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ABSTRAKT

Diplomova préace se zabyva zhodnocenim metod proogéami obsahu Skrobu.
Teoreticka cast se zabyva charakteristikou Skrobéet® chemickych a fyzikalnich
vlastnosti Skrobu. Dale jsou zde st& popsany jednotlivé druhy Skrobu a vyrobky ze
Skrobu. DalSicast pojednava o fyzikalnich a chemickych metoddahaveni sachand
Cilem experimentalni¢asti bylo optimalizovat metody pro stanoveni Skrobu ve
Skrobnatych plodinach. Pro pokus byla vybrana neetqubdle Ewerse a dale
spektrofotometrickh metoda s pouzitim anthronu. ¢8sti je 1 validace

spektrofotometrické metody.

Kli¢ova slova: andské plodiny, brambory, Skrob, hllarimetrie, spektrofotometrie

ABSTRACT

This diploma work deals with the evaluation of nueth for the determination of
starch content. A theoretical part handles staftaracteristic including chemical and
physical properties and further briefly describles particular types of starch and starch
products. Next part deals with the physical andribal methods for the determination of
sugars. The aim was to optimize the experimentahous for determination of starch in
starchy crops. For the experiment were chosen dicaprto Ewers method and
spectrophotometric method using anthron. Moreoitealso contains the validation of

spectrophotometric method.

Keywords: andean crops, potato, starch, tubersyipodtry, spectrophotometry
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UvoD

Skrob znali jiz st Egyprané (3500 p n. 1), ktei jej ziskavali zadanim rozdrcené
pSenice, nebo ryze s vodou a vypiranim vznikléstat Byl nazyvaramylum (prasek)
a pouzivan v kosmetice, medi&jmpii Upraw papyrua po rozviéeni zejména jako lepidlo.
Patatek ptimysloveé vyroby pSetiného Skrobu v Evrapspada do 16. a 17. stoleti, p&jkd
zatal byt téz Skrob vyrdm z brambor dovezenych z Ameriky. Saaré se v 17. a 18.
stoleti rozviji v Americe vyroba kukiného Skrobu. DalSi prudky vzestup vyroby v 19.
stoleti byl zgisoben rozvojem tzv. ,dmyslové chemie Skral, tj. zpracovanim nativniho
Skrobu na velkou Skalu vyrobkze Skrobu, nap hydrolyzati, modifikovanych Skrodb,

Skrobovych derivdt nebo technickych dextrin

Skrob je zasobni polysacharid, ktery je vyarafotosyntézou a ukladareyaze
v semenech, hlizach a oddencich. Pro rostliedigiavuje zasobu energie, pro nas je vSak
cennou obnovitelnou surovinou, vyuZivanou pro cloggninebo jiny pimysl. AvSak

pouze mal&ast z celkové produkce Skiiofe pro ptimysl ucena.

Swétova rani produkce Skrobu je asi 12 milidriun. Z toho asi 65 %fifpada na
Skrob kukdti¢ny, 25 % na Skrob bramborovy, 5 % na Skrob E$gna zbytek tvé Skrob

ryzovy, je&ny, maniokovy a dalsi.

V CR trading pievaZzovala vyroba Skrobu z brambor, ktery se v§aval vysokou
kvalitou. Pozdji vyroba bramborového Skrobu vyrazpoklesla. ZvySila se cena brambor,
nastaly ekologické problémy s odpadnimi vodafada Skrobaren byla zruSena &teré
Skrobarny pesly na vyrobu pSetmého Skrobu. V samsné dob se VCR ziskava skrob
pievazré z brambor a pSenice. R®& se vyrobi asi 17 tisic tun Skrobu bramborovéhé a 1

tisic tun Skrobu pSetmého.

Hlavni plodiny poskytujici Skrob jsou kukce, brambory, maniok, pSenice a ryze.
Tyto plodiny zajiguji 99 % s¥tové produkce Skrobu. Skrob zjeene, hrachu nebo ovsa
neni dosud ve&Si mie vyuzivan. DalSi plodinygstované pro ziskavani Skrobu jsou dnes
meére vyznamneé. Z celogtového hlediska meziénpati palma sagova, batatyjrok,

lotosové keeny, taro, dosna@cka.

V technické praxi se Skrob pouziva uz dlouho prooby ffiznych ptimyslovych

vyrobki a také vyrobk denni pateby. Dnes hraje Skrob velmil@Zitou roli, nebé vice
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nez 2 mil. tun Skrobu a Skrobovych vyrdbge pouziva v Evrapv technickém sektoru

a vzhledem k jeho neSkodnosti a obnovitelnosti jideho vyuZiti roste.
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. TEORETICKA CAST
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1 CHARAKTERISTIKA SKROBU

vvvvvvvvvv

Skrob (lat.amylun) je jeden z nejroz&nsjSich a nejdleZitsjSich polysacharit na
Zemi. Jako dostupny zdroj energie ho vyuziva Sirgléktrum organizin (vyssi rostliny,
Zivocichové a mikroorganismy). Vyskytuje se kirpdé v rostlinném materialu jako
rezervni latka v podabzrnek uloZzenych v semenechté&oech, hlizach a také listech [1].
Zrna se vyskytuji ve volné forma nejsou chemicky ani fyzikdalnvazana na Zadnou
chemickou slozku [2]. Rozény Skrobovych zrn se pohybuji v rozmezi 1 az 140,
piicemz vyjime&né byla nalezena i zrnagtich rozndri. Paiet malych zrn (do 1QAm) je
vétSi nez velkych zrn (nad 60n) [3].

PrestoZe se Skroby vyskytuji ve vseg@stech rostlin, technologicky jsou zajimavé
hlizy nebo semena. Mezi hlizovymi $kroby a $krobywemen je velky rozdil. Skrob, ktery
je ulozeny v hlizach (ndpsSkrob bramborovy), se vyskytuje v materialu, elpevaznou
sloZzku pedstavuje voda. Tato zrna jsou pong velka, polydisperzni, zejména vSak
nakygena a je mozné, aby voda vdkstupovala dovnita ven jakoby velkou ,smotanou”
molekularni siti. Naopak Skroby v zrnech (hag$enice, kukiice) jsou uloZeny na vrcholu
rostliny, v semenech. Tyto Skroby jsoétsinou monodisperzni, drobné a monokompaktni

a vstup vody je velmi pomaly.

K praimyslovému vyuziti ma vyznamigdevSim Skrob bramborovy, dale pak

kukuti¢ny a také pSetiny [4].

1.1 Chemické vlastnosti Skrobu

Po chemické strance je Skrob makromolekularni sath@CeH100s),, jehoz
zakladni stavebni sloZzkou je glukosa, ktera je mazéglykosidicky, gi¢emz tato
glukosova jednotka se opakuje tisickrat az desehktést. Kron€ téchto polysacharidickych
latek obsahuji jednotlivé Skroby i malé mnozZstviivadnich latek, jakymi jsou lipidy
a proteiny; a zhruba 10 az 20 % vody. Skroby jseoiené pomoci dvoutiznych
polysacharid — amylosy a amylopektinu. Skrobova zrna obsahbjykle 10-30 %
amylosy a 70-90 % amylopektinu. Zakladni jednotkowbou &chto polysacharid je
D-glukopyranosa [5].
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Amylosa je linearnimiettzcem obsahujicim jednotky D-glukosy navzajem vazané
vazboua (1,4), gicemz tentaet€zec ma strukturu Sroubovice, do jejihoz nitra laeat az

20 % jodu (Obr. 1). Toho se vyuziva v analytickérali pii dakazech jodu [6].

S CHAOH L CHAIH CHEH CHOH

_.ll_ 1] r AT o ™ _,!— o - a
HAH W H HAH “H O HH WAy 5

(s ) S on N " FHOH
WO u!l -_II =i} I"lh . = o= ¥H H g =ik [

40
H OH H OF™ H O H O

Obr. 1 Schématické znazém amylosy [7]

Relativni molekulova hmotnost amylosy je v rozmedi 16 tisic do 1 milionu.
Pfiméteny obsah amylosy v Skrobech kolisa v rozmezi (%/5ale typicka hodnota je
20-25 % [7]. U Skrob z karemx a hliz byva molekulova hmotnosétsi nez u Skrob ze

semen [8].

Kyselou hydrolyzou se &ii amylosa na glukosu.aBobenim amylolytickych
enzymi amylas se amylosaépi tak, Ze se z ni neustale aghtii maltosové jednotky.
Molekulova vaha amylosyipom stale klesa a vznikaji nizkomolekularni dextri2].
Dextriny jsou ve vod rozpustné, bilé az slamazloutlé barvy a jsou opticky aktivni.
Analyticky se prokazuji fidanim roztoku jodu za tvorby Bdocerveného az fialového
zbarveni. Dextriny vznikaji také z@thdnim Skrobu na teplotu asi 160 °C (ha@i peceni
chleba). Jedna se o prazené dextriny, které mattenzivrejSim zalievem karamelizovat
a tmavnout. Dextriny jsou nezkvasitelné kvasinkaakze astavaji obsazeny naps pive,
kde vznikly @i vyrobé neldplnou enzymatickou hydrolyzou Skrobu. S klesaji

molekulovou vahou dextrinu klesa i schopnostitdmarevné komplexy s jodem [9].

Amylosa se ve vatrozpousti n&iry, malo viskézni roztok, z&avem nemazovati
[10]. Pocase se z roztdkvylucuje nasledkem retrogradace. S roztokem jodu v jodil

amylosa barvi mae [8].

Amylopektin je nerozpustny ve vedv teplé vod pouze bobtna. Jodem se barvi
fialové. Neni tvden pouze Pmymi fetzci glukosovych jednotek pojenyah (1,4) -
glykosidovou vazbou (polymer maltosy), ale mé &rddovétveni (stavebni jednotkou je
isomaltosa) s glykosidovymi vazbami (1,6) a to pblizné po kazdych dvaceti

az mtadvaceti glukosovych zbytcich (Obr. 2). Vyjitmeé se také mohou vyskytnout vazby
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a (1,3), kde stavebni jednotkou je laminaribiosas#@biuje také malé mnozstvi esterov
vazané kyseliny fosfoteé (asi 0,17 % #0s) [11].

CH C'}

H ,-l
—|< }L —[<, ,\4 amylopektin

L,H L:-H H CH 5—2 aI LL|21]’| CH-;LP
H H -| H
4
—FJ— ;1 = '-:.‘H

Obr. 2 Schématické znazeém amylopektinu [11]

Relativni molekulovd hmotnost amylopektinu jadow vySSi nez relativni
molekulovda hmotnost amylosy [1]. Kompletni molektdohmotnost amylopektinu méa
priblizn¢ 2 mil. glukosovych jednotek a tim sefaauje mezi neptSi makromolekuly
v prirodk [12]. Nejakceptova¥)Si model amylopektinu je ,cluster* model [13]. $ai
hydrolyzy amylopektinu zavisi na druhu pouzityclzyeni amylas. Hydrolyzou vznikaji

nizkomolekularni dextriny, maltosa a isomaltosa [2]

Pomér amylosy a amylopektinu ve Skrobu zavisi na ros8im fivodu, gicemz
vétSina Skrobu obsahuje podstatmice amylopektinu nez amylosy. Bramborovy Skrob
obsahuje 18-21 % amylosy, Skrokkiterych odéd kukuice miZze obsahovat pouze
amylopektin. Také byly vySlectny jiz odmidy kukuice s obsahem 80 % amylosy, réxn

tak rekteré odfidy hrachu obsahujitpvazi linearni amylosu [5].

1.2 Fyzikdlni vlastnosti Skrobu

Skrob je jemny, sypky pradek, bez mechanickycfistat, neutralni ¥né a chuti, je
silné¢ hygroskopicky a ve studené voderozpustny. Barva bramborového Skrobu je bila,
u pSeniného bila se slabym odstinem do Seda a uikirkho bila s odstinem do Zluta [5].
Je-li suchy, da se velmi di#b skladovat. Ve vlhkém stavu podléha snadno zkBod.
mikroskopem se jevi Skrobova zrna nebo jejich shluklmi zZetelrg, pricemz pro
jednotlivé druhy Skrobu jsou charakteristickd ngggich velikost, ale také tvar a @gob
vrstveni [14]. Jednotliva Skrobova zrna se jevojaférokrystaly, vznikajici apozici novych

vrstev, jeZ se ukladaji kolem jadra, ursigtho ve sedu nebo excentricky. Jadraige byt
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jedno, d¥ nebo niize byt jader vice. Podle jejich gia se pak rozeznavaji zrna jednoducha
a slozeng [15].

Bramborovy Skrobma zrna ovalného, «#iého az lasturnatého tvaru s deb
zietelnym ryhovanim a s excentricky undigtm jddrem. Mrna hmotnost bramborového
Skrobu je 1,648Cim jsou zrna ¥tsi, tim jsou&zsi a tim rychleji sedimentuji (Obr. 3) [14].

Velikost zrna se pohybuje mezi 10-3®.

Obr. 3 Bramborovy Skrob [16]

Kukuii¢cny Skrobje hranaty, s ot odstignym jadrem, bez ietelného vrstveni.

Velikost zrn se n€pstji pohybuje v rozmezi 7-50m (Obr. 4) [15].

B0

OC@@

Obr. 4 Kukuicny &krob [16]

PSentny Skrob je cockovitého az kulatého tvaru s centralnim, #hgmatrnym

vrstvenim. PSetiné zrno obsahuje 58—-70 % Skrobu (v zavislosti addyd uloZzeného ve

vnitini ¢asti endospermu v pod®bskrobovych zrn, které jsou &umensi (A-typ)

s velikosti 2—1@um, anebo $tSi (B-typ) o velikosti 10-3@im (Obr. 5) [17].

20)
O

By
3
B,

Obr. 5 PSeniny Skrob [16]

Skroby gijmou za normalnich podminek z atmosféry asi 12%14ody. Studena

voda mize proniknout do amorfnictiasti Skrobového zrna, aniz by se poruSily micely.
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Timto zpisobem ndZe Skrob nabrat az 30 % vody bezeimynvelikosti a tvaruasteek.
Jestlize stoupa teplota suspenze Skrobovych zwodke charakter zrn se zpatku nergni.
Az pii teplog€, kdy molekuly nabudou dostéteu energii k tomu, aby sergusSily
vodikoveé vazby, nastava bobtnani. Teplotan¥ zrna z#éinaji bobtnat, tzv. Zelatinizai
teplota, zavisi na druhu Skrobu; u Skrobu Kudneho se pohybuje od 62-70 °C,
u ryzového od 68-78 °C, pSéného od 60-64 °C, zitného od 57-70 °C, bramborowgho
58-66 °C. Bhem bobtnani Skrobové zrno postappiijima velké mnozstvi vody {p
70 °C maximéla az 25nasobek hmotnosti Skrobu), ktera pronikd dwstpru mezi

polysacharidickymietézci Skrobu. Tim se narusi ugpadana struktura zrna [8].

Jestlize bobtnani postoupilo tak daleko, Zze sewartzi molekulami Skrobu zcela
rozrusily, vznikne tekuty Skrobovy maz. Maz jeStniZze obsahovat zrna, ovSem
mnohonasobh zwtSena [8]. Teprve ip teplotadch kolem bodu varu, zvIlaspii trepani
nebo intenzivnim michani, se zrna porusi a jejizbab se vylije do prasdi [14]. Vytvai
se Skrobovy roztok, tzv. maz, ¥mZ molekuly vol@ rotuji. Tim roste viskozita, zvIast

pii vySSich koncentracich [8].

Pri ochlazeni Skrobového roztoku viskozita &ma stoupa. Timto zjpsobem
vznikne gel. Struktura gelu se postapneni tim, Ze se vytvi@ji dalSi vodikové iistky.
Sit’ fetzch polysacharidu se tak stava hustSi, a proto &ytlast vody, gvodre v gelu
zachycené. Tento jev se obeécnazyva syneréze, u Skrobovych tgealetrogradace.
Retrogradace p@kud sniZuje stravitelnost Skrobu. Rychlost retrdge zavisi na tepkgt
nej\tsi je i teplotach kolem 0 °C, zvlaSiprokzhne-li rekolik cykla tuhnuti tani vody
vazané v gelu. Retrogradece se zéla#iznivé projevuje na konzistenci chleba a&pa
pii skladovani, kde se jitpdchazi specialnimitigadami. HE teplotach kolem 60-70 °C
retrogradce nenastavarii Rahiati retrogradovaného gelu sévpdni konzistence #mi.
Reverze vznikne ovSem jen tehdy, jestlizéhdm retrogradace nedoSlo ke ztratam

vylouc¢ené vody, naip odpaenim [8].

Zatriva-li se tedy Skrob s vodou, dochazi el k bobtnani a pak k mazowat,
pificemZ se objem 2%¥Suje az 120krat. Velkd Skrobova zrna bobtnaji aawati rychleji
nez zrna mala. Analyticky se Skrob dokazuje pomogzioku jédu v jodidu draselném

znadmym modrym zbarvenim, které gamim mizi, avSak po ochlazeni se znovu vraci [14].
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1.3 Druhy Skrobi

V Ceské republice se vyuzivégaevsim $krob bramborovy, pSamy a kukudicny.
V teplejSich oblastechiC{na, Japonsko apod.) se vyrabi Skrob hlaxmyze. V tropickém

a subtropickém pasmu se pouZzivaji jako surovinyrki¥ Skrobu maniok, batatydrok.

