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1. UVOD

Skrob byl &lovéku znam uz od davnych dob jako potravina a vyuZzivan jako nejsnaze
ziskatelny hydrofilni polymer, kterym v podob& vodného roztoku bylo mozno slepovat
nebo zahustovat. Jeho hlavni ulohou je, Ze tvoii zasobarnu zivin v rostlinach, kde je
uloZen ve formé Skrobovych zrn riiznych tvari a velikosti. Po chemické strance se Skrob
sklada z molekul amylézy a amylopektinu. Jejich zastoupeni u jednotlivych druht

rostlin se pomérné odlisuje, obvykle ale pfevazuje amylopektin nad amylozou.

Diky vyse zminénému chemickému slozeni Skrobu se v potravinarském odvétvi
k jeho prikazu v surovinach a potravinach vyuziva mikroskopickych metod, pfesnéji
barveni jodovymi roztoky nebo barveni v jodovych parach. Jod se vyznacuje vysokou
afinitou k amyléze a amylopektinu. Po vniknuti molekul jodu do jejich struktury

dochéazi ke vzniku charakteristického zabarveni.

Skrob je ptiddvan do potravin zdmérné ve formé& jeho rizné modifikace. Souhrnné
se jim ftika pfidatné latky neboli aditiva a jejich ptidavani do potravin je fizeno
legislativou. Cilem je zlepsit nékteré vlastnosti vyrobku a také usnadnéni technologie

jeho vyroby.

Detekce skrobu v potravinach je velmi dilezita z hlediska falSovani potravin, kdy se
Skrob pouziva jako ndhrada drazSich a kvalitnéjSich surovin (naptf. mouka v masnych
vyrobcich). Kromé mikroskopickych metod se k prikazu vyuZivaji i jiné druhy metod,
naptiklad polarimetrie ¢i spektrofotometrie. NejCastéji se ale vyuzivaji pravé
mikroskopické metody spojené s pouzitim pocitacové analyzy obrazu, jejiz hlavni
vyhody jsou snadna archivace obrazl v digitalizované podob¢, moZnosti Upravy kvality
obrazu a néasledné ziskdni a kvantitativni hodnoceni riznych dat charakterizujicich

zobrazené objekty.

1.1. CiL PRACE

Cilem bakalaiské prace je urcit rozdil intenzity obarveni jodovymi parami mezi

vybranymi druhy nativnich a modifikovanych $krobi za pomoci obrazové analyzy.



2. LITERARNI PREHLED

2.1. SKROB

vvvvvv

Skroby patii zhlediska fyziologického a hospodaiského mezi nejdileZitéjsi
polysacharidy rostlin. Vzniké jako metabolicky produkt v chloroplastech listli zelenych
rostlin, kde je degradovan na rozpustné sacharidy, z nichz je nasledn¢ v zasobnich
organech rostlin (hlizy, oddenky, atd.) syntetizovan Skrob, ktery se ukladd v podobé

Skrobovych zrn v amyloplastech rostlin (Pospiech, 2014c).

211 Struktura $krobu

Skrobova zrna se vyznatuji semikrystalickou strukturou, ktera je tvofena
krystalickou a amorfni oblasti. Krystalicka oblast je spojena vyhradn¢ s molekulami
amylopektinu, amorfni oblast tvofi pfedev§im molekuly amyl6zy. Zakladnim stavebnim
kamenem téchto frakci je molekula glukézy. Skrob je tedy glukan, jehoZ strukturni
jednotky jsou v ptipadé amylozy spojeny a — 1,4 glykosidickou vazbou a v piipadé
amylopektinu se kromé této vazby vyskytuje i a — 1,6 glykosidicka vazba (Hrab¢ a kol.,
2007; Janikova, 2011).

Amyléza (Obrazek 1) ma linearni strukturu a sklada se z 25 — 1000 glukézovych
jednotek, které jsou spojeny o — 1,4 glykosidickou vazbou (Pospiech, 2014c). K vétveni
dochdzi jen v omezené mife asi na deseti mistech molekuly, postranni fetézce ale
nebyvaji piili§ dlouhé. U amyloézy dochazi k esterifikaci kyselinou fosforeénou jen
¢aste¢n¢, obsah fosforu se pohybuje v hodnotach cca 0,04 — 0,07% (Velisek, 2002).
Mezi charakteristické vlastnosti amylozy patti rozpustnost v horké vodé a naopak
nerozpustnost ve studeném vodném roztoku, ze kterého se po urcité dobé stani vylucuje
ve formé bilého prasku v disledku jevu, ktery se nazyva retrogradace. Amyloza se
jodem barvi modie diky spirdlové formé jejiho fetézce (Kadlec, 2002). V piirode se
v Cist¢ form¢ prakticky nevyskytuje, byva doplhovana uritym mnoZzstvim
amylopektinu. Jeji celkovy obsah ve skrobech je 20 — 25% (Ostadalova a Pokorna,
2014).

Amylopektin (Obrazek 1) se sklada z 50 000 — 1 000 000 glukézovych jednotek

také navzajem spojenych a — 1,4 glykosidickou vazbou podobné¢ jako u amylézy. Jejich
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rozdilnost spociva v tom, ze u amylopektinu se nachdzeji postranni fetézce, které se
odvétvuji glykosidickou vazbou o — 1,6, a tim tvoii rozvétvenou strukturu (Velisek,
2002). Na rozdil od amylézy obsahuje vétsi mnozstvi kyseliny fosforecné (0,2 %
fosforu), a to ma =za nasledek Cervenofialové zabarveni po reakci sjodem.
Charakteristické vlastnosti amylopektinu jsou nerozpustnost v horké vodé a schopnost
tvorby relativné stabilnich (mélo retrogradujicich) vysoce viskéznich koloidnich
roztokli a mazt (Kadlec, 2002). U vétSiny nativnich Skrobti amylopektin pievazuje nad

amylézou, a to v hodnotach kolem 75 — 80 % (Ost'adalova a Pokorna, 2014).

amylosa

amylopektin

Obrazek 1: Znazornéni a-1,4 a o-1,6 glykosidickych vazeb amylozy (bez vétveni)
a amylopektinu (vétveni)

Zdroj: www.studiumbiochemie.cz

Navzdory tomuto obvyklému zastoupeni amylozy a amylopektinu ve Skrobu byly
vyslechtény specialni odriidy nékterych rostlin (napt. kukufice nebo hrach) s vysokym
podilem obou slozek (Pelikan, 1999).



212 Vyznam a vyuZiti Skrobu v potravinarstvi

Vyuziti Skrobu mé velmi dlouhou historii. Stopy lepidel pfipravenych z psenicného
Skrobu byly nalezeny na egyptskych papyrech datovanych kolem roku 3 500 pi. n. 1.
Rovnéz staré Cinské pisemnosti se dochovaly na materidlech vyrobenych pomoci
Skrobu. Pocatky priamyslové vyroby Skrobu v Evropé spadaji do 16. a 17. stoleti.
Prudky vzestup jeho vyroby byl v 19. stoleti, rozvojem tzv. ,, prumyslové chemie
Skrobti‘‘, tj. zpracovanim nativniho Skrobu na rozmanitou skalu vyrobkl z néj, napf.
hydrolyzati, modifikovanych Skrobi, Skrobovych derivati a technickych dextrint.
V poloving 90. let minulého stoleti bylo celosvétove vyrabéno 35 — 40 milionti tun
Skrobu za rok, z toho 74 % kukuti¢ného, 10 % tapiokového, 8 % bramborového a 8 %

pSeni¢ného Skrobu (Ost'adalova a Pokorna, 2014).

Skrob se vyskytuje jako zasobni polysacharid u vétsiny rostlin, ale jen z jejich
omezeného pocétu se da Skrob prakticky vyrobit, respektive ziskat. Vyskytuje se
v podob¢ Skrobovych zrn rizné velikosti a struktury, ktera je charakteristickd pro
jednotlivé druhy rostlin. Skrobova zrna se nachazeji vzdy ve volné formé&, nejsou
chemicky ani fyzikdln€ vazéna na Zadnou jinou slozku. Proto se nejednd o vyrobu jako

takovou, ale o izolaci $krobu z riznych, na n&j bohatych, ¢asti rostlin (Pospiech, 2014c).

Prestoze se Skroby vyskytuji ve vSech ¢astech rostlin, z technologického hlediska
jsou zajimavé hlizy a semena rostlin, pfi¢emz je zasadni rozdil mezi Skrobem hlizovym
a skrobem ze semen. Skrob bramborovy, tj. §krob, ktery je uloZeny v hlizach, se
vyskytuje v materialu, jehoz pievaznou slozku piedstavuje voda. Tato zrna jsou
pomérné velka, polydisperzni a nakypfena s rychlym vstupem vody do nitra zrna 1 ven.
Naopak Skroby v zrnech (pSenice, kukufice) jsou ulozeny na vrcholu rostliny, kde obsah
vody ¢ini nejvyse 20 %. Tyto Skroby jsou vétSinou monodisperzni, drobné a vstup vody

do nitra zrna je velmi pomaly (Ost'adalova a Pokorna, 2014).

V podminkach CR se v soudasnosti nejéastéji vyuziva skrob z brambor (asi 70 %),
Z kukutice (20 %) a z pSenice (10 %). V jinych oblastech svéta se k ziskavani Skrobu
vyuziva také ryze. K potencidlnim zdrojim Skrobu patii i proso, orobinec, sdja, Zito
a amarant, jehoz ziskany skrob lze v potravinafstvi vyuzit jako zahustovadlo (Pospiech,

2014c).



Vyroba $krobu probiha v péti zdkladnich krocich:

1) prejimka, ukladani a ¢isténi suroviny,

2) uprava suroviny do stavu, kdy je mozna izolace $krobu,
3) vlastni izolace Skrobu (vypirani),

4) rafinace Skrobu,

5) ptedsouseni, suseni a finalni uprava suchého skrobu, (Pospiech, 2014c).

2.1.3 Vlastnosti Skrobu

Nativni $krob ma podobu prasku bilé az slabé nazloutlé barvy bez chuti a zapachu.
V suché formé je ho mozno skladovat, ma vSak hygroskopické vlastnosti, tedy

schopnost pohlcovat okolni vlihkost (Ingr, 2001).

K nejvyznamnéj$im vlastnostem Skrobu patii jeho schopnost mazovaténi, tvorba
gelu a retrogradace. Pocate¢ni teplota mazovaténi je od 60 °C a jedna se o reverzibilni
d¢j. Po dosazeni této teploty se mezimolekularni vodikové mustky rozrusuji, zrna se
zacinaji prudce zvétSovat a dochazi k difuzi uvolnéné amylézy do roztoku. Hydratace
pokracuje zvySovanim teploty, nabobtnala S$krobova zrna postupné ztraceji svoji
integritu a tento proces se nazyva mazovaténi Skrobu a je ireverzibilni. Viskozita
vzrusta uvoliiovanim amyldzy a malého mnozstvi amylopektinu do roztoku a tim vznika
tzv. Skrobovy maz. Vném se nachazi rozruSend zrna Skrobu samylozou
a amylopektinem. Rychlost mazovaténi zavisi na mnoZstvi vody, teplot¢ a na druhu
a kvalité skrobu. Naopak pfi ochlazovani Skrobovych mazl dochazi ke zpétné tvorbé
vodikovych vazeb mezi molekulami amyléozou a amylopektinem a pii dostatecné
koncentraci Skrobu vznika pevna sit’, ktera obsahuje velké mnozstvi vody, a to tzv.
Skrobovy gel. Nizka koncentrace Skrobu dava vznik viskdéznich past a koloidnim

roztoktm (Ost'’adalova a Pokorna, 2014).

