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ABSTRAKT

Invertni sirup je tekuté sladidlo, které se vyrabi hydrolyzou sachardzy na fruktozu a glukozu.
Dilezitym kvalitativnim parametrem invertnich sirupl je tzv. stupet inverze — hmotnostni
procento invertniho cukru (suma fruktézy a glukozy) v susiné invertniho sirupu. Tato
diplomova prace se zabyva moznosti stanoveni stupné inverze pomoci polarimetrie
v kombinaci s refraktometrii v invertnich sirupech o susiné 70-78 % vyrobenych pomoci
kyselé hydrolyzy pti teploté 80 °C a pH 2,4. Byl navrzen novy empiricky vztah popisujici
zavislost stupné inverze na polarizaci a refraktometrické susin€. Vysledky stanoveni stupné
inverze pomoci nové navrzeného vztahu byly srovnany s vysledky stanoveni pomoci HPLC/RI
jakozto referenéni metody. Rozdil vysledk stupné inverze ziskanych pomoci HPLC/RI
a refraktometricko-polarimetrického stanoveni dle nové navrzeného vztahu byl stanoven
na 0,1+ 0,5 %. Pfi navrhovani tohoto vztahu bylo vzato v potaz, ze pii danych vyrobnich
podminkach vznikd pii hydrolyze sacharézy vice glukdzy nez fruktézy. Pomér vznikajici
koncentrace fruktozy ku koncentraci gluk6zy byl stanoven na 0,96 + 0,02.

ABSTRACT

Invert syrup is a liquid sweetener, which is produced by sucrose hydrolysis to form fructose
and glucose. Important qualitative parameter of invert syrup is the sucrose inversion — weight
percentage of invert sugar (sum of fructose and glucose) in invert syrup dry mass. This diploma
thesis presents a possibility of sucrose inversion determination by polarimetry in combination
with refractometry in invert syrups of 70-78 % dry mass produced at 80 °C and pH 2,4. New
relationship describing the sucrose inversion as a function of polarization and refractometric
dry mass was determined. The results of sucrose inversion determined using this new
relationship were compared to results obtained by HPLC/RI, which was used as a reference
method. The difference between these 2 determination methods was 0,1 + 0,5 %. The new
relationship was detemined with reference to the fact, that under the processing conditions,
more glucose than fructose is formed. The fructose : glucose concentration ratio formed under
processing conditions was observed to be equal 0,96 + 0,02.

KLICOVA SLOVA
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inverze, polarimetrie, refraktometrie, kapalinova chromatografie
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1 UVvOD

Analytickych metod, které se ke stanoveni invertniho cukru v roztoku se sachardzou daji pouzit
je cela tada — kapalinova chromatografie, titratni metody zaloZené na redukci oXida¢niho
¢inidla redukujicim invertnim cukrem, enzymatické analytické metody nebo infracervena
spektroskopie. Tyto metody jsou vsak bud’ ¢asové naro¢né, komplikované na obsluhu, ptipadné
drahé, at’ uz z divodu velkého mnozstvi pouzivanych chemikalii ¢i pofizovaci ceny méficiho
pristroje.

Firma E D & F Man Ingredients s.r.o. (EDFMI) pro tcéely stanoveni stupné inverze
v invertnich sirupech vyuziva analytickou metodu zalozenou na méfeni refraktometrické susiny
a polarizace. Toto stanoveni vychazi ze stanoveni sachar6zy v pfitomnosti jinych opticky
aktivnich latek pomoci dvojité polarizace dle Clergeta a Herzfelda. V ramci tohoto stanoveni
je vSak puvodni Clerget-Herzfeldova rovnice upravena za ucelem zkraceni Casu analyzy.
Neméii se proto v tomto piipadé hodnota polarizace pied inverzi a po inverzi jako dle Clergeta
a Herzfelda, pouze polarizace a refraktometricka susina po inverzi.

Tato upravena metoda je levnd, jednoducha na provedeni, rychld, a navic nevyzaduje pouziti
chemikalii. Na druhou stranu je nepfesna Vv porovnani svysledky jinych metod,
napt. kapalinové chromatografie. Je to zptisobeno tim, Ze Clerget-Herzfeldova rovnice vychazi
Z hodnot polarizace zmé&fenych pro roztok s invertnim cukrem, ktery byl hydrolyzovan pfi
koncentraci piivodni sacharozy 0,13 g-ml™. V invertnich sirupech je viak koncentrace cukrii
podstatn¢ vyssi, coz vede ke vzniku odliSného sloZeni invertniho cukru (pomér fruktozy
a glukozy) v invertnich sirupech oproti slozeni invertniho cukru v roztoku piipraveného dle
Clergeta a Herzfelda. Tento odlisny pomér fruktozy a glukézy zptsobuje rozdilné vysledky
polarizace invertnich sirupid oproti hodnotam, které byly pouzity pro stanoveni Clerget-
-Herzfeldovy rovnice a z toho diivodu je stanoveni stupné inverze v invertnich sirupech pomoci
Clerget-Herzfeldovy metody ¢i jeji upravené verze, kterou pouziva EDFMI, nepfesné.

Tato diplomova prace se zabyva navrzenim nového vztahu popisujiciho zavislost stupné
inverze na refraktometrické susing a polarizaci invertnich sirupti o susiné 70—78 % vyrobenych
pomoci kyselé hydrolyzy pii teploté 80 °C a pH 2,4. Hlavnim cilem je, aby nové navrzeny vztah
pro stanoveni stupné inverze pomoci polarimetrie a refraktometrie byl pfesnéjsi nez vztah, ktery
EDFMI momentalné pouziva, ve srovnani s vysledky kapalinové chromatografie
s refraktometrickou detekci (HPLC/RI). HPLC/RI je pouzita jako referenéni stanoveni
ptedevsim z toho divodu, ze se jedna o piesnou metodu, CO Se SPravnosti i preciznosti tyce.
Zaroven tuto metodu spole¢nost EDFMI uvadi jako referen¢ni pro stanoveni stupné inverze
Vv specifikacich svych vyrobk.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Charakteristika a vyuziti invertnich sirupt

Invertni sirup je tekuté sladidlo viz Obr. 1, které se vyrabi hydrolyzou sacharézy na fruktézu
a glukozu. Hydrolyza sachardzy se v cukrovarnictvi nazyva inverze, a to z toho daivodu, Ze se
béhem hydrolyzy sachardzy na frukt6zu a glukdzu otaci rovina polarizovaného svétla. Opticka
otadivost Cisté sacharézy ma kladnou hodnotu, naopak opticka otacivost smési fruktozy
a glukozy, nazyvané v cukrovarnictvi bézné invertnim cukrem, je zporna [1]. Pojem inverze
pochazi z latinského slova inversio [2] a jeho synonymy jsou obrat nebo pievraceni [3].

= 4

Obr. 1: Vzhled invertniho sirupu, autorka: Romana Davidkova

Invertni sirup se vyuziva jako sladidlo ve velkém mnozstvi potravinatskych vyrobkl. Oproti
sacharoze je invertni cukr Iépe rozpustny a tim padem mén¢ nachylny ke krystalizaci [4]. Diky
lepsi rozpustnosti lze piipravit invertni sirup o vétsi susin€ nez tekutou sachardzu, coZ ma za
nasledek niz$i aktivitu vody a vy$si osmoticky tlak vyrobku a tim lepsi mikrobiologickou
stabilitu a delsi trvanlivost [5]. Invertni cukr je také hygroskopicky. Této vlastnosti se zase
vyuziva v pekaftstvi, kde se invertni sirupy piidavaji do pekatskych vyrobki za ucelem udrzeni
jejich vihkosti po co nejdelsi dobu [6]. Na trhu se vyskytuji jak totalni invertni sirupy, u kterych
je sachar6za hydrolyzovéana zcela, tak i ¢astecné hydrolyzované invertni sirupy, které obsahuji
i sacharozu [7].



2.1.1 Fyzikalni vlastnosti invertnich sirupi

Invertni cukr (ekvimolarni smés fruktézy a glukozy) je Iépe rozpustny nez samotna
sacharoza [4]. To je zptisobeno vysokou rozpustnosti fruktozy, naopak glukdza ma pii teplotach
pod 50 °C mensi rozpustnost nez sacharéza [8]. Experimentaln¢ stanovené hmotnostni zlomky
nasycenych roztoki sacharozy, fruktozy a glukdzy pii 20 °C jsou uvedené v Tab. 1. Postupnou
hydrolyzou sacharézy se diky fruktoze stava smés vice rozpustnd, v uréitém stupni inverze
rozpustnost invertniho cukru dosahne svého maxima a poté klesa kvuli zvysujici se koncentraci
glukozy, ktera je méné rozpustna nez sachardza. R. F. Jackson [9] experimentalné stanovil, Ze
maximalni mozna koncentrace rozpusténych cukri (susina) Vv invertnim sirupu pii 30 °C je
79 %. Slozeni invertniho sirupu o takovéto susiné bylo stanoveno na 45,4 % invertniho cukru,
33,6 % sacharOzy a 21 % vody. Jiné poméry invertniho cukru a sachardzy tvofily méné
nasycené roztoky pfi této teploté [9].

Tab. 1: Hmotnostni procento celkovych cukrii (Wrs) nasycenych roztokii sacharézy, fruktozy a glukozy
pri 20 °C

wrs [%0]
Sacharoza Fruktoza Glukoza
66,8 [10] 79,4 [11] 47,8 [12]
66,3 [13] 79,3 [14] 47,5 [15]

Sacharoza, glukoza i fruktdza jsou opticky aktivni latky, coz znamena, Ze jejich roztoky maji
schopnost otacet rovinu polarizovaného svétla [16]. Veli¢ina vyjadiujici optickou aktivitu se
nazyva opticka otacivost (a). Opticka otacivost se méfi pomoci polarimetru a je definovana
jako uhel, o ktery se oto¢i rovina polarizovaného svétla pti prichodu opticky aktivni latkou.

Tato veli¢ina je zavisla na koncentraci opticky aktivni latky v roztoku (c), vinové délce
polarizovaného svétla (1), teploté méfeni (t) a délce kyvety (L), kterou polarizované svétlo
prochazi. Opticky aktivni latky jsou charakterizovany pomoci mérné otacivosti, coz je hodnota
optické otacivosti pti jednotkové délce kyvety (L =1dm) a jednotkové koncentraci
(c =1 g-ml™) a pti dané teploté a vinové délce. Dle Boitova zakona (1) je pak mozné dopogitat,
jaka opticka otacivost bude pomoci polarimetru naméfena pro konkrétni koncentrace a délky
kyvety pfi dané t a 1. Piipadné je mozné z této rovnice spocitat koncentraci opticky aktivni latky
v roztoku z namétené optické otacivosti, ¢ehoz se vyuziva v analyticke chemii. Nejcastéji se
meérna otacivost udava pro t = 20 °C a 4 = 589 nm (polarizované svétlo sodikového dubletu D),
jakozto nejbéznéjsi podminky méfeni [17].

a=[a] ¢, -L [°] )

Vysvétlivky: o — opticka otacivost [°]; [a]io — mérna optické otacivost [>ml-g*-dm™]; cg — hmotnostni

koncentrace cukru [g'-ml]; L — délka kyvety [dm]



Sachar6za a glukéza jsou pravotoCivé, coz znamena, Ze jejich opticka otaivost nabyva
kladnych hodnot. Fruktdza je oproti tomu vyznamné levotociva, jeji opticka otadivost je
zaporna. Hodnoty mérné otacivosti vodnych roztokd sachardzy, glukozy a fruktdzy pii teploté
20 °C a vInové délce 589 nm (D) jsou shrnuté v Tab. 2. [16]. Opticka otacivost invertniho cukru
je levotociva. W. C. Vogsburgh [18] dosel k zavéru, ze opticka otacivost roztoku invertniho
cukru se rovna poloviné souétu optickych otacivosti roztokt fruktdozy a glukdzy o stejné
koncentraci jako dany roztok invertniho cukru [18].

Experimentaln¢ bylo sice potvrzeno, ze opticka otacivost fruktozy i sachardzy je pfimo timérna
koncentraci daného cukru, coz udava Boitav zakon viz rovnice (1) [19]. Existuji vSak i data,
kterd poukazuji na to, ze tomu tak neni. Napiiklad Y. Tsuzuki a spol. [20] méfili optickou
otativost pro ruzné koncentrace fruktdozy ve vodé (540 %) apro kazdou koncentraci dle
naméfené optické otacivosti vypocitali odliSnou mérnou otacivost. Mérna otacivost 5% a 40%
roztoku fruktozy pii 20 °C jim dle naméfenych hodnot vysla —92,49 °, resp. —97,11 °, cozZ je
skoro 5 ° rozdil [20].

