Sacharidy

Analytické ukoly

stanoveni dominantniho sacharidu v ur¢itém materialu
(sacharosa v cukrovinkach, Skrob v obilovinach, glykogen

v mase...) — nutri¢ni hodnota potraviny, vyrobku;

stanoveni celkovych sacharidii je neobvyklé¢ resp. az nemozné,
urcuje se vypoctem z obsahu ostatnich slozek:

Do MU0 00 om0 B, Dl

stanoveni sumy urcité skupiny sacharidu (aldosy, pentosy,
redukujici cukry)

stanoveni jednotlivych monosacharidi a oligosacharidi

— identifikace ptivodu suroviny, dikaz falSovani

— sledovani pribehu technologickych procest (fermentace)

Analytické ukoly

stanoveni sacharidu, ktery neni typicky pro ptislusSnou surovinu
(Skrob v jogurtech, rafinosa nebo $krob v masnych vyrobcich)
— odhad receptury vyrobku, diikkaz falSovani

stanoveni vlakniny
stanoveni jednotlivych polysacharidi

identifikace sacharidové slozky glykosidl, glykolipidu,
glykoprotein



Monosacharidy a oligosacharidy - kvalitativni
a semikvantitativni analyza

Diikazy cukri chemickymi zkouskami

* MOLISCHOVA reakce
roztok cukru + a-naftol +H,SO, — Cervenofialové zbarveni
reaguji vSechny sacharidy kromé 2-deoxycukra
* reakce s FEHLINGOVYM ¢inidlem
(CuSOy4+vinan sodno-draselny+NaOH)
zéhtfevem cukru s ¢inidlem vznika cihlové ¢erveny Cu,O; reakcei
davaji jen redukujici cukry a je nespecificka (reaguji i aldehydy...)
* reakce s TOLLENSOVYM Cinidlem
(amoniakalni roztok oxidu stfibrného)
2 Ag(NH;),0H + RCH=0 — 2 Ag + RCOONH,4+ 3 NH; + H,O

Planarni chromatografie cukri

Chromatografické materialy

* papir
* celulosa (TLC)
+ silikagel (TLC), n€kdy impregnace kyselinou boritou...

Cinidla pro detekci cukrii

* anilin + difenylamin + H;PO,4 (modré, zelené, ¢ervené skvrny)
 naftoresorcinol + H,SO,

* anisaldehyd + H,SOy4

+ anilin + kyselina ftalova

* trifenyltetrazoliumchlorid



TLC cukri - priklady

Vrstva | Mobilni faze Délené cukry Detekce

celulosa | CH,COOEt-pyridin-H,O | Lac, Gal, Glc, Fru anilin-ftalova kys.
(6:3:1)

silikagel | CH,CN-H,O (85:15) Raf, Mel, Lac, Mal, | anilin-difenylamin-

Sach, Gal, Glc, Fru, | H,PO,
Xyl, Rha, dRib

BuOH-iPrOH-
0,5% H,BO, (3:5:2)

Raf, Fru, Gal, Glc, | thymol-H,SO,
Sach, Xyl

Denzitometricky zaznam
HPTLC déleni cukra

(A roztoky standard,

B extrakt z jogurtu)

Podminky: silikagel /
acetonitril-fosfatovy pufr pH
5,9 (85:15) + 0,05%
2-aminoethyl-difenylborinat,

dvoji vyvijeni, detekce:
anilin-difenylamin-H; POy,
aktivace 5 min 120°C,
méteni log 1/R , A = 560 nm




Identifikace cukru pripravou derivatu

* piiprava arylosazonu resp. triazolu reakci s fenylhydrazinem
ylhy

CH=0 CH=N—NH—CH . , .,
éHOH CeH:NHNH, | ® 7 CLHNHNH, osazony a triazolové derivaty
\ fHOH cukrt lze identifikovat podle
R R teploty tani;
fenylhydrazon cukry ligici se pouze
konfiguraci na C2 tvoii stejny
CH=N—NH—CH H

osazon (napi. glukosu, fruktosu
a mannosu nelze rozlisit)

\ cu?, H*
- f:N—NH—ceH5

R

=N
\N—c H
_ / 6 5

N

Ia—0—O0

osazon triazol

* acylace cukrti (reakci s acetanhydridem nebo benzoylchloridem)

CH,0H CH,0AC
ogH (ercoro 0. pA rozliseni podle
OH - OAc Ac = CH;CO C 4
OH CH,COONa N teploty tani derivatu
OH OAc

Stanoveni monosacharidi a oligosacharidu

Piiprava vzorku pro stanoveni cukri

Kapalné vzorky

» ziedéni (sirupy, limonady — polarimetrie nebo titrace)
* Cireni a zfedéni (ostatni vzorky — polarimetrie nebo titrace)
* odstranéni iontt (— HPLC)

Tuhé a polotuhé vzorky

* (odstranéni tuku extrakci nepolarnim rozpoustédlem — pouze
vzorky s vysokym obsahem lipid{)

+ extrakce cukrt 80 % EtOH, vodou (moZnost hydrolyzy)

* Ccireni extraktu

» ziedéni vodou (— polarimetrie nebo titrace)
ziedéni mobilni fazi (— HPLC)



CiFeni je odstranéni zakalu a rozpusténych nesacharidovych
opticky aktivnich latek (bilkoviny, AK...), piip. také barviv
z cukerného extraktu adsorpci nebo spolusrazenim.
Obvykle se ptidavkem ¢inidla nebo ¢inidel k extraktu

tvoii srazenina, filtraci je ziskan Ciry roztok.

