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ABSTRAKT

Obsah deuteria v cukrech v ovoci je ovlivnén hlavné botanickym a castecné také
geografickym pivodem ovoce. Informaci o ptivodu ovoce poskytuje ethanol po fermentaci
cukrii. Obsah deuteria na methylové skupiné ethanolu se 1i§i v zavislosti na botanickém
ptivodu ovoce.

SNIF NMR - nukledrni magneticka rezonance sledujici distribuci izotopt na riznych mistech
v molekule je specificka metoda pro stanoveni zastoupeni deuteria (izotopovy pomér D/H) v
malych molekulach, napt. v ethanolu. Tato izotopova technika je bézn€ pouzivana pro
stanoveni nepovoleného piidavku cukru v ovocnych népojich (vino, ovocné dzusy...).

V této diplomové praci bylo pomoci SNIF-NMR analyzovéno pét druht ovoce (jablka,
pomeranée, grapefruity, ananasy a hroznové vino) dostupnych na trhu v Ceské republice. Tato
data jsou porovnavéna s hodnotami zméfenymi pro komeréné dostupné ovocné dzusy a
nektary.

ABSTRACT

The deuterium content of sugar in fruits is influenced mainly by two factors — the botanical
and also the geographical origin of the fruit. The information of the fruit origin is kept even
after fermentation of the sugar, in the molecules of ethanol. The deuterium content on the
methyl group of ethanol then varies depending upon the botanical origin of the fruit.
SNIF-NMR (Site-specific Natural Isotope Fractionation — Nuclear Magnetic Resonance) is a
specific method for determination of the deuterium isotopic ratio (D/H) in small molecules,
e.g. ethanol. This isotopic technique is widely used for determination of sugar adulteration of
fruit-based beverages (wines, fruit juices..).

In this thesis, the authentic samples of five different fruits (apples, oranges, grapefruits,
pineapples and grapes) available in the Czech market have been collected and analyzed by
SNIF-NMR. The results are presented as well as the comparison to some commercially
available fruit juices and nectars.
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1 UVOD

Vyrobky z ovoce jsou Castym predmétem falSovani, nejvice jsou vzhledem k objemiim
produkce falSovany ovocné $tavy. Cenovy rozdil mezi ovocem a cukrem svadi k finanéné
vyhodnému nahrazovéani ovoce levnéjSim cukrem.

Nepovoleny ptidavek cukru se stejnym inverznim pomérem glukozy a fruktozy jako je
vovoci spoleéné s koktejlem maskovacich ingredienci jako mineraly, aminokyseliny
organické kyseliny atd. je b&znymi metodami neodhalitelny.

K odhaleni takového falSovani se vyuzivaji tzv. izotopové metody. Jsou zaloZeny na faktu, ze
kazda rostlina ma charakteristické zastoupeni izotopii biogennich prvkid - vodiku, uhliku,
kysliku a dusiku. Rozdily v izotopovém slozeni jednotlivych rostlin jsou zplsobeny
frakcionaci téchto izotopt, kterd probih4a béhem kolob&hu prvkil v pfirode vcetné fotosytézy.
Izotopové slozeni rostliny je tedy ovlivnéno klimatickymi, environmentalnimi podminkami a
druhem fotosyntézy, kterou rostlina pouziva (C3, C4 a CAM).>>*"#

SNIF NMR - nuklearni magneticka rezonance sledujici distribuci izotopii na riznych mistech
v molekule je specifickd metoda pro stanoveni zastoupeni deuteria (izotopovy pomér D/H)
v malych molekulach, napt. v ethanolu. Tato izotopova technika je b&zné pouzivana
pro stanoveni nepovolen¢ho piidavku cukru v napojich jako je vino, ovocné dzusy,
destilaty...">*"%

Informaci o botanickém piivodu cukru nese methylova skupina ethanolu ziskaného fermentaci
cukri pfitomnych v ovoci. Obsah deuteria na methylové skupin¢ ethanolu se 1i$i hlavné podle
druhu biosyntézy cukri a ¢aste¢né podle toho, zda rostlina roste v oblasti s teplym a suchym
klimatem nebo v oblasti smirnym klimatem. Napf. cukrova titina vyuzivajici C4
metabolismus a ananas vyuzivajici CAM metabolismus maji obsah deuteria vyssi, jablka,
pomerance, fepa cukrovka atd. vyuzivajici C3 metabolismus maji obsah deuteria nizsi. Obsah
deuteria v ramci C3 rostlin se jesté liSi podle klimatickych podminek, ve kterych rostliny
vyristaly. >

Analyzou autentickych vzorka se tvofi databdze hodnot, se kterou se porovnavaji hodnoty
neznamych vzorkl. Pfidavek fepného cukru do ovocného dzusu zpuisobuje snizeni obsahu
deuteria, zatimco piidavek titinového cukru obsah deuteria zvysuje."*

Metoda se cCasto pouziva v kombinaci s hmotnostni spektrometrii izotopovych poméra
(IRMS) stabilnich izotopt uhliku v ethanolu."*?*



2 TEORIE

2.1 Vyroba ovocnych dZusi

Ovocné dZusy hraji vyznamnou roli ve vyzivé ¢lovéka. 100 % ovocné dzusy obsahuji Cistou
ovocnou §tavu bez piidavku cukru, vody, barviv & konzervantd.™® Ve srovnani sfadou
sladkych nealkoholickych népoji obsahuji méné cukru a maji nizkou energetickou hodnotu.
Podle obsahu duziny se ovocné $tavy déli na stavy bez diené (Ciré) a dienové st'avy (kalné).
Ciré jsou bun&né §avy bez nerozpustného plodového pletiva a ziskavaji se ¢ifenim a filtraci
Serstvé §tavy. Jsou stabilngjsi pti skladovani. Stavy s duZinou (napf. pomeran¢ové) maji vice
minerélnich latek a ve vod& nerozpustného vitaminu A.>

Pro vyrobu dzusti se pouziva ovoce pln¢ zralé s vyvaZzenym obsahem cukri a kyselin
bez znamky hniloby a plesnivéni. Zpracovani ovoce musi byt rychlg, citlivé, aby nedochéazelo
ke ztratam zplsobenych pfevazné oxidaci.

Mezi piipravné operace se fadi odstranéni mechanickych necistot, kontrola a odstranéni
vadnych kusi, oplach pitnou vodou a piipadné odstranéni obalovych vrstev (citrusy). Poté se
ovoce drti nebo feze. Pro zvysSeni vytéznosti lisovani je tieba narusit bunécnou sténu nebo
zvysit jeji propustnost enzymaticky, drcenim, zahifevem, a méné Castéji mrazenim,
elektrickym proudem, ultrazvukem atd.

Oddé¢leni §tavy se provadi lisovanim. Pisobenim tlaku je odd€lena §téva od drté, pfiCemz
probéhne jesté filtrace pres vrstvu lisovaného materidlu. Pokud surovina obsahuje vétsi
mnozstvi samotoku, provede se pred lisovanim centrifugace. Urychli se tim proces
lisovani.>”* Technologicky postup se mirné odliSuje podle druhu zpracovavaného ovoce.

Z ekonomickych a technickych diivodl se z Cerstvé vylisované ovocné §tdvy odstrani voda
odpafenim nebo vymraZenim na obsah suSiny 60 - 75 %. Pti odpatfovani dochdzi také
k oddéleni aromat, ktera jsou jimana. Koncentrat se skladuje zmrazeny nebo tekuty, vétSina
typt nepodléha rozkladu diky nizké aktivité vody. SniZenim objemu vyrobku klesaji naklady
na prepravu zejména z oblasti, které jsou situovany daleko od zem¢ urceni. V tomto piipadé
je ekonomictéjsi odstranit vodu u vyrobce, transportovat dzus ve formé koncentratu, a znovu
nafedit vodou v mist& uréeni dodavky."*7*
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100 % dZzusy neobsahuji konzervanty. Trvanlivosti je dosaZeno tepelnym oSetfenim —
pasterizaci a aseptickym plnénim do obald, které zabraiiuji p¥istupu svétla a vzduchu.*>*

Na trh jsou uvéadény ptirodni Cisté dzusy a dzusy vyrobené z koncentratu a je mezi nimi
nemaly finanéni rozdil. To, o jaky se jedna druh dZusu, musi byt uvedeno na obalu vyrobku.'

2.2 FalSovani ovocnych dZusii

Vyrobky z ovoce jsou Castym predmétem falSovani, nejvice jsou vzhledem k objemiim
produkce falSovany ovocné stavy. Cenovy rozdil mezi ovocem a cukrem svadi k finanéné
vyhodnému nahrazovani ovoce levnéjSim cukrem. S cukrem jsou do dzust pfidavany
mineraly, aminokyseliny, organické kyseliny atd.>**>** Mezi dalsi zptsoby faliovani pati
nahrada drazSich druhti ovoce levnéjSimi (pfidavky jablek do malin, bortivek, ostruzin apod.),
u citrusovych §tav jsou to prfidavky ,,pulp wash“ coz je Stava ziskand extrakci vyliskl
ke stave z prvniho lisovani, nebo pfiprava rekonstituované¢ho napoje pouze z koncentratu pulp
wash nebo smési pulp wash a koncentratu S$tavy, déale napt. vydavani S§tavy ziskané
rekonstituci koncentratu za §avu ziskanou lisovanim z ovoce.?

2.3 Metody stanoveni autenticity ovocnych dZusi

Pti falSovani dzust dochazi ke zménam ve slozeni - napf. niz§i podil ovoce nez je
deklarovano, nedeklarovany ptidavek jiného ovoce, cukrt, barviv, nizsi refraktometricka
suSina, niz8i obsah markerti charakteristickych pro dany druh ovoce. Pti detekci falSovani
ovocnych §tav je analyza zaméfena pravé na tyto parametry. Sleduje se obsah organickych
kyselin - jable¢na, citronova, isocitronova, ktery je ovlivnén odridou, podminkami kultivace,
zralosti. Déle se analyzuje sacharidovy profil - sacharéza, glukdza, fruktoza, sorbitol,
aminokyselinovy profil. Vy$§i obsah flavonoidnich glykosidli indikuje pouZiti méné
kvalitniho ovoce, vyssi tlak pii lisovani nebo pridavek pulp-wash. Flavonoidni glykosidy -
hesperidin, naringin, sacharidy, organické kyseliny a aminokyseliny se stanovuji pfevazné
pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie. Formolové c¢islo se stanovuje titraci
karboxylovych skupin aminokyselin po blokaci aminoskupin formaldehydem. Kationty Na,
K, Ca a Mg se stanovuji kapildrni isotachoforézou s vodivostnim detektorem a AAS.
Refraktometrickd suSina podava informaci o tom, zda byl dzus zfedén vodou. Pro vSechny
vyse uvedené markery je asociaci A.LLJ.N. (European Fruit Juice Association, asociace, ktera
shromazd’'uje udaje o ovocnych dzusech) definovano rozmezi hodnot autentickych
vzorkg, 148102429

Pro odhaleni poruseni integrity dzusu (pfidavek jiného ovoce, vydavani dZzusu z koncentratu
za Stavu ziskanou lisovdnim zovoce) lze provést analyzu aromat pomoci plynové
chromatografie."

