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ABSTRAKT

Plody trnky obecné (Prunus spinosa) jsou drobné modrofialové peckovice obsahujici fadu
bioaktivnich latek, diky kterym disponuji rozmanitymi biologickymi tc¢inky. Tradi¢né jsou
vyuzivany nejen v lidovém léCitelstvi, nebot’ jim je pfisuzovano mnozstvi preventivnich a
1écivych acinki.

Predlozena diplomova prace se zabyva pfipravou a naslednou charakterizaci ethanolového
extraktu a dopliika stravy na bazi bioaktivnich latek izolovanych z plodi trnky obecné.
Ethanolovy extrakt byl pfipraven maceraci Cerstvych ploda Prunus spinosa v 40% konzumnim
lihu. Poté byl u extraktu stanoven obsah celkovych polyfenolt (2111,39+11,32 mg GAE/),
flavonoidi (903,89+5,08 mg CAE/l) a anthokyant (165,24+0,38 mg CGE/l), antioxidacni
(11,99+0,40 mmol TE/l) 1 antimikrobialni aktivita, profil fenolickych latek a profil jednodu-
chych cukri. Ethanolovy extrakt vykazal antibakterialni ucinek vici grampozitivni bakterii
Micrococcus luteus 1 gramnegativni bakterii Escherichia coli, av§ak vici kvasince Candida
glabrata nebyl uCinny. Po Setrném zahusténi na vakuové odparce byl extrakt pouzit pfi piiprave
dopliiku stravy.

V ramci diplomové prace byly pfipraveny dva typy dopliku stravy, a to zelatinové bonbony
s extraktem z plodu trnky obecné a zelatinové kapsle plnéné praskem z lyofilizovanych plodu.
U téchto produktd byl charakterizovan jejich nutricni profil, obsah bioaktivnich latek
(. celkové polyfenoly, flavonoidy a anthokyany), profil fenolickych sloucenin a antioxidacni
aktivita. Dale u nich bylo sledovano uvolfiovani polyfenoltd v pribéhu modelového in vitro
traveni ,,nalacno®. Mimo to byly Zzelatinové bonbony s riznym obsahem extraktu (5, 10, 15 a
20 %) podrobeny senzorickému hodnoceni, kdy cilem byla optimalizace pfidavku koncentrova-
ného extraktu do zelatinové matrice. Dle preferenci hodnotitelt byl vzorek s pfidavkem 15 %
extraktu hodnocen jako nejlepsi z pohledu celkové chuti, resp. flavouru. V potadové zkousce
se tento vzorek umistil na druhém miste€, a to za vzorkem s 5 % extraktu, avSak ten pro zménu
ziskal horsi hodnoceni senzorického profilu.

Soucasti prace bylo také sledovani vlivu mrazeni, lyofilizace a suSeni na obsah bioaktivnich
latek (tj. celkové polyfenoly, flavonoidy a anthokyany) a antioxidaéni aktivitu ploda Prunus
spinosa. Nejvyssi obsah celkovych polyfenolt (57,49+0,33 mg GAE/g DW), flavonoida
(45,75+0,12 mg CAE/g DW) i anthokyanu (6,41+0,19 mg CGE/g DW) byl kvantifikovan
u lyofilizovanych plodd, avSak nejvyssi antioxidacni aktivita (281,72+0,70 umol TE/g DW)
byla zaznamenana u plodd mrazenych. U analyzovanych vzorkl byla pozorovana statisticky
vyznamna stfedné¢ silna kladna korelace (0,641) antioxidacni aktivity a celkovych flavonoidu.

Vysledky prace poukazaly na velky potencial vyuziti ploda trnky obecné v nutraceutickém
prumyslu, kde mohou jako aktivni aditiva ptispét k zvyseni jak bioaktivni, tak i nutri¢ni kvality
potravinovych doplrikd.

KLIiCOVA SLOVA

trnka obecna (Prunus spinosa), ethanolovy extrakt, doplnek stravy, zelatinové bonbony, kapsle,
polyfenoly, flavonoidy, anthokyany, antioxida¢ni aktivita, antimikrobialni aktivita, nutrini
profil, modelové traveni in vitro, senzoricka analyza



ABSTRACT

Blackthorn fruits (Prunus spinosa) are small blue-purple drupes containing a range of bioactive
substances that give them diverse biological effects. They are traditionally used not only in folk
medicine, as they are attributed with many preventive and therapeutic effects.

The presented master’s thesis deals with the preparation and characterization of an ethanol
extract and dietary supplements based on bioactive substances isolated from the fruits of
blackthorn. The ethanol extract was prepared by maceration fresh Prunus spinosa fruits in 40%
alcohol. The extract was analyzed for the polyphenols (2111.39+11.32 mg GAE/), flavonoids
(903.89+5.08 mg CAE/l) and anthocyanins (165.24+0.38 mg CGE/l) content, antioxidant
(11.9940.40 mmol TE/l) and antimicrobial activity, phenolic compounds profile and sugars
profile. The ethanolic extract exhibited antibacterial effect against the gram-positive bacterium
Micrococcus luteus and gram-negative bacterium FEscherichia coli but was not effective against
the yeast Candida glabrata. After gentle concentration on a vacuum evaporator, the extract was
used to prepare a dietary supplement.

Two types of dietary supplements were prepared, namely gelatine candies with blackthorn
fruit extract and gelatine capsules filled with lyophilized fruit powder. The nutritional profile
of these products, content of bioactive substances (i.e. total polyphenols, flavonoids, and
anthocyanins), phenolic compound profile and antioxidant activity were characterized.
Additionally, the release of polyphenols was monitored during a simulated in vitro digestion.
The gelatine candies with different extract concentrations (5, 10, 15 and 20 %) were subjected
to sensory evaluation, where the aim was to optimize the addition of the extract to the gelatine
matrix. According to the preferences of the evaluators, the sample with 15 % extract was rated
as the best in terms of overall taste. In the ranking test, this sample was ranked second, behind
the sample with 5 % extract, which, on the other hand, received a worse sensory profile rating.

The thesis also included monitoring the effect of freezing, lyophilization, and drying on the
bioactive compounds content (i.e. total polyphenols, flavonoids, anthocyanins) and
antioxidant activity of Prunus spinosa fruits. The highest contents of total polyphenols
(57.49+0.33 mg GAE/g DW), flavonoids (45.75+0.12 mg CAE/g DW) and anthocyanins
(6.41+0.19 mg CGE/g DW) were quantified in lyophilized fruits, but the highest antioxidant
activity (281.72+0.70 umol TE/g DW) was observed in frozen fruits. A statistically significant
moderately strong positive correlation (0.641) of antioxidant activity and total flavonoids was
observed for the analyzed samples.

The results of the thesis showed a great potential for the use of blackthorn berries in the
nutraceutical industry, where they can contribute as active additives to increasing both the
bioactive and nutritional quality of dietary supplements.

KEY WORDS

blackthorn fruit (Prunus spinosa), ethanol extract, dietary supplement, gelatine candies,
capsules, polyphenols, flavonoids, anthocyanins, antioxidant activity, antimicrobial activity,
nutrient profile, simulated digestion in vitro, sensory analysis
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1 UVOD

Dopliiky stravy (resp. suplementy) jsou Ceskou legislativou definovany jako potraviny, jejichz
ucelem je dopliiovat béznou stravu a které jsou koncentrovanym zdrojem vitamint a minerala
nebo dalSich latek s nutricnim nebo fyziologickym ucinkem [1]. Suplementy se obvykle
konzumuji ve formé tablet, kapsli, praska ¢i tekutin. V poslednich nékolika letech byl
zaznamenan celosvétovy narast trhu s dopliky stravy, ktery v roce 2022 dosahl hodnoty
165,71 miliardy americkych dolard (USD) [2]. Vzrustajici trend tohoto trhu je predikovan i
v dal§im desetileti s oekavanym tempem rustu 8,9 %, pfiCemz jiz v roce 2030 by mél dle
nékterych zdroji dosahnout hodnoty 354,21 miliardy USD [3]. Dynamicky rozvoj trhu
s dopliikky stravy byl v minulych letech podpofen také pandemii COVID-19, kdy béhem
jednoho roku doslo k nartstu o cca 8 %. Suplementy vSak nebyly vzdy popularni jako dnes.
Mezi lety 1975 a 2015 byl zaznamenan pouze 25% nartst amerického trhu se suplementy.
Pro srovnani v poslednich méné nez deseti letech doslo k nartstu o 78,9 % [2,3].

Rostouci nabidka jak doplrika stravy, tak funkénich potravin a superpotravin, jde ruku v ruce
s rostou poptavkou ze stran spotiebiteld. Az 30,8 % ztrhu s dopliky stravy tvoii segment
vitaminQ nasledovany bylinnymi preparaty (9,2 %) [2,3]. Z pruzkumu amerického trhu bylo
zjisténo, ze 57,6 % dospélych lidi uzivda minimalné jeden doplnék stravy denné, a pocet
konzumovanych suplementd roste se zvySujicim se vékem [4]. Spotiebitelé maji také tendenci
divérovat spiSe produktim na pfirodni bazi nez tém, které si spojuji s farmaceutickym
prumyslem (az 72 % dotazanych) [2]. Divodu pro¢ lidé dopliiky stravy konzumuji je hned
nékolik. Témeér polovina spotiebitelti ocekava zlepseni zdravotniho stavu, tietina konzumentt
suplementy uziva za Gcelem udrzeni aktualniho zdravotniho stavu [4]. Existuje také skupina
lidi, ktefi dopliky stravy berou kvili zvySeni sportovniho vykonu. Vzhledem k vysoké
konkurenci na trhu se stovky spolecnosti po celém svété snazi nabizet zakaznikiim stale nové
produkty [2].

Plody trnky obecné (Prunus spinosa) jsou drobné modrofialové peckovice [5] obsahujici
fadu bioaktivnich latek, jako jsou polyfenoly, flavonoidy, anthokyany, taniny, karotenoidy,
organické kyseliny, mineralni latky ¢i vitaminy C, B1, B2, B3, B6, B9 a E [6-11]. Diky
bohatému bioaktivnimu slozeni plody disponuji rozmanitymi biologickymi ucinky, jako je
jsou tradicné vyuzivany v lidovém IéCitelstvi, nebot’ jim je pfisuzovano mnozstvi preventiv-
nich a léCivych ucinkt [6,12-14]. Diive byly vyuzivany k1écbé napiiklad nachlazeni,
cukrovky, obezity, respiracnich a zazivacich obtizi apod [12].

Cilem této diplomové prace byla pfiprava a nasledna charakterizace ethanolového
extraktu a doplik( stravy na bazi bioaktivnich latek ziskanych z ploda trnky obecné (Prunus
spinosa). V ramci této prace byly pfipraveny dva typy dopliku stravy, a to Zelatinové bonbony
s extraktem z plodu trnky obecné a zelatinové kapsle plnéné praskem z lyofilizovanych plodu.
Ethanolovy extrakt byl pfipraven 14denni maceraci Cerstvych ploda v 40% konzumnim lihu a
pomoci jednoduchych, rychlych, spektrofotometrickych metod byl charakterizovan z hlediska
obsahu vybranych bioaktivnich latek, antioxida¢ni a antimikrobidlni aktivity. Metodou
HPLC/DAD byl v extraktu analyzovan také profil fenolickych latek. Po Setrném zahus$téni
na vakuové odparce byl extrakt pouzit pii pfipravé dopliku stravy ve formé zelé bonbond.
Ty byly podrobeny senzorickému hodnoceni, a to s cilem optimalizovat pfidavek trnkového
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extraktu (5, 10, 15 a 20 %) do zelatinové matrice s ohledem na spotfebitelskou pfijatelnost.
U obou typu pripravenych doplikd stravy byl stanoven piislusny nutri¢ni profil, obsah
vybranych bioaktivnich latek, antioxidacni aktivita a profil fenolickych latek. Taktéz u nich
bylo sledovano uvolfiovani polyfenolt v pribéhu modelového in vitro traveni ,nala¢no“.
Soucasti prace bylo také studium vlivu zptisobu uchovani, resp. konzervace, ploda trnky obecné
na obsah vybranych bioaktivnich latek a antioxida¢ni aktivitu, a to se zamérem zvolit vhodny
zpusob uchovavani téchto plodi pied jejich dal§im zpracovanim.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Trnka obecna

Trnka obecna (Prunus spinosa, blackthorn) je husté vétveny, opakované kvetouci, 1-3 m
vysoky, listnaty ket s dlouhymi trny [5,15]. Drobné Cisté bilé kvéty s vyraznou vuni kvetou
od brezna do kvétna [15,16]. Teprve po jejich odkvétu zacinaji raSit listy tmaveé zelené
az Sedavé zelené barvy [5,17]. Plody tzv. trnky (obrazek 1) jsou kulovité, modrofialové
az modrocerné, ojinéné duznaté peckovice o velikosti piiblizné¢ 10-15 mm [5]. Plody jsou
znacné podobné Svestkam, avSak dozravaji pozdéji, ato az v fijnu [5,15,18]. Jejich chut je trpce
kysela az svirava, vzacnéji sladka [5,12,17].

Obrazek 1: Plod Prunus spinosa (fotografie byla prevzata a upravena) [19].

Prunus spinosa L. (PsL) je roz§ifeny druh, ktery roste pfevazné v mirném kontinentalnim
podnebi severni polokoule v nizinnych az podhorskych oblastech [13,16,20]. Vyskytuje se
témer na celém tzemi Evropy [5]. Béznymi lokalitami ristu jsou také severozapadni Afrika,
Mal4 Asie, Turecko, Izrael, Iran, Kavkaz a izolované lokality v okoli Balchaského jezera
v Kazachstanu [5,20]. V Ceské republice trnka obecna roste roztrousen& po celém uzemi [5].
Jejim stanovistém jsou meze, stie, suté, kfovinaté slunné strané, kamenité ¢i skalnaté svahy,
lesni plané apod [5,16]. Mnohdy roste v listnatych lesich, predevsim vymladkového typu,
vzacnéji pii komunikacich a na opusténych mistech pobliz obci [5,17].

2.1.1 Chemické slozeni plodu

Ploty trnky obecné jsou vyznamné pro své vyvazené bioaktivni a nutri¢ni slozeni. Mimo jiné
jsou cennym zdrojem energie, kdy na 100 g suchych ploda pfipada energeticka hodnota
piiblizn€ 249-383 kcal [6,7]. Chemickeé slozeni ploda PsL, tedy i jejich energeticka hodnota,
jsou zavislé na fadé faktort, jako je stadium zralosti, podminky rastu (tj. podnebi, nadmoiska
vyska, hnojeni aj.), zptsob a délka skladovani ¢i zpasob zpracovani [21].

Nejvice zastoupenou makrozivinou v plodech PsL jsou sacharidy, které Casto tvoti az 88 %
hmotnosti suchych ploda. V trnkach byly identifikovany a kvantifikovany hlavni cukry, a to
glukoza (29,84 g/100 g suchého materialu tzv. DW), fruktoza (6,95 g/100 g DW) a sacharéza
(0,27 g/100 g DW) [6]. Vedle téchto cukri ovoce obsahuje i1 dalsi sacharidy, predevs§im
polysacharidy pektin, celulézu, Skrob aj. Pektin a celuldza se fadi mezi tzv. nevyuzitelné
polysacharidy, nebot’ nejsou snadno stravitelné. Obecné se oznacuji jako vlaknina [21]. Plody
Prunus spinosa obsahuji az 32 g vlakniny/100 g DW [6].
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Obsah bilkovin v ovoci je zpravidla pouze nizky [21]. Proteiny v plodech PsL tvoii ptiblizné
1,35-3,4 % z hmotnosti suchych plodu [6,7,8]. Doposud bylo v plodech PsL kvantifikovano 13
aminokyselin, jejichz obsah se pohyboval v rozmezi 47,6-356,7 mg/100 g DW (tabulka 1) [8].

Nejmén¢ zastoupenou makrozivinou v plodech PsL jsou lipidy, které tvori pfiblizné€ 2 %
hmotnosti suchych plodu [6,7]. V plodech trnky obecné bylo identifikovano a kvantifikovano
20 mastnych kyselin (tabulka 1). Nejvice jsou v plodech obsazeny mononenasycené mastné
kyseliny tzv. MUFA (58,45 %), mezi které spada dominantni kyselina olejova tvoftici 57,58 %
z celkového obsahu mastnych kyselin. Polynenasycené mastné kyseliny tzv. PUFA (26,40 %),
které zahrnuji druhou nejvice zastoupenou kyselinu linolovou (23,57 %), pfevazuji nad nasyce-
nymi mastnymi kyselinami tzv. SAFA (15,16 %) [6].

Plody Prunus spinosa jsou bohaté jak na mineralni latky, tak na organické kyseliny.
Doposud v nich bylo identifikovano a kvantifikovano 16 mineralnich latek, jejichz obsah €inil
0,279-500 025,97 mg/kg suchych plodd [7] a 5 organickych kyselin s obsahem v rozmezi
1,64-158,00 mg/100 g DW (tabulka 1) [9,22].

Tabulka 1: Profil aminokyselin, mastmych kyselin, organickych kyselin a minerdlnich ldtek plodii Prunus
spinosa [6,7,8,9,22].

aminokyseliny mastné Kyseliny mineralni latky | organické kyseliny
leucin kyselina olejova sira kyselina jablecna
izoleucin kyselina linolova draslik kyselina citronova
valin kyselina palmitova vapnik kyselina fumarova
fenylalanin kyselina trikosanova fosfor kyselina jantarova
lysin kyselina a-linolenova hor¢ik kyselina mlééna
threonin kyselina stearova sodik
tyrosin kyselina palmitoolejova bor
kyselina glutamova kyselina arachova hlinik
kyselina asparagova kyselina lignocerova zelezo
serin kyselina behenova lithium
prolin kyselina heptadecylova mangan
alanin kyselina heptadecenova vanad
glycin kyselina laurova chrom
kyselina myristova olovo
kyselina eikosenova nikl
kyselina myristoolejova kadmium
kyselina pentadecylova
kyselina kaprinova
kyselina kaprylova
kyselina (cis, cis, cis)-11,14,17-
cikosatrienova a kyselina
heneikosanova
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Plody dale obsahuji fadu bioaktivnich latek jako jsou polyfenoly, fenolové kyseliny,
flavonoidy, anthokyany, tanniny, karotenoidy, vitaminy apod [6,10,11]. Obsah celkovych
polyfenola (TPC) se v plodech trnky obecné pohybuje v rozmezi pfiblizn€ 30,20-33,08 mg
kyseliny gallové/100 g DW [10,24]. Polyfenoly jsou velice rozsadhlou heterogenni skupinou
slouCenin, které vykazuji mnozstvi biologickych ucinkt, jako je napfiklad antioxidacni,
vazodilatacni efekt [6,23]. V plodech PsL byly kvantifikovany nejen celkové fenolové kyseliny
(7,24 mg katechinu/g DW), ale také suma hydroxyskoficovych (56,50 mg/100 g DW) a
hydroxybenzoovych kyselin (21,66 mg/100 g DW) [11,24]. V plodech jsou hojné zastoupeny
také flavonoidy (1,54-3,29 mg rutinu/g DW), anthokyany (3,48-5,17 mg chloridu kyanidin-3-
glukosidu/g DW), proanthokyanidiny (22,10-26,49 mg kyanidin chloridu/g DW) ¢i tanniny
neboli tfisloviny (0,11-0,27 % w/w) [10,24,25]. Pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie s reverznimi fazemi a detektorem diodového pole tzv. RP-HPLC-DAD byly
v plodech identifikovany jednotlivé fenolové kyseliny, flavonoidy a anthokyany (tabulka 2)
[9,11,13,26,27].

Vedle fenolickych sloucenin, trnky dale obsahuji karotenoidy, které jsou obecné povazovany
za hlavni pavodce antioxida¢nich vlastnosti t€chto divokych plodi. Doposud byl v plodech PsL
kvantifikovan pouze obsah B-karotenu, ktery ¢ini pfiblizné 0,22—-0,78 mg/100 g DW [6,10,22].

Dalsimi slozkami plodi PsL, které vykazuji antioxidacni vlastnosti, jsou vitaminy
(tabulka 2). Trnky jsou bohaté pfedev§im na vitamin C, jehoz koncentrace se ¢asto pohybuje
v rozmezi 19-26 mg kyseliny L-askorbové/100 g Cerstvého materiadlu (FW), resp. 131,64 mg
kyseliny L-askorbové/100 g DW [9,10,28]. Vitamin C patii mezi nejvice nestalé vitaminy, kdy
celkové ztraty v dasledku zpracovani a skladovani Casto ¢ini 2080 % [23]. Plody trnky obecné
dale vykazuji relativné vysokou koncentraci vitaminu E (2,75-9,25 mg/100 g DW), piestoze se
nejedna o potravinu s vysokym obsahem lipidu, pro které je vyskyt vitaminu E charakteristicky
[6,22].

Tabulka 2: Profil fenolovych kyselin, flavonoidii, anthokyanii a anthokyanidini a vitaminii v plodech
Prunus spinosa [6,9,10,11,13,22,26,27].

fenolové kyseliny flavonoidy anthokyany a anthokyanidiny vitaminy
kyselina gallova katechin kyanidin-3-o-glukosid vitamin C
kyselina kavova rutin kyanidin-3-o-rutinosid vitamin E
kyselina chlorogenova kvercetin peonidin-3-o-glukosid vitamin B1
kyselina neochlorogenova myricetin peonidin-3-o-rutinosid vitamin B2
kyselina 4-hydroxybenzoova floridzin malvidin vitamin B3
kyselina syringova genistin delfinidin vitamin B6
kyselina p-kumarova pelargonidin vitamin B9
kyselina ferulova
kyselina vanilova
kyselina sinapova
kyselina rozmarynova
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Aroma plodu trnky obecné je tvofeno mnozstvim té€kavych latek, pfiCemz majoritnimi
jsou aldehydy, nasleduji terpenoidy, alkoholy, estery, alkany a ketony. Pomoci mikroextrakce
na pevné fazi a plynové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii tzv. SPME-
GC-MS bylo v plodech PsL identifikovano a kvantifikovano celkem 39 tékavych latek
(tabulka 3) [29].

Tabulka 3: Profil tékavych latek u plodii Prunus spinosa [29].

skupina  zastoupeni tékava latka

hexanal, nonanal, (E)-2-oktenal, (Z)-2-heptenal, oktanal,
2-hexenal, heptanal, benzaldehyd, dekanal, (Z)-2-nonenal,
(E)-2-dekenal, benzacetaldehyd, (Z)-3-hexenal, 2-undecenal,
(E.E)-2.,4-nonadienal

linalool, terpineol, (Z)-linalool oxid, a-cyklocitral, a- damascenon,

aldehydy 70,0 %

terpenoid 13,5 % ) ) )
P y 7 7 (E)-geranylaceton, a-ionon, a- terpineol, hotrienol

alkoholy 8.2 % 2-ethyl-1-hexanol
butylacetat, hexylacetat, geranylisovalerat, methylsalicylat,
estery 3,0% ] i ]
(Z)-3-hexenylbutyrat, butylkarbitolacetat
alkany 2.7 % dodekan, hexadekan, pentadekan, heptadekan
ketony 1,9 % 1-hepten-3-on, 2.6,6-trimethylcyklohexanon, dodekan-6,7-dion

2.1.2 Biologické ucinky ploda

Rostlinné buriky produkuji fadu fytochemikalii, pfedevs§im sekundarnich metabolit, které
slouzi jako obranné mechanismy proti vn€j§im vlivim. Sekundarni metabolity rostlin jsou
Siroce zkoumany pro své rozmanité biologické ucinky, jako je antioxidacni, antimikrobialni,
antikarcinogenni ¢i protizanétliva aktivita [30]. Biologicky aktivni slouceniny, jako jsou
naptiklad fenolové slouceniny vcetné flavonoidi, karotenoidy, vitaminy, organické kyseliny ¢i
mineralni latky, disponuji terapeutickym potencidlem [31,32]. Pravidelné konzumaci potravin
bohatych na bioaktivni latky je pfipisovan pozitivni vliv na lidské zdravi vCetné prevence
vzniku fady neinfekénich onemocnéni, jako je napfiklad rakovina, cukrovka, mrtvice,
kardiovaskularni onemocnéni, Alzheimerova choroba, Sedy zakal ¢i funkcni dekadence
souvisejici s vékem [32]. Bioaktivni slouceniny jsou zajimavou alternativou pro prevenci,
piip. 1éCbu nékterych onemocnéni, a to nejen diky stale vzristajicimu zajmu spotiebiteld
o udrzitelna feseni pro zlepSeni kvality zivota [33].

Plody Prunus spinosa disponuji nejen vysokou antioxida¢ni aktivitou, ale také fadou dalSich
biologickych ucinkd, jako je antimikrobialni, antikarcinogenni, antihemolyticka, antidiabeticka
¢i protizanétliva aktivita [12-14]. Diky Cetnym biologickym ucinkiim jsou trnky velmi
zajimavou surovinou pro potravinaisky, nutraceuticky, farmaceuticky i kosmeticky prumysl
[13]. Plodim trnky obecné je pfipisovana fada preventivnich i 1é¢ivych ucinku, a tak je Casto
oznacovana jako ,,1éCiva potravina“, ktera je tradi¢né vyuzivana v lidovém Iécitelstvi [6,12].
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Antioxidacni aktivita ploda

Zivé organismy jsou vystaveny nepietrzitému plsobeni exogennich a endogennich volnych
radikal. Volné radikaly, coz jsou Castice obsahujici nejméné jeden neparovy elektron ve svém
elektronovém obalu, vznikaji in vivo nejcastéji piijetim Ci ztratou jednoho elektronu neutralni
molekulou [34,35]. Pritomnost neparového elektronu je pfiCinou vysoké reaktivity téchto
Castic, které se snazi neparovy elektron doplnit za zisku stabilni elektronové konfigurace [34].
V poslednich nékolika letech se vénuje pozornost predev§im negativnimu puasobeni volnych
radikald na organismus. Jedna se zejména o reaktivni formy kysliku tzv. ROS (napf.
superoxidovy radikal, hydroxylovy radikal ¢i peroxylové radikal) a dusiku tzv. RNS (napf. oxid
dusnaty ¢i peroxynitrit) [34,35]. Mezi zdroje exogennich radikalt patii ionizujici i neionizujici
zafeni, nadmémé mnozstvi Skodlivin v ovzdusi, cigaretovy kouf, intoxikace chemickymi
latkami a také potrava, v niz volné radikaly vznikaji zejména pfi tepelné tprave. Vyssi zatézi
pro organismus jsou vSak radikaly endogenni, které¢ vznikaji pfi zakladnich fyziologickych
procesech, jako jsou oxidacni reakce aerobniho metabolismu [34].

V zivém organismu existuje dynamicka rovnovaha mezi tvorbou volnych radikald a
antioxidacni ochranou. Udrzeni oxidoredukcni rovnovahy je velmi dilezité pro zachovani
bunécnych a biochemickych funkci. Pfi naruseni této rovnovahy ve prospéch volnych radikalt
mluvime o tzv. oxidanim stresu, ktery je spojovan s moznym poskozenim biomolekul [34].
Radikaly iniciuji kaskadu reakci zejména s lipidy, bilkovinami a nukleovymi kyselinami.
V dasledku téchto reakci dochazi ke zménam struktury biomolekul a tim i k modifikaci
dilezitych funkci v organismu [35]. Role oxidacniho stresu byla prokazana u fady patologic-
kych procesu, jako je zanét, nekroza Ci apoptoza, a také u fady onemocnéni, jako je atero-
skleroza, diabetes mellitus, revmatoidni artritida, neurodegenerativni onemocnéni atd [34].

Reparativni mechanismy organismu nejsou schopny plné eliminovat poSkozeni biomo-
lekul, a tak dilezitou roli v ochrané pred volnymi radikaly hraje prevence jejich vzniku [35].
Pfirozenym ochrannym mechanismem organismu vici volnym radikalim jsou latky
s antioxida¢nim efektem [36]. Antioxidanty tvofi ruznorodou skupinu latek, které jsou
definovany bud’ jako latky eliminujici jiz vzniklé volné radikaly, tim ze je pfevade€ji na méné
reaktivni nebo nereaktivni formy, nebo jako slouceniny zabranujici tvorbé volnych radikalt
regulaci oxida¢nich pochodi v organismu [34,36].

Antioxidacni aktivita kvalifikuje antioxidacni kapacitu materidlu, coz je schopnost
slouCeniny nebo smési latek eliminovat radikaly [36]. K pfirodnim latkdm s antioxidacni
aktivitou, které jsou pfijimany stranou, tradi¢né patfi vitaminy C a E, karotenoidy ¢i
polyfenolické slouCeniny mezi néz se fadi flavonoidy, katechiny, fenolické kyseliny atd. Strava
bohatd na antioxidanty je spojovana s prevenci nékterych onemocnéni, jako jsou napftiklad
kardiovaskularni choroby, neurologické poruchy, karcinogeneze ¢i proces starnuti [35].

U plodtt Prunus spinosa byla opakované prokazana in vitro antioxidacni aktivita, ktera se
pohybuje v pomérné Sirokém rozmezi, a to 18,30-76,40 uM Troloxu/g FW [10,37,38]. Rozptyl
hodnot je dan zavislosti antioxida¢ni aktivity plodd na fadé faktorti, mezi které patii naptiklad
odlisnost genotypu, lokalita a klimatické podminky ristu ¢i sezéna sbéru [24,37].

Velickovi¢ a kol. [12] sledovali zavislost antioxidacni aktivity extraktu z plodd PsL
na pouzitém rozpoustédle a zvoleném in vitro antioxida¢nim testu. U metod vyuzivajicich
volny radikal DPPH, kation-radikal ABTS a redukci Fe** iontu se jako nejucinngjsi ukazal
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ethanolovy extrakt, vodny a acetonovy extrakt vykazaly podstatné nizsi antioxidacni aktivitu.
Barros a kol. [6] vyuzili pro extrakci antioxidanti z plodd PsL methanol, avSak z pohledu
toxicity jsou upfednostiiovany piredevsim ethanolové extrakty.

Sikora a kol. [10] sledovali antioxidacni aktivitu jak Cerstvych ploda Prunus spinosa
(43,6 uM Troloxu/g FW), tak plodi mrazirensky skladovanych po dobu tii mésicu pfi teploté
-18 °C (48,5 uM Troloxu/g FW). Mirny nartst antioxidacni aktivity byl vysvétlen poskozenim
bunéénych struktur, v disledku ¢ehoz byly antioxidacni komponenty pfi extrakci dostupné;si.

Antimikrobialni aktivita ploda

Antimikrobialni aktivita je proces inhibice rast, pfip. usmrceni daného mikroorganismu.
K tomuto ucelu jsou pouzivany rizné antimikrobialni latky, které 1ze rozlisit na antibakterialni,
antifungalni, resp. antimykotické a antivirové [39]. K hodnoceni antimikrobialni ucinnosti
raznych latek se pouzivaji hodnoty MIC, MBS a MFC. MIC neboli minimalni inhibicni
koncentrace je definovana jako nejnizsi koncentrace antimikrobialni latky, kterd zabraiuje
viditelnému ristu mikroorganismd, je tzv. bakteriostaticka, fungistaticka ¢i virustaticka. MBS
neboli minimalni baktericidni koncentrace je nejnizs§i koncentrace antibakterialni latky
potifebna k usmrceni bakterie za urceny ¢as (napi. za 24 hodin za specifikovanych podminek).
MFC neboli minimalni fungicidni koncentrace je nejnizs$i koncentrace antifungélni latky
potfebna k usmrceni vlaknité houby nebo kvasinky za urCeny ¢as [40,41].