Retrogradaci rozumime d¢j, ktery vznika tvorbou intermolekularnich vodikovych
vazeb, hlavné u linedrnich vazeb amyldézy, vedouci k tvorbé dvoutazového prostiedi
latka — kapalina. Diivod retrogradace je ten, ze Skrobové gely, pasty a koloidni roztoky
nejsou V termodynamické rovnovaze. Nejvetsi vliv na rychlost pribé¢hu a stupni
retrogradace ma obsah a polymeracni stupenn amylozy, ktera je pfitomnd v prostiedi.

Dale ma vliv také teplota, pH, obsah anorganickych soli, povrchové aktivnich latek atd.
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Retrogradace se nepfiznivé projevuje hlavné na konzistenci chleba a peciva pii

skladovani a ptedchazi se ji specialnimi ptisadami (Ostadalova a Pokorna, 2014).

Tyto vlastnosti limituji pouziti nativnich skrobii a z tohoto divodu nemaji tak velké
technologické vyuziti jako vyrobky z nich (Skrobové hydrolyzaty, modifikované Skroby
atd.) (Pospiech, 2014c).

214 Mikroskopicka struktura Skrobu

Skrob je velmi ddlezitym identifikadnim ¢&initelem pii vySetfovani potravin
a surovin rostlinného ptivodu. Pii mikroskopickém vysetieni masnych vyrobkl jsou
rostlinné souc¢asti pravidelnym a béznym nélezem. V téchto vyrobcich se muizeme
setkat pfedev$im s riznymi druhy kofeni, mouk, ale i se zeleninou nebo houbami,
jelikoz zvyraziuji chut’, aroma a ovliviiuji vzhled a konzistenci vyrobku (Tremlova,

1998).

Granule skrobu (Obrazek 2) se vyznacuji odliSnou ultrastrukturou v zavislosti na
rostlinném zdroji, maji ale spolecny obecny model, jehoz zidklad tvofi radidlné
usporadané molekuly amylopektinu, které maji tvar disku, v nichz jejich neredukujici
konce sméfuji ven z granuli, a tim tvofi jejich povrch. Déle v oblastech neredukujicich
koncti a stfednich casti fetézcli dochazi k tvorbé antiparalelnich dvojitych Sroubovic
s uspotadanou (krystalovou) trojrozmérnou strukturou. Neuspotfddand amorfni struktura
se nachazi v oblastech vétveni fetézcli. Pravidelné dochédzi ke stfidani krystalové

a amorfni oblasti (VeliSek, 2002).

Obrazek 2: Sférokrystalicka struktura castice Skrobu

Zdroj: Pospisil, 2013
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Skrob, resp. skrobova zrna jednotlivych druhi rostlin se lidi zejména svou velikosti,
tvarem nebo vnitinim uspofdddnim. Pod mikroskopem se u nékterych zrn zjistuje také
charakteristické vrstveni, které je usporadano kolem jadra. Jadro miize byt uloZzeno ve
sttedu zrn nebo 1 mimo n¢j a na zdklad¢é téchto ulozeni se rozeznava vrstveni
excentrické nebo soustfedné, miize byt dale rovnobézné s obvodem, protinajici obvod,
jednoduché nebo dvojcaré. Jadro byva popisovano jako Cernd dutinka riznych tvarQ
(teckovita, rozeklana, kulatd nebo Stérbinovitd), vyplnénd vzduchem. Pokud zrno
obsahuje jen jedno jadro, nazyva se jednoduchym, miize se vSak objevovat i slozené,
tj. obsahujici vice jader. Mikroskopem (zvétSeni 200-300x) Ize zjistit nejen druh Skrobu,
ale i jeho jakost, zachovalost a také necistoty (Tremlova, 1998).

Bramborovy $krob (Obrazek 3 a Obrazek 4)

Bramborovy Skrob mé dobie rozpoznatelnd zrna diky svému charakteristickému
tvaru a velikosti, diky které patifi mezi nejvétsi Skrobova zrna ze vSech domaécich
Skrobti. Velikost zrn se pohybuje v rozmezi 70 — 100 pum, nejcastéji kolem 70 pm,
nejmensi zrna ale mohou mit velikost i 5 pm. Velka Skrobova zrna bramborového
Skrobu bobtnaji a mazovati rychleji nez mens$i zrna. Tvar byva vejCity nebo elipticky
s excentricky ulozenym jadrem v uzsim konci, se zfetelnym mimostfednym vrstvenim.

Zrna se mohou nachazet i jako podvojna nebo potrojna (Pospiech, 2014c).
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Obrazek 3: Bramborovy Skrob
Zdroj: Pospiech, 2014a
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SEM HV: 3.0 &V WO: 12.18 mm
View field: 700 am Det: SE 200 pym
Vac: HiVac SM: RESOLUTION

Obrazek 4: Bramborovy Skrob, SEM
Zdroj: Pospiech, 2014a

Pii technologickém opracovani dochdzi ke zméné tvaru Skrobovych zrn, mizi
charakteristicky uloZené Skrobové jadro a ztraceji se jednotlivé vrstvy viditelné u zrn

pied opracovanim (Pospiech, 2013).

V potravinaistvi se bramborovy Skrob nejvice vyuziva hlavné kvuli Cirosti
Skrobovych mazi, absenci lepku a neutralni chuti. Je také preferovan v papirenském
primyslu kviili vy$§i molarni hmotnosti amylozy a jeji dobré rozpustnosti (Caslavkova,

2011).
PSenicény Skrob (Obrazek 5 a Obrazek 6)

Patii mezi dal$i hojn€ pouZzivané Skroby. Jeho zrna jsou velikostné dvojiho typu:
Skrob malozrnny 2 — 10 um a Skrob velkozrnny 10 — 40 um. Ma cockovity az kulaty
tvar. Uprosted zrna je velice slab¢ zfetelné jadro a témét nepatrné centrické vrstveni.
Skrobova zrna psenice jsou dosti podobna také Skrobovym zrmim Zita a je¢mene,

a proto je velmi obtizné od sebe rozlisit (Pospiech, 2014c).

Pfi technologickém opracovani zrna méni svlj charakteristicky tvar, ziskavaji

pulmésicovy vzhled a az dvojnasobné se zvétsuji (Pospiech, 2013).

PSeni¢ny Skrob se pouziva jako zahustovadlo ve smésich, kde je potfeba regulované

vazat vodu, zahust'ovat a disperzné¢ stabilizovat (Valkova, 2010).
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Obrazek 5: PSenicny Skrob
Zdroj: Pospiech, 2014a

N

SEMHV: 30KV WO: 12,35 mm
View field: Y00 pm Det: SE
Vac: HiVae SM: RESOLUTION

Obrazek 6: PSeni¢ny skrob, SEM
Zdroj: Pospiech, 2014a
Kukuvi¢ny Skrob (Obrazek 7 a Obrazek 8)

Velikost zrn se pohybuje kolem 8 — 20 um. Byvaji hranata polyedricka nebo
nepravideln¢ kulovita s hvézdicovité rozeklanou dutinkou. Vrstveni neni patrné

(Pospiech, 2014c).
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Obriazek 7: Kukuti¢ny Skrob
Zdroj: Pospiech, 2014a

SEM HV: 30KV WO: 12.23 mm
View field: 180 pm Det: SE
Vac: HiVac SM: RESOLUTION

Obrazek 8: Kukufi¢ny skrob, SEM
Zdroj: Pospiech, 2014a

Dalsi z nativnich $kroba, které jsou v jinych oblastech svéta vyuzivané, ale v Ceské

republice maji minimalni vyznam, jsou tyto:

RyZovy Skrob je velmi drobny, velikost se pohybuje kolem 3 — 7 pum. Uprostfed ma
teCkovité jadro. Zrna se vyskytuji bud’ samostatn€, nebo jako zrna slozena, ktera tvori

nepravidelné tvary.

Ovesny $krob ma drobna mnohostranna zrnka s malo zfetelnou dutinkou. Velice
Casto obsahuje slozend zrna, tvotfena neékolika sty ¢astic sestavenych do kulovitého nebo

vejcitého tvaru. Cely tento utvar ma velikost az 50 um 1 vice.

Skrob amarantovy je méné obvykly a vyuzivany Skrob. M4 velmi drobna zrna

o0 velikosti 1 — 2 um. Tvar byva sféricky, prstencovity ¢i polygonalni (Pospiech, 2014c).
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2.2 VYROBKY ZE SKROBU A JEJICH MODIFIKACE

Vyrobky ze Skrobu mizeme rozdélit do 3 hlavnich skupin:

a) sladidla pro cukrovinky, pekaiské vyrobky, pivo, nealkoholické napoje,
zmrzliny aj.

b) vyrobky ze skrobu pro rizné Gcely v potravinaiském primyslu (masné a mlécné
vyrobky, kojenecka vyziva, cukrovinky, polévky, omacky atd.)

€) vyrobky ze Skrobu pouzivané v nepotravinaiském prumyslu (derivaty pro

papirensky a textilni primysl) (Hrab¢, 2006).

Nativni $krob, ktery nebyl upraven zadnym zptisobem modifikace, neni vhodny pro
pouziti ve vétsing aplikaci z mnoha divodd. Skrob ma silnou tendenci vytvatet gel, coz
ma za nasledek tvorbu trojrozmérné sité a vysledkem je tuhy gel. Nezadouci je vysoka
viskozita $krobovy mazl, a to i pii nizkych koncentracich, a dale pak pfili§ nizka

dispergovatelnost a rozpustnost Skrobovych zrn (Pelikan, 1999).

Modifikovanymi Skroby se rozumi vyrobky ze Skrobu, které maji zachovalou
nékterou piivodni charakteristickou vlastnost Skrobu, nacez jeho ostatni vlastnosti jsou
fyzikalnim, chemickym, biochemickym nebo kombinovanym vlivem pfizpisobeny
uréitym ucelim. Podstatou modifikacniho procesu je nckterou ptvodni vlastnost
zvyraznit (schopnost vazat vodu, Zzelirujici schopnosti, tvorba filmu) nebo naopak

potlacit. Dalsi z moznosti je vytvofit zcela novou vlastnost (Ostddalova a Pokorna,
2014).

221 Technologie modifikovanych Skrobu

Skroby jsou polysacharidy tvofeny volnymi hydroxylovymi skupinami, které maji
schopnost reagovat s riznymi ¢inidly za vzniku chemickych derivati. VétSinou se
vyuzivaji riizné syntetické zplsoby, aby se docililo vzniku sloucenin, které se mohou
svymi vlastnostmi zcela odliSovat od vlastnosti plivodniho Skrobu. Tento zptlisob ale
neni jedinou moznosti. Existuji upravy nativniho Skrobu pomoci parcidlni destrukce
vazeb nebo sil podilejicich se na stavbé molekul. Témito jmenovanymi a dal§imi jinymi

zpusoby jsou nativni Skroby upravovany k ziskdvani modifikovanych Skrobt (Kodet,
1991; Velisek, 1999).
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Pii modifikaci je tfeba dodrzovat urcitd pravidla, aby nedochdzelo k poskozeni
a ztrat¢ predpokladané vlastnosti modifikovaného Skrobu. Pii modifikacnim procesu se
pouzivaji teploty nizsi, optimum je 60 °C. Dale se musi brat v avahu heterogenni
systém (nezmazovatély Skrob — voda). Reakce probiha v systému pevna faze — roztok
ve tfech fazich, které tvori: difuze reakéni komponenty do castic pevné faze, adsorpce
na misté, kde reakce probihd a vlastni chemickéd reakce. Jednotlivé faze vyzaduji
optimalizaci a urCité ¢asové a teplotni podminky. Reakce musi probihat za takovych
teplot, kdy nedochazi k mazovaténi $krobi, ¢imZ je omezeno jejich bobtnani. Pokud
reakce probihd za neoptimélnich podminek, dochazi k ni na povrchu a tésné¢ pod

povrchem skrobového zrna (Ostadalova a Pokorna, 2014).
Modifikované Skroby je mozno rozdélit podle zpisobu jejich modifikace:

1) chemicka modifikace ve vodné fazi,

2) termochemicka modifikace v pfitomnosti vody,

3) chemicka modifikace Skrobu suspendovaného v organickém rozpoustédle,
4) termochemicka modifikace na suché cesté,

5) chemicka modifikace v roztoku Skrobu (Ost'adalova a Pokorna, 2014).