Kompletni vycet analyti, pro které jsou asociaci A.I.J.N. uvedena doporuc¢ena rozmezi hodnot
pro autentické vzorky ovocnych §téav: relativni hustota, refraktometrickd suSina, tékavé
kyseliny jako kys. octova, ethanol, kys. mlécnd, glycerol, kys. glukonova, patulin, kys.
askorbova, silice, hydroxymethylfurfural, titracni kyselost, kys. citronova a isocitronova, Kkys.
jablecnd, kys. vinnd, popel, Na, Ca, Mg, K, P, dusi¢nany, sirany, formolové ¢islo, flavonoidni



glykosidy, naringin, pektinové latky, glukoza, fruktéza, sachardza, sorbitol, bezcukerny
extrakt a také zastoupeni izotopti vodiku, uhliku a kysliku.'*

2.4 Izotopové metody

Kazda rostlina ma charakteristické zastoupeni izotopii biogennich prvka - vodiku, uhliku,
kysliku a dusiku. Jelikoz se jednd o hlavni komponenty organické hmoty, ma tento fakt
specificky vyznam pfi studiich autenticity potravin.'?'74%

Nepovoleny piidavek cukru se stejnym inverznim pomérem glukozy a fruktdzy jako je
v ovoci spoleéné s ,koktejlem™ maskovacich ingredienci jako mineraly, aminokyseliny
organické kyseliny atd. je béznymi metodami neodhalitelny. K odhaleni takového falSovani se
vyuzivaji metody sledujici rozdéleni izotopl, at’” uz v ramci celé molekuly nebo vzorku -
hmotnostni spektrometrie izotopovych poméri IRMS nebo na urcitych mistech v molekule -
izotopové poméry na specifickych mistech v molekule pomoci nukledrni magnetické
rezonance - SNIF NMR. Na specifickych mistech rostlinného metabolitu dochdzi béhem jeho
biosyntézy k redistribuci izotopl biogennich prvkl. Zastoupeni izotopli v metabolitu je
ovlivnéno nejen druhem biosyntézy, kterou rostlina pouziva, ale i klimatickymi a
environmentdlnimi faktory. Pro stanoveni autenticity je nutné nejdiive vytvofit databazi
hodnot autentickych vzorkd. Porovnanim hodnot nezndmych vzorkt s databazi Ize odhadnout,
pfipadné potvrdit ¢i vyvratit deklarovany botanicky, geograficky plvod matetské

rostliny, 121113.15.23-2529.32-35.37.40
tab. 1. vyuZiti stabilnich izotopii pro detekci falsovani potravin'>"*
obsah je ovlivnén miiZe odhalit matrice
botanickym pridavek cukrt z jinych ovocné dzusy, vino,
B¢, ’H pivodem rostlin destilaty, medy
druhem syntézy | ptidavek syntetickych latek aromata: vanilin...
%0, *H pivodem vody fedéni exogenni vodou dzusy, vino
B 2 . . .
C,‘H, geografickym klamavé oznaceni y
- . o vSechny produkt
%0, N puvodem geografického piivodu yp y
B¢, PN stravou krmny reZim zivoc€isné produkty

2.4.1 Stabilni izotopy

Izotopy, které nepodléhaji radioaktivnimu rozpadu, se nazyvaji stabilni. Bézn¢ analyzované
jsou stabilni izotopy kysliku, uhliku, vodiku, dusiku a siry. Vyskytuji se bézn¢ v pfirod¢, ale
jejich zastoupeni je zéavislé na environmentalnich podminkach. Jsou vyuzivany pro studie
frakcionace izotopll v pfirozenych systémech a to zejména v biologii, geologii a
hydrologii.'”'®

Zastoupeni stabilnich izotopti vodiku a uhliku hraje klicovou roli pfi stanoveni botanického
ptvodu cukrt. Jelikoz je tato prace zaméfend na falSovani dzust pfidavkem exogenniho
cukru, budeme se dale zabyvat pouze jimi.



2.4.1.1 Izotopovy pomér

Obsah izotopl se vyjadifuje jako izotopovy pomér mnozstvi téZzkého ku lehkému izotopu,
napt. Rc = °C/"*C nebo Ry = “H/'H = D/H. Casto se pro vyjadieni obsahu izotopt pouziva
relativni izotopovy pomeér v %eo:

l)/}y)womk-_(l)/iy)&MOW

5D:(
OD/}{%MOW

x 1000

13
5‘3(::( C/uc(??‘(’;e/kn_c()%/nc)”” x 1000
PDB

obecné:

R
5:[L"e"—1}<1000

s tan dard

kde standardem je pro vodik
VSMOW - Vienna-Standard Mean Ocean Water R = 0,0001558

pro uhlik
PDB — Pee Dee Belemnite R =0,0012372 '317-19:21,23-25.27,29,30,33,37-39

2.4.2 Frakcionace izotopi

Zastoupeni stabilnich izotopli mezi riznymi slouc¢eninami je proménlivé. Je to zplsobeno
frakcionaci izotopit béhem chemickych a fyzikalnich, reverzibilnich a ireverzibilnich procesi.
K izotopové frakcionaci dochazi vlivem rozdilnych fyzikalnich vlastnosti molekul
s rozdilnym 1zotopovym zastoupenim. Molekuly obsahujici té¢zké izotopy maji silngjsi
chemické vazby, v disledku své vyssi hmotnosti mensi rychlost diftize, niz§i pohyblivost a
tudiz 1 mensi pocet kolizi mezi molekulami.

Kineticka frakcionace probihd u ireverzibilnich jednosmérnych chemickych a fyzikalnich
procesi. Prikladem je zména skupenstvi, napi. odpatovéani vody a kondenzace pary; absorpce
a diftize plynt; ireverzibilni reakce jako je bakterialni rozklad rostlin nebo tvorba srazenin.
Féze nebo slouCeniny vzniklé pii kinetick¢ frakcionaci jsou ochuzené o t€zké izotopy
v porovnani s ptivodnimi fadzemi nebo slouceninami. Napft. rychle odpafend voda je ochuzena
o tézké izotopy. V nékterych piipadech mize nastat i opacny pfipad, tzv. inverzni kineticky
1zotopovy efekt. Nastava Castéji v procesech, ve kterych figuruji atomy vodiku.

Rovnovaznad frakcionace je v podstaté¢ izotopovy efekt spojeny rovnovaznou reakei.
Ptikladem je chemické rovnovaha mezi CO, a HCOj a fyzikalni rovnovaha v systému voda —
vodni para. V rovnovaznych procesech nemutze byt s urcitosti ptedpovézeno, zda bude jedna
faze nebo sloucenina obohacena nebo ochuzena tézkymi izotopy. Kompaktni faze (skupenstvi



s nizsi energii, tedy kapalina spiSe nez para) nebo sloucenina s vy$§i molekulovou hmotnosti
T s XL 1 o 17,2
obvykle obsahuje vy3si zastoupeni t&zkych izotopa.' 27

Frakcionace v procesech v piirodé nejsou vzdy striktné kinetické nebo nevratné. Frakcionace
plynouci z kinetického izotopového efektu zpravidla pievySuje frakcionaci pii rovnovazném
procesu. Slouceniny vytvotené pii kinetické frakcionaci mohou byt ochuzené o vzacné (t€zké)
izotopy, kdezto pti rovnovdzném procesu jsou obohaceny, napft. rychle odpafend voda je vice
ochuzen4 o t&7ké izotopy nez vodni para v rovnovaze s vodou.' %’

Obvykle se frakcionace snizuje pifi zvySujici se teploté. Pii velmi vysokych teplotach
izotopové rozdily mezi slouceninami mizi. K frakcionaci v ramci celé¢ molekuly nedochazi,
pokud je substrat kvantitativnd konvertovan na produkt — napi. °C pti fermentaci cukrd
na ethanol 2’

Oba druhy frakcionaci jsou ovlivnény klimatickymi, environmentalnimi faktory a fyziologii
rostlin."'""*#® Zastoupeni izotopt se méni se zem&pisnou polohou. Rostliny rostouci v urité
oblasti déle ,zpracovavaji“ biosyntetickymi procesy prvky sizotopovym pomérem
charakteristickym pro danou oblast a dochazi ke frakcionaci izotopli v ramci rostliny a
metabolitl. Fermentaci sacharidli zrostlin dochazi k frakcionaci izotopid vodiku v ramci
molekuly ethanolu."!

2.4.2.1 Geograficita

Zastoupeni izotopll v ramci zemépisné polohy je zavislé na nékolika faktorech:

0 klimatické vlivy — teplota, srazky

0 geografické parametry - vzdalenost od pobtezi, nadmotska vyska, zemépisna Siika

0 geologické parametry a kultivaéni podminky — zavlazovani a hnojeni'"'*'**
Frakcionace stabilnich izotopii vodiku (a kysliku) probiha béhem evaporace a kondenzace.
Jedna se o frakcionaci podle hmotnosti izotopti v jednosmérnych procesech. Izotopicky lehci
voda se odpafuje snadné€ji nez tézka. Pii odpafovani jsou mraky obohaceny lehkou vodou,
moftska tézkou vodou. Ve formé srazek kondenzuje prednostné té¢zka voda a mraky jsou
ochuzeny o téZkou vodu. Z toho plyne, ze se zvySujici se nadmoiskou vyskou a vzdalenosti
od pobiezi se snizuje obsah t&7ké vody v mracich a tedy i ve srazkach.'>!'""#2%% gougasti
kinetické frakcionace je evapotranspirace, coz je odpafovani lehké vody z listli rostlin a
2 pady. 1817
Na obr. 4 je zobrazena zdvislost zastoupeni deuteria ve srazkové vodé na zeméepisné poloze.
U rovniku v teplejSich a suchych zemich je obsah deuteria vyssi. Smérem od rovniku se obsah
deuteria snizuje. Je zde patrny i vliv nadmotské vysky — Andy, Himal4je... Obsahu deuteria

/v ’ v , v v s 11,13,15,1
ve srazkové vods se také mirné méni rok od roku. !P1315 10
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FH=-95%

62H = - 130 %,

zemepisna
Sifka 45N

J nadmofska
v¥ska 50 m

. ’ . . r ’ V15
obr. 3 izotopovd frakcionace deuteria ve srazkové vode

Mean Annual Precipitation

5'H (% VSMOW)
P g sz

- Low : 2717

. . v 7 . o ’ r v ’ v 15
obr. 4 vliv geograficity na pomér stabilnich izotopit vodiku ve srazkové vode

2.4.2.2 Frakcionace v ramci rostliny, fotosyntéza

Rychle rostouci rostliny — vodni meloun, okurka s vysSim obsahem vody jsou méné
obohacené t&zkymi izotopy (*H, '®0) neZ pomalu rostouci ovoce jako jablka, hrusky a
Svestky. Také jednotlivé Casti rostliny se liS§i svym izotopovym slozenim. Obsah tézkych
izotopii kles4 v pofadi listy > plody > stonek > podzemni voda.*!
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Izotopovy profil vody v listech rostliny koresponduje se srazkovou vodou, neni vSak pfimo
umérny. Voda zlisti je dale obohacena tézkymi izotopy jako nasledek
evapotranspirace.'"""*¥13% Je to kombinace transpirace — odpafovani vody obsazené
ve tkdnich rostlin prostfednictvim stomat a evaporace - odpafovani vody z pudy. Intenzita
evapotranspirace je ovlivnéna environmentalnimi podminkami — slune¢nim zafenim, teplotou,
proudénim vzduchu, vlhkosti a rostlinnym druhem a rtstovou fazi rostliny. VétSina vody se
pfi transpiraci odpafi a jen mala ¢éast se ucastni fotosyntézy, kterd probihd pravé v listech
rostliny."”