Praimyslové vyuZziti Skrobu je tezné. Pouziva se hla¥n v potravindstvi,
lihovarnictvi, v textilnim piimyslu, @i vyrobé kosmetiky, cyklodextrit, maltodextrir,
glukosovych a fruktosovych siripa krystalického cukru [18]. Kro#én klasického
pramyslového vyuziti se Skrob s @ghem zdina prosazovat i v nejmodeéjfich
technologiich satasnosti. V medicihjako alternativa kapslifppodavani léiv, na vyrobu
specialnich ,plastickych materiél apod., gicemz mnohé technologie vyuzZivajici tento

biopolymer jsou v stadiu vyvoje [19, 20].
1.3.1 Bramborovy Skrob

Z celkové produkce Skrobu se u nas vyrabi asi obvambor. Ale i tato minimalni
produkce bramborového Skrobu je nepostradatelnagast ¢eského Skrobarenského

pramyslu.

V zemich EU je vyroba bramborového Skrobu kvotovétiibyla v hospodéakém
roce 2008/2009fid¢lena narodni kvéta v celkové vysi 33 660 tun brarobého Skrobu.

PSentny Skrob kvotovan neni.

Brambory pro vyrobu Skrobu jsou Geské republice gstovany na bezmala 5 tis.
hektarech, fevazg v krajich Vysdéina, v Jihgéeském a Moravskoslezském kraji.

V ostatnich krajich jegstovani spiSe okrajovou zalezitosti.

NejvétSim zpracovatelskym zavodem s celkovou vyrobniakdapu 30 tisic tun
bramborového Skrobu je Lyckeby Amylex, a.s. Hdia#ce. Druhy nej¥tSi zavod jsou

Skrobarny Peliimov, a.s. s polovni vyrobni kapacitou [21].

Bramborovy Skrob je ifrodni polysacharid izolovany z brambor. Jeitroz 80 %
sacharidy, zbytek zaujimaji bilkoviny a tuky. Debznam je fedevSim pod nazvem
solamyl a v doméacnostech se vyuziva pfgpravu mownika, dorti a drobného pgva.
Pouziva se také k zahio¥ani jidel. Toho zejména vyuzivaji lidé trpici iakii.

Bramborovy Skrob totiz na rozdil od mouky neobsaHapek. Bramborovy Skrob je také
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mozné vyuZit ik nepotravitgkym (elim, zejména se ho vyuziva v papirenském

pramyslu, textilnim piimyslu, @i vyrobé lepidel, ve stavebnictvi a;.

Podstatnowéast susiny brambor tvioSkrob. Z hlediska energetického u brambor
piedstavuje 15% obsah Skrobu 255 kJ, tj. 87 % celkmemergetického obsahu susiny 293
kJ. Je tedy hlavnim rostlinnym zasobnim polysadeani, ktery se uklada ve fo#nzrn
v amyloplastech a chloroplastech, kde probiha jgbeyntéza. Zabudovani sacharosy do

Skroburadou reakci je uveden na Obr. 6.

(sucrose syntltase)
Sucrose > UDP glucose [+ fructose]
+UDF
+ pyrophosphate
(pyrophosphorylage
(pyrophosphorylage
[Pyrophosphate +] ADP glucose < tATP Glucose phosphate| [+ UDP]

(starch synthetage

Starch

Obr. 6 Biosyntéza Skrobu [22]

Jednim z prekurzérSkrobu je adenozindifosfatglukosa, jejiz tvorbglukosa-1-
fosfatu a ATP je katalyzovana enzymem ADP-glukosafogforylasou (AGPasou).
Diiv¢jSi studie potvrdily, Ze ADP-glukosa je vyhradnimekurzorem biosyntézy Skrobu,
neba@ mutanty se snizenou hladinou AGPasy izolované kuikece obsahovaly

v endospermu obilek vyrazmizSi obsah Skrobu [23].

Cim krat$i je obdobi vystavby prodirich orgaf rostliny a zasobnich pletiv pro
ukladani Skrobu &m delSi je obdobi, ve kterém sdie tvdit a ukladat Skrob, tim vyssi
bude obsah Skrobu v hlizach. Proto vSechny faktktigre gizniveé ovliviwuji optimalni

pomer rastu rostliny a tvorby zdsobniho Skrobu, rozhodugkoobnatosti a jsouriginou
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jejiho kolisani. Mezi hlavni faktory patzejména odrdové charakteristiky, fibéh paiasi,

druh pidy, stav vyZivy a agrotechnika [24].

Vyroba bramborového Skrobu

Mezi brambory, které jsou vhodné pro produkci Skropati odridy jak rané,

polorang, tak i polopozdni az pozdni.

Vyroba bramborového Skrobu gfped v izolaci Skrobovych zrn od ostatnich latek
obsazenych v bramborové hlizegj® se tak v principu mechanickym tgobem, tj.
vypiranim Skrobu z otéenych bugk a jeho dalSingiSténim za pouZiti znaého mnozZstvi
vody [15]. Ma-li byt @i vyrob¢ bramborového Skrobu docileno dobrych technologicky
i ekonomickych vysledk musi mit brambory nalezité odpovidajici viastnostlizy
brambor maji bytisté, zdravé, ddle vyzralé, sedni velikosti a obsah Skrobu ma byt
nejmért 15 % [4].

Brambory nakoupené od zeédélca se skladuji bdi v krytém zaseSeném skladu
nebo na volné ploSe.i€d zpracovanim je nutné brambory zbavit veSkeryaistot.
Ktomuto &elu slouzi z&zeni pro prani brambor tzv. gka. Odtud jsou brambory
davkovany do struhdku, kde jsou rozdrceny na jemttenku. Rozstrouhanim dojde
k uvolréni Skrobu z hlizy. Tato kaSe jéerpana na vygace vlakniny, které oddi
bramborovou vldkninu, tzv. zdrtky, které slouzigakrmivo. Ziskané surové Skrobové
mléko, které obsahuje také hlizovaiagu, je daleterpano do bloku hydrocyklén které
zajisti odaleni wtSiny této hlizové tiavy. Zbytek plodové vody je odign na pasovych
vakuovych filtrech. Surové Skrobové mléko zbavetligohé $avy je dale rafinovano, je
¢iSttno od nezédoucich #istot, zbytki vidkniny a pisku pomoci hydrocyklonfiltraci
pies sito nebo pomoci odsdivych sit. Rafinované sSkrobové miékocgrpano do nadrze
pied suSenim [25]. Rafinované Skrobové mléko je nejpfast&éné odvodrno na
rotanich vakuovych filtrech. Takto ziskanyfeplsuSeny Skrob je potom dosuSovan
prostednictvim horkého vzduchu o tepid30-160 °C v pneumatické suSce na obchodni
susinu minimala 80 %. UsuSeny Skrob je chlazen na teplotu 25-35SW@hy Skrob
vychazejici ze susarny neni festtakovée fornd, aby mohl byt pytlovan a expedovan.
Ve skrobové motce jsou drobné hrudky, které se fivar susars, dale i jisty podil
Skrobové krupice. Suchy Skrob musi byt proto vyséWdysaty Skrob se pytluje do

papirovych pyil [4]. Pfiklad ziskavani bramborového Skrobu je znaaoma Obr. 7.
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brambory
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odstredivka W} zahusténi ¥
v krmivo
vypirate — zdrtkolis
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v
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Obr. 7Schéma vyroby bramborového Skrobu [26]
1.3.2 PSentny Skrob

Vyroba p3eriného Skrobu ma v Evrég na GzemiCeské republiky mnohem delsi
tradici, nez vyroba bramborového Skrobu. Jestlizarmborovy Skrob se v Evrépryrakel
od 18. stoleti, pak pSamy se vyrabl jiz o n¢kolik stoleti dive. Z hlediska vyroby Skrobu
jsou Skrobnaté suroviny srovnatelné. AvSak nejvyki@d je technologie zpracovani
pSenice, neltbvedle Skrobu se ziska ps&my lepek, coz je bilkovina velmi bohata pro
potravindsky piimysl (pouziva se napk posileni lepku slabych mouk, mouk pro vyrobu
téstovin apod.). Déle je také mozné pouzit lepeknepgotravingskym Eelim, jako je

nag. krmivo pro krevety, produkce Samgoapod. [4].

Vyroba pSeniného Skrobu

Vyrobni proces z#na zadlanim jednomleté mouky s vodou é&sto, které se po
odleZeni (30 minut) vypira v bubnovych gkach. Zde se za vydatného st vodou
vypere Skrob, ktery prochazi sitem, kdezto lepglkuten se sbaluje a po opérit pratky se
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dale zpracovava. Surové Skrobové mléko se vededh&ovate. Velkozrnny Skrob se
rozmicha s vodou ar@erpa na rafingni odlwovas, odkud se po Wisténi a gredsuSeni na
vakuovém filtru dopravuje do susarny. UsuSeny Skiol pudr (86 % susiny) se proséva,
pytluje, vazi a expeduje. Jadrovy, malozrnny Sksetnejekonondigji zpracovava na lih
nebo se pouziva na krmeni. Pgagilepek se vede na ultrarotor, kde se ziska svitahni
lepek, ktery se dale vyséva, pytluje a expedujetotHovyrobek se pouziva v masném
a pekarenskem pmyslu [15]. Riklad ziskavani pSeiného Skrobu je znazafn na Obr. 8.
p3enitna mouka

¥
voda —» kontinualni hnétaé

) "' surove skrobove mleko
voda —» vypiraci stanice

rotacni sito — otruby
mokry v
lepek Iaiér*— NaOH
rafinaéni odstredivky
v ¥
ultrarotor  vakuovy rotadni filtr
v v
vysévani  pneumaticka susama
v
baleni vysévani A
v v Zzemni usazovaci nadrz
vitalni lepek baleni v
v vihky B-$krob

suchy A-skrob

Obr. 8Schéma vyroby pSeniého Skrobu [26]

1.3.3 Kuku ¥iény Skrob

Kukuiice je u nads nejvyznanyj$i jednoletou picninou. Asi 90 % kukce je
péstovana na silaz, ktera v s@asnosti pedstavuje hlavni energetickou slozku objemnych
krmiv pro skot. Zbylych 10 % tud kukufice na zrno. Kukiicné zrno se vyuziva
v potravindstvi, pro krmeni hospo#gkych zvfat a pro pimyslové zpracovani. Pro
vyZivu lidi se vyrabi kukiichd mouka a krupice, ktera se vyuzivaimapo vyrobu corn-
flakes. Z kukd@i¢ného zrna se vyrabi alkohol, Skrob, invertni cukz Kickia se ziskava

kukuti¢ny olej [27].
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Vyroba kukdiéného Skrobu

Vyhodou kukifice je, podob# jako u pSenice, dobra skladovatelnost, vysoky lobsa
Skrobu, dobré vlastnosti kuktiného Skrobu i hodnotné vedlejSi produkty. Kiike se dli
na rekolik botanickych poddruly z nichz vyznam pro Skrobarenstvi nmiégevsim kasky

zub, gi¢emz lokalita ma vyznamny vliv na chemické slozeni.

viN s

je kysely, teply, uzaweny postup M&eni kukdi¢cného zrna se provadi v kadich
zarazenych do baterie protiproudymigpbem. Na m#ni se pouziva slaby roztok$0;
(0,15-0,20 %), ktera ipruSuje Zivotni procesy a je dobrym antiseptickymidlem.
Teplota vody je 48-50 °C a doba ¢eai je odvisla od suroviny (typ keky zub 32-36 h,
jiné variety 48-50 h). Koncentrace kyselini@ié bchem méeni klesa, po 24 h se snizi
na 0,01 %, coz aktivuje bakterie hé&ho kvaseni, které séimiveé uplatiuji. Déle se
provadi hrubé mleti, které jeil@zité pro odseparovani &kt a provadi se nadvakrat pro
dokonalé oddeni klicka. Separace se provadi v agslivkach nebo hydrocyklonechtiP
prvnim mleti se zisk& 75-85 % ddi, pii druhém 15-20 %. Odseparovanéckyi se
promyvaji, aby se odstranil volny Skrob. ¥k klicka ¢ini 6,5-7,5 % suSiny kukice

a zpracovavaji se na jedly olej a pokrutiny. Nasjegemné mleti drti, které se provadi na
kamennych mlynech nebo milecichrizanich s iderovym principem. Cilem je dokonalé
uvolnéni Skrobu zZastic endospermu. Po jemném mleti se ziska Skroibé&é. Oddleni
volného Skrobu od vlakniny se provadi na sitecliprae s otvory 0,6-0,8 mm (hruba
vlaknina), pak 165-143im (jemna vlaknina) a nakonec se provadi rafinacesitech
99-87um. Poté se rozti Skrob a bilkoviny ze suspenze po rafinaci nacsit K oddleni

se dnes pouzivaji odstivé rychlozné separatory s tadivymi viozkami. Skrobové
mléko se dale promyva pro odstéan rozpustnych latek a pak zakiug na vakuovych
filtrech. SuSeni zahuStého Skrobu se provadi v pneumatickych suSarnad,sk Skrob
suSi v proudu horkého vzduchu po dohikatika vtdin, takZe je mozné pouzit vzduch

s teplotou az 170 °C. SuSi se na 86 % susiny.

Mezi vedlejSi produkty kukiicného Skrobu péit

* kukuicny extrakt ktery se zahu$ije na odparce na 50% susSinu, tzv. corn steep
a pouziva se jako slozka zivnychdppii riznych mikrobiologickych vyrobach,

nebo jako slozka krmiva,
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o klicky, které se vyuzivaji na vyrobu kukéného oleje,

e vlaknina (hruba a jemnd), kterd se pouziva na vyrobu suchyathiicnych

krmiv nebo pimo na krmeni v {vodnim stavu,
e kukuicny gluten(bilkovina) spolu s vlakninou.

Pri vyrob¢ kukuiicného Skrobu lze pouzit talgichy alkalicky zpisob. Princip
vyroby sp@iva v rozdrceni kukiice za sucha, natise mgsobi slabou alkalii, jtemz se
bilkovina rozpusti a odti na odstedivce. Alkalicka rozpustna frakce se pak zneuugi
az do kyselé reakce&imz se bilkovina znovu vysrdzi a @tid[5]. Proces ziskavani

kukuticného Skrobu je znazafn na Obr. 9.

kukurice

v vyluh
maceci tanky—» zahusténi—» comsteep

v
odklickovaci drii
v  Klicky _ _
separace klitki—————» zpracovani klicku
v

jemnée mieti olej pokrutiny
¥ vidknin

vypirani 40)' kukufitné mlato
v

rafinace —» gluten
v

predsuseni, suseni

v
skrob

Obr. 9 Schéma vyroby kukiného Skrobu [26]
1.4 Ostatni ménrgé vyznamné druhy Skrobnatych plodin

Hlavni plodiny poskytujici Skrob jsou kukoe, brambory, p3enice a tritikale. Skrob
Z jeémene, ovsa, hrachdiroku nebococky neni dosud ve&Si mie vyuzivan. Jako dalSi

suroviny k vyrolg Skrobu se pouZivaji maniok a batéty.
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1.4.1 Cirok

Cirok pochéazi z Afriky. Postugnse rozdil do teplych a suchych oblasti v3ech
kontinenti. Ciroky jsou v celositovém nefitku v prvni desitce gstovanych obilnin. Mezi
vyznamné tradni pstiteleciroku pati Indie, kde se také intenzigpracuje na Slectni.
Vysokou produkci se vyzutaji Spojené staty americké, kde dociluji nejvysSich
hektarovych vynas (vice nez 4 t.HY. Z afrického kontinentu je nejtsim producentem

Nigérie. V Evrog secirok péstuje gredevsim ve Francii a v Italii [28].

Cirok, stejré jako kukuice jednoleta, je teplomilna rostlina debsnasejici sucho.
Vyzaduje ptimérné denni teploty okolo 16 °C. Nizké teploty vyw@a Zloutnuti list
a zhorSuji opyleni kiti. U nas Ize protogstovat pouze oddy s kratkou vegetai dobou,
kterd musi prokhnout v nejteplejSim obdobi roku. Na kvalitidy neméacirok zadné

zvlastni poZzadavky. Je vSaklba se vyvarovat chladnych a vihkych stanofa].

Cirok obecny méa vysoky energeticky potencial (varfdmpolysacharid) a obsah
bilkovin. Je sotésti krmnych s@si pro prasata, tlbeZz a skot a také pro mald domaci
zvirata. Ridava se i do potravin, jako je rraghleba, energetickédinky a snacky. Krmna
hodnotaciroku odpovida kuktici s malym rozdilemCirok obsahuje ménoleje, zato vice
bilkovin a még lysinu a zadny karoten. ddteré odéidy jsou bohaté na antioxidanty.
Kromé toho ¢irok neobsahuje lepek [30{irok méa také mnoho vyuZiti v pmyslu, jako
nag. pii vyrob¢ sknovych desek, etanolu a koprodiukki vyrob¢ ethanolu a lihovarského

Zrna.

Z nutriéniho hlediska je zrnowirok slozen z 11,3 % proteira 3,3 % tukuCirok
potravinového typu ma vysoky obsah nerozpustnénitgks relative malym mnozstvim
rozpustné viakniny. Protein a Skrob v zrnovéimoku je pomaleji rozkladan nez jiné
obiloviny [30].

