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ABSTRAKT

Tato prace je veénovana stanoveni sladidel pomoci Ramanovy spektroskopie.
Cilem diplomové prace bylo v teoretické Casti charakterizovat vybrana sladidla a jejich
stanoveni Ramanovou spektroskopii véetné popisu hlavnich spektralnich pikt, které jsou
typické pro jednotliva sladidla. V praktické ¢asti bylo cilem vyuzit Ramanovy spektroskopie
pro detekci vybranych sladidel v krystalické form¢ samostatné a ve smési a detekce téchto
latek v komeréné dostupnych napojich. Vysledky ukézaly, ze Ramanova spektroskopie

je ucinnou metodou pro identifikaci a kvantifikaci sladidel.

Kli¢ova slova: Ramanova spektroskopie, acesulfam K, aspartam, cyklamat, erytritol,

sacharin, sukraldza, xylitol, inulin

ABSTRACT

This thesis is focused on the determination of sweeteners using Raman spectroscopy.
The aim of the thesis was to characterize selected sweeteners in the theoretical part and their
determination by Raman spectroscopy, including the description of the main spectral peaks
that are characteristic for each sweetener. The practical part aimed to apply Raman
spectroscopy for the detection of selected sweeteners in their crystalline form, both
individually and in mixtures, as well as detecting these substances in commercially available
beverages. The results demonstrated that Raman spectroscopy is an effective method

for the identification and quantification of sweeteners.

Keywords: Raman spectroscopy, acesulfame K, aspartame, cyclamate, erythritol, saccharin,

sucralose, xylitol, inulin
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UvVOD

Znacny pocet potravin a napoju je pro snizeni kalorické hodnoty slazeno smési rtiznych
nizkokalorickych sladidel. Takové potraviny tézi ze vzajemné synergie spravné volenych
sladidel a ziskavaji tak lepsi chutové vlastnosti oproti potravindm, které obsahuji jedno
sladidlo. Rizna kombinace sladidel napomaha docilit chuti co nejvice podobné cukru
a zamaskovat pifipadné pachuté. Vyvoj v oblasti napoji v poslednich letech zahrnuje

nahrazeni cukru v napojich nizkokalorickymi sladidly, jako je acesulfam K, aspartam a jiné.

I pfesto, ze ndhradni sladidla mohou byt vhodnou volbou pro sniZzeni energetické
hodnoty potravin, nebo alternativou pro osoby trpici diabetem, tak jsou stdle vefejnosti
vniména kontroverzné a jsou i nadéle pfedmétem tady odbornych studii. Divodem jsou
pfetrvavajici obavy z moZznych negativnich dopadi na lidské zdravi jako je rakovina,
ovlivilovani stfevni mikrobioty, vliv na vyplaveni inzulinu a na krevni glykémii,

nebo na tvorbu zubniho kazu.

Pouzivani sladidel v potravinaistvi podléhd legislativnim ptedpisim, které se lisi
v zévislosti na konkrétni zemi nebo regionu. Nékterd sladidla jsou v ur€itych ¢astech svéta
povolend, zatimco jinde mohou byt zakdzani. Jejich maximalni pfistupné mnozstvi

je stanoven¢ piisluSnymi normami.

Stanovovani sladidel je dalezité pro ochranu zdravi spotiebiteld, kontrolu dodrZeni
legislativnich ~ limitl, sprdvné oznacovani a informovanost o  produktech.
Pro zjisténi piipadného nadlimitniho mnozstvi sladidel ve vyrobcich, pro dohledévani
pouziti nepovolenych sladidel, nebo pro ovéfeni, zda se ve sladidlech nevyskytuji pfimési
jinych casto levné&jSich sladidel, je nutné mit k dispozici spolehlivé a rychlé analytické

metody.

Stanoveni sladidel se nejcastéji provadi pomoci velmi piesnych a relativné naro¢nych
laboratornich metod (naptfiklad kapalinova chromatografie), které obvykle vyzaduji
peclivou pfipravu vzorku pied samotnym méfenim mnohdy za pouziti rozpoustédel
a chemickych ¢inidel. Ramanova spektroskopie je jednoducha a rychla metoda vétSinou bez
nutnosti pfipravy vzorku. Stanoveni lze provadét v laboratofich nebo 1 piimo v terénu
pomoci pienosného spektrometru, coz muze byt vyhodné pro dozorové organy. Cilem
diplomové prace je vyuzit této spektroskopické metody pro stanoveni vybranych sladidel

samostatné, ve smési a v napojich.
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TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA VYBRANYCH NIZKOKALORICKYCH
SLADIDEL

Vysoce intenzivni sladidla jsou pfirodni, nebo syntetické, nizkokalorické nebo nekalorické
chemické latky, které¢ jsou mnohonasobné sladsi nez sachar6za. K dosazeni stejné urovné
sladkosti jako cukr nebo vyssi staci jen malé mnozstvi téchto sladidel. BE€zn¢é se pouzivaji
jako alternativa cukru v potravindich a ndpojich a k ptipravé tabletovych sladidel.
Mezi nejCastéji pouzivana sladidla patii acesulfam K, aspartam, cyklamat, erytritol,

sacharin, sukraldza, xylitol a inulin (Nicoluci et al., 2023).

Sladidla se mnohdy pouZivaji ve smésich pro zvySeni jejich sladivych ucinka
a optimalizaci vysledné chuti. Naptiklad sladivosti odpovidajici ptiblizné 10 % sacharézy
dodavaji koncentrace v rozmezi 500 az 600 mg/l acesulfamu K nebo aspartamu, zatimco
stejné sladivosti 1ze dosdhnout pouzitim smési pouze 160 az 180 mg/l kazdého ze sladidel.
Poméry smési acesulfamu K a aspartamu se mohou liSit zejména v napojich s riiznymi

prichutémi (O'Brien-Nabors, 2016).

Pro zachovani stejné intenzity sladké chuti minimalné¢ po dobu trvanlivosti népoje
je zvlasteé dilezita stabilita sladidel. Zejména je nezbytna stabilita v teplém podnebi
pfi del§im skladovani a stabilita pfi nizkém pH. Stabilni sladivosti s dobrou chutovou
kvalitou se dosahuje naptiklad pouzitim smési acesulfamu K a sukral6ézy (O'Brien-Nabors,

2016).

1.1 Acesulfam K — E950

Acesulfam draselny (obrazek 1) byl nahodné syntetizovan v roce 1967 ve spolec¢nosti
Hoechst AG v Némecku. Karl Clauss a Harald Jensen provedli reakci 2-butynu
s fluorosulfonylisokyanatem. Jeho sladka chut’ byla objevena Claussem nahodou po oliznuti
prstu od prasku pfi €isténi odévu. Sladivost acesulfamu K je 200krat vy$si neZ u sacharozy.
Samotna sachar6za ma sladivost 1. Ac¢koli existuji 1 dal§i derivaty acesulfamu, které mayji
jeste vyssi sladivost, tak se nejvice vyuziva praveé acesulfam draselny pro Cistotu sladké
chuti, ktera vytvaii optimalni chutovy dojem, nema nepiijemny podton a sladkost neziistava
pfili§ dlouho na jazyku. Nevyhodou je sniZzovani intenzity sladké chuti s rostouci teplotou
a pii vysokych koncentracich acesulfamu K se mtize objevit hoika chut’ (O'Brien-Nabors,

2016; Roth a Liick, 2016).
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Obrazek 1 Vzorec acesulfamu K
(zdroj: O'Brien-Nabors, 2016)
1.1.1 Vlastnosti acesulfamu K

Acesulfam K je bily krystalicky prasek vyskytujici se ve dvou polymorfnich formach,
ktery vykazuje vysokou rozpustnost ve vod¢ pii teploté 20 °C a se zvySujici se teplotou jeho
rozpustnost roste. Naopak v roztocich alkoholu jeho rozpustnost klesd se zvySujicim
se obsahem alkoholu (Nafizeni Komise (EU) ¢. 231/2012; O'Brien-Nabors, 2016; Roth
a Liick, 2016).

Acesulfam K je velmi stabilni pii riznych hodnotach pH a teplot. Jeho poloc¢as rozpadu
jepfi20 °C 11,5 let pti pH 5,77 a 6,95 let pii pH 3,22. K rozkladu miiZe dojit az pfi teplotach
vyrazné vysSich, nez je 200 °C. Potraviny obsahujici acesulfam K mohou projit procesem
pasterace 1 sterilace. Mezi potencidlni produkty acesulfamu K vznikajici za extrémnich
podminek patii aceton, CO2, amonné soli, sirany a amidosulfonaty (O'Brien-Nabors, 2016;

Roth a Liick, 2016).

Acesulfam K je stabilni také pii dlouhodobém skladovani ve vodném prostiedi.
Ve velmi kyselych roztocich jako jsou nékteré nealkoholické népoje ziistavaji slouceniny
acesulfamu 1 po né€kolika mésicich beze zmény a bez naruseni istoty chuti (O'Brien-Nabors,

2016; Roth a Liick, 2016).

V Evropské unii se acesulfam K oznacuje E kédem E950. Vykazuje dobré synergické
ucinky s aspartamem, c¢ehoz se vyuziva pii vyrobé nizkokalorickych potravinarskych
vyrobkil. Jeho maximalni denni limit ADI (Acceptable Daily Intake) je 15 mg na kg télesné
hmotnosti na den. Diky jeho vlastnostem je idedlnim sladidlem pro vyrobu sycenych
nebo nesycenych nealkoholickych ndpojli, ovocnych nektard, ledovych ¢ajti, bylinnych
nalevil, ndpoji v prasku, instantnich kav a c¢aji. Jeho dalsi vyuziti mize byt napiiklad
v ochuceném mléce, kakau, jogurtech, dezertech, zmrzlinach, dortech, suSenkach, dzemech,
zvykackach, nakladané zelening, zubnich pastach a Gstnich vodach (Natizeni Komise (EU)

¢. 231/2012; O'Brien-Nabors, 2016; Roth a Liick, 2016).
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1.2 Aspartam — E951

James Schlatter ndhodné objevil aspartam v roce 1965 ve farmaceutické spolecnosti G.D.
Searle v ramci vyzkumu Iéki na 1écbu zaludecnich viedt (Chattopadhyay et al., 2014;
O'Brien-Nabors, 2016). Jeho sladivost je 160 az 220krat vyssi nez sladivost sachar6zy.
Chut’ aspartamu je Cistd bez pfitomnych pachuti a jeho chutovy profil je velmi podobny
cukru. Ma schopnost zvyraziiovat chut potravin a napoji zejména s kyselou ovocnou
prichuti. Naptiklad u Zvykacek dokaze prodlouzit dobu sladké chuti az Ctyinasobné

(O'Brien-Nabors, 2016).

1.2.1 Vlastnosti aspartamu

Aspartam je bily krystalicky prasek méné rozpustny ve vod¢, hiife rozpustny v alkoholu
a nerozpustny v olejich. Jeho rozpustnost se s rostouci teplotou zvysuje (Chattopadhyay
et al., 2014; Natizeni Komise (EU) ¢. 231/2012; O'Brien-Nabors, 2016). Aspartam je stabilni
pii skladovani za sucha pfi teplotach 30 az 80 °C. Ve vodném prostiedi je relativné stabilni,
pti pH 4,3 vykazuje polocas rozpadu 300 dni. Téchto vlastnosti se v potravinaistvi vyuziva
pfi vyrobé limonad. Naopak pfi vysoké teploté nebo v zasaditém pH dochézi k jeho rozkladu

(O'Brien-Nabors, 2016).

Aspartam (obrazek 2) se skldda zaminokyselin L-asparagové a metylesteru
L-fenylalaninu (Chattopadhyay et al., 2014; O'Brien-Nabors, 2016). Dnes patii mezi nejvice
zastoupena sladidla, 1 pfesto Ze neni vhodny pro osoby trpici fenylketonurii, protoZe
u aspartamu dochazi k hydrolyze esterové vazby za vzniku aspartylfenylalaninu a metanolu,
kdy aspartylfenylalanin mtize byt dale hydrolyzovan na aspartat a fenylalanin (obrazek 3).
Rozklad aspartamu se odviji od vlhkosti prostfedi, teploty, pH a doby skladovani.
Krystalickd forma aspartamu je ve vlhkém prostfedi méné stabilni. Dale degraduje
pii vysokych teplotach piisobicich delsi dobu, kratkodobému vystaveni vysokym teplotam
nebo dokonce ultra vysokym teplotam dokaze odolavat (O'Brien-Nabors, 2016).
V neutrdlnim a alkalické prostfedi miize podléhat intramolekularni kondenzaci za vzniku
diketopiperazinu. Dale mize v kyselém prostiedi pod pH 4,5 peptidova vazba podléhat
hydrolyze za vzniku metylesteru fenyl-alaninu a kyseliny asparagové (Czarnecka et al.,
2021; Hutchinson et al., 1999). V dusledku rozkladu aspartamu se snizuje jeho sladka chut’,
aniz by dochéazelo ke vzniku vedlejSich pachuti. Ztraceni sladké chuti se u aspartamu
projevuje také pii reakcich s aldehydy nebo ketony (Czarnecka et al., 2021; Chattopadhyay
et al., 2014; O'Brien-Nabors, 2016).
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HO 0
NH CHj

) NH, )
Obrazek 2 Vzorec aspartamu
(zdroj: O'Brien-Nabors, 2016)

Aspartam ma oznaceni E951 a jeho maximalni ADI podle FDA je 50 mg na kg télesné
hmotnosti na den. Pro svou stabilitu v praskové forme je vhodny hlavné jako stolni sladidlo
nebo pro vyrobu napoji v prasku. Dalsi vyuziti ma pii vyrobé nizkokalorickych tvrdych
cukrovinek, népojl, jogurtd, zvykacek, ale i v medicin¢ a kosmetice. Aspartam se pouziva
také v kombinaci s dalSimi sladidly z diivodu synergického efektu (Natizeni Komise (EU)
¢. 231/2012; O'Brien-Nabors, 2016).

