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ABSTRAKT

Bakalaiska prace se zabyva metodami analyzy sacharidi pomoci HPLC-RI. Teoreticka ¢ast
zahrnuje obecnou charakteristiku sacharidi a jejich vlastnosti, mozné extrakce sacharidii a
metody stanoveni sacharidii. Ddle je v praci popséna piiprava vzorkd (extrakce a Cifeni)
pro stanoveni sacharidit pomoci HLPC-RI. Nasledné stanoveni sacharidii pomoci HPLC-RI
zahrnuje obecny popis této chromatogratické metody spolu s charakteristikou pouzivanych
detektorti, s diirazem zejména na refraktometrickou detekci. Zavére¢na kapitola teoretické
¢asti pojednava o vlastnim stanoveni cukrli ve vybranych potravinach pomoci HPLC-RI.
V praktické ¢asti bakalaiské prace byla nejdiive optimalizovana pfiprava vzorku pro na-
sledné chromatografické stanoveni mono- a oligosacharidt. Z testovanych ¢itidel byla jako
nejvhodnéjsi zvolena Carrezova c¢inidla. Pro tuhé a polotuhé vzorky byla vybrana teplota
extrakce 50 °C. Barevné vzorky byly podrobeny extrakci na pevné fazi. Nasledné byly cuk-
ry stanoveny ve vybranych potravinach dostupnych v bézné trzni siti (ovocné sirupy, Stavy
a napoje, energetické napoje, ovocné protlaky, med, kecup, hoicice, krekry a jiné) a zjiste-
né hodnoty byly porovnany s idaji uvedenymi na obalech vyrobki. Na zaklad¢ zjisténych
odchylek 1ze konstatovat, Ze navrzeny postup piipravy vzorkl i naslednd metodika stano-

veni, jsou vhodné pro stanoveni cukrti v analyzovanych potravinach.

Kli¢ova slova: monosacharidy, oligosacharidy, cukry, HPLC-RI, ¢ifeni, extrakce, optimali-

zace



ABSTRACT

This thesis deals with the methods of saccharides determination by HPLC-RI. The theoreti-
cal part includes general characteristic of saccharides and their properties, possible ex-
traction of saccharides and methods of saccharides determination. The thesis describes the
preparation of samples (extraction and clarification) for a saccharides determination by
HPLC-RI. Subsequent saccharides determination by HPLC-RI includes a general descripti-
on of this chromatographic method with the characteristics of detectors, with the emphasis
on refractive detection. The final chapter of theoretical part is about saccharides determina-
tion by HPLC-RI in selected foodstuff. Sample preparation for the chromatographic deter-
mination of mono- and oligosaccharides was firstly optimized in the practical part of this
thesis. Of the tested clarifiers Carrez reagents were chosen as the best option. Temparature
of extraction 50 ° C was selected for solid and semi-solid samples. Coloured samples were
cleaned also by solid phase extraction. Subsequently sugars were determined in selected
foodstuff available in the current market network (fruit syrups, juices and drinks, energy
drinks, fruit snacks, honey, ketchup, mustard, crackers, etc.) and the obtained values were
compared with the data presented on the product packaging. Based on the deviation obser-
ved it can be stated, that the proposed samples preparation and subsequent chromato-

graphic method is suitable for the sugar determinations in the foods analyzed.

Keywords: monosaccharides, oligosaccharides, sugars, HPLC-RI, clarification, extraction,

optimization
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UVOD

Sacharidy jsou biomolekuly, které obsahuji ve své struktufe asymetricky uhlik, diky které-
mu jsou tyto latky opticky aktivni (sta¢i rovinu polarizovaného svétla). Z chemického hle-
diska jsou sacharidy polyhydroxyaldehydy nebo polyhydroxyketony. Jako cukry se oznacu-
ji mono- a oligosacharidy. Spole¢nou vlastnosti cukrt je jejich rozpustnost ve vodé a na-

sladla chut’ [1].

Metod stanoveni sacharidii je velmi mnoho. Podstata stanoveni spociva jak v ptipraveé
vzorku, tak i ve vlastnim stanoveni. Klicovym krokem je vSak ptiprava vzorku. Nejdiive je
nutné ze vzorku sacharidy vyizolovat. K tomuto ucelu se pouziva separa¢ni metody extrak-
ce, ktera slouzi také k ptecisténi vzorku. V ptipadé tuhych nebo polotuhych vzorki je pred
extrakci nejdiive nutné vzorek rozmélnit. Kvalita a ¢innost separace je dana vhodnou vol-
bou rozpoustédla pouzitého pro extrakci. V piipade Spatné zvoleného extrakéniho postupu
dojde k vyizolovani malého ptipadné¢ zadného mnozstvi sacharidi, coz vede k neefektivité
extrakce. Po extrakci je dilezité ze vzorku odstranit latky, které by rusily nasledné stano-
veni pomoci HPLC. Odstranéni ruSicich elementd je uskuteéniovano ¢ifenim vzorku, po-
moci Citicich ¢inidel. Nejpouzivanéjsi Cifici ¢inidla jsou Carrezova ¢inidla. Carrezova €ini-
dla se hojné pouzivaji z divodu vysoké ucinnosti pii odstrafiovani bilkovin ze vzorku a

také z dlivodu ucinnosti jak v kyselém, tak i v neutralnim prostiedi [2,3].

Podminky extrakce a Cifeni je mozné optimalizovat. U vzorkl, ze kterych se sacharidy
Spatné izoluji, se extrakce provadi za pouziti vyssich teplot, ¢imZ se usnadni ptechod sa-
charidd do rozpoustédla. Dal§i moZznou volbou optimalizace metodiky je také vymrazova-
ni. Vymrazovanim se snizuje, piipadné potlacuje nezddouci metabolickd aktivita nékterych

v

enzymi. Cifeni je mozné zoptimalizovat vhodnou volbou &ificich ¢inidel, ptipadné jejich
kombinaci. Vzhledem k vysoké efektivité Cifeni Carrezovymi €inidly je dobra kombinace
prave jich a ostatnich ¢iticich ¢inidel [2,3.4].

Vlastni stanoveni je také mozné riznymi metodami. Chromatografické metody jsou
chromatografii na tenké vrstve, nahrazuje vysokoucinnd kapalinova chromatografie, ktera,

je-li doplnéna o vhodné detektory umoznujici stanoveni, poskytne informace o kvalitativ-

nim i kvantitativnim zastoupeni jednotlivych sacharidi [5,6].
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Tato prace je zaméfena na stanoveni sacharidl z riznych potravin pomoci HPLC-RI. Prak-
tick4 ¢ast se zabyva i problematikou optimalizace metodiky pfipravy vzorkd pro stanoveni

sacharidd v riznych typech potravin pomoci HPLC-RI.
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I. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA SACHARIDU A JEJICH STANOVENI

Sacharidy jsou zakladnimi sloZzkami vSech Zivych systému. Jsou také nejrozsahlejsi skupi-
nou organickych latek. Z chemického hlediska jsou sacharidy polyhydroxyaldehydy a poly-
hydroxyketony [1].

1.1 Obecna charakteristika sacharidu

Zakladni déleni sacharidd je na dvé hlavni skupiny, jednoduché a slozené. Do skupiny jed-
noduchych sacharidii fadime pouze monosacharidy, napi. D-glukéza, D-galaktéza. Tyto
sacharidy jiz neni mozné déle hydrolyticky $tépit na mensi cukry. Monosacharidy 1ze dale
délit podle ptitomné funkéni skupiny na aldézy (aldehydova skupina) a ketoézy (ketonova
skupina). Slozené sacharidy jsou sloZeny ze dvou a vice monosacharidovych jednotek spo-
jenych glykosidovymi vazbami. Mezi slozené sacharidy fadime oligosacharidy a polysa-
charidy. Oligosacharidy obsahuji dvé az deset monosacharidovych jednotek. Napft. sa-
char6za obsahuje dvé monosacharidové jednotky, a to D-glukozu a D-fruktézu. Polysacha-
ridy jsou analogicky sloZeny z vice neZ deseti monosacharidovych jednotek [1,7]. Tato

bakalafska prace se zabyva pouze cukry, tedy mono- a oligosacharidy.

Empiricky vzorec vétSiny sacharidd, které jsou ptitomny v potravindch, je (CH,0O),. Nejvi-
ce jsou v potravinach zastoupeny mono- a oligosacharidy. Mono- a oligosacharidy jsou
sacharidy rozpustné ve vodé¢, majici sladkou chut’. Tyto nizkomolekularni latky se oznacuji

jako cukry [8.9].

Cukry jsou obsazeny v témét vSech potravinach. Ve velkém mnozstvi jsou hlavné v ovoci.
Nejcastéjsimi cukry, vyskytujicimi se v potravinach, jsou glukoéza, fruktéza, sacharoza,
laktoza a maltéza. Glukdza, oznacovana jako hroznovy cukr, je pfitomna ve volné forme
hlavné v ovoci a medu. Jeji hladina v krvi ¢lovéka by se méla pohybovat v rozmezi 3,5 —
5,6 mmol.I"". Glukéza je aldohex6za, ve vazané formé je soucasti nékterych oligo- a poly-
sacharidi. Fruktoza, neboli ovocny cukr, je ketohexdza a je také pfitomna v ovoci. Spolec-
né s glukozou je piidavana do potravin ve formé glukozo-fruktézového sirupu. Sacharéza
je a-D-glukopyranosyl-(1—2)-B-fruktofuranosid. Je tedy tvofena molekulou glukozy a
fruktézy. Vazba mezi glukozou a fruktézou je P (1—2). Sachar6za se nachazi ve vegeta-
tivnich castech rostlin a v plodech rostlin. Hlavni primyslovy zdroj sachar6zy je cukrova

titina a cukrova fepa, proto se také nazyva jako fepny cukr. Sacharéza je neredukujici disa-
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charid. Laktoza, mléény cukr, je obsaZzena v mléce a v mléénych vyrobcich. U potravin
upravenych mléénym kvasenim (napf. jogurt) je jeji obsah nizky. Laktéza je slozena
z jednotky galaktozy a glukdzy, je B-D-galaktopyranosyl-(1—4)-f-D-glukopyranoza. Vaz-
ba mezi galakézou a glukozou je tedy p (1—4). Laktéza mé oproti sachar6ze volnou polo-
acetalovou skupinu na prvnim uhliku a je tedy redukujici disacharid. Maltéza se nazyva
jako sladovy cukr. Je slozena ze dvou glukézovych jednotek a je a-D-glukopyranosyl-
(1—4)-a-D-glukopyranéza. Vazba mezi témito aldohex6zami je a (1—4). Je obsazena
v kliccich semen rostlin, ale také v medu. Malt6za obsahuje volnou poloacetalovou skupi-

nu na prvnim uhliku jako lakt6za, je tedy také redukujici disacharid [1,10,11].

