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ABSTRAKT

DtileZitou soucasti napoji jsou jednoduché sacharidy, proto se tato diplomova prace zaméruje
na tuto problematiku. Teoreticka cast se vénuje popisu vlastnosti, vyrobé, metabolismu
a vyuziti jednoduchych sacharida jako je glukosa, fruktosa a sacharosa. Je zde také uvedena
definice napoji a jejich hlavnich déleni. Z literarni reSerSe vychazi experimentalni cast
zabyvajici se analyzou vybranych napoji vysokotucinnou kapalinovou chromatografii
s refraktometrickou detekci na kolonach vazanou alkylovou nebo ionexovou fazi. V zavéru
byly vysledky stanoveni porovnany a komentovany.

V dnesni dobé je kladen diiraz na spravnou funkci zazivaciho traktu. Vyznamnym faktorem,
ktery podporuje stfevni mikrofléru, je prebioticky sacharid, jejiz vlastnosti, vyroba,
metabolizace v t€le a pripadné vyuZiti je taktéZ uvedena v casti reSerSni. V experimentalni
Casti je uvedena mozna optimalizace analyzy vzorkd s obsahem tagatosy na obou typech
kolon v systému HPLC. Vysledek je opét komentovan v zavéru prace.

ABSTRAKT

An important part of the drinks are simple carbohydrates, because this thesis focuses on this
issue. The theoretical part describes the characteristics , production , metabolism and the use
of simple carbohydrates such as glucose, fructose and sucrose. There is also the definition of
drinks and their main divisions. The literature review is based on the experimental part of
analyzing selected beverages by high performance liquid chromatography with refractometric
detection coupled to columns or alkyl ion-exchange phases. In conclusion, the results were
compared to determine and comment .

Nowadays the emphasis is on the correct functioning of the digestive tract. An important
factor that supports the intestinal microflora is a prebiotic carbohydrate - tagatosa whose
properties , production, metabolism in the body and any use is also included in the search.
In the experimental part is listed possible optimization analysis of samples containing
tagatosy on both types of columns in the HPLC system. The result is again commented in
conclusion.

KLiCOVA SLOVA
Glukosa, fruktosa, sacharosa, tagatosa, HPLC, vino, bezova St'ava.

KEYWORDS
Glucose, fructose, sucrose, tagatosa, HPL.C, wine, elderberry juice.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Uvod do problematiky

Néapoje jsou nedilnou casti nasi potravy, proto je nutné dbat na sloZeni. Potravinarsky
prumysl hledd moznosti jak udélat napoj atraktivnéjsi, sladsi, barevnéjsi a s novou chuti.
K tomu je potiebna pecliva analyticka kontrola vSech sloZek, které napoj tvori. Proto je tato
prace zaméfena na analytickou kontrolu pritomnosti jednoduchych sacharidi v rdznych
napojich. Vénuje se problému doslazovani vin, hledani novych alternativ pro vyrobu dzust
z Cerného bezu a moZnostem separace prebiotického sacharidu tagatosy.

Podle platné legislativy, Narfizeni rady (ES) ¢. 1493/1999 ze dne 17. kvétna 1999
o spolecné organizaci trhu s vinem, je moZné vino obohatit sacharosou, zahuSténym
hroznovym moStem nebo rektifikovanym mostovym koncentratem (nesmi se vSak navzajem
kombinovat) pouze u Cerstvych vinnych hroznti, ¢astecné zkvaseného hroznového mostu nebo
mladého vina v procesu kvaSeni [1]. Sacharosa se rozklada a béhem fermentace jsou glukosa
a pozdéji i fruktosa metabolizovany kvasinkami na ethanol a dalSi vedlejsi produkty.
Po ukonceni kvasného procesu se do hotového vina jiZz sacharosa pridavat nesmi. Kyselé pH
vina by vSak mélo zajistit inverzi sacharosy na oba monosacharidy, z nichZ je tvotena, at’ jiZ
bylo vino doslazeno sacharosou povolenym ¢i nepovolenym zptisobem (tedy pred ukoncenim
kvaSeni nebo aZ do hotového vina). Opakované pozitivni nalezy sacharosy v lahvovaném viné
odebraném z obchodni sité naznacuji, Ze tomu tak ve vSech pripadech nemusi byt. Proto byl
Ustav chemie potravin a biotechnologie pozadan Statni zemédélskou a potravinarskou
inspekci v Brné, ktera kontroly vin provadi, o nezavislou analyzu sady vin na pfitomnost
sacharosy.

Trendem potravinaiského primyslu je hledat nové zdravé zdroje vhodné pro vyrobu
napoji. Tim by mohly byt plody cerného bezu. Bezinkova Stdva obsahuje mimo sacharidi
i kyselinu jable¢nou, pektiny, tfisloviny, vitaminy skupiny B, C, vapnik a vysokou koncentraci
anthokyanovych barviv. Ma pfiznivy vliv na imunitni systém clovéka, pozitivné ovliviiuje
jeho kardiovaskularni systém, ptisobi antiskleroticky a regeneruje jaterni buriky [2].

V soucasné dobé je mnoho zdravotnich problémi spojené s nadmérnou konzumaci vysoce
energetickych sladidel. Proto se potravinafi snaZzi tato sladidla nahradit jinymi,
nizkokalorickymi s fadou dalSich priznivych Gcinka jako ma tagatosa. Kromé sladké chuti
pusobi jako prebiotikum. Jeho nevyhodou je prozatim nedostateCné propracovany systém pro
analyzu potravin, které by ji mohly obsahovat.



1.2 Glukosa

1.2.1 Vyskyt glukosy v prirodé

Volnd D-glukosa, zvana hroznovy cukr, Skrobovy cukr nebo dextrosa, je hlavni
monosacharid vétSiny potravin. Nejvyznamnéji se vyskytuje v medu, viz Tab 1, také v ovoci
a zeleniné, viz Tab 2. V mléku a mlécnych vyrobcich se vyskytuje jen ve velmi malém
mnozstvi. Ve vejcich glukosa tvoii 98 % veSkerych volnych sacharidi v bilku. Je také
obsaZena v krvi a to okolo 0,1 % a u lidi s cukrovkou je glukosa obsaZena i v moci.

Glukosa je stavebni jednotkou mnoha oligosacharidii, napf. maltosy, sacharosy, laktosy
a také polysacharidt, pt. Skrobu a glykogenu [3,4,5].

Tab 1: Obsah fruktosy, glukosy a sacharosy v medu (v %) [3].

Slozka Primérny obsah Rozmezi hodnot
fruktosa 38,2 27,3-44,3
glukosa 31,3 22,0-40,8
sacharosa 1,3 0,3-7,6

Tab 2: Obsah glukosy, fruktosy a sacharosy v ovoci a zeleniné (% v jedlém podilu) [3].

Glukosa Fruktosa Sacharosa
jablka 1,8 5,0 2,4
hrusky 2,2 6,0 1,1
tresSné 5,5 6,1 0,0
Ovoce jahody 2,6 2,3 1,3
rybiz Cerveny 2,3 1,0 0,2
rybiz Cerny 2,4 3,7 0,6
citrony 0,5 0,9 0,2
brokolice 0,73 0,67 0,42
Spenat 0,09 0,04 0,06
mrkev 0,85 0,85 4,24
Zelenina
okurka 0,86 0,86 0,06
rajcata 1,12 1,34 0,01
cibule 2,07 1,09 0,89



1.2.2 Fyzikalni a senzorické vlastnosti

Latinsky glykys znamend sladky. Glukosa je tedy bila krystalickd latka sladké chuti,
bez zapachu, dobfe rozpustna ve vodé. Jeji vlastnosti jsou uvedeny v Tab 3.

Tab 3: Fyzikdlni vlastnosti glukosy [6,7,8].

Nazev Glukosa

obchodni nazvy dextrosol, glucolin, dextropur, aj.
barva bila

stav za normalnich podminek pevna, praskova forma

hustota 1,5620 g.cm™

teplota tani 146-150 °C

teplota varu rozklada se

rozpustnost ve vodé 1200 g.I'"

1.2.3 Chemické vlastnosti

Systematicky nazev glukosy je 6-(hydroxymethyl)oxan-2,3,4,5-tetraol, sumarnim vzorcem
CeH120s a molekulovou hmotnosti 180,155 g.mol”. Glukosa existuje ve dvou formach,
enantiomerech. D-enantiomer se v prirodé béZné vyskytuje, zatimco L-enantiomer
se nevyskytuje prirozené, jejich strukturni vzorce viz Obr 1.

H O H O
\/ \/

H—C—OH HO—C—H
HO— (|:— H H— C—OH
H—C—OH HO—C—H
H—C—OH HO—C—H
H— C—OH HO—C—H
L H
D-glukosa L-glukosa

Obr 1: L-enantiomer a D-enantiomer glukosy [3]



Jako kazda chemicka latka ma také glukosa své identifikacni ¢islo CAS, které je pro
enantiomery odliSné, D-glukosa jej ma 50-99-7. Sladivost glukosy se odviji od hodnoty
sacharosy, ktera je povaZzovana za jednotkovou. Od toho byla sladivost glukosy vyhodnocena
senzorickou technikou na rozmezi 0,5-0,8 sladivosti sacharosy. Stejné jako ostatni jednoduché
cyklické formy monosacharidti podléha i glukosa mutarotaci.

Glukosa se fadi mezi sacharidy redukujici, cehoZ se v minulosti vyuZivalo ke
kvalitativnimu a kvantitativnimu stanoveni cukrii v roztoku, obzvlasté pfi vySetfeni moci
pacientd pri cukrovce.

Primyslové vyznamnou reakci glukosy je hydrogenace vodikem, pfi niZ vznika sorbitol
Ten je v soucasné dobé vyuZivan jako nahradni sladidlo. [3,5,9].

1.2.4 Vyroba glukosy

Vychozi surovinou pro vyrobu glukosy je hojné se vyskytujici $krob. Skrob je poly-
sacharid, ktery je sloZen z glukosovych jednotek. Technologie vyroby je dvoji.

1.2.4.1 Hydrolyza Skrobu v kyselém prostiedi

Vychazi se ze suspenze Skrobu, ktera se nafedi na 20-25 %. Privede se do zcukrovace.
Nasleduje samotna kysela hydrolyza, pti které se vyuziva vysoké katalytické aktivity kyseliny
chlorovodikové. PouzZiva se 0,50-0,65 % roztok kyseliny na hmotnost suSiny Skrobu. Smés
se zahfeje vodni parou o pretlaku 0,32-0,55 MPa na teplotu 138-147 °C. Kyseld hydrolyza
probihd 15-25 minut. Poté se hydrolyzat neutralizuje pomoci ekvimolarniho mnoZstvi
uhlicitanu sodného nebo nadbytkem uhliCitanu barnatého na pH 4,7-5,0. Po dokonceni
neutralizace probiha filtrace a odbarveni sirupu. Pro zahuSténi se pouZivaji trojclenné
odparky a podle vychoziho sirupu se voli teplota odpafovani. Po zahuSténi dochazi
ke krystalizaci ve chlazenych krystalizatorech z presyceného roztoku. Aby se vykrys-
talizovana glukosa oddélila od roztoku pouZivaji se odstfedivky. Vyslednd glukosa
se promyva vodou a sus$i na obsah vody 12-15 % v suSarné pri teploté 48-55 °C [10,11].

1.2.4.2 Enzymova hydrolyza Skrobu

Enzymové ztekuceni Skrobu probiha z 35% suspenze, ktera je zahrata na 55 °C vodni
parou. Pfida se enzymovy aparat amylosubtilin. Hodnota pH se upravi na 6,0-6,5 a smés
se zahfeje na 85 °C po dobu 2 hodin, aby se dosahlo zmazovaténi. Rychle se zahteje
na 133 °C a cely obsah konvektoru se vycerpa pres filtrani zafizeni a necha se zchladnout
na 80 °C. Tento postup se opakuje opétovnym pridavkem enzymového preparatu [10].



1.2.5 Vliv glukosy na lidské zdravi

Glukosa je nejrychlejsi a nejzakladnéjsi zdroj energie pro lidské télo, obzvlast' pfi sportu,
zvySenému stresu nebo jiné pohybové aktivité. Pro nékteré organy (zejména pro mozek)
a Cervené krvinky je glukosa nezbytnda. Tyto tkané primérné spotfebuji za 24 hodin pfiblizné
150 g glukosy. Organismus nema schopnost vytvofit glukosu z tukii vyjma velmi malého
mnoZzstvi, které vznika z glycerolu.

Vyrazny pokles glukosy v krvi muzZe vyvolat poruchu organd, které jsou na glukose
nezbytné zavislé. Hladina glukosy v krvi (glykémie) je proto udrZovana v uzkém rozmezi.
Mezi hormony, které ovliviiuji hladinu glykémie patfi inzulin, glukagon, adrenalin, kortizol
aj. Inzulin, tvoreny slinivkou bfisni, jako jediny sniZuje glykémii a jeho vylucovani zavisi
na koncentraci glukosy v krvi. Ostatni zminéné hormony glykémii zvySuji.

V kritickych situacich, jako je akutni zvySena ¢i snizena koncentrace glukosy v krvi, mtize
dojit k ohroZeni Zivota. Trvale zvySena hladina se projevuje cukrovkou a komplikacemi s nim
spojené, pr. trvalé poskozeni ledvin, oci, srdce, cév a nervi. Dlouho trvajici sniZena glykémie
miZe vést k poSkozeni mozku a nervii [12].

1.2.6 Metabolismus glukosy v lidském téle

Pro zajisténi dostatku energie potiebuje lidské télo vhodny jiny zdroj. Smrt nasledkem
hladovéni nastava pti vycerpani dostupnych zasob energie. Rychlost uvolnéni energie, mérena
jako rychlost metabolismu, je regulovdana hormony a naruSeni jejich funkce je pric¢inou
riznych onemocnéni. Uskladnéni nadbytecné energie vede k obezité, jednou k nejcastéjSich
civilizac¢nich nemoci.

Metabolismus glukosy a jeho drahy jsou zobrazeny na nasledujicim obrazku, Obr 2.
Nejdulezitéjsi jsou drahy zahrnujici glykolyzu, glykogenezi a glukoneogenezi [13].

1.2.6.1 Glykolyza

Glykolyza je hlavni metabolickou drahou pro utilizaci glukosy. Probiha v cytosolu vSech
bunék. Je to ojedinéla drdha, protoZze miiZe fungovat za uplné nepfitomnosti kysliku
(anaerobné). Nicméné oxidace glukosy dale a7z k pyruvatu nebo laktatu vyZaduje nejen
molekularni kyslik, ale také systém mitochondridlnich enzymi, jako je pyruvat-
dehydrogenasovy komplex. Dale je odbouravan v citratovy cyklu a dychacim retézci [11,13].

Glykolysa je regulovana ve tfech nerovnovaznych krocich. Jsou to reakce vyrazné
exergonické. Tyto reakce jsou katalyzovany hexokinasou, fosfofruktokinasou
a pyruvatkinasou. Buiiky, které dovedou ovlivnit vysledny tok metabolitli v synthetickém
sméru glykolysy, tak Cini proto, Ze maji enzymové vybaveni, které zajiStuje obchazeni
nevratnych reakci, viz 1.2.6.3 [13,16,17].
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glukosa #————— EXTRACELULARNI GLUKOSA

SYNTEZA A DEGRADACE I

4+—— glukosa-1-P +— glukosa-6-P .
SLYHEOGNY g 5 SYNTEZA GLUKOSY

I fruktosa-6
fruktosa-2,6-P 4— fruktosa-6-P

l fruktosa-1,6-P

fruktosa-1,6-P T

P-enolpyruvat

glycerol-P glyceraldehy-3-P T
oxaloacetat

SYNTEZA TRIACYLGLYCEROLU

A FOSFOLIPIDU glyearmi-3E 1,3-P- glycerat

I pyruvat
glycerol

3-P- glycerat CITRATOVY CYKLUS

2-P- glycerat «+— P-enolpyruvat —»- pyruvat +—- laktat

Obr 2: Schéma metabolismu glukosy v lidském téle [14]

1.2.6.2 Glykogenese

Glykogen je hlavni zdsobni formou sacharidii u Zivoc¢icht. Je rozvétvenym polymerem
a-D-glukosy. Vyskytuje se hlavné v jatrech (asi 6 %) a ve svalech (do 1 %).