2.2.2 Druhy modifikovanych Skrobi

Modifikované Skroby déle rozliSujeme na:

e 7esiténé,
e pifeménéne,
e stabilizované,

e jinak modifikované (Velisek, 2002).
Zesiténé Skroby

Tyto Skroby vznikaji esterifikacni anebo etherifikacni reakci Skrobovych
makromolekul s ¢inidly, které maji vice nez jednu reaktivni skupinu, jinymi slovy jsou
polyfunkéné reagujicimi c¢inidly (Hrabé, 2006). VyuzZivaji se zejména dva typy
zesiténych Skrobil, a to adipaty a fosfaty. Ptiprava adipatt spociva v reakci Skrobt
s adipanhydridem (ve smési s acetanhydridem) ve slabé alkalickém prostiedi.

Diskrobové fosfaty se pfipravuji reakci s oXychloridem fosforecnym nebo
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trimetafosfatem sodnym v alkalickém prostiedi (Velisek, 2002). Zesiténi ma vliv hlavné
na mechanickou odolnost a reologické vlastnosti hydratovanych disperzi skrobu.
Zajistén je 1 stabilizacni efekt vac¢i vlivim, které zplsobuji mechanické namahani
disperzi (Pelikan, 1999). Pokud zesiténi dosahuje nizkého stupné, zvySuje se viskozita
Skrobovych mazi. Pfi sttednim stupni se zvySuje teplota mazovaténi a plasticita mazu
i v kyselém prostiedi (O$tadalova aPokorna, 2014). Skroby, které se ziskaji pii
vysokych stupnich zesiténi, nebobtnaji ani pii teplot€¢ varu a snaseji beze zmeén
i nékolikaminutovy var (Kucerova, 2007). Vysledné vlastnosti takto vyrobenych Skrobu
tvoii odolnost vici vysokym teplotdam a chemické stabilita, hlavné vi¢i nizkému pH.
V potravinaistvi se vyuzivaji jako stabilizatory a zahustovadla pii vyrobé zmrazenych
vyrobkl, suSenych vyrobkl nebo v mlékarenském primyslu (Ostddalova a Pokorna,

2014).
Pieménéné Skroby

Existuji tii zpasoby ziskavani preménénych skrobu z nativnich, a to oxidaci, kyselou
hydrolyzou nebo zahifevem. Oxidaci ziskavame Skroby bélené¢ a oxidované. Béleni
probihd ve vodné suspenzi mirnou oxidaci malym mnozstvim kyseliny peroctové,
popiipade peroxidu vodiku, chlornanu sodného, manganistanu draselného nebo chloru
atadou dalSich oxida¢nich c¢inidel, kdy dochazi spiSe k odstranéni doprovodnych
barevnych latek (napf. karotenoidll) a oxidace je tedy minimalni (Velisek, 2002).
Oxidované Skroby lze ziskat dvojim zpiisobem, a to bud’ selektivni, nebo neselektivni
oxidaci Skrobu. Rozdil spociva v tom, Ze selektivni ¢inidla oxiduji na Skrobu jen urcité
misto, kdezto Cinidla neselektivni oxiduji Skrob na riznych mistech a vytvareji tak
karbonyly, karboxyly, dikarbonyly aj. za soucasné hydrolyzy Skrobu. Pro potravinaisky
primysl ma vyznam neselektivni oxidace (Kodet, 1993). Tyto Skroby maji schopnost
vytvofit velky pocet karbonylovych skupin, které jsou schopny reagovat pifi peceni
s aminoskupinami lepku, a proto nachazi své uplatnéni v pekarenském pramyslu.
Vyuzivaji se také v cukrarském primyslu a pii vyrobé mrazenych smetanovych krémt
pro svoje zelirujici vlastnosti a schopnosti tvofit gelovou strukturu Slehanych hmot

(Ostadalova a Pokorna, 2014).

Kyselou hydrolyzou se rozumi nékolikahodinové zahtivani koncentrovanych
vodnych disperzi Skrobii se zfedénymi minerdlnimi kyselinami (nejcastéji se pouziva

kyselina chlorovodikové nebo sirova) na teplotu niz8i nez je Zelatinacni teplota, a to 40
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— 60°C. Vznikne skrobova suspenze, ktera se neutralizuje, poté promyje vodou a dale se
Skrob oddéli filtraci a ususi. Vysledkem procesu je takzvany rozpustény Skrob, ktery
bobtnd ve studené vode¢, disperze je méné viskozni a diky této vlastnosti mize byt
dispergovan 1 ve vysSich koncentracich. V potravinarském primyslu se vyuziva pii
vyrobé cukrovinek, jako nahrada tuki, sacharidl nebo jako plnidlo (Velisek a Hajslova,
2009).

Zahtfevem nativnich suchych Skrobl se ziskavaji bilé a zluté dextriny a britské
gumy. Bilé dextriny vznikaji v nejvice kyselém prostiedi béhem kratké doby zéhievu
anizsi teploty, britské gumy zase naopak v nejméné kyselém prostiedi. Zluté dextriny
a britské gumy se vyznacuji dobrou rozpustnosti ve studené vod¢. Vyuzivaji se jako
adhezivni latky k ptipraveé lesklych povrchi cukrovinek a tablet nebo jako nosice
aromatickych slou€enin, barviv ¢i kofeni a pro enkapsulaci oleji a ve vodé
nerozpustnych aromat (VeliSek a Hajslova, 2009). Nevyhodou takto upravenych skrobt
je jejich charakteristicky pach a chut’ v dusledku prazeni, a proto nemaji v potravinarstvi
zadné dalsi uplatnéni. Tyto nezaddouci vlastnosti sice lze odstranit, ale pomérné

nakladné (Kodet, 1993).
Stabilizované Skroby

Podstatou této modifikace je substituce nekterych hydroxylovych skupin
polysacharidu. Piipravuji se tak estery Skrobu (fosfaty, sukcindty, acetaty) a ethery
Skrobtl, kde patii hydroxyalkylethery aj. Vychozi surovinou mize byt jak nativni skrob,
tak skrob modifikovany jinym zptisobem (kyselou hydrolyzou, dextrinaci atd.).
Vyhodou oproti nativnim Skrobim je vyssi stabilita vaci retrogradaci pii skladovani
potravin za nizkych teplot a také vyssi stabilita v Kyselém prostiedi. Vyuzivaji se

obdobné jako Skroby zesiténé (Velisek a Hajslova, 2009).
Jinak modifikované Skroby

Modifikované Skroby je mozné nadale upravovat a zvySovat jejich funkc¢nost.
Dodate¢nou modifikaci mize byt kombinace kyselé hydrolyzy a dextrinace nebo za
pomoci enzymul. Byvaji vyuzivany jako ndhrazky kaseinatll v imitacich syrt (VeliSek

a Hajslova, 2009).
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2.2.3 Mikroskopie modifikovaného Skrobu

Prostfednictvim riznych zpisobli modifikaci dochédzi také ke zménam tvaru,
morfologie i velikosti Skrobovych zrn. Tyto zmény jsou nejlépe pozorovatelné na
snimcich ze skenovaciho elektronového mikroskopu. Pomoci ni je mozno nejen
identifikovat a odliSit nativni a modifikované Skroby, ale i urcit, o jaky druh modifikace
se jedna. Snimky ze skenovaciho elektronového mikroskopu prokazaly, ze povrch
nativnich Skrobovych zrn je hladky a témét neporézni, naopak u modifikovanych
Skrobil jsou pozorovany zietelné¢ zmény jak ve velikosti, tak 1 ve tvaru a povrchu
Skrobového zrna, které se lisi v zavislosti na pouzitém druhu modifikace (teplota, tlak,

béleni, enzymy, organické latky) (Pospiech, 2014c).

Piisobenim teploty a tlaku u fyzikdlné¢ modifikovaného Skrobu se Skrobova zrna
spojuji do kompaktné&jsi struktury, ktera je ¢lenéna, ale na povrchu hladka (Obrazek 9).
Béhem procesu tohoto druhu modifikace dochazi k odstranéni vody ze Skrobového
mazu, aby nedochédzelo k obnoveni vodikovych mustki. Vysledkem je vyssi
rozpustnost a bobtnavost ve studené vodé. Pokud se jednd o chemickou modifikaci
(Obrazek 10), dochazi ke spojovani jednotlivych Skrobovych zrn do mnohonasobné
vétsich a nepravidelnych granuli se Clenitym a zvrasnélym povrchem, na kterém se
vyskytuji pomémé velké pory prostupujici mnohdy celou strukturu modifikovaného

skrobu (Pospiech, 2014c).

SEMHV: 50 kV WO: 12.14 mm
View field: 391 pm Det: SE
Vac: HiVac SM: RESOLUTION

Obrazek 9: Bramborovy Skrob — fyzikalné modifikovany, SEM
Zdroj: Pospiech, 2014a
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WD 4.56 mm 1 WEGAI TEETAN
Diwal: SE
S RESTLUTION

Obrazek 10: Kukuii¢ny skrob — chemicky modifikovany, SEM
Zdroj: Pospiech, 2014a

224 Vyznam modifikovanych Skrobi v potravinarstvi

Modifikované Skroby se vyznacuji tim, Ze maji rozdilny vliv na technologické,
reologické a funk¢ni vlastnosti kone¢ného vyrobku. Od nativnich Skrobt se odliSuji také
zpusoby jejich pouziti a oznaceni. Nativni Skroby nejsou povazovany za aditivni latky,
jejich pouziti neni regulovano pfislusnym predpisem a nemusi se oznacovat E kody.
Radi se mezi potraviny podobné& jako napiiklad cukr nebo stil. Naopak modifikované
Skroby jsou povazovany za potravindiska aditiva, a pokud jsou pfitomny v potraviné,
musi byt uvedena na jejim obalu pod celym nazvem nebo v podobé ¢iselného E kodu
(napt. E 1404 — Oxidovany skrob). Jejich pouziti reguluje vyhlaska ¢. 4/2008 Sb.,
kterou se stanovi druhy a podminky pouZiti ptfidatnych latek a extrakénich rozpoustédel
pfi vyrobé potravin ve znéni vyhlasky €. 122/2011 Sb., dale je jejich pouZiti fizeno
evropskou legislativou, ato podle Natizeni Evropského Parlamentu a Rady (ES)
¢. 1333/2008 o potravinaiskych pfidatnych latkach (Pospiech, 2014c).

