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Stanoveni dietarni vlakniny v potravinach

Souhrn

Dietarni vlaknina ma ovéteny pozitivni vliv na zdravi ¢lovéka. Kli€¢ovou vlastnosti dietarni
vlakniny je jeji nestravitelnost v tenkém stfevé a nasledny prechod do tlustého stieva, kde je
zcela ¢i CasteCné fermentovana stievni mikrobiotou za vzniku mastnych kyselin s kratkym
fetézcem. Literarni reSerSe této diplomové prace byla zaméfena zejména na metody stanoveni
dietarni vlakniny. Fyzikalni variabilita slozek a chemicka slozitost vlakniny v rdznych
potravinach a rizné techniky zpracovani potravin zpusobuji obtizné zvoleni vhodné metody.
Pro stanoveni obsahu dietarni vlakniny v potravinach lze metody rozdélit do zakladnich tfi
kategorii: neenzymaticko—gravimetrické, enzymaticko—gravimetrické a enzymaticko—
chemické, které lze dale rozdélit na metody enzymaticko—kolorimetrické a enzymaticko—
chromatografické. Pro stanoveni dietarni vlakniny jsou nejpouzivanéjsi metody AOAC
enzymaticko—gravimetrické a metody enzymaticko—chemické, zejména Englystova metoda.

Prakticka ¢ast této diplomové prace byla zamérena na implementaci a validaci metody
AOAC do laboratorni praxe. Pro stanoveni dietarni vlakniny ve vybranych vzorcich
snidafiovych cerealii byl pouzit pfistroj ANKOM Dietary Fiber Analyzer a analyticka metoda
byla zvolena AOAC 991.43. Tato metoda byla zkousena na Ceské zem&d&lské univerzitd
v Praze poprvé. Jelikoz metoda nebyla od vyrobce dostate¢né popsana, muselo byt odzkouseno
jeji fungovani, coz se neobeslo bez pomeérné velkych problémi. Bylo nutné upravit pivodni
metodiku a znovu vSe odzkouset. Dale byla u 5 vzorkt snidafiovych cerealii stanovena hruba
vlaknina pomoci pfistroje ANKOM?2%,

U vzorku Emco super mysli s ofechy a mandlemi bylo pomoci metody AOAC 991 .43
naméfeno 3,1 % rozpustné dietarni vlakniny a 5,5 % nerozpustné dietarni vlakniny. Vysledna
hodnota celkové dietarni vlakniny byla 8,6 %. Metoda byla implementovana. Podafilo se
vytvoftit upravenou standardizovanou metodiku, kterd do budoucna zna¢n€ usnadni dalsi pouziti
této metody. Stanovenim hrubé vlakniny ve vzorcich snidanovych cerealii bylo zjisténo, ze
nejvyssi hodnota hrubé vlakniny byla naméfena u vzorku Bonavita Dobra vlaknina (2,84 %) a
nejniz$i hodnota byla naméfena u vzorku Emco super mysli s ofechy a mandlemi (1,16 %).

Nejvétsim nedostatkem originalni metodiky od firmy ANKOM jsou instrukce
k podplirnym analytickym stanovenim (stanoveni dusikatych latek a stanoveni popela). Jelikoz
v prabéhu implementace metody doslo k mnoha analytickym problémtim, které se vyskytly
predevsim pfi procesu mineralizace a pii nasledné destilaci a titraci na ptistroji Kjeltec, bylo by
dobré, kdyby vyrobce doplnil podrobnéjsi instrukce. V této pract byly vysledné hodnoty
celkové dietarni vlakniny ve snidafiovych cerealiich nizsi nez hodnoty, které vyrobce deklaruje
na etiketé vyrobku. Metodiku stanoveni je tedy do budoucna tfeba jesté optimalizovat pro dané
realné potravinové matrice.

Souhrnné lze fict, ze stanoveni dietarni vlakniny pomoci piistroje ANKOMT™F metodou
AOAC 991 .43 je slozité, nakladné a ¢asoveé narocné. Nicméné tato metoda je pouzivana jako
standardni, a proto je vhodné ji pouzit pro rutinni analytické stanoveni dietarni vlakniny
v potravinach.

Klic¢ova slova: dietarni vlaknina, nerozpustna vlaknina, validace metody



Determination of dietary fiber in food

Summary

Dietary fiber has a proven positive effect on human health. A key characteristic of
dietary fiber is its indigestibility in the small intestine and subsequent passage to the large
intestine, where it is fully or partially fermented by the intestinal microbiota to form short-chain
fatty acids. The literature search of this thesis focused mainly on methods for the determination
of dietary fiber. The physical variability of the constituents and chemical complexity of dietary
fiber in different foods and the different food processing techniques make it difficult to choose
a suitable method. For the determination of dietary fiber in foods, methods can be divided into
three basic categories: non-enzymatic-gravimetric, enzymatic-gravimetric and enzymatic-
chemical, which can be further subdivided into enzymatic-colorimetric and enzymatic-
chromatographic methods. For the determination of dietary fiber, the most commonly used
methods are the AOAC enzymatic-gravimetric and enzymatic-chemical methods, especially the
Englyst method.

The practical part of this thesis focused on the implementation and validation of the
AOAC method in laboratory practice. The ANKOM Dietary Fiber Analyzer was used to
determine dietary fiber in selected breakfast cereal samples and the chosen analytical method
was AOAC 991 .43. This method was tested at the Czech University of Agriculture in Prague
for the first time. Since the method was not sufficiently described by the manufacturer, its
operation had to be tested, which was not without rather big problems. It was necessary to
modify the original methodology and test everything again. Furthermore, the crude fiber was
determined in 5 samples of breakfast cereals using the ANKOM?% instrument.

For the Emco super mysli s ofechy a mandlemi, 3,1 % soluble dietary fiber and 5,5 %
insoluble dietary fiber was measured using the AOAC 991.43 method. The resulting value of
total dietary fiber was 8,6 %. The method has been implemented. A modified standardized
methodology has been developed which will greatly facilitate the future use of this method. The
determination of crude fiber in the breakfast cereal samples revealed that the highest crude fiber
value was measured in the Bonavita Dobra vlaknina sample (2.84 %) and the lowest value was
measured in the Emco super mysli s ofechy a mandlemi sample (1.16 %).

The biggest shortcoming of the original ANKOM methodology is the instructions for
the supporting analytical determinations (nitrogen and ash determination). As there were many
analytical problems during the implementation of the method, especially during the
mineralization process and the subsequent distillation and titration on the Kjeltec, it would be
useful if the manufacturer would add more detailed instructions. In this thesis, the resulting
values of total dietary fiber in breakfast cereals were lower than the values declared by the
manufacturer on the product label. Therefore the methodology needs to be optimized for the
given real food matrices in the future.

In summary, the determination of dietary fiber using the ANKOM'PF instrument by the
AOAC 991.43 method is difficult, expensive and time consuming. However, it is a standard
method often used, therefore it is appropriate for routine analytical determination of dietary
fiber in food.

Keywords: dietary fiber, insoluble fiber, method validation



1 VO eeeeerreieeeeeeeeeseeseeseessesseessessesseessessssssassssssesssensessssssesssessesssessnsssssssesssssssssssssssassssessss 9
2 Cile prace a vEdecké hypotézy..........cccirriverriiiisniiiiiineeiniiieiinsnsienssssesesssssssssssnessssssaees 10
2.1 Cle PrACE.cceueeeeeccciciiisiisissietie st er s aeessssss st sssssssssessesaeeassassassanann s anannnnan 10
2.2 VEdecké hyPotézy......cccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicnsineineisisnisse e sss e ssessssssssennes 10

3 Literarni FESEISE coeeereeerieerieeriiesisisssssssssssssssssssss s s ss s s s s s s s s s s s s s nn s snannnan 11
3.1  Dietarni VIAKNING....cccceeeiiiiiirieiiiiirerriis s sss s s e s s e s nn e 11
3.1.1 [ 1) o) =TSRRI 11
3.1.2 Definice dietarni VIAKNINY .....ccooovie e 11
3.1.3  Slozenia rozdéleni dietarni VIAkNiny ........ccccoeeeiiiiiiiiiiiin 12

3.2  Fyziologické Uéinky a zdravotni pfinosy dietarni vliakniny.........cccceeeeeennneee. 12
3.3 Doporuceny denni prijem dietarni vlakniny........ccceevviiiiiiiiiniinininnnnnnnnnnnne.. 13
3.4 Vyiivova a zdravotni tvrzeni dietarni vlakniny........cccceernenieiniiiiniiiiiininnne. 13
3.4.1.1 VYZIVOVE TVIZENT .ottt sttt srae s sb e sab e r s 14
34.1.2 ZAraVOtNi TVIZENT . vvee ettt 14

3.5 Zdroje dietdrni VIAKNINY .....ccccoeiiiiiiiiiiiiiiiiiniinenn e 15
3.6 Biologicka dostupnost minerdlnich latek..........cccccceiiiiiiiiiiiinniiiniiniinnnnnnneee. 15
3.7  VIdknina jako dopINék Stravy ......ccccccceeeeemenmnnniisiisiiiiiiiinninninninienneneeesseanese. 16
3.8 Metody stanoveni VIAKNINY ......cccevueeeeeneeniiiiiiiiiiiiiininininnnnnineneseseesn . 16
3.8.1  Stanoveni dietarni VIAKNINY ....coooeriiieeee e 16
3.8.1.1 Neenzymaticko—gravimetrické metody........cccceevvviniiiiiiniiiinniiiiie, 17
3.8.1.2 Enzymaticko—gravimetrické metody ........cccceceeriiiniiiiiinininii 18
3.8.1.3 Enzymaticko—chemické metody .........ccccceeveriiiiiiniiiii e, 19

3.8.2 Porovnani Englystovy metody s metodou AOAC 985.29..........ccceeennneen. 20
3.8.3  Analyzatory stanoveni VIAKNINY ... 22
3.8.3.1 ANKOM Dietary Fiber Analyzer........oooceeiieeeiiieeeeeiiiecceceie s 22
3.8.3.2 ANKOMZO ettt et ee e et e te et e e e e ebeesteebaesseeatesseensesseenseessenaeensenneens 22
3.8.3.3 FIDEITECT™ .ottt ettt ettt ea et se et et s ettt st en e er e 23

4 IMIEtOAIKA .euueeererreeeennnceeeriireneennnnneeeeeesesssssssssssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnnnns 24
4.1  ANAlyZoVvaneé VZOrKY .......ccceeereeeeeeuenneniiiiiiiiiiiiiinisnieeineesesssssssssssssssssssssanssnns 24
4.2 Stanoveni dietarni VIAKNiny.........cccevvviiiiiiiminiiiiininiiii e 28

4.2.1  Stanoveni dietarni vlakniny pristrojem ANKOM Dietary Fiber Analyzer..28
421.1 PouZité pristroje @ POMUCKY ....cceeruereiereeiereeiere e 28

42.1.2 POUZItE CheMIKAIIE .. eueveeeeieie e ee e e e 28
42.1.3 2 1Y (U o PP U ORI 29



4.2.2  VYPOCET . eeiieitie ettt ettt s n e e ea 30

4.2.3  StanNOVENi POPEIA ..ccuurieeciieieiie et e 32
423.1 PouZité pFistroje @ POMUCKY.......cccveierieieneeie e 32
42.3.2 20 1Y (U o OO PP 32

4.2.4  Stanoveni dusikatych [AteK ........ccovvveeeriiiiiiiiiiii 32
424.1 PouZité pFistroje @ POMUCKY......cccceeiereeiereee e 32
4.2.4.2 PouZité chemikalie .......cooviieiie e 32
4243 20 1Y (U« TP U UR PR 32

4.3 Stanoveni hrubé vlakniny pFistrojem ANKOMZ%............cccoorvmriiveirnnenniiennne 34

4.3.1  PoutZité pristroje @ POMUCKY ......ccovviiiiiiiiiiiiiiiii e 34

4.3.2  PoUZité ChemMiIKAlI. .. .oeii i 34

4.3.3 POSTUP ceeeteeie et 34
433.1 PFiprava MateridlU......ceccueevieeereiereeeeee e 34
4.3.3.2 PFIPrava roztoKU . ....eeceeeiiiee et 34
4333 Prace na pristroji ANKOMZ.........cocoiiiieieeereeeeese et 35

B.3.4  VYPOCET..ei ittt ae e eans 36

4.4  Statistickd analyza........cccccviiiiiiiiiiniinninn e 36

B VYSIEAKY ..ueeeeeeeereieeicneeeeesiessssinsatetstissssssssseesessssssssssnanssssesssssnsnssanssssessssssnnenensssesssssnnnes 37
5.1 Stanoveni hrubé vlakniny pfistrojem ANKOMZ2%...........ccoovriieinieeniseessnneens 37
5.2 Stanoveni dietarni vlakniny metodou AOAC 991. 43.........ccccevvrrmmnnniiiiinnnnn. 38
5.3  Upravena metodika pro stanoveni dietarni vlakniny metodou 991. 43 pfistrojem
ANKOIMTOF ettt ereeeseeseeseesesssassassassssssssssssssssssssssssssssssssssssseessssessssssnsnns 39

5.3.1 Pfiprava vzorku, kfemeliny a sACkd (SDF @ IDF) c..cccvvviniiiiiiiiiiciiieceens 39

5.3.2  PFHPrava roztoKU ......ccoueeeuieiiie et 39

5.3.3  Préce na pristroji ANKOMTP . .. .o 39

5.3.4  Stanoveni dusikatych Iatek .......ccceeeeeiiriieiiii e, 40
53.4.1 Y T3 T=] 1172 1O P PP 41
5.3.4.2 DEStIlace @ LitraC..ccci e et 41

5.3.5  Stanoveni POPEIA ..ccuiiiiiiiie e 41

6 DISKUSE eeeeeeeeenieeeeeeieernneniieiiiettttssssssssssesssrmresssssssssssttessssssssssssssssssssssssssssesseeesannnsssssssssans 42
6.1 Problémy pfi implementaci metody .......cccceereeemmrnmnnnnniiiiiiiiiiininn, 42

6.1.1  Stanoveni dusikatych [atek .......ccceeevivrriiiieiiii e, 42
6.1.1.1 PV POKUS ..ttt sttt ettt et s sb s sba e sa s s r e sr e 42
6.1.1.2 DIURNY POKUS «venetiteeieeiie et ettt st s s sareea 43
6.1.1.3 TEEET POKUS 1.eveeeie ettt ettt s ae e sabean 43

6.2 Porovnani analyticky stanovenych hodnot ...........ccccciiiiiiiiiiniiniiniiinnnnnnnene.. 44






1 Uvod

Dietarni vlaknina je dilezitou soucasti lidské vyzivy. Ma ovéfeny pozitivni vliv na
lidské zdravi, jeji uloha tkvi predevsim v prevenci, ale 1 1écbé nékterych onemocnéni. Pojem
vlaknina je souhrnné oznaceni pro skupinu slou€enin, které se odlisuji strukturou, velikosti a
slozenim. Rizné typy dietarni vlakniny vykazuji rozdilné zdravotni pfinosy a mohou mit jednu
nebo vice fyziologickych funkci. Z tohoto divodu je doporuCeno pfijimat dietarni vlakninu
z ruznych zdroja.