1.4.2 Maniok

Maniok pati k hlavnim tropickym zewgdélskym plodinam. Pochazi sice z Jizni
Ameriky, ale pro kéeny plné Skrobu septuje po celém €. Tvoii zaklad obzivy mnoha
lidi napriklad v Brazilii, Thajsku, Nigérii, Zairu nebo Indésii. V Africe zavisi existeme

na sklizni manioku 250 milian lidi, coz gedstavuje asi 40 % obyvatetetného
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kontinentu”. Na celém s& se maniok vyznamnpodili na obzig 600 milioni lidi.

Z jediného hektaru mohou rolnici sklidit az 90 kafteni s vysokym obsahem Skrobu.

Maniok je odolna plodina schopnast v fiznych podminkéach, fizpasobiva
raznym drulim pid a Urodnosti fid. Jecast&né vyznamna diky schopnosti vynosu na
padach s extrémnnizkou GrodnostiCasto se gstuje tam, kde se jinym plodinam néda
Péstovani manioku je relati¢njednoduché, je nutna pouze velmi maidprava [mdy
a jednoducha vysadbova technika pouhého sazeriusttsnpidy. AvSak v dob sklizre je
naranost co se te pracovni sily, kédi dobyvani hluboko zapudtych kdaeni z pady.
Doba Kistu obvykle paebnéa k dozrani je 6-10asiai [31, 32] (Obr. 10).

Obr. 10 Maniok [33]

Kofeny manioku jsou energeticky bohatékali jsou chudé na bilkoviny, ale
obsahuji hlava Skrob a gkteré rozpustné sacharidy. Odhaduje se, Ze vice6(aRo
vypéstovaného manioku je zkonzumovano lidmi a kolenmgetetiny je zkrmeno zvaty,
zatimco zbytek je zpracovan do vedlejSich vyfoaniok mize byt zpracovan jakgari
(z&padni Afrika) fufu(Ghana), chikwangudstredni Afrika), mouka na chléb apod. [34].

Hlizy obsahuji vysoce toxicky kyanid, ktery se odidva véenim.Cerstvé kaeny
obsahuji 0 2/3 ménskrobu nez ryze a o 1/2 memez chléb. Také nutmi hodnota
manioku je nevyvazena a jejich dlouhodoba konzunmmisobuje nedostatek bilkovin
[34].

UzZitim raznych vyrobnich postup pro zpracovani manioku jsou ziskavany
pramyslové vyrobky jako Skrob, klih, maniokové pivoaniokovy alkohol a maniokovy

ocet.

Skrob je ziskavan po oloupani, umyti a naslednéstroizhani keeni. Ze vzniklé

vlaknité hmoty je pak cezenim ziskadvan Skrob, kiseydalecisti usazovanim nebo
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odstednim, nakonec je usu$en a mlet na jemny prasek. bSk® pouziva ip
vyrobs textilu, potravin jako je chléb aipsyrobs fruktosového sirupu. Skrob z manioku je
surovinou pro dextriny uzivanéfipvyrob¢ kliha. Mouka z manioku se pouZziva jako
doplrek v pivovarnictvi. Po alkoholovém kvaSeni maniokel sr&j destiluje alkohol.
Pridanim bakterii octového kvaSemicetobacteispp.) po pedesSlém zakvasSeni uemeho

manioku ryZzovymi kvasnicemi a enzymu celulasa sk&ia maniokovy ocet [34].

1.4.3 Bataty

Jedna se o kenové hlizy Povijnice jedldgomoea batatgds z ¢eledi svl&covitych.
Batéaty, zvané také sladké brambory, nejsou botsipiibuzné pravym bramboram, i kdyz
oboje jsou pvodem ze Sedni Ameriky. Bataty dorazily do Evropyide nez brambory
a byly ve své daobvysoce ceény. Diky vysokému obsahu Skrobu se&kterych oblastech
swta staly bataty jednou z néjezitejSich potravin mistniho obyvatelstva, domécich
zvirat, ale icetnych polnich Skdci. Obsahuji 6 % sachafid asi 20 % Skrobu, 2 %

bilkovin a 9 % pektifi [35, 36].

Po celém sité se @stuji stovky oditd sladkych brambor. Rozldiji se do &i skupin
a to na suché a méng, nékké a lojovité a dale na krmné s hrubou struktuBilé a s¥tlé
typy jsou modné s kaStanavkaramelovou chuti, zatimco Zluté a oranZzovéaidylijsou
sladké, vodnaté. Bataty obsahuji zhruba o polovica kalorii a vitaminu C nez klasické
brambory (Obr. 11) [37].

Obr. 11 Bataty [38]

Péstovani sladkych brambor vyZaduje dlowegeténi obdobi bez mrdiz aby s
kofenové hlizy dote vyvinuly. Rivodem pochazeji bataty z Jizni a Centralni Ame
Komerkné¢ se bataty v Americe &tuji predevSim v Severni Karolf a Lousias.

V tropickych a subtropickych oblastech tvbataty vydatny zdroj Zivin.
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1.4.4 Tritikale

Tritikale — Zitovec(TriticosecaleWittm) je unele vytvoreny mezidruhovy KZenec
pSenice seté a Zita setého, kdeqani matéskou rostlinou je pSenice a otcovskou Z
Rodové oznéeni Triticosecaleje slozeninou latinského ozteni pSeniceTriticum) a Zita
(Secal¢. U néas je wouwasné dob registrovano 5 odd ozimého tritikale (Presto, Disk
Sekundo, Kolor, Modus)Budoucnost této plodiny je velmi slibna, protoze \jic
piizpisobiva a rezistentniu¢i chorobam, suchu a pestidi, oproti jejm rodicovskym
druhaim [39, 40].

Zrno tritikale ma& napadn velkou obilku, un¢kterych odéd se svragtym
povrchem. Potravirtgké vyuziti tritikale je pedevSim pro vyrobu mouky na chléb, jel
receptura se ale musi upravovat vzhledetanku, Ze tritikale nema stejny obsah lepku |
pSenice. Stale nedocsmou vlastnosti tritikale je vysoka krmié@dnota jeho zrna, ktera
dana vyssSim obsahem bilkovin &izmivou skladbou aminokyselin,igdevsim vySSir
obsahem lysinu. Jak vyplg z tuzemskych i zahramich (daj, ve srovnan

s pSenici ma aZz dvojnasobny podil rozpustnych bitkgych frakci [39, 40].

1.4.5 Andské plodiny
Andské plodiny obsahuji zejména tytéeledi: Asteraceae, Basellace:
Brassicaceae, Leguminosae, Nyctaginaceaeali@aceae, Solanaceae, Tropaeolace

Umbeliferae

Konzumaci andskych plodin by se mohla riiz§ialeta plodin typu jak&olanum
sp. Andské plodiny iedstavuji nevyuzitelné zdroje Skrobu, aminokysedinostatnicl
nutricnich faktoti a déle i pirodnich pesticid (viz. Tab. 1).Andské plodiny jsou tak
cereny pro vznamny zdroj antimikrobialnich protéira sekundarnich metabadlitDalSim
kladem ¥chto plodin je velka adaptabilit&ggtovani mimo fivodni Uzemi. Naip plodina
Oxalis tuberosge jiz péstovana na uzemi Australie, Nového Zélandusauwtasné dob je

piestavovéana také v Evrep Australii [41, 42, 43].
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Tab. 1. Nutréni hodnoty andskych plodin (ppm v sd¥id4]
Nutri¢ni Mashua Oca Ulluco Brambory
parametr
K. askorbova 670-4800 370-2284 230-1750 170-990
Vapnik 70-500 40-247 30-365 34-2550
Sacharidy 59-786 138-852 118-912 171-862
Tuk 2-43 6-37 2-15 1-9
Vlaknina 6-57 5-49 3-44 3-27
Zelezo 2-85 8-49 7-58 5-128
Fosfor 13-115 340-2099 340-2775 320-4200
Protein 220-3000 7-62 10-73 10-127
Kcal — 630-3890 500-3725 780-3755

Oca (Oxalis tuberosa, Oxalidaceae)

Po bramborach pat oca k nejznagjSim drulim andskych plodin (Obr. 12).
Velikost hliz se pohybuje od 7-11 cm. Barva slupky je bila, zelenaazova,cervena,
fialovA nebocerna [45]. Tato rostlina je velmi ro¥8ha a je gstovana na Uzemi
s nadmeskou vyskou od 2800 — 4000 m a se srazkami v roz®é&2—2500 mm. Roste
v chladrgjSich podminkéach (pod 5 °C), vig s pH 5,3-7,8. Oca jegptovana ve vysSich
mistech a zejména na Uzemi Ekvadoru, Bolivie a,Réeutaké byla nalezena v oblastech
Chile, Argentiny, Columbie a Venezuely. V s¢agné dob je rozSiovana i na Uzemi
Nového Zélandu, Australie, Mexika, Francie a VeRatanie [43]. Obsah sachatfid

vapniku, Zeleza, tukje zavisly zejména na adic.

Obr. 12 Oxalis tuberosa [46]
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Ulluco (Ullucus tuberosus, Basellaceqe

Tato plodina dosahuje menSich raztna vytv&i sukulentni listy (Obr. 13). Hlizy
byvaji tenké, podlouhlé nebo zakulacené s tenkopksiu a maji nenapadné&ka. Barva
hliz byva bila, #iZzova, oranzova, purpurové cervena. Plodiny konzumuji zejména
obyvatelé Peru a jejich uroda se pohybovala v okolo 89 t.HA[47]. Hlizy jsou
velmi dobrym zdrojem bilkovin, sachaiica vitaminu C [48]. ProtoZe hlizy podléhaji
rychlé zkaze, obyvatelé je suSi nebo zmrazuji. @ enddukt nazyvan lingli nebo chufio se
dale mele a poté jeriddvan do mouky. Hlizy této plodiny jsou dale uxiydachotnymi
Zenami pro zklidani bolesti Bhem thotenstvi a P bolestech ticha u novorozenc

Nicmére tyto (inky nebyly ¥decky prokazany [43].

Obr. 13 Ullucus tuberosus [46]

Achira (Canna edulis, Cannaceae

Achira roste v mirnych az tropickych oblastech (Ql#). Rostlina dosahuje vysky
az 2,5 m a vyt oddenky dlouhé asi 60 cm. Oddenky jsou bohaté&ea na sacharidy,
z toho Skrob tvii az 80 % a glukosa a sacharosa az 14 %. Moukeoh ZkCanna edulis

je pouzivana zejména v Asii na vyrobu nudli [49].
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Obr. 14 Canna edulis [46]

Mauka (Mirabilis expansa, Nyctaginaceae

Mauka je plodina, ktera dosahuje vysky okolo 1 wytvéari jedlé a skladovatelné
plodiny (Obr. 15). Navic je celkem odoln&cév chorobam hliz. Jegstovana v oblastech
Peru, Bolivie a Ekvadoru s nadis&ou vysSkou od 2200-3500 m a teplotou vod od 4 do
29 °C. Vynos této plodiny je uvé&d okolo 20 t.h& [50]. Poprvé tuto plodinu popsal
v Sedesatych letech minulého stoletdec Julio Rea a ozdihji jako ,Zivy potravinovy

zdroj* [51].

Obr. 15 Mirabilis expansa [46]

1.5 Vyrobky ze Skrobu

Skrob jako vychozi surovina je zéakladnou rozsatigmgslové vyroby. Rozvoj
a modernizace pmyslovych od¥tvi jsou spojeny s rostoucimi naroky na nové
technologické pomocné latky nebo suroviny pro neyebky, jez vychéazeji ze Skrobu.

Skrobarensky pimysl neni schopen uspokojovat rostouci pozadavky ,jeativnimi
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Skroby“, které se vyrabi bez uprav fyzik&lchemickych vlastnosti, a proto vznikl

vyznamny obor zndmy jakojonyslova chemie Skrab[5].

1.5.1 Rozdéleni vyrobki ze Skrobu

V souwasné dob je v celos¥tovém n@fitku vyrdlEno pod fiznymi firemnimi

nazvy rekolik set ne-li tisic drut vyrobki ze Skrobu.

Vyrobky ze Skrobu jsoudkny na:

e produkty frakcionace Skrobu, tj. amylosu a amyldjpek

* modifikované Skroby, které jsou v s@sné dob nejvyznamgijsi vyrobky ze

Skrobu s nejrozmargSim uplatnim,

e substituované Skroby (derivaty Skrobu), vyrobkykafe chemickymi reakcemi
Skrobu siznymi sloweninami, jejichZ substituenty jsou pak v molekikeobu

jako nové obsazeny,

o technické dextriny, které jsouftipravené prazenim Skrdbza pFidavku

katalyzéato,

* hydrolyzaty Skrobu, cozZ jsou vyrobky ziskané hlulokaz totalni hydrolyzou
Skrobu [26].

1.5.2 Modifikované Skroby

Modifikovanymi Skroby (Obr. 16) se rozumi vyrobkye Zkrobu, které maji
zachovanu alespiojednu mivodni charakteristickou vlastnost Skrobu, a jejist@stnosti
jsou biochemickym, chemickym, fyzikalnim nebo komdyanym vlivem fzpisobeny
urcitému &elu. Modifikatni proces si klade za Ukotékterou givodni vlastnost zvyraznit
(viskozita, schopnost vazat vodu, Zzelirujici schlogpn tvorba filmu, iontovyRnna

schopnost), jinou potédt nebo vytvdit vlastnost novou [5].
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Obr. 16 Schémaeneni modifikovanych Skrab[5]

Hydrolyzované (odbourané) Skrolsg gipravuji mirnou hydrolyzou Skrobu. Maji

zvySenou rozpustnost a snizenou viskozitu mazuudipaji se na ffjpravu homogennich

past. Pikladem jsou pudinkové prasky.

Oxidované Skrobyse pouZzivaji v textiinim gmyslu jako Slichtovaci a apreéta

prostedky, v papirenstvi k povrchovému klizeni papiru.

Termicky modifikované Skrobwznikaji naruSenim vodikovych tstki mezi

Skrobovymi molekulami. Maji Siroké uplaimi v potravindském, textilnim a papirenském

pramyslu [52].

Substituované Skrobynaji v hydroxylové skupih nahrazen vodik alkylem nebo
acetylem. PouZivaji sefgrlevsSim v textilnim mmyslu, farmacii, potravingtvi. Maji

vybornou sorpni i flokulacni schopnost.

Zesitné Skrobyznikaji reakci Skrobovych makromolekul s vicefémikni ¢inidly.

Uplatiuji se zejména v potravitgtvi a farmaceutickém gpmyslu [5].
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Geneticky modifikované Skrobge ziskavaji z geneticky modifikovanych wdir

kukurice, ryze, brambor apod. Blasem nap Skrob waxy, cozZ je vysoce viskd6zni Skrob

s nizkou gelovaci schopnosti. Obsahug/azié jen molekuly amylopektinu [53].
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2 METODY STANOVENI SACHARID U

2.1 Chemické metody stanoveni sachariil

2.1.1 Titra &ni metody

Zakladni metoda je zaloZena na principu, Ze redckwaukry vyredukuji ionty
sttibrné v amoniakalnim prasdi na kovové &ibro nebo v alkalickéem prasdi
méd’natych iont na oxid itd’ny CwO. Dale Ize pro stanoveni vyuZit metod na baziCCu
nebo pebytku CG". V potravin&ské praxi se na stanoveni redukujicich gudtremickymi
metodami pouZzivaji hla¥n Bertrandova a Schoorlova titrace. Neredukujici rguje
nejprve poteba enzymaticky nebo chemickyepést na redukujici nebo je stanovit

fyzikalné-chemickymi metodami [54].

Metody zalozené na reduknich schopnostech sacharsl

Bertrandova metoda

Jedna se o stanoveni redukujicich a@uldteré vyuziva tvorby oxidu &i’ného
redukci Fehlingovdinidla (Fehling | — CuS@ Fehling Il — vinan sodnodraselny a NaOH)
a jeho naslednou ndmou manganometrickou titraci. Smichanim obou lazge vytvdi
tzv. Fehlingiv komplex. Ten se porjglanicirého vzorku za varu redukuje tarveny oxid
meéd’ny, ktery dole sedimentuje. Reakce neriegré stechiometricka, proto jettkzité
dodrzet podminky stanoveniti Pedukci vznika oxid rad’ny, prislusné cukerné kyseliny
(nag. kyselina glukonova) a regeneruje se vinan socsediny. Pebytek Fehlingova
¢inidla se odstrani dekantaci horkou vodou a zbigt§ oxid médny se rozpusti v roztoku
Fe(SOQy) v kyselirg sirové. Md’né ionty se zoxiduji na &’naté a vznikne ekvivalentni
mnoZstvi F&, které se stanovi manganometricky v &ikyselém prosedi. Spateba
KMnO,4 je umérna mnozstvi vyredukovaného £u a tim i mnozstvi redukujicich

sacharid. Spotebu je teba korigovat na slepy pokus.

Na podobném principu je zaloZena gravimetricka oet®razenina sergfiltruje
pies porcelanovy filtréni kelimek, promyje vodou, etanolem a dietyletereysusSi pi
105 °C pgresre 45 minut a zvazi. Obsah cukse uti z tabulek [55, 56].
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Schoorleho metoda

Redukujicimi sacharidy se redukuje dvojmocné&’nfrehlingovacinidla na oxid
meéd’ny. Okyselenim kyselinou sirovou se z komplexu ovoladbyténé nméd’naté ionty,
které se pak redukuji jodidovymi ionty nadmé, za vzniku elementarniho jédu. Reakci
médnych ionti s nadbyténym jodidem draselnym vznika ihnedzte rozpustny jodid
med’ny.