Fotosyntéza je proces, kdy je z oxidované formy uhliku o nejnizsi energii za ptitomnosti vody
a energie ze slunec¢niho zareni produkovan redukovany material o vysoké energii — sacharidy
a kyslik. Proces popisuje sumarni rovnice:

6CO, + 12H,0 — CcH 1,06 + 6H,0 + 60,

Prabéh fotosyntézy se déli do dvou oddélenych na sebe navazujicich fazi — svétla a temna. Pti
svételné fazi dochazi k pfeméné energie fotond slune¢niho zafeni na chemickou energii a
zarovenn dochdzi k uvolnéni kysliku po fotooxidaci vody. Temnd faze se skladd ze serie
enzymovych reakci vyuzivajici energii a redukovadlo ze svételné faze. V této fazi dochazi
k fixaci CO, ze vzduchu, ktery slouZi pro tvorbu sacharidi. Biosyntéza sacharidli probiha
v chloroplastech prostfednictvim nékolika metabolickych drah liSicich se podle druhu
rostliny. '

obr. 5 schéma fotosyntézy™®
Substrat vstupujici do fotosyntézy je obecné bohatsi na tézké izotopy nez produkt

fotosyntézy. K dalSi frakcionaci izotopii dochazi podle toho, jaky zplsob metabolismu
rostlina pouziva,'7"28-3

12



2.4.2.3 (3 fotosyntéza, Calvinitv cyklus

VétSina rostlin pouziva pro fixaci CO, ze vzduchu pouze Calviniv cyklus. Tyto rostliny se
nazyvaji C3 rostliny. Patii mezi n¢ napt. pSenice, jeCmen, fepa cukrovka, citrusy atd.

Prvnim krokem Calvinova cyklu je reakce CO, s ribuldza-1,5-bifosfadtem za vniku dvou
tifuhlikatych molekul 3-fosfoglyceratu (odtud nazev C3 rostliny). Reakce probiha za katalyzy
enzymu Rubisco. 3-fosfoglycerat se redukuje s NADPH za spotieby 2 ATP ptes 1,3-
bifosfoglycerat na  glyceralaldehyd-3-fosfat.  Zného  pak  izomeraci  vznikd
dihydroxyacetonfosfat. Cast trioz jde na syntézu sacharidii, aldolovou kondenzaci se
preménuji na fruktoza-1,6-bifosfat. Odstépenim fosforylové skupiny v poloze 1 a isomeraci
vznikd glukéza-6-fosfat. Béhem jednoho cyklu vznikne z pentozy hexoza a je zapojena 1
molekula CO,;. Pro syntézu jedné molekuly hexozy je tieba, aby cyklus probehl Sestkrat (viz.
obr.6.) Cyklus se uzavira regeneraci Sesti molekul ribuldzy, které vstupuji do dalSich cykli.
Béhem jednoho cyklu je na fixaci jedné molekuly CO, spotiebovano 3 ATP a 2 NADPH.'®?

12 ATP

12° ADP

CU NADPH
& | ADP
"7 12 naDP'

12G3P
2 G3P na syntém org moleloul
10 G3P pro syntézu 6 BuBP

00000

ghikdza, sachardza atd

obr. 6 Calviniiv cyklus. PGA - 3-fosfoglycerat, G3P - glyceralaldehyd-3-fosfat, RuBP -
ribuléza-1,5-bifosfar'**

Na vytéznost fotosyntézy u C3 rostlin mad vliv fotorespirace. Pii mirnych teplotnich
podminkach a dostatku vody je dostatecny ptisun CO, a fotorespirace neni problém. Volny
CO, difunduje skrz stomata listli pfes membranu chloroplastli, zatimco voda difunduje skrz
stomata ven. V teplém a suchém prostiedi se stomata uzaviou, aby se zabranilo ztratdm vody.
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Ptisun CO; do chloroplastl se snizi a tim klesa jeho koncentrace az k urcité kritické hranici.
V tomto okamziku enzym rubisco, ktery katalyzuje fixaci CO,, za¢ne katalyzovat fixaci O,.
Rozsah fototespirace stoupa s intenzitou zareni. Pii nasyceni svétlem rostliny ztraci 30 — 50 %
fixovaného uhliku, fotorespirace tedy konkuruje Calvinovu cyklu. Intenzita fotorespirace ma

(y . iy o 11,16,26
tudiz vliv na frakcionaci izotopti.”

2.4.2.4 (4 fotosyntéza, Hatch-Slack cyklus

Nekteré tropické rychle rostouci rostliny jako napf. cukrova titina, kukufice, bambus atd. maji
jiny zpusob fixace CO; nez C3 rostliny. C4 rostliny maji odliSnou anatomii listu, tzv. Krantz
anatomii (tlustosténny véncity obal cévnich svazkil). V tenkosténnych mezofilnich buiikdch
se CO, vaze na fosfoenolpyruvat, vznika oxalacetat, ten se dale pfeménuje na malat nebo
aspartat. Tyto ctyfuhlikaté slouceniny putuji za pomoci ATP do bunck pochev cévnich
svazkll. Zde dekarboxylaci vznika velké mnozstvi CO,, ktery pak vstupuje do Calvinova
cyklu. Fosfoenolpyruvat putuje zpét do mezofilnich bunék za pomoci ATP. Na fixaci jedné
nez C3 rostliny. Intenzivni slune¢ni zafeni dodavd rostlinAm dostatek energie a
fosfoenolpyruvat reaguje s CO, v mnohem niz8ich koncentracich nez ribul6za-1,5-bifosfat.
Tim je zabezpecen staly ptisun CO, do Calvinova cyklu a je zcela potlacena fotorespirace.
Staci tedy mensi prisun CO, do listu, jeho poéry (stoma) mohou byt uzaviengjsi a tim jsou
mensi ztraty vody. Fotosyntéza u C4 rostlin ma mnohem vyssi uginnost nez u C3 rostlin.'®2¢
Z tohoto diivodu maji rostliny C4 vy3i zastoupeni t&zkych izotopt °C, D neZ rostliny C3.****

mezofylni
b usila

oG

EEEEE w0

bwika p ochev

- - =]
cév nich srazkn

obr. 7. C4 fotosyntéza®®
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2.4.2.5 CAM fotosyntéza

Rostliny z ¢eledi tu€nolistych (napf. ananas, kaktusy, agave atd.) vyuzivaji k fotosyntéze
kombinaci C3 a C4 cesty. Procesy neprobihaji soubézné, ale odd€lené - C4 v noci a C3 ve
dne. V noci pfi nizSich teplotach jsou stomata oteviend a CO, difunduje do chloroplastl. Vaze
se na fosfoenolpyruvat a ve form¢ maldtu se hromadi ve vakuolach. Ve dne se stomata
uzaviraji, aby se zabranilo odparu vody. Malat ptfechazi do chloroplastu a dekarboxylaci se
uvolnuje CO,, ktery vstupuje do Calvinova cyklu. Tento typ fixace CO, se oznacuje CAM —
Crassulacean Acid Metabolism. Nazev Crassulacean je podle celedi sukulentii Crassulaceae,
u kterych byl tento metabolismus poprvé objeven.'®2

Dray Might

Starch

CO,

Q e " Bee [CV:
PEP -
F'EF'":-:"--"'ll

- cabooylase
~ Chloroplast
= - m Vacuole -

obr. 8. CAM den-noc cyklus*®

2.4.2.6 Frakcionace v ramci molekuly metabolitu

Sacharidy jako jedny z rostlinnych metaboliti maji v riznych mistech v molekule rozdilné
izotopové poméry. Hodnoty D/H u vodikli vazanych na uhlik sacharidu se li$i mezi
jednotlivymi skupinami rostlin pouzivajicich C3, C4 a CAM metabolismu a zaroven jsou
rozdily mezi jednotlivymi rostlinnymi druhy ve skupiné. Izotopové slozeni sacharidu
vzniklého u rostlin stejné skupiny neni konstantni, rozdily jsou zpiisobeny environmentalnimi
faktory. Pravidla, ktera tidi distribuci deuteria v jednotlivych mistech molekuly, jsou také
ovlivnéna fyziologickymi znaky rostliny. Ve skupiné¢ C3 je na pozicich 4 a 5 vyraznéjsi
obohaceni deuteriem a napf. u fepného cukru je vys$si neZ u pomeranct. Skupina C4 ma vyssi
obsah deuteria na pozici 1 a 6, 6" glukozy. Ovoce ze skupiny CAM ma izotopovy profil
sacharidu blize k C3 rostlindm nez k C4.
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obr. 9. pozice v molekule glukézy''*®

Odstupiiovani izotopového profilu vodiku je v kontrastu s distribuci izotopu "*C, ktera je dost
podobna, pokud jde o molarni frakce pro C3 a C4 glukdzu. V obou ptipadech je obohaceni
13C na pozicich 3 a 4.12836

2.4.2.7 Fermentace sacharidit na ethanol

V chemickych nebo biochemickych transformacich probiha pterozdéleni izotopovych poméra
podle pfesnych pravidel. Izotopové poméry na specifickych mistech produktt a reaktantti jsou
na sob¢ zavislé. Izotopovy pomér (D/H); na methylové skupiné ethanolu je zavisly na D/H
v pozicich 1, 6 a 6" glukdzy a ¢astecné na vode. Izotopovy pomér (D/H), na methylenové
skupiné je siln& zavisly na D/H vodného media viz. obr. 10.'13:19-22:25.27:36.38

Také hodnoty 8'"°C se béhem fermentace méni. 8"°C ethanolu je o cca 1 %o niz§i nez 8"°C
u sacharidii — substratu. Pfi¢inou tohoto rozdilu je izotopova frakcionace spojend s tvorbou
CO, b&hem fermentace.>*’

Navzdory slozitosti metabolismu cukrii v rostlinach, ktery zahrnuje mnoho kroku, kdy
dochdzi k pteskupeni izotopl vodikd, kazdy rostlinny druh mé svij typicky izotopovy profil.
Analyza izotopovych poméra v molekule ethanolu poskytuje kompletni kriteria pro urceni
autenticity cukru rozdilného pivodu a falsovani.'"

Glucose Water
Sites o (Pare
2345 Juice)
Enviroment
Enviroment
A —
CH,DCH,0OH CH,CHDOH CH,CHOD HOD
A - -
Ethanol Water

obr. 10. pierozdéleni izotopii vodiku pii fermentaci cukru na ethanol*
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2.4.3 Nuklearni magneticka rezonance - SNIF NMR

Urcité rozliSeni jednotlivych rostlinnych druhG v ramei skupin C3, C4 a CAM umozZiuje
analyza zastoupeni deuteria na specifickych mistech v molekule ethanolu pomoci nuklearni
magnetické rezonance — “H SNIF NMR *

2.4.3.1 Princip NMR spektrometrie

Nuklearni magnetickd rezonance je zalozena na interakci radiofrekvencniho pulsu s jadry
méfené latky umisténymi ve vnéj$im magnetickém poli. Vyuziva se jader atomi
s magnetickym momentem. Magneticky moment m maji jadra snenulovym spinovym
kvantovym &islem 7 napt. 'H, °C a "N I = %, D I = 1. Spiny jsou v zdkladnim stavu
neuspotadané, pusobenim magnetického pole se orientuji do uréitych poloh, kterym
odpovidaji urcité energetické hladiny. Orientuji se bud’ v souhlasném nebo opaéném sméru
vuci pusobeni vnéjsiho magnetického pole (pro I = %) (viz obr.13). Mirna ptevaha jader je

obr.13.orientace spinit bez pusobeni magnetického pole By = 0, orientace spinii ve vnéjsim
magnetickém poli By > 0**

v souhlasném sméru na niz§i energetické hladin€. Vznika makroskopickd magnetizace My,
ktera je ptimo umérna rozdilu populaci na jednotlivych energetickych hladinach (viz obr. 14).
Vektor magnetického momentu vykonavéa precesni pohyb okolo osy z. Frekvence tohoto
pohybu je identicka s frekvenci RF zaieni potiebného k ptechodu jader do vyssi energetické
hladiny.