1.2 Extrakce sacharidu

Extrakce je nejstarsi a nejjednodussi zpisob ¢isténi vzorku analytu od latek, které by rusily
nasledné stanoveni. Sacharidy jsou extrahovany pouzitim tradi¢nich metod, jako je extrak-
ce kapaliny kapalinou a extrakce pevné latky kapalinou. SraZeni nezadoucich latek
z roztoku se provani rtiznymi &inidly. Casté je pouziti Carrezovych ¢inidel. Tato &inidla
vysrazi z roztoku proteiny nebo lipidy, které by rusily nasledné stanoveni. Na podobném
principu je také zaloZené srdzeni kyselinou trichloroctovou, acetonitrilem nebo kyselinou
chloristou. Srazecich neboli ¢iticich ¢inidel je velké mnozstvi [2,3]. O detailngj$ich princi-

pech a zptisobech aplikace nejcastéji vyuzivanych ¢inidel bude pojednano v kapitole 2.

Kvalita extrakce je charakterizovana tim, jak je separace ucinnd a také tim, zda nedoslo
k poskozeni integrity jednotlivych frakci cukri, aby se zabranilo pfipadnym ztratdm. Obec-
n¢ plati, Ze ucinnost extrakce je siln¢ ovlivnéna polaritou pouzitych rozpoustédel. Extrakce
sacharidi z vodného prostiedi je slozitéjsi tkol vzhledem k tomu, Ze jsou mélo rozpustné
v organickych rozpoustédlech. Fruktoza a glukoéza je piiblizné dvakrat tak rozpustnéjsi ve
smési voda/metanol nez ve smési voda/etanol. Sachardza je dokonce tiikrat tak rozpustnéj-
§i. Celkové mnozstvi vyextrahovaného cukru je tedy ovlivnéno zvolenym zpisobem ex-
trakce. Mén¢ vhodna extrakéni Cinidla a $patné zvoleny extrakéni postup miize mit za na-
sledek to, Ze ve vyextrahovaném vzorku neni pozadovany obsah cukri, jaky byl pfedpokla-

dany, a to zejména v ptipadé extrakce monosacharidii [2,3].
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1.3 Metody stanoveni sacharidu

Stanoveni sacharidii je mozné velkym mnozstvim metod. Lze je stanovit metodami che-
mickymi (gravimetrickd a titra¢ni metoda), fyzikalnimi (polarimetrie, refraktometrie), také
metodami fyzikéalné-chemickymi (kolorimetrie) a metodami biologickymi (kvasné metody)

[5.6].

Titra¢ni metody se v potravinaiském pramyslu pouZzivaji pro stanoveni redukujicich cukra.
Vyuziva se pfitom Bertrandovych a Schoorlovych metod titrace, kde se stanoveni redukuji-
cich sacharidi provadi pomoci Fehlingovych ¢inidel. Gravimetrie se vyuziva pro stanoveni
Skrobu, kdy je nejprve nutné pievést skrob na rozpustnou formu extrakci vodou a srazenim
etanolem. Princip polarimetrie je ve schopnosti sacharidl, jako opticky aktivnich latek,
stacet rovinu polarizovaného svétla. Refraktometrické stanoveni vyuziva méfeni indexu
lomu stanovované slozky. Kolorimetrickd metoda je zaloZzena na méteni redukujici sily
arsenomolybdenovym ¢inidlem. Spole¢né s biologickymi metodami se jizZ moc nepouziva

[5,6,12].

Jednou z nejpouzivangjSich modernich metod je chromatografické stanoveni sacharidd. Na
oddéleni mono- a disacharidli se diive hojné¢ pouzivala chromatografie na tenké vrstvé
(TLC — Thin Layer Chromatography), nyni je nahrazovana vysokou¢innou kapalinovou
chromatografii (HPLC — High Performance Liquid Chromatography) [6,13]. Tato moderni

metoda analyzy sacharidti bude vice popsana v kapitole 3.
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2  PRIPRAVA VZORKU PRO STANOVENI SACHARIDU POMOCI
HPLC

Pted vlastnim stanoveni sacharidii pomoci HPLC je nutné sacharidy vyizolovat ze vzorku.
Sacharidy se ve vétsing ptipadl izoluji z potravin pomoci extrakce. Extrakce je jednoducha
separacni metoda, ktera se pouziva k izolaci sacharidi ze vzorku, ale také k jejich ¢isténi
za pouziti vhodného rozpoustédla. Jak jiz bylo zminéno v kapitole 1.2, volba extrakéniho
¢inidla je velmi dulezitym krokem k tomu, aby bylo pfi extrakci dosazeno co nejvyssi

ucinnosti [2,3].

Po extrakci je nutné ze vzorku odstranit dal$i nezadouci latky, které by rusily stanoveni na
kapalinovém chromatografu. Odstranéni nezadoucich latek se provadi pomoci ¢ifeni. Cite-
nim se odstrani pfipadny zakal roztoku a nesacharidové slozky obsazené v roztoku. Na

4

Citici roztoky je kladen jeden zasadni pozadavek a to, Ze nesmi sacharidy absorbovat. Ve
veétsin€ piipadd se piidavkem ¢ificiho ¢inidla a naslednou filtraci ziska ¢iry roztok. Pokud
tomu tak neni, je nutné pouzit dal$i metody, kterymi by se Cirosti roztoku docililo. Vhodné
je vyuziti extrakce na pevné fazi — SPE (Solid Phase Extraction). Pfi SPE jsou vzorky fil-
trovany pies pevny sorbent, ktery je umistén ve formé kolonky, a promyvany malym mnoz-
stvim rozpoustédla. Pevny sorbent se voli v zavislosti na povaze analyzované latky. Vyho-

dou této techniky je to, Ze se da snadno automatizovat, je flexibilni a ekologicky vyhodna,

vzhledem k pouziti malého mnozstvi rozpoustédla [3,5,14].

2.1 Extrakce vzorku

Princip extrakce tkvi v v pfechodu analyzované slozky, ktera je v kapalné nebo tuhé fazi,
do kapalné faze rozpoustédla. Nejcastéji pouzivana rozpoustédla jsou voda a alkoholy nebo
jejich smés. Pouziti vody jako extrakéniho ¢inidla je velmi bézné, avSak né¢kdy je pied vo-
dou uptednostiiovano pouziti etanolu, ptipadné¢ smési etanol/voda a to z diivodu potlaceni
metabolické aktivity enzymu. Potlaceni aktivity pomtZze zachovat strukturu sacharidi ve
vzorku a také se tim d4 vyhnout vz4jemné interkonverzi cukrt. Nicméné, pouZiti etanolu
jako extrakéniho ¢inidla, nutné nemusi potlac¢it veskerou enzymatickou aktivitu. Napiiklad
aktivita enzymu invertdzy neni timto zpisobem extrakce nijak vyrazné potlacena. Enzyma-
ticka aktivita je nejucinnéji potlacena vhodnou piipravou vzorku (napi. Sokové zmrazeni,

vymrazovani). Metoda vymrazovani vzorku je zaloZena na podobném principu jako ex-
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trakce etanolem, a to na potlaceni metabolické aktivity enzymti, zptisobujici degradaci cuk-
ri béhem analytického procesu. V této praci je tato metoda experimentalné aplikovana

[2.3,14].

Byla popsana i extrakce sacharidii fedénymi kyselinami. Extrakce fedénymi kyselinami
vSak neni vhodna pro analyzu nestrukturnich sacharidi, tedy cukri. Pti extrakci stejného
vzorku vodou a 0,5 M H,SOj4 bylo prokazano, Ze kyselina podstatné narusila integritu cuk-

ri [2,3].

2.2 Cireni vzorku

Cificich ¢inidel existuje velké mnozstvi. Obecny princip Cifeni je vysrazet z roztoku neza-
douci latky. Cifici ¢inidlo, které by vyhovovalo vSemi svymi vlastnostmi v§em stanovova-
nym latkam, neexistuje. Bud’ je problém v tom, Ze ma maly ¢ifici efekt, nebo naopak velky

e

Citici efekt, avSak ¢asteCné absorbuje i stanovované cukry [3,14].

2.2.1 Cifeni podle Carreze

Pti pouziti Carrezovych ¢inidel se ve vyextrahovaném cukerném roztoku vytvofi srazenina
hexakyanozeleznatanu zine¢natého. K ¢ifeni se pouziva 30% siran zine¢naty — Carrez I a
15% hexakyanozeleznatan tetradraselny — Carrez II. Vysoka uc¢innost pouzitim téchto ¢ini-
del je hlavné v kyselém nebo neutralnim prostfedi. U zasaditych roztokl je nutné jejich
okyseleni zfedénou kyselinou octovou. Carrezova ¢inidla u¢inné srazi bilkoviny v roztoku.
Podstatou vytvofeni srazeniny hexakyanozeleznatanu zine¢natého je nasledujici reakce:

[5,14,15]

2 ZnS0; + K4[Fe(CN)s] — Zna[Fe(CN)g] + 2 K»2SO4

2.2.2 Cireni neutralnim octanem olovnatym

Pouziva se 35% neutralni roztok oxidu olovnatého v kyselin€¢ octové. Octan se piidava do
analyzovaného roztoku do té doby, dokud se tvoii sraZzenina. V nekterych ptipadech ziista-
ne roztok zakaleny, coZ je zptisobeno piitomnosti uhli¢itanu olovnatého. Zakal se odstrani
10% hydrogenfosfore¢nanem sodnym. Jeho pouziti je vhodné pro ¢ifeni neutralnich rozto-

kt a nepftili§ se hodi pro Cifeni roztokd kyselych. Neutralni octan olovnaty odstranuje op-
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ticky aktivni organické kyseliny, ale odstranéni bilkovin je v tomto ptipadé nedokonalé

[5,14,15].