Tab. 2: Hodnoty mérné otacivosti sacharozy, fruktozy, glukézy a invertniho cukru [16]

[a]? [eml-g:dm™]

Sacharéza Frukto6za Glukéza

+66,53 -924 +52,7
Vysvétlivky: [a]ZDO — mérn4 optické otacivost a[°ml-g *-dm™]

Dalsi fyzikalni velicinou, kterou miize byt fruktoza, glukdza a sachardza, respektive invertni cukr,
charakterizovany je index lomu (n). Hodnota indexu lomu zavisi na vinové délce svétla a na teplote,
tlaku a koncentraci latek [21]. Dle mezindrodni komise pro metody jednotnych rozborii cukrii
(ICUMSA) je index lomu pri atmosférickéem tlaku pro vodné roztoky sacharézy, glukdzy, fruktozy
a invertniho cukru vyjadren vztahem (2). Tento vztah plati pro koncentrace cukru 0-85 %, teplotu
roztoku 20 °C a vinovou délku svetla 589,3 nm. Koeficienty ai—as jsou odlisné pro kazdy typ cukru,
konkrétni hodnoty jsou uvedeny v Tab. 3. Pro predstavu, jaké hodnoty indexu lomu jsou pro jednotlivé
cukerné roztoky charakteristické, jsou v

Tab. 4 uvedené vypoctené hodnoty dle vztahu (2) pro koncentrace cukri 65-85 % [22].
n=a, +a,W+aWw +a,w +aw +aw’ )

Vysveétlivky: n—index lomu méfeny pii atmosférickém tlaku; w —hmotnostni procento cukru
v roztoku [%]
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Tab. 3: Koeficienty pro vztah (2) [22]

Koeficient Sacharo6za Glukoza Fruktoza Invertni cukr
a 1,332 987 3 1,3329877 1,3329877 1,3329877

a 1,427 980 - 10°2 1,424 484 -10°3 1,411992-10°% 1,417012-10°
as 5,438990-10°® 4,949 600 - 10°° 5,226 010 - 10°© 5,219 200 -10°®
a 1,305 860 - 10°® 1,314 570-10°® 6,371 500 - 10°° 5,090 290 - 10°®
as 1,203300-10%° 3,578380-101 2,234150-10° 2,036 970-107%
as —8,975400- 10 —4,166100-10* -1,981700-10** —1,551000-10*2

Tab. 4: Hodnoty indexu lomu roztokit sacharozy, glukozy, fruktozy a invertniho cukru pri 20 °C,
atmosférickém tlaku a vinové délce 589,3nm [22]

w [%0] Sacharo6za Glukéza Fruktéza Invertni cukr
65 1.453 5 1,450 3 1,450 3 1,450 3
70 1,465 5 1,461 6 1,461 7 1,461 8
75 1,477 9 1,473 4 1,473 3 1,473 5
80 1,490 7 1,4855 1,485 3 1,485 6
85 1,504 0 1,497 9 1,497 5 1,498 0

Vysvetlivky: w —hmotnostni procento cukru v roztoku [%]

JelikoZ je index lomu zavisly na koncentraci dané latky, je mozné pomoci méfeni indexu lomu
stanovit velmi rychle koncentraci daného cukru v roztoku. Tato metoda se da uplatnit pouze za
podminky, ze se jedn& o roztok jedné latky a bézné se pouziva pro stanoveni obsahu sacharozy
v cukernych roztocich. Refraktometricky stanoveny obsah sachardzy se v potravinaistvi
oznacuje spise jako refraktometricka suSina [°Bx]. Obsahuje-li totiz roztok pouze jeden typ
cukru jako naptiklad sacharozu, ptipadné velmi malé mnozstvi jinych latek, je stanovena
refraktometricka susina velmi podobna realné susing. Cim vice je pouZita surovina zne¢isténa,
tim méné refraktometricka susina realné susiné odpovida [23].

V ptipad¢ smési invertniho cukru a sacharézy vychazi refraktometrickd suSina (métena dle
zavislosti indexu lomu na koncentraci sachardzy) niz$i nez redlny obsah cukri (skute¢na
pfirozené index lomu smési snizuji. Zavislost rozdilu redlné susiny a refraktometrické susiny
na hmotnostnim procentu celkovych cukru v roztoku a stupni inverze vyjadiuje dle ICUMSA
vztah (3). Hodnoty koeficienti A, B, C, D, a E jsou uvedeny v Tab. 5. Tento vztah je platny pro
hmotnostni procento celkovych cukrii 0-85 % pfi teplot¢ méfeni 20 °C a vinové délce
589,3 nm. Naptiklad u invertniho sirupu obsahujiciho 40 % invertniho cukru, 40 % sachar6zy
a 20% vody bude dle vztahu (3) naméieno 79,03 °Bx, coz je rozdil 0,97 od reélné
susiny 80 % [22].
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Aw = (A+ Bwis + CWTZS + DW?S )Wle + EWIZNV @)

Vysvétlivky: Aw — rozdil realné susiny a refraktometrické susiny; wrs — hmotnostni procento celkovych
cukru v roztoku [%]; winy — hmotnostni procento invertniho cukru v roztoku [%]
Tab. 5: Koeficienty pro vztah (4) [22]

A B C D E
6,2220-10° 2,3725-10% -1,8165-10° 1,890 6 - 10°8 2,3280-10°

2.1.2 Chemickeé vlastnosti invertnich sirupa

Invertni sirup obsahuje frukt6zu, gluk6zu a vodu, pfipadné sacharézu [7]. Fruktdza a glukéza
jsou monosacharidy, konkrétné hexozy. Glukoza se fadi mezi tzv. aldozy — monosacharidy
s aldehydovou skupinou a frukt6za zase mezi ket6zy — monosacharidy s ketonovou skupinou.
Glukoza a fruktdza se ve vodném roztoku vyskytuji jak ve formé otevieného fetézce, tak
prevazné ve stabilnéjsi cyklické formé. Cyklicka forma vznika intramolekularni reakci mezi
karbonylovou a hydroxylovou skupinou fetézce. Glukoza existuje ve vodném roztoku prevazné
jako Sesti¢lenna pyranOza, kterd vznikd reakci aldehydové skupiny na C1 a hydroxylové
skupiny na C5 viz Obr. 2. Fruktéza naopak ve vodném roztoku tvofi, jak pyran6zovy cyklus
viz Obr. 3, tak péti¢lenny furan6zovy cyklus, ktery vznika reakci ketoskupiny na C2
a hydroxylové skupiny na C5 viz Obr. 4 [24].

HO H H O H OH
N4 N N/
(| —_— (| C—
l[—(|‘_—(_)|l ]l—(|‘—()[[ I[—(l'; OH
3 3
HO—C—H O HO—C—H HO—C—H O
|4 — | — |4
||—(|‘—()|l ]I—(|‘—()I[ Il—(l'—()H
5 5
I[—(|'—/ ]]—(|'—()I[ H—(l'—*’
i} 6
CH,OH CH,OH CH,OH
B-D-glukopyranéza D-glukéza (otevieny Fetézec) o-D-glukopyrandza
°CH,0H °CH,OH

Obr. 2: Mutarotace D-glukézy [25]
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CH,OH
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HOH,C OH HO CH,OH

y oLy L
HO —"(lf—H HO —'z(lf—H HO —3(‘—H
H%—oH 0 — H—%—oH | — H—%t—oH 0
H—Scl‘—OH H—S(lf—OH H—S(l’.—OH
"clnz—/ “CH,0H "C'H:—J
a-D-fruktopyranéza D-fruktoza (otevieny retézec) p-D-fruktopyranoza

OH H

Obr. 3:Mutarotace D-fruktdzy — pyranézovéa forma [25]

1
CH,OH

HOH, C 1| HO\ j/CH,O'H
§ ]
3
HO— C H HO—C—H HO—Cl.’—H
‘._I
H— (' OH H— (I' OH — H—CI’—UH
5
H— (' 0] H— (|j OH H—Cl—O
6
CII JOH ‘CH.0H CH,OH
o-D-fruktofurandza D-fruktoza (otevireny iretezec) p-D-fruktofuranéza
O | [ O
HOH,C CH,OH HOH,C OH
5 2 5 2
H HO/OH H HoO /CH,OH
OH H OH H

Obr. 4: Mutarotace D-fruktozy — furandzova forma [25]
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Pfi cyklizaci monosacharidit mohou vznikat dva odli$né stereoisomery (o-anomer a -anomer).
Tento jev se nazyva mutarotace. Vzniklé anomery se 1isi polohou hydroxylové skupiny na C1
viz Obr. 2, Obr. 3 a Obr. 4. Tyto dva anomery také ve vodném roztoku existuji ve vzajemné
rovnovaze. Ve vodném roztoku glukozy se tedy vyskytuji 2 cyklické formy (B-glukopyranéza
a a-glukopyrandza), v malé mife pak otevieny fetézec glukozy [24]. Vodny roztok fruktézy
prevazné obsahuje B-fruktopyran6zu, B-fruktofuranézu a a-fruktofurandzu, v mensim
zastoupeni pak a-fruktopyrandzu a otevieny fetézec fruktozy [26]. a-anomer a f-anomer maji
odli$nou hodnotu optické otacivosti. Napiiklad mérna opticka otacivost a-D-glukopyrandzy je
+112,2 ° a B-D-glukopyrandzy +18,7 °. Vodny roztok obsahujici 64 % B-anomeru a 36 % p-
-anomeru ma mérnou optickou otacivost 56,2 ° [24].

Sacharoza je disacharid slozeny z molekul a-D-glukopyran6zy a B-D-fruktofurandzy viz Obr.
5. Tyto 2 monosacharidy jsou vzajemné spojené glykosidovou vazbou mezi C1 D-glukdzy a C2
D-fruktézy. Sacharéza neni na rozdil od glukdzy a fruktdézy schopna mutarotace, je tedy ve
vodném roztoku pfitomna pouze v jedné formé [24].

HOCH)

X/N CH, OH D-fruktosa
HO /

D- glul\om

OH CH OH

Obr. 5: Strukturni vzorec sachardzy [24]

Aldehydovou skupinu alddz je mozné oxidovat pomoci oxida¢niho ¢inidla. Produktem takovéto
oxidace je karboxylova (aldonovd) kyselina. Oxidované mohou byt ale inékteré ketozy,
naptiklad D-fruktdza, i piesto, Ze neobsahuji aldehydovou skupinu. Je to zptisobeno tim, Ze
ketoforma D-fruktdzy se pomoci keto-enol tautomernich ptresmyka mize pieménit na aldehyd
viz Obr. 6. [24]. Tato reakce je prikladem Lobry de Bruynova — Alberda Van Ekensteinova
presmyku a probiha v zasaditém, ale i kyselém prostiedi [27].
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H —OH (keto-enol H——OH tkoln-un(‘ﬂ H—— OH
tautomerie) tautomerie)
H——OH H——OH H——OH
CH,OH CH,OH CH,OH
p-fruktosa endiol aldohexosa

Obr. 6: Presmyk ketoformy D-fruktozy na aldoformu [24]

Z davodu schopnosti redukovat oxidac¢ni ¢inidla se glukdza a fruktdza fadi mezi tzv. redukujici
cukry. Sachar6za je naopak cukrem neredukujicim, protoze neni schopna mutarotace. Této
skute¢nosti lze vyuzit v analytické chemii ke stanoveni invertniho cukru (suma fruktozy
a glukdzy) v invertnim sirupu pomoci Tollensova nebo Fehlingova oxida¢niho ¢inidla [24].

2.2 Kysela hydrolyza sacharozy

2.2.1 Mechanismus kyselé hydrolyzy sachardzy

V kyselém prostiedi (pfitomnosti H3O" iontl) dochazi ke $tépeni molekuly sachar6zy na
fruktézu a glukozu. Reakce zacina protonaci kysliku v glykosidové vazbé HzO" ionty, nasledné
dochazi ke stépeni glykosidové vazby [28]. V roce 1988 T. L. Mega a R. L. Van Etten [29] dosli
k zavéru, Ze ke Stépeni glykosidové vazby dochazi mezi fruktozou aatomem Kkysliku
Vv glykosidové vazbé, nikoliv mezi glukozou aatomem Kkysliku viz Obr. 7. To, Ze $tépeni
probihd mezi fruktézou aatomem Kkysliku v glykosidové vazb& podpoftili v roce 2013
S. Yamabe a spol. svymi vypocty [30].

15



HO.
@
€]

OH H
'()
%
“SoH
H
Sacharoza
HO ® oH
®
HoO
&{ a + % "‘*“'r—h@L
HO H OH
OH O @ OH
Glukoza i Fruktoza
l'-‘r'ue Sucrose-OH
O-Suc
HO
oH
OH
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Obr. 7: Kyselé& hydrolyza sachardzy [28]

Produkty $tépeni glykosidové vazby mezi atomem kysliku a frukt6zou jsou a-D-glukopyran6za
a D-fruktofurandzovy kation, ktery nasledné reaguje s H.O za vzniku B-D-fruktofurandzy
viz Obr. 7. Zaroven ale muze D-fruktofuran6zovy kation reagovat s ptitomnou sacharézou za
vzniku trisacharidu (kestdzy), anebo dal$i molekulou fruktéozy za vzniku difruktdza-
-dianhydridu viz Obr. 7. Vsechny tyto reakce D-fruktofuran6zového kationtu vcetné reakce
s H.0 vedou k regeneraci H3O* iontu. Cim vyssi je koncentrace cukrii v roztoku, tim vétsi je
Sance, ze D-fruktofuran6zovy kation bude reagovat s ostatnimi sacharidy, nikoliv s HO [28].
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2.2.2 Kinetika kyselé hydrolyzy sacharézy
Kysela hydrolyza sachardzy je vyjadiena stechiometrickou rovnici (4) [31].

C,,H,,0,, (sacharéza)+H,0—"% C H,,0, (fruktéza) + C,H,,0, (glukéza) (4)

Rychlost kyselé hydrolyzy je zavisla na koncentraci reaktantl, koncentraci katalyzatoru (HsO")
a teploté. Pti konstantni teploté a pH se jedna o reakci pseudoprvniho fadu, kdy je rychlostni
konstanta zavisla pouze na koncentraci jednoho reaktantu (sachar6zy) viz rovnice (5) a rovnice
(6) po integraci a tpravé. Je to z divodu nadbytku molarni koncentrace H2O oproti molarni
koncentraci sacharozy [31].

= k(e ) ©)

(6)

Vysvétlivky: ¢, —pocatecni molarni koncentrace sachardzy [mol-dm™=]; ci—molarni koncentrace

invertniho cukru v dany ¢as [mol-dm~3]; t — ¢as [min]; k — rychlostni konstanta [min?]

Bylo prokazano, Ze ikysela hydrolyza nasyceného roztoku sacharézy probihd kinetikou
pseudoprvniho fadu, i pfesto, Ze by se dalo z divodu nizsi koncentrace H20 piedpokladat, Ze
se bude jednat o reakci druhého fadu [31]. Rychlostni konstanta kyselé hydrolyzy sachar6zy je
zévisla na koncentraci HsO" iontd a teploté. Cim niz$i pH a &im vyssi teplota, tim rychleji
hydrolyza probiha [32].

