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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva problematikou stanoveni sacharidi v mléku a tekutych
mlécnych vyrobcich (smetana, mléné napoje, kysané mlécné vyrobky, bezlaktézové vy-
robky) a jejich charakteristikou. Pfesnéji je zamétena na identifikaci mono- a oligosachari-
da analytickou metodou HPLC-RI. Hlavnim cilem bylo navrzeni, optimalizace a validace
metodiky. Dalsim cilem pak bylo stanoveni mono- a oligosacharidi v mléku a tekutych
mlécnych vyrobcich bézné dostupnych v trzni siti. Pro pfipravu vzorku bylo pouzito ¢ifeni
Carrezovymi Cinidly. Vlastni chromatografické stanoveni sacharidli probihalo pii pouziti
70% acetonitrilu ve vod& jako mobilni faze (s pritokem 1,4 ml.min™). Navrzena metodika
se ukazala byt vhodna pro stanoveni mono- a oligosacharidii v mléce a mlé¢nych vyrob-

cich. Analyzované obsahy se pfili$ neliSily od udaji uvedenych na obalech vyrobkd.

Kli¢ova slova: mléko, tekuté mlécné vyrobky, laktdza, sacharidy, HPLC-RI

ABSTRACT

This thesis deals with the determination of carbohydrates in milk and liquid dairy products
(cream, milk drinks, fermented dairy products, lactose-free dairy products) and their char-
acteristics. Specifically, it is focused on the identification of mono- and oligosaccharides
using analytical method HPLC-RI. The main aim of the theis was to design, optimize and
validate methodology. Another goal of this work was to determine the mono- and oligo-
saccharides in milk and liquid dairy products commonly available in the market network.
Carrez clarification agents were used for the sample preparation. 70% acetonitrile in water
as the mobile phase (with a flow rate of 1,4 ml.min™) was used for the chromatographic
determination of carbohydrates. The proposed methodology was proven to be suitable for
the determination of mono- and oligosaccharides in milk and dairy products. Analyzed

contents were not much different from those indicated on the product packaging.

Keywords: milk, liquid dairy products, lactose, carbohydrates, HPLC-RI
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UvVOD

MlIéko je pro clovéka vyznamnym zdrojem zivin. Ma nezastupitelné misto ve vyzivé clo-
veéka. Primédrné je urceno k vyzivé novorozencu, ale své oblibé se dostalo i ve vyzivé do-
spelych jedinct. Je dillezitym zdrojem tfi zakladnich Zivin, sacharidd, bilkovin a tukd. Dale
obsahuje dulezité¢ vitaminy a nékteré mineralni latky, z nichz nejvyznamnéjsi roli hraje
vapnik. V potravinarské technologii je mléko vhodnou surovinou pro vyrobu mnoha riz-
nych vyrobki, at’ uz mléka samotného, smetany, fermentovanych mlécnych vyrobkti, mas-
la, mnoha druhti syrti, mrazenych krému ¢i vyrobkt urcenych pro zvlastni vyzivu. Vzhle-
dem ke zvySujicimu se mnozstvi lidi, ktefi maji problémy s konzumaci mléka, z pohledu
mlééného cukru, se dostava vyssi poptavky po vyrobcich se snizenym obsahem laktozy

¢1 bezlakt6zovych vyrobcich.

Stanoveni cukriit v mléce a mléénych vyrobcich (a samoziejmé i jinych potravinach)
je velmi dulezité. Mono- a oligosacharidy lze stanovit polarimetricky, refraktometricky,
spektrofotometricky, ¢i titraéné, nicméné nejvyuzivanéj$i metodou je vysokoudinna kapa-
linova chromatografie. Pro analyzu cukrii se nejcastéji dopliiuje refraktometrickym detek-

torem.

ReSersni ¢ast diplomové prace se zabyva obecnou charakteristikou mléka a tekutych mléc-
nych vyrobku a jejich technologii vyroby se zaméfenim na mléény cukr. Dale prace pojed-
nava o moznostech ziskani a stanoveni laktézy chemickymi a fyzikalnimi metodami pfi-
padné jejich kombinaci. Vyznamnou ¢asti je popis procesu fungovani vysokoucinné kapa-
linové chromatografie. Déle se prace zamétuje na vyuZiti vysokouc¢inné kapalinové chro-
matografie pfi analyze sacharidt resp. cukrt, pouziti vhodnych kolon a volbu vhodného

detektoru.

Cilem této diplomové prace bylo navrhnout, optimalizovat a validovat metodiku stanoveni
cukrt pomoci metody HPLC-RI. Tato metoda pak byla vyuzita pro stanoveni mono- a oli-
gosacharidll ve vzorcich mléka a vybranych tekutych mlécnych vyrobkt, které byly ziska-

ny v tuzemské trzni siti.
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1 MLEKO A VYBRANE MLECNE SYSTEMY

vvvvvv

vyzivé mlad’at savci z diivodu vysokého obsahu latek podporujicich imunitu. Celosvétove
je znamo velké mnozstvi druhi mléka. Technologicky je nejvice vyuzivano mléko krav-
ské. V mensi mife pak mléko buvoli, které¢ je po kravském mléku doménou zemi severni
ajizni Ameriky, nasleduje mléko ovéi a kozi. V Ceské republice je po kravském mléku
nemalou mérou zastoupeno i mléko ov¢i a kozi. Na trhu se miizeme setkat s mlékem cers-
tvym, suSenym, zahusténym, ¢i zakysanym. Nelze opomenout ani mlé¢né vyrobky jako
jsou syry rizného typu, smetana, maslo a mrazené mlécné vyrobky [1, 2]. V této kapitole

jsou popsany vyrobky, které byly analyzovany v ramci diplomové préce.

1.1 Mléko

MIéko lze definovat jako tekuty sekret produkovany mléénymi zlazami samic savct. MIé-
ko je bila az nazloutla neprithledna tekutina sladké chuti a viiné. Mléko lze rozdélit na zralé

(syrové mléko) a nezralé (mlezivo, starodojné a aberantni mléko) [1, 3, 4, 5].

Dojnice produkuje mlezivo v priabehu laktace 3 — 5 dntli po porodu. Vyrazné se od zralého
mléka 1i8i svym chemickym sloZenim zejména ve vys§im zastoupeni mineralnich latek
a protilatek. Vyuziva se vyhradn€ pro vyZzivu mlad’at. Za starodojné mléko lze oznacit
mléko pted ukonéenim dojeni. Dochazi ke snizeni obsahu laktozy a kaseinu a ke zvySeni
obsahu somatickych bun€k a syrovatkovych bilkovin. Mléka aberantni jsou vylu¢ovana

pii hormonalni nemoci dojnice. Nezrala mléka se technologicky nezpracovavaji [1, 3].

Zralé mléko je dojnicemi produkovano po stabilizaci slozek mleziva v 5 — 10 dnti po poro-
du. MIéko lze druhoveé rozdelit podle obsahu bilkovinnych slozek na albuminova a kasei-
nova. Albuminova mléka obsahuji méné nez 75 % kaseinovych bilkovin z celkového ob-
sahu bilkovin. Produkuji ho savci s jednoduchym zaludkem. Typickymi zastupci albumi-
novych mlék jsou napf. kobyli, osli, matefské a psi. Kaseinova mléka obsahuji vice
nez 75 % kaseinovych bilkovin z celkového obsahu bilkovin. Vyuzivaji se pro lidskou vy-

zivu. Kaseinova mléka produkuji prezvykavci napt. skot, ovce, kozy a velbloudi [1, 2, 3].

1.1.1 Chemické slozeni mléka

Chemické slozeni kravského mléka (viz Tabulka 1) zavisi na mnoha faktorech (plemeno

a zdravotni stav dojnice, faze laktace apod.) [1, 3].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 13

Tabulka 1 Chemické slozeni kravského mléka [1]

Voda [%] 86 — 88
Dusikate latky [%] 3,1-3,8
Lipidy [%] 35-5,5
Sacharidy [%] 4,5-5,0
Mineralni latky [%] 0,7—-0,8
Vitaminy, enzymy, hormony atd. [%] 0,2-0,5

Z fyzikalné-chemického pohledu jde o polydisperzni systém slozeny z disperzniho prostie-
di a disperzniho podilu. Disperzni podil je tvofen hrubou disperzi, kterou tvoti tuk, koloid-
ni disperzi tvofenou kaseinovymi micelami a nékterymi minerdlnimi latkami (koloidni
fosfore¢nan vapenaty vazany na kaseinové micely) a pravym roztokem, ktery tvoii sacha-

ridy a mineralni latky [1, 2].

1.1.1.1 Bilkoviny

MIé¢né bilkoviny jako biopolymery aminokyselin spoluuréuji nutri¢ni hodnotu a fyzikal-
né-chemické vlastnosti mléka. Z celkového obsahu dusikatych latek ptipada 90 — 95 %
celkového dusiku na tzv. Cisté bilkoviny a 5 — 10 % na nebilkovinné dusikaté latky.
K nebilkovinnym dusikatym latkdm fadime napf. mocovinu, amoniak, enzymy, kreatinin,

lipoproteiny aj [1, 4, 5].

Cisté bilkoviny lze rozdélit na kaseinové a syrovatkové, coz je dano jejich rozpustnosti
pti hodnoté pH =~ 4,6. Kaseinové bilkoviny jsou v kravském mléce primérné zastoupeny
z 80 % celkového obsahu cistych bilkovin. Na sérové bilkoviny ptipada 20 % celkového

obsahu ¢istych bilkovin.

Kaseinové bilkoviny jsou fosfoproteiny, které délime na Ctyfi zakladni frakce: ag-kasein,
agx-kasein, B-kasein, k-kasein. Frakce as, osp a B-kasein se srazi v pfitomnosti vapenatych

iontu. k-kasein se v pfitomnosti vapenatych ionta nesrazi [1, 3, 4].
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Fosfor jako zbytek kyseliny fosforecné je v kaseinech estericky vdzan na hydroxylovou
skupinu serinu za vzniku fosfoserinu. V téchto tsecich vykazuje molekula proteinu hydro-
filni vlastnosti. Kaseiny jsou obsazeny v mléce ve form¢ micel. Na povrchu micely je ori-
entovan «k-kasein, ktery diky hydrofilni sacharidické slozce tvoii ochranny koloid
pro ostatni frakce a stabilizuje micelu. Stabilitu micely Ize narusit snizenim pH na hodnotu
izoelektrického bodu kaseinu (pH 4,6) kdy dojde ke srazeni micel (tzv. kyselé srazeni).
K destabilizaci kaseinu dochazi i pfidavkem enzymu (chymozin) S$tépiciho strukturu
k-kaseinu. Poté dochazi ke koagulaci bilkovin. Zde hovotime o sladkém srazeni. Z pohledu

zmén teploty jsou kaseiny pii bézném technologickém zpracovani termostabilni [1, 2].

Sérové bilkoviny jsou tvofeny frakcemi B-laktoglobulin, o-laktaloumin, sérum albumin,
imunoglobuliny, prote6zo-peptony (Sté€py B-kaseinu). V porovnani s kaseiny netvoii mice-
ly, nesrdzi se plisobenim sytidla, pti pH 4,6 jsou rozpustné. Jsou pomérné mélo termosta-
bilni. B-laktoglobulin denaturuje jiz pfi teploté 70 °C, a-laktalbumin denaturuje pfi teplo-
tach nad 100 °C. B-laktoglobulin a a-laktalbumin jsou technologicky nejvyznamnéjsi séro-
vé bilkoviny. Imunoglobuliny jsou ve zralém mléce obsazeny v nizké koncentraci (do 3 %
celkového proteinu). Ve vys$S§im mnozstvi jsou obsazeny v mlezivu (az 10 %). Slouzi jako
indikéator onemocnéni dojnice. Ve vyssi koncentraci inhibuji ¢innost nékterych bakterii,

proto jsou pii technologickém zpracovani nezadouci [2, 3, 4].

