Uloha ¢&. 2: POLYSACHARIDY - SKROB

A. STANOVENI SKROBU GRAVIMETRICKY
Princip:

Gravimetrie je zalozena na vylouceni stanovované slozky ve formé malo rozpustné
slouceniny a na jejim pievedeni na slouceninu o piesn¢ definovaném slozeni, ktera se
nasledné vazi. Lze vazit i pfimo izolovanou slou¢eninu.

ZkouSeny vzorek se rozlozi zésaditou hydrolyzou v prostiedi KOH. Nasledné se
Skrobova zrna vysrazi z roztoku vzorku.

Pomiicky:

Erlenmayerova banka 250 ml (1x), nalevka, Biichenrova nalevka, odmérny valec

100 ml, kadinka 250 a 600 ml, vaZenka, pH papirky, mixer, vari¢
Vzorky:

kufeci parky ,,Striptyzky*, pastika (nebo jiny masny vyrobek)

Chemikalie:
8% (w/v) roztok KOH v ethanolu, ethanol (96% a 50%)

Pracovni postup:

1. Do vodni lazné¢ (600 ml kadinka na magnetické michacce) upevnéte 100 ml
Erlenmayerovu banku.
Zvazte nejprve celou nozicku parku (stazeného ze stfivka) nebo baleni pastiky.
Pastiku pouze jemné rozetiete, parek stahnéte ze stfivka a rozemelte.
Do Erlenmayerovy barky pak odvazte 2,5 — 3 g zhomogenizovaného vzorku
K masnému vzorku pfilejte 80 ml 8% alkoholického roztoku KOH.
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Vodni lazen piived'te k varu a obsah Erlenmayerovy baiiky nechte za obcasného

michéni zahfivat na vodni 1azni 45 min.

7. K plné rozpuSténému vzorku ptidejte 25 ml 50% horkého ethanolu. Dojde k vysraZeni
Skrobovych zrn, které nechte usadit na dno.

8. Opatrné odlijte horni vrstvu roztoku.

9. Usazeny $krob 3x dekantujte 30 ml horkého 50% ethanolu. Ucinnost dekantace
sledujte pomoci pH papirku, kdy by hodnota pH méla poklesnout az k neutralni
reakci.

10. Obsah Erlenmayerovy banky pfefiltrujte pomoci Biichnerovy nélevky s pfedem
zvazenym filtraénim papirem.

11. Erlenmayerovu banku diikladné vyplachnéte horkym 50% ethanolem.

12. Srazeninu promyjte 20 ml chladného 96% ethanolu. Po dobu 10 minut nechte pies
vzorek prochazet vzduch.

13. Filtra¢ni papir se vzorkem vloZte do susarny o teploté cca 100 °C a suste do konstantni

hmotnosti.



Vypocty:
Vypocitejte obsah skrobu ve zkoumaném vzorku v hm %:
my
Wskrob = m—o * 100

kde m; = hmotnost ziskaného $krobu, mg = celkova hmotnost vzorku,

Vyhodnoceni a zavér:

Jako vysledek uved'te celkovy obsah Skrobu v analyzovanych vyrobcich (piepoctéte
na hmotnost celé nozi¢ky parku/baleni pastiky) vyjadieny aritmetickym primérem ze tii
soubéznych stanoveni.

Vzajemné srovnejte oba testované vyrobky a pokuste se o srovnani s hodnotami
deklarovanymi vyrobcem.

. Obsah §krobu ) )
Navazka Celkovy obsah | Celkovy obsah
Vzorek ve vzorku my v . .
vzorku my v g Skrobu v g Skrobu v %
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B. DELENT SKROBU NA AMYLOSU A AMYLOPEKTIN
Pomiicky:
Plastova miska, kadinka 800 ml, odmémé valce 500 a 250 ml, nélevka, giza, mixér,
vahy, teplomér, sklenénd tycinka, indikatorovy papirek, kapatko
Vzorky:
Bramborové hlizy 200 g
Chemikalie:
0,9% (w/v) NacCl, 35% HCI, 0,01M a 0,2M NaOH, Lugolav roztok
Pracovni postup:

1. Zhomogenizujte v mixéru 200 g omytych a rozkrajenych bramborovych hliz (na kasi)
a preved’te do 800 ml kadinky naplnéné 500 ml fyziologického roztoku.

2. Suspenzi béhem 5 minut 3x promichejte, prefiltrujte na Biichnerové nalevce, odstrani
se tak hrudky brambor.

3. Filtrat prelijte do dostatecné velké kadinky nechte usadit.

4. Kapalinu opatrné odlijte a usazeny Skrob 3x dekantujte 150 ml fyziologického
roztoku, poté¢ 150 ml 0,01M NaOH a nakonec 3x 150 ml destilované vody.

5. Skrob nechejte vysusit na vzduchu do daliho cviéeni.

6. Zvazte a proved’te dikaz pomoci Lugolova roztoku.

7. Izolovany Skrob pieved’te do Erlenmayerovy banky, ptidejte 1,5 ml 35% HCI a
postupnym dokapanim 35% HCI pomoci kapatka upravte pH na hodnotu 6-7.
Kontrolu pH proved’te indikatorovym papirkem.

8. Vzorek nechte stit do dal§iho cviceni, kdy se na dné kadinky objevi bily gel
(amylopektin).

9. Amylopektin dekantujte a pomalu odfiltrujte na Biichnerové nalevce. Vzorek
amylopektinu suste za laboratorni teploty do konstantni hmotnosti.