I ——> F Mnﬁ/'x"
B, B,

obr.14. vektor magnetického momentu muze byt rozloZzen do slozek v ose z a v roviné xy,
slozky v roviné xy se zpriméruji a navzajem se vyrusi, My charakterizuje stav populaci na
. . . ’ . 142

Jjednotlivych energetickych hladindch

Po aplikaci radiofrekvencéniho pulsu kolmo na osu z dochdzi k vyrovnani podila jader
na jednotlivych energetickych hladinach. Vektorovym souctem jejich magnetickych momentd
je magnetizace Mxy leZici na ose x tedy kolmo na magnetizaci My (odtud puls 90°).
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o Vysilac (y)

obr. 15. aplikace RF pulsu B; kolmo na M, zpiisobi prevraceni vektoru magnetizace o 90° na

osu )C42

Po odeznéni RF pulsu dochazi k pozvolnému obnoveni zastoupeni jader na energetickych

hladinach a M,, mé tendenci vratit se zpét na osu z. Tomuto obnoveni rovnovahy se fika
relaxace.

y « rovnovaha... o

¥ ¥

Prijimaci civka

obr. 16. indukce napéti pii ndvratu jader do rovnovizného stavu®

V piijimaci civce se indukuje napéti a navrat jader do rovnovdzného stavu se sleduje jako
volné doznivani indukce (FID — free induction decay). FID mé tvar exponencialn¢ tlumené
periodické funkce predstavujici kombinaci signdlli o riizné frekvenci. Zpracovanim signélu
ve form¢ FID Fourierovou transformaci ziskdme NMR spektrum. Pulsy se po ndvratu jader
do rovnovéahy nékolikrat opakuji, odezvy se s¢itaji, méfeni ma pak vyssi citlivost.

> I =f(v)

obr. 17. volné doznivani indukce FID po nékolikandsobné aplikaci pulsu a zpracovani
. , )
Fourierovou transformaci na spektrum

Kazdému signdlu ve spektru odpovida urcitd rezonancni frekvence. Na ose x se nevynasi
frekvence, ale pouzivame relativni stupnici, tvz. chemicky posun 8, kdy je pozice signalu
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vztazend k pozici standardu. Rezonancni frekvence neni u vSech jader stejného prvku
v riznych molekulach ¢i skupinach stejnd, je vzdy ovlivnéna chemickym okolim v molekule.
Proto kazdé skupin€ jader odpovida signal s rozdilnym chemickym posunem. Napft. ethanol
ma vodiky v methylové, methylenové a hydroxylové skuping, proto ma ve spektru 3
signaly, 13404142

Me¢éieni se provadi na NMR spektrometru. Skladd se ze supravodivého elektromagnetu
chlazeného kapalnym heliem a dusikem — zdroj magnetického pole, radiofrekvenéniho
vysilac¢e — zdroj RF pulst. Jako detektor slouzi civka vinuta okolo kyvety kolmo na smér
magnetického pole a zaroven na osu civky zdroje RF pulsu. Vzorek je umistén ve sklenéné
kyvetd ve tvaru zkumavky o délce cca 15 cm a praméru 10 mm a rotuje uvnit spektrometru.*?

_—
Evakuovany
B, plast
rB
! He
| 1
— Zapisovat |
Frekvencni | [ 4]
generator M | A

Detektor

obr. 18. schéma a priifez NMR spektrometrem™

NMR spektrometrie se pouziva k identifikaci a strukturni analyze organickych latek. Nejvice
se vyuzivaji 'H NMR a "“C NMR spektra, poskytuji informaci o sloZeni smé&si v jednom
kroku. Pozice a rozdéleni peakii identifikuje nezndmou slouceninu — porovnani s databézi.
Jelikoz je intenzita signalu Umérnd poctu jader, mizeme NMR spektrometrii pouzit i
pro kvantitativni analyzu. M4 $iroké uplatnéni v analyze potravin.'*?"*2

2.4.3.2 Stanoveni fal§ovani dZusu p¥idavkem cukru pomoci SNIF NMR

SNIF NMR je metoda, pii které se sleduje zastoupeni izotopli na specifickych mistech
v molekule pomoci nuklearni magnetické rezonance. Vyuziva se pro stanoveni autenticity
potravin. Zastoupeni deuteria se nejcastéji méii v ethanolu, dale pak v kyseliné octové,
citronové, glycerolu, vanilinu atd. SNIF NMR byla nejdiive vyuzivana pro stanoveni
ptidavku fepného cukru ve vin€. Nyni je to oficidlni metoda Mezindrodniho ufadu pro vino
(OIV) a je uznana Evropskou unii jako oficidlni metoda pro detekci falSovani pridavkem
fepného cukru do vina. Od té doby byla pouZita pro charakterizaci ptivodu rostlin v mnoha
dalsich produktech, jako jsou lihoviny a vinny ocet. Nyni je aplikovéana pro detekci pridaného
fepného cukru do dzusi. >384

Pro stanoveni autenticity ovocnych dzusi se vyuziva ethanol kvantitativné vyizolovany
zdzusu po fermentaci cukrii. Izotopové poméry méfené NMR spektrometrem ukazuji
rozdéleni deuteria na specifickych mistech v molekule ethanolu. Davaji informace o
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botanickém piivodu matetské rostliny, druhu biosyntézy a o geografickém ptivodu. Ethanol
po fermentaci piedstavuje spolehlivy zdroj informaci o cukru — prekurzoru ethanolu a vyuziva
se pro detekci pfidaného fepného, fepného invertované¢ho cukru, fruktézového kukutiéného
sirupu, titinového cukru atd. v ovocnych dzusech. Deuterium obsazené v cukrech a vodé
v dzusech je predistribuovdno po fermentaci v molekulach CH,DCH,OH, CH;CHDOH,
CH;CH,OH a HDO. Izotopovy pomér (D/H); v 1. molekule je vyuzivan pro detekci
pfidaného cukru. (D/H), charakterizuje rostlinny druh, ktery produkuje cukr pro ngj
specifickym druhem fotosyntézy, a v menSi mife geograficky puvod rostliny (rozdilné
izotopové slozeni H,O pouzité b&hem fotosyntézy) 2+1322:24-36.38:42.43

tab. 4 hodnoty (D/H); ethanolu ziskaného fermentaci cukrii pro dzusy doporucené asociaci
ALJNM

DZUS GRAPEFRUIT| VINO |POMERANC|JABLKO |ANANAS

(D/H); ethanol ‘H-NMR ppm 102-106 99-106 103-107 97-101 ([107-111,5

Metoda je zalozend na faktu, Ze hodnota (D/H); fepného (cca 92 ppm), titinového cukru (cca
110 ppm) a cukerného sirupu z kukutfice se lisi od hodnot ovoce z C3 rostlin. Ptidavek
titinového a kukufi¢ného cukru hodnotu zvysuje a ptidavek fepného cukru hodnotu (D/H),
naopak snizuje. Vyjimkou je ptidavek titinového cukru do ananasového dzusu (CAM), kdy se
hodnota (D/H); neméni, jelikoz hodnoty pro titinu a ananas jsou velmi blizké. Mezi
mnoZstvim pridaného cukru a hodnotou (D/H), existuje vyborna korelace,>!!-1325-35:43
Izotopové poméry (D/H); jsou ur¢itou mérou ovlivnény klimatickymi a environmentalnimi
faktory. Nasledkem toho je Siroké rozpéti hodnot autentickych vzorkll dzust a tudiz je
nemozné odhalit falSovani nizkym ptfidavkem cukru. Pro ptesnéjsi kvantifikaci ptfidané¢ho
cukru je dobré znat zemi pivodu (rozsah hodnot se zuzuje) a nebo pouzit pro vyhodnoceni
kombinaci vice parametrt, napt. (D/H); a 8'°C ethanolu. 13242728

Vystupem méfeni “H SNIF NMR je spektrum ethanolu. Obsahuje 3 peaky odpovidajici
methylové, methylenové a hydroxylové skupiné a peak tetramethylmocoviny o riznych
intenzitach (viz obr.19).

Hodnota (D/H); se vypocita pfimym porovnanim signali vzorku a interniho standardu
tetramethylmocoviny (TMU) o znamé hodnoté D/H dle vztahu:

D/ H) =15866 "o |« Do (p/ g
1 t T™U

m D

vz.

kde mryy je navazka standardu, m,, navazka vzorku, tp obsah alkoholu v destildtu a
T,=1L/Irmy  vyska signalu 1 (CH,DCH,OH) ku vyice signalu TMU. 1322254
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obr. 19. °’H NMR spektrum ethanolu

2.4.4 Hmotnostni spektrometrie izotopovych poméri — IRMS

Zastoupeni lehkych izotopi (H, C, O, N) jsou méfena pomoci hmotnostniho spektrometru
izotopovych poméri. Ten se sestdvd zelementarniho analyzadtoru a hmotnostniho
spektrometru (viz ptiloha 1).

Pted analyzou na hmotnostnim spektrometru musime ziskat prvek, ktery chceme analyzovat,
v plynném stavu (H,, CO, CO,, N). Vzorek, vnasem piipadé¢ ethanol, prochazi
pres elementarni analyzator (konkrétné pies oxidacni kolonu), kde je pfi teploté cca 1000 °C
rozloZzen na CO; a vodu. Ta je pak odstranéna. Hmotnostni spektrometr miize analyzovat
pouze ionty, proto je plyn pifi vstupu do hmotnostniho spektrometru ionizovan proudem
elektronii v iontovém zdroji. lonty putuji do letové trubice pod vakuem, magnetem jsou
vychyleny z drahy pod thlem, ktery je funkci jejich molekulovych hmotnosti. Na detektor
umistény na konci letové trubice dopadaji molekuly CO; s riznym izotopovym sloZenim (viz.
obr. 11):

160120160~ 44
16013C160  ~ 45
160120180~ 46

< <ron . 1312 ] . . s
Z poméru molekul 45/44 se vypoditd pomér “C/°C a ziskana data jsou porovnavana
s referenénim plynem o zndmém poméru izotopt uhliku, 3172425333537
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| | svazek iontl

lontovy zdroj
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tézsi atomy
nebo molekuly

lehke atomy nebo

molekuly 1’ _
detektor ionti UUU

obr. 11. Schéma hmotnostniho spektrometru. Hmotnostni spektrometr obsahuje zdroj
pro ionizaci plynu, letovou trubici s magnetem pro stoceni drdhy ionizovaného plynu a
detektor na konci letové trubice k méreni molekul s rozdilnym izotopovym slozenim."”