U extraktt z ploda Prunus spinosa byl prokazan vyznamny in vitro antibakterialni ti¢inek
vuci sirokému spektru patogennich gramnegativnich i grampozitivnich bakterii (viz tabulka 4)
[11-13,26,42]. Ethanolové extrakty vykazuji vyznamné lepsi bakteriostatické 1 baktericidni
ucinky vaci testovanym bakteriim v porovnani s vodnymi extrakty [12]. Za antibakterialni
ucinek extraktt z ploda PsL jsou pravdépodobné zodpovédné predevsim nekteré flavonoidy
(napf. rutin, kvercetin a myricetin) a fenolové kyseliny (napf. kyselina gallova, kavova a
ferulova), které poskozuji bakterialni membranu, potlacuji nékteré z faktorti virulence a inhibuji
enzymy 1 toxiny [13]. Mechanismus antibakteridlniho u¢inku patrn€ souvisi se schopnosti
fenolickych latek vytvaret komplexy s extracelularnimi a rozpustnymi proteiny, s polypeptidy
bunécné stény 1 s enzymy vazanymi na bunécné membrang, ¢imz narusuji jejich funkce [30].

U extraktl z plodt Prunus spinosa byl dale sledovan in vitro antifungalni Gcinek vuci
kvasince Candida albicans a vlaknitym houbam rodu Aspergillus, Penicillium a Trichoderma
(viz tabulka 5) [11,12,26]. Udaje dostupné v literatuie jsou prozatim nedostatedné a rozporu-
plné [12]. Velickovi¢ a kol. [12] a Velickovi¢ a kol. [26] u kvasinky Candida albicans zazna-
menali antiproliferativni ucinek ethanolového extraktu z ploda PsL, zatimco Gegiu a kol. [43]
uvadi, ze je kvasinka proti testovanému vodnému extraktu rezistentni. Velickovi¢ a kol. [12]
dale prezentuji antifungalni GCinek ethanolového i vodného extraktu vici plisni Aspergillus
niger, naproti tomu Velickovi¢ a kol. [26] uvadi, ze je plisen proti testovanému ethanolovému
extraktu rezistentni. Fungicidni u¢inek ethanolového extraktu byl zaznamenan az pti maximalni
testované koncentraci (tj. 69,75 mg/ml), coz potvrzuje nizkou G¢innost extraktu z ploda PsL
proti této plisni [11].

16



Tabulka 4: Seznam testovanych grampozitivnich a gramnegativnich bakterii, u kterych byl prokazadn
antibakteridalni ucinek extraktu z plodit Prunus spinosa, dale prislusné hodnoty MIC, MBC a velikosti
inhibicnich zon ziskané pomoci jamkové difuzni metody [11-13,26,42].

ethanolovy extrakt vodny extrakt
testovany mikroorganismus MIC MBC JDM MIC MBC
[mg/ml] [mg/ml] [mm] [mg/ml] [mg/ml]
grampozitivni bakterie
Bacillus cereus 5,68 11,36 l.n. 11,36 22,73
Bacillus subtilis l.n. ln. 6,92; 13,67 ln. ln.
Staphylococcus aureus 5,68:8.72 | 11,36;17.44 5,42; 11,33 11,36 22.73
Listeria monocytogenes 5,68 11,36 l.n. 11,36 22,73
Enterococcus faecalis 4.36 8,72 7,76 14,33 ln. ln.
Micrococcus flavus 5,68 11,36 l.n. 11,36 22,73
gramnegativni bakterie
Enterobacter cloacae 5,68 11,36 l.n. 5,68 11,36
Enterobacter aerogenes l.n. lL.n. l.n. l.n. l.n.
Pseudomonas aeruginosa 4.36; 5,68 8,72; 11,36 6,00; 16,33 11,36 22.73
Salmonella typhimurium 5,68 11,36 l.n. 11,36 22,73
Salmonella enterica ln. ln. 5,25; 10,33 ln. ln.
Salmonella enteritidis 4.36 8,72 l.n. ln. ln.
Salmonella abony l.n. lL.n. l.n. l.n. l.n.
Escherichia coli 5,68:8,72 | 11,36;1744 | 5,00; 10,00 11,36 22.73

Pozn.: MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace), MBC (minimalni baktericidni koncentrace), JDM
(jamkova difuzni metoda), L.n. (literatura neuvadi).

Tabulka 5: Seznam testovanych vidknitych hub a kvasinek, u kterych byl sledovan antifungalni ucinek

extraktii z plodii Prunus spinosa, ddle prislusné hodnoty MIC a MFC [11,12,26].

ethanolovy extrakt vodny extrakt
testovany mikroorganismus MIC MFC MIC MFC
[mg/ml] [mg/ml] [mg/ml] [mg/ml]

Candida albicans 8,72 17,44 ln. l.n.
Aspergillus niger 11,26; 34,87 22.52; 69,75 11,26 22.52
Aspergillus fumigatus 11,57 23,15 11,57 23,15
Aspergillus versicolor 11,06 2212 11,06 2212
Aspergillus ochraceus 22.94 45,87 5,73 11,47

Trichoderma viride 5,74 11,47 2.87 5,73
Penicillium funiculosum 5,68 11,36 5,68 11,36
Penicillium ochrochloron 5,48 10,96 5,48 10,96

Penicillium verrucosum var.
_ 11,16 22.32 11,16 22.32
cyclopium

Pozn.: MIC (minimalni inhibiéni koncentrace), MFC (minimalni fungicidni koncentrace), 1.n. (literatura

neuvadi).
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2.2 Vliv zpusobu zpracovani a uchovavani na kvalitu duznatého ovoce

Plody trnky obecné (Prunus spinosa) jsou drobné duznaté peckovice bohaté na vodu a
sacharidy [5,44]. Jedna se o zivé rostlinné organy s aktivnim enzymovym aparatem, které
dychaji a podléhaji 1 po sklizni dalsSimu vyvoji. Pro uchovani plodiny ve vysoké kvalité je nutna
Setrnd manipulace, tak aby nedoSlo k mechanickému poskozeni, které by mohlo pfispét
k stresové reakci ¢i k mikrobialni kontaminaci. Poskliziiové Upravy, jako jsou odstranéni
nepozivatelnych Casti, zchlazeni ¢i dosuseni, slouzi k co nejrychlej§imu pievedeni plodiny
do stavu vhodného k preprave, zpracovani ¢i skladovani. Béhem celého procesu zpracovani a
skladovani podléhaji plody komplexnim zménam, které zahrnuji zmény: fyziologické,
enzymove, chemické a mikrobiologické. Jelikoz je skladovatelnost zralych duznatych ploda jen
velmi omezend, byvaji Casto zpracovavany s cilem prodlouzit jejich uchovatelnost, zachovat
nutricni a senzorickou kvalitu a zajistit zdravotni bezpecnost [44].

Metody konzervace potravin se podle principu ucinku déli do 3 hlavnich skupin: vylu¢ovani
mikroorganismu z prostedi potraviny, usmrcovani mikroorganismu neboli abiosa a zvySovani
odolnosti potraviny prodluzovanim lag faze ristu mikroorganismii neboli anabiosa [44].

Mezi metody anabiosy patii: konzervace snizenou teplotou (napf. chlazeni a mrazeni),
konzervace osmoanabiosou (napf. suseni, koncentrace i proslazovani), konzervace chemoana-
biosou (napt. pridavek chemickych konzervovadel, alkoholizace, pfidavek antibiotik c¢i
fytoncidnich latek) a konzervace cenoanabiosou (napf. konkurenéni mikrofléra uskuteciujici
mlécné ¢i alkoholové kvasenti) [44].

2.2.1 Mrazeni

Mrazeni je anabiotickd metoda konzervace potravin fyzikalné-chemickou upravou [45].
V dasledku zmrazeni dochazi ke zpomaleni ¢i Gplnému zastaveni metabolismu pfitomnych
mikroorganismt, vyrazné se také zpomaluji enzymové a chemické reakce, které jinak snizuji
vyzivovou hodnotu potraviny. Konzervace mrazenim je ucinnd pouze béhem mrazirenského
skladovani (tj. pii teplotach -18 °C a nizsich), které je energeticky narocné. Po rozmrazeni je
produkt nachylny kontaminaci, proto se potraviny pied zmrazenim casto uvadi do stavu
urceného k ptimé spotiebé [44,45].

Pribéh zmrazovani je zavisly na sloZzeni dané potraviny, zejména na obsahu vody a
na koncentraci rozpusténych latek, které ovliviiuji hodnotu bodu mrazu potraviny, jez je casto
niz8i nez 0 °C [46]. Jak proces zmrazovani, tak jakost ovoce po rozmrznuti jsou ovlivnény
skupenskou pfeménou vody na led [45]. Cely proces krystalizace ledu se déli na dvé faze,
kterymi jsou nukleace krystalizacnich jader a samotny rast krystalti. Pribéh nukleace je ptimo
zavisly narychlosti zmrazovani, kdy pfi velmi rychlém zmrazovani vznikd velky pocet
krystaliza¢nich jader malych rozmeért. Se zpomalujicim se zmrazovanim dochazi k migraci
molekul vody k jiz existujicim jadrim a pocet vznikajicich jader se tak snizuje [46]. Druhou
fazi krystalizacniho procesu je rust krystald, ktery zavisi na stupni podchlazeni a na rychlosti
odniméni krystalizacniho tepla. Predpoklada se, ze vétsi teplotni rozdil mezi povrchem
krystalu a okolim je pfic¢inou rychlejsiho rastu krystalt [45].

V dusledku vymrzani vody, dochazi v potraviné k zvySovani koncentrace rozpusténych
latek, coz vede ke zménam aktivity vody, pH, viskozity, povrchového napéti a redoxniho
potencialu [46].
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Ovoce se zmrazuje volné nebo pifedem oSetfené cukernym roztokem. Cukerny roztok
po proniknuti do pletiv zvySuje osmoticky tlak v mezibunécném prostoru, ¢imz dochazi
k vyrovnani podminek pro vznik ledu v butikach i mimo né€. Snizuje se tedy riziko poskozeni
pletiv tvorbou velkych krystalt ledu [44]. Velké krystaly ledu vytahuji vodu z bunék a zhorsuji
tak hydrataci puvodnich struktur béhem procesu rozmrazovani. Jsou také pfiCinou
mechanického poskozeni pletiv, diky némuz dochazi ke kontaktu enzyml se substraty.
Jiz béhem zmrazovani se tak mohou projevovat enzymoveé zmény, jako jsou zmény textury,
zmény nutricni hodnoty, degradace kyseliny askorbové, enzymové hnédnuti ¢i oxidace
nenasycenych mastnych kyselin doprovazené vznikem tzv. mrazirenskych ptipacha [46].

Enzymové reakce pomalu probihaji i béhem mrazirenského skladovani, naplno se rozbihaji
az béhem rozmrazovani a po ném. Béhem skladovani dochazi také ke zménam chemickym, kdy
u dlouhodobé mrazirensky skladovanych potravin dochézi k degradaci barviv (napf. antho-
kyant), k autooxidaci tuku, k ztratam vitamind i nutri¢ni kvality. Na kvalitu produktu ma vliv
také proces rozmrazovani, pii kterém je nutné minimalizovat ztraty §tavy a maximalizovat
hydrataci pivodnich struktur. Z tohoto divodu se preferuje co nejpomalejsi rozmrazovani [46].

2.2.2 SuSeni

SusSeni je anabiotickd metoda konzervace potravin fyzikalné-chemickou upravou [45].
Principem metody je snizeni aktivity vody a zvySeni osmotické tlaku ve zbylém kapalném
podilu potraviny (tzv. osmoanabiosa). V dusledku suseni dochazi ke zpomaleni ¢i Gplnému
zastaveni metabolismu pfitomnych mikroorganismu, vyrazné se také zpomaluji enzymové a
chemické reakce, které jinak snizuji vyzivovou hodnotu potraviny. SuSené potraviny je nutné
chranit pred zvlhnutim, a to bud’ podminkami skladovani ¢i zabalenim do obalt nepropustnych
jak pro vlhkost, tak pro kyslik [44,45].

Susenti je proces, pii kterém je k suSenému materialu privadéno teplo za soucasného odvodu
vlhkosti. Teplo, které je k potraviné pfivadéno pomoci predehiatého vzduchu, vyhtivaného
povrchu, mikrovinné energie ¢i energie radiovych vin, se spotfebovava na skupenskou preménu
vody na vodni paru, ktera je nasledné odvadéna pomoci suSiciho média (napt. vzduch ¢i
prehrata para) [45,46]. Proces suseni 1ze rozdélit do dvou fazi, a to na fazi konstantni rychlosti
suseni a nasledujici fazi klesajici rychlosti suSeni. V prvni fazi suseni rychlost odvadéni vodni
pary z povrchu potraviny odpovida rychlosti pfesunu vody k povrchu, ktery zistava béhem celé
této faze vlhky. Po dosazeni kritického obsahu vody dochazi k pozvolnému poklesu rychlosti
suseni, a to az do dosazeni rovnovahy vlhkosti suSeného materialu s vlhkosti susiciho média,
kdy je rychlost suSeni nulova [46].

Proces suseni je uskutectiovan v tzv. susarnach, jez jsou dostupné v nejruznéjsich konstruk-
cich. Konstruovany jsou pfedevs§im s ohledem na optimalizaci spotieby energie, ktera je
majoritni slozkou nakladi na cely susici proces [46].

Susené ovoce musi byt vysoké kvality, dostate¢né vyzralé a vybarvené, také musi mit
dostateCné pevné pletivo a optimalné vysoky obsah suSiny. Za cilem inhibovat oxidacni
enzymy, odbarvit nepolymerovana barviva a usnadnit proces susSeni byva ovoce pred susenim
Casto oSetfovano sifenim ¢i antioxidacnim macenim v 1% roztoku kyseliny citronové [44].
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Béhem procesu suSeni je nutné minimalizovat ztraty termolabilnich latek a maximalizovat
zachovani schopnosti rehydratace, coz je schopnost materialu zpétné navazat vodu a pokud
mozno ziskat vzhled, viini a chut’ blizkou Cerstvému materialu [44]. Schopnost rehydratace
muze byt narusena v dusledku aplikace pfili§ vysoké teploty, ktera zptsobuje ireverzibilni
denaturaci hydrokoloidi. Ovoce je obvykle suSeno pii teplotach 60—90 °C. Jelikoz obsahuje
mnozstvi osmoaktivnich latek, zejména cukrd, je suSeno na zbytkovou vlhkost 15-20 %
[44,45]. V dusledku susSeni ovoce Casto tmavne, méni se jeho ving€ a chut, a snizuje nutri¢ni
hodnota. Optimalizaci suSiciho procesu je snaha tyto zmény minimalizovat [46].

2.2.3 Lyofilizace

Sublimacni suSeni neboli lyofilizace ¢i kryosikace je konzervacni metoda zalozena na prin-
cipech anabiozy [47]. Jedna se o specialni metodu susSeni, ktera k odstranéni vlhkosti
ze suSeného materialu vyuziva mrazeni a suSeni za snizeného tlaku. Lyofilizani proces
zahrnuje tii faze, a to zmrazeni, primarni suseni a sekundarni suSeni [46,47].

Material ur€eny k lyofilizaci musi byt vysoké kvality s vysokym obsahem suSiny a nizkym
obsahem tukt a vazané vody. Ke spravnému prubéhu lyofilizaéniho procesu je nutné, aby
material mél co nejvyssi pomeér povrchu ke svému objemu, a to z divodu rychlejsiho postupu
sublimace z povrchu smérem ke stiedu. Pied zacatkem procesu lyofilizace mohou v zavislosti
na povaze materialu probéhnout pfedbézné upravy, jako je drceni, sekani, krajeni, mleti, vafeni,
blansirovani ¢i ptidavek latek za ucelem ochrany nebo ziskani pozadovanych vlastnosti [47].

V prvni fazi je suSend potravina rychle zmrazena tak, aby vznikajici krystalky ledu co
nejméné poskodily jeji strukturu [46]. Vedle mechanického poskozeni mize béhem zmrazovani
dochazet také k poskozeni chemickému, které byva zptisobeno koncentrovanim rozpusténych
latek v disledku vymrazovani vody. Toto poskozeni lze taktéz eliminovat vysokou rychlosti
zmrazovani [47]. Konecné teploty zmrazeného materidlu musi byt dostatecné nizké tak, aby
doslo k vymrazeni veskeré vody v potraviné (dle doporuceni -60 °C az -20 °C) [46,47].

Druhou fazi lyofilizaniho procesu je tzv. primarni suseni neboli sublimace, pfi kterém je
z potraviny odstrafiovana voda zmrzla v led [46,47]. Obvykle se jedna o nejdel$i fazi celého
procesu, jenz trva neékolik hodin az dni. Vzhledem k energetické narocnosti suseni ma délka
této faze pfimé dopady na koneCnou cenu daného produktu [47,48]. Hluboce zmrazena
potravina je umisténa do susSarny, v niz je udrzovan tlak nizsi nez tlak vodni pary na povrchu
ledu pii dané teploté [46,48]. Za téchto podminek pfi dodani mnozstvi tepla dochazi k sublimaci
ledu, tedy ke zméné skupenstvi z pevného na plynné bez tani na kapalinu. Vznikajici vodni para
je nepretrzité odvadéna ze susarny do vyparniku, kde kondenzuje [46,47]. Sublimace zaCina
na povrchu susené potraviny a postupuje az do jejiho stiedu [46]. Po odstranéni veskeré zmrzlé
vody produkt stale obsahuje vodu v kapalné formé, jejiz obsah €ini priblizné 10-30 % [47,48].

Treti fazi lyofilizacniho procesu je tzv. sekundarni susSeni neboli desorpce, pii kterém je
z potraviny odstrafiovano zbylé mnozstvi kapalné vody vazané adsorpci na pevnych latkach.
Pro odstranéni vazané vody se v lyofilizacni komote jeste vice snizi tlak a zvys$i se teplota [47].
Rychlost desorpce je piimo zavisla na rychlosti difuze vody k povrchu materialu [48], délka
procesu se pohybuje v rozmezi 1-6 hodin [47]. V zavislosti na typu produktu je kone¢ny obsah
vody v materialu piiblizné 2—6 % [46,47].
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V zavislosti na potraviné a parametrech lyofiliza¢niho procesu dochézi ke zmenseni objemu
materialu pfiblizn€ o 2-10% a snizeni hmotnosti o 50-90 % v porovnani s Cerstvym
materialem. V piipad€, ze je lyofilizacni proces proveden sprave, potravina si zachovava
schopnost rehydratace a nedochazi v ni k vyraznym zménam barvy, textury, chuti a viné ani
ke zménam nutricni hodnoty, obsahu vlakniny ¢i antioxidanti. Dochéazi pouze k mirnym
ztratam vitamind. Vysledny produkt je vysoké kvality s dobou trvanlivosti 1-5 let (v ptipadé
spravného skladovani pii teplotach do 30 °C v utésnénych obalech nepropustnych pro tuky,
plyny a vodni pary) [47].

2.3 Nutraceutika

Termin nutraceutika (angl. nutraceuticals) vznikl v roce 1989, kdy jej vytvoriil Stephen L.
Defelice z anglickych vyrazu ,,nutrition” a ,,pharmaceutical“. Ten nutraceutika definoval jako:
potravinu nebo jeji casti, které maji lékarské nebo zdravotni ucinky, vcetné prevence ¢i léchy
nemoci.” Vzhledem k definovanym fyziologickym ucinktim, se nutraceutika nachazi na pomezi
potravin a léciv. Obecné jsou nutraceutika definovana jako produkt vyrobeny ze slozek
potravin, ktery se konzumuje v jednotkovych davkach ve forme tablet, kapsli ¢i tekutiny [49].

2.3.1 Dopliky stravy

Dle zékona ¢. 110/1997 Sb. ze dne 24. dubna 1997 o potravinach a tabakovych vyrobcich, se
doplitkem stravy rozumi: , potravina, jejimz ucelem je dopliiovat béznou stravu a ktera je
koncentrovanym zdrojem vitaminii a minerdlnich ldtek nebo dalSich latek s nutricnim nebo
fyziologickym ucinkem, obsazZenych v potraviné samostatné nebo v kombinaci, urcend k primé
spotrebé v malych odmérenych mnozstvich “ [1].

Na zékladé zékona ¢. 110/1997 Sb. je provozovatel potravinaiského podniku (PPP) mimo
jiné povinen ,,dodrZovat pozadavky na sloZeni doplikii stravy, jejich oznacovani a zpiisob
poucziti*“ [1]. Tyto pozadavky se upravuji vyhlaskou €. 58/2018 Sb. ze dne 29. bfezna 2018
o dopliicich stravy a slozeni potravin [50]. Vitaminy a mineralni latky a jejich formy, které 1ze
pouzit pro vyrobu dopliiki stravy, jsou stanoveny v pfilohach ¢. I a II nafizeni Komise (ES)
¢. 1170/2009 [51].

Potraviny uréené pro zvlastni vyzivu a dopliiky stravy lze na trh uvadét pouze balené,
ptfi¢emz obaly musi vyrobek chranit pfed znehodnocenim a spliiovat pozadavky [1] jak nafizeni
Evropského parlamentu a Rady (ES) €. 1935/2004 o materidlech a predmétech urcenych
pro styk s potravinami [52], tak vyhlaSky Ministerstva zdravotnictvi €. 38/2001 Sb. o hygienic-
kych pozadavcich na vyrobky urCené pro styk s potravinami a pokrmy [53]. Kromé pozadavka
na oznacovani balenych potravin, které jsou stanoveny nafizenim Evropského parlamentu a
Rady (EU) ¢. 1169/2011 o poskytovani informaci o potravinach spotiebitelim [54], a poza-
davkt upravenych v zakoné€ ¢. 110/1997 Sb. [1] se na obalu pro spotiebitele musi uvést:
.,V hazvu potraviny slova ,,doplnék stravy“, ndzev vitaminii, mineralnich latek nebo dalSich
latek charakterizujicich vyrobek, ciselny udaj o mnoZstvi vitaminmi, minerdlnich ldatek nebo
Jinych latek s vyzivovym nebo fyziologickym ucinkem vztazeny na doporucenou denni davku,
udaje o obsahu vitaminii a minerdlnich ldtek i v procentech referencni hodnoty prijmu,
doporucené denni davkovani, varovani pred prekrocenim doporuceného denniho ddvkovani,
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upozornéni, aby byly vyrobky ulozeny mimo dosah déti, upozornéni, Ze dopliky stravy nejsou
ndahradou pestré stravy, upozornéni ,,Nevhodné pro téhomé Zeny“ u doplitku stravy
obsahujicich vice nez 800 ug (RE) vitaminu A v denni ddvce, upozornéni , MiiZe sniZovat
srdzlivost krve“ u dopliikit stravy obsahujicich rostlinu Ginkgo biloba (jinan dvoulalocny),
upozornéni na nutnost preruSeni konzumace a vyhleddani Iékare pri jakémkoliv podezieni
na jaterni onemocnéni u doplikii stravy obsahujicich rostlinu Cimicifuga racemosa (plosticnik
hroznovity) nebo jeji extrakty a upozornéni na nevhodnost pro déti, milddez, t¢homé a kojici
Zeny, ddle pro osoby uzivajici hypolipidemika a osoby s onemocnénim ledvin, jater a se
svalovymi poruchami u doplitkit stravy s obsahem monakolinu K. OznaCovani nesmi
doplnkiim stravy pfisuzovat vlastnosti tykajici se prevence, 1écby nebo vyléceni lidskych
onemocnéni nebo na tyto vlastnosti odkazovat, nesmi ani obsahovat zadna tvrzeni uvadeéjici Ci
naznacujici, ze vyvazena a pestra strava obecné€ nemuze poskytnout dostate¢né mnozstvi Zivin
[50]. Podminky pro uvadéni vyzivovych a zdravotnich tvrzeni upravuje natfizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢. 1924/2006 o vyzivovych a zdravotnich tvrzenich pfi oznacovani
potravin [55].

Dle §4 vyhlasky ¢. 58/2018 Sb. se dopliky stravy uzivaji v malych odmétfenych mnozstvich
ve formé tobolek, pastilek, tablet, pilulek, sypka, kapalin v ampulich, v lahvickach s kapatkem,
sypkych ¢i kapalnych vyrobka a v jinych obdobnych formach, a takto se uvadéji na trh [50].

Zakon €. 110/1997 Sb. provozovateli potravinatského podniku, ktery vyrabi nebo uvadi
natrh potravinu, do niz byly pfidany vitaminy, mineralni latky nebo dalsi latky
s nutri¢nim nebo fyziologickym ucinkem uvedené v nafizeni Evropského parlamentu a Rady
(ES) €. 1925/2006 [56], nebo doplnék stravy, uklada povinnost oznamit toto uvedeni na trh
ptislusnému ministerstvu [1].

V piipad€, ze PPP nedodrzi nékterou z povinnosti ulozenych timto zakonem, dopousti se
prestupku, za ktery lze ulozit pokutu dle zakona ¢. 174/2021 Sb., a to az do maximalni vySe
50 000 000 K¢ dle spachaného prestupku [1,57].

Vybrané dopliiky stravy dostupné na ceském trhu

Na ceském trhu je k dispozici fada dopliikti stravy rtznych forem s rozmanitymi U¢inky
na lidsky organismus. Stale se rozrustajici nabidka jde ruku v ruce s rostouci poptavkou, kdy i
pandemie virového onemocnéni COVID-19 pfispéla k popularité doplikt stavy u spotiebitelt.
Z Siroké nabidky doplikt stravy bylo vybrano 10 produkti, které jsou zdrojem vitamindg,
mineralnich latek ¢i obsahuji rostlinné extrakty (viz tabulka 6). Pfevazné se jedna o dopliky
stravy ve formé Zelé bonbonu, jez se v posledni dobé setkavaji se vzrustajici oblibou nejen
u déti. U kazdého dopliiku stravy je uveden jeho nazev, znacka, forma, vycet aktivnich slozek
veetné jejich obsahu a fotografie baleni (viz obrazek 2—11) [58-67].
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Tabulka 6: Vybrané doplrky stravy dostupné na ceském trhu [58—67].

nazev

produktu

znacka

produktu

aktivni slozky

Obrazek 2: Spektrum
Gummies Imunita [58].

Obrazek 3: Maxi Vita Kids
Multivitamin Zelé [59].

Obrazek 4: Bears with

Benefits Hair Vitamins [60].

Obrazek 5: Sambucus

Immuno Kids [61].

Obrazek 6: VENIRA viasy,
nehty, plet [62].

Spektrum
Gummies

Imunita

Multivitamin

zelé

Ah-mazing Hair
Vitamins mit

Biotin sugarfree

Immuno Kids

vlasy, nehty,
plet’ gumovi

medvidci

Walmark

Maxi Vita
Kids

Bears With
Benefits

Sambucus

VENIRA

2 zelatinové tablety: vitamin A
(800 pg), D3 (5 pg). E (12 mg), C
(80 mg), B1 (1,1 mg), B3 (16 mg),
B6 (1.4 mg), B12 (2.5 pg), biotin

(50 pg), kyselina pantotenova (6 mg),
kyselina listova (200 ug), mangan
(2 mg), jod (150 pg), selen (55 pg),
zinek (10 mg)

2 zelatinové tablety: vitamin C (80 mg),
E (12 mg), B6 (1.4 mg), B12 (2,5 pg),
D3 (5 pg), biotin (50 pg), nikotinamid

(16 mg), kyselina listova (200 pg),
kyselina pantotenova (6 mg), jod
(150 pg), zinek (10 mg) a extrakt ze
Sipku (20 mg)

1 tableta z modifikovan¢ho Skrobu:
vitamin A (315 pg), E (5.5 mg), C
(11,6 mg), B6 (1 mg), biotin (5 ug),
kyselina pantotenova (2,6 mg), kyselina
listova (130 pg), zinek (1,45 mg), jod
(130 pg)

2 zelatinové tablety: vitamin C (32 mg),
zinek (4 mg), extrakt z plodt ¢erného
bezu (100 mg)

2 zelatinové tablety: vitamin A
(600 ug), D3 (10 pg). E (12 mg), C
(30,3 mg), B6 (3 mg), B12 (6 pg),

biotin (300 pg), kyselina pantotenova
(7 mg), kyselina listova (400 png), zinek
(5.2 mg), selen (30 pg), kolagen (4 mg),
cholin (80 pg), inositol (80 pg)
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nazev znacka c
aktivni slozky
produktu produktu
2 zelatinové tablety: suSena rakytnikova
Rakytnicek Stava (240 mg), vitamin C (1920 ug), E
Multivitaminové 288 ug), B6 (33,6 png), B2 (33,6 ug), Bl
u 1V1. move TEREZIA ( Hg) ( ng) .( . Hg)
==y 2809 2elat1nky S (2694 l"tg)a B12 (0906 l"tg)a blOtln (132 l"tg)a
Obrézek 7: TEREZIA rakytnikem kyselina listova (4.8 pg), kyselina
Rakymicek [63]. pantotenova (144 ug)
2 celuldzové kapsle: extrakt z aceroly
e Vitamin C NUVI (1294 mg) z toho vitamin C (220 mg),
komplex HEALTH extrakt ze Sipku (400 mg) z toho
S— vitamin C (180 mg)
Obrazek 8: NUVI HEALTH
Vitamin C komplex [64].
% zdravyden
Camu Camu 2 celulézové kapsle: prasek camu camu
Zdravy den I
BIO (732 mg) z toho vitamin C (43,3 mg)
Obrazek 9: Zdravy den
Camu Camu BIO [635].
- ) GOLDEN 2 zelatinove kapsle: extrakt z Acai
Acai Berry Acal Berry NATURE berry (1 g)
Obrazek 10: GOLDEN
NATURE Acai Berry [66].
2 zelatinové kapsle: extrakt ze semen
African mango | FutuNatura afrického manga (800 mg) z toho

Obrazek 11: FutuNatura
African mango [67].

flavony (80 mg)
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2.4 Necokoladové cukrovinky

Dle §11 wvyhlasky ¢.76/2003 Sb. ze dne 6. bfezna 2003, kterou se stanovi pozadavky
pro piirodni sladidla, med, cukrovinky, kakaovy prasek a smési kakaa s cukrem, ¢okoladu a

cokoladové bonbony, se cukrovinkami rozumi: ,potraviny jiné nez cokoldady a cokolddové

bonbony, jejichz zdkladni sloZku tvori prirodni sladidla a dalsi slozky, jimiZz mohou byt i
kakaové soucdsti nebo cokolada, a které nespliuji pozadavky na cokolddu nebo cokoladové
bonbony podle §19.“ Soucasti této vyhlasky je rovnéz clenéni cukrovinek do skupin a
podskupin, které jsou podrobné definovany (viz tabulka 7) [68].

