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ABSTRAKT

Cilem bakal&ské prace je shrnout chemické a fyzikalni metodp®teni sacharida jed-

notlivé popsat jejich metodiku. Je z#&rana na vyuZziti chromatografickych metodegbe-

vSim vysocetinné kapalinové chromatografie.

Kli¢ova slova: sacharidy, HPLC, IEC, polarimetrie

ABSTRACT

The aim of the thesis is to summarize the chenandl physical methods for the determi-
nation of saccharides and individual to descrilertimethodologies. It is focused on the

use of chromatographic methods, especially higfepmance liquid chromatography.

Keywords: saccharides, HPLC, IEC, polarimetry
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UvoD

Obsah a zastoupeni jednotlivych sachaj@casto dilezity ukazatel jakosti a proto jsou
prednttem analytické kontroly a hodnoceni vyroby i tytozky potravin. Analyticky se
sleduje celkovy obsah, obsah redukujicich ¢uljednotlivych sacharitl V nékterych ko-
moditach je vyznamny i obsah polysachari¥l potravindstvi se nejastji sleduje obsah,
piipadré kvalita Skrobu, dextriin, glykogenu, celuldzy, pektinovych latek, migmak pen-
tézari, hemiceluldzy, rostlinnych skiza gum. Obsahékterych polysacharidje indikato-
rem technologické zralosti plodin a tak je mozZrjilestanoveni vyuzit na kontrolu nebo
regulaci sbru plodin a na posouzeni jakosti hotovych vynololebo polotovar (nag. po-
kud je obsah Skrobu v hrachu vysoky je to znamkd&iHovality, u obili je tomu naopak
atd.).

Pro stanoveni monosacharjchlavre D-glukdzy, D-fruktézy, di- a oligosachatidsacha-
roza, laktdza a maltdéza) jsou vyznamrtédevsim reakce fudkich slupin (-OH, -CHO,
-CO) s chemickyméinidly na barevné nebo oxidiai ¢i redukéni produkty. Krong toho se
pouzivaji reakce fyzikatiachemické a fyzikalni (opticka at&ost, index lomu, NIRS -
Near Infrared Spectrometry, spektrometrie v blizkésené oblasti atd.), nebo biologické
vlastnosti (zkvasitelnost, enzymatické vlastnod#ietody stanoveni sachaiide neustale
zlepSuji a vyvijeji. Tradni enzymovou zkouSku, ktera r@&hgie sacharidy dortd (naf.
redukujici sacharidy), nahrazuji chromatografickétady (plynova, kapalinova, vysoko-
acinna kapalinova chromatografie). Tyto metody majsokou specifitu a jsou schopny
stanovit vedle sebeskolik sacharid. HPLC - High Performance Liquid Chromatography,

vysoce@inna kapalinova chromatografie se dnes jiZ staledw pro BZnou analyzu.
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1 SACHARIDY

Nazvem sacharidy se ozhgi polyhydroxyaldehydy a polyhydroxyketony, ktesBsahuji
v molekule minimalg tfi alifaticky vazané uhlikové atomy a také sleniny, které se
Z nich tvai vzdjemnou kondenzaci za vzniku acetalovych vatzeldtky, ze kterych vzni-
kaji sacharidy hydrolyzou. K sachakid se také&adi slodeniny vzniklé ze sacharidoxi-

danimi, substitdnimi a jinymi reakcemi. Slaieniny s aldehydovou fugki skupinou se

nazyvaji aldozy a slaeniny s ketonovou furtki skupinou se nazyvaji ketozy.
Sacharidy maji v hikach 6izné funkce, mohou slouZit jako:

» zdroj energie,

» z&Kladni stavebni jednotky mnoha Bknchrani biky pred pisobenim #iznych
vngjSich vliva (nag. glykoproteiny),

* jsou biologicky aktivnimi latkami (n&poligosacharidy mléka) nebo sloZzkami biolo-
gicky aktivnich latek jako jsou glykoproteiny¢kieré koenzymy, hormony, vitaminy
aj.

Podle pétu cukernych jednotek vazanych v molekule se sahdéli na:

* monosacharidy,

» oligosacharidy,

* polysacharidy,

» aslozené (konjugované nebo komplexni sacharidyg][1

1.1 Chemické vlastnosti sacharid

Chemické reakce sachailigsou zaloZeny na reaktitithydroxylovych a karbonylovych
skupin a na schopnosti tttodehydrataci mineralnimi kyselinami heterocykiickidehyd
furfural nebo jeho derivat. Vékterych gipadech je mozné odlisit ketozy od alddz, pentozy
od hex6z apod. Vhodnou kombinaci kvalitativhichkotdze utit sloZzeni neznamé sisi
cukru. Pro chemickou charakterizaci jsou vhodné&lteazony mono- a disachaitidvel-

kou pomoci pi identifikaci sacharidl je chromatografieRada reakci uvedenych nize je

podkladem metod spektrofotometrického stanoveni:
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* Reakce zalozené na tveérfurfuralu a jeho derivét

viN /s

(pentdzy) a 5-hydroxymetylfurfural (hexdzy). Terdalwlehyd snadno kondenzuje s fenoly
a aromatickymi aminy (tymol, resorcin, orcin, flgtocin, 1-naftol, antron, difenylamin
atd.) za vzniku zbarveni, které je obdobou trifemgtianovych barviv. Ke spektrofotomet-
rickému stanoveni se uziva kondetrdah produkii s fenolem, orcinem nebo resorcinem.
Reakci mohou poskytovat i glykosidy a polysacharptykud i podminkach jejich tka-

zu dochézi k jejicktast&né hydrolyze.
*+ Reakce oxidoredui

Tyto reakce jsou zaloZzeny na redukujicitinigdu volné karbonylové skupiny. Aldehydova
skupina alddz seffpom oxiduje na karboxyl, u ketéz dochazi k oxidapbjené se &be-
nim fetzce. Oligosacharidy, které nemaji volnou karbonglogkupinu (volny poloaceta-
lovy hydroxyl) reakci neposkytuji. K nejpouzivg&im reakcim péi redukce soli @d’na-
tych na CyO (reakce Fehlingova, Benediktova, Trommerova)uked soli antimonitych

¢i bismutitych (reakce Nylanderova) aibtnych (reakce Tollensova) na kov a redukce
kyseliny pikrové na pikraminovou. VSechniedchozi reakce probihaji v alkalickém pro-
stredi a davaji je také aldehydy. VSechny mono- aehgharidy redukuji chroman v kyse-
|ém prostedi, z polysacharidreaguji jen ty, které za podminek reakce hydrgiynagy.

inulin).
e Tvorba fenylosazan

Fenylosazony jsou konderira produkty mono- a disachatiéd gebytkem fenylhydrazinu
(podobré reaguiji p-nitrofenylhydrazin i 2,4-dinitrofenylhsain). Tyto latky jsou ve vad
malo rozpustné, dab krystaluji a maji charakteristicky tvar krystakk ostrym bodem tani.
Reakni mechanismus zahrnuje primarni kondenzaci katbwéyskupiny sacharidu s fe-
nylhydrazinem na fenylhydrazon. Terfi madbytku cinidla postupd reaguje s dalSimi
dvéma molekulami fenylhydrazinu. Mechanismem zahrmmojiédmadoriho pesmyk ko-
necné vznika osazon. Z redkiho mechanismu je patrné, Ze totoZzny osazon poskyoji-
ce cuki, ktera se liSi pouze konfiguraci OH- skupin nacibh C-1 a C-2. Je to vZdy ke-
téza a d¢ epimerni aldozy (napfruktoza, glukdza a manndza). Jako voditkagentifi-
kaci mize slouZit i rychlost tvorby osazonu a jejich rozimost, ktera se podstathsi.

Napiiklad osazony glukozy a fruktdzy se V§lji kratce po zatati reakniho roztoku,
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kdezto sacharéza vyZaduje 20 az 30 minutové&izahi. Osazony laktozy a maltozy se
vylucuji az po ochlazeni. Kro#toho se fenylosazony glukézy, fruktézy a mannaodgri-

tické) nerozpousji v chladném acetonu, na rozdil od fenylosdzeylozy nebo arabinozy.

H—C —N—NHO
|

Obrazek 1: Tvorba fenylosazip{B3]

* Reakce s jodem

Amyloza - jedna z frakci Skrobu - poskytuje s jodiemenzivni modré zbarveni. Podstata
reakce spdiva v tom, Ze molekuly jodu pronikaji do dutin vgtenych Sroubovici polysa-

charidu a ve formaklatratu jevi zmiané fyzikalni vlastnosti [3].

1.2 Fyzikalni vlastnosti sacharidi

Roztoky monosacharidzpravidla vykazuji ufitou optickou otéivost. Tyto roztoky oté&eji
rovinu polarizovaného stla bud’ doprava nebo doleva. Anomery vykazuji rozdilnémpt
ké ot&ivosti. Monosacharidy jsou latky krystalické s vigm bodem tani. Zalezi na pod-
minkach krystalizace zda vzniknou krystalynebop-anomeru. Monosacharidy se velmi
dohe rozpousti ve vada roztoky o vysoké koncentraci cukwvoii viskézni sirupy. Snad-
no se tvei presycené roztoky. Také v metanolu a etanolu se¢p@ntdolre rozpousiji.
Nerozpustné jsou v nepolarnich rozpédich. Fyzikalnimi vliastnostmi se oligosacharidy
velmi podobaji monosachatfich. Jejich roztoky zpravidla vykazuji optickou &tést

acasto i mutarotaci. Maji po¥mné vysoky bod tani [1, 2].
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1.3 Fyziologie a vyZiva

Cukry ziskdvané potravou podléhaji preméné v organismu mnoha reakcim. Polysacha-
ridy se postuph S€pi sacharidazamina oligosacharidy. V tenkémis® seifada cuki
vstrebavéa aktiva (gluk6za a galaktéza ve foenfosfore&nych estar) nebo difuzi (ostatni
monosacharidy) doélinich tekutin. Jsou transportovany do jater, kddraasformuji na
glukdzu, ktera je kéiovou slodeninou metabolismu a zdrojem energie u a1 a rost-
lin. Oxidaci glukdzy vznikaji jednoduché organickéweniny, konénymi produkty oxi-
dace jsou oxid uhlity a voda. Pebytek glukdzy se skladuje v jatrech a ve svaledo |

glykogen [2].

ptyalin
{x-amylaza)

cukry

slinne
|

a-amylaza l

strevni lumen burika krev

Obrazek 2: Sacharidy — traveni [4]

1.3.1 Hormony regulujici hladinu glukézy v krvi

Inzulin, vylutovany B-buitkami Langerhansovych ostikia pankreaty pisobi jako anabo-
licky hormon, tj. podporuje tvorbu a ukladani z&sich tuki a sacharitl, zvySuje syntézu
bilkovin a zarove potlaiuje vSechny opmé pochody. Jednim z jeho hlavnickinka je
umoZzreni vstupu glukézy do tkéovych burk; jeho nedostatek se projevuje zvySenim hla-
diny glukozy v krvi a rozvojem onemogmi diabetes mellitugcukrovka). Glukagon, vylu-
¢ovanya-buinkami Langerhansovych otk pankreaty ale také bikami sliznice Zalud-
ku a dvanactniku, podporuje odbouravani zasobnétek,| a to zejména glykogenu
v jatrech a triacylglycerdlv tukoveé tkani. M4 opaé (&inky nez inzulin, zgsobi zvyseni

hladiny glukozy (hyperglykemickécinky) a mastnych kyselin v krvi a zaravstimuluje
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tvorbu glukézy z aminokyselin v jatrech (glukoneogee) [5]. Bylo prokazano Ze plody
Lonicera caerulegZimolez modry, Zimolez jedly) obsahuji okolo P@sacharid (gluké-
za, fruktdza, sachardza, rafin6za). Toto ovocesjzeit jako podpory i onemocrni dia-
betes mellitusdale obsahuje sta glykosidi kyanidinu, ktera snizujeist burgk rakoviny
tlustého seva, kyanidin 3—glykosid sniZzuje oxittd posSkozeni DNA lidskych lymfocit
ex vivoa kyanidin-3-rutinosid a kyanidin-3-glukosid patlgi metastazy bugk rakoviny
plic [6].

