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1. Cil metodiky

JeCmen je jednou ze svétoveé nejrozsifenéjSich a nejvSestrannéjSich obilovin. Preferované vyuziti
jeCmene je ve sladafstvi a pivovarstvi. VétSina produkce jeCmene je vSak vyuzita pro krmeni zvifat,
kde jsou mén¢ piisné pozadavky na kvalitu. Uplatnéni je¢mene jako pfimé potraviny pro lidi je stale
omezené na oblasti s tradi¢nimi zptsoby jeho vyuziti, ale skyta slibny rozvoj diky zdravotnim
benefitim vlakniny potravy, v je¢menu zastoupené piedev§im ve vodé rozpustnymi neskrobovymi
polysacharidy — B-glukany. Jejich obsah ma také vyznam technologicky a krmivaisky. To vSe vytvaii
pozadavky na znalost jejich obsahu a tedy postupy jejich stanoveni.

Cilem metodiky je poskytnout uzivatelim pomucku pro efektivni stanoveni obsahu B-glukant
Vv obilovinach se zaméfenim na je¢men, at’ uz piimo ve formé nativniho zrna nebo produktt jejich
zpracovani.

2. Vlastni popis metodiky

2.1. Uvod

B-glukany jsou nesSkrobové polysacharidy tvofené nerozvétvenymi fetézci glukopyranosovych
jednotek vazanych glykosidovymi smiSenymi vazbami -(1,3),(1,4) nebo B-(1,3),(1,6). Jsou soucasti
bunéénych stén bakterii, hub, kvasinek, fas, liSejnikd ((1,3),(1,6)-p-D-glukany) a vyssich rostlin
((1,3),(1,4)-B-D-glukany), ve vétsim mnozstvi se nachazeji v semenech nékterych obilovin (Velisek
1999). Obsah B-glukant zavisi na obiloving, odriidé, péstebnich a klimatickych podminkach. Je¢men
a oves maji vyssi obsah B-glukant (2,5 % az 8 %) nez pSenice a zito (do 2 %), sladovnické odridy
je¢mene maji nizsi obsah nez specialni potravinaiské odridy nahého je¢mene. Chovani f-glukanti ve
vod¢ zavisi na jejich struktuie, molekulové hmotnosti, teploté, koncentraci. Rozpustnost klesa napf.
s vy$si molekulovou hmotnosti nebo s poétem B-(1—4) vazeb, v fad€ oves > je¢men > pSenice.
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Obr. 1 Struktura (1—3),(1—4)-f-D-glukanii (Jacob et al., 2014)




2.2. Principy stanoveni obsahu fB-glukant

Rostouci zdjem o zjistovani obsahu B-glukanii souvisi také s rozvojem metod pro jejich stanoveni.
Bylo publikovano nékolik metod pro jejich stanoveni (Hozova et al., 2007). Dulezity je vybér vhodné
extrakéni techniky, protoze mutze ovlivnit kvalitu, strukturu, reologické vlastnosti, molekulovou
hmotnost a dal$i funk¢ni vlastnosti extrahovanych B-glukani (Ahmad et al., 2012). V soucasnosti
jsou nejvice pouzivané McClearyho enzymatickd metoda (Megazyme) a metoda pritokové
vstiikovaci analyzy (FIA).

Tabulka 1. Prehled metod stanoveni B -glukanii a jejich pouziti

Metoda Zdroj

enzymova (Megazyme)  McCleary a Glennie-Holmes, 1985; McCleary a Codd, 1991; Hu a
Burton (2008); Motilva et al. (2014)

enzymova / FIA Jensen et al., (1981); Jargensen (1988); Wu et al. (2008)

enzymova / Pérez-Vendrell et al. (1995); Pérez-Vendrell et al. (1996);
chromatograficka Johansson et al. (2004)

enzymova / jina Aman and Hesselman (1985); Carr, et al. (1990); Saulnier et al. (1994)
NIR Czuchajowska et al. (1992); Szczodrak et al. (1992);

Synytsya et al (2010)