Celosvétove neexistuje univerzalni definice vlakniny. AvSak spole€nym prvkem definic
a klicovou vlastnosti vlakniny je jeji nestravitelnost v tenkém stfevé a nasledny prechod do
tlustého stfeva, kde je zcela ¢i ¢astecné fermentovana sttevni mikrobiotou. Nedostatecny piijem
dietarni vlakniny je problémem vefejného zdravi. Obecné doporuceni piijmu dietarni vlakniny
je pro dospélého ¢loveéka 25-30 g na den.

Stanoveni dietarni vlakniny v potravinach je komplexnim problémem, ktery je spojen
s definici vlakniny. Navrhovani vhodnych metod pro stanoveni dietarni vlakniny je diky
chemické slozitosti vlakniny velmi obtizné. Pro stanoveni obsahu dietarni vlakniny
v potravinach lze metody rozdélit do zakladnich tii kategorii: Neenzymaticko—gravimetrické,
enzymaticko—gravimetrické a enzymaticko—chemické. V soucasné dobé se pro stanoveni
dietarni vlakniny v potravindch nejCastéji pouzivaji enzymaticko—gravimetrické metody
AOAC a enzymaticko—chemické metody, predevsim Englystova metoda.



2 Cile prace a védecké hypotézy
2.1 Cile prace

Hlavnim cilem diplomové prace bylo implementovat a validovat sou¢asnou AOAC
metodu pro stanoveni dietarni vlakniny a vyzkouset praktické méfeni vzorkt. Dale bylo potfeba
zjistit, zda metoda funguje a upravit ji na naSe podminky. Nasledné byly analyticky stanovené
hodnoty dietarni vlakniny ve snidaniovych cereéliich porovnany s hodnotami, které deklaruje
vyrobce.

2.2 Védecké hypotézy

Hypotéza 1: Experimentalné zjiSténé hodnoty dietarni vlakniny odpovidaji hodnotam
uvadénym pro danou potravinu v databazich nutri¢nich hodnot.

Hypotéza 2: Pro stanoveni dietarni vlakniny v potravinach je ptistroj ANKOM Dietary
Fiber Analyzer vhodny pro kazdodenni praxi.

Hypotéza 3: Metoda AOAC 991.43 je vhodna pro rutinni analytické stanoveni dietarni
vlakniny v potravinach.
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3 Literarni reSerse
3.1 Dietarni vlaknina

3.1.1 Historie

Historické zminky o vlakning jsou jiZ z obdobi starovékého Recka, kdy Hippokrates fekl,
ze celozrny chléb vytvari objemnéjsi stolici nez chléb z bilé mouky. V té dobé byl objasnén
fyziologicky vyznam vlakniny, jako prevence a zmirnéni zacpy (Dai & Chau 2017).

V roce 1953 britsky lékat Eban Hipsley jako prvni zmifiuje pojem ,,dietarni vlaknina®
v jeho Clanku, kde mimo jiné zjistuje, zda nedostatek vlakniny ve stravé muze byt pfi¢inou
téhotenské toxémie (Hipsley 1953).

V 70. letech britsti védci Burkitt a Trowell navrhli hypotézu o dietarni vlakning€ a koncept
civilizacnich chorob. Burkitt propojil myslenky z fad obora spolu s pozorovanimi z vlastni
zkuSenosti a navrhl radikalni pohled na roli vlakniny v lidském zdravi (Cummings et al. 2018).
Na zéklad€ pozorovani a srovnani vyskytu onemocnéni a piijmu vldkniny v Africe a ve
Spojeném kralovstvi, Burkitt doporucil zvysit pfijem vlakniny diky jejim pozitivnim
fyziologickym tcinkiim na zdravi ¢lovéka, naptiklad zlepSeni funkce stfev (Grey 2006). Burkitt
se svym piibéhem o vlakniné vychazel predevSim z praci tii 1ékait, jednim z nich byl H.
Trowell, ktery jako prvni definoval dietarni vlakninu, dalsi byli P. Cleave a GD Campbell. Jeho
inspiraci byl také chirurg N. Painter a biochemik A. Walker. Jejich navrhem bylo, Ze strava s
nizkym obsahem vlakniny zvySuje riziko obezity, diabetu, ischemické choroby srdecni,
zubniho kazu, onemocnéni tlustého stieva, divertikulozy ¢i apendicitidy. ZjiSténi, ze tyto
nemoci maji spole¢nou pficinu bylo naprosto prulomové. Za hypotézu dietarni vlakniny byla
Burkittovi pfipisovana zasluha a stal se znamy jako ,,Fibre Man* (Cummings et al. 2018).

V roce 1972 Trowell poprvé definoval vlakninu jako slozky rostlinné bunécné steény,
které jsou odolné vici travicim enzymim clovéka. Mezi slozky vlakniny zahrnul celulézu,
hemicelulozu, pektin a lignin. Pozdéji roku 1976 definici rozsifil o nestravitelné rostlinné
materialy, které nejsou soucasti bunécéné stény. Naptiklad guarova a karubova guma, slizy a
polysacharidy zfas — karagenany a alginaty (National Research Council (US) Committee on
Diet and Health 1989).

3.1.2 Definice dietarni vlakniny

Urceni jednotné definice vlakniny je velice narocné, jelikoz je vlaknina skupinou
raznych sloucenin, nelze ji definovat jako jednu chemickou latku. Jednotlivé slozky vlakniny
maji svou charakteristickou chemickou strukturu a vykazuji specifické fyziologické ucinky na
lidské zdravi (Fuller et al. 2016).

Celosvétove neexistuje univerzalni definice vlakniny. Dle Buttriss & Stokes (2008) je
to predevsim kvuli neshodé ohledné latek rostlinného plivodu, které by mély byt v definici
zahrnuty. S tim se v8ak poji 1 pouziti analytické metody, ktera se vyuziva ke stanoveni hodnot
vlakniny (Buttriss & Stokes 2008). Celkové maji definice vlakniny cast spole¢nych prvki,
avsak stale obsahuji rozdily, které se tykaji stupné polymerace, fyziologickych ucinki a vztahu
k potravinam a zpracovani potravin (Fuller et al. 2016).
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Definice se dale lisi zahrnutim raznych minoritnich slozek, napftiklad nestravitelnych
oligosacharidii ¢i ligninu. Spolecnym prvkem definic a klicovou vlastnosti vlakniny je
nestravitelnost v tenkém stfeve a nasledny prechod do tlustého streva, kde je zcela ¢i Castecné
fermentovana stfevni mikrobiotou. Vétsina definic je v souladu s analytickymi metodami, které
jsou schvalené Asociaci oficialnich analytickych chemiki (AOAC) (Buttriss & Stokes 2008).
Definice dietarni vlakniny pochézeji naptiklad od Codex Alimentarius Commission, Americké
asociace cerealnich chemikii, Health Council of the Netherlands a Institute of Medicine (Grey
2006). Podrobnéji o definici vlakniny je jiz napsano v mé bakalaiské praci Vyznam vlakniny
v humanni vyziveé (Kolinova 2020).

3.1.3 Slozeni a rozdéleni dietarni vlakniny

Dietarni vlaknina je skupina slozek potravy, které jsou v tenkém stfevé nestravitelné a
jsou Castecné nebo zcela fermentované v tlustém stievé za vzniku mastnych kyselin s kratkym
fetézcem. Mohou byt také oznaCovany jako neskrobové polysacharidy nebo komplexni
sacharidy. Dietarni vlaknina je zkouména ve dvou skupinach, slozky rozpustné a nerozpustné
ve vode. Rozdé€leni je zalozeno na fyzikalnich, chemickych a funkénich vlastnostech vlakniny.
Vétsina potravin, které jsou zdrojem vlakniny, obsahuje pfiblizné dvé tfetiny nerozpustné
vlakniny a jednu tfetinu vlakniny rozpustné. Dietarni vlakninu je mozné rozdélit do mnoha
raznych frakci zahrnyjicich pektiny, beta-glukany, hemicelulozu, celuldzu, rezistentni Skroby,
inulin, arabinoxylany a lignin. Dietarni vlaknina ma mnoho pfiznivych G¢inki na lidské zdravi
a vykazuje dobré technologické a funké&ni vlastnosti (Otles & Ozgoz 2014).

Jednotlivé slozky vlakniny jsou podrobné rozebrany v mé bakalarské praci Vyznam
vlakniny v humanni vyzivé (Kolinova 2020).

3.2 Fyziologické ucCinky a zdravotni prinosy dietirni vlikniny

Pfijem vlakniny pfinasi pro lidsky organismus zdravotni vyhody, které zahrnuji snizeni
rizika vzniku obezity, diabetu 2. typu, cévni mozkové ptihody, hypertenze, ischemické choroby
srdeCni a nékterych gastrointestinalnich poruch. Prospé$né ucinky ma dietarni vlaknina také na
snizeni hladiny glukoézy v krvi, snizeni cholesterolu v krvi, regulaci télesné hmotnosti a ma
prebiotickou funkci, ¢imz pfizniveé ovliviiuje imunitni systém (Anderson 2009).

Dietarni vlaknina ma vliv na cely gastrointestinalni trakt, tedy od ust az po konecnik.
Rozpustna vlaknina v zaludku vytvaii viskozni roztok, zpomaluje vyprazdiiovani zaludku, ¢imz
prodluzuje pocit nasyceni a zpomaluje pruchod traveniny tenkym stfevem. Zatimco
nerozpustna vlaknina dokéze vodu absorbovat a diky tomu zvétSuje objem potravy, ma
pozitivni vliv na peristaltiku stfeva a urychluje stfevni pasaz, ¢cimz dochazi k omezenému styku
karcinogenu se sliznici stfeva. Dietarni vlaknina na sebe dokaze navazat zluCové kyseliny
a zabranit tak tvorbé micel, ¢imz se zvysSuje vylu¢ovani zlu¢ovych kyselin i cholesterolu stolici.
V tlustém stfevé dochazi k fermentaci vlakniny a produkci mastnych kyselin s kratkym
fetézcem (BCFA), které potlacuji patogenni kolonizaci, mohou ménit motorickou aktivitu,
zabranuji sekreci vody a v konecném dusledku tak podporuji imunitni systém (Anderson 2009;
Qi 2019). Fyziologicky vyznam vladkniny pro lidsky organismus a choroby spojené
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s nedostatkem vlakniny jsou podrobné rozebrany v mé bakalarské praci Vyznam vlakniny
v humanni vyziveé (Kolinova 2020).

3.3 Doporuceny denni prijem dietarni vlakniny

Institute of Medicine doporuCuje denni piijem dietarni vlakniny v rozmezi 19-38 g
v zavislosti na véku a pohlavi (Quagliani & Felt-Gunderson 2017). Obecné doporuceni
dostate¢ného pfijmu vlakniny ve stravé je dle Institute of Medicine 14 g na 1000 kcal, coz
v pfepoctu Cini pfiblizné 25 g vlakniny denné pro zeny a 38 g vlakniny denné pro muze
(Anderson 2009, Lambeau & McRorie 2017). Dle EFSA (2017) ma strava s obsahem dietarni
vlakniny pfiznivé U€inky na lidské zdravi pii dennim pfijmu dietarni vldkniny pro dospélého
Clovéka alespon 25 g (EFSA 2017).

Narodni prizkumy spotieby naznacuji, ze dostatecny piijem dietarni vlakniny konzumuje
ptiblizné 5 % americké populace, pficemz v Ceské populaci je situace velice podobna
(Quagliani & Felt-Gunderson 2017). V americké populaci dospélych se pohybuje konzumace
dietarni vlakniny pfiblizné€ 15 g denné a u lidi s nizkosacharidovou dietou je pfijem jeste nizsi
(Lambeau & McRorie 2017). Nedostate¢ny pfijem dietarni vlakniny je problémem vetejného
zdravi a maze byt zpusoben napfiklad Spatnou orientaci vefejnosti v dobrych zdrojich vlakniny,
mylnou predstavou o naplnéni doporuceného pifijmu dietarni vlakniny nebo potravinovymi
trendy jako jsou bezlepkové diety, které maji pfirozené nizky obsah vlakniny (Quagliani & Felt-
Gunderson 2017).

Déle je potieba se vice vénovat vlivu zpracovani potravin na slozeni a obsah vlakniny,
napfiklad vareni, peCeni, suseni, konzervovani a dal§im procesiim tpravy a skladovani potravin,
které znacné& ovliviiuji obsah, slozeni a kvalitu vlakniny (Phillips et al. 2019).

3.4 Vyzivova a zdravotni tvrzeni dietarni vlikniny

Podminky pro pouziti zdravotnich a vyzivovych tvrzeni stanovuje nafizeni Evropského
parlamentu a Rady (ES) ¢. 1924/2006 o vyzivovych a zdravotnich tvrzenich pfi oznaovani
potravin, které je platné pro vSechny staty Evropské unie. Nafizeni bylo reakci na zaklade
vzrustajiciho po¢tu potravin, u kterych se v reklameé ¢i pfi oznaCovani vyuzivaji zdravotni
a vyzivova tvrzeni. Hlavnim pozadavkem je, aby potraviny, které jsou uvadéné na trh byly
bezpecné a byly fadné oznaceny (Gabrovska 2017).

