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Metody stanoveni cuki v potravinach

Souhrn

s

zdrojem okamZzité energie pro organismus. V lidsk&en neni velkd zasoba sachdrid
a proto je dobré &dét, ve kterych potravinach se sacharidy nachazd, a jakém mnozstvi
a jaké druhy. MnoZstvi sachatids potravinach je velmi idezitym faktorem i z hlediska
vyroby, jelikoz ovliviiuje celouradu reakci i vyrobnim procesu a zaroié cenu potravin.

Obecr se cukry rozduji dle paitu cukernych jednotek vazanych v molekule.
Mezi nejjednodussi sacharidy neboli monosachasdyadi glukosa a fruktosa. Glukosa je
nejvice zastoupeny cukr, nachazi se v ovoci, medwkmi clovéka. Fruktosa je nejsladsi
piirodni cukr a vyskytuje stejnjako glukosa v ovoci a medu. Sacharidy sloZzen@hami
anejvyse deseti molekul monosacharide nazyvaji oligosacharidy. NeépneSim
disacharidem je sacharosa sloZzena z jedné molalukosy a jedné molekuly fruktosy.
Laktosa je tvéena molekulami galaktosy a glukosyaali se k nejvyznangfgim sacharidm
mléka sava. K polysacharidm pati rostlinny i Ziva@isny Skrob¢i viaknina. VIaknina hraje
podstatnou roli ve spravné funkci travici soustavy.

Podle povahy sacharidu jeeba volit i vhodnou metodu jejich stanoveni. ikazu se
vyuZivaji chemické reakce zaloZené namérzabarveni. Tytoikazy sice potvrdiigtomnost
sacharid v testovaném vzorku, avSak uz ndurastoupeni jednotlivych drihsacharid.
Tato nevyhoda se objevuje i u caigdy dalSich metod. Ke stanoveni sacharsg voli
i metody fyzikalni, fyzikald chemické, chemické a biologické. Jednou z aplikgeh
fyzikaln¢ chemickych metod byva polarimetrie, ktera se &oyyuziva i stanoveni
sacharosy. Pro svou jednoducho&hsovou nenatmost a citlivost se pouzivaji take
spektrofotometrické metody, jeZ maji vyuZziti zejragmo sériovou analyzu.

V souwasnosti se nejvice aplikuje metoda zvana chromafiegr a to pedevsim
kapalinova chromatografie, kterd se zaklada nailmmzdcitlivosti jednotlivych sachand
na stacionarni a mobilni fazi. K hlavnim vyhodano téetody pat jeji presnost a schopnost

stanoventady cukfi vedle sebe.

Kli ¢ova slova:potraviny, sacharidy, metody stanoveni, polariregthromatografie



Methods for the determination of sugars in foods

Summary

Sugars are among the most abundant substancesune.néhey are an irreplaceable
source of immediate energy for the organism. Inhilvaan body there is not a large supply of
sugar, so it is good to know in which foods arebolydrates present, how much and what
kinds. The amount of carbohydrates in foods isrg ieportant factor in terms of production,
as it affects a number of reactions in the manufaa process and also food prices.

Generally, sugars are divided by the number of isugés in the molecule bound.
Thesimplest sugars or monosaccharide include glucasefractose. Glucose is the most
abundant sugar found in fruits, honey and humaadl&ructose is the sweetest natural sugar
and occurs as glucose in fruits and honey. Saad®mgonsisting of two and a maximum of
ten monosaccharide molecules are called oligosadesa The most common disaccharide is
saccharose composed of one molecule of glucosema@adnolecule of fructose. Lactose is
made up of molecules of galactose and glucose, ranls among the most important
carbohydrate mammalian milk. Polysaccharides consisvegetable and animal starch
andfiber. Fiber plays an essential role in the prdpaction of the digestive system.

For the determination of carbohydrates should beseh suitable methods. Various
chemical reactions based on changes in colour sed to proof the presence of sugar.
Although this evidence confirms the presence obaaydrates in the tested sample, it does
not recognize the structure of different types afbohydrates. This drawback appears also
in a variety of other methods. For the determinatiboasbohydrates are being used physical,
physico-chemical, chemical and biological methodsnong applied physicochemical
methods belongs polarimetry, which is widely used tihe determination of sucrose.
Spectrophotometric methods are also used for Bigiplicity, time saving and sensitivity.
These methods are used mainly for mass analysis.

Currently, chromatography is being the most applmeethod - especially liquid
chromatography, which is based on variations ofstesitivity of saccharides on stationary
and mobile phase. The main advantages of this rdetre its precision and ability

to determine a series of sugars at once.

Keywords: food, sugars, methods of determinative, polaniype&hromatography
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1 Uvod

i zivociSnych butkach. Rostlina je dokaze ziskat fotosyntéze, ale ziwichové je musi
prijimat v potra¥.

Z hlediska vyZivy jsou velmi iezitym zdrojem energie, st&njako bilkoviny a tuky.
Sacharidy tvéi vice nez polovinu energetické hodnoty nasi stravg doda du priblizné
17 kJ. Potraviny bohaté na sacharidy, obsahufdu vyznamnych mineréla vitamini,
nagiklad vitamin C a vitaminy skupiny B. Nestravitels@acharidy, nafklad vlaknina,
piiznivé ovliviuji ¢innost traviciho traktu, a tim maji v pottgalidi nezastupitelnou roli.
Nesmime vSak zapominat, Ze jejich velké mnoZstgotvaw ma negativni &nek
na organismus aiwe vést az k obezitzubnimu kazdi dalSim onemogimim.

V dnesni dob jsou sacharidy vyuzivany jednak v potravsk®m pamyslu, jako pisady
pii vyrob¢ masnych vyrobk, peiva ¢i nealkoholickych slazenych najpgjale také jako
plnidla ve farmaceutickém fmyslu.

U potravin je dobré sledovat nejen obsah sachanybrz i glykemicky index potravin, ktery
nam ukaze, jak rychle po konzumaci sacharidovéapity stoupne hladina cukru v krvi.
Po potravinach s vysokym glykemickym indexem, n@d mame tive hlad, a proto jsou
nevhodné p cukrovcedi redukeni diet.

Obsah sacharidje jednim z ukazatéljakosti plodin a v potravitdkém ptimyslu se provadi
fada analyz pro jejich stanoveni. Nigpad u obili je vysoky obsah sacharidnamkou dobré
kvality. P¥i stanovovani lze vyuzit celéady metod, &které jsou zaloZeny na reakcich
s chemickymicinidly a naslednou z#mou zabarveni, jiné vyuzZivaji fyzikalnchemické
vlastnosti. Pro &nou analyzu se dnes nejvice vyziva kapalinovanchtografie. Kazda
z metod ma sva pozitiva i negativa, a proto dockadustalému vyvoji a zlepSovani.



2 Cil prace

Cilem bakal&ské prace je podat souhrnny literarnieided o analytickych metodach
pouzivanych  stanoveni mono- , di- , oligo- a polysachanidpotravinach a ze#&délskych

produktech. Charakterizovat jednotlivé metody zldka jejich vyuZziti g analyzach

konkrétnich rostlinnych a Zi¥@nych vzork veéetns jejich vyhod i gipadnych nedostaiik



3 Literarni reSerse
Sacharidy (z latinskéheaccharum, cukr) neboli cukry jsou zékladni sloZzkou vSectyéh
organisnii a zarove i nejrozsahlejSittdou biologicky aktivnich molekul (Voet et Voetova,
1995). Nazvem sacharidy se oZmjg polyhydroxyaldehydy a polyhydroxyketony, které
obsahuji v molekule minim&intii alifaticky vazané uhlovodikové atomy a také gkmniny,
které se z nich tud vzadjemnou kondenzaci za vzniku acetalovych vageldtky, ze kterych
vznikaji sacharidy hydrolyzou.
Sacharidy sedli:

Podle pétu cukernych jednotek vazanych v molekule:

e Monosacharidy

* Oligosacharidy

* Polysacharidy neboli glykany

* Slozenég, také konjugované nebo komplexni sachévidijSek, 1999).

Podle povahy karbonylové skupiny:

* Aldosy — obsahuji aldehydovou skupinu

» Ketosy — obsahuji ketoskupinu

Podle pétu atomi uhliku:

» Triosy — sacharidy ségmi uhlikovymi atomy

» Tetrosy — sacharidy sgyimi uhlikovymi atomy

» Pentosy — sacharidy sétpuhlikovymi atomy

» Hexosy — sacharidy se Sesti uhlikovymi atomy

Nejjednodussi cukry fpdstavuji monosacharidy. Mnohéchto slodenin je syntetizovano
z jednodusSich latek v procesu camaném jako glukoneogeneze, jiné — a #iSwa
biologicky aktivnich molekul — jsou produkty fotoggzy, s¥tlem energizované reakce mezi
vodou a oxidem uhditym, kterou vysSi rostliny a &které mikroorganismy vyti@ji
sacharidy. Metabolicky rozklad monosacharigposkytuje ¥tSinu energie poebne
proprabéh biologickych pocholl monosacharidy jsou rowh zakladni sloZzkou nukleovych

kyselin a dilezitou sogasti slozitych lipid.
Oligosacharidy se skladaji Zkolika kovalent® vazanych monosacharidovych jednotek.

Byvaji ¢asto slodeny s proteiny (jako glykoproteiny) a lipidy (jalglykolipidy), v téchto

sloweninach maji jak stavebni, tak regulafunkci.
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Polysacharidy jsou tweny velkym pétem kovalentd vazanych monosacharidovych
jednotek a jejich molekulova hmotnost dosahuje&kblika miliont daltoni. Jejich strukturni
role je nepostradatelna pro vSechny organismyzejl@éna pro rostliny, vzhledem k tomu, Ze
celulosa, zakladni stavebni material rostlifedstavuje az 80 % jejich suSiny. Polysacharidy
jako Skrob u rostlin a glykogen u Ziiohu, slouzi jako dlezité zasobni latky (Voet et
Voetov4, 1995).

3.1 Monosachridy

3.1.1 Nazvoslovi a struktura

Monosacharidy, tedy aldosy i ketosy, se podlétpahliki v fetzci &li na triosy, tetrosy,
pentosy, hexosy atd., resp. na aldotriosy, ke®yriatd.Retizec monosacharidpiitomnych
v potravindch byva obvykle lineérni, existuji vS&kké monosacharidy s ragvenym
fettzcem. Monosacharidy se vyskytuji jako latky s volk@arbonylovou skupinou (acyklické
latky) a jako cyklické hemiacetaly téZ nazyvanéopoktaly nebo laktoly. Triosy jsou
vyhradre acyklickymi latkami, tetrosy a vysSi monosacharidgxistuji gevazr

v péticlennych a Sestiennych, vyjimeéné také v sedngiennych cyklickych strukturach. Lze
je proto povazovat za latky odvozené od oxolanutralgdrofuranu), oxanu
(tetrahydropyranu) nebo oxepanu a jsou tedy wastterocyklickymi sloteninami (Velisek,
1999).