Obsah izotopu "*C je velmi specificky znak pro rozligeni organickych produktii pochézejicich
z C3 a C4 rostlin, jelikoz je zavisly na typu fotosyntézy, kterou rostlina pouziva (viz. tab. 2).
Tohoto faktu lze vyuzit pro odhaleni pfidavku titinového cukru nebo kukutiéného sirupu ¢i
jinych  komponent zrostlin pouzivajicich C4 metabolismus do pomerancovych,
grapefruitovych, hroznovych a jable¢nych dzusi (C3 rostliny). Podobné je to s pfidavkem

fepného cukru nebo jiného produktu zC3 rostlin do ananasového dzusu (CAM
rostlina), 11322:27:30:33.3537.40

tab. 2. zastoupeni izotopii uhliku v rostlindch C3, C4 a CAM®
FOTOSYNTEZA ROSTLINA 8"C [%o]

citrusy, jablka, hroznové vino, fepa
C3 cukrovka, pSenice, ryze, oves, jeémen, -32 az -24
zZito, brambory, sojové boby...

C4 kukufice, cukrova titina, proso -16 az -10

CAM ananas, agave -30az-12

22



Pro stanoveni autenticity dzust se vyuziva jak cukr, tak i ethanol ziskany fermentaci cukrti.

Vyhodnégjsi je vyuziti ethanolu jako zdroje informaci o ptivodu cukri, jelikoz jeho izolace a
analyza je méné naro¢na nez u cukri a vyuZije se i pro SNIF NMR.

tab. 3. hodnoty 8°C pro diusy doporucené asociaci A.LJ.N., pro cukr a ethanol ziskany
fermentaci cukru™

DZUS GRAPEFRUIT| VINO | POMERANC | JABLKO | ANANAS
83C cukr %o 28 --25 28 --23 27 --24 27--24 |-13,5--11
8'3C ethanol %o 229 --26 229 - -24 28 --25 28-25 | -15--12

Ptidavek fepného cukru do §tav z citrust, jablek, hroznového vina nelze odhalit, jelikoz
pochazeji z rostlin se stejnym metabolismem C3 a jejich obsah *C je podobny (viz obr. 12).
Stejné tak je nemozné odhalit ptidavek titinového cukru do ananasového dZusu. Ananas sice
vyuziva jiny metabolismus neZ titina, ale hodnoty 8'"°C ananasu se blizi k hodnotam titiny.
Tato metoda je tedy pouZitelna pouze pro odliseni cukrti z C3 a C4 rostlin 324303335

30
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—&#— Cane sugar

Delta 13C value (abs)

20 + —+— Best sugar
15 +
4
10 } } } }
0 20 40 ] 80 100
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obr. 12. absolutni hodnota 613C ethanolu z pomerancového dzusu s pridavky repného — beet
a titinového — cane cukru™

2.4.5 Kombinace SNIF NMR a IRMS

Kombinaci SNIF NMR a IRMS je mozné 1épe detekovat piidavek cukrii odvozenych z C4
rostlin (kukufice a cukrova titina) (viz. obr.20) a zaroven zlepsit kvantifikaci ptidavku cukru
jakéhokoliv piivodu (fepa, titina, kukufice). 8'"°C se stanovuje v ethanolu, piiprava vzorku aZ
po izolaci ethanolu je spoleéna se SNIF NMR_>13:22:27:35.36
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obr. 20. analyza ethanolu z Fepného cukru, pomerancového dzusu s pridavkem 50 % repného
cukru, 100 % pomerancového dzusu, pomerancového dzusu s pridavkem 50 % titinového
cukru, trtinového cukru. Hodnoty (D/H); dzusu s pridavkem cukrii lezi zhruba v poloviné mezi
hodnotami Gistych cukrii.®®

2.4.5.1 Interpretace vysledkii

Na zékladé zméfenych hodnot (D/H); a 8"°C lze kvantitativn urdit mnozstvi ptidaného
fepné¢ho a/nebo titinového cukru. Jelikoz ethanol z titiny a z ananasu ma piiblizné stejné
hodnoty (D/H), a 8"°C, je tato kalkulace pouZitelna pouze pro fal§ovani dzusi z C3 rostlin.
Na obr.21. je grafické zndzornéni interpretace dat pomoci trojuhelniku falSovani. Na ose x
grafu se vynaseji hodnoty (D/H), a na ose y 8"°C ethanolu. Vrcholy trojihelniku odpovidaji
izotopovym parametrim autentickych alkoholii ze tftinového cukru, fepného cukru a
autentického vzorku. Kazdy vzorek je reprezentovan hodnotami (D/H); a 8"°C ethanolu a
pfipadné falSovani mize byt detekovano pozici vzorku v grafu. NefalSovany produkt lezi
v z6né REF. Pokud je k autentickému vzorku piidan fepny, titinovy nebo smés obou cukra,
spadaji do oblasti BR, RC nebo BRC. Pokud lezi vzorek v oblasti BC, jednd se
pravdépodobng o produkt jiného ptivodu neZ je dané ovoce'*?+#73
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obr. 21. BC zona — smés repného a trtinového cukru, BR zona — autenticky vzorek s repnym

cukrem, RC zona - autenticky vzorek s tritinovym cukrem, BCR zona uvniti trojuhelniku -
- Lo, e . -y 13,24,27,35

autenticky vzorek s Fepnym a titinovym cukrem, REF zona — autentické vzorky ~~""

Pokud lezi vzorek v zoné¢ BR, minimalni mnozstvi ptidaného fepného cukru se vypocte dle:
( 2 j vz - ( 2 ]MB
H 1 H 1
2 Fepa ~ 2 MB
H 1 H 1

Pokud lezi vzorek v oblasti RC minimalni mnozstvi pfidaného titinového cukru se vypocte
dle:

[%0]

repa_ .. =100 x

min

. 513cVZ _§]3CMB
ﬂﬁnamn=100xgwcwMa_§BcMB[Wﬂ

kde index MB je mezni bod pro dané ovoce a VZ vzorek. Mezni bod 8"°C je maximalni
hodnota 8“C u autentickych vzorké. Mezni bod (D/H); je minimalni hodnota (D/H),
autentickych vzorkl. Pokud vzorek lezi v zon€ BRC, je falSovan ptidavkem titinového i
fepného cukru. Jeho mnoZstvi se vypoéita dle: '*"*

pridavek cukruy,, = titina’ i, + fepa’min
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V grafu na obr. 22 je zobrazena korelace mezi (D/H), a 8"”C u autentickych vzorki
pomerancovych dzust. Pokud lezi nezndmy vzorek pomerancové S§tavy mimo ohranicenou
oblast, nejedna se o autenticky vzorek.
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obr. 22. autentické vzorky pomerancovych dzusii, korelace mezi (D/H); a 8°C*
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3

EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Stanoveni poméru stabilnich izotopi vodiku D/H na methylové skupiné

ethanolu pomoci nuklearni magnetické rezonance (SNIF-NMR) - stanoveni
botanického puvodu cukri ovocnych §tav

Ethanol vznikly primarni fermentaci je ze zfermentované ovocné $tavy izolovan destilaci.
Zastoupeni deuteria na methylové skupiné vyizolovaného ethanolu je stanoveno pomoci
deuteriové nukledrni magnetické rezonance (*H SNIF-NMR). NMR analyzou ethanolu
ziskaného z pfislusného vzorku a obsahujiciho znama mmnozstvi lockovaciho roztoku a
izotopového standardu TMU ziskame “H NMR spektrum s odezvami pro methylovou,
methylenovou a hydroxylovou skupinu ethanolu a pro methylovou skupinu TMU. Odezvy
reprezentuji relativni hodnoty zastoupeni deuteria na konkrétnich skupinach. Ze znamé
hodnoty obsahu deuteria ve standardu TMU pak lze urcit pfesnou hodnotu obsahu deuteria na
methylové skupiné ethanolu, vyjadiené jako pomér D/H v jednotkach ppm.

3.1.1 Vybaveni a chemikalie

3.1.1.1 Pristroje a pomiicky

odstaviiova¢ ZELMER

digitalni refraktometr DR 301-95 (Kruss)

kvasinky Saccharomyces cerevisiae

ACCU-CHEK Active - méfeni zbytkového cukru (Roche)

centrifuga 5810 (Eppendorf)

destilacni piistroj Gibertini

densitometr DMA 5000 (Anton Paar)

destila¢ni aparatura - Cadiotovy kolony: chladi¢, teplotni ¢idlo v parafinu, spirdla + motor,
ventil, topné hnizdo (Eurofins)

Karl-Fischer titrator DL31 (Mettler Toledo)

digitalni vahy Classic Plus s ptesnosti 0,01 g (Mettler Toledo)
digitalni vahy Excellence s ptesnosti 0,0001 g (Mettler Toledo)
digitalni vahy Excellence Plus s piesnosti 0,0001 g (Mettler Toledo)
NMR spektrometr, 400 MHz Ultrashield Plus + ptislusenstvi (Bruker)
kompresor pro ptivod stlaceného vzduchu

Erlenmeyerovy batiky PP 1000 ml a 2000 ml se zatkou a Spickou naplnénou vatou
odmérné banky 100 ml

sttikacky

destila¢ni baniky 500 ml

Erlenmeyerovy banky 100 ml

sklenéné lahvicky 15 ml s uzavérem

mikrofiltry

mikropipety + Spicky
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— NMR kyvety 10 mm
— NMR spinnery

3.1.1.2 Software

- aplikace EURODAT (Eurofins)

— aplikace EUROFERM (Eurofins)

— aplikace EURODENS (Eurofins)

— aplikace ADCS — Automated Distillation Control System (Eurofins)
— aplikace LabX (Mettler Toledo)

— aplikace PREPSAMP (Eurofins)

— aplikace EUROSPEC (Eurofins)

— aplikace EURODIAG (Eurofins)

3.1.1.3 Chemikalie

— hydroxid sodny o koncentraci ¢ =9 mol/l

— ethanol technicky (pro ¢iSténi métici cely)

— aceton technicky (pro Cisténi méfici cely)

— Cerstva demineralizovana voda, zbavena plyna

— 10% ethanol - zasobni roztok

— HYDRANAL Solvent E

— HYDRANAL Titrant 5 E

— lockovaci roztok: 10 ml hexafluorbenzen + 1 ml trifluoroctova kyselina

3.1.1.4 Referencni materidly

— CRM/BCR-656, ethanol

— CRM/BCR-660, smés voda-ethanol (,,syntetické vino*)

— CRM/BCR-123A, ethanol H (tftina), 10mm NMR kyveta
— CRM/BCR-123A, ethanol M (vino), 10mm NMR kyveta
— CRM/BCR-123A, ethanol L (fepa), 10mm NMR kyveta

— CRM/STA-003, tetramethylmocovina (TMU)

— Ultra Pure Water, standard pro hustotu

— HYDRANAL Water Standard 10.0 pro Karl Fischer titraci

3.1.2 Priprava vzorku

Cilem pftipravy vzorku je ziskani ethanolu kontrolovanou fermentaci ovocnych $tav. Ten je
pak analyzovan na NMR spektrometru s deuteriovou sondou a lockovanim na fluor.

28



3.1.2.1 Evidence vzorku

Pted zapocetim vlastniho procesu ptipravy vzorku jsou veskeré dostupné informace o vzorku
zaneseny do systtmu EURODAT. Ten pro vzorek vygeneruje unikatni Cislo, které vzorek
doprovazi po celou dobu pfipravy vzorku, analyzy a zavére€ného vyhodnoceni. Systém fidi
krok po kroku zpracovani vzorku a shromazd’uje vysledky z jednotlivych krokt pted finalni
analyzou na NMR spektrometru.