Obrazek 3: Zimolez modiyohicera caerulea)7]

1.3.2 Poruchy metabolismu sacharidi
. Glykogenozy

Jsou charakterizovany depozici enormnich mnozdgkogenu v rkterych organech.
Zmeénéna nuze byt i struktura molekuly glykogenuiiéinou glykogenoz jsou deficience
enzymu Sipicich glykogen na glukdzuglikozo-6-fosfatédzyglukosidazy fosfofrutokina-
zy). Casto jsou nad#mnou depozici glykogenu postizena jatra (typ lalVI1), kdy dochéazi

k vyrazné hepatomegalii. Jatra nejsou schopnanavat glukbézu z glykogenu, coz vede
k hypoglykémii, hypoinzulinémii, hyperglukagonénaiivyrazné retardaciistu. Ri glyko-
gendzéach typu V, VI, ale i lll a IV dochazi ke kulaci glykogenu ve svalech - neschop-
nost SEpit glykogen na glukézu vede k nedostatku energélio substratu pro svalovou
kontrakci. Symptomatologie jeft8inou mirna, projevuje se zvySenou Unaviilrgenziv-

ni fyzické zakzi. Zajimavé je, Ze typ V sethe projevit aZ ve sta
* Galaktosémie

Jsou ddi¢cné poruchy metabolismujimichz se nernize zuZzitkovat galaktéza. Jsou znamy
dvé enzymové poruchy, jedna sfied v nedostatktransferazy(chybi hex6za—1—fosfaturi

dyltransferaz® druha v nedostatkgalaktokinazy(chybi hromadni galaktoza-1-fosfatu
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v tkanich). Nedostatetkansferazyse zéina projevovat jiz v kojeneckéntku necharakte-
ristickymi symptomy (zvraceni, fijem, apatie). V dalSim pbéhu dochazi k jaterni cirh6-
ze s jejimi dsledky (krvacivostjkterus portalni néstnani) a kong¢ k nedostai@nosti

jater s komatem. i nedostatkugalaktokindzyjsou projevy lebi. Jatra nejsou zpravidla

postizena, naproti tomu se pravidelryskytuji katarakty (zakalyamich¢ocek).
»  Esencialni fruktosurie

Je disledkem deficienctuktokindzy enzymu fosforylujiciho fruktézu. Fruktoza je \#es

vé resorbovana, neni vSak v jatrech fosforylovanéruiet6zo-I-fosfat a pechazi do cirku-
lace. Koncentrace fruktozy v periferni krvi po pejpodani je u osob s touto poruchou pod-
statré vy3Si nez u zdravych osob. Asi 10 — 20 % podanié&dey je vylodeno mdi, zby-
tek je utilizovan v perifernich tkanich. Poruchabgnigni a krora fruktosurie nema dalsi

negiznivé projevy
* Hereditarni fruktézova intolerance

Je zpisobena deficiencaldolazy S€pici fruktdzo-I-fosfat. Tento metabolit je tudizjat-
rech kumulovan, coz inhibuje glykogenolyzu i glukogenezig¢ehoz klinickym dsled-
kem je hypoglykémie. Prvni symptomy se objevujiykdhatéské mléko je substituovano
nahradnimi pipravky obsahujicimi jako sacharidovy zdroj sacharaebo fruktozu. i#-
vod této nahradni vyzivy vede ke zvraceni, hypogiyk, kie¢im a porucham krevni koa-
gulace. V dsledku hypoglykémie dochazi k aktivaci sekrece lamfstimulujicich uvol-
novani neesterifikovanych mastnych kyselin z tuktkéns. Z téchto jsou v jatrech synteti-

zovany triglyceridy, jejichz vydej z jater je vSalrusen, coz vede ke steatoze [8, 9].

1.4 Monosacharidy

Retézec monosacharidptitomnych v potravinach byva linearni, existuji vdaké mono-
sacharidy s roztvenych uhlikovyni¥etzcem. Nejjednodussi aldézou je aldotri6za glyce-
raldehyd. Podle pou uhliki v fettzci se dli na tridzy, tetrozy, pentdzy, hexdzy atd. Za
nejjednodussi ketdézu lze povazovat opticky neaktiv8-dihydroxyaceton. Podle §a
uhlika v retézci se @li na triulozy, tetruldzy, pentulozy, hexul6zy alonosacharidy exis-
tuji ve dvou konforménich isomerech. Jejich ekvimolarni &vje opticky neaktivni a na-
zyva se racemicka sm. Celkovy poet stereoisoméru aldéz je2" (n = paet chiralnich

uhlikovych atom), u ket6z2"*. Fisludnost aldozyi ketézy kiads D nebo L se uuje
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podle shody konfigurace chiralniho atomu uhlikiepry8Sim psadovymcislem vietzci.
Aldehydy a ketony reaguji s alkoholy za vzniku Ag&th poloacetdl Reakci poloacetal
s dalSi molekulou alkoholu vznikaji stabilni acgtdfednosti se tvdi Sestélenné (py-
ran0za), pipadreé péticlenné (furan6za) kruhy. Pro ozmmi konfigurace substitugnna

anomernim uhliku se uziva ozeaio—¢i p—anomer [1, 2].

1.4.1 Formy vyskytu monosacharidi v béZnych potravinach

Monosacharidy jsoudZznou sloZzkou tégt vSech potravin, ale jejich obsah je pranivy,
stejre jako zastoupeni jednotlivych curkVe velkém mnozstvi se vyskytuji monosachari-
dy v ovoci, kde se jejich obsah zvySujghbm zrani a zrea¢ kolisa v zavislosti na druhu
ovoce, stupni zralosti, podminkach zpracovani. &sntisou v potravinach ffilomny

v mensim mnoZstvi nez hexozy. Hlavni pentézoubjéza, arabindza a xyléza. V mase se
monosacharidy vyskytuji az po pgteém zrani a vznikaji rozkladem glykogenu. Vyskituj
se fgevazre ve forme fosfor&nych estel. V mléce se monosacharidy vyskytuji v nevy-
znamném mnoZstvi. Ve vejcich jsotitpmny monosacharidy jako volné sacharidy, z nichz
nejvetsi mnozstvi tvli glukdza. Hlavnimi monosacharidy medu jsou glukéziuktoza.

V cerealiich vznikaji monosacharidy rozkladem Skrabvyskytuji se v nizkych koncentra-
cich. V ovoci a zelenihjsou hlavni cukry glukéza a fruktoza.fépnychiizcich je ve wt-

Sim mnoZstvi obsaZzena arabinéza [1, 2].

*  Fruktoza (levuloza, ovocny cuks) pati mezi ketohexdzy s jednou ketoskupinou,
kterd se vyznalje reduknimi €inky. Z fruktdzy, glukézy a sachardézy mé ndgi sladi-
vost pra¥ fruktdza. Je rychleji stravitelnd nez glukéza. ¥mdim mnoZstvi je vhodnym
sladidlem pro diabetiky [5].

C"'2%H CH,OH

HO
OH

OH

Fruktoza [7]
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Tabulka 1: Obsah monosachdiria dalSich cukrv ovoci ( % v jedlém podilu) [1]

Ovoce Glukéza Frukt6za Sacharéza Cukry celkem
Jablka 1,8 5,0 2,4 11,1
Hrusky 2,2 6,0 1,1 9,8
Tresre 5,5 6,1 0 12,4
Svestky 3,5 1,3 1,5 7.8
Merunky 1,9 0,4 4,4 6,1
Broskve 15 0,9 6,7 8,5
Jahody 2,6 2,3 1,3 5,7
Maliny 2,3 2,4 1,0 4,5
Rybizcerveny 2,3 1,0 0,2 51
Rybizcerny 2,4 3,7 0,6 6,3
Pomerate 2,4 2,4 4,7 7,0
Citrony 0,5 0,9 0,2 2,2
Ananas 2,3 1,4 7,9 12,3
Banany 5,8 3,8 6,6 18,0

e Glukdza (dextr6za, hroznovy cuks)je to aldohexéza s jednou aldehydickou sku-
pinou, kterd ma podobné vlastnosti jako ketoskupinauktozy. V ovoci a zeleninje
v mnozstvi 1 — 6 %. Velmi snadné krystalizace ghykée v konzervarenstvi \Ekterych
piipadech vyuziva¢astji je vSak nezadouci (krystalizace cukru z konaeranych gav
apod.) Je snadno v¥ebatelna a energeticky debvyuZzitelna [1]. Bu&nou membranou
prochazi obvykle pasivnim transportem pomoci bilkoych genaséd, pres membranu
burgk ledvinovych tubul a burgk sttevniho epitelu je fgnaSena mechanismem sekundar-
niho aktivniho transportu symportem se sodnymiyiodtinkem mikroorganisria podléhéa
pieméné na etanol a na laktat [5]. V mikrobiologii se tdeymentace glukézy, vyuziva
k identifikaci mikroorganism. VyuZivaji se agary s obsahem glukdzy, ingpo Bacillus

cereus, Campylobacter spp., Clostridium botulinuisteria monocytogend40]. Gluk6za
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je vyznamnym zdrojem energie organismu sayecoto se ve forthvodnych roztok uziva
k infuzim @i lé¢bé riznych patologickych stdv V madi zdravych jeding glukoza pitom-

na neni, nehbje v ledvinach pla resorbovana z primarni iqglukosurie) [5].

HO,
: Q R
4 1 . -
JH
z
HO % OH ‘ x
D-glukoza [7] Obrazek 4:isteria monocytogengg]

1.5 Oligosacharidy

Mezi oligosacharidy s&adi takové oligomery monosachdrjdi nichZ jsou na sebe vazany
dvé, nejvySe deset molekul monosacharglykosidovou vazbou. Disacharidiie teore-
ticky vznikat kondenzacio— nebo p—anomerni hydroxylové skupiny monosacharidu
s libovolnou hydroxylovou skupinou jiného monosaaha Kondenzuji-li vzajem$ dvé
poloacetalové hydroxylové skupiny, neobsahuje Myrdisacharid anomerni hydroxylovou
skupinu a je proto neredukujici. V kazdém jinéfipact vznika redukujici disacharid [1,
2].

1.5.1 Redukujici sacharidy

* Maltéza (Oe-D-glukopyranosyl-(34)-D-glukopyranosa), téZ zvana sladovy cukr.
Je produktem enzymové hydrolyzy Skrobu, f&gmna v kléicich semenech a tedy také
v klicicim je&émeni, (sladu). V chlebovéngdte vznika enzymovou hydrolyzouipobenim
kvasinek Saccharomyces cerevisia€ pomerné vysokém mnozstvi je obsazena v medu
pramérné 7,3 % [1]. Maltdza se pouziva jako vyzivnigavek v potravingkéem a farma-
ceutickém pimyslu (je mnohem ménsladka nez glukézaripstejné vyzivové hodnsy.

Byva také sloZzkou mikrobiologickych zivnych médi.
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CH,0H CH,OH

OH OH

OH OH

Maltéza [7] Obrazek Saccharomyces cerevisipg

» Laktoza (Oe-D-galaktopyranosyl-(34)-D-glukopyranosa), téz zvana rég cukr.
Vyskytuje se v mléce a ve vSech tmrgch vyrobcich. Ma posmé malé kariogenni a laxa-
tivni i€inky [11]. V travicim traktu je rozkladanaydrolazouys-galaktosidazoylaktazoy;
pokud je tento enzym nefuéiki, dostavuji seipprijmu laktdzy lisni kiece a pfijmy (tzv.
laktozova intolerance) a laktbza musi byt z potraylpucena. Laktéza je zpracovavana
pouze gkterymi mikroorganismy: bakteriemi ndéeho kvaseni na kyselinu mifou (pod-
stata kysani mléka),apobenim #kterych kvasinek vznika kefir [5]. Lakt6éza se uzix&
farmaceutickém mimyslu a jako sotést rekterych Zivnych médii pro mikroorganismy
(Clostridium botulinuma perfringens Escherichia coli Shigellg Salmonella spp [10].
Izoluje se ze syrovatky ultrafiltraci nebo ionexavchromatografia jeji redukci se ziska
laktitol. Laktitol ma uplaténi v ml&nych vyrobcich a je cukernou slozkou diabetickych
mléinych ¢okolad. Je téz pouzivartipéceni hepatické encefalopatie. Z laktdzy se mimo

jiné piipravu;ji i prebiotické galaktooligosacharidy [12].

it D

Laktéza [7] ObrazekBscherichia col{7]

1.5.2 Neredukujici sacharidy

»  Sachar6zaf-D-fruktofuranosyle-D-glukopyranosid), téZ nazyvaigpnyci titino-
vy cukr. Vznika penosem glukozylového zbytku z UDP-glukdzy na fraktdJe dlezitym
metabolickym produktem vSech zelenych rostlin, ktteuzi jako transportni rozpustny
sacharid; Zivéichové ji nesyntetizuji. V kyselém prosti hydrolyzuje na ekvimolarni

smes glukdzy a fruktdzy (invertni cukr); stejnou reaka neutralnich podminek katalyzuje
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reakci rozkladu enzynsacharaza(téz invertazg. Sachar6za se pouziva jako sladidlo
v potravindstvi. MaZe byt zkvaSovana mikroorganismy, ale ve vySSiaic&notracich inhi-
buje jejich fist — proto se pouziva jako konzefmacinidlo (marmelady apod.). Mikroor-
ganizmy ustni dutiny ji rychle metabolizujifigemz vznikaji organické kyseliny, které

mohou narusit povrch zubni skloviny a tim pofipeoyvoj zubniho kazu [5].