2 CuSOi+ 4 Kl — 2 Cul + 2 K;SOy+ |

Elementéarni jod, ktery sdipreakci uvolnil, se titruje roztokem thiosiranwsého:

2+ 2 NgS;03— 2 Nal + NaS406

Kolthoffova metoda

Pouziva se pro stanoveni aldos vedle ketos. Aldesyxiduji ve slabalkalickém
prostedi na pislusné kyseliny. Ketosy, fipadré latky s intramolekularh vazanou
aldehydickou skupinou {p sacharosa) se z&chto podminek neoxiduji. Do ¥ifeného
zakladniho roztoku culirse fida roztok jodu a NaOH. Glukosa se oxiduje na tnravé
mis€ 3 az 10 minut a nezreagovany jod se naslestanovi thiosiranem sodnym na
Skrobovy maz. Podolrse provadi i slepy pokus, kde se misto vzorkutpjpalestilovana

voda. Reakce probiha podle nasledujici rovnice:
R-COH + 1,+ 3 NaOH— R-COONa + 2 Nal + 2 HO

Stejnym principem je mozné stanovit i fruktosu eedldos s tim rozdilem, Ze se
fruktosa po oxidaci aldos stanovi jako redukujigkrc Fruktosu je mozné vypitat jako
rozdil redukujicich cukr a glukosy za fedpokladu, Ze vzorek obsahuje jen tyto dva
redukujici cukry [54, 55].

Metody zalozené na barevnych kondenzaich reakcich degrad&nich produkti

cukri
Stanoveni neutralnich cukii podle Duboise

Tato metoda je zalozena na dehydrataci tcukyselinou sirovou a nasledné
kondenzaci vzniklého furfuraléi 5-hydroxymetylfurfuralu s fenolem za vzniku bangeh

kondenzanich produki, které Ize stanovit spektrofotometricky [57].

Stanoveni redukujicich cukm mikrometodou podle Somogyiho
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Oxid medny  vyredukovany  redukujicimi cukry  se figavkem
arsenomolybdenovéhtinidla podle Nelsonaipvede na barevny komplex, jehoz zbarveni
se prondii spektrofotometricky, ip vinové délce 500 nm. Metoda je udavanaresposti
+ 0,01 mg [55].

2.1.2 Spektrofotometrické metody

Spektrofotometrické metody se vyzod hlavre jednoduchosti, ¢asovou
nenargnosti a porérné velkou citlivosti, takZze jsou vhodné pro sériovamalyzu. \étSina
Z nich je zaloZena na barevnych reakcich detriftaturalu, vznikajiciho z cukru v kyselém
prostedi (reakce s anthronem), nebo na stanoveni banexeézity nespdgebovaného
alkalického n¢d’natého roztoku [55].

Kolorimetrickd metoda stanoveni Skrobu

Pro kolorimetrické stanoveni se¢tSinou vyuziva obarveni Skrobu jodovym

roztokem. Nefimo Ize Skrob kolorimetricky stanovit po hydrolyza glukosu anthronem.
Pro kolorimetrické stanoveni Skrobu uvadi Ceresitijednoduchy postup:

* 0,5 g sucheho Skrobu se rath 45 minut v bce se zptnym chladéem se
100 ml vody a 0,5 g kyseliny salicyloveé. &nse zchladi, jla se 30 ml
roztoku NaOH aizdi vodou pesré na 1000 ml, 1 ml roztoku odpovida 0,2 mg
Skrobu. 5 ml tohoto roztoku séezli na 100 ml a ke kolometrii se vezme 50 ml.
Ke zkouSenému vzorku i k stejnému mnozstvi stamdbadroztoku se idaji
3 ml HCl a 1 ml roztoku jodu [58].

Vzniklé zbarveni se porovna vizudlnve zkumavkach nebo v Dubosqeov
kolorimetru (gipadré jiném zd&izeni se stejnym vysledkem). SzéchényeziouSela
metodu Nelsenovu, kde se Skraleyadi do roztoku kyselinou chloristou a kolorimekyi
se pondii barva jodSkrobu vzniklého figddnim roztoku KI-KIQ. Doporwiuje ji ke
stanoveni Skrobu v bramborach a v hrasku [59]. Aamih jakocinidla ke stanoveni Skrobu
pouzil krong jinych Clegg. Po hydrolyze Skrobu je vznikly cultanovovan anthronem.
Aby se eliminovaly ruSivé latky ve vzorcich, provgmhralelni srovnani se standardnim
roztokem glukosy. Autor dopotuje tuto metodu ke stanoveni Skrobu v obilovinch,

obilnich vyrobcich a krmivech [60].
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2.2 Fyzikalni metody stanoveni sacharid

2.2.1 Gravimetrickd metoda

Touto metodou je mozné stanovit Skrob po extraki@rferent vodou, pevedeni
na rozpustné formy a nasledné srazeni etanolerdeldrea se promyje, vysusi a zvazi.
Dale je mozné pomoci gravimetrie stanovit obsalilosy, kdy celulosa je odtkna od
doprovodnych latek kyselou nebo alkalickou hydrolyza nehydrolyzovatelny zbytek je
nasledg vysusSen a zvazen. Proidmé stanoveni vlakniny byla vypracovana metoda

gravimetrickd a metoda enzymogravimetricka [54].
Podstata metody

Analyt ve vzorku je srdZzenim vhodnyémidlem kvantitative preveden na malo
rozpustnou dafe definovanou slaieninu. Z jeji hmotnosti zji8hé vazenim a z jejiho
znamého stechiometrického slozeni se obsah anstlyhovi. Malo rozpustna sléenina
musi mit uéité vlastnosti, aby ji bylo mozno pro gravimetrickt@noveni pouzit:

» musi byt vyloditeln4 v¢isté forme,
* musi byt snadno Zzfiltrovateln4,
» musi mit definované chemické sloZeni,

* musi byt dostata¢ stala [54, 61].

2.2.2 Denzitometrické metody

Pro stanoveni culir se pouzivaji fyzikalni metody, denzitometrickécrami
hydrometrem a pyknometrem. Metoda je vhodna proostni obsahu cukru v sirupech
a zdanlivé susiny.

Podstata metody

Stanoveni pomoci pyknometru

Stanoveni je zaloZeno nactani specifické hmotnosti (hmotnosti objemové
jednotky vzorku) ve standardizované nadobce o de&éiném objemu ip teplog 20 °C
vztazené na specifickou hmotnost vody (1,080.p,5 °C). Specifickd hmotnost tekutin je
¢asto udavana s indexem 20/20 nebo 20/15, kteryauglotu kapaliny a vodyfpméreni.

Pri praktickeé realizaci se giéa podle vzorce:
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Mo - hmotnost suchéhodstého pyknometru — [g],

mw - hmotnost pyknometru naginého vodou — [g],

ms- hmotnost pyknometru nagného sledovanou tekutinou §m- [g],
p — hustota — [g.ci.

Stanoveni pomoci hust@n

Stanoveni pomoci hust@m je zaloZzeno na Archimedéwzakorg, podle ghozZ se
plovouci tleso pondé do kapaliny tim vicegim menSi je jeji hustota, tedy§fm vice
kapaliny musi vytléit k vyrovnani své hmotnosti. Pofemy objem dlesa je nefimo
ameérny husto kapaliny. Hmotnost kapaliny vztazena na objemgeodnotku se i jako
objem wytl&eny €lesem jednotkové hmotnosti (husténem). V kapalinach s nizsi
hustotou se hustainpondi vice nez v kapalinach s vysSi hustotou. &eni se pouzivaji
specialni hustogry, které jsou opaéeny stupnici v procentech a nazyvaji se sachargmetr

Stupnice ptizena empiricky je umi&ba v Uzkém kiku hustondru [54, 61].

2.2.3 Optické metody
Polarimetrickd metoda

Polarimetrie je opticka metoda, jejiz zakladni pipnje zaloZzen na schopnosti
n¢kterych latek stéet rovinu linears polarizovaneho zZani. Jedna sec¢tdinou o latky
organické vykazujici iitomnost asymetrického uhliku, ktery nes#yii odliSné
substituenty. Dale to mohou byt i latky anorganiska&symetrickou molekulou. Hokime
o tzv. opticky aktivnich latkach. VSeobéchze za opticky aktivni latku povaZovat

jakoukoliv latku, jejiz molekuly nelze ztotoZnijegich zrcadlovym obrazem [62].
Polarimetrické stanoveni Skrobu

Princip metody

Polarimetrické stanoveni Skrobu vyuziva jeho niddoé specifické otivosti,
ktera se pohybuje v rozmezi)p +190° az 202°, takZze touto metodou Ize stanoviaiam

mnozstvi Skrobu. Uhel oteni roviny polarizovaného &tfa zavisi na povaze analyzované
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latky, na povaze rozpoustia, na teplat a vinové délce. Specificka d@taost je
charakteristickou konstantou opticky aktivnich kateHemicelulosy, které rowi
piechazeji do roztoku se Skrobem, stanoveni neraBiy’ nsou opticky aktivni, dextriny
podobné otéivosti Skrobu Ize snadno z roztoku odstranit. Skselfevede na rozpustnou
formu pisobenim #edné kyseliny chlorovodikové za tepla. Pocetgni se rozpustny
Skrob uti polarimetricky. BZrn¢ se ngreni provadi fi vinové délce 589,3 nm a teplot
20°C [55].

Roztoky, u nichz se #&ii Uhel ot@deni, musi byt dokonaleiré, proto se
u analyzovanych vzotk provadi ¢ifeni, z nichZz nejvyuzivasi je ¢ifeni podle Carreze.
Citiciho &inku je zde dosaZeno vytienim objemné sraZeniny hexakyanoZeleznatanu

zinetnatého.

Tab. 2 Podminky hydrolyzy Skrobu pro polarimetristenoveni [16]

Metoda Cinidlo Teplota®C  Cas (min.) o™

Ewersova HCI 100 15 +182,7
0,422 % — bramborovy
1,124 % — obilny
Lintnerova- HCI 25 % 20 30 +220

Belschnerova

Refraktometricka metoda

Pro stanoveni culir v ¢&istych cukernych roztocich lze pouzit metodu
refraktometrickou. Jestlize roztok obsahuje¢smuki, pogipac€ s mensSim mnozstvim

jinych latek, radji se stanovuje refraktometricka susina [56].

Princip metody

Podstatou metody je d&feni indexu lomu. Index lomu je p@mrychlosti s¥tla
v obou fazich. Aby bylo moZzné porovnavat latky mogjich indexu lomu, voli se shodné
prostedi, ze kterého paprsek dopada. Pro index lomuyzmané latky plati Snéiv

zakon lomu:
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kdea (Ghel dopadu) 8 (Uhel lomu) jsou ahly, které svira paprsektkvs kolmici dopadu.
Z teoretického hlediska je idedlnim piestim vakuum, z praktického hlediska jelingjSi

vzduch. Index lomu zavisi na vinové délcéera i na teplat [61].

M¢éteni indexu lomu se provadi pomoci refraktorineMejbszngjSi je univerzalni
Abbeiv refraktometr. U tohoto refraktometru pasige k neieni kapka vzorku, ktera se
kapne mezi dva hranoly. Proto se aina jako suchy refraktometr. Ponorny refraktometr
je ten, ve kterém se hranol, dgnvstupuje paprsek, musi pditalo nadobky se vzorkem.
Podstatou rireni refraktometry je zjighi mezniho Uhlu lom@max.Je to maximalni mozny

Uhel lomu, kdyZ Ghel dopadu se limitpriblizi 90°[62].

2.2.4 Chromatografické metody

Objev chromatografie saha do devadesatych lett@étisa je spojovan se jménem
botanika M. C¥ta, ktery pouZzil sklegnou kolonu naplénou uhltitanem vapenatym pro
déleni a izolaci barviv z rostlinnych extra@ktNazev vznikl spojenim dvoiteckych slov —
chroma a grafo, vigkladu barva a psat. N&jakou dobu byla tato metoda zapomenuta
a znovuobjevena Martinem a Syngem v roce 1941. 2absvoji praci ziskali v roce 1952
Nobelovu cenu. V souvislosti s rozvojem chemickghiimyslu po druhé stové valce
doSlo k dalSimu rychlému vyvoji v oblasti sepsri@h metod, ktery poktaje do

souwasnosti [55, 61].

Pod nazvem chromatografické metody jsou zahrnueghuly operace, jez sfivaji
na fiznych fyzikalr-chemickych principech, tp nich dochazi k postupnému,
mnohonasobh opakovanému vytiéni rovnovaznych stéavdélenych latek mezi dsma,

popipads i vice fazemi [61, 62, 63].

Ackoliv jsou chromatografické metody ve srovnani miwémi metodami mnohem
nakladrjSi acasow naranéjsi, jejich nespornou vyhodou je nesrovnatelyssi gresnost.
Chromatografie p#ét mezi separmni metody a umaiije kvalitativni i kvantitativni
stanoveni. Vzorek je zde separovan mezi pevnouigsiarni) fazi a pohyblivou (mobilni)

fazi, ktera jej unaSi soustavou. Podlézmé afinity ke stacionarni fazi dochazi
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k opoalovani a tim také k separaci jednotlivych sloZzekrkao Na konci systému se
jednotlivé slozky identifikuji vhodnym detektoremPro kvantitativni stanoveni
polysacharid se nejastji vyuziva gelova permeai chromatografie. Polysacharidy lze
registrovat pomoci refraktometrického detektorikiRbje sledovana ifftomnost proteifi

ve vzorku, Ize pro jejich stanoveni sasgré pouzit spektrofotometricky detektor v UV

oblasti spektra [64].

Pro jednodusSiaeni skupin cuki, nagiklad pro oddleni mono- a disacharidze
pouzit chromatografii na tenké vrstyThin Layer Chromatography, TLC). V stasné
dok® je ale chromatografie na tenkych vrstvach zceldramena vysokatinnou
kapalinovou chromatografii (HPLC - High Performantéquid Chromatography).
Z dalSich sepataich metod sefirlka pouZziva plynova chromatografiégepazié z divoda
nizké tkavosti cukd [54].

Tab. 3 Srovnanifednosti HPLC a GC [16]

HPLC GC

Vhodna i pro vySe molekularni sacharidyhodna zvlast pro monosacharidy

(polysacharidy)
KratSicas analyzy ¥tSi citlivost detekce
VySSi vygZznost, lepSi spravnost Je mozZné separovap-anomery

JednodusSsiifprava vzorku —ma analyza| Nutna derivatizacéisi pracnost

Chromatografie na tenké vrstw

NejwétSi  vliv na hodnotu R sacharid méa velikost molekuly (pget
monosacharidovych jednotek) ac¢pbd uhliki v molekule. Podstatnse uplatuje take
prostorové usp@dani hydroxyl, jejich paet a charakter cyklické formy anomeru.
Sacharidy jsou velmi malo rozpustné v organickyakpoustdlech, Rjsou ¢isla vesmis
mala, je-li mobilni fazi organické rozpo&dto. Ze sorberit se pro TLC néjastji pouziva
faze na bazi temeliny nebo mikrokrystalické celulosyyipadreé silikagel, u ghoz se
doporiuje predchozi impregnace tenké vrstvy pufrem. Podle sgrbentu jeieba cukry
ve vzorku pevest na vhodné derivaty (rfapri pouziti silikagelu pevedeme cukry na

derivaty furfuralu, které nasledrkondenzuji s hydrogenftalatem anilinu). Aldopegtos
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davaji cervenohidé zbarveni, aldohexosy dd€ zbarveni s naddechem do Zluta. Ketosy
davaji nepatrné zbarveni a je nutno je detekowvsimi metodami) [57]. Jako vyvijeci
smesi jsou nejastji pouzivany smisi organickych rozpou&del a kyselin, naijklad
1-butanol : CHCOOH : HO v poneru 4 : 1 : 5, 1-butanol : pyridin : J@ v pongru

6 : 4 : 3, etylacetat : GEOOH : HO v poneru 3 : 1 : 3, etylacetat : isopropanol : voda
3: 2: 1. Obdob&lze postupovatippapirové chromatografii [55, 57].

PrestoZze TLC ma dita omezeni, je stale vhodnou metodou diky svégddahosti,
rychlosti a nizkym nakladn. Pouzivanim automatickych davkoua denzitomefr a také
novych modifikovanych metod (Optimum Performace lman Chromatography OPLC),

se reprodukovatelnost a kvalita separac&mhalepsi [65].
HPLC

V kapalinové chromatografii je mobilni fazi kapainNa rozdil od plynové
chromatografie rozhoduji o separaci slozek vzorkjem jejich interakce se stacionarni
fazi, ale velmi vyrazti pouzitd mobilni faze. 8ixem separace se analyt rélzge mezi
mobilni a stacionarni fazCas, jaky stravi v jedné nebo druhé fazi, zavisafivaté analytu
ke kazdé z nich [62].

davkovaci ventil

vysokotlake @

cerpadlo

kolona

zasobnik mobilni faze

detektor

wyhodnocovaci zafizeni

Obr. 17 Obecné schéma kapalinového chormatog@&si [
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Dé&leni kapalinové chromatografie

* Sorpéni chromatografii, kdy se separace uskétieje specifickymi interakcemi
castice s povrchem adsorbentu — ad&wirpchromatografie (Liquid-Solid
Chromatography) LSC nebo stagnujici kapalnou sté@cio fazi nanesenou na
nosti — rozdlovaci (absorgni) chromatografie  (Liquid-Liquid

Chromatography) - LLC.