Cilem tohoto nafizeni je regulovat zdravotni a vyzivova tvrzeni na etiketach potravin, jak
v reklamé¢, tak i pfi oznaCovani. Tvrzeni by méla byt srozumitelna a podlozend védeckymi
dikazy. Nafizeni se dale snazi zajistit vysokou uroven ochrany spotiebitelti. Predmétem tvrzeni
mohou byt latky, které maji vyzivovy ¢i fyziologicky ucinek, naptiklad vitaminy, mineraly,
aminokyseliny, vlaknina a dalsi (Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) €. 1924/2006).

Velké mnozstvi tvrzeni o u€incich dané potraviny se povazovalo za védecky nepodlozené
a sporné, nebyl u nich prokazan pozitivni vliv nebo védecké vysledky nebyly shodné. U latek,
které jsou predmétem tvrzeni je nutné zajistit, aby bylo prokazano, ze maji pozitivni
fyziologicky ¢i vyzivovy ucinek (Gabrovska 2017).

V Naftizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) €. 1924/2006 (2006) byly sestaveny
podminky k zaji§téni pravdivosti pouzitych zdravotnich a vyzivovych tvrzeni:
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e V konecném produktu musi byt latka, o které je tvrzeni napsané, v dostateCném
mnozstvi, aby bylo dosazeno pozadovanych ucinkii nebo v ném obsaZena neni nebo je
obsazena ve snizeném mnoZzstvi.

e Utinna latka by méla byt v produktu obsaZena v takovém mnozstvi, u kterého lze
predpokladat, ze bude konzumovano.

e Latka by méla byt vyuzitelna pro organismus (Nafizeni Evropského parlamentu a Rady
(ES) & 1924/2006).

3.4.1.1 Vyzivova tvrzeni

Pojem vyzivové tvrzeni zahrnuje vSechna tvrzeni uvad¢jici, naznacujici nebo ze kterych
vyplyva, ze ma potravina prospeésné vyzivové vlastnosti. V dusledku, ze potravina obsahuje
Zivinu ve snizeném, zvySeném mnozstvi nebo ji neobsahuje viibec nebo poskytuje energetickou
hodnotu. Dle Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1924/2006 mezi schvalena
vyzivova tvrzeni pro vlakninu patfi:

e Zdroj vlakniny: Tvrzeni lze pouzit pouze v pfipade, kdy produkt ve 100 g obsahuje
alespon 3 g vlakniny nebo pokud produkt obsahuje na 100 kcal alespori 1,5 g vlakniny.

e Svysokym obsahem vlakniny: Toto tvrzeni lze pouzit pouze v piipad€, kdy produkt
ve 100 g obsahuje alespori 6 g vlakniny nebo pokud produkt obsahuje na 100 kcal
alespori 3 g vlakniny (Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) €. 1924/2006).

3.4.1.2 Zdravotni tvrzeni

Pojem zdravotni tvrzeni zahrnuje vSechna tvrzeni uvadéjici, naznacujici nebo ze kterych
vyplyva, ze je urcita souvislost mezi potravinou, kategorii potravin nebo jeji slozkou a lidskym
zdravim (Nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1924/2006). Potravinam se nesmi
pripisovat vlastnosti 1écby €i prevence onemocnéni, které stale nalezi pouze 1éCivam a ptipadné
i zdravotnickym prostfedkiim (Spole¢nost pro vyzivu 2013).

Zdravotnich tvrzeni, kterd se vztahuji k vlakning existuje cela fada. Pifi uvedeni
zdravotniho tvrzeni na obalu potraviny, pfipadné v reklamé, je nutné uvadét i stanovené
omezujici podminky (Sukova 2014).

Priklady schvalenych zdravotnich tvrzeni, ktera se vztahuji k vlikniné:
,, Vldknina z pSenicnych otrub prispiva k urychleni stievniho tranzitu a zvySeni objemu stolice.

Podminky: Tvrzeni lze pouzit pouze u potravin s vysokym obsahem této vlakniny. Dle tvrzeni
.S vysokym obsahem vlakniny*, které je popsané vyse v textu. Zaroven je dilezité informovat
spotiebitele, ze uvadéného ucinku se dosadhne pii pfijmu alespon 10 g vladkniny z pSeni¢nych
otrub za den.

¢

., Pektiny prispivaji k udrzeni normdlni hladiny cholesterolu v krvi. ‘
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Podminky: Tvrzeni 1ze pouzit pouze u potravin poskytujicich 6 g pektinu za den. Zaroven je
dulezité informovat spotiebitele, ze pozitivniho G¢inku se dosahne pfi piijmu 6 g pektinu za
den (Gabrovska 2017).

Schvalena zdravotni tvrzeni, ktera se vztahuji pfimo k beta-glukanim:

¢

., Beta-glukany prispivaji k udrzeni normdlni hladiny cholesterolu v krvi. ‘

Podminky: Tvrzeni lze pouzit pouze v ptipadé, kdy potravina obsahuje alesponn 1 g beta-
glukanu z ovsa, jeCmene, ovesnych a jeCnych otrub nebo jejich smési v kvantifikované porci.
Zaroven je dulezité informovat spotiebitele, ze pfiznivého tcinku se dosahne pfi piijmu 3 g
beta-glukant za den (Sukova 2014).

Dalsi zdravotni tvrzeni o beta-glukanech: ,, Beta-glukan z jeCmene snizuje hladinu cholesterolu
v krvi. “a ,, Ovesny beta-glukan sniZuje hladinu cholesterolu v krvi. “ (Gabrovska 2017).

3.5 Zdroje dietarni vlakniny

Dietarni vlaknina se pfirozené vyskytuje v rostlinnych potravinach. U jednotlivych
potravin se znac¢né lisi sloZzeni a mnozstvi vlakniny. Jednim z hlavnich zdroja vlakniny jsou
obilné zrna a vyrobky z nich, které tvoii pfiblizn€ 50 % celkového pifijmu vlakniny ve stravé
v zapadnich zemich. Slozeni a obsah dietarni vlakniny v mlynskych obilnych vyrobcich se lisi
dle typu zpracovani, druhu obilovin a rozsahu rafinace zrn. Ptikladem znacné ztraty dietarni
vlakniny je odstranéni otrub pii mleti obilnych zrn. V obilovinach se nachazeji prevazné
hemicelulozy, beta-glukany, arabinoxylany, celul6za, pektiny a glykoproteiny. Nejvyssi obsah
beta-glukani maji zrna ovsa a jeCmene, beta-glukany maji pfiznivy vliv na snizeni hladiny
cholesterolu v krvi.

Dobrym zdrojem dietarni vlakniny jsou také ovoce a zelenina, u kterych jsou hlavnimi
slozkami pektiny, hemiceluldzy, celuloza a z mensi Casti 1 lignin a glykoproteiny. Pfijem
vlakniny ze zeleniny tvoii pfiblizn€ 30-40 % a z ovoce piiblizné 16 %. Dalsi potraviny, které
jsou zdrojem vlakniny jsou lusténiny, ofechy, seminka a pseudocerealie (Dhingra et al. 2012;
Esteban et al. 2017). Podrobnosti o jednotlivych zdrojich vldkniny jiz byly sepsany v mé
bakalarské praci Vyznam vlakniny v huménni vyziveé (Kolinova 2020).

3.6 Biologicka dostupnost mineralnich latek

U urcitych zdroju vlakniny bylo zjisténo, Ze snizuji vstiebavani nékterych mineralnich
latek. Jedna se predevsim o potraviny, které jsou bohatym zdrojem vlakniny a zaroveni maji
vysoky obsah fytové kyseliny.

Naopak pfi pfijmu vysoce fermentovatelné vlakniny doslo ke zlepSenému vstiebavani
mineralnich latek, konkrétné zeleza, hot¢iku a vapniku, a to i v pfitomnosti nizké koncentrace
fytové kyseliny. Studie ukazuji, ze vysoce fermentovatelna vlaknina, predevsim inulin a
fruktooligosacharidy podporuji vstiebavani minerali v tlustém stievé (Otles & Ozgoz 2014).
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Studie Greenwood prokazala, ze strava s vysokym obsahem vlakniny neni spojena s horsim
stavem mikrozivin u lidské populace, ktera konzumuje béznou stravu (Fuller et al. 2016).

Dale bylo prokazano, ze pfi urCitém piijmu prebiotické vlakniny, predevsim fruktani,
dochazi ke zvySenému vstiebavani vapniku. Ro¢ni studie probihajici u sta dospivajicich, ktera
zahrnovala uzivani 8 g inulinu s kratkym a dlouhym fetézcem, prokédzala znacné zvysSeni
vstiebavani vapniku, které nasledné vedlo ke zvySené hustoté mineralnich latek v kostech
(Slavin 2013).

3.7 Vlaknina jako doplnék stravy

Dle Lambeau & McRorie (2017) jsou suplementy vlakniny vhodnym a koncentrovanym
zdrojem vlakniny, avSak vétSina z nich neposkytuje dané zdravotni vyhody, které jsou
s vlakninou spojovany. V soucasnosti je na trhu velké mnozstvi vyrobkt z vlakniny. Mohou
obsahovat pfirodni vlakninu, pfedev§im inulin z kotfene ¢ekanky, psyllium ziskané ze slupek
semene jitrocele indického a beta-glukany z ovsa ¢i jeCmene. Druhou skupinou jsou dopliiky
stravy, které obsahuji synteticky vytvoreny produkt, naptiklad polydextrozu, coz je synteticky
polymer sorbitolu a glukézy, methylcelulézu neboli chemicky upravenou dievitou bunicinu
a pSenicny dextrin, coz je upraveny pSeni¢ny Skrob.

Klinické dikazy podporuji, ze viskozni vlaknina, psyllium a beta-glukany, G€inné snizuji
zvySeny cholesterol v krvi a u lidi s vyskytem diabetu 2. typu a u pacienti s metabolickym
syndromem zlepSuje kontrolu glykémie. Nerozpustna vlaknina (otruby z pSenice) a neviskodzni
rozpustna vlaknina (inulin a pSeni¢ny dextrin) tyto zdravotni pfinosy zavislé na viskozité
vlakniny neposkytuje (Lambeau & McRorie 2017).

Klinicky prokazané zdravotni vyhody suplementt vlakniny jsou spojeny s urCitymi
vlastnostmi vlakniny, pfedevsim s jeji viskozitou. Z dostupnych dopliika stravy s vlakninou
poskytuje zdravotni vyhody jen mensina (McRorie 2015).

3.8 Metody stanoveni vlakniny

Pii vybéru metody je dulezité se zamyslet, jaky je GiCel stanoveni, jaké je slozeni vyrobku
a myslet 1 na asovou a finan¢ni narocnost metody. Stanoveny obsah vlékniny je zavisly na
pouzité metodé, proto je vzdy dulezité uvést metodu, ktera byla pouZita pro zjisténi obsahu
vlakniny (Polak 2008). Stanoveni vldkniny v potravinach je komplexnim problémem, ktery je
spojen s definici vlakniny. Metody stanoveni dietarni vlakniny se déli do zakladnich tii
kategorii: Neenzymaticko—gravimetrické, enzymaticko—gravimetrické a enzymaticko—
chemické, které lze dale rozdélit na metody enzymaticko—kolorimetrické a enzymaticko—
chromatografické. V soucasné dobé se pro stanoveni vlakniny v potravinach nejCastéji
pouzivaji enzymaticko—gravimetrické metody AOAC a enzymaticko—chemické metody,
predevsim Englystova metoda. Pro veterinarni studie se pouziva predev§im metoda Van Soesta
(Elleuch 2011).

3.8.1 Stanoveni dietarni vlakniny

Navrhovani vhodnych metod pro stanoveni dietarni vlakniny je obtizné. Fyzikalni
variabilita slozek a chemicka slozitost vlakniny v riznych potravinach a rizné techniky
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zpracovani potravin zpusobuji obtizné zvoleni vhodné metody. Dle Mongeau & Brooks (2016)
jsou mnohé ze soucasnych postupt stanoveni celkové dietarni vlakniny zalozeny na praci
Southgate (Mongeau & Brooks 2016; Southgate 1969).

3.8.1.1 Neenzymaticko—gravimetrické metody

Neenzymaticko—gravimetrické metody patfi mezi nejstar§i pouzivané metody a jsou
vhodné pro stanoveni hrubé vlakniny, neutralni a kyselé detergentni vlakniny. Hruba vlaknina
je slozena ze zbytkd po chemickém rozkladu oxidativnim ¢i hydrolytickym zpracovanim.
Metodou neni mozné stanovit vlakninu rozpustnou ve vodé (Elleuch 2011).

3.8.1.1.1 Metoda dle Henneberga a Stohmanna

Weendenska analyza zahrnuje metodu stanoveni podle Henneberga a Stohmanna, ktera
stanovuje predevsim obsah hrubé vlakniny. Principem této analyzy je vazkové stanoveni
vlakniny jako zbytek vzorku po dvoustupriové hydrolyze a odecteni obsahu popela. Analyza
zaCina tficetiminutovym varenim vzorku krmiva v 5% roztoku kyseliny sirové, poté je vzorek
promyvan teplou vodou az do neutralni reakce. Dale je vzorek povafen 30 minut v 5% roztoku
hydroxidu draselného. Vzorek je znovu promyt teplou vodou a pevny zbytek je pifeveden na
filtraCni papir, na kterém se vzorek promyje acetonem, vysusi se, ochladi se a na zaveér se zvazi.
Poté se da pripraveny vzorek do muflové pece, kde se spali pti 550 °C. Po ochlazeni se ziskany
popel zvazi a odeéte se od hmotnosti zbytku (Stercova et al. 2012).