Jaterni glykogen slouZi jako zasobarna hexosovych jednotek k udrZeni hladiny glukosy
v krvi, zejména v obdobi mezi jidly. Po asi 12-18 h hladovéni, jatra neobsahuji jiZz Zadnou
zasobu glykogenu, kdeZto svalovy glykogen se vyCerpa jen dlouhodobou intenzivni namahou.

Regulace probiha pomoci cAMP, ktery integruje regulaci glykogenolyzy a glykogenese
v obraceném smyslu tim, Ze podporuje aktivaci fosforylasy a inhibuje glykogensynthasu. [13].

1.2.6.3 Glukoneogeneze

Glukoneogenezi tvori vSechny mechanismy a metabolické drahy, které jsou odpovédné
za preménu necukernych sloucenin na glukosu a dale na glykogen. Hlavnimi substraty
pro glukoneogenezi jsou glukogenni aminokyseliny, laktat a glycerol. Jatra a ledviny jsou
hlavnimi ztc¢astnénymi tkdnémi, protoZe obsahuji tplnou vybavu enzymi [13,15].

11



1.2.6.4 Rizeni hladiny glukosy v krvi

Koncentrace krevni glukosy u vétSiny lidi a mnoha savci je nastavena v rozsahu
4,5-5,5 mmol.l". Po poziti sacharidové stravy miZe vystoupit na 6,5-7,2 mmol.l".
Pfi hladovéni hladina miZe klesnou na hodnoty kolem 3,3-3,9 mmol.l". Nahly pokles krevni
glukosy zptlisobi ktecCe, jak je tomu pri predavkovani insulinu a to vzhledem k naprosté
zavislosti mozku na dodavce glukosy. Diky adaptaci organismu mohou vsak byt tolerovany
mnohem nizsi hladiny glukosy v krvi [12].

Z vétSiny stravitelnych sacharidi v potravé nakonec vytvori glukosu. Sacharidy z potravy,
které jsou aktivné traveny, obsahuji jako své soucasti glukosu, galaktosu a fruktosu,
které se ve stfevé uvolfiuji. Jsou pak transportovany do jater cestou portalni Zily. V jatrech
se pak galaktosa a fruktosa snadno méni na glukosu [15].

UdrZovani stalych hladin glukosy v krvi je jednim z nejjemnéjSich mechanismi, na kterém
se podileji jatra, mimojaterni tkané a nékolik hormont (insulin, glukagon, adenohypofyza,
glukokortikoidy, adrenalin a hormony §titné Zlazy) [13].

1.2.7 Vyiziva a pouZziti glukosy

Glukosa je hlavni latkou, ze které ziskdvaji heterotrofni organismy energii
pro endergonické reakce. V tenkém stievé se fada sacharidi vstiebava aktivné nebo difuzi
do télnich tekutin. Poté jsou transportovany do jater, kde se transformuji na glukosu, ktera
je klicova pro metabolismus a zdroj energie Zivocich.

Glukosa ma zasadni vliv na organoleptické vlastnosti potravin, jak na vzhled, chut
i texturu. Je kariogennim sacharidem, tzn. podporuje vznik zubniho kazu. Pfi konzumaci
potravin s obsahem glukosy se snizuje pH v tstech v diisledki ptisobeni prirozené mikroflory
v dutiné ustni (preména glukosy na kyselinu glukonovou), coZ ma jako nasledek tvorbu
zubniho kazu.

Z glukosy a glukosovych sirupii se pripravuje fada latek, jako jsou D-glucitol,
D-manitol, D-fruktosa, D-glukonova kyselina a jeji laktony, rizné nahrazky tukd a cukra.
Je soucasti dalSich cukri, oligosacharidii a polysacharidd, at’ uz jednoduchych, tak sloZenych

[3].

12



1.3 Fruktosa

1.3.1 Vyskyt fruktosy v prirodé

Fruktosa, zvana také ovocny cukr, se nejvice vyskytuje v ovoci a zeleniné. Tvori aZ 25 %
obsahu veSkerych sacharidf v ovoci, viz Tab 2 . Napft. zralé hrozny obsahuji stejné mnozZstvi
glukosy a fruktosy, tj. asi 8 %, prezralé hrozny obsahuji mnohem vétSi mnoZzstvi fruktosy nez
glukosy. Fruktosa je obsaZena v ovoci, které je bohaté na vlakninu, jako jsou jahody,
ostruziny a bortivky. Je dalsi hlavni slozkou medu, viz Tab 1.

PSeni¢na mouka obsahuje také mnoZstvi fruktosy, béZné je obsah okolo 200-800 mg.kg™ .

Fruktosa je dtlezitd pro spravnou funkci télnich tekutin. Je obsaZena ve spermatu
a plodové vodé [3,4].

1.3.2 Fyzikalni a senzorické vlastnosti

Fruktosa, diive téZ levulosa, je bilou krystalickou latkou sladké chuti, bez zapachu, dobre
rozpustnou ve vodeé. Jeji vlastnosti jsou uvedeny v Tab 4.

Tab 4: Fyzikadlni vlastnosti fruktosy [16,17,18].

Nazev Fruktosa

barva bila

stav za normalnich podminek Pevna latka, praSkova forma
hustota 1,627 g.cm™

teplota tani 100-105 °C

rozpustnost ve vodé 790 g.I"!

1.3.3 Chemické vlastnosti

Fruktosa, sumarnim vzorcem CgH;20s, molekulovou hmotnosti 180,155 g.mol™
s identifikacnim cislem CAS 57-48-7. Je nejrozsitenéjSi hexoketosou v prirodé. Zaroven
je také nejsladSim prirozenym cukrem. Jako vSechny vyznamné monosacharidy i fruktosa
existuje v pfirodé téméf vyhradné v konfiguraci D [3,4].
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H H
H—(|3—OH H—(L—OH
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HO—C—H H—C—OH
H—C—OH HO—C—H
H— C—OH HO—C—H
H—C—OH HO—C—H
H L
D-fruktosa L-fruktosa

Obr 3: D-enantiomer a L-enantiomer fruktosy [1]

Otaci rovinu polarizovaného svétla vlevo, proto se pro ni pouzivalo synonymum levulosa.
Jeji sladivost je 0 30 % vysSi nezZ sladivost glukosy, proto se fruktosa pouziva jako sladidlo
pro pacienty s cukrovkou. Jeji strukturni vzorce viz Obr 3. Fruktosa stejné jako glukosa
podléha v roztoku mutarotaci [18,19,20].

1.3.4 Vyroba fruktosy

Vyroba fruktosy vychazi z latky s ndzvem inulin, coZ je polysacharid sloZeny z jednotek
fruktosy. Tento inulin pochazi z plodin, které jej obsahuji ve velkém mnozZstvi, tj. z Cekanky
nebo sladkych brambor, topinambur.

Prvnim krokem je dezintegrace suroviny, nasledovana lisovanim. Vznika St'ava, ktera pod-
stupuje hydrolyzu anorganickou kyselinou. Pro neutralizaci se pfida hydroxid vapenaty. Tvori
se vapenaty komplex, ktery je tfeba odstranit. Rozbiti tohoto komplexu dosahneme
probublavanim oxidem uhli¢itym. Vysledek neutralizace se precistuje aktivnhim uhlim
a naslednym odstfedénim. Jako posledni krok je zahuSténi za vakua. Vznika sirup, ktery
je vhodnym sladidlem do marmeléad a ovocnych sirupt.

Spotrebitel poZaduje také krystalickou formu fruktosy, ktera se vyrobi krystalizaci
z ethanolového roztoku [10,11].

1.3.5 Vliv fruktosy na lidské zdravi

V podstaté je to jednoduchy cukr, ktery miize télu poskytovat energii. Ma nizky

~rve
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Predpokladalo se, Ze fruktosa by mohla byt vhodna jako sladidlo pro diabetiky, ndhrazka
sacharosy. Toto vyvratili odbornici z Americké diabetické spolecnosti (ADA). Malé mnozZstvi
fruktosy pro zdravého clovéka neni nijak zvlast' nebezpecné. Nicméné vétSi mnoZstvi neni
naSe télo schopno zpracovat zcela spravné. Fruktosa vstupuje pro zpracovani do jater. Jestlize
ji vSak bude pfiliS mnoho, jatra ji nestihnou upravit dostateCné rychle. Namisto energie
si zacne fruktosu metabolisovat a ukladat ve formé tukd a necha ji kolovat krevnimi cévami
jako triglyceridy, coZ ma za nasledek:

* nevyplavovany hormony, které fidi regulaci pfijmu fruktosy, to ma za nasledek vyssi
spotrebu fruktosy a tim i nasledné pribiran na vaze;

* vysoky obsah triglyceridd v krvi je rizikovym faktorem pti vzniku srde¢nich chorob

» stéle vice dtikazi fika, Ze velka konzumace fruktosy zptisobuje rezistenci insulinu ke
glukose [20,21,22,23].

1.3.6 Metabolismus fruktosy v lidském téle

Strava bohatd na sacharosu nebo samotnou fruktosu zptisobuje, Ze do portalniho obéhu
vstupuji velkd mnozstvi fruktosy.

1.3.6.1 Metabolicka draha fruktosy

Fruktosa je v jatrech rozkladana glykolyzou rychleji neZ glukosa. Je to zptisobeno tim,
Ze se obchazi regulacni krok glukosového metabolismu katalyzovaného fosfofruktokinasou,
a je to zaroven v bodé, kde se uplatiiuje metabolické Fizeni rychlosti katabolismu glukosy,
viz Obr 4. To umoziiuje fruktose rychly priitok témi metabolickymi drahami v jatrech, které
vedou ke zvySené syntéze mastnych kyselin, esterifikaci mastnych kyselin a sekreci VLDL,
coZ muze zpisobit vzestup triacylglycerold v séru. Nadbytek glukosy uvolnéné do obéhu
stimuluje vétsi insulinovou sekreci, coZ jesté tyto efekty zesiluje [13,15,16].
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glykogen

I

glukosa-6-P +—» glukosa +—» glucitol

I |

fruklisa—G—P - frukiosa POTRAVA
fruktosa-1,6-P fruktosa-1-P

dihydroxyaceton 4—1

glyceraldehyd-3-P « glyceraldehyd

I

2-P-glycerat

l

pyruvat

Obr 4: Schéma metabolismu fruktosy v lidském téle[13]

1.3.7 Vyziva a pouziti fruktosy

Fruktosa je asi 0 25-30 % sladsi nez glukosa. Pravé s glukosou se misi a vznika sirup, ktery
je dale technologicky vyuZivany jako doplnék nebo substituent cukru, poptripadé jako
alternativa k umélym sladidlim jako je napf. aspartam nebo acesulfam draselny. Ve velké
mife se vyuziva v technologii nealkoholickych napoji jako sladidlo, dale v rdznych
omackach, dresincich a pfichutich potravin. V malé mife se pouZiva ke slazeni cukrovinek
pro diabetiky [22].
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1.4 Sacharosa

1.4.1 Vyskyt sacharosy v prirodé

Sacharosa je velmi rozSifeny cukr. V podstaté je obsaZen ve vSech rostlinach, s vyjimkou
nékolika druhti ovoce, jako jsou tfeSné a fiky. Vyskytuje se ve vegetativnich ¢astech rostlin,
listech, stoncich, viz Tab 5, a plodech. V plodech ovoce i zeleniny byva obsaZena asi v 8 %,
viz Tab 2. Je taktéZ obsaZena v hlizach a oddencich, viz Tab 5 [3,4].

Tab 5: Obsah sacharosy (v %) ve vybranych plodindch [3]

Plodina Obsah
cukrova trtina 12-26
cukrova fepa 15-20

cukrova kukutice 12-17
cukrové proso 7-15
topinambury 2-3
podzemnice 4-12

1.4.2 Fyzikalni a senzorické vlastnosti

Sacharosa, také zvana jako Tfepny cukr, je bilou krystalickou latkou sladké chuti,
bez zapachu, dobfe rozpustnou ve vode€. Jeji vlastnosti jsou uvedeny v Tab 6 [23,24].

Tab 6: Fyzikdlni vlastnosti sacharosy [27,28].

Nazev Sacharosa

synonymum fepny cukr

barva bila

stav za normalnich podminek krystalicka aZ praskova forma
hustota 1,587 g.cm™

teplota tani 160-180 °C

teplota varu rozklada se

rozpustnost ve vodé 2115¢gl"
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1.4.3 Chemické vlastnosti

Sacharosa, [3-D-fruktofuranosyl-a-D-glukopyranosa, taky nazyvana fepnym nebo
titinovym cukrem je nejvyznamnéjSim zastupcem neredukujicich disacharidd, Obr 5.
Ve vodnych prostfedich i v pevném stavu prevlada konformer stabilizovany dvéma
vodikovymi vazbami, Obr 6.

H OH OH H

b-D-fruktofuranosyl-a-D-glukopyranosid

Obr 5: Strukturni vzorec sacharosy [3]

Sumarni vzorec sacharosy je Ci2H»O:; s molekulovou hmotnosti 342,297 g/mol
a identifikacni ¢islo CAS urcené pro tuto latku je 57-50-1. Od sacharosy je odvozena sladivost
ostatnich sacharidi, jeji hodnota je tedy 1 (nebo 100 %) sladivosti. Sacharosa je opticky
aktivni latkou. Diky vétsi optické aktivité glukosy oproti fruktose je vysledna opticka aktivita
kladna (tzn. staci rovinu polarizovaného svétla doprava) [4,23,24].

OH

Obr 6: Sacharosy ve vodném prostredi [3]

1.4.4 Vyroba sacharosy

Sacharosa se vyrabi z cukrové fepy a cukrové trtiny.
Péstovani fepy cukrovky a vyroba cukru ma na naSem uzemi tradici delSi neZ 160 let
a stale patii k dilezitym usekiim zemédélsko-potravinarského komplexu [25].
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1.4.4.1 Vyroba cukru z cukrové fepy

Surovinou je cukrova fepa, Beta vulgaris L.. Kofen fepy cukrovky ma obsah suSiny

asi 23-25% z toho je asi 18-20 % latek rozpustnych, z nichZ tvofi sacharosa 15-18 %,

pochopitelné zalezi na zemédélskych podminkach a zdravotnim stavu cukrovky. Zbyvajici

latky jsou rozpustné necukry (organické kyseliny, bilkoviny, aminokyseliny, amidy,
anorganické soli aj.) [10,11].

Pripravné operace vyroby cukru

Cukrovka na skladé nesmi leZet pfiliS dlouho, protoZe Casem se obsah sacharosy sniZuje.
Zaroven se musi oSetfit, aby se zabranilo hnilobnym procesim cukrovky.

Pii prepravé ze skladu ke zpracovani se musi odstranit hrubé necistoty z mechanické
sklizné. To zajiStuje proud vody, ve kterém jsou uloZeny pulzujici lapace kameni, pisku
a chrasti. Voda, kterou probiha prani nesmi presahovat teplotu 20 °C a musi myt neutralni
pH, jinak by mohla nastat pfedcasna extrakce a tim i ztraty sacharosy.

Po vyprani se oddéluje voda, aby nezanesla necistoty do Cistého zpracovani, kterym
je Fezani. Pro dezintegraci se pouZivaji Gollerovy noZe, které umozZni ziskat Fizky
zlabovitého tvaru. Ty musi byt co nejdelsi, asi 8-12 cm. Jakost Fizkl je rozhodujici pfi
priibéhu difizniho procesu. Rezéni se pouZiva, aby se ziskal co moZnd nejvétsi podil
sacharosy z celé bulvy [10,11,25].