2.2.3 Cireni zasaditym octanem olovnatym

Pouzité mnozstvi zédsaditého roztoku octanu olovnatého, coz je roztok oxidu olovnatého
s octanem olovnatym, se li§i podle povahy analyzovaného vzorku. Nejvice se toto Cifeni
vyuziva v cukrovarnictvi. Zéasadity octan olovnaty srazi z neutralnich nebo slab¢ alkalic-
kych $tav jak vsechny opticky aktivni organické kyseliny, tak i bilkoviny. Uginnost &ifeni

se snizuje v kyselém prostiedi [5,14,15].

2.2.4 Cifeni podle Herlese

Citeni podle Herlese je principialné zaloZeno na vlastnostech zasaditého dusi¢nanu olovna-
tého, ktery vznika smisenim dusi¢nanu olovnatého a hydroxidu sodného. Pro co nejvétsi
ucinnost ¢ifeni je vhodné pfidat k analyzovanému vzorku nejprve dusi¢nan olovnaty, dobie
promichat a aZ poté piidat stejny podil hydroxidu sodného. Cifeni je vhodné pro slabé ky-
selé, neutrdlni nebo slabé zédsadité roztoky. Siln€ zasadité roztoky se okyseluji ziedénou

kyselinou octovou [5,14,15].

2.2.5 Citeni kyselinou fosfowolframovou

K cifeni se pouziva 5% kyselina fosfowolframova. Mnozstvi, které se k ¢ifeni pouzije, za-
visi na obsahu necistot. V kyselém prostredi srazi kyselina fosfowolframova bilkoviny

[5.14,15].

2.2.6 Ostatni ¢irici ¢inidla

Pti analyze cukrii v mléce je mozné pouzit kombinaci Carrezovych ¢ificich ¢inidel spolu
s 20% acetonitrilem. Acetonitril zptisobi snadnéjsi sraZeni bilkovin, ¢imZ se docili vetsi
¢irosti filtratu. Cifeni se také provadi pouzitim kyseliny wolframové, kyseliny trichlorocto-
vé nebo hydroxidem hlinitym. Pokud vzorek obsahuje anorganické soli nebo aminokyseli-

ny, je mozné pouziti ionexd jako Cificich ¢inidel. Mozné je také pouziti aktivniho uhli.

Problém vsak nastava v tom, ze aktivni uhli ¢aste¢né absorbuje cukry [4,14].
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3 STANOVENI SACHARIDU POMOCI HPLC-RI

Chromatografie je separa¢ni metoda, kterd je zaloZena na rozdilné separaci jednotlivych
slozek smési mezi dvémi nemisitelnymi fazemi a to fazi mobilni (pohyblivou) a fazi staci-
onarni (nepohyblivou). V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapalina a stacionarni
fazi je bud’ kapalina, nebo pevna latka. Stacionarni faze je ukotvena na pevném nosici

v chromatografické kolon€ ve formé sorbentu. Mobilni faze touto kolonou protéka [16,17].

3.1 Princip HPLC

Mobilni faze je u vysokoucinné kapalinové chromatografie pohanéna za pomoci ¢erpadla a
vysokého tlaku. Mobilni faze, kterd protece kolonou a vystupuje z ni, je dale vedena do
detektoru. Detektor na zakladé zmeény fyzikdlné-chemické veliiny zaznamenéava piitom-
nost separovanych slozek. Graficka odezva signalu detektoru na ¢ase je ve form¢ chroma-
togramu. Kazdé vyseparované slozce odpovidé jeden pik. Podle charakteru piku a srovnani
chromatogramu standardi lze urcit, o jakou latku se jedna. Separace a eluce jednotlivych
sloZek je siln¢ ovlivnéna jak vlastnosti faze mobilni, tak vlastnostmi faze stacionarni. Eluce
se provadi bud’ s konstantnim slozenim mobilni faze pfi pouziti izokratické eluce, nebo se
pti gradientové eluci sloZzeni mobilni faze programoveé méni. [zokraticka eluce se vice hodi
pro latky s podobnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi a naproti tomu gradientova eluce

je vyhodnéjsi pro latky s odlisSnymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi [16,18,19].

Zakladni cil chromatografie je dosdhnout co nejefektivnéjsiho rozdéleni jednotlivych slo-
zek za co nejkratsi ¢asovy horizont. HPLC metoda je vhodnd pro analyzu latek polarnich,
neté¢kavych a tepelné labilnich. Kvalita separace je umérna rozdilim v separaci jednotli-
vych slozek a ¢innosti kolony. Uginnost kolony je charakteristicka tim, jak moc se rozsi-

fuji zony separovanych latek na kolon¢ [16,17].

3.1.1 Schéma kapalinového chromatografu

Kapalinovy chromatograf obsahuje zasobniky mobilni faze s ¢erpadlem, davkovace vzorki
(autosampler, manudalni davkovaci ventil), separator latek (chromatograficka kolona, ter-
mostat kolony), detektor a pocitac s pfislusnym softwarem (schéma viz Obrazek ¢. 1). Za-
sobniky mobilni faze jsou opatieny zatkou, krou prochazi ddvkovaci hadice. Mobilni faze

je Cerpana pres filtry. Existuje spousta druhti kapalinovych chromatografii s riznymi ob-
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meénami, kde nékteré komponenty chybi a jiné jsou naopak piidany. Obecné musi byt kapa-
linovy chromatograf konstruovan tak, aby byl vliv mrtvych objemd, tj. reten¢ni objem ana-

lytu, ktery neni v koloné zadrzovan, omezen na minimum [16,20].

@ | Mobilni faze |

Y
9[ Odplynovac I

o[ Pumpa _l
@ Nastiikovy port|
(5]
°| Kolona l
\
°| Detektor |
@ |odpad |

Obrazek ¢. 1 Schéma kapalinového chromatografu SHIMADZU LC-104AD [21]

3.1.2 Davkovaci zarizeni HPLC

Davkovani vzorku je pro cely proces stanoveni analyzované latky velmi dilezité, pokud
totiz davkovani nebude dokonalé, mize se to projevit na rozmyvani pikd vlivem mimoko-
lonového piispévku davkovaciho zatizeni. Diive se pouzivalo davkovani vzorku formou
injekéni stfikacky. Dnes se jiz tato metoda davkovani vzorku vyuziva méné a je nahrazena
vyuzivanim manudlnich smyckovych davkovact nebo automatickych davkovacu (tzv. au-
tosamplert). Autosamplery jsou vyhodné hlavné kvili pozadavku automatizace davkova-

ciho procesu, coz je pro laboratofe, které zpracovavaji velké mnozstvi vzorkl, vyhodné

[16,22].
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3.1.3 Kolony pro HPLC

Kolony pro HPLC jsou dnes vyrdbény komerénim zplisobem. Uzivatel tedy nemize ptilis
ovlivnit zpisob jejich konstrukce, miiZze si pouze vybrat mezi riznymi druhy sorbentl a

velikosti ¢astic v ndplni [16,20].

Vnéjsi povrch plasté chromatografické kolony se vétsinou vyrabi z nerezové ocele, plastu
nebo skla. Nerezova ocel je antikorozivni, avSak pii pouziti n¢kterych organickych roz-
poustédel nebo mobilnich fazi s chloridy, je ocel méalo odolnd. Na material, ktery tvori
vnitini povrch kolony, jsou kladeny urcité naroky. Material musi byt odolny jak vici vyso-
kym tlakim, tak i vii¢i chemickému ptisobeni mobilni faze. Pokud je to mozné, mél by byt

vnitini materidl kolony hladky [16,20].

Kolona (viz Obrazek €. 2) je sloZzena z kovového plasté (1), uzavieného kovovou fritou (2),
ve kterém je ulozena stacionarni faze (3). Frita zabrafiuje uvoliiovani stacionarni faze a
souc¢asn¢ umoznuje prichod faze mobilni. Kolony jsou na obou koncich uzavieny ochran-

nym krouzkem (4) s kovovou hlavici (5), kterou prochazi kapilara se Sroubem [16].

i = - }l‘[

Obrazek ¢. 2 Schéma chromatografické kolony [16]

Pro analytické ucely jsou vyuzivany chromatografické kolony o vnitinich primérech 2,1 —

5 mm, délce 10 — 300 mm s naplni o velikosti ¢astic 1 — 10 um [16].

Materialy, které se pouzivaji pro plnéni kolony, jsou ve velké vétsing slozeny ze silikagelu
nebo z podobné anorganické latky, na niZ je navazana stacionarni faze. Separace sacharidii
je na béZnych stacionarnich fazich nedokonald. Proto se pro stanoveni sacharidii pomoci
HPLC pouzivaji kolony na bazi sulfonované divinylbenzonové pryskyfice a silikagelu.
Také je mozné pouziti polymeru, pfipadné oxidu zirkonicitého nebo kiemene, jako sorben-

tu [23,24].
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3.1.4 Detektory pro HPLC

Detektory pro HPLC se déli na destruktivni a nedestruktivni. U destruktivnich detektorti
dochazi k nevratnym zménam detekované slozky a u nedestruktivnich detektorti k témto
zménam nedochéazi. Mozné je i jiné déleni detektorti, a to na koncentra¢ni a hmotnostni.
Detektory lze obecné rozdélit do ¢ty zakladnich skupin, které odpovidaji jejich vlastnos-
tem. Prvni skupinou jsou detektory s univerzalnimi vlastnostmi (refraktometricky detektor
a CAD — Charged Acorosol Detector). Druhou skupinou jsou detektory, detekujici speci-
fické vlastnosti vzorku (detektor fluorescencni, detektor spektofotometricky). Tteti skupina
zahrnuje detektory, které detekuji zmény mobilni faze (detektory hmotnostné-
spektometrické, ELSD — Evaporative Light Scattering Detector). Posledni skupinou detek-
tord jsou spojené techniky, kdy je k HPLC detekei pfipojena jina analytickd metoda HPLC
(detektory hmotnostné-spektometrické, detektory NMR — Nuclear Magnetic Resonance)
[16,22]. Detailnéjsi popis refraktometrické detekce, kterd byla v praci pouzita, je uveden v

kapitole 3.1.4.1.