Modifikované Skroby nachdzeji dobré uplatnéni zejména v masném primyslu, kde
se pfidavaji do masnych vyrobkl, protoZze maji vliv na zvySeni vaznosti vody, zlepSuji
vazani tuku v dile a maji tak rozhodujici vliv na konzistenci, texturu a stabilitu
kone¢ného vyrobku. Pouzivaji se hlavné zesiténé, oxidované a substituované Skroby.
K tpravé textury nebo jako zahuStovadla zabrafiujici rozvrstveni vyrobkil se vyuZzivaji
Skroby zesiténé. Oxidované Skroby jsou naopak vice vhodné k obalovani masa, jelikoz
dokaZou udrzet vyS$i adhezi obalu. Substituované Skroby jsou vyuZivany pro uzeni

masnych vyrobka v kombinaci s nizkozesiténymi $kroby (EliaSova, 2012).
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2.3 PRUKAZ SKROBU V POTRAVINACH

Metody pro prikaz Skrobu v surovinidch a potravinach se rozdé€luji na metody
kvalitativni a kvantitativni. Cilem kvalitativni analyzy je wurCit pfitomnost i
nepfitomnost sledované slozky, V piipadé¢ mikroskopického vySetieni také zjisténi
formy, zpusobu ¢i stupné jejiho zpracovani. Kvantitativni analyza se vyuziva ke
stanoveni mnozstvi ptitomné slozky ve zkoumané latce, jeji velikosti, tvaru nebo jinych
tvarovych charakteristik (Pospiech, 2014c). Analytické metody lze také rozdélit podle
pracovni techniky na chemické, kde principem je pribéh chemické reakce béhem
analyzy, a instrumentalni, kde se objektivn¢ sleduji fyzikalni a fyzikalné chemické
vlastnosti latek za pomoci pfistrojii. VétSina instrumentalnich metod poskytuje jak

kvalitativni, tak i1 kvantitativni idaje o analyzované latce (Halkova, 2001).

231 Mikroskopické metody

Tyto metody jsou nejcastéji vyuzivané k identifikaci jednotlivych slozek
obsazenych ve vzorku, a také slouzi pii detekci falSovani potravin nebo k detekci
potencialnich rizikovych slozek, které se mohou ve vzorku nachazet (Rezatova
Lukaskova, 2010). Soucasna mikroskopie umoziuje Sirokou $kalu vySetfovacich metod
od klasickych az po nejmodernéjsi a spolu s metodami chemickymi a imunologickymi
podava komplexnéjsi pohled na vyrobek (Tremlova, 1998). V potravinarstvi ma nejvetsi
vyznam svételnd mikroskopie (klasickd nebo jeji modifikace) a elektronova

mikroskopie (Pospiech, 2014c).

Piiprava vzorkli pro pozorovani a vySetfovani se odliSuje v zavislosti na druhu
mikroskopie. V piipadé svételné mikroskopie se vzorek zalije do parafinu, vytvoii se
parafinové fezy nebo se vzorek zmrazi a z ncho se poté na kryotomu kréji
mikroskopické fezy. Zmrazené i parafinové fezy se poté prendseji na podloZni skla a na
nich se po usuSeni a odstranéni parafinu z parafinovych fezl barvi. Na druhou stranu
u skenovaci elektronové mikroskopie se vzorek pfipeviiuje oboustrannou uhlikovou
paskou na terciky a poté se pokryva vrstvickou kovu o tloustce cca 10 - 20 nm,
nejcastéji se pouziva zlato. Z vysledk se zhotovuji digitalni fotografie, na kterych
Vv ptipad¢ modifikovanych skrobii se pozoruji zmény jejich struktury v zavislosti na

druhu pouzité modifikace (Pospiech, 2014c; Rezadova Lukaskova, 2010).
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Vzorky jsou az na n¢kolik malo vyjimek bezbarvé, a to velice znesnadnuje jejich
pozorovani svételnym mikroskopem. Proto byly vyvinuty metody barveni, které
dokazou zviditelnit jednotlivé slozky vzorku, a také je od sebe odlisit. K barveni se
pouzivaji prevazné barviva rozpusténa ve vod¢é nebo vyjimecné v alkoholu. Barveni
mikroskopickych preparatli se rozdéluje na prehledna barveni, kdy ucelem je zobrazeni
vSech struktur potravin a posuzuje se usporadani a struktura vyrobku. BéZzné se obarvuje
hematoxylin-eozinem nebo toluidinovou modii. Diagnostika je tedy obecné zaloZena na
znalostech vzhledu slozek potravin, a také se musi brat ohled na zmény struktury béhem
technologického zpracovani. Druhym typem jsou cilena barveni, ktera jsou uréena pro
zvyraznéni vybranych struktur, zatimco ostatni slozky potravin se obarvuji méné nebo
vibec. VétSina cilenych barviv plsobi na principu histochemickych barveni, kdy
podstatou téchto metod je chemickéd reakce mezi barvivem a sledovanou strukturou,

napf. ur€itého druhu proteinu nebo polysacharidu (Pospiech, 2014c).
Barveni Skrobii

Skroby se nejéast&ji prokazuji pomoci cilenych barvicich metod. Pii prikazu
nativnich Skrobii se pouzivaji kombinované barveni PAS-Calleja, kdy se celkové
polysacharidy vcetné Skrobu obarvi rizové az purpurové Cervenou barvou, a dalsi
moznosti je kombinované barvené¢ Lugol-Calleja, pti kterém se Skrobova zrna obarvi
tmavé fialovou az &ernou barvou (Pospiech, 2014c; Rezacova Lukaskova, 2010).
Klasickou metodou pro prukaz $krobu je barveni za pomoci Lugolova roztoku, resp.
vodnym roztokem elementarniho jodu a jodidu draselného (Pospiech, 2014c; Bader,
2009).

Reakce jodu se $krobem (Obrazek 11)

Plisobenim roztoku jodu s jodidem draselnym na Skrobovy maz vznika intenzivné
tmavomodré zbarveni, miznouci pii ohfivadni a opétovné se objevujici pfi ochlazeni.
Jodova reakce je znama uz vice nez 100 let, ale v dostate¢né mife se prozkoumala az
0 mnoho let pozdg&ji. V reakci je mozno rozeznat dvé stadia. V prvnim stadiu, spojeném
se zaCatkem pusobeni jodu na polysacharidy, probihd proces tvorby komplexu
podléhajici stechiometrickym pomérim. Velmi vyrazné je mozno vidét tvorbu
komplexu pii reakci samylézou a Srozvétvenymi molekulami amylopektinu

podobnymi amyloze. Molekuly jodu se spiralovité vinou fetézem amyldzy, pficemz na
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kazdou molekulu jodu piipada Sest glukézovych zbytki (jeden cely zavit spiraly).
V druhém stadiu probihd kratky proces absorpce jodu. U amylopektinu probiha
absorpce jodu od zacatku na nerovném povrchu siln€ rozvétveného polysacharidu, ktery
zastini chod procesu. Odstin vysledného zbarveni Skrobu zdvisi na stavbé a stupni

rozvetveného polysacharidu (Tregubov, 1986).
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Obrazek 11: Schéma znazornujici vazbu jodu ve Skrobu

Zdroj: Amyloidin, 2009

Dtlezitym faktorem je vyss§i vodni aktivita, kdy je umoznéna hydratace Skrobu a tim
dochazi ke snazSi prostupnosti jodu do Skrobu. Také teplota ma pozitivni vliv na
propustnost jodu do Sroubovice glukanového polymeru, protoze dochéazi ke vzniku
povrchovych porti a kandlkl, které vnikaji do Skrobovych ¢astic a v disledku toho

dochazi ke zvétseni plochy povrchu a zlepSeni piistupu jodu (Pospiech et al., 2014Db).

Ke stanoveni Skrobu je také mozné pouzit jod v alkoholovém roztoku (jodova
tinktura) nebo jodové pary, které jsou vhodné pro potraviny obsahujici tepelné
opracovany (Zelatinizovany S$krob), jehoz nevyhodou je rozpustnost ve vodnych
roztocich jodu. Barveni Skrobt, jejichZ zrna byla po rizném technologickém opracovani
poskozena, se provadi trypanovou modii pattici do skupiny azobarviv. PoSkozena
Skrobova zrna umoznuji piestup molekul barviva do Skrobové struktury a navdzani na
molekuly amylozy a amylopektinu. PoSkozeny Skrob se barvi modie, zatimco

neposkozeny Skrob zistava neobarveny (Pospiech, 2014c).
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2.3.2 Fyzikilné chemické metody

Polarizacni mikroskopie patii mezi modifikace svételné mikroskopie, jejiz princip
je zalozen na schopnosti nékterych latek stacet rovinu linearné polarizovaného zareni.
Vétsinou jde o latky organické, které ve své molekule obsahuji tzv. asymetricky uhlik.
Nazyvaji se také jako latky opticky aktivni. VSeobecné lze za takovou latku povazovat
jakoukoliv latku, jejiz molekuly nelze ztotoznit s jejich zrcadlovym obrazem (Klouda,
2003).

Pro polarimetrické stanoveni Skrobu se nejCastéji pouziva metoda dle Ewerse.
Postup spociva v izolaci skrobu ze vzorku a ptevedeni do rozpustné formy plisobenim
kyseliny chlorovodikové. Pied méfenim je také nutno odstranit nerozpusténé Castice
¢ifenim pomoci Carrezova roztoku. Vzniklym ¢irym filtrdtem se naplni polarizaéni
trubice a zmé#i se uhel staceni polarizovaného svétla. Stupné odeétené na stupnici se
vynasobi mérnou otacivosti dle druhu Skrobu (Kuban, 2007). Polarizacni mikroskopie
ma vyznam pouze pro stanoveni nativnich Skrobt, kdy v polarizovaném svétle je mozno
vidét tmavy kiiz na Skrobovych zrnech. Modifikované Skroby tuto vlastnost ztraceji

(Vorlickova, 2012).

Spektrofotometrie je vhodna pfedevsim pro sériovou analyzu vzorku. Tato metoda
se vyznacuje hlavné casovou nenaro¢nosti, jednoduchosti a ma pomérné vysokou
citlivost. Princip stanoveni je zaloZen na barevnych reakcich derivati furfuralu, ktery
vznika zcukru Vvkyselém prostiedi nebo na stanoveni barevné intenzity

nespotiebovaného alkalického méd’natého roztoku (Davidek, 1977).

Z fyzikalné chemickych metod maji pro stanoveni Skrobli vyznam také enzymatické

metody nebo vysokoucinné kapalinova chromatogratie (HPLC).

2.3.3 Analyza obrazu

Zavedeni technologii pocitaového zpracovani obrazu do potravinaiské oblasti
pozadovala hlavné zvySend poptavka po objektivit¢, konsistenci a efektivite
V hodnoceni kvality potravin. Zpracovani obrazovych informaci lidskym okem neni
dostacujici pro objektivni vyhodnoceni (velikosti, tvaru, barvy objektt atd.) (Pospiech,
2014c). Jedna se pouze o subjektivni hodnoceni a miize byt i casoveé proménné. Piestoze

Clovék umi pomérné dobie rozliSovat jednotlivé barvy, pro rozliSeni rtiznych odstinti
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Sedi neni zrak dostatecné vybaven. U cCernobilych obrazii je pro pozorovatele Casto
problematické zaznamenat v pozorovaném vzorku jemné odstiny, protoze lidské oko
nedokaze rozliSit vice nez cca 80 urovni jasu. Moderni digitalni fotoaparaty nebo
kamery vytvareji ve srovnani s lidskym okem kontrastnéjsi obrazy a zaznamenavaji
0 mnoho mensi intenzity svétla. Takto vytvofeny obraz ma elektronickou podobu, ktera
umoznuje upravu jeho kvality a automatizované vyhodnocovani pomoci metod

obrazové¢ analyzy (Jetabkova, 2010).

Podstatou obrazové analyzy je digitalizace obrazu a zpracovani tak vzniklého
souboru dat v pocitaci za pomoci specidlnich pocitacovych programii pro analyzu
obrazu, které umoziuji kvantitativné popsat a specifikovat obrazové informace
Z hlediska geometrickych rozméri, morfologickych znaki, optické hustoty, barvy
a poctu zkoumanych objektli a poptipad¢€ je porovnévat s jinymi soubory dat a urcovat
miru shody (Jetdbkova, 2010; Tremlova a Starha, 2004). Velkou vyhodou je také
moznost porovndvani objektll soucasn¢ snimané mikroskopem s vysledky ziskanymi

v minulosti, které pak Ize statisticky vyhodnotit (Tremlova and Starha, 2002).