3.1.2 Monosacharidy v potravinach

Monosacharidy jsou d&&nou sodasti vSech potravin. V paimé velkém mnozstvi jsou
zastoupeny v ovoci a zelegjrjejich obsah se zvysuje v dobrani. Vyrazny vliv na mnoZzstvi
monosachariil maji podminky posklizového skladovéani a zpracovani. Hlavnimi cukry jsou
glukosa a fruktosa, v menSim mnozstvi jseitiopnny dalSi monosacharidy. Volna D-glukosa
se nazyva hroznovy cukr nebo také dextrosa. Spbhirgktosou byva negzn¢jSim cukrem
potravin. V malém mnozstvi se vyskytuje D-manosaydlaktosa, fipadre jiné druhy hexos.
Pentosy jsou v potravinach zastoupeny v mensim stwioNefastjSi pentosou je D-ribosa,
L-arabinosa a D-xylosa (také zvan&evhi cukr). Cukry se fidavaji do mnoha
potravin&skych vyrobki predevsSim pro zlepSeni chuti a textury. Monosacheasewidavaji
negastji ve form¢ invertniho cukru a glukosovych nebo fruktosovyatug®. Ve svalech
teplokrevnych Zivéichi se vyskytuje glykogen. Po smrti dochazi k jehomietychlému
rozpadu, takze po procesu zrani jsou v mase mohnasdg nebo jejich fosformé estery.
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V mléce je nepatrné mnoZzstvi monosachartdavnim cukrem je disacharid laktosa. SuSina
vajec obsahuje asi 1 % sachéridast z nich je vdzana ve foénglykoproteiri. VétSinu
monosacharitl tvoii glukosa (az 98 %), v malém mnozstvi jsditgmny manosa, arabinosa,
xylosa, ribosa a deoxyribosa. Vyznamnym zdrojem a@saonharid je med. Hlavnimi
slozkami jsou glukosa a fruktosa, v menSim mnozZswil Fitomné tizné oligosacharidy
(sacharosa, maltosa aj.). Také ceredlie a cereghobky obsahuji monosacharidy, které
vznikaji degradaci Skrobu. Jejich obsah zavisi pissabu zpracovani (na stupni hydrolyzy

Skrobu, na mnozstvitfpadré pridanych sacharig (Odsteil et Odsteilova, 2006).

¢ Glukosa
HD-CH2
I
HC — O
H OH

OH H

HO H
H -

Obréazeks. 1 Glukosa (MSMTCR, 2004).

Glukosa (obr. 1), hroznovy cukr nebo krevni culatfipnezi aldohexosy (MSMTR, 2004).
V piirods se vyskytuje volna ve sladkém ovoci a v medu,w Etoveka 3,5-5,6 mmort.
Vazana je ve slozenych sacharidech, Skrobu, celulas glykogenu, v disacharidech
(sacharosa, laktosa, maltosa).

Vyrabi se za Skrobu (nggsgji bramborového) hydrolyzou (rozklademijeznou kyselinou
chlorovodikovou nebo kyselinou sirovou za vysSilaigp(120-130 °C), polysacharid se
postupr rozSEpi pres dextriny, maltosu az na glukosu. Roztok se akuije bul’ sodou
(hydrolyza kyselinou chlorovodikovou) nebtidou (hydrolyza kyselinou sirovou), filtruje se
na kalolisech a v odparkach se za snizeného tlakuguje. Kong€ny produkt se necha
vykrystalizovat.

Glukosa je bila krystalicka latka snadno rozpusteavod, méré sladka nez sacharosa.
Jeopticky aktivni, rovinu polarizovaného&la st&i doprava (Odstil et Odsttilova, 2006).
Glukosa je vyznamnym zdrojem energie organismuisawoto se ve fortghvodnych roztok
uziva k infusim fi Iécbé raiznych patologickych std@v Pro ozn&eni hodnoty koncentrace

glukosy v krvi se pouziva termin glykemie. V &éhadravych jeding glukosa pitomna neni,
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neba’ je v ledvinich pla resorbovana z primarni @io Enzymem glukosaisomerasouibe
byt glukosa peménéna na vyrazé& sladSi fruktosu, toho se vyuzivaii pvyrobeé
tzv. fruktosového sirupu, ktery se pouziva v potraishd (MSMT CR, 2004).

* Fruktosa
B 1
HO-CH, , M,C-OH
HO  oH

HO

Obréazeks. 2 Fruktosa (MSMTCR, 2004).
Fruktosa (obr. 2), cukr ovocny, nejragstjSi ketohexosa, nejsladStimdni cukr. Jako
vSechny vyznamné monosacharidy existujgirope témst vyhradré v konfiguraci D, otéi
vSak rovinu linear& polarizovaného sila vlevo, proto se pro ni pouziva trédi
synonymum levulosa (MSMTR, 2004).
Primyslow se vyrabi hydrolyzou inulinu (v kenech topinambur,ijn, ¢ekanky). Mize se
pouzivat u hrafnich diabetik, ktesi nesmi sladit sacharosou. &rglukosy a fruktosy se
nazyva invertni cukr. Vznika hydrolytickym rozkladesacharosy (inverze = zma optické
ot&ivosti, pi hydrolyze sacharosy seuyodni pravotéiva sacharosa &i na smis
pravot@ivé glukosy a silgji levotocivé fruktosy, dojde tedy k zvratu optické &itéosti
z formy pravotdivé na levotdivou snes) (Odsteéil et Odsteilova, 2006). Vyskytuje se
v riznych rostlinnychvach a v medu (MSMTR, 2004).

3.2 Oligosacharidy

3.2.1 Nazvoslovi a struktura

Mezi oligosacharidy sé¢adi oligomery monosachatidu nichZ jsou na sebe vazanye¢dv
anejvySe deset molekul monosacharidglykosidovou vazbou. Nazyvaji se také
homoglykosidy. Podle @btu monosovych jednotek se oligosacharidii da di-, tri-, tetra-,
penta- a dekasacharidy. Monosacharidy se v oli@satech mohou vyskytovat ve foém
pyranosy nebo furanosy. Naptji se v oligosacharidech vyskytuji hexosy. Disaahanize

teoreticky vznikat kondenzaci- nebo - anomerni hydroxylové skupiny monosacharidu
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s libovolnou hydroxylovou skupinou jiného monosaaha Kondenzuji-li vzajem# dwveé
poloacetalové hydroxylové skupiny, neobsahuje Myriisacharidy anomerni hydroxylovou
skupinu a je proto neredukujici. V kazdém jinéiipact vznika redukujici disacharid
(VeliSek, 1999).

3.2.2 Oligosacharidy v potravinach

V potravinach (v ovoci, zelenih mléce, medu) je obsazeno velké mnoZstvi volnyebon
vazanych oligosacharid Jsou ¥tSinou sloZzeny z glukosy, fruktosy, galaktosy a tost
v riznych kombinacich. Nejvyznarg8imi disacharidy jsou maltosa sloZzené ze dvou kuble
glukosy, sacharosy slozena z glukosy a fruktospkéobka tvéena glukosou a galaktosou
(Odstkil et Odstrilova, 2006).

« Maltosa
H,C - OH
© H
H
H
oH  H/A M OH
HO
O OH
H Ho [/OH  H
H
H H
E—
H,C - OH

Obréazek:. 3 Maltosa (MSMTCR, 2004).

Cukr sladovy (obr. 3), redukujici disacharid fimoy dwma zbytky glukosy v pyranosoveé
formé, spojenymia(1 — 4)-glykosidovou vazbou je obsazena ¥&in¢ potravin.

Je produktem enzymové hydrolyzy Skrobu, proto j#omna v kléicich semenech (také
v kli¢icim je&meni sladu, proto se fika sladovy cukr). V chlebovémisté vznika hydrolyzou
Skrobu (misobenim kvasinekSaccharomyces cerevisce). V pomerné velkém mnozstvi je
maltosa i v medu (imérné 7,3 %) (Odstil et Odsttilova, 2006).
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* Sacharosa

H.C - OH
o
i/l H
H H
o\ HD CH, - CH
howo [/7 Oy

HD-CBD H

Obrazek. 4 Sacharosa (MSMTR, 2004).

Titinovy neboiepny cukr,a-D-glukopyranosylB-D-fruktofuranosid, neredukujici disacharid
(MSMT CR, 2004). Sacharosa (obr. 4) je bila krystalick&iaadolie rozpustna ve vag

v alkoholu se rozpousti Spétrle pravotdiva, [ inversi se $ipi na smis glukosy a fruktosy.
Zahfivanim na 180-200 °C seéni v karamel (pouziva se k barveni likémpii vyrobé
cukrovinek). Je obsaZena ve vegetativrii@stech rostlin (listy, stonky — niagukrova ttina
obsahuje 12-26 % sacharosy), v plodech (jablka, eparée, ananas, melouny, meky,
broskve, datle), v zelendnv cukrovéreps (3—20 %).

Hlavnim piamyslovym zdrojem sacharosy je cukrovéiin (Saccharum officinarum)
av podminkachCR cukrovérepa Beta vulgarit ssp. vulgarit var. altissima).

Nejprve se v pr&kach odstrani rigstoty z cukrovéepy. Potom jsoutepné bulvy roezany
naiizky, které se zaliji vodou, dochazi k vyluhovanfdgného obsahiizka, vznika difuzni
stava. DalSi faze jeisteni (epurace) surovétdvy. K roztoku se ida vapenné miléko
(hydroxid vapenaty — Ca(Obj) jeho gisobenim dojde k neutralizaci kyselin, tim se zabran
inverzi sacharosy. Soéasré s neutralizaci se vysrazeji organické kyselinylkaviny,
aminokyseliny, polysacharidy, redukujici sacharishganické a anorganické ionty. Tentg d
se nazyvacereni. Rebyt&ny hydroxid vapenaty se odstrani saturaci oxiderhcitym
(vznika uhltitan vapenaty).

Vysrazené zbytky, tzv. satwrd kal se odfiltruje a vznikd lehk&'&a. Protoze roztok
sacharosy je stale velmiezkny, provede se zahdsi odpd@enim vody. Vznikd&zka $ava,
ktera obsahuje 61-67 % sacharosy a 68—-72 % sudikyké Favy nelze ziskat sacharosu
krystalizaci, proto se provadi dalSi zatay&ni v koncentratorech. Ziskangaga je husta

ama tmax Zlutou az nah¥dlou barvu.
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Stava se natkuje krystaly cukru a provede se krystalizace. @fgkkrystaly cukru se odd
od maténého sirupu pomoci odstlivek. Takto ziskany surovy cukr obsahujegegkteré
necistoty, je Zluty az tmay hnédy. Pouziva se hiljako surovy nebo seisti tzv. rafinaci
avznika rafinada. OdpadiipcisSteni se nazyva melasa a pouziva se jako krmivo (Gdstr
Odstkilovéa, 2006).

* Laktosa
H,C - OH
o
H H
H,.C - CH H
%O OH  H
HG <
H OH
NOH 1 Re
H
H HO

Obrazeke. 5 Laktosa

Mlécny cukr (obr. 5), redukujici sacharid feay monosacharidy galaktosou a glukosou,
nejvyznamgijsi sacharid mléka satgMSMT CR, 2004). Je vyznamny zdroj energie, jeji
piijem vede k vyraznému zvySeni glykémie. V kravskénéce je 4-5 % laktosy, lidské
mléko ji obsahuje 5,5-7,5 %. Laktosa je obsazensét@ne vyrobki z mléka. U potravin,
které byly upraveny fermentativnim mifg/m kvaSenim (jogurt, acidofilni mléko, kefir, syry
je jeji obsah nizSi (Odsit et Odsteilova, 2006).

3.3 Polysacharidy

3.3.1 Struktura

Polysacharidy jsou sacharidy, ve kterych jsou Hegsitstovky ¢i dokonce tisice
monosachariil vzajemr vazanych glykosidovymi vazbami. ProtoZze maji poyeenu
volnou anomerni hydroxylovou skupinu na konci veldiouhéhotettzce, nepa&t mezi

viv s

asSkrob (McMurry, 2007).
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3.3.2 Polysacharidy v potravinach

Polysacharidy jsou hlavnim zdrojem energiéspivaji v potravinach k formovani textury,
ovliviiuji obecr organoleptické vlastnosti potravy. Rozpustné pmharidy zvySuji
viskositu potravingskych vyrobki a pouZivaji se v mnoha o#tvich potravinéského
primyslu jako plnidla, zahdti®vadla, stabilizatory dispersi a gelotvorné latky.