3.1.2.2 Fermentace

Princip:Alkoholova fermentace je anaerobni proces, kdy dochdzi k pfeméné sacharidii na
ethanol prostfednictvim kvasinek Saccharomyces cerevisiae. Proces probihd pii laboratorni
teploté fadoveé nékolik dnl. Konec fermentace je indikovan mnozstvim zbytkového cukru ve
vzorku. Vliv na vysledné izotopové poméry ma teplota, délka fermentace a rychlost konverze
cukru na ethanol. Vliv téchto faktort je vétsi u CH;CHDOH nez u CHzDCHzOH.22 Proto je
vhodné dodrzovat stalé podminky fermentace. Vytézek fermentace pr se vypocita dle:

t, x1543,2
Pr=——
C

kde 1,5432 je molarni koeficient transformace glukézy na ethanol, obsah cukru v dzusu pied
fermentaci C [g/1], obsah alkoholu v produktu tq [% obj 1.2

Postup: Stava je ziskdna na odstaviiovaéi z cca 1,5 kg ovoce zbaveného obalovych vrstev
(vyjma jablek a hroznového vina). Pomoci digitalniho refraktometru je zméfen celkovy obsah
cukrii v ovocné §tavé (°Brix). Z naméfené hodnoty obsahu cukru je aplikaci EUROFERM
vypocitan teoreticky obsah alkoholu ve vzorku po fermentaci (cca 6% obj.). 600 ml ovocné
Stavy je zvazeno v Erlenmeyerové barice, ke $tavé je pfiddno cca 3 g kvasnic. VSechny
hmotnosti se zaznamenavaji v systtmu EUROFERM. Bailka se §tavou se nechd stat za
laboratorni teploty. Kazdy nésledujici den je zaznamenavan obsah zbytkového cukru ve
fermentujicim vzorku pomoci piistroje Accu-Chek. Fermentace je povazovéana za ukoncenou,
kdyz koncentrace zbytkového cukru klesne pod 0,4 g/l. Fermenta¢ni baiika je zvazena pro
kontrolu hmotnostnich ztrat béhem fermentace. Veskera data jsou exportovana do systému
EURODAT. Zbytky kvasnic a duzina jsou ze vzorku odstranény centrifugaci (4000 ot./min po
dobu 5 min).

3.1.2.3 Stanoveni alkoholu ve zfermentovaném dZusu - tg

Princip: Ethanol ze zfermentované ovocné stavy je kvantitativné destilovan. Poté je
stanovena hustota destilatu a ji odpovidajici obsah alkoholu v obj. %. v piivodnim vzorku (tg).

Postup: 100 ml vzorku s ptidavkem roztoku NaOH je destilovano do odmérné baiiky. Destilat
je doplnén vodou po rysku a po homogenizaci je zméfena jeho hustota densitometrem pfti
20°C. Vysledna hodnota [g/ml] je densitometrem automaticky pfepoctena na koncentraci
ethanolu tg [% obj.] v pivodnim (zfermentovaném) vzorku. Tato hodnota je ulozena v
aplikaci EURODENS a je pouzita pii vypoctu vytézku destilace na Cadiotovych kolonach.
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3.1.2.4 Destilace na Cadiotovych kolondch — izolace ethanolu

Princip: Ethanol ze zfermentované ovocné $tavy je kvantitativné destilovan na Cadiotovych
kolonach (viz. pfiloha 2). Systém je fizen pomoci aplikace ADCS (Automated Distillation
Control System), kterd reguluje jimani destilatu tak, aby byl ziskan co nejvyssi podil ethanolu
ze vzorku a nedoslo ke frakcionaci izotopi.

mwotor pro pohyblivou
zilil 4 hadiika i _|l::.

| teflonovou spiralu
] l‘i'

?

g.
~, L teploini éidlo
i |

_1;5' 1
|
Erlenmayerova ) pohyhliva
hagika teflonova spirala
L)
destilaini banika - N | —CE U interface
'«..\__-_.__,-' —_— - -I
i i
topné hnizdo =
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obr.23. Cadiotova kolona®>*

Vytezek destilace pp se vypocita dle:

mpy xt, XV
Pp ="
My, X1,

kde V je objem zfermentovaného dzusu v destilacni bance, mp hmotnost destilatu, obsah
alkoholu v destilatu tp [% hm.], myz hmotnost zfermentovaného dzusu v destilacni barice.

Postup: Do destilacni baniky je odméfeno 400 ml dzusu po fermentaci. Ta je upevnéna na
Cadiotovu kolonu spolu se zvazenou Erlenmayerovou baiikou. Destila¢ni banka je zahtivéna,
v momente, kdy destilat dosahne teplotniho c¢idla (teplota cca 60°C), za¢ne rotovat spirala a
zaznamenava se prub¢h destilace (destilacni kiivka). Pribéh destilace je kontrolovan
systétmem ADCS, ten pfi teploté cca 78°C spousti jimani destilatu. Jakmile zacne teplota
destilatu stoupat, znamena to, v pfedloze uz neni ethanol, systém uzavie ventil a po Case
destilaci ukon¢i. VSechny hmotnosti jsou zaznamendny a jsou podkladem pro vypocet
vytéznosti destilace. Destilace probé&hla spravné pokud je vaha destilatu vétsi nez 10 g, ztraty
béhem destilace jsou mensi nez 1,3 g, tp je vysSi nez 85 %, destilaéni kiivka ma
charakteristicky tvar a vytéZek destilace je vyssi nez 90 %.
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3.1.2.5 Stanoveni obsahu ethanolu v destilatu - tp

Princip: Obsah ethanolu v destilatu se stanovi nepfimo stanovenim obsahu zbytkové vody v
destilatu Karl-Fischer titraci. Obsah ethanolu je dopocitin do 100%. Voda reaguje s jodem
podle nésledujici reakce:

2HO0+ 1+ SO; <= 2 HI + HySO4

Reakce probihd v prostfedi solventu obsahujiciho bezvody ethanol a také imidazol, ktery
reaguje se vznikajici H,SO4 a tim posouva rovnovahu reakce doprava. Bod ekvivalence je
indikovan voltametricky méfenim napéti na dvouhroté platinové elektrod¢.

Ziskana hodnota obsahu alkoholu v destilatu (tp) slouzi jednak ke kontrole uc¢innosti destilace
na Cadiotovych kolonach a jednak k vypoctu presného mnozstvi ethanolu pii ptipravé vzorku
pro NMR analyzu.

Postup: Do titratni nddobky se nadavkuje cca 40 ml solventu. V ném se jako prvni krok
provadi tzv. pretitrace - titrace vody pfitomné v solventu. Poté je stanoven tzv. drift, tedy
prinik vody do celého systému titratoru za jednotku ¢asu. Tato hodnota vynasobend délkou
stanoveni je pak odectena od stanovené¢ho mnozstvi vody ve vzorku.

Mnozstvi vzorku davkovaného do titracni baiky je zvazeno na digitalnich vahéch s pfesnosti
0,0001 g. Titrator (viz. pfiloha 3) fizeny aplikaci LabX automaticky provede titraci a
vyhodnoti mnozstvi vody ve vzorku destilatu (tw) v hmotnostnich procentech. Obsah ethanolu
v destilatu (tp) je dopocten do 100% podle vzorce:

[9) [% hm] =100 - tw

3.1.2.6 Priprava vzorku pro NMR analyzu

Princip: Pro méfeni na NMR spektrometru se piipravi roztok slozeny z destilatu (ethanol),
vnitiniho standardu (tetramethylmocovina - TMU) a lockovaciho roztoku pro zajisténi
stability magnetického pole v pribéhu NMR meéfeni. Proces ptipravy vzorku pro NMR
analyzu je fizen aplikaci PREPSAMP.

Postup: Do zvazené 15 ml lahvicky je postupné pipetovano 1,3 ml TMU, 3,2 ml vzorku
ethanolu a 0,15 ml lockovaciho roztoku. Hmotnost kazdé jednotlivé navazky je uklddana v
aplikaci PREPSAMP. Hotovy roztok je po promichani pteveden do NMR kyvety (viz. ptfiloha
4) pomoci stiikacky a mikrofiltru. NMR kyveta je pak tésné uzaviena a zvézena a je tak
pripravena pro NMR analyzu. Data jsou exportovana do syst¢ému EURODAT a jsou pouzita
pro vypocet D/H v aplikact EUROSPEC. Po méfeni je kontrolovan ubytek hmotnosti NMR
kyvety se vzorkem.

3.1.3 NMR analyza

3.1.3.1 Spektrometr, experimentdlni podminky

Tésné uzaviend NMR kyveta upevnéna v NMR spinneru je umisténa do autosampleru do
vybrané pozice. Analyzované vzorky jsou méfeny v sériich, kde jako prvni 1 posledni vzorek
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jsou méteny standardy CRM-123A. Pocet vzorkli analyzovanych mezi standardy je dle
aktualni potfeby, maximaln¢ vSak 6. Nastavena sekvence vzorkll v autosampleru je zapsana
do aplikace Topspin, pomoci které se spousti vlastni méfenti.

Na NMR spektrometru (viz. pfiloha 5) jsou zméfena deuteriova spektra (s protonovym
dekaplingem) pfipravenych vzorkl. Lockova stabilizace pole se provadi na fluor. Pro jeden
vzorek se méfi 10 spekter, pocet scanti v ramci jednoho spektra je 200. Spektra jsou méfena
za stabilni teploty 302 K.

Po ukonceni procesu méfeni je NMR kyveta zvazena a jeji hmotnost je porovnana s hmotnosti
pfed NMR analyzou (aplikace PREPSAMP).

3.1.3.2 Vypocet (D/H),

Z vysek signaltt methylu z TMU a methylu z ethanolu v *’H NMR spektru a z hmotnosti
destilatu a TMU pouzitych pro piipravu vzorku se vypocita zastoupeni deuteria na methylové
skupiné ethanolu. Parametr (D/H), je automaticky vypoc€itan pomoci aplikace EUROSPEC.
Zaroven je stanovena smérodatnd odchylka pro sadu deseti méteni u kazdého vzorku (viz.
ptiloha 6).

3.1.3.3 Validace dat

Ve spektru zpracovaném bez exponencialni multiplikace (LB = 0) nesmi byt polositky signali
methylu z TMU a methylu a methylenu z ethanolu vétsi nez 0,5 Hz.

Ve spektru zpracovaném s exponencialni multiplikaci (LB = 2) musi byt pomér signal/Sum
minimalné 150 pro methylovy signal z ethanolu.

Smérodatna odchylka pro (D/H), pifi deseti méfenich nesmi piesdhnout 0,55 ppm pro
standardy i vzorky.

Hodnoty standardi zméfenych na zacatku a na konci sekvence se nesmi lisit od certifikované
hodnoty vice jak o 0,43 ppm.

Rozdil mezi hmotnosti kyvety pfed a po NMR méfeni nemd presdhnout 5 mg.

Na zaklad¢ opakované analyzy absolutniho a 10 % ethanolu v kontrolnich vzorcich (stejny
pracovni postup jako dZusy) jsou vypocteny smérodatné odchylky pro hodnotu (D/H),. Po
vynasobeni koeficientem rozsiteni (k = 2 pro hladinu pravdépodobnosti 95%) ziskdme
rozsifenou nejistotu pro (D/H); (podrobné viz. kap. 4.5.).

3.1.4 Interpretace dat — stanoveni pridavku cukru

Stanovené¢ hodnoty (D/H); analyzovaného vzorku (ulozené v centralnim systému
EURODAT) se exportuji do aplikace EURODIAG, ktera obsahuje referencni databaze vzorka
charakterizujici ptirozené hodnoty pro jednotlivé komodity a soucasné¢ vyhodnocuje slozeni
vzorku nebo piislusnost vzorku k dané komodit¢.