Extrakce a difuze latek

PTi téZeni St'avy probihaji v mechanickych extraktorech dva hlavni pochody. Je to jednak
extrakce latek Fepné Stavy z otevienych bunék a difize latek z uzavienych bunék
umrtvenou bunécnou sténou. K umrtveni bunécné protoplazmy dochazi zahratim
na teplotu 60 °C. Extrakci se ziskava asi tfetina cukru ze Stavy, zbyvajici cast se ziska
difazi. P¥i extrakci prechazi z fepné Stavy do vody kromé sacharosy také dalsi rozpustné
latky, pr. pektiny, bilkoviny, popeloviny, celulosy a hemicelulosy.

Celulosy a hemicelulosy viibec neprechédzi pfi normdlni praci na diftznim zafizeni
do roztoku, proto nesnizuji kvocient Cistoty difizni Stavy.

Bilkoviny prechdzi ve znacném mnozstvi do Stavy. Vyluhuji se z otevienych bunék
sladkych Tizkt a pak koaguluji. Je ziejmé, Ze otevienych bunék je tim vice, ¢im jemnéjsi
jsou Fizky. Bilkoviny se téméf Uplné zkoaguluji a pfi Cefeni a saturaci se odstranuji
spolecné s kalem filtraci.

Velky problém hraji latky pektinové. Cefenim a filtraci se odstrani jen asi 25-30 %
pektinovych latek. S hydroxidem vapenatym tvori pektat vapenaty, ktery tvori gel
a ztéZuje filtraci. ZvySuje se mnozstvi vyrobené melasy na fepu a tim se zvySuji ztraty
cukru. Z chovani pektinovych latek vyplyva, Ze teplota nesmi presahnout 80 °C, doba
setrvani fizkd v difiznim zafizeni se nesmi prodluzZovat, maximalni doba je 120 minut
a hodnota pH prostredi vody se upravuje na hodnotu 5,5-6,0.
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Béhem téZeni Stavy je nutno v extraktoru potlacovat mikrobidlni ¢innost, ktera ovliviiuje
vysi ztrat cukru. Indikatorem je zména pH, klesne-li pod hranici 5,5, pak lze predpokladat,
Ze je pritomna kyseliny mlécna, ktera vznika Cinnosti mikrofléry. Vyslazené fizky, které
odchazeji z extraktoru se lisuji na obsah suSiny 15-20 % hm. Rizky se dale susi
v susarnach. Z usuSenych fizki se pripravuje melasované krmivo ve formé pelet.

Z extraktoru vytéka surova Stava o koncentraci 15 % suSiny a kvocientu cistoty okolo
85-90 % [10,25].

Cisténi $tav

Surova St'dva ma slabé kyselé prostfedi a tmavou barvu. Obsahuje koloidné dispergované
latky. Je natolik zneciSténa necukry, Ze pfimé ziskani cukru z této Stavy odparovanim
a krystalizaci je technicky obtiZzné a neekonomické, proto se podrobuje Cisticimu procesu,
zvanému epurace. Epurace se sklada z nasledujicich operaci: predcereni, docefeni,
L. saturace, II. saturace, filtrace a tiprava lehké Stavy pred oparkou.

Stava se zahfiva pii poloteplém predcefeni na 50-60 °C a pii horkém na 85-90 °C. P¥ida
se vapenné mléko na precefeni Cini asi 0,25-0,30 % hm. oxidu vapenatého na fepu, coZ
odpovida pH v rozmezi 9-11. V této oblasti dochazi ke koagulaci dispergovanych latek,
zvlasté bilkovin a pektinovych latek. Je nutno postupné zvySovat pH aZz k hodnoté 11,
to proto aby se zajistila termostabilni St'avu.

Docefeni se provadi ve stojatych valcovych nadobach s michadly pfi teploté 85-88 °C
a pH 12,5, pfidavkem vapenného mléka 1,0-1,6 % hm. oxidu véapenatého na Fepu.
Vapenné mléko neutralizuje volné kyseliny obsaZené v surové Stavé a zaroven reaguje
s jejich alkalickymi solemi. Doba docefeni je 5-8 minut.

Vycefena Stdva se napousti do téles prvni saturace, cozZ jsou naddoby, do kterych se vhani
saturaCni plyn. Oxid uhliCity srazi prebytek vapenného mléka. I. saturace je tedy
dopliikovym fyzikalné chemickym cisténim Stavy. Probiha pfi teploté 80-85 °C a kon¢i
pri alkalité pH 11.

Cird $téva po I. saturaci se zah¥ivé na teplotu 95-98 °C, prida se vapenné mléko (0,02 %
hm. oxidu vapenatého na fepu) a privadi se do téles druhé saturace. Tam se saturuje
oxidem uhli¢itym na optimalni alkalitu odpovidajici hodnoté pH 9,3.

Ziskand Stava se nazyva lehkou Stavou, kterou je mozZno dale sifit k potlaceni
neZadouciho zbarveni. M4 sacharizaci 15-17 % hm., Cistotu 90-93 % hm., pH 9,3 a svétle
Zlutou barvu [10,11,25].

ZahusSt'ovani

Aby se ziskala sacharosa v krystalické formé, musi se lehka Stdva zahustit ve dvou
stupnich: zahusténi lehké Stavy na odparce na téZkou Stavu a nasledné vareni tézké st'avy
v zrni¢ich na cukrovinu.
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Prvni stupeni zahuSt'ovani se uskute¢iuje na odparkach, kde se suSina St'avy zvysi z 15 %
na 70 %. Tato ¢ast technologie rozhoduje o energetické narocnosti vyroby. V soucasnosti
se pouZzivaji troj- aZ péticetné odparky. Lehka Stava se pred vstupem do prvni casti
zahreje na 130 °C a odparovani v dalSich stupnich odparky probiha pfi stalém sniZovani
teploty. Posledni ¢len odparky je koncentrator, kde se zakonci zahuStovani pii podtlaku
a teploté asi 90 °C. Z téZké St'avy neni mozné ziskat primou krystalizaci cukr, ale musi
se dale zahusStovat, stava se velmi viskézni, pouZivaji se zrniCe. Zahusti se a zaockuje
se krystalky cukru. Nakonec se obsah zrnice vypousti do krystaliza¢nich michadel.
Uvarena cukrovina se v krystalizacnim michadle ochladi na teplotu 50 °C, za stalého
michani. V nich se na sité zachyti krystalicky cukr a mateCny sirup se odstfedi. Cukr
na situ se vykryva vodou nebo parou a vysusi se. Pfesype se na dopravnik, ktery cukr
dopravi do skladu [11].

* Rafinace cukru

Podstatou rafinace je odstranéni necistot a zvySeni obsahu sacharosy az na 99,8 %.
Vykrystalizovany cukr obsahuje jeSté nékteré necukry, je zbarveny a proto se rafinuje.
Rafinace zacina afinaci, coZ je rozmichani surového cukru v sirupu s vysokou Cistotou
na umélou cukrovinu, kterd se opét odstfedi a vykryva vodou. Vzniklad afindda
se rozpousti na klér, coZ je roztok cukru s vysokou sacharizaci (70 %) proto se musi ohrat
na teplotu nejméné 95 °C, tim se sniZi viskozita a usnadni se filtrace a odbarvovani.
Z kléru se zahfivanim stava rafinddni cukrovina. Odstfedéni této cukroviny se ziska
rafinada, ktera je prakticky chemicky cista sacharosa (99,8 %). Krystaly se dale susi,
chladi a tridi [10,11].

1.4.4.2 Vyroba sacharosy z cukrové titiny

Vice neZ polovina svétové produkce sacharosy pochazi z titiny, ktera se péstuje
v tropickych a subtropickych oblastech s vysokym mnoZstvim sraZek. Dosahuje vySky kolem
3 m. Celkovy obsah cukru je priblizné 16 %, z toho je asi 15 % sacharosy.

Sklizen je velmi naroCna, sklizena tftina se musi zpracovat co nejrychleji po sklizni, jinak
stoupaji ztraty sacharosy. St'ava se ziskavéa z dokonale rozvlaknénych stonki titiny, které byly
dezintegrovany na rotujicich noZich a nasledné se lisuje v mlynech. Cefi se za niZsi teploty
s menSim pridavkem vapenného mléka, aby nedoSlo k rozloZeni inertniho cukru a tim
ke zhorSeni jakosti Stav. Pracuje se prakticky v neutralnim prostfedi (maximalni pH celého
procesu je 7,8). ZahuStovani probihd stejnym technologickym postupem jako vyroba
z cukrové fepy [11,25].
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1.4.5 Vliv sacharosy na lidské zdravi

Sacharosa je nejbéznéjsi sladidlo pouZzivané v potravinovém primyslu, diky svym
vlastnostem, ekonomice vyroby a do jisté miry také tradici. ZvySuje energetickou hodnotu
potraviny, ve které je obsaZena. Je tedy vydatnym zdrojem okamZité energie. Zaroven
ovliviiuje hladinu glukosy v krevni plazmé, ma vliv na sekreci inzulinu. Sacharosa se Stépi
na glukosu a fruktosu, prispiva k hydrolyze vitaminu B, vapniku a hofc¢iku, také prispiva
k poskozovani zubni skloviny, je jednim z hlavnich pric¢in vzniku zubniho kazu a hlavné
riznych civilizacnich nemoci jako je obezita ¢i cukrovka. Nepfimo zapfiCifiuje také jiné
onemocnéni jako rizné cévni onemocnéni, infarkt myokardu, mozkové prihody, hypertenzi
nebo psychické symptomy jako je napriklad syndrom vyhoteni [26].

1.4.6 Metabolismus sacharosy v lidském téle

U savcl je sacharosa snadno stravitelna v Zaludku hydrolyzou na fruktosu a glukosu.
Ta probiha dvéma zptisoby a to bud’ kyselou cestou, Cili kyselou hydrolyzou nebo pomoci
enzymu. Obéma cestami sacharosa hydrolyzuje na ekvimolarni mnozstvi obou jejich slozek,
vznika inertni cukr, Obr 7.

HCl/invertasa
sacharosa + H20 » glukosa + frukiosa

Obr 7: Inverze sacharosy na glukosu a fruktosu

Kyseld hydrolyza probiha v pritomnosti anorganické kyseliny, ktera se vyskytuje
v Zaludec¢nich St'avach (jde o kyselinu chlorovodikovou).

U enzymové hydrolyzy je pritomen enzym zvany glykosidhydrolasa, vice znama jako
invertasa, ktera odstépuje zbytek B-D-fruktofuranosy z molekuly sacharosy. Vysledna glukosa
a fruktosa jsou velmi rychle vstfebany do krevniho obéhu v tenkém stievé a dale vyuzZivany
podle potfeby organismu [27].

1.4.7 Vyziva a pouZziti sacharosy

Sacharosa, je z komercniho hlediska velice dulezitd latka vzhledem ke svému
mnohostrannému vyuZiti jak v lidské vyZzivé, tak k riznym chemickym i biochemickym
transformacim.

Jako potravina zajiStuje podstatnou cast celkového prijmu energie. Vysoka troven
spotfeby cukru je dana Sirokou nabidkou primyslové vyrabénych potravin, jako jsou c¢oko-
lady, cukroviny, dZzemy, sirupy, napoje, pecCivo, suSenky aj. Zbyvajici ¢ast cukru se spotfebuje
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v domacnosti, kde se pouziva k primému slazeni kavy, caje, ceralii, k peceni
a pri vareni. Vedle své senzorické vlastnosti je sacharosa latkou dodavajici potravinam objem,
upravuje jejich texturu, ptisobi jako konzervacni ¢inidlo, ochucovadlo a fermentacni substrat.
Sacharosa na jedné strané Cini potraviny atraktivnéjsi a chutnéjsi, na druhé strané je casto
uvadéna do souvislosti s vyskytem fady onemocnéni.

Spotfeba cukru k nepotravinaiskym uceliim je relativné velmi mald, celosvétové pouze
asi 1 % produkce cukru. Sacharosa ma mnoho vlastnosti, pro néz je vhodna jako surovina pro
chemické a biochemické technologie. Jde o chemickou obnovitelnost sacharosy. Ma osm
funkénich skupin, na nichZ lze provadét modifikace. To je z ekologického hlediska
mimoradna prednost. Mezi nové vyroby vychazejici ze zpracovani sacharosy, nebo
z cukrovarnickych produkti a odpadi patfi zejména fermentacni zpracovani organickych
zbytkii na bioplyn a ethanol, drozdi, kyseliny citronové a mlécné, aminokyselin,
nekalorickych  tuki  (hexa- aZ oktaacylesteri  sacharosy), esteri  sacharosy
a mastnych kyselin, materialy a 1éCiva pro humoralni medicinu nebo biologicky odbouratelné
polymery na bazi sacharosy aj [3,4,25].
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1.5 Tagatosa

1.5.1 Vyskyt tagatosy v prirodé

Tagatosa se v prirodé nevyskytuje ve vyznamném mnoZstvi. Ve velmi malém mnoZstvi
je obsaZena v mléku a nékterych druzich ovoce a zeleniny [26].

1.5.2 Fyzikalni a senzorické vlastnosti

Tagatosa je bila krystalicka latka s jemnymi krystalky bez zapachu sladké chuti, ktera
je podobna sacharose. Jeji fyzikalni vlastnosti jsou uvedeny v Tab 7.

Tab 7: Fyzikadlni vlastnosti tagatosy [26,28,29]

Nazev Tagatosa

barva bila

stav za normalnich podminek pevna, krystalicka forma
hustota 0,788 g.cm™

teplota tani 130-136 °C

teplota varu rozklada se

rozpustnost 580 g1

1.5.3 Chemické vlastnosti tagatosy

Presny chemicky nazev je (3S, 4S, 5R)-1,3,4,5,6-penthylhydroxy-hexan-2-on jinak také
D-lyxo-2-hexulosa. Lze Fici, Ze tagatosa je odvozena od fruktosy.

Velice se podobé sacharose, je také bila a krystalicka s 33% jeji sladivosti. Radime ji mezi
sladidla nizkokaloricka (nevyZivova). Molekulovy vzorec je C¢H120s a molekulova hmotnost
180,16 g.mol™. Identifika¢ni ¢islo CAS tagatosy je 87-81-0.

Jako vétSina monosacharidi je také tagatosa redukujici cukr, ktery se ucastni
Maillardovych reakci. Tento efekt miiZze i nemusi byt v potravinach vyZadovan. Otaci rovinu
polarizovaného svétla vlevo. Jeji strukturni vzorce viz Obr 8. Tagatosa stejné jako glukosa
a fruktosa podléha v roztoku mutarotaci [26,30,31,32,].
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Obr 8: Strukturni vzorec D-tagatosy v linedrnim zdpisu a pomoci Haworthovy projekce

1.5.4 Vyroba tagatosy

Vyroba mtize probihat rtiznymi technikami, podle poptavky nebo mnozstvi, které
potfebujeme vyrobit. Zde jsou popsany zakladni a nejpouZivanéjsi metody — vyrobu z laktosy
nebo z D-talitolu a jiné méné vhodné metody pro vyrobu [31,32].

1.5.4.1 Vyroba tagatosy z laktosy

Tento proces vyroby tagatosy probiha v nékolika krocich od zdkladni suroviny (laktosy)
az po Cisté krystalky.

Laktosa je enzymové hydrolyzovéana pri priichodu pres sloupec imobilizované laktasy
na D-galaktosu a D-glukosu, viz Obr 9. Vyslednd smés sacharidi je rozdélena
chromatograficky.

Frakce galaktosy je prevedena na tagatosu za alkalickych podminek v suspenzi hydroxidu
vapenatého (pripadné i katalyzatoru CaCl,), viz Obr 10. Pfidanim kyseliny sirové se cely
proces zastavi. Vznikly roztok tagatosy je za normalnich podminek stabilni. Vysledny filtrat
je dal preciStovan demineralizaci a chromatografii. Ziskava se krystalicky Ccista
D-tagatosa, s Cistotou vice nez 99% [33,34,35].