N\C@

:/%: aspartylfenylalanln
) \
0 phenylalanin kyselma asparagova
/
aspartame dlketoplperazm
Obrazek 3 Degradace aspartamu

(zdroj: Hutchinson et al., 1999)
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1.3 Cyklamat — E952

Cyklamat byl v roce 1937 syntetizovan Michaelem Svedou pfi jeho postgradualnim studiu
na Illinoiské univerzit¢ v USA. Pro jeho vyrobu se vyuziva sulfonace cyklohexylaminu.
V roce 1958 byl oficidlné¢ pftijat jako sladidlo ufadem FDA. Cyklamat vykazuje asi 40krat
vy$si sladivost nez sachar6za. Nastup sladké chuti je oproti cukru pomalejsi a ma delsi dobu
vydrze v Gstech. Velice dobrou sladivost mé v kombinaci s ovocem, kdy se jeho sladivost
jeste zvysuje. Pri vysSSich koncentracich cyklamatu jeho relativni sladkost klesa, coz mize
byt ovlivnéno rostouci hotkosti a pachuti, ktera je pti vysokych koncentracich cyklamatu
obvykla. Sladka chut’ se objevuje az po disociaci cyklamatu na ionty, naopak nepiijemna
chut’ je zplisobena jeho nedisociovanou formou. Véapenaté soli cyklamatu jsou méné sladké
neZ soli sodné (Copikova et al., 2013; Chattopadhyay et al., 2014; Naiizeni Komise (EU)
¢. 231/2012; O'Brien-Nabors, 2016).

1.3.1 Vlastnosti cyklamatu

Krystalickd forma soli cyklamatu (obrdzek 4) ptedstavuje bily prasek, ktery je dobie
rozpustny ve vodég, ale omezené rozpustny v olejich a nepolarnich rozpoustédlech. Cyklamat
v roztoku disociuje na ionty s vlastnostmi silného elektrolytu. Bod tani cyklamatu

se pohybuje mezi 169 az 170 °C (O'Brien-Nabors, 2016).

Cyklamat je velmi odolny vic¢i vyS$sim teplotam, odolavéd Sirokému rozmezi pH
a stabilni je 1 pfi kontaktu se svétlem a vzduchem. Pfi jeho rozpadu vznikd metabolit
cyklohexylamin, ktery ma od cyklamatu odliSné chutové vlastnosti jako je hotkd chut’
a zapach. Diky absenci hygroskopickych vlastnosti a odolnosti vii¢i ristu plisni a bakterii

je cyklamat dobfte skladovatelny (Chattopadhyay et al., 2014; O'Brien-Nabors, 2016).

Obrazek 4 Vzorec cyklamatu sodného
(zdroj: Chattopadhyay et al., 2014)

Soli cyklamatu nesou oznaceni E952 a jejich ADI je 7 mg na kg té€lesné hmotnosti
na den. Cyklamat se pouziva jako ochucovadlo do napojii, ovocnych §tav, zvykacek,
cukrovinek, salatovych dresingt, zelé, dzemu a polev. Také se pouziva jako stolni sladidlo

ve formé tablet, praski a tekutin. V uzeninach vytvafi lepSi chut’ a barvu oproti cukru
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z diivodu vyssiho bodu tani. Cyklamat je kompatibilni s vétSinou potravin a potravinaiskych
pfisad pfirodniho i syntetického piivodu, s aromaty, konzervanty a dal$imi sladidly.
Synergicky ucinek cyklamatu v kombinaci se sacharinem napomahd minimalizovat vzniku
nepiijemné chuti a zvysit celkovou sladivosti (Copikova et al., 2013; Nafizeni Komise (EU)

¢. 231/2012; O'Brien-Nabors, 2016).

1.4 Erytritol — E968

Erytritol byl izolovan Lamym v roce 1852 z fasy Protococcus vulgaris a o 48 let pozdé&ji byl
izolovan také ztasy Trentepohlia jolithus. Erytritol patii mezi polyhydrické alkoholy
zkracené polyoly. Erytritol se pfirozen¢ vyskytuje v malém mnozstvi také v hroznech,
hruskach, houbéach a ve fermentovanych vyrobcich. Mimo extrakci z ptirodnich zdrojii
lze erytritol pfipravit naptiklad fermentaci glukézy, sachar6zy nebo hydrolyzou Skrobu
z kukufice, kdy se fetézce rozkladaji na molekuly glukozy a nasledné se nechaji fermentovat
na erytritol pomoci osmofilnich kvasinek Moniliella pollinis. Po fermentaci jsou bunky
a necistoty odstranény filtraci a erytritol se nasledné krystalizuje (Boesten et al., 2015;

O'Brien-Nabors, 2016).

Polyoly vSeobecné nevykazuji tak silny sladivy ucinek jako intenzivni sladidla.
Sladivost erytritolu odpovida pouze 0,6krat sladivost sachardzy. Nizsi sladivost méa vyhodu
v moznosti pouZziti vétSiho recepturniho mnozstvi pii vyrob€ potravin, a tim zlepSit objem
a strukturu vyrobku, ale zaroven maji pfi jejich vétSsi konzumaci projimavé ucinky.
Profil sladké chuti je u erytritolu podobny sachar6ze. Mezi polyoly patii k nejlépe chut'ove
hodnocenym sladidlim, avSak n&ktefi konzumenti mohou vnimat 1 sladce kyselou
nebo hotkou chut’. Celkovou sladivost erytritolu Ize zvysit jeho smichanim s dal$imi sladidly

jako je aspartam, sukral6za nebo ptirodni sladidlo rebaudiosid A (O'Brien-Nabors, 2016).

1.4.1 Vlastnosti erytritolu

Erytritol (obrazek 5) je bila nehygroskopicka krystalicka latka dobfe rozpustna ve vodé,
slab&é rozpustnd v etanolu a nerozpustnd v diethyletheru. Diky nehygroskopickym
vlastnostem je vhodny pro vyrobky s minimalnim obsahem vlhkosti. Pii skladovéni
napiiklad ovocnych tyCinek, peciva nebo praskii s obsahem erytritolu nedochézi
k ptiliSnému pohlcovani vzdusné vlhkosti do vyrobku. Déle je vhodny i1 jako ochranny
materidl pro obaleni vyrobkii. Produkty potazené erytritolem jsou stabilnéjsi pfi relativni

vlhkosti vzduchu 85 az 90 % oproti produktim s cukernym potahem. Dalsi vlastnosti
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erytritolu stejné jako ostatnich polyolt je chladivy efekt, kdy pii rozpousténi krystall
dochdzi k pohlcovani okolni energie. Polyoly maji také antioxidacni schopnost,
protoze dokazou vychytavat hydroxylové radikaly (Boesten et al., 2015; Natizeni Komise

(EU) & 231/2012; O'Brien-Nabors, 2016).

OH

HO/\/K/OH

HO

Obrazek 5 Vzorec erytritolu
(zdroj: O'Brien-Nabors, 2016)

Erytritol je stabilni ve velkém rozmezi teplot i pH. Po konzumaci je 90 % erytritolu
vylou¢eno moc¢i v nezménéné podob¢. Zbytek projde travicim traktem pies tlusté stfevo,
kde nedochdzi k fermentaci stfevnimi mikroorganismy (Boesten et al., 2015; O'Brien-

Nabors, 2016).

Oznacenti erytritolu je E968. Nej€astéji se pouziva pro vyrobu stolnich sladidel, dietnich
napoji, zvykacek, mlénych vyrobkd, jogurtt, pudingli, zmrzlin a cokoldd. Mnohdy
se micha s intenzivnimi sladidly pro zlepSeni sladké chuti vyrobku (Boesten et al., 2015;

Copikova et al., 2013; Natizeni Komise (EU) ¢. 231/2012; O'Brien-Nabors, 2016).
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1.5 Sacharin — E954

Sacharin objevili uz v roce 1878 Konstantin Fahlberg a Ira Remsen a jeho prvni vyroba
byla zavedena v New Yorku v USA. Dnes patii mezi nejrozsifenéjsi sladidla.
Pro jeho vyrobu se pouzivaji dvé metody. Metoda podle Remsenova a Fahlbergova procesu
se vyuziva prevazné v Severni Korei a Indii. Metoda podle Maumee se vyuziva v USA, Ciné
a také v Indii. Sacharin ma 300 az 500krat vyssi sladivost nez sachardza v zavislosti
na jeho pouzitém mnozstvi. Mimo sladkou chut’ vykazuje sacharin také chut’ kovovou,
ktera se s vyssi koncentraci zvySuje. Ke snizeni kovové chuti pomaha pridani
malého mnozstvi aspartamu (Copikova et al., 2013; Natizeni Komise (EU) &. 231/2012;
O'Brien-Nabors, 2016).

1.5.1 Vlastnosti sacharinu

Sacharin ve form¢ vapenaté nebo sodné soli, viz obrazek 6, je bily krystalicky prasek.
Sodna sil sacharinu ma vyssi rozpustnost ve vodé oproti vapenaté a diky tomu je i vice
pouzivana. Ob¢ formy maji stejnou intenzitu sladivosti. V suchém stavu i ve vodném roztoku
jsou velmi stabilni v Sirokém rozmezi pH 1 teplot. V lidském gastrointestindlnim traktu
nedochazi k metabolismu sacharinu. Po konzumaci opousti télo v nezménéné podobé

primarné modi, méné pak stolici (Copikova et al., 2013; O'Brien-Nabors, 2016).

—

(0]
Obrazek 6 Vzorec sacharinu
(Zdroj: Copikova et al., 2013)

Sacharin ma oznaceni E954. Nejcastéjsi pouziti sacharinu je u napojli, zubnich past,
ustnich vod, 1é¢iv, kosmetiky, tabaku a také jako stolni sladidlo (Natizeni Komise (EU)

¢. 231/2012; O'Brien-Nabors, 2016).
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1.6 Sukraloza — E955

Hough a kolegové s podporou spolecnosti Tate & Lyle PLC v rdmci vyzkumného programu
na Londynské univerzité v roce 1976 zjistili, ze lze selektivni chloraci sacharozy ziskat
intenzivné sladkou slouceninu. Sukraléza, viz obrazek 7, vznikd po nahrazeni
tii hydroxylovych skupin chlorem. Takové sladidlo ma chut velmi podobnou cukru
bez pachuti, ale jeho celkova sladivost je 600krat siln¢jSi nez u sachardzy. Patii mezi

nejslibnéjsi a nejsladsi sladidla (Chattopadhyay et al., 2014; O'Brien-Nabors, 2016).

CH,OH
of—o CHC O
OH o
0 CH,CI
OH OH

Obrazek 7 Struktura sukralozy
(Zdroj: O'Brien-Nabors, 2016)
1.6.1 Vlastnosti sukralozy

Sukraloza je bily krystalicky prasek, ktery je dobie rozpustny ve vod¢, etanolu a metanolu
a nerozpustny v oleji. Jeho glykosidickd vazba je mnohem odolngjsi vici kyselé
a enzymatické hydrolyze, coz zpiisobuje nemoznost jeho metabolizovani v travicim traktu
savcll ani mikroorganismy v ustech. Diky tomu je sukraldza nekaloricka a nekariogenni

(O'Brien-Nabors, 2016).

Trvanlivost Cisté, suché sukraldzy je nejméné dva roky v ptipadé jejiho skladovana
pii teploté do 25 °C. Dlouhodobé skladovani pii vysokych teplotaich mize mit za nasledek
zménu barvy. Dale mlZe byt trvanlivost ovlivnéna pouZzitymi obalovymi materialy (O'Brien-

Nabors, 2016).

V hotovych vyrobcich je sukraléza relativné stabilni a s casem skladovani
u ni nedochazi ke ztrat¢ sladivosti. K hydrolyze mtize dojit jen velmi malo v nékterych
napojich v zavislosti na pH, €asu a teploté. Sukral6za ma oznaceni E955 s maximalnim ADI
15 mg na kg télesné hmotnosti na den. Vzhledem ke svym fyzikalné-chemickym vlastnostem
a prirozené stabilit¢ muze byt sukraléoza proddvana v suché nebo kapalné forme.
Sukraloza se celosvétové hojné pouziva v riznych ndpojich naptiklad sycenych
1 nesycenych, susenych instantnich napojich nebo pro ochuceni mléka. Napoje slazené

sukralozou si diky jeji pozoruhodné stabilité¢ zachovavaji konzistentni sladkost po celou
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dobu zpracovani a skladovani vyrobku (Copikova et al., 2013; Chattopadhyay et al., 2014;
Natizeni Komise (EU) ¢. 231/2012; O'Brien-Nabors, 2016).