1.1.1.2 Lipidy

Lipidy se v kravském mléce vyskytuji pfedev$im ve formé triacylglycerola (97 — 98 %
z celkového mnozstvi lipidi mléka). Zbyla 2 — 3 % tvoii diacylglyceroly a monoacylglyce-
roly, volné mastné kyseliny, fosfolipidy, steroly a vitaminy rozpustné v tucich. V mlééném
tuku jsou ve vyznamnéj$im mnozstvi zastoupeny 4 — 18 uhlikaté mastné kyseliny se sudym
poctem uhlikll v fetézci. Z nasycenych mastnych kyselin pfevazuji myristova, palmitova
a stearova. Z nenasycenych mastnych kyselin stoji za zminku kyselina olejova. Typické
aroma tuku tvoii mastné kyseliny s kratkym fetézcem (do 10 uhlikl v fetézci). Zastoupeni

mastnych kyselin s kratkym fetézcem je v mlééném tuku téméi 10 % [1, 3, 6].

Tuk je v mléce rozptylen ve forme tukovych kulicek. Pramér tukovych kulicek se obvykle
pohybuje v rozmezi 0,1 — 20 pm. V 1 ml mléka je fadové obsazeno asi 10*° tukovych kuli-
¢ek. Tuk je v mléce jemné rozptylen a zaujima velky povrch. Vyhodou je velmi dobra

stravitelnost. Nevyhodou je pfijimani nezadoucich pachu [1, 3, 4, 7].
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1.1.1.3 Sacharidy

Nejvice zastoupenym sacharidem v mléce je disacharid laktdza. Jeho vyskyt je omezen
vyhradné na mléko, proto je také nazyvan mlécny cukr. V mensim mnozstvi Ize v mléce

detekovat glukozu, galaktozu, fruktozu aj [3, 4].

Z chemického hlediska je laktéza tvofena dvéma monosacharidy, glukézou a galaktézou,
za vzniku disacharidu O-B-D-galaktopyranosyl-(1-4)-D-glukopyrandzy. V mléce se lakto-
za vyskytuje ve dvou anomerech jako a-laktoza a B-laktoza. Dodava mléku nasladlou chut'.
Sladivost laktdzy je asi tfetinova oproti sachardze. Je velmi dobie stravitelna. Spoluurcuje

osmoticky tlak v mléce [1, 8].

Z technologického hlediska je vyznamnym substratem pro bakterie mlééného kvaSeni
za vzniku kyseliny mlécné. Toho se vyuziva zejména pii vyrobé kysanych mléénych vy-
robkil a zrajicich syrii. Clovék dokéaZe laktozu metabolizovat v tenkém stievé pomoci en-
zymu laktaza. Pfi nedostatku tohoto enzymu Vv tenkém stievé vznika nesnasenlivost laktozy
tzv. intolerance laktozy. Clovék s absenci &¢i malou aktivitou laktazy neni schopen $tépit
laktozu, ¢imz vznikaji zaZivaci potize. ReSenim je vytadit z jidelni¢ku konzumni mléko
a naopak zaradit do svého jidelni€¢ku mlécné vyrobky, které obsahuji menSi mnoZstvi
laktozy (napf. syry a fermentované mlécné vyrobky). Na trhu je téZ dostupny bohaty sor-

timent bezlaktozovych vyrobki a vyrobki se snizenym obsahem laktozy [1, 6, 9].

1.1.1.4 Ostatni slozky mléka

Mineralni latky jsou vV mléce pfitomny ve formé sodnych, draselnych vapenatych a hotec-
natych soli fosfore¢nand, citronanti, chloridii, sirand, uhli¢itant a hydrogenuhlicitanii. Mo-
hou byt navazany na jiné slozky mléka, napt. na bilkoviny a tuky. Zastoupeni mineralnich
latek v mléku je 0,7 — 0,8 %. Spolu s laktézou udrzuji v mléce osmoticky tlak. Slouzi pri-
marné k vyzivé mlad’at. Nékteré mineralni latky plni funkci enzymovych kofaktoru [1, 3,
9].

V mléce jsou obsazeny vitaminy rozpustné v tuku (A, D, E, K) i vitaminy rozpustné
ve vodé (vitaminy skupiny B a vitamin C). Zapojuji se do metabolickych drah jako koen-
zymy, prekurzory hormoni a plsobi jako antioxidanty. Vitaminy jsou zejména urCeny

k vyzivé mladat [3, 6].

Enzymy jsou proteiny, které mohou mit ve své strukture navdzanou nebilkovinnou slozku

(kofaktor). Lze je oznadit jako biokatalyzatory biochemickych reakci. V mléce se vyskytu-
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je az 100 riznych enzyml. Mtzeme je dé€lit podle pivodu na exogenni a endogenni. Na-
tivni enzymy nalezneme v povrchovych vrstvach tukovych kuli¢ek (pfechazi do smetany),
jsou asociovany s kaseinovymi micelami nebo jsou voln¢ rozptyleny v mlééném séru. Ak-
tivita enzymu zavisi predevsim na teplot¢ a pH mléka. Z pohledu antibakteriadlniho, orga-
noleptického a nutriéniho nemé vétSina enzymt pozitivni ucinky. Proto je zadouci jejich
inaktivace béhem technologickych operaci pii vyrobé. Inaktivace probihd tepelnym zéhte-

vem [1, 4, 6].

1.2 Syrovatka

Syrovatka se pro své biologické vlastnosti vyuziva k vyrobé vyrobki, které slouzi k vyziveé
lidi a hospodatskych zvitat. Podle zpiisobu vyroby se déli na syrovatku ziskanou sladkym
srazenim a syrovatku ziskanou kyselym srazenim. Syrovatka slouzi k ziskavani jednotli-
vych slozek (laktdza, bilkoviny). Tyto slozky mohou byt dale vyuzivany v potravinarstvi,

farmacii, krmivarstvi apod. [10, 11]. Chemické slozeni syrovatky je uvedeno v Tabulce 2.

Tabulka 2 Chemické slozeni syrovatky [11]

Slozka Sladké syrovatka Kysela syrovatka | Kaseinova syrovatka
Susina [%] 6,20 5,70 6,10
Laktoza [%] 4,80 4,60 4,70
Bilkoviny [%] 0,75 0,30 0,50
Tuk [%] 0,05 <0,01 <0,01
Popeloviny [%] 0,60 0,80 0,90
pH 6,10 4,60 4,40

1.2.1 Ziskavani syrovatky

Syrovatka vzniké jako vedlejsi produkt vyroby syrt (sladké srdzeni), tvarohti a kaseinu

(kyselé srazeni) [10].
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1.2.1.1 Sladké srazeni

Podstatou sladkého srazeni je aplikace proteolytického enzymu chymozinu (sytidla)
do mléka. Chymozin specificky $té€pi k-kasein mezi 105. a 106. aminokyselinou. Sladké
srazeni probiha ve dvou stupnich. V prvnim stupni dojde k rozsté€peni struktury k-kaseinu
na dva peptidy, k-kaseinmakropeptid (hydrofilni) a para-x-kasein (hydrofobni). Odstépe-
nim k-kaseinmakropeptidu, ktery odchazi do syrovatky, jiz neni k-kasein schopen plnit
funkci ochranného koloidu. Frakce para-k-kasein zistava soucasti koagula. Druhym stup-
ném je koagulace kaseinovych micel prosttednictvim vazby vapenatych iont na fosfoseri-
nové zbytky jednotlivych frakei kaseinu. Poté dochézi k tvorbé koagula. Prvni i druhy stu-

peni probiha soucasné a prolina se [1, 3].

Dilezitymi faktory, ovliviiujicimi srazeni, jsou mnozstvi syfidla (uruje dobu sraZzeni: ob-
vykle 20 — 40 min), teplota, pH systému a pfitomnost vapenatych iontd. Pii teplotach

pod 15 °C proces srazeni neprobéhne [1, 10].

1.2.1.2 Kyselé srazeni

Podstatou kyselého sraZeni je sniZeni pH k izoelektrickému bodu kaseinu. Izoelektricky
bod je u kaseinu uzan¢né stanoven na hodnotu pH 4,6. Molekula kaseinu se jevi navenek
elektroneutralni a ztraci hydratacni obal. Na povrchu kaseinové micely dochazi k vyrovna-
ni naboju a disociaci fosforeCnanu vapenatého. Dochazi k destabilizaci soudrznosti mice-
larni struktury. Pisobenim hydrofobnich interakci a elektrostatickych sil dojde k vytvoteni
koagula. Proces kyselého sraZeni je postupny. Probiha nejlépe pii teploté nad 20 °C. Nizsi
teploty srazeni vyrazné zpomaluji. Naopak pfi teplotach okolo 40 °C mize dojit ke vzniku

gumovité drobivé konzistence [1, 3, 10].

Pti vyrobé tvarohu dochézi ke snizovani pH bakteriemi mlé€ného kvaseni. Bakterie mléc-
ného kvaSeni preménuji substrat (laktézu) na kyselinu mlécnou, ¢imz dochazi ke snizeni
pH. Pii vyrobé mekkych tvarohti se aplikuje i malé mnoZstvi proteolytického enzymu.
Pti vyrobé kaseinu, kde neni kladen diiraz na senzorické vlastnosti, 1ze pH snizit ptidanim

kyseliny mlé¢né ¢i jinych kyselin do mléka [1, 10].

Kysel¢ srazeni je v porovnani se sladkym srdzenim pomalejsi. Urychleni procesu kyselého

srazeni se da dosahnout zvysenim teploty srazeni [1].
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1.2.2 Uprava a technologické zpracovani syrovatky

Pted technologickym zpracovanim syrovatky se témét vzdy provadi jeji Cisténi a prava.
Odstranuji se zbytky koagula (syraisky prach) z divodu mozného ovlivnéni dalSich tech-
nologickych operaci. Syraisky prach miize ovlivnit i organoleptické vlastnosti vysledného
produktu. Pouzivé se kombinace riznych technik odstraiiovani, napt. usazovani, odstied’o-
vani, scezovani apod. Syrovatka ziskana pfi vyrob¢ syra obsahuje stopy tuku, které se na-
sledn¢ odstranuji na odstfedivkach. Pasterace se provadi pfi teploté¢ 72 — 78 °C s vydrzi
15 — 20 s. Pasteraci se snizi pocet zivych mikroorganizmii a dochazi k inaktivaci chymozi-
nu [10].

1.2.2.1 Demineralizace syrovatky

Pfi demineralizaci jsou ze syrovatky odstranény ionty anorganickych slou¢enin. Deminera-
lizace se provadi elektrodialyzou, pomoci iontoménicii, membranové techniky a filtraci.
Snizeni obsahu mineréalnich latek zejména u kyselé syrovatky docilime snizenim hydro-
skopicity. Po demineralizaci vznika diluat a koncentrat, kde diluat je demineralizovana

syrovatka (90 — 95 % puvodniho mnozstvi) a koncentrat je roztok soli [10].

1.2.2.2 Zahusténi syrovatky

Zahusténi syrovatky probihd na primyslovych odparkach. Zahusténim dochazi ke snizeni
obsahu vody z ptivodnich 93 — 96 % na 50 — 60 % suSiny. Pti zahu§téni syrovatky na susi-
nu vys$i nez 65 % mohou vypadavat krystalky laktézy jiz béhem procesu odpafovani.
V ptipad¢ nasledného suSeni se teplota odpafovani pohybuje do 75 °C. Pfi teploté
nad 75 °C denaturuji sérové bilkoviny a zvysuji naslednou hygroskopicitu syrovatkového
prasku. Pro pouziti syrovatky pro pekatské ucely se teplota odpatovani pohybuje nad 75 °C
[2, 5, 10].

1.2.2.3 Krystalizace laktozy

Krystalizace laktozy se zpravidla provadi jako predstupen suseni syrovatky. Lze jej vyuzit
I Kk odd¢leni laktozy ze syrovatky. Krystalizani proces probiha za teploty 20 — 35 °C
po dobu 2 — 24 hodin. Po ochlazeni je asi 70 % laktézy ve formé krystalki. Krystalizace

probiha v zahusténé syrovatce [2, 10].
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1.2.2.4 SuSeni syrovatky

Proces suseni syrovatky se provadi susenim ve valcovych susarnach nebo susenim ve spre-
jovych susarnach. Piedstupném suseni byva zahustovani syrovatky na odparkach, coz je

Z ekonomickych davodia vyhodnéjsi [5, 10].