2.3. Princip enzymové metody

Tato metoda byla publikovana vroce 1985 (McCleary a Glennie-Holmes, 1985) a zlstava
celosvétoveé standardnim postupem pro méteni f-glukanli se smiSenymi vazbami v je¢menu, sladu,
sladiné¢ a ovsu (Cauvain and Young, 2009). McCleary a Codd (1991) zjednodusili komeréné
dostupnou enzymatickou metodu kvantitativniho méteni (1,3),(1,4)-B-D-glukanu. Jejich zlepSeni
byla dosaZena bez ztraty presnosti a spravnosti a se zvysenim spolehlivosti. Cinidlo s obsahem
glukosaoxidasy/peroxidasy bylo vyrazné upraveno, aby byla zaji§téna barevna stabilita po dobu az 1
hodiny po vyvoji. Neékteré problémy, které se vyskytly s plivodni metodou, byly feSeny a vyfeSeny a
byly navrzeny a provedeny dal$i experimenty prokazujici kvantitativni povahu testu.

ZjednoduSend f-glukanovd metoda (metoda Megazyme) byla uspéSné hodnocena AOAC
International (metoda 995.16), AACC (metoda 32-23.01) a ICC (metoda ¢. 166, schvalena 1998).
Tato metoda urcuje kvantitativni (1,3),(1,4)-B-D-glukan (B-D-glukan se smiSenymi vazbami) a je
pouzitelna na zrna obilovin), jejich mleté produkty a potraviny na bazi obilovin obsahujici vysokou
hladinu glukézy po predbézné extrakci vodnym ethanolem. Metoda je rychly postup pro piimé,
kvantitativni méteni (1,3),(1,4)-p-D-glukanu (B-D s pouzitim velmi Cisté lichenasy a -glukosidasy).
B-D-glukan je specificky hydrolyzovan lichenasou na oligosacharidy, které se pak kvantitativné $tépi
na glukosu pomoci B-glukosidasy. Glukosa se méfi pomoci pufrované smési glukosaoxidasy a
peroxidasy (Cauvain and Young, 2009).
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Obr. 2 Schéma enzymového stanoveni obsahu B-glukanii se smisenymi vazbami.
2.4. Vybaveni a roztoky nového upraveného postupu

Pfistrojové a materialni vybaveni

Spektrofotometr (510 nm) pro mikrotitracni desticky, odstfedivka, vodni lazen, inkubator (50 °C), laboratorni
mlyn se sitem 0,5 mm, vortexova tiepacka a dalsi bézné laboratorni vybaveni (vahy, mikropipety, filtry,
polypropylenové zkumavky, aj.)

Sodny fosfatovy pufr (20 mM, pH 6.5)

3,12 g dihydrogenfosfore¢nanu sodného (NaH2P0O4.2H20) se rozpusti v 900 ml destilované vody a
pH se upravi na 6,5 pfidanim 100 mM roztoku hydroxidu sodného (4 g/1) (je tfeba cca 50 ml). Objem
se doplni do 1 1. Pfida se 0,2 g azidu sodného.



Sodny octanovy pufr (50 mM, pH 4,0)

2,9 ml ledov¢ kyseliny octové se pfida k 900 ml destilované vody a pH se upravi na 4,0 ptidanim 1 M
roztoku hydroxidu sodného (4 g/1). Objem se doplni do 1 1. Ptida se 0,2 g azidu sodného.

Sodny octanovy pufr (200 mM, pH 4,0)

11,6 ml ledové kyseliny octové se ptida k 900 ml destilované vody a pH se upravi na 4,0 piidanim
1 M roztoku hydroxidu sodného (4 g/l). Objem se doplni do 1 1. Pfida se 0,2 g azidu sodného.

Lichenasa (200 pl, 50 U/ml)
Roztok lichenasy [specificka, endo-(1-3)(1-4)-B-D-glukan 4-glukanohydrolasa] (1 ml).

Obsah lahvicky 1 (lichenasa) se zfedi na 20,0 ml 20 mM fosfatovym pufrem (pH 6,5).

B-Glukosidasa (100 ul, 0,2 U) v 50 mM sodném octanovém pufru

Roztok B-glucosidasy (1 ml).
Cely obsah lahvicky 2 (B-glukosidasa) se ziedi na 20,0 ml 50 mM octanovym pufrem (pH 4,0).

GOPOD (150 ul)
Pufr ¢inidla GOPOD. Pufr (50 ml, pH 7,4), p-hydroxybenzoova kyselina a azid sodny (0,095 % w/v).