Tato metoda byla dfive pfijata AOAC jako metoda pro stanoveni obsahu vlakniny
v krmivech pro zvifata. Vyuzitelnost této metody je vSak omezena ztratou rozpustnych
a nekterych nerozpustnych polysacharida a casti ligninu. Dal§im omezenim je Castecné zahrnuti
dusikatého materialu do konecného zbytku (Institute of Medicine 2001). Jako pfesnéjs§i metoda
pro stanoveni vlakniny v krmivech se pouziva metoda neutralni a kyselé detergentni vlakniny
(Stercova et al. 2012).

3.8.1.1.2 Metoda Van Soesta

Metoda Van Soesta zdokonalila postup stanoveni vlakniny metodou kyselé detergentni
vlakniny. Stanovuje vlakninu jako soucet celuldzy, hemicelulozy nerozpustné v kyselin€ a
ligninu. Oproti tomu metoda neutralniho detergentu stanovuje vlakninu jako soucet celulozy,
hemicelulozy nerozpustné v neutralnim detergentu a ligninu (Elleuch 2011).

Metoda kyselé detergentni vlakniny vyuziva silné kyseliny k hydrolyze polysacharid,
celuloza a lignin vSak nejsou v kyseliné rozpustné a jsou tak jedinymi slozkami kyselé
detergentni vlakniny. Dalsi polysacharidy bunécné stény tato metoda nezahrnuje, a proto neni
vhodna pro pouziti v lidské vyzive (Institute of Medicine 2001).

Metoda neutralni detergentni vlakniny je vhodna pro méfeni nerozpustné vlakniny
a ligninu. Jako prvni poskytla spolehlivy odhad téchto hlavnich slozek dietarni vlakniny, avsak
gravimetrické mefeni je necitlivé a tato metoda neni vhodna pro potraviny, které jsou bohaté
na rozpustnou vlakninu (Dhingra et al. 2012).
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3.8.1.2 Enzymaticko—gravimetrické metody

Enzymaticko—gravimetrické metody zahrnuji enzymatické odstranéni Skrobu
a bilkovin, vysrazeni rozpustné vlakniny pomoci vodného ethanolu, vazeni a izolaci zbytka
dietarni vlakniny, korekci na bilkoviny a mineralni latky neboli popele (Dhingra et al. 2012).

3.8.1.2.1 Enzymaticko—gravimetricka Proskyho metoda AOAC

Pod vedenim Proskyho méli védci za ukol, prevést definici dietarni vldkniny na
pouzitelné metody, které by podporily predpisy pro oznaCovani potravin. Konecna ovérena
metoda byla pfesna diky tomu, ze simulovala lidské traveni a odpovidala podminkam
uvedenych v definici dietarni vlakniny, odolnost vii¢i traveni, pouzitelnost v kompetentnich
laboratofich ve svété a pouzitelnost pro vSechny potraviny. Presnost byla hodnocena na zakladé
schopnosti metody plné stravit Skroby a bilkoviny, odstranéni tuku z potraviny a zanechani
slozek vlakniny, napfiklad beta-glukanli, pektinti a hemiceluloz. Tato kritéria spliovaly
enzymaticko—gravimetrické metody a nasledné byla vytvorena jedina standardizovana metoda
(DeVries & Rader 2005). Od roku 1985 je hlavni uznavanou oficialni metodou pro stanoveni
celkové dietarni vlakniny enzymaticko—gravimetricka metoda AOAC 985.29 (Grey 2000).
AOAC Proskyho metoda 98529 je vhodna pro stanoveni polysacharidi, nékterych typu
rezistentnich Skrobu, ligninu a dalSich sloucenin — fenolovych sloucenin, voski a produktu
Maillardovy reakce, avSak oligosacharidy a nekteré typy rezistentnich skroba neni mozné touto
metodou stanovit (Elleuch 2011).

Zjisténi a uznani skutecCnosti, ze nestravitelné oligosacharidy a rezistentni Skrob se
z fyziologického hlediska také chovaji jako dietarni vlaknina zpusobilo prehodnoceni definice
dietarni vladkniny a nasledné piehodnoceni metod jejiho stanoveni. Americkd asociace
cerealnich chemiki (AACC) jmenovala védeckou kontrolni komisi, jejimz ukolem bylo
prezkoumat a pfipadné aktualizovat definici dietarni vlakniny. Byly organizovany seminafe
a byla vytvorena interaktivni webova stranka pies kterou byly pfijimany pfipominky z celého
svéta. Dale byl sestaven panel diky Food and Nutrition Board of the Institute of Health
a National Academy of Science. Jeho ucelem bylo vypracovat navrhovanou definici vlakniny.
Zavérem bylo, ze je nutné prehodnotit pouzivané metody pro méteni dietarni vlakniny, provést
pfislusné zmeény a pro zaplnéni mezer najit nové vhodné metody (McCleary 2003).

Diky roz$ifeni definice dietarni vlakniny bylo vyvinuto a pfijato mnoho dal§ich metod,
které jsou schvalené AOAC (Asociace oficialnich analytickych chemiki) a AACC (Americkou
asociaci cerealnich chemikd). Metody musi splilovat pfisna, specifikovana vykonnostni
kritéria. Diky vyvinutym nové€jSim metodam je mozné méfit Sirokou Skalu slozek dietarni
vlakniny, vcetné nestravitelnych oligosacharidii, rezistentniho Skrobu a nestravitelnych
syntetizovanych sacharidovych polymert (Grey 2006).

Mezi enzymaticko—gravimetrickymi metodami byly zjistény hlavni rozdily tykajici se
podminek analyzy, predevsim teploty reakce, Casu a pouzitych enzymda. Lee at al. roku 1992
provedli zmény v enzymaticko—gravimetrické metodé AOAC. Jejich cilem bylo zlepsit
presnost metody a zkratit dobu analyzy. V metod€ byl nahrazen fosfatovy pufr za organicky
pufr MES—-TRIS (Garbelotti 2003).

Dle DeVries & Rader (2005) nastala prvni velka modifikace metody 985. 29 v ndvaznosti
na prodej sady enzymu od urcitého vyrobce pro metodu 985.29. Enzymy spliiovaly pozadavky
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na aktivitu, ale obsahovaly necistoty, které se pii analyze spojovaly s fosfatem pufri za vzniku
srazeniny s vlakninou. Necistota enzymu vedla k variabilnim a vysokym hodnotam slepych
pokusut, které u ostatnich dodavateld enzymua nebyly viditelné. Pouziti pufra MES-TRIS
eliminovalo problém s ko-precipitaci, a tak byl problém Castecné vyfeSen. Pouzitim
organickych pufra misto fosfatovych pufri doslo k upraveni metody 985.29 na metodu 991.43
(DeVries & Rader 2005).

McCleary et al. kolem roku 2010 vyvinuli novou metodu, kterd vychazi z oficialnich
metod AOAC (985,29; 991,43;2001,03 a 2002.02). Metoda zahrnuje stanoveni nestravitelnych
oligosacharidii a rezistentniho skrobu ve vysokomolekularni rozpustné a nerozpustné vlakniné
(Elleuch 2011).

3.8.1.3 Enzymaticko—chemické metody

Principem enzymaticko—chemické analyzy je enzymatické odstranéni Skrobu, oddé€leni
rozpustnych polysacharidi dietarni vlakniny od cukri s nizkou molekulovou hmotnosti
a konecnych produktt hydrolyzy skrobu pomoci srazeni 80% ethanolem (McCleary 2003).

V hydrolyzovanych polysacharidech 1ze obsah neutralnich cukri stanovit plynovou
rozdelovaci chromatografii (GLC) nebo pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC). Dale se kolorimetricky stanovi jednotlivé monosacharidy a uronové kyseliny. Pro
celkové cukry lze pouzit pouze spektrofotometrii. Zbytek po hydrolyze nerozpustnych c¢i
celkovych polysacharidii je izolovan filtraci a je kvantifikovan jako Klason lignin. Celkova
dietarni vlaknina je souctem neskrobovych polysacharidu a Klason ligninu (Elleuch 2011).

3.8.1.3.1 Metoda Southgate

Southgate roku 1969 vyvinul postup, ktery vychazi z principt Widdowson & McCance
z roku 1935, pti kterém u stejného vzorku byla postupné provedena kompletni sacharidova
analyza cukrt, Skrobu, ligninu, celulézy a necelulézovych polysacharidd. Stanovuje tedy
rozpustnou 1 nerozpustnou vlakninu a zahrnuje 1 odhad obsahu ligninu, avSak byly zde
zaznamenany problémy s uplnym odstranénim Skrobu a se specifickymi kolorimetrickymi
reakcemi pro uronové kyseliny, pentozy a hexdzy (Dhingra et al. 2012; McCleary 2003).

3.8.1.3.2 Uppsalova metoda

Metoda Uppsalova AOAC 994.13 zahrnuje méfeni uronovych kyselin, neutralnich
cukri a Klason ligninu neboli nerozpustného zbytku po kyselé hydrolyze. Celkova hodnota
dietarni vlakniny se ziska souctem téchto slozek. U vzorku se nejprve odstrani §krob pomoci
amylazy a amyloglukosidazy (Grey 2006). Celkovou vlakninu vysrazime pomoci 80% ethanolu
a centrifugou je nasledné odstfedéna. Rozpustna a nerozpustna vladknina je hydrolyzovana
pomoci kyseliny sirové. Neutralni cukry jsou stanoveny kapalinovou chromatografii, Klason
lignin gravimetricky a uronové kyseliny kolorimetricky (Elleuch et al. 2011).

3.8.1.3.3 Englystova metoda

Englystova metoda vychazi z extrak¢ni metody Southgate. Englyst pomoci plynové
chromatografie aplikoval ptimé méfeni cukru, coz vyrazné zlepsilo specific¢nost této metody.
Dulezitym faktem je, Ze tato metoda neméfi lignin (Dhingra et al. 2012).
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Vyhodou Englystovy metody je jasna identifikace slozek, které jsou klasifikované jako
neSkrobové polysacharidy, oddélené nestravitelné oligosacharidy a rezistentni skrob, bez vétsi
interference mezi metodami. AvSak velkou nevyhodou u této metody je sporna
reprodukovatelnost (Grey 2000).

3.8.2 Porovnani Englystovy metody s metodou AOAC 985.29

Pro tabulky slozeni potravin je ve Spojeném kralovstvi méfena dietarni vlaknina
Englystovou metodou. Metoda AOAC 985.29 udava v porovnani s Englystovou metodou
vyrazné vy$si hodnoty vlakniny, pfedev§im u potravin, které maji vyssi obsah skrobu, naptiklad
chléb, brambory, kukufi¢né lupinky ¢i fazole. Divodem je ziskani frakce rezistentniho skrobu
RS3 jako dietarni vlakniny. Dal§im divodem nizSich hodnot u Englystovy metody je, Ze
nezahrnuje v analyze lignin, ktery se vyskytuje naptiklad v celozrnnych obilovinach. Diky
tomu je nutné si uvédomit, ze hodnoty v tabulkach potravin a vyzivova doporuceni ziskané
Englystovou metodou se budou znac¢né lisit a nebudou se shodovat s hodnotami, které jsou
deklarované na etiketach potravinafskych vyrobku, které jsou zalozeny na enzymaticko—
gravimetrickych metodach AOAC (Grey 2000).

Elleuch et al. (2012) stanovoval obsah vlakniny v obalech sezamovych semen metodou
enzymaticko—gravimetrickou AOAC a enzymaticko—chemickou metodou. Metoda AOAC
zahrnovala neSkrobové polysacharidy, rezistentni Skroby a lignin a metoda enzymaticko—
chemicka zahrnovala neSkrobové polysacharidy a Klason lignin. Vysledky ukézaly, ze pfi
stanoveni metodou AOAC je obsah vlakniny ve vzorku 1,3krat vy§si nez obsah vlakniny, ktery
byl stanoven metodou enzymaticko—chemickou. Rozdil je vSak velmi vysoky a neni mozné,
aby byl vysvétlen pouze mnozstvim rezistentniho Skrobu. Dle Wolterse et al. (1992) by u
metody AOAC mohl byt rozdil zpiisoben nadhodnocenim mnozstvi vlakniny, koprecipitaci
oligosacharidi a produkti Maillardovy reakce, a u metody enzymaticko—chemické kvili
niz§imu mnozstvi vlakniny z divodu ztraty polysacharidu pii hydrolyze (Elleuch et al. 2012;
Wolters et al. 1992).

Hlavni metody stanoveni dietarni vlakniny vCetné métenych slozek jsou uvedeny v tabulce 1.
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Tabulka 1: Hlavni metody pro stanoveni dietirni vlikniny (Grey 2006)

Nazev metody

Typ metody

Mérené slozky

Celkova dietarni vlaknina
(TDF)

Englystova metoda pro
neskrobové polysacharidy

Englystova metoda pro
rezistentni Skroby

Metoda Uppsala
AOAC 994.13

AOAC 995.16
AACC 32-33

AOAC 997.08

AOAC 999.03

AOAC 2000.11

AOAC 2001.02

AOAC 2001.03

AOAC 2002-02
AACC 37.42

Enzymaticko—gravimetricka
AOAC 985.29
AOAC 991.43

Enzymaticko—chemicka
nebo plynova rozdélovaci
chromatografie (GLC) nebo
vysokoucinna kapalinova
chromatografie (HPLC)

Enzymaticka

Enzymaticko—chemicka

Enzymaticka

Enzymaticka a ionexova
chromatografie

Enzymaticka a kolorimetrie

Vysokoucinna
chromatografie na ménicich
aniontd (HPAEC)
Vysokoucinna
chromatografie na ménicich
aniontd s pulzni
amperometrickou detekci
(HPAEC-PAD)
Enzymaticka, gravimetricka
a kapalinové chromatografie

Enzymaticka

Rozpustné a nerozpustne
polysacharidy — vCetné
rezistentniho Skrobu (RS3)
a ligninu

Neskrobové polysacharidy

Rezistentni Skroby

Rozpustné a nerozpustne
polysacharidy—vcetné
rezistentniho Skrobu (RS3)
a ligninu

Beta—glukany

Fruktany — oligofruktany,
derivaty inulinu,
fruktooligosacharidy
Fruktany — oligofruktany,
derivaty inulinu,
fruktooligosacharidy
Polydextroza

Trans—galaktooligosacharidy

Celkova dietarni vlaknina
v potravinach obsahujici
rezistentni maltodextriny
Rezistentni Skroby a vlaknina
z fas
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3.8.3 Analyzatory stanoveni vlakniny

Pro stanoveni vlakniny se dnes jiz vyuzivaji analyzatory, které napomahaji automatizaci
celého procesu. Snizuji naklady a zvySuji presnost (ANKOM technology).

