Technologie vyroby skrobového sirupu
a jeji vliv na vystupni kvalitu

Bc. Petra SmieSkova

Diplomova prace i Univerzita Tom4se Bati ve Zliné
2016 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka

Ustav analyzy a chemie potravin
akademicky rok: 2015/2016

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a piijmeni: Bc. Petra Smieskova

Osobni ¢éislo: T140003

Studijni program:  N2901 Chemie a technologie potravin

Studijni obor: Technologie potravin

Forma studia: kombinovana

Téma prace: Technologie vyroby skrobového sirupu a jeji vliv na vystupni
kvalitu

Zasady pro vypracovani:

l. Teoreticka cast

1. Technologie vyroby pseni¢ného skrobu.

2. Technologie vyroby skrobového sirupu a maltodextrinu.

3. Parametry a ovéfovani kvality vstupnich surovin a vystupnich produkti.

Il. Prakticka ¢ast

1
2.

Metodika stanoveni a shromazdéni vzorki.

Stanoveni sacharidového slozeni jednotlivych glukézovych, maltézovych sirupt
a maltodextrinii v zavislosti na stupni zcukfeni.

. Zhodnoceni vlivu vyroby na stabilizaci barvy sirupovych stav.

. Lpracovani a vyhodnoceni vysledka.



Rozsah diplomové prace:
Rozsah pfiloh:
Forma zpracovani diplomové prace: tisténa/elektronicka

Seznam odborné literatury:

[11 VELISEK, J., HAJSLOVA, J.: Chemie potravin . 3. roz3ifené a pfepracované vydani.
Tabor: OSSIS, 2009. 602 s., ISBN 978-808-6659-17-6.

[21 VODRAZKA, Z., a kol.: Enzymologie. 3. pfepracované vydani. Praha: VSCHT, 1998, 171
s., ISBN 80-708-0330-4.

131 COPIKOVA, J.: Chemie a analytika sacharidi. 1.vydani. Praha: VSCHT, 1997.104 s.,
ISBN 80-708-0306-1.

[4] KADLEC, P.: Technologie sacharidi. 1. vydani. Praha: VSCHT, 2000. 138 s., ISBN
80-708-0400-9.

151 CEPICKA, J., a kol.: Obecna potravinaiska technologie. 1. vydani. Praha: VSCHT, 1995.
246 s., ISBN 80-7080-239-1.

[6] HULL, P.: Glucose Syrups: Technology and Applications. 1.edition, 2010, 392 p., ISBN
978-1405175562.

Vedouci diplomové prace: Ing. Jifi Mi¢ek, Ph.D.
Ustav analyzy a chemie potravin

Datum zadéni diplomové prace: 20. ledna 2016
Termin odevzdani diplomové préce:  29. dubna 2016

Ve Zliné dne 20. ledna 2016

o~

doc. Ing. Frantisek Burka, Ph.D. Iné. Jifi Mi¢ek, Ph.D.
dékan reditel ustavu




Pfjmeni a jméno: Petra Smieskova Obor: Technologie potravin

PROHLASENI
Prohladuji, Ze

*  beru na védomi, Ze odevzdinim diplomové/bakalifské price souhlasim se zvefejnénim
své price podle zdkona & 111/1998 Sb. o vysokych Skoldch a o zméné a doplinéni dal-
Sich zdkoni (zdkon o vysokych 3koldch), ve znéni pozdéjSich pravnich pfedpisi, bez
ohledu na vysledek obhajoby”;

+ beru na védomi, Ze diplomovd/bakaléfskd price bude uloZena v elektronické podob&
v univerzitnim informaénim systému dostupnéd k nahlédnuti, Ze jeden vytisk diplomo-
vé/bakaldfské price bude uloZen na pfisluiném Gstavu Fakulty technologické UTB
ve Zlin¢ a jeden vytisk bude uloZen u vedouciho price;

» byl/a jsem sezndmen/a s tim, Ze na moji diplomovouwbakaldfskou préci se piné vztahu-
je zdkon &. 121/2000 Sb. o privu autorském, o prévech souvisejicich s pravem autor-
skym a o zméné& nekterych zdkond (autorsky zdkon) ve znéni pozd&jich pravnich
predpisd, zejm. § 35 odst. 3 7;