Tabulka 7: Clenéni cukrovinek na skupiny a podskupiny dle vyhlasky & 76/2003 Sb. véetné definic [68].

druh skupina definice skupiny podskupina
cukrovinky tvarlivé konzistence, do ur¢ité miry zvykavé, s
karamely . ) ]
riznou pfichuti
draze cukrovinky tuzsi az tvrdé konzistence s riznymi
razé . .
vloZkami, s nabalem zejména cukru )
. . , . = tukové s
cukrovinky s konzistenci gelu vzniklou pridavkem L i )
. 1 e ., . . jadrovinami, s
zelé zelirujicich latek, zejména pektinu, agaru, Skrobu nebo
. ovocnou
zelatiny o e
richuti, mlecne,
skrobové Zel¢ riznych tvart obalenych smési praskového P ;
rahat . kakaov¢ nebo
cukru a Skrobu ] )
- - - C - _ kavové, podle
Slehana kandytova hmota s pénotvornou latkou pastovité .
, L j druhu vlozky
chalva konzistence, popfipad¢ s pridavkem suchych Lo
B ) . (cukrova, zel€,
skorapkovych plodu a tuku ., .
y , : , , - jadroviny,
. Slehany cukrosirupovy roztok s bilkem, popfipadé s .
>, | turecky med o ) o ) . susené ovoce
e~ pridavkem suchych skorapkovych plodu ,
§= : — — nebo proslazené,
3 o cukrovinky ze smési cukru, glukézového sirupu a mouky, .
£ | Iékoficové o L o ) marcipan a
= , popfipad¢ dalSich surovin, jejichZ charakteristickou slozku y
© | cukrovinky . o dalsi)
tvori vytazek z I¢kofice
pénové cukrovinky lehéené, pénovité, zvykavé konzistence,
cukrovinky popfipad¢ s jemnymi ¢asticemi smési praskového cukru
(marshmallow) | nebo $krobu anebo jejich kombinaci
L, cukrovinky vyrabéné lisovanim ochucenych a obarvenych
komprimaty o L, s
praskovitych smési, zejména ve tvaru ¢ocek nebo tablet
balonkové
o cukrovinka vyrazné gumovité az tazn¢ konzistence s (bubble gum);
zvykacky T o
riznymi prichutémi platkové;
draZované
cukrovinky neplnéné, z kandytové hmoty, slozené
dropsy pfevazné z cukru a glukdzového sirupu, riizné tvarované,

rizné barvy a chuti, tvrdé konzistence
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druh skupina definice skupiny podskupina

cukrovinky tvrdé konzistence podobné dropsum, ve tvaru
roksy $palicki, ty¢inek nebo lizatek, které mohou mit na prufezu
barevné obrazce z ochucenych kandytovych hmot

s tukovou
cukrovinky z kandytové hmoty, na povrchu matné, naplni;
furé sklovité, tvrdé konzistence obsahujici uvnitf minimaln¢ 13 | s cukernou
% polotuhé nebo tekuté naplné (sirupovou)
naplni

cukrovinky polotuh¢ konzistence, riiznych tvari vyrobené

cukrovinky

znejméng 1 dilu surové marcipanové hmoty (sestavajici
marcipan nejméné z 50 % loupanych mandli a nejvyse 50 % cukru)
anejvyse 1 dilu cukrové moucky, popfipadé pribarvene,

upravené na povrchu sypanim, zdobenim ¢i polevou

, , cukrovinky polotuhé az tuhé konzistence z cukerné
fondanoveé o o )
) hmoty, popfipad¢ s pfidavkem dalsich latek s jemnou
cukrovinky

krystalickou strukturou

Necokoladové cukrovinky se z pohledu technologie vyroby déli na dvé velké skupiny, a to
na cukrovinky s nevykrystalizovanymi cukry, mezi které patii zelé, kandyty (tj. dropsy, roksy,
furé), karamely, gumovité cukrovinky, zvykaci gumy ¢i Slehané cukrovinky (napf. francouzsky
nugat a marshmallow), a cukrovinky s vykrystalizovanymi cukry, mezi které patii komprimaty,
turecky med, rahat, chalva, marcipan nebo fondanové cukrovinky [69,70].

2.4.1 Zelé cukrovinky

Dle §11 wvyhlasky ¢.76/2003 Sb. ze dne 6. bfezna 2003, kterou se stanovi pozadavky
pro piirodni sladidla, med, cukrovinky, kakaovy prasek a smési kakaa s cukrem, ¢okoladu a
cokoladové bonbony, se zelé cukrovinkami rozumi: ,,cukrovinky s konzistenci gelu vzniklou
pridavkem Zelirujicich latek, zejména pektinu, agaru, Skrobu nebo Zelatiny™ [68]. Vyrabi se
ze sacharozy, glukozového sirupu a Zzelirujici latky, kterd je schopna za danych podminek
vytvafet souvislou prostorovou sit a tim pevny a chufové jemny gel. Zelirujici schopnost
rosolotvorné latky je obvykle zavisla na fadé faktord, jako je koncentrace sacharozy, teplota ¢i
hodnota pH cukrosirupového roztoku. Podle pouzité rosolotvorné latky je rozliSovano zelé
pektinové, agarové, Skrobové a zelatinové [69,70].

Zelatinové Zelé se vyrabi z cukrosirupového roztoku, ktery se piipravuje smisenim
sacharozy a glukozového sirupu v poméru 2:1 az 1:1, a roztoku zelatiny. Po odpateni
cukrosirupového roztoku pfi teploté 113—121 °C a jeho ochlazeni na teplotu 100 °C se tento
roztok pozvolna priléva k roztoku zelatiny, tak aby nedoslo k vyraznému ohftati zelatinového
roztoku. Zelirujici schopnost Zelatiny je znaén& zavisla na hodnoté pH, ktera je dana jejim
izoelektrickym bodem. Optimalni oblasti je pH 3,8—4,0. Pti pH 4,5-5,5 je nutné roztok okyselit.
K okyseleni se nej¢astdji pouziva kyselina citronova & kyselina askorbova. Zelé se tvaruje
prevazné litim forem [69,70].
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2.5 Senzoricka analyza

Senzoricka analyza (angl. sensory analysis) je véda zabyvajici se hodnocenim organoleptickych
vlastnosti vzorkd potravin vyhradné lidskymi smysly (tj. zrak, Cich, chut, hmat a sluch) vcetné
zpracovani vysledka centralnim nervovym systémem. Jedna se o pomérné mlady védecky obor,
ktery vyuziva poznatkli z psychologie, sociologie, fyziologie a biologie, v mensi mife také
z chemie a biochemie. Dnes je senzoricka analyza povazovana za objektivni metodu stojici
na védeckém zakladu, jejiz objektivnost a presnost je srovnatelnd s analyzou fyzikalni,
chemickou i mikrobiologickou [71,72].

V dnesni dobé zastava senzorické hodnoceni potravin vyznamnou roli, nebot senzoricka
jakost je soucasti celkové jakosti vyrobku a soucasné jedinou strankou jakosti, kterou hodnoti
sam spotiebitel. Spotiebitelé predpokladaji splnéni vyzivové i hygienické jakosti za samo-
ziejmé, a tak je senzoricka jakost velmi dalezitym parametrem pii uvadéni vyrobka na trh, kde
panuje silny konkurencni boj mezi vyrobci [71,72].

2.5.1 Smyslové vnimani

Princip smyslového vnimani je u ¢lovéka zalozeny na tfech hlavnich Castech smyslovych
organu, kterymi jsou receptor, dostfedivy (centripetalni) nerv a centralni nervova soustava
(CNS). Receptor je drazdén vnéjsimi, pfip. vnitinimi podnéty, v disledku ¢ehoz vznika vzruch,
coz je zpravidla tok iontl. Vzruch je v receptoru Casto zesilen a nasledné veden aferentnimi
nervovymi vlakny do centralni nervové soustavy. Zde je nervovy vzruch zpracovan nejprve
v primarni senzorické oblasti, nasledn€ v asociacni senzorické oblasti na komplexni vjem [71].
Schéma smyslového vnimani je znazornéno nize na obrazku 12.

vnéjsi podnét

receptorova
oblast

vnitini podnét

-4~ ll-4

oblast zpracovéani informace v CNS

primarni = asociaéni
senzoricka oblast senzoricka oblast

ma

poéitek ' = ' viem

Obrazek 12: Schéma smyslového vnimani [71].
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2.5.2 Podminky senzorické analyzy

Podminky a prubéh senzorického hodnoceni jsou fizeny ¢eskymi i mezinarodnimi normami,
dle kterych musi analyza probihat za takovych podminek, aby bylo zajisténo objektivni,
presné a reprodukovatelné meéfeni [72]. NejobjektivnéjSich a nejpresnéjsich vysledkld je
dosazeno v pfipadé dodrzeni tzv. optimalnich podminek (tabulka 8), pii nichz jsou maximalné
eliminovany rusivé vlivy. Optimalnich podminek byva nejCastéji dosazeno v senzorickych
laboratotich, které jsou senzorickému hodnoceni specialné uzpisobeny a spliiuji predepsana
nafizeni a normy (napt. CSN EN ISO 8589) [71].

Tabulka 8: Optimalni podminky pro senzorickou analyzu [71].

optimalizovany faktor optimalni podminky pro hodnoceni
hladina zvuku kolem 40 dB, izolace dvefi a oken
teplota 21-23 °C, nejlépe klimatizace
vlhkost vzduchu 40-70 %, v zim¢ vlhéeni
pohyb vzduchu poznatelny pouze o prestavkach, jinak klid
ochrana pred pachy ventilaci, pachovymi filtry a
pachy L o
natéry neabsorbujicimi pachy
zrakove¢ vjemy svétle Seda nebo bila barva, bez vyzdoby
kontakt s lidmi piihrady mezi hodnotiteli, koje

Pfiprava a predkladani vzork hodnotitelim podléha tfadé€ pokynd. Zakladem je dodrzeni
hygienickych predpist pro zdravotni nezavadnost [71]. Zcela nezbytné je zachovani anonymity
vzorkd, coz je obvykle zajisténo ptipravou vzorkii v mistnosti oddélené od zkusebni mistnosti a
kédovym znacenim vzorkt [71,73]. Dulezita je také tzv. randomizace vzorku, kdy jsou vzorky
predkladany v nahodném potadi [71]. Vzorky musi byt pfedkladany ve stejném a dostatecném
mnozstvi (obvykle 15-20 ml tekutého a 8-10 g tuhého vzorku) ve stejnych nadobach, které
spliiyji tzv. senzorickou neutralitu a odpovidaji béznému servirovani [71,73]. Za senzoricky
neutralni je povazovano napfiklad ¢iré nebrousené sklo bez potisku, bila keramika bez potisku a
nerezavéjici ocel [73]. Taktéz je tieba zajistit, aby mél vzorek predepsanou teplotu [71].
Hodnotitel musi mit k dispozici chutovy neutralizator (napt. voda, bilé pecivo, chléb apod.).
Mezi del§imi hodnocenimi musi byt zajiStény prestavky [73].

2.5.3 Hodnotitelé

Senzoricka hodnoceni jsou vykonavana skupinou hodnotiteli, téz oznaCovanych jako tzv.
senzoricky panel. Pro dosazeni objektivnich vysledkd je nutné, aby senzoricky panel
disponoval dostateCnym poctem zpusobilych hodnotiteld. Zputsobilost hodnotiteld je
posuzovana podle vybranych kritérii, mezi které patii napiiklad v€k, zdravotni stav, motivace,
dostupnost ¢i vztah k dané potraving€. Potiebna uroven hodnotiteld (viz tabulka 9) je pak dana
charakterem dané analyzy [71,74].
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Tabulka 9: Stupen kvalifikace hodnotitelii pro riizné ukoly senzorické analyzy [71].

ukol

poti‘ebna kvalifikace

konzumentské zkousky
stanoveni preferenci
rozdilové zkousky, srovnani se standardy
senzorické profily
vypracovani vhodné senzorické metody
posouzeni senzorické jakosti
vychova a Skoleni expertu

zadna kvalifikace
zakladni zacviceni
zakladni zacviceni nebo Skoleni hodnotitelé
Skoleni hodnotitelé
metodicti experti
komoditni experti
metodicti experti

2.5.4 Metody senzorické analyzy

V senzorické analyze existuje mnozstvi metod a postupd, které umoziuji ziskat pozadované
informace o vlastnostech vzorku. Vybér vhodné metody zavisi na fadé faktort, jako je charakter
feSeného ukolu, pocet a typ hodnocenych vzorkt, pocet a kvalita hodnotitelt, ¢as, prostiedi,
potiebna statisticka spolehlivost a dalsi [71-74].

Vétsina laboratornich metod senzorické analyzy je jiz normalizovana v mezinarodnim nebo
alespont v narodnim méfitku. Bézné pouzivané metody (viz tabulka 10) lze rozdélit do tfi
skupin, a to na metody diskriminacni, deskriptivni a metody vyuzivajici stupnice [71,72].

Tabulka 10: Prehled nejbéznéjsich metod laboratorni senzorické analyzy [71].

ukol vhodné metody

stanoveni existence rozdili mezi vzorky
stanoveni velikosti rozdilu
stanoveni preferenci

srovnani nékolika vzorku

rozdilové zkousky
rozdilové zkousky:; stupnicové metody
rozdilové zkousky:; stupnicové metody

poradové zkousky (preferencni/ intenzitni)

, — . ) stupnicové metody; zfed’ ovaci metody;
stanoveni absolutni pfijatelnosti a intenzity L, .
srovnani se stupnici

) . metody senzorického profilu; metody volného
stanoveni charakteru vjemu

popisu srovnani se sadou standardu

A) Diskriminacni (rozdilové) metody

Rozdilové zkousky umoziuji stanovit, zda existuji vnimatelné rozdily v organoleptickych
vlastnostech nebo v senzorické jakosti mezi dvéma, pfipadné vice testovanymi vzorky.
Pro rozdilové zkousky je obvykle potfeba pfiblizné 10 az 30 hodnotiteld. Mezi nejCastéji
vyuzivané rozdilové zkousky patii: parova porovnavaci zkouska, zkouska duo-trio, trojuhel-

nikova zkouska ¢i jednostimulova zkouska ,,A“ —  ne A“ [71-73].
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a) Parova porovnavaci zkouska

Parova porovnavaci zkouska je nejjednodussi klasifikacni zkouskou, jejiz usporadani a prubeéh
je fizen normou CSN EN ISO 5495. Vzhledem k jednoduchosti je tato zkouska vhodna
pro vSechny typy hodnotiteld, i pro spotiebitelské zkousky. Slouzi k urCeni, zda mezi dvéma
vzorky , A a ,B“ existuje vnimatelny rozdil, pfip. podobnost. Hodnotitel mize vzorky
porovnavat také z pohledu preference, kdy ze dvou vzorkd vybira ten lepsi. Jelikoz se jedna
o zkousku s tzv. nucenou volbou, musi hodnotitel oznacit jeden ze vzorkl, prestoze mezi
vzorky rozdil nerozpozna [72,73].

b) Zkouska duo-trio

Zkouska duo-trio je jednoducha klasifikacni zkouska, jejiz usporadani a pribéh je fizen normou
CSN EN ISO 10399. Posuzovatel obdrzi sadu tii vzorkd, znichZ je jeden oznaten jako
referenéni a dva jsou kodované. Ulohou hodnotitele je ze dvou neznamych vzorkd oznadit ten,
ktery je shodny se standardem. U zkousSky se uplatiluje nucena volba. Metoda je vhodna
pro stanoveni malych rozdilti mezi zkoumanym a referen¢nim vzorkem [72,73].

¢) Trojuhelnikova zkouska

Trojuhelnikova zkouska je naro¢néjsi zkouskou vyzadujici zkuSen€jsi hodnotitele. Jeji prubéh a
uspofadani je fizen normou CSN EN ISO 4120. Hodnotitel obdrzi sadu tii zakodovanych
vzorkt, z nichZ jsou dva shodné a jeden je rozdilny. Ulohou hodnotitele je ze vzorkd vybrat
ten, ktery je od ostatnich rozdilny, a to 1 v pfipad¢, Ze je vybér ucinén pouze na zakladé odhadu,
nebot’ se jedna o zkousku s nucenou volbou. Metoda je pouzitelnd pro vzorky mezi nimiz
existuje rozdil v jedné ¢i nékolika vlastnostech [72,73].

d) Jednostimulova zkouSka ,,A*“ — ,,ne A“

Priib&h a uspofadani zkousky ,,A“ — ,ne A“ je fizen normou CSN ISO 8588. Posuzovateli je
predlozen vzorek ,,A“ predstavujici standard. Po jeho odebrani je hodnotiteli predkladana série
vzorkl, u nichz musi stanovit, zda jsou shodné s referencnim vzorkem ¢i nikoli. Poradi
predkladanych vzorki ,,A* a ,,ne A“ musi byt zcela nahodné a pro kazdého hodnotitele odlisné.
Pocet predkladanych vzorkt ,,A“ a ,ne A“ musi byt stejny [72,73].

B) Poradové metody

Poradové zkousky jsou pomérné Casto pouzivané metody, které umoziuji hodnotit rozdily mezi
nékolika vzorky na zaklad€ intenzit i preferenci jednoho nebo vice deskriptori nebo
na zakladé celkového dojmu. Zjisténé rozdily mezi vzorky vSak neni mozné kvantifikovat.
Priib&h a uspofadani poradové zkousky je fizen normou CSN ISO 8587. Hodnotiteli je
predloZena série tii a vice vzorkd v nahodném poradi. Pocet predkladanych vzorkl se odviji
od slozitosti dané zkousky (napf. pro hodnoceni chuti je predkladano maximalné 5—6 vzorkd,
pro hodnoceni viné a textury 8-10 vzorkd, pro hodnoceni vzhledu a barvy 20-30 vzork).
Ulohou hodnotitele je vzorky usporadat podle daného kritéria, jako je intenzita nebo piijemnost
nekteré z vlastnosti vzorku (napf. svétlost, tuhost, sladkost, kyselost), nebo na zakladée celko-
vého dojmu. Pro popisné hodnoceni vyrobku je doporucené minimum 12—15 hodnotiteli. Pro
stanoveni poradi preferenci u konzumentskych zkousek je minimum 60 posuzovatelt [72,73].
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C) Deskriptivni (popisné) metody

Deskriptivni metody neboli metody pro stanoveni senzorického profilu vyrobku podléhaji
normé CSN EN ISO 13299. Senzoricky profil vyrobku je slozen z dilgich identifikovatelnych
senzorickych vlastnosti (tzv. deskriptort) s pfisluSnou hodnotou intenzity. Nejrozsifenéjsimi
senzorickymi profily jsou profil chuti, vin€, textury ¢i flavoru. Vlastnimu stanoveni
senzorického profilu predchazi identifikace a vybér deskriptort. Zpravidla rozsahly seznam
deskriptorii se nasledné redukuje a optimalizuje. Vysledny seznam by mél obsahovat 6—12
deskriptori pro méné€ zkuSené hodnotitele, pro experty lze pouzit 10-40 deskriptort.
Pro realizaci deskriptivnich zkousek je potfeba panel 8—12 skolenych hodnotitelt, ktefi jsou
schopni kvalitativni vlastnosti vyrobku kvantifikovat pomoci deskriptort. Hodnotitel
opakované ochutnava vzorek a stanovuje intenzity vybranych deskriptort, které zapisuje
do stupnic. Pro méné zkuSené hodnotitele je vhodné pouzit péti az devitibodové stupnice,
pro experty lze pouzit grafické nestrukturované stupnice. Celkové vysledky analyzy se pak
nejcCastéji prezentuji ve formeé diagrama (napf. linearni, pavucéinovy, hvézdicovy aj.) [72,73].

2.5.5 Stupnice v senzorické analyze

Mezi nejrozsiten€jsi zpuisoby vyjadiovani vysledka senzorického hodnoceni patii kvantitativni
odpovédni stupnice, pfi¢em? jejich pouziti se fidi technickou normou CSN ISO 4121 [72,73].
Stupnice slouzi jako nastroj pro zaznamenani reakce hodnotitele na dany podnét, tak aby byla
tato reakce prevoditelna na Ciselnou hodnotu [72]. V tabulce 11 jsou uvedeny ¢tyfi hlavni typy
stupnic. Vybér stupnice se odviji od uloZzeného ukolu, od charakteru vzorka a od kvality
hodnotitelt. Dle zvoleného typu stupnice se musi zvolit také vhodné statistické zpracovani
vysledkt [71]. Stupnice jsou tvofeny jednotlivymi stupni sefazenymi dle urcité posloupnosti.
Podle typu zpracovani se stupnice rozd€luji na: numerické, slovni, dynamické, grafické a
obrazkové. Dale jsou rozliSovany stupnice jednopolarni, které maji neutralni, resp. nulovou,
hodnotu umisténou na jednom ze svych konci, a stupnice bipolarni, které maji neutralni
hodnotu umisténou ve svém stredu [72,73].

Tabulka 11: CtyFi hlavni typy odpovédnich stupnic v senzorické analyze [71,72].

typ stupnice priklady
kategorova (nominalni) | ano — ne — nevim; modra — zelena — hnéda; muz — Zena;
ordinalni (pofadova) A — B - C - D; neznatelna — velmi slaba — slaba — silna
intervalova 0-100 °C; 32-212 °F
pomerova vztazené na standard; magnitudové hodnoceni

Jedny z nejpouzivanéjSich stupnic v senzorické analyze potravin jsou kategorové ordinalni
stupnice, kdy se kontinuum moznych pocitki rozdéli do oddélenych kategorii (napf.
I-nekysely, 2-kysely; 3-velmi kysely). Hodnotitel vzdy musi zvolit jednu zuvedenych
kategorii, pfiCemz nesmi pouzivat zadné mezistupné [72,73]. Jednotlivé stupné by mély
obsahovat slovni popis. Pripustny pocet stupnit se odviji od kvality hodnotiteld. Pro
nezaskolené hodnotitele je vhodna 2—3 bodova stupnice, pro zasSkolené hodnotitele s praxi 1ze
pouzit 5—7 bodovou nékdy az 9 bodovou stupnici [73].
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V soucasné dobé je znacné rozsifené hodnoceni s pouzitim grafickych stupnic. Grafické
stupnice se déli na strukturované, které jsou rozdéleny na fadu useku, a nestrukturované, které
nejsou délené (obrazek 13). Hodnotitel zapisuje vysledky na stupnici pri¢nou ¢arkou nebo
kiizkem. Pro mén¢ zkuSené hodnotitele je vhodnéjsi spiSe strukturovany typ stupnice. Grafické
stupnice jsou vyhovujici predevSim pro vyzkumné a vyvojové ucely, kdy je cilem spiSe
srovnani vzorka [72,73].

STRUKTUROVANE GRAFICKE STUPNICE: NESTRUKTUROVANE GRAFICKE STUPNICE:

HEEEE NN —K :

itomm nesmirné vynikajici odporny
. sladky
| | | | L1 |
T l*l_l . < } ra >
velmi dostl  gifedni dosti velmi o +
slaby slaby silny silny 0

Obrazek 13: Strukturované a nestrukturované grafické stupnice v senzorické analyze [73].

2.5.6 Metody hodnoceni vysledka senzorické analyzy

Soubor vysledkd ze senzorickych hodnoceni je obecné velmi pocetny a k jejich vyhodnoceni
se pouzivaji specialni metody statistické analyzy. Statistické zpracovani ztézuje velky pocet
proménnych, mezi nimiz mohou existovat pfi¢inné souvislosti. Interpretace vysledka nebyva
Casto jednoznacna a k nejistoté zavéri mimo jiné prispiva znacna chyba stanoveni [71].

2.5.7 Senzorické hodnoceni necokoladovych cukrovinek

Pfi senzorickém hodnoceni necokoladovych cukrovinek se obvykle hodnoti celkovy vzhled,
vlastnosti povrchu, lepivost, pfiznaky omirani, barva, ving, chut’, konzistence a celkovy dojem
[75]. Mezi typické senzorické vady patii nepfijatelna barva, cizi viné€, pachuté, prilis§ mekka ¢i
tvrda konzistence, pfitomnost krystald (tzv. pisCitost) a omfeni, coZz je zmeéna vzhledu
cukrovinky v disledku krystalizace sacharozy [69,75]. Rozlisuji se dva typy omirani. Jednim
je povrchové omirani, ke kterému dochéazi v ptipadé zvlhnuti povrchu cukrovinky b&hem
skladovani, kdy se na povrchu cukrovinky utvori krusta z krystalkt sachar6zy. Druhym typem
je totalni omirani, ke kterému dochazi jiz béhem michéni a hnéteni pfesyceného roztoku
sacharozy s dalSimi pfisadami. V dasledku vysokého stfizného napéti muze dochazet
ke krystalizaci sacharozy, coz zptisobi mléény zakal cukrovinky [69].

Gramza-Michalowska a kol. [76] se zabyvali moznym vyuzitim vodnych a ethanolovych
extraktu ze zeleného a Cerného Caje (Camelia sinensis) v zelé bonbonech jako zdroj polyfenola
v lidské stravé. V ramci senzorické analyzy byl u bonbont hodnocen celkovy vzhled, barva,
¢irost, chut, viné a konzistence. Hodnoceni provedlo 23 proskolenych hodnotitelt podle
pétibodové stupnice (1-absolutné nepiijatelné, 2-neprijatelné, 3-ptijatelné, 4-zadouci, 5-velmi
zadoucti) a desetibodové hedonické Skaly (1-nepfijatelné, 10-vysoce zadouci).
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Chacon-Garza a kol. [77] provedli senzorickou analyzu Zzelé s obsahem s$tavy z ploda
cervené a zelené opuncie (Opuntia ficus indica). Senzoricky panel byl slozen z 50 neskolenych
hodnotitelti. Cukrovinky byly hodnoceny pomoci jednoduché sedmibodové hedonické stupnice
(1-nechutné, 7-velmi chutné). V ramci této analyzy byl posuzovan celkovy vzhled, barva,
konzistence, viiné opuncie, sladkost chuti, chut opuncie a celkova pfijatelnost vzorku.

Tapotubun a kol. [78] se zabyvali senzorickou charakteristikou zelé cukrovinek s obsahem
zelené moiské rtasy lazucha (Caulerpa) scilem provefit jejich celkovou piijatelnost
spotiebitelem. Senzoricky panel pro konzumentskou zkousku byl slozen z 15 proskolenych
hodnotiteld, studentli univerzity Pattimura. Hodnoceni probihala pomoci jednoduché hedonické
stupnice od 1 do 9 (1-nepiijatelné, 9-velmi zadouci), kde byla posuzovana barva, chut, textura
a pach motské fasy lazuchy.

Vyvojem zdravych zelé cukrovinek z Cerstvého ovoce se zabyvali Ali a kol. [79], ktefi
pripravili tfi druhy Zelé bonbont, jez obsahovaly jahody a Cervenou fepu v pomérech 3:1, 1:1
a 1:3. Bonbony s vys§im obsahem jahod byly bohatsi na bioaktivni latky, avSak senzoricky
ptijatelnéjsi byly bonbony obsahujici jahody a ¢ervenou fepu v poméru 1:1. Senzoricky panel
slozeny z 60 neskolenych hodnotitelti, studentt univerzity Cairo, posuzoval vzhled, barvu,
, chut, sladkost, elasticitu, zvykatelnost a celkovou pfijatelnost cukrovinek dle
devitibodové hedonické stupnice.

vuni
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3 EXPERIMENTALNI CAST

Experimentalni ¢ast této diplomové prace byla realizovana na Ustavu chemie potravin a
biotechnologii Fakulty chemické Vysokého uceni technického v Brné.

3.1 Chemikalie

ABTS (Sigma-Aldrich, Némecko); D-glukoza bezvoda (p. a., Lach-ner, Ceska republika);
dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lach-ner, Ceska republika); dusitan sodny (p. a., Lach-ner,
Ceska republika); ethanol 96% (Penta, Ceska republika); ethanol absolutni (VWR Prolabo
Chemicals, USA); ethanol UV-VIS 96% (Penta, Ceska republika); fenolftalein (indikator,
Penta, Ceska republika); Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo (Penta, Ceska republika); hexakyano-
eleznatan draselny trihydrat (p. a., Lach-ner, Ceska republika); hydrogenarseniénan sodny
heptahydrat (p. a., Alfa Aesar, Némecko); hydrogenuhli¢itan sodny (p. a., Lach-ner, Ceska
republika); hydroxid sodny (p. a., Lach-ner, Ceska republika); chlorid draselny (p. a., Lach-ner,
Ceska republika); chlorid hlinity bezvody (p. a., Lach-ner, Ceska republika); chlorid sodny
(p. a., Lach-ner, Ceska republika); katechin hydrat (p. a., Sigma-Aldrich, Némecko); kyselina
L-askorbova (p. a., Sigma-Aldrich, Némecko); kyselina gallovd monohydrat (p.a., Loba
Chemie Videi — Fischamend, Rakousko); kyselina chlorovodikova 37% (VWR Prolabo
Chemicals, USA); kyselina metafosfore¢na (VWR Prolabo Chemicals, USA); kyselina octova
99,8% (p. a., Lach-ner, Ceska republika); kyselina octova ledova 99,8% (p. a., Penta, Ceska
republika); kysehna sirova 96% (p. a., Penta, Ceska republika); kyselina &t avelova dihydrat
(p. a., Penta, Ceska republika); molybdenan amonny tetrahydrat (p.a., Lach-ner, Ceska
repubhka), octan sodny bezvody (p. a., Lach-ner, Ceska republika); octan zmecnaty dihydrat
(p. a., Penta, Ceska republika); pankreatin (Sigma-Aldrich, Cina); pepsin (0,7 FIP-U/mg,
Merck KGaA, Némecko); peroxodisiran draselny (Sigma-Aldrich, Némecko); siran méd’'naty
pentahydrat (p. a., Penta, Ceska republika); siran sodny bezvody (p.a., Lach-ner, Ceska
republika); Tashirtv indikator (indikator, Bernd Kraft, Némecko); Trolox (Sigma-Aldrich,
Némecko); uhli¢itan sodny bezvody (p. a., Lach-ner, Ceska republika); vinan sodno-draselny
tetrahydrat (p. a., Lachema, Cesk4 republika); Wieningertv katalyzator (VWR Prolabo
Chemicals, USA).

3.2 Pristroje a pomucky

UV/VIS spektrofotometr SPEKOL 1300 (Analytik Jena GmbH, Némecko); UV/VIS spektro-
fotometr HELIOS Delta (Thermo Spectronic, USA); analytické vahy Pioneer (OHAUS,
Svycarsko); centrifuga EBA 200S (Hettich, Némecko); lyofilizator FreeZone 4.5 (Labconco,
USA); rotacni vakuova odparka RV06-ML (IKA WERKE, Némecko); ultrazvukova lazen
Elmasonic S30 (ELMA, Neémecko); inkubator s tfepatkou Unimax 1010 (HEIDOLPH,
Némecko); inkubator stfepackou Orbital Shaker-Incubator ES-20 (BioSan, Litva);
automaticky extraktor Soxtherm a Soxtherm Manager (Gerhardt, Némecko); laminarni box
(Aura mini, BioAir, USA); ELISA — Synergy HTX multimode reader (BioTek, USA);
mineralizacni blok KJELDATHERM KT BS (Gerhardt, Némecko); automaticka destila¢ni
jednotka VAPODEST 200 (Gerhardt, Némecko); sestava HPLC s detektorem SPD-M10AVP
DAD (Shimadzu, Japonsko); sestava HPLC Dionex UltiMate 3000 s detektorem Vanquish
DAD (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA); sestava HPLC Dionex UltiMate 3000
s detektorem DAD (Thermo Fisher Scientific, USA); laboratorni pH metr inoLab pH 720
(WTW, Ceska republika); termostat Polystat ccl (HUBER, Némecko); magneticka michacka
s ohfevem MM7 (LAVAT, Ceska republika); laboratorni muflova pec LE 05/11 (LAC, Ceska
republika); topné hnizdo LTHS 500 (Brnénska Drutéva, Ceska republika); vortex REAX TOP
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(HEIDOLPH, Némecko); rotating blade coffee grinder TSMGAO 14R (BOSCH, Némecko);
nylonové filtry 0,45 um (CHROMSERVIS Syringe Filters, Ceska republika); PTFE filtry 0,45
um (CHROMSERVIS Syringe Filters, Ceska republika); laboratorni su$arna; automatické
pipety a bézné laboratorni sklo.

3.3 Chemikalie pro pripravu kultiva¢nich médii

Agar pragkovy (HiMedia Laboratories, India); glukdza monohydrat (p. a., Lach-ner, Ceska
republika); kvasniny extrakt praskovy (HiMedia Laboratories, Indie); LB Broth (Sigma-
Aldrich, Ceska republika); Nutrient Broth w/1% peptone (HiMedia Laboratories, Indie); pepton
(HiMedia Laboratories, Indie).

3.4 Pouzité mikroorganismy

» Candida glabrata (CCM 8270)
»  [scherichia coli (CCM 5172)
»  Micrococcus luteus (CCM 1569)

3.5 Suroviny pro vyrobu dopliiki stravy
* fepny bily cukr krystal
»  glukoézovy sirup Fractal
= Zelatina na ztuzeni krému, jemné€ mleta , Dr. Oetker
» kyselina citronova do potravin, jemné krystalicka, Dr. Oetker
* koncentrovany extrakt z Cerstvych plodl trnky obecné (Prunus spinosa)
= Zelatinové kapsle, bilé nepruhledné, velikost 000
* lyofilizovany prasek z Cerstvych plodu trnky obecné (Prunus spinosa)

3.6 Cile prace

Prvnim z cilt praktické Casti diplomové prace bylo studium vlivu zpisobu uchovani ploda
Prunus spinosa na obsah vybranych bioaktivnich latek, a to se zamérem zvolit vhodny zpiisob
uchovani plodi pred jejich dal§im zpracovanim.