Vyznam polysacharid stéle roste v souvislosti srozvojem novych pab@gkych
technologii. Dive byl nejvice vyuzivanipozeny Skrob. Jeho sgeba dnes klesa a vyrazn
roste spdtba modifikovanych Skragb RovreZz se zvySuje mnoZstvi vyrotkkteré obsahuji
modifikovanou celulosu, rostlinné gumy, polysactgrimaskych fas a mikroorganisin
Dnes jsou nejvice vyuzivany gumy rostlinnych semaragenany, agary, arabska guma,

pektiny, alginaty, modifikované celulosy (Odsitet Odstrilova, 2006).

+ Skrob
Skrob je hlavni energetickou sloZkou lidské potrawyznama ovliviiuje funkini viastnosti
potravin — je vyuzivan k zahtdvani potravin a k Upravjejich textury. Mimo to se Skrob
vyuziva v papirenském a textilnimapmyslu a @i chemickych a biochemickych aplikacich.
Ve farmaceutickém gmyslu je dominantni jeho pouZiti jako excipientuypingako pojiva,
plniva ¢i rozvohovadla. Je studovan i jako pomocna latka v novyaimélacich |ék
siizenym uvohovanim.
Hlavnimi slozkami Skrobu jsou dwaD-glukany - linearni amylosa &D(1—4) vazanymi
glukosovymi jednotkami agveny amylopektin, obsahujici-D(1—4) aa-D(1—6) vazby.
Poner téchto polysacharitl ktery se liSi u Skrabrazného fivodu, ovliviiuje fadu fyzikalnich
vlastnosti. U cerealniho Skrobu se obsah amylo$winge v rozmezi 25-28 % tipemz
Skroby rekterych modifikovanych genotyipkukurice, j&&mene nebo pSenice maji obsah
amylosy zvySeny aZz na 70 %. Obsah amylosy v braachokolisa obvykle v rozmezi 17—
21% (Pérez et Bertoft, 2010) a ryZzovy Skrob obsali&e20 % amylosy (Benmoussa et al.,
2007). Lustninové Skroby jsou charakteristické vysokym obsalaemylosy, nap u polniho
hrachu se uvadi rozmezi 33-50 %, u geneticky mamiéinych odiid 8—72 %, a v &novém
hrachu 61-88 % (Ratnayake et al., 2001).
Nutri¢ni hodnota Skrobu souvisi se strukturou molekwynaodifikaci upravujici biologickou
dostupnost — mechanickou, tepelnou nebo chemidRodle Urovi stravitelnosti mMze byt
Skrob rozdlen do ti kategorii: rychle stravitelny Skrob (rapidly dggdle starch — RDS),

pomalu stravitelny Skrob (slowly digestible starel$DS) a rezistentni Skrob (resistant starch
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— RS) (Englyst et al., 1992). RDS Uzce souvisi ykeaghickym indexem, u kterého se
piedpoklada, ze zvySuje praymbdobnost vzniku cukrovky a prediabetes, kardioukskich
chorob a obezity (Ludwig, 2000).

Rychle a pomalu stravitelné Skroby jsou ve vyslediaela hydrolyzovany. Tepein
modifikované (pedZelatinované) Skroby jsou traveny rychleji, akdidi se energetickou
(kalorickou) hodnotou od nativnich Skrfols vyjimkou rezistentnich Skréb Naproti tomu

rezistentni Skrob neni roZpen enzymy v tenkémistg, ale grechazi az do tlustéhareva.

* Rezistentni Skrob
Rezistentni Skrob se t@ldi mezi nevyuzitelné polysacharidy, ma tedy podabinkci jako
vlaknina, do které byva i razovan. V tlustém gw vSak mize byt stevni mikroflGrou
metabolizovan na sekundarni produkty. Na rozdil \dé@kniny nemisobi tak hrubym
chwovym vjemem. Denni fiem RS neni vCR vysoky — asi 3,2 g v porovnani
s doporgenou davkou 5 g. Rezistentni Skrob nejenze snengegetickou hodnotu stravy, ale
maze hréat dleZitou roli v prevenci kolorektalniho karcinomehpz vyskyt \Ceské republice
je zn&ny. Stravitelnost Skrobu oviiwije fada faktol, mezi které pdat pavod (zdrojova
rostlina), velikost Skrobovych zrn, p@mamylosy a amylopektinu, rozsah molekularnich
asociaci mezi slozkami Skrobu, typ a stupeystalinity, délkarettzce amylosy, molekularni
struktura amylopektinu affpomnost amyloso-lipidovych kompléx(Zhang et Hamaker,
2012). Rezistentni Skrob gkeni doctyt primarnich kategorii:

0 RS1 je fyzikalg negistupny Skrob, nap Skrob v lu&tninach, kde je sasti
materialu bu¢nych stn nebo proteinové matrice a netiispupny enzymové hydrolyze.

0 RS2 je nativni Skrob obsazeny ve Skrobovych zrretypem krystalinity B
nebo C (nap Skrob ze syrovych nikoliv uvanych brambor, z banéra vysoceamylosovy
kukuiicny Skrob).

0 RS3 je retrogradovana amylosa. RS3 je Skrob negpmezovally, amylosa je
nasledkem zmazowati uvolréna do roztoku jako nahodile udpdané Sroubovice, ty
po ochlazeni reasociuji za vzniku dvojitych Sroubpstabilizovanych vodikovymi obsahuje
vazbami (Hoover et Zhou 2003). Tyto dvojSroubovinikajici retrogradaci vytvéji
hexagonalni krystalickou strukturu, ktera branifisjupnosti vazbam a-amylasy
ke glykosidovym vazbam.&na tepelné Uprava potravin s obsahem RS3usebp disociaci
amylosové krystalinity, proto krystalinickd amylozéstava velmi rezistentni k enzymové
hydrolyze.

0 RS4 je chemicky modifikovany Skrob (Chiu et al.92%
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* Glykogen
Glykogen je polysacharid, jenz slouzi Ztiaham k ukladani energie, podobako Skrob
rostlinam. Sacharidy ipaté v potra¥, jeZ nejsou nutné k okamZzitému pokryti ipbly
energie, &dlo premenuje na glykogen, ktery @ie byt dlouhodob uskladrn. Podoba jako
amylopektin ve Skrobu, ma i glykogen slozitou stauld tva‘enou vazbami (-4) a (1-6).
Molekuly glykogenu jsou vSakeéwsi nez molekuly amylopektinu — obsahuji az 100 000
glukosovych jednotek — a jsou i vic&twvené (McMurry, 2007).
Béhem svalové prace se glykogen rozpada ana&rmbntvorby kyseliny miéné, nebo je
aerobr odbouravan v Krebs@évcyklu az na vodu a oxid uliity. Podobnym zfisobem se
glykogen &pi i béhem posmrtnych z#m. Glykogen je vyznamny z technologického
hlediska. Podle toho, kolik je ho obsazeno ve svalbamziku porazky, dojde k hlubSiniu
mensimu okyseleni tk&ncoZz m& vyznam pro trznost i pro vaznost, a tegyoi rozsah
hmotnostnich ztrat. U ¥erpanych zvat s nizkym obsahem glykogenu dochazi jen k malému
okyseleni a maso je proto malo udrzné,ktarych gipadech (tzv. PSE a DFD maso)

dochazi i k anomalnimu odbouravéani glykogenu (&taiser et al., 1995).

* Celulosa
Celulosa, nejrozErgjSi stavebni polysacharid rostlin, je zadkladem pagextilnich tkanin,
stavebnich hmot, jeji derivaty se pouZivaji jakbugovaci prosiedky do potravin a jsou
dulezitou sodasti fiznych forem Iék (Vétvicka, 2004). Je obsazena v zelenyesach,
houbdch a dokonce i veéstich bugk jednoduchych migkych strunatt — plasénci.
Celulosa je lineérni polymer glukosy (az 15 00(hgdk). VIakna se spojuji prastinictvim
vodikovych vazeb a vytvéji trojrozmérnou strukturu.
Celulosa tvéi v potraw tzv. nerozpustnou vlakninu. V ovoci a zelenja asi 1-2 % celulosy,
v obilovinach a lu&ninach 2—4 %, v pSefmé mouce jen asi 0,2-3 % podle stpgmleti,
zato v otrubach je 30-35 % celulosy.
Celulosa je nerozpustna ve ¥diednych kyselinach a&sSiné rozpoustdel. Rozpousti se
v koncentrovanych kyselinach, protoZze dochazi kdlyde na rozpustné fragmenty s kratSim
fettzcem. Celulosu &pi jen rekteré baterie a plign(enzym celulasa). Travici trakt
byloZravd obsahuje symbiotické bakterie, které produkujilessiu, a proto je proércelulosa
vyuzitelnym polysacharidem. Prélovéka je celulosa nevyuzitelna, a proto je s ostatnimi
nerozpustnymi polysacharidy jako vlaknina cennoutasti potravy (Odstil et Odsttilova,
2006).
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e Pektiny
Zakladni struktura je twena rettzcem galakturonoveé kyseliny,¢které jednotky jsou
esterifikovany metanolem. Vyskytuji se praktickyw&ech druzich zeleniny a ovoce (Odistr
et Odsttilova, 2006). Pektiny p#tk nejrozSfergjSim polysacharitim v piirodé, ale podob#
jako Skrob nebo derivaty celulosy, se Siroce pa@jZiv potravindském ptimyslu, nap. jako
vyborna Zelirujici latka. Pektin snizuje obsah ektdrolu v krvi a ma také schopnost vazat
ionty t¢Zkych kowi. Chemické modifikace molekuly mohou vyr&zmeénit jeho vlastnosti
aumoznit nova pouziti, dosud vSak toho, na rozdilSktbbu, nebylo naleztvyuzivano.
Pektin m& akteré vyhody proti Skrobu vyplyvajici Zippmnostic¢asténé esterifikovanych
karboxyli v jeho molekule. Tyto skupiny jsou vhodné pro smadahemické modifikace
(transesterifikace, amidace), které mohou vést tazrfym zngnam fyzikal-chemickych
abiologickych vlastnosti vzniklych deriviatHydrofobreé upravené derivaty pekiinvznikaji
vazbou nepolarnich skupin na pektinové makromolekpbmoci alkylace, acylace,
esterifikace nebo amidace. Tyto derivaty nachaapjatreni pri stabilizaci emulzi nebo
pro zachycovani a odsitavani nepolarnich molekul, napuhlovodiki, tukd, cholesterolu
azlucovych kyselin. Pektin je v lidskén¥lé dolfe fermentovatelny substrat, proto je
rozSepen jiz v edni ¢asti tlustého seva. Nadory a za&ty vSak vznikaji v dolnicasti
tlustého gteva. Chemickd derivatizace pektinu ude snizit jeho dostupnost
promikroorganismy a modifikovany pektin by mohl bytrrfeentovan podél celého tlustého
streva a tim ho chranit. Amidace pektinu navic zvygioj afinitu k zZldovym kyselinam
atukam. DalSim pikladem vyuziti modifikovaného citrusového pektispaiiva v tom, Ze
blokuje galektin - zavislou adhezi nadorovych &#uma povrchu zdravé tkdna tim
zabrauje metastazi (¥tvicka, 2004).

e Chitin
Chitin je kopolymer acetylgalaktosaminu a glukosamiJe to hlavni stavebni polysacharid
exoskeletu kory& hmyzu a dalSich bezobratlych Zéchi. Je obsazen v b&nych sénéch
nékterychias, bakterii, kvasinek a hub.
Chitin je nerozpustny ve védje prakticky nestravitelnyCasteénou alkalickou hydrolyzou se
z chitinu vyrabi modifikovany chitin — chitosan. tiké nestravitelny, avSak vyrazanizuje
hladinu cholesterolu a tuku v krevnim séru a \ejétr(gesny mechanismus neni g&nam,

pravEpodobrt je na sebe vaze, a tim znemoznfelsdvani) (Odstil et Odsttilova, 2006).