Obsah lahvicky 3 (pufr ¢inidla GOPOD) se ziedi na 1 | destilovanou vodou (toto je roztok 3).

Obsah lahvicky 4 se rozpusti ve 20 ml roztoku 3 a kvantitativné se pienese do lahvicky obsahujici
zbytek roztoku 3.

2.5. Postup stanoveni podle upraveného postupu

Pfiprava vzorku

Vzorek obiloviny nebo potravinového vyrobku (cca 50 g) se semele na vhodném centrifuga¢nim
mlynku se sitem 0,5 mm.

Jednoducha extrakce

Tento postup je vhodny pro vzorky nezpracovaného zrna obilovin.

Ptesné zvaZeny pripraveny vzorek (100+20 mg) se pfida do centrifugaéni zkumavky (objem cca
15 ml), sklepnutim se zajisti, Ze na st€énach ulp€ly podil propadne na dno.

Vzorek se navlhéi 200 ul 50% vodného roztoku etanolu (v/v) pro usnadnéni disperse, piidaji se 4 ml
fosfatového pufru (20 mM, pH 6,5) a obsah se zamicha na vortexové tfepacce.

Po zamichani se zkumavka vlozi do vrouci vodni lazn€ a inkubuje se dobu 60 s, energicky se zamicha
na vortexové tiepacce, inkubuje se pii 100 °C dalsi 2 minuty a opét se zamicha.

Zkumavka s obsahem se inkubuje pii 50 °C a ponecha se 5 min na ustaveni rovnovahy.



Extrakce s pfedextrakci

Pfi analyze B-glukani ve vafenych, opékanych a extrudovanych ceredlnich vyrobcich by mél byt
vzorek piedextrahovan vodnym roztokem etanolu pro odstranéni volnych cukri a sniZeni hladiny
tukii a oleju.

Ptesné zvazeny vzorek (~200 mg) se ptida do centrifuga¢ni zkumavky (objem cca 15 ml), sklepnutim
se zajisti, Ze na sténach ulpély podil propadne na dno.

Prida se 5 ml 50% vodného roztoku etanolu (v/v) a inkubuje se ve vrouci vodni lazni po dobu 5 min.
Obsah se zamicha na vortexové tiepacce a prida se dalSich 5 ml 50% vodného roztoku etanolu (v/v),
zamicha se.

Zkumavky se odstied’uji 10 min pii 1800 g (cca. 3000 ot/min), supernatant se odstrani.

Zbyla peleta se resuspenduje 5 ml 50% vodného roztoku etanolu (v/v), obsah se zamicha na vortexové
tiepacce a piida se dalsich 5 ml 50% vodného roztoku etanolu (v/v), znovu se zamicha, odstiedi se a
supernatant se odstrani (jako v pfedchozim kroku).

Peleta se suspenduje ve 4 ml fosfatového pufru (20 mM, pH 6,5) a zkumavka s obsahem se inkubuje
pii 50 °C po dobu 5 min.

St&peni B-glukanti

Ptida se 200 pl lichenasy a obsah zkumavky se promicha. Zkumavka se uzavie parafilmem a inkubuje
se pii 50 °C s pravidelnym energickym promichanim (tj. 3-4 krat) na vortexové tfepacce nebo 1épe
V lazni s kontinualnim tfepanim.

Ptida se 5 ml octanového pufru (200 mM, pH 4,0) a obsah se energicky zamicha na vortexové
ttepacce.

Zkumavka se ponechd 5 min pfi pokojové teploté na ustaveni rovnovahy a odstiedi se (1,000 g,

10 min).

Opatrné a pfesné se oddéli alikvoty (100 pul) do pfipravenych jamek 1. mikrotitrani desticky. Do
dvou z téchto jamek (reakénich) se piida 100 pl B-glucosidasy (0,2 U) v 50 mM octanovém pufru
(pH 4,0), do treti (slepé) jamky 100 pl 50 mM octanového pufru (pH 4,0).

Desticka se nechd inkubovat v termostatu pii 50 °C po dobu 10 min.

Stanoveni glukosy

Do pfipravenych jamek 2. mikrotitracni desti¢ky se odeberou alikvotni podily (10 pl). Ptida se ¢inidlo
GOPOD (150 pl).