Suseni ve valcovych suSarnach je ovlivnéno vysokym obsahem laktézy. Pti rychlém suseni
laktéza nevykrystalizuje a stava se z ni amorfni sklovitd tavenina. Amorfni laktéza zvySuje
lepivost susené syrovatky. Syrovatka je nanaSena na dva proti sob€ se otacejici valce, kde
dochazi k odpateni vody a tvorbé filmu suSené syrovatky. Tenky film suSené syrovatky je

odskrabovan nozem [5, 12].

Sprejové susarny jsou nejrozsifenéjsi zpisob suSeni syrovatky. Laktoza se ptred suSeni ne-
chava zpravidla pfedkrystalizovat. SuSena syrovatka s ¢aste¢né vykrystalizovanou lakt6zou
vykazuje niz8i hygroskopicitu a lep$i rozpustnost v porovnani se susenou syrovatkou
s nevykrystalizovanou laktézou. Zahusténa syrovatka je rozprasovana jemnou mlhovinou
do horkého vzduchu. Dochazi k odparu vody a susena syrovatka pada na dno susarny, od-

kud je odpravena a chlazena [5, 10, 11].

1.3 Smetana

Podle vyhlasky Ministerstva zemé&délstvi Ceské republiky 77/2003 Sb. v platném znéni je
smetana tekuty mléény vyrobek s obsahem tuku nejméné 10 % hmotnostnich ve formé
emulze mlé¢ného tuku v plazmé ziskany fyzikalni separaci z mléka. DéEli se na tekutou,
zahusténou a suSenou smetanu. Tekuta smetana se dale déli na smetanu (obsah tuku vice
nez 10 % hmotnostnich), smetanu ke Slehani (obsah tuku vice nez 30 % hmotnostnich)

a smetanu vysokotu¢nou (obsah tuku vice nez 35 % hmotnostnich) [13].

1.3.1 Ziskavani smetany

Zakladnimi kroky pfi vyrobé smetany jsou odstfedéni mléka, standardizace obsahu tuku,

homogenizace a tepelné oSeteni.

Odstredéni mléka (odsmetanovani) se provadi na odsmetanovacich odstfedivkach. Cilem je
ziskat smetanu a odstfedéné mléko s miniméalnim obsahem tuku. U¢innost odsmetanéni se
posuzuje podle tuc¢nosti odstfedéného mléka. Po odsmetanéni zistava tucnost odstiedéného
mléka obvykle 0,04 — 0,07 % hmotnostnich. Tuc¢nost smetany se pohybuje v rozmezi 35 —
45 % hmotnostnich [1, 3, 4].
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Standardizaci obsahu tuku dosahneme rozdilné tu¢nosti podle pozadované tu¢nosti konec-
ného produktu. Standardizace probihd dvéma zplsoby. Do standardiza¢niho zafizeni se
napusti vypocteny objem odstiedéného mléka a smetany. Tento zplisob je diskontinudlni.
Kontinudln¢ se smetana standardizuje pomoci pratokovych zatizeni, kterd jsou vybavena
méficimi a regulacnimi prvky. Tyto prvky méfi tucnost slozek pred smichanim a reguluji

jejich pritok [1, 4].

Homogenizaci smetany dosdhneme zmenseni tukovych kuli¢ek a zvétSeni jejich povrchu.
Tim se znaéné zpomali rychlost vyvstavani tukovych kulicek, coz je u vétSiny vyrobkl

nezadoucim jevem [9, 14].

Tepelné oSetfeni smetany zahrnuje pasteraci, sterilaci nebo UHT zéhtev. Pasterace probiha
za teplot 90 — 100 °C s vydrzi n¢kolika sekund. Sterilace smetany probiha ve spotiebitel-
ském obalu, ktery se steriluje pfi teploté 112 — 140 °C s dobou vydrze 20 — 30 min. Sterila-
ce se provadi v autoklavech. Takto se steriluje zejména smetana do kavy. Tepelné oSetfeni
smetany metodou UHT se provadi za teplot 137 — 142 °C s vydrzi 1 — 2 s. Po UHT oSetie-

ni je smetana asepticky zabalena do obali [1, 4].

1.4 Fermentované mlécné vyrobky

Fermentované mlécné vyrobky je oznaceni pro Sirokou Skalu mléénych vyrobkt, mezi kte-
ré fadime jogurtové vyrobky, kysand mléka, kysané podmasli, kefir, kumys, acidofilni
mléka, kysané smetany a dal$i. Narodni legislativa definuje kysany mléény vyrobek jako
mlécny vyrobek ziskany kysanim mléka, smetany, podmasli nebo jejich smési za pouziti

mikroorganizmi, tepelné neosetieny po kysacim procesu [3, 15].

Fermentované mlécné vyrobky miiZeme rozdélit podle pouzitych mlékaiskych kultur

do dvou zakladnich skupin [16]:

1. Fermentované mlééné vyrobky s mezofilnimi bakteriemi mlécného kvaseni

2. Fermentované mlécné vyrobky s termofilnimi bakteriemi mlé¢ného kvaseni

1.4.1 Fermentované mlééné vyrobky s mezofilnimi bakteriemi mlééného kvaseni

Vyroba téchto mléEnych vyrobkil probiha pfi teploté optimalni pro rist mezofilnich Cistych
mlékaiskych kultur v rozmezi 10 — 40 °C. Mezofilni kultury obvykle obsahuji kmeny
Lactococcus lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactococcus lactis subsp. diacety-
lactis, Leuconostoc lactis, Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris a Leuconostoc

mesenteroides subsp. dextranicum.
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Siroka $kala téchto vyrobki predstavuje fermentovana mléka, kysané podmasli, kysanou

smetanu aj [3, 16].

Kysané podmasli se vyrabi z podmasli, jakoz to vedlejSiho produktu pfi vyrobé masla bud’

samostatné ¢i s piidavkem mléka.

Pro vyrobu kysané smetany se pouziva smetana. Obvykla tu¢nost smetany se pohybuje
v rozmezi 10 — 12 % nebo 20 — 30 %. K inokulaci smetany se pouzivaji Cisté mlékaiské
kultury Lactococcus lactis subsp. lactis a Lactococcus. lactis subsp. cremoris a aromatvor-
né kmeny Lactococcus lactis subsp. lactis biovar diacetylactis a Leuconostoc mesentero-

ides subsp. cremoris [14, 17].

1.4.2 Fermentované mlécné vyrobky s termofilnimi bakteriemi mlééného kvaseni

Nejrozsitengjsi fermentované mlécné vyrobKy s termofilnimi bakteriemi mlééného kvaseni
(BMK) jsou jogurty a jogurtové vyrobky. Jogurt je v narodni legislativé definovan jako
kysany mlécny vyrobek ziskany kysanim mléka, smetany, podmasli nebo jejich smési po-
moci mikroorganismt Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus a Streptococcus ther-
mophilus. Jogurtové vyrobky mohou obsahovat kromé zakladni jogurtové kultury i kmeny
produkujici kyselinu mlé€nou a pomahajici dotvaiet specifickou chutovou nebo texturovou
charakteristiku vyrobku. Musi vSak byt zachovan optimalni pomér obou zakladnich kmeni

jogurtové kultury [13].
Jogurty Ize rozdélit podle zptisobu fermentace:

- Jogurty s rozmichanym koagulatem — fermentace v tanku, po promichani koagulatu
a vychlazeni naplnéni do spotiebitelského baleni

- Jogurty s nerozmichanym koagulatem — fermentace piimo ve spotiebitelském obalu

- Jogurtové napoje — fermentace v tanku, ptidavek ptisad po ochlazeni na 18 — 20 °C

ve vyrovnavacim tanku [14]
Jogurtové ndpoje jsou vyrabény téméf analogicky jako jogurty s rozmichanym koagulatem.
Vyznacuji se nizsi viskozitou a jsou uréeny k piti [14, 17].
Pro vyrobu fermentovanych mléénych vyrobku lze vyuzit acidofilni a bifidové kultury.
Fermentaci mléka bakteriemi Lactobacillus acidophilus, ¢i Bifidobacterium spp. se ziskava
napf. acidofilni mléko. Tyto kultury byvaji pouzivany v kombinaci s jinymi kmeny BMK.
Je to dano tvorbou metabolitti kyselé a Stiplavé chuti u acidofilnich kultur a metabolita

octové chuti u bifidovych kultur [15, 16].
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Dalsi skupina fermentovanych mléénych vyrobkt se vyrabi s vyuzitim BMK a kvasinko-
vych kultur.

Vyznacnou ¢ast téchto vyrobki na trhu zastupuji vyrobky asijského ptivodu kefir a kefiro-
vé mléko, kumys a Subat. Tyto vyrobky se vyrabi z mléka koziho, kravského a ovciho.
Vyrabi se z tzv. kefirovych zrn. Z kvasinek se pouzivaji zastupci rodu Candida, Sacharo-
myces, Kluveromyces a Torula. Bakterie mlé¢ného kvaseni zastupuji rody laktokokd a lak-
tobacilt, Lactococcus lactis spp. lactis, Lactobacillus brevis, Lactobacillus casei a Lacto-
bacillus kefyr [15, 16, 17].

1.5 Vyrobky se snizenym obsahem laktozy a bezlakt6zové mlé¢né vy-
robky

Primyslové jsou vyrabény vyrobky se snizenym obsahem laktdzy a vyrobky bezlaktozové.
Tyto pojmy jsou zakotveny v tuzemské legislativé. Vyrobky se snizenym obsahem laktozy
mohou obsahovat max. 1 g laktoézy ve 100 g nebo 100 ml potraviny ve stavu ur¢eném ke
spotiebé. Bezlaktozové vyrobky mohou obsahovat max. 10 mg laktézy ve 100 g nebo
100 ml potraviny ve stavu uré¢eném ke spotiebé a ve kterych je pfitomnost volné galaktozy

vyloucena. [18].

Evropska legislativa z pohledu bezlaktézovych vyrobkl a vyrobkl se snizenym obsahem
laktozy uvadi v natizeni EU 609/2013 (€lanek 42) pravidla tykajici se oznacovani a sloZeni
potravin, na jejichz zdklad¢ jsou uvadény informace o nepiitomnosti laktozy ¢i o jejim
snizeném obsahu v potravin€. Tato pravidla nejsou v soucasné dob¢é na trovni Unie sjed-
nocena. Pro osoby s nesnasenlivosti laktozy maji ov§em tato oznaceni velky vyznam. Nafi-
zeni (EU) €. 1169/2011 stanovi pravidla pro poskytovani informaci o latkach, u nichz bylo
veédecky prokazano, Ze mohou vyvolat alergii nebo nesnasenlivost, aby méli spotiebitelé,
jako naptiklad osoby s nesnasenlivosti laktézy, moznost informovaného vybéru potravin,
které jsou pro né bezpecné. Z diivodu prehlednosti a jednoznacnosti by zavedeni pravidel
tykajicich se pouzivani tvrzeni o nepfitomnosti laktézy ¢i o jejim snizeném obsahu v po-
travindch mélo také byt upraveno podle natfizeni (EU) ¢. 1169/2011, s pfihlédnutim k vé-
deckému stanovisku tradu ze dne 10. zati 2010 o prahovych hodnotach laktozy pfi nesna-

Senlivosti laktozy a galaktosémie [19].

Bezlaktozové vyrobky a vyrobky se snizenym obsahem laktézy jsou uréeny piredevsim
pro skupiny lidi trpici intoleranci lakt6zy. Nemoznost §tépit laktozu je dana ztratou schop-

nosti syntetizovat enzym laktaza ¢i jeho nizkou aktivitou.
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Osoby trpici galaktosémii, dédicnou poruchou metabolismu galaktozy, také “netoleruji”

wevr

s intoleranci laktozy [20].

Symptomy intolerance laktdzy byly popsany u nékterych osob po piijmu méné nez 6 g
laktozy. Podle panelu NDA (Panel on Dietetic Products, Nutrition and Allergies) naprosta
vétsina osob s poruchou traveni laktézy bude tolerovat az 12 g laktdzy jako jednu davku,
pii které se symptomy neprojevi nebo budou jen mirné. Vyssi davky mohou byt tolerova-
ny, pokud konzumace potravin s obsahem laktozy se rozdéli do dne. Nelze proto udat
presnou prahovou hodnotu pro ptijem laktozy/galaktdzy, pod kterou nedochazi k vyvolani
nezadoucich uc¢inki. Vyrobky, z kterych je laktoza ¢astecné odstranéna enzymovou hydro-
Iyzou na glukozu a galaktézu, a neni z nich nasledné odstranéna galakt6za, nejsou vhodné

pro pacienty trpici galaktosémii bez ohledu na zbytkovy obsah laktozy [20, 21].