Laktosa D-galakiosa D-truktosa

Obr 9: Prvni krok vyroby krystalické tagatosy z laktosy

25



H CH_OH
: 0 2
L-arabinoso-
isomerasa H
OH HO
purifikace
HO OH krystalizace
S H H — Kirystalickd D-tagalosa
HOHEC CHEOH
Ca(OH)_,H.O 0
2 2
OHHO
D-galaktosa H OH
H H
D-tagatosa

Obr 10: Druhy krok vyroby krystalické tagatosy z laktosy

1.5.4.2 Vyroba tagatosy z D-talitolu

DalSim postupem pro vyrobu D-tagatosy je bakteridlnim ptisobenim na D-talitol. Obecné
plati, Ze polyalkoholy obsahujici na jednom konci cis-hydroxylové skupiny mohou oxidovat
na ketosy diky ptisobeni fady mikroorganismi. D-talitol je katalytickou redukci pfipraven
z D-altrosy, jako katalyzator je pouZivan nikl.

Talitol je rychle oxidovan ptisobenim bakterie Acetobacter suboxydans na D-tagatosu.
P¥i koncentraci niZsi neZ 5 % D-talitolu bylo vyrobeno 74-85 % tagatosy.

Tato metoda vyroby by mohla byt alternativou k vyrobé z D-galaktosy, ale vyroba
D-talitolu je prozatim priliS neekonomicka a naroc¢na [36,37].

1.5.4.3 Vyroba tagatosy jinymi technikami

Jinym postupem je vyroba L-tagatosy konverzi L-psicosy, ktera se ziskava s velkym
vytéZkem oxidaci allitolu pouZitim Gluconobakter frateurii a jeho néslednou oxidaci
na L-tagatosu. Tento postup se v praxi ale nevyuZiva, je prilis nakladny a zdlouhavy [36,38].

1.5.5 Vliv tagatosy na lidské zdravi

Tagatosa je povazovana jako prebiotikum, priznivé a pozitivné ovliviuji stimulaci rastu
a/nebo aktivitu jednoho, nebo omezeného poctu bakterii v tlustém stfevé, které zlepSuji zdravi
Clovéka.

Tagatosa ma nizsi kalorickou hodnotu nez sacharosa. Je ¢astecné metabolizovana v tenkém
strevé, vétSina vSak vstupuje do tlustého stfeva, kde funguje jako zkvasitelnd rozpustna
vldknina. Absorbovand cast je metabolizovana v jatrech stejnou cestou jako fruktosa.
Biologicka hodnota kalorii je 1,5 kcal.g’ coz je priblizné 33% sacharosy, proto FDA
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prijala doporuceni o uZivani bez vyhrad v fijnu 1999. Jeji prebiotické vlastnosti byly objeveny
pozdéji, kdyz se zjistilo, Ze podporuje rist Lactobacillus species a jiné bakterie mlécného
kvaseni [29,30,32,39].

1.5.6 Metabolismus tagatosy v lidském téle

JelikoZ je D-tagatosa je odvozena od D-fruktosy, jejich strukturni odliSnost je jen velmi
mala (odliSuji se na 4C). To ma vliv na metabolismus D-tagatosy, viz Obr 11.

Jen malé mnoZstvi tagatosy je absorbovano v tenkém stfevé, asi 15-20 %, prevazna cast
je fermentovana v tlustém stfevé taméjSi mikroflérou, ktera vede k produkci kratko-
fetézcovych mastnych kyselin (SCFA). Z tenkého stfeva je dale D-tagatosa transportovana
do jater prostfednictvim krevnich cév. Déle se zpracovava podobnou cestou jako D-fruktosa
[26,28,29,38].

1.5.7 Vyziva a pouZziti tagatosy

V soucCasné dobé se tagatosa, diky svym nizkokalorickym vlastnostem, pouZiva jako
ekonomicka nahrazka cukru, vzhledem k podobnosti k sacharose — sladivost, ma dobrou
schopnost krystalizovat.

Ma cetné vyhody spojené se ztratou vahy (diety), neni kariogenni, chrani pfed zubnim
plakem a pouZivd se proti nezddoucimu zapachu z dust. ZlepSuje chut' potraviny.
Jsou prokazany také pozitivni uic¢inky pri téhotenstvi a lepsi vyvoj plodu. Potraviny obsahujici
tagatosu se pouZzivaji jako prevence proti obezité, anemie a hemofilie.

Tagatosa je navrZena jako sladidlo do zubnich past, tstnich vod a v Sirokém sortimentu
potravin jako jsou: snidafiové cerealie, sycené a nesycené nealkoholické napoje, zmrzliny
se snizenym obsahem tuku nebo dokonce bez tuku, mraZené mlécné dezerty, dietni zdravé
tyCinky, cukrarské vyrobky, polevy a potraviny pro zvlastni ucely (potravinové nahrazky),
Néktera mnozstvi pro dané vyrobky jsou naznaceny v Tab 8 [26,40,41].
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D-Glukosa

Glukoso-6fosfatasa <> Gluktokindsa

Glykogensyntetasa
Glukosa-6-P » Glykogen
D-Tagatosa D-Fruktosa l Glykogenfosforylasa

l Fruktokinasa 1 Fruktosa-6-P

D-Tagatosa-1-P D-Fruktosa-1-P Fruktoso-1,6-bisfosfatasa <> Fosfofruktokinisa

Fruktosa-1,6-bisP
Aldolasa B Aldolasa
Glyceraldehyd-3-P
Glyceraldehyd o 1

Dihydroxyaceton-P

T t N Triosofosfoizomerasa

Glycerol-3-P-dehydrogendsa Trickindsa

¥ Pyruvat — Laktat
Glycerol-3-P l

Esterifikace

Mal [-CoA +— 3
Acylglycerol Al b Acetyl-CoA

Lipogeneze
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L3

VLDL NEFA CO, #+— Citratovy cyklus Té&lové ketony

Obr 11: Metabolismus tagatosy a jeho propojenost s metabolismem
glukosy a fruktosy [29]

Tab 8: NavrZené mnoZstvi v potravindch s obsahem tagatosy

Potravina Uroven uziti (w/w) Ucel uziti

cerealie 15% sladidlo

dietni nealkoholické napoje 1% pro lepsi pocit v ustech a lepsi chut’
intenzivni cukrovinky 15% sladidlo

lehké cukrovinky s cokoladou 15% sladidlo a zvlhcovac

zmrzliny a zmraZené jogurty 3% sladidlo a zlepSeni chuti

Zvykacky 60% sladidlo

polevy 15% sladidlo

dopliiky stravy 90% tablety
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1.6 Srovnani glukosy, fruktosy, sacharosy a tagatosy

VSechny vySe uvedené cukry jsou bilé krystalické az praskové latky sladké chuti a velmi
podobné hustoty, s vyjimkou tagatosy, ktera ma nejnizsi hustotu z téchto sacharid. Nejméné
je rozpustna tagatosa se svymi 580 g/l, pfi standardnich podminkach je pribliZzné ctytikrat
méné rozpustna neZ sacharosa. Sacharosa je jediny sacharid, z vySe uvedenych, ktery neni
redukujicim sacharidem, je ale schopna podléhat kyselé i enzymové hydrolyze. Touto reakci
vznikaji dva produkty — glukosa a fruktosa.

Pokud jde o vliv téchto tfi sacharidii na zdravi lidi, tak ani jeden neni povazovan v malém
mnozstvi za nebezpe¢ny. OvSem pii nadmérném uZiti hrozi onemocnéni, ktera jsou s tim
spojena. V pripadé glukosy je to hyperglykémie a v opacném pripadé hypoglykémie.
Oba pripady jsou nebezpecné pro zdravi clovéka. Vysoky obsah fruktosy zplisobuje nejen
pribyvani na vaze, ale také nebezpeci vyskytu srdeCnich chorob. Sacharosa zase zvySuje
hladinu krevniho cukru, cili hrozi hyperglykémie. Dale je jednou z hlavnich pficin vzniku
zubniho kazu, obezity ¢i cukrovky. Nepfimo plisobi nepfiznivé na cévy, srdce a mozkovou
cinnost. Glukosa a fruktosa je hlavnim zdrojem rychlé energie, stejné jako sacharosa (diky
rozkladu v Zaludku). Z jedné molekuly glukosy prijaté potravou vznika dostateCné mnoZstvi
energie a makroergickych sloucenin, které zajisti spravné fungovani burky. Tagatosa
je povazovana jako prebiotické sladidlo, které slouzi jako potrava pro stievni mikrofléru
a tudiZ je pro naSe télo uZiteCna, pochopitelné v ne pfi nadmérné konzumaci. V takovémto
pfipadé miiZe mit projimavé ucinky. Tyto cukry se hojné vyuZivaji jak v potravinarském
prumysly, tak i v jinych technologiich, napf v mediciné se roztok glukosy pouziva jako
nitroZilni vyZiva.

Tab 9: Srovndni viastnosti glukosy, fruktosy a sacharosy

Rozpustnost[g.]"'] Hustota[g.cm™] Tv[°C] Sladivost[v %]
glukosa 1200 1,562 146-152 50-80 (0,5-0,8)
fruktosa 790 1,627 100-105 130 (1,3)
sacharosa 2115 1,587 160-180 100 (1)
tagatosa 580 0,788 rozklad 33(0,33)
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Obr 12: Porovndni vzhledu glukosy, fruktosy, sacharosy a tagatosy (od leva).

1.7 Dikazy sacharidu a jejich stanoveni

Dtikazové reakce sacharidi jsou zaloZeny na reaktivité hydroxylovych a karbonylovych

skupin. Jednotlivé typy reakci jsou:

a) reakce zaloZené na tvorbé furfuralu a jeho derivala
VétSina redukujicich sacharidi podléhd, vlivem minerdlnich kyselin, dehydrataci za
uzavieni furanového kruhu diky pfitomnosti -OH skupiny v a poloze. Z pentos vznika
furfural, z hexos 5-hydroxymethylfurfural. Néslednou kondenzaci s aromatickymi
fenoly a aminy vznika zbarveni, které je obdobou trifenylmethanovych barviv;

b) reakce oxidredukcni
Jsou zaloZeny na redukujicim dcinku karbonylové skupiny. Jednou z nejpouzivanéjSich
reakci je redukce soli Cu®* na Cu,O. Reakce probihd v alkalickém prostfedi
a vylouceny oxid méd'ny se stanovuje vazkové, titracné nebo kolorimetricky;

c) tvorba fenylosazont
Pro chemickou charakterizaci jsou vhodné fenylosazony mono- a disacharidd. Vznikaji
kondenzaci karbonylové skupiny sacharidu s fenylhydrazinem na fenylhydrazon. Ten
postupné reaguje s ostatnimi molekulami fenylhydrazinu a po presmyku vznika osazon.
Ve vodé jsou malo rozpustné, dobre krystalizuji a maji charakteristicky tvar krystalt Zluté
barvy, které jsou dobfe pozorovatelné pod mikroskopem a maji ostry bod tani [40].

Stanoveni sacharidii je komplikovano jejich isomerii, typem glykosidické vazby,
strukturou, vysokou polarnosti, netékavosti a absence snadno ionizovatelnych skupin.

Ke kvalitativnimu stanoveni sacharidi se vyuziva casto oxidace v alkalické prostredi,
to vSak neprobiha kvantitativné podle stechiometrickych vztahti, nebot’ dochazi ke Stépeni
fady reakcnich produkti v rizném a nestdlém poméru. Pro kaZdou metodu je potieba
vypracovat prepocitavaci tabulky, které respektuji podminky metody.
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Ke kvantitativnimu stanoveni se pouZiva rfada instumentalnich metod. Patfi mezi né NMR
spektroskopie, hmotnostni spektrometrie, elektroforetické a chromatografické techniky.
Vysokoti¢inna kapalinova chromatografie sacharidii s refraktrometrickou detekci je dale

7~

rozvinuta v experimentalni ¢asti [42,43,44,45].

1.8 Napoje

Néapoj je tekutina s vysokym obsahem vody primarné urcena k piti. Obvykle neobsahuje
vyznamnéjsi podil pevné slozky [44].
Zéakladnim délenim néapojt je podle obsahu alkoholu na alkoholické a nealkoholické.

1.8.1 Nealkoholické napoje

Podle platné legislativy zahrnuji nealkoholické napoje vSechny napoje s obsahem alkoholu
nizsSim nez 0,5 obj. % ethanolu (0,4 hmot. %), které jsou vyrobeny ze stanovenych surovin,
zejména z vody nebo mineralni vody, ovocnych, zeleninovych, rostlinnych nebo ZivocisSnych
surovin, prirodnich, nahradnich sladidel, medu nebo kombinaci nékterych z uvedenych
surovin, popripadé syceny oxidem uhlicitym.

Napoje jsou Clenény do skupin:

* ovocné nebo zeleninové $t'avy jsou ziskany z ovoce nebo zeleniny mechanickymi
procesy, zkvasitelné, ale nezkvasSené s charakteristickou barvou, viini a chuti, které
jsou typické pro Stavu pochazejici z prislusSného plodu. Také se tim rozumi Stava,
ziskana z koncentrované ovocné nebo zeleninové st'avy opétovnym doplnénim podilu
vody, ktera byla odstranéna pri koncentraci, a obnovenim aroma pomoci tékavych
slozek, které byly zachyceny v pribéhu koncentrace prislusné ovocné nebo zeleninové
Stavy nebo ze Stav z téhoZ druhu ovoce nebo zeleniny [44,45],

* nektary jsou nezkvaSené, ale zkvasitelné vyrobky ziskany pridavkem vody, pfipadné
prirodnich sladidel k ovocné nebo zeleninové Stavé, koncentrované ovocné nebo
zeleninové Stavé, k ovocnému nebo zeleninovému protlaku, koncentrovanému
ovocnému nebo zeleninovému protlaku nebo ke smési téchto vyrobkd v souladu
s vyhlaskou (obvykle v rozmezi od 25-50 % dle druhu ovoce ci zeleniny) [44,45],
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nealkoholické napoje neochucené [44].

nealkoholické napoje ochucené jsou vyrobeny z ovocnych nebo zeleninovych Stav
nebo jejich koncentrati a dalSich surovin, u kterého obsah ovocné nebo zeleninové
susiny v prepoctu na pouZité mnozstvi ovocné nebo zeleninové st'avy ¢ini nejméné
ctvrtinu hmotnostniho podilu prislusného nektaru. Patfi sem:

© ovocné a zeleninové napoje,

o

limonady,

o

mineralni voda ochucena,
stolni voda ochucena [44,45],

o

1.8.2 Alkoholické napoje

Zahrnuji vSechny napoje s obsahem alkoholu nad 0,5 obj. % ethanolu (0,4 hmot. %), které
jsou vyrobeny ze stanovenych surovin. Jejich poZitim zptsobuji v mensich davkach uvolnéni,
a euforické stavy, ve vétSich pak tutlum, nevolnost azZ otravu.

Déleni alkoholickych napojt:

pivo — je kvaSeny slabé alkoholicky napoj vyrabény z obilného sladu, vody a chmele
pomoci pivovarskych kvasinek Saccharomyces cerevisiae v pivovarech [46],

medovina — pochdazi ze slovniho spojeni medové vino, je kvaSeny alkoholicky napoj
z medu, vody a kvasu. Vodu je moZno nahradit ovocnou Stavou, a ménit poméry medu
a vody, diky tomu dostavame rzné druhy medoviny. Medovina je na vyrobu pomérné
choulostiva. Je potfeba zachovavat Cistotu a spravnou teplotu [46],

vino — je alkoholicky napoje vznikajici kvasenim mostu z plodi révy vinné pomoci
vinarskych kvasinek Saccharomyces cerevisiae. TradiCné je déleno podle barvy:

o bilé (bilé odridy vinné révy),

o Cervené (Cervené a modré odridy) a

© rlazové vino (Cervené a modré odridy) [46],

lihoviny jsou napoje obsahujici nejméné 15 obj. % ethanolu, kromé€ vina a piva.
Déleni lihovin:

o destilaty (vodka, slivovice, rum, gin, aj.)

o likéry (griotka, Metaxa, Magistr, aj.) [46].
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2 CILPRACE

Cilem této diplomové prace je stanoveni jednoduchych sacharidi v konkrétnich napojich
pomoci vysoce ucinné kapalinové chromatografie s rtznymi druhy chromatografickych
kolon.