20



3.4 Chemickeé viastnosti sacharid

Chemické reakce sachaligsou zaloZzeny na reakti¢ithydroxylovych a karbonylovych
skupin a na schopnosti tib dehydrataci mineralnimi kyselinami heterocykiickldehyd
furfural nebo jeho derivat. Vékterych gipadech je mozné odliSit ketosy od aldos, pentosy
od hexos apod. Vhodnou kombinaci kvalitativnichkeédze utit sloZzeni nezndmé sisi
cukni. Pro chemickou charakterizaci jsou vhodné fenyloeg mono- a disachafid Velkou
pomoci i identifikaci sacharid je chromatografieRada reakci uvedenych nize je zakladem

metod spektrofotometrického stanoveni dukr

* Reakce zaloZzené na tverturfuralu a jeho derivét
(pentosy) a 5-hydroxymethylfurfural (hexosy). Teratlllehyd snadno kondenzuje s fenoly
aaromatickymi aminy (tymol, resorcin, orcin, florogin, naft-1-ol, anthron, difenylamin
atd.) za vzniku zbarveni, které je obdobou trifemthanovych barviv.
Ke spektrofotometrickému stanoveni se uziva kondarigh produki s fenolem, ovinem
nebo resorcinem. Reakci mohou poskytovat i glykposid polysacharidy, pokud
pii podminkach jejichikazu dochazi k jejichasténé hydrolyze.

* Reakce oxidoreduki
Tyto reakce jsou zaloZeny na redukujiciginigu volné karbonylové skupiny. Aldehydova
skupina aldos seripom oxiduje na karboxyl, u ketos dochazi k oxidsgojené se &enim
fetézce. Oligosacharidy, které nemaji volnou karbonglowskupinu (volny poloacetalovy
hydroxyl) reakci neposkytuji. K nejpouzivgdim reakcim pdt redukce soli rd’natych
na CyO (reakce Fehlingova, Benediktova, Trommerova),uked soli antimonitychci
bismutitych (reakce Nylanderova) &ibtnych (reakce Tollensova) na kov a redukce kggeli
pikrové na pikraminovou. VSechnyeaulchozi reakce probihaji v alkalickém predt a davaji
je také aldehydy. VSechny mono- a oligosacharidiukeji chroman v kyselém prostli,
z polysacharid reaguiji jen ty, které za podminek reakce hydrgly@mag. inulin). Reakci Ize
dokazat i glycerol po hydrolyze tiika slozenych lipidl.

* Tvorba fenylosazain
Fenylosazony jsou konderia produkty mono- a disachatics pebytkem fynylhydrazinu
(podobré reaguji p-nitrofenylhdyrazin i 2,4-dihitrofenylhydrazin). Ty latky jsou ve voé
malo rozpustné, ddb krystalizuji a maji charakteristicky tvor krystals ostrym bodem tani.

Reakni mechanismus zahrnuje primarni kondenzaci kaidbggy skupiny sacharidu
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s fenylhydrazinem na fenylhydrazon. Tefi padbytku ¢inidla postup® reaguje s dalSimi
dvéma molekulami fenylhydrazinu. Mechanismem zahrrojiémadoriho pesmyk konéng
vznika osazon. Z regkiho mechanismu je patrné, Ze totoZny osazon poskybjice cuki,
ktera se liSi pouze konfiguraci OH- skupin na ublicC-1 a C-2. Je to vzdy ketosa & dv
epimerni aldosy (n&pfruktosa, glukosa a manosa). Jako voditikadentifikaci mize slouzit
i rychlost tvorby osazana jejich rozpustnost, ktera se podstali§i. Nagiklad osazony
glukosy a fruktosy se vytwiji kratce po zatati reakniho roztoku, kdezto sacharosa vyZzaduje
20 az 30 minutové zaivani. Osazony laktosy a maltosy se il aZ po ochlazeni. Kro#&n
toho se fenylosazony glukosy, fruktosy a manosyeniidké) nerozpou&i v chladném
acetonu, na rozdil od fenylosazaxylosy nebo arabinosy.

* Reakce s jodem
Amylosa — jedna z frakci Skrobu — poskytuje s jodietenzivni modré zbarveni. Postata
reakce spéiva vtom, Ze molekuly jodu pronikaji do dutin vgtenych Sroubovici

polysacharidu a ve foré&rklathratu jevi zrainéné fyzikalni vlastnosti (Kas et al., 2006).

3.4.1 Sacharidy v buikéach

Sacharidy spolu s tuky a proteinyiseli k zakladnim zivinam. V likach zastavaji rozmanité
funkce:

» Jsou vyuzivanyiedevsim jako zdroj energie (1 gram cukru poskyiijéJ), asi 786
piijmu energie zajidji polysacharidy, zbytek ipada na monosacharidy
aoligosacharidy

e Jsou zakladnimi stavebnimi jednotkami mnohackumrchrani biiky pred vrgjSimi
vlivy (n¢které polysacharidy)

* Nekteré cukry jsou biologicky aktivni latky nebo skyZzmnoha biologicky aktivnich
latek, nap. glykoproteirii, nukleovych kyselin, koenzyimhormori, vitamin aj.

* Ve forme vlakniny ovliviwuji proces traveni potravy agwhod traveniny zazivacim
traktem

» Sacharidy vyrazhovliviwuji organoleptické vlastnosti potravin (¢hwzhled, texturu)

* Mnohé sacharidy se pouzivaji jako aditiva (Qdkat Odsteilova, 2006).

3.4.2 Sacharidy ve vyzi

Vyznam sacharil ve vyziw vyplyva ze skuténosti, Ze kryji polovinu a&asto dokonce

valnou \&tSinu energetické piby ¢loveéka, zpravidla 50-80 %. Podil sacharie vyzivw je
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zvlast vysoky u obyvatelstva rozvojovych zemi. V potravaSi populace tw¥o sacharidy
priblizn¢ 50 % z celkové kalorické sgeby (Provaznik et al., 1998).

Sacharidy jsou pro organismus nejvyzngsim zdrojem energie aclime je podle

vyuZzitelnosti:

1. Sacharidy vyuZitelné:

Nekteré polysacharidy:

o Skrob, hlavnim zdrojem jsou obiloviny a brambory,

o dextriny vzniklé hydrolyzou Skrobu (obsahuji ré#n maltosové

jednotky),

o glykogen jaterni a svalovy — struktura podobna i8kro
Nekteré oligosacharidy, hla¥rdisacharidy:

0 sacharosa, hlavnim zdrojem je cukrégpa aitina

0 maltosa — vznika hydrolyzou a ve sladu,

o laktosa (mlény cukr).
VétSina monosacharnid V potravindch vyznamna glukosa, fruktosa (ovoce,
med) — malo se vyskytuje ribosa — vznika v orgamignglukosy (nukleotidy).
Neékteré derivaty sacharigl nagr. aminocukry (glukosami aj.), alkoholické

cukry (sorbitol aj.).

2. Sacharidy Spatnvyuzitelné:

Z monosacharitlxylosa a arabinosa — vyskytuji se velmi malo.

Nékteré oligosacharidy — naprafinosa, stachyosa nebo galaktoinozitol #ipat
mezi flatulegni (nadymavé) faktory. Vyskytuji se hlayrnv lus€ninach.
Netravi se vtenkém i, ale ¢ast&né je travi mikroflora tlustého sva
zavzniku plyni — CQ, aj.

Polysacharid inulin (chemicky jde o plyfruktosangchazi se v topinamburech
a ¢cekance, hydrolyzat zvany inulinovy sirup s&dy vyuziva jako sladidlo

pro diabetiky, jeho energeticka hodnota je bliz&drtot glukosy.

3. Sacharidy nevyuZitelné:

Monosacharidy, nagklad manosa, sorbosa se vyskytuji velmi malo,
Polysacharidy,

Celulosa, hemicelulosa, pentosany — jejich zdrojsau cerealie, zelenina,

brambory a lugniny,
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* Rezistentni Skrob je v pelskych vyrobcich, extrudovanych vyrobcich
alustninach,

» Pektiny — nachazeji se v ovoci, zelanin

» Chitin obsahuji houby (Panek, 2002).

Monosacharidy a oligosacharidy se v potraighé ozn&uji jako cukry, protoZze maji mnoho
spole&nych vlastnosti aipdevsim maji sladkou ctigOdstril et Odsterilova, 2006).
Sacharidy jsou zia¢ reaktivni slozky potravin. Mezi ngjbnéjSi a sodasreé nejvyznamgjsi
reakce sachand probihajici pi skladovani a zpracovani potravin dadi reakce
s aminosloteninami, pro které se vzil obecny nazev reakce nyeavého hsdnuti. Casto
se pouziva také nazvu Maillardova reakce. Prodtéddiyto reakci jsou ezité zluté, hadé
az cerné pigmenty a aromatické latky mnoha potravinnikaji vsak také latky vykazujici

jisté antinutréni a toxické dinky (VeliSek, 1999).
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4 Metody stanoveni cukii

Analyza sachariil se provadi bdi piimo u rékterych produki, nebo z extraktu u ostatnich
potravin&skych surovin a potravin, do nichZ cukriephazeji, ficemz pro dkaz i stanoveni
jsou postupy izolace obdobné.

Sacharidy z potravirtakych surovin a potravin seétginou izoluji extrakci. K dokonalé
extrakci musi byt material velmi jerdrrozemlet, nejlépe tak, aby velikogéstic byla
piiblizné 0,3 mm. Krozmlhovani Ize pouzit tznych tym vhodnych mlynk
ahomogenizatat, pii pouziti nevhodného mlecihoitzeni dochazi k dosti zéiaym ztratam
vody ze vzorku. Jako extrékiho ¢inidla se pouziva vody nebo 80% etanol, ktery jeoham
vhodrgjSi predevSim u vzork kde miZe dochézet k enzymovym 2mém, nap k tvorbs
redukujicich cuki ze Skrobu nebo k enzymové inverzi sacharosy.pBuziti vody jako
extrakeniho cinidla se pedchazi enzymovym ztnam gidanim malého mnozstvi chloridu
rtutnatého (Hadorn et Jungkunz, 1950). Teplota extralagra pekraiit 40 az 50 °C, aby
nedoSlo k poruSeni koloidniho systému vzorku. WbBkatého materidlu musi byt extéak
teplota je&t niZzSi s ohledem na nebezZpenazovatni Skrobu. U materialu obsahujiciho tuk,
nag. u ¢okolad, ma teplota odpovidat bodu tarfitgmného tuku, jinak¢astice cukru

zustavaji uzakeny v tukovém obalu (Davidek, 1977).

4.1 lzolace sacharidi

4.1.1 Izolace sacharidi extrakci etanolem

Rozpustné sacharidyigrhazeji do roztoku 80% etanolu. Metoda je vhodma v$echny
druhy potravingkych material.