Technologicky proces vyroby mlécnych vyrobkii se snizenym obsahem laktozy
¢i bezlaktozovych vyrobku se principialné provadi pfidanim enzymu laktaza do pasterova-
ného mléka, jez §tépi laktézu na dva monosacharidy. V zasadné€ se jednd o diskontinudlni
proces. Hydrolyza probiha pii teplot€¢ do 10 °C. Kratsi inkubacni doby lze dosdhnout pii
teploté 37 °C. Proces hydrolyzy se ukoncuje pii snizeni obsahu laktdézy na hodnotu 0,1 g
ve 100 g. Ml¢ko po hydrolyze vykazuje senzoricky sladsi chut’. Vzniklé molekuly mono-
sacharida glukozy a galaktdzy vykazuji vyssi sladivost nez molekula oligosacharidu lakto-
zy. Béhem enzymatické degradace laktozy dochazi ke vzniku galaktooligosacharid (GOS)
tzv. transgalaktosylaci. Na GOS se pfeméni 5 — 10 % laktdézy. MnoZstvi syntetizovaného
GOS se odviji od mnozstvi pouzitého enzymu. Pti vyrob¢ bezlaktézového mléka vysoko-
teplotné oSetfené¢ho technologii UHT se mléko po hydrolyze dale tepelné neoSetiuje.

V takto oSetfeném mléku zlstava enzym laktaza aktivni [22].

Kvuli odstranéni negativnich vlastnosti zpisobenych pomérné vysokym obsahem monosa-
charidt v enzymaticky hydrolyzovaném mléce byl vyvinut chromatograficky proces oddé-
leni laktézy. Tento proces spociva v oddé€leni iontové slozky (bilkoviny, soli) a neiontové
slozky (laktéza). Postup je pomérn¢ Casoveé naro¢ny. Odstranéni laktézy neni Gplné, proto

se proces dopliuje enzymatickou hydrolyzou [21, 22].

Separaci laktozy mléka Ize dosdhnout pomoci metody membranové filtrace. Permeéat zis-
kany po ultrafiltraci (UF) odtu¢néného mléka je podroben nanofiltraci (NF). NF-permeat je
koncentrovan reverzni osmo6zou (RO). Retentat z RO je pfidan k retentatu z UF. Odstrané-

ni laktdzy neni uplné, proto se proces dopliuje enzymatickou hydrolyzou [22].
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U fermentovanych mlénych vyrobkl dochéazi k ubytku laktézy kysacim procesem BMK.
Laktéza slouzi jako substrat BMK a je metabolizovana na kyselinu mlé¢nou a vedlejsi me-
tabolické produkty. K vyuziti vyroby fermentovanych mléénych vyrobkt se nizenym ob-
sahem laktozy ¢i bezlaktozovych vyrobkl je brana v tivahu kombinace technologie fer-
mentace a enzymatické degradace laktdzy. Aktivita laktazy vyznamné klesa pod hodnotou
pH 5,7. Rychlost fermentace BMK je ovlivnéna fadou faktort, pfi¢emz degradace laktozy
stimuluje rast jogurtové kultury. Tim dochézi k rychlejSimu snizeni pH. Pfedmétem vyvoje

jsou kultury adaptované na mléko — substrat po hydrolyze laktozy [21, 22].
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2 METODY STANOVENI MONO- A OLIGOSACHARIDU

Pied samotnym stanovenim je dileZzita prava vzorku potraviny a izolace sacharid. Nej-
béznéjsi izolace sacharidl je provadéna extrakci. Extrakce je nejjednodussi a jedna ze za-
kladnich separac¢nich metod. Principem této metody je piechod latek z tuhé ¢i kapalné faze
do jiné kapalné faze za pomoci extrakéniho ¢inidla. Vybér vhodného extrakéniho Cinidla je
zékladem uspéchu celého procesu izolace. Rozpoustédla pouzivana pro extrakci sacharid

mohou obsahovat vodu, alkohol, chloroform nebo roztoky téchto latek [23, 24, 25, 26].

Voda v deionizovaném stavu je vhodné medium pro izolaci sacharidd. Principem je jejich
rozpusténi a piechod do deionizované vody. lzolace je provedena pfevedenim 25 g vzorku
do 10 ml vody a jejich nasledna homogenizace. Extrakce sacharidii probiha pii teploté
do 50 °C po dobu 3 — 5 minut. Po ukonceni extrakce se vzorek dale Cifi Citicimi Cinidly.
Pfidanim malého mnozstvi chloridu rtutnatého lze pfedchazet enzymatickym zménam [23,

24, 27].

K izolaci sacharidi 1ze vyuzit i 80% etanol. Etanol je vhodngjsi u vzorkd, kde muze do-
chazet k enzymovym zménam (napf. enzymova inverze sachar6zy, tvorba redukujicich

cukrt). Izolace je provadéna v n¢kolika stupnich [23, 24, 25].

V této kapitole jsou popsany chemické a fyzikalni metody stanoveni sacharidi, stanoveni

cukrii pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie je vénovéana kapitola 3.

2.1 Cireni sacharidu

Roztoky extrak¢nich ¢inidel a sacharidt nejsou zpravidla vhodné pro pfima stanoveni. Vy-
¢isténi vzorku je provadéno cifidly. Vybér Cifidla je fizen druhem analyzovaného vzorku
a naslednou pouzitou metodou stanoveni. Citidla nesmi adsorbovat cukry, coZ je zaklad-
nim poZadavkem jejich pouziti. Cilem cifeni je odstranéni opticky aktivnich latek, bilkovin
a tuki z roztoku, které by mohly ovlivnit samotné stanoveni. Po Cifeni nésleduje filtrace

vzorki [23, 27].

2.1.1 Zasadity octan olovnaty

Vyuziti zésadit¢ho octanu olovnatého lze nalézt predevSim v cukrovarnické analytice.
Velmi dobte odstrafiuje bilkoviny a opticky aktivni kyseliny. Vyuziva se k ¢ifeni neutral-
nich ¢i slabé alkalickych stav. V kyselém prostiedi jeho ucinnost klesa. Nevyhodou je jeho

ovlivnéni polarimetrického stanoveni nejvice ze vSech Citidel. V tekuté formé se vyuziva
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v mnozstvi do 30 ml na 100 ml ¢ifeného vzorku. V pevné form¢ do 1,5 g na 100 ml cite-

ného vzorku [24, 27].

2.1.2 Neutralni octan olovnaty

Roztok neutralniho octanu olovnatého je vyuzivan k Cifeni neutralnich vzorkd. Mén¢ se
hodi k ¢ifeni kyselych vzorkid. Do vzorku je ptfidavan do ukonceni tvorby sraZenin. K do-
konalému vysrazeni balastnich latek je pfiddvan s malym nadbytkem. Mozné zakaleni
vzorku  zplisobené  tvorbou  uhliCitanu  olovnatého se  odstrani  pfidanim
10% hydrogenfosfore¢nanu sodného. Pfi tomto zplsobu Cifeni dojde k odstranéni vSech

opticky aktivnich organickych kyselin. Odstranéni bilkovin je vSak nedokonalé [24, 27].

2.1.3 Kyselina fosfowolframova

Vyuziti kyseliny fosfowolframové je zvlasteé vhodné pro kyselé roztoky. V téchto roztocich
velmi dobfe odstrafiuje bilkoviny 1 jejich $tépné produkty. Pouziva se jako 5% vodny roz-

tok v mnozstvi do 10 ml na 100 ml roztoku vzorku [23, 27].

2.1.4 Cifeni podle Carreze

Principem cifeni podle Carreze je piidani siranu zinecnatého (Carreze 1) a hexakyanoze-
leznatanu draselného (Careze II) do vzorku cukerného roztoku za vzniku objemné srazeni-
ny. Mnozstvi 5 ml 30% siranu zine¢natého a 5 ml 15% hexakyanozeleznatanu draselného
se pouziva k Cifeni 100 ml vzorku cukerného roztoku. Tento zptsob Cifeni velmi dobte
odstranuje bilkoviny, mén¢ slizovité latky. Je vhodny u kyselych vzorki. Neutralni a alka-

lické vzorky se pied pouzitim této metody musi okyselit ziedénou kyselinou octovou [23,
27, 28, 29].

2ZnS0,4 + Ky[Fe(CN)g] — Zny[Fe(CN)g] + 2K,SO4 [23]

2.15 Cifeni podle Herlese

K Cifeni se vyuziva smichani roztoku dusi¢nanu olovnatého a hydroxidu sodného za vzni-
ku zasaditého dusi¢nanu olovnatého. Nejdiive se do vzorku pfida roztok dusi¢nanu olovna-
té¢ho a dokonale se rozmicha. S ptl hodinovym odstupem je pfidan hydroxid sodny. Tim
dojde ke zvyseni ¢ifici schopnosti. Tento zptusob nalezne uplatnéni k ¢ifeni slab¢ kyselych,
neutralnich a slab¢ alkalickych roztokt. Silné alkalické roztoky je nutno neutralizovat zie-

dénou kyselinou octovou na indikator fenolftalein [23, 27, 29].
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2.2 Chemické metody

Pti stanoveni sacharidii chemickymi metodami je vyuzivano jejich reaktivni funkéni sku-
piny. Tyto skupiny jsou schopny z alkalického prostiedi méd’natych soli vyredukovat oxid
méd'ny. Stanovenim prebytku médi ¢i oxidu méd’ného Ize urcit mnozstvi cukri. Piebytky
meédi se nejcastéji stanovuji manganometricky a jodometricky. Fotometricky Ize stanovit
barevné komplexy médi ¢i jinych barevnych sloucenin. Tyto metody lze pouzit u redukuji-
cich cukrii. Neredukujici cukry je tieba hydrolyticky rozstépit na redukujici nebo je stano-

vit fyzikalné—chemickymi nebo biologickymi metodami [23, 28, 30].
2.2.1 Metody zaloZené na redukénich schopnostech cukrii

2.2.1.1 Metoda podle Bertranda

Ptidanim Felingova roztoku I (siran méd’naty) a Felingova roztoku II (vinan sodnodraselny
a hydroxid sodny) do cukerného vzorku vznikd hydroxid médnaty, ktery se v prebytku
Felingova roztoku II rozpusti za vzniku Felingova komplexu. Reakce Felingova komplexu
s redukujicimi cukry probihd za varu po dobu 2 minut. Reakci vzniké oxid méd’ny, cukerné
kyseliny a regeneruje se vinan sodnodraselny. Oxid méd’ny v podobé Eervené srazeniny se
promyje a odfiltruje. Srazenina oxidu méd’ného se rozpusti v siranu Zelezitém, ktery obsa-
huje kyselinu sirovou. Dochazi k oxidaci médi na dvoumocné kationty, pficemz se reduku-
je ekvivalentni mnozstvi siranu Zelezitého na siran Zeleznaty. Stanoveni dvojmocného Ze-
leza probihd v kyselém prostiedi manganistanem draselnym. Vypoctem se ze spotieby
manganistanu draselného ur¢i obsah médi, ktery je umérny redukujicim cukram [23, 27,

31].

2.2.1.2 Metoda podle Luffa - Schoorla

Metoda Luffa — Schoorla je zalozena na redukénich schopnostech redukujicich sacharidu,
kdy redukujici cukry za varu v alkalickém prostiedi redukuji méd’natou sul ptidanou z Lu-
ffova roztoku na oxid méd’ny. Piebytek méd’né soli je nasledné stanoven jodometricky. Pro
zna¢nou presnost je metoda pouZzivana jako arbitrdzni pfedevSim v cukrovinkaiském pri-
myslu. Metoda je dale vyuzivana pro stanoveni cukrii v rostlinnych surovinach potravinar-

ského pramyslu.

