2. POLYSACHARIDY

2.1 VYUZITELNE POLYSACHARIDY

amyléza - rozpustna ve studené vodé€, nemazovati
(¢iry, malo viskozni roztok)
amylopektin - ve studené vodé nerozpustny,
zahfevem mazovati
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e mikroskopické vySetieni - identifikace druhu Skrobu
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e reakce s roztokem jodu v KI : amylosa - modré zbarveni,
amylopektin - fialové zbarveni




A.1ZOLACE

O extrakce amylozy a dextrinii horkou vodou
(amylopektin mazovati)

O prevedeni na rozpustné formy pomoci ziredéné
HCI =2 yznik dextrini

/{—a ol | w . DEXTRINY:
/ J< " Poly-a-D-glucosidy stiedni délky
oo a0 W Fetézce vinikajici ze Skrobu
hydrolyzou (kyselou ¢i amyldzou)

2. STANOVENI

analytické formy obecné:

» Skroby
* neporuseny
* parcialné hydrolyzovany (dextriny)
« totalné hydrolyzovany (D-glukosa)

> Dextriny

* vlastni oligomery
« totaln¢ hydrolyzované (D-glukosa)

1. FYZIKALNI METODY

A. Vaikové

Riizné alternativy:
a) vymyti (vypirani) vodou -> filtrace suspenze = vysuseni

b) pievedeni na rozpustnou formu (smés dextrinl) parcialni
kyselou hydrolyzou = srazeni z filtratu 80 % ethanolem
-> vysuseni

c) metoda dle Fellenberga: pievedeni na rozpustnou formu
roztokem CaCl, = srazeni roztokem jodu = vymyti jodu
ethanolem - vysuseni

(vzorek musi byt odtucnény!)




B. Densimetrické metody

hustota vzorku (napf. hustota brambor),
- piiméa umérnost obsahu $krobu (Skrobnatosti)
@ orientacni stanoveni

C. Polarimetrické metody

hydrolyza za definovanych podminek
na dextriny - vy¢ifeni, filtrace >
polarimetrie (! za podminek metody
ruzna otacivost podle typu Skrobu)

Podminky hydrolyzy skrobu pro polarimetrické stanoveni

Metoda Cinidlo Teplota | Cas [a]p20
°C min.

Ewersova HCI 100 15 |+182,7
0,422 % -
bramborovy
1,124 % - obilny

Lintnerova- |HCI 25 % 20 30 +202
Belschnerova

&

Metody vhodné pro bézné potravinaiské suroviny a produkty

2. CHEMICKE METODY

A. Metody titra¢ni

hydrolyza $krobu na D-glukosu = titraéni stanoveni - napf.
jodometrie

B. Metody spektrofotometrické

hydrolyza na D-glukosu = stanoveni napf s anthronem
(reakce s 5-hydroxymethyl-2-furaldehydem)




rezervni polysacharid Zivocisnych tkani (jatra, svaly)
zakl. stavebni jednotka: a(1—>4)D-glukopyrandza, vice vétveny
nez §krob

Izolace
extrakce vodou nebo trichloroctovou kyselinou

Diikaz

¢evené az Cervenohnédé zbarveni s roztokem jodu

Stanoveni

nejcastéji po kyselé hydrolyze jako D-glukosa
->spektrofotometrické metody (anthron)

polyfruktosany B(122)glykosidickd vazba (asi 35 molekul)
- arti¢oky, topinambury
Dukaz

chromatografické metody k diikazu jednotlivych oligo- a
polyfruktosanii (napi. TLC)

Izolace

extrakce horkou vodou — srazeni 80 % ethanolem z
vodného extraktu

Stanoveni
Vaikové
— po srazeni ethanolem

Titra¢ni
— po hydrolyze na D-fruktosu

Spektrofotometrické
— po hydrolyze a vzniku 5-hydroxymethyl-2-furaldehydu
Chromatografické

- TLC, densitometrické stanoveni "in situ"
- HPLC metody




2.2 NEVYUZITELNE POLYSACHARIDY

= komplex polymeri rezistentnich enzymim v travicim traktu

¢lovéka
slozka vidkniny charakteristika
PEKTINOVE heteropolysacharidy, hlavni slozka
LATKY polygalakturonova kyselina - extrahovatelné
horkou vodou nebo chelata¢nimi roztoky s
Ca2+

=> rozpustna slozka vlakniny

HEMICELULOZY |komplexni smés polysacharidéi bun&énych
stén zvlasté extrahovatelnych pentosant
(po odstranéni pektinu):

¢ polymerni forma - alkalicky,
napf. 10% NaOH

¢ hydrolyzovana forma - kysele
napf. 1M H,SO, pii 100°C

=> nerozpustna slozka vlakniny

CELULOZA hlavni strukturni polysacharidy rostlin
zbyvajici po odstranéni pektind a
hemiceluloz

+ nerozpustné v silnych alkaliich,

+ rozpustné v 72% H,SO, pti 20°C
LIGNIN makromolekuly z kondenzovanych
fenolickych alkoholi zbyvajici

po extrakei 72% H,SO,

REZISTENTNI | forma rezistentni piisobeni o-amylazy
SKROB (v cerealiich, lusténinach) -

typ potraviny/granule, nebo dusledek
zpracovani suroviny - retrogradace




Ostatni latky potencialné navysujici nalezy viakniny:

* rozpustné: gumy (rostlinné, z fas ¢i bakterialni)

* nerozpustné : produkty Maillardovych reakci

slozky kutikuly - komplexni vosky

modifikované polysacharidy

STANOVENI VLAKNINY - obecny postup

analyticky krok

technika, cinidla

« pFiprava
suSeni, dezintegrace

v susarné, lyofilizace, sonikace,
mleti, vlhka homogenizace

Vv

« predextrakce

-, aceton , chloroform, diethylether,

- odstranéni tuku a pigmenti | ¢thanol (90, 80%), petrolether....