3.8.3.1 ANKOM Dietary Fiber Analyzer

ANKOM Dietary Fiber Analyzer (obr. 1) je u¢innym pomocnikem pro kontrolu kvality,
nutriéniho znaceni a vyzkumu. Automatizace analytické metody stanoveni dietarni vlakniny
snizuje naklady na praci i na vzorek a zaroven zvySuje preciznost a presnost. Vicekanalové
Cerpadlo, které je fizené pocitaCem, automatizuje piidavani enzymu, chemickych roztoka
a oplachti. Urovn& michani a teplota jsou fizeny v prib&hu celé analyzy, diky tomu se snizuje
potieba nekolika vodnich lazni. Advanced Filter Bag Technology zvétsuje plochu filtraéniho
povrchu, diky Cemuz se zkrati doba potiebna k filtraci vzorkl a snizuje se tak pouziti kelimku
a vakuovych ban¢k. Prikladem jsou vzorky ovesnych otrub, které se trvale filtruji za pfiblizné
dvé minuty. Propracovany systém umoziuje uzivateli provadét analyzy rozpustné dietarni
vlakniny (SDF), nerozpustné dietarni vlakniny (IDF) a celkové dietarni vlakniny (TDF)
samostatné, v prub&hu filtrace neni tfeba manipulace technika (ANKOM technology).

Obrazek 1: Analyzator vlakniny ANKOM Dietary Fiber Analyzer (ANKOM technology)

3.8.3.2 ANKOM?>"

ANKOM?™ (obr. 2) je analyzator vlakniny, ktery je schopen analyzovat Sirokou $kalu
vzorkt. Je vhodny pro stanoveni neutralni a kyselé detergentni vlakniny a pro stanoveni hrubé
vlakniny predev§im pro krmiva a pice. Tento pfistroj je velmi piesny a je opakované dosazeno
konzistentnich vysledkt. Diky filtraénim sacktim je mozné analyzovat az 24 vzorkl najednou.
Jeho vyhodou je, ze snizuje naklady na pracovni silu a oproti konkuren¢nim alternativam je
cenove velice vyhodny (ANKOM technology).
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Obrizek 2: Analyzator viakniny ANKOM?2" (ANKOM technology)

3.8.3.3 Fibertec™

Fibertec™ 8000 (obr. 3) je plné€ automatizovany a pouziva se predevsim pro referencni
analyzy krmivarské vlakniny. Jeho velkou vyhodou je, ze snizuje €as obsluhy na 2 minuty. Diky
minimalnimu lidskému zasahu do analyzy jsou vysledky konzistentnéjsi. Pfistroj je schopen
zpracovat az 6 vzorkd najednou a zajistuje davkovani Cinidel a odpénovace, zahiivani,
proplachovani vodou a regulaci vytapéni. Pfistroj je vhodny pro stanoveni hrubé vlakniny,
neutralni a kyselé detergentni vlakniny, kyselého detergentniho ligninu a pro stanoveni dietarni
vlakniny podle oficialnich standardd AOAC, ISO, EC, metoda van Soest a van Weende
(MILCOM servis).

Obrizek 3: Analyzator vlakniny Fibertec™ 8000 (MILCOM servis)

23



4 Metodika
4.1 Analyzované vzorky

Pro stanoveni dietarni vlakniny bylo vybrano 5 vzorkt snidaniovych cerealii, u kterych
vyrobce na obalu deklaruje vysoky obsah vlakniny. VSechny vzorky byly zakoupeny v trzni
siti.

Vzorek ¢. 1 (Obr. 4): Emco super mysli bez pridaného cukru s ofechy a mandlemi

Vyrobce na etiketé deklaruje nasledujici slozeni vyrobku: ,,Celozrnné ovesné vlocky
46 %, vlaknina z kotfene Cekanky 19 %, fepkovy olej, pSeni¢na mouka, kukufi¢no-psenicna
kfupka (kukufi¢na krupice, pSenicna mouka, pSeni¢néd krupice, kukuficnd mouka), liskové
ofechy 4 %, kukufi¢no-pSeni¢ny extrudat (kukufice, pSenice, jedla stl), prazené mandle 2.2 %,
strouhany kokos, aroma, antioxidanty (askorbylpalmitat, pfirodni extrakt s vysokym obsahem
tokoferol1). V tabulce 2 jsou uvedeny vyrobcem deklarované nutricni hodnoty tohoto
vyrobku.

Tabulka 2: Nutri¢ni hodnoty vzorku ¢.1 (vyzivové idaje na 100 g)

Energeticka hodnota 1676 kJ/ 400 kcal
Tuky 18 ¢

z toho nasycené mastné kyseliny 26¢

Sacharidy 42¢

z toho cukry 28¢

Vlaknina 19¢g

Bilkoviny Olg

Sal 0,04 g

Obrazek 4: Vzorek ¢. 1
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Vzorek €. 2 (Obr. 5): Emco Lehké & Krehké — kanadské brusinky a goji

Vyrobce na etiketé deklaruje nasledujici slozeni vyrobku: , Celozrnné cereédlie 77 %
(ovesné vlocky 42 %, je¢né vlocky 26 %, pSenicné vlocky 19 %, zitné vlocky sladové 13 %),
proslazena klikva velkoploda 16,9 % (susena klikva velkoploda 51 %, cukr, ryzova mouka,
slunecnicovy olej), suSené goji 3 %, slunecnicové seminko 2,5 %, ptirodni aroma.“ V tabulce 3
jsou uvedeny vyrobcem deklarované nutri¢ni hodnoty tohoto vyrobku.

Tabulka 3: Nutri¢ni hodnoty vzorku ¢. 2 (vyzivové tidaje na 100 g)

Energeticka hodnota 1502 kJ/ 356 kcal
Tuky 48 ¢
z toho nasycené mastné kyseliny 0,8¢g
Sacharidy 63 g
z toho cukry 13g
Vlaknina 10g
Betaglukany 24¢
Bilkoviny 10g
Sal 0,05 g
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Obrazek 5: Vzorek ¢. 2
Vzorek €. 3 (Obr. 6): Emco Lehké & Kirehké — mrkev a jablko

Vyrobce na etiketé deklaruje nasledujici slozeni vyrobku: , Celozrnné cereédlie 79 %
(ovesné vlocky 42 %, jecné vlocky 25 %, pSenic¢né vlocky 20 %, zitné vlocky sladové
13 %), ovesné vlocky s koncentrovanou mrkvovou $§tavou 10 % (ovesné vlocky,
koncentrovana mrkvova stava 12 %), kousky proslazené mrkve 9 % (mrkev 80 %, fruktoza,
sluneCnicovy olej), kousky suSenych jablek 2 %.“ V tabulce 4 jsou uvedeny vyrobcem
deklarované nutri¢ni hodnoty tohoto vyrobku.
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Tabulka 4: Nutri¢ni hodnoty vzorku ¢. 3 (vyzivové tidaje na 100 g)

Energeticka hodnota 1471 kJ/ 351 kceal
Tuky 39¢

z toho nasycené mastné kyseliny 0,7¢

Sacharidy 63 g

z toho cukry 10g

Vlaknina 10g

Bilkoviny 11g

Sal 0,04 g

Obrazek 6: Vzorek ¢. 3
Vzorek ¢. 4 (Obr. 7): Bonavita Fit cerealie Spaldové lupinky ¢okoladové

Vyrobce na etiketé deklaruje nasledujici slozeni vyrobku: , PSeni¢na $paldova mouka
celozrnna 36 %, pSenicnd celozrnnd mouka, mlééna Cokolada 12 % [cukr, kakaové maslo,
suSené plnotu¢né mléko, kakaova hmota, rostlinné tuky (palmovy olej, olej z maslovniku, Sal,
olej z jader manga), suSena syrovatka, mlécny tuk, laktoza, emulgatory: slunecnicovy lecitin a
polyglycerylpolyricinoleat; ptirodni vanilkové aroma], pSenicné otruby, kukufi¢né lupinky
7,6 % [kukufi¢na krupice, cukr, jedla sul s jodem (jedla sul, jodi¢nan draselny), jecny sladovy
vytazek, uhliCitan vapenaty], cukr, jedla sul s jodem (jedla sul, jodi¢nan draselny), lestici smés
(tapiokovy Skrob, cukr, leStici latka: Selak, kokosovy olej, kyselina: kyselina citronova,
konzervant: kyselina sorbova, jecny sladovy vytazek.“ V tabulce 5 jsou uvedeny vyrobcem
deklarované nutri¢ni hodnoty tohoto vyrobku.
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Tabulka 5: Nutri¢ni hodnoty vzorku ¢. 4 (vyzZivové tidaje na 100 g)

Energeticka hodnota 1548 kJ/ 367 kcal
Tuky 6,6 g
z toho nasycené mastné kyseliny 28¢
Sacharidy 60 g
z toho cukry 13g
Vlaknina 10g
Bilkoviny 12 g
Sal 1,6 g

Obrazek 7: Vzorek ¢. 4
Vzorek ¢. 5 (Obr. 8): Bonavita Dobra vlaknina

Vyrobce na etiket¢ deklaruje nasledujici slozeni vyrobku: , PSeni¢né otruby
41,5 %, pSeni¢na mouka celozrnna 17,6 %, kukufi¢na vlaknina 15,5 %, cukr, glukoza,
kukufi¢ny Skrob, emulgator: sluneCnicovy lecitin, jeCny sladovy vytazek, slunecnicovy olej
s rozmarynem (slunec¢nicovy olej, extrakt z rozmarynu), skofice 0,3 %, aroma, mineralni latka:
uhli¢itan vapenaty.“ V tabulce 6 jsou uvedeny vyrobcem deklarované nutricni hodnoty tohoto
vyrobku.

Tabulka 6: Nutri¢ni hodnoty vzorku €. 5 deklarované vyrobcem (vyzivové idaje na 100 g)

Energeticka hodnota 1485 kJ/ 354 kcal
Tuky 4¢g

z toho nasycené mastné kyseliny 0,6 g

Sacharidy 57¢

z toho cukry 20g

Vlaknina 25¢g

Bilkoviny 99¢g

Sal 0,06 g
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Obrazek 8: Vzorek ¢. 5
4.2 Stanoveni dietarni vlikniny

4.2.1 Stanoveni dietarni vlakniny pristrojem ANKOM Dietary Fiber Analyzer

4.2.1.1 Pouzité pristroje a pomucky

e ANKOM Total Dietary Fiber Analyzer - ANKOM Technology, USA
e Filtracni sacky ANKOM IDF, SDF — ANKOM Technology, USA

e Drzak na vazeni sacki — ANKOM Technology, USA

e Tavicka — American International Electric, USA

e Exsikator - ANKOM Technology, USA

e Analyticka vaha AS 220 R2 PLUS — RADWAG; Sumperk, Cesk4 republika
e pH metr ORION STAR A211 — Thermo Fisher Scientific, USA

e Milynek IKA MultiDrive basic — IKA, Némecko

e Susarna horkovzdus$na — Memmert, Némecko

e Susici stojan — ANKOM Technology, USA

e Oplachovy stojan (aceton) — ANKOM Technology, USA

e Bézn¢ pouzivané laboratorni pomucky a sklo

4.2.1.2 Pouzité chemikalie

o Kiemelina — ANKOM Technology, USA

e Mes— ANKOM Technology, USA

o Tris— ANKOM Technology, USA

e o-amylaza — ANKOM Technology, USA

e Proteaza — ANKOM Technology, USA

e Amyloglukozidaza — ANKOM Technology, USA

e 3Mroztok kyseliny chlorovodikové k vyrobe 0,56 1M roztoku HCl1 - PENTA; Chrudim,
Cesk4 republika

e Hydroxid sodny 0,5M — VWR Chemicals, USA

e Ethanol 96%, 78% — VWR Chemicals, USA

e Aceton (>99%) — VWR Chemicals, USA

e Destilovana voda
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4.2.1.3 Postup

42.13.1 Priprava materialu

Vzorky byly nejprve dikladné zhomogenizovany pomoci mlynku IKA MultiDrive
a pfemistény do uzaviratelné nadoby. Bylo popsano a zvazeno 6 sacku IDF a 6 sacka SDF
s presnosti na 4 desetinna mista. Sacky byly vazeny vzdy pomoci drzaku na vazeni sacku. Byla
navazena kifemelina 6x po 1 g. Ze vzorku Cislo 1 bylo navazeno 6x 0,5 g vzorku s presnosti na
4 desetinnd mista.

42.1.3.2 Priiprava roztokt

Pro ptipravu pufru bylo navazeno 9,76 g enzymu MES a 6,1 g enzymu TRIS, které byly
nasledné roziedéné a rozmichané v malé kadince a poté bylo doplnéno destilovanou vodou do
objemu 0,85 1. Nasledné bylo méfeno pH pomoci pH metru a tiprava pH pomoci 6M roztoku
NaOH na pozadované pH 8,2 (pfii teploté 24 °C). Pro ptipravu 0,561M roztoku HCI bylo
pouzito 187 ml 3M roztoku HCI do celkového objemu 1000 ml. Bylo odebrano 5 ml enzymu
o-amylazy, proteazy a amyloglukozidazy a doplnéno destilovanou vodou do 25 ml. Pro
ptipravu 95% roztoku ethanolu bylo pouzito 10,4 ml 96% ethanolu na 1000 ml.