Pocitacova obrazova analyza zacind definovanim standardnich podminek pro dané
meéfeni, které musi zlstat zachovany po celou dobu méfeni, aby bylo dosazeno
opakovatelnych vysledkti (Jefabkova, 2010). Dalsim krokem jsou riizné upravy, které
vedou ke znatné redukci obrazové informace. Nasledné se z obrazu vyclenuji
a analyzuji (méfi, pocitaji, srovnavaji) jen ty udaje, které jsou pravé dilezité. Obecny
postup obrazové analyzy je fizen na zéklad¢ toho, zda se v jednotlivych sledovanych
objektech zaméfuje na informaci obsazenou v barevné, popiipadé Cernobilé slozce
(struktura, textura), na informaci velikostni (délka, plocha, tthel) nebo na cCetnost
vyskytu danych objektd tj. stanoveni kvantitativni (Pospiech, 2014c; Lukas a kol.,
2008).

Postup analyzy obrazu se rozd€luje do nasledujicich ¢asti, které budou blize

popsany v kapitole Materidl a metodika:

- ziskani obrazu,
- zpracovani obrazu,
- Segmentace obrazu (prahovani),

- Vlastni analyza obrazu.
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Meg¢feni rtiznych parametrti (velikost, tvar, barva) pomoci obrazové analyzy je
v pfipadé vzorkll potravin nejcastéji ve vztahu kjejich vyznamnym senzorickym
a technologickym vlastnostem, a také k pfipadnému odhalovani jejich vad. Uplatnéni
nachazi hlavné pfi kontrole kvality masa a masnych vyrobkl, kdy se objektivné
stanovuje mramorovani masa, obsah kolagenniho, elastického vaziva a kosti v masnych
vyrobcich nebo se urcuje mnozstvi s6jového proteinu v jatrovych pastikach. Dale se

obrazova analyza vyuziva také pii hodnoceni kvality ovoce, zeleniny nebo obilovin

(Pospiech, 2014c).
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3 MATERIAL A METODIKA

Prakticka cast bakalaiské prace se vénovala barvitelnosti riznych druhti nativnich
I modifikovanych Skrobi. K barveni Skrobovych zrn byla pouzita metoda barveni
parami nad krystalky jodu po dobu 30 minut. Tato metoda vychazi z vysledki
bakalarské prace (Svobodova, 2015), ktera se zabyvala vybérem nejvhodnéjsiho
zpusobu barveni bezvodym roztokem jodu pro pritkaz modifikovanych Skrobt. Poté
byly zhotoveny mikroskopické snimky obarvenych vzorkt, u nichZz se za pomoci
programu pro analyzu obrazu hodnotily rozdily intenzity obarveni mezi jednotlivymi

vzorky Skrobi.

3.1 CHARAKTERISTIKA VZORKU

K vySetfeni bylo pfipraveno a pouzito celkem 26 vzorkl, ztoho 9 vzorkl
obsahovalo bramborovy Skrob, 15 vzorkt kukufiény $krob, z nichz 5 vzorku tvofil
Skrob z voskové kukutice a dale po 1 vzorku pSeni¢ného a tapiokového Skrobu.

Podrobné&jsi popis jednotlivych vzorku je znazornén v tabulce Tabulka 1.

3.2 PRIPRAVA VZORKU

K zafixovani Skrobu se pouzil glycerol-bilek, ktery se na podlozni sklo jemné
rozettel tyCinkou. Na kazdy vzorek se pouZila celkem 3 podlozni sklicka. Poté na né
bylo naneseno velmi malé mnozZstvi Skrobovych zrn, které se nechaly zaschnout

a nasledné je bylo mozné pouzit k barveni.

3.21 Barveni parami nad krystalky jodu

Postup barveni

Do sklenéné komory se nejprve vlozila 1 cm silnd vrstva filtracniho papiru
navlhéend dostatecnym mnoZzstvim destilované vody. Na navlhéeny filtracni papir se
nasypaly krystalky jodu, které se piedtim nadrtily v hmozdifi. Sklenéna komora se poté
uzaviela a nechala 10 minut stat. VVzorek se nejprve pred umisténim do komory vlozil
na kratkou dobu (cca 1 minuta) do kryostatu, aby se zajistila jeho fixace na podloznim

sklicku. Poté se vzorek pfemistil do komory, kde byl poloZen na Spejle a po 30
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minutdch barveni se vySetfil pod mikroskopem, a bylo zaznamenano zabarveni
Skrobovych zrn. Vysetfeni musi probéhnout nejlépe do 10 minut od ukonceni barveni,

po delsi dobte by dochéazelo k postupnému odbarvovani zrn.

Tabulka 1: Piehled vySetiovanych vzorkl

Poiadové Cislo Cislo Druh $krobu Typ

vzorku
1 1/11 bramborovy fyzikéalni modifikace
2 3/11 kukufiény chemicka modifikace
3 4/11 kukufi¢ny chemicka modifikace
4 6/11 kukufi¢ny chemicka modifikace
5 7/11 kukufi¢ny chemickd modifikace
6 8/11 kukufi¢ny chemicka modifikace
7 9/11 tapiokovy nativni
8 10/11 kukufi¢ny chemicka modifikace
9 11/11 pSenicny nativni
10 12/11 kukufti¢ny chemicka modifikace
11 13/11 kukuficny fyzikalni modifikace
12 15/11 bramborovy fyzikéalni modifikace
13 16/11 kukufi¢ny nativni
14 17/11 voskovany kukuficny skrob chemicka modifikace
15 18/11 bramborovy nativni
16 19/11 voskovany kukuti¢ny skrob modifikovany
17 20/11 bramborovy chemicka modifikace
18 21/11 bramborovy modifikovany
19 22/11 bramborovy chemicka modifikace
20 23/11 bramborovy chemické modifikace
21 24/11 bramborovy chemické modifikace
22 25/11 voskovany kukuficny skrob nativni
23 26/11 voskovany kukufi¢ny $krob nativni
24 27/11 voskovany kukuiicny skrob modifikovany
25 28/11 kukuti¢ny chemické modifikace
26 29/11 bramborovy chemicka modifikace

Pfi praci je nutné dodrzovat fadu bezpecnostnich pravidel, protoze pary jodu jsou
jedovaté. Aby se zabranilo jejich vdechovani, musi veSkera prace s nimi probihat
v digestofi. Pfi veSkeré manipulaci s materidlem je také zapotiebi pouZzivat ochranné

rukavice.
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3.3 POSTUP ANALYZY OBRAZU

3.31 Ziskani obrazu

U kazdého obarveného vzorku bylo zhotoveno celkem 10 snimki digitdlnim
fotoaparatem Canon EOS 1100D piipojeném k optickému mikroskopu Nikon Eclipse
E200 pti zvétSeni 40x. V pocitaci byl pouzit software na zachytavani obrazu DSLR
Remote Pro for Windows Version 2221 a nasledné byly vSechny zachycené snimky
podrobeny analyze obrazu pomoci programu NIS-Elements BR 4.13.00.

3.3.2 Zpracovani obrazu

Po spusténi programu NIS-Elements se zobrazi standardni obrazovka (Obrazek 12),

ktera obsahuje veskeré ptikazy v horni 1ist¢ Menu. Zvoleny snimek se vybere a otevie

z nabidky Soubor (Obrazek 13).
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Obrazek 12: Standardni obrazovka programu NIS-Elements
Zdroj: Autorka prdce
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Z nabidky Soubor se vybere a otevie

zvolenv snimek.

Lista Menu s piikazy Soubor, Upravy, Kalibrace, Obraz, ROI,

Binarni, Méreni, Reference, Makro, Zobrazit, Zarizeni, Okno

a Napoveda.
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Obrazek 13: Popis standardni obrazovky a otevieni zvoleného snimku na pozadi
programu NIS-Elements

Zdroj: Autorka prdce

Vv 7

Nastaveni méiitka

v

Pfed vlastnim méfenim je potfeba nastavit métitko ve vybranych jednotkach SI,
které v programu udava velikost 1 pixelu. U nafocenych snimkt z mikroskopu bylo
nutné vyfotit milimetrové métitko na skle, aby bylo mozné zméfit 1 mm v pixelech
az této hodnoty poté vypocitat velikost 1 pixelu. Pro tento tkon byl pouzit ptikaz
Kalibrace z listy Menu. Po zobrazeni okna s nazvem metoda kalibrace (Obrazek 14)
byla vybrana moznost ru¢ni kalibrace, tj. nakreslenim ¢ary znamé délky. V dalsim okné
snazvem rucni kalibrace se vybere jedna z ikon pro nakresleni vzdalenosti v obraze
(Obrazek 15). Protoze neni znama velikost 1 pixelu, pouZije se k méfeni vzdalenosti

(24

vyse zminéné milimetrové meétitko. Po zméfeni se do druhého okna ruéni kalibrace zada
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naméfena hodnota a zvoli se ptislusné jednotky (um) (Obrazek 16). Timto zpisobem je

meéftitko automaticky nastavené pro vSechny analyzované snimky (Uzivatelska ptirucka
NIS-Elements BR).

Metoda kalibrace @

Fadejte metodu kalibrace pro objektiv ‘Plan Apo 10x DIC L'

" Ruéné, nakreslenim &&ry znamé délky

(%) Automaticky, pousitim stolku
= oy
=+ Joi o)

L ’a

Obrazek 14: Metoda kalibrace
Zdroj: Uzivatelska prirucka NIS-Elements BR

Rucni kalibrace
Makreslete &&ru o zndmé délce,

Obrazek 15: Rucni kalibrace 1
Zdroj: Uzivatelska prirucka NIS-Elements BR

Ruéni kalibrace =

Fadeijte skutefnou vzdalenost: [BD ][ pm - ]

oK ] [ Storno ]

Obrazek 16: Rucni kalibrace 2
Zdroj: Uzivatelska prirucka NIS- Elements BR

3.3.3 Prahovani

vvvvvv

zpracovavanych obrazovych dat. Objekty, které budou podrobeny analyze, jsou
vyextrahovany od nezajimavého pozadi. Nejjednodussi a nejCastéji pouzivanou
metodou segmentace obrazu je tzv. prahovani. Princip spodiva v tom, Ze objekty

a pozadi maji jinou uroven intenzity jasu. Urcuje se rozdilova uroven (prah), aby pak
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kazdy pixel, ktery se pohybuje v mensich hodnotach nez zvoleny prah, byl urc¢en jako
pixel pozadi a vSechny ostatni pixely jako pixely analyzovaného objektu (Pospiech
a kol., 2014).

Nastaveni prahovani

Prahovani se nastavuje v rezimech RGB, HSI a intenzita. V rezimu RGB se limity
pro prahovani urcuji vybérem referencnich bodl v obrazu za pomoci piislusnych
nastroji (Obrazek 17). Vrezimu HSI a intenzita funguje proces prahovani jako
v rezimu RGB, pouze hodnoty pixelii jsou vyhodnoceny v ramci barevného prostoru
HSI (Hue — odstin, Saturation — sytost, Intensity — intenzita) a v pfipad¢ rezimu
intenzity je proces prahovani provadén na hodnotach intenzity pixelt (Uzivatelska

ptirucka NIS-Elements BR). Po oznaceni se vybrané objekty vybarvi ¢ervenou barvou

(Obrazek 18).