Vv

« rozklad (digesce)
- rozpusténi Skrobu a ost.

“nevlakninovych” sloZek

horké ¢i studené alkalie, horké
kyseliny, kysely ¢i neutralni
detergent, mocovina, studena voda,
DMSO, pufry, amylazy,
amyloglukozidazy, proteazy,
smésné hydrolazy

v

* separace
- odd¢leni z digestatu

precipitace, dialyza, filtrace,
centrifugace, ultrafiltrace

Vv

« vlastni stanoveni
vlakniny

ptimé vazeni, ztrata vahy po
zpopelnéni, odecteni vahy vzorku po
stanoveni ostatnich komponent,
GLC/kolorimetrie, HPLC

¢ nesmi dojit ke vzniku artefakti - napt. via Mailardovy reakce

v

Vlaknina, hruba vlaknina, vlaknina potravy




Piehled izolac¢nich postupi nevyuZitelnych
polysacharidi

+ METODY CHEMICKE
A. Metody hydrolytické

Vzorek se hydrolyzuje kyselinou nebo kyselinou a
hydroxidem, nerozpustny zbytek se izoluje a stanovi
vazkoveé

Klasické metody

Hydrolyza Stanovena latka Podle
H,SO, Celulosa, lignin Konig,
Wergenthalen
H,S0O,/NaOH | Hemicelulosy, celulosa, |Henneberg-
lignin Stohmann
H,SO, Hemicelulosy, celulosa, |Harwood

dvoustupnove lignin

Metody hydrolytické za pouZiti saponati
Za pritomnosti saponati solubilizace bilkovin a jinych polymerd,
poté hydrolyza za mirnéjsich podminek (zfedéné roztoky H,SO,,
neutralni roztoky)

B. Metody oxidaéni

Vzorek se hydrolyzuje HNO, (event. i smési s jinymi kyselinami),
oxidativni degradace ligninu a stanovi se pouze celulosa
a hemicelulosy

(Degradaci ligninu Ize provést i chlorem, sifi¢itany apod.)

C. Enzymové metody
Vzorek se hydrolyzuje amylolytickymi a proteolytickymi enzymy
(Casto v kombinaci s kyselou hydrolyzou), vysusi a zvazi




Vztah mezi vlakninou a analytickymi metodami

Definice vldkniny

Analyticky cil

zbytek po extrakei rostlinnych
produktii rozpoustédlem, ziedénou
kyselinou a zfedénym louhem

empiricky ukazatel nevyzivového podilu
potravin a krmiv

nerozpustny organicky podil,
netravitelny zivo¢isnymi enzymy

empiricky ukazatel nevyzivového podilu
potravin a krmiv

zbytek rostlinnych bunék rezistentni
hydrolyze alimentarnimi enzymy
cloveka

ukazatel netravitelnych slozek potravin
(zvl. polysacharidy a lignin)
rezistentnich piisobeni specifickych
enzymu

suma ligninu a rostlinnych
polysacharidi netravitelnych
sekretem lidského traviciho traktu

ukazatel netravitelnych polysacharidi a
ligninu, rezistentnich ptisobeni
specifickych enzymu

polysacharidy jiné nez $krob

ukazatel neSkrobovych polysacharida
jako index podilu stén rostlinnych bunék

v potravinach

¢ Gravimetrické metody

extrakce vzorku za tepla (Casto s pfidavkem
chelata¢nich ¢inidel pro uvolnéni pektinovych
latek pfitomnych ve formé vapenatych soli) =
srazeni pektinil roztokem ethanolu nebo CaCl,
(pektan vapenaty) = vysuSeni a zvaZeni

» hydrolyza ptitomnych pentozanii (zvl. arabani a

xylant) pomoci HCI (= 1

2%) za vzniku 2-

furaldehydu a jeho nasledné stanoveni

é tvorba 2-furaldehydu neprobiha stechiometricky,
velmi zalezi na podminkach destilace, riizné
vyteznosti podle druhu polysacharidu




Metody vazkové

stanoveni produktu reakce 2-furaldehydu s:
* floroglucinolem
« thiobarbiturovou kyselinou
* barbiturovou kyselinou
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Metody spektrofotometrické

méfeni absorbance produktu reakce 2-furaldehydu
s chromoforem: benzidinem, orcinolem aj.

Metody elektrochemické
stanoveni 2-furaldehydu pfimo po pievedeni na

oxim
U\ 2¢+2H' U\

o CHO o CHOH

L, e

o CHO -H0 o ‘CH=NOH

4e+4H" ]
> + HO

CH~NH,

hydrolyza vzorku resp. pfitomnych bilkovin a sacharidi
72 % hm. H,S0,, ptipadn¢ oxidace téchto latek KMnO,,
= vysuseni zbytku, zvazeni