1.7 Xylitol — E967

Xylitol se fadi mezi polyoly stejné jako erytritol. Jeho ptirozeny vyskyt v malém mnozstvi
lze nalézt v ovoci a zelenin€. V lidském téle se xylitol bézné tvofi pii metabolismu glukdzy
v jatrech. Syntetizovan byl roku 1891 Emilem Fischerem. Xylitol je nejsladSim sladidlem
mezi polyoly a sdalSimi polyoly vykazuje vyrazny synergicky efekt. Jeho sladkost
je ekvivalentni sachardze. Vyrabi se pfeménou xylanu napiiklad z bfezového dieva, jiného
tvrdého dieva, mandlovych skotapek, slamy, kukufi¢nych klast nebo vedlejsich produktii

z papirenského a celul6zového primyslu (O'Brien-Nabors, 2016; O'Donnell a Kearsley,

2012).

1.7.1 Vlastnosti xylitolu

Xylitol, viz obrazek 8, je bily krystalicky prasek dobfe rozpustny ve vod¢ a malo rozpustny
v alkoholu. Jeho rozpustnost se zvySuje se zvysujici se teplotou roztoku. Xylitol je méné
hygroskopicky nez sorbitol a vice neZ sachardza. Neucastni se Maillardovych reakci
a karamelizace, pouze pfti teplotach v oblasti bodu varu 216 °C po dobu né¢kolika minut mtze
dojit ke tvorbé tmavsi barvy. Mnohdy se piidavda malé¢ mnozZstvi redukujiciho cukru
nebo barviva pro docileni pozadované¢ho efektu karamelizace (O'Brien-Nabors, 2016;

O'Donnell a Kearsley, 2012).

H

HO/\:/Y\OH

H OH
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Obrazek 8 Vzorec xylitolu
(zdroj: Chattopadhyay et al., 2014)

Xylitol je stabilni pfi teplotadch az do 120 °C. Pfi jeho rozpousténi, stejné
jako u erytritolu, vytvari chladivy ucinek a miize tak dopliiovat a posilovat matovou chut’
vyrobkil. Jeho oznaceni je E967. M4 vyznam v prevenci proti zubnimu kazu, kdy se ¢asto
pouziva pro vyrobu nekariogennich cukrovinek nebo produktli ustni hygieny. Méné asto
se pouziva do kosmetickych a farmaceutickych ptipravkl. Ddle se pouziva pii vyrobé

napoji, peciva, zvykacek, dezertli, cokolad, mlénych vyrobki, cukrovinek a také jako stolni
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sladidlo (Copikova et al., 2013; Chattopadhyay et al., 2014; Nafizeni Komise (EU)
¢. 231/2012; O'Donnell a Kearsley, 2012; Peterson, 2013).

1.8 Inulin

Inulin patfi mezi polymery obsahujici fruktézu. Byl objeven némeckym védcem Rosem
v roce 1804 pfi extrakci vrouci vodou z kotenli Inula helenium. Hned po Skrobu je nejhojné;ji
se vyskytujicim sacharidem v pfirodé. Heterogenni smés polymert fruktozy slouzi
jako zasobni sacharidy rostlin a jsou pfitomny v fadé potravin rostlinného pivodu.
Obsahuje ho naptiklad pSenice, cibule, banany, Cesnek, ¢ekanka a dal$i. Naptiklad kotfen
Cichorium intybus obsahuje kolem 15 az 20 % oligofruktézy, kdy oligofruktdza

je podskupinou inulinu se stupném polymerace < 10 (Boeckner et al., 2001; Niness, 1999).

Inulin, viz obrazek 9, lze vyrdbét syntézou ze sachardzy nebo extrakei z kofenli
¢ekanky. Z cekanky je po extrakci hydrolyzovédn enzymem inulaz a vysledny produkt

pak obsahuje 5 % glukdzy, fruktdzy a sachardzy (Niness, 1999).

Inulin je ve srovnani s oligofruktozou méné rozpustny ve vode diky delSimu fetézci.
Ma sladkou chut’ bez pfitomnosti pachuti. PouZiva se pro slazeni nizkotu¢nych potravin,
kterym dodavd vldkninu bez zhorSeni organoleptickych vlastnosti a souasné

zlepsuje texturu. Pouziva se do pomazanek a dresinki (Niness, 1999).

Po konzumaci je inulin nestravitelny, prochazi do tlustého stfeva, kde stimuluje rtst
sttevnich bifidobakterii. Diky tomu mé velmi nizkou kalorickou hodnotu a je vhodny

pro osoby s diabetem (Boeckner et al., 2001; Niness, 1999).
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Obrazek 9 Vzorec inulinu

(Zdroj: Boeckner et al., 2001)
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2 STANOVENI OBSAHU SLADIDEL V POTRAVINACH

Stanoveni sladidel je dulezit¢ z divodu kontroly kvality potravin, falSovani potravin
a pro ochranu spotiebitele. Kontrolni instituce potifebuji vhodné metody pro rychlou

a efektivni analyzu (Vargas et al., 2016).

Pro stanoveni sladidel v potravindch lze pouzit rizné metody jako je kapalinova
chromatografie, iontova chromatografie, plynova chromatografie, kapilarni elektroforéza,
pratokova injekéni analyza nebo absorpéni spektrofotometrie. Tyto metody se zamétuji
bud’to na stanoveni jednoho nebo vice analytd v rdmci jedné analyzy (Smrckova a Bindzar,
2014). Vyhodou chromatografickych metod jsou velmi pfesné a spolehlivé vysledky analyz.
Naopak jejich nevyhodou je nutnost specialniho zatfizeni, vysoce kvalifikovanych laboranti
a priprava vzorkil, kterd mize byt pfi nckterych analyzach casové ndrocnd. VytéZnost
chromatografickych metod mtize byt ovlivnéna volbou podminek separace, riiznou polaritou
analyzovanych sladidel nebo jejich stabilitou b&hem skladovani. Napiiklad b&hem
skladovéani vzorkl s obsahem aspartamu a cyklamatu pfi chladirenskych teplotach klesé
jejich obsah v disledku degradace, oproti tomu zamraZené vzorky vydrzi déle stabilni.
V takovych ptipadech by méla byt analyza provedena co nejdiive po odbéru vzorku tak,
aby bylo minimalizovéno jejich uchovavani v chladu. Dal$im problémem je moZzna oxidace
analytd, kterou lze vyfeSit pfidanim azidu sodného nebo kyseliny askorbové
JiZ pti samotném odbéru vzorku (Buyukgoz et al., 2015; Smrckové a Bindzar, 2014; Vargas

etal., 2016).

Pfi pouziti Ramanovy a infracervené spektroskopie je za pottebi pouze jednoduchych
krokii pfipravy vzorkli, nebo jsou vzorky analyzovany bez piedchozi upravy.

Velkou vyhodou téchto metod je rychlost a jednoduchost analyz (Nicoluci et al., 2023).

2.1 Metody pouzivané pro stanoveni sladidel

Acesulfam K lze stanovit kvantitativné pomoci kapalinové chromatografie v roztoku ihned
nebo draslikem. Dale lze pouzit ESI-MS (hmotnostni spektrometrie s elektrosprejovou
ionizaci) nebo HPLC ELSD (kapalinovd chromatografie s ELSD detekci. Pro stanoveni
1ze také pouzit izotachoforézu nebo spektroskopii pfi vinové délce 227 nm (O'Brien-Nabors,

2016).
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Pro stanoveni sukral6zy jsou k dispozici analytické metody vysokoucéinné kapalinové
chromatografie (HPLC), které jsou pro danou analyzu nejucinngjsi. Dulezita je extrakce
a rozpustnost sukralozy ve vodé a v alkoholu. V pfipadé potieby se dalsi ¢isténi vzorka
sukraldozy provadi pomoci extrakce na pevné fazi. Pro separaci byly vyuzity nepolarni
kolony C-18 nebo s oxidem hlinitym. Pfi vétSin€ analyz se pouziva HPLC na reverzni fazi
(RP-HPLC) s kolonou C-18 a mobilni fazi 70 % vody a 30 % metanolu nebo acetonitril.
Pro rychlejsi a jednodussi stanoveni se da pouzit méfeni indexu lomu, ktery poskytuje
jednoduchy zplsob stanoveni koncentrace sukralézy ve vodnych roztocich. Index lomu
roztokd sukralézy je linearni vi¢i koncentraci v rozsahu 3 az 50 % hm. a °Brix.
Pritomnost jinych rozpustnych pevnych latek vSak ovlivituje méfeni a v ptipade ptitomnosti

jinych sloZek je nutno pouzit korek¢ni faktory (O'Brien-Nabors, 2016).

2.2 Ceské technické normy pro stanoveni sladidel

Laboratofe na analyzu potravin mnohdy vyuzivaji Ceské technické normy stanovujici
podminky, postupy a vyhodnoceni stanoveni sladidel. V norméch je postup stanoveni
rozdélen podle komodit potravin naptiklad na kapalné vyrobky, dZzemy, jogurty, syry,

pudinkové prasky, ¢okolady a majonézy.

CSN EN 12856 Potraviny — Stanoveni acesulfamu-K, aspartamu a sacharinu — Stanoveni

pomoci vysokouc¢inné kapalinové chromatografie

CSN EN 12857 Potraviny — Stanoveni cyklamatu — Metoda vysokouéinné kapalinové

chromatografie

CSN EN 15086 Potraviny — Stanoveni isomaltu, laktitolu, maltitolu, mannitolu, sorbitolu

a xylitolu v potravinach

CSN P CEN/TS 15606 Potraviny — Stanoveni acesulfamu K, aspartamu, neohesperidinu,

dihydrochalconu a sacharinu — Metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie

CSN EN 15911 Potraviny — Simultanni stanoveni deviti sladidel metodou vysokouginné

kapalinové chromatografie s evaporativni detekci pomoci rozptylu svétla

CSN EN 11376 + AC Potraviny — Stanoveni sacharinu ve stolnich sladidlech —

Spektrometrickd metoda

CSN EN 1379 + AC Potraviny — Stanoveni cyklamétu a sacharinu v tekutych stolnich

sladidlech — Metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie
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3 RAMANOVA SPEKTROSKOPIE

Ramanova spektroskopie patii mezi metody vibracni spektroskopie, které se zabyvaji
identifikaci a strukturni analyzou latek. Komplementarni metodou k Ramanové
spektroskopii je infracervend spektroskopie. Principem metody je meéfeni intenzity
avlnovych délek rozptyleného zafeni pozménéného v dasledku interakce fotonti
s molekulami vzorku. Diky Ramanové spektroskopii 1ze ziskat informace o chemickém
slozeni rtiznych latek. Uplatnéni tato metoda nachazi témét ve vSech oblastech ptirodnich

veéd (Lukas et al., 2013; Vargas et al., 2016).

Ramanova spektroskopie ma mnoho ptednosti. Diky moznosti méfeni pies sklo
nebo prihledné plastové obaly nedochéazi ke kontaminaci vzorku, a tak je mozné méteni
neomezené¢ opakovat. Analyza probihd pomoci laseru, ktery nepiisobi destruktivné
na vzorek. VétSina vzorkd jde analyzovat bez piipravy (Luka$ et al., 2013).
Ramanova spektroskopie je zajimava z pohledu rychlosti méfeni. Casto vyuZivana zatizeni
jsou pravé mobilni spektrometry, které lze pouzit v terénu (Vargas et al, 2016).
Pro stanoveni staci malé mnozstvi vzorku, protoZe ke spektrometru je mozné pfipojit
opticky mikroskop aizolovat Castice nebo malé oblasti vzorku v fadu mikrometri.
Ramanovym spektrometrem se daji méfit plynné, kapalné, pevné, organické i anorganické
latky vrizné podobé. Oproti infraervené spektroskopii voda v roztocich obecné

neni Ramanovsky aktivni (Lukas et al., 2013).

Mezi nevyhody Ramanovy spektroskopie patii slaby signél, proto je dilezité citlivé
zafizeni a Cistota vzorku (Luka$ et al., 2013). Ramanovy signdly lze zesilit pomoci
povrchové zesilené Ramanovy spektroskopie SERS (Buyukgoz et al., 2015). U nekterych
vzorkll miize dochazet kvili nezadouci fluorescenci k piekryti Ramanova rozptylu (Lukas

etal., 2013).

Principem metody je ozafeni vzorku monochromatickym svétlem, kdy dojde
k interakci mezi fotonem a molekulou. Velkd ¢ast zéafeni je rozptylena na takzvany
Rayleightiv rozptyl, ktery je pruzny a nedochazi u n&j ke zméné energie. Cast svétla
se absorbuje a malé¢ zbyvajici mnozstvi svétla podstatného pro Ramanova spektra
je rozptyleno nepruzné a vznika tak Ramantlv rozptyl. Tyto fotony maji mirné€ rozdilné
vlnové délky oproti vinovym délkdm laseru. Jsou charakteristické pro konkrétni vazby
v molekulach a vznikaji takzvané ,,otisky molekuly*. Specifické ,,otisky* — ¢asti spektra

pro danou latku mohou fungovat jako jakési standardy, mohou byt zafazeny v knihovné
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¢istych latek a byt pouzity ke srovnani pfi identifikaci slozek vzorku (Buyukgoz et al., 2015;
Lukas et al., 2013).