Do 250ml kadinky se odvazi 5 az 10 g jemmzemletého vzorku a extrahuje se 1 hodinu
100ml 80% etanolu $ laboratorni teplat za oldasného michani. Potom se etanolovym
extrakt zfiltruje, k nerozpustnému zbytku sédp dalSich 100 ml 80% etanolu a #Hah se

1 hodinu na vrouci vodni lazni pod &pym chladéem. Jestlize je tento etanolovy podil
pofiltraci jeS& znatelg zabarven, provede séeti 12hodinova extrakce 80% etanolem
v Soxhleto¢ extralkknim pistroji. Etanolové filtraty se spoji a doplni v oghme baice
naurcéity objem azfiltruji se. V alikvotni¢asti takto pipraveného extraktu se odstrani etanol
odpdenim na vrouci vodni lazni k suchu, odparek se ustipve 100 ml vody a z#édje
na80°C, ¢imZ se vysrazeji balastni nerozpustné latky. Tekmbéky se zahusti do sirupovité

konzistence dale zpracovavaji jako etanolové extrakty (Anonymi@60).
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4.1.2 lzolace maltosy a glukosy

Smes cukii se rozdli na sloupci aktivniho uhli at&meliny eluci vodou aiednym
etanolem. Metoda je vhodna prélehi cuki ze Skroboveho sirupu a medu (Davidek, 1977).
Chromatografickéd kolona se naplni suspenzi 0,7egkliny ve vod a mirr¢ odsaje. Potom
se ffida vodna suspenze 7 g & aktivniho uhli a ¥emelinou v poréru 1:1 a znovu se
odsaje tak, aby horni konec sloupdsstal pod vodou. Sloupec po promyti 100 ml vody je
piipraven k pouziti. K vlastnimu stanoveni se na gfaitmgrafickou kolonu pipetuje 5 ml
2% cukerného roztoku, eluce se provadi za mirnéholgdadt Po prot&eni vzorku se
oplachnou siny kolony rékolika ml vody a glukosa se eluuje vodou do 100minérné
banky. Eluaty se doplini isluSnym eldnim roztokem na 100 ml a pouZije se jich
prostanoveni cukr podle Somogiho (Patterson et Savage, 1957), (Batteet Buchan,
1961).

Stanoveni redukujicich sachari8omogyiho metodou

Redukujici sacharidy v alkalickém priesdi a za zvySené teploty (100 °C) redukuidimatou
siul obsazenou v Somogyihginidle. Vznikajici nédn& sil vytvaii s Nelsonovymginidlem
modrozeleny komplex, jehoZz koncentrace sé&i uméfenim absorbancefipvhodné délce

540 nm proti slepému pokusu (Kas et al., 2006).

4.2 Dukazy cukra

K dikazu jednotlivych cukr se dive pouzivalo postup zaloZzenych na barevnych reakcich.
Jejich pouziti je vS8ak omezeno, zviasttéch pipadech, je-li v potravinachipomno vice
cukni. Nyni se pouzivd daleko spoleldigich metod chromatografickych igsto vSak

s

nejdilezitejSi klasické reakce nelze opominout.

4.2.1 Obecné reakce cuké

* Reakce podle Molische
K1 ml Zedného vodného cukerného roztoku s&dgji 1 az 2 kapky 12% etanolového
roztoku 1-naftolu a opaténse grevrstvi 1 ml kyseliny sirové. Viftomnosti cukru vznikne
na rozhrani obou vrstev fialovy krouzek, po proraidhcely roztok zfialovi. Reakce je velmi

citliva, Ize prokazat 0,01 % aldohexos a pentoad@b % fruktosy.
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* Naftoresorcinova reakce podle Tollense
P zahrevu roztoku cukru s malym mnoZstvim etanolovéhdotaz naftoresorcinu a stejnym
objemem kyseliny chlorovodikové vznikne fialové mkemni, popipads srazenina rozpustna
v etanolu.

» Reakce s difenylaminem a kyselinou chlorovodikovou
K 1 ml cukerného roztoku sefigaji 2 ml roztoku difenylaminu a si® se zativa 10 az
30 minut ve vrouci vodni lazni. Hexosy davaji modrépentosy zelenozluté zbarveni
(Davidek, 1977).

* Reakce tryptofanu a kyseliny sirové z&gmnosti kyseliny borité
Ke 2 ml cukerného roztoku séigé 7 ml roztoku sloZzeného z 50 g kyseliny bor&) ml
vody a 770 ml kyseliny sirové a po ochlazeni valaté vod poté 1 ml 0,1% roztoku
tryptofanu. Po promichani zéifmmnosti hexos a pentos vznika fialové zbarverid{B et al.,
1953).

4.2.2 Dukazy redukujicich cukri

* Reakce Nylanderova
K5 az 10 ml zkoumaného roztoku sé&dp 1 ml Nylanderovaiinidla (2 g dusinanu
bizmutitého a 4 g vinanu sodnodraselného se rozpesiO0 ml 8% hydroxidu sodného).
Za pritomnosti redukujiciho cukru vznika &édocerna srazenina (Acker et al., 1967).

* Reakce se Soxhletovysmidlem
Ke snesi roztoki Soxhletovtinidla | a 1l (2 ml + 2 ml) se jidaji 2 az 3 ml zkoumaného
cukerného roztoku a roztok se rge k varu. Eitomnost redukujicich latek se projevi
vznikem oxidu mid’natého, ktery méernou barvu (Jaték et al., 1962).

4.2.3 Dikazy pentos

* Reakce s fluoroglucinem podle Wheelera a Tollense
K5 ml 0,1% roztoku pentos seigéd 5 ml kyseliny chlorovodikove, 20 mg fluoroglogi
asnmes se povd 2 minuty. Pentosy reaguji za vzniku fialédeoveného zbarveni,
methylpentosy nereaguji (Weeler et Tollens, 1889).

* Reakce s acetonem podle Rosenthalera
K5 ml 0,1% roztoku pentos sdigda 10 ml kyseliny chlorovodikové, 1 az 2 ml aceton
asmes se zafiva ve vrouci vodni lazni, az vznikne fial@ewvené zabarveni. Z&ka-li se
smes dale 3 az 5 minut a potom se chladi 1/2 az Inpdibarveni vyvolané pentosami zmizi
(Rosenthaler, 1909).
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4.2.4 Dukaz hexos

K 1 ml cukerného roztoku séiga 10 ml kyseliny chlorovodikové a 0,5 ml 0,3%neti@vého

roztoku. Smis se 3 minuty zafva ve vrouci vodni lazni. iRomnost hexos se projevi
vznikem fialového zabarveni. Hexosany reaguji gtejrzpisobem. Pentosy a kyseliny
uronové poskytuji slabhnedé zbarveni. # pouziti Zedéné kyseliny chlorovodikové (1:1)

reaguje pouze fruktosa (Dische et Popper, 1926).

4.2.5 Diukaz aldohexos

K 1 ml cukerného roztoku se&iga 5 ml 0,4% roztokw-aminodifenylu v kyseli& octové
azahtiva se 45 minut na 100 °C. \ifpmnosti aldohexos vznikne zelené zbarveni (Tiraell
al., 1956).

4.2.6 Diukaz ketohexos

K 0,5 az 1 g méoviny se pida v porcelanové misce 5 az 6 kapek kyseliny dvodikové
a2 az 3 kapky zkouSeného cukerného roztoku. Kromzipphybem se rozpusti gavina
apo pEtiminutovém zarevu na vodni l1azni sefipomnost fruktosy projevi tyrkysévmodrym

krouzkem (Fearon et Drum, 1950).

4.3 Chromatografické metody stanoveni cuki

Chromatografie je sepama metoda, i které se od#8luji — separuji slozky obsazené
ve vzorku. V chromatografii se vzorek vnasi mezi dzajemrié nemisitelné faze. Stacionarni
faze je nepohybliva, mobilni faze je pohybliva. Yo se umisti na Zatek stacionarni faze.
Pohybem mobilni fazeips stacionarni fazi je vzorek touto soustavou un&SleZzky vzorku
mohou byt stacionarni fazi zachycovany, a protpispohybu zdrZuji. Vice se zdrzi slozky,
které jsou stacionarni fazi poutany &inTim se postupfislozky od sebe separuji a na konec

stacionarni faze se dostavaijive slozky mé# zadrzované (Klouda, 2003).

4.3.1 Sloupcovéa chromatografie

Adsorgni chromatografie se pouziva v analytice sacligednak k jejich izolaci ziznych
smesi, jednak k odstrami netistot i pripraw cistych latek. Ze vSech absorb&se pouziva
aktivni uhli, neb6 na rtm lze dlit sacharidy na monosacharidy, disacharidy a ¢hiaady.

AvSak vysoka adsoypi mohutnost aktivniho uhli zneshiage eluci, ¢ast cuké zistava
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i pevre vdzana a nedd se kvantitativeluovat. K dleni cukf je vhodna i rozélovaci
chromatografie (Davidek, 1977).

4.3.2 Chromatografie na papie

Chromatografie na paf@ umo#uje velmi jednoduchym Zsobem ziskat fehled
o kvalitativnim zastoupeni jednotlivych cukrv potravinach, coz je zvlast cenné
pro nasledujici vy vhodnych metod jejich stanoveni.

Sacharidy maji id déleni papirovou chromatografii hodnoty Relmi blizké, takze jejich
identifikace na zéaklad téchto hodnot Ize pouzit jen u jednoduchychésim Uelnsjsi je
pouziti standardniho ffgavku nebo é&eni v rekolika rozpou&tdlovych soustavach
ak identifikaci pouzitinidel davajicich specifické barevné reakce s jddryoni sacharidy.
Vzorky pro dleni sacharitl chromatograficky na pafg nesniji obsahovat bilkoviny, jejich
odstragni se provadiciridly. Velmi vyhodné je i pouziti extr&kiho zpisobu. RuSici
anorganicke soli Ize odstranit na vhodnych ionex&djvhodigjSi je pouziti slab bazickych
anexi. V pritomnosti ¥tSiho mnozstvi soli se dop@uje nejdive provést atrakci culr
80%etanolem (Jayme et Knolle, 1960).

Nejpouzivasjsi technikou v papirové chromatografii ctikre sestupné vyvijeni, zvI&st
opakované. Touto technikou je mozné @idd sacharidy s velmi blizkymi hodnotamiR
Jako nejvhod§Si rozpoustdlova soustava proéteni cukih je snes n-butanol, kyselina
octova, voda (4:1:5). VysSSich hodnot ke dosahnout v rozpodsiové soustay fenol
nasyceny vodou, obdobmkollidin nasyceny vodou (Patridge, 1948).

K nejrozsfensjSim deteknim c¢inidlam cukiti pati cinidlo pripravené z 0,93 g anilinu
al,66 g kyseliny ftalové. Qblatky se rozpusti ve 100 ml n-butanolu nasycenébdou.
S aldopentosami vznik&ervenohgdé zbarveni 8ervenou fluorescenci, s aldohexosami
hnédé zabarveni se Zlutotoou fluorescenci. Neredukujici cukrgt§inou nereaguji (Jermyn
et Isherwood, 1949).

4.3.3 Chromatografie na tenké vrstw

Z absorberit se pouziva silikagelu ardmeliny. Silikagel je vhodijSi, umo#uje pouZzit az
desetinasobného mnozstvi cukru. LepSi vysledky #&smelina pufrovani octanem sodnym
v chromatografické soustavetylacetat, 65% propan-2-ol (65:35) a dale pakkasiel
(Pastuska, 1961) 0,1N pufrovany roztokem kyselimyité v soustavach benzen, kyselin

octova, metanol (1:1:3). K detekci cikse pouziv&inidel jako u chromatografickych metod
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na papie. Vhodnymgeinidlem je sngs slozena z 9 ml 95% etanolu, 0,5 ml kyseliny srov
0,5 ml anisaldehydu &kolika kapek kyseliny octové (Stahl et Kaltenbat®61).