Néktera Cinidla pouZivana k ¢ifeni

» CARREZOVA Cinidla: roztoky siranu (octanu) zinecnatého
a hexakyanoZeleznatanu draselného:

2 Zn?* + [Fe(CN)g]* — Zn,[Fe(CN)g]
* neutralni octan olovnaty

 zasadity octan olovnaty (CH;COO),Pb + PbO
* zasadity dusi¢nan olovnaty: Pb(NOs), + NaOH

* kyselina fosfowolframové

* dalsi: tanin, AI(OH);, aktivni uhli, specialni ionexy

Polarimetrické metody stanoveni cukri

Hlavni vyuziti

 analyza cukrovarnickych surovin a produktii
» analyza Cokolady, cukrovinek a peciva

Specifické rotace nékterych sacharidu

Sacharid [a]p? Sacharid [a]p®®
sacharosa + 66,53 laktosa + 55,3
invertni cukr | -20,59 maltosa +137,5
D-fruktosa - 93,78 D-galaktosa + 80,47

D-glukosa +52,74

Skrob

+181,3 a2 + 185,9




BéZna polarimetricka stanoveni

» Stanoveni sacharosy v neptitomnosti jinych sacharidi:
prosté méteni optické rotace v roztoku (po vycifeni)
koncentrace sacharosy

co=0/(l.6653) [¢/ml]

+ Stanoveni sacharosy v pfitomnosti redukujicich cukrii:
varem s roztokem Ba(OH), se redukujici cukry rozkladaji na
opticky inaktivni produkty
pouziti: stanoveni sacharosy v cokolad¢

BéZna polarimetricka stanoveni

» Stanoveni sacharosy vedle monosacharidu nebo vedle laktosy nebo
maltosy:

méfi se opticka otadivost roztoku vzorku pied a po inverzi sacharosy
kyselinou chlorovodikovou nebo citronovou (citronova kyselina
nehydrolyzuje laktosu ani maltosu):

C12H22011 + H2O —2 C6H1206-

342 g sacharosy 360 g invertniho cukru

Opticka otacivost roztoku pied inverzi:

o= 1.([a]p™s. cus T[Ap™ s cu)

Opticka otacivost po inverzi:

a=1.([a]p™1.cy t[alp®s.c5) = . ([a]p?"1. (360/342).c +[a]p*’s.C )

feSenim soustavy rovnic se vypocita koncentrace sacharosy ¢, ¢
a koncentrace druhého cukru ¢



Chemické metody stanoveni redukujicich cukru
1. Metody zaloZené na stechiometrickych reakcich

Oxidace aldos jodem

Ve slab¢ alkalickém prostiedi se aldosy oxiduji nadbytkem jodu
na soli ptisluSnych aldonovych kyselin:

R-CH=0O + 1, + 30H" —» R-COO" + 2I" + 2H,0
Po okyseleni se piebytek jodu urci titraci thiosiranem sodnym:
12 + 282032' —2I'+ S4O62'

Oxidace aldos hexakyanozelezitanem draselnym

Aldosy se oxiduji nadbytkem cCinidla v prostfedi uhli¢itanu sodného:
R-CH=0+2[Fe(CN)4]* +30H — R-COO +2[Fe(CN)¢]* + 2H,0
vznikly kyanoZeleznatan se pak ztitruje dichromanem draselnym:
6[Fe(CN)g]* + Cr,0,% + 14H" — 6[Fe (CN)¢]* + 2Cr** + 7H,O

2. Metody zaloZené na nestechiometrickych reakcich
Princip:

+ oxidace redukujicich cukrit méd’natymi ionty obvykle
v alkalickém prostiedi za horka

+ nékterd ¢inidla: FEHLINGOVO (CuSO, + vinan sodno-draselny
+ NaOH), Lurrovo (CuSOy + kys. citronova + Na,COs)

+ reakci Ize pro aldosu zapsat takto:
R-CH=0 + 2 Cu** + 5 OH" — R-COO" + Cu,0 + 3 H,0.

Ve skutecnosti probiha i fada jinych reakci (isomerace, $tépeni cukrti).
Rovnice tedy nevystihuje probihajici chemické déje stechiometricky.
Provadi-li se reakce za presné definovanych podminek (objem roztoku
vzorku, objem cinidla, doba ohfevu reakéni smési k varu, doba varu),
reakce dobéhne do urcitého stupné (je dosazeno urcité konverze reaktant
na produkty), pficemz tento stupeii je zavisly na mnozstvi cukru ve vzorku.
Rizné redukujici cukry reaguji riiznou rychlosti a také vedlejsi reakce
nejsou u jednotlivych cukri zcela totozné.