*  beru na védomi, Ze podle § 60 Yodst. 1 autorského zdkona md UTB ve Zliné privo
na uzavieni licenéni smlouvy o uZiti Skolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského
zédkona;

 beru na védomi, Z¢ podle § 60 Yodst. 2 a 3 mohu uzit své dilo - diplomo-
vowbakaldfskou préci nebo poskytnout licenci k jejimu vyuZiti jen s pfedchozim pi-
semnym souhlasem Univerzity Toméase Bati ve Zling, kterd je oprivnéna v takovém
pFipadé ode mne poZadovat pfiméfeny prispévek na thradu ndkladi, které byly Uni-
verzitou Tomade Bati ve Zlin& na vytvofeni dila vynaloZeny (aZ do jejich skutené vy-
Se);

* beru na v&domi, 2¢ pokud bylo k vypracovini diplomové/bakalifské price vyuZito
softwaru poskytnutého Univerzitou Tomése Bati ve Zliné nebo jinymi subjekty pouze
ke studijnim a vyzkumnym G&elim (tedy pouze k nckomer&nimu vyuZiti), nelze vy-
sledky diplomové/bakaldfské prace vyuZit ke komerénim G&elim;

*  beru na védomi, Ze pokud je vystupem diplomové/bakaldfské price jakykoliv softwa-
rovy produkt, povaZuji se za souddst price rovnéZ i zdrojové kédy, popf. soubory,
ze kterych se projekt sklddd. Neodevzdéni této souddsti mize byt diivodem k neobhd-
jeni price.

Ve Zliné 22. dubna 2016 -




Y zdkon & 111/1998 Sh. o vysokych skoldch a o zméné a doplnéni dalsich zdkond (zékon o vysokych $koldch), ve znéni pozdéjsich prdvnich
predpisd, § 47 Zverejriovani zavérec¢nych praci:

(1) Vysokd Skola nevydélecné zverejriuje disertacni, diplomové, bakaldrské a rigorézni prdce, u kterych probéhla obhajoba, vietné po-
sudkd oponentu a vysledku obhajoby prostrednictvim databdze kvalifikacnich praci, kterou spravuje. Zptsob zverejnéni stanovi vnitrni
predpis vysoké skoly.

(2) Disertacni, diplomové, bakaldr'ské a rigorézni prdace odevzdané uchazecem k obhajobé musi byt téZ nejméné pét pracovnich dni pred
kondnim obhajoby zverejnény k nahliZeni verejnosti v misté urceném vnitfnim predpisem vysoké skoly nebo neni-li tak uréeno, v misté
pracovisté vysoké skoly, kde se md konat obhajoba prdce. KaZdy si muZe ze zverejnéné prdce porizovat na své ndklady vypisy, opisy nebo
rozmnoZeniny.

(3) Plati, Ze odevzddnim prdce autor souhlasi se zverejnénim své prdce podle tohoto zdkona, bez ohledu na vysledek obhajoby.

2 zdkon ¢& 121/2000 Sb. o prévu autorském, o prdvech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zdkont (autorsky zdkon)
ve znéni pozdéjsSich prdvnich predpisd, § 35 odst. 3:

(3) Do prdva autorského také nezasahuje Skola nebo skolské Ci vzdéldvaci zarizeni, uZije-li nikoli za ucelem pifimého nebo nepfimého
hospoddrského nebo obchodniho prospéchu k vyuce nebo k viastni potrebé dilo vytvorené Zdkem nebo studentem ke splnéni skolnich
nebo studijnich povinnosti vyplyvajicich z jeho prdavniho vztahu ke Skole nebo Skolskému ¢i vzdéldavaciho zarizeni (Skolni dilo).

3) zdkon ¢&. 121/2000 Sb. o prdvu autorském, o prdvech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zékonu (autorsky zdkon)
ve znéni pozdéjsich prdvnich predpist, § 60 Skolni dilo:

(1) Skola nebo skolské ¢i vzdéldvaci zafizeni maji za obvyklych podminek prdvo na uzavreni licenéni smlouvy o uZiti $kolniho dila (§ 35
odst. 3). Odpird-li autor takového dila udélit svoleni bez vdzného duvodu, mohou se tyto osoby domdhat nahrazeni chybéjiciho projevu
Jjeho vile u soudu. Ustanoveni § 35 odst. 3 ziistdvd nedotceno.

(2) Neni-li sjedndno jinak, miaZe autor skolniho dila své dilo uZit ¢i poskytnout jinému licenci, neni-li to v rozporu s oprdvnénymi zdjmy
Skoly nebo skolského Ci vzdéldvaciho zarizeni.