Prace je zaméfena na zpracovani literarni reSerSe o nejvyskytované€jSich sacharidech
v napojich. Déle také uvadi zptisob izolace a tdpravu redlnych vzorki a jejich chovani
v experimentalnim usporadani.

Analyza se zabyva sledovani retencnich Cast jednotlivych sacharidi v dtsledku pouzité
chromatografické kolony a podminek samotné separace.

Zaveér prace je vénovan porovnani pouZitych chromatografickych kolon ve vysoce tcinné
kapalinové chromatografii a posouzeni, zda je dand kolona vhodnd ke stanoveni
jednoduchych sacharidt pfi danych podminkach.

33



3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie, pomticky a laboratorni zafizeni

Chemikadlie

Acetonitril supergradient HPL.C grade, M 41,05 g/mol, 0,786 g/cm?®, Cistota 99,99 %,
Scharlau Chemie S.A., Spanélsko

acetonitril HPLC gradient grade, M 41,05 g/mol, 0,781 g/cm® Cistota 99,9+ %,
Chem-Lab NV, Belgie a

deionizovana voda.

Pomiicky

Laboratorni sklo,

miropipety,

vialky,

injekcni stiikacky o objemu 5 ml,
mikrofiltry,

gaza,

filtraCni papir a

alobal.

Zarizeni

Elektronické vahy Pioneer™, OHAUS®, chyba 10,
mrazici box BOSH, teplota mraZeni -20 °C,
systém pro HPLC — viz 3.3.

Standardy pro HPLC

Glukosa — D-glukosa, 99,8 %, M 180,16 g.mol, Penta, Ceska republika,

fruktosa — D(-)-fruktosa, 99,5 %, M 180,16 g.mol”, ROTH,

sacharosa — Saccharose G. R, P. A., 99,8 %, M 342,3 g.mol”, Lach-Ner spol s r. 0.,
Ceska republika,

tagatosa — D(-)-tagatose, 99,0 %, M 180,16 g.mol™, Sigma-Aldrich spol s 1. 0., Ceské
republika.

34



3.2 Vysokouicinna kapalinova chromatografie, HPLC

HPLC neboli High Performance Liquid Chromatography je uzavienym systémem v némz
se pohybuje mobilni faze (MF), tento pohyb je zajiStén Cerpadlem.

Pii styku stacionarni faze s MF a délenymi latkami dochazi ke vzajemnym interakcim,
které jsou zakladnim predpokladem pro separaci. Doba, po kterou separovana latka zlistane na
sorbentu, je dana velikosti interakci a urCuje poradi v jakém sloZzka vychazi z kolony.

Separované latky jsou po prichodu kolonou transportovany do refraktometrického
a nasledné do UV-VIS detektoru, které poskytuji kvantifikovatelnou odezvu na index lomu
a absorpce v UV-VIS oblasti. Odezva je pfimo tmérnd mnoZstvi analytu ve wvzorku.
Vznikajici signaly jsou registrovany, vyhodnoceny ve vyhodnocovacim zafizeni a vysledkem
je soubor pikd, tzv. chromatogram.

Kvalitativni hodnoceni slozek ve vzorku spoCiva v porovnani retencnich casti délenych
latek se standardy, nebot’ stejné latky maji za stejnych podminek separace shodné retenc¢ni
Casy. Plocha pikii je umérna kvantité, tedy mnozstvi latky ve vzorku za danych podminek.

PouZivany kapalinovy chromatograf byl sestaven z nasledujicich casti:
e zasobnich s mobilni fazi,
« vysokotlaké cerpadlo LCP 4100, ECOM spol s r. o., Ceska republika,
* automaticky davkova¢ HT 300L , Hamilton Company, Spojené staty americkeé,
+ davkovaci analyticky ventil smy¢kovy C a D, ECOM spol. s . 0., Ceska republika
+ termostat kolon LCO 101, ECOM spol s 1. 0., Ceska republika,
* chromatografické kolon
o (18 Zorbax carbohydrate analyticka kolona, 4,6 mm ID x 150 mm (5 um), Agilent
Technologies, Spojené staty americké,
o jonexova kolona Prevail ™ Carbohydrate ES HPLC kolona, 4,6 mm ID 250 mm
(5 pm), Grace Davison Discovery Sciences, Spojené staty americké,
* detektory
o refraktometricky detektor RIDK 101, Laboratorni p¥istroje Praha, Ceska republika,
o spektrofotometricky UV-VIS detektor LCD 2084 ECOM spol s . o.,
o zapisovaci a vyhodnocovaci zatizeni — PC se softwarem DataApex Clarity.

3.3 Vzorky

* Vina
Vzorky vin byly poskytnuty Statni zemédélskou potravinarskou inspekci se sidlem
v Brné, ve kterych jiZ byla provedena enzymaticka analyza na jednoduché sacharidy,
kterymi je glukosa a fruktosa.
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Tab 10: Poskytnuté informace o vzorcich vin ze SZPI

Kod vina Nazev, zkratka statu, barva Kod vina Nazev, zkratka statu, barva
110057 Znamkové vino, CZ, rizové 110122 Rulandské sedé, CZ, bilé
110060  Chardonnay, CZ, bilé 110123 Rulandské Sedé, CZ, bilé
110061  Ryzlink vlassky, CZ, bilé 110135  Sumivé soare, PL, bilé

110062 Rulandské modré, CZ, cervené 110136 Sumivé soare, IT, bilé

110063 Ryzlink rynsky, CZ, bilé 110137 Rulandské Sedé, SK, bilé
110064 Zweigeltrebe, CZ, riZové 110138 Svatovavrinecké, SK, cervené
110086  Veltlin zeleny, CZ, bilé 110140 Tramin Cerveny, H, bilé

110088  Modry portugal, CZ, Cervené 110141 Savignon, H, bilé

110090 Bilé vino, smés EU 110142 Schardonnay, H, bilé
110091 Cervené vino, smés EU 110143 Rulandské sedé, H, bilé
110094  Miiller thurgau, CZ, bilé 110144 Ryzlink rynsky, H, bilé
110095 Rosé, CZ, rizové 110178 Rulanské sedé, CZ, bilé
110098  Rulandské Sedé, EU 110180 Ryzlink rynsky, CZ, bilé
110101  Modry portugal, A, Cervené 110182 Rulandské Sedé, CZ, bilé
110103  Miiller thurgau, CZ, bilé 110183 Schardonnay, CZ, bilé

110107 Cabernet sauvignon, CZ, Cervené 110184 Rulandské bilé, CZ, bilé

110108  Bilé vino, CZ 110185 Palava, CZ, bilé

110109 Miiller thurgau, H, bilé 111086 Veltlin zeleny, CZ, bilé
110118  Znamkové vino, E, bilé 110206 Rulandské Sedé, SK, bilé
110119 Znamkové vino, E, Cervené 110207 Svatovavrinecké, SK, Cervené

* Plody cerného bezu
Vzorky cerného bezu danych odrid byly poskytnuty Vyzkumnym a Slechtitelskym
ustavem ovocnarskym v Holovousech.

* Plody Cerného a Cerveného rybizu, justy a angreStu

VSechny plody drobného ovoce byly odebrany na pozemku v katastru obce
Oslavany— Padochov.
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Tagatosa
Krystalicka D(-)-tagatosa byla poskytnuta FCH VUT v Brné v mnoZstvi 1 g, Cistotou
99 %, M 180,16 g.mol”, zakoupené od vyrobce Sigma-Aldrich spol s r. 0., Ceské
republika

3.4 Priprava vzorku

Pro obé chromatografické kolony byly proméfeny stejné vzorky, které byly pripraveny

totoZnym zpusobem. Postup prace je popsan nasledovné:

1.

3.

Vzorky vin ze SZPI:

SZPI poskytla vzorky ve zmrazeném stavu pod kody spolecné i dokumentem o jejich
pivodu. Prislusny vzorek byl rozmrazen, prefiltrovan pres filtracni papir a nasledné
prefiltrovan pres mikrofiltr do stfikacky o objemu 5 ml. Takto pfipraveny vzorek byl
ze stiikacky nastfiknut do trojice vialek s danym oznacenim. Z kaZdé vialky byly
provedeny tfi nastriky.

Vzorky z bezu cerného:

Byly poskytnuty vzorky ve zmraZzeném stavu s popisem jednotlivych odrid.
Po kratkém rozmrazeni, byl vzorek o hmotnosti 1 g rozdrcen a bylo pfidano 10 ml
deionizované vody. Takovato suspenze byla ponechdna pét minut v kadince a nasledné
prefiltrovana pres skladany filtr do kadinky. Tento krok byl opakovan tfikrat. Nasledny
roztok byl prefiltrovan pres mikrofiltr do stfikacky o objemu 5 ml. Poté byl vzorek
nastriknut do tfech vialek s prisluSnym oznacenim, z kazdé vialky byly provedeny tfi
nastriky.

Vzorky drobného ovoce:

Byly poskytnuty vzorky ve zmraZeném stavu. Po kratkém rozmrazeni, byl vzorek
o hmotnosti 2 g rozdrcen, poté bylo pfidano 10 ml deionizované vody. Suspenze byla
ponechana pét minut v kadince a nasledné prefiltrovana pres skladany filtr do kadinky.
Tento krok byl proveden trikrat. Roztok byl prefiltrovan pres mikrofiltr do stfikacky
o objemu 5 ml. Poté byl vzorek nastfiknut do tfech vialek s prisluSnym oznacenim,
z kaZzdé vialky byly provedeny tfi nasttiky.
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3.5 HPLC s C18 chromatografickou kolonou

3.5.1 Pracovni podminky

Meéreni probihalo za stejnych pracovnich podminek tj. za totoZnych experimentalnich
parametrii pristroje. Temperace kolony na 30 °C, pratok mobilni faze 1 ml.min™, objem
davkovaného vzorku 5 ul a tlak 1,2MPa. Pomér sloZek mobilni faze, acetonitril a voda byl

nastaven na pomer 75:25.

3.5.2 Priprava standardi

Standardni roztoky sacharidt byly pripraveny rozpusSténim navazeného mnozstvi fruktosy,
glukosy, sacharosy a tagatosy v deionizované vodé. Do odmérné bariky na 100 ml bylo
navazeno prislusné mnozstvi sacharidti a doplnéno deionizovanou vodou po znacku.

Tab 11: Navazky pro zdkladni standardni roztoky

Sacharid Koncentrace roztoku [g/1] Navazka [g]
glukosa 30 3
fruktosa 30 3
sacharosa 30 3

Kalibra¢ni fada byla pFipravena fedénim ze zakladniho roztoku o koncentraci 30 g.I"" do 10
ml odmérné bariky na koncentraci 15; 8; 5; 0,5 g.I'"" pomoci rovnice 1.

ci*Vi=c'V, (1)

» Priklad pro vypocet zfedéni na koncentraci 15 g.I-1 do 10 ml odmérné barky:
Ci ... 30 mg.ml*!
Vi...xml
Cy ... 15 mg.ml”

30-V;=15-10
V1=5ml

Z kazdé takto pripravené koncentrace byly pfipraveny dvé vialky, ze kterych byly
provedeny celkem Ctyfi nastiky.
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Tab 12: Kalibrac¢ni Fada standardt

koncentrace [g.]1"] V: [ml] Vx=V,-V; [ml]
0,3 0,1 9,9
1,5 0,5 9,5
3,0 1,0 9,0
15,0 5,0 5,0
30,0 zakladni roztok zakladni roztok

3.5.3 Optimalizace pro tagatosu

3.5.3.1 Postup optimalizace HPLC pro tagatosu

Nejprve byl pfipravena smés vSech stanovovanych sacharidii (glukosa, fruktosa, sacharosa
a tagatosa) o koncentracich 2 g.I' do odmérné baiky o objemu 10 ml (navazka kazdého
sacharidu cinila 0,02 g). Z takto pfipraveného roztoku byla filtraci ptes mikrofiltr pfipravena
vialka, ktera byla proméfovana pri sloZzeni MF dle nasledujici tabulky.

Tab 13: SloZeni mobilni faze pro optimalizaci

Cislo méfeni Slozeni MF, pomér ACN:W [ % v/v]

65:35
70 : 30
75:25
80:20

uT N W N =

85:15

3.5.3.2 Pracovni podminky

Meéreni probihalo za stejnych pracovnich podminek tj. za totoZnych experimentalnich
parametrd pristroje (temperace kolony na 30 °C, prttok mobilni faze 1 ml.min”, objem
davkovaného vzorku 5 ul, stejné parametry detektorti i parametry integrace). Pomér slozek
MF byl postupné ménén, po kazdé zméné sloZzeni MF bylo nutné vidy dostatecné dlouho
promyvat kolonu aZ do ustaleni zakladni linie a také vZdy promyt referencni celu. Tlak
vzrustal pri zvySovani podilu vodni faze.
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3.6 HPLC s ionexovou chromatografickou kolonou

3.6.1 Pracovni podminky

Meéreni probihalo za stejnych pracovnich podminek tj. za totoZnych experimentalnich
parametrii pristroje. Temperace kolony na 30 °C, pratok mobilni faze 1 ml.min™, objem
davkovaného vzorku 5 ul a tlak 0,4 MPa. Pomér sloZek mobilni faze, acetonitril a voda byl

nastaven na pomer 75:25.
3.6.2 Priprava standardnich roztokii

Standardni roztoky sacharidt byly pripraveny rozpusSténim navazeného mnozstvi fruktosy,
glukosy, sacharosy a tagatosy v deionizované vodé. Do odmérné bariky na 100 ml bylo
navazeno prisluSné mnozstvi sacharidti a doplnéno deionizovanou vodou po znacku.

Tab 14: Navazky pro zdkladni standardni roztoky

Sacharid Koncentrace roztoku [g/1] Navazka [g]
glukosa 30 3
fruktosa 30 3
sacharosa 30 3
mannitol 10 1

Kalibra¢ni fada byla pfipravena fedénim ze zdkladniho roztoku o koncentraci 30 g.1"' do
10 ml odmérné baiiky na koncentraci 15; 10; 5; 3; 1 g1, u mannitolu ze zékladniho roztoku
o koncentraci 10 g/l do 10 ml odmérné baiiky na koncentraci 5; 3; 1 g.l*. To vSe podle
rovnice 1.

» Priklad pro vypocet zfedéni na koncentraci 10 g.1-1 do 10 ml odmérné bariky:

i ... 30 mg.ml™
Vi...xml

C; ... 10 mg.ml"
V,...10ml
30-V:=10-10
V,;=3,333 ml

Z kazdé takto pripravené koncentrace byly pfipraveny dvé vialky, ze kterych byly
provedeny celkem Ctyfi nastiky.
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Tab 15: Priprava kalibracni rady standardii

Koncentrace Fruktosa, glukoesa, sacharosa Mannitol
[gl] V: [ml] V,-V; [ml] V: [ml] V,-V; [ml]
1,0 0,333 9,667 1,000 9,000
3,0 1,000 9,000 3,000 7,000
5,0 1,667 8,333 5,000 5,000
10,0 3,333 6,667 zakladni roztok  zakladni roztok
15,0 5,000 5,000 - -
30,0 zakladni roztok  zakladni roztok - -

3.6.3 Optimalizace pro tagatosu

3.6.3.1 Postup optimalizace HPLC pro tagatosu

Nejprve byl pripravena smés vSech stanovovanych sacharidt (glukosa, fruktosa, sacharosa
a tagatosa) o koncentracich 2 g.I" do odmérné baiiky o objemu 10 ml (navazka kazdého
sacharidu cinila 0,02 g). Z takto pfipraveného roztoku byla filtraci pres mikrofiltr pfipravena
vialka, ktera byla proméfovana pfi sloZeni MF dle nasledujici tabulky.