* Mnozstvi konkrétniho cukru se urcuje empiricky ze slozeni
reak¢ni smési po ukonceni reakce (ochlazeni na laboratorni
teplotu, okyseleni). Lze stanovit bud’

» mnozstvi vylouc¢eného oxidu méd’ného
(¢ervenohnéda srazenina) nebo

» zbytkové mnozstvi méd’natych iontt

Postupy zaloZené na stanoveni oxidu méd’ného

* Metoda podle OFNERA — oxid méd'ny vylouceny reakci cukru
s alkalickym roztokem méd’naté soli se po okyseleni HCI
oxiduje nadbytkem odmérného roztoku jodu na Cu?*:

Cu,O +2H" + I, —» 2Cu*" +2I + H,0
Piebytek jodu se ur¢i titraci thiosiranem.

* Metoda podle BERTRANDA — oxid méd'ny se rozpusti
v roztoku siranu Zelezitého a kyseliny sirové. Zelezité sil
se pfitom redukuje na zeleznatou. Ekvivalentni mnozstvi
zeleznatych iontil se stanovi manganometrickou titraci:
Cu,0+2H"+2Fe** - 2 Cu*" +2 Fe* + H,0
5 Fe’" + MnO, + 8 H* — 5 Fe3* + Mn?" + 4 H,0O



Dalsi postupy zaloZené na stanoveni oxidu méd’ného

* Komplexometricka metoda — oxid méd’ny se po odfiltrovani
rozpusti v kyselin€ dusi¢né a vzniklé méd’'naté ionty se stanovi
titraci komplexonem III (chelatonem 3) s pouzitim murexidu
nebo PAR jako indikatoru:

3 Cu,0 +2NO; + 14 H — 6 Cu*" + 2 NO + 7 H,0
Cu*" + H,Y?> - CuY* +2 H"

* Vazkové metody — oxid méd’ny se odfiltruje a stanovi
vazkové (vazi se bud’ Cu,0O nebo kovova méd’ po redukci
oxidu v parach methanolu)

Postupy zaloZené na stanoveni zbytkovyvch méd’natych iontu

* Metoda podle LUFFA — SCHOORLA — cukerny extrakt reaguje
za horka s definovanym mnozstvim Cu?* ve form¢ LUFFOVA
roztoku (CuSOy,+ citronan sodny + Na,CO;) a vznika oxid
méd’ny. Smés se vafi presné 10 minut. Po ochlazeni
a okyseleni se nadbytek Cu?* stanovi jodometricky:

Cu+4T 52Cul+1,
IL+2 82032_ 21+ S4062_

Provad¢ji se dvé titrace thiosiranem. Prvni bez vzorku (misto
cukerného extraktu se odpipetuje stejny objem vody) a druha
se vzorkem. Z rozdilu spotieb 0,1M Na,S,0; se z tabulky urci
mnozstvi ptisluSného cukru.



Tabulka pro LUFFOVU — SCHOORLOVU metodu

0,1IM Glc, Fru, Maltosa Laktosa | 0,1M Glc, Fru, Maltosa Laktosa
Na,S,0, invert (bezvoda) | (bezvoda) | Na,S,04 invert (bezvoda) | (bezvoda)
[mi] [mg] [mg] [mg] | [ml] [mg] [mg] [mg]

1 2,4 39 3,6 12 30,3 47,5 44,6

2 4.8 7.8 73 13 33,0 51,6 48,4

3 72 11,7 11,0 14 35,7 55,7 52,2
4 9,7 15,6 14,7 15 38,5 59,8 56,0

5 12,2 19,6 18,4 16 41,3 63,9 59,9

6 14,7 23,5 22,1 17 44,2 68,0 63,8

7 17,2 27,5 25,8 18 47,1 72,2 67,7

8 19,8 31,5 29,5 19 50,0 75,5 71,7

9 22,4 35,5 33,2 20 53,0 80,9 75,7
10 25,0 39,5 37,0 21 56,0 85,4 79,8
11 27,6 43,5 40,8 22 59,1 90,0 83,9

» Komplexometricka metoda — piebytek Cu?" po reakci
s cukrem se stanovi titraci komplexonem III (chelatonem 3):

Cu*" +H,Y?> —» CuY> +2 H"

Zvlastni postup

alkalicky roztok méd’naté soli se za varu titruje cukernym
roztokem (vzorkem) do vymizeni modrého zabarveni
(metoda podle LANEA-EYNONA)
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STANOVENI DVOU AZ TRi CUKRU VEDLE SEBE
(KOMBINACE CHEMICKYCH A POLARIMETRICKYCH METOD)

Stanoveni fruktosy vedle glukosy

Glukosa se pfedem oxiduje jodem v alkalickém prostiedi,
po okyseleni se nadbytek jodu odstrani ptidavkem Na,SO;.
V roztoku se pak stanovi fruktosa podle LUFFA-SCHOORLA.