* Gelova (permedni) chromatografie (GPC), kdy se separace uskéiieje na

zakladt velikosticastic a velikosti pdr gelu.

* lonexova chromatografie (lon-Exchange Chromatograpi, IEC), kdy

dochazi k separaci ianha zaklad specifickych interakci s nabitym nésim.
* Specialni chromatografie— afinitni, chiralni aj. [62].
PouZiti HPLC

Klasicka kapalinova chromatografie sévpdre pouzivala na rozdeni sngsi tam,
kde se jiné sepafai metody nemohly pouzit. Vyhody chromatografickymietod jsou
Vv jejich schopnosti roztit a kvantitativré stanovit desitky az stovky sloZzek vzorku. DalSi
piednosti je rychlost aifpsnost fi stanovovani vzorku. Vysokdéinna kapalinova
chromatografie ma taky vyznam v tom, Ze umgé separovat i termolabilni kapalné
a tuhé latky [67].

Mezi zakladni aplikace HPLC lIze izalit separaci a identifikaci latek ze &
kontrola ¢istoty prepardt nebo kontrola surovin, vyrobnich meziproduld produk.
Za zminku stoji také jeho pouzititipkontrolach Zzivotniho prostdi, dale Klinicka
a toxikologicka analyza hormémebo I€iv a v neposledniact i kontrola potravingkych
produkti [68].

Cerpadla HPLC

Nejvice se pouZivajterpadla pistova, ktera pracuji za konstantnihétofu,
v nichZz se kapalina z malé pistni komory Wtile a nasava zp pres dva zptné ventily,
Z nichz saci je spojen se zasobnikem mobilni fazgtlacny s kolonou. Vyhodougthto
cerpadel je mozZnosterpani mobilni faze bezigruSeni. Nevyhodou je vznik tlakovych

pulsi. Ty jsou zc¢asti eliminovany ziazenim tlumie pulsi nebo zéazenim ¥tSiho pd@tu
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cerpacich blok. Pistovacerpadla se dimi, ttemi hlavami se pouZzivaji v dnesni dob

nejvice [69].

Davkovaci z#izeni

Pri vysokych tlacich na vstupu se davkuje igjekstikackou, @i zastaveni pitoku
nebo bez zastavenitpoku specialnimi ventily. Dale je také mozZné dawkovzorek
pomoci automatickych davkosa Pro kapalinovou chromatografii se stale vyvijgivé
davkovae, které vice vyhovuji pozadauk vysokotlaké kapalinové chromatografie
(HPLC). Davkuji se desitky pl.

Kolony HPLC

Chromatograficka kolona je v podstdtubka nebo kapilara rovnammé naplréna
nebo pokryta stacionarni fazi. Pro analytické aulekse fevazré pouzivaji kolony plané
porovitymi naplgmi o priméru 3—10 um, o délce 5-30 cm. Rl&®lony (hardware) ma za
Ukol udrzet pohromad stacionarni fazi. Nejpouziv&si material k vyrob kolon je

nerezova ocel, plasty nebo sklo [70].

Chromatografické kolony se podle pouzitélidna mikrokolony, preparativni,
analytické. Materialy pro ptmi kolon jsou ¥tSinou zaloZzené na anorganické matrici
(silikagel), na nichZz mohou byt chemicky vazanémebkotvenétizné stacionarni faze
[69]. F¥i analyze sacharidse pouzivaji kolony na bazi sulfonované divinytbemové
pryskyrice v Sesti kationtovych cyklech (SUPELCOGEL). Dalssorbentem je silikagel
s vice nez 40 vazanymi fazemi (SUPELCOSIL) [70].

Jako sorbeiitse pouziva tézrkmene, oxidu zirkogitého nebo polymeru (Prevail
Carbohydrate). Nadinych stacionarnich fazich je separace sadnamédiokonald, proto
byla zavedena vhodna chromatograficka technika w&itiyn chiralni faze. ftomnosti
opticky aktivni latky ve stacionarni nebo mobilakif dojde k interakci daného optického
izomeru obsazeného ve vzorku a tim i ke zvySenenoet na kolox [69].
Pro vysocedinnou analyzu sachafidse pouziva chiralni kolona apHera Nkinino, ktera

je na bazi vinylalkohol kopolymeru [70].

Detektory v HPLC

e

Detektor je jednou z nejtezit¢jSich sodasti kapalinového chromatografu. Je to

zarizeni na uteni gitomnosti vzorku nebo na kvantitativni sledovarni jencentrace
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v eluatu. Detektor v podstasleduje vhodnym sniniam jednu nebo vice vlastnosti eluatu
a penasi jejich zrny na elektrické signdly, které je mozno zaznameXanekterych
piipadech mZe detektor uit i nekteré dalSi vlastnosti analyzovaného vzorku jako
napiklad molarni hmotnost vzorku nebo abswmip spektrum. Metoda HPLC vyuZiva
nekolik typu detektoti: spektrofotometricky detektor (UV-VIS), fluoreseéem detektor,
hmotnostni spektrometr, refraktometricky detektaglektrochemicky apod. Casto
pouzivanym detektorem je detektor spektrofotomieiriUV-VIS) a fluorescedni.
Podminkou pouzitiéchto detektar je, aby dany vzorek absorbovaligdi ugité vinové
déelky (UV-VIS detekce) nebo aby emitoval fluorestrenzaeni (fluorescetni detekce).
Pokud vzorek neabsorbujeieai v oblasti UV-VIS nebo neemituje fluoreséenzéaeni, je
pouziti €chto detektal podmirgno derivatizaci vzorku (vzorek je chemickou reakci
pieveden na slaeniny, které maji ps¢bné vlastnosti - absorpce UV-VIS, fluorescence)

[67, 71].

N APV 4

Spektrofotometricky detektor pati v dnesni dob k nejkEzngjSim detektolim.
Jeho vyhodou je jednoduchost a spolehlivastiptekci Siroké Skaly latek. Nejdokonalejsi
spektrofotometrické detektory jsou schopny pomoa@davého pole progtit cela
absorgni spektra bhem piichodu latky kyvetou v @ené oblasti vinovych délek [72]. Pro
stanoveni sacharid v ovocnych dZusech se vyuziva spektrofotometrilizkb —
infracervené oblastiipvinovych délkach 1200 az 2450 nm [73].

Refraktometricky detektor (Refractive Index Detector — RI) & rozdily mezi
indexem lomu eluatu &isté mobilni faze. Obsahuje-li eluat slozku, objseivychylka.
Tento typ detektoru nenitips citlivy, ale je velmi univerzalni. i jeho pouZiti je iteba

piisné udrZovat konstantni teplotu.

Fluorescereni detektor vyuziva fluorescence, tedy schopnosti latek alm@b
ultrafialové zéeni a pak vysilat Zani o vyssi vinové délce, které serimfotonasohiem
kolmo na smir vstupujiciho z#eni. Fluorescami detektor je vysoce selektivni a Ize jej

kombinovat i s detektorem fotometrickym [62].
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II. PRAKTICKA CAST
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3 CILPRACE

Cilem prace bylo optimalizovat spektrofotometrickmetodu s pouzitim anthronu
pro stanoveni obsahu Skrobu ve Skrobnatych plodinRBeco naplini tohoto cile byla
nejdiive vypracovana literarni reSerSe tykajici se stanbobsahu sachatid Poté bylo
provedeno stanoveni obsahu Skrobu metodou podlesEvee dale spektrofotometrickou

metodou s pouzitim anthronu.
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4 METODIKA PRACE

4.1 Charakteristika analyzovanych vzorki

Rostlinny material byl ziskan Institutem téom subtrop (Ceska zerddélska
univerzita v Praze) v rdmci spoluprace s bolivijgkeniverzitou (Universidad Nacional
“Siglo XX”, Llallagua) v roce 2007. DalSi plodinyly zakoupeny v obchodni siti Makro,
s.r.o. Plodiny byly gstovany jak v polnich podminkach, tak iigpbem mikrotuberizace.

Charakteristiky jsou uvedeny v Tab. 4 a dané plgiau zobrazeny na Obr. 18-25.

Tab. 4. Charakteristika vybranych plodin

Plodina Zfisob @stovani / Dodané mnoZstvi (g)
zakoupeni

Mirabilis expansacervena) Polni 2853
Mirabilis expansabila) Polni 205,4
Oxalis tuberosa Polni 120,6
Canna edulis Polni 320,2
Brambory Makro, s.r.o. 3512,6
Bataty Makro, s.r.o. 1520,0
Maniok Makro, s.r.o. 2053,1
Polyploid Mikrotuberizace 6,2

Bolivia Mikrotuberizace 55

Obr. 18 Mirabilis expansa‘érvena) Obr. 19 Mirabilis expansa (bila)
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Obr. 20 Oxalis tuberosa Obr. 21 Canna edulis

Obr. 22 Batéaty Obr. 23 Maniok

Obr. 24 Polyploid Obr. 25 Bolivia
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Metodika péstovani v polnich podminkach

Rostliny Canna edulis, Mirabilis expansa a Oxalis tuberdsdy péstovany na
pokusném poli ITXZU v Praze, které se nachazi v nadiské vysce 286 m n.m. (50°05’
s.8., 14°27" v.d.). Bmérna denni teplota v pbéhu vegetace byla 10,2 °C, uhrn srazek 453
mm a trvani slunmiho svitu 1593,3 h. [74].#®a byla hnojena kompostem (30 t'ha

sedm ngsiax pred vysadbou. Rmérna délka vegetacenila 171 dri.

Sadbovy material (€anna edulignladé sazetky ze semen, Wirabilis expansa
mladé rostliny ziskané ze stonkovytizki a u Oxalis tuberosarostlinky vypistovanée
z hliz) byl v roce 2009 na pole vysazert@iem k¥tna do hébka ve sponu 0,70 x 0,70
m. V pribéhu vegetace bylo provédo 2x plé&kovani (prvni nisic od vysadby a druhé dva
meésice po vysad) za elem odpleveleni porostu a nahrnutiliki. Porost byl pibézne
rovnonerné zavlazovan. Sklize byla provedena ipd gichodem podzimnich mra#ik

(pocétekiijna).

Mikrotuberizace u meloku hliznatého Ullucus tuberosu$ — Bolivia a Polyploid

Mikrotuberizace byla navozerna vitro u nodalni kultury: segmenty stonku nesouci
po jednom axilarnim pupenu byly vysazeny na kuifivanédium MS a byly ¢gstovany pi
teplog 2512 °C, fotoperiogl 18/6 hod (den/noc) a astleni 2000 Ix (zA&vky NARVA LT
36 W/010) [75]. Po 14 dnech byly segmentievwstveny mikrotuberizanim médiem
(tekuté MS médium + 10 mg BAP. 80 g sacharosy) a kultivovany ve trs pii teplots
15 °C. Mikrohlizy se z&ly vytvéet po 3 misicich a za ¢elem analyz byly odebrany
hlizky 5-6 ngsiol staré. Polyploidni klon meloku hliznatéhollicus tuberosus byl

ziskan indukovanou polyploidizaiti vitro za pomoci oryzalinu [76].

Plodiny zakoupené v obchodni siti Makro, s.r.o.

Brambory odiidy Komtesa (ze#h pavodu CR), bataty (zem pavodu Egypt)
a maniok (zer pivodu Kostarika) byly zakoupeny v obchodni siti Maks.r.o. ve Zlia
dne 14. 1. 2010.
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4.2 Chemické analyzy

4.2.1 Stanoveni vihkosti

4.2.1.1 Priprava misek

Hlinikové misky s wikem byly omyty a vysuSeny v suséanii 103 °C. Po vysuSeni
byly umistny do exsikatoru. Po vychladnuti na pokojovou taployly komplety tvéené

z hlinikové misky a wka zvazeny sigsnosti na 0,0001 g.

4.2.1.2 Piedsouseni

Stanoveni vihkosti u vybranych plodin bylo provedehned po dodani vzoik
Vzorky zakoupené z Makra a vzorky z polnich pdkigyly pelivé omyty, oloupany
a pomlety. Vlhkost u mikrohliz byla stanovovéanaliz Be slupkou. Doigdem vysusenych
a zvazenych hlinikovych misek ském bylo navazenotiblizné 20 g nastrouhanych hliz
(v pripact mikrohliz bylo mnoZstvi 5 g), a to $gsnosti na 0,0001 g. Vzorky byly
rovnonerné rozprosteny do vrstvy asi 10 mm. Nasled@vibyly misky se vzorkem
a odklopenym wkem umisiny do laboratorni susarny (Ventical, BMT, a.si¢qeltaté
na teplotu (58+2) °C. iedsouseni vzoik probihalo do poZzadovaného sniZzeni obsahu
vihkosti po dobu 24 hodin, potom byly misky vyjmutg suSarny a voénna vzduchu
ponechany asi 12 hodin zaelem vyrovnani vlihkosti s okolni atmosférou (konaiace).
Vzorky byly chragny pied rozptylenim a zapraSenim. Naskedwyly misky s vékem
a vzorkem zvazeny. Vazeni bylo ukeno, kdyz rozdil mezi dwna vazenimi po seéb
jdoucimi byl mensi nez 0,001 g. Tim bylo dosaZemskantni hmotnosti [77]. Po zvazZeni
byly vzorky rozemlety a dale pro homogenizaci bgtwzito sito s normovanymi otvory

1mm.

4.2.1.3 SusSeni

Do predem vysuSenych a zvazenych hlinikovych misekilew bylo navazeno
piiblizné 5 g gedsuSenych, rozemletych a prositych viork to s pesnosti na 0,0001 g.
Misky se vzorky byly vloZzeny do suSarnyepem vykiaté na teplotu (103+2) °C a od
okamziku, kdy vnitni prostor suSarny dosahl @psySe uvedené teploty, byly suSeny do

konstantniho Ubytku hmotnosti. Potom vyly urdrist do exsikatoru a dale misky ise
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vzorkem zvazeny sipsnosti na 0,001 g. Po odvazeni misky byl provedasrtrolni test
tak, Ze byla miska se vzorkem vloZena&togo susarny vyiaté na (103+2) °C a suSena
s odkrytym vékem dalSi 2 hodiny. Po vyjmuti ze suSarny a ochlizeexsikatoru byla
opét zvazena s vySe uvedenoiegnosti. Jestlize rozdil meziepleSlym a timto vazenim
negrestavoval vice, nez odpovida obsahu vihkosti 0,Zt#)oveni vihkosti, suSeni bylo
ukorteno. Jako korma hmotnost byla vzata hmotnost v prvnim vazenltliBgzdil mezi
obéma vazenimi vySSi nez vySe uvedena hodnota, bylvepgeno dalSi suSeni

do konstantniho Ubytku hmotnosti [77].

4.2.1.4 Vyhodnoceni
Obsah vlhkosti (X) jako procento vzorku byla vyfiana podle vzorce:

SuSeni bezifedsouseni

x = M=), 100 (1)
m

kde:
m =pocateni hmotnost zkouSeného vzorku v gramech
mp = hmotnost suSeného zkouSeného vzorku v gramech

Suseni s pedsousenim

(m,-m,)xm, 100 ( mlxmoj
X = - — =100x%x|1-
" |: rmem m * mMx mgz (2)

kde:

m = pocateini hmotnost zkouSeného vzorku v gramech

my = hmotnost zkouSeného vzorku p@gsouseni v gramech

m, = hmotnost zkouSeného vzorku po rozemleti nebo &emi v gramech
mp = hmotnost suSeného zkouseného vzorku v gramech

Vypoctené hodnoty jsou vyjddny v[%].

Obsah susiny v % (YY) se vygita podle vzorce:

Y =100- X 3)
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Vysledkem stanoveni byl aritmetickytonér vysledki tii soulgzné provedenych
stanoveni, kterd gfppvala podminku opakovatelnosti (rozdil mezi vyskedévou
paralelnich stanoveni obsahu vlhkosti provedenyeh stejném vzorku népkrctil
absolutni hodnotu vihkosti 0,2 Yoj7]. V piipact mikrohliz toto stanoveni bylo provedeno

pouze jednou (vzhledem k dodané hmotnosti mikrphliz

4.2.2 l1zolace Skrohi z plodin

Vzorky jednotlivych odid byly Setri oloupany a rozemlety na jemnou kasi tak,
aby velikost ¢stic byla piblizné 0,3 mm. Rozemleté vzorky byly vpraveny na sito
kruhového tvaru o velikosti ok 0,5 mm. Tenkym preodvody byly vzorky det opatrré
nékolikrat vypirdny tak, aby byl vypran pouze Skrab,to vSech velikostnich podil

Skrobovych zrn.

Po dokonalé sedimentaci byly vzorky dekantovanytrogen slitim vody a posléze
piefiltrovany ges filtr. Poté byl Skrob suSen na rozpiesych filtra&nich papirech na
vzduchu pi pokojové teplat do druhého dne. Vzorky byly chri&y pred rozptylenim

a zapraSenim. Izolace Skrobu byla provedena u Jdéchk vyjimkou mikrohliz.