4.4 Stanoveni sacharid

K stanoveni sacharid se pouzivarady fyzikalnich, fyzikalg chemickych, chemickych
abiochemickych metod.
Polarimetrické metody jsou pouziteln€tSinou pouze pro stanoveni sacharosy, ktera je
podstatnou sloZkou cukrovarnickych nebo cukroviskgch vyrobki. Pritomnost opticky
aktivnich latek ovliviuje vysledné stanoveni. Také pouzit&idla, zvlasé pii jejich
nedokonalém odstré&ni, stanoveni néfznivé ovliviuiji.
Metody redukni nestechiometrické vyuzivaji redukujicich vlasth@uki, pogipac jejich
Stepnych produki v alkalickém prosedi.
Spektrofotometrické metody se vyzog hlavre jednoduchosti,casovou nenatmosti
apomérné velkou citlivosti, takZze jsou vhodné pro sériovaoalyzu. \étSina z nich je
zaloZena na barevnych reakcich defivarfuralu, vznikajiciho z cukru v kyselém prissdi,
nebo na stanoveni barevné intenzity nagbmvaného alkalického dfnatého roztoku
(Jentek et HrdItka, 1954).

e Stanoveni sacharosyimou polarizaci
Z ot&ivosti vzorku se zjisti mnozstvi sacharosy. Metgelahodna pro stanoveni sacharosy
v surovém cukru, melase a v cukrovarnickych proelctki{Davidek, 1977).
Do 200ml odndrné baiky se odvazi 2N vzorek surového cukru, rozpustméehanim se
100 az 150 ml vody a po vytemperovani na 20 °C aqaindl ke znéce. Roztok se Wyii
suchym praskovym zasaditym octanem olovnatym &gl do kadinky. Prvni podil filtratu
se nesbira, v dalSim se zjisti polarizasietgplott 20 °C v 200mm trubici. Hodnota zji&$@&
ze stupnice na polarimetru udavidnpo procenta sacharosy. Rozdil mezérda stanovenimi
nema byt ¥si nez 0,5 % (VUPP, 1967).

» Stanoveni sacharosy podle Clergeta
Z rozdilu hodnot fimé polarizace analyzovaného vzorku a polarizacenperzi se zjisti
mnoZstvi sacharosy. Metoda je vhodna pro stanos&ctiarosy ve s&si s jinymi opticky
aktivnimi latkami, které &em inverze nesmi svou polarizaci.
Do 200 ml odmdrné baky se navazi éité mnozstvi vzorku, rozpusti a &gfi 2 az 4 ml
roztoku zasaditého ostanu olovnatého. Obsaitkypb&e dokonale promicha, vytemperuje

na 20 °C, doplni po zgku vodou a Zfiltruje. Prvni podil filtratu se nesbi
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Z cirého filtrdtu se nepipetuje 50 ml do 100ml aginé baiky, vytemperuje na 20 °C, doplni
vodou, promicha a polarizuje se ve 200mm trubigisl®dek nasobeny dma dava fimou
polarizaci. DalSich 50 ml filtratu se nepipetuje 800ml| odndrné baky, prida se 25 ml
kyseliny chlorovodikové a od¥ma baika s vloZzenym teplogmem se ponid do vodni laza
teplé 71 °C tak, aby se obsahikwp vyhial nejdéle za 3 minuty na teplotu 67 °Gi miz se
udrZzuje pesr¢ 5 minut. Potom se rychle ochladi na 20 °C, teglose vyjme a oplachne,
obsah se doplni a Zfiltruje. Polarizuje se ve 200truhici. Jelikoz je roztok k polarizovani
tmaw zabarven, odbarvi se pomoci 0,2 g aktivniho uhli.
Obsah sacharosy v % (S) se v§teopodle vzorce:
S = (100 (P - 1))/ (143,5 — 0,8t)

P — zdvojnasobenyrimy polarimetricky nalez

| — zdvojnasobeny polarimetricky nalez po inverzi

t — teplota zinvertovaného roztokti polarizaci v °C
Rozdil mezi déma soubznymi stanovenimi nema by&téi 0,3 % (Anonymus, 1960).

e Stanoveni podle Thalera
Zjisti se optickd otévost sacharosy pro inaktivaci opticky aktivnichdu&ujicich cuki
hydroxidem barnatym. Metoda je vhodna pro stanovesscharosy vokolac
av ¢okoladovych vyrobcich.
Do 250ml Erlenmeyerovy lity se navazi 10 giokolady, gida se 0,5 g uhlitanu
vapenateho, 100 ml vody a podétapym chladéem se vSe zdfva ve vodni lazni ip 50 az
60 °C zacastého michani tak dlouho, az je vzorek dokonaipustn. Potom se rychle
ochladi, pidaji se 2 ml 40% roztoku zasaditého octanu olcdmat vS8e se promicha
azfiltruje.
Z takto gipraveného cukerného roztoku se odpipetuje 50 ml@nl odnérné baiky, piida
se 1 g hydroxidu barnatého a #ah se ve vodni l&znifp70 az 80 °C za afasného
promichani. Po 1 hodinzdhevu se b#ika ochladi, obsah zneutralizuje 15% kyselinou
octovou na fenolftalein, doplni vodou na 100 mfitiraje. Ciry filtrat se polarizuje v trubici
o délce 200 mm. Polarigni nalez ve stupnich Ventzkeho vynasobeny faktorem
0,986 na korekci objemu srazeniny odpovidad mnoZseharosy iftomné ve vzorku. Dy
souk¥Zna stanoveni se nemaiji liSit o vice nez 0,3 %I€Frh&940).
» Stanoveni redukujicich cukpodle Ofnera

Oxid medny vyredukovany ptomnymi redukujicimi cukry se rozpusti v kysélin

chlorovodikové a d’né ionty se zoxiduji jodem nad&dinaté. Pebytek jodu se W titraci
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thiosiranem sodnym. Metoda je zviasthodna ke stanoveni malého mnoZstvi invertniho
cukru za pitomnosti zn&ného mnozstvi sacharosy map ttzké $aw, surovém cukru apod.
Navazi se 20 az 50 g vzorku do 200ml ¢dm@ baiky, rozpusti a doplni se ke zta& vodou.
Roztok se wiii asi 0,7 g pevného zasaditého octanu olovnatghm @romichani se roztok
Zfiltruje. Z filtratu se odnsii do 200ml odrérné baiky 160 ml roztoku, fida se 15 ml roztoku
hydrogenfosforénanu sodného, doplni se ke &tw, [Fida se 1 g aktivniho uhli, vSe se
dukladre promichd a po chvilce Zfiltruje. Z taktofipraveného filtratu se odpipetuje
ke stanoveni 50 ml roztoku do 250 az 300ml Erlerermyy baiky a gida se 50 ml Ofnerova
¢inidla. Obsah higky se fivede Bhem 4 az 5 minut do varu. Péepré 5minutovém mirném
varu se roztok rychle ochladifiga se 15 ml 1N roztoku kyseliny chlorovodikové
aza mirného krouzeni bkou pebytek 0,0323N roztoku jodu. Blea se rychle uzde
zétkou, obsah liky se olgas promichd, po 2 minutach sgéda 5 ml 0,5% roztoku Skrobu
atitruje 0,0323N roztokem thiosiranu sodnéhd. \RtSim mnoZzstvi redukujicich latek, nez
odpovida 15 ml 0,0323N roztoku jodu, je nutné stand opakovat s menSim mnozstvim
cukru, i ¢emz rozdil do 50 ml se doplini vodou. Mnozstvi radigich latek (x) se vypite
podle vzorce:
x = ((a—-b)-0,02c)/ 2c

a — fidané mnozstvi 0,0323N roztoku jodu v ml

b — spateba 0,0323N roztoku thiosiranu sodného v ml

¢ — mnoZstvi Witeného roztoku pouzitého k redukci v ml
1 ml 0,0323N roztoku jodu odpovida 1 mg redukuficidtek. Rozdil mezi dima
stanovenimi nema byetsi nez 0,03% (VUPP, 1967).

» Stanoveni redukujicich cukpodle Potterata a Eschmanna

Oxid med’ny vyredukovany redukujicimi cukry se rozpusti sdéiyn dustné a n¢d’naté
ionty se stanovi komplexometricky. Metoda je vhogwé stanoveni redukujicich cuikr
v rostlinnych potravin&gkych materialech.
Do 100ml zabrusové bky se pipetuje 10 ml Wieného cukerného roztoku podle metody
Luffovy — Schoorlovy. Roztok obsahuje 5 az 35 migraypida se 10 ml alkalického roztoku
siranu néd’natého s komplexonem a&kolik varnych kaménk Obsah b#ky na azbestové
sitce se fivede pod zgtnym chladéem kEhem 2 minut k varu a od této doby se &labri
piesré 10 minut. Poté seffola zgtnym chladéem 25 ml studené vody z&alem okamzitého
pieruSeni varu. Po dokonalém ochlazeni tekouci vedotekutina odsaje. Filtrat mastat

jese slak® mode zbarven, jinak je nutno pouzit ke stanoveni nenginoZstvi zkoumaného
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vzorku. Vyredukovany oxid #a’'ny se dobe promyje studenou vodou, ktera sikalikrat
odsaje obracenou fritou, a rozpusti 4 az 5 kapkamseliny dusiné. Zistava-li nerozpustny
zbytek, gida se dalSich 5 ml 1N roztoku kyseliny dung a kratce se potiaRoztok v bace
se po ochlazeni neutralizuje 1N roztokem amoniakdoaslak modrého zakalu, poté séga
5 ml 1N amoniaku, i) ¢emZ se tma¥modry roztok vyjasniCiry roztok se je ziedi vodou
na 250 az 300 ml. Paidani 30 mg swsi murexidu s chloridem sodnym se titruje 0,02M
roztoku komplexonu, i ¢emZ zelena barva roztokuigghazi v modrofialovou. Ze
spotebovaného objemu 0,02M roztoku komplexonu Il sekmlky odéte odpovidajici
mnozstvi redukujicich culr VySSi mnoZstvi kov ruSi stanoveni, odstram je mozné
piidavkem pebytku komplexonu v alkalickém roztoku siran&dmatého. Rozdil mezi dma
soulEZznymi stanovenimi nema by&tsi nez 0,03 % (Potterat et Eschmann, 1954).

» Stanoveni redukujicich cukpodle Lenea — Eynona
Alkalicky roztok méd’naté soli se titruje za varu cukernym roztokem gmizeni modrého
zabarveni. Metoda je vhodna pro stanoveni redukhjicukia v trvanlivém péivu.
Do Sirokohrdlé 250 az 300ml Erlenmeyerovyikyse nepipetujeipsreé 12,5 ml Soxhletova
roztoku |, obsahuje-li zkouSeny vzorek 0,3 az Orédpkujicich cukr ve 100 ml. Je-li jejich
mnozstvi mensi nez 0,3 g, pipetuje se pouze po 5Somhletova roztoku | a Il.
Analyzovanym cukernym roztokemiipravenym podle Luffa — Schoorla se naplni 50ml
byreta. Z byrety se do Erlenmeyerovynkw pripusti 15 ml cukerného roztokufiga se
nekolik varnych kaménk a obsah hiky se zakeje na gice k varu Bhem 2 az 3 minut.
Po jedné minutvaru se fida 2 az 5 kapek roztoku methylenové ii@dz byrety se ffidavaji
malé davky cukerného roztoku bezepsSeni varu, za stalého promichavani obsahu
krouzZivym pohybem, od @atku varu. Pro &Si presnost se titrace opakuje tak, Ze se
ke Soxhletovym roztakm prid4 z byrety téré¥ veSkery cukerny roztok p@bny k redukci
medi, aby k vlastnimu doka@eni titrace zbyvalo pouze 0,5 az 1,0 ml cukernéioku.
Roztok se zateje k varu, po 2 minutach ségh 3 az 5 kapek methylenové niiod titrace se
dokorti malymi pidavky cukerného roztokuebem 1 minuty. Ze sptgby cukerného roztoku
v ml se v pisludné tabulce zjisti mnoZstvi redukujicich duke 100 ml zkouSeného roztoku
nez 0,3 % (Heyns, 1959).