Stanoveni glukosy, fruktosy a sacharosy

* prvni alikvotni podil: stanoveni Glc titraci jodem v alkalickém
prostiedi = m; = mgy.

* druhy alikvotni podil: stanoveni sumy Glc + Fru na zakladé
redukce méd’naté soli (napt. metodou OFFNEROVOU, LUFF-
SCHOORLOVOU) = my = mgie + Mg

* tfeti alikvotni podil: inverze sacharosy kys. chlorovodikovou
stanoveni sumy redukujicich cukrt = m;

Mgach = 0,95 Mgy = 0,95 . (Wl3 - mz)

Stanoveni laktosy a sacharosy vedle sebe

Laktosa se zahfevem s hydroxidem barnatym ptfevede na opticky
inaktivni produkty a zbyla sacharosa se stanovi polarimetricky,
laktosa se stanovi titracné podle LUFFA-SCHOORLA.

Stanoveni glukosy, maltosy a dextrint

Suma glukosy a maltosy se stanovi jodometricky na zaklad¢
redukce méd’naté soli v prostiedi NaOH. V jiném alikvotnim
podilu se stanovi samotna glukosa obdobné v prostiedi octanu
sodného (maltosa nereaguje). V dal§im alikvotnim podilu

se dextriny hydrolyzuji na glukosu a stanovi se suma vSech
redukujicich cukrt.

Hmotnost dextrinlt  mge, = 0,9 . (Meetc. — MGic — Mnal)
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Spektrofotometrické metody stanoveni cukri

1. Enzymové metody

viz ¢ast biochemické metody

2. Metody zaloZené na redukénich acincich cukru

Neokuproinova metoda

Meédné ionty (Cu®) vzniklé reakci Cu?* s cukrem reaguji
s neokuproinem (2,9-dimetyl-1,10-fenanthrolin) za vzniku
oranzového komplexu rozpustného v EtOH (A,.x = 457 nm)

Metoda podle NELSONA a SOMOGYIHO

Meéd'né ionty (Cu*) vzniklé reakci Cu** s cukrem déle redukuji
arsenomolybdenovou kyselinu na molybdenovou modf

(Amax = 820 nm)

Reakce s tetrazoliovymi solemi

Trifenyltetrazolium chlorid nebo bromid se redukujicimi cukry
redukuje v alkalickém prostiedi (pH > 12,5) na Cervenofialovy
trifenylformazan:

trifenyltetrazolium chlorid (bromid) trifenylformazan

12



3. Metody zaloZené na vzniku a reakcich derivati furanu

Dehydrataci cukrii v prostfedi mineralnich kyselin vznikaji

derivaty furfuralu:
|

R (6] CH=0

pentosy — furfural (R = H)

methylpentosy — 5-methylfurfural (R = CH;)

hexosy — 5-hydroxymethylfurfural (R = CH,OH)

uronové kyseliny — 5-formylfuroova kyselina (R = COOH)
(2-deoxycukry takto nereaguji)

Furfural a podobné slouc¢eniny kondenzuji s fenoly, aromatickymi
aminy nebo polycyklickymi slou¢eninami za vzniku barevnych

produktii. CH, 9 OH
OH
Nejcastéji pouzivana Cinidla: O‘O OO
OH

Pfehle d reakci' orcinol anthron 1-naftol
Cinidlo Doba reakce, teplota | Cukry Zbarveni
orcinol / HCI nebo H,SO, | 30-45 min , 100°C pentosy > hexosy | zelené (p), hnédé (h)
anthron / H,SOy4 10-15 min, 90-100°C | vSechny modrozelené
1-naftol / H,SO4 3 min, 100°C vSechny purpurové

Vlastnosti metod:

» malo selektivni (= kombinace s PC, TLC, HPLC)
» malo robustni (vliv doby a rychlosti ohfevu)
* dosti citlivé (mozno stanovit ug mnozstvi cukru)
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Biochemické metody analyzy cukri

vyuzivaji vétsinou enzymove katalyzovanych oxidac¢né — redukénich
reakci cukri, pfi nichz dochazi k pfeméné kofaktoru. Vznik nebo ubytek
urcité formy kofaktoru se obvykle méfi spektrofotometricky.

Nejcastéji jde o dehydrogenace fosforecnych esteri cukrt pyridinovymi
dehydrogenasami za soucasné konverze NAD" (nebo NADP*) na
NADH+H* (nebo NADPH+H"). Redukovana forma kofaktoru se stanovi

meéfenim absorbance pti 340 nm.