(3) Skola nebo skolské ¢i vzdéldvaci zafizeni jsou oprdvnény pozadovat, aby jim autor skolniho dila z vydélku jim dosaZeného v souvislosti
s uZitim dila ¢i poskytnutim licence podle odstavce 2 pfimérené pfispél na uhradu ndkladd, které na vytvoreni dila vynaloZily, a to podle
okolnosti aZ do jejich skutecné vyse; pritom se prihlédne k vysi vydélku dosaZeného skolou nebo Skolskym Ci vzdéldvacim zarfizenim z uZiti
Skolniho dila podle odstavce 1.



ABSTRAKT

Skrob a vyrobky ze $krobu nachéazeji §iroké uplatnéni nejen v potravinaiském pramyslu. Je

mnoho druhti Skrobti Z riznych rostlinnych zdroja a kazdy ma své specifické vlastnosti.

Jednou skupinou vyrobki ze Skrobu jsou i Skrobové hydrolyzaty. Hydrolyza Skrobu mutze
byt provedena dvéma zptisoby a to kyselou ¢i enzymatickou cestou. Enzymaticka hydrolyza

ma vyhodu V tom, Ze proces a vysledné sacharidové slozeni lze 1épe fidit.

Cilem prace bylo sledovat u¢inek nékolika druhi amylolytickych enzymi na rizné druhy

Skrobu.

Rychlost ztekuceni u pSeni¢ného B skrobu je vyssi zejména v prvnich minutach, pozdéji uz
nariist DE (dextr6zového ekvivalentu) neni tak prudky. Ostatni Skroby maji podobné kiivky

narustu DE.

Zcukfujici o amylasa nevice hydrolyzovala bramborovy skrob, kde doslo k nejvyssimu na-
rustu DE, ale i glukosy, maltosy a maltotriosy. f amylasa hydrolyzovala kukufi¢ny a bram-
borovy skrob az na glukosu, u pSeniéného A i1 B Skrobu byla produkovana zejména maltosa
a v mensi mife maltotriosa. Glukoamylasa vSechny $kroby §tépila az na glukosu. Pullulanasa

nejvice hydrolyzovala bramborovy skrob a nejméné pSeni¢ny B skrob.

Ze zjisténych vysledkl vyplyva, ze pti enzymove hydrolyze zalezi na druhu Skobu a vybéru

enzymu pro dosaZeni optimalnich vysledk.

Klicova slova: enzymova hydrolyza, ztekuceni, zcukieni, Skrob, kukufice, brambory, pSe-

nice, a amylasa, p amylasa, glukoamylasa, pullulanasa



ABSTRACT

Starch and its products have wide applications, which doesn't include solely food industry.
There are many kinds of starch from various crop sources and each has it's specific charac-

teristics.

One group of starch products are also starch hydrolyzates. Hydrolysis of starch can be done
via two methods - by either acidic or enzymatic way. Enzymatic hydrolysis has an advantage
in certain aspects - that the process and resultant saccharid composition can be controlled

more easily.

The purpose of this thesis was to observe the effect of several kinds amylotic enzymes on

different kinds of starch.

The speed of liquefaction for wheat B starch is higher especially in first minutes, later the
growth of of DE (dextrose equivalent) is not that rapid. Other starches have similar growth
curve of DE.

The saccharifying o amylase hydrolysed potato starch the most, where the biggest growth of
DE occured, but also glucose, maltose and maltotriose. p amylase hydrolysed corn and po-
tato starches to glucose, with wheat A and B starches were produced mainly maltose and
secondarily maltotriose. Glucoamylase broke all starches down to glucose. Pullulanase hyd-
rolyzed potato starch the most and wheat B starch the least.

From the gathered results can be seen, that achieving optimal results with enzymatic hydro-
lysis depends on both starch kind and enzyme choice.

Keywords: enzyme hydrolysis, liquefaction, saccharification, starch, corn, potato, wheat,

a amylase, p amylase, glucoamylase, pullulanase



Rada bych podékovala panu Ing. Jitimu MlIc¢kovi, Ph.D. za ochotu, cenné rady a trpélivost.
Dale bych chtéla pod€kovat Ing. Pavle Havlové, Ph.D. a Ing. Jifimu Kaparovi za pomoc pii

praktické ¢asti pokusu, S vyhodnocovanim vysledkl a také za inspiraci.

Prohlasuji, ze odevzdana verze diplomové prace a verze elektronicka nahrana do IS/STAG

jsou totozné.