CH.,OH
CH,OH
HA 9 H 0. H
H
OH H 0 H HO
HO CH,OH
H OH OH H

Sacharéza [7]

Tabulka 2: Obsah sachardzy v Bhach ( % v susi) [1]

LusSténina Latinsky nazev Sacharéza
Fazol obecny Phaseolus vulgaris 2,2-49
Vigha mungo Vigna mungo 1,3

Hrach sety Pisum sativum 2,3-3,5

Cocka jedla Lens culinaris 1,3-2,0

1.6 Polysacharidy

Polysacharidy (glykany) se skladaji z vice jak ldhosacharidovych jednotek, spis&aor

lik tisic, stovek tisic strukturnich jednotek spujeh vzgjema glykosidovymi vazbami.
Polysacharidy jsou kiivyluéné tvoreny identickymi monomery (homopolysacharidy nebo-
li homoglykany),éastji se vSak skladaji z molekul dvou a videmych monosacharid
nebo obsahuji derivaty monosachar{tieteropolysacharidy neboli heteroglykany). Polysa
charidy se Bzr¢ déli dle pavodu, nej¥tSi vyznam maji polysacharidy rostlin. Podle funkce

se &li na stavebni a zasobni [1, 2].
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1.6.1 Zasobni polysacharidy
+ Skrob

Je smds glukarii, syntetizovanych rostlinami jako jejich hlavni aBsi latka. V cytoplasgn
rostlinnych busk je uloZen v neropustnych granulich, které sedgjl& a-amylozy a amy-
lopektinu. a-Amyl6za je linearni polymer obsahujicékolik tisic gluk6zovych zbyti,
vazanych vazbami(1-4). Amylopektin se skladarpvazi z glukdzovych zbytk, spoje-
nych vazbamiy(1-4), ale méa ¥tvenou molekulu s vazbam{1-6) priblizné vzdy po 24 az
30 glukdzovych zbytcich [1, 13]. Fyzik&hthemické vlastnosti Skrobu (zejména rozpust-
nost, bobtnavost a schopnost Zelatinace, hydrohgtyo retrogradace) zavisi na podilu
amylézy a amylopektinu. Vy3Si podil amylopektimiZsije teplotu Zelatinace a ulalje
proces hydrolyzy a vzniku monosachdrigro etanolové kvaseni. Tento podil amylozy
a amylopektinu ve Skrobu je u pSenice geneticldnioiny a neovliviuje jej lokalita gs-
tovani ani klimatické podminky. Uklada se processimilace v zasobnich organech rost-
lin (semenecki hlizach brambor, kukice, pSenice, ryze) ve foigkrobovych zrn. ZvIas-
t¢ bohaté na Skrob jsou brambory, banany, obilnitgpéoka. Podle surovin, ze kterych je
vyroben, rozeznavame 3krob bramborovy, Kitday, pSeniny, ryZzovy a jiné. Skroby
s vySSim zastoupenim amylopektinu jsou vhodné mabwypapiru, adheziv, mrazenych
potravinovych vyrobl, téstovin a piva. Vy3sSi zastoupeni amylézy predjg Skrob na
vyrobu fotografickych filni, pro cukrarenstvi, ale zejména na vyrobu tum&h potravin.
Obsah Skrobu v rostlinach vyrazovliviiuje lokalita gstovani a klimatické podminky
[14]. Bylo prokazano, Ze rezistentni Skroby, kteegsou traveny v tenkémiete ¢lovéka,
mohou bytcast&né fermentovany mikroflorou tlustéhotsva, hraji dlezitou roli ve vyzi-

vé ¢loveka, protoze jejich zvysena konzumace je spojersminim vyskytu neinfekich
strevnich onemocami, wetns rakoviny tlustého geva. Rezistentni Skrob také sniZzuje post-
prandialni hladinu glukézy v krevni plasniZvySena konzumace rezistentniho Skrobu je
proto Zadouci. Na druhé steapri fermentaci vznikajici plyny zZisobuji travici obtiZze
[15].

CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
H 4 g H H A 3 H H 4—oOH H J—oO H
o0 OH o OH o OH H o OH H O— enz.
OH OH OH OH

Amyléza [7]
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CH,OH CH,OH
o o H & O. H
| OH H o—N\OH H O— enz.
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H O_H H & O, H H O. H

OH H OH H OH

Amylopektin [7]

Tabulka 3: Obsah Skrobu a jeho sloZeni ve vyznamagicojich [1]

Potravina Skrob [%)] Amyloza [%)]
P3enice 59-72 24 -29
Zito 52 -57 24 -30
Je&men 52 -62 38-44
Oves 40 - 56 25-29
Kukutice 65-75 24 - 26
Ryze 70 - 80 8-37
Amarant 48 - 69 0-22

* Glykogen

Je to vysoce &tveny polymer glukézy (polyglukan)eg1-4) aa(1-6) glykosidovymi vaz-
bami. Jakozto rezervni latka utiaje @i nedostatku energie glukézu (resp. glukéza-1-
fosfat). Je uloZzen zejména ve svalech a jatrechéjeobsazen v houbach a kvasinkach.
Glykogen je hlavnim zdrojem energie. Rychlosti 8ggtglykogenu a jeho odbouravani
jsou slozit fizeny hormony inzulinem, adrenalinem a glukagonmHiraje vyznamnou
roli pfi postmortalnich zgnach svaloviny. Anaerobni glykolyzou se z glykogdwoii
kyselina mlénd, ktera snizuje pH masa aigpbuje posmrtnou ztuhlost. Na druhé stran
pii Stépeni glykogenu stavaji ve svalovih degradani produkty Sfpeni, mezi 8z pati
glukézo-1-fosfat, glukdzo-1,6-difosfat, frukt6zosidifosfat a dalsi, getre triuhlikatych
slowenin. Tyto latky se spolupodileji na vyteai specifickych senzorickych vlastnosti

masa spokn¢ s dalSimi nizkomolekularnimi latkami [16].
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* Heterofruktany a heteromanany

Heterofruktany jsou polymery a oligomery D-fruktéfiasto se takto oztaji také poly-
mery D-fruktézy obsahuijici jako koncovou jednotkiglDkdzu, pro které se pouZzivées-
n¢jSi nazev glukofruktany. Meziigodni fruktanyradime inulin a levany. Inuliny jsou po-
lymery vzniklé polymeraci linearnidlettzci D-fruktofurandzp(1-2). Inuliny jsou obsaze-
ny v karenech¢ekanky,éesneku, cibuli, artocich, hlizach topinamburu [2, 19]. Fruktofu-
ranozové jednotky jsou pojeny vazbp{l—2). Maji @iznivy vliv na lidskou sevni mik-
rofléru a mohou upravovathteré z tyf hyperlipidémii. Lidsky organizmus nema enzym
schopny inulin hydrolyzovap(1-2)-fruktany inulinového typu jsou s&asti dietni viakni-
ny, jsou svymi dinky blizké p—glukarmim, prirodnim polysacharitm z kvasinek, hub

a drozdi, kteréijsobi jako nespecifické stimulatory imunitniho orgamu [20].

Rood ez
Obrézek 7: Artsok [17] Obrazek 8: Hlizy Tapmburu hliznatého [18]

* Heteromannany

Jsou tveeny jednotkami D-mannoz§(1-4) glykosidovymi vazbami. Jsou obsazeny v se-
menech rostlin, k&y endospermudkterych lusénin. Pokud je nagkteré z manndzovych
jednotek vazbamp(1-4) navazana-D-galakt6za, nazyvaji se tyto heteromananny galak-

tomannany (guarova, lokustova guma) [1, 2].

* Glukomannany
Bylo prokazano, Ze esterifikované glukomannanyiéjsou extrahovany z bémych stn
kvasinek druhiBsaccharomyces cerevisateaktivuji mykotoxiny z potravin. Glukomanany
Karobu Ceratonia siliqua Svatojansky chléb) se pouzivaji jako stabilizatdo potravin,
jako zivna fida pro mikroorganismy a také v textilnim, kosmeditka farmaceutickém

pramyslu [21].
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Obrazek 9: Karobdusky [22]

1.6.2 Strukturni polysacharidy
e Celuléza

Celuléza je primarni stavebni sloZzk&rst rostlinnych busk, obsahuje fes polovinu
veSkerého uhliku, itomného v biosfi@. Ackoliv celuldéza je pevazr rostlinného p-
vodu, nachazi se rovh v pevném v§Sim plasti maskych bezobratlych plégtci. Ce-
luléza je linearni polymer obsahujici az 15000 Dkglzovych zbytk spojenych3(1-4)
glykosidovymi vazbami. Zivéichové nemaji enzymy, které by dokéazaly repitvazby
B(1-4) mezi jednotlivymi gluk6zovymi jednotkami. Prgepro WtSinu Zivaichu celu-
I6za nestravitelna a v potrawori tzv. vlakninu. Pro komeéni (Cely se izoluje zeigva
odstragnim ostatnich slozek (lignin, hemicelul6za, olgj¢. &£eluldzové vidkno se po-
uziva v papirenském a textilnimapmyslu. Je hlavni sloZkou papiru a rostlinnych viéke
z baviny, Inu a konopi; jejim derivatem jsou diénvlakna, jako je acetat celul6zy nebo
viskOza, surovina k vyrabunglého hedvabi nebo celofanu. Nitraci celuldzy vznika

nitroceluléza, znama také jakdedha bavina [13, 19].

neredukujici redukujici
koncova skupina koncova skupina

Celuléza [7]

+ Chitin
Chitin je z&kladni stavebni sloZkou exoskeldanovdi, jako jsou korysi, hmyz a pavouci,
jakoz i dalSich bezobratlych. Je ré¢mxitomny v burénych sénach ¥tSiny hub a mnoha
fas, kvasinek a je fpodé témef tak rozsteny jako celuléza. Chitin je homopolymer

B(1-4) vazanych N-acetyl-D-glukosaminovych zhyfd 3, 19]. Spoléné s chitosanem ma
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Siroké uplatani v pimyslu a mediciet Komegni chitin se ziskavarpdevsim z odpadnich
produkti vzniklych @i zpracovani miskych zZiva@ichi. Chitosan, deacetylovana forma
chitinu, se pro své vyzfaé vlastnosti pouziva v mnohaipryslovych oborech, zejména

v potravindstvi jako sodast potravinovych dopki a gripravki na snizeni hmotnosti [23].

CH,

=
NH CH,OH
o] o O
2 OH 1 4 1
o oH
CH,OH NH
o
CH
Chitin [7]

1.6.3 DalSi stavebni polysacharidy rostlin
* Hemiceluldzy

Hemiceluldzy jsou ve vadnerozpustné polysacharidy doprovézejici yevdla v jinych
rostlinnych materialech celulézu, od niz se lighjgk nizSi molekulovou hmotnosti, jednak
rozlicnosti zakladnich sacharidovych jednotek: kkdmex6z (glukdza, manndéza aj.) jsou
v hemicelulozach vazany i pentozy (hapyldza, arabin6za) a alduronoveé kyselinyi P
chemickém zpracovanireva na burinu se hemicelul6zy potmé snadno hydrolyticky
Stpi na nizsi rozpustné cukry. Pro Zi@hy jsou nestravitelné. Pojem hemiceluldzy histo-
ricky ozn&uje vSechny slozky butinych sén extrahovatelné silnymi alkaliemi bez ohledu

na jejich chemickou strukturu [13, 19].

Pati sem hetroxylany a heteroglukany. Do heteroglikanlime xyloglukany &-glukany.
B-Glukany maji hlavniretzec tvadeny glukézou vazano@(1-3) glykosidovou vazbou
a jsou podle fvodu vice¢i méns vétveny vazboB(1-6). B-Glukany jsou sotasti buc-
nych stn rostlin, mikroorganisiina vyssSich hub. Po¥mé vysSi obsahéthto polysachari-
di maji nesladovnické §eneny [24].B-Glukany giznivé ovliviuji imunitni systéntlove-
ka, snizuji hladinu cholesterolu v krvi, takZze typolysacharidy maji v s¢éasné dob
uplatréni v potravinéskych dophcich, av3ak intenzivnse o¥iuje jejich vyuziti ve farma-
cii. B-Glukany jsou také s@asti kosmetickych krém kde maji za ukol vazat vodujgobi
jako antioxidanty a ukliuji podraZzdnou ple’. Byla prokazéna protinddorova aktivita

houbovych glukain, pasobily preventiv proti vzniku metastaz [23]. Tento mechanismus
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glukani, jeS€ neni gesré znam ale je nepochybné, Ze polysacharidy z hutakga rako-
vinné buiky primo, ale aktivuji imunitni systéni-Glukany Ize dale vyuZit jako prebiotika

Tabulka @inka B-glukani je uvedena vifloze PI. [25].