Timto nastrojem se oznacuji ty

objekty, Kkteré maji byt Tento nastroj umoziuje
analyzovany. ulozit nastaveni prahovani.
Prahofani
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Obrazek 17: Okno nastaveni prahovani

Zdroj: Uzivatelska prirucka NIS-Elements BR
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Obrazek 18: Zvyraznéni analyzovanych objektt
Zdroj: Autorka prace

3.34 Vlastni analyza obrazu

Vytvoieni makra

Makro je uzivatelem vytvorena nova funkce, ktera je tvofena sledem piikazi a jejich
nastavenim, ktery byl uzivatelem béhem procesu analyzy sestaven a slouzi k tomu, aby
pii opakovanych analyzach nebylo nutné vSechny pouzité funkce nastavovat a aplikovat
manudlné. Nabizi se také moznost editace makra, kdy Ize volné mazat nebo piridavat
dalsi funkce ¢i ménit jejich parametry (Lukas$ a kol., 2008) (Obrazek 19). Vytvotené
makro lze ulozit do externiho souboru (*.mac). Spusténi makra se provadi v list¢ Menu

Vv nabidce Makro.
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Okno s nastavenymi funkcemi pro opakovana

méfeni s moznosti editace.

SOWHBI 9| ¢l o s OHY » x s b @ BEAI [T

Limagelpen | |7

Calsbratelocment (0.126002) ¢ :
SetCalibcatizeVievdnic("us™|; I
TRresolScesZanziags| " : &
DeZiraTnsasholdIncasssey( Fd

Deripalnrashaldiessesnieg(l,

Deftpelnreshalafesrsionsonsioe |1

DefioeThreshaldhestrienionliresl

TRreahaldi) !

_magelpecSest{);
Copenllant_Ssuscelmegea ("7, 0, ""1;
Celsbretelcrament (0.130002);

Defivelnresholdheesrionionsize (4, 15, 400000, ¥240. C200€C0N
DeZtralnrernoldfeatriosionlinenlazisy (G, 0. 000000, L. oien
Teresholdl):

SesCalibratizeViewnie ("ua®|
IareshaldloasSereiage (“C1\Dsezriataneat’ Deakzop  Dicasave \pransvenl, chreanala™) )
s n. y

Radal o 1 | | Wari tecem ryh achrasts meru |

Obrazek 19: Nastaveni makra

Zdroj: Autorka prdce

Méieni

Pted provedenim méfeni vybranych objektl je Casto potieba binarni obraz vznikly
prahovanim upravit, a to napiiklad vyplnénim pfipadnych dér v objektu nebo
vyhlazenim jeho okraji. Upravy se provaddji za pomoci piikazii matematické
morfologie, které obsahuji operace jako Eroze, Dilatace, Vycisténi, Vypinéni der atd.
Me¢feni probiha automaticky a fidi se podle uZivatelem nastaveného makra. Vysledky se
zapisuji do nize uvedené tabulky a provedou se zde také zakladni statistické vypocty,
jako jsou prumérné hodnoty, standardni odchylka a rozptyl vSech namétenych hodnot
(Obrazek 20). Tabulkova data se poté exportuji z programu NIS-Elements do MS Excel
pro jejich dalsi vyhodnocovani (Uzivatelska piiru¢ka NIS-Elements BR) (Obrazek 21).
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Piikaz pro wuloZeni Ptikaz pro méfeni
naméfenych  hodnot analyzovanych

do tabulky. objektu.

[

"“""*|°w.

4d  Zorcpvicbrax /D Pcke | 10Oy | Floche | Mm!gnuaﬁ Vyplndn ploche | Obwod | Vnéglicbvod | Shv. primdr | K1

§/92_15AIMG_0072. %G 3 1 232,74 22,74 69,32 59,32 17,21
A0 52_1SAING_CO72. PG 3 2 2,16 I,W J1,% 93,06 93,08 19,94
1192 1SAIMG_[O72.G 3 3 924,62 1,00 92462 124,18 124,19 34,31
12 92_15SAIMG_0072.%G 3 424851 1,00 248,51 65,4 65,90 12,79
Sriman 47,9 1,00 43,9 88,31 83,31 2,5
5t ode... 339,20 0 39,20 3588 35,88 9,32
Mn , 1,55 1,00 155 5,12 5,12 1,41
Max 1957,23 1,00 1957,23 22180 21,60 8,92

Obrazek 20: Tabulka vysledkli automatického méteni

Zdroj: Autorka prdce

Export |
Data do Excelu
Mastaveni...

Exportovat do schranky
Data do webového prohlizede
Data do HTML schranky

Data do tiskarny

Data do reportu

FyraeR o

Obrazek 21: Export vysledki
Zdroj: Uzivatelska prirucka NIS-Elements BR
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Piiznaky méreni

V programu NIS-Elements BR se parametry pro méfeni velikosti, tvaru nebo barvy
ruznych objektl oznacuji jako ptiznaky méfeni. Pro posouzeni barvitelnosti Skrobovych

zrn byly vybrany pfiznaky méfeni pro barvu, jas, intenzitu, sytost, odstin a hustotu,

jejichz podrobng&jsi popis je uveden v tabulce Tabulka 2.

Tabulka 2: Popis vybranych parametra

Parametr

Popis

Pramérna intenzita

Statisticky primér z hodnot intenzity obrazovych bodu

Suma intenzity

Soucet intenzit v§ech obrazovych bodl objektu

Rozptyl intenzity

Standardni odchylka hodnot intenzit

Minimalni intenzita

Minimum z hodnot intenzity pixeli

Maximalni intenzita

Maximum z hodnot intenzity obrazovych bodu

Pramér Cervena

Primér z hodnot cervené slozky obrazovych bodl

Prumér zelena

Primér z hodnot zelené sloZky obrazovych bodl

Prumér modra

Primér z hodnot modré sloZky obrazovych bodu

Suma Cervené

Soucet hodnot vSech ¢ervenych sloZzek obrazovych bodl

Suma zelené

Soucet hodnot vSech zelenych sloZzek obrazovych bodi

Suma modré

Soucet hodnot vSech modrych slozek obrazovych bodi

Typicky odstin Hodnota odstinu s maximalni Cetnosti

Rozptyl odstinu Standardni odchylka hodnot odstinu

Primérna sytost Statisticky priimér hodnot saturace obrazovych bodl
Primérny jas Statisticky priimér z hodnot jasu pixeli

Suma jasu Soucet jasu ve vSech obrazovych bodech objektu

Rozptyl jasu

Standardni odchylka hodnot jasu v obrazu

Prumérna hustota

Statisticky primér z hodnot hustot pixell

Suma hustoty

Soucet individualnich optickych hustot kazdého obrazového
bodu v méfené plose

Rozptyl hustoty

Standardni odchylka hodnot hustoty

3.35

K vyhodnoceni vysledki byl pouzit statisticky program Unistat Verze 6.0.25. Pro
urCeni parametru, ktery by nejvice poukazoval na rozdil intenzity obarveni mezi
jednotlivymi vzorky Skrobti, byla pouzita Metoda hlavnich komponent a pro zobrazeni
vysledkt byl pouzit graf kosouhlé rotace. Dale byly provedeny testy normality a na
zaklad¢ jejich vysledkti byl zvolen test ANOVA mnohondsobna porovnavéani dle

Tukeye — HSD, ktery urcuje statistickou vyznamnost rozdili mezi pouzitymi vzorky

Skrobu.

Statistické hodnoceni
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 MIKROSKOPICKE SNIMKY SKROBOVYCH ZRN PO OBARVENI

Jak uz bylo zminéno v kapitole Material a metodika, pouzily se k obarveni jodovymi
parami vétSinou vzorky bramborového, kukuficného, voskovaného kukufi¢ného Skrobu
a po jednom vzorku Skrob pSenicny a tapiokovy. Nasledujici fotodokumentace
znazoriiuje vybrané snimky zastupujicich druhG Skrobu pofizené fotoaparatem

umisténym na mikroskopu.

Intenzita obarveni bramborového Skrobu (Obrazek 22) byla nejvétsi ze vSech
vySetiovanych druht Skrobu. Nativni bramborovy Skrob ma tvar vejcity nebo elipticky,
vlivem fyzikalni modifikace je vSak na obrdzku patrna mensi zména tvaru Skrobového

ZIrna.

Obrazek 22: Vzorek ¢. 1/11, bramborovy $krob, fyzikalni modifikace
Zdroj: Autorka prace

U kukufi¢ného Skrobu (Obrazek 23) dochazelo k mensi intenzité obarveni nez
u bramborového Skrobu. Na Skrobovych zrnech jsou patrné svétle fialova mista, a také
lze dobfe rozpoznat jejich charakteristicky tvar (mnohostrannd s hvézdicovité

rozeklanou dutinou).
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Obrazek 23: Vzorek ¢. 16/11, kukuficny §l;r0b, nativni
Zdroj: Autorka prace

PSeni¢ny Skrob (Obrazek 24) ma charakteristicky cockovity az kulaty tvar

a intenzita obarveni je pfiblizné stejné velka jako u bramborového skrobu.

Obriazek 24: Vzorek ¢. 11/11, pSeni¢ny Skrob, nativni
Zdroj: Autorka prace

Tapiokovy skrob (Obrazek 25) ma rtiznou velikost zrn, které se nachéazeji v malych
nebo vétsich shlucich. Tvarovée se nejvice pfiblizuji pSeni¢nému 1 kukuficnému Skrobu.

Intenzita obarveni je podobna jako u pSeni¢ného Skrobu.
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-
Obriazek 25: Vzorek ¢. 9/11, tapiokovy Skrob, nativni
Zdroj: Autorka prace

Intenzita obarveni voskovaného kukuficného Skrobu (Obrazek 26) byla ze vSech
druhii pouzitych Skrobli nejméné vyrazna. Je to dano tim, ze tento druh Skrobu je
ziskavan ze specialni odridy kukufice voskové (waxy), kterd obsahuje vice nez 99 %
amylopektinu, ¢imz je ovliviiovana vyslednost obarveni skrobovych zrn (Vyklad pojmi,

Limagrain Ceska republika).

&%

‘ “*‘;-)

2

Obrazek 26: Vzorek ¢. 26/11, voskovany kukuti¢ny skrob, modifikovany
Zdroj: Autorka prace
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4.2 HODNOCENI PARAMETRU PRO URCENI BARVITELNOSTI SKROBOVYCH ZRN

Cilem tohoto hodnoceni bylo zjistit, u kterého z vybranych parametri bylo zjisténo

nejvice rozdilt v intenzité obarveni mezi vysetfovanymi vzorky skrob.

42.1 Metoda hlavnich komponent (PCA)

Analyza hlavnich komponent (Principal Component Analysis — PCA) je obvykle
vyuzivana u vicerozmérnych metod jako prvni krok pii velkém poctu méfeni nebo
proménnych s cilem snizeni rozsahu (redukci) dat s co nejmensi ztradtou informace.
Ucelem této metody je tedy transformace dat z pivodnich proménnych do mensiho
poctu latentnich proménnych, které se oznacuji jako hlavni komponenty. Tyto nové
proménné¢ maji vhodné&jsi vlastnosti, je jich vyrazné¢ méné a vystihuji téméf celou
proménlivost (variabilitu) puvodnich proménnych (Sebera, 2012; Meloun, 2005).

Vysledky analyzy hlavnich komponent znazorfiuje Graf 1.

Graf 1: Analyza hlavnich komponent

Metoda hlavnich komponent
Graf faktort: Kosouhla rotace
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Graf 1 ukazuje, které vybrané parametry (hlavni komponenty) urcuji nejvice rozdil

Vv intenzité obarveni mezi jednotlivymi vzorky Skrobi. Jsou to ty parametry, které se
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nejvice vychyluji od mista protnuti kolmic, a to jsou suma hustoty, maximalni intenzita

a prumérna hustota.