17



2.3 Vyroba invertnich sirupii pomoci kyselé hydrolyzy

Kyseld hydrolyza je jedna z moznosti, jak invertni sirup pramyslové vyrobit. DalSimi
moznostmi jsou pouziti enzymu ¢i iontoménice jako katalyzatoru [33]. Vyroba invertniho
sirupu pomoci kyselé hydrolyzy za¢ina rozpusténim sacharézy ve vodé anaslednou
filtraci [34]. Vznikly cukerny sirup je nasledné hydrolyzovan pti vysoké teploté v kyselém
prostiedi. Konkrétni vyrobni podminky (teplota a pH) kyselé hydrolyzy sachar6zy popsané
Vv patentové literatuie jsou shrnuty v Tab. 6.

Tab. 6: Vyrobni podminky (pH ateplota) pro kyselou hydrolyzu sachardzy popsané v patentové
literature

Zdroj Teplota [°C] pH
[35] 70-95 -
[36] 90-100 1,0-2,0
[37] 85-98 2,0-35
[38] 106-109 3,5-4,0
[39] 60-105 1,0-4,0

K vyrobé invertnich sirupi pomoci kyselé hydrolyzy se nejcastéji pouziva kyselina
chlorovodikova, sirova, fosfore¢na nebo citronova [36]. Po dosaZzeni pozadované koncentrace
invertniho cukru je hydrolyza sachar6zy zastavena ochlazenim a zvySenim pH sirupu pomoci
zasady [37].

2.4 Moznosti stanoveni koncentrace invertniho cukru v invertnich sirupech
Obsah invertniho cukru je vyznamny kvalitativni parametr invertnich sirupt. V souladu
s evropskou legislativou je nutné u tekutych invertnich sirupi obsah invertniho cukru uvadét
na etiketé [40]. Pro stanoveni obsahu koncentrace invertniho cukru v invertnich sirupech
existuje vice analytickych metod, nékteré z nich jsou pro stanoveni koncentrace invertniho
cukru v invertnich sirupech vhodngjsi, nékteré méné.

2.4.1 Titra¢ni stanoveni

Invertni cukr je smés redukujicich cukri (fruktozy a glukozy), naopak sachar6za je cukr
neredukujici. Titra¢ni stanoveni invertniho cukru v invertnich sirupech je zaloZzeno na vyse
uvedenych vlastnostech invertniho cukru asachar6zy. Redukujici cukry jsou schopny
redukovat oxidacni ¢inidlo, jehoZ oxidovana forma, pfipadné nezreagovana redukovana forma,
je nasledné stanovena titraci a obsah redukujicich cukri stechiometricky dopocitan [41]. Mezi
standardizovane titra¢ni analytické metody pro stanoveni redukujicich cukri patii napiiklad
stanoveni dle Lana a Eynona a stanoveni dle Luffa Schoorla [42].

18



Stanoveni dle Lana a Eynona vyuziva jako oxidaéni ¢inidlo Fehligtiv roztok, ktery obsahuje
méd’naté ionty. Fehlingtiv roztok 0 znamé koncentraci je zahiat a nasledné titrovan pomoci
roztoku analyzovaného vzorku. Cu?* ionty reaguji s redukujicimi cukry a tvoii se Cu® ionty ve
formé& oxidu médného (Cuz0). To, e byly zredukované veskeré Cu®* ionty a titrace ma byt
zastavena, je indikovano pomoci methylenové modii. Tento indikator pfejde z ptuvodni modré
oxidované formy na bezbarvou redukovanou, finalni roztok ma pak nacervenalou barvu diky
ptitomnosti Cu20 [41].

Stanoveni dle Luffa Schoorla také spoc¢iva v redukci Cu?* iontii na Cu* ionty. V tomto piipadé
se ale nechd Luff-Schorlovo ¢inidlo v nadbytku obsahujici Cu?* zreagovat s analyzovanym
vzorkem a nezreagované Cu®* ionty se stanovi jodometricky [41].

Eduardo Ramirez Asquieri a spol. ve svém experimentu pouzili obé tyto metody pro stanoveni
redukujicich cukr v ovocnych nektarech a napojich a zjistili, Ze vysledky téchto dvou metod
se vyznamn¢ statisticky nelisi (P < 0,05, Tukeyho test) [43].0b¢ tyto metody jsou pomérné
Casové naro¢né a je k nim potieba velké mnozstvi chemikalii [42], coz neni pro kontrolni
metodu vyrobniho procesu zadouci. Navic postupy obou téchto metod predstavuji velky prostor
pro lidskou chybu [41], coz mlze mit negativni vliv na opakovatelnost a reprodukovatelnost
metody.

2.4.2 UV-VIS spektroskopie

Piikladem UV-VIS spektroskopického stanoveni invertniho cukru je stanoveni dle Nelsona
a Somogyiho, jehoz princip je stejné jako u stanoveni dle Lana a Eynona a dle Luffa Schoorla
redukce Cu?* iontd na Cu' ionty, které nasledné jesté reaguji s arsenomolybdenovym
komplexem. Produktem této reakce je molybdenova modt, jejiz koncentrace se da stanovit
spektrofotometricky pfi vinové delce 600 nm. Stejné jako titratni metody je i
spektrofotometrické stanoveni dle Nelsona a Somogyiho¢asové naro¢né a vyzaduje pouziti
velkého mnozstvi chemikalii [44].

2.4.3 Blizké& infracervena (NIR) spektroskopie

NIR spektroskopie je metoda, ktera se v poslednich letech za¢ina vice a vice vyuzivat pro
stanoveni  kvalitativnich parametrti v potravinaiskych vyrobcich [45], v¢etné téch
cukrovarnickych [46]. Pomoci NIR spektroskopie 1ze mimo jiné stanovit koncentraci fruktézy,
glukdzy a sachardzy ve vzorku [47]. Princip této metody spociva v méfeni absorpce zateni
o vinové délce 800-2500 nm molekulami latek v analyzovaném vzorku. Jeji vyhodou je
rychlost a jednoduchost stanoveni bez pouziti chemikalii a rozpoustédel. Zaroven lze pomoci
této metody stanovit soucastné s koncentraci cukru i jiné parametry invertnich sirupt jako je
barva, susina ¢i popel [46]. Nevyhodou této metody je vyssi pofizovaci cena ptistroje a obtizna
intepretace infracervenych spekter, k jejichz kvantitativnimu vyhodnoceni je potfeba vyuzit
software. Pro kazdy parametr je nutné proveést kalibraci vici referen¢ni metodé [45].

19



2.4.4 Enzymatické stanoveni

Obsah fruktdzy a glukozy, a tedy i invertniho cukru, je rovnéz mozné stanovit enzymaticky.
Enzymatické stanoveni dle ICUMSA spociva ve fosforylaci glukozy a fruktézy na glukozu-6-
-fosfat (G-6-P) a fruktozu-6-fosfat (F-6-P) pomoci hexokinazy v pfitomnosti ATP. Nasledné je
pouzita glukoza-6-fosfat dehydrogenaza, ktery katalyzuje oxidaci G-6-P pomoci NADP™, které
se redukuje na NADPH. Koncentrace NADPH je poté méfena spektrofotometricky pti 340 nm.
Frukt6za musi byt nejdiive pomoci G-6-P-izomerazy pfeménéna na G-6-P, ktera se nasledné
oxiduje a spektrofotometricky stanovuje jiz popsanym zptsobem. I tato metoda zabere pomérné
dost ¢asu, a to minimalné 35 minut [48].

2.45 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie nabizi moznost stanovit kvantitativné¢ obsah glukozy, fruktozy,
sachar0zy a piipadné i jinych sloucenin v ramci jednoho méfeni, coz predstavuje velkou
vyhodu oproti ostatnim zminénym metodam. Zarovenn se jednd o relativné rychlé
stanoveni [49].

Metod kapalinové chromatografie vhodnych pro stanoveni monosacharidt v invertnim sirupu
existuje vice. Jednou z moznosti je oficialni ICUMSA HPLC metoda pro stanoveni cukerného
profilu invertnich sirupti. Pii této metodé se pouziva jako stacionarni faze katex s navazanymi
Ca?* jonty na povrchu. Jako mobilni faze se pouziva destilovana voda. Jednotlivé separované
slozky jsou nasledné detekovany pomoci refraktometrického detektoru [50].

Dalsi moznosti je pouzit harmonizovanou HPLC metodu s refraktometrickou detekci
Mezinarodni komise pro med (IHC) [51]. Med je totiz co se slozeni ty¢e velmi podobny
invertnimu cukru, obsahuje pfevazné fruktozu a glukdzu, v mensim mnozstvi sachardzu
a maltézu [52]. Pro stanoveni cukri dle této HPLC metody se pouziva silikagel modifikovany
aminovou funkéni skupinou jako stacionarni faze a smés acetonitrilu a destilované vody
v poméru 4:1 jako mobilni faze [51]. Tuto metodu vyvinuli Baumann a Bogdanov, ktefi ji
v roce 1988 pouzili ke stanoveni cukerného profilu v medu [53]. V. Ceksteryte a J. Racys
pouzili stejnou metodu pro stanoveni sacharidi Vv invertnich sirupech uréenych ke krmeni
véel [54].

2.4.6 Polarimetrie

Polarimetrie je metoda, pfi které se méti opticka otacivost vzorku o [°]. V cukrovarnictvi je
polarizace [°Z]. Stupn¢ polarizace vyjadiuji obsah sachar6zy ve vzorku, kde 100 °Z odpovida
100 % sacharOzy. Toto stanoveni vychazi z faktu, ze opticka otacivost je linearné zavisla na
koncentraci opticky aktivni latky a z pfedpokladu, Ze vzorek obsahuje pouze jednu opticky
aktivni latku — sachardzu. V takovém ptipadé ,,normalni cukerny roztok®, ktery je definovany
jako 100 ml vodného roztoku obsahujici 26,000 g sachar6zy navazené pii atmosférickém tlaku
a 20 °C, ma pii prachodu polarizovaného svétla 0 589 nm vinové délky v kyveté o délce 1 dm
optickou otacivost rovnu 34,626 + 0,001 °.
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Ve skute¢nosti v8ak zadny vyrobek cukrovarnického primyslu neobsahuje pouze sachardzu,
jakozto jedinou opticky aktivni latku, coz ma negativni vliv na piesnost tohoto stanoveni.
| pfesto je tato metoda diky své jednoduchosti hojné vyuzivana pro stanoveni Cistoty (obsahu
sachardzy) v sypkém fepném nebo titinovém cukru. Cukr obsahuje opticky neaktivni ne€istoty,
pfipadné malé procento opticky aktivnich latek v¢etné fruktozy a glukozy. Toto malé procento
jinych opticky aktivnich latek vysledky zkresluje minimalné [55].

V ptipad¢ invertnich sirupti uz bohuzel nelze obsah jinych opticky aktivnich latek zanedbat,
jelikoz obsahuji vysoké procento glukozy a fruktozy, které vyznamné ovliviiuji optickou
otacivost vzorku viz kapitola 2.1.1. | pfesto lze obsah sachardzy, pfipadné invertniho cukru,
v invertnich sirupech polarimetricky stanovit. K tomuto Géelu lze vyuzit metodu dvoji
polarizace dle Clergeta a Herzfelda. Tato metoda je na rozdil od klasické polarimetrie vhodna
ke stanoveni sachardzy ve vzorcich, které kromé sachar6zy obsahuji jiné opticky aktivni latky.

Pii této analytické metodé se zméfi polarizace vzorku, nasledné se vzorek okyseli kyselinou
chlorovodikovou a ohteje na 69 °C. Diky tomu se pfitomna sachar6za ve vzorku hydrolyzuje
na invertni cukr. Po kompletni hydrolyze sachardzy se vzorek ochladi aznovu se zméfi
polarizace vzorku. Obsah invertniho cukru (ptvodni sachar0zy) se nasledné vypocte dle
vztahu (7) [56].

__100-(R,-P) (%6] 0
132,66 -0,5(T —20)

Vysvétlivky: S —hmotnostni zlomek invertniho cukru (ptivodni sachardzy) ve vzorku; Po — polarizace
pted inverzi [°Z]; P — polarizace po inverzi [°Z]; T — teplota [°C]

Pii 20 °C, coz je standardni teplota stanoveni, tedy plati vztah (8).

o _100-(R,—P)

0,
132,66 (] ©®

Clergetova-Herzfeldova konstanta 132,66 byla odvozena ze skute¢nosti, ze u roztoku
invertniho cukru vzniklého hydrolyzou sachardzy kyselinou chlorovodikovou pti 69 °C byla
naméfena polarizace 32,66 °Z (teplota méteni 20 °C). Polarizace 100% sachardzy vychazi
100 °Z. 132,66 °Z je tedy celkova zména polarizace vzorku pied a po inverzi v ptipadé
invertovani 100% sachardzy [57].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité vybaveni a chemikalie

3.1.1 Vybaveni pro kapalinovou chromatografii
- Kapalinovy chromatograf (ECOM tada 2000, rok vyroby 2013)
- Stacionarni faze: Kolona (Tessek Separon SGX NH2, 5 um; 3 x 15 mm)
Piedkolona (Tessek Separon SGX NH2, 5 um; 3 x 33 mm)
- Refraktometricky detektor (Schambeck R1 2012A)
- Software (Clarity)

3.1.2 Ostatni vybaveni
- Refraktometr (ATR BR, Schmidt-Haensch, zdroj zatreni A = 589,3 nm)
- Polarimetr (Polatronic MHZ, Schmidt-Haensch, zdroj zateni A =589,3 nm, délka
kyvety L =2 dm)
- Analytické digitalni vahy (SBC31, Scaltec)
- Vahy (EXCELL S1-132, Provinter)
- Termostat (IN110m, Memmert)
- pH metr (MI 180 Bench Meter, Milwaukee)
- Ttepacka (KS125basic, IKALABORTECHNIK)
- Automatické pipeta (Transferpette, 100-1000 ul, BRAND)
- Automaticka pipeta (Discovery comfort 8-Channel Pipette, 50-300 ul, HTL)
- Ultrazvukova lazen (Kraintek)
- Elektricky vati¢
- Lihovy teplomér
- Bé&zné laboratorni sklo a vybaveni

3.1.3 Chemikalie
- Cukr bily krystal (Tereos TTD)
- Sacharoza (> 99 %, MERCK)
- D-fruktoza (> 99 %, Sigma-Aldrich)
- D-glukodza (> 99,5 %, Sigma-Aldrich)
- Kyselina chlorovodikova (EMSURE®, Merck)
- Acetonitril ((=> 99,9 %, Carlo Erba Reagents)
- Demineralizovana (demi) voda
- Pitnd voda

22



3.2 Pouzité analytické metody

3.2.1 Stanoveni refraktometrické suSiny

Refraktometricka susina [°Bx] byla stanovena dle metody ICUMSA GS4/3/8-13 [23]. Index
lomu byl zméfen pii 20 °C pomoci refraktometru, ktery automaticky pfepocitava stanoveny
index lomu na refraktometrickou susinu dle ICUMSA. Hodnota refraktometrické susiny [°BX]
byla odectena s presnosti 0,1 g.