Tabulka 4: Nkterép-D-(1-3)-glukany s vyznamnou antinadorovou aktivitoud@,]

Nazevp-glukanu Zdroj
Latinsky nazev Cesky nazev
Pachynan Poria cocos Pérnatka kokosova
Zymosan Saccharomyces cerevisiae Kvasinka pivni
Lentinan Lentinus edodes Houzevnatec jedly
Pleuran Pleurotus ostreatus Hliva Usti¢na
Skleroglukan Sclerotium glucanicum Hlizenka obecna
Tylopilan Tylopilus felleus Hrib zluénik
Flammulin Flammulina velutipes Penizovka sametonohél
* Pektiny

Pektiny jsoucasténé metylované poly-D-galaktouronové kyseliny s vazba(i—4), tvai

komplexy s celulézou (pektocelul6zou) i s jinymilysacharidy (arabinany). Pektin je

e

e

v prirok, ale podob# jako Skrob nebo derivaty celul6zy, se Siroce paui potraving
skem ptimyslu jako Zelirujici latka, v konzervarenskénimpyslu k gipraw dzent, mar-
melad. Pektin sniZzuje obsah cholesterolu v krviataké schopnost vazat iontgkych
kovi. V sowasné dob se pektiny uplaiuji i v prevenci cévnich onemaosmi [19]. Pektin
je v lidském &le dolie fermentovatelny substrat, proto je répsh jiz v Fednicasti tlus-
tého steva. Chemicka derivatizace pektinuize snizit jeho dostupnost pro mikroorga-
nismy a modifikovany citrusovy pektin by mohl byrientovan podél celého tlustého
streva a tim ho chranit. Amidace pektinu navic zvg®ioj afinitu k Zldgovym kyselinam
a tukim [23]. DalSim pikladem vyuZziti modifikovaného citrusového pektispaiva
v tom, Ze inhibuje fisobeni galectinu 3, coz je Zuidny lektin, na ktery se selektigvazi

B-galaktosidazové zbytky. Tento protein regulujst burtk, podporuje adhezi nadorovych
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burgk na zdravé tkani, proliferaci bk, angiogenezi a ma anti-apoptick§inek. Mecha-
nizmus @inku modifikovaného citrusového pektinu $p@ v blokaci tohoto proteinu
a zabransni adheze nadorovych btknna zdravych tkanich. Dale vykazuje apopticki U
nek [27, 28].



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 28

2 1ZOLACE A CIRENI SACHARID U

Sacharidy z potravitdkych surovin a potravin se&téinou izoluji extrakci. Jako extréki
¢inidlo se pouziva voda nebo 80% etanol, ktery jedvtyjSi u vzorki, kde nize dochéazet
k enzymovym zréndm. Ri pouZiti vody jako extrakniho¢inidla se pedchazi enzymovym
zmeénam gridanim malého mnozstvi chloridu thatého. Cukerné roztoky ziskané extrakci
nejsou zpravidla jeStpouzitelné pro dal3i stanovenicallem giteni je odstragni opticky
aktivnich latek z roztak cukru a odbarveni roztok@ifidlo nesmi absorbovat cukry. Ide-
alni cistici prostedek neexistuje, jeho pouziti $&li druhem analyzovaného materiélu
a zvolenou metodou stanoveni dukAdsorbenty jako hydroxid hlinity a infusoriovar
ka (kemelina) maji pevazri maly ¢irici efekt, adsorbenty s vySSi adsaorpmohutnosti
naproti tomu dofe odbarvuji, aleiptom zarové cast&éné adsorbuji, fgdevsim redukujici
cukry. Jakaisticich prostedki se pouziva jednak latek, které srazeji koloidikiylgednak
se vyuziva adsorpce koloidnich latek na vhodnéesuybCitidla se rozdluji na chemicka

a fyzikalni [30, 31].

2.1 lzolace sacharidi etanolem

Rozpustné sacharidygrhazeji do roztoku 80% etanolu. Metoda je vhodwavgechny
druhy potravinéskych material. Odvazi se 5 az 10 g jesrozemletého vzorku a extrahu-
je 80% etanolemiplaboratorni teplat za michani. Potom se extrakt zfiltruje, k nerotpus
nému zbytku sefla dalSi podil 80% etanolu a Zaka se na vrouci vodni lazni podérp
nym chladéem. Jestlize je tento etanolovy podil po filtrast znatel@ zbarven, provede
se dalSi extrakce v Soxhletoextrakinim pistroji. Etanolové filtraty se spoji a doplni na
urgity objem a Zfiltruji se. V alikvotnéasti takto pipraveného extraktu se odstrani etanol
odpdaenim na vodni lazni, odparek se rozpusti v danérozsiai vody a zaleje se na
80 °C,¢imzZ se vysrazeji balastni nerozpustné latky. Tekmbéky se zahusti do sirupovité

konzistence a dale zpracovavaji jako etanoloveakit{30, 31].
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2.2 CIRIDLA CHEMICKA

2.2.1 Cifeni neutralnim octanem olovnatym

Roztok neutralniho octanu olovnatého (35%) ségua ke vzorku v takovém mnozstvi, az
se festane tvit srazenina, k dokonalému vysraZeni balastnicklae pidava jes maly
nadbytek¢itidla. Jestlize se roztok zakali tvorbou dhéinu olovnatého, odstrani se 10%
hydrogenfosforénanem sodnym, kiipied filtraci nebo az ve filtratu.iPtomto zpisobu
¢ifeni se odstrani vSechny opticky aktivni organickeekny, avSak odstr&ni bilkovin je

nedokonalé. Slouzi nagakocitidlo pro invertni cukr [29, 30, 31].

2.2.2 Cifeni zasaditym octanem olovnatym

Pouziva se ho nejvice v cukrovarnické analyticboneelmi dolfe odstrauje bilkoviny
i vSechny opticky aktivni kyseliny z neutralnichooeslak alkalickych $av. Jeho &innost
klesa v kyselém prasdi [29, 30, 31].

2.2.3 Cifeni podle Herlese

Podstatowifidla je zasadity dushan olovnaty, ktery vznika smisenim dvou roitaki-
sicnanu olovnatého a hydroxidu sodného. Aby se doséafle ¢itici schopnosti, ifida se
k roztoku nejdive ugity podil roztoku dusinanu olovnatého, doé se rozmichéd a potom
se (fida stejny podil roztoku hydroxidu sodného. Rthpdinovém stani se roztok zfiltruje.
MnoZstvi ¢itidla zavisi na pouZité metddr na mnoZstviitomnych néistot. Citidlo je
vhodné pro roztoky sl&kkyselé, neutralni i slabalkalické. Sili alkalické roztoky jeieba

predem zneutralizovatednou kyselinou octovou na fenolftalein [29, 30].

2.2.4 Ciieni kyselinou fosfowolframovou

Kyselina fosfowolframova se pouziva jako 5% rozéok2 ml do 10 ml na 100 ml roztoku,
podle mnozstvi nastot. Je zvlagtvyhodna pro kyselé roztoky, nagpro roztoky Skrobu.
Dobie odstréuje bilkoviny a jejich &pné produkty [29, 30].
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2.2.5 Cifeni podle Carezze

Pri tomto postupu je dosazesriciho &inku vytvorenim objemné srazeniny kyanozelez-
natanu zinénatého v cukerném roztoku. Pouziva se 15% hexakgdemnatan draselny

(Carezav roztok 1) a 30% siran zideaty (Carreitv roztok II).
2 7ZnS0O, + K4[F€(CN)6] — an[Fe(CN)e] + 2 KoSOy

Toto ¢ifidlo mé vysokou &innost zvladt v kyselém prosgedi. Neutralni a alkalické roz-
toky je nutno nejtive okyselit mirg zted€nou kyselinou octovou. Carrezovémidlo do-

konale odstrauje bilkoviny, més slizovité latky [29, 30].

2.3 Ciridla fyzikalni

Tatocitidla maji vyznam tam, kde roztoky i po chemickéntergni jsou velmi tmavé ne-
bo zakaleng, takZze neni mozno pouZzit pro stanaatiarid polarimetrické metody. Fy-
zikélnim ¢iridlem je nap. karbofin, kemelina aj. Tyto latky se ovSem negipiidavat

v prebytku, protoZe by se na adsorboval cukr.

DalSicitidla: meni¢e ionti (odstragni anorganickych rusicich soli, aminokyselin...)jtan
hydroxid hlinity [29, 30].
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3 CHEMICKE METODY STANOVENI SACHARID U

3.1 Titra éni metody

Redukujici cukry vyredukuji ionty igbrné v amoniakalnim prastdi na kovoveé sibro
nebo v alkalickém proidi méd’natych iontt na oxid niéd’ny CwO. Déle Ize pro stanoveni
vyuZit metod na bazi GO nebo pebytku CG*. V potravindské praxi se na stanoveni re-
dukujicich cukit chemickymi metodami pouzivaji hlavBertrandova, Schoorlova titrace.
Neredukujici cukry je nejprve peba enzymaticky nebo chemickjepést na redukujici

nebo je stanovit fyzikalr-chemickymi metodami [31].
3.1.1 Metody zaloZené na reduknich schopnostech sachariil

3.1.1.1 Bertrandova metoda

Jedna se o stanoveni redukujicich @ukteré vyuziva tvorby oxidu &’ného redukci Feh-
lingovacinidla (Fehling | — CuSQ Fehling Il - vinan sodnodraselny a NaOH) a jeie n
slednou nefmou manganometrickou titraci. Smichanim obou tazte vytvdi tzv. Feh-

lingav komplex.

CuSO;+ 2 NaOH — Cu(OH); + N&:SOq4

HO-CH-COOK __0-CH-COOK
CulOH). + | . Ca | +2 H,0
HO-CH-COONa  ~0-CH-COONa

__O-CH-COOK HO-CH-COOK
+R-COH+2H,0 - Cu,0+2 | +

2 J
“Lo-tn-coona HO—CH-COONa  R-COOH

Ten se po fidani ¢irého vzorku za varu redukuje darveny oxid ndd’ny, ktery dole se-
dimentuje. Reakce nenfgsré stechiometricka, proto jeitbZité dodrzet podminky stano-
veni. Ri redukci vznika oxid rad’ny, prislusné cukerné kyseliny (nagkyselina glukono-
va) a regeneruje se vinan sodnodraséigbytek Fehlingovainidla se odstrani dekantaci
horkou vodou a zbylgisty oxid nedny se rozpusti v roztoku K&80Qy) v kyselirg sirove.
M&d'né ionty se zoxiduji na &’naté a vznikne ekvivalentni mnozstvfteteré se stano-

vi manganometricky v sithkyselém prosedi. Spateba KMnQ je anmérna mnozstvi vyre-
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dukovaného G40 a tim i mnoZstvi redukujicich sachdri&potebu je teba korigovat na

slepy pokus.
Cuy0 + Fe(S0y)3+ H,SO,— 2 FeSQ + HO + 2CuSQy
10 FeSQ + 2 KMnOy4 + 8 H,SO;, — 5 FQ(SO4)3+ 2 MnSQO, + K>SO, + 8 H,O

Na podobném principu je zaloZena gravimetricka oleet&razenina segfiltruje pres por-
celanovy filtr&ni kelimek, promyje vodou, etanolem a dietyletereysusi pi 105 °C
piesré 45 minut a zvazi. Obsah cikse uti z tabulek [29, 30, 31].

3.1.1.2 Schoorleho metoda

Redukujicimi sacharidy se redukuje dvojmocn&’nfrehlingovacinidla na oxid néd’ny.
Okyselenim kyselinou sirovou se z komplexu uvokmdbyt&né méd’naté ionty, které se
pak redukuji jodidovymi inoty na &i'né, za vzniku elementarniho jodu. Reaké&tdmych
iontd s nadbytéenym jodidem draselnym vznika ihneite rozpustny jodid &a’ny [3, 29,
30, 31].