3.1.4.1 Princip refraktometrické detekce HPLC

Refraktometricka detekce — RID (Refractive Index Detection) je detekce, ktera je nejvyuzi-
vangj$i pii stanovovani sacharidt. Princip RI detekce je v méfeni indexu lomu mobilni faze
vyvolaného rozpusténou latkou a indexem lomu ¢isté mobilni faze. Odezva RI detekce je
na zaklad¢ rozdilu indexu lomu mobilni faze v mérné a referencni cele. Detektor je tedy
tim citlivejsi, ¢im veétsi je rozdil indexu lomu. RI detektor je univerzalni a tak muaze byt
pouzit pro stanoveni rliznych druht latek. Nevyhoda tohoto detektoru je v jeho niZsi citli-
vosti oproti jinym detektorim, vyuzivanych pro kapalinovou chromatografii. Pti pouziti RI
detektoru také neni mozné pouziti eluce s gradientem pro mobilni fazi, a to kvili velkym
zméndm indexu lomu. Dulezité je i dodrzovani konstantni teploty béhem méfeni, jinak by
také dochazelo k velkym zméndm indexu lomu, vzhledem k jeho citlivosti na teplotu. Po-
ce cely detektoru. Konstrukce se lisi kviili tomu, aby mohlo byt stejné ménéno slozeni mo-

bilni faze jak v mérné, tak i v referen¢ni cele béhem celé gradientové eluce [16,26,27].

Podle typu konstrukce se refraktometrické detektory déli dva typy — deflexni (vychylkovy)

a reflexni (Fresneltiv) [16].
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Princip deflexniho detektoru je v tom, Ze se paprsek, ktery vychazi ze zdroje zafeni, odrazi
na polopropustném zrcadle smérem k méftici cele a postupné projde mérnou a referenéni
celou. Po pruchodu celami se odrazi a vraci se zpét. Poté, kdy prochazi polopropustnym
zrcadlem, dopadé paprsek na planparalelni desti¢ku a na hranu zrcadlového hranolu. Odtud
se odrazi na fotoelektrické ¢idla. Zména indexu lomu v mérné cele je zaznamenavana vy-
chylkami paprsku dopadajiciho na zrcadlovy hranol. Na fotoelektrické ¢idlo poté dopada
odlisny svételny tok. Rozdil svételnych toku je pfeveden na elektricky signal. Citlivost de-
tekce je tim vétsi, ¢im je vétsi rozdil mezi indexem lomu mobilni faze s rozpusténou latkou

a indexem lomu ¢isté mobilni faze [16,22].

Reflexni detektor principidlné vychazi z Fresnelova zdkona odrazu svétla. Detektor méfi
v mérné a referencni cele intenzitu svétla odrazeného z fazového rozhrani mezi kapalinou a
sklem. Z mérné a referencni cely dopada svétlo na fotoelektrické ¢idla. Rozdil v toku zate-
ni, které dopadd na fotoelektrické ¢idla je mirou koncentrace stanovovanych slozek

[16,22].
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4 STANOVENI CUKRU V RUZNYCH POTRAVINACH POMOCI
HPLC-RI

Stanoveni sacharidlii v potravinach je velmi dulezité. Informace o sacharidovém slozeni a
koncentraci sacharidii v potraving je nutné znat i z divodu technologie vyroby. Pfi analyze
medu znamena zvySena koncentrace sacharozy to, ze vcely byly krmeny cukrem. Piebytek
stejného disacharidu ve srovnani s normami pro vyrobu $tav a hroznového vina je dika-
zem poruseni technologie vyroby. SloZeni a koncentrace cukrii ve vyrobcich pro déti je
dilezitym indikatorem kvality. Koncentrace cukri musi odpovidat hygienickym predpisim

a normam [28].

Stanovit cukry v potravinach pomoci HPLC-RI je mozné rliznymi metodami. Metody se
lisi podle charakteru analyzovaného vzorku. Naptiklad cukry s men$im mnozstvi hydroxy-
lovych skupin eluuji diive nez ty, které hydroxylovych skupin obsahuji vice [4]. V nasledu-
jicich kapitolach jsou uvedeny piiklady konkrétnich aplikaci, které byly pouzity u rtiznych
typl potravin, v ¢lancich dostupnych z databaze WOS.

4.1.1 Miléko

Pozadované mnozstvi vzorku mléka se extrahuje malym mnozstvim vody. Poté je vzorek
inkubovan pti 60 °C po dobu 10 minut. Po inkubaci je provedeno nejprve srazeni Carrezo-
vymi Cificimi €inidly a poté jeste acetonitrilem. Filtrat se promichd a necha se stat 1 hodinu
v klidu pfi laboratorni teploté. Po uplynuti této doby se filtrat centrifuguje a filtruje pies
nylonovou membranu. Kalibra¢ni standardy cukrii a filtrat se podrobi pisobeni ultrazvuku
a to z divodu odstranéni rozpusténych plyna z roztoku. Detekce je provadéna na HPLC-RI
s kolonou Phenomenex Luna NH,. Pouzitd mobilni faze je acetonitril/voda v poméru

70:30, pii izokratické eluci s pritokem 1 ml.min™ [4].

U tepelné oSetfeného mléka je stanoveni laktdzy komplikovanéjsi. V mléce je vedle lakto-
zy pritomna i laktuldza. Laktuléza vznika izomeraci laktozy za vysokych teplot. Laktuldza
se tedy pfirozené nevyskytuje v syrovém ani v pasterovaném mléce. Detekovand byla na-
priklad v mléce osetifeném UHT (Ultra High Temperature) zahfevem. Vzorek tepelné oSet-
feného mléka se extrahuje teplou vodou (40 °C). Po extrakci se vysrazi Carrezovymi €ini-
dly, necha se 20 minut stat a poté se filtruje. Oba disacharidy maji pii HPLC stanoveni pfi-

blizn¢ stejny retencni Cas (pik laktulozy je ptred pikem laktdzy), mnozstvi laktdzy ve vzor-
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ku je asi o dva fady vyssi neZ mnozstvi laktulozy. Vzhledem ke skute¢nosti obtizného sta-
noveni samostatnych disacharidi byla navrzena optimalizace metody. Pfi HPLC separaci
byly pouzity rizné druhy kolon. Pi pouziti kolony Ultra Amino a také kolony Sugar Pak I
méla laktuloza a laktoza piiblizné stejny retencni ¢as. Pii pouziti kolony Pinnacle II Amino
se retenéni ¢as 1isil skoro o minutu, kvalita separace jesté pofad nebyla optimélni. Resenim
bylo pouziti dvou kolon Pinnacle II Amino zapojenych do série, udrzovanych pii teploté
35 °C za pouziti mobilni faze acetonitril/voda v poméru 75:25. Reten¢ni ¢as laktuldézy a

laktézy se lisil vice neZ o minutu, ¢imz se dosdhlo vysoké ucinnosti separace [29,30].

4.1.2 MIlécné vyrobky

V mléénych vyrobcich se stanovuje pfitomnost glukdzamini a laktézy. Vzorek se extrahuje
vodou a zhomogenizuje se. Cifeni je provadéno pouzitim 20% octanu olovnatého spolu
s 1,5% s$tavelanem sodnym a 3,5% hydrogenfosfatem. Poté se nechd vzorek 30 minut
v klidu. Nakonec se vzorek zfiltruje ptes nylonovy filtr. Separace je realizovana na HPLC-
RI skolonou Shodex Asahipak NH,P-50. Pouzitd mobilni faze je acetonitril/voda

v poméru 70:30, pi izokratické eluci s prittokem 1 ml.min™ pfi teploté separace 35°C [31].

U syri je stanoveni odlisné. Syry neobsahuji tak velké mnozstvi laktdzy jako neékteré mléc-
né vyrobky. Vzorek syru se extrahuje teplou vodou (50 °C). Po dosazeni pozadované teplo-
ty je roztok 15 minut zahfivan za mirného michéani. Poté se z roztoku injekéni stiikackou
odebere alikvotni mnozstvi vzorku. Vzorek se prefiltruje pies nylonovy filtr. Jak je ziejmé,
pfi stanoveni touto metodou neni potieba vyuzivat Cisticiho kroku v podobé¢ ¢ifeni ¢iticimi
¢inidly. Separace je pomoci HPLC-RI s kolonou Waters Sugar-Pak 1, ktera se zah#iva na

90 °C. Jako mobilni fize je pouZita voda s pritokem 1 ml.min™ [32].

4.1.3 Cukrovinky

Susenky a rizné druhy cukrovinek je mozné stanovit rychlou metodou bez predbézné hyd-
rolyzy. Vzorek je nejprve nutné zhomogenizovat, coz v pfipadé tuhych vzorkd zahrnuje
predevsim rozdrceni vzorku. PoZadované mnozstvi rozdrceného vzorku se zfedi vodou a
micha se na magnetickém michadle pii 50 — 55 °C po dobu asi 5 minut. Vzorek se poté
jesté zfedi vodou a centrifuguje se. Supernatant se po centrifugaci oddéli od srazeniny a
nasleduje ¢isténi na SPE. K supernatantu se pfida malé mnozstvi (5 % objemu supernatan-

tu) izopropanolu. Vznikly roztok se promyva kolonou na SPE. SPE odstrani dal$i necistoty,
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a to hlavné potravinarské barviva a tfisloviny. Limity pro stanoveni v tuhych vzorcich jsou
0.1 g.I" glukozy a fruktozy a 0,6 g1 laktozy, maltézy a manndzy. Detekce je na HPLC-RI
s kolonou Agilent Zorbax s aminopropylovou stacionarni fazi chranénou odpovidajici
predkolonou. Pouzitd mobilni fdze je acetonitril/voda v poméru 82:18, s pratokem 2
ml.min”'. Tato metoda je vhodna i pro stanoveni cukri v medu, nebo i mlé&nych vyrobki

[28].