4.3 HODNOCENI BARVITELNOSTI SKROBOVYCH ZRN

Dalsim krokem statistického testovani bylo provedeni testu normality, kterym se
zjistuje, zda soubor dat sledované ndhodné veli¢iny odpovidd Gaussovu normalnimu
rozdeleni pravdépodobnosti ¢i nikoli (v tomto piipadé neznamé rozdé€leni) (Bedanova,
2007). Testovani normality bylo dulezité z hlediska toho, jaky test bude mozno dale
pouzit, jestli parametricky (pro normalni rozdéleni) nebo neparametricky (pro neznamé
rozdéleni). Existuji rtizné druhy testl, jako napiiklad Shapiro — Wilkiv test,
Kolmogorov — Smirnovuv test, Anderson - Darling test aj., které se od sebe odlisuji

silou a naro¢nosti provedeni.

Pro urceni, jaky dalsi test Ize pouzit pii hodnoceni barvitelnosti Skrobovych zrn, byl
proveden Shapiro — Wilkiv a Kolmogorov — Smirnoviv test. Vysledkem obou testl

bylo nenormalni rozd¢€leni dat, bylo tedy mozné pouzit test neparametricky.

Do neparametrickych testd je mozné zarfadit i analyzu rozptylu (ANOVA — Analysis
of Variance) test mnohonasobného porovnavani dle Tukeye — HSD (,,honestly**
significant difference = opravdu vyznamny rozdil). Timto testem se porovnavaji
vzajemné rozdily mezi skupinovymi priméry a posuzuje se statistickd vyznamnost
téchto rozdilti. Znamena to, ze mnohonasobnych porovnani je tieba udélat tolik, kolik je
moznych kombinaci primért (Drapela, 1999). Test dle Tukeye se provadél u vybranych
parametrii uréenych metodou hlavnich komponent, tedy u primérné hustoty, sumy
hustoty a maximalni intenzity. Vysledky, mezi kterymi vzorky Skrobl byl zjiStén

statisticky vyznamny rozdil a mezi kterymi nikoliv, jsou znazornény v tabulkach 3 — 9.

4.3.1 Suma hustoty

Tabulka 3 (a také tabulka 4 a 5) znazornuje, mezi kterymi vzorky existuje statisticky
vyznamny rozdil u parametru suma hustoty. U vzorkl 1/11 (fyzikdlné modifikovany
bramborovy Skrob), 3/11, 6/11 a 7/11 (chemicky modifikované kukuti¢né skroby) byla

prokazana odlisnost od témér vsech ostatnich vzorkl, oproti tomu vzorky 4/11, 8/11,

42



10/11 (chemicky modifikované kukuficné Skroby) a 9/11 (nativni tapiokovy Skrob) se

odliSovaly jen od nékterych vzorki.

Tabulka 3: Test dle Tukeye, statisticky vyznamné rozdily vzorkua 1/11 — 10/11

- ** ** ** ** ** **

Sy -

- _ _ *% *% *% *% *% *%
- *% *% _ *% *% _ - -
- *% *% *% _ _ *% *% *%
- K% K% K% _ _ s s *%
- %k *k _ *k *% - - -
- s o _ o *% _ - -
- *x *x _ *x K% _ _ -
- K% *% _ *% *% _ _ _
- *% *% _ *% sk _ - -
- *k *k _ *k Kk _ _ -
- *%k K%k K%k _ _ sk sk *%k
- ok *k _ *k *%k _ _ _
- *% *% *% *% _ *% *% *%
- *% *% *% _ _ *% *% *%
- *% *% _ *% sk _ - -
- *k *k _ *k Kk _ _ -
- ok *k _ *k *%k _ _ _
- s s _ s *% _ - -
- Kk Kk Kk _ _ Kk *k *k
- *% *% _ *% *% _ - -
i *% *% _ *% *% _ _ _
- *k *k _ *k Kk _ - _
- s *x _ *k *% _ - -
- *% *% _ *% *% _ - -
- *% *% _ *% *% _ _ _
(Vysvétlivky: ** = statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky; - = neni statisticky

vyznamny rozdil mezi vzorky)

V tabulce 4 lze vidét méné rozdili mezi vzorky Skrobl. Vzorky 11/11 (nativni
pSeni¢ny Skrob), 12/11 (chemicky modifikovany kukutiény Skrob) a 13/11 (fyzikalné
modifikovany kukuficny Skrob) se od ostatnich vzorkid odliSuji obdobné jako vzorky
8/11, 10/11 (chemicky modifikované kukuficné Skroby) a 9/11 v piedchozi tabulce.
Témet od vSech ostatnich vzorkli se prokdzal rozdil u vzorkt 15/11 (fyzikalné

modifikovany bramborovy Skrob), 17/11 (chemicky modifikovany voskovany
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kukuti¢ny Skrob) a 18/11 (nativni bramborovy skrob), méné¢ pak u vzorku 16/11 (nativni
bramborovy skrob) a nejméné rozdilti bylo zaznamenano u vzorku 19/11 (modifikovany

voskovany kukufi¢ny Skrob).

Tabulka 4: Test dle Tukeye, statisticky vyznamné rozdily vzorka 11/11 — 19/11

** ** ** ** ** ** ** **

s

M 7 [ [ (T e e
- *% *% *%k _ K% K% _ *%
M 00 [ [ s s e e =
M 7 S [ s O e e
| A - - - e
M 7 0 s [ e
- *k *k *x _ Kk - - -
M 7 [ [ [ e
;.. - - > - 0 - - -
. - - - -
- _ _ _ >k _ *x *x _
... A - - - - -
- *%k *%k Kk _ ** - - -
s B - - - e
- _ _ _ *x _ *x *x _
. - - - -
- _ _ _ *x _ *x *x _
s @ - - - e e e

(Vysvétlivky: ** = statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky; - = neni statisticky
vyznamny rozdil mezi vzorky)

V tabulce 5 se u vétSiny vzorkd kromé vzorku 23/11 (chemicky modifikovany
bramborovy $krob) prokazal rozdil jen od malého mnozstvi ostatnich vzorkti Skrobu.

U vzorku 23/11 je prokazatelny rozdil od vétSiny vzorki.
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Tabulka 5: Test dle Tukeye, statisticky vyznamné rozdily vzorkt 20/11 — 29/11

** ** ** ** ** ** ** ** ** **

31
M 1 0 5 ] s e e e e
- *% *k *% _ *%k *% *%k *% *%k *%
M 50 [ [ [ [ I e e =
N (0 S S 5 [ sy e e
MR 10 5 sy e e e e
m. - - - - - -
- *%k *%k _ _ *% K%k *%x K%k *% K%k
N 0 5 S 5 [ sy ey e
- *%k *k _ _ *%k sk *%k sk *%k sk
N 0 T [ [ e e e e e e
M S S S [ sy e e
M 05 05 sy ey e e
- *%k *k _ _ *%k sk *%k sk *%k sk
MR 1 005 5 o sy e e e e
M S S 5 [ ey e e
A (0 S S [ e e e -
- - - *% - - - - - -

(Vysvétlivky: ** = statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky; - = neni statisticky

vyznamny rozdil mezi vzorky)

4.3.2 Maximalni intenzita

V tabulce 6, ktera spolecné s tabulkami 7 a 8 znazorfiuje, mezi kterymi vzorky
existuje statisticky vyznamny rozdil v parametru maximalni intenzita, lze vidét
statisticky vyznamné rozdily vzorkd 1/11 (fyzikalné modifikovany bramborovy $krob),
3/11 a 6/11 (chemicky modifikované kukuficné Skroby) od vétSiny ostatnich vzorki.
U vzorka 4/11, 7/11, 8/11, 10/11 (chemicky modifikované kukuiicné Skroby) a 9/11

(nativni tapiokovy skrob) se prokazal rozdil od mensiho poctu vzorkd.
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Tabulka 6: Test dle Tukeye, statisticky vyznamné rozdily vzorka 1/11 — 10/11

_ *% _ *% *% *% *%

-

- _ _ *k _ *k *k *k *k
- *% * % _ * % _ - - -
- *k *%k _ *%k _ _ _ _
- *% *% _ _ _ - - -
- *% * % _ *% _ - - -
- *%k *k _ *k _ _ _ _
- *% *% _ *% _ _ *% _
- K% *% _ *% _ _ *% _
- %k *%k _ *%k _ _ - -
- Kk Kk Kk _ _ - - *%
- *%k *%k _ *%k _ _ _ _
- K% *% _ *% _ _ _ _
- *%k *%k _ *%k _ _ _ _
- *% *% _ *% _ _ *% -
- *%k *%k _ *%k _ _ *%k _
- *% *% _ *% _ _ _ _
- *% *% _ *% - - - -
- _ _ *% _ *% *% *% *%
- _ _ *% *% *% *% *% *%
- *% *% _ *% _ _ *% _
- _ _ Kk Kk Kk *k *k *k
- *% *% _ *% _ _ *% -
(Vysvétlivky: ** = statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky; - = neni statisticky

vyznamny rozdil mezi vzorky)

V tabulce 7 se vétSina vzorkid odliSuje jen od malého mnoZstvi ostatnich vzork,

kromé vzorku 16/11 (nativni kukufi¢ny Skrob), ktery vykazuje rozdil od vice vzork.

46



Tabulka 7: Test dle Tukeye, statisticky vyznamné rozdily vzorkt 11/11 —19/11
WVzorek 1111 1211 1311 1511 1611 1711 1811  19/11
** ** ** ** ** ** **

**

*% * % * % * % *% *% *% *%
- - - - *% - - -
*k *k *k *k _ *%k *%k *%k
_ *k *k _ _ _ _ _

*%

*%

*%k

*%

*%

* %

**

**

**

**

** ** ** ** ** ** ** **
** ** ** ** ** ** ** **
o o o o ** o o o

** ** ** ** ** ** ** **

**

(Vysvétlivky: ** = statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky; - = neni statisticky

vyznamny rozdil mezi vzorky)

V tabulce 8 se od vétSiny ostatnich vzorkll odliSovaly hlavné vzorky 25/11, 26/11
(nativni voskované kukuficné Skroby) a 28/11 (chemicky modifikovany kukuficny

Skrob). Ostatni vzorky se odliSovaly od mensiho poctu vzorkii zhruba stejné.
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Tabulka 8: Test dle Tukeye, statisticky vyznamné rozdily vzorkt 20/11 — 29/11
Vzorek 20/11 21/11 22/11 23/11 24/11 25/11 26/11 27/11 28/11 29/11

1/11 *% *% *% *% *% - - *% - *%
3/11 *% *% *% *% *% - - *%* - *%
4/11 - - - - £ *%k *x - *x -
B/AL | Fx xx N T
7/11 - - - - - R - o -
811 - - - - - T=1=1 - = .
9/11 *% *% - - - *% *% *% *%* *%*
10/11 - - - - - *% *%x _ *% -
11/11 - - - - - *% *% _ *% -
12/11 - - - - - *% *% _ *% -
13/11 = = - - = *x *% - *% _
1511 - - - - N N -
 EE i E e s E s E s
1711 - : : : === = =70 -
18/11 - - - - - *% ** _ ** -
19/11 - - - - - ** ** _ *% -
20/11 - - - - - *%x *%x _ ** _
21/11 - - - - - ** ** _ *% -
22/11 = = - - - *%x *% - *% _
2311 - - - - . N -
24111 - - - - N N -
o IrE=ErTETTE E E e E I EE =
26/11 *% *% *% *% *% *% - *%* - *%
27/11 - - - - - *%* *%* - *% -
28/11 *% *% *% *% *% *% - *%* - *%*
29/11 - - - - - *%* *%* - *% -
(Vysvétlivky: ** = statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky; - = neni statisticky

vyznamny rozdil mezi vzorky)

4.3.3 Prumérna hustota

V tabulce 9 jsou zndzornény statisticky vyznamné rozdily v parametru primeérna
hustota zjisténé pouze u vzorkt 28/11 (chemicky modifikovany kukufi¢ny $krob),
26/11, 25/11 (nativni voskované kukufi¢né Skroby) a 20/11 (chemicky modifikovany
bramborovy $krob) od vétSiny ostatnich uvedenych vzorki. Dale jsou to vzorky 27/11
(modifikovany voskovany kukufi¢ny $krob), 11/11 (nativni pSeniény Skrob), 22/11
(chemicky modifikovany bramborovy skrob) a 8/11 (chemicky modifikovany kukufi¢ny

Skrob), které se odliSovaly jen od nékterych z uvedenych vzork Skrobu.