2CuSO +4KI —2Cul+2KS0O, + 15
Elementarni jod, ktery sdipreakci uvolnil, se titruje roztokem thiosiranwlsého:

[, + 2 NaS,03 — 2 Nal + NapS4,06

3.1.1.3 Kolthoffova metoda

Pouziva se pro stanoveni alddz vedle ket6z. Ald@zgxiduji ve slabalkalickém proge-
di na gislusné kyseliny. Ketozy,ffpadre latky s intramolekulamvazanou aldehydickou
skupinou (p. sachardza) se z&hto podminek neoxiduji. Do ¥feného zakladniho roz-
toku cuki se gida roztok jodu a NaOH. Glukéza se oxiduje na tmawgist 3 az 10 mi-
nut a nezreagovany jod se naskedtanovi tiosiranem sodnym na Skrobovy maz. Paglobn
se provadi i slepy pokus, kde se misto vzorku pjpatestilovana voda. Reakce probiha
podle nasledujici rovnice:

R-COH + I, + 3 NaOH— R-COONa + 2 Nal + 2 O

Stejnym principem je mozné stanovit i fruktézu wedlddz s tim rozdilem, Ze se frukt6za

po oxidaci aldoz stanovi jako redukujici cukr. Razki je mozné vypotat jako rozdil re-
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dukujicich cuki a glukozy za fedpokladu, Ze vzorek obsahuje jen tyto dva redokuji
cukry [29, 31].
Tabulka 5: Schoorlova tabulka zavislosti $pby 0,05 M thiosiranu sodného na

koncentraci skterych cukii [3]

0,05 M Glukéza Frukt6za Mannéza Xyl6za Sacharéza
Sl [mg] [mg] [mg] [mg] [mg]

1 3,2 3,2 3,1 3,1 3,1
2 6,3 6,4 6,3 6,3 6,2
3 9,4 9,7 9,5 9,5 9,3
4 12,6 13,0 12,8 12,8 12,4
5 15,9 16,4 16,1 16,1 15,6
6 19,2 20,0 19,4 19,4 18,8
7 22,4 23,7 22,8 22,8 22,0
8 25,6 27,4 26,2 26,2 25,2
9 28,9 31,1 29,6 29,6 28,4
10 32,3 34,9 33,0 33,0 31,7

3.1.2 Metody zaloZené na barevnych kondenzaich reakcich degrad&nich produk-

ta cukra

3.1.2.1 Stanoveni neutralnich cukii podle Duboise

Tato metoda je zaloZena na dehydrataci clselinou sirovou a nasledné kondenzaci
vzniklého furfuraluéi 5-hydroxymetylfurfuralu s fenolem za vzniku bangeh kondenz&

nich produki, které Ize stanovit spektrofotometricky [3, 29].31

3.1.2.2 Stanoveni redukujicich cukmi mikrometodou podle Somogyiho

Oxid med’ny vyredukovany redukujicimi cukry seéiglavkem arsenomolybdenovéhimi-
dla podle Nelsonaipvede na barevny komplex, jehoz zbarveni se @tigpektrofotomet-

ricky, pii vinové délce 500 nm. Metoda je udavanaesposti + 0,01mg [29, 32].
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4 FYZIKALNi METODY STANOVENI SACHARID U

4.1 Gravimetrickd metoda

Touto metodou je mozné stanovit Skrob po extraki@rferent vodou, pevedeni na roz-
pustné formy a nasledné srazeni etanolem. Srazeripaomyje, vysuSi a zvazi. Déale je
mozné pomoci gravimetrie stanovit obsah celulézly &elulézu oddujeme od dopro-
vodnych latek kyselou nebo alkalickou hydrolyzonetydrolyzovatelny zbytek se nasled-
n¢ vysusi a zvazi [31]. Progbné stanoveni vlakniny byla vypracovana metodaigrety

rickd a metoda enzymewgravimetricka [33].

4.1.1.1 Podstata analytické metody

Analyt ve vzorku se srdZzenim vhodngmidlem kvantitativié prevede na malo rozpustnou
dolre definovanou slaieninu. Z jeji hmotnosti zji8hé vazenim a z jejiho znamého stechi-
ometrického sloZeni se obsah analytu stanovi. M#Epustna slatenina musi mit @ité

vlastnosti, aby ji bylo mozno pro gravimetrickéngteeni pouzit:
* musi byt vyloditelna v¢isté forng,
e musi byt snadno Zzfiltrovatelna,
* musi mit definované chemické slozZeni,

e musi byt dostatan¢ stala [31, 34].

4.2 Denzitometrické metody

Pro stanoveni cultrse pouzivaji fyzikalni metody, denzitometrickéremi hydrometrem

a pyknometrem. Metoda je vhodné pro stanoveni absakru v sirupech a zdanlivé susi-

ny.

4.2.1.1 Podstata analytické metody
« Stanoveni pomoci pyknometru

Stanoveni je zaloZzeno natani specifické hmotnosti (hmotnosti objemové jelnatzor-
ku) ve standardizované nadobce o definovaném obpntaplot 20 °C vztazené na spe-

cifickou hmotnost vody (1,000tp15,5 °C). Specifickd hmotnost tekutingasto udavana
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s indexem 20/20 nebo 20/15, ktery udava teplotalkapa vody pi méreni. Ri praktické

realizaci se p&ita podle vzorce:

_(m -my)

m, —m,
kde:
Mo - hmotnost suchéhocestého pyknometru — [g],
my, - hmotnost pyknometru nagimého vodou — [g],
ms - hmotnost pyknometru nagného sledovanou tekutinou {m- [g],
p — hustota — [g.ci.
e Stanoveni pomoci hustanu

Stanoveni pomoci hust@n je zaloZeno na Archiméd®wzakonu, kteryika, Ze &leso
ponaené do kapaliny je nadlébvano silou, ktera je rovna hmotnosti kapalighedsem
vytlatéené. Hmotnost kapaliny vztaZzena na objemovou jédns¢ ndii jako objem vytla-
ceny tlesem jednotkové hmotnosti (husténem). V kapalinach s nizsi hustotou se husto-
mer pondi vice nez v kapalinach s vysSi hustotou. &eni se pouZzivaji specialni husto-
mery, které jsou opaéeny stupnici v procentech a nazyvaji se sachargntgtmpnice pii-

zena empiricky je umi&ta v tzkém ktku hustorgru [31, 34].

Obrazek $acharimetr [35]

4.3 Optické metody

4.3.1 Refraktometrickd metoda

Pro stanoveni culirv ¢istych cukernych roztocich Ize pouZit metodu refraietrickou.
Jestlize roztok obsahuje sscuki, pogipad s mensSim mnozstvim jinych latek, hawvo

me radji o stanoveni refraktometrické susiny [30].
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* Princip metody

Metoda je zaloZzena nadteni indexu lomu latek. Prochézi—li paprsek monactatického
z&eni rozhranim dvou transparentnich predit, néni se jeho rychlost a sm paprsek se

lame. Index lomu, n, je roven pém rychlosti s¥tla v &chto dvou prosedich:

V.
n=-%2
Vl

V praxi byva jednim z progdi vzduch a druhym analyzovana latka (roztok).HRost
Siteni s¥tla prostedim je obtizné tit piimo, Ize vSak @it zménu jeho smiru pii pra-
chodu rozhranim mezi ¢ma prostedimi. Pro index lomu analyzované latky plati Siell
zakon lomu:
_sina
sing’

kdea (Uhel dopadu) 8 (Ghel lomu) jsou uhly, které svira paprsektkvs kolmici dopadu.
Mgreni indexu lomu je zaloZeno natavani mezniho Uhl@,,, odpovidajiciho lomu pa-

prsku pgichazejiciho rovno¥re s rozhranim. Jemukiglusi thel dopadu = 90°. Meieni

se provadi naifstrojich zvanych refraktometry [34].

Obrazek 11: Abbeho refoakeétr [35]

4.3.2 Polarimetrickd metoda

4.3.2.1 Podstata analytické metody

Polarimetricka stanoveni jsou zaloZena rigiemi optické aktivity, tj. na schopnostikte-
rych latek steit o urgity ahel rovinu polarizovaného &da prochazejiciho roztokem. Po-
moci optické otévosti Ize stanovit cukry ve sai s latkami opticky inaktivnimi. Opticka

aktivita je dana fitomnosti asymetrického uhliku v molekule latky.elstaseni roviny
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polarizovaného sila pri jeho pfichodu roztokem opticky aktivni latky zavisi na cide-
ru latky, na tlougce vrstvy, na koncentraci roztoku, na teplatna vinové délce pouzitého
swtla. Aby bylo moZno posuzovat latky podle jejichtioké aktivity, byla jako jeji réitko
zavedena tzvmérna otacivost. Je to uhel, o ktery se atiorovina polarizovaného stla po
praichodu 100 mm vrstvou roztoku o koncentraci 1g°c&ieni se provadiip teplo®
20 °C obvykle v bilém sitle. Fi méteni bezbarvych roztaékse doportuje pouzit dichro-
manovy filtr (roztok dichromanu draselného) neboogdhonochromatického stta (sodi-

kové vybojky) [34].

Tabulka 6: Specificka opticka@t@st rekterych sachariilve ° [36]

Sacharid Specificka Sacharid Specificka
rotace (°) rotace (°)
Dextrin + 194,80 Maltoza - 137,50
D-frukt6za - 93,78 Rafin6za + 123,01
D-galakt6za + 80,47 Sacharoza + 66,53
D-glukdza +52,74 Skrob + 196,40
Invertni cukr - 20,59 Xyléza + 196,40
Laktoza + 55,30

4.3.2.2 Priklady vyuziti refraktometrické metody
» Stanoveni sacharézyipou polarizaci

Zjisti se opticka ot&ivost sachardzy po inaktivaci opticky aktivnich u&djicich cukd

hydroxidem barnatym.
» Stanoveni sachar6zy metodou dvojiho polarimetrovani

Touto metodou se stanovuje obsah sachar6zy v nezaklgitomnosti jinych opticky ak-
tivnich latek. Roztok se polarimetrujéed inverzi a po ni. Sachar6za sgp&ha glukdzu

a frukt6zu podle rovnice:

C12H2011 + HXO — 2 GsH 1206
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Inverze se dosahujeigobenim kyseliny ip vySSi teploé. Hodnota polarizace po inverzi
zavisi na koncentraci pouzité kyseliny, na tepbtdolE pisobeni kyseliny a naigsném

dodrzovani pracovniho postupu.
* Postup

Vzorek se rozpusti a ¥gfi roztokem zasaditého octanu olovnatého. Po filsaemperaci
na 20 °C se polarizuje ve 200 mm trubici. Vyslesgkasobeny dsma dava imou pola-
rizaci (P). K dalSimu podilu filtratu seigava kyselina chlorovodikova a obsah sefixah

3 minuty na teplotu 67 °C, na které se musi udrZzpkesré 5 minut. Poté se ochladi na
20 °C, Zfiltruje. Polarizuje se ve 200 mm trubitélez se zdvojnasobi (1). Jestlize je roztok

k polarizovani tma¥ zbarven, odbarvuje se pomoci aktivniho uhli [30].
e Stanoveni Skrobu

Izolace Skrobu se provadi pékiadné homogenizaci vzorku d@evedeni Skrobu do rozto-
ku zZtedknou HCI zakivanim na vodni lazni za neustalého michani. Komaea HCI. za-
visi na druhu Skrobu a je nutno ji dodrzet (obityvil,124%, brambory 0,4215%)i€d
méfenim je nutno odstranit nerozptré ¢asticecirenim pomoci Carezzova roztokii-
rym filtratem se naplni polarimetrickd trubice @lak 200 mm a z#ti se Uhel st&ni po-
larizovanaho sitla. Udaj na stupnici se vynasobi¢émou ot&ivosti dle druhu $krobu
(1,775 pro bramborovy, 1,897 pro p&ayi atd.) [30, 31].

4.4  Chromatografické metody

Chromatografie je sepaia metoda, p které se odéluji (separuji) slozky obsazené ve
vzorku. V chromatografii se vzorek vnasi mezé dzajemr nemisitelné faze. Stacionarni
faze je nepohyblivd, mobilni faze je pohybliva. fmdm Fes stacionarni fazi je vzorek
mobilni fazi unasen. Slozky vzorku se na stacidni@zi poutaji sildji ¢i slakgji a tim se

postupr slozky od sebe separuji [37].

Pro jednodusSidgkni skupin cuki, nagiklad pro oddleni mono- a disacharidze pouzit
chromatografii na tenké vrst(Thin Layer Chromatography, TLC). Vyhaoggi je pouZiti
vysokotlakého usgéadani TLC davkovanim mobilni faze pomoci vysokattdikcerpadel
(HPTLC). V sogasné dob je ale chromatografie na tenkych vrstvach je zoalarazena
vysoko&innou kapalinovou chromatografii (HPLC - High Penfiance Liquid Chromato-

graphy) a jejimi specialnimi technikami jako HIL{Bydrofilni interakéni chromatografie,
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Hydrophilic Interaction Chromatography) a IEC (lowt-vyménna chromatografie, lon
Exchange Chromatography) komplesacharid s kyselinou boritou. Z dalSich separech
metod se #idka pouziva plynova chromatografi¢gepazié z divoda nizké tkavosti cuki
[31].

