ryb, kérovcov a makkysov
(60): vyjadrené ako ekvivalenty steviolu
11.4.1 Stolové sladidld v tekutej forme
E 960 Glykoridy steviclu Qs (60)
(60): vyjadrené ako ekvivalenty stevielu
11.4.2 stolové sladidld vo forme prisku
E 960 Glykoridy steviclu Qs (60)
(60): vyjadrené ako ekvivalenty steviolu
11.4.3 Stolové sladidld vo forme tabliet
E 960 Glykozidy steviclu Qs (60)
(60): vyjadrené ako ekvivalenty steviolu
125 Polievky a vyvary
E 960 Glykozidy steviclu 40 (60) iba polievky so zniZenou energetickou hodnotou
(60): vyjadrené ako ekvivalenty steviolu
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Kategoria

NajvyEsie pripustneé mnei-

e Cizlo E Nizov TR o Pozrnamky pod &arou Obmedzenia/vymimka
|_CLS]D.| ftaile] I,rng.] pnpzdn: mg.kg_l e
126 Omicky
E 960 Glykezidy steviclu 120 (60) ckrem omidcky zo séjovych bébov  (fermentovanych
a nefermentovanych)
E 960 Glykezidy steviclu 175 (60) len omicka =zo sdjovych bébov  (fermentovanych
a nefermentovanych)
(60): vyjadrené ako ekvivalenty steviolu
13.2 Dieterické potraviny na osobitné medicinske dcely v zmysle vymedzenia v smernici 1999/21/ES (okrem vyrobkov zahrnuryfch v kategdrii potravin 13.1.3)
E 960 Glykozidy steviclu 330 | (60)
(60): vyjadrené ako ekvivalenty steviolu
13.3 Dieterické potraviny na regulovanie telesnej hmotnosti ako nihrada celodenného prijmu stravy alebo jedného denného jedla (celodennd strava alebo ¢ast celkovej dennej stravy)
E 960 Glykozidy steviolu ‘ 270 | (60)
(60): vyjadrené ako ekvivalenty steviolu
14.1.3 Ovocné nektdre v zmysle vymedzenia v smernici Rady 2001/112[ES, zeleninové nektdre a podobné produkry
E 960 Glykezidy steviclu 100 (60) iba vyrobky so zniZenou energetickou hodnotou alebo bez
pridavku cukru
(60): vyjadrené ako ekvivalenty steviolu
14.1.4 Ochutené ndpoje
E 960 Glykezidy steviclu 80 (60) iba vyrobky so znifenou energetickou hodnotou alebo bez
pridavku cukru;
(60): vyjadrené ako ekvivalenty steviolu
14.2.1 Pivo a sladové nipoje
E 960 Glykozidy steviclu 70 (60) iba nealkoholické pivo alebo pivo s obsahom alkoholu nepre-
kratujiicim 1,2 % objermu; Tahké pivo ,Biére de table/Tafelbier|
Table beer” (obsah pévednej mladiny nizéi nei 6 %)
s vynimkou jedneduchého piva ziskaného wrchnym kvasenim
~Obergiriges Einfachbier®; pivi s minimilnou kyslostou 30
miliekvivalentov vyjadrené ako NaOH; tmavé piva typu .oud
bruin®
(60): vyjadrené ako ekvivalenty steviolu
14.2.8 Iné alkoholické ndpoje vritane liehovin s menej ako 15 % alkoholu a zmesi alkoholickych ndpojov s nealkoholickymi ndpojmi

E 960

Glykozidy steviolu

150

(60)

(60): vyjadrené ako ekvivalenty steviolu
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Kategaria

MNajvyziie pripustme mnog-

P Cislo E Nizov ctve (g vt mglig | Ty ped diarou Obmedzeniafvjnimka
15.1 Snacky na bdze zemiakov, obilia, miky alebo Skrobu
L 960 Glykozidy steviolu 20 (60)
(60): vyjadrené ake ekvivalenty steviolu
15.2 Spracované orechy
E 960 Glykozidy steviolu 20 (60)
(60): vyjadrené ake ekvivalenty steviolu
16. Dezerry okrem vyrobkov zahrnurych v karegdrii 1, 3 a 4
L 960 Glykozidy steviolu 100 (60) iba wyrobky so znifenou energetickou hodnotou alebo bex
pridavku cukru
(60): vyjadrené ake ekvivalenty steviolu
17.1 Potravinové doplnky doddvané v tuhej forme vritane kapsil, tabliet a podobnych foriem
E 960 Glykozidy steviolu 670 (60)
(60): vyjadrené ake ekvivalenty steviolu
17.2 Potravinové doplnky doddvané v tekutej forme
E 960 Glykozidy stevielu 200 {60)
(60): vyjadrené ake ekvivalenty steviolu
17.3 Doplnky doddvané vo forme sirupu alebo v Zuvacej forme
E 960 Glykozidy stevielu 1 800 {60)

(60): vyjadrené ake ekvivalenty steviolu
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