4.1.4 Ovocné napoje

Ovocné napoje se stanovuji stejné jako cukrovinky, ale je nutné je zbavit rozpusténych
plynt obsazenych ve vzorku povatfenim. Limity pro stanoveni v kapalnych vzorcich jsou
0.1 g.I'" glukézy a fruktozy a 1 g.I™' laktozy, maltozy a manndzy. Metoda je vhodna jak pro
stanoveni cukrii v ovocnych nealkoholickych néapojich, tak i pro stanoveni cukrd ve viné

[28].
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Hlavnim cilem bakalatské prace bylo stanoveni sacharidli ve vybranych potravinach pomo-
ci HPLC-RI. Pfed vlastnim stanovenim bylo nutné optimalizovat proces pfipravy vzorku u

ruznych typil potravin — zejména proces extrakce a ¢ifeni.
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6 MATERIAL A POUZITE METODY

6.1 Chemikalie

Na vy¢iteni vzorki byly pouzity:

siran zinecnaty pro piipravu Carrezova ¢inidla I (Penta)

hexakyanoZeleznatan draselny pro ptipravu Carrezova ¢inidla II (Penta)

acetonitril (Sigma Aldrich)

zasadity octan olovnaty (Penta)

kyselina trichloroctova (Ing. Petr Lukes).

Kalibra¢ni ktivky byly pfipraveny ze standardii glukézy, fruktozy, laktozy, maltdozy a sa-
charozy (Sigma Aldrich).

Pro vlastni stanoveni pomoci HLPC-RI byly pouzity:
- ultra Cistd voda (ptecisténd systémem Aqua MaxTM Ultra 370 Serries; Young Lin)

- acetonitril pro HPLC (Sigma Aldrich).

6.2 Pomicky a pristroje

Vlastni stanoveni cukri prob¢hlo na kapalinovém chromatografu Shimadzu LC-20AD

Prominence, ktery se skladal z nasledujicich soucésti:

- kvartérni pumpa

- pétikanalovy degaser DGU-20A5r

- autosampler SIL-20ACyr

- diferencialni refraktometricky detektor RID-20A (vSe Shimadzu)

- kolona Agilent Zorbax NH; (4,6 x 250 mm x 5 um)

ptedkolonovy cartridge filtr 0,2 um (Optimize Technologies)
Pti ptipraveé vzorku byly pouzity:
- analytické vahy GR-200-EC (A&D Instruments)

- magnetické michadlo s ohfevem Wise Stirr MSH-20D (Wisd Laboratory Instru-

ments)
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vortex V-1 plus (Biosan)
- zafizeni pro extrakci na pevné fazi

- SPE kolonky s naplni z kopolymeru styrenu a divinylbenzenu (Strata SDB-L, Phe-

nomenex)

- filtra¢ni papir KA 4 (Papirna Pernstejn Keseg & Rathouzsky)
- stiikac¢kové filtry 0,22 um (Cronus)

- bé&zné laboratorni sklo a pomiicky

6.3 Analyzované vzorky

K analyze cukrii bylo pouzito n¢kolik druhil potravin. Analyzovany byly jak vyrobky teku-
té, tak i vyrobky tuhé a polotuhé. Tekuté vyrobky zahrnovaly sirupy, ovocné §tavy a napoje
(Tabulka ¢. 1) a také energetické a ostatni ndpoje (Tabulka €. 2). Polotuhé vyrobky byly
ruznorodého charakteru (Tabulka ¢. 3), stejn¢ jako vyrobky tuhé (Tabulka ¢. 4). Prehled
pouzitych druhl potravin, mnozstvi a druhy cukrii uvedenych na obalu, je uveden

v nasledujicich tabulkach.
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Tabulka ¢. 1 Tekuté vyrobky (sirupy, ovocné stavy a ndpoje)

Mnozstvi cukria
Druhy cukri uvedené na
uvedené na obalu bal
; obalu
Vzorek Vyrobce (2100 ml'l)
Glukozo-fruktézovy sirup,
Sirup malina Relax 67,9
sachar6za
Glukozo-fruktézovy sirup,
Sirup lesni ovoce | Relax 67,2
sachardza
Sirup pomeran¢ | Dizzy 77,1 Sachar6za
. Glukozo-fruktézovy sirup,
Sirup aloe vera | Jupi 71,0
sachar6za
Agéavovy sirup | Country Life 65,0 Fruktéza
Orange juice Dizzy 9,0 Bez ptidané sacharozy
Apple juice Dizzy 10,0 Bez ptidané sachardzy
Pomeran¢ dzus | Granini 8.8 Bez ptidané sacharozy
Most Bohemia 10,2 Bez ptidané sachardzy
Ovocny napoj .
Relax 11,0 Bez ptidané sachardzy
pomeran¢
Ovocny napoj .
) Relax 11,0 Bez ptidané sachardzy
jablko, aronie
Ovocny napoj .
Relax 11,0 Bez ptidané sachardzy
jablko, broskev
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Tabulka ¢. 2 Tekuté vyrobky (energetické a ostatni napoje)

Mnozstvi cukru

uvedené na obalu

Druhy cukri uvedené na

; obalu

Vzorek Vyrobce (2100 ml'l)
Black energy Food care 10,3 Sachar6za
Red bull Red bull 11,0 Sacharoza a glukoza
Pure-bio energy

Cols 12,0 Sachardza
drink

W. T. Lynch
Hot apple 11,0 Sacharéza, glukdza

Food
Actimel Danone 10,5 Sacharéza, glukdza

Tabulka ¢. 3 Polotuhé vyrobky
Mnozstvi cukra
Druhy cukrii uvedené na
uvedené na obalu bal
; obalu
Vzorek Vyrobce (2.100 ml™)
Sunarek merun- | Hero 103 Bez ptidané sachardzy
ka ’
Cvreek kojenec- Sacharoza, fruktoza, gluko-
L Hamé

ka vyZiva bros- 15,5 za, maltodextrin
kev
Med Jan Kolomy _ B
Plnotu¢na hoi¢i- | Alba 55 Sacharoza
ce ’
Jemny kecup Otma 312 Sacharo6za, Skrobovy sirup

Gurman
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Tabulka ¢. 4 Tuhé vyrobky

Mnozstvi cukru
Druhy cukru uvedené na
uvedené na obalu

. obalu
Vzorek Vyrobce (2100 ml'l)
Granko Orion 74.0 Sachardza
Vitaminové tab- | Vitar B B
lety
Direct energy Lidl Glukoza

77.8

dextrose
Chipsy paprika Bohemia 2.0 Sachardza
Krekry graham Tuty 6.7 Invertni sirup

6.4 Optimalizace pripravy vzorku

Optimalizace vzorkl byla proveden zvlast pro tekuté (modelovy vzorek — ovocna §t'ava
Dizzy orange juice), polotuhé (modelovy vzorek — Alba plnotu¢nd hot¢ice) a tuhé vzorky

(modelovy vzorek — Tuty krekry graham).

U tekutych vzorkd nebylo nutné optimalizovat extrakéni krok, bylo optimalizovano pouze
¢ifeni vzorkd. Pouzita byla ¢tyfi rizna ¢ifici ¢inidla (Carrezova ¢inidla, kyselina trichloroc-
tova, acetonitril a zésadity octan olovnaty) a jejich kombinace, ale také kombinace jednot-
ve 2,5 ml Carreze I, vzorek byl minutu promichavan a poté nechan minutu v klidu, a na-
sledné 2,5 ml Carreze II. Po pifidani Carreze Il byl vzorek opét minutu promichavan a pak
byl nechdn 5 minut v klidu. Stejny postup ¢ifeni byl vyzkouSen i s ostatnimi ¢ifidly, kdy
bylo pro vy¢ifeni do vzorku pfidano 5 ml kyseliny trichloroctové nebo acetonitrilu nebo
zasaditého octanu olovnatého. Kombinace ¢ifidel vychazela z faktu, Ze Carrezovy roztoky
jsou pro Cifeni obecné nejefektivnéj$i. Proto byla zvolena kombinaci pravé Carrezovych
¢inidel spolu s ostatnimi ¢ifidly. Postup €ifeni byl stejny jako pii pouziti jednotlivych ¢ifi-
del s rozdilem, Ze nejprve se do vzorku ptidal Carrez I (1,5 ml) poté Carrez II (1,5 ml) a
nasledné 2 ml kyseliny trichloroctové nebo acetonitrilu nebo zasaditého octanu olovnatého.

Vyzkouseno bylo i pouziti jednotlivych &ifidel spolu s vymrazovanim. Cifeni prob&hlo

vvvvv
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vymrazovan. Vymrazovani bylo uskute¢néno vlozenim vyc¢ifeného vzorku do ledové tiiste,

kde byl vzorek ponechan 15 minut v klidu [4,30].

U polotuhych a tuhych vzorkd byla kromé optimalizace ¢ifeni uskute¢néna i optimalizace
extrakce cukrd ze vzorku. Pouzity byly dvé rtizné teploty extrakce — 25 °C a 50 °C. Délka
extrakce byla zvolena na 15 minut. Extrakce byla provedena na magnetickém michadle (v
ptipad¢ 50 °C na vyhfivaném magnetickém michadle), kde byla teplota priibézné kontrolo-
vana vpichovym teplomérem [4,30,32]. Proces Cifeni byl optimalizovan podle postupu

uvedeného u tekutych vzorki.