Pfi Ramanové rozptylu se rozptylené¢ fotony posunou na delsi vinovou délku
s niz8i frekvenci. Tento posun frekvence se nazyva Stokestv posun. V piipadé posunu
fotonil na kratsi vinovou délku o vyssi frekvenci se tento posun nazyva anti-Stokestiv posun.
Intenzita Stokesova posunu je vy$$i nez u anti-Stokesova posunu. Tyto posuny se méfi
jako Ramanovo spektrum. Typické spektrum zahrnuje intenzitu rozptylu jako fotony
za sekundu na ose y v zévislosti na rostouci vlnové délce v nm nebo Ramanové posunu
vem! na ose x. Kazdy pas v Ramanové spektru odpovidd vibraci chemické vazby
nebo funkéni skupiny v molekule. Obecné plati, ze intenzita Ramanova rozptylu
je umérna 1/A%. Krat§i excitaéni vinové délky poskytuji mnohem silngjsi rozptyl.
Problémem je fluorescence, ktera je pravdépodobnéjsi pii pouziti kratkych excitacnich

vlnovych délek. Casté vinové délky jsou 785, 633, 532 a 473 nm (Nielsen, 2017).

Detektory v Ramanové spektrometru jsou ¢asto fotodiodova pole (PDA) nebo kamery
s ndbojové vazanym zafizenim (CCD). CCD detektory jsou extrémné citlivé na svétlo,
coz je dulezité pro detekci slabého Ramanova signélu. PouZiti velmi nizkého vykonu laseru,

zabranuje tepelnému poskozeni ¢i zniceni vzorku (Nielsen, 2017).
FT-Ramanovy spektrometry bézn€ vyuzivaji blizké infracervené lasery obvykle
o vlinové délce 1030 nebo 1064 nm. Jejich pouziti téméf zcela eliminuje fluorescenci na tkor

slabé intenzity Ramanova rozptylu (Nielsen, 2017).



28 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

4 STANOVENI SLADIDEL POMOCi RAMANOVY
SPEKTROSKOPIE

Pro stanoveni sladidel stejné¢ jako u vSech jinych latek je nutné znat tzv. ,otisky*
zkoumaného analytu neboli pro dany analyt charakteristickou ¢ast spektra. V piitomnosti
aditiv v analyzovaném vzorku je dilezité, aby dand aditiva nejlépe nevykazovala
charakteristické Ramanovy péasy v oblasti vlno&ti 200-2000 cm’, kterd je potiebna

pro stanoveni sladidel (Buyukgoz et al, 2015).

4.1 Acesulfam K

Ramanovo spektrum acesulfamu K v krystalické form¢e vykazuje charakteristické silné pasy
pii vlnoétu 547 cm’!, coz odpovida deformaci vazby C-C-O a pii 659 cm™!, kdy dochézi
k vibracim vazby C-C. Stiedné intenzivni pas pii vlnoétu 747 cm™ odpovida vibraci vazby

C-C (Guven et al., 2019).

4.2 Aspartam

Ramanovo spektrum aspartamu obsahuje pomérné mnoho silnych pasti. Mezi vazby
a funkcéni skupiny dulezité pro jeho spektralni charakterizaci patii monosubstituovany
benzenovy kruh, kde se vibrace vazeb C-H a natahovani benzenového kruhu projevuje
silnym pasem pfi vinodtech 997 az 1002 cm™ (Buyukgoz et al., 2015). Dalsi silné pasy
ma pii vinodtech 1404 a 1447 cm™!, které odpovidaji ohybéni vazby C-OH a pasy pri 1584,
1603, 1666, 1736 a 1749 cm’!, které jsou zplisobeny vibraci vazby CO-NH. Mezi stiednimi
pasy jsou 495, 806, 820, 1033, 1128, 1181, 1198, 1216 a 1271 cm™' odpovidajici vibracim
vazeb C-C, CH,, CH3, C=0, NH, NH>, NH3". Slabych pasti ma méné a to konkrétné 547,
1078 a 1360 cm™ s vibracemi vazeb C=0, NH, CN a NH;". Dalsi stiedng intenzivni pas
pfi 972 cm! s ramenem 960 cm! a pikem pti 935 cm™! jsou pfifazovany mimorovinné

deformaci vazby C-H u fenylu (Peica, 2009).

Citelné Ramanovy pasy aspartamu v krystalické formé lze ziskat i p¥i nizkém vlnoétu
(obrazek 10). Pik pii 203 cm™ odpovid4 vibracim vazby N-H, piky 236 a 247 cm™' odpovidaji
vibraci vazeb N-H, C-H a CHj;. Ve spektru Ize zaznamenat i samostatné pii 452 cm’!
a intenzivngj$i pas pii 495 cm’!, které jsou pfifazovany vibraci vazeb NH3; a CH»

(Peica, 2009).
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Obrazek 10 Ramanovo spektrum krystalického aspartamu v oblasti nizkych vinoctt

(zdroj: Peica, 2009)

4.3 Cyklamat

V Ramanovych spektrech cyklamétu (obrdzek 11) je silny péas v oblasti vinocth
2850 az 2960 cm™!. Stiedni pasy jsou zplisobeny vibraci vazby CH, pii vinoctech 806, 1264
a 1445 cm™. Dalsi charakteristicky pas odpovidajici vibraci vazby S-O piedstavuji piky pii
1033 a 1058 cm™ (Armenta et al., 2004).

Dls o Snan

0.5

Cyklamdt sodny standard

0.05 Glukdza maonokydrat SM
0.00 - : : :

3000 2000 1500 1000 500
Ramandiv posun/cmis

Ramanova intenzita fa.u.

Obrazek 11 Ramanova spektra standardt sacharinu sodného, cyklamatu sodného
a monohydratu glukozy

(zdroj: Armenta et al., 2004)

4.4 Erytritol

Ramanovo spektrum erytritolu je zobrazeno na obrazku 12. Jsou zde vyznamné piky
v rozmezi vIinoéti 430 az 500 cm™, 800 az 900 cm™' s hlavnimi piky 700, 865 a 698 cm’!
s roztaznou vibraci OH skupiny. Déle se pak projevuje vibrace vazeb skupiny CCO v oblasti
vlnoétl 1000 az 1150 cm™! s hlavnim pikem pi#i 1046 cm™ (De Veij et al., 2009; Mignani
etal., 2014).
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Obrazek 12 Ramanovo spektrum erytritolu a xylitolu

(zdroj: De Veij et al., 2009)

4.5 Sacharin

Ramanovo spektrum sacharinu vykazuje silny pis pouze pfi vinostu 704 cm’,

ktery je spojeny s vibracemi vazeb C-S a C-C. Stfedni pas je u vlno&tu 523 cm™! s vibraci
vazeb C-C-O, pik 697 cm’!, odpovid4 protahovani vazby C-S a prstencovym vibracim,
pik 1018 cm! je pfifazovéan protahovaci vibraci vazeb C-C, C-S a také prstencové vibraci,
kterd se zobrazuje u cyklickych struktur a pik 1179 cm™ odpovida deformaci C-H vazeb
a vazeb C-C. Ve spektru lze nalézt slabé pasy pii vlnoctu 777 cm™ odpovidajici vibraci
vazeb C-H, C-S a C-C, pik 1595 cm™ pro vibrace C-C a C=C vazeb a pik 1698 cm’
také pro vibrace vazeb C=C, aleisC=0. Dalsi ddlezity pas je pfi 1176 cm’!
a je pfifazovan asymetrickému protahovani vazby SO> (Guven et al., 2019; Karunathilaka

etal., 2017).

4.6 Sukraloza

Ramanovo spektrum sukraldézy obsahuje dva silné pasy o vinoétu 624 a 775 cm’
odpovidajici vibracim vazeb C-Cl a C-C. Dale obsahuje dal§i Ctyfi stfedni pasy:
pik pfi vlnodtu 536 cm™, odpovida vibracim vazby C-C-O a piky o vlnoctech 664, 710
a 475 cm™! odpovidaji vibracim vazeb C-Cl a C-C (Guven et al., 2019).

4.7 Xylitol

Ramanova spektra xylitolu (obrazky 12 a 13) ukazuji charakteristické pasy. Pfi nizkych
vlnodtech 332, 355 a 426 cm’' jsou zaznamenany piky odpovidajici vibraci skeletu
slouceniny. Vibrace vazeb C-C a C-C-O jsou znatelné pti vinoctu 854, 887, 916
a 1002 cm™. Vibrace vazby C-O jsou viditelné jako piky pii vlnoétu 1061, 1073, 1091,
1113 cm™!. Deformacéni vibrace CHa skupiny je vidét jako pik pfi vinodtu 1461 cm’

(De Veij et al., 2009; Zhang et al., 2023).
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Obrazek 13 Ramanovo spektrum xylitolu

(zdroj: (Zhang et al., 2023)

4.8 Inulin

Ramanovo spektrum polymeru inulinu v jeho krystalické podob¢ obsahuje v oblasti nizkych
vlnoétl stiedné silny pas pifi 363 cm™' odpovidajici deformaéni vibraci vazeb H-CH
a deformacni vibraci vazby OH v blizko prvni fruktézové jednotky. Silny pas pti 533 cm’!
je ptitazovan deformaci glukozového prstence. V oblasti vinoétli mezi 599 a 833 cm’!
dominuji pasy ohybovych vazebnych vibraci skupin C-C-C, O-C-O a CH cyklickych
struktur inulinu. Nejintenzivnéjsi pasy jsou pii 1028 a 1050 cm™ odpovidajici protahovani
vazby CO a pés pti 2934 cm’! je ptipisovan symetrickym a asymetrickym protahovacim

vibracim HCH (Balan et al., 2018).

4.9 D-fruktoza

V Ramanové spektru D-fruktozy se prevazné zobrazuji vibrace vazeb C-C-O a C-C,
a to konkrétné pii vinoctech 525, 594, 627, 818, 872, 926, 978, 1081 cm’!
(Guven et al., 2019).

4.10 D-glukoza

Ramanovo spektrum D-gluk6zy obvykle obsahuje piky odpovidajici protahovaci vibraci
vazeb CC a CO, ohybové deformace vazeb CCC, CCO a OCO 1 vibrace pyranového
prstence, které se zobrazuji jako piky vrozsahu vlnodtd 400 az 900 cm.
Pasy pod 700 cm™ jsou pfifazovany vibracim krystalové miizky. Vyssi piky 900

az 1500 cm™! jsou piipisovany vibracim atomi a skupin piipojenych k uhlikové kostie



32 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

slouceniny (Zheng et al., 2023). Hlavni pasy pfi vlnoctu 437, 518, 1060, 1125, 1365
a 1461 cm™! byly také pouzity pro kvantitativni stanoveni glukozy v roztoku viz obrazek 14

(Golparvar et al., 2021).
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Obrazek 14 Ramanovo spektrum gluko6zy v roztoku pfi riznych koncentracich

(zdroj: Golparvar et al., 2021)

4.11 Sacharoza

V Ramanové spektru sachardzy je jeden silny pas pii vinoétu 850 cm™ odpovidajici vibracim
vazeb C-O-C a C-C. Stiedni pas 525 cm’!, ktery je zdroven jednim z hlavnich odpovida
vibraci vazby C-C-. Pés pti 640 cm™ je pfitazovan vibraci vazby C-C. Dalsi dilezité pasy
jsou pti 547, 638 a 835 cm™!. Slabé pasy ma sachardza pii 922, 1039 a 1124 cm™! a odpovidaji
vibracim vazeb C-C-O a C-C (Guven et al., 2019; Mignani et al., 2014).
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II PRAKTICKA CAST



34 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

5 CILPRACE

Cilem této prace bylo pouziti Ramanovy spektroskopie pro detekci vybranych sladidel

samostatn¢, ve smési a v komercné dostupnych népojich.
Cilem teoretické ¢asti prace bylo:
- uvést zakladni charakteristiku vybranych sladidel

- v odborné literatuie dohledat Ramanova spektra sladidel a popsat hlavni piky

ve spektrech
Cilem praktické casti prace bylo:
- nam¢fit a vyhodnotit Ramanova spektra vybranych sladidel v krystalické formée
- naméfit a vyhodnotit spektra vybranych sladidel ve smési

- detekovat vybrand sladidla pfimo v nizkokalorickych napojich
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6 MATERIALA METODY

6.1 Sladidla ve formé praski
Acesulfam K — Sigma-Aldrich (Merck Life Science spol. s r.0., CR)
Aspartam (F&N dodavatelé, s.r.o., CR)

- SloZeni: citronany sodné, hydrogenuhli¢itan sodny, erytritol, aspartam 15 %,

acesulfam K 15 %, mikrokrystalicka celuldza a stearan hofec¢naty
Cyklamat (F&N dodavatelé, s.r.o., CR)

- SloZeni: kyselina cykldmova a jeji soli 60 %, sacharin sodny 15 %,

hydrogenuhlicitan sodny, citronany sodné

D-fruktéza (Ing. Petr Lukes, CR)

- (istota p.a. s obsahem 99,9 % D-fruktdzy
D(+)-gluké6za monohydrat (Merck Life Science spol. s r.0., CR)
Erytritol (Allnature, s.r.0., CR)

- Slozeni: 100 % erytritol
Inulin (F&N dodavatelé, s.r.o0., CR)

- Slozeni: 99 % inulin, steviol-glykosid 1 %
Sacharin (F&N dodavatelé, s.r.o., CR)

- SloZeni: hydrogenuhli¢itan sodny, kyselina vinna, sacharin sodny 25 %
Sacharéza (Erba Lachema s.r.0., CR)
Sukraléza (F&N dodavatelé, s.r.o., CR)

- SloZeni: erytritol, citran sodny, hydrogenuhli¢itan sodny, sukraléoza 9 %,

mikrokrystalicka celul6za, stearan hofecnaty
Xylitol (Allnature, s.r.o0., CR)