Absorpéni spektra oxidované a redukované formy
nikotinamidadenindinukleotidu (¢ = 5 mmol/l)

Stanoveni glukosy

Glc-6-P-
hexokinasa dehydrogenasa
glukosa ﬁ glukosa—6—f0sfét7—§» 6-fosfoglukonat
ATP ADP NADP® NADPH+H'

LS

Jiny princip:

glukosaoxidasa

glukosa ﬁ glukonat

H,0 + 0O, H,0,  vznikly peroxid vodiku oxiduje leukoformu
barviva na barvivo, jehoZ absorpce se méfti

Enzymovy systém lze zakotvit v €idle pro elektrochemické méteni
(,,enzymova elektroda“)
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Stanoveni fruktosy

hexokinasa
fruktosa ﬁ fruktosa-6-fosfat
ATP ADP
Glc-6-P-
1somerasa

Glc-6-P-
dehydrogenasa

glukosa-6-fosfat ﬁ 6-fosfoglukonat

NADP* NADPH+H'

Stanoveni sacharosy

Sacharosa se za katalyzy invertasou (B-fruktosidasou) hydrolyzuje

na glukosu a fruktosu. DalS1 prub¢h je stejny jako u glukos T1p. tosy).
gluk fruk Dalsi pribéeh j jny jako u glukosy (ptip. fruktosy)

Stanoveni laktosy

Laktosa (O-B-D-galaktopyranosyl-(1—4)-o-D-glukopyranosa)
se za katalyzy [-galaktosidasou hydrolyzuje na glukosu a galaktosu;
galaktosa se enzymov¢ dehydrogenuje:

D-galaktosa-NAD-

oxidoreduktasa )
galaktosa / \ galaktonova kyselina
NAD" NADH+H"
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Stanoveni rafinosy
Rafinosa (o-D-galaktopyranosyl-(1—6)-a-D-glukopyranosyl-(1-2)-
B-D-fruktofuranosid) miize byt hydrolyzovana bud’

* na galaktosu a sacharosu (enzym a-galaktosidasa) nebo
* na fruktosu a melibiosu (enzym invertasa).

Stanoveni rafinosy zaloZeno na dehydrogenaci galaktosy.
V druhém pfipad¢ je nutné nejprve hydrolyzovat melibiosu
na galaktosu a glukosu (enzym o-galaktosidasa).

Zhodnoceni enzymovych metod

Vyhody Problémy, nevyhody
specificnost nalezeni optimalnich podminek pro vice
enzymil

jednoducha ptiprava vzorku | necistoty v enzymovych preparatech

rychlost vysoka cena Cistych enzymu

16



Vysokoucinna kapalinova chromatografie
monosacharidii a oligosacharidi

Separacni systémy HPLC

déleni boratovych komplexii
cukrd na ménicich aniontu

déleni na ménic¢ich kationt

v cyklu Na*, Ag®, Ca®’, Pb*"
Y g

déleni na stacionarnich fazich

s vazanou aminoskupinou

déleni na ménicich aniontu

v silné alkalickém prostiedi

chromatografie v systému
obracenych fazi — RP HPLC
(pfedkolonova derivatizace napf.
dabsyl- nebo dansylhydrazinem)

Moznosti detekce

refraktometricka (RID)

pulzni amperometricka (PAD)

detekce pouzitim ELSD
(evaporative light scattering detector)

UV/VIS s pokolonovou derivatizaci
(napf. orcinolem)

UV/VIS nebo FLD s piedkolonovou

derivatizaci
UV (=190 nm)
MS

Chromatografie cukri na ménicich kationti

stacionarni faze: silné kysely katex obvykle v cyklu Na*, Ag",
Ca*", Pb*" (kolony v cyklu Ag®, Ca*", Pb?*" vyzaduji pfedchozi
odstranéni iontll ze vzorku — zafazeni pfedkolony s katexem a anexem)

mobilni faze: voda

detekce: RID (mez detekce cca 0,5 pg), UV (190-210 nm)

Rafinosa
Sacharosa

!

Glukosa
‘ Galaktosa

Stchyosa '

‘ ‘ ‘ Fruktosa

Nasttiky jednotlivych cukri

do kolony Ostion LGKS 0800 Na
(250x8 mm, 10 pm)

teplota kolony: 80 °C

mobilni faze: voda

pritok: 0,4 ml/min

nastiik: 20 pl

koncentrace cukrti: 500 pg/ml

==

30
Time [min.]
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Chromatografie cukrii na amino-fazich

Voltage [mV]

stacionarni faze:
silikagel s vazanymi
aminopropylovymi
skupinami

Voltage [mV]

mobilni faze: fixni
smés voda-acetonitril =

Fruktosa

Glukosa

Maltosa
Laktosa

detekce: RID 0

30 40
Time [min]

(mez detekce cca 5 pg)

i

nastiiky Fru, Glc, Mal, Lac 15
do kolony Separon SGX NH,
(250x4 mm, 5 pm)

prutok 1 ml/min, detekce RID,

Voltage [mV]

Fruktosa

Glukosa

Maltosa

nastik 100 pl 0
a: CH;CN-voda (80:20)

b : CH;CN-voda (70:30)

Time [min.]