Cukr je ze vzorku izolovan 80% etanolem. Vycefeni se provadi Carrezovym ¢inidlem. Pro
stanoveni musi byt filtrat ¢iry. Po pfevedeni 25 ml Luffova roztoku a 25 ml vzorku do Er-

lenmeyerovy baiiky jsou roztoky vareny 10 min. Po rychlém ochlazeni se ptidaji 3 g jodidu
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draselného, 20 ml 20% kyseliny sirové a roztok se titruje tiosiranem sodnym o koncentraci
0,1 mol-I™ do slabé& Zlutého zbarveni. Pfidaji se 2 ml 3% roztoku krobu jako indikatoru
a roztok se titruje do vymizeni modrého zbarveni. Obdobnym zptisobem je proveden slepy
pokus, kde misto cukerného roztoku vzorku je pfidana deionizovana voda. Z tabulky se
odecte nebo se interpolaci stanovi hmotnost glukdzy nebo invertniho cukru v mg odpovi-
dajici rozdilu mezi obéma titranimi spotiebami, vyjadienymi v ml spotieby tiosiranu sod-
ného o koncentraci 0,1 moll™. Vysledek se vyjadii v hmotnostnich procentech glukozy

nebo invertniho cukru vztazenych na susinu [23, 27, 32].

2.2.2 Metody zaloZené na barevnych kondenzaénich reakcich degrada¢nich produk-

o

tu

2.2.2.1 Metoda podle Duboise

Tato metoda je zalozena na fyzikdlné—chemickém stanoveni cukrli spektrofotometricky.
Cukry ve vzorku jsou dehydratovany kyselinou sirovou. Pfidanim fenolu dochazi ke kon-
denzaci vzniklého furfuralu ¢i 5-hydroxymethylfurfuralu za vzniku barevnych kondenzac-
nich produktd. Barevné kondenza¢ni produkty jsou stanoveny spektrofotometricky [28,
32].

2.2.2.2 Metoda podle Somogyiho

Redukujici sacharidy vzorku redukuji za varu v alkalickém prostfedi méd’natou stl doda-
nou do vzorku Somogyiho ¢inidlem. Vznikajici médna sil reaguje s ptidanym Nelsono-
vym ¢inidlem za vzniku barevného modrozeleného komplexu. Koncentrace vzniklych ba-
revnych komplext je zjiSt€éna na zaklad€ absorbance pfi vinové délce 540 nm proti slepé-

mu pokusu [27, 28, 32].
2.3 Fyzikalni metody

2.3.1 Polarimetrie

Jedna se o optickou metodu. Principem polarimetrie je schopnost opticky aktivnich latek
stacet rovinu polarizovaného svétla doleva nebo doprava. Optickd aktivita sacharidii je
dana pritomnosti chirarniho uhliku v molekule. Métitkem optické aktivity je mérna otaci-
vost. Mérna otacivost je definovana jako uhel, o ktery se sto¢i rovina polarizovaného svétla
pii tloustce vrstvy 1 dm a koncentraci roztoku 1 kg-dm™. Zdrojem monochromatického

svétla jsou sodikové nebo rtutové vybojky. Méticim piistrojem je polarimetr.
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Polarimetr sestava z polarizatoru a analyzatoru. V polarizatoru vzniké polarizované svétlo,
analyzator méti uhel otoceni. Mezi polarizator a analyzator se vklada trubice naplnénd mé-
fenou opticky aktivni latkou. Rovnobézna poloha polarizatoru a analyzatoru vyobrazuje
zorné pole Gplné svétlé. Pii zkiizené poloze je zorné pole Gplné tmavé. Vlozenim opticky
aktivni latky mezi polarizator a analyzator v rovnobézné poloze, dojde k zatemnéni zorné-
ho pole. Ota¢enim analyzatoru, na jehoz objimce je vyobrazena thlova stupnice, Se dosah-
ne puvodni svétlosti zorného pole. Naméteny thel vykazuje miru optické otacivosti aktivni

latky [23, 33, 34, 35].

2.3.2 Refraktometrie

Podstatou refraktometrickych metod je méfeni indexu lomu paprsku dopadajiciho na fazo-
vé rozhrani. Index lomu vyjadiuje pomér rychlosti svétla ve vakuu k poméru rychlosti
svétla v materialu. Index lomu latky 1ze stanovit méfenim hlu dopadu a tthlu lomu na roz-
hrani mezi stanovovanou latkou a latkou znadmého prostredi. Nejvhodnéjsi prostiedi je va-
kuum. V praxi se vyuziva vzduch. Méfeni se provadi pomoci refraktometru. Nejbéznéjsi je
Abbetlv refraktometr. V praxi jsou vyuzivany i ruéni a ponorny refraktometr. Metoda na-
chézi uplatnéni pii detekci cukrl v Cistych cukernych roztocich, ke kontrole Cistoty che-

mickych latek, stanoveni jedné latky ve smési [23, 33, 34, 35].

2.3.3 Gravimetrie

Obecné je gravimetrie méfeni hmotnosti latek. Principem gravimetrie u pouziti méteni
sacharidu je pfevedeni sacharidi ve vzorku na velmi malo rozpustnou latku pomoci vhod-

nych sraZecich €inidel. SraZenina je vysuSena a nasledné zvéazena.

Metoda gravimetrie je vyuzivana pro stanoveni Skrobu. Jmenovité metoda stanoveni $kro-
bu podle Raska. Skrob je pieveden do roztoku pomoci kyseliny chlorovodikové a nasledné
vysrazen etanolem. Vzorek je nasledné vysusSen a zvazen. Pfi stanoveni celulozy je prove-
dena jeji extrakce od doprovodnych latek kyselou nebo alkalickou hydrolyzou. Nehydroly-
zovatelny vzorek je vysuSen a zvazen. Redukujici cukry po reakci s méd’nymi solemi tvoti
oxid méd’ny ve formé Cerveného prasku (metoda podle Bertranda). Prasek oxidu méd’ného

je po vysuseni stanoven gravimetricky [24, 27, 31, 33].

2.3.4 Denzitometrie

Denzitometrie je zalozena na principu méteni hustoty roztoku, kdy se zvysujici se koncen-

traci sacharidi v roztoku se zvysuje hustota. Méfeni se provadi pomoci specidlnich husto-
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meért. Stanoveni cukrd denzitometricky se vyuziva v potravinafstvi pfi stanoveni napoji

a sirupt a také ve vinafské technologii [23, 24, 33].
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3 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

3.1 Princip

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC) je separa¢ni metoda, pii které dochazi
k oddéleni jednotlivych slozek analyzovaného vzorku. Podstatou metody je vneseni vzorku
mezi dvé nemisitelné faze. Vzorek je nandsen na pocatek stacionarni (nepohyblivé) faze.
V ptipad¢ kolonové chromatografie je stacionarni faze tvofena kolonou. Soucasti kolony
jsou drobné Castice sorbentu o urcité velmi malé granulaci. Slozky vzorku jsou neseny mo-
bilni (pohyblivou) fazi. Priinik vzorku do uzavieného systému obstarava davkovaci systém,
ktery v podstaté také plni funkci sméSovaciho zatizeni. Pohyb eluentu je zde zajistén po-
moci vysokotlakého Cerpadla. Eluent se pohybuje mezi ¢asticemi sorbentu, na kterych jsou
zachytavany molekuly vzorku ve snaze dosédhnout rovnovazné distribuce mezi mobilni
a staciondrni fazi. Pohybem mobilni fize je ovSem tato rovnovéha neustdle naruSovana.
Tim dochdzi k separaci slozek vzorku. Rychlost separace jednotlivych slozek je ddna re-
tencnim faktorem. Latky s niZ§i hodnotou reten¢niho faktoru jsou mobilni fazi unaSeny
snaze, projdou snadné&ji kolonou a jsou diive u vystupu kolony. V ptipadé¢ velkého rozdilu
retencniho faktoru jednotlivych latek, prostupuji tyto latky kolonou v tzv. zénach. Mobilni
faze vystupujici z kolony vstupuje do detektoru. V detektoru jsou indikovany piitomné
separované slozky vzorku. Detekované separované slozky vzorku jsou zapisovany
do chromatogramu. Chromatogram je graficky zaznam signalu detektoru v zavislosti na
Case. Kazda detekovana slozka je v grafu zapisovana do tzv. pikl. Jeden pik ma v idedlnim
pfipadé¢ tvar Gaussovy kiivky. Retencni Cas je vzdalenost piku od zaCatku analyzy.

V podstaté je to doba, za kterou projde detekovana latka kolonou [26, 30, 35, 36, 37].

3.2 Technické vybaveni HPLC

Mezi zékladni technické vybaveni patii Cerpadlo, davkovac vzorku, kolona, detektor a vy-

hodnocujici zafizeni [30, 36, 38].

3.2.1 Cerpadlo

Hlavnim tkolem cerpadla je udrzovat pritok mobilni faze v systému za urcitého tlaku.
Tlak musi byt staly a bezpulzni. Hodnoty tlaku v HPLC se pohybuji do 40 MPa. Pritok je
v rozsahu mikrolitrii az v desitkach mililitrGi za minutu s méné nez 1% kolisanim. Materia-

lem pro zhotoveni Cerpadla je volena nerezova ocel, plast ¢i keramika. Pouzity material
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nesmi narusovat nebo ménit sloZzeni mobilni faze ani uvoliovat zadné latky. Ventily jsou

zhotoveny zpravidla z pryze [35, 36, 37].

V praxi jsou pouzivana izokratickd a gradientova Cerpadla. Pti pouziti izokratického Cerpa-
dla, je mobilni faze ¢erpana pouze z jednoho zasobniku. Tato mobilni faize maze byt jedno-
slozkova ¢i viceslozkova predem piipravend v ur¢itém poméru jednotlivych latek. Mobilni
faze je beéhem stanoveni neménnd. Pii pouziti gradientového Cerpadla je mobilni faze Cer-
pana z vice zasobnikl. Vyhodou je, ze se mobilni faize mlize v prubéhu stanoveni meénit.
Dulezité je ovSem jeji dokonalé smichani v pribéhu prenosu ze zdsobnich lahvi do pfistro-

jového systému [30, 36, 37, 38].

3.2.2 Davkovaci zarizeni

Davkovaci zatizeni slouZi k nastfiku definovaného mnozstvi vzorku do mobilni faze. Vzo-
rek je mozné nadavkovat ptimym néstiikem injekéni stiikackou nebo obtokovym davkova-

cim kohoutem tzv. davkovaci smyckou.

Ptimy néstiik ptindsi nevyhody z hlediska té€snosti a udrZeni konstantniho tlaku. Ovladani
muize byt manudlni, ale také fizeno automaticky. Byly vyvinuty techniky, kdy dochézi
k nadavkovani vzorku pfi zastaveni toku mobilni faze (za atmosférického tlaku). Tato me-

toda se také nazyva stop-flow injection [30, 35, 38, 39].

Davkovani vzorku druhou metodou se sestava z Sesticestného davkovaciho kohoutu

s davkovaci smyckou. Tento zptsob je zpravidla fizen automaticky [36].

3.2.3 Kolona

Konstrukce kolon je nejcastéji tvofena nerezovou oceli ve tvaru kapilary. Méné pouZziva-
nymi materialy jsou tvrzené sklo a méd’. Kolony jsou vyrobeny o riznych rozmérech. Dél-
ka kolony se pohybuje v rozmezi 5 — 50 cm s vnitinim primérem 1 — 5 mm. Vnitini pro-
stor kolony tvofi porovita népln (sorbent) o primérech pérti 3 — 10 pm. Kratsi kolony jsou
zpravidla plnény sorbenty o menSim primeéru porid. Rizné napln€ kolon jsou vyuzivany
pro stanoveni riznych analytli. V praxi jsou vyuzity kratké predkolony, které chrani kolony
pfed necCistotami a nerozpustnymi latkami. Umistény jsou pied hlavni separa¢ni kolonu

[30, 35, 36, 39].