V prosttedi EURODIAGu ziskdme grafické zobrazeni polohy vzorku vzhledem
k porovnavané komodité - 1D zobrazeni s osami x,y = (D/H);. Jestlize stanovené vysledky
opusti rozsah ptirozené variace hodnot pro ethanol z vybrané komodity nad radmec rozsifené
nejistoty metody, je timto prokézéna pfitomnost ethanolu jiného botanického ptivodu. Pokud
naméiené hodnoty (D/H); analyzovaného vzorku zaroven nespadaji ani do rozmezi
doporucenych hodnot vydanych asociaci AIJN, je vzorek vyhodnocen jako nevyhovujici.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Analyza autentickych vzorkii dZust - databaze

Bylo analyzovano 50 §tav z ovoce dostupného na trhu v CR riizného geografického ptivodu
(pomerang, jablko, grapefruit, ananas vzdy po 10 vzorcich) a $tdvy zhroznového vina
z riiznych vinaiskych oblasti v CR. Stavy byly ziskany lisovanim ovoce. Naméfena data jsou
uvedena v tab. 5. Na obr. 24 jsou pak do grafu vyneseny hodnoty (D/H), pro vSechny vzorky.

tab. 5. experimentdlné zjistené hodnoty (D/H); a hodnoty refraktometrické susiny pro
Jjednotlivé typy ovoce vcetné porovnani s hodnotami doporucenymi asociaci A.IJ.N., cervené
oznacené hodnoty ref. susiny neodpovidaji pozadavkim A.1.J.N.

VZOREK ref.sus. | (D/H)i jppm]
[°Brix] | exp.

pomerance, Recko, 13.5.2008 10,1 105,27
pomerance, Spanelsko, 19.5.2008 11,7| 105,80
pomeranée Olindas, Spanelsko, 28.5.2008 9,7 106,92
pomerance, gpanelsko, 13.6.2008 9,3| 106,52
pomerande Valencia-late, Spanelsko, 16.6.2008 10,8| 106,52| 2
pomerance, Maroko, 7.7.2008 10,6] 107,48] Z
pomerance Valencia, J. Afrika, 21.8.2008 9,9 106,39
pomerance Navel, J. Afrika, 25.8.2008 10,6 108,12
pomerance Navelate, J. Afrika, 16.9.2008 11,5 107,21
pomerance Valencia, Argentina, 6.10.2008 10| 104,11

min| 104,11|103
max | 108,12]107

jablka Golden delicius, Rakousko, 13.5.2008 12,6 98,14
jablka Idaret, CR, 13.5.2008 12,7 97,57
jablka Braeburn, Italie, 14.5.2008 11,5 98,16
jablka Jonagold, Belgie, 14.5.2008 11,7 97,08
jablka Fuji, Cina, 19.5.2008 11,1 99.28| =
jablka Jonagored, Francie, 2.6.2008 11,6/ 99,96 Z
jablka Gala, Rakousko, 16.6.2008 12,6 98,59
jablka ROYAL GALLA , Italie, 26.8.2008 12,4 99,25
jablka Sampion, CR, 16.9.2008 12,1 96,78
jablka smés odrud, CR, 5.10.2008 11,9] 97,11

min| 96,78| 97
max| 99,96|101
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(D/H)

VZOREK ref.sus. [ppm] |
[°Brix] exp.

grapefruit bily, Turecko, 28.5.2008 9,41105,16
grapefruit rizovy, Turecko, 2.6.2008 11,7 105,65
grapefruit rizovy, JAR, 13.6.2008 10,9 ]105,52
grapefruit bily, Izrael, 13.6.2008 7,51104,95
grapefruit cerveny STAR RUBY, JAR, 25.8.2008 7,71103,17| 2
grapefruit bily, JAR, 28.8.2008 8,51106,24 E
grapefruit rizovy, Argentina, 28.8.2008 8,51102,77
grapefruit Cerveny, JAR, 19.9.2008 11,1{106,17
grapefruit bily WHITE MARCH, Izrael, 3.11.2008 9,11106,12
grapefruit Sunrise, Izrael, 28.11.2008 10,7]102,86

min | 102,77 | 102

max | 106,24 | 106
ananas, Kostarika, 7.7.2008 14,41108,63
ananas, Honduras, 25.8..2008 12,71109,87
ananas maly, PobfeZi slonoviny, 26.8.2008 11,4]107,60
ananas velky, Ghana, 16.9.2008 13,1|108,15
ananas velky, PobfeZi slonoviny, 18.9.2008 12,8(108,33| 2
ananas maly, Panama, 6.10.2008 9,61107,28 Z
ananas maly, Ecuador, 6.10.2008 11,1]108,34
ananas velky, Panama, 29.10. 2008 13,5]105,27
ananas velky, Kostarika, 28.11.2008 12,21103,81
ananas velky, Brazilie, 13.12.2008 10,5]111,13

min | 103,81 | 107

max | 111,13 | 111,5
Sylvanské zelené 16,41100,93
Irsai Oliver 14,3 99,10
Veltlinské ¢ervené ranné 17,7 99,55
Tramin ¢erveny 20,5(100,01
Miiller Thurgau 19,7 98,49 2
Ryzlink rynsky 17,4]100,09] Z
Rulandské modré 19,1]100,36
Rulandské Sedé 23,7(101,76
Irsai Oliver 13,81100,21
Miiller Thurgau 18,3| 99,97

min| 98,49| 99

max | 101,76 | 106
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obr. 24. grafické znazornéni hodnot (D/H); autentickych vzorkii dZusu

Analyzované stavy byly zovoce rtizného stupné zralosti — rtizny obsah refraktometrické
suSiny — cukru [°Brix]. Minimdlni hodnoty pro dzusy doporucené asociaci A.L.J.N. jsou
pro pomerance a jablka 11,2 °Brix, pro grapefruity 10 °Brix, pro ananas 12,8 °Brix,
pro hroznové vino 15,8 °Brix. Cast Gerstvé vylisovanych dzust tento poZzadavek nespliiuje
(oznacené Cerven¢), ale vliv na hodnoty (D/H); to nema.

Nameétené hodnoty lezi az na nékteré vyjimky v rozmezi hodnot porucenych asociaci A.I.J.N.
Vyraznéjsi odchylky vykazuji 2 vzorky ananasovych $tév (oznaCené Cerven¢), ale napf.
v praci Martina, G.G a kol. je uvedeno rozpéti hodnot 104,7 — 112,6 ppm (méteno 12 vzorkl
autentickych ananasovych dzusit).”’

Jak je patrné z grafu na obr.24, vznikaji zde 2 oblasti dat. V jedné oblasti 96,87 — 101,76 ppm
lezi Castecné se prekryvajici hodnoty pro jablka a hrozny. Ve druhé oblasti 102,77 - 111,13
ppm lezi hodnoty pro pomerance, grapefruity a ananas. Ananas patii mezi rostliny s CAM
metabolismem, proto méa hodnoty (D/H), nejvyS$i. PomeranCe a grapefruity patifi mezi
rostliny s C3 metabolismem stejné jako jablka a hrozny, ale rostou stejné jako ananas
v oblastech s horkym a suchym klimatem. Jablka a hrozny rostou pifevdzné v oblastech
s mirnym klimatem, a proto jsou jejich hodnoty (D/H); nizsi. V této praci byly analyzovany
vzorky hroznovych §tav pouze z CR, proto je jejich rozmezi hodnot posazeno spise u dolni
meze hodnot doporucenych A.LLJ.N. U hroznl péstovanych v oblastech s teplejsim klimatem
1ze ocekavat hodnoty vyssi.

4.2 Analyza komerc¢né dostupnych 100% dZusu a nektari

Pro porovnani s autentickymi vzorky §tav bylo podrobeno analyze 7 vzorkd 100% dZzust
vyrobenych z koncentratu a 5 nektari obsahujicich min. 50 % ovocné slozky, ptidavek cukru
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a kyselin. Naméfend data jsou uvedena v tab. 6. Na obr. 25 — 29 je graficky zobrazeno
porovnani hodnot 100% dzust a nektard s autentickymi vzorky a hodnotami doporu¢enymi
asociaci A.ILJ.N.

tab.6. hodnoty (D/H), a refraktometrické susiny komercné dostupnych dzusu a nektarii

DZUSY ref.sus. (D/H)I
[°Brix] [ppm]
pomerancovy dzus DIZZY 100 % 10,9 101,49
pomerancovy dzus TOMA 100 % 10,8 102,73
pomerancovy dzus 100 % 12| 102,10
jable¢ny dzus DIZZY 100 % 11,4 96,75
ananasovy dzus VITAFIT 100 % 12,3 106,62
ananasovy dzus 100 % 12,1 104,99
rizovy grapefruit 100 % dzus HELLO 10| 100,42
NEKTARY
pomerancovy nektar min. 50% TOMA 10,1 96,10
grapefruitovy nektar min.50% TOMA 9,8 94,87
ananasovy nektar min.50% TOMA 12,8 98,19
hroznovy nektar bravo RAUCH, min. 50% 15,1 96,87
jablecny nektar TOMA min. 50% 10,5 95,38
POMERANCE
110
108 -
. 106 - autentické vzorky
g 104 - = = = = horni mez AIJN
% 102 - T -.- ---------------- = = = = dolni mez AIJN
= 0 X X 100% dzusy
<) ® nektar
98 -
9% | =
94

obr. 25. grafické zndzornéni porovndni komercné dostupnych vzorkii 100% pomerancovych
dzusu a nektaru s vytvorenou databazi autentickych vzorki stav
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Hodnoty dvou 100% pomerancovych dZusi lezi pod dolni mezi hodnot pro autentické vzorky
a nevyhovuji ani s pfihlédnutim k rozsifené nejistoté¢ métfeni (0,5 ppm viz. kap. 4.5.), treti
vyhovuje s pfihlédnutim k rozsifené nejistoté metody.

JABLKA

102

4
) 100 - A A autentické vzorky
g 99 - A A - = = = horni mez AIJN
= R R A - = = = dolni mez AIIN
= 28 1 N X 100% dzus
~ 97 T Ao omm e e mmmaa G A .. ® nektar

96 -

=
95 \

obr. 26. grafické znazorneni porovnani komercné dostupnych vzorkii 100% jablecného dzusu
a nektaru s vytvorenou databadzi autentickych vzorku stav

Hodnota 100% jable¢ného dzusu lezi pod dolni mezi hodnot pro autentické vzorky, ale
vyhovuje s pfihlédnutim k rozsifené nejistoté méteni (0,5 ppm viz. kap. 4.5.).

GRAPEFRUIT

108

106 4 === == mmmmmm e feeea --Ah--
T 104 - autentické vzorky
g 107 O = = = = dolni mez AIJN
= - - = = = horni mez AIJN
% 100 - X 100% drus
=~ 98 - ® nektar

96 -

]
94

obr. 27. grafické znazorneni porovnani komercné dostupnych vzorki 100% grapefruitového
dzusu a nektaru s vytvorenou databazi autentickych vzorkii Stav
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Hodnota 100% grapefruitového dZusu lezi pod dolni mezi hodnot pro autentické vzorky a
nevyhovuje ani s pfihlédnutim k rozsitené nejistoté méieni (0,5 ppm viz. kap. 4.5.).