Tabulka 7: SrovnAfLC a GC [36]

HPLC GC
vhodna i pro vySe molekularni sacharidy vhodna&¥laro monosacharidy
kratSicas analyzy #tSi citlivost detekce
vySSi vyEznost, lepSi spravnost je mozné separavatp- anomery
jednodussi fiprava vzorku — iméa analyza je nutna derivatizac&tsi pracnost

4.4.1 Chromatografie na tenké vrstw

NejvétSi vliv na hodnotu R sacharid ma velikost molekuly (pft monosacharidovych
jednotek) a p&et uhliki v molekule. Podstatnse uplatuje také prostorové usfadani
hydroxyli, jejich pa&et a charakter cyklické formy anomeru. Sachariay jgselmi malo
rozpustné v organickych rozpoédlech, R jsoucisla vesmis mala, je-li mobilni fazi or-
ganické rozpoustllo. Ze sorberit se pro TLC ne&jasgji pouziva faze na bazir&meliny
nebo mikrokrystalické celulézy iipadreé silikagel, u ghoz se doportuje p'edchozi im-
pregnace tenké vrstvy pufrem. Podle typu sorbeattiepa cukry ve vzorkuipvést na
vhodné derivaty (nap pri pouZziti silikagelu pevedeme cukry na derivaty furfuralu, které
nasledg kondenzuji s hydrogenftalatem anilinu). Aldopegtdavajicervenohgdé zbar-
veni, aldohexdzy haalé zbarveni s nadechem do Zluta. Ketdzy davajitmepabarveni a je
nutno je detekovat jinymi metodami). Jako vyvijsoksi jsou nejastji pouzivany smisi
organickych rozpoudtiel a kyselin, najfklad 1-butanol : CHCOOH : HO v pongru 4 :
1:5, 1-butanol : pyridin : O v pongru 6 : 4 : 3, etylacetat : GGOOH : HO v pongru

3 :1: 3, etylacetat : isopropanol : voda 3: 2 Obdobr Ize postupovat ipp papirové
chromatografii [3, 29].
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4.42 HPLC

K G¢inné separaci jaeba pouzit dostate¢ malych zrnéek sorbentu, ktera kladou prostu-

pujici kapalig znany odpor [37].

4.4.2.1 Podstata HPLC

VSechny chromatografické sepamametody jsou zaloZzeny na rovnovazné distribusczesk
vzorku mezi d¥ faze, z nichZ jedna je mobilni a druh& stacion&biy dochéazelo k vyse
uvedené distribuci, musi existovat fazové rozhraeki stacionarni a mobilni fazi, ktera
undsi slozky vzorku tak, aby obtékala stacion&mi. fRi déleni dochazi k opakovanému
vytvareni rovnovaznych stavseparovanych latek mezi mobilni a stacionarni fahiroma-
tograficky systém se #ze natolik bliZit rovnovaze, ze distribuci slozkymiezi d¢ faze
muzeme popsat distrildai (rozctlovaci) konstantou K coz je pondr rovnovaznych kon-
centraci [A] ve dvou koexistujicich fazichiig@mz podle konvence se koncentrace slozky

ve fazi stacionarni [AJuvadi witateli:

kde (nAx a (nA), jsou latkova mnozstvi sloZzky A ve stacionarni abitmd fazi, Vs a Vi,
jsou objemy stacionarni a mobilni faze. Rordtkového mnoZstvi solutu ve stacionarni
fazi k jejimu latkovému mnozstvi ve fazi mobilni padminek udava kapacitni pém

k (resp. kapacitni faktor):

IF\411'1}...':7 =F V.S'
n

{”A}m V_m

=Kpf

kde pondr V¢V udava tzv. fazovy poén 3 (objemové veliiny u fazového porru mi-
Zeme vztahnout pouze na absmipchromatografii). Charakteristickou w&tiou pro kaz-
dou separovanou latku v daném systému jénél(reterini) ¢as k nebo eldni (reterni)
objem \k. Reterni ¢as je doba, kterd uplyne od réat vzorku do dosaZzeni maxima
elueni kiivky a reteni objem je protekly objem kolonou za tuto dobu.zMeeter@nim

¢asem a retamim objemem existuje vztah:

Ve=F, 4
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kde F, je objemova rychlost [cfrs?] [38].

Obrazek HBLC [36]

4.4.2.2 Cerpadla HPLC

Nejvice se pouzivajterpadla pistova, ktera pracuji za konstantnihidogu, v nichz se
kapalina z malé pistni komory vytlge a nasava 2Zppres dva z@tné ventily, z nichZ saci
je spojen se zasobnikem mobilni faze a ¥yyas kolonou. Vyhodouéthto ¢erpadel je
moznostterpani mobilni faze bezgruSeni. Nevyhodou je vznik tlakovych pul3y jsou
z ¢asti eliminovany ziazenim tlumie pulgi nebo z&azenim ¥tSiho p&tu cerpacich blo-
k. Pistovacerpadla se dimi, t‘emi hlavami se pouzivaji v dnesni dobejvice [39].

V kapalinové chromatografii se vyuziva dvou m@eérpani mobilnich fazi:

* izokraticky, kdy je za stalého{goku ¢erpana jedna mobilni faze (jednosloZzkova ne-
bo vicesloZzkova fgdem smichana), alternatévize cerpat zarovie ze dvou aztyr

rezervoai pii konstantnim porru sloZek a konstantnimiioku,

» gradientovy mod, kdy v gb¢hu jedné analyzy Ize programoxamenit sloZeni i pi-
tok mobilni faze. Kvalitni chromatografické izzeni synchronizuj€innost ventit

acerpadel tak, aby gradientovy profil byl reprodukizhay [36].

4.4.2.3 Davkovaci z&izeni

U HPLC mize zdizeni pro davkovani vzoikna kolonu velice vyraznovlivnit U¢innost

separéniho procesu. ExistujfitodliSné zfisoby davkovani vzorku na kolonu:
e piimy nastik vzorku na kolonu injeéni stikackou,

» néstik vzorku prostednictvim ventilu se sndiou,
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» davkovani vzorku pomoci automatickych davkava

4.4.2.4 Kolony HPLC a stacionéarni faze

Chromatografickad kolona je v podstatubka nebo kapilara rovna@mé naplrend nebo
pokryté stacionérni fazi. Pro analytické aplikaegievazrie pouzivaji kolony plané poro-
vitymi naplrémi o piméru 3 - 10 um, o délce 5 - 30 cm. R1&®lony (hardware) ma za
ukol udrzet pohromadstacionarni fazi, ffécemz na hardware kolony jsou kladenyitdr

pozadavky:
* musi byt chemicky inertni,
» musi odolavat postné vysokym tlakim,
 vnitini povrch pla&t kolony musi byt dostate¢ hladky.

NejpouzivasijSi material k vyrob kolon je nerezova ocel, plasty nebo sklo. Vlaktai
sickd HPLC kolona se sklada z kovového gl43), ktery je uzaken porézni kovovou
fritou (2), kter& zabrguje uvohovani stacionarni faze (3) z kolony a &&r¢ umoziuje
plynuly pritok mobilni faze. Oba konce kolony jsou ukeny gevletenym ochrannym
krouzkem (4) a koncovou hlavici (5), ve které jenten vstup pro kapilaru se Sroubem
(6) [38].

F e,
= = n e
A 3 ls

Obrazek 13:¢ta HPLC [38]

Chromatografické kolony se podle pouzitlicha mikrokolony, preparativni, analyticke.
Materialy pro plgni kolon jsou ¥tSinou zaloZené na anorganické matrici (silikaged),
nichz mohou byt chemicky vazané nebo zakotvémgé stacionarni faze [39]ifiRanalyze
sacharid se pouZivaji kolony na bazi sulfonované divinylbamové pryskiice v Sesti
kationtovych cyklech (SUPELCOGEL). DalSim sorbenfensilikagel s vice nez 40 vaza-
nymi fazemi (SUPELCOSIL) [40].

Jako sorberitse pouziva téz rkmene, oxidu zirkogiitého nebo polymeru (Prevail Carbo-

hydrate). Na &nych stacionarnich fazich je separace sadhara&tiokonala, proto byla
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zavedena vhodna chromatograficka technika s vynztiiralni faze. Btomnosti opticky
aktivni latky ve stacionarni nebo mobilni fazi dojkinterakci daného optického izomeru
obsazeného ve vzorku a tim i ke zvySeni retendelwae [39]. Pro vysocetinnou analy-
zu sacharit se pouziva chiréini kolona apHera NAmino, kter4 je na béazi vinylalkohol

kopolymeru [40].

4.4.2.5 Derivatizace pro sacharidy

Derivatizace v HPLC se pouziva &kolika ryze praktickych dvodu:
» zvySeni citlivosti nebo umoZni detekce,
» zvySeni rozliSeni nebo umasr separace,
» zamezeni nezadouci sorpce latek na kblon

Zpusoby derivatizace fizeme rozdlit na ti kategorie:

» piedkolonova derivatizace (Pre-column Chromatographgmicka reakce probiha

pied kolonou,

» postkolonova derivatizace (Post-column Chromatdygrhemicka reakce probi-

ha za kolonou,
» derivatizace na kolan chemicka reakce probih&imo v kolore.

Jako derivatizénich ¢inidel pro stanoveni sachaficde pouZzivaji substituované hydraziny

(¢inidla pro karbonylovou skupinu)a@nidla pro hydroxyderivaty.
« Dansylhydrazin (Dns-H)

Aldehydy a ketony reaguji se substituovanymi hyuinaza vzniku hydrazana jsou ana-
logické 2,4-dinitrofenylhydrazinu. Dansylhydrazie gfipravuje reakci koncentrovaného
dansylchloridu s velkym nadbytkem monohydrétu hyoina v acetonu. Po ukéani reakce
se reakni snts Zedi vodou a produkt se extrahuje etylacetatem. Yaydrazin je roz-
pustny v organickych rozpousilech, teplota tani 128C. Reakce Dns-H s karbonylovou
skupinou probiha v etanolické HCI za teploty vasii B0 minut. Reakce je ukdena po
ochlazeni na laboratorni teplotéigavkem pyruvatu a derivaty jsou extrahovany dayeie
letheruBylo popsano row¥ pouZiti kyseliny trichloroctové v benzenu jakak@iho pro-

stredi misto etanolické HCI.
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o CH
Ny

OG + RCH=0O —
H

SCIE-NH-NH2 SO -MH=CH-E

H

Obrazek R&akce vzniku hydrazin[38]

Dale je mozvo vyuzit otgeni cyklickeho hemiketalu v kyselém pri@sti na otekeny hyd-
roxyaldehyd, ktery obsahuje volnou karbonylovoupsku, ktera nize déle vstupovat do
dalSich reakci. Reakce byla vyuzita gtanoveni maduramicinu v krmivech (fluoreskujici
derivat s excitenim maximem fi 220 nm a emisnim maximem 470 nRg¢akce karbony-
lové skupiny byla vyuZzita row ke stanoveni monosachdridpolysacharid. Fluoresku-
jici derivaty maji exciténi maxima zavisla na sloZzeni derivatu - 240 nm @ -3870 nm

a emisni maxima 525 - 540 nm.

L= T

Obrazek 15: Reakce hemiketalu v kysedéostedi [38]

» 2-Difenylacetyl-1,3-indendion-1-hydrazin

2-Difenylacetyl-1,3-indendion-1-hydrazin reagujevmé&Z s ketony a aldehydy za vzniku
derivati s excit&nim maximem v rozmezi od 400 do 415 nm a emisnixinmam kolem
525 nm.
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* 4-Hydrazo-7-nitrobenzofurazan (Nbd-H)

Cinidlo se gipravuje obdob# jako Dns-H reakci Nbd-Cl (4-chloro-7-nitrobenzafpan)
a nadbytkem hydrazinu a poskytuje derivaty obdobnjlastnosti. Vyzek derivatizani

reakce je asi 99 % .
» Acetylchloridy

Pro derivatizaci sacharida glykol je vhodny benzoylchlorid. p-Nitrobenzoylchlorid je

pouzivan k derivatizaci mono-, di- a trisacharjas].

4.4.2.6 Detektory v HPLC

Detektory v HPLC by @y byt selektivni pro analyty a mélo citlivé na nilob fazi. Nej-

pouzivarjSimi detektory jsou refraktometricky, elektrochehyi a hmotnostni.

* Refraktometricky detektor (Refractive Index DetectoRI) meti rozdily mezi in-
dexem lomu eluatu &sté mobilni faze. Obsahuje-Ili eluat sloZku, objseivychylka. Ten-
to typ detektoru neniipis citlivy, ale je velmi univerzalni.iPjeho pouziti jeiteba pisn

udrZovat konstantni teplotu [37].

Obrazek 16: Refraktomédtyidetektor [35]

» Elektrochemicky detektor umadje stanovit velmi nizké koncentrace latek v eluent
v piipack, Ze tyto latky jsou elektrochemicky aktivni (redwktelné nebo oxidovatelné).
M¢éii se proud protékajici mezi polarizovatelnou pradaiektrodou a pomocnou elektro-
dou v zavislosti na vloZzeném riip Detektor pracuje hifljako polarograficky se rtovou
kapkovou elektrodou, nebo s tuhou elektrodou zhetou nap z grafitu. Obeck se tento

detektor nehodi pro detekci gradientoveé eluce [39].
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Obrazek 17: Elektrochemicky detek83]

1 — pracovni elektroda, 2 — pomocna elektrodarefererini elektroda

»  Spektrofotometrické detektory jsou zaloZeny nagpn absorpce Zéni v oblasti
vinovych délek. Kvantitativni vyhodnoceni je zalobena Lambert — Beerdwakorg, kte-
ry vyjadtuje vzajemny vztah mezi tlotiou absorbujici vrstvy (1), koncentraci absorbujici

slozky (c) a vlastni velikosti absorpce, vyaou jako absorbance (A):

A=gc!

kde € je molarni absokmi koeficient (I.mof.cni®) [37]. Pro stanoveni sachaiiar ovo-
cnych dZzusech se vyuziva spektrofotomerie v blizkéfracervené oblasti ip vinovach
délkach 1200 az 2450 nm [41].