» Stanoveni aldos metodou podle Auerbacha — BadlardBorriese
Aldosy se oxiduji v slabalkalickém progedi jodem na iislusné kyseliny, ifgbytek jodu se
stanovi titrén¢ thiosiranem sodnym Metoda je vhodna pro stanoatlds, nap glukosy
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vedle fruktosy v medu apod. Fruktosa se W@ z rozdilu veSkerych redukujicich ctikr
aglukosy.
25 ml cukerného roztoku, ktery obsahuje 10 az 2@0ghakosy, se nepipetuje do zabrouSené
500ml Erlenmeyerovy hiky, piida se po 50 ml 0,2M roztoku uéilanu sodného a 0,2M
roztoku hydrogenuhiitanu sodného a poté 15 az 25 ml 0,1N roztoku jdulika se
zazatkuje a necha stat vtemnu 1,5 az 2 hoditgbyek jodoveho roztoku nema byt vyssi
nez 8 ml. Po skamené dob stani se zatka oplachne vodou, obsatkpae okyseli 12 ml 25%
kyseliny sirové a titruje se 0,1N roztokem thiosirssodného. Od speby 0,1N roztoku
thiosiranu sodnéhoripvlastnim stanoveni cukrje nutno odéist spotebu slepého pokusu.
1 ml spotebovaného 0,1N roztoku thiosiranu sodného odpo®jd@5 mg glukosy. Obsah
fruktosy se vypeita z rozdilu obsahu veSkerych rekurujicich @ular zjiS€ného obsahu
1923), (Auerbach et al., 1926).

» Spektrofotometrické stanoveni ribosy
Ribosa reaguje v sién kyselém prosedi s orcinolem vifitomnosti nédnatych iont
za vzniku zelenomodrého zbarveni, jehoZ intenatarnérna koncentraci ribosy. Metoda je
vhodna pro stanoveni ribosy v mase a masnych vigbb&tej reaguje i ribosa vazana
ve forme volnych nukleosid a nukleotid. Pro stanoveni volné ribosy je nutné uvedené latky
odctlit. Ostatni cukry pitomné v mase staveni nerusi.
Pripravi se extrakt z masa a masnych vyfopko stanoveni ribosy.
Do zkumavky se zabrouSenou zatkou se pipetujeSlmalzneutralizovaného extraktuigaji
se 4 ml orcinolovéheinidla a voda na celkovy objem 10 ml. Utena zkumavka se zédha
45 minut ve vrouci vodni lazni. Po ochlazeni senamita zelenomodrého zbarveni pgdm
pii 650 nm proti slepému pokusu.
Pro @ipravu kalibr&ni kiivky se gipravi zasobni roztok ribosy a do sady zkumavek se
zabrouSenymi zatkami se pipetuje 0, 1, 2 az 5 hdtmroztoku. Edaji se 4 ml orcinolového
¢inidla, voda do celkového objemu 10 ml a dale sstyjuje jako fi vlastnim stanoveni
(Cerriotti, 1955).

4.5 Stanoveni polysacharid

45.1 Stanoveni Skrobu

K dikazu Skrobu se poziva znamé reakce s jodovym remtolStejnou reakci jako Skrobova

zrnka dava i zmazowd§ Skrob, ze &pnych produki Skrobu se barvi mad pouze
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amylodextrin. Reakce je velmi citlivA na teplotui PAhevu zabarveni mizi, ochlazenim se
opét vraci. Jakainidla se pouziva 0,1N roztoku jodu nebo roztokduj@ jodidu draselného.
K rozliSeni jednotlivych druln Skrobu podle fvodu neexistuji dosud specifické chemicke
reakce, nejspolehlési je dikaz mikroskopicky. Skrob Ize stanovit vazkpyolarimetricky,
spektrofotometricky a po hydrolyze jako glukosu

» Polarimetrické stanoveni Skrobu
Skrob se pevede vrozpustnou formuagobenim kyseliny chlorovodikové a stanovi
polarimetricky. Metoda je pouzitelna préZmé potravingké suroviny a potraviny obsahujici
Skrob (Davidek, 1977).

* Metoda podle Ewerse
Do 100ml Kohlrauschovy odémé baiky se navazi 5 g suchého, je¢rmmozmletého vzorku
nebo 10 g rozstrouhanych bramborial® se 25 mledkné kyseliny chlorovodikové. Obsah
baiky se krouzenimikladné promicha a ghy se oplachnou dalSimi 25 niezkné kyseliny
chlorovodikové. Potom se itka vlaZi do vrouci vodni lazna zaliiva pesré 15 minut,
po 3 minutach se obsahib@ promicha. Po 15 minutach seika vyjme z vodni 1azf prida
se dalSich 20 mlied&né kyseliny chlorovodikové a ochladi se. Obsaitkpae vyiii 3 ml
20% roztoku molybdenanu sodného nebo 10 ml 4% kazto/seliny fosfowolframové,
popipadt i 0,5 ml Carrezovainidla | a 0,5 ml Carrezovainidla Il. Po vyireni se baika
doplni vodou, obsahuftladné promicha a Zzfiltruje se. Filtrat se polarizuje algrizani
trubici délky 200 mm. Obsah Skrobu se V§ipé vynasobenim st ode&tenych na stupnici
Soteil-Ventzkeho fepaitdvacim faktorem proifslusny druh Skrobu.iBpaitavaci faktory
pro Skrob: pSexny 1,898, zitny 1,912, kuki¢ny 1,879. Rozdil mezi édwna soubznymi
stanovenimi nema bye€tsi nez 0,5 % (Ewers, 1908).

e Metoda podle Lintnera a Belschnera
2 g mouky se rozstu v porcelanové misce s 10 ml vody iada se 15 az 20 ml kyseliny
chlorovodikové za pdivého roztirani vzorku. Po 30minutovém stani seabbteci misky
splachne #ednou kyselinou chlorovodikovou do 100ml oghmé baiky a vyiii se
piidavkem 5 ml 8% roztoku kyseliny fosfowolframovéo Rloplreni baiky ziedinou
kyselinou chlorovodikovou se obsah promicha, midtra polarizuje v trubici o délce
200 mm. B pouziti polarimetru Soleil-Ventzkeho seepede (daj na kruhové stupn
vynasobenim faktorem 0,3462. MnoZstvi Skrobu sstizjiyndsobenim Gdaje v kruhovych
stupnich délkou polarizai trubice a denim specifickou otévosti Skrobu. Specifick&
ot&ivost Skrobu: pSetny 182,7, zitného 182,7, kuktného 184,6. Rozdil mezi &ma

soulEZznymi stanovenimi nema by&si nez 0,5 % (Belschner, 1907).
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» Stanoveni Skrobu po hydrolyze na redukujici cukry
Po odstra#éni vSech ruSicich latek séepede Skrob kyselou hydrolyzou na redukujici cukry,
které se stanovi jako glukosa. Metoda je vhodnastvbro vzorky ¢istého Skrobu. Jde-li
0 k&Zny potravinésky material obsahujici Skrob, vysledky oviliyi sacharidy, které vznikaji
Stpenim pentozankyselou hydrolyzou.
2,5 az 3 g date rozemletého a ususeného vzorku se smichaji né&di50 ml studené vody.
Za oltasného promichani se &npo 1 hodia Zzfiltruje a zbytek na filtru se déé promyje
250 ml vody. Zbytek na filtru sefepvede do hiky se zdbrusem sfsi 200 ml vody a 20 ml
25% kyseliny chlorovodikové a fiapod zgtnym chladéem 2,5 hodiny. Poté se roztok
ochladi, zneutralizuje hydroxidem sodnynieyede do 250ml odémé baiky, doplni vodou
azfiltruje. V alikvotni ¢asti filtrdtu se stanovi glukosa jodometricky. Zez@ného mnoZstvi

glukosy se vyp&te obsah skrobu vynasobenim faktorem 0,90 (Anonyd&0).

4.5.2 Stanoveni dextrini

Dextriny se z analyzovaného vzorku vysrazeji etmola po hydrolyze kyselinou
chlorovodikovou se stanovi jako glukosa. Metodpgazitelna pro produkty hydrolytického
Stpeni Skrobu.

2 az 10 g vzorku se rozpusti na porcelanové mideerké vod a na vrouci vodni lazni
zahusti do sirupovité konzistence. Dextriny se &¥sji fidavkem 40 ml metanolu a 160 ml
etanolu. Vznikla srazenina se po usazeni Zzfiltruja, filtru se rozpusti 10 ml vody
arozpuséné dextriny se aft srazeji etanolem. Po odfiltrovani se znovu rofipus vod,
pievedou do 100ml odémé baiky a doplni vodou. K dalSi praci se vezme mnozstzioku
odpovidajici jednomu gramuipodniho vzorku. K tomuto mnoZstvi se ve 100ml ¢dm
baice ida 25 ml 3N roztoku kyseliny chlorovodikové a Idhmu se zafiva na vrouci vodni
lazni. Po ochlazeni se roztok zneutralizuje 30% rbwidem sodnym na methyloranz
apo vytemperovani doplni vodou. Ve 25 ml tohoto okmt se pak stanovi glukosa
jodometricky. MnoZstvi glukosy vynasobené faktordd® udava mnozstvi dextiin
v alikvotni¢asti analyzovaného vzorku (Jéek et al., 1962).

4.5.3 Stanoveni pektinu

Pektinové latky seipvedou chloridem vapenatym na nerozpustny pektpanaty, ktery se
stanovi vazko¥. Metoda je vhodna na stanoveni pektinu v surovinac v rekterych
vyrobcich konzervarenskéhodpmyslu.
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Odvéazi se fesre 100 az 150 g jemrozemletého vzorku do 600ml k&dinkyjda se 300 az
400 ml vody a zativa se na vrouci vodni l&zni 1 hodinu zacadného promichani.
Po ochlazeni se obsah kadinkieyede do 500ml odémé baiky, doplni vodou a Zfiltruje.
Z filtratu se odpipetuje 50 ml do 600ml kadinky akpn se srazi 50 ml 96% etanolu
za neustédlého michani. Vznikla srazenina se agélta rozpusti v horké veédTakto ziskany
roztok se zneutralizuje 0,1N roztokem hydroxidursgt na fenolftalein. Po kratké dobe
prida jes¢ 100 ml 0,1N roztoku hydroxidu sodného a¢srse necha stat 15 minut. Potom se
piida 50 ml 1N roztoku kyseliny octové a po 5 mintt&0 ml 1N roztoku chloridu
vapenatého. Po 1 hodirse snis 2 minuty pov& za stadlého michani, je€Shorka Zzfiltruje
asrazenina na filtru promyje. SraZzenina $evpde z filtru do k&dinky a znovu kratce piiva
s 200 az 300 ml vody. Filtruje se analytickym vymugn zvazenym filtrem, promyva horkou
vodou do odstrami chloridovych ioni a susi do konstantni hmotnosti p00 °C. MnozZstvi
pektanu vapenatého se vyfad procentech fivodniho vzorku (Griebl, 1927).

4.5.4 Stanoveni vlakniny

Stanoveni vldkniny &nymi analytickymi metodami neni ro¥h piesné, ovliviuje ho
piitomnost lignocelulos a pentoza(Davidek, 1977).