Kromé vyse uvedenych optimalizaci byla také aplikovana extrakce na pevné fazi (SPE) a to
u barevnych vzorku. Barviva pfitomnd v potravinach kontaminuji chromatografickou kolo-
nu a snizuji tak jeji ucinnost. Pfi optimalizaci bylo potifeba ovétit, zda se v SPE koloné
zachycuji pouze barviva a nedochdzi ke ztratdm analyzovanych cukrd. Vzhledem k tomu,
Ze jsou barviva vétSinou aromatické slouceniny, byly pouzity SPE kolony s naplni
z kopolymeru styrenu a divinylbenzenu. Potvrzeni absence ztrat pti ¢isténi vzorku pomoci
SPE bylo provedeno tak, Ze byly pfipraveny roztoky standardi o zndmé koncentraci, které

byly analyzovany po pouziti SPE [28].

6.5 Priprava vzorki

Ptiprava tekutych vzorkl zacala navaZenim potifebného mnozstvi vyrobku. Nasledovalo
¢ifeni Carrezovymi Cinidly. Detailn&j$i popis Cifeni je uveden v kapitole 6.4. Po vycifeni
byl vzorek zfliltrovan pies papirovy filtr KA 4. Pfed vlastnim stanovenim byly vzorky jesté
jednou zfiltrovany ptes stiikackové filtry a po pfipadném ziedéni byly zhomogenizovany
na vortexu. U polotuhych a tuhych vyrobkt byl princip pfipravy odlisny. Bylo nutné vzorek
zhomogenizovat a extrahovat ve vodé pii 50 °C na magnetickém michadle po dobu
15 minut. Poté se jiz princip Cifeni a filtrace nijak nelisil od piipravy tekutych vzork [28].

Kazdy vzorek byl takto pfipraven dvakrat.

6.6 Analyza cukri pomoci HPLC-RI

Sacharidy byly stanoveny na kapalinovém chromatografu Shimadzu LC-20AD Prominence
s refraktometrickou detekci. Pouzitd mobilni faze byla acetonitril/voda v poméru 80:20.

analyzované vzorky byly eluovany izokratickou eluci s pritokem mobilni faze
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1,6 ml.min™ . Délka analyzy byla 30 minut. Kazdy pfipraveny vzorek byl analyzovan dva-

krat (n = 4) [28].

Pred vlastnim stanovenim byly ptichystany kalibra¢ni fady vSech stanovovanych sacharid.
Kalibraéni fady fruktézy, glukozy, sachardzy, maltozy a laktozy byly pfipraveny ze zasob-
nich roztokd standardi o koncentraci 100 g.1"'. Pro viechny standardy byly p¥ipraveny kon-
centrace v rozmezi 0,5 — 10 g.I"". Z kalibragnich fad byly sestrojeny kalibra¢ni k¥ivky, z

jejichz z regresnich rovnic byl vypo&itan obsah sacharidii v g.100 ml™" nebo g.100 g™
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

7.1 Kalibraéni krivky

Byly sestrojeny kalibra¢ni kiivky jednotlivych standardl (Obrazek ¢. 3 — 7) v rozmezi kon-
centrace 0,5 — 10 g.l'l (0,5;1;2;3;4;,5,6,7,8a10 g.l'l). Mez stanovitelnosti (LOQ) me-
tody byla shodna s nejnizsi koncentraci kalibragni fady, tj. 0,5 g.I"". V tomto koncentranim
rozmezi byla zévislost plochy piku na koncentraci cukrti lineérni (korelacni koeficienty
min. 0,995). Z regresnich rovnic byly vypogitany obsahy jednotlivych cukrii v g.100ml™ u
tekutych vzork a g.100g™ u tuhych a polotuhych vzorkil. Na obrazku &. 8 je zobrazen

chromatogram smésného standardu cukrt o koncentraci 10 g1
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Obrazek ¢. 3 Kalibracni kifivka fruktozy
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Obrazek ¢. 5 Kalibracni krivka sacharozy
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Obrazek ¢. 7 Kalibracni krivka laktozy

7.2 Vysledky optimalizace pFripravy vzorki

7.2.1 Extrakce na pevné fazi

Barevné vzorky byly podrobeny SPE, aby byla odstranéna barviva, kterd snizuji uc¢innost
chromatografické kolony [28]. Z vysledkti (Tabulka €. 5) je patrné, Ze po prichodu vzorku
SPE kolonkou nedoslo ke ztratdm cukrti a bylo tedy mozné tento krok zatadit do piipravy

barevnych vzorkd.
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Tabulka ¢. 5 Vysledky stanoveni cukrit v roztocich standardii po extrakci na pevné fazi
Koncentrace Analyzované mnostvi cukri (g.I'")
standardu Fruktéza Glukoéza Sacharoéza Maltoza Laktoza
-1
el)
0,5 0,48 0,51 0,45 0,50 0,53
1,0 1,03 0,98 0,96 1,05 1,00
3,0 3,00 3,03 2,97 3,06 2,96
5,0 5,06 5,05 4,94 4,98 5,02
7,0 6,94 7,01 6,96 7,04 7,02
10,0 9,93 10,00 10,05 10,03 9,96
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Obrdzek & 8 Chromatogram smésného standardu cukrii o koncentraci 10 g.I”!

7.2.2 Optimalizace pripravy tekutych vzorku

Pro optimalizaci Cifeni u tekutych vyrobktl byla vybrana ovocnd stdva Dizzy orange juice,

u které vyrobce na obalu uvadi celkovy obsah cukrti 9 g.100ml™. Z vysledki (Tabulka &. 6)

je patrné, Ze nejvyssi obsahy vSech tii cukrl (zaroven nejvice se blizici udaji na obalu vy-

robku) byly stanoveny za pouziti samotnych Carrezovych ¢inidel, které tedy byly dale vyu-

Zivany u ostatnich vzorkl. Pti pouziti ostatnich ¢ifidel doslo k vét§imu ¢i mensimu pod-

hodnoceni obsahu cukrii. Za nejméné efektivni Ize pokladat ifeni za pouziti acetonitrilu,

kde je mnozstvi detekovanych cukrii vyrazné nizsi nez u ¢ifeni Carrezovymi €inidly. Co se

tyka pouziti kombinaci Carrezovych ¢inidel s ostatnimi ¢ifidly, tak za nejefektivnéjsi se da
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stanovit ¢ifeni spolu s kyselinou trichloroctovou, kde jsou vysledky obsahu stanovenych
sacharidd jen mirn€¢ odlisné od pouziti samostatnych Carrezovych ¢inidel. Nejméné efek-
tivni je opét pouziti acetonitrilu v kombinaci s Carrezovymi ¢inidly. Obecné bylo efektiv-
néjsi pouziti Carrezovych €inidel v kombinaci s ostatnimi €inidly, nez samostatné pouZiti
ostatnich ¢inidel. Kombinace ¢ifeni a vymrazovani poskytla srovnatelné, nebo jen nevy-
znamné niz$i vysledky ve srovnani s pouzitim samotnych ¢ifidel. S ohledem na podstatné
prodlouzeni piipravy vzorkl v pfipadé vyuziti vymrazovani nebyl tento krok dale apliko-

van.

Tabulka ¢. 6 Vysledky optimalizace cireni tekutych vzorkii

Pouzité ¢iridlo Mnojstvi stanovenych cukrii (g.100 mI™")

Fruktoza Glukéza Sacharéza

Jednotliva &iFi- | CC 3,21 +0,12 2,54+ 0,11 2,93 +0,10
dla TCA 3,09+0,10 2,42+0,10 2,80+ 0,07
ACN 2,57+ 0,08 2,11+ 0,04 2,45+0,11

00 2,95+ 0,09 2,26 0,05 2,69 + 0,06

Kombinace CC-TCA 3,18+0,11 2,48 +0,12 2,87 +0,10
¢iridel CC-ACN 3,08+0,10 2,34+ 0,10 2,75+ 0,10
CC-00 3,15+0,10 2,40 £ 0,11 2,81+ 0,09

Kombinace CC-VM 3,20+0,13 2,56 £0,12 2,90+ 0,10
¢iridel a vy- TCA-VM 3,09+ 0,10 2,42+ 0,10 2,80+ 0,07
mrazovani ACN-VM 2,58 £ 0,09 2,10+ 0,05 2,46 + 0,09
00-VM 2,99 + 0,08 2,27 £0,05 2,73 £ 0,05

CC - Carrezova ¢&inidla, TCA — trichloroctova kyselina, ACN — acetonitril, OO — zasadity
octan olovnaty, VM — vymrazovani

7.2.3 Optimalizace pripravy polotuhych vzorku

Pro optimalizaci extrakce a Cifeni u polotuhych vyrobkli byla vybrana plnotu¢né hoicice
Alba, u které vyrobce na obalu uvadi celkovy obsah cukri 5,5 g.100ml™. Co se tyka &ifeni,
zjisténé vysledky (Tabulka €. 7) kopiruji hodnoty ziskané u ovocné §t'avy. Opét byla jako
nejucinngjsi Cifidla vybrana Carrezova ¢inidla a jako nejméné u¢inné bylo ¢ifeni acetonitri-
lem a jeho kombinacemi. Bylo vyzkouseno také vymrazovani v kombinaci s jednotlivymi
¢ifidly. Vysledky jsou opét srovnatelné nebo jen nevyznamné niz$i ve srovnani s pouZzitim
samotnych c¢ifidel jako tomu bylo u tekutych vyrobkl. Srovndme-li teplotu extrakce, pak

extrakce pfi laboratorni teploté poskytla nizsi obsahy vSech cukrii nez extrakce pii 50 °C.
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Tento fakt je zplisoben tim, Ze za vyssich teplot dochazi k lepSimu piestupu stanovovanych

latek do rozpoustédla neZ za laboratorni teploty a tim je moZné vyizolovat sacharidy i ze