1,754

1,50+

Sacharosa

1,25+

1,00
Rafinosa

0,75+

0,50

Stachyosa

Verbaskosa

D¢leni oligosacharidii na amino-fazi

15

kolona Separon SGX NH, (250x4 mm, 5 pm)

mobilni faze CH;CN-voda (65:35)
prutok 1 ml/min, nasttik 100 pl,
detekce RID

T T
20 25
Time [min.]
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Déleni monosacharidi, disacharidu a trisacharidu

kolona LiChroCART (250 x 4,6 mm), stac. faze LiChrosorb NH2, Sum,
predkolona 4x4 mm, stejna napln,

mobilni faze CH;CN-H,0 (75:25)

detekce UV 190 nm

poradi eluovanych slozek: rhamnosa (50 pg), xylosa (50 pg), fruktosa (25 pg),
glukosa (100 pg), galaktosa (50 pg), sacharosa (100 pg), maltosa (100 pg),
trehalosa (130 pg), laktosa (130 pg), melibiosa (130 pg), rafinosa (130 pg)

Chromatografie cukri a alditoli na ménicich
aniontt v silné alkalickém prostiedi (HPAEC)

» stacionarni faze: specidlni iontoménice (vyrobce Dionex)
* mobilni faze: roztok NaOH nebo KOH (0,001-0,5 mol/l), pfipadné

s ptidavkem octanovych iontii nebo kationt kovi alkalickych
zemin (Sr**, Ba®")

+ detekce: pulzni amperometricka

Interakce se stacionarni fazi:

Cukry se chovaji jako velmi slabé kyseliny; disociaci protonu z hydroxy-
lovych skupin vznikaji anionty, které jsou poutany kladn¢ nabitymi
skupinami na povrchu ionexu. Z vazby na stacionarni fazi cukry vymyva
roztok hydroxidu.

Nejvétsi aciditu vykazuje poloacetalovy hydroxyl (pK,=12-12,5),

u glukosy klesa acidita dal$ich hydroxylt v fadé 2-OH > 6-OH > 3-OH >
4-OH.
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Priklad déleni cukru metodou HPAEC

Y —

Chromatogram cukrt
o CarboPac PA1 (250x4,6 mm)

: mob. faize ImM NaOH + 0,03 mM NaOAc
potadi eluce koresponduje s hodnotami pK,
(Gal 12,39; Glc 12,35; Xyl 12,29; Man 12,08)

Vliv slozeni mobilni faze na reten¢ni ¢asy cukrt:
: S i mob. faze A: voda
TR | mob. faze B: 50 mM NaOH + 1,5 mM NaOAc

Podstata pulzni amperometrické detekce

méteni proudu mezi pracovni Au elektrodou a referentni elektrodou
v cyklech o délce cca 1s
jednotlivé kroky cyklu:

1. vzorkovani proudu (méfeni): potencial cca +50 mV, délka 300-400 ms
2. Cisténi elektrody: potencial +600 az +800 mV, délka 200 ms

3. Cisténi elektrody: potencial —150 az —300 mV, délka 200-400 ms

4. stabilizace elektrody pfi detekénim potencialu, délka 200 ms

Mez detekce cukrt pii pouziti PAD: 3-10 ng
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1 — xylitol

2 — glucitol (sorbitol)

3 — mannitol

4 — isomaltitol

5 — laktitol

6 — a-D-glukopyranosyl-
(1—1)-D-mannitol

| .J' | I | I 10
I 1t f i 12 7 — glukosa
2 RIRIN I\ 8+9 — maltitol + fruktosa
LN .|! '1.' I/ |.| A \ o -——"-L - YA 10 — laktosa
K _r-.,- ﬁT'_ﬁ— = 11 — sacharosa
12 — maltosa
a0 | et - i
[ 0 30 40 50 &0 | ] w0
Miouses

Separace alditolti, monosacharidt a disacharidi metodou HPAEC-PAD
kolona CarboPac MA1 (250x4 mm), pfedkolona CarboPac MA1 (50x4 mm)
mobilni faze A: 1M NaOH, B: voda, teplota kolony 29°C

gradient: start: 30 % A, 40. min: 45% A, 60. min: 45%A, 80. min: 80% A
81.-90. min: 30 % A

prutok 0,4 ml/min, nastiik 10 pl

INTEGRATED CURRENT / nC

200

150

100

50

L] “ 40 - Su
¢ ﬂ
S| | _E G |
L 30
I ml- ‘ ! & I
| | e 1 & | 4
BELAT SR 5 | |
. M~ © 20t | |
® [ 2 ) 20 El | |
| T [ e 1 : -I\ F |
=
5] mi | |
= L —————— = e i [ |
E | = | 1
L L
=l S = 1 L
o 10 20 30 40 s} 10 EID 3‘0 4‘0
TIME / min TIME / min

Analyza dietniho tfesinového Analyza mandarinkové §tavy

fedéni vzorku 1:1000

Kolona CarboPac MA1, 8,5 um (250x4 mm) a ptedkolona (5x4 mm)
mobilni faze 0,58M NaOH+2 mM Ba(CH;COO),, pritok 0,4 ml/min
nastik 10 pl

G — glukosa, F — fruktosa, Su — sacharosa, S — sorbitol (glucitol),

M —mannitol, ml — myo-inositol

dzemu
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Plynova chromatografie
monosacharidi a oligosacharidi

Pted stanovenim plynovou chromatografii museji byt cukry
pfevedeny na té¢kavé derivaty.