- SloZeni: 100 % xylitol
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6.2 Napoje s obsahem sladidel

Nealkoholické sycené a nesycené limonady slazené sladidly (obrazek 15).
Schweppes INDIAN TONIC (Mattoni 1873 a.s., CR)

- Slozeni: voda, cukr, oxid uhli¢ity, kyselina citronova, pfirodni aroma chinin,

sukraldza, acesulfam K
Kinley Zero TONIC WATER (Coca-Cola HBC Cesko a Slovensko, s.r.o., CR)

- Slozeni: voda, oxid uhli¢ity, kyselina citronova, ptfirodni aroma citrust a dalsi

véetné chininu, acesulfam K, sukraldza
7UP ZERO SUGAR (KMV BEV CZ s.r.0., CR)

- SloZeni: voda, oxid uhli¢ity, kyselina citronova a kyselina jable¢nd, pfirodni
citronové a limetové aroma, citronany sodné, benzoan sodny, aspartam,

acesulfam K
MAGNESIUM CARNITINE ACTIVITY DRINK (NUTREND D.S., a.s., CR)

- SloZeni: voda, polydextroza, kyselina citronova, citronan hotfe¢naty — Aquamin,
oxid uhli¢ity, L-karnitin, aroma, sorban draselny, benzoan sodny, acesulfam K,

sukraldza, pyridoxin hydrochlorid
LEMON LIME OSHEE VITAMIN WATER ZERO (OSHEE Polska Sp. z o0.0., PL)

- SloZeni: pitnd voda, kyselina citronovd, citronany sodné, pfirodni
citronovo-limetkové aroma, kyselina cyklamovd, sachariny, niacin, vitamin B6,

laktat zineCnaty, kyselina l-askorbova
Aloe Vera ZERO (Lidl Ceska republika v.o0.s., CR)

- Slozeni: pitna voda, aloe vera 30 %, kyselina citronova, aroma, citronany sodné,
mlécnan vapenaty, kyselina cyklamova a jeji sodné a vapenaté soli, sacharin

a jeho sodné, draselné a vapenaté soli, aspartam, acesulfam K, guma gellan
Coca Cola ZERO CUKRU (Coca-Cola HBC Cesko a Slovensko, s.r.0., CR)

- Slozeni: voda, oxid uhli¢ity, barvivo E150d, cyklamat sodny, acesulfam K,

aspartam, kyselina fosfore¢na, pfirodni aromata, aroma kofein, citronany sodné



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 37

i
H
£
if

W
£
E
<
-
Bk

Obrazek 15 Vzorky napojt

(1 - Schweppes INDIAN TONIC, 2 - Kinley Zero TONIC WATER, 3 - 7UP ZERO SUGAR,
4 - MAGNESIUM CARNITINE ACTIVITY DRINK, 5 - LEMON LIME OSHEE
VITAMIN WATER ZERO, 6 - Aloe Vera ZERO, 7 - Coca Cola ZERO CUKRU)

(Zdroj: vlastni)

6.3 Chemikalie

Aktivni uhli 0,5-1,0 mm (Merck Life Science spol. s r.0., CR)

- Destilovana voda
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6.4 Pristroje a zarizeni

Pro piipravu vzorkli bylo vyuZito vybaveni laboratofi Ustavu analyzy a chemie potravin
a méfeni spekter vzorkll probihalo na Ustavu elektroniky a méfeni (Fakulta aplikované

informatiky Univerzity Tomase Bati ve Zlin¢).
- Analytickd vaha KERN, AES, 220 4 (KERN&SOHN, DE)
- Vodni lazen MEMMERT WB 14 (GmbH+Co0.KG, DE)

- Ultrazvukova lazen ULTRASONIC COMPACT CLEANER PS04000A
(NOTUS — POWERSONIC s.r.0., SK)

- Laboratorni sklo

6.4.1 Ramanuv spektrometr

Pro méteni spekter vzorkll byl pouzit Ramantv spektrometr i-Raman Plus model BWS465-
785S (B&W Tek, Inc., New Jersey, USA), viz obrazek 16. Soucasti zatizeni byl detektor
typu CCD pole s vysokou kvantovou ucinnosti, laser s vinovou délkou 785 nm s dobou
integrace 100 ms az 30 min. K zafizeni patfi sonda na méteni kapalnych vzorki ve vialkach

(obrazek 17) a ptitlacna sonda na méteni pevnych latek (obrazek 18).

Obrazek 16 Ramantv spektrometr i-Raman Plus

(Zdroj: vlastni)

Obrazek 17 Sonda na méteni kapalnych vzorka
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(Zdroj: vlastni)

Obrazek 18 Sonda pftitlacna

(Zdroj: viastni)

6.4.2 Software pro zobrazeni namérenych dat

Pro zobrazeni namétfenych hodnot byl pouzit software BWSpec (B&W Tek, Inc.,
New Jersey, USA), viz obrazek 19. Jedna se o obecny spektroskopicky software, ktery slouzi
pro ovladani méfeni a sbér naméfenych dat. Je soucasti vS§ech Ramanovych spektrometrii
od této spolecnosti. Umoznuje optimalizovat parametry méfeni, jako je doba integrace,
pocet opakovani méfeni a fizeni vystupniho vykonu laseru. Nabizi také ndstroje pro praci
s naméfenymi daty, napiiklad spektralni vyhlazovani nebo korekci zakladni linie spektra.

Tento software byl pouzit pouze na praci s pristrojem a ziskani namé&tenych dat.

Q= QuoelEHMa
- S
P
-

11000

Obrazek 19 Software BWSpec

(Zdroj: vlastni)
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6.5 Meéreni spekter praskovych vzorki sladidel

Meéfeni probihalo pfi laboratorni teploté na Ramanové spektrometru i-Raman Plus pii vinové
délce excita¢niho laseru 785 nm. Podminky méfeni byly nastaveny na 100% U¢innost laseru,
expozicni ¢as 10 s, opakovani méfeni 10x, celkové doba osvitu vzorku 100 s. Spektra byla

méfena v rozsahu vino¢ta 484—1690 cm™ s rozlisenim 3.5 cm™.

Sladidla (acesulfam K, aspartam, cyklamat, erytritol, inulin, sacharin, sukral6za
a xylitol) a také D-fruktdza, D-glukéza a sachardza v krystalické podobé byla méfena bez
pfedchozi upravy v polyethylenovém obalu, viz obrazek 20. Polyethylenovy obal
se vzorkem se umistil pod pfitlacnou sondu, kterd byla pfipevnénd ve vertikalnim drzéku
(obrazek 18) a mifila smérem dolt na vzorek. U sondy byl upraven pfitlak tak, aby dochazelo
ke kompresi vzorku mezi optickou sondou a podlozkou, ¢imz se vytvofilo vhodné tmavé

prostredi pro detekci Ramanova signalu (I-Raman Plus Quick Start Guide, 2018).

Obrazek 20 Sladidla v krystalické formé

(zdroj: vlastni)

6.6 Meéreni spekter smési sladidel

Viceslozkové smeési dvou nebo tii rtiznych sladidel v krystalické formé& byly pfipraveny
smichanim sladidel v pomérech uvedenych v tabulce 1. Smési sladidel byly rozdrceny
ve tieci misce na praSek a homogenizovany. Stejnym zplsobem byly pfipraveny smési
s rostoucim obsahem xylitolu o obsahu 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 g na 1 g D-gluk6zy a smési
s rostoucim obsahem erytritolu o obsahu 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 gna 1 g D-fruktozy.

Vsechny tyto ptfipravené praskové vzorky byly vlozeny do PE obalu a méfeny pomoci

pritlacné sondy za podminek popsanych v kap. 6.5.
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Tabulka 1 Prehled smési sladidel a jejich vzédjemného poméru

Smés Pomér
xylitol : acesulfam K 1:0,1
inulin : D-glukdza 1:1
inulin : D-glukdza: acesulfam K 1:1:0,1
xylitol : erytritol: sacharéza 1:1:1

(Zdroj: viastni)

6.7 Méreni spekter sladidel v roztoku

Pro méteni sladidel v roztoku byly pfipraveny vodné roztoky acesulfamu K a cyklamatu
o koncentraci 1 mg/ml. Roztoky sladidel byly méteny ve sklenénych kulatych kyvetach
o objemu 5 ml pomoci sondy pro métfeni kapalnych vzorkl (obrazek 17). Ptipraveny vzorek
v kyveté byl umistén do méftici cely, kam byla pripojena optickd sonda. Odstinéni okolniho
svétla bylo dulezité pro zvySeni citlivosti detekce a zvySeni Cistoty signdlu (I-Raman Plus

Quick Start Guide, 2018). Podminky méfeni byly nastaveny shodné s postupem v kap. 6.5

6.8 Meéreni spekter sladidel z odparenych roztoku

Pro pfipravu roztokli skonstantnim obsahem sachar6zy a rostoucim obsahem
acesulfamu K byl pfipraven zdsobni roztok acesulfamu K v koncentraci 1 g/100 ml.
Redénim tohoto zasobniho roztoku byla piipravena fada roztokd s obsahem
acesulfamu K 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 a 1 mg/100 ml a soucasné¢ byla pfidana sachar6za
na vyslednou koncentraci 1 g/100 ml. Takto pfipravené roztoky se diikladné promichaly
ana vodni 1azni v keramickych odpatfovacich miskach se z roztokl odpafila kapalna faze.

Po odpafteni se odparky seSkrably do polyethylenového obalu.

Meéfteni spektra z odparki probihalo pomoci pfitlacné sondy za podminek dle kap. 6.5.

6.9 Méreni sladidel v napojich

Pted méfenim spekter napojii byly provedeny upravy napojl pro odstranéni oxidu uhli¢itého,
pfip. pevnych Casti a barviv. U sycenych napoji byl oxid uhli¢ity odstranén pomoci
ultrazvuku po dobu 30 minut pfi teploté 22 °C.

Népoj Aloe Vera byl prefiltrovan pies filtracni papir pro odstranéni pevnych rostlinnych

¢asti a ziskani ¢irého roztoku.
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U néapoje Coca Cola bylo barvivo odstranéno pomoci aktivniho uhli a nésledné filtrace.
Barvivo karamel E150d bylo nutné ze vzorku odstranit, protoze muze siln¢ fluoreskovat

a prehlusit Ramantv signal.

Takto pfipravené vzorky byly prelity do sklenénych kyvet (obrazek 21) a méfeny

pomoci sondy na kapalné vzorky za podminek shodnych s kap. 6.5.

Obrazek 21 Sklenéné kyvety pro Ramanilv spektrometr

(zdroj: vlastni)

6.10 Méreni sladidel v napojich po odpareni

Pro ziskani kvalitn¢jSich spekter byly vzorky méfeny také v pevné formé (obrazek 22)
po odpatfeni vody. Odpateni vody bylo provedeno pomoci vodni lazn¢ v keramickych

odpafovacich miskéach pii 50 °C. Objem odpatovaného vzorku byl 20 ml.

Takto ziskané odparky byly vloZzeny do PE obalu a méfeny pomoci pfitlacné sondy

za podminek dle kap. 6.5.

Obrazek 22 Odparky ziskané po odpateni kapalné faze napoju

(Zdroj: viastni)
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7 VYSLEDKY A DISKUZE

Byla ziskdana Ramanova spektra krystalickych sladidel a nasledn¢ byla tato spektra
porovnana se spektry téchto sladidel ve smésich a také se spektry vybranych,

nizkokalorickych napoja.

7.1 Ramanova spektra sladidel

Pro ziskéni spektra acesulfamu K byl prométen jeho standard. Spektrum obsahuje dva silné
pasy pii vinodtech 548 a 660 cm’!, pasy stiedni intenzity byly zaznamenany u vino&ti 1179,
1597 a 1661 cm™ a jsou zde zietelné dalii slabé pasy (obrazek 23). Po porovnani spektra
s odbornou literaturou lze k témto pasim pfifadit vazby nésledovné: silné pasy 548
a 660 cm’! odpovidaji vibracim vazeb C-C-O, C-CH; a C-C, stiedni pas pfi 749 cm’!
odpovida vibraci vazby C-C (Guven et al., 2019).

Dalsi pasy stiedni a slabé intenzity by bylo mozné ptifadit dle dostupné literatury takto:
sttedni pas 1661 cm™ (C=C), stiedni pas 1179 cm™ (C-O), pik 1270 cm™ (C-N), 1445
a 1597 cm! (C=C), slabé pasy 865 cm! (C-C-0), 1079 cm™ (C-0O), 1306 cm™ (C-N)
a 1395 cm! (C=C) (Novotna et al., 2011).