Vypocty:
Vypocet % obsahu skrobu/amylézy/amylopektinu ve vzorku:

100

w =
Myzorek

Vypocet obsahu amylozy a amylopektinu:
Mamyiésza = Mskrob — Mamylopektin
Zavér:
Jako vysledek uved’te procentudlni vytézek ziskané¢ho Skrobu z 200g bramborovych
hliz, uved’te procentualni obsah amyldzy a amylopektinu ve vzorku a jejich vzajemné
zastoupeni.

Skrob amyléza amylopektin
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C.DUKAZ PRITOMNOSTI SKROBU A SOLANINU V HLIZACH BRAMBOR
Princip:
Diikaz §krobu: Principem Lugolovy reakce je vznik komplexu $krob-1*~
I2(1) + I'(aq) <> I°"(aq)
1> (ag) <> skrob I*~ komplex

() + 1"(aq) <> skrob I*~ komplex
Diikaz solaninu: Reakci kyseliny sirové s glykoalkaloidem solaninem (piitomny
v nakli¢enych a zelenych ¢astech brambor) dochazi ke vzniku ¢erveného zbarveni. Dochazi
k naruseni cyklopentanoperhydrofenanthrenového skeletu molekuly za vzniku specifického
karbokationtu, ktery se projevuje ervenym zbarvenim

Pomiicky:
Petriho miska, 4 kapilary, niz, pinzeta, filtra¢ni papir, podlozni skli¢ko, mikroskop
Vzorky:
bramborova hliza nakli¢ena a nenakli¢ena
Chemikalie:
Koncentrovana H,SO,4, koncentrovana CH3COOH, 1% vodny roztok formaldehydu,
1% H,0,, Lugoluv roztok (5 g I a 10 g KI v 85 ml destilované vody)

Pracovni postup:
1. Zbramborové hlizy (1x nakli¢ené, 1x nenakli¢ené) ukrojte tenky platek slupky (v
ptipadé¢ nakli¢ené i s klickem) a poloZte jej na Petriho misku nebo podlozni skli¢ko.
2. Dukaz skrobu: na kazdy platek kapnéte 1-3 kapky Lugolova roztoku.
3. Dukaz solaninu: postupné kapejte na platek 1-3 kapky konc. CH3;COOH, konc.
H2SO4, 1% roztoku formaldehydu a 1% H,0O,.
4. Ptitomnost solaninu se projevi nacervenalym zbarvenim, pfitomnost Skrobu se projevi
temn¢ modrym zbarvenim.
Zavér
Jako vysledek uved’te porovnani nakli¢ené a nenakli¢ené hlizy. Pokus monitorujte
fotografiemi (postaci z mobilniho telefonu).



D. ENZYMATICKA HYDROLYZA SKROBU
Princip:

Skrob je slozeny z amylopektinu a a-amylozy, ktera vytvaii sroubovici na kterou se
vaze Lugoliv roztok (modrofialové zbarveni). V ptipad¢, ze k roztoku Skrobu ptidame sliny,
které obsahuji a-amylasy, dojde ke sté€peni a-glykosidické vazby, a tim k degradaci $krobu na
mensi jednotky (dextrin, maltéza). V tomto okamziku Lugoltv roztok nezbarvi obsah
zkumavky, jelikoz se jod nema kam vazat.

O probihajicim Stépeni svéd¢i zména barvy produktu poskytovaného Skrobems
roztokem jodu. Béhem reakce prechazi modré zbarveni skrobu s Lugolovym roztokem, pies
hnédé (dextrin) az po slabé zluté (maltoza).

Pomiicky:

kadinka 250 ml, vafi¢, zkumavky, kapatko, odmérny valec, kapkovaci desticka
Vzorky:

Skrobovy maz, lidské sliny (nafedéné destilovanou vodou 1:1)
Chemikalie:

Lugoliv roztok
Pracovni postup:

1. Piiprava skrobového mazu — rozmichejte 1 1zi€ku Skrobu v nékolika ml destilované
vody a smés nalijte za stilého michani do 200 cm® vrouci vody. Maz nechte
vychladnout.

2. Do 2 zkumavek nalijeme pomoci odmérného valce 5 ml Skrobového mazu.

Postup A:

3. Prvni zkumavku nechejte jako referenéni, do druhé zkumavky ptidejte asi 5 ml
lidskych slin.

4. Ob¢ zkumavky vlozte do vodni 1azné a mirné zahtivejte (asi 20 min).

5. Do kazdé zkumavky ptikapnéte 2—3 kapky Lugolova roztoku.

6. U referen¢niho vzorku (obsahuje pouze Skrobovy maz) by mélo dojit k modrému
zbarveni. U druhé zkumavky (maz a sliny) dojde k vytvofeni oraznzového zbarveni
Postup B:

7. Do obou zkumavek pfidejte asi 5 ml lidskych slin. Prvni zkumavku nechte ve stojanku
jako referen¢ni. Druhou zkumavku vlozte do vodni 1azn€ a mirn¢ zahftivejte.

8. V pravidelnych intervalech (5 min) odebirejte na kapkovaci desti¢ku vzorek z obou
zkumavek, ptidejte kapku Lugolova roztoku a sledujte zménu zbarveni.

9. Zabarveni referenéniho vzorku bude modré na dikaz pritomnosti Skrobu, u zabarveni
zahiivaného vzorku by mélo dochazet k barevnym zménam v zavislosti na rychlosti
enzymatické degradace Skrobu lidskymi slinami.

Zavér:
Do protokolu uved'te barevnou zménu