Dalsim z cilt bylo pfipravit dva typy doplikl stravy, a to zelatinové bonbony s extraktem
z plodu trnky obecné a Zelatinové kapsle plnéné lyofilizovanym praskem, ktery byl pfipraven
taktéz z plodt Prunus spinosa. Oba typy piipravovanych dopliiki stravy byly charakterizovany
z pohledu nutri¢niho slozeni a obsahu vybranych bioaktivnich latek. Taktéz u nich byla
sledovana antioxida¢ni aktivita a uvolilovani vybranych bioaktivnich latek v prabéhu
modelového traveni ,nalacno™. Mimo to byly zelatinové bonbony podrobeny senzorickému
hodnoceni, a to s cilem optimalizace ptidavku trnkového extraktu s ohledem na spotiebitelskou
pfijatelnost. Zminény trnkovy extrakt byl pfed aplikaci do Zzelatinové matrice taktéz
charakterizovan z hlediska obsahu vybranych bioaktivnich latek, antioxida¢ni a antimikrobialni
aktivity. Pro lepsSi orientaci v problematice bylo vytvofeno autentické grafické schéma
(viz obrazek 14).
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Obrazek 14: Grafické schéma experimentdlini casti diplomové prdce.
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3.7 Vzorky

Analyzovano bylo celkem 11 druht vzorkl z plodu trnky obecné, jejich kompletni seznam je
uveden v tabulce 12. Prvni sbér plodi Prunus spinosa se uskuteCnil koncem fijna 2021
v okrajové Casti meésta Kroméftiz, pobliz toku feky Moravy. Po ocisténi byly tyto plody
zmrazeny a uchovavany pfi teploté -18 °C po dobu pfiblizné€ 1 roku. Dalsi sbér ploda trnky
obecné probehl v Otrokovicich, a to v poloviné fijna 2022. Plody byly ocistény a uchovavany
pfi teploté cca 4 °C po dobu 3—-5 dni do dalsiho zpracovani.

Tabulka 12: Seznam pouzitych vzorkii z plodit Prunus spinosa.

¢. druh vzorku zkratka
1 Cerstveé plody PsL Cp
2 susen¢ plody PsL SP
3 lyofilizované plody PsL LP
4 mrazené plody PsL MP
5 plody PsL mrazené 1 rok MIP
6 ethanolovy extrakt z Cerstvych plodu PsL EX
7 zelatinové bonbony s 5 % extraktu z ploda PsL M5
8 zelatinové bonbony s 10 % extraktu z plodu PsL MI10
9 zelatinové bonbony s 15 % extraktu z plodu PsL MI15
10 zelatinové bonbony s 20 % extraktu z plodu PsL M20
11 zelatinové kapsle s lyofilizovanym praskem z plodu PsL KLP

Sus$ené, lyofilizované a mrazené plody

Cast Serstvych plodd byla vypeckovana (ruéné ofezem) a rozdélena na tii dily. Jeden dil byl
suSen v horkovzdus§né susarné pti teploté 40 °C. Druhy dil byl hluboce zmrazen a sublimacné
suSen v lyofilizatoru. Susené a lyofilizované plody (obrazek 15 A a 15 B) byly rozemlety
na prasek (obrazek 15 C a 15 D) pomoci elektrického mlynku na kévu a uskladnény v té€sné
uzavienych nadobach. Tteti dil vypeckovanych Cerstvych plodd byl zmrazen a uchovan pfi
teploté -18 °C po dobu 2 tydnu.

Ethanolovy extrakt

Druha cast Cerstvych plodi byla pouzita pro piipravu ethanolového extraktu (obrazek 15 E).
Ve velké sklenici s uzavérem bylo smichano 900 g Cerstvych ploda a 1,5 I konzumniho lihu
s obsahem alkoholu 40 %. Po dikladném promichani byla sklenice byla uzaviena a smés se
nechala 14 dni macerovat pii pokojové teploté, kazdy den byla protfepana. Po 2 tydnech byl
extrakt scezen a nasledné skladovan ve sklenénych lahvich pii teploté cca 4 °C. Parametry
pro maceraci byly pfevzaty z bakalarské prace [80], na kterou tato diplomova prace navazuje.
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Obrdzek 15: Uprava plodii Prunus spinosa pred analyzou:
A — suSené plody, B — lyofilizované plody; C — prdsek ze suSenych plodii,
D — prasek z lyofilizovanych plodii; E — ethanolovy extrakt z cerstvych plodii

Zelatinové bonbony

Pfipravovany ethanolovy extrakt byl zahustén odpafenim ethanolu na vakuové odparce a
aplikovan v rizném mnozstvi do zelatinové matrice. Pro vyrobu zelatinové matrice byl pouzit
upraveny technologicky postup z diplomové prace Ing. Rychetského, ktery se zabywval
optimalizaci vyroby Zelé cukrovinek s pfidavkem bylinnych extrakta [81].

V prvnim kroku byl pfipraven tzv. cukrosirupovy roztok tvoreny 50% roztokem sacharozy a
gluk6ézovym sirupem v poméru 55:45. Roztok byl zahtivan na teplotu 80 °C. Paralelné byl
ptipraven roztok zelatiny, a to rozmichanim praskové zelatiny ve studené vodé. Po dosazeni
teploty 80 °C byla k cukrosirupovému roztoku pfidana nabobtnala zelatina (7 % Zzelatiny), smés
byla odstavena z plamene a za stalého michani byla ochlazena na teplotu cca 50 °C. V tomto
okamziku byla k smési pfimichéana kyselina citronova (2 % kyseliny citronové) a pozadované
mnozstvi extraktu. Poté byla hmota nalita do silikonovych forem, ve kterych byla ponechana
20 minut pii pokojové teploté. Nasledné byla vlozena do lednice na 48 hodin. Bonbony byly
skladovany v uzaviené krabicce pfi teploté cca 4 °C.

Pro optimalizaci pfidavku extraktu s ohledem na spottebitelskou pfijatelnost byla pfipravena
série vzorkil obsahujici standard bez ptfidavku extraktu a Ctyfi vzorky s riznymi koncentracemi
extraktu: 5, 10, 15 a 20 % (viz tabulka 12, obrazek 16 A).

Pro ucely chemické analyzy byly vzorky lyofilizovany, nakrajeny na drobné kousky
(obrazek 16 B) a rozpustény v 50% ethanolu s hodnotou pH 2-3.

Kapsle s lyofilizovanym praskem

Cerstvé plody byly vypeckovany (ruéné ofezem), lyofilizovany a rozemlety na prach pomoci
elektrického mlynku na k&vu. Nasledné byl prasek naplnén do prazdnych zelatinovych kapsli
velikosti 000 (obrazek 16 C), které byly zakoupeny.
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Obrdzek 16: Zelatinové bonbony (A) a jejich uprava pred analyzou (B) a Zelatinové kapsle (C).

3.8 Extrakce polyfenolu

Pro extrakci fenolickych latek bylo navazeno piiblizné 6 g zhomogenizovaného vzorku, ke
kterému bylo ptidano 60 ml 67% methanolu o pH 7,0. Po dikladném protfepani a promichani,
byla smés v uzaviené sklenéné nadobe umisténa do ultrazvukové lazné (10 min, 10 °C) [27].
Nasledné byla smés zcentrifugovana (6 000 rpm, 10 min), supernatant byl odpipetovan a
uskladnén pfi teploté¢ cca 4 °C. Takto ziskané extrakty (viz obrazek 17 A) byly pouzity
pro spektrofotometricka stanoveni celkovych polyfenoli a flavonoidu a antioxida¢ni aktivity.

3.9 Extrakce anthokyanu

Pro extrakci anthokyanti bylo navazeno pfiblizné 1,5 g zhomogenizovaného vzorku, ke kterému
bylo pfidano 20 ml 44% methanolu o pH 2.0. Po dikladném protepani a promichani, byla smés
v uzaviené sklenéné nadob€ umisténa do ultrazvukové 1azné€ (5 min, 48 °C) [27]. Nasledné byla
smes zcentrifugovana (6 000 rpm, 10 min), supernatant byl odpipetovan a uskladnén pii teploté
cca 4 °C. Takto ziskané extrakty (viz obrazek 17 B) byly pouzity pro spektrofotometrické
stanoveni celkovych anthokyant.
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Obrazek 17: Extrakty polyfenolii (A) a extrakty anthokyanii (B).
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3.10 Spektrofotometrické stanoveni celkovych polyfenolu

Celkovy obsah polyfenolt (TPC) byl stanoven spektrofotometrickou metodou vyuzivajici
Folin-Ciocalteuovo cinidlo (F-C). Principem této metody je prenos elektroni v alkalickém
prostiedi z fenolickych sloucenin na komplexy fosfomolybdenové a fosfowolframové kyseliny
F-C Cinidla. Intenzita vznikajicich modrych komplext je promeérovana spektrofotometricky pfi
vlnové délce priblizné 750—-760 nm. Pfestoze neni doposud znama presna chemickd povaha
téchto reakci, jedna se o Siroce pouzivanou metodu pro studium fenolickych latek, a to
predevsim pro jeji jednoduchost a reprodukovatelnost [82,83].

Pro analyzu bylo smichano 100 pl vzorku, 1 ml destilované vody a 1 ml zfedéného vodného
roztoku F-C ¢inidla v poméru 1:9. Roztok byl dikladné promichan na vortexu a ponechan
5 minut stat pii laboratorni teploté. Nasledné byl pfidan 1 ml nasyceného roztoku uhlicitanu
sodného, roztok byl opét promichan na vortexu. Po 15 minutach stani pfi laboratorni teploté
byla u roztoku zméfena absorbance pii vinové délce 750 nm proti slepému vzorku, ktery byl
pfipraven stejnym zpusobem, av§ak namisto vzorku bylo pouzito 100 pl destilované vody.
Kazdy vzorek byl analyzovan ve tfech paralelnich stanovenich [83].

Pro kvantitativni vyhodnoceni vysledkii byla sestrojena kalibracni zavislost, a to pro
standardni roztok kyseliny gallové o koncentraci 0,356 g/l. Postup méfeni kalibracni zavislosti
byl shodny s méfenim vzorkl, pouze na misto 100 ul vzorku bylo pouzito 100 ul ziedéného
standardniho roztoku kyseliny gallové [83].

Koncentrace celkovych polyfenol ve vzorku byla vypoétena z regresni rovnice kalibracni
zavislosti (viz ptiloha 2):

y = 3,0596x; R? =0,9997 (1)
a vysledky byly vyjadieny jako mg ekvivalent kyseliny gallové (GAE) na g vzorku.

3.11 Spektrofotometrické stanoveni celkovych flavonoidu

Celkovy obsah flavonoidi (TFC) byl stanoven spektrofotometrickou metodou vyuzivajici
roztok chloridu hlinitého a dusitanu sodného. Principem této metody je komplexotvorna reakce
molekul flavonoidd s chloridem hlinitym, resp. s kovovym iontem hliniku. V alkalickém
prostfedi v pfitomnosti NaNO dochazi k nitraci jakéhokoli aromatického kruhu nesouciho
katecholovou skupinu se tfemi nebo ¢tyfmi polohami, které nejsou substituované ani stericky
blokované. Po pridavku AICls, resp. Al(III), vznika zluté zbarveny roztok komplexu, ktery po
ptidani NaOH okamzit€ zCervena. Vznikajici komplexy zpusobuji zmény v absorpcnim spektru
flavonoida, které jsou pifimo umérné koncentraci celkovych flavonoidi. Tyto zmény jsou
proméfovany spektrofotometricky pii vinové délce 510 nm. Jako standard se u této metody
uptednostiiuje katechin [84].

Pro analyzu bylo smichano 500 pl vzorku, 1,5 ml destilované vody a 200 pl 5% roztoku
dusitanu sodného. Roztok byl dikladné promichan na vortexu a ponechan 5 minut stat pfi
laboratorni teploté. Nasledné bylo ptfidano 200 ul 10% roztoku chloridu hlinitého, roztok byl
opé€t promichan na vortexu a ponechan stat 5 minut pii laboratorni teploté. Poté bylo pfidano
1,5 ml 1 M roztoku hydroxidu sodného a 1 ml destilované vody. Po dikladném promichani,
I5Sminutovém odstani a opétovném promichani byla u roztoku zméfena absorbance pii vinové
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délce 510 nm proti slepému vzorku, ktery byl pfipraven stejnym zptsobem, avS§ak namisto
vzorku bylo pouzito 500 pl destilované vody. Kazdy vzorek byl analyzovan ve tiech paralelnich
stanovenich [83].

Pro kvantitativni vyhodnoceni vysledki byla sestrojena kalibracni zavislost, a to pro
standardni roztok katechinu o koncentraci 0,300 g/I. Postup méfeni kalibracni zavislosti byl
shodny s méfenim vzorkli, pouze na misto 500 pul vzorku bylo pouzito 500 ul zfedéného
standardniho roztoku katechinu [83].

Koncentrace celkovych flavonoidi ve vzorku byla vypoctena z regresni rovnice kalibracni
zavislosti (viz ptiloha 3):

y = 3,4591x; R? = 0,9987 (2)

a vysledky byly vyjadieny jako mg ekvivalentd katechinu (CAE) na g vzorku.

3.12 Spektrofotometrické stanoveni celkovych anthokyanu

Celkovy obsah anthokyant (TAC) byl stanoven spektrofotometrickou pH-diferen¢ni metodou,
jez vyuziva reverzibilni zmény struktury anthokyanovych pigmentl v zavislosti na zméné pH
prostfedi, coz je doprovazeno zménou absorpcniho spektra. Pfi hodnoté pH 1,0 dominuje
v roztoku barevna oxoniova forma, zatimco pfi pH 4,5 pfevazuje bezbarva hemiketalové forma
(viz obrazek 18 a 19). pH-diferen¢ni metoda umoziuje jednoduché, rychlé a pomérné presné
meéfeni celkovych monomernich anthokyant, a to i v pfitomnosti polymerizovanych ¢i
degradovanych pigmenta a dalSich rusivych vlivia [85,86].

absorbance [-]

0.0 T T T T T
250 3350 450 550 650 750
vinova délka [nm]

Obrazek 18: Spektralni charakteristiky anthokyanu z borivky pri pH pufru 1,0 a 4,5 [86,85].
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Obrazek 19: Previddajici strukturalni formy anthokyanii pritomnych pri riiznych hodnotach pH [86].

Pomoci UV-VIS spektrofotometru Helios byly zméfeny absorpcni spektra anthokyant
v rozsahu vlnovych délek 315-720 nm pti pH pufrii 1,0 a 4,5, ¢imz byl ovéfen rozsah vinovych
délek v UV-VIS oblasti, pii kterych hodnota absorbance métenych vzorka z plodi trnky obecné
dosahla maximalnich hodnot. Pro méfeni absorpcniho spektra byly pfipraveny vzorky fedéné
0,025 M pufrem chloridu draselného o pH 1,0 a 0,4 M pufrem octanu sodného o pH 4,5 [86].

Pro nasledné analyzy bylo v zavislosti na typu vzorku pouzito 100—1 000 pl vzorku. Dany
objem vzorku byl smichan s 2,0-2,9 ml 0,025 M pufru chloridu draselného o pH 1,0 tak, ze
celkovy objem vzniklého roztoku €inil 3 ml (napt. 100 pl vzorku bylo smichano s 2,9 ml pufru).
Stejnym zptuisobem byl vzorek paralelné smichan také s 0,4 M pufrem octanu sodného o pH 4,5.
Nasledné byl roztok dikladné promichan na vortexu a promeéfen na spektrofotometru
pfi vlnovych délkach 510 nm a 700 nm proti slepému vzorku, kterym byla destilovana voda.
Kazdy vzorek byl analyzovan ve tfech paralelnich stanovenich [86].

Koncentrace celkovych monomernich anthokyani ve vzorku byla vypoctena ze ziskanych
absorbanci pti vinové délce 510 nm (A45;70) a 700 nm (A4 700):

A[—] = (As10 — A700)pr=1 — (As10 — A700) pH=4,5 (3)
AF-M,
clg/ll=—7— 4)

kde A je vypoctena celkova absorbance ziedéného vzorku, Mw je molekulova hmotnost
kyanidin-3-O-glukosidu (449,2 g/mol), / je opticka délka kyvety, F' je faktor ziedéni, ¢ je
molarni absorpéni koeficient kyanidin-3-O-glukosidu (26 900 I/mol-cm). Vysledky byly
vyjadreny jako mg ekvivalentt kyanidin-3-O-glukosidu (CGE) na g vzorku [86].
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3.13 Spektrofotometrické stanoveni antioxidac¢ni aktivity metodou TEAC

Antioxidacni aktivita (AA) byla stanovena spektrofotometrickou metodou TEAC (Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity), jez je zaloZena na hodnoceni schopnosti vzorku eliminovat
kation-radikal ABTS®" [2,2"-azinobis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)]. Antioxi-
danty obsazené ve vzorku, které se chovaji jako donory vodiku, zhasi kation-radikal ABTS*",
¢imz zpusobuji odbarveni modrozelené reakéni smési. Zmény v absorpénim spektru jsou
pozorovany spektrofotometricky pifi vinové délce 734 nm, kdy mira poklesu absorbance
odpovida koncentraci antioxidantd ve vzorku. Vysledna antiradikalova aktivita vzorku je poté
srovnavana s antiradikalovou aktivitou standardni latky zvané Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina) [83].

Pro analyzu byl pfipraven roztoku kation-radikalu ABTS*", a to rozpu$ténim ABTS v desti-
lované vodé na koncentraci 7 mM s naslednym piidavkem 2,45 mM roztoku peroxodisiranu
draselného. Vznikly modrozeleny roztok byl ponechdn minimalné 12 hodin ve tmé pfi
laboratorni teploté. Pfed kazdym pouzitim byl roztok zfedén UV-VIS ethanolem na absorbanci
0,70+0,02 pti vlnové délce 734 nm [83].

Pro méfeni byl smichan 1 ml zfedéného roztoku kation-radikalu ABTS*" a 10 pl destilované
vody. Thned poté byla zméfena absorbance v Case 0 minut (49) pifi vlnové délce 734 nm.
Nasledné byl smichan 1 ml zfedéného roztoku ABTS*" a 10 pl vzorku, smés byla promichana
na vortexu a ponechana ve tmé pii laboratorni teplot€. V 10. minuté byl zméfen pokles
absorbance (410). Jako blank byl pouzit UV-VIS ethanol. Kazdy vzorek byl analyzovan ve tfech
paralelnich stanovenich [83].

Pro kvantitativni vyhodnoceni vysledki byla sestrojena kalibracni zavislost, a to pro
standardni roztok Troloxu o koncentraci 0,388 pg/ml. Postup méfeni kalibracni zavislosti byl
shodny s méfenim vzorkl, pouze na misto 10 ul vzorku bylo pouzito 10 pl zfedéného
standardniho roztoku Troloxu, a na misto 10 pl destilované vody bylo pouzito 10 pl 60%
UV-VIS ethanolu [83].

Celkova antioxidacni aktivita vzorku byla vypoctena z regresni rovnice kalibra¢ni zavislosti

(viz pfiloha 4):
y =0,5959x; R% =0,9801 (5)
kde za y byl dosazen rozdil absorbanci v ¢ase 0 minut (4) a 10 minut (A10):
A[-] =4y — DAy (6)

a vysledky byly vyjadfeny jako umol ekvivalentt Troloxu (TE) na g vzorku.

3.14 Stanoveni vitaminu C metodou HPLC/DAD

Vitamin C (resp. kyselina L-askorbova) byl identifikovan metodou vysokouc¢inné kapalinové
chromatografie ve spojeni s detektorem diodového pole (tzv. DAD). Jedna se o analytickou
separacni techniku, pfi niz dochazi k distribuci jednotlivych slozek vzorku mezi nepohyblivou
stacionarni a pohyblivou mobilni fazi. Vzorek je unaSen proudem mobilni faze chromatogra-
fickou kolonou vyplnénou sorbentem smérem k detektoru. Pfi priichodu vzorku kolonou
dochazi k mnohacetnym interakcim jednotlivych analyti se sorbentem, coz zpusobuje jejich
zadrzeni v kolong, pfiCemz Cas, ktery kazdy analyt stravi na povrchu sorbentu, zavisi pravé na
sile jeho interakce se sorbentem [87].
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Vzorky byly extrahovany, pfip. rozpustény, v 2% kyseliné¢ metafosforecné. Priblizné 1 g
vzorku byl smichén s 5 ml rozpoustédla a v uzaviené sklenéné nadobé byl vlozen do ultra-
zvukové lazn€ (4 x 15 min). Nasledné byly vSechny vzorky prefiltrovany pies nylonovy filtr
(velikost port 0,45 um) do Cistych Sroubovacich vialek a do analyzy uchovany v mrazaku.

Analyza vzorkd byla realizovana na HPLC sestavé znacky Thermo Fisher Scientific.
Podminky separace a slozeni mobilni faze jsou uvedeny nize v tabulce 13. Kyselina
L-askorbova byla identifikovana pomoci komeréniho standardu a chromatograficka data byla
vyhodnocena pomoci softwaru Chromeleon 7.2.

Tabulka 13: Podminky separace hydrofilnich vitaminii pomoci HPLC/DAD.

kolona Rezex ROA-Organic Acid H+ (8%); 250 x 4,6 mm
teplota 50°C
objem vzorku 20 wl
typ eluce izokraticka
mobilni faze 5 mM H,S04
pritok mobilni faze 0,3 ml/min
¢as analyzy 15 min
detekce analyti DAD, absorbance pfi % =210 nm

3.15 Stanoveni profilu fenolickych latek metodou HPLC/DAD

Profil fenolickych latek byl stanoven metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie
ve spojeni s detektorem diodového pole (HPLC/DAD).

Lyofilizovany prasek z plodu PsL byl extrahovan 96% methanolem a Zelatinové bonbony
byly rozpustény v 50% ethanolu s hodnotou pH 2-3. Vzdy byl pouzit pfiblizné 1 g vzorku,
ktery byl smichan s 5 ml pfislu§ného rozpoustédla, a v uzaviené sklenéné nadobé& byl vlozen
do ultrazvukové lazn€é (4 x 15 min). Nasledné byly vzorky prefiltrovany ptres PTFE filtr
(velikost port 0,45 um) do Cistych Sroubovacich vialek a predany na HPLC analyzu.

Analyza vzorkd byla realizovana na HPLC sestavé znacky Thermo Fisher Scientific.
Podminky separace, slozeni mobilnich fazi a prubéh gradientové eluce jsou uvedeny
v tabulce 14 a 15. Jednotlivé fenolické latky byly identifikovany pomoci komercnich standardu.
Chromatograficka data byla vyhodnocena pomoci softwaru Chromeleon 7.2.

Tabulka 14: Podminky separace fenolickych latek pomoci HPLC/DAD.

kolona Kinetex F5 100 A (150 mm x 4,6 mm x 2.6 um)
teplota 25°C
objem vzorku 20 wl
typ eluce gradientova eluce
pritok mobilni faze 0,4 ml/min
¢as analyzy 30 min
detekce analyta DAD, absorbance pfi A =260, 280, 300 nm
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Tabulka 15: Slozeni mobilnich fazi a pribéh gradientové eluce pro analyzu fenolickych ldtek pomoci
HPLC/DAD.

¢as [min] 1 5 10 21 26 30
0,1% trifluoroctova kyselina [%b] 90 85 80 25 55 90
100% acetonitril [%o] 10 15 20 75 45 10

3.16 Stanoveni profilu jednoduchych cukru metodou HPLC/DAD

Profil jednoduchych cukrt v ethanolovém extraktu z ploda PsL byl stanoven metodou vysoko-
ucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s detektorem diodového pole (HPLC/DAD).

Vzorek ethanolového extraktu byl zfedén 1:9 destilovanou vodou a nasledné piefiltrovan
pres PTFE filtr (velikost pora 0,45 um) do Cistych Sroubovacich vialek a predan na HPLC
analyzu. Analyza vzorku byla realizovana na HPLC sestavé znacky Shimadzu. Podminky
separace a slozeni mobilni faze jsou uvedeny nize v tabulce 16. Jednotlivé cukry byly
identifikovany pomoci komer¢nich standarda a kvantifikovany pomoci ptislusnych regresnich
rovnic:

fruktédza: y = 78766x (7)

glukéza: y = 87489« ®)

Tabulka 16: Podminky separace jednoduchych cukrii a slozeni mobilni fize pro analyzu HPLC/DAD.

kolona Waters, WAT084038 Carbohydrate Analysis, (300 mm x 3,9 mm)
teplota 35°C
tlak 105-115 bar
objem vzorku Sul
typ eluce izokraticka eluce
mobilni faze acetonitril: voda (80:20)
pritok mobilni faze 1,2 ml/min
¢as analyzy 18 min

3.17 Stanoveni vybranych nutri¢nich hodnot

3.17.1 Stanoveni celkové suSiny

Celkova susina, tedy suma nerozpustné a rozpustné susiny, byla stanovena vazkovou metodou
s vyuzitim procesu suseni. Jedna se o jednu z nejpouzivangjSich metod pro stanoveni susiny a
vlhkosti v potravinarskych produktech [88].

Pro analyzu bylo navéazeno ptiblizné 5 g homogenizovaného vzorku, a to s presnosti na ¢tyfi
desetinna mista. Navazka vzorku byla suSena pii teplot¢ 105 °C do dosazeni konstantni
hmotnosti (cca 4 hodiny). Poté byla miska se vzorkem ulozena do exikatoru, kde vzorek
zchladl a nakonec byl zvazen s piesnosti na Ctyfi desetinna mista. Kazdy vzorek byl analyzovan
ve tiech paralelnich stanovenich [88].
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Obsah celkové susiny (W susina) Ve vzorku byl vypocten ze ziskanych hmotnosti vzorku pred
suSenim (m ;) a po vysuSeni (m 2):
my — My
Wsusina [% hm] =100 — (m— - 100 ) (9)
1

a vysledky byly vyjadieny v hmotnostnich procentech.

3.17.2 Stanoveni popela
Celkovy obsah popela byl stanoven vazkovou metodou, a to po spaleni vzorku v elektrické peci
pfi teploté priblizn€ 800 °C. Jedna se o univerzalni metodu pouzitelnou prakticky pro vSechny
druhy potravinaiskych produktt [88].

Pro analyzu bylo do vyzihaného kelimku navazeno pfiblizn€é 0,5 g suSiny vzorku, a to
s presnosti na Ctyfi desetinna mista. Navazka vzorku byla zuhelnaténa na vafici v digestofi a
nasledné zihana v elektrické peci pfti teplote 650 °C po dobu cca 3 hodin. Kelimek s vyzihanym
biloSedym popelem byl vlozen do exikatoru a po vychladnuti byl zvazen s presnosti na Ctyfi
desetinna mista. Kazdy vzorek byl analyzovan ve tfech paralelnich stanovenich [88].

Obsah celkového popelu (W poper) Ve vzorku byl vypocten ze ziskanych hmotnosti vzorku
pted (m ;) a po zihani (m 2):

m;
Wpopet [Y0 hm. | = m_1 100 (10)

a vysledky byly vyjadieny v hmotnostnich procentech.

3.17.3 Stanoveni celkovych bilkovin

Celkovy obsah bilkovin byl stanoven po mineralizaci Kjeldahlovou metodou. Zakladem této
metody je mineralizace vzorku varem s koncentrovanou kyselinou sirovou za ptidavku
Wieningerova katalyzatoru, ¢imz dochazi k prevedeni dusikatych latek na siran amonny. Z né¢j
se v alkalickém prostfedi hydroxidu sodného uvolni amoniak, ktery se predestiluje s vodni
parou, a jako Cisty amoniak je jiman do predlohy se zndmym mnozstvim kyseliny sirové.
Nadbytek kyseliny se nasledné zpétné titruje odmérnym roztokem hydroxidu sodného
(obrazek 20). Jedna se o univerzalni metodu, ktera je vSak pomérné ¢asoveé narocna [88].

N, + H,S0, = (NH,),S0,
(NH,),S0, + 2NaOH = Na,SO, + 2NH, + H,0
2NH, + H,S0, = (NH,),S0, + H,S0,
H,S0, + 2NaOH = Na,S0, + H,0

Obrazek 20: Schéma reakci charakterizujici prithéh stanoveni celkového dusiku podle Kjeldahla.

Pro mineralizaci bylo do mineraliza¢nich trubic navazeno po 1 g suSiny vzorku, a to
s pfesnosti na 1 mg. Poté bylo ke kazdé navazce ptidano 10 ml koncentrované kyseliny sirové a
2 ¢ Wieningerova katalyzatoru (smés: 90 g siranu sodného, 7 g siranu rtutnatého, 1,5 g siranu
médnatého a 1,5 g selenu). Trubice byly umistény do mineralizaéniho bloku a vzorek byl
mineralizovan po dobu cca 75 minut do dosazeni Cirého vzhledu [88].
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Mineralizat vzorku byl nasledné kvantitativné pfeveden do destilacni bariky a smichan
s n€kolika kapkami fenolftaleinu. Po pfipojeni destilacni bariky k destilacnimu pfistroji bylo
k smési pridano cca 40 ml 33% roztoku hydroxidu sodného, tak ze bylo dosazeno fialového
zabarveni fenolftaleinu. Uvolnény amoniak byl pfedestilovan svodni parou (30 min)
do predlohy obsahujici 25 ml standardizovaného 0,05 M roztoku kyseliny sirové (standardi-
zovan na 0,1 M standardizovany roztok hydroxidu sodného a Tashirav indikator). Po ukonceni
destilace byly k destilatu v pfedloze pridany 3 kapky Tashirova indikatoru a roztok byl titrovan
standardizovanym 0,1 M roztokem hydroxidu sodného (standardizovan na 0,05 M roztok
dihydratu kyseliny $tavelové a indikator fenolftalein) do prvniho trvalého zlutého zabarveni.
Kazdy vzorek byl analyzovan ve dvou paralelnich stanovenich [88].

Celkovy obsah hrubych bilkovin ve vzorku byl vypocten pfes celkovy obsah dusiku
ze ziskanych objemu spotieby odmérmého roztoku hydroxidu sodného:

2 (CH2504 -0,025 — M) My

wy [% hm.] = - 100 (11)

m
wg [Y% hm.] = fp - wy (12)

kde wy je procentualni obsah dusiku; cu2s0+4 je presna koncentrace odmérného roztoku kyseliny
sirové; 0,025 je objem standardizovaného roztoku kyseliny sirové v predloze; cyaon je presna
koncentrace odmérného roztoku hydroxidu sodného; Vaor je objem spotieby odmérného
roztoku hydroxidu sodného; Mr je molarni hmotnost dusiku (14,01 g/mol); m je hmotnost
navazky vzorku; wp je procentudlni obsah hrubych bilkovin a f3 je univerzalni prepocitavaci
faktor (fz = 6,25). Vysledky byly vyjadifeny v hmotnostnich procentech.

3.17.4 Stanoveni celkovych tuku
Celkovy obsah tukt byl stanoven vazkovou metodou podle Soxhleta. Principem této metody je
extrakce lipidd nepolarnim rozpoustédlem (napt. hexan, petrolether, diethylether), které je
nasledné odstranéno a tuk je po vysuseni zvazen [88].