42.1.3.3 Prace na piistroji ANKOMTPF

Pro stanoveni dietarni vlakniny ve vzorcich snidafiovych ceredlii byla pouzita metoda
AOAC 991.43. Piistroj ANKOMTPF (obr. 10) byl nejprve fadné procitén. Nasledné bylo vse
potiebné k analyze pfipojeno k pristroji ANKOM™F — enzymy (po rysku 15 ml &i vice),
destilovana voda, puftr, 78% ethanol a 95% ethanol. Poté byly nasazeny sacky SDF, které byly
nasledné naplnény kiemelinou, ktera se v analyze pouziva ke zlepSeni filtrace a flokulace SDF
frakce. Déle byly nasazeny sacky IDF, do kterych se nasledné ptidal vzorek.

Pfistroj ANKOMTPF poté pracoval pfiblizné 4 h, avSak pfiblizné po 1 h bylo nutné
zm¢fit a upravit pH pomoci HCI ¢i NaOH na pozadované pH 4-4,7. Pomoci kapatka bylo
pridano priblizné 11 vétsich kapek 0,561M roztoku HCI. Po ukonceni programu byly nejprve
sundany IDF saCky a prendany na stojan, kde byly proplachnuty acetonem. Totéz bylo
provedeno u SDF sacku. Poté se ze sacku nechal odpafit aceton po dobu 30-40 minut. Sacky
byly zataveny (3—4 s) a suSeny piiblizné 90 minut pii teploté 105 °C, poté byly pfemistény do
exsikatoru a po vychladnuti byly zvazeny.

U tiech sackt SDF a u tfech sackt IDF, které byly pouzity pro naslednou analyzu
dusikatych latek, byly odstfihnuty prahledné plastové ¢asti sacku, zbytek sacku byl pielozen na
tfetiny a poté znovu na tietiny (pouze u IDF se preklada 2x na tfetiny). Nasledné byly zataveny
a vlozeny do odstfihnuté ¢asti sacku. U zbylych sacku, u tfech SDF a tfech IDF, byly plastové
casti saCku ponechany. Sacky byly slozeny, zataveny a pfipraveny pro nasledné stanoveni
popela.
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Obrizek 9: Analyzitor vlikniny ANKOM Dietary Fiber Analyzer v pribéhu analyzy
4.2.2 Vypocet
Vypocet IDF (%)

_ [(R1+R2)/2]-P-A-B

*
(M1+M2)/2 100

_ [((fF1-fs1)+ (fF2—{S2))/2]-P—A-B

(M1+M2)/2 * 100

M1; M2 = pavodni hmotnost duplicitnich vzork (g)
R1; R2 = hmotnost zbytku pro duplicitni vzorky (g)
fF = finalni hmotnost filtra¢niho sacku se zbytkem (g)
fS = pocate¢ni hmotnost filtra¢niho sacku (g)

P = hmotnost bilkovin ze zbytku a sacku (g)

A = hmotnost popela ze zbytku a sacku (g)

B = hmotnost slepého pokusu (g)

=[(BR1+ BR2)/2] — PB — AB

= [((/BF1 — fBS1) + (fBF2 — fBS2))/2] — PB — AB

BR1; BR2 = hmotnost zbytku po duplicitnich slepych vzorcich (g)
fBF = hmotnost finalniho prazdného filtracniho sacku (g)

fBS = hmotnost pocate¢niho prazdného filtracniho sacku (g)

PB = hmotnost bilkovin z prazdného filtra¢niho sacku (g)
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AB = hmotnost popela z prazdného filtracniho sacku (g)
Vypocet SDF (%)

[(R1+R2)/2]-P-A-B
(M1+M2)/2

*100

[(fF1-fS1-D1)+ (fF2— fS2—D2))/2]-P1—-(A2—-D2)—B

%
(M1+M2)/2 100

M1; M2 = puvodni hmotnost duplicitnich vzorku (g)

R1; R2 = hmotnost zbytku pro duplicitni vzorky (g)

fF = kone¢na hmotnost filtracniho sacku se zbytkem (g)

fS = pocate¢ni hmotnost filtracniho sacku (g)

D = pavodni hmotnost kiemeliny (g)

P = hmotnost bilkovin ze zbytku a sacku (g)

A = hmotnost popela ze zbytku a sacku (g)

B = hmotnost slepého pokusu (g)

= [(BR1 + BR2)/2] — PB — AB

= [((/BF1 — fBS1) + (fBF2 — fBS2))/2] — PB — AB

BR1; BR2 = hmotnost zbytku po duplicitnich slepych vzorcich (g)
fBF = hmotnost kone¢ného prazdného filtracniho sacku (g)

fBS = hmotnost pocate¢niho prazdného filtracniho sacku (g)

PB = hmotnost bilkovin z prazdného filtracniho sacku (g)

AB = hmotnost popela z prazdného filtracniho sacku (g)

DB = puvodni hmotnost kiemeliny v prazdném filtracnim sacku (g)
Vypocet TDF (%)

Celkova dietarni vlaknina se vypocita sou¢tem hodnot % IDF a % SDF.
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4.2.3 Stanoveni popela

4.2.3.1 Pouzité pristroje a pomucky

e Muflova pec — Memmert, Némecko

e Analyticka vaha AS 220 R2 PLUS — RADWAG; Sumperk, Cesk4 republika
e Spalovaci kelimky

e Exsikator

4.2.3.2 Postup

Nejprve byly spalovaci kelimky vyzihany v muflové peci priblizné 60 minut pfi teploté
600 °C, poté byly dany do exsikatoru a po vychladnuti byly zvazeny. Slozené, utésnéné sacky
IDF a SDF byly oznaceny a vlozeny do spalovaciho kelimku. Kelimky se sacky byly vlozeny
do muflové pece na 3 h pfi teploté 600 °C, poté byly presunuty do exsikatoru a po vychladnuti

byly zvéazeny.
4.2.4 Stanoveni dusikatych latek

4.2.4.1 Pouzité pristroje a pomucky

e Kjeltec 2400 — FOSS, Dansko

e Michacka s ohfevem — Stuart, Némecko

e Mineralizacni hnizdo Tecator digestor — FOSS, Dansko

e Mineralizacni trubice

e Mineralizacni stojan

e Analyticka vaha AS 220 R2 PLUS — RADWAG; Sumperk, Cesk4 republika

4.2.4.2 Pouzité chemikalie

e Kyselina sirova 96% — PENTA; Chrudim, Ceska republika

e Katalyzatorové tablety Kjetabs — Thomson & Capper, Anglie

e Hydroxid sodny g.r. 98% pro ptipravu 35% hydroxidu sodného — Lach-ner;
Neratovice, Ceska republika

e Kyselina chlorovodikova 0,1M — Lach-ner; Neratovice, Ceska republika

e Kyselina borita g.r. 99,5% pro piipravu 4% kyseliny borité — Lach-ner; Neratovice

Cesk4 republika
e Bromkresolova zelefi — Fisher Scientific; Neratovice, Ceska republika
e Methylgerveti — Lach-ner; Neratovice, Ceska republika

4.2.4.3 Postup

Pro stanoveni dusikatych latek byla pouzita Kjeldahlova metoda.
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4.2.43.1 Mineralizace

Vzorek byl nejprve podroben mineralizaci, béhem které doslo k pfevedeni organicky
vazaného dusiku na amoniak, ktery ziastal navazan ve formé siranu amonného. SloZené,
utésnéné sacky IDF a SDF byly oznaceny a vlozeny do mineralizac¢nich trubic. Do trubic s IDF
sacky bylo pridano 17 ml 96% kyseliny sirové a 3 katalyzatorové tablety (smés K»SOs
a CuS04.5H,0) a do trubic s SDF sacky bylo pfidano 27 ml 96% kyseliny sirové a
3 katalyzatorové tablety. VSechny trubice byly vlozeny do mineralizacniho stojanu, ktery byl
presunut do mineralizaéniho hnizda. Na trubice byl nasazen odsavac par, byla pusténa vodni
vyvéva a nastavena teplota. Pro zpomaleni rychlosti pénéni béhem procesu traveni byla zvysena
teplota postupné. Nejprve 15 min pii 150 °C, poté 15 min pii 250 °C, dale 15 min pti 350 °C
a nakonec 40 min pii 420 °C. Po vychladnuti bylo do kazdé trubice ptfidano 10 ml destilované
vody.

4.2.43.2 Destilace a titrace

Destilace a titrace probihala automaticky pomoci pfistroje Kjeltec 2400 (obr. 10), ktery
ma vlastni titraci. Po konzultaci s technikem z firmy ANKOM nam bylo doporu¢eno nastavit
nasledujici objemy pro krok destilace: 50 ml destilované vody, 25 ml 4% kyseliny borité
a 90 ml 35% hydroxidu sodného.

Mineralizacni trubice byla vlozena do pfistroje a priblizné po 5 minutach pfistroj
vyhodnotil obsah dusikatych latek. Pomoci vodnich par se v zasaditém prostredi 35%
hydroxidu sodného uvolnil ze siranu amonného amoniak, ktery byl nasledné v chladici
kondenzovan a odebiran do 4% kyseliny borité a indikatoru slozeného z methylCervené
a bromkresolové zelené. Amoniak alkalizuje prostfedi pfedlohy, doslo ke zméné zbarveni
indikatoru, barva se zmeénila na zelenou. Taktéz doslo k neutralizaci prostfedi pomoci titrace
kyselinou chlorovodikovou. Titrace byla ukoncena po dosazeni bodu ekvivalence.

Obrazek 10: Pristroj Kjeltec v priubéhu analyzy
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4.3 Stanoveni hrubé vlakniny p¥istrojem ANKOM?"
4.3.1 Pouzité pristroje a pomucky

e ANKOM?®— ANKOM Technology, USA

e Analyticka vaha AS 220 R2 PLUS — RADWAG; Sumperk, Cesk4 republika
e Filtracni sacky — ANKOM Technology, USA

e SusSarna — Memmert, Némecko

e Muflova pec — Memmert, Némecko

e Tavi¢ka — PENTA; Chrudim, Ceska republika

e Varna konvice

e Exsikator

e Spalovaci kelimky

e Bézn¢ pouzivané laboratorni pomucky a sklo

4.3.2 Pouzité chemikalie

e 96% kyselina sirova — PENTA; Chrudim, Ceska republika

e 98% hydroxid sodny — Lach-ner; Neratovice, Ceska republika
o Kiemelina — ANKOM Technology, USA

e Aceton

e Destilovana voda

4.3.3 Postup

4.3.3.1 Priprava materialu

Vzorky byly nejprve dikladné zhomogenizovany pomoci mlynku IKA MultiDrive
a pfemistény do uzaviratelné nadoby. Filtra¢ni sacky byly popsany fixem a suSeny piiblizné
45 minut pii 103 °C. Sacky byly vyndany ze suSarny a vlozeny do exsikatoru, po vychladnuti
byly zvazeny. Do oznaCenych sackd byl navazen 1 g vzorku a 1 g kiemeliny s pfesnosti na
4 desetinna mista a saCky byly nasledné zataveny, jeden sacek byl ponechan prazdny a oznacen
jako slepy pokus. Obsah sacku byl rozprostren po celé plose lehkym poklepanim. Jelikoz jsou
vzorky tu¢néjsi, jejich obsah tuku na 100 g je vice nez 3,5 %, tak pfed samotnou analyzou bylo
nutné provést odtucnéni vzorku pomoci acetonu. Sacky byly par minut proprany v acetonu
a poté byly rozprostieny na filtra¢ni papir, kde se nechaly fadné vyschnout.

4.3.3.2 Priprava roztoku
Bylo navazeno 25 g 98% hydroxidu sodného, ktery byl nasledné roziedén destilovanou

vodou do objemu 2 1. Do malého mnozstvi vody bylo opatrné pfidano 14 ml 96% kyseliny
sirové a poté byla pridana destilovana voda do objemu 2 1.
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4.3.3.3 Priace na pristroji ANKOM?>"

Sacky byly vlozeny do nosiCe, do kazdého patra 3 sacky. I presto, ze nebyla vyuzita
vSechna patra nosice, do pfistroje Ankom?® je nutné vkladat nosi¢ s plnym poctem pater. Nosi¢
se sacky byl vlozen do piistroje Ankom?® a zatizen zavazim. Po zapnuti byl pfidan roztok
kyseliny sirové az po okraj, poklop byl fadné uzavien a bylo zapnuto michani a topeni. Po
dosazeni 100 °C Ankom?* pracoval pfiblizné 60 minut. Po uplynuti ¢asu bylo vypnuto michani
a topeni a nasledné byl otevien ventil a roztok byl vypustén. Poklop byl opatrné otevien az po
uplném vypusténi kapaliny. Ventil byl uzavien a do pfistroje byla nalita horka destilovana voda,
na 5 minut bylo pusténo michani, poté bylo michani vypnuto a voda byla vypusténa. Tento
proces proplachovani probéhl 3x. Dale byl pfidan roztok hydroxidu sodného, uzavien poklop
a zapnuto michani a topeni. Po dosazeni 100 °C Ankom? pracoval pfiblizné 60 minut. Po
uplynuti casu bylo vypnuto michani, topeni, byl vypustén roztok a opét 3x probihalo
proplachovani horkou destilovanou vodou.

Po skonceni procesu bylo vyndano zévazi a nosi¢ se vzorky byl pfesunut na filtracni
papir. Sacky byly pinzetou prendany do nadoby s acetonem a fadn€ byly promichany. Sacky
byly pfemistény mezi suché filtracni papiry a lehce z nich byl vymackan aceton.

Po uplném odpareni acetonu byly sacky premistény do nadoby, ktera byla vlozena do
suSarny a pfiblizné 3 hodiny probihalo suSeni pfii teploté 103 °C. Po vychladnuti byly sacky
zvazeny, vlozeny do pfedem zvazenych spalovacich kelimkt a byly vlozeny do muflové pece,
kde byly spalovany do ubytku konstantni hmotnosti (n€kolik hodin) pfi teploté 600 °C. Po
ukonceni spalovani byly kelimky premistény do exsikatoru a po vychladnuti byly zvazeny
a byla zjisténa hodnota popela.