3.2.2 Stanoveni polarizace

Polarizace byla stanovena dle metody ICUMSA GS2/3-1 [58]. Pro stanoveni bylo navazeno
26,000 0 g vzorku do odmérné banky. Nasledné bylo piidano zhruba 60 ml demi vody a vzorek
byl s vodou promichan na tfepacce po dobu 10 minut. Objem byl doplnén tésné pod rysku
a roztok byl temperovan pii laboratorni teploté (20 £ 1 °C) po dobu minimalné 4 hodin. Poté
byl objem doplnén po rysku a byla zmétena opticka otac¢ivost roztoku pomoci polarimetru,
ktery stanovenou optickou otacivost automaticky ptepocitava na hodnotu polarizace [°Z] dle
ICUMSA. Polarizace [°Z] byla odeétena s ptesnosti 0,01 °Z.

3.2.3 Stanoveni pH

Stanoveni pH bylo provedeno dle metody ICUMSA GS1/2/3/4/7/8/9-23 [59]. Bylo odvazeno
30,0 g vzorku a smichano s 30,0 g demi vody. Nasledné bylo zmé&feno pH roztoku pomoci
pH metru pii 20 °C.

3.2.4 Kapalinova chromatografie — stanoveni stupné inverze

Pouzita instrumentace pro kapalinovou chromatografii je vyjmenovana v kapitole 3.1.1.
Mobilni faze byla pfipravena smichanim acetonitrilu ademi vody Vv poméru
80:20 (acetoniril : voda) a odvzdusnénim v ultrazvukové lazni. Prutok byl nastaven na
1,30 ml-min~tizokraticky. Objem nastiiku byl 5 pl. Tato metoda vychazi z IHC harmonizované
metody pro med [51]. Oproti harmonizované metodé¢ jsou kolona a refraktometricky detektor
temperovany na 35 °C, nikoliv na 30 °C. Ostatni parametry jsou zachovany.

Vzorek byl pro stanoveni kapalinovou chromatografii nafedén na koncentraci 10-50 mg-ml*
navazenim 1,000-5,000 g do odmérné barniky (100 ml). Objem byl doplnén demi vodou.
Ziskaneé vysledky koncentraci jednotlivych cukri (fruktoza, glukoza, sachar6za) jsou udavané
v g/100 g cukra celkem (fruktdza + glukoza + sachardza). U invertnich siruptt se da
predpokladat, ze suma koncentrace fruktozy, glukozy a sachardzy se rovna susing, potom se da
vysledek g/100 g celkovych cukri vyjadtit jako % hmot. v susing (stupen inverze) viz vztah (9).

FR L
_ ¢,(FRU)+c (GLU) 100 [%] )
¢,(FRU)+c, (GLU)+c, (SUC)
Vysvétlivky: | —stupeti  inverze; Cm—hmotnostni  koncentrace [mg'ml?];  FRU — fruktoza,

GLU — glukéza, SUC — sachar6za
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3.3 Pouzité statistické vyhodnoceni

3.3.1 Vybérova smérodatna odchylka
Vybérova smérodatna odchylka (S) priméru vicero stanovenych hodnot byla vypoctena dle
vztahu (10) [60]. Pramérné hodnoty zméfené v rdmci této prace jsou udavané ve tvaru
pramér £ vybérova smérodatna odchylka.

(10)

Vysvétlivky: s — smérodatnd vyberovad odchylka; X —namétfend hodnota; X - primérma hodnota vSech
meéfeni; N — pocet méfeni

3.3.2 Presnost metody

Piesnost metody byla posuzovana dle normy CSN ISO 5725, dle které pojem piesnost metody
zahrnuje pojmy spravnost a preciznost [61].

Spravnost metody popisuje tésnost shody vysledkti dané metody s ptijatou referenéni hodnotou
méfeného parametru, jednoduseji feceno spravnost metody nam fika, do jaké miry ziskané
vysledky odpovidaji ptijatym (odhadovanym) skute¢nym hodnotam. Mira spravnosti se
obvykle vyjadiuje pomoci vychyleni (Bias) [61]. V této praci je konkrétné pouzivano relativni
vychyleni viz vztah (11) [62].

B=2"#.100 [%] (1)
U

Vysvétlivky: B — relativni vychyleni (Bias); X — primérna hodnota viech méfeni; 1 — referenéni hodnota

Preciznost metody je definovana jako té€snost shody mezi nezavislymi vysledky méfeni ¢ili do
jaké miry se vysledky jednotlivych méfeni 1isi. Pokud posuzujeme preciznost metody pomoci
méfeni provedenych v téze laboratofi, timtéZz operatorem, za pouziti téhoz vybaveni béhem
kratkého casového rozmezi mluvime o tzv. opakovatelnosti metody. Pokud posuzujeme
preciznost pomoci méfeni provedenych v riznych laboratofich, riznymi operatory
a provedenych na rtznych zafizeni mluvime o tzv. reprodukovatelnosti metody. Preciznost
(opakovatelnost i reprodukovatelnost) se obvykle pocita jako smérodatna odchylka vysledki
jednotlivych zkousek [61]. V této praci byla smérodatna odchylka vypoctena dle vztahu (10).

3.3.3 Bland-Altmanuv graf

Pro statistické srovnani vysledki stupné inverze stanovenych pomoci refraktometrie
a polarimetrie s vysledky stupné inverze stanovenych pomoci HPLC/RI jakozto referencni
metody bylo pouzité grafické znazornéni dle Blanda a Altmana [63]. Pro tento ucel byl
sledovany parametr (stupefi inverze) stanoven pomoci srovnavané metody (v naSem ptipadé
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stanoveni pomoci polarimetrie a refraktometrie) areferenéni metody (v nasem piipadé
HPLC/RI). Nasledné byl vypoc¢ten pramér hodnot ziskanych obéma metodami dle vztahu (12)
a rozdil stanovenych hodnot pomoci referen¢ni metody a srovnavané metody dle vztahu (13).

>(IHF’LC/RI + IREFPOL) [%] (12)

N |-

Vysvétlivky: 1 — primérna hodnota stanoveni stupné inverze pomoci referenéni a srovnavané metody,
IhpLcri — stupeni inverze stanoveny pomoci HPLC/RI [%]; IrerroL — stupent inverze stanoveny pomoci
refraktometrie a polarimetrie [%]

d :(IHPLC/RI - IREFPOL) [%] (13)

Vysvetlivky: d —rozdil stanovenych hodnot pomoci referen¢ni a srovndvané metody, lupicri — stupen
inverze stanoveny pomoci HPLC/RI [%]; lrerpoL — stupefi inverze stanoveny pomoci refraktometrie
a polarimetrie [%]

Ziskany pramér hodnot obou stanoveni byl vynesen do Bland-Altmanova grafu na osu x
arozdil hodnot obou stanoveni byl vynesen na osuy. Bland-Altmanuv graf navic obsahuje
vyobrazené horni aspodni limity shody apramérou hodnotu rozdild srovnavaného
a referen¢niho stanoveni. Primérny rozdil téchto dvou stanoveni byl stanoven dle vztahu (14).
Spodni a horni limity shody jsou definovany jako primémy rozdil srovnavanych
stanoveni + 95% interval spolehlivosti, ktery definuje rozmezi od stanoveného priméru, ve
kterém se s 95% pravdépodobnosti bude vyskytovat hodnota rozdilu za ptedpokladu, Ze jsou
stanovené rozdily jednotlivych méfeni pomoci obou metod normalné rozdéleny
(Gaussovo rozdéleni). Spodni a horni limit byl stanoven dle vztahu (15), resp. dle vztahu (16).

- 1
d= s ) (14)

Vysvetlivky: d — primérna hodnota rozdilu stanoveného dle vztahu (13); N —pocet srovndvacich
méfeni; di — rozdil stanoveny dle vztahu (13) pro konkrétni méteni [%)]

diow =0 -1,96-5 [%] (15)

Vysvétlivky:  diow—spodni  limit shody; d —primérnda hodnota rozdilu stanoveného dle
vztahu (13) [%]; s — vybérova smérodatna odchylka hodnoty d stanovena dle vztahu (10) [%]
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dyr =d +1,96-s [%] (16)
Vysvétlivky: dup — horni limit shody; d — priimérna hodnota rozdilu stanoveného dle vztahu (13) [%];
s — vybérova smérodatna odchylka hodnoty d stanovena dle vztahu (10) [%]

3.4 Popis vyroby invertnich cukri ve firmé EDFMI

EDFMI vyrabi invertni sirupy o stupni inverze v rozmezi 50-100 % a o0 suSin¢ 72-78 %.
pomoci kyselé hydrolyzy, ptevazné pomoci kyseliny chlorovodikové, z fepného cukru. Proces
vyroby za¢ina rozpusténim cukru (zahiati na 85 °C), nasleduje filtrace. Inverze probiha
v reaktoru o objemu 11 m®. Inverze probiha p¥i pH 2,4 (pfidani kyseliny chlorovodikové)
a teploté 80 °C. Po dosazeni pozadovaného stupné inverze, je inverze ukonéena zvySenim pH
na4,0-7,0 (ptidavek hydroxidu sodného) a ochlazenim na 30 °C. Zjednodusené schéma vyroby
je vyobrazeno na Obr. 8.

—p 1 Rozpousténi

v

2 Filtrace -
kalolis

v

3 Inverze -
reaktor

v

4 Chlazeni -
vymeénik

v

5 Staceni

e

1.4
Pitna
voda

Obr. 8 - Schéma vyroby invertnich sirupti pomoci kyselé hydrolyzy v EDFMI
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3.5 Popis experimentu

3.5.1 Statistické vyhodnoceni piesnosti metody HPLC/RI

Jelikoz bude metoda kapalinové chromatografie viz kapitola 3.2.3 pouzivana K ovéfeni
presnosti vysledki jiné metody, je dobré ovérit piesnost (Spravnost a preciznost) dané metody
HPLC/RI. Pfesnost byla ovéfena pomoci 3 standardnich roztoku o riznych hmotnostnich
koncentracich fruktozy (FRU), glukozy (GLU) a sachardzy (SUC). Pro ptipravu standardu byla
pouzita D-fruktdza o Cistoté > 99 %, D-glukdza o ¢istoté > 99,5 %, sachar0za o Cistoté > 99 %.
Standardni roztoky byly pfipraveny navazenim jednotlivych cukrii do odmérné banky o objemu
100 ml s ptesnosti 0,001 g, nasledn¢ byla ptidana demi voda zhruba do poloviny objemu
a roztok byl ponechan 10 minut na tfepacéce, aby se obsah fadné promichal.Po rozpusténi cukri
byl doplnén objem po rysku. Navazené hmotnostni kocentrace (Cm) jednotlivych cukra
v standardnich roztocich jsou shrnuty v Tab. 7.

Tab. 7: Navdzené hmotnostni koncentrace fruktozy, glukdzy a sacharozy v standardnich roztocich

Standard 1 Standard 2 Standard 3
cm (FRU) [mg-ml™] 20,00 10,06 5,03
cm (GLU) [mg-ml™] 20,00 10,03 5,03
cm (SUC) [mg-ml™] 20,00 10,00 5,01

Vysvetlivky: cm — hmotnostni koncentrace; FRU — frukt6za, GLU — glukdza, SUC — sacharéza

Navazené hmotnostni koncentrace byly piijaty jako referen¢ni hodnoty pro stanoveni
spravnosti HPLC/RI. Spravnost byla vyjadiena jakozto relativni vychyleni (Bias) vypocteného
dle vztahu (11).

Preciznost metody HPLC/RI byla stanovena pouze pomoci opakovatelnosti, nikoliv
reprodukovatelnosti. Opakovatelnost byla vyjadiena pomoci vybérové smérodatné odchylky
viz vztah (10) z hodnot 3 méfeni jednoho vzorku za stejnych podminek (laborant, pfistroje,
podminky méfteni).