Acesulfam K

548 660

1661

Ramanova intenzita (a.u

484 684 884 1084 1284 1484 1684

Ramanuv posun (cm™)

Obrazek 23 Ramanovo spektrum acesulfamu K
(Zdroj: viastni)

Erytritol bez obsahu dalSich latek poskytnul dobfe Ccitelné Ramanovo spektrum
(orbazek 24). Pas s nejvétsi intenzitou pii vinoétu 699 cm! Ize pfifadit vibraci vazby O-H
ajeho poloha pfesné odpovida informacim v literatute (De Veij et al.,, 2009;
Mignani et al., 2014). Velmi dobie odpovidaji polohou také stiedni pasy vlnoctit 490, 869,

874, 920, 1109 a 1129 cm!, které jsou piifazovany vibracim vazeb C-C skeletu slou¢eniny
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a vazbam C-OH, kde jsou oznaceny jako silné (Novotna et al., 2011). Dalsi stfedné
intenzivni pas byl naméfeny v poloze 1472 cm™'. Slabé pasy se objevuji u vinoctl 1033,
1043 a 1240 cm! a také odpovidajici vazbam C-OH (Novotna et al., 2011). Hlavni pasy
mély byt podle (De Veij et al., 2009; Mignani et al., 2014) pfi 700 cm™ a ve spektru tomu
odpovida nejintenzivnéjsi pas pii vinoétu 699 cm™. Dalsi silny pik mél byt dle literatury
pii 865 cm!, kterému odpovida stiedni pik 869 cm™ a posledni charakteristicky pas mél

pii 1046 cm’!, kterému odpovida slaby pik 1043 cm.
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Obrazek 24 Ramanovo spektrum erytritolu
(Zdroj: vlastni)

Aspartam jako komer¢ni sladidlo obsahoval mimo aspartam (15 %) 1 jiné slozky a sladidla.
Dle vyrobce byl v tomto sladidle obsazen z 15 % acesulfam K, jehoZz spektrum (obrazek 23),
lze od vysledného spektra odecist. Piky, které lze ve spektru pro aspartam pfifadit
acesulfamu jsou zaznaCeny Cervené (obrazek 25). Jedna se o piky pii vinoctech 546
a 659 cm! a dile i pasy 747, 864, 1077, 1178, 1273, 1305, 1394, 1442, 1596
a 1661 cm’!. Piky charakteristické pro erytritol (spektrum na obrazku 24) lze také
od aspartamu odecist, proto jsou pasy odpovidajici erytritolu pii vlnoctech 490

a 1047 cm™! a jsou ve spektru na obrazku 25 oznadeny zelené.

Po odecteni piki odpovidajicich acesulfamu a erytritolu lze aspartamu pfifadit
ti charakteristické piky 825, 949 a 1005 cm™'. P4s pfi vlno&tu 1005 cm™! Ize ptitadit vibraci
fenylu, jakoZto charakteristické skupiny aspartamu, kterd se podle publikaci zobrazuje
v oblasti vInoétii 997 az 1002 cm™ (Buyukgoz et al, 2015). Pik pti 825 cm™! mtize odpovidat
sttednimu piku pii 820 cm! s malym ramenem pii 806 cm z publikace (Peica, 2009).

Poloha naméfeného piku je lehce posunutd k vys$im vlnoctim, ale sousedi s malym
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ramenem piku pii 802 cml. Tyto pasy mohou byt pfifazeny deformaci vazeb CO, NH
a ohybové vibraci vazby NH». Stejnymi autory je interpretovan stfedné intenzivni pas
pii 972 cm!' s ramenem 960 cm™ a pikem pii 935 cm’!. Pfi zohlednéni moZnych posunt
a zmény intenzit past diky pfitomnosti jinych latek se da usuzovat, Ze pas 949 cm™ odpovida
pasu 960 cm’!, kdy z pravé strany sousedi s velmi malym pikem 972 cm™ a z levé strany
sousedi s pikem 922 cm’!. Tyto pasy jsou v téze publikaci piifazovany k mimorovinné

deformaci vazby C-H u fenylu (Peica, 2009).
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Obrézek 25 Ramanovo spektrum sladidla s obsahem aspartamu, acesulfamu a erytritolu
(Zdroj: viastni)

Sladidlo s obsahem sukraldzy obsahuje erytritol a pouze z 9 % sukralozu. V naméfeném
spektru (obrazek 26) jsou piky charakteristické pro erytritol (odectené ze spektra
na obrazku 24) oznacené cervené a odpovidaji mu piky 488, 699, 875, 920, 1033, 1046,
1109, 1127, 1238 a 1471 cm™ ..

Srovnanim téchto piki s Ramanovym spektrem sukraldzy podle (Guven et al., 2019)
byla zjisténa shoda u vinoéti 538, 662, 711 a 745 cm™! pro stfedné silné pasy a silné pasy
pii 623 a 776 cm™. V této odborné studii byl posun 538 cm! pfitazen vibraci vazby CCO

a zbylé posuny jsou spojovany s vibracemi vazeb C-Cl a C-C.

Dalsi naméfené silné pasy ve spektru odpovidaji vIinoétim 826 cm™ (CCO),

947 cm™' (CO) a 1296 cm™' (OH) (Novotna et al., 2011).
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Obrazek 26 Ramanovo spektrum sladidla s obsahem sukralozy
(Zdroj: vlastni)

Sacharin mé&l v Ramanové spektru (obrazek 27) silny pas 709 cm’!, ktery odpovida
vlnoctim publikovanym v literatuie (Guven et al., 2019; Karunathilaka et al., 2017).
Mimo né&j je ve spektru mnohem siln&jsi pas 1046 cm™, ktery mtize podle (Han et al., 2017)
odpovidat vibraci vazby O = S = O sacharinu. Vzhledem k obsahu hydrogenuhli¢itanu
draseln¢ho v tablet¢ sacharinu by k intenzit¢ pasu pii tomto vInoctu mohla piispét

také vibrace vazby C-OH (Frantz, 1998).

Dalsi pasy ve spektru se shoduji sudaji v literatufe pfifazované sacharinu.
Jedna se o stiedni pasy 537, 684, 1018 a 1150 cm™!, pasy s nizkou intenzitou 736, 780,
1593 a 1699 cm™ (Guven et al., 2019; Karunathilaka et al., 2017).
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Obrazek 27 Ramanovo spektrum sladidla se sacharinem

(Zdroj: vlastni)
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Cyklamat ve formé kyseliny cyklamové je ve vzorku sladidla obsazen z 60 % a soucasné
je obsazen také sacharin sodny z 15 %. V Ramanové spektru (obrazek 28) jsou piky,
které byly nalezeny také ve spektru sacharinu, oznaceny ¢ervenou barvou. Jedna se o piky
531,707 a 1058 cm’! (viz spektrum sacharinu na obrazku 27), kdy pas 1058 cm™ muiZe také
soucCasn¢ odpovidat vibraci vazby S-O cyklamové kyseliny podle studie (Armenta et al.,
2004). Ptiporovnani dalS§ich naméfenych pikli ve spektru cyklamatu s literaturou
jsou polohy naméfenych pikli velmi podobné. Patfi mezi n& stiedni pasy 805 cm™ s vibraci
vazby CH>, dale vibrace vazby S-O pii vlno¢tu 1033 cm™ a vibrace vazeb CHa pfi vlnoctech

1263 a 1445 cm™.

Dalsi naméfené slabé pasy 873, 926, 986, 1148, 1192, 1309 a 1350 cm’
by mély byt zpiisobeny vibracemi vazby C-N (Novotna et al., 2011).
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Obrazek 28 Ramanovo spektrum sladidla s obsahem cyklamatu
(Zdroj: viastni)

Inulin, obsahujici pouze z 1 % steviol-glykosid, mél v Ramanové¢ spektru (obrazek 29)

! odpovidajici deformacim glukdzového prstence, 825 cm’!

naméfené silné pasy 531 cm”
zplisobeny vibracemi skupin C-C-C, O-C-O a CH a 1063 cm™ jako nejintenzivn&jsi pas
zapti¢inény protahované deformaci vazby CO. Tyto pasy se s mirnymi posuny shoduji
s polohami v odborné literatufe (Balan et al., 2018). Namé&feny byly také dalsi dva vyrazné
pasy. Siln&jsi pas pii 1460 cm™ charakteristicky pro vibrace vazby HCH a o néco malo slabsi

pés pii 1128 cm™! souvisejici s vibracemi vazeb CCO, OH a CH (Balan et al., 2018).



48 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Inulin
2400
3 1063
81900
Ji
S 1400
2
£
© 900
(]
5
£ 400
(1]
o
-100
484 684 884 1084 1284 1484 1684

Raman(yv posun (cm™)

Obrazek 29 Ramanovo spektrum inulinu
(Zdroj: vlastni)

Ramanovo spektrum xylitolu (obrazek 30) obsahuje piky velmi dobfe korespondujici
s dostupnou literaturou. Polohy pikti odpovidaji vInoétim 855, 886, 917, 1004 cm
byly pfitazeny vibraci vazeb C-C a C-C-O, pésy s vinoétem 1061, 1072, 1093, 1111 cm!

1

byly pfifazeny vibraci vazby C-O a pik 1463 cm™ byl pfifazen vibraci CH»

(De Veij et al., 2009; Zhang et al., 2023).
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Obrazek 30 Ramanovo spektrum xylitolu

(Zdroj: viastni)
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Protoze se v nékterych potravinach a napojich vyuziva kombinace umélych sladidel s cukry,

byla prométena i spektra D-fruktdzy, D-glukézy a sachardzy.

V Ramanové spektru D-fruktézy (obrazek 31) je vyrazny silny pik pti 626 cm™ odpovidajici
vazbé C-C. Stiedni pasy o vInoétech 526 cm™' byly piifazeny vibraci vazeb C-C-O,
pasy 818, 872, 1083 cm’! odpovidaji vibraci vazeb C-O-C a C-C. Dalsi slabé pasy
byly pfifazeny takto: pas 592 cm™ vibraci C-C-O, pas 926 cm’! vibraci C-O-C a C-C
a pas 978 cm?! vibraci C-C. Polohy pikd koresponduji s publikovanymi daty
dle (Guven et al., 2019).

Byly naméfeny i dalsi pasy vazeb C-O pfi 1051 a 1177 cm™!, vazeb CH; pii 1267, 1347
a 1471 cm? a vazeb COH pii 1142 cm’!, které odpovidaji tdajim z publikace
Yao et al., (2020).
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Obrazek 31 Ramanovo spektrum D-fruktozy
(Zdroj: viastni)

D-glukéza vykazovala v Ramanové spektru (obrazek 32) silné pasy 513, 857, 920 cm’!
v diisledku vibraci vazeb C-C, C-O, C-C-C, C-C-O a O-C-O a pasy 1074, 1126, 1331 cm’!
souvisejici s vibraci vazeb skupin OH. Stiedni pasy 563 cm! Ize piifadit k vibraci skeletu
a pas 1023 cm! k vibraci skupin OH. Slaby pik 773 cm™ byl piifazen vazbam C-C a C-O,
piky 1103, 1158 a 1457 cm™! odpovidaji vibracim OH skupin. Dalsi velmi slabé pasy 593
a 719 cm™! byly piifazeny vibracim skeletu molekuly a piky 1230, 1295 a 1362 cm’! vibracim
skupin OH navadzanych na skelet. Naméfené hodnoty jsou v souladu s publikacemi

(Golparvar et al., 2021; Zheng et al., 2023).
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Obrazek 32 Ramanovo spektrum D-glukézy
(Zdroj: vlastni)

Ramanovo spektrum sacharézy (obrazek 33) obsahovalo jeden hlavni silny pas 849 cm’!
zplisobeny vibracemi C-O-C a C-C vazeb. Sttedni pik 527 cm! souviseji s vibraci vazby
C-C-O, pik 641 cm™ odpovidajici vibraci vazeb C-C a slaby pik 1039 cm™ Ize ptitadit
vibracim C-C i C-H vazeb. Tyto posuny se shoduji s idaji uvedenymi v literatufe (Guven
et al., 2019; Mignani et al., 2014). Dalsi slabé piky byly pfifazeny takto: vibrace vazeb
0-C-O pii 549 cm™!, O-C-C pti 872 cm™!, C-C pfi 922 cm™!, CH: pti 1348 a 1463 cm’!, C-O
pfi 1013 cm™, OH pfi 1165 a 1240 cm™!, deformace glukofuranového kruhu pii 641 cm™!

1

a vibrace vazby C-O pifi 1126 cm™. Polohy pikd jsou ve shodé sudaji autorii

Brizuela et al. (2012).
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7.2 Ramanova spektra sypkych smési sladidel

Vpraxi se nékdy vyuzivd kombinace dvou nebo vice nizkokalorickych sladidel,
piipadné kombinace sladidel a cukru, pro dosazeni optimalni chuti vyrobku. V piedchozi
kapitole byla zobrazena Ramanova spektra vybranych sladidel s popisem charakteristickych
pikl a jejich intenzit a s pouzitim literatury byly k pikiim pfifazeny odpovidajici vibrace
vazeb. Pii porovnani spekter je ziejmé, ze diky jejich odliSnostem nebo alesponl dil¢im

rozdiliim je mozné detekovat sladidla i ve smési s jinymi sladidly a latkami.

Z toho divodu byly proméieny smési dvou a tii kombinaci sladidel s cilem identifikace
charakteristickych a dostate¢né silnych pikti pouzitych sladidel ve smési. Popis pfipravy

téchto smési je uveden v kap. 6.6.