Pti chromatografické separaci cukrli se vyuziva déleni na katexech, kde makromolekularni
matrici tvofi polystyren, celuléza, dextran aj. Soucasti makromolekuldrni matrice jsou

pevné vazany funkcéni skupiny, pfedevSim skupiny kovi napt. kationty vapniku, olova,
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stiibra a sodiku. Cukry jsou eluovany s klesajici molarni hmotnosti. Oligosacharidy jsou
eluovany jako prvni, dale pak disacharidy, monosacharidy a nakonec alditoly. Elu¢ni pota-
di v pfislusné skupiné cukri zavisi na konformaci hydroxylové skupiny molekuly cukru

a protiiontem vazanym na katexu [28, 36].

Separace cukrd na anexech probiha na principu ionizace cukrd z divodu disociace hydro-
xylovych skupin v siln¢ alkalickém prostiedi. Cukry jsou Separovany na silném anexu.
Mobilni fazi je zpravidla vodny roztok hydroxidu sodného. Cukry jsou eluovany se zvysu-
jici se molarni hmotnosti, alditoly, mono- a disacharidy a nakonec oligosacharidy [28, 35,
40].

Vyznamnou naplni kolony pfi separaci cukrt je silikagel s vazanou aminopropylovou fazi.
Pii pouziti této naplné je jako mobilni faze pouZit roztok acetonitrilu s vodou. Eluce je da-
na adsorbci, ktera je zpusobena tvorbou vodikovych mistkt mezi hydroxylovymi skupi-
nami cukrii a aminovymi skupinami silikagelu. ZvySenim obsahu vody mobilni faze se
zkracuji elucni ¢asy cukri. Vyhodu vysoké separacni schopnosti oponuje kratka zivotnost
kolony. Podobné lze cukry separovat na silikagelu s diolovymi a polyolovymi skupinami
[28, 36].

3.2.4 Detektor

Nedilnou soucésti technického vybaveni HPLC je detektor. Jeho tlohou je detekovat
a pomoci pocitatového programu vyhodnotit kvantitativni hodnoty zkoumaného vzorku.

Postaveni detektoru je zpravidla na konci celé kolony [23, 30, 36].

Hmotnostni detektory reaguji na hmotnostni zménu slozky v eluentu. Koncentracni detek-
tory Ize délit na selektivni (signal je umérny koncentraci detekované latky) a univerzalni
nespecifické, kde odezva je umérnd specifické celkové vlastnosti eluatu. Jiné rozdéleni 1ze
definovat jako destrukéni (dochédzi k nevratné zméné detekované latky) a nedestrukéni

[30]. Hlavni typy detektorti jsou uvedeny v tabulce 3.
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Tabulka 3 Rozd¢leni HPLC detektort [30]
Detektory specifické Zména mobilni Spojené techniky

Detektory univerzalni

vlastnosti vzorku

faze

o refraktometricky

aerosolovy detektor

e Ultrafioalova-

viditelna spektrome-

e aerosolovy de-

tektor nabitych

e hmotnostni

spektrometrie

nabitych ¢astic trie Castic e infracerveny
e odparovaci detektor | ® fluorescencni e hmotnostni e nuklearni mag-
rozptylu svétla e clektrochemicky spektrometrie neticka  rezo-
e radioaktivni e odpafovaci de- nance
e vodivostni tektor rozptylu
e chemiluminiscenéni- | svétla
dusikovy

Nejbéznéjsimi detektory pouzivanymi pro stanoveni sacharidi jsou refraktometricky

a fotometricky [23, 28, 36].

3.2.4.1 Refraktometricky detektor

Principem refraktometrické detekce je méteni indexu lomu rozpusténé latky eluentu oproti
mobilni fazi. Odezva detekce je imérnd rozdilu indexu lomu mobilni faze v referencni cele
a indexu lomu eluatu v mémé cele vychazejici z kolony. Mérna jednotka odezvy je dana
nastavenim detektoru, pfi¢emz je vzdy imérna koncentraci analytu. Dulezitym faktorem
pfesnosti analyzy je dodrZeni konstantni teploty béhem celého méteni. Neni mozné pouZiti
gradientové eluce, pii které dochazi ke zménam indexu lomu mobilni fize. Vyznamné je
odstranéni plynii z mobilni faze a ze vzorkl. Plyny mohou ovlivnit nebo zcela znemoznit
detekci. Dulezité je udrzeni konstantniho pritoku mobilni faze bez pulst [26, 30, 36, 38,
41].

Vyhodou pouziti refraktometrické detekce je univerzalnost. Neni nutnosti pfitomnost
chromofornich a fluorescencnich skupin ve vzorku. Nevyhodou je nizk4 citlivost. Detekéni

limit cukrd osciluje okolo 5 pg [38, 41].

Konstrukéné miizeme rozdélit refraktometricky detektor na reflexni (Fenseliv) a deflexni

(vychylkovy).
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Reflexni refraktometr je konstruovan na zéklad¢ Fenselova zdkona. Pro méfeni je vyuziva-
no fazové rozhrani sklo-kapalina. Paprsky zafeni odrazené od fazového rozhrani sklenéné-
ho hranolu a kapaliny dopadaji na dva fotoelektrické ¢lanky. Rozdil v toku zafeni z mérné

a referencni cely je mirou koncentrace slozek [30].

Deflexni refraktometr pracuje na principu paprsku vychazejiciho ze zdroje, ktery se odrazi
od polopropustného zrcadla ve sméru méfici cely, kde prochazi mérnou a referencni celou
k zrcadlu. Od zrcadla se odrazi zpét k planparalelni desti¢ce, k zrcadlovému hranolu,
od n¢hoz se odrazi na dvojici sparovanych fotoelektrickych ¢idel. Zména indexu lomu je
dana vychylenim paprsku dopadajiciho na zrcadlovy hranol. Tim na fotoelektricka cidla
dopada razny svételny tok. Svételny tok, je prevadén na elektricky signal, jenz je zazna-

menavan. Vztah mezi koncentraci latky a intenzitou signalu byva linearni [30].

3.2.4.2 Fotometricky detektor

M&ii absorbanci eluatu vychazejiciho z kolony. Radi se mezi nejbéznéjsi detektor pouziva-
ny v HPLC. Je zaloZen na principu absorpce zareni v oblasti vinovych délek UV a VIS.
Jednodussi detektory méfi pii konstantni vinové délce nejéastéji v UV oblasti 253,7 nm.
Jako zdroje zafeni vyuZivaji rtutovou vybojku. Vykonngjsi detektory umoziuji nastaveni
vlnové délky pomoci monochromatoru nebo méteni ve vice (dvou az Etyfech) vinovych
délkach soucasné. Nevyhodou je nizsi citlivost detektoru v porovnani s detektory s fixni
vlnovou délkou. Nejvyspélejsi fotometrické detektory pracuji na principu diodového pole,
jez snima celé spektrum v redlném cCase bez preruSeni chromatografické separace
s ulozenim zéaznamu. Tento typ detektoru se vyznacuje vysokou citlivosti, ale nizkou selek-

tivitou [30, 36, 42].
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CIiLPRACE

Cilem diplomové prace bylo:

- navrhnout, optimalizovat a validovat metodiku stanoveni vybranych mono- a oli-
gosacharidii pomoci HPLC-RI

- stanovit obsahy mono- a oligosacharidi v tekutych mlécnych vyrobcich (mléko,
smetana, mlééné napoje, kysané mlécné vyrobky bezlaktézové vyrobky) dostup-

nych v bézné trzni sit.
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5 METODIKA

5.1 Chemikalie

Ultra &ista voda pro HPLC (pfe¢i§téna systémem Aqua Max '™ Ultra 370 Series; Young
Lin)

Carrez 1 (30% ZnSQO,; Penta)

Carrez 11 (15% K,[Fe(CN)g]; Penta)

Acetonitril pro HPLC (> 99,9 %, Sigma-Aldrich)

5.2 Pomiicky a pristroje
Ptistrojové vybaveni pro vysokouc¢innou kapalinovou chromatografii:

- kapalinovy chromatograf Shimadzu LC-20AD Prominence

- kvartérni pumpa

- pétikandlovy degaser DGU-20Asg

- autosampler SIL-20ACqxr

- diferencialni refraktometricky detektor RID-20A (vSe Shimadzu)
- kolona Agilent Zorbax NH; (4,6 x 250 mm x 5 um)

- predkolonovy cartridge filtr 0,2 pm (Optimize Technologies)

Standardy fruktozy, glukozy, galaktozy, sachardzy, maltozy a laktozy (Sigma-Aldrich)
Filtra¢ni papir KA 4 (Papirna Pernstejn Keseg & Rathouzsky)
Stiikackové filtry 0,22 um (Cronus)

Bézné laboratorni sklo a pomtcky

5.3 Analyzované vzorky

Analyzované vzorky zahrnovaly mléko a tekuté mlééné vyrobky zakoupené v tuzemské
trzni siti. Pro analyzu sacharidi metodou HPLC-RI byly zvoleny tyto skupiny vyrobku:
mléko o rizné tucnosti tepelné osetiené metodou UHT, Cerstvé mléko, smetana, ochucené
mlécné ndpoje, bezlaktozové mléko a tekuté bezlaktozové vyrobky, tekuté kysané mlécné
vyrobky. Seznam pouzitych vzorkd véetné obsahu cukrt, ktery byl deklarovan na obalu, je

uveden v tabulce 4 — 8.
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Tabulka 4 Vzorky mléka

Nazev Celkovy obsah cukrt [%]
Selské mléko (plnotu¢né mléko bez 4,6
standardizace obsahu tuku) — Olma
Jihoc¢eské mléko polotu¢né — Madeta 4,8
Trvanlivé mléko odstfedéné — Pilos 49
(Pragolaktos)
Trvanlivé mléko polotu¢né — Meggle 49
Trvanlivé mléko plnotu¢né — Meggle 4.8
Trvanlivé kozi mléko (bez standardi- 4,3
zace obsahu tuku) — Bettine

Tabulka 5 Vzorky bezlaktozovych vyrobku

Nazev Celkovy obsah cukri [%]

Trvanlivé bezlaktozové mléko polotuéné — Meggle 4.9

MinusL Bourbon Vanillemilch — Mléko vanilkové bez lakto- 8,2

zy — Omira

MinusL Kaffeesahne — Smetana do kavy bez laktozy — 4,3

Omira

MinusL Schlagsahne — Smetana ke Slehani bez laktozy — 3,2

Omira

Vyrobce deklaroval na obalu pfidanou sacharézu u vyrobku MinusL Bourbon Vanill-

emilch — Mléko vanilkové bez laktdzy. U vSech vyrobku je na obalu uvedena pfitomnost

enzymu laktaza, kterd byla pfidana za tcelem hydrolyzy laktdézy na glukézu a galaktozu.

Trvanlivé bezlaktozové mléko polotuéné — Meggle uddva na obalu obsah laktézy max.

0,01 %. U tii vyrobk spolecnosti minusL je udan na obalu obsah laktézy max. 0,1 %.
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Tabulka 6 Vzorky smetany

Nazev Celkovy obsah cukrt [%]
Smetana 12 % — Kunin 4,2
Smetana ke Slehani 31 % — Kunin 2,9
Slehacka de luxe 40 % — Kunin 2,3
Paiizska Slehacka 27 % — Kunin 14,2

Vyrobce deklaroval na obalu pfidanou sachar6zu v mnozstvi (10,6 %) u vyrobku Patizska
Slehacka 27 %.

Tabulka 7 Vzorky kysanych mléénych vyrobkii

Nazev Celkovy obsah cukrt [%]
Jihoeské kysané podmasli — Madeta 45
Acidofilni mléko plnotuéné — Mlékérna Valagské Mezifisi 3.9
Kefirové mléko — Moravia Lacto 41
Activia mango/broskev — jogurtovy napoj s bifidokulturou — 11,0
Danone
Olmici jahodovo-malinovi — kysany ndpoj s medem a ovo- 12,0
cem — Olma
Activia bild — jogurtovy napoj s bifidokulturou — Danone 3.9
Acidofilni mléko malinové — Kunin 9.9
Jihoesky zékys banan — Madeta 11,0
Milbona L. Casei — jogurtovy mléény napoj s vanilkovou 13,0
ptichuti — Molkerei Gropper
Kefirové mléko jahodové — Kunin 101
Ayran napoj s mlékem — Lightfood 1.4
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Vyrobce deklaroval na obalu pfidanou sacharézu u vSech ochucenych kysanych mléénych
vyrobkl. Glukoza byla pfidana do vyrobku Milbona L. Casei - jogurtovy mléény napoj
s vanilkovou pfichuti. Gluk6zo-fruktézovy sirup byl pfidan do vyrobku Kefirové mléko

jahodové.