4.2.3 Stanoveni obsahu Skrobu

|. Stanoveni obsahu Skrobu metodou podle Ewerse

Stanoveni Skrobnatosti u vybranych plodin bylo pd®no polarimetricky podle
Ewerse ihned po dodani vzark77]. Touto metodou byl stanovovan Skrob u vSelcdip

s vyjimkou mikrohliz (vzhledem k mnoZstvi, kterddgodano).

Princip metody

Metoda zahrnuje dva postupy. Nejprve je vzorek pben misobeni horkéizdiné
kyseliny chlorovodikové. Po vgeni a filtraci je optickd rotace roztoku érana
polarimetricky. Rozdil mezi¢mito métenimi nasobeny znamym faktorem udavéd obsah

Skrobu ve vzorku.

a) Stanoveni celkové optické ditéosti

Do 100 ml odmarné baiky bylo navazeno 10 g vzorkierstvych hliz, idano 25 ml
HCI o sloZzeni 0,422 hm.%. Obsahnkg byl dikladre krouZivym pohybem promichan

a stny splachnuty dalSimi 25 ml HCI. Potom bylanka vloZzena do vrouci vodni lazn
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a zalitivana pesré 15 minut, po 3 minutach byl obsahnkg znovu promichan. Po
15 minutach byla h&ka vyjmuta z lazé a bylo gidano dalSich 20 ml HCI a nasledyla
baika ochlazena. Potom bylo provedetideni podle Carreze.iPciteni bylo nejprve
pifidano 1 ml Carrez | aikladné promichano a potom byfidan 1 ml Carezz Il a @épbyla
baika promichana. Po 5 minutackispbeni byla hika doplna po rysku destilovanou
vodou a roztok byl zfiltrovan. Prvni podily filtiatbyly vraceny zgt na filtr. U cirého
filtratu byl na polarimetru (POL 1 kruhovy, optikaicroscopes) z&ten Uhel. Vysledkem

stanoveni byl aritmeticky pmeér tii soul¥Zzné provedenych stanoveni.

Vypodet a vyjadeni vysledku

Obsah $krobu v g.lbyl vypasitan ze vztahu:

c =a/ (185,7 x délka polarimetrické trubice v dm)
c = Uhel / (185,7 x 1)

kde:

o — zmereny Uhel otéeni €)

185, 7 — specificka otéivost pro bramborovy Skrol§)(
1 — délka polarimetrické trubice (dm)

Obsah Skrobu v analyzovaném vzorku se potom diyglor hmot. % z tohoto vztahu:
S = (c x 100/n) x 100

kde:

n — navazka vzorku k analyze (g)

c — obsah $krobu (g.H)

S — obsah Skrobu (%erstvé hmoty)

b) Stanoveni optické at&osti latek rozpustnych ve 40% ethanolu

Vzorek byl extrahovan 40% ethanolem. Po okyselérétu 0,422% HCI, vyereni
a filtraci byla opticka otéivost roztoku ndfena stejt jako u prvniho stanoveni. Obsah
Skrobu ve vzorku byl vyptan jako rozdil meziémito dwma neienimi nasobeny

znamym faktorem.
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c) Stanoveni specifické @i&osti izolovaného Skrobu

Pro zjiseni specifické oté&ivosti pro skrob konkrétnich plodin byl pouzit inehny
Skrob z danych plodin. Pro toto stanoveni byl navaa vzdy 1 g konkrétniho Skrobu

a dale bylo postupovano podle metodiky stanoveadeného v bada) a b).
Vysledkem stanoveni byl aritmetickytonér téi soulgzné provedenych stanoveni.

Il. Stanoveni obsahu Skrobu spektrofotometrickotoeh®u pomoci anthronu

Princip:
Podstatou anthronové metody je tvorba barevnéhoplom furfural-anthron

v prostedi koncentrované kyseliny sirové. Intenzita zbairvie Un€rna koncentraci

zkoumaného sacharidu aibe byt néfena spektrofotometricky [78, 79, 80].

Vzhledem k tomu, Ze mezi zkoumané plodiny byly maky i mikrohlizy, byla
zvolena tato spektrofotometrickd metoda. Metoda kyblena zejména pro malé mnozstvi
vzorku, které je paeba k analyze (cca 0,1 g susSiny) a také pro &mam casovou

nenargnost.

Pro naslednou validaci metody byly zvolenygddile:

1. Zzjisteni absorpniho maxima a kalibkmich Kivek.
2. Vliv doby hydrolyzy na obsah #&ené glukosy.
3. Stabilita komplexu anthron — Skrob.
4. Vliv koncentrace HSO, pri ptipraw anthronového roztoku.
5. Zhodnoceni extrainihocinidla.
6. Porovnani metody polarimetrické a spektrofotomké&ic
7. Validace spektrofotometrické metody.
1) Pro extrakci byly zvoleny nasleduijici latky:
« 0, 422% HCI [81]

* 1M roztok chloralhydratu [82]
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2) Pro vytvdieni anthronového roztoku byly pouzity nasledujmdéentrace 50O, :
*  96% HSO, [82]
o 72% HSO, [81]

Pouzité chemikalie a roztoky:

* Bramborovy Skrob (Sigma-Aldrich, p.a.)

* Chloralhydrat (Sigma-Aldrich, p.a.)

« Kyselina sirova (96 % p.a., Penta, Petr Svec)

» Kyselina chlorovodikova (37 % p.a., Petr Lukes)
* Anthron (Sigma-Aldrich, p.a)

« Ethanol (96 % p.a., Penta, Petr Svec)

Postup:

Pted stanovenim byly viechny vzorky lyofilizovang g 4 °C, 12156 Pa, po dobu
48 h (Christ Alpha 1-4 LSC, LabicorfiR).

Do zkumavek bylo navazeno 0,1 g lyofilizovanych nadoa gidany 4 ml 80%
etanolu. Byla provedena centrifugace po dobu 5 mriu2000-3000 g. Supernatant byl
opatrré slit a pelet rozepan ve 4 ml destilované vody. @yla provedena centrifugace
po dobu 5 minut f 2000-3000 g. Supernatant byl opétsiit a pelet rozepan ve 4 ml
destilované vody. Znovu byla provedena centrifug&cpeletu v centrifugai zkumavce
byl ptidan 1 ml 1M roztoku chloralhydratu, nebo 5 ml @%2 HCI . Pro zji&ni vlivu
doby hydrolyzy na obsah Skrobu v plodinach bylyrkgaumisgny do vrouci vodni lazn
na nasledujici doby: 5, 10, 15, 20, 25 a 30 miRat.vyjmuti z vodni lazhbyly vzorky
centrifugovany 5 minut. Supernatant byl kvantitatiypreveden do 5 ml odénné baiky
a doplrgn po rysku 0,422% HCI. Dale do 50 ml oghmé baiky bylo napipetovanol mi
roztoku vzorku a dopkmo po rysku destilovanou vodou. Dale byl vy anthronovy
roztok o koncentraci 0,2% (anthron v 96% nebo #2460;), poté byl roztok vioZzexo
lednice (teplota 4 °C) na dobu 1, 5 a 15 hodin. umavek se z&brusem bylo
napipetovano 3 mligslusného anthronového roztoku zchlazeného na & t&muz byl
piidan 1 ml n&éedného vzorku. Ob faze byly dikladnym protepanim smiseny pod

proudem studené vody. Promichané vzorky byly umysha 5 minut do vrouci vodni
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lazre. Po vyjmuti z lazé byly vzorky ochlazeny na pokojovou teplotu. Absabe byla
mérena na spektrofotometru (Biochrom Libra S6, Fischeentific) na vinové délce 625
nm oproti slepému vzorku (3 ml anthronového roztokul ml destilované vody).
Koncentrace Skrobu v plodindch byla vyfibna z regresni rovnice kalildrd kiivky
Skrobu (Sigma — Aldrich, p.a.) [81, 82].
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5 VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 Stanoveni vihkosti

Stanoveni vihkosti u Skrobnatych plodin bylo prosed podle kapitoly 4.2.1.
Pramérné hodnoty vihkosti jsou uvedeny v tabulce 5. Piehlednost jsou vysledky

znazorrny také v grafu (Graf 1).

Tab. 5 Primerné hodnoty vihkosti (%)

Plodina Vlhkost v %
Aritmeticky primér £ S. D. (n = 3)
Brambory 78,26 £ 0,11
Bataty 79,70 £ 0,02
Maniok 76,71 + 0,09
Canna edulis 74,63 + 0,07
Mirabilis expansa- bila forma 60,62 £ 0,12
Mirabilis expansa-¢ervena forma 70,08 £ 0,01
Oxalis tuberosa 84,06 + 0,01
Mikrohlizy — Polyploid 93,39 +0,11
Mikrohlizy — Bolivia 91,29 +£0,19
Graf. 1 Obsah vihkosti ve Skrobnatych plodinach (%)
100 - @ Polyploid
90 - m Bolivia
80 - _
70 - O Oxalis tuberosa
i 60 - O Batéaty
% 50 - o
E 40 | m Brambory
> 30 - O Maniok
20 - _
m Canna edulis
10 -
0 O Mirabilis expansa - Cervena
Plodina m Mirabilis expansa - bila

Jak je ¥ejmé ztabulky¢. 5, pimérny obsah vihkosti u vybranych plodin se
pohyboval vrozmezi 60,62-93,39 %. Jak sSedpokladalo vzhledem ke ugobu

péstovani, nejvyssi obsah vihkosti byl nalezen u otfikz Bolivia a Polyploid. Nejnizsi
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obsah vlhkosti byl u hliz plodinMirabilis expansa— bila forma, ktery dosahl hodnot
kolem 60 %. Ve srovnani s bramborami, u nichZz obsHtkosti byl kolem 78 9%,

vykazovaly podobné hodnoty téz bataty, manidaana edulis

Jednim z hlavnich a rozhodujiciéinitelt ovliviwvjicich celkovy stav skladovanych
hliz je teplota. B teplotach nad 6 °C stoupa biologickinost a intenzita dychani,
dochazi k vysokym ztrdtam na vyzivné hodnatkvali€. U takto skladovanych hliz se
shiZuje jejich nutdni a stolni hodnota (zejména ¢huFxi propaitu na Skrob prodychaji
brambory 1 % Skrobuipteplog 3 °C za 70 dni,i{p 10 °C za 35 dni, zatimcaiR0 °C jiz
za 14 dni. Intenzita dychani je tedyimpo untrna teplo a je intenzivijSi u odfd
s vy88im obsahem cukru. Podle Svédskyattly dosahuji ztraty po 6 #sicich ulozeni {b
3°C1,4%,p5°C18 % ap 10 °C jiz 2,6 % suSiny. Jako nejvhagsi teplota pro
skladované hlizy je uvéda teplota 3-5 °C, kdy je v hlizdch v rovnovazeriteocukru
ze Skrobu a jeho prodychavani [83]. Klesa-li teplpbzvolna, rovnovaha neni narusena,

nastane-li vSak rychly pokles teploty, néstse cukr prodychat a hlizy sladnou.

Podle Vyzkumného Ustavu brambisiého v Haviikové Brodk se vhodna teplota
pro skladovani brambor ma pohybovat vrozmezi 466 V¥ Holandsku dopokiwji
skladovaci teplotu pro konzumni brambory jich spoteb: do konce Bezna 5 °C,
do konce dubna 4 °C a do konceitkha 3 °C [83].

Prochazka a kol. [84] uvadi, Ze brambory vyZzadijiuozeni pongrné vysokou
relativni vihkost vzduchu, kter4 se pohybuje v rezm87-95 %. NizSi relativni vihkost
nez 85 % zvySuje nebezflerozvoje suchych hnilob, vyssSi nez 95 % podpoRifeni
mokré bakterialni hniloby. @ezité pro skladovani brambor je takécasné ¥trani

a zamezenifstupu s¥tla.

5.2 Stanoveni obsahu Skrobu

5.2.1 Stanoveni obsahu Skrobu metodou podle Ewerse

Stanoveni obsahu Skrobu u vybranych plodin bylowgueno polarimetricky podle
Ewerse (viz. kapitola 4.2.3). #mérny obsah Skrobu je uveden v tabulce 6. Retlednost
jsou vysledky znazoemy také v grafu (Graf 2).
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Tab. 6 Obsah Skrobu v hlizach Skrobnatych plodpowitim specifické ofévosti

bramborového Skrobu (%)

Veédecké zdroje Zjigny (n = 3)

Plodiny
Aritmeticky pimér + S. D.

Brambory 11,0 — 16,5 13,46 + 0,33
Bataty 20,4 — 22 5°! 17,99 + 0,35
Maniok 21,0 — 30,6"! 26,26 + 1,22
Canna edulis 12,7 — 13,6% 13,94 + 0,01
Mirabilis expansa- bila forma 17,44 21,69 + 0,02
Mirabilis expansa-cervena forma 17,44 13,55 + 0,03
Oxalis tuberosa 3,0-17,0%% 10,59 + 0,01

Graf 2 Obsah Skrobu v hlizach Skrobnatych plodépec. otéivost brambor. Skrobu (%)

30+
%” O Maniok
E 25 -
g m Mirabilis expansa - bila
¢ 20 A
q) P
0 O Bataty
s 15
= O Canna edulis
2 10 -
e
5 B Mirabilis expansa - Cervena
£ 5
8
8 0 @ Brambory
Plodina m Oxalis tuberosa

Jak je patrné z tabulky. 6, ptimérny obsah Skrobu se pohyboval v rozmezi od
10,6 do 26, 3 %.

Pfi vyhodnoceni vSech Sesti plodin bylo zjsb, Ze nejutSi mnozstvi Skrobu
obsahoval maniok. Sriroth a kol. [87] ve své préawadi obsah Skrobu u manioku
v rozmezi 21-30 %, coZ se shoduje i s naSimi vigleNejmensi mnozstvi Skrobu bylo
zZjisténo u plodinOxalis tuberosaa to kolem 11 %. Vysledky uvedené v diplomovécpra
téZ koresponduji s udaji Chirinos a kol. [89], tktge své praci uvagi obsah Skrobu
v téchto hlizach okolo 3-17 %. Piyachomkwan a kol. [88] ve své praci zabyvaji
obsahem Skrobu vétyirech odfidach Canny edulis Zjistili, Zze pfimérny obsah Skrobu

u &chto plodin se pohybuje v rozmezi 12,74-13,63 %.
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Tabulka¢. 7 udava pimérné hodnoty specifické at&osti pro dané druhy Skrdab
Vzhledem k tomu, Ze v Nizeni komisi (ES¥. 152/2009 [77] je uvedena pouze specificka
ot&ivost pro bramborovy Skrob, bylo provedeno 2Zjétspecifické otéivosti pro ostatni

vybrané druhy Skrab

Tab. 7 Piimerné hodnoty specifické afi&osti Skrol prislusnych plodin (%)

Plodiny (Skrob) Aritmeticky pirmér +  Specificka otéivost ( ©)
S.D. [77]
Brambory 186,50 + 0,62 185,7
Batéaty 158,74 £ 1,95 neuvedeno
Maniok 170,65 + 1,85 neuvedeno
Canna edulis 181,82 +£1,92 neuvedeno
Mirabilis expansa- bila forma 159,31 £ 0,95 neuvedeno
Mirabilis expansa- cervena forma 189,31 £0,72 neuvedeno
Oxalis tuberosa 162,81 £ 1,22 neuvedeno

Z tabulky¢. 7 je Zejmé, Ze nejvysSi specifickou oitéost vykazuje Skrob izolovany

s

zjiSténa u Skrobu z batat

V tabulce ¢. 8 je zndzorén pramérny obsah Skrobu u jednotlivych plodin na
zakladk zjistené specifické otévosti pro dané druhy SkréabPro gehlednost jsou vysledky

znazorriny také v grafu (Graf 3).

Tab. 8 Obsah Skrobu v hlizach Skrobnatych plodpowitim konkrétni specifické
otécivosti (%)

Plodina Aritmeticky pimér +S. D. (n = 3)
Brambory 13,52 £ 0,35

Bataty 21,60 £0,42

Maniok 28,47 £ 1,32

Canna edulis 14,15 + 0,03

Mirabilis expansa- bila forma 25,10 £ 0,02

Mirabilis expansa-¢ervena forma 13,20 £ 0,02

Oxalis tuberosa 12,06 + 0,01
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Graf 3 Obsah Skrobu v hlizach Skrobnatych pledspec. ot& konkrétnich Skrolp (%)
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Jak je ¥ejmé z tabulky. 8, ptimérny obsah Skrobu,ippouziti zjiS&né specifické
ot&ivosti pro dané druhy Skrdb se pohyboval vrozmezi od 12,1 do 285 %. P
porovnani vysledk s pouzitim specifické ot&vosti bramborového Skrobu (viz. Tah.6)

a zjisené specifické otévosti konkrétnich Skralb (viz. Tab.¢. 8) byly zjisS€ny vyznamné
odchylky. V gipadc pouziti konkrétni specifické atd&osti byl obsah Skrobu ve v3ech
piipadech vysSi. Vyjimkou byly hliziMirabilis expansacervena forma, u kteryho doslo
k poklesu o 2,6 %. Nejvyssi rozdily v obsahu Skrajidttné s pouzitim konkrétni
specifické otéivosti Ize zaznamenat u batafnamst o 20 %) aMlirabilis expansabila
forma (néfst 15,7 %). V pipac brambor specificka oté&vost Skrobu byla v souladu se
specifickou otdivosti uvedenou v [77]. Z tohoddodu lze usuzovat, Ze vysledky, které
jsou vypaitany se specifickou oté&vosti konkrétniho Skrobu, uvedené v tabulte8

a grafu 3, by mohly bytipsrgjsi.