*  Amperometricky (polarograficky) detektorénn proud vyvolany pichodem redu-
kované nebo oxidované latkytpokovou celou detektoru. Jakoémé elektrody se u am-
perometrickych detekt@rpouzivaji tuné rrné elektrody zhotovené ze skelného uhliku,
grafitovych vlaken, zlata, platiny, &di ¢i jiného kovu. Povrch vSeckdhto materidl se
vSak zanaSi produkty oxida¢eredukce a n&stotami z mobilni faze nebo vzorku a toto
pak vyZadujetisteni chto elektrod. U starSich typletektoti se totocisteni provadi me-
chanickym @isténim nmerné elektrody po demontazi cely detektoru. U &&ich typi se
¢isteni provadi ®kolikerym zpisobem: otéeni polarity elektrodového systémiimz do-
jde k rozpoudini vyloutenych latek na povrchu elektrody, nebo vkladaniidateho na-
péti na elektrodu (pulsni technika)&idnost amperometrické elektrody je silnavisla na
ploSe povrchu zrgsSténi diky elektrodepozicim a adsorpci, ktera na pawrelektrody

probiha, z tohotoiyodu tudiz klesé i jeji analyticky signal [38].
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Obrazek 18: Amperometricky déte [37]

Pro detekci sacharidbyl vyvinut aerosolovy chemoluminisacari detektor, ktery se pouzi-

va jednak ve spojeni s HPLC, ale i kapilarni eltefkirézou [42].

4.4.2.7 Identifikace a kvantitativni vyhodnoceni

Identifikace se provadi porovnanim reteiino ¢asu analytu ve vzorku s reteim casem

kalibratniho standardu. DalSi identifikai moznosti je fidavek standardu ke vzorku.

Kvantitativni vyhodnoceni se provadi metodogj$iho standardu hil

odeitenim koncentrace analytu z kalitmé kiivky (tj. zavislosti plochy, fip. vySky
piku na koncentraci standardu v'gM rozsahu jednohtadu, koncentrace analytu ve
vzorku musi lezet uvritmezi nejnizSim a nejvysSim bodem kaldia primky)

a prepaitem na jdvodni vzorek podle nasledujiciho vztahu:

porovnanim plochy,ifpadré vysky piku sledovaného analytu a standardu podobné

koncentrace aippaitem na fivodni vzorek podle nasledujiciho vztahu:
_ Gy LA y
a e
Ast m/a '
n

C

Ca- vysledna koncentrace analytu [ g'kgop. g."],

Cst - koncentrace standardu [ 4,
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A, - plocha piku stanovovaného analytu,

At - plocha piku standardu,

x - hodnota koncentrace analytu sma z kalibrani kiivky [ g.1™,
V4 - objem roztoku vzorku po dopini do odndrné baiky [ 1],

n - navazka vzorku [ kg, pef ] [43] .

Pro vyp@et hmotnostnich % cukrse uziva vyraz:

clV[DI[100

% cukru = WIL00C , kde

¢ — vysledna koncentrace analytu,
V - ptivodni objem,
D - jetedici faktor (nfize se liSit v zavislosti na mnoZzstvi cukru, Ze Kgedaitomen),

w - hmotnost vzorku v gramech [32].

= e 70
s} -
°
s | ! ° T H
3 . °
[ 9 d = L]
o ar w
= & ‘0:-_'
10 "
st e >
4 =
t:l- o- :
- 20 -
-] q e
'u L H10#
ﬂhﬁj
L L A A L

"
] 40 120 is0

HIIU!IPGI

Obrazek 19: Chromatograaste&ne hydrolyzované amylézy, osa xdas [min],

osay je koncentrace acetonitrilu [%] [44]

4.4.3 Hydrofilni interak ¢ni chromatografie

Pt separaci sachatiidse pouzivd aminopropylova faze jako stacionamohilni faze ace-
tonitril a voda (7 : 3) ve spojeni s refraktometyim detektorem, UV detektorenti pJV <
200 nm nebo ELSD detektorem (Evaporative Light tecay, Odp#&ovaci detektor).

V piipact UV detekce je mozné pouzit i gradientoveé eluce.
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* Retergni mechanismus

Reterdni mechanismus setbe vysétlit jako rozclovani solutu mezi na vodu bohatSi
stacionarni fazi a na vodu chudsSi mobilni fazicistearni faze se tak chova jakorgpa-
S&" vody, ale tento mechanismus ma i své vyjimkyré&teejsou dostataé prostudované.
V ptipact separace sachatidhromatografii HILIC, kdy se pouZiji chemicky vagatizné
aminové faze, dochazi kané retenci v zavislosti na pouzitém chemicky vépnatigandu.
Jako druhy mechanismus se uplgé mechanismus iontové v¥my, neb@ mnohé stacio-
narni faze maji vlastnosti iont@mce. Tento mechanismusuie byt s Usfchem pouzit
pii ovlivnéni selektivity separace. K ovli¥ni retence se pouziva takéidavek puféi do
mobilni faze. Retence klesa se zvysujici se konaeinsoli. Vliv pH zavisi na vlastnostech
solutu; v gipact Ze dochazi k disociaci solutu retence se zvySpjetoneutralnim solu-

tam.
* Stacionarni faze

Jako stacionarni faze se pouziva chemicky vazangogmopyl na silikagelu. Nevyhodou
chemicky modifikovaného silikagelu je, Ze aminowi@ny vazané na silikagel davaji
vznikat alkalickému prosedi v pérech silikagelu (koncentrace se pohybuj®lmk
1 mol.dm®). Vysledné alkalické pH v pérech jéiginou, Ze dochazi k pomalému rozpous-
téni silikagelu a hydrolyze chemicky vazané fazeoJalkernativa se pouziva silikagel dy-
namicky pokryty polyaminy (trietylentetramin nelmesmidin) nebo zesitmém polyaminy
chemicky vazané na silikagel (polyvinylalkohol detizovany polyaminy), které jsou hyd-
silanolové skupiny hraji roli ##dniho iontorsni¢e. Mezi dalSi stacionarni faze HILIC fiat
chemicky vazané faze na silikagel jako je diol ¢glylpropyl) nebo acetamidopropylova
faze. K pouzitelnym fazim pro HILIC je mozné takaadlit neutralni hydrofilni polymero-
vé faze. Jsou to zejména hydrofilni metakrylatcd#efpouzivané v GPC (Gel Permeation
Chromatography, Gelova chromatografie). Povidhto stacionarnich fazi obsahuje poly-

olové skupiny, které jsou velmi hydrofilni.
* Mobilni faze

Teoreticky je mozné pouzit jako mobilni faze vSgchndno-organické faze. Typickou

mobilni f4zi jsou srs acetonitril a voda nebo vodné pufry. Obvykla lenitace acetonit-
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rilu se pohybuje v rozmezi od 50 do 90 %, pro sspasacharid je 70% acetonitril opti-
malni [38].

4.4.4 lontové-vyménna chromatografie

Pro tuto metodu lze pouzit libovolného kapalinové&mwomatografu, péeébna je pouze

specialni kolona pro IEC [39].

4.4.4.1 Mechanismus stanoveni

Stanoveni je zaloZzeno na kombina&kalika procegé a to: iontové vyluce, iontové vyin
né, ligandové vynming, déleni podle velikosti molekuly, normélni a obracdnéverzni)
rozc&lovaci chromatografii. Tento slozity mod interakei nazyva "iontemizené rozdlo-
vani" (lon-Moderated Partitioning). O tom, kterjuzedenych mechanisnseparace ie-
vlada rozhoduje funini skupina (sild -SOQsH ¢i slabs -COOH kysela) vazana na skeletu
nosie a protion (forma) na ni vazany*(HNa', C&"). i iontové vynené dochazi k vy-
meéné prislusného iontu mezi mobilni fazi a fumk skupinou na skeletu n@si (stacionarni
fazi). lonty s ¥tSi afinitou k funkni skupiré noste jsoueluovany pozéi nez ionty s nizsi
afinitou (nap. glutamova kyselina jefps svou aminoskupimevreji vazana a tedy pozd

ji eluovana nez kyselina glutarova, kterd aminogkumema).Pri ligandové vymdné se
uplatiuje interakce protiontu vazaného na femkskupire katexu a hydroxylovych skupin
analytu. Napiklad vapenatd forma sorbentu umoje separacio- a - anomei glukozy,
kdeZto vodikova forma nikolive¥i déleni analy podle velikosti molekuly jsou néilad
trisacharidy eluovanyitye nezdisacharidy, zatimco monosacharidy jsou eluovahky ja
posledni. MenSi molekulaiie pronikat do jem#Sich poru nosie, zatimco $tSi moleku-

la ne a je tedyidlve eluovana z kolony [36].

4.4.4.2 Kolony v IEC a stacionarni faze

P tomto stanoveni se vyuZziva jako stacionarni filikagel, ktery je méhcasty a kopo-
lymer styrenu a divinylbenzenu s fumémi skupinami -SGH, pripadre se jako stacionarni
faze poziva akrylat [45]. Pro HPLC s anion-Wrmu se pouZivaji stacionarni faze D
a Dy, které vznikaji reakci porézuastice z chlorometylovaného kopolymeru styrendivi-
nyloen-zenu s N,N,N',N'-tetrametyldiaminooktanem NaN,N',N'-tetrametyldiaminode-
kanem [46].
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Obrazek 20: Stacionarni fAiga D, [45]

Dale pro anion-vyrnou chromatografii se pouziva porézni monolit sriéraimi amin-
funkcializovanymi latexovymicasticemi, nebo sith kyselého katexu (OSTION LGKS
0800 C4&" forma) [36, 47].

4.4.4.3 Stanoveni mono-, di- a oligosachariél vysocedinnou aniontovou chromato-
grafii s pulzné- amperometrickou detekci (HPAE-PAD)

Sacharidy jsou za vysokého pH disociovany a lzedg separovat na anexovych kolonach.
Jejich pKa zavisi na strukturnich vlastnostech kdleKolony Dionex CarboPac jsou
schopny rozlisit jednotlivé mono-, di- a oligosagtig podle jejich rozetveni, izomerie
vazeb, anomerace a sialylace. Mobilni fa#ii ggparaci mono-a disachatige hydroxid
sodny nebo draselnyfipanalyze oligosacharidse kombinuje v gradientu s octanem sod-
nym. Tento sepatai systém je velmi selektivni a balastni latky znoa stanoveni nerusi.
Pulzre-amperometricka detekce unioge selektivni a vysoce citlivé stanoveni. Disocio-
vané sacharidy jsou na povrchu zlaté elektrody asady. Pulzni rezim slouzi Kigteéni
povrchu od zplodin reakce a obnoveéistého povrchu pro detekci sachdridDdezvy ana-
lyta jsou pak dlouhodabvysoce stabilni. Mez detekce se pohybuje v jediabtipikomaot.
HPAE-PAD (Vysocetinna aniontova chromatografie s pulzmmperometrickou detekci)
je mozné vyuzit také jako semi-preparativni techniitomnost sodnych iofitz eluentu

v odebranych frakcich je vSak nezadouctizadiu mozného rozkladu sacharidddsoleni
eluentu se provadi membranovym odsoteva zapojenym mezi detektor aéed frakci.
Membranovy odsolowanahrazuje sodné ionty v eluentu vodikovymi, tagdeharidy jsou

piitomny v odebranych frakcich v présti vody nebo kyseliny octové [48].
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Obrazek 21: HPLC roadtigosacharid [44]
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Obrazek 23: Sulfonovany styren-ajlbenzenovy sorbent: Ca — forma [49]
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Obrazek 24: Sulfonovany styren-divirglzenovy sorbent: Pb — forma [49]

4.5 Elektomigraéni separa&ni metody

Elektomigr&i separéni metody vyuZivaji dvou elektrokinetickych jevelektroforézy

a elektroosmozy.
Elektroforéza — po aplikaci nagti se nabit&aste&ky pohybuji k opané nabité elektrogl

Elektroosmo6za— po aplikaci nafii se vkiemenné nebo skléné kapilde pohybuje voda

k zaporné elektrad[ 37].