Moznosti derivatizace cukrua

1) pfima silylace

 nahrada vodikd hydroxyskupin trimethylsilylovou skupinou
-Si(CH)s

 provedeni: reakce suchého vzorku s trimethylchlorsilanem
a hexamethyldisilazanem

e jednotlivé strukturni formy cukru (acylicka forma, anomery
pyranos a furanos) poskytuji rizné derivaty
= jeden cukr — pét riznych derivati
= nepiehledny chromatogram s velkym poctem pikt

2) dvoustupnova derivatizace s oximaci

e piiprava oximi nebo methyloximi reakci s hydroxylamin-
hydrochloridem nebo methoxylamin-hydrochloridem
v pyridinu (reaguji jen redukujici cukry)

« silylace nebo acetylace oximu resp. methyloximu redukujicich
cukri a silylace nebo acetylace pfitomnych nezménénych
neredukujicich cukrt

(‘:H:O ‘CH:N—OR CH=N—0R
\

CHOH CHOH CHOSI(CH,),

\ H,N-OR | \

‘CHOH CHOH (CH,);SINHSI(CHy); - cHosi(cH,),
\ \

CHOH  -H,0  cHoH  (CHy)SiCl CHOSI(CH,),
\ \

CHOH ‘CHOH (‘ZHOSi(CH3)3

CH,0H CH,0H CH,0Si(CH,),
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Acylaci lze uskutec¢nit acetanhydridem nebo trifluoracet-
anhydridem (velmi tékavé a stabilni derivaty).

Pti acylaci oximt (nikoli methyloximi) aldos dochazi G¢inkem
anhydridu kyseliny k dehydrataci a oximové skupina se méni

na nitrilovou (oximy ketos této reakci nepodléhaji):

CH=0 CH=N—OH c=N
éHOH éHOH (‘)HOAC
(‘:HOH HN=OH éHOH (CH,C0),0 éHOAc
(‘:HOH -H,0 CHOH (‘IHOAC
‘LHOH <‘3HOH éHOAc
C‘HZOH (‘:HZOH (‘2HZOAC
Ac=  —C—CH,

3) dvoustupnova derivatizace s redukci

o redukce cukrt na alditoly tetrahydridoboritanem sodnym

o acetylace alditold acetahydridem v pyridinu

CH=0

i (‘SHZOH CH,0AC
‘CHOH CHOH (‘:HOAC
CHOH NaBH, ~ cHoH  (CH,CO),0 CHOAc

‘ —_— —_—

C‘IHOH C‘:HOH CHOAc
C‘IHOH ‘CHOH (‘IHOAC
CH,OH CH,OH AHZOAC

Nevyhody: nelze stanovit cukry i alditoly soucasné,
nelze stanovit aldosy a ketosy soucasné;

ketosy tvoii ekvimolarni smes dvou alditolil

(z fruktosy vznika glucitol a mannitol — tj. produkty
redukce glukosy a mannosy)
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Podminky GC stanoveni cukrii

 vétSinou kapilarni kolony, vybér stac. faze se fidi druhem derivatu
e detekce FID, MS

= |

GC analyza cukrd ve formé

aldonitrilacetata:

kolona DB Wax Carbowax 30 m

teplotni program:

_ 180 —210 °C, 2°C/min,

‘ : ; : prodleva pii 210 °C do konce analyzy
‘ detekce FID

|l f E — erythritol

1 — rhamnosa

{ | 2 — arabinosa

\ 3 —xylosa
&, _ W, 4 — mannosa
| N W ——

A _ 5 — galaktosa
o lla - 20 HII 6 — glukosa

MINUTES

Srovnani vlastnosti HPLC a GC postupi
pri stanoveni cukrii

HPLC GC
snadna ptiprava vzorku nutna derivatizace
rychlejsi (kratsi) analyza vy$$i separacni uc¢innost

(d€leni anomert)

vhodna i pro vyssi oligosacharidy | jen pro mono- az trisacharidy

vétSinou lepsi spravnost vyssi citlivost




Stanoveni polysacharidii a viakniny
Stanoveni Skrobu

Vazkové stanoveni

Z odtu¢néného vzorku se Skrob extrahuje 20 % HCI (pfevedeni
na rozpustnou formu). Ve filtratu se rozpustny skrob srazi
ethanolem, srazenina se zfiltruje, vysusi a zvazi.