Pro analyzu bylo do extrakéni patrony navazeno piiblizné 8,5 g suSiny vzorku, a to
s presnosti na Ctyfi desetinna mista. Po utésnéni patrony vatou byla vlozena do automatického
extrakéniho pfistroje Soxtherm. Do extrakéni tuby bylo nalito 100 ml hexanu a po umisténi
tuby do pristroje byl zah4jen proces extrakce (170 °C; 184 min), ktery byl fizen prostfednictvim
softwaru Soxtherm Manager. Po ukonceni extrakce bylo rozpoustédlo s vyextrahovanym tukem
kvantitativné prevedeno do predem zvazené suché varné baiky a hexan byl odstranén
na vakuové odparce. Nasledné byla baiika s tukem suSena pfiblizn€ 30 minut pfi teploté 80 °C a
po zchladnuti v exikatoru byla zvazena s presnosti na ¢tyfi desetinnd mista. Kazdy vzorek byl
analyzovan ve dvou paralelnich stanovenich [88].

Obsah celkového tuku (w ux) ve vzorku byl vypocten ze ziskanych hmotnosti navazky
vzorku (m ;) a vysu$eného tuku (72 2):

m
Weuk [% hm.] = # 100 (13)
1

a vysledky byly vyjadieny v hmotnostnich procentech.
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3.17.5 Stanoveni celkovych cukru po inverzi

Celkovy obsah redukujicich cukri po inverzi (TSC) byl stanoven spektrofotometrickou
metodou podle Somogyi-Nelsona. Zakladem této metody je redukce médnaté soli (Cu®)
v alkalickém prostiedi za zvySené teploty (100 °C) na méd'nou sul (Cu®). Ta nasledné vytvari
s Nelsonovym ¢inidlem modrozeleny komplex (obrazek 21), jehoz intenzita se proméfuje
spektrofotometricky pii vinové délce 540 nm [90].

o] 0
R—/~< + 2¢c + 4HO — R‘f( + Cu,0 + 2H,0
H OH

Cu,O0 + arsenomolybdenova kyselina —* molybdenova modf

Obrdazek 21: Reakce médnych iontii s arsenomolybdenovou kyselinou za vzniku molybdenové modri [80].

Samotnému stanoveni predchazela extrakce cukru, Cifeni roztoku pomoci Carrezova Cinidla
I a II (viz tabulka 17) a inverze neredukujicich cukrii na redukujici. Do odmérné banky (OB)
o objemu 50 ml byl navazen pfiblizné 1 g susiny vzorku, a to s pfesnosti na 1 mg. Po pfidavku
40 ml 40% ethanolu byla OB uzaviena a umisténa na tfepacku, kde byla ponechéana 1,5 hodiny
pfi laboratorni teploté. Poté byl pfidan 1 ml Carrezova ¢inidla I a smés byla tfepana 1 minutu.
Pak byl pfidan 1 ml Carrezova ¢inidla I a smés byla opét tfepana 1 minutu. Nasledné byla OB
doplnéna 40% ethanolem po rysku, promichana a smés byla zfiltrovana. Ziskany filtrat byl
zahfivan v kadince s cilem odpafit ptitomny ethanol (ptivodni objem roztoku byl zredukovan
cca na polovinu). Po vytemperovani roztoku na laboratorni teplotu byl tento roztok preveden
do 50 ml OB a doplnén po rysku destilovanou vodou [91].

Pro inverzi neredukujicich cukrii na redukujici bylo v OB o objemu 50 ml smichano 25 ml
extraktu cukrt s 2,5 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové. Po promichani byla barika
umisténa na 30 min do vrouci vodni 1azné, kde doslo k inverzi. Nasledn¢ byl roztok ochlazen a
zneutralizovan pridavkem 4 M roztoku hydroxidu sodného. Po doplnéni OB po rysku
destilovanou vodou byl roztok vzorku pfipraven pro analyzu redukujicich cukra [91,92].

Pro analyzu bylo pfipraveno Somogyiho ¢inidlo I a II a Nelsonovo ¢inidlo (tabulka 18).
Nelsonovo ¢inidlo bylo ponechano stat minimalné 48 hodin pfi teploteé 37 °C v hnédé lahvi.

Pro méfeni bylo smichano 800 pl Somogyiho €inidlaIs 200 pl Somogyiho ¢inidlaIlas 1 ml
vzorku. Roztok byl dikladn€ promichan pomoci vortexu a na 15 minut vloZen do vrouci vodni
lazné. Po ochlazeni na laboratorni teplotu byly k roztoku pridany 2 ml Nelsonova Cinidla a smés
byla michana az do rozpusteni srazeniny oxidu méd'ného. Ptiblizné€ po 2 minutach bylo piidano
6 ml destilované vody a po dikladném promichani byla u roztoku zméfena absorbance pfi
vinové délce 540 nm proti slepému vzorku, ktery byl pfipraven stejnym zpusobem, avSak
namisto vzorku byl pouzit 1 ml destilované vody. Kazdy vzorek byl analyzovan ve dvou
paralelnich stanovenich [90].
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Pro kvantitativni vyhodnoceni vysledkti byla sestrojena kalibracni zavislost, a to
pro standardni roztok glukozy o koncentraci 0,203 g/l. Postup méteni kalibracni zavislosti byl
shodny s méfenim vzorkd, pouze na misto 1 ml vzorku byl pouzit 1 ml zfedéného standardniho
roztoku glukézy [90].

Koncentrace celkovych cukri ve vzorku byla vypoctena z regresni rovnice kalibracni
zavislosti (viz ptiloha 5):

y = 6,0748x; R? = 0,9992 (14)

a vysledky byly vyjadfeny jako g ekvivalentt glukézy (GLE) na 100 g vzorku.

Tabulka 17: Slozeni Carrezova cinidla I a Il pro cireni extraktu cukrii [91].

Carrezovo Cinidlo I Carrezovo Cinidlo 11
Zn(CH;COy); - 2H,0 219¢g K4[Fe(CN)s] - 3H,0 106 g
ledova CH:COOH 3 ml destil. voda (po rysku OB) 100 ml
destil. voda (po rysku OB) 100 ml

Pozn.: OB (odméma barika).

Tabulka 18: Slozeni roztokii pro stanoveni redukujicich cukrii podle Somogyi-Nelsona [90].

Somogyiho Cinidlo I Somogyiho ¢inidlo II Nelsonovo ¢inidlo
in dno- lybd
vinan socno 12g | CuSO;-SH,0  4g molybdenan 25
draselny amonny
NaHCO; 16 g bezvody 36 NasHASO: - TH,0 R
aHAsO, -
bezvody Na;COs 24 ¢ Na:SO, 08 ZHASTs T 8
bezvody Na,SO4 144 g , konc. H>SO, 21 ml
destil. vod 200 ml
destil. voda ~ 800ml | T VO " destil. voda 475 ml

3.17.6 Stanoveni vlakniny
Celkovy obsah vlakniny byl stanoven metodou podle Henneberga a Stohmanna. Principem této
metody je prevedeni balastnich latek do roztoku pomoci kyselé (5% roztok kyseliny sirové) a
zasadité hydrolyzy (5% roztok hydroxidu sodného). Izolovana vlaknina se vysusi a zvazi [88].
Pro analyzu byly v destila¢ni baiice smichany pfiblizn€ 3 g rozmeélnéného vzorku s 200 ml
5% roztoku kyseliny sirové. Smés byla vafena po dobu 30 minut s obasnym promichanim
pod zpétnym chladicem. Poté byla smé&s jesté za horka zfiltrovana ptes filtracni kelimek M2 a
pevny podil na filtru byl promyt horkou destilovanou vodou. Nasledné byl kvantitativné
preveden do destilacni baiiky a smichan s 200 ml 5% roztoku hydroxidu sodného. Smés byla
opét varena 30 minut s obasnym promichanim pod zpétnym chladi¢em, poté byla za horka
zfiltrovana pres filtracni kelimek M2. Pevny podil na filtru byl promyt horkou destilovanou
vodou a ethanolem. Po vysuSeni pfi teploté 105 °C a vychladnuti v exikatoru byl kelimek
s pevnym zbytkem zvazen. Nasledné byl kelimek umistén do muflové pece, kde byl pevny podil
spalen pfi teploté cca 650 °C na popel, ktery byl taktéz zvazen. Kazdy vzorek byl analyzovan
ve dvou paralelnich stanovenich [88].
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Obsah vlakniny ve vzorku (W viaimina) byl vypocten ze ziskanych hmotnosti ptivodniho (m ;),
vysusen¢ho (m 2) a spaleného vzorku (m 3):

m; —ms;

Wylsknina [Yo hm.] = 100 (15)

my

a vysledky byly vyjadieny v hmotnostnich procentech.

3.17.7 Stanoveni celkovych sacharidu
Celkovy obsah sacharida byl stanoven vypoctem dle rovnice:

mg [g] = 100 — (my + mg + my + mp) (16)

kde m s je hmotnost sacharidd, m ;- je hmotnost vlhkosti, m p je hmotnost bilkovin, m 7 je
hmotnost tukd a m p je hmotnost popela, pfiCemz vSe bylo vztazeno na 100 g materialu.
Vysledky byly vyjadieny jako g sacharidi na 100 g materialu [6].

3.17.8 Stanoveni energetické hodnoty
Celkova energeticka hodnota byla stanovena vypoc¢tem dle rovnice:

E [kcal] =4 (mg +mg) + 9 (my) (17)

kde E je energeticka hodnota, m  je hmotnost bilkovin, m s je hmotnost sacharidi a m 7 je
hmotnost tukil, pficemz v§e bylo vztazeno na 100 g materialu. Vysledky byly vyjadieny v kcal
na 100 g materialu [6].

3.18 Stanoveni antimikrobialni aktivity

Antimikrobialni aktivita byla sledovana jednoduchou dilu¢ni metodou. Principem této metody
je smiseni antimikrobiélni latky s inokulem testovaného mikroorganismu v jamkéach mikro-
titraCni desticky nebo ve sklenénych zkumavkach. Nasledné jsou tyto desticky ¢i zkumavky
inkubovany za podminek vhodnych pro dany mikroorganismus. Poté je prostiednictvim
vzniklého zakalu hodnocen rist daného kmene v pfitomnosti antimikrobialni latky, a to
spektrofotometricky ¢i turbidimetricky [93].

Pouzité mikroorganismy

Pro stanoveni antimikrobialni aktivity vzorku ethanolového extraktu z plodu PsL byl pouzit
jeden druh grampozitivni bakterie Micrococcus luteus (CCM 1569), jeden druh gramnegativni
bakterie Escherichia coli (CCM 5172) a jeden typ kvasinky Candida glabrata (CCM 8270).
Vsechny mikroorganismy byly ziskany z Ceské sbirky mikroorganisma (CCM) Masarykovy
univerzity v Bmé.

Kultivace mikroorganismu

Bakterialni kmeny (Micrococcus luteus a Escherichia coli) byly kultivovany na zivném médiu
Nutrient Broth 1% peptone (NB), zatimco kvasinkova kultura (Candida glabrata) byla
kultivovana na Yeast Extract-Peptone-Dextrose (YPD) médiu (slozeni médii je uvedeno
v tabulce 19). U vSech kultur byla kultivace realizovana jak na pevnych agarovych plotnach,
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tak v kapalném médiu. Pevné médium, které obsahovalo 25 g/l NB, resp. 50 g/l YPD, a 20 g/
agaru, bylo vysterilizovano (30 minut pfi teplot¢ 120 °C), rozlito na Petrtho misku a
zaoCkovano kiizovym roztérem kulturou daného mikroorganismu. Kapalné médium, které
obsahovalo 25 g/l NB, resp. 50 g/l YPD, bylo taktéz vysterilizovano, pfevedeno do Erlen-
mayerovych banék o objemu 50 ml a zaoCkovano kulturou daného mikroorganismu pomoci
jedné klicky. VSechna zaockovana média byla inkubovana na temperované tfepacce pii teplote
30 °C po dobu 24 hodin za stalého michani 150 rpm [94,95].

Tabulka 19: SlozZeni kultivacnich médii pro testované bakteridlni a kvasinkové kmeny [94,95].

Nutrient Broth 1% peptone | Yeast Extract-Peptone-Dextrose
(NB) (YPD)
pepton 10 g/l pepton 20 g/l
hovézi extrakt 10 g/l kvasni¢ni extrakt 10 g/l
NaCl Sgll glukoza 20 g/l

Diluéni metoda

Inhibice rastu vybranych mikroorganismua byla sledovana pomoci bujonové dilucni metody
s vyuzitim 96jamkovych mikrotitra¢nich desti¢ek a ELISA readeru pro spektrofotometrickou
detekci zakalu pfi vinové délce 630 nm.

Pro analyzu bylo k 50 pl tekutého vzorku pifidano 150 ul tekutého média zaoCkovaného
bunécnou suspenzi s konecnou absorbanci 0,1 (bylo pouzito cca 0,5 ml kultury na 50 ml média).
Pro slepy pokus bylo pouzito 50 pl rozpoustédla, tedy 40% ethanolu. Mikrotitracni desticka
byla inkubovana na temperované tiepacce pri teploté 37 °C za stalého michani 150 rpm a v Case
0, 24 a 48 hodin byly pomoci ELISA readeru sledovany zmény intenzity zakalu pii vinové délce
630 nm [94]. Kazdy vzorek byl analyzovan ve tfech paralelnich stanovenich a vysledky byly
vyjadfeny v procentech.

3.19 Studium uvoliiovani bioaktivnich latek v pribéhu modelového traveni

Vyrobené dopliky stravy (tj. zelatinové bonbony a Zzelatinové kapsle s lyofilizovanym
praskem) byly podrobeny sledovani uvolfiovani polyfenolti béhem simulovaného gastrointesti-
nalniho traveni ,nala¢no“. Modelové traveni probihalo za pouziti umeélé zaludecni (SGF;
simulated gastric fluid) a stfevni §tavy (SIF; simulated intestinal fluid), jejichz sloZeni je
popsano nize v tabulce 20 [96,97].

Pro in vitro zkousku disoluce byl vzorek smichan s 50 ml SGF, ktera byla predem
vytemperovana na 37 °C, a v uzaviené nadob€ byl umistén na tfepacku, kde byl za stalého
michani (100 rpm) inkubovéan po dobu 30 min pfi teploté 37 °C. V Sminutovych intervalech
byly provedeny odbéry (200 ul) pro sledovani uvolnénych polyfenolt [96,97].

Po pul hodiné byla SGF smichana s SIF (pfedem vytemperovanou na 37 °C) v poméru 1:1.
Smés byla dale inkubovana na tfepacce za stalého michani (100 rpm), pfi teploté 37 °C po dobu
60 minut. V 10minutovych intervalech byly provedeny odbéry (200 ul) pro sledovani uvolné-
nych polyfenoli. Veskeré odebrané vzorky byly analyzovany na celkovy obsah polyfenola
(TPC), a to spektrofotometrickou metodou vyuzivajici F-C ¢inidlo (kapitola 3.10) [96,97].
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Tabulka 20: SlozZeni pouzitych disolucnich médii [96].

typ média slozeni média

3.2 g pepsinu, 2,0 g chloridu sodného, 80 ml 1 M roztoku kyseliny
zaludecni §tava chlorovodikové, dopInéno v OB destilovanou vodou na 1 000 ml
roztoku, pH 1,2
10 g pankreatinu, 6,8 g dihydrogenfosfore¢nanu draseln¢ho, 77 ml
stfevni §tava 0,2 M roztoku hydroxidu sodného, doplnéno v OB destilovanou
vodou na 1 000 ml roztoku, pH 6.8

Pozn.: OB (odmérna barika).

3.20 Senzoricka analyza

Vyrobené dopliky stravy ve formé zelatinovych bonbonu s pfidavkem koncentrovaného
extraktu z ploda trnky obecné (Prunus spinosa) byly podrobeny senzorické analyze, ptiCemz
cilem byla optimalizace pfidavku extraktu s ohledem na spotiebitelskou piijatelnost.

Vzorky byly pro senzorické hodnoceni pfipraveny na bilé porcelanové talitky, zakodovany
(tabulka 21) a spolecné s chut'ovym neutralizatorem a hodnotitelskym protokolem (obrazek 22)
predlozeny panelu hodnotiteld. Hodnoceni se zucastnilo celkem 30 respondenti z fad studentti
Fakulty chemické VUT v Brné.

Tabulka 21: Kodovdni vzorkii pro senzorickou analyzu.

kod vzorku  zkratka vzorku mnozstvi pridaného extraktu [ %]

D5M5 MO 0
Z6C1 M5 5
Z2M5 MI10 10
D3C5 MI5 15
Z4D5 M20 20

Obrazek 22: Vzorky pFipravené pro senzorickou analyzu.
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Senzorické hodnoceni se skladalo ze dvou casti, a to z profilového hodnoceni a poradové
zkousky. V prvni ¢asti byly pomoci grafickych intervalovych stupnic hodnoceny parametry
jako vzhled, barva, konzistence, lepivost, sladkost, kyselost, ovocitost a celkova chut, resp.
flavour. Hodnotitelé své Ciselné odpovédi zaznamenavali do tabulek v hodnotitelském
protokolu, ktery je uveden v pfiloze (viz pfiloha 1). Prostifednictvim poradové zkousky byla
hodnocena celkova pfijatelnost vzorku, které byly hodnotiteli sefazeny od nejvice prijatelného
po nejméné piijatelny.

3.21 Statisticka analyza dat

Vsechna experimentalné ziskana data byla zpracovana a vyhodnocena pomoci programi
Microsoft Excel, Statistica 13 a OriginPro 2018 64-bit. VesSkeré statistické analyzy byly
provedeny na zvolené hladin€ vyznamnosti o = 0,05.

Vysledky senzorické analyzy jsou vyjadieny jako median + interkvartilové rozpéti (IQR),
nebot’ se jedna o data s nenormalni distribuci, coz bylo zjisténo pomoci Shapiro-Wilkova testu
normality. Pro statistické vyhodnoceni byla pouzita neparametricka analyza rozptylu Kruskal-
Wallisova ANOVA a metoda vicenasobného srovnani vzorki (tzv. Multiple comparisons).
Dale byla provedena korelacni analyza podle Spearmana. Taktéz byl dataset podroben kontrole
na pritomnost odlehlych hodnot pomoci Grubbsova testu.

Vysledky z chemickych analyz jsou vyjadieny jako primér + smérodatna odchylka (SD).
Smérodatné odchylky byly vypodteny z naméfenych dat pomoci funkce SMODCH.VYBER.S
v programu MS EXCEL a v grafech jsou znazornény jako chybové usecky. Tato data byla dale
analyzovana a statisticky vyhodnocena v programu OriginPro 2018 64-bit pomoci techniky pro
analyzu rozptylu One-Way ANOVA a Tukeyho srovnavaciho testu, taktéz na zvolené hladiné
vyznamnosti a = 0,05.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Vliv zpusobu uchovavani ploda Prunus spinosa na obsah bioaktivnich latek

Pro studium vlivu zpisobu uchovavani plodi Prunus spinosa na obsah vybranych bioaktivnich
latek byly analyzovany &erstvé (CP), mrazené (MP), lyofilizované (LP), susené (SP) a 1 rok
mrazirensky skladované plody PsL (MIP). Pred analyzami byly vzorky extrahovany dle
postupt uvedenych v kapitolach: 3.8, 3.9, a nasledné testovany z hlediska obsahu celkovych
polyfenola (TPC), flavonoida (TFC), anthokyant (TAC) a antioxidacni aktivity (AA). Dil¢i
stanoveni byla provedena dle postupti uvedenych v kapitolach: 3.10, 3.11, 3.12, 3.13. VSechny
vzorky byly analyzovany ve tfech paralelnich stanovenich (n=3). Ze ziskanych dat byl
vypocten prumér a smérodatna odchylka (SD) a vysledky byly vyjadfeny v mg/g susiny
materidlu (DW), resp. v umol/g DW (viz tabulka 22 a obrazek 23). Vysledky statistického
zpracovani dat pomoci srovnavaciho Tukeyho testu jsou uvedeny v pfiloze 6.

Tabulka 22: Celkovy obsah polyfenolii (TPC), flavonoidii (TFC) a anthokyanii (TAC) a antioxidacni

aktivita (AA) plodii Prunus spinosa konzervovanych riiznymi zpiisoby (priimér = SD; n = 3).

vzorek TPC TFC TAC AA
[mg GAE/g DW] [mg CAE/g DW] [mg CGE/g DW] [umol TE/g DW]
CP 55.79 + 0,27 46,98 + 021 2.39+0.05 519,64 +2.12
MP 40,54 £ 0,49 22,35+ 0,09 2,16+ 0,02 281,72 £ 0,70
LP 57,49 £ 0,33 4575+0,12 6,41+0,19 274,75 £ 1,06
SP 49.33+0,17 33,64 + 0,20 3,65+ 0,04 214,20 + 4,60
M1P 64,42 £ 0,26 46,90 £ 0,29 5,14 £ 0,05 506,27 £ 1,78
Pozn.: Zkratkové znaceni jednotlivych vzorku je uvedeno v tabulce 12.
s TPC TFC mmmTAC AA
70 600
g 60 ' v 500
on
% 30 = - = 400 gb
40
2 N i, 300 —
= 30 9
U : =
Ll-u 20 - 200 5
£ 10 100
1_1
CP MP LP SP MIP

vzorek

Obrazek 23: Celkovy obsah polyfenolit (TPC), flavonoidi (TFC) a anthokyanmi (TAC) a antioxidacni

aktivita (AA) plodii Prunus spinosa konzervovanych riiznymi zpiisoby (znaceni vzorkii viz tabulka 12).

Vysledky zjednotlivych analyz uvedené v tabulce 22 a na obrazku 23 vykazuji vyssi
hodnoty TAC a TPC u lyofilizovanych a susSenych plodi v porovnani s plody Cerstvymi, které
slouzily jako kontrolni vzorek. Divodem téchto vysledka je predevsim lepsi extrahovatelnost
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latek z rozmélnéného rostlinného materialu, kdy pii mleti suSenych a lyofilizovanych ploda
doslo k vyraznému naruseni bunécnych stén. Nicméné je dulezité zminit, ze spravné vedeny
proces zmrazeni a mrazirenského skladovani umoziuje zachovat potravinu v kvalité velmi
blizké Cerstvé suroviné. To potvrzuji zjisténé hodnoty TPC, TFC, TAC i AA u vzorku ploda
PsL, které byly zmrazeny a mrazirensky skladovany po dobu 1 roku. Obsah celkovych
polyfenold a anthokyant ve vzorku M1P prevysil obsah téchto bioaktivnich latek ve vzorku CP.
Koncentrace celkovych flavonoidd i antioxida¢ni aktivita vzorku MIP se velmi blizila
hodnotam vzorku CP. Pi¢inou téchto vysledk? je pravdépodobné fakt, Ze obsah bioaktivnich
latek v plodech PsL a jejich biologicka aktivita jsou ovlivnény fadou faktort, jako jsou zralost,
pudni a podnebné podminky, teplota a mnozstvi svétla béhem ristu ¢i nadmoiska vyska apod
[98]. VSechny tyto vlivy zde mohly byt uplatnény, nebot’ plody vzorku M1P byly sbirany
v roce 2021 v Kroméiizi a plody vzorku CP v roce 2022 v Otrokovicich. Z toho lze usoudit, ze
v roce 2021 v Kroméfizi byly pro rust ploda PsL, co se do obsahu bioaktivnich latek tyce, lepsi
podminky nez vroce 2022 v Otrokovicich. Z tohoto divodu jsou dale diskutovany pouze
vzorky CP, MP, LP a SP. Ty byly piipraveny z plodd, jejichZ sbér se uskuteénil v roce 2022.
Nejvyssi koncentrace polyfenolt byla zjisténa u vzorku LP, ato 57,49+0,33 mg GAE/g DW,
coz mimné pievysilo i hodnotu TPC zaznamenanou u vzorku CP 55,79+0,27 mg GAE/g DW.
Naproti tomu u vzorku SP doslo k poklesu hodnoty TPC, ktery vSak nebyl tak vyrazny jako
u vzorku MP. Olesinska a kol. [99] prezentuji zvysené hodnoty TPC, jak u lyofilizovanych, tak
u susenych plodt PsL, coz také pripisuji ucinnéjsi extrakci vzhledem k povaze materialu, kdy
doslo k jeho rozruseni. U mrazenych plodi nezaznamenali vyraznéjsi zmény v hodnoté TPC
v porovnani s plody Cerstvymi. V literatufe jsou dostupné také obecné informace o mnozstvi
polyfenola v plodech trnky obecné. Barros a kol. [6] stanovili obsah celkovych polyfenola
v plodech PsL na 83,40 mg GAE/g methanolového extraktu. Sikora a kol. [10] kvantifikovali
hodnotu TPC v Cerstvych (33,09 mg/g DW) a 3 mésice mrazirensky skladovanych plodech PsL
(33,53 mg/g DW), avsak rozdil nebyl dle autort statisticky vyznamny. Erturk a kol. [100] uvadi
hodnotu TPC 4,07 mg GAE/g FW, podobnou hodnotu TPC 4,03 mg GAE/g FW prezentuji
Jabtonska-Rys a kol. [28]. Dedi¢ a kol. [42] stanovili rozsah hodnot TPC pro rizné ethanolové
extrakty (2,77-6,87 mg GAE/g), které byly pfipraveny z plodi susenych pii pokojové teploté.
Ze zkoumanych vzorkd (tabulka 22) vykézal nejvyssi hodnotu TEC srovnavaci vzorek CP,
a to 46,98+0,21 mg CAE/g DW. Zatimco nejnizsi hodnota TFC byla zjisténa u vzorku MP
(22,35+0,09 mg CAE/g DW), u n¢hoz doslo k poklesu hodnoty TFC pfiblizné na polovinu
ve srovnani se vzorkem CP. U vzorku SP byl detekovany obsah flavonoidd niZ$i nez u vzorku
LP, coz lze vysvétlit negativnim vlivem vyssi teploty na tyto bioaktivni latky. K jejich ztratam
pravdépodobné doslo béhem procesu suseni, kdy byly plody po delsi dobu vystaveny teploté
40 °C. Olesinska a kol. [101] popisuji podobnou miru poklesu obsahu flavonoidi v mrazenych
plodech PsL proti Cerstvy plodim. Naproti tomu u lyofilizovanych a konvencné susenych ploda
zaznamenali znacné vys§i hodnoty TFC ve srovnani s Cerstvymi plody, avSak absolutné
nejvyssi hodnotu TFC vykazaly pravé lyofilizované plody. V pozdéjsi publikaci autofi uvadi
obdobny trend vyvoje obsahu TFC v plodech PsL v dusledku pouZzitého typu konzervace [99].
Barros a kol. [6] stanovili obsah celkovych flavonoida v plodech PsL na 8,68 mg kvercetinu/g
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methanolového extraktu. Dedi¢a kol. [42] prezentuji rozsah hodnot TFC (0,064—
0,149 mg kvercetinu/g) u ethanolovych extrakti pfipravenych ze suSenych plodd PsL.
Tahirovi¢ a kol. [24] ve své studii poukazali na silnou korelaci obsahu flavonoidnich latek a
antioxidacni aktivity.

Nejvyssi koncentrace anthokyanti byla zjisténa u vzorku LP, a to 6,41+0,19 mg CGE/g DW,
coz je témér trojnasobna hodnota TAC, ktera byla zaznamenana u vzorku Cerstvych ploda
(2,39+0,05 mg CGE/g DW). Mirny pokles hodnoty TAC proti vzorku CP (9,46 %) byl zazna-
menan u vzorku MP, kdy koncentrace celkovych anthokyant v mrazenych plodech PsL byla
rovna 2,16+0,02 mg CGE/g DW. U vzorku SP byl zjistén obsah TAC (3,65+0,04 mg CGE/g
DW) piiblizn€ o 43,04 % nizsi nez u vzorku LP. Niz§i hodnotu u SP Ize vysvétlit sklony
anthokyant k oxidaci béhem procesu suseni, kdy pii del§im vystaveni téchto latek teploté
40 °C, pravdépodobné doslo kjejich degradaci. Olesinska a kol. [101] zmifiuji vyrazné
navysSeni hodnoty TAC u lyofilizovanych plodi PsL ve srovnani s plody Cerstvymi. Taktéz
popisuji srovnatelné koncentrace TAC u plodu Cerstvych a mrazenych, avSak u plodt susenych
pii teploté 60 °C zaznamenali pokles hodnoty TAC vici Cerstvym plodam, ktery ale nebyl
statisticky vyznamny. Naproti tomu v pozdé&jsi studii autofi zaznamenali vyssi hodnoty TAC
u vzorkl konvenéné susenych pii teplot€ 60 °C, nez u vzorkti mrazenych. Nejvyssi obsah TAC
tradi¢né zaznamenali u lyofilizovanych ploda [99]. Sikora a kol. [10] ve své studii stanovili
koncentraci celkovych anthokyanti v erstvych (3,69 mg/g DW) a 3 mésice mrazenych plodech
Prunus spinosa (4,15 mg/g DW), pficemz rozdil nebyl dle autori statisticky vyznamny.
Podobné hodnoty TAC uvadi také Erturk a kol. [100], a to 0,41 mg/g FW. Dedi¢ a kol. [42]
kvantifikovali rozsah hodnot TAC (0,746-2,271 mg CGE/g) u ethanolovych extrakta
pfipravenych ze susenych plodi PsL.

Znatelné nejvys§i antioxidatni aktivita byla zjiténa u vzorku &erstvych plodd (CP)
519,64+2,12 umol TE/g DW, coz bylo o¢ekavano vzhledem k labilité fady antioxidantd. Druha
nejvyssi hodnota AA byla detekovana u vzorku MP (281,72+0,70 umol TE/g DW), ta odpovida
snizeni antioxidagni aktivity piiblizné o 45,79 % proti CP. Ze srovnani vzorkd LP a SP, lze
vyvodit, ze proces lyofilizace byl k antioxidantim pfitomnym ve vzorku Setrnéjsi
(274,75+1,06 umol TE/g DW). Obsah antioxidanti ve vzorku SP (214,20+4,60 umol TE/g
DW) byl vzhledem k vzorku LP snizen o 22,04 %. B&hem procesu zmrazovani jak vzorku MP,
tak LP, pravdépodobné doslo k degradaci nékterych vitamini s antioxida¢nimi aktivitou.
Mohlo se jednat napfiklad o vitamin C, ktery béhem skladovani a zpracovani snadno podléha
oxidaci. Ztraty se Casto pohybuji vrozmezi 20-80 % [23]. Opacny trend u Cerstvych a
mrazenych plodu PsL popisuji Sikora a kol. [10], ktefi u Cerstvych plodu stanovili niz§i AA
(43,6 umol TE/g FW) nez u plodii mrazenych po dobu 3 mésict (48,5 umol TE/g FW). Detekci
vysSich hodnot antioxidacnich vlastnosti mrazenych ploda vysvétluji lepsi dostupnosti
komponent diky poskozeni bunécnych struktur mrazem. Olesiniska a kol. [99] ve své studii
uvadi, ze nejvyssi AA pfislusela lyofilizovanym plodim, nasledovaly plody suSené, a nejnizsi
schopnost redukce iontt zeleza (FRAP) vykazal vzorek mrazenych plodi. Reduk¢ni vlastnosti
mrazenych ploda se statisticky vyznamné nelisily od vlastnosti ploda Cerstvych, u kterych
autofi kvantifikovali AA jako 0,14 mmol Fe**/g FW. Jablonska-Ry$ a kol. [28] stanovili
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antioxida¢ni aktivitu mrazenych plodéi PsL pomoci metody FRAP (14,17 mmol Fe’*/100 g
FW)a ABTS (5,33 umol TE/g FW). Dedi¢ a kol. [42] kvantifikovali AA ethanolovych extrakta
zplodii PsL jako schopnost zhaset radikal DPPH, a to v rozsahu hodnot 39,15-76,85 %.
Erturk a kol. [100] prezentuji antioxidacni aktivitu plodd PsL na tirovni 78,99 %.