» Stanoveni podle Hennebeerga a Stohmanna
VIakninou se v tomto ifjpadt rozumi zbytek po vywani zkoumaného vzorku v 5% kyselin
sirové a v 5% hydroxidu sodném. Metoda je vhodr@ gtanoveni vlakniny v rostlinném
materialu. V sotiasné dob se pouziva ip rozborech krmiv. V dkterych gipadech mohou
vysledky ovlivnit gitomné pentosany.
Do 500ml Erlenmeyerovy liltly se navazi 2 az 3 g jekhnozemletého vzorku. U material
obsahujicich malé mnoZzstvi vldkniny se navazuj& gz Vzorek se & na azbestoveé tgie
pod zgtnym chladtem 30 minut s 200 ml 1,25% kyseliny sirov&hBm mirného varu je
nutno bakou rékolikrat opatré zamichat. Poté se jé&ta horka roztok zfiltrujeies filtradni
kelimek a promyje horkou vodou. Zbytek ve fitiném kelimku se fevede do Erlemeyerovy
baiky 25% hydroxidem sodnym a #fase znovu 30 minut. Po skimném varu se roztok
Zfiltruje pres zvazeny filtréni kelimek, doke promyje horkou vodou, etanolem
adiethyletherem. Obsah filttaiho kelimku se vysuSiipl05 °C a po vychladnuti se kelimek
zvazi. Po zvazeni se kelimek viozi do muflové pebsah se spalitipteplo€ kolem 650 °C
apo ogEtném zvazeni se hmotnost popeladeed hmotnosti vysusSené sedliny. Z rozdilu se
pak vypate ¢ista vlidknina. Pro velkou hygroskdéppst viakniny dochéziip neopatrném
suseni a vazeni k ztraym chybam (Thaler, 1967).
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« Stanoveni podle Mergenthalera
K rozruSeni balastnich latek vzarke pouziva sisi etylenglykolu, vody a kyseliny sirove,
vlaknina se stanovi vazkévMetoda je vhodna pro potraviisé suroviny. Nenfasow piilis
narana.
Odvazi se 2 g ususSeného a jémozemletého vzorku a do 500ml Erlenmeyerovékgase
zabrusem, fida se 150 ml sisi etylenglykolu s kyselinou sirovou a vodou. &nse V&
pod zgtnym chladéem 1 hodinu. Po ochlazeni séda 150 ml vody a kratce pokia JeS¥
za horka se Zfiltruje zvazenym filthaim kelimkem, promyje 50 ml horké vody, horkym
etanolem a na konec diethyletherem. VysouSi i$€l50 °C a zvazi. Obsah se zpopelni
v muflové peci p 650 °C a po vychladnuti zvazi. DalSi postup grst jako u pedchozi
metody (Mergenthaler, 1959).

» Stanoveni podle Scharrera a Kirschnera
Pisobenim srsi kyseliny octové, du&né a trichloroctové se rozrusi balastni latky &a&se
vlaknina, ktera se stanovi vazkowletoda je vhodna pro stanoveni vlakniny v rosthim
materialu, poskytuje reprodukovatelné vysledky éfgow malo nardéna.
Do 100ml baky se zabrusem se navazi 1 g j¢mozemletého vzorku,ifgla se 25 ml sisi
slozené ze 75 ml 70% kyseliny octové, 5 ml 65% kygedusicné a 2 g kyseliny
trichloroctové. Obsah se &igpod zgtnym chladéem po dobu 30 minut. JéStrouci tekutina
se Zfiltruje za snizeného tlakuegihanym a zvazenym fili¢éaim kelimkem. Pevny podil
v kelimku se promyje vrouci vodou, potorfiktat etanolem a nakonec diethyletherem.
Kelimek se suSiip 100 °C az 110 °C, zvazi se a jeho obsah se zpiod@hlSi postup je
stejny jako u metody podle Henneberga a StohmaReadil mezi déma soubznymi

stanovenimi nema bye€tsi nez 0,2 % (Scharrer et Kurschner, 1932).

4.6 Chromatografie

4.6.1 Plynova chromatografie

Vzorek se davkuje do proudu plynu, ktery jej datedi kolonou. Proto se mobilni faze
nazyva nosny plyn. Aby vzorek mohl byt transportgvénusi se ihnedipmenit na plyn.
V kolon¢ se slozky separuji na zaktadizné schopnosti poutat se na stacionarni fazi. $lozk
opousgjici kolonu indikuje detektor. Signal detektorugdodnocuje a Zasoveho prbéhu

intenzity signélu se df druh a kvantitativni zastoupeni slozek.
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Pro nutnost femeny analyfi v plyny mizeme separovat takoveé latky, které maji dostegte
tlak syté pary, jsou tepeinstalé a maji relativni molekulovou hmotnost mem&z 1000.
Obecrk mize byt plynova chromatografie pouzita Kk separaciynipl wtSiny
nedisociovatelnych kapalin a pevnych organickychHekud a mnoha organokovovych latek
(Klouda, 2003).

V analyze cukii plynovou chromatografii se dnes t&mvyhrad pouziva jejich
trimethylsilyletheti, které jsou dostate¢ stalé a ¢kave, takze umaiji déleni az di-, tri-
atetrasachariil Voda, ktera je ve vzorciatasto gitomna, ovliviuje nepiznivé jejich stalost
a meni charakteristiky pouzivanych chromatografickyablok. Byla navrzengdada metod
silylace vzork obsahujicich wita mnozstvi vody, ndp silylace hexamethyldisilazanem

s kyselinou triflouroctovou (Lott et Brobst, 1966).

4.6.2 Kapalinova chromatografie

Pro stanoveni fiesnych zastoupeni jednotlivych sacharike vzorku, je nutné pouZzivat
metodu zvanou chromatografie (obr. 6). Wkkdku rozdilné afinity analytu k jednotlivym
fazim dojde k rozéleni sngsi cukifi na jednotlivé slozky a na chromatogramu se zobrazi
jednotlivé piky, které jsou charakteristické praokgétni sacharid. Z plochyi vysky piku Ize
stanovit mnoZzstvi jednotlivych sacharige vzorku. Diky této schopnosti je chromatografie
v dnesni dob nejvyuzivawjSi metodou fi stanovovani sacharids potravinach.

V sowasnosti jsou pouzivanyitvarianty kapalinové chromatografie. Nizkotlakddmmva
kapalinovA chromatografie, vysokodna kapalinovA chromatografie a planarni
chromatografie (Opekar, 2002).

V kapalinové chromatografii je mobilni faze kapalifNa rozdil od plynové chromatografie
rozhoduji o separaci slozek vzorku nejen jejicterakce se stacionarni fazi, ale velmi
vyrazre i pouzita mobilni faze. Bhem separace se analyt rélege mezi mobilni astacionarni
fazi. Cas, jaky stravi v jedné nebo druhé fazi, zavisafiaiteé analytu ke kazdé z nich. Jsou
vyuzitelné vSechny mozné mechanismy separace —asorozdlovani na zaklagl raizné
rozpustnosti, iontova vyéma, molekulo¥ sitovy efekt nebo specifické interakce v afinitni
chromatografii.

V klasické kapalinové chromatografii se naplni skie trubice délky okolo 0,5 m agpnéru

2 cm, dole zakotend fritou s kohoutem, zrnitym sorbentem s velkyrinnm@grem c¢aste&ek.
Na horni vrstvu napkse davkuje malé mnozstvi vzorku a pak BEdgva mobilni kapalna
faze. Risobenim graviiéni sily mobilni faze postupuje kolonou, slozky \kaorse od sebe

separuji viiznychcéasech a opoudt spodnicast kolony.

39



Klasické kolonové provedeni nema f@iitnou @innost, ale stalo zékladem vysocé&niné
kapalinové chromatogrie — HPCL (Klouda, 2003).Pti praichodu mobilni faz
chromatografickou kolonou dojde rozcleni sn&si cukri na jednotlivé slozk
anachromatogramu se zobrazi jednotlivé piky, kteréu jebarakteristické pro konkrét
sacharid (obr. 7). Blochy ¢i vySky riku lze stanovit mrigstvi jednotlivych sachanid
ve vzorku. Nejéasgji pouzivanou mobilni fazi pro stanoveni jednottiliycukii je smes
acetonitrilu a vody. Kletekci je pouzivan refraktometricky detel (Yamamoto et al., 200¢
ProtoZe je moZno pracovza laboratorni teploty bez nutnostievadt vzorek na plyn, je
kapalinova chromatografie vhodna i pro separa@ltémestalych a n&kavych slodenir.
Srovnamedi kapalinovou a plynovou chromatografi hlediska dinnosti, je \kapalinové
chromatografii nizSi ffdavek molekularni difuze slozky, protoze kapalmavyrazre vyssi
viskozitu nez plyrnKlouda 2003).
Vysoko&inna kapalinova chromatografie mékolik vyhod:
1. Vysoka rozliSovaci schopnost, ktera unmge bizné dleni takovych srisi latek,
které neni mozné rozlit jinymi metodami
2. Rychlost, pi které je uplného rozdeni dosazeno ¢ase kratSim nez 1
3. Vysoka citlivost, ktera dovoluje kvantitati¥nstanoit mnoZstvi latek radow
v pikomolech.

4. Moznost automatizac(Voet et Voetova, 1995).
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5 Zavér

Pti stanovovani sachafids potravinach je velmiidezité jasg specifikovat, za jakymdglem

je rozbor vzorku obsahujici sacharidy prodddRada metod slouZi pouze kichzu
piitomnosti sacharid ve vzorku, ale nepodava konkrétni informace ohdedmoZzstvi i
druhu gitomného sacharidu.

Samotnd analyza sacharide provadi bdi pifimo z roztoku vzorku obsahujiciho sacharid,
nebo z extraki potravindskych surovin a potravin, do nichZz cukriephazeji.

K dtikazu sacharitl je tteba z analyzovaného materidliegem pevést sacharidy do roztoku,
jako rozpoustdlo se nejastji pouziva voda nebo 80% etanol.

Pro dokazovani ifitomnosti cukéi v potravinach se vyuZivaji chemické reakce zalézen
na zméné zabarveni. Tyto reakce pouze poskytuji informadea, zkoumany vzorek obsahuje
cukry, respektive o jakou skupinu ctlge jedna, nikoliv konkrétni druh cukru.

Ke stanoveni sachafidse pouzivaiady fyzikélnich, fyzikals chemickych, chemickych
abiochemickych metod. Metody redirdi nestechiometricke, gati mezi chemické metody
odnmegrné analyzy, vyuzivaji reddkich vlastnosti cukr ¢i jejich S€pnych produki

v alkalickém prosedi. Metoda, kter4 se aplikujefegevsim pro weni sacharosy je
polarimetrie, ta je zaloZena nafitpmnosti opticky aktivnich latek. &&ina
spektrofotometrickych metod je zaloZzena na bardvnyeakcich derivét furfuralu,
vznikajiciho z cukru v kyselém préstli, nebo na stanoveni barevné intenzity
nespotebovaného alkalického &finatého roztoku. Z hodnot absorbance barevnéhokwzto
|ze stanovit mnozstvi sachaiige vzorku.

Pro stanoveni fiesnych zastoupeni jednotlivych sacharike vzorku, je nutné pouZzivat
metodu zvanou chromatografie. Visedku rozdilné afinity analytu k jednotlivym fazim
dojde k rozdleni sngsi cukiti na jednotlivé sloZky a na chromatogramu se zobeairiotlivé
piky, které jsou charakteristické pro konkrétnitegam. Z plochyci vysky piku lze stanovit
mnozZstvi jednotlivych sachafidve vzorku. Diky této schopnosti je chromatografignesni

doke nejvyuzivarjSi metodou fi stanovovani sacharids potravinach.
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