OBSAH

L6 Y40 ) TR 11
I TEORETICKA CAST ..ottt ettt sttt en et s e ee et n e eeneees s, 12
1 TECHNOLOGIE A SUROVINY PRO VYROBU SKROBU........c.coocoovveeevnn. 13
1.1 R 21 () ST 13
1.1.1 Slozeni pSENiCNENO ZIMA .......ccoviiiiiiiiieiie e 13

1.1.2 Chemické SI0ZKY MOUKY ....coiiiiiiiiiiiiiiie i 14

1.1.3  Sacharidy obilovin ... 14

1.1.4  NeSkroboveé polysacharidy ........cccccoviiiiiiiiiiiiiniiieie e 15

1.1.5  BilkovIny ODIIOVIN ...ooiuiiiiiiiiiieiie e 15
1151  PSeniCny lepek .....ooovieiiiiiieiiii e 16

116 TUKY ODIHOVIN .ttt 16
1.1.7  Vyroba pSeni€ného SKIODU.......cccoiuiiiiiiiiiiie e 17
1.1.7.1  MartinQV ZPUSOD .....eeeiuiiiiieiiieiiiesiee st ettt ettt nneenee s 17

1.1.7.2 D¢éleni tidkého tésta na specialnich odstiedivkach.........c.cccccoeeriirennnnn 17

1.2 BRAMBOROVY SKROB ...uuuuuuuuususuuususussssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssmee 18
1.2.1 Slozeni bramborovych hliz ... 18

1.2.2  Vyroba bramborového SKrobU...........cccovviiiiiiiiiiiiiie e 19

1.3 KCUKURICNY SKROB ..1tvuvuvvtstussssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsns 22
1.3.1 Slozeni KUKUFICNENO ZIMA ........oe ettt e e e e e 23

1.3.2  Vyroba kukuficn€ho SKrobu..........cccocoviiiiiiiiii e 24

1.4 VLASTNOSTI SKROBU ...0uuuuuuuuuuusssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssen 25
141 SHUKIUTA SKEODU .ttt ettt s e e e e et et e e e e e e e eeennbannas 25

1.4.2 MazovatBni SKIODU ....ooeeeeeeee oottt e e e e e e e e e 26

1.4.3  Retrogradace SKIODU........ccoiiiiiiiiiiiiiiieie e 27

2  SKROBOVEHYDROLYZATY A JEJICH TECHNOLOGIE .....cccovevvvreennn. 28
2.1 KKYSELA HYDROLYZA ..uuuuuuuuuuutusuuususussssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssmee 28
2.2 SNVAEY (0177 504 5) :10) 5 @7/ N 28
2.2.1  ENZYMY oottt 29
2.2.1.1  AfaAMYIASY ..o 29

2.2.1.2  Betaamylasy......ccccceeiiiieiiee e 30

2.2.1.3  Archebakteridlni amylasy ........ccccceoviiiriiiiiniiiienece e 30

2.2.1.4 1soamylasa, amylopullulanasa ..............cccccooveieiieiecie s 31

2.3 RAFINACE SKROBOVYCH HYDROLYZATU ...cooooiiiiie e 32
2.3.1  Filtrace zcukfenych STAV .......cooiiiiiiiiiiic s 32

2.3.2  Citdni §CAV POMOCT 10NEXT...urvrververerricereriieseseeieeeseree et esessee s, 32

2.3.3  Odpaiovani a suSeni Sirupovych STAV ........cccceiiiiiiiiiiie 33

2.4 (20 20) 5] 06 A5 0°40) 10 A ¢/ G 33
P R |V - 10T (=) ¢ £ 1 [P RRRR 33
2.4.1.1 Vlastnosti a pouziti maltodeXtrinu..........cccccvrverieniniiiiieniee s 34

242  GIUKOZOVY SITUD oottt 34
2.4.2.1 Pouziti glukOZOVENO SITUPU ...o.vvevieiiiic e 34

B CILE PRACE ...ooooooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeet ettt ettt ettt ettt et es et s e 36