vvvvvv

teplota.
Tabulka ¢. 7 Vysledky optimalizace extrakce a cireni polotuhych vzorku
Teplota ex- Pouzité Mnoistvi stanovenych cukri (g.100 g”)
trakce (°C) ¢iridlo Fruktéza Glukéza Sacharéza
25 Jednotliva cC 0,62+0,03 | 1,54+0,02 |231+0,10
¢iridla TCA 0,50+0,02 |1,47+0,02 |2,12+0,09
ACN 0,39+0,01 | 1,30+0,01 | 1,92+0,08
00 0,43+0,02 | 1,42+0,02 |2,08+0,09
Kombinace CC-TCA 0,55+0,02 | 1,51+0,03 |2,23+0,08
ciridel CC-ACN |032+0,02 |1,38+0,02 |2,01+0,07
CC-00 0,51+0,02 |1,46+0,03 |2,07+0,08
Kombinace CC-VM 0,61 +0,03 |1,53+0,02 |2,28+0,08
¢ifidel a vy- TCA-VM [0,57+0,02 |1,46+0,02 |2,15+0,08
mrazovani ACN-VM | 0,33£0,01 |1,28+0,01 | 1,90+ 0,07
00-VM 0,49+0,02 | 1,41+0,02 |2,04+0,07
50 Jednotliva cC 0,84+0,01 | 1,88+0,02 |2,54+0,10
¢iridla TCA 0,75+0,03 |1,80+0,03 |2,43+0,09
ACN 0,54+0,01 | 1,59+0,02 |2,18+0,07
00 0,69+0,02 |1,71+£0,02 |2,30+0,08
Kombinace CC-TCA 0,78+ 0,03 | 1,82+0,03 |245+0,09
ciridel CC-ACN |0,56+0,02 |1,63+0,03 |220+0,07
CC-00 0,70+ 0,03 | 1,74+0,04 |2,31+0,08
Kombinace CC-VM 0,82+0,02 | 1,89+0,02 |2,51+0,09
c¢iridel a vy- TCA-VM [0,77+0,02 |1,78+0,01 |2,44+0,09
mrazovani ACN-VM | 0,54£0,02 |1,57+0,02 |2,16+0,08
00-VM 0,68+0,01 | 1,71+0,01 |2728+0,07

CC - Carrezova ¢&inidla, TCA — trichloroctova kyselina, ACN — acetonitril, OO — zasadity

octan olovnaty, VM — vymrazovani

7.2.4 Optimalizace pripravy tuhych vzorki

Pro optimalizaci cifictho kroku u tuhych vyrobkd byly vybrany grahamové krekry Tuty, u
kterych vyrobee na obalu uvadi celkovy obsah cukri 6,7 g.100ml™. S ohledem na &ifeni
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vysledky kopiruji hodnoty ziskané u ovocné stavy a hoicice (Tabulka ¢. 8). Opét byla jako
lem a jeho kombinacemi. I v tomto pifipadé bylo vyzkouseno vymrazovani v kombinaci
s jednotlivymi ¢itidly. Vysledky jsou opét srovnatelné nebo jen nevyznamné nizsi ve srov-
nani s pouzitim samotnych ¢ifidel jako tomu bylo u tekutych i polotuhych vyrobkd. Podob-
né jako u hoi¢ice, tak i u krekrti vykazovala vyssi teplota extrakce lepsi vysledky s ohledem

na mnozstvi vyextrahovanych cukri.

Tabulka ¢. 8 Vysledky optimalizace extrakce a cireni tuhych vzorkii

Teplota ex- Pouzité MnoZstvi stanovenych cukri (g.100 g™)
trakce (°C) ¢iridlo Fruktéza Glukoéza Sacharéza
25 Jednotliva cC 241+011 [244+0.10 |0.81+0,04
¢iridla TCA 224+0,11 |230£0,09 |0,63+0,03
ACN 2,05+0,08 |2,07+0,08 |0.50+0,02
00 2,12+0.10 |223+0.,08 |0.56+0,02
Kombinace CC-TCA 226+0,10 |2,36+0,08 |0,67=+0,03
CiFidel CC-ACN |2,14+0,08 |2,09+0,07 |0,52+0,02
CC-00 220+0,19 |228+0,07 |0,61+0,03
Kombinace CC-VM 2,38+0,11 245+0,11 | 0,79+ 0,04
Sifidelavy- | TCA-VM | 225+0,10 |229+0,09 |0,65+0,03
mrazovani ACN-VM |2,12+0,09 |2,06+0,07 |0,49+0,01
00-VM 2,14+0.19 |227+0,08 |0.57+0,02
50 Jednotliva cC 2,69+0.12 |2,76+0.10 |1,03+0,05
SiFidla TCA 2,53+0,11 [2,62+0,09 | 091 +0,04
ACN 238+0,09 |233+0,07 |0,79+0,02
00 2,45+0,10 [2,57+0,08 |0.87+0,03
Kombinace CC-TCA 2,56 +0,11 2,67+0,09 | 0,96+ 0,04
¢ifidel CC-ACN |2.40+0,08 |235+0,07 |0,84+0,03
CC-00 2,48+0,10 |2,61+0,08 |0,90+0,03
Kombinace CC-VM 2,67+0,11 |2,77+0,10 | 1,00+ 0,04
difidel avy- | TCA-VM | 2,53+0,11 |2,60+0,08 |0,93+0.03
mrazovani ACN-VM |2,40+0,09 |2,34+0,07 |0,81+0,02
00-VM 2,46+0.10 |2,59+0,09 |0.88+0,03

CC — Carrezova ¢inidla, TCA — trichloroctova kyselina, ACN — acetonitril, OO — zasadity

octan olovnaty, VM — vymrazovani
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7.3 Vysledky stanoveni cukru ve vybranych potravinach

Na zékladé vysledkli optimalizace bylo pro piipravu vzorka zvoleno pouziti Carrezovych

v

¢inidel jako ¢ificich roztokt a teploty extrakce tuhych a polotuhych vzorkt 50 °C.

Vysledky stanoveni obsahu cukrii v tekutych vyrobcich jsou uvedeny v Tabulce ¢. 9. U
vSech analyzovanych sirupt, kromé sirupu Dizzy pomerané, uvadi vyrobce na obalu obsah
glukézo-fruktézového sirupu a sachardzy. Podle vyhlasky 76/2003 Sb. ve znéni pozd¢€jsich
predpist [33], musi obsah glukdézy v glukézovo-fruktdézovém sirupu pievazovat nad obsa-
hem fruktozy. Podle naSeho stanoveni je tato podminka splnéna. V pfipadé sirupu Dizzy
pomerané prevazovala ve sloZeni sachar6za, na rozdil od ostatnich sirupt, u kterych byly
zastoupeny vSechny tii cukry (fruktéza, gluk6za a sachar6za) cca shodné. U agavového
sirupu udava vyrobce obsah fruktézy minimaln¢ 80 %, coz analyza potvrzuje. Mnozstvi
sachar6zy v agdvovém sirupu nebylo stanoveno, coz znamend, Ze analyt neni ve vzorku
pritomen, nebo je jeho mnozstvi pod mezi stanovitelnosti pouzité metody. Do 100 % ovoc-
nych §tav se podle vyhlasky 335/1997 Sb. ve znéni pozd¢jsich predpist [34], nesmi piida-
vat sachar6za. Analyza dzusd prokazala nizkou hladinu cukrd (fruktozy, glukézy a sa-
charo6zy), které jsou piirozené ptitomny v ovoci. Do ovocnych napojt se sacharéza piidavat
muze, ovSem u analyzovanych ovocnych $tav udava vyrobce na obalu, Ze vyrobek neobsa-
huje pfiddvanou sachardézu. Analyza opét prokazala nizky obsah cukri, tedy téch, které
jsou pfirozené¢ pritomny v ovoci. Odchylky mezi nami stanovenym celkovym obsahem

cukrt od udajii uvedenych na obalu se pohybovaly mezi 0,25 — 1,67| .100 ml™.

Vysledky stanoveni obsahu cukrt v dal$ich tekutych vyrobcich (energetickych a ostatnich
napojich) jsou uvedeny v Tabulce ¢. 10. U analyzovanych energetickych napoji vyrobce
vétsinou uvadi na obalu pouze to, Ze vyrobek obsahuje sacharozu. U Red bullu uvadi vy-
robce, Ze vyrobek obsahuje sachar6ézu a glukézu. Tyto hodnoty odpovidaji, ve vyrobku je
jesté obsazeno malé mnozstvi fruktdézy. U vyrobku Hot apple uvadi vyrobce, Ze produkt
obsahuje sacharézu a glukézu, coz analyza opét prokdzala. Mléény vyrobek Actimel ma na
obalu uvedeny obsah sacharézy a glukozy, coz analyza prokazala. Kromé toho je
v Actimelu pfitomna i laktdza, coz je disacharid pfirozené obsazeny v mléce, ze kterého se
Actimel vyrabi. Odchylky mezi nami stanovenym celkovym obsahem cukrii od udaji uve-

denych na obalu se pohybovaly mezi [0,15 — 0,58| g.100 ml™.
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Vysledky stanoveni obsahu cukri v polotuhych vyrobcich jsou uvedeny v Tabulce €. 11.
Podle tvrzeni vyrobce neobsahuje Sunarek zadnou piidanou sacharézu. Analyzou bylo toto
tvrzeni prokazano, z diivodu vyssiho obsahu fruktdézy a glukézy, které jsou piirozené pii-
tomny v ovoci, ze kterého je produkt vyroben. Obsah sachardzy byl v tomto vyrobku velmi
nizky (pod 1 %). Jiné sloZeni je na obalu kojenecké vyzivy Cvréek. Vyrobce uvadi obsah
sacharozy, fruktozy, glukdzy a maltodextrinu. Analyza potvrdila pfitomnost vSech cukri,
z nichz nejveétsi podil ¢ini fruktdza, a to z divodu, Ze je pfirozené se vyskytujici sacharid
v ovoci. U medu vyrobce mnoZstvi cukri neuvadi. Obvykly obsah refraktometrické suSiny
v medu (ktera je tvofena zejména cukry) je 75 — 85 %, ¢emuz vysledky nasi analyzy odpo-
vidaji. Podle vyhlasky 76/2003 Sb. ve znéni pozdéjsich predpist [33], se pfipousti maxi-
malni obsah sacharézy v medu 5 %. Analyzovany med tento pozadavek spliiuje. Na obalu
hof¢ice je pouze uvedeno, zZe vyrobek obsahuje sachar6zu. Kromeé sacharézy bylo v hoi¢ici
detekovano i malé mnozstvi fruktozy a glukézy. U kecupu vyrobce uvadi, zZe vyrobek ob-
sahuje pfidanou sachardézu a Skrobovy sirup. Analyza prokazala ptitomnost vétstho mnoz-
stvi sachardzy, glukozy a maltdzy a pak také ptitomnost fruktdzy. Stanoveni prokazuje to,
co vyrobce na obalu uvadi, protoze Skrobovy sirup obsahuje zejména maltézu a glukézu.
Odchylky mezi nami stanovenym celkovym obsahem cukrt od tidaji uvedenych na obalu