V podminkach bramboigké oblasti bylo zji&ho, Ze podil odrdy na celkové
variabilitt obsahu Skrobwinil v pokusech Mii [90] 65,97 %, podil ekologickych
podminek 19,28 % a podil interakce il x prostedi 14,75 %. Z vliu prostedi maji
tedy ra@nik a lokalita v bramboraké oblasti fiblizné stejny vliv. Na obsahu Skrobu ma
vliv i zemépisna délka (polednikovy vliv). Sfrem od vychodu na zépad kles&R

Skrobnatost.

Obecré bylo stanoveno, Ze vysokého obsahu Skrobu je mdbedit v oblastech

a letech s dlouhym a na slunce bohatym pozdnimmlétmatimco v oblastech a letech
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s vlhkym a na slunce chudym studenym klimateisté&vaji obsahy Skrobu nizké. Podle
Mici a Vokala [91] je k optimalni tvorb Skrobu vectyrech ngsicich ferven — zH#)
potrebna suma teploty 60 °C (= suitgr mésicnich dennich gimérnych teplot) a 220 mm

defovych srazek.

Zavaznym problémem je délka vegsta doby brambor. Je znamo, Ze s kratSi
veget&ni dobou klesa i obsah Skrobu. Byla prokazésaé korelace mezi obsahem Skrobu
a deélkou vegetmi doby. Zist [92] zjistil pro soubor 22 odd korel&ni koeficient na
arovni 0,736, ktery byl vysoce ighazny. Znamena to, Ze rané a poloranéudyr
s pozadovanou Skrobnatosti — tehdy 16 % (dnes 1Vdkéal [93], uvadi jiz 18 % izek
[94], kalkuluje roveéz s18 % pro rentabilitu vyroby {myslovych brambor)

a s odpovidajicimi hospottkymi vlastnostmi se ziskavajiiippouziti Slechtitelského

materialu ze sortimentu oidd obtizrg.

Nogueira a spol. [95] zjistili, Zefpaplikaci drasliku se zvySila produkcerkai
a dale, Ze vzrostl obsah Skrobu a karotenu v breasho Podle Kima a spol. [96] se
ukazalo, Ze u vzortk brambor vypstovanych na ijmach s vysSimi koncentracemi
dusinan doslo k inhibici fistu kdeni brambor, ale nedoSlo k ovligni ristu listi. Obsah

Skrobu v k#enech klesl, v listech nebyl ovlign.

Jacobsen a spol. [97] zkoumali, vztah mezi fosémiyBkrobu v hlizach brambor
a hnojivem obsahujicim fosfor. Brambory byly ¥gtovany vold na poli a ve skleniku.
Skrob u brambor z nehnojenédy na poli obsahovaly 15,6 nmol P.th§krobu a na
hnojené pde s 30 kg P.habyl nantien obsah 20,6 nmol P.mgkrobu. Rozdil v obsahu
fosforu ve Skrobu oproti kontrolni nehnojené vatdaginil piiblizné 30 %. Na zaklas
meieni Westermanna a spol. [98] bylo Zjisd, Ze dusik a fosfor redukuje mnozstvi Skrobu
a suSiny v hlizach brambor. Vasak [99] ve své pta@di, Ze fisobenim manganu na
bramborovou rostlinu byl pozorovan zvySeny obsalolik, coZz potvrdil i ve svych
vysledcich. Mangan hrajeukkZitou Glohu pi fotosyntéze, aktivuje dkteré enzymy
a v biochemickych funkcich je podobnyitiku a mize ho nahrazovat. Pr&vhorcik

piedstavuje podle Zista [100] dileZity predpoklad pro tvorbu Skrobu.

Podle Nody a spol. [101] maji na vlastnosti Skroburamborovych hlizach
vyznamny vliv gredevsim rozdily v jednotlivych kultivarech brambbahky [102] zjistil,

Ze vyznamnymi ukazateli obsahu Skrobu jsdm a klimatické podminky.
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Vokal a spol. [103] se ve své&decke praci zabyvali, jaky vliv ma adta a rénik
na obsah a vynos celkového Skrobu uidducenych pro vyrobu Skrobu. Z#ytletych
vysledki je Zejmy statisticky vysoce vyznamny vliv sledovanyctirial a r@&niku na
arovei hodnocenych ukazaftelVliv odriad se uplatnil zejména u obsahu Skrobu. Charakter
rocniku (zejména mibéeh patasi) se uplatnil u obou hodnocenych ukazdatelce vSak

u vynosu Skrobu.

5.2.2 Stanoveni obsahu Skrobu spektrofotometrickou metodo

1. Zjisteéni absorpniho spektra a kalibéaich Kivek

Pred vlastni analyzou bylo nejprve provedengeni, které milo urcit, pii které
vinové délce je dosazeno absmiino maxima. V tabulcé. 9 je uvedeno absafpi
spektrum standardniho roztoku Skroliuniznych vinovych délkach a staanthronu.
Pro pgehlednost jsou vysledky znazény také v grafu (Graf 4). V grafd. 5 jsou

znazorrny kalibrani kiivky Skrobu s anthronovym roztokerizného st#.

Nekteri autdi [79, 80, 82] dosli k z&ru, Ze sté anthronového roztoku ma vliv na
absorbanci, z tohotodstodu byl pouzit anthronovy roztok stary 5 hodin&Hodin. Tito
autai doporwuji nepouzivat zcelderstvy roztok, ale nechat ho alespbhodiny ,uzrat".
Rovrez pxilis stary roztok neni vhodny, nebeecasem rozklada a ¢ni zbarveni z jasn

Zlutého na Zlutohtdé.

Tab. 9 Absorgni spektrum standardniho roztoku Skrobu (460ml™)

Absorbance
A (nm) Aritmeticky pimér £ S. D. (n = 6)
R1 R2
500 0,098 + 0,003 0,086 + 0,003
520 0,126 + 0,005 0,111 + 0,005
540 0,162 + 0,009 0,143 + 0,007
560 0,210 £ 0,010 0,179 £ 0,009
580 0,257 £ 0,011 0,222 + 0,010
600 0,288 + 0,012 0,258 £ 0,012
625 0,290 £ 0,012 0,272 + 0,012
640 0,265 + 0,012 0,252 +£ 0,011
650 0,235+0,011 0,223 + 0,010
670 0,142 + 0,007 0,134 + 0,005
680 0,110 + 0,003 0,105 + 0,005

R1 — roztok anthronu, 666 h, R2 — roztok anthronu, #t45 h



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

66

Graf 4 Absorgni spektrum
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Graf 5 Kalibracni kfivky standardnich
anthronovych roztak

roztak Skrobu s pouzitim uere starych

A
0,7
R1:y=5,638x- 0,005 R5:y=7,1221x- 0,005 R15:y = 6,053x + 0,002
R2 = 0,997 R2 = 0,993 R2 = 0,994
0,6
0,5
0.4- e R1
0,3 E RS
R15
0,2
0,1
0
000 001 002 003 004 005 006 007 008 ©o6Om

R1 — roztok anthronu, sf&l h, R5 — roztok anthronu, #t&% h, R15 — roztok anthronu,

stai 15 h
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Jak je Zejmé z graflkt. 4, absorpni maximum bylo nalezendripg25 nm, a to jak
v ptipad® 15 hodinového, tak 5 hodinového starého anthrdmmwéztoku. Tato vinova
délka byla dale pouzivanatipspektrofotometrickém stanoveni obsahu Skrobu. Pro
stanoveni se obvykle pouzivastde té vinové délky, p které je absorbce najigi A max),
protoZze pak je stanoveni nejcitljgi. Bylo také zji&no, Ze u 5 hodinového starého

anthronového roztoku byla absorbance vysSi nezhi@rového roztoku starého 15 hodin.

Stejny trend byl nalezen u celé kalitmarady roztoki Skrohi. Jak je patrné z grafu
¢. 5, je evidentni, Zze nejvySSich hodnot bylo dosaze piipads pouZziti anthronového
roztoku starého 5 hodin, zatimco nejnizSich hodnwdd dosazeno ip pouziti anthronu
starého 1 hodinu. Z tohototidodu byl pro analyzu pouzivdn anthronovy roztokrysta
5 hodin.

2. Vliv doby hydrolyzy na hodnoty absorbance

Tabulka ¢. 10 a graf¢. 6 udava jaky vliv ma doba hydrolyzy Skrobu na

absorbanci (mnozstvi zji@vané glukosy).

Tab. 10 Vliv doby hydrolyzy $krobu (406.m|™) na absorbanci

Doba (min.) Absorbance

Aritmeticky pimér £ S. D. (n = 6)

0,061 + 0,001
0,112 + 0,003
10 0,223 + 0,002
15 0,355 + 0,021
20 0,349 + 0,012
25 0,347 + 0,005

30 0,347 + 0,002
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Graf 6 Vliv doby hydrolyzy na hodnoty absorban@m@entrace $krobu 40@y.ml™)
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Jak je patrné z grafd. 6, nejvysSi hodnoty absorbance byly st v dol
15 minut. Poté dochazelo k jejimu mirnému pokleswmstantnosti. Proto byla pro dalSi

meéieni pouZzita doba 15 minut.

3. Stabilita komplexu anthron — Skrob

V tabulce 11 je znazoéna stabilita barvy roztoku Skrob — anthron.

Tab. 11 Stabilita barvy roztoku $krob (406.ml™) — anthron

Absorbance
Doba (min) Aritmeticky pimér £ S. D. (n = 6)
5 0,347 + 0,004
10 0,342 + 0,006
15 0,344 £ 0,023
20 0,347 + 0,004
Doba (hod)
1 0,342 £ 0,032
5 0,344 + 0,004
10 0,336 + 0,004
15 0,328 £ 0,005
20 0,321 £ 0,012

25 0,322 £ 0,021




UTB ve Zling, Fakulta technologick& 69

Po zhodnoceni vysledklze konstatovat, Ze nejvysSSi absorbance byla eéosaz
v doké 5 minut. V pfibéhu ¢asu byl pozorovdn mirny pokles absorbance. V p@oivn
doby 5 minut a 25 hodin byl nalezen pokles o 7,22ohoto divodu byla u vzork

meétena absorbance ihned po ochlazeni.

4. Vliv koncentrace HSQ, pri ptipraw anthronoveho roztoku

Vzhledem ktomu, ze é&kteri autai [79, 82] pouzivaji B pripraw
anthronového roztoku 96%,80, a 72% HSO,, byly ok tyto varianty aplikovany. i
pouziti roztoku anthronu v 72% ,HO, bylo pozorovano zakaleni a vkovani
roztoku. Anthronovy roztokifpraven z 96% kLSO, byl ¢iry a proto byl dale pouzivan

pii analyze.

5. Zhodnoceni extrainihoginidla

v

V grafu ¢. 7 jsou zndzommy kalibra&ni kiivky pii pouZziti chloralhydratu

a kyseliny chlorovodikové jako extrakhocinidla.

Graf. 7 Kalibracni kiivky v zavislosti na typu extrakce

A 07
¢ CH
0,6
05" = HCl
04 - HClLy=7,172x - 6E-05
’ R2 = 0,988
0.3 CH:y = 7,678x + 0,037
0,2 R2 = 0,998
0,1- P
]
0,0 | | | | | | | : . C (mg.ml'l)
0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09

CH — pro hydrolyzu byl pouzit 1M roztok chloralhydin
HCI — pro hydrolyzu byl pouzit 0,422% roztok HCI

Grospietsch [82] uvadi, Zefipstanovovani obsahu Skrobu v rostlinném materialu

byva nejétSim problémem jeho extrakce. Batji se pro jeho pevedeni do roztoku
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pouziva kyselé, nebo zasadité hydrolyzy pomocilkysehlorovodikove, chloristé, nebo
hydroxidu draselného. Jinou, pé&mé malo znamou latkou, ktera velice delrozpousti

Skrob je chloralhydrat.

V pokusu byly pouzity jak 0,422% kyselina chlorollaalva, tak i 1M roztok
chloralhydratu. Jak jefejmé z grafu¢. 7 regresni rovniceifppouZiti obou extraknich
¢inidel jsou srovnatelné. Vzhledem k tomu, ¥eguaci s chloralhydratem, ktery je toxicky
(R — wty 2536/38, S — &ty 23 — 45) byla manipulace @nnost komplikovagjsi, nebd
dochazelo kvysrdzeni chloralhydratu n&ndth zkumavky, byla pro dalSi stanoveni

pouzita 0,422% kyselina chlorovodikova.

6. Porovnani metody polarimetrické a spektrofotomkéric

V tabulce 12 je uvedeno porovnani hodnot metodwarpuoktrické a metody

spektrofotometrické.

Tab. 12 Obsah Skrobu v 8eérstvé hmoty stanovenéigluSnymi metodami

Aritmeticky pramér = S. D.

Nazev plodiny M1 (n=3) M2 (n=10)
Bataty 17,99 + 0,02 16,81 + 0,05
Maniok 26,26 + 0,03 24,23 £ 0,02
Brambory 13,46 £ 0,15 13,21 +0,10
Canna edulis 13,94 + 0,09 11,62 + 0,03
Mirabilis expansa bila forma 21,69 £ 0,25 20,25 +£ 0,02
Mirabilis expansa ¢ervena forma 13,55+£0,12 12,76 £ 0,14
Oxalis tuberosa 10,59 + 0,15 10,81 £ 0,11
Polyploid * 2,35+0,01
Bolivia * 4,42 + 0,02

M1 — polarimetrickda metoda, M2 — spektrofotometéichetoda, * neanalyzovano

Jak lze zjistit ztabulky 12, fp porovnani metody polarimetrické
a spektrofotometrické jsou vysledky srovnatelnémikrohliz Polyploid a Bolivia bylo
provedeno stanoveni obsahu Skrobu pouze metoddkdraimeometrickou, v dsledku
malého mnozstvi vzotk Jak je patrné, tyto mikrohlizy vykazovaly velnizky obsah
Skrobu, a to v rozmezi od 2,35 % do 4,42 %, co¥ géky vysokému obsahu vihkosti

a samogejme i podminek pstovaniin vitro.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 71

v

Sacharidy davaji ip zahati s anthronem v roztoku s kyselinou sirovou
charakteristické zelené zabarveni s pikem na 625 kieré vznika diky kondenzaci
anthronu a furfuralovych derivigt které vznikly zakivanim v kyselig. Aktualnim
reaktantem je enolovy tautomer anthronu-anthrodelené zbarveni fite pechazet

u koncentrovagjSich roztoki do zabarveni modrého.

Pavodni procedura popsana ®ferem [104] trvala 2 dny — jiz tehdy vSak byl
pouzit univerzalni postup hydrolyzy kyselinou swwava nasledné stanoveni hexos jako
redukujicich cukt. Good, Kramer a Somogyi [105] zkratili délku metoda reékolik
hodin. Mechanismus reakci popsali Sattler a Zef@6], Dreywood [107] ji pouZzil na
kvalitativni testy sacharida Morris [108] reakci prvni ffzpasobil ke kvantitativnimu

stanovovani sachaifid

Viles a Silverman [79] analyzovali pomoci anthroébe ¢inidla Skrob a celulosu.
Pouzivali 1% roztok anthronu a konstatovali, Zg¢okZinidla je nestabilni, tmavne a Ze je
nutno s kazdou sadou vzdrkrovadt kalibraci. Také uvadi, Ze teplo uvehé @i reakci
kyseliny sirové a vodného roztoku vzorku je nezbytsowdasti metody. Ve své praci se
také zabyvaji sledovanim zavislosti vyslédka dok¥ setrvani ve varné lazni a dob
chlazeni vzduchem. Jako nejvhépn zpisob gidani cinidla uvadi rychlé fdani
a okamzité promichani,igsto konstatuji witou neporovnatelnost tepelnych rovnovah

v jednotlivych zkumavkach.

Seifter a kol. [109] aplikoval metodu pro stanovglykogenu ve zvecich tkanich
a zjistil, Zze interference protdine tak slaba, Ze reagentibe byt aplikovan imo do celé
dokonce i u stejnyckistych roztok glukosy, byl picitan zavislosti reakce na teple
uvolnéném i piidani anthronového roztoku v kysdlik roztoku vzorku obsahujicimu
vodu. Toto teplo nebylo konstantni ani u zkumavelngch rozngri. Seifter a kol. [109]
ve své praci zavadéseni: sada zkumavek je uniig v ledové lazni, roztok anthronu také
a jeho pidani ke vzorkm probiha p sowasnémitepani zkumavky v ledové lazni. Poté je
celd sada naraz umist do varné laznna 10 minut a pak zase ochlazena v ledové lazni.
DelSi setrvani ve varné lazni igobuje pokles zabarveni. Takto vyvinuté zabarveni
podléha Beerovu zakonu a je stabilgkalik hodin. Autor dokonce uvadi, ze pokud je

zabarveni tak syté, Ze nedovoluje spektrofotomeiricéieni (mnoho hexdzy ve vzorku),
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je mozno po pdani p@islusného objemu studeného roztoku vody a 2% amthro

(1:2) bez vyraznych chyb znovweiit absorbanci.