Ramanovo spektrum praskové smési sladidel xylitolu a acesulfamu K v poméru 1:0,1
je uvedeno na obrazku 34. Ob¢ sladidla jsou charakterizovana dobie odliSenymi piky,
které se navzajem nepiekryvaji, viz ptiloha P 1. Pro snadngjsi orientaci ve spektru smési
jsou dulezité piky zaznaCeny jinou barvou pro kazdé ze sladidel. Kromé charakteristické
polohy pikli je soucasné zfetelny rozdil také v intenzitach piki, které koresponduji
s pomérem sladidel ve smési, kdy piky xylitolu (855, 1093, 1463 cm™ a dalsi) vykazuji

cca 10x vy33i intenzitu neZ piky odpovidajici acesulfamu K (547, 659, 1178 cm™ a dalsi).
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Dalsi proméfovanou sypkou smési byla smés inulinu s D-glukézou v poméru 1:1,
jejiz Ramanovo spektrum je uvedeno na obrazku 35. Silné a stfedni piky byly pfifazeny
inulinu a glukéze a pro prehlednost byly ve spektru barevné vyznaceny. Toto piifazeni pika
bylo provedeno dle rozdili ve spektrech samostatnych sladidel, viz ptiloha P I
Ptestoze spektrum smési obsahuje vyrazné piky, pii n¢kterych vinoctech doslo k prekryvu
pasti a také k posunu pikii. Naptiklad v oblasti vlno¢tu 525 cm™ je pas inulinu ¢4stecné
piekryvan D-glukézou a projevil se v podobé ramene vychazejici z pasu D-glukozy
513 cm’!. Dalsi prekryti je vidét v oblasti vlnoctu 826 cm™. Relativné silny a Siroky pas
piifazeny inulinu se prekryva se silnym pikem 857 cm™ D-glukézy.
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Obrazek 35 Ramanovo spektrum smési inulinu s D-gluk6zou (v poméru 1:1)
(Zdroj: vlastni)

Nasledné byla proméfena smés vSech tfi slozek inulinu, D-glukézy a acesulfamu K
dohromady v poméru 1:1:0,1. Vysledné Ramanovo spektrum je uvedeno na Obrazku 36.
Toto Ramanovo spektrum obsahuje mnohem vice past spolecnych pro dvé a vice sladidel.
Takové piky nejsou specifické a neni podle nich mozné dil¢i sladidla ve smési rozlisit.
Porovnanim spekter sladidel (viz ptiloha P III) byly vybrany piky odpovidajici
jen jednotlivym slozkam a byly odliSeny barevné. Piky charakteristické pro acesulfam K
zastoupeni acesulfamu ve smési, ale 1 presto jsou dobie odliSitelné od vyznamnych pika
dalSich dvou latek. Pro inulin je mozné v takové smeési odecist pouze pik v oblasti vinoctu
820 cm’!, kdy je pik ¢aste¢né piekryt signalem D-glukézy i acesulfamu K. Ramantiv signal
odpovidajici D-glukoze se ve spektru projevil nékolika samostatnymi piky. V obrazku jsou
oznaceny dva z diivodu jejich dobré &itelnosti, a to pasy 773 a 1331 cm™'. Tyto barevné

vyznacené pasy by bylo mozné pouzit pro detekci jednotlivych sladidel ve smési.
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Obdobna je situace ve smési xylitolu s erytritolem a sachar6zou v poméru 1:1:1

(obrazek 37), kde bylo s ohledem na vyraznou podobnost struktury téchto latek

a tomu odpovidajicimu piekryvu Ramanovych pasti mozné pro piipadnou detekci slozek

pouzit pouze nékteré pasy. Porovnani cistych spekter sladidel a spektra jejich smési

je uvedeno v piiloze P IV. Pro erytritol zlstal jediny charakteristicky pas pii vlnoctu

699 cm’!, xylitolu byly pfifazeny pasy 745 a 1061 cm™ a sachardze se dalo prifadit nékolik

slabych pikii (584, 640 a 1162 cm™).
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Z Ramanovych spekter smési sladidel je mozné rozpoznat, kterd sladidla byla ve smési
obsazena pomoci jejich charakteristickych piki, avSak s vyS$§im zastoupenim latek
ve smesi se mohou piky navzajem prekryvat. Typické vazby stanovovaného sladidla mohou
byt obsazeny také ve strukturach ostatnich latek pfitomnych ve smési. Nejpiesnéjsi rozliSeni
pika sladidel od ostatnich latek lze stanovit tehdy, kdyz charakteristicky pik sladidla
neni piekryt nebo jinak ovlivnén okolnimi posuny ve spektru. Napiiklad ve studii
Ilaslan et al. (2015) byly pro stanoveni glukozy v nealkoholickych népojich pouzity piky
pii vinoctech 517, 849, 913 a 1124 cm’!, kdy pasy 517 a 849 cm™ mohou odpovidat pasim
D-glukdzy pii vinodtech 513 a 857 cm™ ve smési s inulinem (obrazek 35). Sachar6za méla
ve smési s mlékem (Nieuwoudt at al., 2016) charakteristické piky pfi vinoctech 636, 836
a 1062 cm™!, kdy pik 636 cm™ odpovidal naméfenému piku 640 cm™ pro sacharézu ve smési
s xylitolem a erytritolem (obrazek 37). V literatufe existuje jen malo odbornych studii

o detekei vice nez jednoho sladidla ve vzorku.
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7.3 Ramanova spektra smési sladidel se zvySujici se koncentraci

Pro kvantitativni stanoveni se také vyuzivaji charakteristické piky latek obsazenych
ve smési. Koncentraci stanovované latky lze odecist ze sledovani ménicich se intenzit pasu
odpovidajicimu vibraci vazby téze latky pfi riizném obsahu a jejim porovnanim s latkou
o konstantni koncentraci ve stejné smési (referencni latkou), jejiz pas by mél mit v idedlnim
piipadé stabilni hodnotu Ramanovy intenzity. Vz4jemnym porovnanim intenzit vybranych
pikt je ziskana tzv. relativni intenzita, ktera zohlediiuje proménlivost intenzit Ramanovych
spekter z diitvodu kolisani sily laseru, geometrie méteni apod. Vysledkem zavislosti relativni
intenzity na koncentraci stanovované latky je piimka, ktera udava, do jaké miry
je tato zavislost linearni, coz miZze byt vyjadfeno jakozto koeficient determinace.
Dobra linedrni zavislost ukazuje vhodnost vybranych pikd pro kvantitativni stanoveni
dané latky vtéto smési a umoziuje zautomatizovani meéfeni pouzivané zejména

v pfenosnych Ramanovych spektrometrech.

Ramanova spektra smési sladidel byla proméfena za tcelem kvantitativniho stanoveni

jedné ze sloZek ve vzorku. Popis téchto smési je uveden v kap. 6.6.

Pro kvantitativni stanoveni xylitolu ve smési s D-glukozou, jakoZto stabilni referencni
slozkou smési, byly vybrany charakteristické piky pro obé sladidla. Pro kvantitativni
stanoveni xylitolu byly vybrany pasy pti 747, 1060, 1094 a 1463 cm™'. Déle byly vybrany
pasy pro D-glukozu s co nejstabilnéjs$i hodnotou intenzity. Nejlepsi zavislost relativni
intenzity byla ziskana pro piky pfi vinodtech 1463 cm™ pro xylitol (obrazek 38) a 690 cm’!
pro D-glukézu. Zavislost relativni intenzity na koncentraci xylitolu u téchto pik
(obrazek 39) vysla nejvice linearné s koeficientem determinace 0,9844. V tabulce 2
jsou uvedeny koeficienty determinace vypocitané pro rGzné relativni intenzity xylitolu

a D-glukozy.

Podle literatury (De Veij et al., 2009; Novotna et al., 2011; Zhang et al., 2023)
vybrané piky xylitolu odpovidaji vibracim vazeb: pii 747 cm! OH, pfi 1060
21094 cm™ CO a pti 1463 cm™ CHo,.

Pouziti téchto charakteristickych vlno¢ti pro zjiSténi mnozstvi stanovované latky
ve vzorku bylo publikovano v nékterych odbornych studiich. Napiiklad ve studii Golparvar
et al. (2021) pro stanoveni koncentrace glukozy v krvi byl pouzit pik pfti vlnoétu 1125 cm™,

ktery byl dostatecné citlivy na zménu koncentrace glukozy jiz pfi nizkych koncentracich.



56

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

6000

5000

w B
=] o
=] =1
= =]

X
o
=]
S

Ramanovaintenzita (a.u.)

1000

1450 1455 1460
Ramandv posun (cm™)

Relativni intenzita

1465 1470 1475

Obrazek 38 Ramantv pas xylitolu pii vinoétu 1463 cm’!

(Zdroj: vlastni)

30

25

20

15

10

0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

y=29,125x
R*=0,9844

0,7 0,8 0,9 1

Pridavek xylitolu (g)

Obrazek 39 Graf zavislosti relativni intenzity na koncentraci xylitolu ve smési
s D-gluko6zou pii vinoctech (1463/690)

(Zdroj: viastni)

Tabulka 2 Koeficienty determinace z méfeni kocentrace xylitolu ve smési

I (xylitol/D-glukdza) R?
7471773 0,8343
1094/1160 0,9718
1060/719 0,9821
1463/690 0,9844

(Zdroj: viastni)
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Byly prométeny smési s konstantnim obsahem fruktozy a s rostouci koncentraci erytritolu.
Pro kvantitativni stanoveni erytritolu byly vybrany tii pasy pii 488, 1108 a 1239 cm™.
Jako referenéni piky D-fruktéozy byly pouzity vlnodty 750, 1295 a 1392 cm™.
Nejvhodnégjsi piky byly 1239 cm™! pro erytritol (obrazek 40) a 1392 cm™ pro D-fruktozu.
Zavislost relativni intenzity na rostouci koncentraci erytritolu ma linedrni charakter
s koeficientem determinace 0,9476 (obrazek 41). V tabulce 3 jsou uvedeny
koeficienty determinace ziskané pii porovnani dalSich relativnich intenzit pika erytritolu

a D-fruktozy.

Porovnanim s literaturou (Novotna et al., 2011) tyto piky erytritolu odpovidaji vibracim
vazeb CC pii vlnoétech 488 a 1108 cm™ a vazeb C-OH pii vinoétu 1239 cm™!. Mignani
et al. (2014) pouzili pro detekci a kvantifikaci erytritolu ve stolnich sladidlech piky
pfi vinoctech 700, 867 a 1046 cm™. Pro zpracovani naméfenych dat byla pouZita metoda

PCA (Principal Component Analysis).
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Tabulka 3 Koeficient determinace z méfeni koncentrace erytritolu ve smési

I (erytritol/D-fruktéza) R?
488/750 0,9416
1108/1295 0,9285
1239/1392 0,9476

(Zdroj: viastni)

7.4 Ramanova spektra sladidel v roztoku

Ze ziskanych spekter sladidel v roztoku nebylo mozné identifikovat jednotlivé pasy,
ani vyhodnotit jejich intenzitu, z diivod vysoké fluorescence vzorku a vysokého Sumu
pozadi, které prehlusilo relativné slaby Ramantiv signal analytu. Spektra sladidel v roztoku
jsou vyobrazena v ptiloze P V. Ziskavani dobte Citelnych Ramanovych spekter méfenim
vodnych roztokil casto komplikuje nizkd koncentrace analytu, ktera se ve spektru projevi
malo vyraznymi piky. Pro zakoncentrovani roztoku a zvyraznéni signalu analytu
byla z roztokt sladidel o zvySujici se koncentraci acesulfamu K odpatena voda viz kap. 7.5.
Je mozné také pouzit metodu vysychani kapky (drop drying method), kdy je maly objem
roztoku nanesen na vhodny inertni povrch a takto je ponechan pfi laboratorni teploté
vyschnout. Dojde tak k zakoncentrovani analytu a Zddoucimu zvySeni poméru signal/Sum.
Jedna se o pomérn¢ jednoduchy a efektivni postup. Nevyhodou vsak je mozna nehomogenni
distribuce analytu ve vyschlém vzorku, ktery vytvaii béhem postupného vysychani jakési

valy, tzv. coffee ring (KociSova et al., 2024).
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7.5 Ramanova spektra odparenych roztoku sladidel o riizné koncentraci

Pro kvantitativni stanoveni rostouci koncentrace acesulfamu K v roztoku s konstantnim
obsahem sachardzy byly méfeny odparky roztoki, jejichz presné slozeni je uvedeno

v kap. 6.8. Vyhodnoceni spekter bylo shodné s postupem z kap. 7.3.

Ze spekter odpatenych roztokli byly vybrany oblasti pasi odpovidajici méfenym
sladidlim. Pro acesulfam K byly hodnoceny piky pfi vinoétech 546, 653 a 1652 cm™,
pro sachardzu byly zvoleny piky pfi vinostech 499, 592 a 691 cm™!. Nejvice linearni zavislost
byla ziskana pro relativni intenzitu pfi vinoétech 1652 cm™! pro acesulfam K (obrazek 42)
a 592 cm! pro sachar6zu. Vzijemnym porovnanim intenzit vybranych past a jejich
vynesenim do grafu v zédvislosti na koncentraci acesulfamu K (obrazek 43) byl ziskan
koeficient determinace 0,9958. V tabulce 4 jsou uvedeny koeficienty determinace

pro vSechny vyhodnocené relativni intenzity acesulfamu K a sachardzy.