Tab 16: SloZeni mobilni fdze pro optimalizaci

Cislo méFeni Slozeni MF, pomér ACN:W [ % v/v]
1 55 :45
2 65:35
3 75:25
4 95:5

3.6.3.2 Pracovni podminky

Méreni probihalo za stejnych pracovnich podminek tj. za totoZznych experimentalnich
parametrd pristroje (temperace kolony na 30 °C, prtutok mobilni faze 1 ml.min”, objem
davkovaného vzorku 5 pl, stejné parametry detektort i parametry integrace). Pomér sloZek
MF byl postupné ménén, po kazdé zméné sloZzeni MF bylo nutné vidy dostatecné dlouho
promyvat kolonu az do ustileni zdkladni linie a také vZdy promyt referenc¢ni celu. Tlak
vzrustal pri zvySovani podilu vodni faze.

41



4 VYSLEDKY A DISKUZE

V koncepci studia chovani realnych vzorkt bylo pouZito dostupnych a doporucovanych
postupti, uvedenych v experimentalni ¢asti této diplomové prace.

4.1 HPLC s C18 kolonou

4.1.1 Kalibracni zavislosti

Kazdy pracovni pracovni kalibracni roztok, priprava viz. 3.4.2, byl promeéren cCtyrtikrat
a z namérenych hodnot ploch piki byla spoctena primérna hodnota, ktera je spolecné
se statistickymi udaji uvedena v Priloze 1.

Tab 17: Priimérné hodnoty ploch pikii sacharidii separovanych na C18

B Plocha pika [mV.s]
Koncentrace [g.]"]

fruktosa glukosa sacharosa
0,3 101,0143 142,9768 74,2673
1,5 552,0545 438,9748 116,5560
3,0 943,7080 584,2978 204,9625
15,0 1600,7071 1111,8492 996,7070
30,0 3039,8875 2447,7754 1967,3875
3500 y(fruktosa) = 102,99x
R? =0,9932
3000 * glukosa
2500 = fruktosa I
Z 2000 sacharosa B y(glukosa) = 80,275x
Py e E R? =0,9959
5 1500 g
1000 - P )
P e + y(sacharosa) = 65,798x
00 o R>=0,9989
.,4;4-_-_:;,/--'/'
0 #— : : .
0 5 10 15 20 25 30 35
¢ [¢/]

Obr 13: Kalibracni zavislosti koncentrace a plochy pikii sacharidt
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Rovnice regresnich pfimek a R? kalibracnich zavislosti:

Fruktosa y = 102,990xx R? = 0,9932 2)
Glukosa y = 80,275 x R? =0,9959 3)
Sacharosa y = 65,798 x R? = 0,9989 4)

Vsechny kalibracni zavislosti jsou ve sledovaném rozmezi koncentraci linearni, jak je vidét
na Obr 13. V grafu jsou uvedeny i chybové tsecky, spocteny v Priloze 1, které jsou patrné
obzvlasté u koncentraci 15 a 30 g.I"".

4.1.2 Stanoveni obsahu sacharidii v jednotlivych vzorcich

Vzorky byly pripraveny podle uvedeného postupu, viz 3.4.. KaZdy vzorek byl proméren
celkem devétkrat, z naméfenych hodnot byla spoCtena primérnd hodnota a dosazenim
do rovnice kalibracni kiivky byl spocten obsah jednotlivych sacharida.

VSechny vypocty obsahu sacharidt byly pocitany podle rovnic 2, 3, 4.

1. Vina poskytnuty SZPI
* PF. vypoctu pro prvni méfeni a pfisluSny chromatogram, vzorek 57:
Fruktosa y =102,990 x
y: = primérna plocha = 3 422,876
x; = y1/102,990
X1 = 3 422,876/102,990 = 33,235 g.I"

Glukosa y = 80,275
y» = primérna plocha = 793,992
X2 = YQ/80,275
X, = 793, 992/80,275 = 9,891 g.I"
Celkovy obsah 43,125 g1

Stejnym zptisobem byl spocitan obsah sacharidi i ve zbyvajicich vzorcich vin.
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Obr 14: Chromatogram pro vzorek ¢. 57 s RID detekci pri pracovnich podminkdch,
viz 3.4.1, ethanol (1), fruktosa (2) a glukosa (3).

Tab 18: Mnozstvi sacharidti ve vinech ze SZPI

Koncentrace [g.1"] Koncentrace [g.l"]
Kéd vina Z [gl'] Kéd vina Z [gl']
fruktosa glukosa fruktosa glukosa

110057 33,235 9,891 43,125 110122 13,415 2,124 15,540
110060 6,816 1,873 8,689 110123 9,316 0,944 10,260
110061 8,754 4,776 13,520 110135 20,619 20,787 41,406
110062 7,832 6,752 14,585 110136 36,582 28,909 65,491
110063 4,340 5,009 9,349 110137 11,376 7,139 18,515
110064 7,074 7,673 14,747 110138 14,545 13,224 27,769
110086 10,526 3,339 13,865 110140 14,126 11,890 26,016
110088 3,184 0,905 4,089 110141 7,105 6,545 13,651
110090 4,085 1,500 5,585 110142 11,995 13,995 25,193
110091 2,976 3,126 6,102 110143 18,559 15,662 34,221
110094 1,628 1,363 2,991 110144 5,473 3,195 8,669
110095 9,342 0,989 10,331 110178 6,453 5,511 11,964
110098 4,227 4,002 8,229 110180 19,762 2,434 22,196
110101 6,535 5,682 12,217 110182 6,678 5,255 11,933
110103 2,254 2,299 4,553 110183 8,794 1,224 10,018
110107 4,896 6,703 11,599 110184 16,673 3,910 20,583

44



Koncentrace [g.1"] Koncentrace [g.]"]
Kéd vina Z [gl'] Kéd vina z[gl']
fruktosa glukosa fruktosa glukosa

110108 2,260 3,340 5,600 110185 24,006 3,005 27,011
110109 2,844 3,526 6,370 110186 123,557 43,159 166,716
110118 11,560 11,433 22,994 110206 10,394 10,808 21,202
110119 11,477 13,755 25,232 110207 14,315 11,514 25,829

2. Vzorky z Cerného bezu
* PT. vypoctu pro prvni odriidu, DANA:
Fruktosa y =102,990 x
y:1 = prumérna plocha = 310,572
x; = y1/102,990
x1 = 310,572/102,990 = 3,016 g.10 ml™*
— dle rovnice (1): 3,016+ 10/1000 = 0,0302 g.I'"'

Glukosa y = 80,275 x
y» = priumérna plocha = 396,166
X, = y2/80,275
x> = 396,166/80,275 = 4,935 g.10 ml™
— dle rovnice (1): 4,935+ 10/1000 = 0,0494 g.I'"

Celkovy obsah 0,0796 g.I'"

Stejnym zplisobem byl spocitdn obsah sacharidl i ve zbyvajicich vzorcich ¢erného
bezu.
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Obr 15: Chromatogram pro plody cerného beZLTodrﬁdy DANA pri pracovnich podminkach,
viz 3.4.1, fruktosa (1), glukosa (2).
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Tab 19: Mnozstvi sacharidii v 1 g konkrétni odriidy plodii cerného bezu

20
[rmin.]

Koncentrace [g.]"]

Odrtda bezu > [glh
fruktosa glukosa

DANA 0,0302 0,0490 0,0795
ALLESO 0,0333 0,0472 0,0805
BOHATKA 0,0074 0,0138 0,0212
HEIDEGG 13 0,0171 0,0286 0,0457
SAMBO 0,0168 0,0273 0,0441
SAMPO 0,0197 0,0435 0,0641
SAMBAL 0,0410 0,0521 0,0931
SAMBU 0,0202 0,0420 0,0622
HASCHBERG 0,0353 0,0611 0,096
AUREA 0,0125 0,0205 0,0330
WEIHENSTEPHAN 0,0114 0,0207 0,0321
SAMYL 0,0266 0,0501 0,0767
REISE A. VOSLOCH 0,0211 0,0361 0,0572
MAMMUT 0,0156 0,0411 0,0567
ALBIDA 0,0252 0,03275 0,0579
KOSKOR 0,0235 0,03586 0,0593
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3. Vzorky drobného ovoce
* pf. vypocet pro angrest odridy :
Fruktosa y = 102,990 x
y:1 = primérna plocha = 1742,453
x; = y1/102,990
x1 = 1742,453/102,990 = 16,919 g.10ml"
— dle rovnice (1): 16,919+ 10/1000 = 0,1692 g.I"!

Glukosa y = 80,275
y» = primérna plocha = 1268,972
X, = Y2 /80,275
X, = 1268,972 /80,275 = 15,808 g.10ml™
— dle rovnice (1): 15,808 - 10/1000 = 0,1581 g.I"

Sacharosa y = 65,798 x
ys = primérna plocha = 1048,838
X3 = y3 /65,798
x3 = 1048,838 /65,798 = 15,940 g.10ml™
— dle rovnice (1): 15,940+ 10/1000 = 0,1594 g.I"!

Celkovy obsah 0,4867 g.I"

Stejnym zptisobem byl spocitan obsah sacharidl i ve zbyvajicich vzorcich drobného

ovoce.

[m]
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Obr 16: Chromatogram angrestu odrtdy, pti pracovnich podminkdch viz 3.4.1,
fruktosa (1), glukosa (2) a sacharosa (3).
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Tab 20: MnoZstvi sacharidii v drobném ovoci o hmotnosti 2 g

Druh drobného Koncentrace [g.l"] .
2 [gl']
ovoce fruktosa glukosa sacharosa
Cerny rybiz 0,0514 0,0489 0,0178 0,1190
Cerveny rybiz 0,0496 0,0531 - 0,1027
josta 0,1861 0,1613 0,0243 0,3717
angrest 0,1692 0,1581 0,1594 0,4867

4.1.3 Optimalizace pro tagatosu

Optimalizace podminek separace kapalinovou chromatografii spoc¢iva ve spravné volbé
sloZeni dvouslozkové mobilni faze, na priitoku a pracovni teploté. Cilem bylo zjistit optimalni
podminky, tj. Dosahnou poZadovaného chramtografického rozliSeni latek ve smési
v minimalnim case. Optimalizacnim parametrem bylo zvoleno sloZeni mobilni faze, pricemZ
pracovni podminky zistavaly stejné pro celou dobu méfeni.

Pripravena standardni smés (postup viz 3.4.4.1) byla proméfena na zafizeni pro
kapalinovou chromatografii. Mobilni faze byla vZdy pripravena dle tabulky Tab 16.
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Obr 17:HPLC smeés sacharidti pri slozeni MF ACN : W—65 : 35 % v/v; p = 1,6 MPa;
(1) — tagatosa, (2) — fruktosa a glukosa, (3) — sacharosa

Chromatografické rozdéleni je pfi tomto sloZeni MF naprosto nevyhovujici, nebot’ viibec
nedoslo k separaci tagatosy, glukosy a fruktosy a i separace sacharosy od téchto sacharidi
je nedostatecna. Doba separace je diky polarnosti MF velmi kratka a také tlak na koloné
je nejvyssi diky viskozité MF.
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Obr 18: HPLC smési sacharidil pri sloZzeni MF ACN : W—70 : 30 % v/v; p = 1,4 MPa;
(1) — tagatosa, (2) — fruktosa, (3) — glukosa, (4) — sacharosa

Ani pfi tomto sloZzeni MF neni chromatografické rozdéleni vyhovujici, rozliSeni tagatosy,
fruktosy a glukosy je sice patrné, ale je naprosto nevyhovujici. Doba separace je také kratka.
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Obr 19: HPLC smési sacharidu pri slozeni MF ACN : W— 75 : 25 % v/v; p = 1,2 MPa;
(1) — tagatosa, (2) — fruktosa, (3) — glukosa, (4) — sacharosa

Chromatografické rozliSeni je uZ vcelku prijatelné aZ na separaci tagatosy a fruktosy, ktera
je stale nedostatecna. Tato MF je tedy vhodna pro separaci fruktosy a glukosy a dalSich
sacharidt, které maji delSi retenci. Doba separace je kratka, srovnanim retencnich cCast
predeslych a tohoto méfeni je patrné, Ze s rostouci koncentraci organické faze v MF lze

pozorovat nartst retence sacharida.
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Obr 20: HPLC smési sacharidil pri sloZzeni MF ACN : W—-80 : 20 % v/v; p = 1,0 MPa;
(1) — tagatosa, (2) — fruktosa, (3) — glukosa, (4) — sacharosa

Pii tomto sloZeni MF je chromatografické rozdéleni velmi dobré, pik tagatosy se vyrazné
oddélil od piku fruktosy. Doba analyzy je kratka pro stanoveni jednoduchych sacharidt jako
jsou tagatosa, fruktosa a glukosa. Pro analyzu sacharosy je retencni cas prilis dlouhy.
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Obr 21: HPLC smési sacharidii pri sloZeni smési ACN : W—85: 15 % v/v; p = 0,8 MPa;
(1) — tagatosa, (2) — fruktosa, (3) — glukosa, (4) — sacharosa

Separace jednotlivych sacharidii pfi tomto poméru je vyborna. Doba separace je vSak prilis
dlouha.
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4.2 HPLC s ionexovou kolonou

4.2.1 Kalibracni zavislosti

Stejné jako u kolony C18 byl i tady kaZdy pracovni kalibracni roztok, ptiprava viz. 3.5.2,
byl proméren cCtyrikrat a z naméfenych hodnot ploch pika byla spoctena primérna hodnota,

ktera je spoleCné se statistickymi udaji uvedena v Priloze 2.

Tab 21: Priimérné hodnoty ploch pikii sacharidii separovanych na ionexové koloné
Plocha pika [mV.s]

Koncentrace

[gl'] fruktosa glukosa sacharosa mannitol
1,0 753,569 689,816 741,515 61,099
3,0 1146,702 1135,088 1230,845 112,282
5,0 1723,589 1797,254 1782,096 254,129
10,0 4033,189 3701,876 4025,974 452,783
15,0 6324,242 5723,964 6489,107 -
30,0 11126,793 10051,033 11710,545 -

Z davodu prekryvu nékterych kalibracnich zavislosti jsou kalibracni grafy vytvoreny pro
kazdy konkrétni sacharid zvlast. Kromé tohoto bylo ve vzorcich vin také zjiSténa pritomnost

mannitolu, pro ktery bylo rovnéz nutné udélat kalibra¢ni zavislost.

12000 -
10000 {
¢ glukosa
— 8000 y =347.21x
= R*=0,9924
< 6000 s
= 4000 - i
2000 j -
4
[} ‘7 T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

c[g/1]
Obr 22: Kalibracni zdvislost plochy piku glukosy na jeji koncentraci
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Obr 23: Kalibracni zdvislost plochy piku fruktosy na jeji koncentraci
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Obr 24: Kalibracni zadvislost plochy piku sacharosy na jeji koncentraci
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Obr 25: Kalibracni zavislost plochy piku mannitolu na jeji koncentraci

Rovnice regresnich pfimek a R kalibrac¢nich zavislosti:

Fruktosa y = 382,39 x R?=0,9928 (5)
Glukosa y = 347,21 x R?=0,9924 (6)
Sacharosa y = 398,62 x R? =0,9953 (7)
Mannitol y = 45,899 x R?=0,9884 (8)

Vsechny kalibracni zavislosti jsou ve sledovaném rozmezi koncentraci linearni, jak je vidét
na Obr 22, 23, 24 a 25. V grafu jsou uvedeny i chybové tisecky, spocteny v Priloze 2.

4.2.2 Stanoveni obsahu sacharidii v jednotlivych vzorcich

Vzorky byly pripraveny podle uvedeného postupu, viz 3.4. KaZidy vzorek byl proméfen
celkem devétkrat, z naméfenych hodnot byla spoCtena primérnd hodnota a dosazenim
do rovnice kalibrac¢ni kiivky byl spocten obsah jednotlivych sacharid.