48



Tabulka 9: Test dle Tukeye, statisticky vyznamné rozdily vzorka 28/11 — 8/11
Vzorek 28/11  26/11  25/11  20/11  27/11  11/11  22/11 8/11

1/11 *% *% *% _ _ _ _ _
3/11 *% *% *% *% _ _ _ _
4/11 ** ** ko s - - - i,
6/11 ** - - ** - - - -
7 / 1 1 ** *%* *%* ** _ _ _ _
8/11 - _ _ ** *% *% *% -
9/11 *% *% *% *% _ _ _ _
1 0 / 1 1 *%* *%* *%* ** _ _ _ _
11/11 *% *% *% *% _ _ _ *%
12/11 *% *% *% *% _ _ _ _
13/11 *% *% *% *% _ _ _ _
1 5 / 1 1 *%* *%* *%* ** _ _ . _
16 / 1 1 ** ** ** ** - - - -
17/11 ** - - ** - - - -
18/11 ** - - ** - - - -
19/11 *% *% *% *% _ _ _ _
20/11 *% *% *% _ *% _ _ *%
21/11 *% *% *% *% _ _ _ _
22/11 *% *% *% *% _ _ _ *%
23/11 *% *% _ *% _ _ _ _
2 4 / 1 1 ** *%* *%* ** _ _ _ _
27/11 ** ** bk £ - - - -
2 9 / 1 1 ** *%* *%* ** _ _ _ _
(Vysvétlivky: ** = statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky; - = neni statisticky

vyznamny rozdil mezi vzorky)

4.4 \/YZNAM POSUZOVANI BARVITELNOSTI SKROBOVYCH ZRN POMOCI ANALYZY

OBRAZU

Rozdilnost intenzity obarveni mezi vySetfovanymi vzorky Skrobli byla rlizné, neda
se proto fict, ze by se od sebe odliSovaly pouze druhové nebo typem modifikace. Jako
priklad se muze uvést statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky 1/11 a 15/11, kdy se
V obou piipadech jednalo o bramborovy skrob fyzikalné modifikovany. Tento rozdil
prokazaly dva ze tfi vybranych parametrd, a to suma hustoty a maximalni intenzita.
Dtivodem rozdilnosti vzorka Skrobu téhoz druhu se stejnym typem modifikace mtze byt
napiiklad ¢aste¢né odbarveni jednoho ze vzorki, zplisobené delsi ¢asovou prodlevou
nez do stanovenych 10 minut od ukonceni barveni po zhotoveni mikroskopického

snimku. Je tfeba také zminit, jaké dalsi faktory ovliviiuji rozdilnou barvitelnost mezi
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jednotlivymi druhy Skrobl. Az na nékolik malo vyjimek byla vétSina vzorkidl riznym
zpusobem modifikovana a pfitom dochazi ke zménam v morfologii a nékterych
vlastnosti §krobt (Pospiech, 2014c), a to mizZe mit za nasledek rizné intenzity obarveni.
Také zavisi na poméru amylézy a amylopektinu, nebot’” molekuly jodu se spiralovité
vinou do fetézce amylozy (Tregubov, 1986), proto v piipadé vyssiho obsahu
amylopektinu u vzorkd voskovaného kukufi¢ného Skrobu ziskdvaného ze specialni
odridy kukufice voskové nedochazelo k takové tvorbé tmavé modrého az Cerného

zbarveni jako u ostatnich druhli vySetfovanych skrobii.

Vysledky méfeni analyzy obrazu pomoci programu NIS — Elements BR 4.13.00. by
v mnohych pfipadech mohly poukazovat i na to, ze kvalita identifikace métenych
objektl (Skrobova zrna) je pomérné hodné¢ zavisla na trovni a kvalité barviciho postupu
mikroskopickych preparati. Obrazovd analyza pracuje pii identifikaci objektl na
zaklad¢é parametr pro barvu, jas a sytost, a tedy v pfipadé¢ dobtfe obarveného vzorku
neni tteba provadét manualni korekci objektd, ¢imz by se tato metoda stala pomalejsi
apracn&jsi. V ramci této prace byla kvalita obarveni mikroskopickych preparatt
a nésledné zhotovenych mikroskopickych snimkd pomérné vysokd, a proto pfi analyze

vybranych objekti nebylo zapotiebi provadét vyrazné manualni korekce.

Pfestoze obrazova analyza predstavuje rychlou, moderni a objektivni metodu, ktera
je dnes v potravinaiském odvétvi hojné vyuzivana pro rizné ucely hodnoceni potravin,
pro rozliSeni jednotlivych druhd Skrobti nebo jejich pozorovani by byla vhodné&jsi
metodou svételna nebo skenovaci elektronova mikroskopie, pomoci které Ize urcit jak
nativni, tak modifikované¢ Skroby. Na snimcich ze skenovaciho elektronového
mikroskopu je mozno také pozorovat, k jakym zméndm dochazi ve struktuie

Skrobovych zrn pfi fyzikalni a chemické modifikaci (Pospiech, 2014c).

Analyza obrazu nachazi nejvétsi uplatnéni predevSim pro kvalitativni a kvantitativni
stanoveni ruznych ptidavka latek do potravin, a tim pomahd odhalit jejich pfipadné
falSovani, které je v souCasné dobé pomérné Castym problémem. Detekce Skrobil a jeho
modifikaci za pomoci analyzy obrazu mize byt uzitecna i v oblasti masného primyslu
pii kontrole kvality masnych vyrobki, jejichz soucasti byvaji rizné druhy mouky a i pii
kontrole kvality masa.
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5 ZAVER

Cilem této prace bylo urcit rozdily intenzity obarveni jodovymi parami mezi
nékterymi vybranymi druhy $krobu, a to mezi bramborovym, kukuticnym, pseni¢nym
a tapiokovym. VétSinu vzorkil predstavovaly Skrob bramborovy, kukuficny, voskovy

kukuficny a jejich riizné modifikované podoby.

Pro zjisténi rozdill byla pouzita obrazova analyza, kde byla barvitelnost skrobovych
zrn hodnocena na zaklad¢ parametrii pro barvu, jas, intenzitu, sytost, odstin a hustotu.
Z téchto uvedenych parametrti prostiednictvim statistického hodnoceni metodou
hlavnich komponent byly vybrany tii parametry, které se jevily jako nejlepSimi
ukazateli rozdilt v intenzité obarveni mezi vySetfovanymi vzorky. Jsou to suma hustoty,

pramérna hustota a maximalni intenzita.

Dalsim provedenim statistického testu mnohonédsobné porovnavani dle Tukeye —
HSD se zjistilo, mezi kterymi vzorky existuje statisticky vyznamny rozdil a mezi
kterymi nikoliv. VétSina vzorkii se mezi sebou liSila rizné, nezavisle na druhu nebo

typu modifikace.

Pro rozliSeni nativnich a modifikovanych Skrobli nebo pouze jejich druhii jsou
nejvhodnéjsi mikroskopické metody, a to svételna ¢i elektronova mikroskopie.
V ptipad¢ urCeni druhu modifikace je elektronovd mikroskopie metoda vhodnéjsi,

nebot’ pomoci ni je mozno urcit, o jaky druh modifikace se jedna.

V soucasnosti tvofi analyza obrazu nezastupitelnou soucast téchto metod, jejiz
hlavni vyhodou je ziskani velkého mnozZstvi dat, které 1ze rtizné statisticky hodnotit
nebo tyto ziskand data porovnavat s jiZz archivovanymi daty a urCovat tak pifipadné

rozdily mezi nimi.
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7 ABSTRAKT

Barvitelnost skrobi jodovymi parami
LukaSové Michaela
Fakulta veterinarni hygieny a ekologie

Veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

V potravinaiském prumyslu je nativni Skrob kvuli svym nepfiznivym vlastnostem
pouzivan jen velmi omezené. Vice se uplatnuji Skroby modifikované, které se do
potravin ptidavaji jako aditiva a zlepSuji tak nékterou vyznamnou vlastnost potraviny.
Jejich detekce se provadi pomoci riznych metod, z nichz nejznamé;jsi a nejpouzivanéjsi

jsou metody mikroskopické spolecné s pouzitim obrazové analyzy.

Prace se zabyva urcenim rozdilti barvitelnosti mezi nativnimi a modifikovanymi
Skroby. Bylo vySetfeno celkem 26 vzorkl, které z vétsi Casti tvotil Skrob bramborovy,
kukuti¢ny, voskovy kukufi¢ny a jejich rizné modifikované varianty. Po tficeti minutach
barveni jodovymi parami byla provedena fotodokumentace na svételném mikroskopu za
pomoci digitalniho fotoaparatu. Poté byla provedena analyza obrazu, kde se na zakladé
parametrl pro barvu, jas, intenzitu, sytost, odstin a hustotu méfila intenzita obarveni
mezi vySetfovanymi vzorky. Nasledné se z uvedenych parametrii za pomoci statistické

metody vybraly ty, které ukazovaly nejvétsi rozdily v intenzité obarveni mezi vzorky.

Na zavér bylo provedeno vyhodnoceni vybranych parametra statistickym testem pro
mnohonasobné porovnavani dle Tukeye, kdy byly zjiStény statisticky vyznamné rozdily
mezi vSemi vzorky, a to ruzné mezi sebou, bez ohledu na druh nebo zpusob jejich

modifikace.

Klicova slova: analyza obrazu, barvitelnost, modifikovany skrob, intenzita, jodové pary
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8 ABSTRACT

Starch dyeability by iodine fuming
Lukasova Michaela
Faculty of Veterinary Hygiene and Ecology

University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences Brno

In the food industry it is a native starch due to their unfavourable properties used
only marginally. The modified starches that are added to foods as additives and improve
some important properties of food are more applied. Their detection is performed using
different methods, of which the best known and most widely used methods are

microscopic in conjunction with image analysis.

Work deals with the determination of the differences staining between native and
modified starches. It was examined 26 samples, which largely formed potato starch,
corn starch, waxy corn starch, and various modified variants. Thirty minutes after
staining with iodine vapour were taken microphotographs using a light microscope and
a digital camera. Afterwards the image analysis was undertaken, where on the basis of
the parameters for colour, brightness, intensity, saturation, hue and density, measured
intensity of staining between investigate samples. Subsequently, from said parameters
using a statistical method selected those that showed the greatest staining differences in

intensity between samples.

At the end was the evaluation of selected parameters carried out using statistics test
for multiple comparison according to Tukey, when were found statistically significant
differences between all samples, differently among themselves, regardless of the type or

the method of their modification.

Key words: image analysis, staining, modified starch, intensity, iodine vapour
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