4.5.1 Kapilarni elektroforéza

V laboratdi Ustavu analytické chemie AQR byla vypracovana rychla metoda pro kontro-
lu autenticity ovocnycht@v, zaloZzena na kombinaci kapilarni elektroforézyrsotnostni
spektrometrii. Tyto d¥ metody podchycuji dva hlavni identifikatory doslaani ovocnych
gfav, a to koncenttami porner sacharid glukozy, fruktézy a sachardzy, resgitpmnost
oligosacharid, které se ve &sSiné &av nevyskytuji, jsou aleiffomny v hydrolyzatech
Skrobu, coz lIze k detekci s vyhodou vyuzit. Pontoobtnostni spektrometrie séitpm-
nost gchto latek velmi rychle zjisti.i#stroj pro kapilarni elektroforézu s riépou detekci
pii 570 nm byl testovan i pro stanoveni dalSich, rguindského hlediska zajimavych
sacharid - maltooligosachariilvznikajicich hydrolyzou Skrobu a vyskytujicichwsdosla-
zovanych gavach, manitolu, glukdzy, xyldézy a fruktozy, vyshjtich se v ka¥, jejichz

koncentrani pomer je ukazatelem pravosti instantnich kdv, asinglukozy, galaktdzy
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a laktozy, ktera je zajimava pro mlékarenskijnpysl, kde se vyuziva kapilarni elektroforé-
za s nefimou detekci [ 50, 51].

4.5.2 Podstata kapilarni elektroforézy

Kapilara je naplena zakladnim elektrolytem, ktery vede proud. Jejide jsou pon@ny
do zasobnik s elektrolytem, spote¢ s elektrodami z inertniho materialu. Mezi elekyrod
se aplikuje vysoké na&p (10-30 kV). Maly objem vzorku se davkuje do kerkapilary.
Kapilara prochaziies detektor obvykle fotometricky. Zaznam zavisloskezvy detektoru
na case se nazyva elektroforegram. Elektroforegramopopny chromatogramu. Poloha

pika urcuje kvalitu, plocha vySka pikkvantitu [ 37].

=

Obrazek 25: Kapilarni elektroforéza [7]

4.5.3 Dektektory pouzivané g kapilarni elektriochoforéze

* Elektrosprejovy ionizéni hmotnostni spektrometr (Electrospray ionizatioass
spektrometry ESI — MS) — je zdaleka nejefeltjghmetodou detekce sacharjdle vyza-
duje slozité a drahé nastrojegidni molekulovych hmotnosti molekuligsrEji jejich ruz-

né nabitych iond) ma vzdy gkolik kroku:

* mlekula musi byt fevedena do plynné faze (do vysokého vakuajemz ziska-

va charakteristicky naboj,

e ion je urychlen. Z charakteru jeho pohybu vakuovarprostorem lze vypitat

pon®r jeho hmotnosti a naboje,
» pomoci detektoru se tirparametry charakterizujici drahu iontu,

* navazujici elektronicky systém umozni zpracovah&iyychazejici z detektoru

a vypcaitat pongt hmotnosti a nabojefislusnych ioni (m/z).
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VétSina sodasnych metod umdije nefit sowasre ponmery m/z smesi latek. Ziskame tak
celoutadu hodnot mfzproto hovdéime o hmotnostni spektrometrii. Priephodéastic do
plynné faze se dnes uplaje metoda ESI (Electrospray lonization — Elektregp/a ioni-
zace), ktera se uziva v kombinaci s chromatograficknetodami nebo s kapilarni elektro-
foresou. Na usti kapilary, z niz pomalu vytékajinetlivé frakce separovanych molekul, se
aplikuje vysoky elektricky potencial, ktery umozréhlé odpgeni a ionizaci molekul. Ten-
to zpasob ionizace umaiije studium nativnich molekul, jeji nevyhodou j&atené vyso-

ky naboj ionti [52].

Obrazek 26: Hmotnostni spektrofotometrie [7]

MALDI — TOF je zaloZzena na roZtbni nabitych¢astic podle jejich molekulovych hmot-
nosti v elektrickém/magnetickém poli. Jsou-li nkolly vzorku ionizovany laserentimo,
vétSinou se &pi nezddoucim Zpobem. Proto se gala pouZivat matrice — latka, jejimz
prostednictvim se ionizai energie laseruipnasi na molekuly vzorku a tim brani jejich
Sttpeni. K stanoveni vysSich molekulovych hmotnosth@eZiva ionizace laserem z&-p
tomnosti matrice (MALDI, Matrix Assisted Laser Degtion/lonization) v kombinaci
s detektorem doby letu (TOF, Time-of-Flight). Ddétekumoziuje znefit dobu piletu

a z ni lze vypeitat rychlosttastice [53].
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ZAVER

Pro stanoveni monosacharid oligosachariél jsou vyznamnéigdevSim reakce fukkich
skupin s chemickymiinidly na barevné nebo oxidiai ¢i redulkéni produkty a jejich detek-
ce polarimetrii, spektrofotometrii nebo vizudlnitedesi (titrani metoda), po wisteni
vzorku a oddleni ruSivych sloZzek. Pro stanoveni sloZeni polyaadi je vhodné pouzit
separani metody (HPLC, IEC), ovSem vlastni hydrolyza galgharid je natolik obtizna,
Ze se nejprve provede hydrolyza a stanovi se jeddslozky hydrolyzatu a z nich se
stanoveni nezredukované&dn jodometricky podle Schoorla. Metoda slouzi kenstveni
obsahu redukujicich cukrvyjadienych jako invertni cukr v tekutém cukru nebo sirup
z invertniho cukru, dale ke stanoveni obsahu redkikh cukii vyjadceného a vypétené-
ho (vztaZzeno na susSinu) jako glukozovy ekvivalemtSkrobovém sirupu nebo obsahu re-
dukujicich cuk#i vyjadteného jako D-glukéza v gluk6ze monohydratu a beawgidkoze.
Metoda se pouzivéa jako arbitrazni, zuwagtcukrovarnickém gimyslu, pro stanoveni cuk-
ra v potravindskych surovinach rostlinnéhdiyodu. DalSi uplaténi nachazi p stanoveni
laktézy v krmivech obsahujicich vice nez 0,5 % dakt Z optickych metod ma nejsi
vyznam polarimetrie, ktera se pouziva ke stanogseshardzy v surovém cukru, melase
a Vv cukrovarnickych produktech, dale ke stanovekrold po jeho hydrolyze HCI
v béZnych potravingskych surovinach a potravinach obsahujici Skrolpiadien¢jSimi me-
todami pro kvalitativni a kvantitativni analyzu baddi jsou chromatografické metody.
Pro EZnou analyzu sachafidse pouziva HPLC a jeji specialni techniky jako Iglla IEC.
HPLC umo#uje rychlejsi, dinngjSi analyzu. Dale Ize provédseriové analazy. Pouziva se
kolona na bazi sulfonované divinylbenzenové priiskys velikosticastic 9um. Jeji K —
forma (draselna) se pouziva pro separaci rafinsagharédzy, glukozy, fruktézy, kde mo-
bilni fazi je KKHPO,. Pb — forma (olovnata) se pouziva petedi monosacharid zvIase
vyhodna je pro separaci xyldzy, galaktézy a manndgbilni fazi je HO. Pro separaci
mnosacharidl a cukernych alkohél se vyuziva Ca — forma (vapenatd), mobilni fazi je
H,O. H — forma (vodikova) umdije rozaleni sacharid, alkoholi a organickych kyselin,
které jsou obsaZeny ve stejném vzorku, mobilnij&zde HSO, nebo HPO,. Pro separa-
ci mono-, di-, trisacharid se pouZiva silikagelova kolona s veliko&istic 5um s vaza-
nymi amino skupinami, kde mobilni fazi je 75% . NejpouzivadSimi detektory

jsou refraktometricky a elektrochemicky. HPLC mete# pouziva n&gstji pro stanoveni
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laktézy, maltdzy, sachardzy, glukdzy, fruktdézy alstlu v potravinach. Mobilni faziip
separaci mono-a disachakrig IEC je hydroxid sodny nebo draselnyi analyze oligosa-
charidi se kombinuje v gradientu s octanem sodnym. Rudmmperometricka detekce
umoziuje selektivni a vysoce citlivé stanoveni. Mez Kete se pohybuje v pikomolech.
Pro analyzu sachafidse pouziva zlaté pracovni elektrody. Tuto techfekmozné vyuzit

k analyze mono-, di- a oligosachadrid hydrolyzatech bilkovin, ke stanoveni sachaxid
ferment&nich roztocich, potravinach,cigech, k identifikaci falSovani dztisz oligosa-
charidového profilu, ke sledovani autenticity imsta kavy podle zastoupeni mono- a disa-
charidi. Pro stanoveni sachaiid potravinach a napojich, je dale vyuzivana metod-
tové exkluze na sulfonovaném styren-divinylbenzémosorbentu. Jeho H - forma (vodi-
kova) je vhodna pro organické kyseliny, alkoholyelteré cukry. Ca - forma (vapenata) je
vhodna pro monosacharidy a disacharidy a Pb - fqianata) je vhodna pro obti&n
separovatelné sacharidyi Beparaci sachatidpomoci HILIC se pouziva aminopropylova
faze jako stacionarni a mobilni faze acetonitnlogla (7 : 3) ve spojeni s refraktometric-
kym detektorem, UV detektorentipJV < 200 nm nebo ELSD detektorem. Yipadt UV
detekce je mozné pouZzit i gradientové eluce. Kagildlektroforéza s népnou detekci
570 nm byla pvodre vyvinuta k o¥rovani autenticity ovocnycltdv, zaloZzena na kombi-
naci kapilarni elektroforézy s hmotnostni spektrsimdALDI — TOF. V dnesni dob

nachazi své uplagni i v mlékarenském gmyslu.
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AVCR
CMD
DNA
Dns-H
ELSD

ESI

ESI-MS

GPC

HILIC

HPAE — PAD

HPLC

IEC

MALDI

Nbd-H
NIRS
RI
TLC
TOF

uv

Akademie ¥d Ceské republiky

Membranovy odsolova

Deoxyribonucleic acidDeoxyribonukleova kyselina
Dansylhydrazin

Evaporative Light Scattering, Odpwaci detektor
Electrospray lonization, Elektrosprejova i@ue

Electrospray lonization Mass Spektrometry, Elekirepvy ioniz&ni hmot-

nostni spektrometr

Gel Permeation Chromatography, Gelova chragrefie

Hydrophilic Interaction Chromatography, Hydrofiinteralkéni chromatogra-
fie

Vysocetinna aniontova chromatografie s pudlzamperometrickou detekci

High Performance Liquid Chromatography, Vysagieaa kapalinova chro-

matografie
lon Exchange Chromatography, lontayménné chromatografie

Matrix Assisted Laser Desorption/lonization, loriedaserem zaiffomnosti

matrice

4-Hydrazo-7-nitrobenzofurazan

Near Infrared Spectrometry, Spektrometridizkié cervené oblasti
Refractive Index Detector, Refraktometrickyedeor

Thin Layer Chromatography, Chromatografie ke vrsté
Time-of-Flight, Detektor doby letu

Ultraviolet Light Ultrafialové z&eni
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PRILOHA P I: Tabulka pozitivnich |é &ebnych (inka p-glukani [54, 55,
56, 57]

Zdroj B-glukanu » _ _ _
Pozitivni I&ebny inek jednolivych B-glukani

Osoby s imunodeficienci jakéhokoliv gvodu:

HIV infekce, zhoubna nadorova onemsei) imunosupresivni tbha, chemotera-
pie a radioterapie pro osoby starsi 40 let, u nadhazi ke zpomalenékterych
piirozenych imunitnich reakci, geriattii pacienti.

Hliva Ust¥iéna

Osoby infikované:
virovou infekci, bakterialni infekci, plisvou infekci, parazitarni infekci.
Osoby s chronickym onemoc#énim:

osoby gdiabetes mellitusosoby s chronickym zé&tem, osoby gastymi infek-
cemi.

Ke zvySeni nespecifické odolnosti (imunityjévnékterym infekknim chorobam

(dychacich cest aistv), jako podprny prostedek i 16¢bé akné a furunklézy

(viidkovité onemocni kize), sodast dietetického rezimu jako zdroj vitarin
pii 1é¢bé poruch vegetativniho nervového systému.

Ma imunostimul&ni, antiinfekéni (eliminuje virové, bakterialni, plisvé a para-

zitalni infekéni onemocani), protinadorové a radioprotektivnfioky. Uspsdns

se os¥deil pti 1é¢bé a prevenci akné. Vedle aktir@ho &inku na organismus
pasobi také jako lagavolnych radikal a antioxidani latka.

Pérnatka kokosova

Pouzivéa seif buseni srdce, hypertenzi, poruchach traveni,aasi, otocich,
nadymani, pijmech, zapomgtlivosti a i onkologickém onemocmi. Posiluje
¢innost sleziny, CNS a zaludku.

ZlepSujecinnost slinivky,gisti pokozku, ma silné protinadorové a antibaktefié.

Gginky, poméaha f 1écbé a prevenci akné, alergie, astmatu, bradavic, dgndi

celiakie, Crohnovy choroby, cukrovky, ekzému, gyslelgickych vytocich, her-
pesu, ckipce, kandid6ze, mykdze, nadorech, paradentoagnpr