Tabulka 8 Vzorky mléénych napoju

Nazev Celkovy obsah cukrt [%]
Miillermilch — mlé¢ny napoj s jahodovou piichuti — Miiller 11,6
Kravik — trvanlivé ochucené polotu¢né mléko s vanilkovou 11,5
prichuti — Mlékarna Hlinsko
Iced Coffee Pilos — mléény napoj z polotu¢ného mléka s 9,6
rozpustnou kavou — Lidl Stiftung
Milk Drink Chocolate Pilos — mlé¢ny napoj z polotu¢ného 8,9
mléka s cokoladovou piichuti — AF Deutschland

Vyrobce deklaroval na obalu pfidanou sacharézu u vSech vyrobki mléénych néapoja.

Glukoza byla ptidana do vyrobka Miillermilch a Kravik.

5.4 Priprava vzorku

Z kazdého vzorku bylo odpipetovano 25 ml a ptfevedeno do 50 ml odmérné barky.
Pro ¢ifeni byla zvolena Carrezova Cinidla, ktera patii u mléénych vyrobkl k nejpouziva-
néjsim. Do kazdé odmérné banky bylo pfidano 2,5 ml Carreze I a 2,5 ml Carreze II a obsah
byl opatrn¢ promichan. Odmérna barika byla doplnéna po rysku ultra ¢istou deionizovanou
vodou a dikladné promichana. Obsah odmérné banky byl prefiltrovan pies filtracni papir
KA 4. Pfed samotnym stanovenim byl filtrat jesté ptefiltrovan pomoci stiikackovych filtrii

0 porozité 0,22 um. Kazdy vzorek byl takto ptipraven 3x [44, 45].

5.5 Stanoveni cukri pomoci HPLC-RI

Samotné stanoveni sacharidl bylo provadéno za stejnych podminek u v§ech vzorkd pomo-
ci kapalinového chromatografu s refraktometrickym detektorem. Jako mobilni faze byl
vyuzit roztok acetonitril ve vodé v poméru 70:30. SloZeni mobilni faze zlstalo po celou
dobu analyzy konstantni, jednalo se o izokratickou eluci, protoze refraktometricka detekce

gradientovou eluci neumoziiuje. Rychlost pritoku mobilni faze byla 1,4 ml.min™. Délka
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analyzy jednoho vzorku trvala 12 min. Kazdy z pfipravenych vzorkd byl analyzo-
van 2X (n = 6). Mnozstvi cukrti ve vzorcich bylo zjisténo z kalibra¢nich piimek, které byly
pro vSech 6 mono- a oligosacharida sestrojeny. Byly vyuzity koncentrace 0,1; 1; 2; 4, 6; 8;
10; 12; 14; 16; 18 a 20 g.I"". Kazdy bod kalibra¢nich k¥ivek byl prom&fen 3x. Z regresnich

rovnic byl vypo&itan obsah sacharidi v g.100 mI™ vzorku (tj. v %).

Pfed vlastnim stanovenim bylo potifeba navrzenou metodiku optimalizovat a validovat (viz

kapitoly 5.5.1 a 5.5.2).

5.5.1 Optimalizace HPLC stanoveni

Pro optimalizaci metody byly vyuzity vzorky standardi monosacharidi glukozy, fruktozy,
galaktozy a disacharidi laktozy, sachar6zy a maltdzy. Byly testovany mobilni faze acetoni-
tril ve vodé v poméru 80:20, 70:30 a 60:40. Zkoumana byla izokratické eluce pfi rychlos-
tech pritoku mobilni faze 1,0mlmin?, 1,2mlmin?, 14 ml.min?, 1,6 ml.min®,

1,8 ml.mint a 2,0 ml.min™,

5.5.2 Validace navrZené metodiky

Procesem validace se zjiStuji pracovni charakteristiky analytickych metod. Jde o proces
potvrzeni piezkouSenim a poskytnuti objektivniho diikazu, Ze jsou jednotlivé poZadavky
na specifické zamyslené pouziti splnény. Rozsah a spravnost hodnot, ziskanych z valido-

vanych charakteristik musi odpovidat pozadavkiim pro zamyslené pouziti [43, 44, 45].

Soucasti této diplomové prace byly validovany charakteristiky odpovidajici pozadavkim
zamysleného pouziti HPLC-RI. Dulezité pracovni charakteristiky této metody jsou lineari-

ta, presnost, opakovatelnost a mez stanovitelnosti.

Linearita je chapana jako pfimkova zavislost dvou nahodnych proménnych. Je ovétovana
pomoci kalibra¢nich pfimek. Kalibracni pfimky stanovené pro jednotlivé métené sacharidy
slouzi k vypoctu obsahu jednotlivych sacharidii ve vzorcich. Dvéma nahodnymi promén-
nymi jsou analyticky signél (odezva analytu) a koncentrace analytu. Jejich tésnost vzajem-
né zavislosti charakterizuje korelacni koeficient. Korelacni koeficient nabyva v ptipade
linearni zavislosti hodnotu +1. Cim vice se korela¢ni koeficient bliZi této hodnoté, tim je

zavislost obou proménnych tésnéjsi.

Ptesnost metody je definovana jako tdaj o mife tésnosti shody mezi vzdjemné nezavislymi
vysledky zkouSek za ptedem definovanych podminek. Mira presnosti se vyjadiuje jako

smérodatna odchylka vysledki zkousek. Vzhledem k tomu, Ze smérodatnd odchylka je
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nahodna veli¢ina, nemize byt pokladana za obecné platnou charakteristiku dané analytické
metody. Smérodatna odchylka musi byt proto pocitana z dostateéné velkého poc¢tu vzorki

téhoz materialu, nesmi se ur¢ovat z jedné ovétovaci série.

Opakovatelnost je t€snost shody mezi navzajem nezavislymi vysledky zkousek ziskanymi
za podminek opakovatelnosti. Navzajem nezavislé vysledky zkousek se ziskaji opakova-
nym pouzitim téze zkuSebni metody na identickém materidlu, v téZe laboratofi, tymz pra-

covnikem za pouziti tychz ptistroju a zafizeni, béhem kratkého casového rozmezi.

Mez stanovitelnosti metody (LOQ) je nejniz§i mnozstvi analytu ve vzorku, které mize byt

stanoveno jako exaktni hodnota Se stanovenou piesnosti [30, 46].
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

6.1 Optimalizace a validace HPLC stanoveni

Jako nejvhodnéjs$i mobilni faze, které umoznila nejdokonalejsi separaci v§ech analytt, byla
zvolena smés acetonitrilu s vodou v poméru 70:30. Prfili§ nizky pratok mobilni faze
(1,0 ml.min™") m&l za nasledek $iroké, v pripads laktozy az chvostujici piky. Naopak vyso-
ky priitok mobilni faze (2,0 ml.min™) neumoznil dokonalou separaci fruktozy, glukozy

a galaktozy. Jako nejucinngjsi byl zvolen pritok 1,4 ml.min™.

K validaénim parametriim, které byly zjiStovany, patiila pfesnost, opakovatelnost, linearita
a mez stanovitelnosti. Mira piesnosti byla vyjadiena jako smérodatna odchylka, resp. vari-
acni koeficient. Variaéni koeficienty vSech stanoveni se pohybovaly pod 6 %. Podobn¢
byla vyjadiena i opakovatelnost metody. Varia¢ni koeficienty zjisténé z 20 analyz téhoz
vzorku (4 analyzy denné€ po dobu 5 dnil) neptesahly 7 %. Linearita byla ovéfovana pomoci
kalibra¢nich piimek, které vyjadiuji zavislost mezi plochou piku a koncentraci analytu.
Linearita byla prokdzana pro vSechny standardy v testovaném rozpéti koncentraci — tj.
od 0,1 do 20 g.I"". Korelaéni koeficienty, charakterizujici t&snost vzajemné zavislosti dvou
nahodnych proménnych, piesahly pro vSechny standardy hodnotu 0,99 (viz kapitola 6.2).
Mez stanovitelnosti byla pro vSechny cukry totoZna s nejnizsi koncentraci v kalibracni

kiivee — tj. s hodnotou 0,1 g.I™.

6.2 Kalibra¢ni kiivky cukri

Kalibra¢ni tady byly sestrojeny pro glukézu, fruktozu, galaktdzu, sachardzu, laktozu
amaltozu ze zsobnich roztoki standardd o koncentraci 100 g.I™*. Zasobni roztoky stan-
dardu byly pro sestrojeni kalibra¢nich k¥ivek zfedény na koncentraci 0,1 — 20 g.I'l. Kazdy
bod kalibracni ptimky byl pro méfen 3x. Jednotlivé kalibracni kiivky i s rovnici regrese

a korela¢nim koeficientem jsou zobrazeny na obrazku 1 — 6.
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6.3 Stanoveni cukri pomoci HPLC v mléce a tekutych mléénych vyrob-
cich

V této kapitole jsou uvedeny vysledky stanoveni obsahu cukrii ve vzorcich mléka a teku-
tych mléénych vyrobka, které byly vybrany pro ucely tohoto experimentu. Vsechny vzorky
pro analyzu byly zakoupeny v tuzemské trzni siti. Jednotlivé rozdéleni mléka a tekutych
mlécnych vyrobkl jsou pro piehlednost experimentu rozdéleny totozné jako v kapitole

5.3.

V tabulkdch 9 — 13 jsou uvedeny analyzované obsahy jednotlivych sacharidi (prumér +
smérodatnd odchylka) a odchylky od udajii uvedenych na obalu vzorkli. Protoze byly
na obalech vétSiny analyzovanych vzorkti uvedeny jen celkové obsahy cukrt, jsou
Vv pripad¢ zastoupeni vice sacharidi ve vzorku uvedeny odchylky od souctu vSech analyzo-

vanych cukra (neni-li uvedeno jinak).

Tabulka 9 Analyzovany obsah cukrti ve vzorcich mléka

Nazev Laktoza [%] Odchylka
Selské mléko Olma 4,56+ 0,14 -0,04
Polotu¢né mléko Madeta | +74%0.16 -0,06
Odstiedsné migko Pilos | 02 %015 0,12
Polotuéné mléko Meggle 5,14 £0,08 0,24
Plnotu¢né mléko Meggle 4,89+ 0,07 0,09
4,45 +0,12 0,15

Kozi mléko Bettine

Analyzované vzorky kravského mléka obsahovaly 4,56 — 5,14 % celkového obsahu cukrt,
vyjadieného jako laktéza. Tyto hodnoty jsou brany jako b&zny rozptyl obsahu laktézy
v kravském mléce [1, 3]. Rozptyl mizeme ptedpokladat rozdilnym druhovym zastoupenim
dojnic, jejich potravou ¢i zdmeérnym standardizovanim laktézy vyrobcem. Tyto skutecnosti
vSak nebyly predmétem tohoto experimentu. Obsah laktoézy 4,45 % v analyzovaném vzor-

ku koziho mléka je bran jako bézné mnozstvi laktozy v kozim mléce [1].
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V porovnani nami stanovenych hodnot laktézy s informacemi uvedenymi na obalech vy-
robku lze fici, ze ndmi stanovené hodnoty odpovidaji hodnotam uvedenych na obalu vy-

robku. Odchylka naseho méfeni se pohybovala od -0,06 do 0,24.