V mikrobiologickych metodach [110] je pouZzit podglpostup jako v praci Seifter
a kol. [109]. Je pouzit 2% roztok anthronu v 75%sedye sirové a malém mnoZstvi
ethanolu. Auté pouZzivaji jak standardni roztoky glukosy, tak mpgdé suspenze celych
burék bakterii ¢i kvasinek. VyuZitelnost anthronové metody je taképapirové

chromatografii sachanig zejména diky jeji citlivosti [111].

Hlavni vyhoda anthronové metody je, Ze volna glakgeji disacharidy a jeji
polysacharidy davaji kvantitatigrstejny barevny vgZek na mol glukosy. VSechny davaji
identickou zelenou barvu a jejich absorpspektra maji hlavni jednoduchy pik na vinové
délce 625 nm. Pentosy a ribonukleové kyseliny daitajozelenou barvu, ktera se ovsem
vytvoii velice rychle Bhem 2—-3 minut a pak mizi, takZze po 10 minutacharaé l1azni jiz
neni patrna. Hexosaminy, triosy, cukerné alkoholgmainokyseliny krora tryptofanu
neinterferuji i reakci hexos s anthronovyginidlem. Pokud je obsah sacharidizky
(2-3 %) a nukleovych kyselin vysoky (20 %), je pam@telné abnormalni zabarveni
reakéniho produktu s piky 510 a 565 nm diky RNA a DNA.

Zajimavy objev dinili Juo a Stotzky [112]. Anthronova reakce prowd@ na
kofenovych exudatech byla znemeéwa g@itomnosti dusinanovych soli z hnojiv.
Ve vzorcich se vyskytovaly porigani anthronu hidé srazeniny a Zluté zabarveni a to
i v nizkych koncentracich dusiam (0,005M). Pokud je p#&tba aplikovat anthronovou
metodu na vzorky obsahujici anorganické soli, yspred reakci odstrany interferujici

dusknany.

V ¢lanku Brink a kol. [113] je popisovano éteni sacharidl v padnich
hydrolyzatech. Vychazi se z avahy, Ze anthron reagu definovanoucasti vSech
polysacharid (hexosy) a tudiz f¥e byt pouzit pro relativni miruadnich polysacharid
pokud i méreni neinterferuji nesacharidové slozky wdpich hydrolyzatech. #la byla
vysusena, fesata adni vzorky byly hydrolyzovany kyselinou sirovou. ok anthronu
byl pouzit jiz standardh 0,2%. Autdi nepozorovali vyznanijSi interference
nesacharidovych latek. Chesire a Mundie [114]ikaplikovali anthronovou metodu na
pudni H,SO, hydrolyzat, také, uvagi vyznamné interference methylpentos, uronovych

kyselin, hexosamii ale Zadné interference pentos.
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Badalucco a kol. [115, 116] d&fili s anthronem reagujici slozky vugnich
extraktech 0,5M KSQ,. Pouzivali ponsr 1 ml pidniho extraktu a 5 ml 0,2% anthronu
v 72% kyselig sirové. Shodhs Herbert a kol. [110] pouzivali systém ledovénesa ot
ledové lazy. Nezaznamenavaji Zadnou interferenci pentos, exvosamifi ani dustnani.

V této praci byla p pripraw anthronového roztoku pouzita 72%,3@,. Stejna
koncentrace byla aplikovana i v diplomové pracie Alzhledem k tomu, Ze dochézelo
k zakaleni a vitkovagni, nebylo mozno tento roztok pouzivat ppektrofotometrickém
méteni.

7. Validace metody

Tato ¢ast se zabyva zhodnocenim metod z hlediska schibpmoskytnout pi
opakovaném ®teni stejny vysledek na stejném vzorku.

Vysledky explorativni analyzy

Testovani v programu QC Expert s pouZzitim jednotoné zakladni statistiky. Testovani

na hladig vyznamnosto = 0,05.

Tab. 13 Parametry a hodnoty analyzy

M1 M2

Aritmeticky pramer 16,683 15,67
Spodni mez 11,501 11,044
Horni mez 21,865 20,015
Smérodatna odchylka 5,603 5,002
Rozptyl 31,392 25,015
Median 13,94 13,21
Sikmost 0,684 0,725
Spicatost 2,133 2,096

M1 — polarimetrickd metoda, M2 — spektrofotometéichetoda

Validace metody

Byl navrzen model idmky y = Bot+ Bix. Pouzitim programu QC Expert byl navrzen

regresni model s nasledujicimi charakteristikami.

Tab. 14 Parametry regresniho modelu

Parametr Odhad S. D. Zav Spaitan hlavni vyznam
Bo 1,450 0,788 Nevyznamny 0,163
B1 0,871 0,042 \Vyznamny 2,410
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Tab. 15 Statistické charakteristiky regrese

Vicenasobny koretai koeficient 0,997
Koeficient determinance 0,993
Predikovany korekani koeficient 0,973
Stredni kvadrat.chyba predikce, MEP 0,3247
Akaikeho inform&ni kritérium, AIC -5,044

Zhodnoceni kvality modelu

Test usek

Intervalovy odhad paramétdsekuBo

Bo — t (1-w2) VD (00) < o < bp + t (1072 VD ()

—-1,0569< 3,9577

Tento interval obsahuje nulu, proto Ize Usek povagaa nulovy.

Test smdrnice

Intervalovy odhad paramétsnernice 3,

b1 — t 1wz ND(b1) < P1 < by + t (102 ND(by)

0,7380< 1,0038

Tento interval obsahuje jedu, proto lze srérnici povazovat za rovnu jedné.

zawr: Vysledky spektrofotometrické metody se statistiz’yznamr neliSi od metody

polarimetrické.

Parové testovani dvou metod

Porovnani dvou vyiyu

Test homogenity rozptylu

Pcatet stupiti volnosti (M2) 6
Pcatet stupit volnosti (M1) 6
Tabulkovy kvantil 4,284
Experimentalni statistika 1,255

Zawr: Rozptyly se povaZzuji za shodné.
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Test shody prméra
Tabulkovy kvantil 2,179
t-statistika 0,357

Zawr: Paméry se povazuji za shodné.

Vysledek: Na hladi& vyznamnostia = 0,05 potvrzuje oboustranny klasicky test shodu
v rozptylech i pimérech. Vysledky spektrofotometrické metody se diakg vyznamm

neliSi od metody polarimetrické.

Zawr: Praméry se povazuji za shodné, test vyznamnosti celkovéifiu — nevyznamny.
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ZAVER
Skrob je bily, ve studené voédnerozpustny praSek. Jednd se o rezervni
polysacharid, ktery tid v Zivych systémech zasobu energie, kterou lzelnitvgeho

odbouranim. Skrob dghkterych rostlin slouZi jako 3krobarenska surovinayaZiva se

v mnoha pimyslovych od¥tvich, zvlast pak ve vyrobcich ze Skrobu.

Andské plodiny pedstavuji nevyuzitelné zdroje Skrobu, aminokyselinstatnich

nutri¢nich faktofi a dale i pirodnich pesticidl.

Sklada se ze dvou slozek, které jsou po fyzikaloha@mické strance odliSné, tzv.
amylosy a amylopektinu. Amylosa se v horké &adzpousti a prochazi filtrem. Jeji
roztoky jsou nestalé a snadno podléhaji retrogiadacylopektin je nerozpustny v horkeé

vodg, jen bobtna, rosolovati a dava viskézni roztoky.

Pro stanoveni monosachari@ oligosacharitl jsou vyznamné fiedevSim reakce
funkénich skupin s chemickymiinidly na barevné nebo oxidai ¢i redulcni produkty
a jejich detekce polarimetrii, spektrofotometriboevizualni detekci (titkani metoda), po
vycisteni vzorku a oddeni rusivych slozek. Pro stanoveni sloZeni polyaddi je vhodné
pouzit sepakmi metody, ovSem vlastni hydrolyza polysachaiie natolik obtizna, ze se
nejprve provede hydrolyza a stanovi se jednotliegky hydrolyzatu a z nich se #&pé
nezredukované &li jodometricky podle Schoorla. Metoda se pouZiakoj arbitrazni,
zvlasg v cukrovarnickém gimyslu, pro stanoveni cukrv potravindiskych surovinach
rostlinného fivodu. DalSi uplaténi nachazi p stanoveni laktosy v krmivech obsahujicich
vice nez 0,5 % laktosy. Z optickych metod ma &sSjvvyznam polarimetrie, kterd se
pouziva ke stanoveni sacharosy v surovém cukrigsael v cukrovarnickych produktech,
dale ke stanoveni Skrobu po jeho hydrolyze HCIR#nch potravingskych surovindch
a potravinach obsahujici Skrob. N&n¢jSimi metodami pro kvalitativni a kvantitativni
analyzu sacharidjsou chromatografické metody. PréZbou analyzu sachafide pouziva
HPLC, kterd umoiuje rychlejSi a &inngjSi analyzu. HPLC metoda se pouzivacasg;ji

pro stanoveni laktosy, maltosy, sacharosy, glukisigtosy a sorbitolu v potravinach.

Hlavnim cilem diplomové prace bylo optimalizovattody pro stanoveni Skrobu

ve Skrobnatych plodinach. Stanoveni Skrobu bylovgadeno metodou polarimetrickou
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podle Ewerse a metodou spektrofotometrickou s ¥yuzanthronu. Na zaklgdtohoto

meéteni je mozno &init tyto zawry:

* NejvySSi hodnoty id stanoveni vlhkosti vykazovaly mikrohlizy (Polypdo

a Bolivia), naopak nejnizsi bylaMirabilis expansa- bila forma.

 Pri polarimetrickém stanoveni Skrobu s pouzitim sje@ ot&ivosti
bramborového Skrobu nejvysSich hodnot dosahovalakaMirabilis expansa

— bila forma, u ostatnich plodin byl obsah Skrotmvsatelny.

» P¥i porovnani vysledk s pouzitim specifické oté&vosti bramborového Skrobu
a zjisené specifické otévosti konkrétnich Skrab byly zjiStny vyznamne

odchylky s vyjimkou bramborového Skrobu.

* P stanoveni obsahu Skrobu spektrofotometrickou dwiobylo nejdive
provedeno zjigni absorpniho spektra a kalibtaich Kivek. Absorgni
maximum bylo zji&no @i 625 nm, v pipact kalibraéni rady roztoks Skrobu
bylo nejvySSich hodnot dosazendi pouziti anthronového roztoku starého
5 hodin.

 P¥i zjiStovani vlivu doby hydrolyzy Skrobu na absorbancilybpejvyssi
hodnoty zjiSény po dok 15 minut.

* P zjiStovani stability komplexu anthron — Skrob byla négly absorbance

dosazena v d&b minut.

e Vpiipadt hodnoceni vlivu koncentrace .80, pifi piipraw anthronového
roztoku byla zvolena 96%430,.

* P¥i zhodnoceni extrakiho ¢inidla (HCI a chloralhydratu) byla éktato¢inidla

srovnatelna, nicménjako vhodu;jsi ¢cinidlo bylo ozngeno HCI.

* P¥i stanoveni obsahu Skrobu spektrofotometrickou dmidbyl nejvyssi obsah
Skrobu zjis¢n u manioku avlirabilis expansa— bila forma, tak jako vifpad

stanoveni polarimetrickou metodou.

Z vysledka pokusu vyplynulo, Ze metodu polarimetrickou a $pdktometrickou p

stanovovani obsahu Skrobu lze povazovat za srdwéate
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

UDP

uv

TLC

HPLC

TLC

LSC

LLC

GPC

IEC

RI

adenozindifosfatglukéza
Ultraviolet Light Ultrafialové z&eni
Thin Layer Chromatography, Chromatografie ke vrste

High Performance Liquid Chromatography, Vym@mna kapalinova

chromatogryfie

Thin Layer Chromatography, Chromatografie er@ke vrsté
Liquid-Solid Cromatography, adsénd chromatografie

Liquis-Liquid Chromatography, roZtbvaci (absorgni) chromatografie
Gel Permeation Chromatography, gelova (paemigehromatografie
lon-Exchange Chromatography, ionexova chrografce

Refractive Index Detector, refraktometrickyeldgbr



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 90

SEZNAM OBRAZK U

Obrazek 1.
Obrazek 2.
Obrazek 3.
Obrazek 4.
Obrazek 5.
Obrazek 6.
Obrazek 7.
Obrazek 8.

Obrazek 9.

Obrazek 10.
Obrazek 11.
Obrazek 12.
Obrazek 13.
Obrazek 14.
Obrazek 15.
Obrazek 16.
Obrazek 17.
Obrazek 18.
Obrazek 19.
Obrazek 20.

Obrazek 21.

Obrazek 22

Obrazek 23.

Obrazek 24.

Schématické ZnAz&EMNaAMYIOSY .....cevviiiiiiiiiiiiiieeeee e e e 14
Schématické znazemwhamylopektinu ..............ooovvviiiiiiiiccce e 15
Bramborovy SKrob ...............oi i 16
KUKECENY SKIOD .o e e e e e e e 16
PSEEMY SKIOD ... ..eiiiiiiiiiiiiiiiiic e 16
Biosyntéza SKrobU............viiveiiiieieeeeer e 19
Schéma vyroby bramboroveho SKrobU e .vvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 21
Schéma vyroby p&amho SKkrobu...............ooviiiiii e, 22
Schéma vyroby kuktného SKrobu............ceevvviiiiiiiiiiiiiieee, 24
IMBINIOK . ...ttt e e 26
BalALY . .eeeieeeeee e e ———————— 27
OXaliS tUDEIrOSA. .......eeeeeiiiiii e 29
UIIUCUS tUDEIOSUS. ... 30
CaNNA EAUIIS ... 31
MirabiliS EXPaNSa.........ccooiiiiiiiiie e 31
Schénmkeneéni modifikovanych SKrol.............ccccovvveveiiiiiccciieeeee, 33
Obecné schéma kapalinovéhordtografu.............ooooeeeeiiiiiiiinne, 43
Mirabilis eXpansa—CeIrVENA...........cccceviiiiiieeeiieee e e e e e e 49
Mirabilis expansa- bDil&..........ccccceeeeeiiiiiii e 49
OXaliS tUDEIOSA........cvviiiiiiiic e 50
CanNa EAUIIS ..o 50
BaAALY....eeeeeiiii e ——————————————————— 50
IMBINIOK. .. oo e e e e e e e b



UTB ve Zling, Fakulta technologicka

Obrazek 25.



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 92

SEZNAM TABULEK

Tabulka 1.

Tabulka 2.

Tabulka 3.

Tabulka 4.

Tabulka 5.

Tabulka 6.

Tabulka 7.

Tabulka 8.

Tabulka 9.

Tabulka 10.

Tabulka 11.

Tabulka 12.

Tabulka 13.

Tabulka 14.

Tabulka 15.

Nutdni hodnota andskych plodin.................. e eeeeeeesesecieniennne. 29
Podminky hydrolyzy Skrobu pro polarinodi# stanoveni..................... 40
Srovnaniipdnosti HPLC @ GC .......ooooeiiiiiiieeeeemrieeeeeeee e 42
Charakteristika vybranych plodin.............cccciiciiiiieeeeeeeeeeeennnnn 49
PImMeErné hodnoty VINKOS (%0)......ccoooiiiiiiiieeeeeiieeeeeeee e 59

Obsah Skrobu v hlizach Skrobnatych plodipouzitim specifické

ot&ivosti bramboroveho SKrobu (%) ........cooovvivcciiiiiiiiiieieeeceeee e 61
Rimérné hodnoty specifické atévosti Skrohii (%) ........cevvvvvvevciiiinnnnnnn. 62

Obsah Skrobu v hlizach Skrobnatych plodipouzitim konkrétni

SPECITICKE OLAIVOSE (Y0) «ovveeeeeeeeieeiiiiiee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeens 62
Absorgni spektrum standardniho roztoku Skrobu (ggoml™)......... 65
Vliv doby hydrolyzy Skrobu (4@@.ml ™) na absorbanci...................... 67
Stabilita barvy roztoku $krob (4@ml™) — anthron .............cccocoeue.... 68
Obsah Skrobu v &rstvé hmoty stanovenéigluSnymi metodami....... 70
Parametry @ hodnoty analyzy ... .. .ooooiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeans 73
Parametry regresniho modelu........ccccccooevvvviiivieiiiiiccciiciieeeeeen 3

Statistické charakteristiky regreSe.........uuuuvieiiiieieieeeeeeeeeeeeeieiiiienees 74



UTB ve Zling, Fakulta technologick& 93

SEZNAM GRAF U

Graf 1.

Graf 2.

Graf 3.

Graf 4.

Graf 5.

Graf 6.

Graf 7.

Obsah vlhkosti ve Skrobnatych plodinach.(%)..............c.ccoceneie. 59

Obsah Skrobu v hlizach Skrobnatych plodin spec. otéivost

bramborového Skrobu (%0)..........cociiii i e B

Obsah skrobu v hlizach Skrobnatych plodapec. otéivost konkrétnich
RS 0] ¢ ¥ T () R o X

Absorpni spektrum..........cooiiiiiii e e .06

Kalibr&ni kiivky standardnich roztdkSkrobu s pouZzitimizre starych

anthronovych roztak............coooiiiiiiii e, 66
Vliv doby hydrolyzy na hodnoty absorbance............................68

Kalibr&ni kiivky v zavislosti na typu extrakce..............................69