3.5.2 Stanoveni invertniho cukru v invertnich sirupech pomoci modifikace metody
dvojité polarizace a srovnani vysledka s HPLC/RI metodou

Pro rychlé a jednoduché stanoveni invertniho cukru v invertnich sirupech EDFMI pouziva
stanoveni pomoci polarimetrie v kombinaci s refraktometrii. Toto stanoveni vychazi
z ptedpokladu, ze refraktometricka susina [°Bx] vyrabéného invertniho sirupu se blizi redlné
susing, tim padem také hodnoté polarizace sachar6zy pied inverzi. Potom lze z hodnot
refraktometrické susiny a polarizace invertniho sirupu vypocitat hmotnostni zlomek invertniho
cukru v invertnim sirupu [%] dle vztahu (17).
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~100-(Bx-P)
T [%] (17)

Vysvetlivky: S —hmotnostni zlomek invertniho cukru (zinvertované sachardzy) v invertnim sirupu;
Bx — refraktometricka susina [°Bx]; P — polarizace [°Z]

Tento vztah vychazi z Clerget-Herzfeldovy rovnice viz vztah (8). Polarizace pied inverzi (Po)
Z puvodni rovnice (8) je nahrazena refraktometrickou susinou (BX). Pro vypocet stupn¢ inverze
je potieba vypoctenou hodnotu vztdhnout na suSinu. Za piedpokladu, Ze se hodnota
refraktometrické susiny blizi realné susing, Ize rovnici (17) upravit na rovnici (18).

| 100° Bx-P
132,66  Bx

[%] (18)

Vysvetlivky: | — stupen inverze; Bx — refraktometricka susina [°Bx]; P — polarizace [°Z]

Tato modifikace metody dvojité polarizace je rychlejsi nez puvodni metoda, jelikoz neni
potieba méfit polarizaci pred a po inverzi.

Vysledky stanoveného stupné inverze dle vztahu (18) byly porovnana s HPLC/RI stanovenim
popsanym Vv kapitole 3.2.4. Pro tento tcel se vybralo 17 nahodnych vzorkt invertnich sirupt
vyrobenych na vyrobni lince ve spole¢nosti EDFMI v obdobi listopad 2020 az kvéten 2021.

U vSech vzorkii byla zméfena polarizace dle postupu uvedeného v kapitole 3.2.2
a refraktometricka suSina dle postupu uvedeného v kapitole 3.2.1. Z hodnot polarizace
a refraktometrické susiny byl vypocten stupeni inverze dle vztahu (18). Zaroven byl u vSech
vzorkl stanoven stupet inverze pomoci kapalinove chromatografie popsané v kapitole 3.2.4.

Vysledky stupné inverze pomoci téchto dvou metod byly statisticky srovnany pomoci Bland-
Altmanova grafického vyobrazeni viz kapitola 3.3.3. Zaroven bylo Shapiro-Wilkovym testem
oveéfeno, zdali jsou ziskané hodnoty rozdilu jednotlivych srovndvacich méteni vypoctené dle
vztahu (13) normalné rozdéleny (dle Gaussovského rozd€leni) pomoci softwaru
STATISTICA 13.

3.5.3 Stanoveni koncentrace cukri v roztoku pripraveného dle Clergeta a Herzfelda
Postup ptipravy roztoku dle Clergeta a Herzfelda vychazi z metody dvojité polarizace [56].
Bylo navazeno 13,000 g sachar0zy o deklarované cistoté > 99 % do odmérné banky o objemu
100 ml. Poté bylo pfidano zhruba 75 ml demi vody. Takto pfipravena smés se nechala 10 minut
michat na tfepacce, dokud nebyla sachar6za zcela rozpusténa. Po rozpusténi sacharozy bylo do
roztoku napipetovano 8,075 ml 25% HCI. V puvodni metodé¢ je pouzito 5 ml 38% HCI, bylo
proto nutné piepocitat objem pro 25% HCI dle vztahu (19).
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RR
V=211 Im| 19
2= W, [mi] (19)

Vysvetlivky: V1 —objem 38% HCI [ml]; V.-objem 25% HCI [ml]; p:—hustota 38% HCI pfi
20 °C [g'mlY]; p2—hustota 25% HCI pii 20 °C [grml™]; wi —hmotnostni procento 38% HCI [%];
w, — hmotnostni procento 25% HCI [%]

Dosazené hodnoty: Vi =5ml; p1 =1,19 gml™ [64]; p. = 1,12 g'mI ™ [64]; w1 = 38 %; w. =25 %

Vztah (19) byl odvozen ze vztahu (20) pro zted’ovani roztokt vodou.

m, -W, =m, -W, (20)

Vysvetlivky: wi —hmotnostni procento 38% HCI [%]; w. —hmotnostni procento 25% HCI [%];
m; — hmotnost 38% HCI [g]; m2 — hmotnost 25% HCI [g]

Po ptidavku kyseliny chlorovodikové byl roztok zahtat ve vodni 1azni na 69 °C, po dosazeni
této teploty byl roztok umistén do termostatu piednastaveného na 69 °C a ponechan tam po
dobu 5 minut. V originalni metod¢ se pouziva termostaticka vodni lazen roztok je po dosazeni
69 °C ponechan v této 1azni. V nasem experimentu byl pouzit termostat, jelikoz termostaticka
vodni lazen nebyla k dispozici. Po uplynuti 5 minut byl roztok ochlazen studenou vodou na
laboratorni teplotu 20 °C, ¢imz byl zastavena inverze. Nakonec byl doplnén objem bariky po
rysku.

Z tohoto roztoku bylo odpipetovano 11,5 ml do druhé odmérné barky o objemu 100 ml, objem
byl doplnén po rysku demi vodou. Tento ziedény roztok byl pouzit pro stanoveni hmotnostni
koncentrace  fruktézy, glukézy asachar6zy pomoci kapalinové chromatografie
viz kapitola 3.2.4.

3.5.4 Stanoveni koncentrace cukri v invertnim sirupu pripraveného za vyrobnich
podminek

Pro tento ucel bylo v laboratofi pfipraveno 21 invertnich sirupt o rizném stupni inverze v rdmci
3 simulovanych procesi hydrolyzy sacharézy za vyrobnich podminek (koncentrace
sachardzy 75 %, pH 2,4 a teplota 80 °C) dle nasledujiciho postupu.

Byly ptipraveny 3 roztoky sachardzy o susiné 75 % navazenim 450,0 g cukru a 150,0 g pitné
vody. Byla zvazena brutto hmotnost (cukr, voda, michadlo, teplomér a kadinka). Tato smés
byla zahfivana na elektrickém vafi¢i 25 minut, dokud nebyla sachardza rozpusténa. Poté byla
doplnéna voda, ktera se béhem pripravy sirupu odpafila — brutto vaha nebyla doplnéna zcela,
0,2 g se ponechalo, jelikoz nasledné byla ptidavana jesté kyselina. Sirup byl ochlazen na 80 °C.
Nasledné bylo upraveno pH sirupu na 2,4, brutto vaha byla doplnéna pitnou vodou s piesnosti
na 0,1 g a kadinka se sirupem byla umisténa do termostatu pfednastaveného na 83 °C (ptikryta
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alobalem, aby se co nejvice zabranilo vyparovani vody — simulace uzavieného reaktoru).
V termostatu byl sirup ponechan po dobu 65 minut. Béhem této doby bylo v pravidelnych
intervalech odebréno 7 vzorku, u kterych se ukonéila inverze ochlazenim v lazni se studenou
kohoutkovou vodou na laboratorni teplotu 20 °C. Vzdy byla zaznamenana brutto hmotnost po
odebrani a pted kazdym odbérem byla brutto hmotnost piedeslého odbéru doplnéna pitnou
vodou, aby byla udrzovana konstantni susina béhem vyroby (simulace uzavieného reaktoru).
Timto zptisobem bylo pfipraveno 21 vzorkil Sirupi 0 rizném stupni inverze. Cas [min]
ukonceni inverze u jednotlivych vzorkt byl odecten po vlozeni vzorku do studené lazné.

U 18 v laboratofi ptipravenych invertnich sirupt za vyrobnich podminek (prvni odbéry u kazdé
ptipravy nebyly zahrnuty z divodu nizkého obsahu invertniho cukru vedouciho ke krystalizaci
vzorku) byla stanovena hmotnostni koncentrace fruktézy, glukézy, sachar6zy a pomér
cm(FRU):cm(GLU) pomoci kapalinové chromatografie viz kapitola 3.2.4. Pro tento ucel bylo
odebrano 1,800-3,750 g sirupu do odmérné batiky o objemu 100 ml, objem byl doplnén po
rysku demi vodou.

3.5.5 Optimalizace stanoveni invertniho cukru v invertnich sirupech pomoci
polarizace a refraktometrie

Pro ucely navrzeni nového vztahu popisujictho zavislost stupné inverze na polarizaci
a refraktometrické susing a zlepSeni presnosti vysledku stanoveni stupné inverze v invertnich
sirupech pomoci polarimetrie a refraktometrie bylo v laboratofi ptipraveno 72 invertnich sirupt
03 ruznych koncentracich celkovych cukra (70, 75 a78%) a 8 riznych stupnich
inverze (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 a 100 %). Invertni sirup o stejné koncentraci celkovych cukri
astejném stupni inverze byl vzdy pfipraven 3x. Pomér cm(FRU):cm(GLU) byl u vSech
pripravenych sirupt 0,96.

Sirupy byly pfipraveny navazenim fruktozy (Cistota > 99 %), glukozy (Cistota > 99,5 %),
sacharozy (Cistota > 99 %) a demi vody s ptesnosti 0,000 1 g. Po navazeni byla zvazena brutto
hmotnost (kadinka, michadlo, cukry, voda) a smés byla zahiivana na elektrickém vafi¢i po dobu
15 minut za u¢elem rozpusténi cukri v rozpoustédle (vodé). Po zahiivani byly sirupy ochlazeny
na laboratorni teplotu a ponechany ptes noc stat.

Nasledné byla u vSech sirupi zméfena polarizace dle postupu popsaného v kapitole 3.2.2
a refraktometricka susSina dle postupu popsaného v kapitole 3.2.1. Ziskané hodnoty polarizace
a refraktometrické suSiny jsou vzdy primérnou hodnotou 3 hodnot, jelikoz byly pfipraveny
vzdy 3 vzorky invertniho sirupu o stejné koncentraci celkovych cukrii a stupni inverze.
U kazdého vzorku byla refraktometricka susina a polarizace zméfena 1x.

3.5.6 Srovnani vysledki stanoveni dle nové navrzeného vztahu a HPLC/RI

Pro ucel ovéieni refraktometricko-polarimetrického stanoveni dle nové navrzeného vztahu bylo
pouzito srovnani s HPLC/RI stanovenim popsanym v kapitole 3.2.4. Pro tento ucel bylo
vybrano 17 nahodnych vzorkt invertnich sirupi vyrobenych na vyrobni lince ve spole¢nosti
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EDFMI v obdobi listopad 2020 az kvéten 2021. Jednalo se o stejné vzorky, které se pouzily ke
srovnani modifikace metody dvojité polarizace a HPLC/RI viz kapitola 3.5.2.

UvSech vzorki byla zméfena polarizace dle postupu uvedeného v kapitole 3.2.2
a refraktometricka suSina dle postupu uvedeného Vv kapitole 3.2.1. Z hodnot polarizace
a refraktometrické susiny byl vypocten stupen inverze dle nové navrzeného vztahu. Zaroven
byl uvSech vzorki stanoven stupen inverze pomoci kapalinové chromatografie popsané
v kapitole 3.2.4.

Vysledky stupné inverze pomoci refraktometricko-polarimetrického stanoveni dle nové
navrzeného vztahu a pomoci HPLC/RI stanoveni byly statisticky srovnany pomoci Bland-
-Altmanova grafického vyobrazeni viz kapitola 3.3.3. Zaroven bylo Shapiro-Wilkovym testem
ovéieno, zdali jsou ziskané hodnoty rozdilu jednotlivych srovnavacich méfeni vypoctené dle
rovnice (13) normalné rozdéleny (dle Gaussovského rozdéleni) pomoci softwaru
STATISTICA 13.

31



4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Statistické vyhodnoceni piresnosti metody HPLC/RI
Ptesnost pouzit¢ HPLC/RI analytické metody byla stanovena pro 3 rtizné koncentrace

fruktozy, glukdzy a sacharozy (20, 10 a 5 mg-ml™1). Stanovené relativni vychyleni oproti
referenéni hodnoté (Bias) a vybérova smérodatna odchylka 3 méfeni provedenych za stejnych
podminek pro vSechny tyto koncentrace jsou uvedeny v Tab. 8, Tab. 9 a Tab. 10

Tab. 8: Presnost HPLC/RI metody pro hmotnostni koncentraci jednotlivych cukrii 20 mg-m™*

Cm ref [mg-ml™] Cm lab [mg-mlI™] B [%0]
FRU 20,0 20,7+0,1 3,6
GLU 20,0 19,7+£0,1 -1,7
SuUC 20,0 20,2+0,1 1,0
FRU + GLU 40,0 40,4+0,1 1,0
| ref [%] I lab [%] B [%0]
66,7 66,7+ 0,1 0,0
Tab. 9: Presnost HPLC/RI metody pro hmotnostni koncentraci jednotlivych cukrii 10 mg-ml
Cm ref [mg-ml™] cm lab [mg-ml™] B [%0]
FRU 10,1 10,4+£0,1 2,9
GLU 10,0 98+£0,1 —2,4
SUC 10,0 10,1+£0,0 0,7
FRU + GLU 20,1 20,1+0,1 0,2
I ref [%] I lab [%0] B [%0]
66,7 66,6+ 0,0 -0,2
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Tab. 10: Presnost HPLC/RI metody pro hmotnostni koncentraci jednotlivych cukriz 5 mg-ml™

cm ref [mg-ml™] cm lab [mg-mi™] B [%0]

FRU 50 51+0,1 1,6
GLU 5,0 50+0,1 -1,4
SUC 5,0 50+0,0 —-0,6

FRU + GLU 10,0 10,1+0,0 0,1
| ref [%] I lab [%] B [%]

66,8 66,9+ 0,0 0,2

Vysvetlivky: cm ref —referenéni (navazena) hmotnostni koncentrace; Cm lab — prumérna stanovena
hmotnostni kocentrace 3 stanoveni pomoci HPLC/RI; B — relativni vychyleni (Bias) stanovené hodnoty
od referenéni hodnoty vypoétené dle vztahu (11); I ref — referen¢ni (navaZzena) hodnota stupné inverze;
| lab —primérna hodnota 3 stanoveni stupné inverze pomoci HPLC/RI dle vztahu (9)

Na zékladé€ vypoctenych vybérovych smérodatnych odchylek (s = 0,0-0,1) bylo vyvozeno, ze
opakovatelnost stanoveni hmotnostni kocentrace fruktdzy, glukézy, sachardzy a stupné
inverze (I) je dostate¢na na to, aby v nasledujicim experimentu byl kazdy vzorek pifeméien
pomoci HPLC/RI pouze jednou.