Jiny postup (dle FELLENBERGA): §krob se pfevede na rozpustnou
formu varem s roztokem CaCl,. Po filtraci se z filtratu Skrob
vysrazi jodem. Srazenina se odfiltruje a promyvanim ethanolem
se z ni jod odstrani. Po vysuSeni se §krob zvazi.

Stanoveni Skrobu

Polarimetrické stanoveni

Skrob se zahievem se zfedénou HCI (0,42-1,12 %) pievede

na rozpustnou formu. Po vy¢ifeni a filtraci se méti opticka rotace
roztoku. Mérna otacivost riiznych Skrobu se pohybuje podle ptivodu
v rozmezi + 181,3 az + 195,5 stupiitt kruhovych.

Za ptitomnosti nizkomolekul. sacharidii se provadi dvoji méteni:
(1) alikvotni podil vy¢iteného extraktu a (2) alikvotni podil, z néhoz
se Skrob odstrani srazenim ethanolem. Obsah $krobu se uré¢i z rozdilu.

Postupy zalozené na hydrolyze $krobu

Skrob se varem s kyselinou chlorovodikovou hydrolyzuje az na
glukosu a ta se stanovi titracné€ nebo spektrofotometricky.
Merob = 0,9 . mge



Analvza ¢aste¢né hydrolyzovaného Skrobu

Kapalinovou chromatografii (HPAEC-PAD) lze separovat jednotlivé
oligomery a polymery podle poctu glukosovych jednotek (az do 60).
To umoziuje napt. u enzymove hydrolyzovaného amylopektinu
rozliSovat ptivod Skrobu nebo urcovat piivod maltodextrinovych
ptipravki a Skrobovych sirupd.

Stanoveni glykogenu

Glykogen se z zivociSnych tkéani izoluje extrakeci trichloroctovou
kyselinou. V extraktu se stanovi jako glukosa napt. anthronovym
¢inidlem (v prostiedi H,SO, dochazi k uplné hydrolyze glykogenu,

vvvvv

Mglykogen — 059 - MGie

Stanoveni pektinu

Pektinové latky (polymery galakturonové kyseliny) jsou nevyuzitelné
sacharidy a patii tedy k rozpustnym slozkam tzv. vidkniny.

Vézkov¢é stanoveni. Pektiny se ze vzorku izoluji extrakci horkou
vodou (n€kdy s ptfidavkem komplexotvornych latek) a naslednym
srazenim chloridem vapenatym (vznikd malo rozpustny pektan
vapenaty). Srazenina se odfiltruje, promyje, vysusi a zvazi.

Kapalinové chromatografie (HPAEC-PAD): stanoveni oligo-
galakturonovych kyselin v pektinovych ptipravcich (déleni podle
poctu cukernych jednotek) — pouziti pro ur€ovani ptivodu pektinu.
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Stanoveni vlakniny

Vidknina potravy (dietary fibre) zahrnuje nevyuzitelné polysacharidy
a jejich doprovodné latky (lignin)

 nerozpustnd vldknina: celulosa, nékteré hemicelulosy, lignin,
(rezistentni Skrob)

e rozpustna vlaknina: pektiny, n€které hemicelulosy (¢ast arabino-
xyland, B-glukany, glukomannany, galaktomannany), rostlinné
gumy a slizy.

-----

ze vzorku, na hydrolyze a solubilizaci ostatnich slozek (bilkovin,
vyuzitelnych sacharidii...) a zvazeni zbytku nerozpustného
za podminek metody.

Priklady hydrolytickych postupu pii stanoveni vldkniny

* vars 1,25 % H,SO, a nasledné s 1,25 % NaOH

» var se smési CH;COOH, HNO; a CC1;COOH

* hydrolyza 72 % H,SO, 48 hodin (— lignin)

* solubilizace bilkovin pouzitim surfaktantii a nasledné kysela
hydrolyza jinych polymeri (zfedény roztok H,SO,)

* enzymova hydrolyza
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Enzymova gravimetricka metoda stanoveni vlakniny
(total dietary fibre)

odtu¢néni vzorku extrakei petroletherem v SOXHLETOVE extraktoru
(jen vzorky s obsahem tuku nad 10 %)

suspendovani navazky (odtu¢néného) vzorku v tlumivém roztoku
pH = 6 a inkubace 30 min pii 95°C s a-amylasou

uprava pH na 7,5, inkubace 30 min pii 60°C s proteasou

uprava pH na 4,5, inkubace 30 min pii 60°C s amyloglukosidasou
vysrazeni rozpustné vlakniny pfidavkem ethanolu

filtrace nerozpustného zbytku a srazeniny

promyti filtru se zachycenou vldkninou ethanolem a acetonem
vysuseni a zvazeni nerozpustného zbytku

stanoveni bilkovin v nerozp. zbytku dle KJELDAHLA (paralelni vzorek)
stanoveni popela v nerozpustném zbytku (paralelni vzorek)
Myjaknina = Mzbytek — Mbilk. — Mpopel
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