ANANAS
114
112 4 o o L L e .
A
110 - A
T 108 - A L A A . A A autentické vzorky
S 106 - R-~"""""""="=="%8==»==»=="===- = = = = dolni mez AIJN
; Lo X A - - - = dolni mez AIJN
= 4 X 100% dzusy
2 102 -
® nektar
100 -
98 4+ N
96

obr. 28. grafické zndzorneni porovnani komercné dostupnych vzorkii 100% ananasovych
dzusut a nektaru s vytvorenou databazi autentickych vzorkii stav

Hodnoty 100% ananasovych dzusti lezi v rozmezi hodnot pro autentické vzorky, tudiz
vyhovuji pozadavkiim na 100% dZusy.

HROZNOVE VINO
108 +
106 f = === === e e e ceeaee e
g 104 7 A autentické vzorky
= 102 - - = = = dolni mez AIJN
é A A - = = = horni mez AIJN
é 100 - L A A 4 A ,| m nektar
e
A
98 -
]
96

obr. 29. grafické znazornéni porovnani komercné dostupného vzorku nektaru z hroznového
vina s vytvorenou databazi autentickych vzorkii stav, 100% hroznova stava nebyla zmérena
z duvodu nedostupnosti na trhu
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U 100% $§t’av, jejichz hodnoty leZi mimo oblast pro autentické vzorky, je pravdépodobné, Ze
obsahuji pfidavek cukru jiného botanického ptivodu. Jelikoz jsou hodnoty nizs§i nez hodnoty
pro ovoce, jedna se patrné o fepny cukr. Tyto vysledky je tfeba brat srezervou, nebot
databaze by méla obsahovat mnohem vice vzorkdi — moznost falesn¢ nevyhovujicich vzorka
(v praci Martina, G.G a kol. je uvedeno rozpéti hodnot 100,3 — 105,9 ppm pro grapefruity,
102,3 — 109,8 ppm pro pomeranée®’). Naopak falein& vyhovujicim vzorkéim mizeme predejit,
pokud zname geograficky piivod dzusu a mame databéazi autentickych dZusi z té dané oblasti,
na kterou miizeme vzorek vyhodnotit. Rozpéti hodnot autentickych vzorkl se zuzuje, coz je
patrné z naméfenych hodnot autentickych vzorkti hroznovych §tav, které jsou viechny z CR.
Hodnoty vsSech analyzovanych nektarti lezi vyrazné pod dolni mezi pro autentické vzorky.
Z toho plyne, Ze doslazeni bylo zfejmé provedeno ptidavkem fepného cukru.

4.3 Stanoveni (D/H); titinového a Fepného cukru

Ze dvou vzorki titinového cukru a jednoho fepného byly ptipraveny roztoky o koncentraci
cca 100 g/l. Roztoky proSly stejnou ptipravou vzorku jako $tavy a byly zméfeny hodnoty
(D/H); ethanolu ziskaného fermentaci cukernych roztokd. Namétené hodnoty jsou uvedené
v tab. 7.

tab. 7. hodnoty (D/H), titinového a repného cukru

cukr (D/H); [ppm]
1 titinovy 109,79
2.titinovy 109,54
3.fepny 92,88

4.4 Pomerancovy dZus s pridavky repného cukru

Dalsim bodem této prace je sledovani zavislosti (D/H); na ptidavku cukru do dzusu. Do 100%
pomeranc¢ového dzusu byla pfiddna riznd mnoZzstvi cukru. Po rozpusténi cukru byla zméfena
refraktometricka suSina. Pokud m¢l pomerancovy dzus na pocatku 108 g/l cukru (10,8 °Brix)
a pridavek byl 5 g/l cukru, pak procentudlni obsah ptidan¢ho cukru je 5/(108 + 5) = 4,4 %.
Pro ptfidavky cukru byl pouzit stejny fepny cukr jako v testu v kapitole 4.3. Nameétené
hodnoty jsou uvedeny v tab. 8.

tab. 8. (D/H); pomerancového dzusu s pridavky repného cukru

pridavek cukru [g/1] | (D/H); [ppm] | ref.sus. [°Brix] | Fep.cukr v s.[%]
0 102,73 10,8 0,0
5 102,03 11,3 4.4
10 101,47 11,8 8,5
20 99,84 12,7 15,7
Cisty fepny cukr 92,88 100 100,0
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PRIDAVKY REPNEHO CUKRU DO DZUSU
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obr. 30. zavislost mezi (D/H),; a pridavky repného cukru do dzZusu

Mezi hodnotami (D/H); a ptidavky cukru byla sledovéna linearni zavislost. V porovnani
s databazi autentickych vzorki pomerancovych dzusi lze fici, ze uz pridavek cukru 5 g/l
u tohoto konkrétniho dzusu lze vyhodnotit jako nevyhovujici 1 s pfihlédnutim k rozsifené
nejistot¢ meéfeni. Pokud by ale hodnota 100% dzusu lezela uvnitf intervalu hodnot
pro autentické vzorky, tato mez detekce se zvySuje a takovy pridavek cukru nelze odhalit.

4.5 Nejistota méreni

Kazdy tyden je provadéna kontrola ptipravy vzorku na absolutni ethanol a z né¢ho nafedény
cca 10% ethanol. U absolutniho ethanolu je provadén pouze PREPSAMP a méfeni na NMR
spektrometru, zatimco 10% ethanol projde celou ptipravou vzorku jako dzus. Vysledna data
jsou porovnana v tab. 9.

tab. 9. ukazka 5 sérii méreni kontrolnich vzorki ethanolu

Ethanol ze zasobniho roztoku (Merck)
absolutni | 10% z absolut. | vSechny hodnoty
98,06 98,06
97,66 97,66
98,07 98,07
97,61 97,61
97,70 97,70
97,57 97,57
97,92 97,92
97,61 97,61
97,57 97,57
97,33 97,33
SD 0,24
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Rozsirena nejistota méreni se vypocita jako dvojnasobek nejvy$si standardni odchylky
dosazené pti opakovanych analyzach interniho standardu ethanolu, tj. 0,5 ppm. Uvedena data
jsou pouze na ukéazku, ve skutecnosti je pocitdno z mnohem vétsiho souboru dat, ktera jsou
prabézné dopliiovana.

4.6 Kombinace hodnot (D/H), a 8"°C

Hodnoty 8"°C byly stanoveny ze stejnych ethanold jako (D/H), jinym pracovnikem laboratoie
na SZPI pomoci EA IRMS. Hmotnostni spektrometrie izotopovych poméri neni predmétem
této prace, hodnoty jsou uvedené pouze pro doplnéni, jako nazornd ukéazka toho, jak lze
kombinaci vice markeri 1épe odlisit ethanoly z cukrl rizného botanického ptivodu, zejména
cukry zrostlin C4 a CAM od cukri z C3 rostlin, a tim 1 zlepSit detekci falSovani dzusi
ptidavkem cukru.

-10,00 -
-12,00 -
-14,00 - A A A
-16,00 -
-18,00 -
20,00 -
-22,00 -
-24,00 -
-26,00 -
-28,00 - A A
-30,00 ! ! ! !
95,00 100,00 105,00 110,00 115,00

(D/H); [ppm]

§"3C [%o]

‘ A ananas A pomeran¢ A jablko + grapefruit A pomeranc + fepa ‘

obr. 31. 2D graf — rozliseni jednotlivych skupin autentickych vzorkit ovocnych stav pomoci
(D/H); a 8°C ethanolu, modré znacky jsou pro pomerancovy dius s pridavky repného cukru
z kapitoly 4.3.
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5 ZAVER

Databaze hodnot autentickych vzorktl byla vytvotena ze §tav ziskanych z Cerstvého ovoce
rizného geografického pivodu za laboratornich podminek. Analyzovéano bylo po 10 vzorcich
od kazdého druhu — pomeran¢, grapefruit, jablko, ananas a hroznové vino. Hodnoty (D/H),
ethanolu ziskaného fermentaci téchto $tav je ovlivnéna prevazné druhem fotosyntézy, kterou
rostlina pouziva, a z¢asti geografickym ptivodem. Nasledkem toho byl velky rozptyl hodnot
autentickych vzorki. Intervaly hodnot pro jednotlivé skupiny autentickych vzork dzust se
ptekryvaly. V jedné oblasti 96,87 — 101,76 ppm lezely hodnoty pro jablka a hrozny. Ve druhé
oblasti 102,77 - 111,13 ppm lezely hodnoty pro pomerance, grapefruity a ananas.

Pokud mluvime o dzusech vyrobenych z koncentratu, hodnota (D/H); ethanolu je ovlivnéna
krom vySe uvedeného také vodou, kterou je koncentrat natedén. Tim dochézi k urcitému
zkresleni oproti hodnotdm autentickych vzorkli. Hodnoty komercné dostupnych vzorki
100 % dZust analyzovanych v této praci leZely az na ananasové dZusy pod dolni mezi
vytvotrené databaze a hodnot doporucenych asociaci A.LLJ.N.

Mezi piidavky fepného cukru do pomerancového dZzusu a hodnotami (D/H), ethanolu byla
pozorovana linearni zavislost. Pfidavkem fepného cukru do pomeran¢ového dzusu dochazelo
k vyraznému snizeni hodnoty (D/H),.

Vzhledem k tomu, Ze intervaly hodnot autentickych vzorkli jsou pomérné Siroké, je snizena
moznost odhaleni a kvantifikace ptidavku cukru. Metoda je pouzitelna pouze pro detekci
pridavku cukru jiného botanického ptvodu nebo jako semikvantitativni metoda — urceni
minimdlniho mnozstvi pfidaného cukru. Pro sniZzeni meze stanovitelnosti a zvySeni presnosti
je dobré pouzit databazi ovoce z urcité oblasti, kterd odpovida geografickému pivodu ovoce,
ze kterého byl dzus ¢i koncentrat vyroben.

Metoda neni vhodna pro detekci pridavku titinového cukru do ananasového dzusu, jelikoz
jejich hodnoty (D/H); se ptekryvaji.

Pro lepsi urCeni autenticity ovocnych dzust se vyuzivd kombinace nékolika markert
(izotopovy profil H a C, stopové prvky, profil aminokyselin..) tzv. multivaria¢ni analyzy.
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6 ZKRATKY A SYMBOLY

A.LLJN. — asociace vyrobcti dzusi a nektari (Association of the Industry of Juices and
nectars), shromazd’uje idaje o ovocnych dzusech

AAS — atomova absorp¢ni spektrometrie

EA IRMS — elementarni analyzator kombinovany s hmotnostnim spektometrem izotopovych
pomért (Elemental Analyzer Isotope Ratio Mass Spectrometer)

SNIF NMR — nuklearni magneticka rezonance sledujici distribuci izotopti na riznych mistech
v molekule (Site-specific Natural Isotope Fractionation — Nuclear Magnetic Resonance)
VSMOW - Vienna-Standard Mean Ocean Water — standard pro vodik

PDB — Pee Dee Belemnite — standard pro uhlik

CRM - certifikovany referencni material

ATP — adenosin-5"-trifosfat

NADPH - nikotinamidadenindinukleotid

CAM - Crassulacean Acid Metabolism — metabolismus sukulentii

ADCS — Automated Distillation Control System — systém pro fizeni destilace

TMU - tetramethylmocovina (TetraMethylUrea)

to — obsah alkoholu ve zfermentovaném dZusu v % obj.

tp — obsah alkoholu v destilatu v % hm.
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7 PRILOHY

priloha 1. EA IRMS — hmotnostni spektrometr izotopovych poméru v laboratori SZPI v Brné

priloha 2. Cadiotovy kolony
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priloha 3. Karl Fischer titrator

priloha 4. NMR kyvety se vzorkem
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priloha 5. NMR spektrometr v laboratori SZPI v Brné
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