Z vypocteného relativniho vychyleni (B) stanovené hodnoty, cm lab, oproti referen¢ni hodnoté,
Cm ref (navazena koncentrace cukrt o analytické cistot€), Ize vidét, ze pro koncentraci
5,0 mg-ml~t byla metoda nejspravn&jsi, co se stanoveni hmotnostni koncentrace jednotlivych
cukrt tyCe. Se zvySujici se koncentraci cukr se vychyleni stanovené hmotnostni koncentrace
vSeobecné zvétSuje. Zaroven lze vidét, Ze stanovena hmotnostni koncentrace sachardzy ma
mensi vychyleni oproti referen¢ni hodnoté, nez stanovena hmotnostni koncentrace fruktozy
a glukozy. To je zpisobeno tim, Zze retenéni Casy pro fruktézu a glukozu jsou velmi blizko
(2,8 a 3,3 min), coz ma za nasledek nizsi rozliSeni téchto dvou piku.

Vypoctena vychyleni poukazuji také na to, Ze stanovena hmotnostni koncentrace fruktdzy
pomoci HPLC/RI je vy$si nez ptijata referencni koncentrace, a naopak stanovend hmotnostni
koncentrace glukdzy pomoci HPLC/RI je nizsi nez piijata referen¢ni koncentrace.

I ptesto, ze vychyleni stanovenych hmotnostnich koncentraci jednotlivych cukrl (pfedevsim
glukozy a fruktozy) oproti referenéni metodé je vysSsi, vychyleni stanoveného stupné
inverze (I lab) oproti referenéni hodnoté stupné inverze (I ref) nabyvalo hodnot —0,2-0,2 %,
z ¢ehoz jde usoudit, ze HPLC/RI je pfesnd metoda co se spravnosti stanoveni stupné inverze
tyce. Na zaklad¢ uspokojivé spravnosti a opakovatelnosti stanoveni stupné inverze byla metoda
HPLC/RI vyhodnocena jako vhodné referen¢ni metoda pro posouzeni pienosti vysledku jiné
metody stanoveni stupn¢ inverze.
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4.2 Stanoveni invertniho cukru v invertnich sirupech pomoci modifikace dvojité
polarizace a srovnani vysledki s HPLC/RI metodou

Srovnani vysledka stupné inverze stanovenych pomoci modifikace Clerget-Herzfeldovy

metody (refraktometricko-polarimetrické stanoveni stupné inverze pouzivané v EDFMI)

a HPLC/RI jsou graficky vyobrazeny v Bland-Altmanové grafu viz Obr. 9.

4,4
4,0 X
3,6

3,2 X

X
2,8 %

X
X X

2,4

2,0 X X

d [%] — HPLC/RI vs (18)
X

1,6

1,2
40,00 50,00 60,00 70,00 80,00 90,00 100,00

| primér [%] — HPLC/RI a (18)

Spodni a horni limity shody Pramérna hodnota rozdilu

Obr. 9: Bland-Altmaniiv graf pro srovndni vysledkii stanoveni stupné inverze pomoci HPLC/RI a
refraktometricko-polarimetrického stanoveni dle vztahu (18)

Vysvétlivky: d — rozdil vysledkt HPLC/RI stanoveni a stanoveni dle vztahu (18); | pramér — primérna
hodnota vysledkii HPLC/RI stanoveni a stanoveni dle vztahu (18) ; Priméra hodnota rozdilu, d ,
vypoctena dle vztahu (14); Spodni a horni limity shody (diow,, dup) vypoéteny dle vztahu (15) a (16)

Ze ziskanych hodnot stupné inverze pomoci HPLC/RI a pomoci refraktometricko-
-polarimetrického stanoveni dle vztahu (18), kterou EDFMI pouziva, lze vidét, Ze hodnoty
stupné inverze ziskané pomoci vztahu (18) jsou nizsi nez hodnoty ziskané pomoci HPLC/RI.
Pramérny rozdil vysledka téchto dvou metod byl stanoven na zakladé analyzy 17 vzorkl na
2,7+0,6%. 95% interval spolehlivosti byl stanoven na =1,2%, coz znamena, Ze za
predpokladu normalniho rozdéleni dat 95 % hodnot rozdilu vysledka stupné inverze pomoci
stanoveni HPLC/RI a tohoto refraktometricko-polarimetrického stanoveni by se mélo nachazet
vrozmezi £1,2% od primérné hodnoty, tedy vrozmezi 1,5-3,8 % (spodni— horni limit
shody). Lze piedpokladat, ze vysledky populace hodnot rozdild budou mit Gaussovskeé
rozdéleni, jelikoz hodnoty rozdila ziskané na zakladé zméfeni 17 vzorku byly dle Shapiro-
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-Wilkova testu normalné rozdéleny (p = 0,631). Praimérny rozdil 2,7 % byl vyhodnocen jako
prilis§ velky na to, aby analyza pomoci HPLC/RI mohla byt uspokojivé nahrazena
modifikovanym stanovenim dvojité polarizace, a bylo potvrzeno, Ze je zadouci, aby byl navrzen
novy vztah s vétsi presnosti.

Rozdil vysledktt HPLC/RI a modifikace Clerget-Herzfeldovy metody viz vztah (18) je
zpusoben vicero faktory.

1) Na zaklad¢ zkusSenosti EDFMI je zndmo, Ze pii vyrobnich podminkach invertnich
sirupt (80 °C, pH 2,4 a 70-78 % susina) vznika vice glukdzy nez fruktdzy. Invertni cukr
ve finalnich vyrobcich tedy neni ekvimolarni smés fruktozy a glukozy. Hypotéza je
takova, ze pii hydrolyze sachardzy za podminek dle Clergeta a Herzfelda (69 °C, 5 ml
38% HCI/100 ml roztoku a koncentrace sacharézy 0,13 g-ml™) vznika invertni cukr
s vy$§im pomérem C(FRU):c(GLU) nez za vyrobnich podminek. Z tohoto duvodu je
pouziti Clerget-Herzfeldovy konstanty 132,66 pro vyrobni podminky neptesné, jelikoz
vys$§i mnozstvi glukozy vznikajici za vyrobnich podminek bude zvySovat hodnotu
optické otacivosti, tim padem polarizace.

2) Refraktometrickd suSina invertnich sirupi je niz$i nez skuteéna suSina
viz kapitola 2.1.1. Cim vy33i stupeii inverze, tim vétsi rozdil refraktometrické a realné
suSiny.

3) Je potieba také vzit v potaz, ze molarni koncentrace sacharézy je 342,30 g-mol [65]
amolarni koncentrace fruktozy a glukozy je 180,16 g-mol™ [66] [67]. P¥i hydrolyze
1 g sacharozy tedy vznika 1,053 g invertniho cukru. Finalni refraktometricka susina
invertniho sirupu bude tedy vys$i nez ptvodni suSina rozpusténé sacharozy pred
hydrolyzou, i kdyz pocitame s niz$i refraktometrickou susinou invertniho cukru oproti
sachardze viz kapitola 2.1.1. Z tohoto diivodu je nahrazeni hodnoty polarizace pted
hydrolyzou ve vztahu (7) za hodnotu refraktometrické susiny ve vztahu (17) a (18)
dalsim faktorem ovliviiujici vychyleni vysledkid daného refraktometricko-
-polarimetrického stanoveni oproti vysledkiim ziskanych pomoci HPLC/RI.

4.3 Koncentrace cukri v roztoku pripraveného dle Clergeta a Herzfelda

Pro potvrzeni hypotézy, ze pii hydrolyze za podminek dle Clergeta a Herzfelda
(teplota69 °C, pH 0,5 akoncentrace sacharézy 0,13 g-ml?) vznikd vys§i pomér
c(FRU):c(GLU) nez pii vyrobnich podminkdich EDFMI byly pfipraveny 3 roztoky
s hydrolyzovanou sacharozou viz kapitola 3.5.3. Vysledky stanoveni hmotnostni koncentrace
fruktozy, glukdzy a sachar6zy pomoci HPLC/RI ve ziedénych roztocich (11,5 ml pfipraveného
roztoku : 88,5 ml demi vody) a stanoveny pomér cm(FRU):cm(GLU) jsou uvedeny v Tab. 11.
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Tab. 11: Hmotnostni koncentrace fruktozy, glukézy a sachardzy v roztocich pripravenych dle Clergeta
a Herzfelda (7edeni 11,5 ml roztoku : 88,5 ml demi vody)

cm(FRU) cm(GLU) cm(SUC)
Roztok [mg-ml™] [mg-ml™] [mg-ml™] cm(FRU):cm(GLU)
1 7,89 7,63 0,00 1,03
2 7,88 7,82 0,00 1,01
3 7,48 7,42 0,00 1,01
¢ (FRU): ¢, (GLU) 1,02
s £0,02

Vysvetlivky:  cm—hmotnostni  koncentrace; FRU — fruktéza, GLU —gluk6za, SUC — sachardza;
Cm(FRU):Cn(GLU) — pomér hmotnostni koncentraci FRU a GLU; C (FRU ) ‘Cph (GLU ) - primérna

hodnota poméru hmotnosnich koncentraci FRU a GLU; s — vybérova smérodatna odchylka hodnot
¢, (FRU):c, (GLU ) vypoctena dle vztahu (10)

Pomér cm(FRU):cm(GLU) byl stanoven na 1,02 + 0,02 %. Na zakladé tohoto vysledku Ize dojit
k zavéru, Ze roztok hydrolyzované sachardzy pripraveny dle Clergeta a Herzfelda obsahuje
velmi podobné mnozstvi fruktozy a glukozy a ze se jedna téméi 0 ekvimolarni smés téchto
dvou cukri. Jelikoz fruktoza a glukdza maji stejnou molarni hmotnost viz kapitola 4.2 je pomér
hmotnostnich koncentraci fruktézy a glukdzy totozny s pomérem molarnich koncentraci
fruktozy a glukdzy.

4.4 Koncentrace cukrii v invertnim sirupu p¥ipraveného za vyrobnich

podminek
Zménu naméfené koncentrace (hmotnostniho zlomku ve vzorku) jednotlivych cukri béhem
sledované kyselé hydrolyzy sachar6zy za vyrobnich podminek

(pH 2,4, teplota 80 °C, poc¢ateéni koncentrace sachardzy 75 %) lze vidét na Obr. 10. Sacharéza
dle ocekavani exponencialné klesa, hydrolyzuje se na fruktozu a glukozu, jejichz koncentrace
Vv Case narusta. Fruktozy ovSem vznikd méné neZ glukozy.
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Obr. 10: Zmeéna koncentraci fruktdzy, glukozy, sachardzy a invertniho cukru béhem kyselé hydrolyzy
(pH 2,4, teplota 80 °C, pocdtecni koncentrace sachardzy 75 %) stanovenych pomoci HPLC/RI

Pomér cm(FRU):cm(GLU) v sirupech ptipravenych v laboratofi za vyrobnich podminek se
vV rozmezi stupné inverze 40-90 % pohyboval mezi hodnotami 0,95-0,98, jeho primér byl
stanoven na 0,96 +£0,01. Vrozmezi stupné¢ inverze 40-100% se hodnoty poméru
cm(FRU):cm(GLU) pohybovaly v rozmezi 0,93-0,98, pramér pro toto rozmezi byl stanoven na
0,96 £ 0,02. Kdyby bylo vzato v potaz vychyleni koncentraci fruktézy, glukézy a sachardzy
stanovenych pomoci HPLC/RI od referenénich hodnot stanovenych v kapitole 4.1, byl by
pramérny pomér cm(FRU):cm(GLU) V pfipravenych sirupech jesté nizsi. U dvou vzorkd byl
stanoven cm(FRU):cm(GLU) na 0,89, resp. 0,90. Oba tyto vzorky mély stanoveny stupen
inverze 100 %. Tyto vysledky poukazuji na to, ze po zreagovani veSekeré sachardzy
a ponechani sirupu pii pH 2,4 ateploté 80 °C dochazi Kk jesté rapidnéjsimu poklesu poméru
cm(FRU):cm(GLU). Tyto 2 vysledky byly vyfazeny pro vypocet primérného cm(FRU):cm(GLU)
béhem hydrolyzy sachardzy pii vyrobnich podminkach.
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Vysledky stanovené hmotnostni koncentrace fruktozy, glukdzy, sachardzy, poméru
cm(FRU):cm(GLU) a stupné inverze v invertnich sirupech pfipravenych za vyrobnich podminek
jsou shrnuty v Tab. 12.