Tabulka 10 Analyzovany obsah cukrii ve vzorcich se sniZzenym obsahem laktozy

a bezlakt6zovych vyrobcich

Nazev Glukéza [%] | Galaktoza [%] | Sacharoza [%] | Odchylka
Trvanlivé bezlaktézové mlé- | 2 50 + 0,06 2,20+ 0,07 — -0,20
ko polotu¢né — Meggle
MinusL Ml¢ko vanilkové bez | 2,66 + 0,07 1,88 £ 0,05 3,41 £ 0,06 -0,25
laktozy — Omira
MinusL Smetana do kavy 2,34+£0,06 | 1,84+0,04 - -0,12
bez laktdzy — Omira
MinusL Smetana ke $lehani 2,04 + 0,05 1,29 + 0,03 _ 0,13
bez laktdzy — Omira

Ani v jednom z bezlaktézovych vyrobki nebyla detekovana laktoza. Z tohoto dtivodu neni
v Tabulce 10 laktoza uvedena. S ohledem na mez stanovitelnosti pouzité metody (0,01 %)
1ze konstatovat, Ze obsah laktozy byl nizsi nez 0,01 %. Toto zjisténi odpovida udajim uve-
denym na obalu bezlaktézového mléka Meggle (vyrobce deklaruje mnozZstvi laktdzy
pod 0,01 %). V piipad¢ ostatnich vyrobkl zna¢ky minusL je na obalu uvedeno mnozstvi

laktézy méné nez 0,1 % a 1 tento Gdaj tedy odpovida nasim analyzam.

U vyrobku minusL Mléko vanilkové bez laktozy vyrobce uvedl na obalu pfitomnost sa-
chardzy, ktera byla stanovena. Vzhledem ke skutec¢nosti pfitomnosti enzymu laktaza, kte-
rou uvedli na obalu vSichni vyrobci, byla predpokladana ptitomnost glukozy a galaktozy,

tedy produktd enzymatického $tépeni laktozy [20, 21, 22].

Z pohledu tuzemské legislativy lze zaradit vyrobky minusL do skupiny vyrobki se snize-
nym obsahem laktozy (vyrobce deklaruje mnozstvi laktézy pod 0,1 % u vSech tii vyrobkit).
Obsah laktozy u vyrobku trvanlivé bezlaktézové mléko polotucné spliuje pozadavek tu-
zemské legislativy pro bezlaktozové vyrobky (obsah laktozy pod 0,01 %), nicméné nespl-
nuje pozadavek na nepiitomnost volné glukézy. Podle této skutecnosti by mél byt tento
vyrobek bran jako vyrobek se snizenym obsahem laktdzy, nebot’ stanovenim byla zjisténa
pfitomnost galaktozy 2,50 %. Zadny z analyzovanych vyrobki tedy na obalu nebyl ozna-

¢en spravné [18].
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Tabulka 11 Analyzovany obsah cukri ve vzorcich smetany

Nazev Laktoza [%] | Sachardza [%] | Odchylka
Smetana 12 % 4,39£0,12 - 0,19
Smetana ke Slehani 31 % | 1> £ 0,09 - 0,25
Slehacka de luxe 40 % 2,49+0,07 - 0,19
3,09+0,08 | 10,76 +0,18 -0,35

Parizska slehacka 27 %

Vysledky analyzy vzorkd smetan ukazuji na témét shodné vysledky obsahu cukrii stanove-
né metodou HPLC-RI, jako jsou uvedeny vyrobcem na obalu. U vzorku Pafizska Slehacka
s obsahem tuku 27 % vyrobce na obalu uvedl, Ze obsah ptidané sachardzy je 10,6 %. Nami
analyzovana hodnota se tedy lisi jen o 0,16 %. Odchylka -0,35 je od celkového obsahu

analyzovanych cukrt, tedy souctu laktdzy a sacharézy.

Tabulka 12 Analyzovany obsah cukri ve vzorcich mléénych napojt

Nazev Laktoza [%] | Sacharoza [%] | Glukoza [%] | Odchylka
Miillermilch jahodovy 5,26 0,14 3,91+0,07 2,50+ 0,03 0,07
Kravik vanilkovy 5,04 +0,12 2,56 + 0,04 4,00+ 0,08 0,10
lced Coffee 4,74 + 0,10 4,49 + 0,09 - -0,37

5,02+0,13 4,17 £ 0,08 - 0,29

Milk Drink Chocolate

Vsechny vybrané mlécné napoje pro analyzu cukrii mély na obalu uvedenou piitomnost
sacharozy. Mlécné napoje Miillermilch jahodovy a Kravik vanilkovy uvadély na obalu
pfitomnost také glukézy. Vyrobcei téchto vyrobkl v§ak nedefinovali jejich konkrétni mnoz-

stvi. U téchto vyrobkii bylo uvedeno pouze mnozstvi celkovych cukr.

Soucet nami stanovenych cukrti u jednotlivych vyrobka udavd nami stanovené celkové
mnozstvi cukrii ve vyrobcich. Vzhledem k neuvedeni jednotlivych mnozstvi sacharidd,
které vyrobci uvedli na obalech jako pfitomné, je odchylka vypocitina od celkového

mnozstvi sacharidii obsazenych v jednotlivych vyrobcich. Kromé laktozy byla ve vSech
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vyrobcich analyzovéna i sachardza a u dvou napoju glukéza, coz odpovida slozeni téchto

vyrobkd.
Tabulka 13 Analyzovany obsah cukri ve vzorcich mléénych vyrobkt
Laktoza Sachardza Glukoéza Frukt6za
Nazev [%] [%0] [%0] [%0] Odchylka
Jogurtovy ndpoj | 2,73+0,08 | 10,36 0,27 | 0,22+ 0,00 - 0,31
vanilkovy
Kysany napoj s 2,63+0,07 | 5,17+0,15 1,96 £ 0,05 | 1,90+0,04 -0,34
medem a ovocem
] . .| 3,72+£0,09 — — — -0,18
ogurtovy napoj

Jogurtovy ndpoj | 2,84 +0,08 | 7,78 £0,21 — 0,30 £ 0,01 -0,08
mango/broskev
Kysané podmasli 4,56+0,12 a B B 0,06
Acidofilni mléko | 3,76 +0,11 - - - -0,14
plnotucné
Acidofilni mléko | 2,89 +0,08 | 5,44+0,16 - 1,36 + 0,03 -0,21
malinové

, ., 341+0,09 | 7,15+£0,20 - 0,15+ 0,00 -0,29
Z4kys bananovy
Kefirové mlgko | 308 £ 0:11 B B B 012
Kefiroveé mléko 3,13+£0,08 | 533+0,15 0,84 +0,02 | 0,55+0,01 -0,25
jahodové
A L 1,36 £ 0,02 - - - -0,04

yran napoj

Deklarované piidavky sacharozy, glukézy, ptip. glukézo-fruktézového sirupu do ochuce-

nych vyrobkt odpovidaji analyzovanych hodnotam. Vyrobci ochucenych vyrobki neuved-

li mnozstvi jednotlivych piidanych cukri. Z toho divodu Ize porovnat pouze celkovy ob-

sah cukrii stanoveni od obsahu cukrii uvedeného vyrobcem. Odchylka udava rozdil mezi

celkovym stanovenym obsahem cukrii a uvedenym obsahem cukrli na obalu od vyrobce.

Obsah medu v kysaném napoji Olmici byl potvrzen ptitomnosti glukozy a fruktozy. Fruk-

toza analyzovana ve vSech ovocnych vyrobcich pochazi nejen zmedu ¢i glukézo-

fruktézového sirupu, ale 1 z pfidané ovocné slozky. U kysanych mléénych vyrobkl lze

divodné predpokladat niz§i hodnotu pfitomnych cukrti z divodu pfitomnosti Zadouci mi-

kroflory, ktera preménuje laktozu na metabolické produkty (zejména kyselinu mlécnou)

a dava tak vyrobkiim specifické charakteristické vlastnosti [14, 16].
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Odchylky mezi analyzovanymi obsahy mono- a oligosacharidii a mezi uvedenymi udaji
na obalech se pohybovaly v rozmezi |0,04 — 0,37| %. Navrzenou metodiku tedy lze z tohoto

pohledu povazovat za vhodnou pro stanoveni cukrii v tomto typu vyrobku.
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ZAVER

Soucasna spolecnost lidské populace se potyka se zvySujicimi zdravotnimi problémy
v souvislosti s konzumaci potravin obsahujicich laktézu. Mnoha vyzkumy jsou zjistovany
mechanizmy vzniku téchto zdravotnich problému, jakoz i mnozstvi laktdzy, které je cloveék
schopen pfijmout v pfipadé, ze se jiz potyka se zdravotnimi problémy spojenymi
s laktozou. Ruku v ruce s témito vyzkumy jde navrzeni novych, ¢i optimalizace jiz zna-
mych metod detekce nejen laktdzy, ale i celkového obsahu cukri. Metoda HPLC-RI je

V praxi velmi vyuzivana pro analyzu cukrl v potravinach.

Hlavnim cilem diplomové prace bylo navrhnout, optimalizovat a validovat metodu stano-
veni mono- a oligosacharidtt pomoci HPLC-RI. Naslednym cilem bylo stanovit mono-

a oligosacharidy v mléku a vybranych tekutych mléénych vyrobcich touto metodou.

Pro optimalizaci metody byly vyuzity vzorky standardii monosacharidt glukézy, fruktozy,
galaktozy a disacharidd laktdzy, sachardzy a maltdzy o koncentraci 0,1 — 20 g.I™. Maltéza
nebyla v této praci dale analyzovana, protoze se v bézné dostupnych mléénych vyrobcich
nevyskytuje. Standard maltézy byl zvolen pouze pro uplnost optimalizace. Jako mobilni
faze byla vyuzita smés acetonitrilu s vodou. Zkouseny byly poméry 60:40, 70:30, 80:20.
Pfredmétem optimalizace byla 1 rychlost pritoku mobilni faze vrozmezi od 1,0
do 2,0 ml.min™". Nejvhodngjsi pomér mobilni faze byl zvolen 70:30, ktery umoznil nejdo-
konalejsi separaci cukrt pfi rychlosti pritoku 1,4 ml.min™. Navrzena metodika byla na-
sledn€ validovana z pohledu pfesnosti, opakovatelnosti, linearity a byla téz zjiSt€éna mez

stanovitelnosti (0,1 g.I™).

Mléko a tekuté mlécné vyrobky, které slouzily pro analyzu cukrii pomoci HPLC-RI, byly
zakoupeny Vv tuzemské trzni siti. Byly analyzovany vzorky Cerstvého i trvanlivého mléka o
rizné tucnosti (celkem 6 vzorkl), smetany (4 vzorky), ochucenych mlécnych népoja
(4 vzorky), tekutych kysanych mléénych vyrobka (11 vzorki) a bezlaktézovych vyrobki
(4 vzorky). Pred vlastnim stanovenim byly vzorky podrobeny Cifeni pomoci Carrezovych
¢inidel pro odstranéni bilkovin, které by rusily stanoveni. Stanovené obsahy cukrti meto-
dou HPLC-RI u jednotlivych vyrobkt se v porovnani s udaji na obalu ve vétsin¢ analyzo-

vanych vzorkti mnoho nelisily (odchylky se pohybovaly max. do |0,37| %).

U vétsSiny vzorkll byl na obalu uveden pouze celkovy obsah cukrii, proto nebylo mozné
porovnat jednotlivé analyzované cukry. Vyjimkou byla Paftizska §lehacka, u které vyrobce

uvedl na obalu obsah piidané sacharézy 10,6 %. Nami analyzovana hodnota
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(10,76 % + 0,18) se tedy lisila jen o 0,16 %. Podobné byla detekovana napi. glukdza
a fruktéza ve vyrobcich, které ve slozeni obsahovaly glukézo-fruktozovy sirup ¢i med,

a téz sachardza ve slazenych mlécnych vyrobcich.

Vzhledem k vysledkim stanoveni cukrti u jednotlivych analyzovanych vzorki a jejich po-
rovnani s hodnotami uvedenymi na obalu lIze fici, ze se podafilo navrzenou metodu HPLC-
RI optimalizovat a validovat a lze ji vyuzit pro stanoveni cukrit v mléce a mlé¢nych vyrob-
cich. Tato prace muze slouzit jako hodnotny zdroj informaci pro dal$i vyzkum stanoveni

sacharidi pomoci metody HPLC-RI v jinych potravinach.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

BMK
GOS
HPLC
LOQ
NDA
NF

RI
RO
UHT
uv

VIS

Bakterie mlééného kvaseni
Galaktooligosacharidy

Vysokoucinné kapalinova chromatografie
Mez stanovitelnosti

Panel pro dietetické vyrobky, vyzivu a alergie
Nanofiltrace

Refraktometricky detektor

Reverzni osmoza

Vysokoteplotni zdhfev

Ultrafialova oblast spektra

Viditelna oblast spektra
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