Obrazek 11: Analyzator vlikniny ANKOM?2" v priubéhu analyzy
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4.3.4 Vypocet
Vypocet CF (hruba vlaknina) v % (m/m)

_ [A+B-C-(E*0,9818)] .
o F

00

A =hmotnost vysuSeného sacku
B = hmotnost prazdného kelimku
C = hmotnost kelimku po spaleni
E = hmotnost prazdného sacku

F = navazka vzorku (g)

4.4 Statisticka analyza

Vsechna data byla zpracovana pomoci softwaru Excel (Microsoft Corporation, USA). Byly
vypoéteny pruméry a smérodatné odchylky. Vysledné hodnoty jsou uvadény v hmotnostnich
procentech (g/100 g). Ke zjisténi statisticky vyznamnych rozdild mezi vzorky byla pouzita
jednofaktorova analyza rozptylu (ANOVA) v programu STATISTICA v. 12.0 (StatSoft, Inc.
Tulsa, OK, USA) pfi pouziti hladiny vyznamnosti a = 0,05.
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S Vysledky

Tato diplomova prace byla zaméfena na zavedeni a ovéreni AOAC metody na stanoveni
dietarni vlakniny do laboratorni praxe. Vysledkem je vypracovani standardniho operacniho
postupu.

Po odzkouSeni metody dle manudlu od vyrobce ANKOM Technology bylo potieba
metodiku znacné upravit. Nekteré dilezité Casti nebyly v metodice dostate¢né zdiraznény.
Bylo nutné domyslet koncovku pfi mineralizaci, nebylo zdiraznéno odstiihavani plastu
u filtracnich sackt ¢i zdiraznéno ponechani plastu u sackt uréenych pro naslednou analyzu
popela. Nekteré casti metodiky byly chaotické a pii nasledné analyze §lo spiSe o pokus omyl.
Analytické problémy, které nastaly v pribéhu analyzy jsou podrobné popsany a diskutovany
v kapitole Diskuse.

5.1 Stanoveni hrubé vlikniny p¥istrojem ANKOM?>"

Tabulka 7 znazoriuje vysledné hodnoty hrubé vlakniny ve snidaiiovych cerealiich. Kazdy
vzorek byl proméfen ve tiech opakovanich, vysledna hodnota je primérem tii méteni. Nejvyssi
hodnota hrubé vldkniny byla namétrena u vzorku Bonavita Dobra vlaknina (2,84 %) a nejnizsi
hodnota byla naméfena u vzorku Emco super mysli s ofechy a mandlemi (1,16 %). Mezi
jednotlivymi vzorky byly zjistény statisticky prukazné rozdily, které jsou vyznaceny indexy u
pruméra. Vzorek Bonavita Dobra vlaknina mél nejvyssi hodnotu hrubé vlakniny a statisticky
se lisil od vSech ostatnich vzorki. Naopak vzorky Emco super mysli s ofechy a mandlemi,
Emco Lehké & Kiehké (brusinky a goji) a Emco Lehké & Kiehké (mrkev a jablko) se od sebe
nelisily. Rozdily nebyly tézZ mezi vzorky Emco Lehké & Kiehké (brusinky a goji) a Bonavita
Fit cerealie Spaldové lupinky.
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Tabulka 7: Obsah hrubé vlakniny (%) ve vzorcich snidanovych cerealii

Vzorky l.opakovani  2.opakovani  3.opakovani Pramérny Smérodatna
snidafiovych (%) (%) (%) obsah hrubé odchylka
cerealii vlakniny (%)
Emco super
mysli 0,91 1,13 1,44 1,16° 0,27
s ofechy
a mandlemi
Emco Lehké
& Krehké 1,49 1,49 1,46 1,48b¢ 0,02
(brusinky
a goji)
Emco Lehké
& Krehké 1,11 1,30 1,10 1,17¢ 0,11

2 2

(mrkev
a jablko)
Bonavita Fit
cerealie 2,12 1,83 1,51 1,820 0,31
Spaldové
lupinky
Bonavita
Dobra 2,87 2,78 2,88 2,842 0,06
vlaknina

Pozn.: Rozdilné indexy u pramérmych hodnot indikuji vzorky, které se statisticky vyznamneé
lisi (p <0,05).

5.2 Stanoveni dietarni vlikniny metodou AOAC 991. 43

Tabulka 8 znazornuje vysledné procentualni hodnoty rozpustné dietarni vlakniny (SDF),
nerozpustné dietarni vlakniny (IDF) a celkové dietarni vlakniny (TDF) ve vzorku €. 1 (Emco
super mysli sofechy a mandlemi). Hodnoty IDF a SDF byly vypocteny podle vypoctu
uvedeného v metodice a hodnota TDF je souc¢tem hodnot IDF a SDF.

Tabulka 8: Obsah dietarni vlakniny ve vzorku ¢. 1 (%)

Vzorek SDF (%) IDF (%) TDF (%)
Emco super mysli
s ofechy a mandlemi 3,1 5,5 8.6

Tabulka 9 znazorniuje primérné hodnoty zbylych bilkovin a popela u rozpustné dietarni
vlakniny (SDF) a nerozpustné dietarni vlakniny (IDF) ve vzorku ¢. 1 (Emco super mysli
s ofechy a mandlemi).
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Tabulka 9: Hmotnost bilkovin a popela ze zbytku a sacku (g)

Typ dietarni vlakniny Hmotnost bilkovin ze zbytku Hmotnost popela ze zbytku a
a sacku (g) sacku (g)
SDF 0,0018 0,0089
IDF 0,0011 0,0078

5.3 Upravena metodika pro stanoveni dietarni vlikniny metodou 991. 43

pristrojem ANKOMT™F

V prabéhu implementace metody doslo k mnoha analytickym problémum, které se

vyskytly predevsim pii procesu mineralizace a pii nasledné destilaci a titraci na piistroji Kjeltec.
Vysledkem implementace této metody je nova upravena metodika nasledujicim zptsobem.

5.3.1
1)

2)

3)

4)

5)

5.3.2

1)

2)
3)
)

5.3.3

1)

Priprava vzorku, kiemeliny a sacku (SDF a IDF)

Vzorky zhomogenizujte pomoci mlynku se sitem 0,5 mm (jemnéji mleté vzorky by
mohly zptsobit nizké hodnoty).

Pokud vzorky obsahuji 10 % tuku a vice, tak je nutné provést odtu¢néni vzorku dle
oficialnich metod.

6 sackt IDF a 6 sackt SDF popiste fixem, ktery je odolny vuci rozpoustédlim. Poté
sacky zvazte pomoci originalniho drzaku na vazeni sacka od firmy ANKOM technology
a zaznamenejte si hmotnosti.

Na kazdy ze Sesti pripravenych filtranich papirt pridejte 1 g kiemeliny a zaznamenejte
si hmotnosti.

Na kazdy ze Sesti pfipravenych filtraénich papira piidejte 0,5 g vzorku s presnosti na
4 desetinna mista a zaznamenejte si hmotnosti.

Priprava roztoku

Pro pfipravu roztoku pufru MES — TRIS je potieba navazit 9,76 g enzymu MES a 6,1 g
enzymu TRIS, které nasledné rozied’te a rozmichejte v malé kadince a poté dopliite
destilovanou vodou do objemu 0,85 1. pH upravte na 8,2 (pii teploté 24 °C) pomoci 6M
roztoku NaOH a nasledné doplnime destilovanou vodu do objemu 1 1.

Pro piipravu 0,561M roztoku HCI pouzijeme 187 ml 3M roztoku HCI do celkového
objemu 1 000 ml.

Pro pfipravu roztokli enzymli odebereme 5 ml a-amylazy, 5 ml proteazy a 5 ml
amyloglukozidazy a kazdy doplnime destilovanou vodou do 25 ml.

Pro pfipravu 95% roztoku ethanolu pouzijeme 10,4 ml 96% ethanolu na 1000 ml.

Priace na pristroji ANKOM™PF

Piistroj ANKOMT™F nejprve zapnéte, potvrdte piivod dusiku a rozsahy tlaku. Na
displeji zvolte metodu 991.43.
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2) Pred samotnou analyzou pfistroj fadné procistéte presné podle pokyni v originalnim
manualu od ANKOMU.

3) VSe potiebné k analyze pfipojte k pfistroji — enzymy (po rysku 15 ml ¢&i vice),
destilovanou vodu, roztok pufru MES — TRIS a 78% a 95% ethanol.

4) Nasadte vSechny SDF sacky (dle pokynt v originalnim manualu, tryska musi byt uvnitf
sacku, kazdy sacek vycentrujte podle Cernych ¢ar) a pridejte tyC D.

5) SDF sacky naplite kiemelinou (dulezité je, aby byla kiemelina pod davkovaci tryskou).

6) Nasad’te vSechny IDF sacky (dle pokynu v originalnim manualu).

7) Sacky IDF vlozte do horni ¢asti SDF sacku (alespon 20 mm) a pridejte ty¢ B a C.

8) IDF sacky naplite vzorkem (dulezité je, aby byl vzorek pod davkovaci tryskou)
a pridejte tyC A.

9) SDF sacky zajistéte pomoci hacku na tyci C.

10) Nastavte ru¢ni kontrolu pH a poté jiz muZzete spustit automatické procesy.

11) Ptistroj pracuje pfiblizné 4 h.

12) Po cca 1 h (pfistroj se ozve sam) zméite a upravte pH pomoci 0,561M HCI ¢i 6 M NaOH
na pozadované pH 4-4.7 (roztok pribézné promichejte).

13) Po ukonceni programu sundejte IDF sacky a prendejte je na oplachovy stojan. VSechny
sacky proplachnéte acetonem (2 kolecka u kazdého sacku — vSechny zbytky na sténach
sacku musi byt splachnuty), totéz udé€lejte u SDF sacka.

14) Po odpateni acetonu (cca 30—40 minut) sacky zatavte t€sné nad filtrem, tavicku nastavte
na 3—4 a nasledné sacky zatavte po dobu 3—4 vtefin.

15) VSechny sacky umistéte do suSiciho stojanu a umistéte ho do suSarny nastavené na
105 °C a vysuste je do konstantni hmotnosti (pfiblizné 90 minut).

16) Po vysuSeni pfemistéte vSechny sacky do exsikatoru od ANKOM technology.

17)Po vychladnuti sacky zvazte pomoci originalniho drzaku na vazeni sackt od firmy
ANKOM technology a zaznamenejte si hmotnosti.

18) U sackd urCenych pro naslednou analyzu dusikatych latek odstiihnéte prihledné
plastové casti sacku. Dullezité je nechat ptiblizné 1 cm nad zatavenym spojem. Zbytek
sacku prelozte na tfetiny a poté znovu na tietiny (pouze u IDF se preklada 2x na tfetiny)

19) Prelozené zbytky sacku zatavte. TaviCku nastavte na 6 a zatavte saCky po dobu 3—4
vtefin a vlozte je do odstfihnuté a popsané ¢asti sacku.

20) U zbylych sacka uréenych pro naslednou analyzu popela plastové ¢asti ponechte (zadny
plast se neusttihava).

21) Sacky prelozte tak, aby na konci zlstal 1 cm plastu a nasledné sacky zatavte. Tavicku
nastavte na 6 a zatavte sacky po dobu 3—4 vtefin a vlozte je do odstfihnuté a popsané
casti sacku.

5.3.4 Stanoveni dusikatych latek

Pro stanoveni dusikatych latek pouzijte Kjeldahlovu metodu.
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5.3.4.1 Mineralizace

1)
2)

3)
4)

5)
6)

7)

8)

Ptipravené sacky IDF a SDF oznacte a vlozte do mineralizacnich trubic.

Do mineraliza¢nich trubic s IDF sacky pridejte 17 ml 96% kyseliny sirové
a 3 katalyzatorové tablety (smés K.SO4 a CuSO4.5H,0.)

Do mineralizacnich trubic s SDF sacky ptidejte 27 ml 96% kyseliny sirové a taktéz
3 katalyzatorové tablety.

Vsechny mineralizacni trubice vlozte do mineralizaéniho stojanu a presuiite jej do
mineralizacniho hnizda.

Nasad’te odsavac par, spust’te vodni vyvévu a nastavte teplotu.

Dulezitym krokem je navySovani teploty postupné. Diky tomu dojde ke zpomaleni
rychlosti pénéni béhem procesu traveni.

Teplotu navysujte nasledovné: 15 min pii 150 °C, poté 15 min pii 250 °C, dale 15 min
pfi 350 °C a nakonec 40 min pii 420 °C.

Po vychladnuti ptidejte do kazdé trubice 10 ml destilované vody.

5.3.4.2 Destilace a titrace

1)
2)

3)

4)

5)
5.3.5

1)
2)
3)
4)
5)

Destilace a titrace probiha automaticky pomoci piistroje Kjeltec 2400 s vlastni titraci.
Nejprve je nutné prednastavit hodnoty na pristroji Kjeltec.

Pro krok destilace nastavte nasledujici objemy: 50 ml destilované vody, 25 ml 4%
kyseliny borité a 90 ml 35% hydroxidu sodného.

Pripravené mineralizacni trubice vlozte do pfistroje Kjeltec. Obsah mineralizacnich
trubic musi byt rozmichan. Pokud obsah nelze rozmichat, tak jej nejprve zahfejte,
rozmichejte a az poté vlozte do piistroje Kjeltec.

Ptiblizn€ po 5 minutach pfistroj Kjeltec vyhodnoti obsah dusikatych latek.

Stanoveni popela

Spalovaci kelimky nejprve vyzihejte v muflové peci cca 60 minut pfi teploté 600 °C.
Vyzihané kelimky vlozte do exsikatoru a po vychladnuti je zvazte.

Ptipravené sacky IDF a SDF oznacte a vlozte do oznaceného spalovaciho kelimku.
Kelimky se sacky vlozte do muflové pece na 3 h pfi teploté 600 °C.