Pomoci korela¢ni analyzy podle Spearmana byly posuzovany vzajemné vztahy mezi
koncentraci polyfenold, flavonoidd, anthokyanti a antioxida¢ni aktivitou. Vypocitané hodnoty
Spearmanova korela¢niho koeficientu pro jednotlivé proménné jsou uvedeny v tabulce 23,
pficemz statisticky vyznamné korelace jsou znazornény Cervenou barvou. Z vysledki korelacni
analyzy byly zjistény tfi stiedné silné kladné korelace. Ze stfedné silné kladné korelace
antioxidacni aktivity a celkovych flavonoidi (0,641) 1ze usoudit, ze s rostouci koncentraci
flavonoidu roste také antioxidacni aktivita vzorku.

Tabulka 23: Spearmanova korelacni analyza koncentraci polyfenolit (TPC), flavonoidi (TFC),
anthokyanii (TAC) a antioxidacni aktivity (AA) pro studium viivu zpiisobu uchovdni plodii PsL.

TPC TFC TAC AA
TPC 1,000 0,762 0,767 0,281
TFC 0,762 1,000 0,342 0,641
TAC 0,767 0,342 1,000 -0,292

AA 0,281 0,641 -0,292 1,000

U vzorkt susenych (SP) a lyofilizovanych ploda (LP) byl dale identifikovan vitamin C,
resp. kyselina L-askorbova (viz ptiloha 8 a 9), a to metodou HPLC/DAD jejiz postup je uveden
v kapitole 3.14. Vzhledem k povaze vzorkti a podminkam separace, které jsou nastaveny
u metody zavedené na fakulté, nebylo mozné kyselinu L-askorbovou ve vzorcich spolehlivé
kvantifikovat. Pro kvantifikaci by bylo nutno zavést a optimalizovat novou metodu analyzy,
na coz nebyla tato diplomova prace zamérena. U nové metody by bylo nutné pouzit jiny typ
kolny, napfiklad kolonu Gemini C18 s rozmeéry 150 x 4,6 mm a primérem castic 5 pm, ktera
byla pouzita pro analyzu vitaminu C ve $tavach z riznych odrid ¢erného rybizu Ing. Kaniovou
[102]. Vzhledem k vysoké koncentraci cukra v plodech PsL (38,57+0,33 g/100 g DW) by bylo
vhodné zvazit také zatazeni pred-kolony.

4.2 Charakterizace extraktu z plodu Prunus spinosa

Ethanolovy extrakt z ploda Prunus spinosa byl charakterizovan z hlediska obsahu celkovych
polyfenola (TPC), flavonoidi (TFC), anthokyani (TAC) a antioxidacni aktivity (AA).
Analyzovan byl jak surovy ethanolovy extrakt, tak i extrakt po zahu§téni na vakuové odparce.
Dil¢i stanoveni byla provedena dle postupt uvedenych v kapitolach: 3.10, 3.11, 3.12, 3.13.
Vzorky extraktu (EX) byly vzdy analyzovany ve tfech paralelnich stanovenich (n=3).
Ze ziskanych dat byl vypocten primér a smérodatna odchylka (SD) a vysledky byly vyjadieny
v mg/l vzorku, resp. v mmol/l vzorku (tabulka 24).
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Tabulka 24: Celkovy obsah polyfenolii (TPC), flavonoidii (TFC) a anthokyanii (TAC) a antioxidacni

aktivita (AA) surového a koncentrovaného extraktu (EX) z plodii Prunus spinosa (priumér = SD; n = 3).

EX (surovy) EX (koncentrovany)
TPC [mg GAE/l] 2111,39+ 11,32 403829+ 19,36
TFC [mg CAEN] 903,89 + 5,08 249390 £ 3,34
TAC [mg CGE/N] 165,24 + 0,38 389,25+ 3,61
AA [mmol TE/N] 11,99+ 0,40 13,50 £ 0,26

Z charakteristik surového a koncentrovaného extraktu z plodi Prunus spinosa (tabulka 24)
je ziejmé, ze zahusténi surového ethanolového na vakuové odparce mélo za nasledek
zakoncentrovani celkovych polyfenolti, flavonoidi a anthokyani na pfiblizn€ dvojnasobny
obsah, zatimco narust antioxidacni aktivity u zahusténého extraktu byl velmi nizky. Z toho lze
usoudit, ze béhem zahuStovani ethanolového extraktu doSlo kdegradaci nékterych
antioxidanti. Pravdépodobné byl v dusledku del§iho zahfivani snizen obsah nékterych
termolabilnich vitamint, napftiklad vitaminu C.

Obsah celkovych polyfenolt, flavonoidu ¢i anthokyant v ethanolovém extraktu z ploda PsL
byl jiz dfive popsan fadou autort [6,12,24-26,42,80,98,103,104]. Pravé roztoky alkoholt jsou
nejucinnéj§imi extrakénimi ¢inidly pro zisk fenolickych latek. Vzhledem k toxicité neékterych
alkoholt je ethanol nejCastéji pouzivanym rozpoustédlem. Jelikoz na Gcinnost extrakéniho
procesu ma vliv mnozstvi faktort, véetné polarity rozpoustédla, je pro extrakci Casto volen
vodny roztok ethanolu [12,24-26,98,103]. Tahirovi¢ a kol. [24] v ethanolovém extraktu z ploda
Prunus spinosa (50% EtOH) kvantifikovali obsah polyfenoli (30,2 mg GAE/g DW),
flavonoidi (1,538 mg rutinu/g DW, resp. 1,039 mg kvercetinu/g DW) 1 anthokyant
(0,973 mg CGE/g DW). Velickovi¢ a kol. [12] prezentuji hodnoty TPC (19,98 mg GAE/g
suSiny extraktu) a TFC (3,07 mg kvercetinu/g suSiny extraktu) v ethanolovém extraktu
(96% EtOH) piipraveném maceraci zmrazenych plodi PsL. Ve starsi studii autofi popisuji
hodnoty TPC (20,94 mg GAE/gFW), TFC (1,242 mg kvercetinu/gFW) 1 TAC
(0,238 mg CGE/g FW) v extraktu (50% EtOH), avsak vysledky vztahuji na navazku erstvych
ploda [26]. Popovi¢ a kol. [103] uvadi rozmezi hodnot TPC 11,10-30,43 mg GAE/g DW
pro ethanolové extrakty (50% EtOH) piipravené z plodi PsL raznych genotypu. Stankovic a
kol. [25] charakterizovali obsah TPC, TFC a TAC u ¢tyf typu extraktd vyuzivajici rdzna
extrakeni Cinidla (destilovana voda, 70% EtOH, methanol a 45% propylenglykol). Nejvyssi
hodnotu TPC (1,82 mg GAE/g DW) zaznamenali u 45% propylenglykolového extraktu,
nasledoval vodny extrakt (1,51 mg GAE/g DW). U flavonoidi byla nejvyssi koncentrace
detekovana ve vodném extraktu (3,29 mg rutinu/g DW). U vodného extraktu taktéz
zaznamenali nejvyssi obsah anthokyant (517,23 mg CGE/g DW). Pozzo a kol. [13] prezentuji
koncentraci celkovych polyfenolti ve vodném extraktu, a to 5,50 mg GAE/g DW. Barros a
kol. [6] stanovili v methanolovém extraktu obsah celkovych polyfenolti 83,40 mg GAE/g
extraktu a celkovych flavonoidu 8,68 mg CAE/g extraktu.

Antioxidacni vlastnosti extrakti z plodi PsL byly v minulosti studovany nékolika autory
[6,12,24-26,42,80,98,103,104]. Tahirovic¢ a kol. [24] popsali antioxidacni aktivitu nékolika
druht extraktt z plodd PsL, které byly pfipraveny pomoci péti riznych rozpoustédel. Nejvyssi
hodnoty AA vykazal extrakt s 50% ethanolem, a to pfi metodach stanoveni s ABTS
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(223,98 pumol TE/g DW), s DPPH (140,80 pmol TE/g DW) i FRAP (249,13 pumol TE/g DW).
Ruiz-Rodriguez a kol. [37] udavaji nizsi hodnoty AA u methanol-acetonového extraktu z plodu
PsL, které byly opét stanoveny metodami s ABTS (5,08 mmol TE/100 g FW), s DPPH
(1,14 mmol TE/100 g FW) a FRAP (10,81 mmol TE/100 g FW). Velickovi¢ a kol. [26]
stanovili antioxidaéni aktivitu ethanolového extraktu z ploda PsL (50% EtOH) pomoci metody
s DPPH na 4,25 mg kvercetinu/g FW, resp. 72,12 %. Popovi¢ a kol. [103] metodou s DPPH
stanovili rozmezi hodnot AA jako ICsp na 620-3 460 pg TE/ml vzorku. Velickovi¢ a kol. [12]
hodnotu ICso stanovili na 184,43 mg TE/l vzorku. Vzhledem k rozdilnym principiim extrakce
bioaktivnich latek z plodd PsL a odliSnostem v metodach analyzy i vyjadfovani vysledkd, je
obtizné hodnoty mezi sebou kriticky porovnat.

Surovy ethanolovy extrakt z plodu trnky obecné byl dale charakterizovan z hlediska obsahu
jednoduchych cukri, a to pomoci metody HPLC/DAD, ktera byla provedena dle postupu
uvedeného v kapitole 3.16. V extraktu byly detekovany dva cukry (viz tabulka 25), a to glukdza
v majoritnim zastoupeni 74,57 % (resp. 33,40 g/l) a fruktéza v zastoupeni 25,43 %
(resp. 11,39 g/l). V souctu byla koncentrace jednoduchych cukrii v surovém ethanolovém
extraktu rovna 44,78 g/l.

Tabulka 25: Profil a kvantifikace jednoduchych cukrii v surovém ethanolovém extraktu z plodit PsL.

RT [min] plocha [-] [g/] [%6]
fruktoza 5,674 89 691 11,39 25,43
glukoza 6,648 292 177 33.40 74,57

Pozn. Retenéni Cas analytu (RT).

U vzorku surového extraktu byl dale stanoven profil fenolickych latek, a to pomoci
HPLC/DAD dle postupu uvedeného v kapitole 3.15. Analyza byla realizovana ve dvou
paralelnich stanovenich (n =2). V surovém ethanolovém extraktu byly identifikovany pouze
ctyti fenolické latky, a to kyselina gallova, kyselina vanilova, katechin a kvercetin-3-glukosid
(tabulka 26). V chromatogramech, které jsou uvedeny v pfiloze 10, se v§ak vyskytuje mnozstvi
neidentifikovanych pikt. Ty pravdépodobné nalezi fenolickym latkam, na které bud’ nebyla
pouzita metodika standardizovana, nebo doSlo k posunu retencniho ¢asu daného analytu
v dasledku komplexnosti matrice daného vzorku. Profil polyfenola v extraktu z ploda Prunus
spinosa byl stanoven fadou autort [11,13,26,37,103]. Vysledky studii jsou zna¢né riznorod¢,
coz lze predpokladat vzhledem variabilité obsahu bioaktivnich latek v rostlinném materialu,
ktera je zapfiCinéna fadou faktort, jako jsou zralost, pidni a podnebné podminky, teplota a
mnozstvi svétla béhem rustu ¢i nadmoiska vyska apod [98]. Pozzo a kol. [13] ve vodném
extrakt z lyofilizovanych plodi PsL metodou HPLC/DAD pfii vlnovych délkach 265, 320 a
372 nm identifikovali i kvantifikovali celkem 11 fenolickych latek (tj. kyselina gallova, kavova,
ferulova, sinapova, p-kumarova, rozmarynova a 4-hydroxybenzoova, dale rutin, genistin,
kvercetin a myricetin). Autofi zmifluji mozny vliv polarity pouzitého rozpoustédla na ti¢innost
extrakce jednotlivych fenolickych latek, kdy rozpustnost polyfenold je dana jejich strukturou.
Velickovic a kol. [26] identifikovali 7 fenolickych latek (tj. kyselina kavova a neochlorogenova,
myricetin, kvercetin, kyanidin-3-O-glukosid, kyanidin-3-O-rutinosid a peonidin-3-O-glukosid)
v ethanolovém extraktu (50% EtOH) z Cerstvych ploda trnky obecné. Analyzu realizovali
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taktéz pomoci metody HPLC/DAD, avsak s detekci pfi vlnovych délkach 320 a 520 nm.
Popovi¢a kol. [103] v ethanolovém extraktu (50% EtOH) zlyofilizovanych plodi PsL
metodou HPLC/PDA identifikovali 10 fenolickych latek, kterymi jsou kyselina chlorogenova a
neochlorogenova, kvercetin, kvercetin-3-glukosid, kvercetin-3-rutinosid, kvercetin-3-
galaktosid, kyanidin-3-glukosid, kyanidin-3-rutinosid, peonidin-3-glukosid a peonidin-3-
rutinosid. Sabatini a kol. [11] stanovili profil polyfenolt v ethanolovém extraktu (70% EtOH)
z mrazenych plodi PsL metodou HPLC/DAD s detekci pii vinovych délkach 280 a 525 nm.
Autofi v extraktu identifikovali kyselinu gallovou, vanilovou, kavovou, syringovou,
chlorogenovou a m-kumarovou a kyanidin-3-glukosid. Ruiz-Rodriguez a kol. [37] analyzovali
metodou HPLC/PDA s detekci pti vinovych délkach 280, 360 a 520 nm profil polyfenolt
v aceton-methanolovém extraktu z lyofilizovanych plodi PsL. Ve studii bylo identifikovano 6
fenolickych latek, a to kyselina gallova, kyselina kavova, kvercetin-3-glukosid, kyanidin-3-
glukosid, kyanidin-3-rutinosid a peonidin-3-glukosid. Ozkan [9] metodou HPLC/DAD
identifikoval 10 fenolickych latek v plodech Prunus spinosa riznych genotypu. Signifikantni
rozdily napfi¢ genotypy zaznamenal u péti majoritnich fenolickych latek, tedy kyseliny kavové,
chlorogenové, syringové a p-kumarové a katechinu. Dale identifikoval také kyselinu gallovou,
vanilovou a ferulovou, rutin a phloridzin. Je zfejmé, ze Ctyti fenolické latky, které se podarilo
identifikovat v pfipraveném surovém ethanolovém extraktu, byly jiz dfive u plodi trnky obecné
identifikovany nejméné v jedné studii.

Tabulka 26: Identifikace fenolickych ldtek v surovém ethanolovém extraktu metodou HPLC/DAD
(pritmér £ SD; n = 2).

RT [min]
analyt
260 nm 280 nm 300 nm
kyselina gallova - 6,464 + 0,054 6,465 + 0,053
kyselina vanilova 15,291 £ 0,004 15,293 15,290 &+ 0,003
katechin 11,303 11,280 -

kvercetin-3-glukosid 16,304 = 0,001 - -

Pozn. Retencni Cas analytu (RT).

4.2.1 Antimikrobialni aktivita extraktu

Antimikrobialni aktivita surového ethanolového extraktu zplodt Prunus spinosa byla
sledovana jednoduchou dilu¢ni metodou s vyuzitim 96jamkovych mikrotitra¢nich desti¢ek a
ELISA readeru (kapitola 3.18). Antimikrobialni ucinek extraktu byl testovan na kvasince
Candida glabrata, na grampozitivni bakterii Micrococcus Iluteus a gramnegativni bakterii
Escherichia coli. Inhibice ristu téchto mikroorganismt byla hodnocena na zakladé zmén
intenzity zakalu po 24hodinové a 48hodinové kultivaci. Vzorek extraktu byl u kazdého
mikroorganismu analyzovan ve tfech paralelnich stanovenich (n=3), vysledky byly
zpramérovany a vyjadfeny jako inhibice ristu daného mikroorganismu v % s pfislusnou
smérodatnou odchylkou (SD) (tabulka 27).
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Tabulka 27: Antimikrobidlni aktivita ethanolového extraktu z plodit PsL (priimér £ SD; n = 3).

testovany inhibice l‘ﬁStll [0/0]
mikroorganismus 24 h 48 h
Candida glabrata -52.83+ 3,34 -48.56 £ 2.96

Micrococcus luteus 2,64 +£7.60 31,97+ 11,09
Escherichia coli 49,70 £ 2,76 42,83 +12,33

Surovy ethanolovy extrakt z ploda PsL vykazal pomérn€ silnou inhibici ristu gramnegativni
bakterie Lscherichia coli, ato jiz po 24 hodinach kultivace (49,70+2,76 %). VUci grampozitivni
bakterii Micrococcus Iluteus byl vyznamny inhibi¢ni uCinek extraktu pozorovan az
po 48 hodinach kultivace (31,97+11,09 %). Po 24hodinové kultivaci byl inhibi¢ni u€inek témér
neznatelny. /n vitro antibakterialni ucCinek extrakti z plodd PsL viaci Sirokému spektru
gramnegativnich i grampozitivnich bakterii (tabulka 4) byl popsan jiz dfive fadou autora [11-
13,26,42]. Bakteriostatické ucinky ethanolového extraktu z ploda PsL vaci Escherichia coli
prezentuje n€kolik autort [ 11-13,26,42]. Napiiklad Velickovi¢ a kol. [12] a Sabatini a kol. [11]
uvadi minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC), a to 5,68 mg/ml a 8,72 mg/ml. Veli¢kovi¢ a
kol. [12] déale uvadi MIC u grampozitivni bakterie Micrococcus flavus (5,68 mg/ml).
Za antibakterialni ucinek extrakti z plodd PsL jsou pravdépodobné zodpoveédné predevsim
nékteré flavonoidy (napf. rutin, kvercetin a myricetin) a fenolové kyseliny (napf. kyselina
gallova, kavova a ferulova), které poskozuji bakterialni membranu, potlacuji nékteré z faktora
virulence ¢i inhibuji enzymy 1 toxiny [13].

Antifungalni uCinek pfipraveného ethanolového extraktu vuci kvasince Candida glabrata
nebyl prokazan. Iv piitomnosti extraktu doslo k narGstu kultury. Udaje o in vitro antifungalni
aktivité extraktd z plodi PsL dostupné v literatufe jsou prozatim nedostatecné a rozporuplné
[12]. Sabatini a kol. [11], Velickovi¢ a kol. [26] a Dedi¢ a kol. [42] u kvasinky Candida
albicans zaznamenali fungicidni ucinek ethanolového extraktu, zatimco Gegiu a kol. [43]
zminuji nedostateny fungicidni ¢inek vodného extraktu.

4.3 Charakterizace pripravenych dopliku stravy

Oba typy vyrobenych dopliikii stravy (tj. Zelatinové bonbony s extraktem z plodi PsL a
zelatinové kapsle s praskem z lyofilizovanych plodi PsL) byly charakterizovany jak z pohledu
nutricniho slozeni (tj. susina a vlhkost, sacharidy, cukry, vldknina, bilkoviny, tuky, popel a
energeticka hodnota), tak obsahu vybranych bioaktivnich latek (tj. celkové polyfenoly (TPC),
flavonoidy (TFC), anthokyany (TAC) a profil fenolickych latek) a antioxidacni aktivity (AA).

4.3.1 Nutric¢ni slozeni dopliku stravy

U vzorkli Zelatinovych bonbont obsahujicich rlizna mnozstvi koncentrovaného extraktu
z plodu trnky obecné (tj. M5, M10, M15, M20) a naplné Zzelatinovych kapsli (tj. prasek
zlyofilizovanych plodi PsL, znaceni vzorku KLP) byl stanoven zakladni nutrini profil
(fj. obsah susiny, vlhkosti, popela, bilkovin, tukd, cukrd, vlakniny, celkovych sacharidi a
energeticka hodnota). Dil¢i stanoveni byla provedena dle postupt uvedenych v kapitolach:
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3.17.1,3.17.2,3.17.3,3.17.4,3.17.5,3.17.6,3.17.7, 3.17.8. Vzorky byly analyzovany ve tfech,
ptip. ve dvou, paralelnich stanovenich (n = 3, pfip. n = 2). Ze ziskanych dat byl vzdy vypocten
prumér a smérodatna odchylka (SD) a vysledky byly vyjadieny v g/100 g produktu a
v kcal/100 g produktu, resp. v kJ/100 g produktu (tabulka 28).

Tabulka 28: VyzZivové udaje vyrobenych doplikii stravy vztazené na 100 g produktu urceného ke
konzumaci (priomér = SD; n = 3, prip. n = 2).

vyzivové iidaje na 100 g produktu:

KLP M5 M10 M15 M20
energie [kcal]  381,24+0,14%  361,05+3,87° 352,59+4,52° 359,57+3,76° 356,02+4,17"
energie [kJ] 15941 1509+16"° 1474+19" 1503+16" 1488+17"
sacharidy [g]  88.8240,12°  83,59+£0.97°  8147+1,13%  8322+0,94%  82.33+]1,04°

z toho cukry [g]  38,57+0,33%  77,13£0.46°  76,08£0,70°  81,13+0,82%  80.87+1,59°
vldknina [g] 1,96+0,02 <0,10° <0,10° <0,10° <0,10°

bilkoviny [g] 5.46£0,07" 6,68° 6,68° 6,68° 6,68°

tuky [g] 0,46+0,04 ° <0,10° <0,10° <0,10° <0,10°
popel [g] 525£0,02%  02540.02%  025+0,02%  025£0,02° 0,250,022
susina [g] 100,00 © 90,5140,95° 88,391,114  90,14+0,922  8925+1,02°
vlhkost [g] 0,00° 9.49£095%  11,61£1,11*  9.86+0,922  10,75+1,02°

Pozn.: Hodnoty znacené pismenem ,,a* byly méfeny v tripletu, hodnoty znacené pismenem ,b*“ byly
méfeny v dubletu a hodnoty znaené pismenem ¢ byly odvozeny z technologie vyroby daného
produktu. Zkratkové¢ znaceni jednotlivych vzorki je uvedeno v tabulce 12.

Dle stanovenych vyzivovych udaji uvedenych v tabulce 28 je 100 g naplné Zelatinové
kapsle (tj. prasek z lyofilizovanych plodii PsL) tvoteno 88,82+0,12 g sacharidu, z cehoz cukry
tvori 38,57+0,33 g. Dale 100 g prasku obsahuje 5,46+0,07 g bilkovin, 0,46+0,04 g tukll a
1,96+0,02 g vlakniny. Z hodnot jednotlivych makronutrientti byla také vypoctena energeticka
hodnota naplng, a to 381,24+0,14 kcal/100 g DW, resp. 159441 kJ/100 g DW. Obsah popela,
tedy suma pfitomnych mineralnich latek, ¢inil 5,25+0,02 g/100 g DW. Nutri¢ni charakteristiky
prasku z lyofilizovanych plodi PsL lze srovnat také s dostupnou literaturou. Barros a kol. [6]
v lyofilizovanych plodech PsL stanovili téméf shodny obsah celkovych sacharidu
88,51 g/100 g DW, ztoho sumu jednoduchych cukrii 37,06 g/100 g DW. Sikora a kol. [10]
prezentuji mirné€ nizsi obsah jednoduchych cukri jak v Cerstvych (30,48 g/100 g DW), tak
mrazenych plodech PsL (31,07 g/100 g DW). Hodnoty obsahu bilkovin v plodech PsL, které
uvadi dostupné studie, jsou prevazné nizsi. Barros a kol. [6] uvadi pfiblizné€ polovi¢ni hodnotu
2,86 g/100 g DW. Marakoglu a kol. [7] prezentuji koncentraci proteini v susenych plodech
3,4 %. Sikoraa kol. [10] kvantifikovali obsah proteint v Cerstvych (4,42 g/100 g DW) a
mrazenych plodech PsL (2,07 g/100 g DW). Naproti tomu zastoupeni tuki v plodech PsL,
uvedené v fadé studii prevysSuje stanovené hodnoty. Barros a kol. [6] ve své studii uvedli
ptiblizné ctyfnasobnou hodnotu 1,98 g/100 g DW. Marakoglu a kol. [7] uvadi jesté vyssi
hodnotu 2,01 %. Podobnou hodnotu prezentuji také Sikoraa kol. [10] u cerstvych
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(2,04 g/100 g DW) a mrazenych ploda PsL (2,05 g/100 g DW). Zjistény obsah vlakniny je
vyrazné niz$i nez hodnoty uvedené ve studiich. Marakoglu a kol. [7] uvedli obsah surové
vlakniny 4,6 %. Vyrazné vyssi koncentraci vlakniny stanovili Sikora a kol. [10] v Cerstvych
(31,97 g/100 g DW) a mrazenych plodech (29,45 g/100 g DW). Témét shodnou energetickou
hodnotu plodt PsL (383,27 kcal/100 g DW) uvadi ve své studii Barros a kol. [6]. Dostupné
studie taktéz uvadi Siroké rozpéti obsahu popela v plodech PsL. VyS3§i zastoupeni popela
v plodech prezentuji Barros a kol. [6], ato 6,65 g/100 g DW. Nizsi hodnoty uvadi Marakoglu a
kol. [7] v suSenych plodech (2,72 %) a Sikora a kol. [10] pro Cerstvé (3,81 g/100 gDW) a
mrazené plody (2,54 g/100 g DW).

Nutriéni profily zelatinovych bonbont s riznym pfidavkem extraktu z plodu PsL jsou velmi
podobné (viz tabulka 28). Na 100 g zelatinovych bonbont urcenych ke konzumaci pfipada
81,47-83,59 g sacharidt, z toho jednoduchych cukra 76,08-81,13 g. Dale 100 g bonbont
obsahuje stejné mnozstvi bilkovin 6,68 g, tukii <0,01 g, vlakniny <0,01 g a také popela
0,25+0,02 g. Obsah susiny Cinil 88,39-90,51 %. Energetick4 hodnota se pohybovala v rozmezi
352,59-361,05 kcal/100 g produktu, resp. 1474—1509 kJ/100 g produktu. Vyzivové hodnoty
vyrobenych Zzelatinovych bonbonii s extraktem z plodi trnky obecné lze srovnat naptiklad
s hodnotami zelé bonbont s ovocnymi piichutémi ve tvaru medvidkt znacky JOJO (vyrobce
Nestlé Cesko s.r.o., zavod Sfinx Hole$ov). Zmin&né JOJO bonbony dle deklarovanych
nutri¢nich hodnot ve 100 g obsahuji 77 g sacharidd, z toho 53 g cukri, 5,2 g bilkovin, 0,5 g
tuki a 0,7 g vlakniny. Energetickda hodnota JOJO bonbonid je 331 kcal/100 g, resp.
1407 kJ/100 g. JOJO bonbony, naproti vyrobenym bonbonim s extraktem, obsahuji lestici
latky (tj. rostlinné tuky a Karnaubsky vosk), které jsou ptivodci ptitomnych tukd. Dale obsahuji
extrakt ze spiruliny, koncentrat stavy z ¢erné mrkve a jable¢nou stavu z koncentratu. Tyto tfi
slozky jsou pravdépodobné pfi¢innou obsahu vlakniny v JOJO bonbonech [105,106].

4.3.2 Obsah bioaktivnich latek a antioxidac¢ni aktivita dopliku stravy

Vzorky vyrobenych doplikt stravy na bazi bioaktivnich latek izolovanych z plodu Prunus
spinosa byly charakterizovany z hlediska obsahu celkovych polyfenolt (TPC), flavonoida
(TFC), anthokyanu (TAC) a antioxidacni aktivity (AA). Analyzovany byly jak Zelatinové
bonbony obsahujici rizna mnozstvi koncentrovaného extraktu z ploda PsL (tj. M5, M10, M15,
M20), tak napln zelatinovych kapsli (tj. prasek z lyofilizovanych plod PsL). Dil¢i stanoveni
byla provedena dle postupt uvedenych v kapitolach: 3.10, 3.11, 3.12, 3.13. VSechny vzorky
byly vzdy analyzovany ve tfech paralelnich stanovenich (n = 3). Ze ziskanych dat byl vypocten
prumér s prislusnou smérodatnou odchylkou (SD) a vysledky byly vyjadifeny v mg/g DW,
resp. v umol TE/g DW (viz tabulka 29 a obrazek 24). Vysledky statistického zpracovani dat
pomoci srovnavaciho Tukeyho testu jsou uvedeny v pftiloze 7.
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Tabulka 29: Celkovy obsah polyfenolit (TPC), flavonoidii (TFC) a anthokyanii (TAC) a antioxidacni
aktivita (AA) nalezZici vyrobenym doplikiim stravy (priimér = SD; n = 3).

vzorek TPC TFC TAC AA
[mg GAE/g DW] [mg CAE/g DW] [mg CGE/g DW] [umol TE/g DW]
M5 0,305 £ 0,004 0,356 £ 0,006 0,026 + 0,006 0,461 +£ 0,021
M10 0,523 £ 0,003 0,580 + 0,008 0,069 £ 0,016 0,762 + 0,063
M15 1,054 £+ 0,005 0,990 + 0,005 0,108 + 0,002 3,585+ 0,047
M20 1,410+ 0,003 1,301 £ 0,007 0,146 £ 0,004 4,870 £ 0,080
KLP 57,488 + 0,329 45,748 £ 0,120 6,407 £ 0,187 274,750 £ 1,056

Pozn.: Zkratkové znaceni jednotlivych vzorka je uvedeno v tabulce 12.

mmm TPC TFC wmm TAC AA
g 1.6 6
1.4
] : 5
@1 [] 3
= 4 ol
S 1.0 ' - B
@] =
[1: 0.8 3 g
o 06 = ) 2
s
= 0.4 — g
U . : 1
¥ 0.2 ' :
MS5 M10 M15 M20
vzorek

Obrazek 24: Celkovy obsah polyfenolii (TPC), flavonoidii (TFC) a anthokyanii (TAC) a antioxidacni
aktivita (AA) dopliku stravy ve formé Zelatinovych bonbonu s riznym pridavkem trnkového extraktu

(znaceni vzorkil viz tabulka 12).

Vysledky zjednotlivych analyz, uvedené v tabulce 29 a na obrazku 24, na prvni pohled
ukazuji, ze nejvyssi koncentrace celkovych polyfenolt, flavonoidi a anthokyant obsahoval
vzorek M20, coz bylo oCekéavano, nebot tento vzorek obsahoval nejvice trnkového extraktu, a
to 20 %. Naproti tomu nejnizsi mnozstvi téchto bioaktivnich sloucenin obsahoval vzorek M5
(obsah trnkového extraktu 5 %). Stejny trend byl pozorovan i u antioxidacni aktivity vzorkda.
Nejvyssi AA mél, dle o¢ekavani, vzorek M20 (4,870+0,080 umol TE/g DW). Zajimavé jsou
ovsem samotné rozdily AA mezi jednotlivymi vzorky, kdy nejvyraznéjsi rozdil AA byl
pozorovan u vzorki M10 a M15. Mezi vzorky M5 a M10 byl rozdil v AA pouze nizky. Musi
se vSak zohlednit fakt, ze béhem technologie vyroby zelatinovych bonbonl byl koncentrovany
extrakt nalit do jesté teplé Zelatino-cukerné hmoty o teploté piiblizné 50 °C. Realna teplota
jednotlivych smési mohla tedy ovlivnit miru degradace jednotlivych termolabilnich
antioxidantl, predev§im vitaminu C a n€kterych fenolickych latek. Z pohledu detekovaného
obsahu jednotlivych bioaktivnich latek 1 antioxidacni aktivity by byla pro doplnék stravy
nejvhodnéjsi receptura vzorku M20, protoze je z uvedenych vzorkt zelé nejbohatsSim zdrojem
polyfenold, flavonoidi, anthokyant i celkovych antioxidantt.
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V prasku zlyofilizovanych ploda trnky obecné byly stanoveny vyrazné€ vys$si hodnoty
koncentraci jednotlivych bioaktivnich latek. Také antioxidacni aktivita prasku prevySovala
hodnoty AA vSech Zelatinovych bonbond. Srovnani detekovanych hodnot TPC, TFC, TAC i
AA vprasku zlyofilizovanych plodd PsL s dostupnou literaturou bylo diskutovano jiz
v kapitole 4.1.