se pohybovaly mezi [0.24 — 1,24 g.100 g

Vysledky stanoveni obsahu cukrd v tuhych vyrobcich jsou uvedeny v Tabulce ¢. 12. Ana-
lyzované tuhé vyrobky obsahovaly pouze sacharidy frukt6ézu, glukézu a sachar6zu. Granko
podle analyzy obsahuje pouze sachar6zu. Vyrobce na obalu uvadi pouze ptidavek sacharo-
zy. U vitaminovych tablet se obsah cukrii neuvadi, zjisténou hodnotu tedy nebylo mozné
s ni¢im porovnat. Bonbony Direct energy podle analyzy obsahuji pouze glukézu, coz od-
povid4 udajiim uvedenym na obalu vyrobcem. Chipsy Bohemia maji na obalu uvedeny
pridavek sachardzy. Analyza potvrdila nepatrnou pfitomnost fruktdzy, glukdzy i sachardzy.
Krekry Tuty maji na obalu uvedeno, Ze obsahuji invertni sirup. Invertni sirup ve sloZeni
odpovida analyzované glukéze a fruktéze. Odchylky mezi ndmi stanovenym celkovym
obsahem cukri od Gdaji uvedenych na obalu se pohybovaly mezi

10,22 — 0,54| g.100 g™".
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Tabulka ¢. 9 Vysledky stanoveni obsahu cukrii v tekutych vyrobcich (sirupech, ovocnych stavach a napojich)

Mnozstvi stanovenych cukru Celkové mnoz- | Mnozstvi cukru Odchylka
(2.100 mI'™") stvi stanovenych | uvedené na oba-
Vzorek cukru lu
Fruktéza Glukéza Sacharéza (2.100 ml™) (2.100 mlI')
Relax sirup malina | 20,63 + 0,97 26,05+ 1,24 20,07 £ 0,82 66,75 67,9 -1,15
Relax sirup lesni 20,03 £ 0,75 25,34+ 1,17 21,16 £ 0,91 66,53 67,2 -0,67
ovoce
Dizzy sirup pome- 13,59 +£ 0,53 15,07 £ 0,58 47,13 £2.01 75,79 77,1 -1,31
ran¢
Jupi sirup aloe vera | 20,16 + 0,67 25,22+ 1,09 23,95+ 1,12 69.33 71,0 -1,67
Agavovy sirup 55.24+2,70 9,49 + 0,36 NS 64,73 65,0 -0,27
Dizzy orange juice | 3,21+ 0,12 2,54+0,11 2,93 +0,10 8,68 9,0 -0,32
Dizzy apple juice 5,33+ 0,27 2,24+ 0,07 2,11 +£0,08 9,68 10,0 -0,32
Granini pomeran¢ 3,81 +0,15 1,97 £ 0,05 2,67+0,12 8,45 8.8 -0,35
Most 5,77+ 0,34 2,35+0,08 1,83 +£0,04 9,95 10,2 -0,25
Relax ovocny napoj | 4,11+ 0,19 4,59 £ 0,23 1,84 + 0,06 10,54 11,0 -0,46
pomerané
Relax ovocny napoj | 4,42 + 0,21 4,28 + 0,20 1,92 £ 0,07 10,62 11,0 -0,38
jablko, aronie
Relax ovocny napoj | 4,58 0,23 4,41 £0,21 1,76 £ 0,07 10,75 11,0 -0,25
jablko, broskev

NS — nestanoveno
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Tabulka ¢. 10 Vysledky stanoveni obsahu cukrii v tekutych vyrobcich (energetickych a ostatnich ndpojich)

MnoZstvi stanovenych cukri (2.100 ml™”) Celkové mnozstvi | Mnozstvi cukru Odchylka
stanovenych cuk- | uvedené na obalu
Vzorek ri (g.100 m1™) (2.100 mI'™")
Fruktéza Glukéza Sacharéza Laktéza
Black energy 2,34 +£0,09 |2,59+0,11 4,79 £ 0,25 NS 9,72 10,3 -0,58
Red bull 1,90 £ 0,05 | 3,87+0,20 5,08 +0,27 NS 10,85 11,0 -0,15
Pure-bio energy 3.89+0,19 |4,22+0.,23 3,48+ 0,16 NS 11,59 12,0 -0,41
drink
Hot apple 0,65+0,01 |7,51+041 2,53 £ 0,04 NS 10,69 11,0 -0,31
Actimel 0,11+0,00 |0,22+0,00 7,00 £ 0,26 2,83 +£0,09 10,16 10,5 -0,34
NS — nestanoveno
Tabulka ¢. 11 Vysledky stanoveni obsahu cukrii v polotuhych vyrobcich
MnoZstvi stanovenych cukri (2.100 g™) Celkové mnozstvi | Mnozstvi cukri Odchylka
stanovenych cuk- | uvedené na obalu
Vzorek ri (g.100 g™) (2.100 g
Fruktéza Glukéza Sacharéza Maltéza
Sunarek merunka | 5,88 +£0,30 |2,82+0,13 0,92 + 0,02 NS 9,62 10,3 -0,68
Cvrcek kojenecka | 6,15+0,31 | 4,60+0,17 2,59+0,12 1,52 +0,05 14,86 15.5 -0,64
vyziva broskev
Med 42,56 + 2,14 | 36,72 + 1,67 1,27 £ 0,04 NS 80,55 — —
Alba plnotucna 0,84 +0,01 | 1,88+0,02 2,54+0,10 NS 5,26 5.5 -0,24
hoicice
Otma jemny ke- | 3,62+0,18 | 8,47+0.43 10,84 + 0,49 7,03 £ 0,36 29,96 31,2 -1,24

¢up Gurman

NS — nestanoveno
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Tabulka ¢. 12 Vysledky stanoveni obsahu cukrii v tuhych vyrobcich

MnoZstvi stanovenych cukri (2.100 g™) Celkové mnozstvi Mnozstvi cukri Odchylka
stanovenych cukria uvedené na obalu
Vzorek Fruktéza Glukéza Sacharéza (2100 g™ (2100 g™
Granko NS NS 73.46 £ 3.57 73.46 74,0 20,54
Vitaminove NS 9.8+ 0.41 126 + 0,06 11,08 _ _
tablety
Direct - energy | \q 7738 +325 |NS 77.38 77.8 20,42
dextrose
Bohemia chips | 11, 000 | 0.60«0.03 0,92 + 0,04 1.66 2.0 20,34
paprika
Tuty —krekry |5 64012 | 276+ 0.10 1.03 0,05 6.48 6.7 0,22
graham

NS — nestanoveno
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ZAVER

Vysokoucinna kapalinova chromatografie s refraktometrickou detekci je vhodnou metodou
pro analyzu sacharidli v potravinach. Diky vyssi citlivosti oproti dfive pouZivanym meto-
dam poskytuje vysledky o obsazenych sacharidech jak kvalitativniho, tak kvantitativniho
charakteru. Obsah sacharidi je dilezitym ukazatelem pro vhodnou volbu skladby potravin
ke kazdodennimu konzumu, proto je z vyZivového hlediska diileZité znat konkrétni zastou-
peni jednotlivych cukrii v obsazenych potravinach, které na obalu vyrobce mnohdy neuva-
di.

V ramci bakalaiské prace byla optimalizovana piiprava vzorkl pro stanoveni sacharidii
pomoci HPLC-RI a nasledné¢ byl stanovovan obsah sacharidli ve vybranych potravinach.
malizaci metodiky bylo prokdzéno, Zze nejvhodnéjsi €ifici ¢inidla pouzitd pro odstranéni
nezadoucich latek, které by rusily nasledné stanoveni, jsou Carrezova ¢inidla, pfipadné
jejich kombinace spolu s vymrazovanim. Navrzeny extrakéni postup, ktery probihal za
teploty 50 °C, byl shledan jako nejefektivnéj$i. V porovnani s extrakci za laboratorni teplo-

ty bylo dosaZzeno mnohem lepS$ich vysledk.

Analyzovany byly rtizné druhy potravin, a to vyrobky tekuté, polotuhé a tuhé. Vysledky
stanoveni byly porovndny s udaji, které¢ uvadéji vyrobci piisluSnych potravin na obalech.
Zjisténé hodnoty se od udajti udavanymi vyrobci liSily jen nepatrné. VSechny analyzované
obsahy byly trochu nizsi, coz bylo ddno malymi ztratami béhem piipravy vzorkl. Nejveétsi
odchylky byly zjistény v piipad¢ analyzy sacharidi v sirupech. Analyzou sacharidii
z vybranych potravin pomoci HPLC-RI bylo prokézéano, zZe navrzeny postup piipravy vzor-

ku byl vhodny a Ze metoda analyzy cukrti pomoci HPLC-RI poskytuje relevantni vysledky.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

ACN  Acetonitril

CAD  Charged Aeorosol Detector / Aeorosolovy detektor nabitych ¢astic

cC Carrezova ¢inidla

ELSD Evaporative Light Scattering Detector / Odpafovaci detektor rozptylu svétla

HPLC High Performance Liquid Chromatography / Vysokou¢inna kapalinova chromatogra-
fie

NMR  Nuclear Magnetic Resonance / Nukledrni magneticka rezonance

00 Zasadity octan olovnaty

RID Refractive Index Detector / Refraktometricky detektor

SPE Solid Phase Extraction / Extrakce na pevné fazi

TCA  Kyselina trichloroctova

TLC  Thin Layer Chromatography / Tenkovrstevna kapalinova chromatografie

VM Vymrazovani
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