Desticka se necha inkubovat v termostatu pii 50 °C po dobu 20 min.

Zméfi se absorbance pti 510 nm.

Kontrolni vzorky

Do kazdé tady stanoveni se zahrnuji v duplikatech slepy vzorek a standard D-glukosy v mnozstvi
50 pg a/nebo 100 pg. Slepy vzorek na prvni desticce tvoii 100 pl destilované vody + 100 pl



octanového pufru. Glukosovy standard na prvni desti¢ce tvoifi 100 pl octanového pufru + 100 pl D-
glukosového standardu (50 pg/ml nebo 100 pg/ml).

Do kazdé tady stanoveni by se mé¢l zahrnout alespon jeden vzorek standardni jecné mouky se znamym
obsahem [-glukand.

Snizeni navazky vzorku

Mnozstvi D-glukosy pfitomné ve zkumavce (tj. ve 100 ul analyzovaného vzorku) by mélo €init 4 az
100 pg. Roztok vzorku pied pridavkem B-glucosidasy se musi dostatecné ziedit 200 mM octanovym
pufrem k dosazeni koncentrace mezi 0,04 a 1,0 g/l, ktera je ekvivalentni pfiblizné¢ 0,35 a 8,5 % j-
glukanti v ptivodnim vzorku. Napt. pokud vzorek obsahuje 20 % B-glukani, m¢l by se 3krat zredit
200 mM octanovym pufrem pied oddélenim alikvoti pro inkubaci s B-glucosidasou.

Pro vzorky s vysokym obsahem B-glukant lze alternativné snizit velikost vzorku na 50 mg a objem
nastavit na 100 ml 200 mM octanovym pufrem po oSetieni lichenasou.

2.6. Priklad aplikace upraveného postupu

Po odstiedéni zkumavek v centrifuze (MPW-350R, MPW MED. INSTRUMENTS) byly 100 pl
alikvotni podily pfeneseny do jamek 96-ti jamkové mikrotitracni desticky. Uspotfadani na desticce
bylo takové, ze jeden sloupec tvoftily slepé vzorky a dva sloupce reakéni vzorky a déle se situace
opakovala. Mezi vzorky byl zatazen glukosovy standard, standardni vzorek jeCmene a kontrolni
vzorek. Po pfidani octanového pufru a B-glukosidasy a jemném zatfepani byla prvni desticka
inkubovana 10 min v termostatu (Q-CELL 60, POL-LAB) pti 50 °C. Po vytaZeni byly pfeneseny
10 pl alikvoty do druhé desticky ve stejném usporadani a pridano 150 pl ¢inidla GOPOD. Po jemném
zatfepani se nechala druha desticka inkubovat v termostatu pii 50 °C dalsich 20 min. Po vytazeni byla
zmétena absorbance na spektrofotometru (MRX II, DYNEX Technologies). Hodnoty reakénich
absorbanci byly zkorigovany na slepé vzorky a obsah B-glukant byl vypocitan podle ptivodniho
protokolu.

Teoreticka spotfeba roztokll na destickach ¢ini v zavislosti na poc¢tu glukosovych kontrol (GK):
1 GK: 3,4 ml octanovy puft, 3,0 ml B-glukosidasa, 14,4 ml GOPOD
4 GK: 4,0 ml octanovy puft, 2,4 ml B-glukosidasa, 14,4 ml GOPOD

Pro ovéfeni postupu a srovnéni s plivodni metodou byly pouZity vzorky nativniho a maceného zrna
je€mene, mleci frakce jeCmene a extrudované vyrobky.

Tabulka2 Porovnani vysledkii ziskanych upravenym a piivodnim postupem

Soubor Pocet vzorkil Rozsah hodnot R?

zrno je¢mene 33 28-7,6 0,98
vyrobky z jeCmene 10 3,4-572 0,96
mleci frakce jemene 24 1,3-8,7 0,98




Obr. 3 Piné obsazend 96-ti jamkova mikrotitracni desticka po barevné reakci. CtyFi bezbarvé
sloupce predstavuji slepé vzorky, Vv hornim radku se strida voda (slepy vzorek) a dvé glukosové
kontroly (100 ug/mi).