U vyrobenych dopliikt stravy na bazi bioaktivnich latek izolovanych z plodt Prunus spinosa
byl taktéz stanoven profil fenolickych latek, a to pomoci HPLC/DAD dle postupu uvedeného
v kapitole 3.15. Analyza byla realizovana ve dvou paralelnich stanovenich (n = 2) a vysledky
jsou uvedeny v tabulce 30. Prislu§né chromatogramy jsou pak uvedeny v piiloze (viz piiloha
11 az 15). Nejvyssi pocet fenolickych sloucenin byl identifikovan u vzorku KLP, tedy naplné
kapsle (tj. prasek z lyofilizovanych plodd PsL). Soucasné tento vzorek jako jediny obsahoval
v detekovatelném mnozstvi kofein. Naproti tomu u vzorku M5 nebyla detekovana zadna
fenolicka sloucenina, coz lze pfipsat nizkému obsahu trnkového extraktu v Zelatinové matrici.
Na chromatogramu (pfiloha 12), je viditelny jeden neidentifikovany pik s retencnim ¢asem
blizkym kvercetin-3-glukosidu, ktery byl identifikovan ve vSech dalSich vzorcich zelatinovych
bonbont. Nejvyssi pocet fenolickych latek v Zelatinovych bonbonech byl identifikovan
uvzorku M15. U ng se podafilo identifikovat celkem 8 fenolickych latek, coz je presné
dvojnasobné mnozstvi identifikovanych latek nez u vzorku surového ethanolového extraktu
(kapitola 4.2). Kyselina gallova a vanilové, katechin a kvercetin-3-glukosid, které byly zjistény
v ethanolovém extraktu, byly identifikovany 1 u vzorku M15. Ve vzorku M15 byly dale
identifikovany kyselina chlorogenova a kavova, epikatechin a hesperidin. Nékteré z téchto latek
byly identifikovany také ve vzorcich M20 a M10. Mimo to vzorek M10 obsahoval jesté
pelargonidin-3-glukosid. Vzhledem k tomu, ze jedinym moznym zdrojem fenolickych latek
v zelatinovych bonbonech byl koncentrovany extrakt z plodii trnky obecné, ktery byl pfipraven
zahusténim surového ethanolového extraktu, lze fici, ze vSechny latky identifikované
v bonbonech obsahoval také zminény ethanolovy extrakt, piestoze se tyto latky u n€j nepodatilo
identifikovat. Identifikace ne€kterych latek mohla byt znemoznéna bud’ zfedénim ethanolového
extraktu pfed jeho analyzou, nebo posunem retencnich cast jednotlivych analytd C¢i
nedostateCnou separaci v disledku komplexnosti matrice analyzovaného materialu. Profil
polyfenolt u plodt Prunus spinosa byl sledovan fadou autort [9,11,13,26,37,103]. Studie uvadi
zna¢né ruznorodé vysledky, coZz lze ovSem piedpokladat vzhledem mnozstvi faktord, které
pfispivaji k variabilité¢ obsahu bioaktivnich latek v plodech PsL (napf. genotyp, zralost, pudni
a podnebné podminky, teplota, mnozstvi svétla ¢i nadmotska vyska apod.) [98]. Rozdilnost
vysledkt je taktéz pravdépodobné zapficinéna odliSnymi separacnimi podminkami béhem
analyzy metodou HPLC/PDA, resp. HPLC/DAD (napt. vyuziti jiné kolony ¢i detekce pii jiné
vlnové délce apod.). Vysledky dostupnych studii [9,11,13,26,37,103] byly diskutovany jiz
u profilu polyfenolt v surovém ethanolovém extraktu v kapitole 4.2. Ve vzorku KLP byly
detekovany ctyii fenolické slouceniny, které vyse uvedené studie u plodu PsL neuvadi, a to
pelargonidin-3-glukosid, epikatechin, hesperidin a kofein. Pelargonidin byl ve vzorcich
ethanolového a acetonového extraktu z mrazenych ploda PsL stanoven Velickovic¢ a kol. [12],
ktefi metodou HPLC/DAD analyzovali slozeni anthokyani v ethanolovém, acetonovém a
vodném extraktu. Ze srovnani latek identifikovanych v této diplomové praci a latek, které byly
identifikovany ve vySe zminénych studii, vyplyva, ze piky, které se nepodafilo identifikovat,
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mohou nalezet nékterym latkam z nasledujiciho vyctu: rutin, kyselina ferulova, sinapova,
syringova, rozmarynova, m-kumarova, p-kumarova, 4-hydroxybenzoova, neochlorogenova,
myricetin, genistin, kyanidin-3-glukosid, kyanidin-3-rutinosid, peonidin-3-glukosid, peonidin-
3-rutinosid, kvercetin-3-rutinosid ¢i kvercetin-3-galaktosid [9,11,13,26,37,103]. Z uvedenych
fenolickych latek byla pouzitd metodika standardizovana pouze na kyselinu ferulovou,
sinapovou a p-kumarovou a rutin. Tyto fenolické latky byly identifikovany Pozzo a kol. [13]
ve vodné extraktu z ploda PsL, avSak Velickovic a kol. [26] a Popovic¢ a kol. [103] v profilu
polyfenolt ethanolového extraktu (50 % EtOH) zplodd PsL ani jednu ztéchto latek
neidentifikovali. Lze tedy uvazovat o vlivu polarity extrakéniho ¢inidla na Gc¢innost extrakce
jednotlivych fenolickych latek [13].

Tabulka 30: Identifikace fenolickych latek ve vyrobenych doplncich stravy metodou HPLC/DAD
(pritmér £ SD; n = 2).

RT [min]
vzorek analyt
260 nm 280 nm 300 nm
M5 - - - -
kyselina vanilova - - 15,117
M10 katechin - 11,788 -
kvercetin-3-glukosid 16,245+ 0,117 16,252+ 0,156 16,244 +0,115
pelargonidin-3-glukosid - 13,785 £ 0,004 13,785
kyselina gallova 6,125 6,112 6,110
kyselina chlorogenova 9,942 9,947 9,948
kyselina kavova 13,217 13,217 13,218
ML5 kyselina vanilova 15,527 15,403 15,405
katechin 11,555 11,557 11,555
epikatechin 14,228 £ 0,172 14,230 14,232
kvercetin-3-glukosid 16,288 - -
hesperidin - 17,092 -
N20 kyselina vanilova 15,265 £ 0,000 15,265 15,265
kvercetin-3-glukosid 16,289 £ 0,002 16,297 -
kyselina gallova 6,175+£0,000 6,141 +0,004 6,111+ 0,039
kyselina kavova 13,201 £ 0,018 13,194+ 0,016 13,172+0,012
kyselina vanilova 15,124 + 0,008 15,138 15,124 + 0,009
katechin 11,716 £ 0,001 11,717+ 0,002 11,726 =0,001
KLP epikatechin - - 14,508

kvercetin-3-glukosid
pelargonidin-3-glukosid

hesperidin
kofein

13.781 £ 0,001

13.784 + 0,006

16.270 + 0,132
13,783 + 0,001
17.254 + 0,005
10341+ 0,016

Pozn. Retenéni ¢as analytu (RT), zkratkové znaceni jednotlivych vzorki je uvedeno v tabulce 12.
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4.4 Studium uvoliiovani bioaktivnich latek v pribéhu modelového traveni

Modelové in vitro traveni vyrobenych dopliika stravy bylo realizovano dle postupu uvedeného
v kapitole 3.19. Testovanymi vzorky byly Zelatinové bonbony s 15 % extraktu z ploda PsL a
zelatinové kapsle s lyofilizovanym praskem z plod PsL. Béhem simulovaného gastrointesti-
nalniho traveni ,nala¢no“ bylo sledovano uvoliiovani fenolickych latek, a to pomoci
spektrofotometrické metody s Folin-Ciocalteuovym cinidlem (viz kapitola 3.10). Kazdy typ
potravinového dopliiku byl analyzovan ve tfech paralelnich stanovenich (n = 3). Ze ziskanych
dat byl vypocten prumér a smérodatna odchylka (SD) a koncentrace celkovych polyfenola

(TPC) byla vyjadrena v mg GAE/g susiny daného vzorku (DW) (tabulka 31 a obrazek 25).

Tabulka 31: Koncentrace celkovych polyfenolii (TPC) uvolnénych béhem modelového traveni
vyrobenych dopliikii stravy (primér £ SD; n = 3).

cas TPC - zZelatinové kapsle TPC - zelatinové bonbony (M15)
[min] [mg GAE/g DW] [mg GAE/g DW]

0 0.00 + 0,00 0.00 + 0,00

5 031+0.14 0.14+0.12
10 0,64 £ 0,04 0,37 +£0.32
15 0,74 £ 0,03 1,03 £0.54
20 1,62 +£0,12 2,01 £0,91

25 1,89+ 0,18 3,11 £0.09
30 2,31 +£0,02 3,18 £ 0,05
40 3,07+ 0,41 1,89 £ 0.66
50 7,05 £ 0,95 1,61 £ 0.60
60 15,45 £ 0,50 2,11+1,.23
70 16,31+ 0,51 1,58 £0.41
80 14,36 £ 1,10 1,40 £0.26
920 4,65+1,51 1,71 £0.97
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Obrazek 25: Grafické zndzornéni zjisténych koncentraci polyfenolii (TPC) v pritbéhu modelového

traveni vyrobenych doplikii stravy.
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Cilem simulovaného in vitro gastrointestinalniho traveni bylo ziskat informace o biologické
dostupnosti a biologické aktivité fenolickych sloucenin obsazenych v ptipravenych dopliicich
stravy. Tyto informace mohou byt pfinosné predevsim z hlediska potencialnich pozitivnich
vlivi na lidské zdravi, nebot’ fenolické latky disponuji antioxidacni aktivitou a jsou Casto
spojovany se snizenim rizika rozvoje chronickych onemocnéni, jako jsou kardiovaskularni
choroby, diabetes ¢i rakovina. Avsak je dulezité zohlednit fakt, ze studie in vitro traveni
nemohou vérné napodobit slozité interakce, ke kterym dochazi v lidském organismu. Vysledky
je tedy nutné interpretovat se zna¢nou opatrnosti.

V prubéhu ptlhodinové inkubace zelatinového bonbonu v umeélé zaludecni stavé (SGF),
doslo k jeho uplné disoluci. Z grafického znazornéni prubéhu modelového traveni (obrazek 25)
je patrné, ze v cCase 25 a 30 minut bylo dosazeno maximalni koncentrace uvolnénych
polyfenold. Po smiseni SGF se stievni $tavou (SIF) doslo k trvalému poklesu hodnoty TPC,
coz bylo s vysokou pravdépodobnosti zpuisobeno vyraznym promichanim roztoku v disledku
priliti SIF. Do okamziku piiliti SIF byla SGF michana pouze mirn€, a to pomoci tfepacky
nastavené na rychlost 100 rpm. Prestoze byly odbéry SGF vzdy realizovany vzdy ze stejného
mista, je nutné konstatovat, ze zjiSténé koncentrace TPC jsou zkreslené nedokonalym
rozptylenim polyfenolt do celého objemu SGF, nebot v kapitole 4.3 byly kvantifikovany
celkové polyfenoly ve vzorku M15 (1,054+0,005 mg GAE/g DW). V poslednich 50 minutach
inkubace vzorku ve smési SGF a SIF nebyly zaznamenany vyznamné zmény v hodnotach TPC.
Smés umelych travicich stav SGF a SIF po 1,5hodinovém modelovém traveni zelatinového
bonbonu M15 je znazornéna na obrazku 26 A.

U vzorku zelatinové kapsle byla béhem 30minutové inkubace v SGF pozorovana postupna
degradace Zelatinového obalu a uvoliiovani polyfenolt z praskové napln€ do zalude¢ni §tavy.
K znatelné&j$imu narastu TPC v SGF doslo az po 20 minutach inkubace, kdy byla ¢ast obalu
kapsle rozpusténa. Po smiseni SGF a SIF nedo$lo v prvnich 10 minutach k rapidni zméné
hodnoty TPC, jako tomu bylo u zelatinovych bonbont. Kapsle s lyofilizovanym praskem,
na rozdil od Zelatinovych bonboni, v SGF plavala na hladiné, a tak bylo michani roztoku
na tfepacce rychlosti 100 rpm dostatecné pro rovnomérné rozptyleni polyfenoli v SGF.
Po 20 minutach inkubace ve smési SGF a SIF (tj. celkovy cas inkubace 50 minut) byl
zaznamenan prvni vyrazn€jSi narust hodnoty TPC. Pfed odbérem v Case 50 min byl také
zaznamenan uplny rozklad obalu kapsle, coz znamena, ze polyfenoly mély k dispozici pro
prestup do roztoku vyrazné vétsi plochu. K nejvyssimu narastu hodnoty TPC doslo mezi odbéry
v ¢ase 50 min a 60 min. Maximalni hodnoty TPC pak byly identifikovany u odbéri v Case
60 min a 70 min. Po dosaZeni maximalni koncentrace polyfenol v roztoku byl zaznamenan
zprvu mirny a nasledné¢ vyrazny pokles hodnoty TPC. Duvodem tohoto poklesu je
pravdépodobné nestabilita fenolickych latek v neutralnich az zasaditych podminkach SIF, kdy 1
pfitomnost pankreatickych enzyma muze vést k hydrolyze nekterych fenolickych sloucenin
[107,108]. Degradace jiz uvolnénych polyfenoli byla pravdépodobné dale doplnéna
zpomalenym uvoliiovani dalSich polyfenoli, nebot’ si praskova napln kapsle i po rozpusténi
obalu zachovavala puvodni tvar valeCku. K uvoliovani polyfenoli tedy dochazelo pouze
z povrchu tohoto utvaru. Zbylé polyfenoly byly vazany v matrici materidlu a dalSimu
uvolniovani pravdépodobné branila taktéz pfitomna vlaknina, jejiz obsah v lyofilizovaném
prasku z plodia PsL (1,962+0,024 % hm. DW) byl kvantifikovan v kapitole 4.3. Smés umélych
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travicich §tav SGF a SIF po 1,5hodinovém modelovém traveni zelatinové kapsle je znazornéna
na obrazku 26 B a ,,nestraveny” zbytek praskové naplné kapsle je zobrazen na obrazku 26 C.

Snizeni hodnot TPC béhem stfevniho traveni lze srovnat s dostupnou literaturou. Zhou a
kol. [107] popisuji zmény chemického slozeni a antioxidacni aktivity u odvaru z listl jinanu
dvoulalo¢ného (Ginkgo biloba) a komercné dostupnych kapsli v dusledku in vitro gastrointesti-
nalniho traveni. Autofi popisuji pokles hodnot TPC pii stievnim a uplném traveni, coz opiraji
také o vysledky z HPLC analyzy jednotlivych fenolickych latek, kdy po traveni v zaludku
nedoslo k zjevnym zménam teéchto latek, zatimco béhem stfevniho traveni do§lo k snizeni
obsahu vétSiny fenolickych latek. Ortega-Vidal akol. [108] ve své studii taktéz popisuji
degradaci ¢i preménu vétsiny fenolickych latek béhem gastrointestinalniho traveni vodného a
methanolového extraktu ,,skalniho Caje” (Jasonia glutinosa).

Obrazek 26: Vzorky po ukonceni 1,5hodinového modelového gastrointestindlniho traveni (A — vysledek
traveni Zelatinového bonbonu s trnkovym extraktem (M15); B — vysledek trdveni Zelatinové kapsle

s lyofilizovanym praskem z plodit PsL; C — nestrdveny zbytek ndpiné Zelatinové kapsle).

Vzhledem k pouziti kolorimetrické metody vyuzivajici nespecifické Folin-Ciocalteuovo
¢inidlo, kterd neni vysoce selektivni metodou, musi byt brano v tvahu mozné ovlivnéni
vysledkt ptitomnosti jinych reduk¢nich Cinidel ¢i interferenci s jinymi slouceninami ve vzorku,
jako jsou naptriklad aminokyseliny, cukry, bilkoviny, organické kyseliny, aromatické aminy ¢i
vitaminy. Pfitomnost téchto sloucenin ¢asto vede k nadhodnocenym vysledkiim [107,109].

4.5 Senzoricka analyza dopliikku stravy ve formé zelatinovych bonbénu

Vyrobeny dopln€k stravy ve formé Zzelatinovych bonbona s piidavkem koncentrovaného
extraktu z plodt Prunus spinosa (viz obrazek 27) byl podroben senzorické analyze (viz 3.20),
pficemz cilem byla optimalizace piidavku extraktu s ohledem na spotiebitelskou piijatelnost.
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Obrazek 27: Doplnék stravy ve formé Zelatinovych bonbonii s pridavkem koncentrovaného extraktu
z plodit PsL. (MO — standard, M5 — Zelé s 5 % extraktu, M10 — Zelé s 10 % extraktu, M15 — Zelé s 15 %
extraktu, M20 — Zelé s 20 % extraktu).

4.5.1 Charakterizace senzorického panelu

Senzorického hodnoceni se zii¢astnilo celkem 30 hodnotitell z fad student Fakulty chemické
VUT v Bmné¢. Pred samotnym hodnocenim vzork jim byl predlozen kratky dotaznik pro ziskani
elementarnich informaci o senzorickém panelu. Dle ziskanych informaci byl senzoricky panel
ze 76,67 % tvoren zenami a z 23,33 % muzi. Zastoupeni hodnotiteli z pohledu pohlavi a véku
je uvedeno na obrazku 28. Z grafického zobrazeni je patrné, ze téméf jedna tietina hodnotitelt
byla ve véku 23 let, coz odpovida obvyklému véku studentt navazujiciho magisterského studia.
Dale bylo zjisténo, ze pfevaznou ¢ast hodnotitelt tvofili nekufaci, a to z 93,33 %. Pouze dva
hodnotitelé uvedli, ze jsou kutaky, coz odpovida 6,67 %.
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Obrazek 28: Zastoupeni hodnotitelii z pohledu pohlavi a véku.
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Dale byly hodnotitelim polozeny otazky ohledné jejich postoje k zelatinovym bonboniim a
frekvence jejich konzumace. Vysledné odpovédi jsou shrnuty na obrazku 29. Na otazku
stanoviska k zelatinovym bonboniim hodnotitelé nejcastéji volili odpovéd ,mam je velmi
rad/a“ & ,mam je rad/a“. Zadny z hodnotiteld neoznagil odpovéd’ ,viibec mi nechutnaji,
nekonzumuji je. Z pohledu frekvence jejich konzumace nejvétsi Cast hodnotiteld uvedla
odpovéd ,alespon jednou za mésic“. Nasledovala odpovéd ,,alespon jednou za pul roku®.
Hodnotitelé také odpovidali na otazky ohledné frekvence konzumace doplika stravy a formy,
ve které je konzumuji. Na otazku ohledné konzumace dopliika stravy hodnotitelé nejcastéji
volili odpovéd’ ,,ano, avSak nepravidelné”. Druhou nej¢astéjsi odpovédi bylo ,,ano, av§ak pouze
v urcita obdobi roku“. Na otazku tykajici se formy konzumovanych dopliika stravy, byla
nejcastejsi odpovedi forma , tablet”, nasledovana odpovédi , kapsle, resp. tobolky*.

mam je velmi rad/a
TIATIY & TACL/ 2 |
nemam je piilis rad/a  m—
vitbec mi nechutnaji, nekonzumuji je

jednou a vicekrat za tyden m——
alesporl jednon za 11161
alespoil jednou za pill roku T
alesponi jednou za rok  ——
jiné

ano, pravidelné

ano, av§ak nepravidelné

ano, avsak pouze v ur€ita obdobi roku
ne, nikdy

tablety
kapsle (tobolky)
tekutina
prasek
zelé (gummies)
Jiné

0 2 4 6 8 10 12 14 16

pocet odpovédi hodnotitelti

Obrazek 29: Odpovédi hodnotitelii na otdzky oblibenosti Zelatinovych bonbonii a frekvence jejich
konzumace, ddle frekvence konzumace doplikii stravy a formy, ve které je konzumuji [1. Jaké je VasSe
stanovisko k Zelatinovym bonbonum? 2. Jak casto Zelatinové bonbony konzumujete? 3. Konzumujete
néjaké doplnky stravy (1j. vitaminy, minerdlni ldatky, Ziviny apod.)? 4. Jakou lékovou formu maji Vami

konzumované doplnky stravy?].
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4.5.2 Vyhodnoceni senzorického profilu

V prvni Casti senzorické analyzy byly u predlozenych vzorka hodnoceny deskriptory vzhled,
barva, konzistence, lepivost, sladkost, kyselost, ovocitost a celkova chut, resp. flavour.
Senzorické hodnoceni bylo realizovano dle postupu uvedeného v kapitole 3.20.

Vsechna data z profilového hodnoceni byla statisticky zpracovana. Na poc¢atku statistického
vyhodnocovani byl na cely dataset pouzit Grubbsiv test na pfitomnost odlehlych hodnot
na hladiné vyznamnosti a = 0,05 (ptiloha 16). Na zakladé hypotézovych otazek byla v datasetu
zjisténa pritomnost odlehlych hodnot, které byly nasledné identifikovany pomoci boxovych
grafii a poté z datasetu odstranény. Vyskyt odlehlych hodnot byl ocekavan nebot bylo
senzorické hodnoceni realizovano s nezkuSenymi hodnotiteli, u kterych je riziko vyskytu
odlehlych hodnot vyssi. Na upraveny dataset byl opét aplikovan Grubbsuv test (pfiloha 17),
kterym byla potvrzena nepiitomnost odlehlych hodnot. Tento dataset byl dale podroben analyze
distribuce dat, a to pomoci Shapiro-Wilkova testu taktéz s hladinou vyznamnosti a = 0,05
(ptiloha 18). Pouzitim hypotézovych otazek bylo zji§téno, ze kazdy hodnoceny deskriptor
obsahuje alesponi jednu skupinu dat s nenormalni distribuci. Z tohoto davodu byly pro dalsi
statistické analyzy pouzity neparametrické testy a namisto priméru se smérodatnou odchylkou
byl pouzit median s interkvartilovym rozpétim (IQR). Hodnoty ziskané zékladnim vyhodnoceni
senzorického profilu jsou uvedeny v tabulce 32 a zobrazeny v radarovém grafu (obrazek 30).

Tabulka 32: Hodnoceni senzorického profilu dopliku stravy ve formé Zelatinovych bonbonii s riiznou
koncentraci extraktu z plodit Prunus spinosa. Vysledky jsou uvedeny jako medidn s interkvartilovym
rozpétim (IQR).

median = IQR
MO M5 M10 M15 M20
vzhled 9,0+2.,0 9,0+20 10,0£1,0 10,0+1,0 10,0£2,0
barva 8.0+ 3,0 8.0+ 3,0 9.0+2,0 10,0£1.0 10.0%1,0

konzistence 5,0£3,0 60+20 5010 50+10 6,0+3.0
lepivost  50+10 50+30 50+10 50+10 50£20
sladkost  50+3,0 50+£1,0 50£20 45+30 40+20
kyselost 55430 50+10 6010 60+20 7,0£20
ovocitost  3.0£20 50%20 50+10 50+30 50£10
flavour 50430 7.0£20 70430 75420 7.0%2.0

hodnoceny deskriptor
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flavour barva — M5
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kyselost lepivost
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Obrazek 30: Radarovy graf sestrojeny z medidnit bodového hodnoceni dilcich deskriptorii u

jednotlivych vzorkii dopliiku stravy ve formé zelatinovych bonbonii s extraktem z plodit Prunus spinosa.

Z radarového grafu (obrazek 30) je patrné, ze z hlediska celkové chuti, resp. flavouru byl
nejlépe hodnocen vzorek M 15, ktery obsahoval 15 % trnkového extraktu. Tento vzorek byl dale
vysoce hodnocen v parametrech vzhled a barva. Vzorek M20, ktery obsahoval 20 % trnkového
extraktu, byl hodnocen jako nejkyselejsi a soucasné jako neyméné sladky. Vyssi kyselost vzorku
byla pravdépodobné zptisobena mnozstvim piidaného extraktu a sladkost vzorku byla ziejme
potlacena prave vyraznéjsi kyselosti. Naproti tomu vzorek M5, ktery obsahoval 5 % trnkového
extraktu, byl hodnocen jako nejméné kysely. Taktéz je nutné poznamenat, ze v parametru
lepivost se vzorky velmi podobaly. Podobnost vzorkii obsahujicich trnkovy extrakt lze
zaznamenat téz u parametru ovocitost.

Cely dataset byl dale analyzovan pomoci neparametrického testu Kruskal-Wallisovy
ANOVY s hladinou vyznamnosti a = 0,05 (pfiloha 19). Pouzitim hypotézovych otazek bylo
zjisténo, ze mezi predlozenymi vzorky existuje alespon jeden statisticky vyznamny rozdil
v parametrech barva, konzistence, sladkost, kyselost, ovocitost a flavour. Lepivosti
(p-value = 0,0800) a vzhledem (p-value =0,1048) se hodnocené vzorky nelisily. Statisticky
vyznamné rozdily v jednotlivych parametrech, resp. deskriptorech, mezi vzorky byly
identifikovany pomoci metody vicenasobného srovnani taktéz s hladinou vyznamnosti a = 0,05
(ptiloha 20). Napftiklad vzorek M5 se statisticky vyznamné lisi z hlediska parametru barva a
kyselost jak od vzorku M 15, tak od vzorku M20. Déle byla zaznamenana statisticky vyznamna
odlisnost vzorku M5 od vzorku M20 v parametru sladkost a vzorku M5 od vzorku M10
v konzistenci. Z mean ranku Kruskal-Wallisovy ANOVY (pfiloha 19) bylo zjisténo, ze vzorek
M20 byl nejvySe hodnocen v parametrech barva, lepivost, kyselost a ovocitost. Naproti tomu
byl nejnize hodnocen v parametru sladkost. Nejvyssi hodnoceni v parametru sladkost ziskal
vzorek M5, ktery byl dale nejvySe hodnocen v parametru konzistence. Nejvyssiho hodnoceni
v parametrech vzhled a flavour, resp. celkova chut, ziskal vzorek M15.
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Po analyze rozptylu byla na dataset aplikovana korelacni analyzy podle Spearmana, z niz
byly zjistény vztahy mezi jednotlivymi hodnocenymi parametry, resp. deskriptory. Vypocitané
hodnoty Spearmanova korela¢niho koeficientu pro jednotlivé deskriptory jsou uvedeny
v tabulce 33, pfiCemz statisticky vyznamné korelace jsou znazornény cervenou barvou.
Z vysledkt korelacni analyzy byly zjistény dvé stiedné silné kladné korelace, a to mezi
deskriptory flavour a ovocitost a mezi parametry vzhled a barva. Z toho lze usoudit, ze vzorky,
které¢ byly kladn€é hodnoceny z hlediska ovocitosti, ziskaly lep§i hodnoceni také z pohledu
celkové chuti, tedy flavouru. U druhé korelace lze fici, ze barva vzorku méla vliv na pozitivni
hodnoceni celkového vzhledu. Ostatni zjisténé korelace byly pouze slabé kladného charakteru
(f. vzhled — ovocitost, barva — kyselost, barva — ovocitost, konzistence — lepivost, konzistence
— sladkost, konzistence — kyselost, konzistence — ovocitost, lepivost — kyselost, sladkost —
ovocitost, sladkost — flavour a kyselost — ovocitost). Ze slabych kladnych korelaci je zajimava
souvztaznost sladkosti a flavouru. Z toho vyplyva, ze vzorky které byly vySe hodnoceny
v parametru sladkost, ziskaly vys§i hodnoceni celkové chuti (flavouru).

Tabulka 33: Spearmanova korelacni analyza hodnocenych deskriptorii.

vzhled barva konzistence lepivost sladkost kyselost ovocitost flavour

vzhled 1,000 0,436 0,068 0,052 0,065 0,071 0,179 0,105
barva 0,436 1,000 0,036 0,012 -0,096 0,259 0,268 0,146
konzistence 0,068 0,036 1,000 0,272 0,179 0,285 0,242 0,008
lepivost 0,052 0,012 0,272 1,000 0,034 0,203 0,162 0,099
sladkost 0,065 -0,096 0,179 0,034 1,000 -0,055 0,243 0,221
kyselost 0,071 0,259 0,285 0,203 -0,055 1,000 0,294 -0,060
ovocitost 0,179 0,268 0,242 0,162 0,243 0,294 1,000 0,512
flavour 0,105 0,146 0,008 0,099 0,221 -0,060 0,512 1,000

4.5.3 Vyhodnoceni poradové zkousky
Po profilovém hodnoceni jednotlivych deskriptord nasledovala pofadova zkouska, jejimz
prostfednictvim byla hodnocena celkova pfijatelnost predlozenych vzorkt. Vzorky byly
hodnotiteli sefazeny dle individudlnich preferenci od nejvice pfijatelného po nejméné
pfijatelny, a to pfifazenim celého Cisla od 1 do 5, pfi¢emz nejhor§imu vzorku byla pfifazena
hodnota 1 a nejlepsimu vzorku hodnota 5.

Vsechna data z poradové zkousky byla statisticky zpracovana na hladiné vyznamnosti
a = 0,05 (ptiloha 21). Pomoci Grubbsova testu, bylo ovéfeno, ze se v datasetu nevyskytuji
odlehlé hodnoty. Nasledné¢ bylo pomoci Shapiro-Wilkova testu zjisténo, ze jsou data
nenormalné distribuovana. Z tohoto divodu byly pro dalsi statistické analyzy pouzity
neparametrické testy a namisto priméru se smérodatnou odchylkou (SD) byl pouzit median
s interkvartilovym rozpétim (IQR). Dale byla na skupinu dat aplikovana neparametricka
Kruskal-Wallisova ANOVA, z niz bylo zjisténo, ze v bodovém hodnoceni vzorki existuje
alespon jeden statisticky vyznamny rozdil. Z grafického zobrazeni vysledkt poradové zkousky
(obrazek 31) je patrné, ze nejvyssiho bodového hodnoceni dosahl vzorek M5, ktery obsahoval
5 % trnkového extraktu. Druhym nejlépe hodnocenym vzorkem z hlediska preferenci hodnoti-
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telt byl vzorek M 15 obsahujici 15 % trnkového extraktu. Dale v potadi nasledoval vzorek M10
s 10 % trnkového extraktu a vzorek M20 s 20 % trnkového extraktu. Nejhtife hodnocenym byl

vzorek bez trnkového extraktu MO.

mmedidan £ IQR  m priimér = SD
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Obrazek 31: VIiv mnozstvi pridaného trnkového extraktu na spotiebitelskou prijatelnost vzorku.
Data jsou uvedena jako primér se smérodatnou odchylkou (SD), resp. jako medidan s interkvartilovym

rozpétim (IQR).

Pfi srovnani vysledka z poradové zkousky s vysledky hodnoceni senzorického profilu je
ziejmé, ze vzorky obsahuyjici trnkovy extrakt (M5, M10, M15, M20) byly v porovnani se
standardem (MO), ktery trnkovy extrakt neobsahoval, hodnoceny vyrazné 1épe. Zajimavosti je
to, ze v poradovém testu byl nejlépe hodnocen vzorek M5, zatimco pii hodnoceni deskriptoru
celkova chut, resp. flavour, byl nejlépe hodnocen vzorek M15, ktery se v poradovém testu

umistil na druhém misté.
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5 ZAVER

Cilem této diplomové prace byla piiprava a nasledna charakterizace ethanolového extraktu a
dopliikd stravy na bazi bioaktivnich latek ziskanych z plodi trnky obecné (Prunus spinosa).
Vramci této prace byly pfipraveny dva typy dopliki stravy, a to Zelatinové bonbdny
s extraktem z plodil trnky obecné a zelatinové kapsle plnéné praskem z lyofilizovanych plodu.
Soucasti prace bylo také studium vlivu zptisobu uchovani, resp. konzervace, ploda na obsah
vybranych bioaktivnich latek, a to se zamérem zvolit vhodny zptsob uchovani plodi pied jejich
dal§im zpracovanim.