Tab. 12: Stanovené hmotnostni koncentrace fruktozy, glukozy a sacharozy, poméru koncentraci fruktozy
a glukdzy a stupné inverze pomoci HPLC/RI v piipravenych invertnich sirupech za vyrobnich podminek

cm (FRU)  cm (GLU)  cm (SUC)

Vzorek Tl T Tl I [%0] cm (FRU): cm (GLU)
Invert 2_2 3,17 3,35 8,89 42,31 0,95
Invert3 2 4,05 4,19 10,45 44,09 0,97
Invert 3_3 4,50 4,66 6,54 58,34 0,97
Invert1_2 4,88 511 5,99 62,52 0,95
Invert 3 4 6,44 6,62 5,60 69,99 0,97
Invert 2_3 6,17 6,38 4,80 72,33 0,97
Invert 3 5 11,06 11,46 5,83 79,44 0,97
Invert 3 6 9,38 9,58 2,60 87,94 0,98
Invert2_4 10,08 10,44 2,76 88,14 0,97
Invert 1 3 6,56 6,86 0,98 93,19 0,96
Invert 2 5 10,26 11,00 1,41 93,78 0,93
Invert 3 7 7,61 8,18 0,99 94,10 0,93
Invert 2_6 11,34 11,78 0,81 96,62 0,96
Invert1 4 9,52 10,20 0,30 98,50 0,93
Invert1 5 7,81 7,96 0,13 99,18 0,98
Invert1 6 11,62 12,12 0,09 99,62 0,96
Invert2_7 8,80 9,73 0,00 100,00 0,90
Invert1 7 7,76 8,68 0,00 100,00 0,89

Vysvetlivky: cm—hmotnostni koncentrace; FRU — fruktéza, GLU — glukéza, SUC —sachar6za; | — stuperi
inverze stanoveny pomoci HPLC/RI; cn(FRU):cm(GLU) — pomér hmotnostni koncentraci FRU a GLU

Vysvetleni znaceni vzorki: Invert X_Y — (X —potadové Cislo ptipravy sirupu, Y —potadové cislo
odbéru v ramci jedné piipravy)
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Porovnanim stanovenych koncentraci cukrti v roztoku piipraveného dle Clergeta a Herzfelda
s koncentracemi cukrt v invertnich sirupech piipravenych za vyrobnich podminek Ize potvrdit
hypotézu, ze za podminek dle Clergeta a Herzfelda vznika invertni cukr o vy$sim
ctm(FRU):cm(GLU) nez =za vyrobnich podminek (80°C, pH24 a koncentrace
sachardzy 75 % pied hydrolyzou). To je zpuisobeno ziejmé tim, Ze pii vysokych koncentracich
cukru je vétsi pravdépodobnost, ze D-fruktofurandzovy kation bude reagovat s pritomnymi
cukry za vzniku kestozy a fruktdza-dianhydridu viz kapitola 2.2.1.

4.5 Optimalizace stanoveni invertniho cukru v invertnich sirupech pomoci
polarizace a refraktometrie

Za UCelem snizeni rozdilu vysledkd stupné inverze stanoveného pomoci HPLC/RI
a refraktometricko-polarimetrického stanoveni byla sledovana zavislost stupné inverze na
refraktometrické susiné a polarizaci u standardnich sirupi. Pomér koncentrace fruktozy
a glukdzy v téchto standardnich sirupech byl 0,96, coz je primérny pomér tm(FRU):cm(GLU)
v invertnich sirupech ptipravenych V laboratoti za vyrobnich podminek viz kapitola 4.4.
U 3invertnich  sirupdt  (dohromady 9  vzorki)  nebylo  mozné  stanovit
polarizaci a refraktometrickou susinu kvuli krystalizaci z divodu vysoké suSiny a malého
podilu invertniho cukru. Jednalo se konkrétné o sirup o koncentraci celkovych cukrii 75 %
astupni inverze 30% asirupy o koncentraci celkovych cukra 78 %  a stupni
inverze 30 % a 40 %.

Ze ziskanych vysledkl refraktometrické susiny je mozné vidét, Ze se zvySujici se koncentraci
invertniho cukru v sirupu se rozdil mezi realnou susinou a naméfenou refraktometrickou
susinou zvysuje viz Obr. 11. Cim vys§i redlna suina, tim je tento rozdil vétsi. Ve viech
3 pfipadech (pro realnou susinu 70 %, 75 % a 78 %) se jedna o silnou linearni pozitivni
korelaci (r = 1,0).
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Obr. 11: Zavislost rozdilu refraktometrické susiny od skutecné susiny (Aw) na stupni inverze ()

Ziskané vysledky refraktometrické suSiny byly totozné v ramci chyby méfeni (0,1 °BXx)
s vysledky refraktometrické susiny vypoctené dle vztahu (3) vyjadiujici rozdil realné susiny
a refraktometrické susiny pro smési invertniho cukru a sachardzy. Vypoctené a namétené
hodnoty refraktometrické susiny jsou uvedeny v Tab. 13.

Tab. 13: Srovnadni vysledkit namérené refraktometrické susiny (Bx) a vypoctené refraktometrické susiny

dle vztahu (3)

w [%] 70 75 78
| [%] BXvypoet BXzméieno BXvypoet BXzméieno BXvypotet BXzméieno
[°BX] [°BX] [°BX] [°BX] [°BX] [°BX]

30 69,6 69,6 0,1 - -
40 69,4 69,4 +0,1 74,3 74,3+0,1 - -
50 69,3 69,2+0,1 74,2 74,2+ 0,0 77,1 77,1+£0,0
60 69,1 69,1+0,0 74,0 740+0,1 76,9 76,9+£0,1
70 68,9 68,9+0,1 73,8 73,8+0,0 76,7 76,7 +£0,1
80 68,8 68,8+ 0,1 73,6 73,6+0,1 76,5 76,4 +£0,1
90 68,6 68,6 0,1 73,4 73,4+0,1 76,3 76,3+0,1
100 68,5 68,4 +0,1 73,2 73,2+0,1 76,1 76,0£0,1

Vysvétlivky: w —hmotnostni procento koncentrace cukrti (g cukri/ 100 g sirupu); | — stupeni inverze;

Bx — refraktometricka su$ina
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Obr. 12 zobrazuje zavislost zméfené polarizace na stupni inverze piipravenych sirupi. Ve vSech
3 piipadech se jednda o silné linedrni zapornou korelaci (r = —1,0). Se zvySujicim se stupném
inverze polarizace kles& a dosahuje zapornych hodnot kvuli ptitomnosti levotocivé fruktozy.

cvwv s

-10,0

-20,0
30 40 50 60 70 80 90 100
I [%]
X 70% * 75% x 78%

Obr. 12:Zavislost polarizace (P) na stupni inverze (1)

Z namétenych vysledki bylo zjisténo, ze podil P/Bx je linearné zavisly na stupni inverze.
Obr. 13, Obr. 14 a Obr. 15 zobrazuji tuto linearni zavislost pro susinu 70 %, 75 %, resp. 78 %.
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Obr. 13: Zavislost P/Bx na I pro susinu sirupu 70 %
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Obr. 14: Zavislost P/Bx na I pro susinu sirupu 75 %
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Obr. 15: Zavislost P/Bx na I pro susinu sirupu 78 %

Ziskané rovnice popisujici naméfenou linedrni zavislost P/Bx na stupni inverze pro
susinu 70, 75 a 78 % maji stejny koeficient a (—0,0126) a velmi podobny koeficient b (= 0,99).
Na zakladé¢ ziskanych vysledku viz Obr. 13, Obr. 14 a Obr. 15 bylo navrzeno, Ze stupen inverze
pro invertni sirupy pfipravené za vyrobnich podminek EDFMI (pH 2,4, teplota 80 °C) lze
z polarizace a refraktometrické susiny vypocitat dle vztahu (21). Tento vztah je platny pro
susinu 7078 % a stupen inverze 50-100 %.

P 1
| = (& —0,99)-(— 0 0126] [%] (21)

Vysvetlivky: | — stupen inverze; P — polarizace [°Z]; Bx — refraktometricka susina [°Bx]

Rovnice (21) popisuje nové navrzeny empiricky vztah v rdmci této diplomoveé préce, ktery
popisuje zavislost stupné inverze na refraktometrické susiné a polarizaci pro invertni sirupy,
které jsou vyrobeny za vyrobnich podminek EDFMI.
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4.6 Statistické srovnani vysledki stanoveni dle nové navrZeného vztahu a
pomoci HPLC/RI

Pro ucely srovnani vysledkti stupné inverze pomoci refraktometricko-polarimetrického
stanoveni dle nové navrzené¢ho vztahu a pomoci HPLC/RI byl stupen inverze obéma témito
metodami stanoven u 17 vzorku vyrobenych na vyrobni lince EDFMI (jednalo se o stejné
vzorky, které byly pouzity pro srovnani refraktometricko-polarimetrického stanoveni dle
vztahu (18) s HPLC/RI viz kapitola 4.2. Srovnani vysledku stupné inverze ziskanych pomoci
refraktometricko-polarimetrického stanoveni dle nové navrzeného vztahu (21) apomoci
HPLC/RI jsou graficky vyobrazeny v Bland-Altmanov¢ grafu viz Obr. 16.

1,4

1,0

X
X
— X
—
S o6
[%2]
- X
x %
9 02 X
o X
I -_—
- X d
S 02 X X
° X
X X
-0,6 X X
-1,0
40,00 50,00 60,00 70,00 80,00 90,00 100,00
| priomér [%] - HPLC/RI a (21)
Spodni a horni limity shody Primérna hodnota rozdilu

Obr. 16: Bland-Altmaniv graf pro srovnani vysledkii stanoveni stupné inverze pomoci HPLC/RI
a navrzeného refraktometricko-polarimetrického stanoveni dle vztahu (21)

Vysvetlivky: d — rozdil vysledki HPLC/RI stanoveni a stanoveni dle vztahu (21); | primér — primérna
hodnota vysledktt HPLC/RI stanoveni a stanoveni dle vztahu (21)(18); Primérma hodnota rozdilu, d ,
vypoctena dle vztahu (14); Spodni a horni limity shody (diow, dur) vypocteny dle vztahi (15) a (16)

Primérny rozdil (d) vysledkd stupné inverze stanovenych pomoci téchto dvou metod byl
stanoven na zakladé analyzy 17 vzorktina 0,1 £ 0,5 %. 95% interval spolehlivosti byl stanoven
na = 1,0 %, coz znamena, ze za predpokladu, Ze vysledky rozdili jsou normalné rozdéleny,
95 % hodnot rozdilu vysledkt stupné inverze pomoci stanoveni HPLC/RI atohoto
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refraktometricko-polarimetrického stanoveni by se mélo nachazet v rozmezi +1,0% od
prumérné hodnoty, tedy v rozmezi —0,9-1,0 % (spodni — horni limit shody). Lze piedpokladat,
7e vysledky populace hodnot tohoto rozdilu budou mit Gaussovské rozdéleni, jelikoz hodnoty
rozdilu stanovené na zakladé zméfeni 17 vzorku byly dle Shapiro-Wilkova testu normalné
rozdéleny (p = 0,393).

Co se opakovatelnosti tyce, byla pfesnost nové navrzeného vztahu (21) vyhodnocena jako
jak z vypoctenych smérodatnych odchylek primérného rozdilu, které byly stanoveny na 0,5 %
pro vztah (21) a 0,6 % pro vztah (18).

Z hlediska spravnosti vzhledem k vysledkim HPLC/RI bylo refraktometricko-polarimetrické
stanoveni dle nové navrzeného empirického vztahu (21) vyhodnoceno jako vyrazné ptresnéjsi
nez stanoveni dle vztahu (18). Pramérny rozdil vysledkd HPLC/RI a vysledku stanoveni dle
rovnice (21) byl totiz stanoven na 0,1 %, coz je vyrazné niz§i hodnota rozdilu téchto dvou
stanoveni nez stanoveny pramérny rozdil 2,7 % mezi vysledky HPLC/RI a vysledky stanoveni
dle rovnice (18). Vysledky ziskané pomoci nové navrzeného vztahu (21) tedy mnohem Iépe
korelovaly s vysledky HPLC/RI nez vysledky stanovené dle vztahu (18).
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5 ZAVER

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo navrhnout novy vztah pro stanoveni invertniho cukru
(stupné inverze) v invertnich sirupech pomoci refraktometrie a polarimetrie. Tento vztah m¢l
byt optimalné co nejptesnéjsi v porovnani s vysledky referenéniho stanoveni stupné inverze
pomoci HPLC/RI a piedev§im piesnéjsi nez vztah pro refraktometricko-polarimetrické
stanoveni stupn¢ inverze, ktery aktualné pouziva spole¢nost EDFMI.

Jako referenéni metoda pro ovéfeni piesnosti aktudlné pouzivaného vztahu (18) inové
navrzeného vztahu (21) byla pouzita metoda HPLC/RI vychazejici z IHC harmonizované
metody pro med [51], kterd byla posouzend vzhledem ke své piesnosti (spravnosti
i opakovatelnosti) jako vhodna pro tyto ucely. Navic se jednd o metodu, Kterd je udavana jako
referenéni pro stanoveni stupné inverze V specifikacich invertnich sirupti vyrabénych
spolecnosti EDFMI.

K tomu, aby bylo mozné navrhnout, Co nejptesnéjsi vztah pro stanoveni stupné inverze pomoci
refraktometrie a polarimetrie, bylo nutné nejdiive zjistit, jaky pomér koncentraci fruktdzy
aglukézy  vznika  pfi  hydrolyze  sachar6zy  pii  vyrobnich  podminkach
EDFMI (80 °C, pH 2,4 a susina 70-78 %). Bylo zjisténo, Ze za vyrobnich podminek pii susiné
75 % vznika v oboru hodnot stupné inverze 40-100 % pomér fruktozy a glukozy 0,96 + 0,02.

Na zaklad¢ zmétfenych hodnot polarizace a refraktometrické susiny u standardnich invertnich
sirupti s pomérem frukt6zy a glukdzy 0,96 byl navrzen vztah (21) popisujici zavislost stupné
inverze na refraktometrické susing a polarizaci.