Dle literatury (Guven et al, 2019; Novotnd et al., 2011) vybrané piky
acesulfamu K odpovidaji vibracim vazeb: pfi 546 c¢cm! CCO, pti 653 cm! CC
a pii 1652 em C=C. Silveira Jr. et al. (2009) pouzili pro kvantifikaci sacharézy pik pii
vlno¢tu 1624 cm™. V jiné studii byly pro stanoveni koncentrace sachardzy pouzity hlavni
piky pii vinogtech, 525, 547, 638 a 838 cm™! (Mignani et al., 2014) s naslednym statistickym

zpracovanim dat pomoci PCA.
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se sacharozou pii vinoctech (1652/592)

(Zdroj: viastni)

Tabulka 4 Koeficient determinace z méfeni acesulfamu K ve smési

I (acesulfam K/sacharéza) R?
653/691 0,7493
1652/592 0,9958
546/499 0,9119

(Zdroj: viastni)

Obdobny zplsob stanoveni koncentrace sladidel byl publikovéan i pro dalsi sladidla.
Napftiklad ve studii autord Han et al. (2017) byly pro stanoveni obsahu sacharinu pouzity
posuny pii vinoétech 707 a 1014 cm™’. V publikaci Armenta et al. (2004) byly koncentrace
sacharinu sodného a cyklamatu sodného ve stolnich sladidlech vyhodnoceny zpracovanim

Ramanovych spekter pomoci metody PLS (Partial Least Squares Regression).
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7.6 Ramanova spektra sladidel v napojich

Pfed méfenim néapoji pfimo v kapalné formé ve sklenénych vialkach byly odstranény
bubliny a piip. nerozpustény podil. Ale pfesto vykazovala ziskana spektra vysokou
fluorescenci a slabou intenzitu Ramanova signalu s vysokym podilem Sumu. Tato spektra
nebyla vhodné pro vyhodnoceni (jsou vyobrazena v piilohach P VI a VII). Ziskdvani dobie
Citelnych spekter néapoji s vysokym podilem vody komplikuji faktory jako nizka
koncentrace analytu, obsah dalSich latek poskytujicich fluorescenci apod. (Li et al., 2022).
Pro odstranéni fluorescence piehlusujici spektrum a zvySeni poméru signdl/Sum

byla z napoji odparena voda.

Me¢tenim odparkd ndpojli byla ziskana Citelnd spektra pouze s nizkym Sumem. Tato
spektra jiz bylo mozné z ¢asti odecist. Napoje mimo sladidla obsahuji i mnoho dalSich latek,
které se ve spektru také projevuji vibracemi vazeb. Pasy pik odpovidajici Cistym sladidlim
mohou byt vdisledku obsahu dal§ich latek posunuty nebo uplné¢ piekryty,
proto byly vybrany pouze nejméné ovlivnéné pasy. Identifikované charakteristické pasy

¢istych sladidel jsou sepsany v kap. 7.1. Pasy reprezentujici sladidla byly barevné odliSeny.

Schweppes INDIAN TONIC obsahoval dle udaji na etiketé jako sladidlo acesulfam K
a aspartam. Ve spektru (obrdzek 44) se vibrace vazeb acesulfamu K vyskytovaly
pfi vlnoctech 532, 865 a 1438 cm™!. Aspartam mél viditelné vibrace vazeb pii vlnogtech 626

a 1296 cm™.
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Kinley ZERO TONIC WATER obsahoval sladidla acesulfam Ka sukralozu.
Ve spektru (obrazek 45) bylo mnoho Ramanovych posunt, kdy acesulfamu K odpovidaly
pasy pfi vlnoctech 549, 753, 1081, 1180, 1391, 1440, 1598 a 1660 cm™ a sukraloze piky
pii vlnodtech 942, 1296 a 1418 cm’!.
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(Zdroj: viastni)

7UP ZERO SUGAR obsahoval aspartam a acesulfam K. Ve spektru (obrazek 46)
mél piky odpovidajici acesulfamu K pii vinoétech 654, 1169, 1587 a 1651 cm™! a aspartamu
pii vinoctech 809, 944 a 1002 cm™'.
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MAGNESIUM CARNITINE ACTIVITY DRINK obsahoval acesulfam K a sukral6zu,
jejichz nekteré pasy ve spektru (obrazek 47) se vzajemné prekryvaly. Pésy pfiraditelné
k acesulfamu K byly pfi vinoétech 690, 1080 a 1449 cm™!. Sukral6za byla identifikovatelna
pii vlnoétech 532, 762, 1154, 1295, 1417 a 1725 cm™’. Spoleény prekryty pas pro obé sladidla
byl viditelny pti vinoétu 1266 cm™.
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Obrazek 47 Ramanovo spektrum MAGNESIUM CARNITINE ACTIVITY DRINK
(Zdroj: viastni)

LEMON LIME OSHEE VITAMIN WATER ZERO s obsahem cyklamatu a sacharinu
mél ve spektru (obrazek 48) piifazené piky pii vinoctech 809 a 1439 cm™ k cyklamatu,
pii vlnodtech 530, 691, 708 a 1595 cm™ ksacharinu. Pas pii vlnodtu 1151 cm’!

odpovida obéma sladidltim.

klamé 945

cyklamat/sacharin

1295

1062

2878

1129 1723

Ramanova intenzita (a.u.)

1151 1330

1484 1984 2484 2984

Ramaniiv posun (cm™)

Obrazek 48 Ramanovo spektrum LEMON LIME OSHEE VITAMIN WATER ZERO

(Zdroj: vlastni)
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Aloe Vera ZERO sobsahem ¢tyf sladidel (cyklamatu, sacharinu, aspartamu
a acesulfamu K) vykazoval ve svém spektru mnoho past (obrazek 49). Pro acesulfam K
byly signaly pozorovatelné pii vlnoétech 652 a 1081 cm™'. Pas pii vlnoétu 1348 cm’!
odpovidal cyklamatu. Vibrace vazeb pii vinoctech 528 a 1439 mohou odpovidat
acesulfamu K i cyklamatu. U sacharinu byly nejvice odpovidajici piky pii vlnoctech 691
a 707 cm™! a spole¢né pasy pro sacharin i cyklamat byly pfi vlnoétech 1040 a 1264 cm™.
Ramantiv posun pii vlnoctu 939 cm™ byl charakteristicky pro aspartam a pii vinoétu

806 cm™! odpovida cyklamatu i aspartamu.

850 .
1439 1461 acesulfam K/cyklamat

acesulfam K
750 840 cyklamét/aspartam
1081 cyklaméat/sacharin
650 cyklamat
1295
1063
50 1129 2878

480 806 1040

350

1330
250

Ramanova intenzita (a.u.)

652 1264

150

50484 984 1484 1984 2484 2984
Ramaniv posun (cm™1)

Obrazek 49 Ramanovo spektrum Aloe Vera ZERO
(Zdroj: vlastni)

Coca Cola ZERO CUKRU obsahovala cyklamat, acesulfam K a aspartam, ale z diivodu

vysoké fluorescence nebylo mozZné stanovit Ramanovy pasy sladidel (viz ptiloha P VIII).

Ramanova spektroskopie byla pouzita v nékterych studiich pro stanoveni sladidel
v napojich. Naptiklad v publikaci Silveira Jr. et al. (2009) byla stanovovana sachardza
v nealkoholickém citrénovém népoji s piky pro sachardézu pii vinoctech 824, 911, 1052,
1119, 1255, 1357, 1445 a 1624 cm’'. Vjiné studii (Ilaslan et al., 2015)
byla v nealkoholickych népojich stanovovéna glukéza, fruktéza a sachardza.
Hlavni pozorované piky pro fruktézu byly pfi vlnodtech 627, 707, 870, 819 a 1071 cm™,
pro glukézu pasy pii vlnodtech 517, 849, 913 a 1124 cm™ a pro sacharézu posuny
pfi vinoétech 745 a 796 cm’'. Ve studii Han et al. (2017) byl méfen sacharin sodny
v nealkoholickych napojich zesilenou Ramanovou spektroskopii SERS s nejintenzivngj$imi
pasy pii vinodtech 707 a 1014 cm™. V naméfenych spektrech napoje LEMON LIME
OSHEE VITAMIN WATER ZERO byl sacharin zaznamendn na stejné pozici pii vinoctu
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708 cm™! (obrazek 48) a u napoje Aloe Vera ZERO byl sacharin zaznamenan pii vinoctu

707 cm! (obrazek 49), coz je ve shod& s naméfenou studii.

Naméfena spektra s literaturou mnohdy nemusi byt totozna ani podobna, protoze pasy
ve spektru jsou ovlivnény obsahem latek ve zkoumaném vzorku. Cim vice slozek vzorek
obsahuje, tim vice se piky spektra prekryvaji a tim je t€z8i ziskat spolehlivou identifikaci
jednotlivych slozek ve vzorku. Interpretace vysledného spektra je pak velmi slozita
analytu, nebo odstranéni rusivych slozek), vyuZzit modifikace méteni pro zesileni Ramanova
signalu (napt. SERS), nebo je nutné vysledky zpracovat s pouzitim pokrocilych statistickych
metod, které umoziuji detekovat a kvantifikovat analyty i v ptipad¢ piekryvajicich se pikda.
Nejcastéji jsou v odbornych studiich pouzivany jiz diive zminéné metody PCA a PLS

(Duarte et al., 2017; Godoy et al., 2014; Mazurek a Szostak, 2011).
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8 ZAVER
Tato diplomové prace byla zamétena na charakterizaci vybranych nizkokalorickych sladidel,

na méfeni sladidel Ramanovou spektroskopii, na rozliSeni charakteristickych Ramanovych

past ve smési sladidel a detekcei pfitomnosti sladidel v napojich.

Teoreticka Cast této prace byla vénovana charakteristice sladidel, jejich stanoveni

pomoci Ramanovy spektroskopie a jinym analytickym metodam pro stanoveni sladidel.

V praktické €asti byla méfenim ziskana Ramanova spektra pro jednotliva sladidla,
ve kterych byly identifikovany charakteristické Ramanovy posuny odpovidajici vibraci
vazeb jednotlivych sladidel, které byly néasledné pouzity pro detekci ve smésich sladidel
1 v napojich.

- Byly identifikovany charakteristické piky pro vybrand sladidla z naméfenych

Ramanovych spekter: acesulfamu K (548 a 660 cm™'), aspartamu (802, 8025 cm’!
a 1005 cm™), cyklamatu (805, 1033, 1263 a 1445 cm™), erytritolu (699 cm™),
inulinu (825 a 1063 cm™), sacharinu (537 a 709 cm™!), sukralozy (623 a 776 cm™)
a xylitolu (855 a 1463 cm™).

- Byly identifikovany charakteristick¢é piky také pro D-fruktozu (626, 818
a 872 cm), D-glukézu (513, 920 a 1126 cm') a sacharézu
(849 cm™).

- Nekteré z charakteristickych piki bylo mozné vyuZzit pro identifikaci sladidel

ve dvou a tii sloZkovych smésich.

- Ve smési xylitolu s D-gluk6zou byly hodnoceny vhodné poméry pikil pro zjisténi
relativnich intenzit, které nejlépe korespondovaly s rostouci koncentraci xylitolu
ve smési. Nejvice linearni zdvislost byla nalezena pro pomér vinocth
(1463/690). Pro kvantifikaci mnoZstvi erytritolu ve smési s D-fruktéozou
byla nalezena nejvyrazngj$i korelace relativni intenzity pifi poméru vinocti
(1239/1392) a pro acesulfam K ve smeési se sachardzou pii poméru vinocth

(1652/592).

- Citelnd Ramanova spektra napoji se sladidly byla ziskdna pouze u vzorki
po odpaieni vodné faze. V téchto spektrech bylo mozné identifikovat n¢kolik mélo

charakteristickych piki po srovnani s méfenim krystalickych forem sladidel.
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Vysledky této prace ukazaly, ze Ramanova spektroskopie ma dobry aplikac¢ni potencial
v oblasti detekce sladidel v krystalické forme i1 v napojich. U né€kterych vzorkl vsak doslo
k prekryti piki nebo ke snizeni intenzity detekovanych past, coz poukazuje na potiebu
optimalizace metodiky méfeni a vyhodnocovani spekter. Ramanova spektroskopie
je vyuzivana zejména ve farmacii a technologii obvykle v pfipadech s menSim poctem
slozek v testovanych vzorcich. Na rozdil od kapalinové chromatografie neni normovana
a standardné se pfi stanovovani sladidel v potravinach nepouziva. Piesto nabizi Ramanova
spektroskopie potencidl pro rychlou a pfesnou analyzu, vyuzitelnou napf. pfi rutinnich
kontrolach dozorovych organti, nebo pro prubéznou kontrolu kli¢ovych kroki ve vyrobnich

technologiich.

Sladidla jsou stale castéji soucasti potravinaiskych receptur, jak z divodu sniZeni
celkového mnoZstvi cukru ve vyrobku, tak pro vyladéni chuti a textury vyrobku. Jejich
vyuziti se stale rozsifuje, proto rychlé a pfesna analyza usnadni jejich stanoveni zvlasté pro

kontrolni organy.

Tato prace dokumentuje moZnosti pro dal§i studium efektivity pouZiti
spektroskopickych metod pii analyze potravinaiskych ptidatnych latek. Prezentované
vysledky koresponduji s daty v publikovanych studiich. Variabilitou proméfenych vzorkl
tato prace dale pfispiva k literatufe v tom ohledu, Ze existuje jen malo Ramanovych studii
o kvantitativni analyze cukrt a sladidel v nealkoholickych napojich a také malo studii
poskytujicich detekci vice nez jednoho sladidla v jednom vzorku. Slozitost interpretace
ziskanych dat také souvisi s nizkymi koncentracemi sladidel v napojich a obsahem dalSich

slozek, kterych je obvykle v potravinatskych vyrobcich vice.

Pro zvySeni citlivosti a selektivity by bylo vhodné do budoucna vyuzit dal$i varianty
metody, napiiklad povrchové zesilenou Ramanovu spektroskopii (SERS). Dale by bylo
vhodné optimalizovat moZnou ptedpiipravu vzorku a pro zpracovani spekter vyuzit

pokrocilych chromatografickych metod.
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