Kelimky ptesurite do exsikatoru a po vychladnuti je zvazte.
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6 Diskuse

Tato diplomova prace byla zaméfena na zavedeni a ovéreni AOAC metody pro stanoveni
dietarni vlakniny do laboratorni praxe. Cilem bylo vyzkouset, zda metoda funguje a upravit ji
na nase podminky. Pro stanoveni dietarni vlakniny byla pouzita metoda AOAC 991 .43.
Hodnoty byly stanoveny pomoci piistroje ANKOMTPF,

Automatizace analytické metody stanoveni dietarni vlakniny pomoci pfistroje ANKOMPF
Setii Cas a zvySuje presnost vyslednych hodnot. Originalni metodika od firmy ANKOM
technology je velmi hezky zpracovana. V metodice je popsan krok za krokem a k lepsimu
pochopeni jsou témér ke kazdému kroku prilozené obrazky. Nicméné metodu je nutné nejprve
vyzkouset a pfipadné ji upravit na podminky dané laboratore. Celkové naklady na stanoveni
dietarni vlakniny nékolika vzorkd jsou pomémé vysoké. Cely proces stanoveni dietarni
vlakniny metodou AOAC 991.43, ktery zahrnuje pfipravu roztokl, pfipravu materialu,
samotnou analyzu na piistroji ANKOMTPF stanoveni dusikatych latek a stanoveni popela, je
také pomérné zdlouhavy.

Nejvétsim nedostatkem originalni metodiky od ANKOMU jsou instrukce k podptrnym
analytickym stanovenim (stanoveni dusikatych latek a stanoveni popela). Jelikoz v prabéhu
implementace metody doslo k mnoha analytickym problémtm, které se vyskytly predevs§im pfi
procesu mineralizace a pii nasledné destilaci a titraci na pfistroji Kjeltec, bylo by dobré, kdyby
vyrobce doplnil podrobnéjsi instrukce. Pro krok destilace na piistroji Kjeltec bylo nutné
pfenastavit objemy vody, kyseliny borité a hydroxidu sodného. V metodice je nutné zdiraznit
ponechani alespon 1-2 cm plastové Casti sacku nad filtracni casti sacku, a to z divodu vysokého
obsahu 96% kyseliny sirové. Dale je nutné zdturaznit ponechani veskerého plastu u sacka, které
jsou urceny pro naslednou analyzu popela.

6.1 Problémy pri implementaci metody

6.1.1 Stanoveni dusikatych latek

Nejvétsi analytické problémy se vyskytovaly pii procesu mineralizace a pii nasledné
destilaci a titraci na pfistroji Kjeltec.

6.1.1.1 Prvni pokus

Prvni pokus mineralizace probihal piesné podle navodu. Slozené, utésnéné sacky IDF
a SDF byly oznaceny a vlozeny do mineralizacnich trubic. Do trubic s IDF sacky bylo pfidano
17 ml 96% kyseliny sirové, 2 katalyzatorové tablety Kjetabs (smés K,SO4 a CuSO4.5H,0)
a 10 ml 35% peroxidu vodiku, coz je oxidacné redukéni ¢inidlo, které se vyuziva jako podpora
a urychleni reakce. Do trubic s SDF sacky bylo pfidano 27 ml 96% kyseliny sirové, taktéz
2 katalyzatorové tablety a 10 ml 35% peroxidu vodiku. Vsechny trubice byly vlozeny do
mineralizacniho stojanu, ktery byl pfesunut do mineraliza¢niho hnizda. Pro zpomaleni rychlosti
pénéni béhem procesu traveni bylo dilezitym krokem zvySeni teploty postupné az na 420 °C.
Po vychladnuti bylo do kazdé trubice ptfidano 10 ml destilované vody. Veskery Casovy
harmonogram byl dodrzen dle navodu.
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Problém nastal predev§im u sackd SDF, ke kterému bylo pfidano velké mnozstvi
kyseliny sirové. Vzorek nesel zmineralizovat a barva byla stale tmaveé hnéda. Dale byl problém
s peroxidem, ktery pii analyze moc pénil, zapachal a doslo az k prepaleni vzorku. Jednim
z divodu, pro¢ reakce nemohla prob&hnout tspésné bylo nedostatecné mnozstvi katalyzatoru
a druhym davodem bylo ustfihnuti velkého mnozstvi plastu z filtranich sacku, ktery je tam
potieba kvuli silné kyselin€, ktera byla v prebytku.

6.1.1.2 Druhy pokus

Postup u druhého pokusu mineralizace byl jiz pozménén. Mineralizace probihala na slepém
pokusu, sacky byly pouze s kiemelinou bez vzorku. Do jedné mineraliza¢ni trubice byl pfidan
IDF sacek s jednim gramem kiemeliny, 2 katalyzatorové tablety Kjetabs a 17 ml 96% kyseliny
sirové. Do druhé trubice byl pfidan SDF sacek s jednim gramem kfemeliny, 2 katalyzatorové
tablety Kjetabs a 27 ml 96% kyseliny sirové. Zbytek mineralizacnich trubic byl naplnén pouze
10 ml 96% kyseliny sirové. VSechny trubice byly vlozeny do mineraliza¢niho stojanu, ktery
byl pfesunut do mineralizacniho hnizda. Pro zpomaleni rychlosti pénéni béhem procesu traveni
byla zvySena teplota postupné az na 420 °C. Po vychladnuti bylo do kazdé trubice pfidano
10 ml destilované vody. Veskery ¢asovy harmonogram byl dodrzen dle navodu.

Nebyl zde piidan peroxid vodiku, coz vedlo klepSimu prubéhu analyzy, nedoslo
k prepaleni, barva jiz nebyla tak tmave hnéda a celkové doslo k mensimu pénéni. Problém vSak
nastal opét u saCku SDF, ke kterému bylo pfidano velké mnozstvi kyseliny sirové, ktery se opét
nezmineralizoval.

6.1.1.3 Treti pokus

Pred tfetim pokusem probéhla konzultace stechnikem zfirmy ANKOM. Bylo nam
doporuceno odstiihnout mén€ plastu predevsim u sacktt SDF, z davodu velkého mnozstvi 96%
kyseliny sirové. Byly ponechany pfiblizné 1-2 cm plastové casti sacku nad filtra¢ni ¢asti sacku.
Byly pridany 3 katalyzatorové tablety, tedy vice nez je v navodu pavodni metodiky, coz znacné
zlepsilo prabéh mineralizace. Nebyl zde pfidan peroxid vodiku, coz také vedlo k lepSimu
prubéhu analyzy.

Postup u tretiho pokusu mineralizace byl néasledovny. Mineralizace probihala na slepém
pokusu, upravené SDF a IDF sacky, dle novych pokyni, byly pouze s kiemelinou bez vzorku.
Do jedné mineralizacni trubice byl pfidan IDF sacek s jednim gramem kiemeliny, tentokrat jiz
3 katalyzatorové tablety Kjetabs a 17 ml 96% kyseliny sirové. Do druhé trubice byl ptidan SDF
sacek s jednim gramem kiemeliny, také 3 katalyzatorové tablety Kjetabs a 27 ml 96% kyseliny
sirové. Zbytek mineralizacnich trubic byl naplnén pouze 10 ml 96% kyseliny sirové. VSechny
trubice byly vloZzeny do mineraliza¢niho stojanu, ktery byl pfesunut do mineralizacniho hnizda.
Dulezitym krokem bylo navyseni teploty postupné az na 420 °C. Po vychladnuti bylo do kazdé
trubice pfidano 10 ml destilované vody.

Po procesu mineralizace bylo problémem rychlé tvrdnuti obsahu v mineralizacni trubici.
Pred samotnou analyzou na pfistroji Kjeltec bylo potfeba obsah mineraliza¢ni trubice nejprve
zahtat v topném hnizd¢, aby doslo k Uplnému rozpusténi. Z divodu velkého mnozstvi 96%
kyseliny sirové bylo potieba prenastavit hodnoty vody a hydroxidu na pfistroji Kjeltec.
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Konzultant z firmy ANKOM nam doporucil nasledujici objemy pro krok destilace: 50 ml
destilované vody, 25 ml 4% kyseliny borité a 90 ml 35% hydroxidu sodného. Tento pokus byl
jiz Gspesny, slepy pokus byl na hodnote slepého pokusu pfistroje.

6.2 Porovnani analyticky stanovenych hodnot

U vzorku Emco super mysli s ofechy a mandlemi bylo pomoci metody AOAC 991.43
naméieno 8,6 % celkové dietarni vlakniny. Vyrobce Emco na etiketé deklaruje celkovy obsah
vlakniny 19 g na 100 g vyrobku. Stanovené vysledné hodnoty celkové dietarni vlakniny ve
snidaniovych cerealiich byly niz§i nez hodnoty, které vyrobce deklaruje na etiketé vyrobku.
Jednim z divodu je, ze pred samotnou analyzou dietarni vlakniny nebyl vzorek odtuc¢nén.
Vyrobce na etiketé deklaruje obsah tuku 18 g na 100 g, pokud by byl tuk odecten a zohlednén
v navazce, tak by byla vysledna hodnota dietarni vlakniny 10,5 %. Dal§im divodem je, Ze
vyrobek obsahuje vlakninu z kofene ¢ekanky (inulin). Pro stanoveni inulinu je tato metoda
AOAC 991 .43 nedostateCna. VhodnéjSimi metodami jsou vylepSené novejsi metody AOAC
997.08 a 999.03. Dalsi faktor, ktery mohl ovlivnit vysledné hodnoty je heterogenita vzorku. Pro
presnéjsi analyzu dietarni vlakniny by bylo vhodnéjsi zhomogenizovat celé baleni snidafiovych
cerealii a az poté odebrat reprezentativni vzorek pro nasledné stanoveni dietarni vlakniny.

Dale byla u 5 vzorki snidafiovych cerealii stanovena hruba vlaknina na pfistroji
ANKOM?®  Nejvyssi hodnota hrubé vlakniny byla naméfena u vzorku Bonavita Dobra
vlaknina (2,84 %), u kterého vyrobce Emco na etiketé deklaruje celkovy obsah vladkniny 25 g
na 100 g vyrobku. Tyto hodnoty maji spolecny nejvyssi obsah vlakniny z vybranych vzorka.
Nejnizsi hodnota byla namétfena u vzorku Emco super mysli s ofechy a mandlemi (1,16 %),
u kterého vyrobce Emco na etiketé deklaruje celkovy obsah vlakniny 19 g na 100 g vyrobku.
Pfi porovnani stanovenych hodnot hrubé vlakniny s hodnotami, které vyrobce deklaruje na
etiketé lze fict, ze vysledné hodnoty u vSech vybranych vzork(i jsou zna¢né niz§i nez
deklarovany obsah dietarni vlakniny. Jednim z divodu je, Ze tato metoda neumoziuje stanoveni
rozpustné dietarni vlakniny a nékterych nerozpustnych polysacharidt a ¢asti ligninu, které jsou
zahrnuty v celkovém obsahu vlakniny na etiketé vyrobku. Tato metoda je v porovnani
s pfedchozi metodou velmi jednoducha, rychla a celkové naklady jsou vyrazné€ nizsi. Nicméné
tato metoda neumoziuje stanoveni vSech slozek dietarni vlakniny, a proto jsou vysledné
hodnoty velmi nizké. Tato metoda je vhodna spiSe pro stanoveni hrubé vlakniny v krmivech.
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7 Zavér

Prakticka cast této diplomové prace byla zaméfena na implementaci a validaci AOAC
metody. Pro stanoveni dietarni vlakniny ve vybranych vzorcich snidafiovych cerealii byla
pouzita metoda AOAC 991.43. Tato metoda byla zkousena na Ceské zemédélské univerzité
v Praze poprvé. Jelikoz metoda nebyla od vyrobce dostate¢né popsana, muselo byt odzkouseno
jeji fungovani, coz se neobeslo bez pomeérné velkych problémi. Bylo nutné upravit pivodni
metodiku a znovu vSe odzkouset, a proto nebylo mozné promeéfit tolik vzorku.

Pro stanoveni dietarni vlakniny byl pouzit pfistro) ANKOM Dietary Fiber Analyzer, ktery
je vhodny pro kazdodenni praxi. Automatizované stanoveni dietarni vlakniny metodou AOAC
991.43 oproti manualnimu stanoveni Setfi ¢as a zvySuje presnost vyslednych hodnot. Nicméné
je nutné zminit, Ze stanoveni dietarni vlakniny s pouzitim enzymt metodou AOAC 991.43 je
pomeérné zdlouhavy proces a celkové naklady jsou vysoké. Souhrnné Ize fict, Ze tato metoda je
slozita, ale je brana jako standardni postup, takze by vysledky zméfené pomoci této metody
meély byt navzajem porovnatelné, a proto je vhodna pro rutinni analytické stanoveni dietarni
vlakniny v potravinach.

Dale byla v 5 vzorcich snidafiovych cerealii stanovena hrubd vlaknina na pfistroji
ANKOM?®  Nejvyssi hodnota hrubé vlakniny byla naméfena u vzorku Bonavita Dobra
vlaknina (2,84 %) a nejnizsi hodnota byla namétena u vzorku Emco super mysli s ofechy
a mandlemi (1,16 %). Tato metoda je v porovnani s metodou AOAC 991 .43 velmi jednoducha,
rychla a celkové naklady jsou vyrazné€ nizsi. Nicméné tato metoda neumoziuje stanoveni
rozpustné dietarni vlakniny a nékterych nerozpustnych polysacharidt a ¢asti ligninu, které jsou
dilezitou soucasti mnoha potravin.

U vzorku Emco super mysli s ofechy a mandlemi bylo pomoci metody AOAC 991.43
naméfeno 3,1 % rozpustné dietarni vlakniny a 5,5 % nerozpustné dietarni vlakniny. Vysledna
hodnota celkové dietarni vlakniny byla 8,6 %. Stanovené vysledné hodnoty celkové dietarni
vlakniny ve snidafiovych cerealiich byly nizsi nez hodnoty, které vyrobce deklaruje na etiketé
vyrobku, coz mohlo byt zptisobeno fadou faktorti (obsah tuku, homogenita a reprezentativnost
vzorku pro analyzu apod.), které je tfeba do budoucna zohlednit pfi vyuziti metody pro analyzu
dané potraviny.

Metoda byla implementovana, avSak do budoucna je jesté nutné metodu odzkouset
a optimalizovat. Podafilo se vytvoftit upravenou standardizovanou metodiku, ktera do budoucna
zna¢né usnadni dalsi pouziti této metody.
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