VSechny vypocty obsahu sacharidi byly pocitany podle rovnic 5,6,7,8.

1. Vina poskytnuty SZPI
* PF. vypoctu pro prvni méfeni a pfisluSny chromatogram, vzorek 57:
Fruktosa y = 382,39 x
y:1 = primérna plocha = 13500,476
X1 = y1/382,39
x; = 13500,476/ 382,39 = 35,306 g.I"
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Glukosa y =347,21x
y» = prumérna plocha = 3415,506
X2 = yo/ 347,21
X» = 3415,506/ 347,21 = 9,837 g.I'"
Sacharosa y = 398,62 x
y» = primérna plocha = 91,208
X5 = y»/398,62
X, = 91,208/398,62 = 0,229 g.I"
Mannitol y = 45,988 x
y» = primérna plocha = 222,821

Xy = YQ/ 45,988
X, = 222,821/ 45,988 = 4,855 g.I"!

45,371 g1

Celkovy obsah sacharidi
Stejnym zptisobem byl spocitan obsah sacharidi i ve zbyvajicich vzorcich vin.

@

758

[m]

250+

200

Yoltage

T
6
Tim

Obr 26: Chromatogram pro vzorek ¢. 57 s RID detekci pri pracovnich podminkach,

viz 3.4.1, ethanol (1), fruktosa (2), mannitol (3), glukosa (4) a sacharosa (5).
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Tab 22: MnoZstvi sacharidii ve viné ze SZPI

Koncentrace [g.]"']

Kod vina 2 sacharidi [ 8171
fruktosa glukosa sacharosa mannitol
110057 35,306 9,837 0,229 4,855 45,371
110060 5,749 1,661 0,364 2,858 7,775
110061 7,579 2,507 0,444 3,252 10,530
110062 6,557 6,052 - - 12,609
110063 4,217 4,548 0,606 3,946 9,371
110064 7,238 7,046 0,257 4,318 14,541
110086 9,234 1,426 - 0,644 10,659
110088 4,020 0,657 - 4,556 4,677
110090 3,215 0,529 - 1,284 3,744
110091 1,949 0,600 0,307 4,071 2,857
110094 1,406 1,423 0,290 2,080 3,120
110095 9,364 0,398 0,414 6,559 10,176
110098 3,992 3,982 - 2,600 7,977
110101 2,214 1,793 - 4,163 4,007
110103 1,612 1,928 0,307 3,626 3,847
110107 5,020 4,811 0,341 7,301 10,171
110108 4,642 4,157 - 3,346 8,799
110109 3,564 3,367 0,453 3,876 7,386
110118 11,025 10,739 0,441 3,839 22,205
110119 10,981 11,117 - 5,011 22,098
110122 13,582 1,854 - 4,079 15,436
110123 7,221 0,584 0,606 4,870 8,419
110135 18,191 18,032 0,460 5,406 36,683
110136 35,095 29,455 - 1,984 64,549
110137 11,578 7,797 - - 19,375
110138 10,465 8,738 0,549 4,474 19,753
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Koncentrace [g.]"']

Kod vina 2 sacharidi [ 8171
fruktosa glukosa sacharosa mannitol

110140 13,404 11,042 - 1,631 24,446
110141 6,514 5,553 0,317 1,066 12,384
110142 11,453 11,513 6,681 2,684 29,647
110143 17,098 16,086 - - 33,183
110144 4,655 2,815 - 1,046 7,470
110178 5,447 3,788 - 2,720 9,235
110180 19,114 1,949 - 3,587 21,063
110182 3,373 2,769 - 4,618 6,143
110183 7,294 0,841 - 3,661 8,135
110184 12,560 0,908 - 5,509 13,468
110185 22,097 2,637 0,550 11,106 25,284
110186 113,495 40,786 0,676 2,195 154,957
110206 10,889 8,716 - - 19,605
110207 10,905 9,538 - 5,135 20,443

2. Vzorky z Cerného bezu
* PF. vypoctu pro prvni odriidu, DANA:
Fruktosa y = 382,39 x
y: = prumérna plocha = 833,660
x; = yi/ 382,39
x; = 833,660/ 382,39 = 2,180 g.10ml"’
— dle rovnice (1): 2,180+ 10/1000 = 0,0218 g.I"!

Glukosa y =347,21 x
y» = primérna plocha = 962,073
X2 = yo/ 347,21
X, = 962,073/ 347,21 = 2,771 g.10ml™
- dle rovnice (1): 2,771 +10/1000 = 0,0277 g.I"

Celkovy obsah 0,0495 g.I'"
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Stejnym zptisobem byl spocitan obsah sacharidti i ve zbyvajicich vzorcich ¢erného
bezu.
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Obr 27: Chromatogram pro plody cerného bezu odriidy DANA pri pracovnich podminkdch,
viz 3.4.1, fruktosa (1), glukosa (2)

Tab 23: Mnozstvi sacharidii v 1 g kaZdé odriidy plodii cerného bezu

Odrida cerného Koncentrace [g.1"] S [gl']
bezu fruktosa glukosa
DANA 0,0218 0,027 0,0495
ALLESO 0,0163 0,0176 0,0340
BOHATKA 0,0147 0,0205 0,0351
HEIDEGG 13 0,0120 0,0130 0,0250
SAMBO 0,0100 0,0144 0,0244
SAMPO 0,0099 0,0148 0,0247
SAMBU 0,0062 0,0094 0,0160
HASCHBERG 0,0143 0,0178 0,0321
WEIHENSTEPHAN 0,0074 0,0114 0,0188
SAMYL 0,0115 0,0112 0,0227
ALBIDA 0,0080 0,0138 0,0218
KOSKOR 0,0177 0,0235 0,0412

57



3. Vzorky drobného ovoce
* pf. vypocet pro angrest odridy :

Fruktosa y = 382,39 x
y:1 = primérna plocha = 4930,363
X1 = y1/ 382,39

x1 = 4930,363/ 382,39 = 12,894 g.10ml™"
— dle rovnice (1): 12,894+ 10/1000 = 0,1289 g.I'"

Glukosa y =347,21 x
y» = primérna plocha = 3213,053
X2 =y, /347,21
x> = 3213,053 /347,21 = 9,254 g.10ml"
— dle rovnice (1): 9,254 - 10/1000 = 0,0925 g.I"

Sacharosa y = 398,62 x
y3 = primérna plocha = 1650,457
X3 = y3 /398,62
X3 = 1650,457/398,62 = 4,140 g.10ml™
— dle rovnice (1): 4,140+ 10/1000 = 0,0414 g.I"!

Celkovy obsah 0,2628 g.I'"

Stejnym zptisobem byl spocitan obsah sacharidl i ve zbyvajicich vzorcich drobného

ovoce.

[miv]

Voltage

T T T
0 z 4 [
Timne:

Obr 28: Chromatogram angrestu, pri pracovnich podminkdch viz 3.4.1,
fruktosa (1), glukosa (2) a sacharosa (3).
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Tab 24: MnoZstvi sacharidii v jednotlivych druzich drobného ovoce v navdzice 2 g
Druh drobného Koncentrace [g.]"'] 4
2 [gl']

ovoce fruktosa glukosa sacharosa

cerny rybiz 0,0830 0,0668 - 0,1498

Cerveny rybiz 0,0647 0,0458 - 0,1105

angrest 0,1555 0,1423 0,0414 0,2978

justa 0,1289 0,0925 - 0,2628

4.2.3 Optimalizace pro tagatosu
chromatografického rozliSeni latek ve smési v minimalnim case. Optimalizacnim parametrem

Také pro tuto kolonu bylo cilem zjistit optimalni podminky, tj. dosdhnou poZadovaného
bylo zvoleno sloZeni mobilni faze, pficemz pracovni podminky zistavaly stejné pro celou

Pripravena standardni smés, viz 3.6.3.1, byla proméfena na zarizeni pro kapalinovou

dobu méreni.
chromatografii. Mobilni faze byla vZdy pripravena dle tabulky .
[m]
1) .

13
[rmin.]

Yoltage

T
B
Timne:

Obr 29:HPLC smeés sacharidti pri sloZzeni MF ACN : W —55 : 45 % v/v; p = 0,56 MPa;

T
2

a

RID — modra barva, UV-VIS — Cernd barva;
tagatosa na UV-VIS (1), fruktosa a glukosa (2), sacharosa (3)

Chromatografické rozdéleni jsou vidét oba pouZité detektory (UV-VIS, RID). Pfi detekci

RID je toto sloZeni MF naprosto nevyhovujici, nebot’ viibec nedoslo k separaci glukosy
a fruktosy a i separace sacharosy od téchto sacharidi je nedostatecna. Tagatosa na této detekci

neni vidét vibec, pro srovnani detekce UV-VIS. Tagatosa je MF odplavovana spolecné
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s nastfikem a tudiZ neni na RID vidét. Doba separace je diky polarnosti MF velmi kratka

a také tlak na koloné je nejvyssi diky viskozité MF.

[m]
@

Voltage

T
14

T T
10 12
[min.]

Obr 30:HPLC smes sacharidti pri sloZzeni MF ACN : W—65 : 35 % v/v; p = 0,53 MPa;
RID — modrd barva, UV-VIS — Cernd barva;

tagatosa UV-VIS (1), fruktosa (2), glukosa (3), sacharosa (4)

Pii detekci RID je toto sloZeni MF vyhovujici, nebot doSlo k separaci glukosy a fruktosy
a i separace sacharosy od téchto sacharidi je dostatecna. Tagatosa na této detekci neni znovu
vidét viibec, pro srovnani detekce UV-VIS, tagatosa je MF odplavovana spolec¢né s nastfikem

a tudiZ neni na RID vidét. Doba separace je velmi kratka.

[rav]

2,60

)

100+

Yoltage

Obr 31:HPLC smes sacharidu pri sloZzeni MF ACN : W—75 : 25 % v/v; p = 0,50 MPa;
RID — modrd barva, UV-VIS — Cernd barva;

tagatosa UV-VIS (1), fruktosa (2), glukosa (3), sacharosa (4)
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Tato pouzZita MF je naprosto vyhovujici, dochazi k dokonalému oddéleni jednotlivych
sacharidti, gruktosy od glukosy a sacharosy. Tagatosa je opét vidét pouze na UV-VIS
detektoru. Mobilni faze v tomto sloZeni bylo pouZito i proméreni vzorkl, protoZe doba
separace je prijatelné kratka a separacni vlastnost kolony je vyborna.
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Obr 32: HPLC smés sacharidii pri sloZzeni MF ACN : W—95 : 5 % v/v; p = 0,44 MPa
RID — modra, UV-VIS - ¢ernd;
tagatosa UV-VIS (1), fruktosa (2), glukosa (3), sacharosa (4)

Touto MF bylo pouze ovéfeno, Ze tagatosa neni touto chromatografickou kolonou
detekovana, opét je vidét pouze na detektoru UV-VIS v oblasti nastfiku. Ostatni sacharidy
jsou oddéleny naprosto vyborné, ale doba separace je jiZ prilis dlouha.

4.3 Srovnani hodnot namérenych na uvedenych chromatografickych kolonach

V tabulce obsazené v Priloze 3, jsou hodnoty obsahu fruktosy a glukosy, které byly
poskytnuty SZPI. Tato analyza byla provedena specifickymi enzymy na pristroji SPECOL.
Po konzultaci, ktera probéhla na SZPI byly stanoveny tyto hodnoty za presné. NaSim tkolem
tedy bylo, poskytnout nezavislé méreni na ovéfeni téchto hodnot a navic zjistit pfitomnost
dalSich sacharidd, které jsou v danych vzorcich obsazeny. Tabulka Tab 18 z C18 byly tyto
hodnoty znac¢né odlisné, zatimco tabulka Tab 22 z ionexové kolony dava hodnoty odliSné aZ
v fadech setin, jak je vidét v Tab 25.
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Tab 25: Srovndni obsahu fruktosy a glukosy jak enzymaticky na SZPI, tak také pouZitymi
kolonami (C18 a ionexovou)

Fruktosa [g.I"] Glukosa [g.I"]
Kod

SZPI C18 ionex SZPI C18 ionex
110057 35,332 33,235 35,306 9,846 9,891 9,837
110060 5,736 6,816 5,749 1,662 1,873 1,661
110061 7,582 8,754 7,579 2,514 4,776 2,507
110062 6,598 7,832 6,557 6,057 6,752 6,052
110063 4,196 4,340 4,217 4,551 5,009 4,548
110064 7,247 7,074 7,238 7,052 7,673 7,046
110086 9,255 10,526 9,234 1,433 3,339 1,426
110088 4,082 3,184 4,020 0,661 0,905 0,657
110090 3,260 4,085 3,215 0,539 1,500 0,529
110091 1,978 2,976 1,949 0,592 3,126 0,600
110094 1,378 1,628 1,406 1,422 1,363 1,423
110095 9,355 9,342 9,364 0,398 0,989 0,398
110098 3,978 4,227 3,992 3,986 4,002 3,982
110101 2,259 6,535 2,214 1,799 5,682 1,793
110103 1,617 2,254 1,612 1,935 2,299 1,928
110107 5,046 4,896 5,020 4,810 6,703 4,811
110108 4,624 2,260 4,642 4,166 3,340 4,157
110109 3,533 2,844 3,564 3,373 3,526 3,367
110118 11,008 11,560 11,025 10,731 11,433 10,739
110119 11,008 11,477 10,981 11,129 13,755 11,117
110122 13,534 13,415 13,582 1,856 2,124 1,854
110123 7,235 9,316 7,221 0,589 0,944 0,584
110135 18,201 20,619 18,191 18,019 20,787 18,032
110136 35,098 36,582 35,095 29,457 28,909 29,455
110137 11,577 11,376 11,578 7,802 7,139 7,797
110138 10,466 14,545 10,465 8,744 13,224 8,738
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Fruktosa [g.1"] Glukosa [g.I"]

Kod

SZPI C18 ionex SZPI C18 ionex
110140 13,417 14,126 13,404 11,046 11,890 11,042
110141 6,516 7,105 6,514 5,556 6,545 5,553
110142 11,460 11,995 11,453 11,511 13,995 11,513
110143 17,106 18,559 17,098 16,097 15,662 16,086
110144 4,662 5,473 4,655 2,816 3,195 2,815
110178 5,454 6,453 5,447 3,788 5,511 3,788
110180 19,103 19,762 19,114 1,947 2,434 1,949
110182 3,383 6,678 3,373 2,772 5,255 2,769
110183 7,302 8,794 7,294 0,836 1,224 0,841
110184 12,555 16,673 12,560 0,912 3,910 0,908
110185 22,099 24,006 22,097 2,637 3,005 2,637
110186 113,508 123,557 113,495 40,802 43,159 40,786
110206 10,907 10,394 10,889 8,724 10,808 8,716
110207 10,914 14,315 10,905 9,547 11,514 9,538

Chromatografickou kolonou C18 byla zjiSténa pritomnost sacharosy pouze u jednoho
vzorku vina, 110142 — Chardonnay ptivodem z Mad'arska a to ve mnozstvi které nebylo dobte
odliSitelné od Sumu.

Zatimco u ionexové kolony byla sacharosa nalezena v osmnacti druzich vin, viz Tab 26,
coZ je znamkou falSovani vina. Ve vétSiné vzorcich bylo nalezeno mensi mnozstvi mannitolu,
ktery vznika pfirozené redukci druhého uhliku fruktosy ptisobenim pouzitych kvasinek.