HPRAKTICKA CAST oo e e e e e et r et e et e s e er e anann 37



4 MATERIAL A METODIKA .........cocooooiiiviieeeiieiesesesesies s 38

4.1 ZTEKUCEN{ A ZCUKREN{ RUZNYCH DRUHU SKROBU......cccoiiuiireeiiiiireesiineeeesannnnnans 38

4.2 STANOVENI REDUKUJICICH SACHARIDU DLE SCHOORLA .....cccoitiiieeiiiiireesiieeeeeeans 39

4.2.1  PracOVIL POSTUD ..veiiiiiiiiiieiiiiie it e sttt e sttt et e b e an e 40

4.2.2  Stanoveni DE VYPOCIEM ......ccviiiiiiiiiiiiiiciciee e 41

4.3 STANOVENI SACHARIDOVEHO SLOZENI CHROMATOGRAFICKY .....cccovvireeeiiiieeeennns 42
4.4 STANOVENI BARVY SIRUPOVYCH STAV PRED A PO PRUCHODU IONEXOVYMI

(O 0] Y Y, PSRRI 42

5 VYSLEDKY A DISKUZE .......cooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeee e en s e s seene s en s 43

51 ZTEKUCENT SKROBU .....uttiiieiiiiiteesiiieeeessistseesasstaeaesstseeessansseessssssnsesssnsssssessnssneens 43

5.2 ZCUKRENI SKROBU RUZNYMI DRUHY ENZYMU ....ceeeiiiiiiieeiiiineeesiineeeesnnnneeessnnnneens 44

5.2.1  Vliva amylasy na rizné druhy SKrobl ............cccoviiiiiiie 44

5.2.2  Vliv B amylasy na rdzné druhy SKrobll ..........ccccceviiiiiiiiiiiicicec 47

5.2.3  Vliv glukoamylasy na riizné druhy SKrobl ............cccoovviniiiiiie 50

5.24  Vliv pullulanasy na rizné druhy SKrobl ............cccceiiiiiiiiiicii 53

5.3 SPEKTROFOTOMETRIE SIRUPOVYCH STAV ..ottt 55

27N ) 2 SO 57

SEZNAM POUZITE LITERATURY ......oooiitiiieeeeeeeeee sttt 58

SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK ...........cocovviiiiinisiseeeeereeennns 63

SEZNAM OBRAZKU .........oooiiieieeeoeoeeeeeeeeee st enes st 64

SEZNAM TABULEK ...ttt sttt ettt e st sbe e srbe e e sabe e eaaeeens 65

SEZNAM PRILOH........ooooooeeeooeeeeeeeeeeeeeeee et ee et e e er et s e e e e er e er e e s 66



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 11

UvVOD

Skrob a vyrobky ze $krobu nachézeji $iroké uplatnéni nejen v potravinaiském primyslu.
Jednou skupinou vyrobkl ze Skrobu jsou Skrobové hydrolyzaty, které maji vdnesni dob¢
nezastupitelné misto. Retézce $krobu jsou v tomto procesu §tépeny az na glukosu. Stupei
hydrolyzy Skrobu se vyjadiuje jako DE (dextrézovy ekvivalent). Podle tohoto parametru se
tyto hydrolyzaty dé€li do nékolika skupin (maltodextriny, gluk6zové sirupy). Tyto produkty
se pouzivaji napiiklad pro zlepSeni barvy, textury, chuti a stability mnoha potravin. Vyuzi-
vaji se v raznych odvétvich protravinarského primyslu, jako naptiklad pti vyrobé napoji

(alkoholickych i nealkoholickych), nebo cukrovinek ¢i mléénych vyrobku.

Glukézovy sirup se pouziva jako nadhrada cukru nebo medu v mnoha recepturach, které vy-
zaduji nizsi stupen sladkosti. Také se pouziva v ovocnych a zeleninovych konzervach, nebo
pii vyrobé¢ rajcatové omacky a kecupu.

Konverze skrobu mtze byt provedena dvéma zptsoby a to kyselou ¢i enzymatickou hydro-

lIyzou. Enzymaticka hydrolyza ma hlavni vyhodu v tom, Ze proces a vysledné sacharidové
slozeni lze 1épe tidit.

Skrobové hydrolyzaty se vyrabi zejména z kukufi¢ného Skrobu. V mensi mife se vyrabi i
z pSeni¢ného, bramborového ¢i jinych Skrobl. Kazdy Skrob ma své specifické vlastnosti.