P 1
| = (E —0,99)-(— 6 0126j [%] (21)

Vysvetlivky: | — stupen inverze; P — polarizace [°Z]; Bx — refraktometricka susina [°Bx]

Vysledky stupné inverze refraktometricko-polarimetrického stanoveni dle vztahu (18) a noveé
navrzeného empirického vztahu byly statisticky srovnany s vysledky stupné inverze ziskanych
pomoci HPLC/RI. Stanoveni dle rovnice (21) bylo vyhodnoceno jako piesnéjsi nez stanoveni
dle rovnice (18) co se opakovatelnosti i spravnosti tyce. Vysledky stanoveni dle vztahu (18) a
vysledky HPLC/RI se v praméru lisily o 2,7+0,6 % a pramérny rozdil vysledku ziskanych
pomoci nové navrzeného vztahu (21) a vysledki HPLC/RI byl stanoven na 0,1 £ 0,5 %. Na
zaklad¢ téchto zjisténi bylo vyvozeno, ze pouziti noveé navrzeného vztahu (21) je vhodnéjsi ke
stanoveni stupné inverze pomoci polarimetrie a refraktometrie nez pouziti vztahu (18), ¢imz
byl splnén hlavni cil této prace.
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V rdmci této préce byl navrhnut empiricky vztah pro stanoveni stupné inverze v invertnich
sirupech pomoci polarimetrie a refraktometrie. Tento vztah lze pouzit pro stanoveni stupné
inverze v invertnich sirupech vyrobenych pomoci kyselé hydrolyzy a je platny pro stupen
inverze 50-100 % a su$inu invertniho sirupu 7078 %. Z pohledu budouciho vyzkumu by bylo
pfinosné ovéfit, zdali je platny i za jinych vyrobnich podminek. Jelikoz polarimetrie i
refraktometrie jsou jednoduché, rychlé a finan¢né dostupné analytické metody, Ize vysledky
této diplomové prace jednoduse uplatnit v praxi.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ZKratka Popis

ATP adenosintrifosfat

demi demineralizovana

EDFMI E D & F Man Ingredients

FRU fruktoza

F-6-P fruktoza-6-fosfat

GLU glukoza

G-6-P gluk6za-6-fosfat

HPLC/RI kapalinova chromatografie s refraktometrickou detekci
ICUMSA International Commission for Uniform Methods of Sugar Analysis
IHC International Honey Commission

INV invertni cukr

lab hodnota stanovena

NADP* nikotinamidadenindinukleotidfosfat — oxidovana forma
NADPH nikotinamidadenindinukleotidfosfat - redukovana forma
ref hodnota referen¢ni

SUC sachar6za
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU

Symbol  Popis Jednotka
a opticka otacivost °
[a]: mérna opticka otacivost °ml-g t-dm™
B relativni vychyleni (Bias) %
Bx refraktometricka susina °Bx
c molarni koncetrace mol-dm
Cq hmotnostni koncentrace g. mlt
Cm hmotnostni kocentrace mg-ml !
C, molarni koncentrace invertniho cukru v dany ¢as mol-dm3
Cs, pocate¢ni molarni koncentrace sachardzy mol-dm™3
d rozdil stanovenych hodnot pomoci referen¢ni a srovnavané
metody
d primérna hodnota hodnot rozdilu
diow spodni limit shody
due horni limit shody
Aw rozdil realné susiny a refraktometrické susiny
I stupenl inverze %
[} primérnd hodnota stanoveni stupné inverze pomoci referenéni %
a srovnavané metody
InpLCARI stupeni inverze stanoveny pomoci HPLC/RI [%] %
IrerPoL stupen inverze stanoveny pomoci refraktometrie a %
polarimetrie
k rychlostni konstanta mint
L délka kyvety dm
m hmotnost Y
n index lomu
pocet méteni
polarizace °Z
Po polarizace pied inverzi °Z
P hustota gml?
S smérodatna vyberova odchylka
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hmotnostni zlomek invertniho cukru (pivodni sachardzy) ve
vzorku

¢as

teplota

objem

hmotnosti procento [%]

hmotnostni procento celkovych cukri v roztoku [%]
hmotnostni procento invertniho cukru v roztoku [%]
naméfena hodnota

pramérna hodnota vSech méfeni

referen¢ni hodnota

stupen Brix

stupen polarizace

min
°C
ml
%
%
%
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9 SEZNAM POJMU

Pojem

Popis

Invertni cukr
Invertni sirup
Inverze

Stupen inverze

Index lomu

Refraktometricka suSina

Opticka otacivost

M¢érné opticka otacivost

Polarizace

Ptesnost metody

Spravnost metody

Preciznost metody

Opakovatelnost metody

Reprodukovatelnost
metody

ekvimolarni smés fruktozy a glukdzy

tekuté sladidlo obsahujici invertni cukr

hydrolyza sachar6zy na fruktozu a glukézu

hmotnostni procento invertniho cukru v susing invertniho
sirupu

veli¢ina popisujici $ifeni zafeni v latce

koncentrace cukru v roztoku daného cukru stanoveny na
zéklad¢ zavislosti indexu lomu na koncentraci daného cukru
veliina popisujici optickou aktivitu latky

optickd ota¢ivost dané latky o koncentraci 1 g.ml™! zméfena pii
délce kyvety 1 dm pii dané vinové délce zdroje svéta a teploté
méfeni

koncentrace sachardzy v roztoku ¢isté sachar6zy zmétena na
zakladé¢ zavislosti optické otacivosti na koncentraci sacharozy

pojem charakterizjici miru odchylek dané metody od referenéni
hodnoty (metody), pfesnost zahrnuje spravnost a preciznost

pojem charakterizujici té€snost shody vysledkli dané metody
S ptijatou referen¢ni hodnotou stanovovaného parametru

pojem charakterizujici tésnost shody mezi nezavislymi
vysledky ziskané pomoci dané metody

pojem charakterizujici preciznost metody pomoci méteni za
podminek opakovatelnosti (jednotlivd méfeni provedena v téze
laboratofi, timtéZ operatorem, za pouziti téhoz vybaveni béhem
kratkého ¢asového rozmezi)

pojem charakterizujici preciznost metody pomoci méieni za
podminek reprodukovatelnosti (jednotliva méteni provedena

Vv riiznych laboratofich, riznymi operatory a na rtiznych
zarizeni)

S7



10 SEZNAM PRILOH

Pfiloha 1: Ukazka piipravenych standardnich sirupti pro stanoveni zavislosti stupn¢ inverze
na polarizaci a refraktometrické susiné

Ptiloha 2: Ukazka natedénych vzorkt pro stanoveni polarizace

Piiloha 3: Ukazka chromatogramu ziskaného pomoci HPLC/RI — stanoveni fruktozy, glukozy

a sachardzy v invertnim sirupu
Ptiloha 4: Zdrojova data pro Obr. 9
Piiloha 5: Zdrojovéa data pro Obr. 10
Piiloha 6: Zdrojova data pro Obr. 11
Ptiloha 7: Zdrojova data pro Obr. 12
Ptiloha 8: Zdrojova data pro Obr. 13
Ptiloha 9: Zdrojova data pro Obr. 14
Piiloha 10: Zdrojova data pro Obr. 15

Ptiloha 11: Zdrojové data pro Obr. 16
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11 PRILOHY

Priloha 1: Ukdzka pripravenych standardnich sirupii pro stanoveni zavislosti stupné inverze na
polarizaci a refraktometrické susiné

Priloha 2: Ukdzka naredénych vzorkii pro stanoveni polarizace
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Priloha 3: Ukazka chromatogramu ziskaného pomoci HPLC/RI — stanoveni fruktdzy, glukdzy a sachardzy v invertnim sirupu

2,614min 73,3mV 71,3 % %]

— Fin14-16_05_2021 - Detector 1

[mV]

100

mi

-5+

2,792 Fruckose 1

3,292 Glucose 2

4,750 Sucrose 3

sjuauodwol

40

3,0 3,5
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Priloha 4: Zdrojova data pro Obr. 9
Cislo

vzorku InpLc [%0] | rerpoL [%0] d 1 [%]
1 62,7 60,9 1,8 61,8
2 52,8 50,9 1,8 51,9
3 57,2 55,2 2,0 56,2
4 64,4 62,3 2,0 63,4
5 56,0 53,8 2,3 54,9
6 73,5 71,0 2,5 72,3
7 64,2 61,6 2,6 62,9
8 73,8 71,2 2,7 72,5
9 51,7 49,0 2,7 50,4
10 65,9 63,0 2,9 64,4
11 65,9 63,1 2,9 64,5
12 70,9 67,7 3,2 69,3
13 98,3 94,3 4,0 96,3
14 55,8 53,6 2,2 54,7
15 92,1 88,8 3,4 90,4
16 56,3 53,3 3,0 54,8
17 67,8 64,4 3,4 66,1
d S dLow dup
2,7 0,6 3,8

Vysvétlivky: I —priméméa hodnota stanoveni stupné inverze pomoci referenéni a srovnavané

metody [%], lneicmi — stupefi inverze stanoveny pomoci HPLC/RI [%]; lrerpoL — stupeni inverze
stanoveny pomoci refraktometrie a polarimetrie dle vztahu (18) [%]; diow —spodni limit shody;
dup — horni limit shody; d — priimérna hodnota rozdilu; s — vybérova smérodatna odchylka primérné

hodnoty rozdilu
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Priloha 5: Zdrojova data pro Obr. 10
w (FRU) w(GLU) wW(INV) w(SUC)

Vzorek t [min] [%%6] [9%6] [%%6] [%%6]
Invert 2_2 8,50 15,79 16,68 32,47 44,27
Invert3 2 9,00 16,54 17,12 33,66 42,69
Invert 3_3 10,00 22,02 22,80 44,81 32,00
Invert1_2 11,33 22,61 23,68 46,29 27,76
Invert 3 4 15,00 26,44 27,18 53,61 22,99
Invert 2_3 16,83 27,16 28,08 55,24 21,13
Invert 3 5 23,67 29,80 30,87 60,67 15,71
Invert 3 6 26,00 32,95 33,65 66,60 9,13
Invert2_4 27,17 32,16 33,31 65,48 8,81
Invert 1 3 36,83 33,32 34,84 68,16 4,98
Invert2_5 37,50 33,83 36,27 70,10 4,65
Invert 3 7 42,50 34,45 37,03 71,48 4,48
Invert1 4 45,00 35,09 36,45 71,53 2,51
Invert2_6 44,67 36,74 39,37 76,11 1,16
Invert1 5 52,00 34,71 35,38 70,09 0,58
Invert1 6 59,17 37,12 38,72 75,85 0,29
Invert2_7 60,00 34,27 37,89 72,16 0,00
Invert1 7 68,00 34,47 38,56 73,03 0,00

Vysvetlivky: t— ¢as ukonceni inverze; w—hmotnostni procento cukru v sirupu; FRU — fruktéza,
GLU — glukoza, SUC — sacharéza, INV — invertni cukr
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Priloha 6: Zdrojova data pro Obr. 11

I [%] 30 40 50 60 70 80 90 100
Susina 70 % 0,4 0,6 0,8 0,9 1,1 1,2 1,4 1,6
Susina75% | Aw - 0,7 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8
Susina 78 % - - 0,9 11 1,3 1,6 1,7 2,0

Vysvetlivky: | — stupen inverze; Aw — rozdil refraktometrické susiny od skute¢né susiny

Priloha 7: Zdrojova data pro Obr. 12

Susina 70 % Susina 75 % Susina 78 %
1 [%0] P[°Z]
30 43,0+0,1 - -
40 340+0,1 36,6 +0,1 -
50 249+0,2 269+0,1 28,3+0,3
60 159+0,3 17,4+0,1 18,3+0,1
70 7,3+0,1 8,0+0,2 8,6+0,1
80 -1,6 £0,2 -1,3+0,1 -1,3+0,0
90 -10,0+0,1 -10,4+0,0 -10,5+0,2
100 -18,4+0,2 -194+0,1 -20,0+£0,2
Vysvetlivky: | — stupen inverze; P — polarizace
Priloha 8: Zdrojovéa data pro Obr. 13
| 50 60 70 80 90 100
P/Bx 0,36 0,23 0,11 —0,02 —0,15 —0,27
Vysvétlivky: | — stupen inverze; P — polarizace; Bx — refraktometricka susina
Priloha 9: Zdrojova data pro Obr. 14
1 [%] 50 60 70 80 90 100
P/Bx [°Z/°Bx] |0,36 0,24 0,11 —-0,02 -0,14 —-0,27
Vysvétlivky: | — stupeii inverze; P — polarizace; Bx — refraktometricka suSina
Priloha 10: Zdrojova data pro Obr. 15
1 [%] 50 60 70 80 90 100
P/Bx [°Z/°Bx] | 0,37 0,24 0,11 —-0,02 -0,14 —0,26

Vysvetlivky: | — stupen inverze; P — polarizace; Bx — refraktometricka susina
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Priloha 11: Zdrojova data pro Obr. 16

V(Z:(;'srllfu InpLc [%0] | rerpoL [%0] d 1 [%]
1 62,7 63,3 —-0,6 63,0
2 52,8 52,8 -0,1 52,8
3 57,2 57,3 -0,1 57,3
4 64,4 64,8 -0,5 64,6
5 56,0 55,8 0,2 55,9
6 73,5 74,0 -0,5 73,8
7 64,2 64,1 0,1 64,1
8 73,8 74,1 -0,3 74,0
9 51,7 50,8 0,9 51,2
10 65,9 65,6 0,3 65,7
11 65,9 65,6 0,4 65,8
12 70,9 70,5 0,4 70,7
13 98,3 98,4 -0,2 98,3
14 55,8 55,6 0,2 55,7
15 92,1 92,7 -0,5 92,4
16 56,3 55,3 0,9 55,8
17 67,8 67,0 0,8 67,4
d S dLow dup
0,1 0,5 -0,9 1,0

Vysvétlivky: I — praméméa hodnota stanoveni stupné inverze pomoci referenéni a srovnavané

metody [%], lneLcri — stupent inverze stanoveny pomoci HPLC/RI [%]; lrerpoL — stupen inverze
stanoveny pomoci refraktometrie a polarimetrie dle vztahu (21) [%]; diow —spodni limit shody;

dur — horni limit shody; d — pramérna hodnota rozdilu; s — vybérova smérodatna odchylka primérné

hodnoty rozdilu
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