Tab 26: Obsahy sacharosy ve vzorcich vin

3 i . Sacharosa __. i . Sacharosa
Nazev vina a ptavod 4 Nazev vina a ptivod 4
[g1'] [g.1']
Znamkové vino, CR, riizové 0,229  Miiller thurgau, H, bilé 0,453
Chardonnay, CZ, bilé 0,364 Znamkové vino, E, bilé 0,441
Ryzlink vlassky, CZ, bilé 0,444 Rulandské sedé, CZ, bilé 0,606
Ryzlink rynsky, CZ, bilé 0,606  Sumivé soare, PL, bilé 0,460
Zweigeltrebe, CZ, rizové 0,257 Svatovavrinecké, SK, cervené 0,549
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Sacharosa Sacharosa

Nazev vina a pivod Nazev vina a pavod

[g.1'] [g.1"]
Cervené vino, smés EU 0,307 Savignon, H, bilé 0,317
Miiller thurgau, CZ, bilé 0,290 Schardonnay, H, bilé 6,681
Rosé, CZ, ruzové 0,414 Palava, CZ, bilé 0,550
Miiller thurgau, CZ, bilé 0,307 Veltlin zeleny, CZ, bilé 0,676
Cabernet sauvignon, CZ, Cerv. 0,341

Obsahy sacharidi ve Stave z Cerného bezu je znazronén v Tab 27, na chromatografické
koloné C18 je obecné obsah fruktosy i glukosy vyssi nez na ionexové.

Tab 27: Srovndni obsahu sacharidii ve vzorcich z ¢erného bezu (12 vzorkil)

Odrada éerného Fruktosa [g.I"'] Glukosa [g.1"]
bezu C18 ionex C18 ionex
DANA 0,0302 0,0218 0,0490 0,0270
ALLESO 0,0333 0,0163 0,0472 0,0176
BOHATKA 0,0074 0,0147 0,0138 0,0205
HEIDEGG 13 0,0171 0,0120 0,0286 0,0130
SAMBO 0,0168 0,0100 0,0273 0,0144
SAMPO 0,0197 0,0099 0,0435 0,0148
SAMBU 0,0202 0,0062 0,0420 0,0094
HASCHBERG 0,0353 0,0143 0,0611 0,0178
WEIHENSTEPHAN 0,0114 0,0074 0,0207 0,0114
SAMYL 0,0266 0,0115 0,0501 0,0112
ALBIDA 0,0252 0,0080 0,03275 0,0138
KOSKOR 0,0235 0,0177 0,03586 0,0235

Zatimco v Cerném bezu byly pritomny jen glukosa a fruktosa, u drobného ovoce to byla uz
i sacharosa. Mnozstvi sacharidi v jednotlivych druzich drobného ovoce jsou znazornény
v Tab 28, kde je také vidét, Ze na C18 byla sacharosa také zjiSténa u Cerného rybizu a justy,
zatimco na ionexové koloné pouze u angrestu.
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Tab 28: Srovndni mnozstvi sacharidii v drobném ovoci

Fruktosa [g.]""] Glukosa [g.I"] Sacharosa [g.1"]

Druh ovoce
C18 ionex C18 ionex C18 ionex

cerny rybiz 0,0514 0,0830 0,0489 0,0668 0,0178 -
Cerveny rybiz ~ 0,0496 0,0647 0,0531 0,0458 - -
angrest 0,1861 0,1555 0,1613 0,1423 0,0243 0,0414
justa 0,1692 0,1289 0,1581 0,0925 0,1594 -

4.4 Srovnani vhodnosti kolon pro stanoveni vzorki obsahujici tagatosu

Z obrazki, na kterych je optimalizace metody, Obr 17-21 a Obr 29-32. Je vidét, Ze pro
stanoveni tagatosy ve vzorku pomoci RID je vhodnéjsi kolona C18, protoZe touto detekci
nebyla na ionexové koloné vidét.
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Obr 33: Porovndni dvou vybranych chromatogramti pro vhodnost stanoveni tagatosy
ve vzorku; kolona C18 (nahore), kolona ionexova (dole);

tagatosa (1), fruktosa (2), glukosa (3) a sacharosa (4)

[min.]

65



5 ZAVER

V ramci literarni reSerSe byly z dostupnych zdroji zpracovany informace o zakladnich
pfirozenych sacharidech v napojich.

Hlavnim cilem této prace bylo porovnani metod pouZivanych ke stanoveni jednoduchych
cukri pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie na dvou kolonach, alkylové (C18)
a ionexové s RID a jako kontrolni detekci poslouZila oblast UV-VIS.

V experimentalni Casti byly stanoveny jednoduché sacharidy ve vzorcich vin, Staveé
z Cerného bezu a drobného ovoce. Pro kvalitativni vyjadreni byly vyuZity kalibracni zavislosti
pro jednotlivé standardni roztoky, zaroven byly porovnany retencni casy vSech vyskytujicich
se sacharidu.

Byla analyzovéana jak vina bila, ¢ervend tak také vina riZova. Celkovy rozsah sacharidi
obsazenych ve vzorcich byl v rozmezi 2,9-166,7 g.1" na alkylové koloné a 2,8-154,9 g.I"
na ionexové koloné, pficemz vino obsahujici nejvic fruktosu bylo vino ¢. 110186 — Pélava
z Moravy, nejméné pak €. 110094 — Miiller thurgau z Moravy. Naopak nejvice glukosy
obsahovalo opét vino ¢. 110186 — Palava z Moravy a nejméné ¢. 110095 — Rose z Moravy.
U fady vin byla navic zjiSténa pfitomnost sacharosy a to v rozmezi 0,2-6,6 g.1"', coZ miZe byt
ukazatelem falSovani vin, presnéji protipravni doslazovani vin po pribéhu fermentace.
Nejvice sacharosy bylo ve vzorku ¢. 110142 — Chardonnay z Madarska. V 93 %
analyzovanych vin byl zjiStén mannitol, cukerny alkohol vznikly redukci C2 na fruktose
pisobenim kvasinek. Tento alkohol ma za nésledek negativni senzorickou zménu vina.
Rozmezi mannitolu se pohybovala od 0,6-11,1 g.l”, pficemZ nejvice jej obsahovalo vino
110186 — Palava z Moravy a nejméné pak 110086 — Veltlinské zelené z Moravy.

V pfipravenych vzorcich $tav z cerného bezu byla stanovena pouze glukosa a fruktosa
a to v celkovém obsahu od 0,044-0,099 g.I" z 1 g plodi. Nejvice sacharidti obsahovala odrtida
Haschberg. Naopak Stavy z drobného ovoce obsahovaly i mnozZstvi sacharosy. Na alkylové
koloné bylo celkové mnoZstvi stanoveno na 0,11-0,48 g.1"', nejvice obsahoval angrest,
na ionexové koloné bylo naméfeno 0,11-0,29 g.I"" sacharidi, opét nejvice v angrestu.

Pokud se jedna o vhodnosti jedné nebo druhé kolony, tak pravé tou vhodnéjsi pro
stanovovani sacharidi v téchto vzorcich byla shledana kolona ionexové, kterd byla presnéjsi
a citlivéjsi. DalSim diivodem pro toto tvrzeni je to, Ze pouzita alkylova kolona je starsi a jiz
néjakou dobu uzivana k analyzam.

Druhou fazi této prace je optimalizace metody pro vzorky obsahujici tagatosu. Jak na
alkylové tak na ionexové koloné byly pouZzity rizné druhy mobilni faze jako ukazatel
optimalizace, ostatni parametry analyzy ztstaly stejné. U alkylové kolony byla kritickou mezi
pro spravné rozliSeni mobilni faze o sloZeni ACN:W — 80:20. U kolony ionexové byly
proméreny taktéZ rtizné mobilni faze o rizném sloZeni, avSak u této kolony byla tagatosa
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vyplavovana zaroven s fazi nastfiku, na RID tedy nebyla zaznamenana ani pfi sloZzeni MF 95
ACN a 5 W, byla pouze vidét na kontrolnim detektoru UV-VIS. Vysledkem tedy je, Ze pro
analyzu tagatosy na této koloné je tfeba ji zaznamenavat na UV-VIS detektoru, nebo tuto

chromatografickou kolonu na tuto analyzu nevyuZivat. Kazdopadné tato problematika by stala
za dalsi praci.
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7 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

7.1 Symboly a jednotky

g
kJ

g/cm’
°C

g/l
g/mol
MPa

h
mmol/l
mg/kg
cm

% hm

kcal/g
% obj
ml

1

ml/min

7.2 Zkratky
aj.
CAS
pH
cAMP
Napr.

g.

gram

kilojoule

gram na kubicky centimetr

stupné Celsia

gram na litr

gram na mol
megapasscal

hodina

milimol na litr
miligram na kilogram
centimetr
hmotnostni procenta
metr

kilocalorie na gram
objemova procenta
mililitr

litr

mililitr za minutu

zkratka a jiné

jednotka hmotnosti

jednotka energie

jednotka hustoty

jednotka teploty

jednotka koncentrace
jednotka molekulové hmotnosti
jednotka tlaku

jednotka miry ¢asu

jednotka koncentrace
jednotka obsahu

jednotka délky

jednotka obsahu

jednotka délky

jednotka energie na hmotnost
jednotka obsahu

jednotka objemu

jednotka objemu

jednotka pritoku

chemical abstract services

jednotka kyselosti

cyklicky adenosinmonofosfat

zkratka napriklad

zkratka to je



GI
ADA

CaCl,
FDA
SCFA
Tv
Cu?®
Cu,O
NMR

HPLC
MF
UV-VIS
CzZ

EU

A

H

E

PL

IT

SK
FCH VUT
SZPI
ACN
\\

RID

glykemicky index

The american diabetics association
koeficient presyceni

chlorid vapenaty

The food and drug administation

Short chain fatty acid

teplota varu

médnaté ionty

oxid médny

nuklearni magneticka rezonance
molekulova hmotnost

Hight performance liquid chromatography
Mobilni faze

ultrafialové a viditelné

Ceska republika

Evropska tnie

Rakousko

Mad'arsko

Spanélsko

Polsko

Italie

Slovenska republika

Fakulta chemicka, Vysoké uceni technické
Statni zemédélska a potravinarska inspekce
acetonitril

deionizovana voda

refraktometricky detektor
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8 PRILOHY

Pfiloha 1: Naméfené hodnoty kalibra¢ni zavislosti pro C18

. Glukosa
et Plocha piku [mV.s] O Piku Smir. SI:::::]:/::I
I. IL TIL. IV. [mV:s]  odchylka = .
0,3 90,453 108,640 87,543 92,786 94,855 7,310 7,163
1,5 183,528 148,699 158,931 188,876 170,009 14,937 14,638
3,0 249,272 297,440 269,645 280,021 274,095 15,595 15,283

15,0 1049,451 1741,496 738,164 918,286 1111,849 339,840 333,037

30,0 2225,689 2441,156 2673,518 2451,126 2447,872 141,659 138,824
. Fruktosa

Plocha piku [mV.s I 1

ot p [ 1 0 Piku Smiér. nt:erl\lzﬁ

c [g. spolehliv
& 1L 111 IV. [mVs] odchylka
osti

14,807

110,012 123,745 89,650 80,651 101,014 15,110
252,077 272,707 275,549 13,592 13,321

487,971 459,963 17,991 17,631
1600,707 435,670 426,948
187,612 183,857

0,3
1,5 285,660 291,753
3,0 469,851 444,028 438,001
15,0 1171,073 1565,251 2405,548 1260,976

30,0 3067,682 3336,163 3010,007 2745,698 3039,888
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Sacharosa

- Plocha piku [mV.s] 0 Piku Smir: :;:le:l\lzl;:i
L L. IIL IV. [mV:s]  odchylka = .
0,3 60,769 91,863 63,787 80,650 74,267 11,335 11,108
1,5 100,673 138,959 123,768 102,836 116,559 14,103 13,820
3,0 209,850 184,028 218,001 207,971 204,963 11,324 11,098
150 871,073 865250 955,548 1290,957 995,707 155,781 152,662
30,0  2067,682 2136,163 1915698 1750,007 1967,388 133,019 130,356
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Priloha 2: Namérené hodnoty kalibracni zavislosti pro C18
. Glukosa

Plocha piku [mV.s I 1
Clg. spolieniivo
& I 1L III. IV. [mVs]  odchylka "

1,0 697,263 682,369 741,177 638,455 689,816 10,532 16,758
3,0 998,191 1271,984 1186,449 1083,727 1135,088 119,383 189,966
5,0 1753,256  1841,252 1848,615 1745,893 1797,254 55,219 87,866
10,0 3303,361 4100,391 3753,237 3650,515 3701,876 328,077 522,044
15,0  5812,659 5635,269 5775,325 5672,603 5723,964 83,685 133,161
30,0 10346,370 9755,693 10102,390 9999,672 10051,033 244,763 189,473

. Fruktosa

Plocha pik V.
- ocha piku [mV.s] 0 Piku Smér. Intle;\l/.:;ll
clg. spolehlivo
& L L. 1L IV. [mVs] odchylka T i

1,0 795,838 711,300 815,583 691,555 753,569 61,278 97,506
3,0 1028,348 1265,056 1208,716 1084,688 1146,702 109,098 173,599
5,0 1621,800 1825,377 1785,603 1661,575 1723,588 97,319 154,857
10,0 3611,572 4454,806 4095,203 3971,175 4033,189 347,953 553,670
15,0  6356,557 6291,926 6386,256 6262,228 6324,242 57,097 90,853
30,0 11560,000 10693,590 11188,811 11064,782 11126,793 357,316 568,569
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. Sacharosa

Plocha piku [mV.s

- P [ 1 0 Piku Smér. Intle:l\l/f:ll
cle. spolehlivo

& II. III. V. [mV.s]  odchylka P ;

sti

1,0 737,397 745,632 819,884 663,146 741,514 64,076 101,959

3,0 1078,448 1383,242 1309,241 1152,476 1230,845 139,920 222,644

5,0 1674,613 1889,579 1860,465 1703,727 1782,096 108,610 172,823
10,0 3631,322 4420,635 4104,343 3947,605 4025,974 328,524 522,754
15,0 6600,769 6377,444 6567,476 6410,738 6489,107 111,386 177,239
30,0 11652,110 11768,991 11788,909 11632,180 11710,545 79,823 127,016
. Mannitol

Plocha piku [mV.s

- P [ 1 0 Piku Smr. Intle:l/.;;ll
cle. spolehlivo

g 1I. I11. V. [ mV.s ] odchylka P i

sti

1,0 59,872 62,325 69,749 52,448 61,099 7,134 11,352

3,0 109,197 115,367 120,933 103,631 112,282 7,499 11,933

5,0 247,542 260,716 262,780 245,478 254,129 8,878 14,127

10,0 446,585 485,981 461,434 444132 452,782 8,689 13,827
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Priloha 3: Naméfena data SZPI enzymaticky na SPECOLU

Koncentrace [g.]"]

Koncentrace [g.]"]

Kéd vina Z [gl'] Kéd vina Z gl
fruktosa glukosa fruktosa glukosa

110057 35,332 9,846 45,18 110122 13,534 1,856 15,39
110060 5,736 1,662 7,40 110123 7,235 0,589 7,82

110061 7,582 2,514 10,10 110135 18,201 18,019 36,22
110062 6,598 6,057 12,66 110136 35,098 29,457 64,56
110063 4,196 4,551 8m75 110137 11,577 7,802 19,38
110064 7,247 7,052 1430 110138 10,466 8,744 19,21
110086 9,255 1,433 10,69 110140 13,417 11,046 24,45
110088 4,082 0,661 4,74 110141 6,516 5,556 12,07
110090 3,260 0,539 3,80 110142 11,460 11,511 22,97
110091 1,978 0,592 2,57 110143 17,106 16,097 33,20
110094 1,378 1,422 2,80 110144 4,662 2,816 7,48

110095 9,355 0,398 9,75 110178 5,454 3,788 9,24

110098 3,978 3,986 7,96 110180 19,103 1,947 21,05
110101 2,259 1,799 4,06 110182 3,383 2,772 6,15

110103 1,617 1,935 3,55 110183 7,302 0,836 8,14

110107 5,046 4,810 9,86 110184 12,555 0,912 13,47
110108 4,624 4,166 8,79 110185 22,099 2,637 24,74
110109 3,533 3,373 6,91 110186 113,508 40,802 154,31
110118 11,008 10,731 21,74 110206 10,907 8,724 19,63
110119 11,008 11,129 22,14 110207 10,914 9,547 20,46
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