V prvni fazi prace byl sledovan vliv mrazeni, lyofilizace a konven¢niho suseni na obsah
celkovych polyfenoli, flavonoidl a anthokyanti, a antioxidacni aktivitu plodi Prunus spinosa.
Jako kontrolni vzorek slouzily Cerstvé plody trnky obecné (sbér v roce 2022 v Otrokovicich).
Nejvyssi koncentrace celkovych polyfenolt (57,49+0,33 mg GAE/g DW) i anthokyant
(6,410,19 mg CGE/g DW) byla kvantifikovana u lyofilizovanych plodd. Cerstvé plody zase
vykazovaly nejvyssi koncentraci flavonoidi (46,98+0,21 mg CAE/g DW) a antioxidacni
aktivitu (519,6442,12 umol TE/g DW). Spojitost mezi flavonoidnimi latkami a antioxidacni
aktivitou byla pozorovana také prostfednictvim korelace, kdy u analyzovanych vzorki byla
mezi témito parametry zaznamenana statisticky vyznamna stfedné silna kladna korelace
(0,641). Z konzervovaného materialu nejvyssi koncentraci flavonoidi vykazaly opét
lyofilizované plody (45,75+0,12 mg CAE/g DW), avSak nejvys§i antioxidacni aktivita
(281,72+40,70 umol TE/g DW) byla zaznamenana u plodi mrazenych. S pfihlédnutim
na prostorove, energetické a financni naroky na dalsi skladovani konzervovaného materialu se
lyofilizace jevi jako vhodny zptsob uchovani plodd PsL pied jejich dal§im zpracovanim.
Analyzovany byly také plody mrazirensky skladované po dobu 1 roku (sbér v roce 2021
v Kroméfizi). Pti srovnani té€chto ploda s plody Cerstvymi z roku 2022 se ukazalo, Ze plody
zroku 2021 1 po jednom roce mrazirenského skladovani obsahovaly vyssi koncentrace
celkovych polyfenolt (64,42+0,26 mg GAE/g DW) a anthokyanti (5,144+0,05 mg CGE/g DW).
Koncentrace celkovych flavonoidi a antioxidacni aktivita byly velmi blizké hodnotam
stanovenym u Cerstvych ploda z roku 2022. Z toho bylo usouzeno, ze v roce 2021 v Kroméfizi
byly pro rast plodi PsL, co se do obsahu bioaktivnich latek tycCe, lepsi podminky nez v roce
2022 v Otrokovicich.

V dalsi fazi prace byl z Cerstvych ploda trnky obecné a 40% konzumniho lihu pfipraven
ethanolovy extrakt, u kterého byly kvantifikovany polyfenoly (2111,39+11,32 mg GAE/),
flavonoidy (903,89+5,08 mg CAE/l) a anthokyany (165,244+0,38 mg CGE/l). Antioxidacni
aktivita ethanolového extraktu byla metodou TEAC s kation-radikalem ABTS stanovena
na 11,9940,40 mmol TE/l. Pomoci jednoduché dilu¢ni metody a ELISA readeru byl u extraktu
prokazan antibakterialni efekt proti grampozitivni bakterii Micrococcus luteus 1 gramnegativni
bakterii Escherichia coli, av§ak vici kvasince Candida glabrata neucinkoval. U ethanolového
extraktu byl taktéz stanoven profil fenolickych latek, kdy se podafilo metodou HPLC/DAD
identifikovat kyselinu gallovou a vanilovou, katechin a kvercetin-3-glukosid. Lze vSak
predpokladat, ze extrakt obsahoval dal§i fenolické latky, jako je kyselina chlorogenova,
kyselina kavova, epikatechin, pelargonidin-3-glukosid a hesperidin, nebot se tyto latky
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podarilo identifikovat v produktech, kde byl jedinym zdrojem fenolickych latek praveé extrakt
zplodi Prunus spinosa. Metodou HPLC/DAD byly v extraktu dale identifikovany a
kvantifikovany jednoduché cukry, a to glukoza (33,40 g/l) a fruktoza (11,39 g/l).

Po Setrném zahusténi na vakuové odparce byl extrakt pouzit pii piipravé dopliku stravy
ve formeé Zelatinovych bonbond. S cilem optimalizovat piidavek extraktu do Zelatinové matrice
byly bonbony s riznou koncentraci extraktu (5, 10, 15 a 20 %) podrobeny senzorické analyze,
ktera se skladala z profilového hodnoceni a poradové zkousky. Po statistickém vyhodnoceni
ziskanych dat bylo zji§téno, ze hodnotitelé z pohledu celkové chuti, resp. flavouru, preferovali
vzorek s 15 % extraktu. V poradové zkousce se tento vzorek umistil na druhém misté, a to
zavzorkem s 5 % extraktu, avSak ten pro zménu ziskal horsi hodnoceni fady deskriptora
v profilovém hodnoceni. Vezmeme-li v potaz vy§si obsah bioaktivnich latek, je optimalnim
pridavkem extraktu jednoznacné pridavek 15 %.

Oba typy vyrobenych dopliika stravy (tj. Zelatinové bonbony s extraktem a zelatinové kapsle
s praskem z lyofilizovanych plodi) byly charakterizovany z pohledu jak nutri¢niho slozeni (tj.
suSina a vlhkost, sacharidy, cukry, vlaknina, bilkoviny, tuky, popel a energeticka hodnota), tak
obsahu celkovych polyfenolt, flavonoidi, anthokyand, profilu fenolickych latek a antioxidacni
aktivity. Obsah suSiny, resp. vlhkosti, se u zelatinovych bonbonti pohyboval v rozmezi 88,39—
90,51 g/100 g, resp. 9,49-11,61 g/100 g produktu. 100 g zelé bonbonl urenych ke konzumaci
obsahovalo 81,47-83,59 g sacharidt, ztoho 76,08-81,13 g cukrt, dale <0,10 g vlakniny,
6,68 g bilkovin, < 0,10 g tuk( a 0,25+0,02 g popela. Energeticka hodnota se pohybovala
v rozmezi 352,59-361,05 kcal/100 g, resp. 1474-1509 kJ/100 g. Koncentrace celkovych
polyfenolt (0,305-1,410 mg GAE/g DW), flavonoidt (0,356-1,301 mg CAE/g DW) a antho-
kyant (0,026-0,146 mg CGE/g DW) v zelé bonbonech i jejich antioxidacni aktivita (0,461—
4,870 umol TE/g DW) byly zavislé na mnozstvi pfidaného extraktu. Ve vzorcich zelatinovych
bonbont bylo metodou HPLC/DAD identifikovano 9 fenolickych latek, a to: kyselina gallova,
vanilové, kavova a chlorogenova, katechin, epikatechin, kvercetin-3-glukosid, pelargonidin-3-
glukosid a hesperidin.

Vyzivové udaje byly stanoveny taktéz u naplné kapsle, tedy prasku z lyofilizovanych plodu.
Prasek obsahoval 88,82+0,12 g sacharidi, ztoho 38,57+0,33 g cukri, dale 1,96+0,02 g
vlakniny, 5,46+0,07 g bilkovin, 0,46+0,04 g tukt a 5,25+0,02 g popela (vSe vztaZzeno na 100 g
produktu). Energetickd hodnota 100 g naplné byla vypoctena na 381,24+0,14 kcal, resp.
1 594+1 kJ. Spektrofotometrickymi metodami byly v naplni kapsle kvantifikovany celkové
polyfenoly (57,488+0,329 mg GAE/g DW), flavonoidy (45,748+0,120 mg CAE/gDW) i
anthokyany (6,407+0,187 mg CGE/g DW). Dale byla u prasku stanovena antioxidacni aktivita
(274,750+1,056 umol TE/g DW) a profil fenolickych latek. V porovnani s zelé bonbony se u
naplné podarilo identifikovat kofein, nezdafilo se vSak detekovat kyselinu chlorogenovou.

Na zavér bylo u dopliika stravy sledovano uvolfiovani polyfenola v pribéhu modelového
invitro traveni ,nalacno®. Z zelatinové matrice se veSkeré polyfenoly uvolnily jiz béhem
maximalni koncentrace polyfenoll v travici stavé az po 60 minutach inkubace, poté nasledoval
vyrazny pokles koncentrace, ktery byl pravdépodobné duasledkem degradace nékterych
fenolickych latek v zasaditych podminkach umélé strevni stavy (SIF).
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Z vysledku prace vyplyva, ze oba typy piipravenych doplikt stravy na bazi bioaktivnich
latek ziskanych z ploda trnky obecné jsou cennymi zdroji fady fenolickych a flavonoidnich
slouCenin, anthokyanovych barviv a antioxidanti. Tyto latky jsou Casto spojovany s fadou
protektivnich a preventivnich u¢inkd, a tak muZze byt pravidelna konzumace téchto produkta
pfinosna pro zdravi spotiebiteli. Dopliiky stravy mohou byt také zplisobem, jak dostat
bioaktivni latky plodi Prunus spinosa do jidelnicku mnoha lidi, vCetné déti. Plody trnky obecné
mohou byt v nutraceutickém pramyslu vyuzity také jako aktivni aditiva zvySujici jak
bioaktivni, tak 1 nutri¢ni kvalitu jiz existujicich suplementa.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU
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CAE
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CGE

TTC
W/W

AAE
SPME-GC-MS

ROS
RNS
AA

TE
Trolox
DPPH
ABTS
in vivo
in vitro
MIC

MBC

MEFC
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americky dolar

anglicky

trnka obecna (Prunus spinosa L.)

ethanol

hmotnost suchého materialu, resp. plodia (angl. dry weight)
hmotnost Cerstvého materialu, resp. ploda (angl. fresh weight)
mononenasycené mastné kyseliny (angl. monounsaturated fatty acids)
polynenasycené mastné kyseliny (angl. polyunsaturated fatty acids)
nasycené mastné kyseliny (angl. saturated fatty acids)
vysokoucinna kapalinova chromatografie s reverznimi fazemi a
detektorem diodového pole (angl. reverse phase high-performance liquid
chromatography with diode array detector)

ultrafialové viditelné zareni

koncentrace celkovych polyfenoli (angl. total phenolic content)
ekvivalent kyseliny gallové (angl. gallic acid equivalents)
koncentrace celkovych flavonoidua (angl. total flavonoids content)
ekvivalent katechinu (angl. catechin equivalents)

koncentrace celkovych anthokyanti (angl. total anthocyanins content)
ekvivalent kyanidin-3-O-glukosidu

(angl. cyanidin-3-O-glucoside equivalents)

koncentrace celkovych tanina (angl. total tannin content)

hmotnost rozpusténé latky na hmotnost rozpoustédla

(angl. weight per weight)

ekvivalent kyseliny askorbové (angl. ascorbic acid equivalents)
mikroextrakce na pevné fazi a plynova chromatografie ve spojeni

s hmotnostni spektrometrii (angl. solid phase microextraction and gas
chromatography with mass spectrophotometry)

reaktivni formy kysliku (angl. reactive oxygen species)

reaktivni formy dusiku (angl. reactive nitrogen species)
antioxidacni aktivita (angl. antioxidant activity)

ekvivalent Troloxu (angl. Trolox equivalents)
6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-karboxylova kyselina
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl volny radikal

2,2 -azinobis (3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova kyselina)
“zaziva” nebo “v zivém organismu”

“ve zkumavce” tedy pokus konany mimo zivy organismus
minimalni inhibi¢ni koncentrace

(angl. minimum inhibitory concentration)

minimalni baktericidni koncentrace

(angl. minimum bactericidal concentration)

minimalni fungicidni koncentrace

(angl. minimum fungicidal concentration)



IDM
l.n.

v

C.

Sb.

ES

EU

PPP

RE

CNS
CSN EN ISO
CSN ISO
rpm

F-C
TEAC

PTFE
OB
TSC
GLE
NB
YPD
SGF
SIF

SD

IQR
K-W
ANOVA
RT

jamkova difuzni metoda

literatura neuvadi (danou informacti)

cislo

sbirka zakont Ceské republiky

Evropskeé spolecenstvi

Evropska unie

provozovatel potravinarského podniku

retinoidy

centralni nervova soustava

prevzata (harmonizovana) evropska norma

Ceska technicka norma

otacky za minutu (angl. rounds per minutes)
Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo

antioxida¢ni kapacita ekvivalentd Troloxu

(angl. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)
polytetrafluorethylen

odmeérna barika

koncentrace celkovych cukrt (angl. total sugars content)
ekvivalent gluk6zy (angl. glucose equivalents)
zivném médium Nutrient Broth w/1% peptone
zivné médium Yeast Extract-Peptone-Dextrose
uméla zaludecni §t'ava (angl. simulated gastric fluid)
uméla stievni §t'ava (angl. simulated intestinal fluid)
Vysoké ueni technické

smérodatna odchylka

interkvartilovy rozptyl

Kruskal-Wallisova neparametricka analyza rozptylu
analyza rozptylu (angl. analysis of variance)
retencni ¢as
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8 SEZNAM PRILOH

Ptiloha 1: Hodnotitelsky protokol pro senzorickou analyzu — optimalizace piidavku extraktu
z trnky obecné (Prunus spinosa) do zelatinové matrice.

Priloha 2: Graf kalibra¢ni zavislosti absorbance na koncentraci kyseliny gallové v g/l pro
stanoveni celkovych polyfenolt (TPC).

Priloha 3: Graf kalibracni zavislosti absorbance na koncentraci katechinu v g/l pro stanoveni
celkovych flavonoida (TFC).

Priloha 4: Graf kalibra¢ni zavislosti absorbance na koncentraci Troloxu v mmol/l pro stanoveni
antioxidacni aktivity (AA).

Priloha 5: Graf kalibra¢ni zavislosti absorbance na koncentraci glukézy v g/l pro stanoveni
celkovych cukri po inverzi (TSC).

Ptiloha 6: Statistické srovnani dvojic vzorka pomoci Tukeyho testu na hladin€ vyznamnosti
a = 0,05 z pohledu obsahu celkovych polyfenolt (TPC), flavonoidu (TFC) a anthokyant
(TAC) a antioxidacni aktivity (AA) plodt Prunus spinosa konzervovanych riznymi zpusoby.
Statisticky vyznamny rozdil znacen 1, statisticky nevyznamny rozdil znacen 0.

Ptiloha 7: Statistické srovnani dvojic vzorkti pomoci Tukeyho testu na hladin€¢ vyznamnosti
a = 0,05 z pohledu obsahu celkovych polyfenola (TPC), flavonoidta (TFC) a anthokyant (TAC)
a antioxidacni aktivity (AA) vyrobenych dopliikd stravy na bazi plodd Prunus spinosa.
Statisticky vyznamny rozdil znacen 1, statisticky nevyznamny rozdil znacen 0.

Ptiloha 8: Chromatogram stanoveni kyseliny L-askorbové ve vzorku suSenych plodu Prunus
spinosa pomoci HPLC/DAD pfi vinové délce 210 nm (retencni Cas analytu: 5,897 min).

Ptiloha 9: Chromatogram stanoveni kyseliny L-askorbové ve vzorku lyofilizovanych plodu
Prunus spinosa pomoci HPLC/DAD pii vinové délce 210 nm (retencni ¢as analytu: 5,940 min).

Ptiloha 10: Chromatogramy paralelnich stanoveni fenolickych latek v surovém ethanolovém
extraktu z plodt Prunus spinosa pomoci HPLC/DAD pfi vinovych délkach 260 nm, 280 nm a
300 nm (postupné shora). Identifikace viz Tabulka 27.

Priloha 11: Chromatogramy paralelnich stanoveni fenolickych latek v prasku z lyofilizovanych
plodt Prunus spinosa pomoci HPLC/DAD pfi vinovych délkach 260 nm, 280 nm a 300 nm
(postupné shora). Identifikace viz Tabulka 31.

Ptiloha 12: Chromatogramy paralelnich stanoveni fenolickych latek ve vzorku MS (4.
zelatinové bonbony s 5 % trnkového extraktu) pomoci HPLC/DAD pii vinovych délkach
260 nm, 280 nm a 300 nm (postupneé shora). Identifikace viz Tabulka 31.
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Ptiloha 13: Chromatogramy paralelnich stanoveni fenolickych latek ve vzorku MI10 (4.
zelatinové bonbony s 10 % trnkového extraktu) pomoci HPLC/DAD pii vinovych délkach
260 nm, 280 nm a 300 nm (postupné shora). Identifikace viz Tabulka 31.

Ptiloha 14: Chromatogramy paralelnich stanoveni fenolickych latek ve vzorku MI15 (4.
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260 nm, 280 nm a 300 nm (postupné shora). Identifikace viz Tabulka 31.

Ptiloha 15: Chromatogramy paralelnich stanoveni fenolickych latek ve vzorku M20 (4.
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Ptiloha 16: Grubbsuv test odlehlych hodnot pivodniho datasetu profilové zkousky (p-hodnoty;
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Priloha 19: Neparametricka Kruskal-Wallisova ANOVA upraveného datasetu zkousky
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a = 0,05).
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9 PRILOHY

Priloha 1: Hodnotitelsky protokol pro senzorickou analyzu — optimalizace pridavku extraktu z trnky

obecné (Prunus spinosa) do zZelatinové matrice.
HODNOTITELSKY PROTOKOL PRO SENZORICKOU ANALYZU
doplnku stravy ve formé zelatinovych bonbont

Vazeni hodnotitel €,
zhodnot'te prosim predlozené vzorky Zelatinovych bonbont s pridavkem bioaktivnich latek.

Datum: Pohlavi: zena / muz

Veék: Kurak: ano / ne

Pred ochutnavkou prosim jeSté zodpovézte nasledujici otazky (odpoveéd’ zakrouzkujte):

Jaké je Vase stanovisko k zelatinovym bonbonum?
a) mam je velmi rad/a
b) mam je rad/a
¢) nemam je ptilis rad/a
d) vibec mi nechutnaji, nekonzumuji je

Jak casto zelatinové bonbony konzumujete?
a) 1 avicekrat za tyden
b) alespori 1 za mésic
¢) alespori 1 za pul roku
d) alespori 1 za rok
e) jiné:

Konzumujete néjaké dopliky stravy (tj. vitaminy, mineralni latky, ziviny apod.)?
a) ano, pravidelné
b) ano, avSak nepravidelné
¢) ano, avSak pouze v urcita obdobi roku (napf. na podzim, v zimg¢)
d) ne, nikdy

Jakou lékovou formu maji Vami konzumované dopliky stravy?
a) tablety
b) kapsle (tobolky)
¢) tekutina
d) prasek
e) zelé (gummies)
f) jiné:

1. Profilové hodnoceni

Prosim, zhodnot'te predlozené vzorky nezavisle na sobé, a to na zdkladé vybranych profilovych
vlastnosti. Do tabulky vzdy napiste Cislo (1-10) odpovidajici pfislusné stupnici. Mezi
ochutnavkami jednotlivych vzorku si dejte pauzu a pouzijte chutovy neutralizator (vodu).
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Vzhled
Hodnoti se celkova pfijatelnost povrchu vzorku.

O e

1 2 3 4 5 6 7 8 10
odpudivy prumérny lakavy
kéd vzorku: D5M5 72M5 74D5 D3C5 76C1
hodnoceni:
Barva
Hodnoti se pfijemnost barvy (tj. odstin, barevné skvrny a jiné vyrazné vady).
I I I I I I I I I I
I | I | I I | I I I
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
odpudiva prumérna lakava
kéd vzorku: D5M5 72M5 74D5 D3C5 76C1
hodnoceni:
Konzistence
Hodnoti se konzistence, textura a tuhost, a to bud’ hmatem nebo pfi zvykani v ustech.
I I I I I I I I I I
I | I I | I | | I |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
mekka optimalni tvrda
kéd vzorku: D5M5 72M5 74D5 D3C5 76C1
hodnoceni:
Lepivost
I I I I I I I I
| I | | I | | I
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
prilis lepivé optimalni nelepivé
kéd vzorku: D5M5 72M5 74D5 D3C5 76C1
hodnoceni:
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Sladkost

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
malo sladka optimalni prili§ sladka
kéd vzorku: | D5MS5 Z2M5 Z4D5 D3C5 76C1
hodnoceni:
Kyselost
I I I I I I I I I I
I | I I I I | | I |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
malo kysela optimalni prili§ kysela
kéd vzorku: | D5MS5 Z2M5 Z4D5 D3C5 76C1
hodnoceni:
Ovocitost
I I I I I I I I I I
I | I | | I | | I |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
malo ovocita optimalni prili§ ovocita
kéd vzorku: | D5MS5 Z2M5 Z4D5 D3C5 76C1
hodnoceni:
Chut’/Flavour
Hodnoti se komplexni pocit v ustech pfi konzumaci vzorku.
I I I I I I I I I I
I | I I I I | | I |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
nevyhovujici dobra vynikajici
kéd vzorku: | D5MS5 Z2M5 Z4D5 D3C5 76C1
hodnoceni:
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2. Poradova zkouska (hodnoceni celkové prijatelnosti vzorku):

Na zakladé ochutnanych vzorku, sefad’te prosim tyto vzorky dle celkové pfijatelnosti, v ivahu
prosim berete vySe uvedené vlastnosti. Do tabulky zapiste kody vzorkt v poradi od nejvice
ptijatelného po nejméné prijatelny vzorek dle Vasich preferenci.

nejvice prijatelny nejméné prijatelny

Poznamky:

Dékuji vam za vyplnéni formulare! Pripadné pfipominky prosim napiste zde:
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Priloha 2: Graf kalibracni zavislosti absorbance na koncentraci kyseliny gallové v g/l pro stanoveni
celkovych polyfenolii (TPC).
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Priloha 3: Graf kalibracni zavislosti absorbance na koncentraci katechinu v g/l pro stanoveni
celkovych flavonoidii (TFC).
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Priloha 4: Graf kalibracni zavislosti absorbance na koncentraci Troloxu v mmol/l pro stanoveni
antioxidacni aktivity (AA).
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Priloha 5: Graf kalibracni zavislosti absorbance na koncentraci glukozy v g/l pro stanoveni celkovych
cukrit po inverzi (TSC).

101



Priloha 6: Statistické srovnani dvojic vzorkii pomoci Tukeyho testu na hladiné vyznamnosti o. = 0,05
z pohledu obsahu celkovych polyfenolit (TPC), flavonoidii (TFC) a anthokyanii (TAC) a antioxidacni
aktivity (AA) plodii Prunus spinosa konzervovanych riznymi zpusoby. Statisticky vyznamny rozdil

znacen 1, statisticky nevyznamny rozdil znacen 0.

TPC [-] TFC [-]
¢CP MP MIP LP SP ¢CP MP MIP LP SP
Cp - 1 1 1 1 Cp - 1 0 1 1
MP 1 - 1 1 1 MP 1 - 1 1 1
MIP 1 1 - 1 1 |mmip o 1 - 1 1
LP 1 1 1 - 1 LP 1 1 1 - 1
SP 1 1 1 1 - SP 1 1 1 1 -
TAC [-] AA []
¢CP MP MIP LP SP ¢CP MP MIP LP SP
Cp - 0 1 1 1 Cp - 1 1 1 1
MP 0 - 1 1 1 MP 1 - 1 1 1
MIP 1 1 - 1 1 | mip 1 1 - 1 1
LP 1 1 1 - 1 LP 1 1 1 - 1
SP 1 1 1 1 - SP 1 1 1 1 -

Pozn.: Zkratkové znaceni jednotlivych vzorka je uvedeno v tabulce 12.

Priloha 7: Statistické srovnani dvojic vzorkii pomoci Tukeyho testu na hladiné vyznamnosti o. = 0,05
z pohledu obsahu celkovych polyfenolit (TPC), flavonoidii (TFC) a anthokyanii (TAC) a antioxidacni
aktivity (AA) vyrobenych dopliikii stravy na badzi plodiit Prunus spinosa. Statisticky vyznamny rozdil

znacen 1, statisticky nevyznamny rozdil znacen 0.

TPC [-] TFC [-]
M5 MI10 MI15 M20 KLP M5 MI10 MI15 M20 KLP
M5 - 1 1 1 1 M5 - 1 1 1 1
MO 1 - 1 1 1 MO 1 - 1 1 1
M15 1 1 - 1 1 | M5 1 1 - 1 1
M20 1 1 1 - 1 | M0 1 1 1 - 1
KLP 1 1 1 1 - | xp 1 1 1 1 -
TAC [-] AA [1]
M5 MI10 MI15 M20 KLP M5 MI10 MI15 M20 KLP
M5 - 1 1 1 1 M5 - 1 1 1 1
MO 1 - 1 1 1 MO 1 - 1 1 1
M15 1 1 - 1 1 | M5 1 1 - 1 1
M20 1 1 1 - 1 | M0 1 1 1 - 1
KLP 1 1 1 1 - | xkp 1 1 1 1 -

Pozn.: Zkratkové znaceni jednotlivych vzorka je uvedeno v tabulce 12.
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Priloha 8: Chromatogram stanoveni kyseliny L-askorbové ve vzorku suSenych plodit Prunus spinosa pomoci HPLC/DAD pFi vinové délce 210 nm
(retencni cas analytu: 5,897 min).
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Priloha 9: Chromatogram stanoveni kyseliny L-askorbové ve vzorku lyofilizovanych plodit Prunus spinosa pomoci HPLC/DAD pFi vinové délce 210 nm
(retencni cas analytu: 5,940 min).
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Priloha 10: Chromatogramy paralelnich stanoveni fenolickych latek v surovém ethanolovém extraktu z plodii Prunus spinosa pomoci

HPLC/DAD pri vinovych délkdch 260 nm, 280 nm a 300 nm (postupné shora). Identifikace viz Tabulka 26.
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Priloha 11: Chromatogramy paralelnich stanoveni fenolickych latek v prasku z lyofilizovanych plodii Prunus spinosa pomoci HPLC/DAD pri
vinovych délkach 260 nm, 280 nm a 300 nm (postupné shora). Identifikace viz Tabulka 30.
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Priloha 12: Chromatogramy paralelnich stanoveni fenolickych latek ve vzorku M5 (1j. Zelatinové bonbony s 5
HPLC/DAD pri vinovych délkdach 260 nm, 280 nm a 300 nm (postupné shora). Identifikace viz Tabulka 30.
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Priloha 13: Chromatogramy paralelnich stanoveni fenolickych latek ve vzorku M0 (1j. Zelatinové bonbony s 10 % trnkového extraktu) pomoci

HPLC/DAD pri vinovych délkdach 260 nm, 280 nm a 300 nm (postupné shora). Identifikace viz Tabulka 30.
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Priloha 14: Chromatogramy paralelnich stanoveni fenolickych latek ve vzorku M15 (1j. Zelatinové bonbony s 15
HPLC/DAD pri vinovych délkdach 260 nm, 280 nm a 300 nm (postupné shora). Identifikace viz Tabulka 30.

% trnkového extraktu) pomoci
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Priloha 15: Chromatogramy paralelnich stanoveni fenolickych ldtek ve vzorku M20 (1. Zelatinové bonbony s 20 % trnkového extraktu) pomoci

HPLC/DAD pri vinovych délkdach 260 nm, 280 nm a 300 nm (postupné shora). Identifikace viz Tabulka 30.



Priloha 16: Grubbsuv test odlehlych hodnot pitvodniho datasetu profilové zkouSky (p-hodnoty;

a = 0,05).

p-value [-]
vzorek: MO M5 M10 M15 M20
vzhled 0,0157 0,5205 0,1278 0,0045 1,0000
§' barva 0,0224 0,7533 0,2476 0,0482 0,0004
§ konzistence  0,1733 0,8693 0,0792 0,8370 0,3291
_ﬂg lepivost 0,0131 0,4099 0,0047 0,0761 0,1051
%‘ sladkost 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
;5 kyselost 0,5468 1,0000 0,0654 1,0000 0,1354
§ ovocitost 0,2492 1,0000 0,0098 1,0000 0,3540
flavour 0,3931 0,4780 0,6207 1,0000 0,8652

Priloha 17: Grubbsiiv test odlehlych hodnot upraveného datasetu zkousky senzorického profilu
(p-hodnoty,; o = 0,05).

p-value [-]
vzorek: MO M5 M10 M15 M20
vzhled 0,1947 0,5205 0,6886 1,0000 1,0000
E barva 0,8513 0,7533 0,2476 0,9703 0,5856
§ konzistence  0,1733 0,8693 1,0000 0,8370 0,3291
é lepivost 0,8336 0,4099 1,0000 0,9227 0,1051
%‘ sladkost 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000 1,0000
;5 kyselost 0,5468 1,0000 0,6948 1,0000 0,1354
§ ovocitost 0,2492 1,0000 0,7892 1,0000 1,0000
flavour 0,3931 0,4780 0,6207 1,0000 0,8652

Priloha 18: Shapiro-Wilkitv test normalni distribuce upraveného datasetu zkousSky senzorického profilu
(p-hodnoty,; o = 0,05).
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p-value [-]
vzorek: MO M5 M10 M15 M20

vzhled 0,00150  0,00006 0,00002 0,00001 <0,00001
§' barva 0,01980 0,00241 0,00061 0,00002 <0,00001
§ konzistence 0,10000 0,63300 0,00608 0,02570  0,22000
_02 lepivost 0,00134 0,00676 0,00186 0,00161 0,01020
%‘ sladkost 0,03640 0,06540 0,00447 0,00480  0,06140
;5 kyselost 0,04110 0,00357 0,00233 0,10000  0,03650
§ ovocitost 0,01150 0,00661 0,00120 0,00511 0,09490

flavour 0,16600 0,17400 0,02210 0,05600  0,06210




Priloha 19: Neparametricka Kruskal-Wallisova ANOVA upraveného datasetu zkousky senzorického

profilu véetné hodnot mean ranku (p-hodnoty, o. = 0,05).

K-W ANOVA mean rank p-value [-]
p-value [-] MO M5 M10 M15 M20
vzhled 0,1048 58,1034 694167 76,3966 83,0000 80,8000
g barva <0,0001 46,6034 59,0167 71,3333 91,2037 96,9821
~§ konzistence 0,0202 67,9833 873167 53,1538 73,3333 83,0000
3 lepivost 0,0800 60,0000 68,0333 69,7222 71,7069 89,1000
g‘ sladkost 0,0331 77,3500 93,9500 74,4000 73,1833 58,6167
;5 kyselost <0,0001 64,8333 493500 70,2308 82,9667 99,6833
§ ovocitost <0,0001 31,5167 77,0000 86,4643 84,6667 91,7759
flavour 0,0138 53,7667 86,6333 77,8333 87,6833 71,5833

Priloha 20: Vicendsobné srovnani vzorkii upraveného datasetu profilové zkousSky (p-hodnoty; o. = 0,05).

(p = 0,000009) (p = 0,025713)

vzorek
MO M5 M10 M15 M20
barva barva
ovocitost (p =0,000639) (p=10,000052)
Mo (p=0,000352) ovocitost ovocitost kyselost
flavour (p = 0,000009) (p=0,000013) (p=0,014150)
(p = 0,033903) flavour ovocitost
N (p =0,024984) (p=0,000001)
e barva
§ ovocitost barva (p = 0.005328)
M5 (p =0,000352) konzistence  (p =0,036284) sladkost
flavour (p =0,025713) kyselost (p=10,016337)
(p =0,033903) (p =0,020796) kyselost
(p = 0,000040)
M10 ovocitost konzistence

Priloha 21: Statistické vyhodnoceni dat (hladina vyznamnosti o. = 0,05) poradového testu senzorické

analyzy dopliiku stravy ve formé Zelatinovych bonbonil s riiznou koncentraci trnkového extraktu.

Grubbsiv - Shapiro: - primér m"l‘gzl‘;‘ * Kruskal-Wallisova ANOVA

p-value [-] p-value [-] [-] [-] p-value [-] mean rank [-]
MO 0,44016 0,00015 21+12 20+£2,0 48,50
~ | MS 1,00000 0,00035 3615 4,0+3,0 92,50
q‘é M10 1,00000 0,01590 33£1,3  3,0+2,0 0,0002 83,50
” | M15 1,00000 0,00283 34+14 35+3,0 87,50
M20 1,00000 0,00466 27+13 25+£20 65,50

Pozn.: smérodatna odchylka (SD), interkvartilové rozpéti (IQR), analyza rozptylu (ANOVA).
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