Obr. 4 96-ti jamkovad mikrotitracni desticka po barevné reakci s polovicnim poctem vzorki. V levé
poloviné byla provedena reakce s f-glukosidasou, v pravé barevnd reakce s cinidlem GOPOD.
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3. Srovnani ,,novosti postupi

Enzymova metoda pro stanoveni B-glukani je Siroce pouzivana od svého vzniku v roce 1985 a stala
se prumyslovym standardem diky tomu, Ze je ptesnd a spolehliva. Na druh¢ stran¢ vSak mohou byt
omezujici relativné vyssi naklady a nizsi vykonnost pii vétSich sériich vzorkl. Z téchto ditvodt bylo
navrzeno pi1 zachovani spolehlivosti nékolik zplisobti Gprav standardni metody, které vSak nebyly
standardizovany. Na§ modifikovany protokol pfinasi Casové a finanéné uspornéjsi zplisob
enzymového stanoveni f-glukant s vyuzitim 96-ti jamkovych mikrotitraénich desti¢ek a piinasi jej
V ucelené podobé odborné vetejnosti.

4. Popis uplatnéni Certifikované metodiky

Zajem spole¢nosti na zvySovani kvality stravy véetné vyrobki z obilovin (vyroba peciva) a produkti
sladovnického a pivovarského primyslu vede k potfebé znalosti nutri¢ni hodnoty nejen vychozich
surovin, ale 1 meziproduktti a produktii jejich zpracovani. Kvili zaméfeni pozornosti na miru
ptiznivého vlivu vyzivy na zdravi lidi se stale Castéji sleduje i zastoupeni bioaktivnich latek, ke
kterym patii B-glukany. Prezentovana metodika rozsitfuje aplikaci enzymové metody hodnoceni
obsahu B-glukanti, ptedev§im pro hodnoceni velkych souboril vzorkd. Nové navrzeny postup je tak
vhodny pro vyuZiti na pracovistich nejriznéjs$iho typu, ptes akademicka az po praktické provozy,
které se zabyvaji sledovanim obsahu rozpustné vlakniny v potravinarskych produktech na bazi
obilovin. Budoucimi uzivateli metodiky mohou byt univerzity ¢i vyzkumna a §lechtitelska pracoviste,
kde ji mohou uplatnit pii feSeni vyzkumnych projektt, v Slechtitelskych programech k hodnoceni
Slechtitelskych materidlii a pro urychleni selekéniho procesu tvorby novych genetickych zdroji a
odrid. Metodika najde rovnéz uplatnéni pifi popisech a charakterizaci genovych zdroji na
pracovistich zabyvajicich se vedenim a udrZzovanim genofond obilovin. Uvedeny postup 1ze GspéSné
aplikovat i v potravinaiském priimyslu pro hodnoceni vstupnich surovin nebo vyrobkii.

5. Ekonomické aspekty

Metoda vyzaduje v zasadé bézné laboratorni vybaveni, tj. mikrotitracni desticky, pipety, vortexovou
tiepacku, odstfedivku a spektrofotometr. Metoda vychdzi z protokolu Megazyme pro stanoveni f3-
glukanti v obilovinach a ceredlnich vyrobcich. Navrzenymi upravami Vnové metodice jSou
sledovany finan¢ni a ¢asové Uspory oproti vychozimu postupu.

V plivodni metodice predstavuji cenoveé vyznamnou provozni polozku pouZzité chemikalie. V novém
postupu je uspory dosazeno piedevsim u ¢inidla GOPOD, kdy se pouziva 5 % ptivodniho mnozstvi
(150 pl proti 3 ml). To znamena, Ze pii cené baleni 185 € / 660 analyz je vyc¢islena uspora nakladi na
chemikalie pti 1000 analyzach jiz 266 €, tedy cca 20 K¢ (0,8 €) na jeden vzorek. Dale je zde i
nezanedbatelnd Casova uspora (cca 20 min) diky moznosti vyuziti multikanalové pipety a méteni
absorbance az pro 32 vzorkli najednou. Skute€na mira uspor je vzdy ovlivnéna konkrétnim
provedenim, tj. poctem kontrolnich vzorki, efektivitou vyuziti roztoki a materidlu, zru¢nosti,
ztratami atd.
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