V této diplomové praci byl zkouman u¢inek enzymu na hydrolyzu nékolika druht skrobu.
Nejprve byly ztekuceny suspenze $krobu bakterialni o amylasou. Poté byly pfidany rtuzné
druhy zcukiujicich enzymt, pti¢emz kazdy tvoii specifické produkty.

vvvvvv

Skrobovych hydrolyzatu.
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1 TECHNOLOGIE A SUROVINY PRO VYROBU SKROBU

vvvvvv

sem asimilace v zasobnich organech rostlin (v hlizach brambor nebo semenech kukufice,
pSenice, ryze) ve forme skrobovych zrn. Podle surovin, ze kterych je vyrobeny, rozeznava-

meskrob bramborovy, kukufi¢ny, pSeni¢ny, ryZzovy a jiné [1].

1.1 PSenice

Psenice je obilovina, rostlina rodu Triticum [2]. Po kukufici a ryzi je jedna z nejrozsitené;-
Sich obilnin [3].

1.1.1 SloZeni pSeni¢ného zrna

Psenice patii k obilovinam, které provazi lidstvo od nepaméti. PSenice se péstuje zejména
pro zrno (obilky). Hlavni anatomické ¢asti obilek jsou kli¢ek, endosperm a aleuronova

vrstva. Tyto ¢asti se svym chemickym slozenim vyrazné lisi [4], [5].

Tabulka 1Slozeni pSeni¢ného zrna [6]

_ Primérné sloZeni (%)
Skrob 68,4
Vlaknina 1,2
Proteiny 13,5
Cukry 0,8
Popeloviny 0,6
Lipidy 1,5
Voda 14

Obalove vrstvy tvoti ochranu obilky pred vnéjSimi vlivy. V mlynské technologii se oznacuji

jako otruby [5].
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Klicek je vlastnim zarodkem nové rostliny a nositelem geneticke informace. Pti mlynském

zpracovani je oddélovan. Je bohaty na bilkoviny a tuk, ktery ma na vzduchu kratkou stabilitu
[51, [7].

Endosperm neboli vnitini zivné pletivo je vnitini ¢ast zrna. Predstavuje nejvétsi podil zrna
a je technologicky nejvyznamnéjsi ¢asti. PSeni¢nd mouka je témér Cisty rozdrceny pSenicny
endosperm. Nejvétsicast endospermu tvoii Skrob, hned za nim nasleduje bilkovina. Ta tvoii

asi desetinu obsahu endospermu [5].

Aleuronova vrstva je nejvrchnéjsi vrstva endospermu. Obsahuje pievazné globuliny a také
obsahuje hodné barevnych latek [5], [7].

1.1.2 Chemické slozky mouky

Zakladnimi stavebnimi sloZzkami obilnych zrn jsou sacharidy a bilkoviny. Ob¢ tyto slozky
jsou slozené z jednoduchych molekul, které¢ jsou vzdy zékladni stavebni sloZkou polymeru.
V piipad¢ bilkovin jsou témito stavebnimi jednotkami aminokyseliny a u sacharida jsou to
monosacharidy (jednoduché cukry, v ptipad¢ skrobu je to glukosa). V malych mnozstvich
se v zrnech nachazi i dalsi slozky, jako naptiklad lipidy, mineralni latky, v malém mnozstvi

i vitaminy, barviva atd [5].

1.1.3 Sacharidy obilovin

Monosacharidy jsou zékladnimi stavebnimi jednotkami oligo- a polysacharidf. Volné se vy-
skytuji ve zralych obilnych zrnech pouze v nepatrném mnozstvi a to predevs§im v kli¢ku. Do
mouky sejich dostava jen malo (cca 1-3 %). Mezi nejvyznamnéj$imi monosacharidy v obi-
lovinach patii pentosy - arabinosa, xylosa, ribosa; z hexos jsou to glukosa, fruktosa, galak-

tosa, mannosa [5].

Mezi nejvyznamnéjsi oligosacharidy patii maltosa (dvé molekuly glukosy spojené vazbou
a-1—4) a isomaltosa (tvofenadvéma molekulami glukosy, které jsou spojené vazbou a-
1—6) [5].

Polysacharidy jsou vedle bilkovin nejvyznamnéjsi skupinou biopolymera obilovin. Podle
ti¢elu v rostling je mozno je rozdélit na zasobni a stavebni polysacharidy.Skrob je typickym
predstavitelem zasobnich polysacharidi. Tento druh polysacharidii je pro organismy zdrojem
¢i rezervoarem energie. Stavebni polysacharidy jsou zakladem buné¢nych stén rostlin, prak-

ticky nosnym skeletem rostlinnych pletiv. Patii mezi né¢ celulosa, hemicelulosy, lignin
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a dalsi. Polysacharidy obilnych zrn délime nejcastéji na Skrob a neskrobové polysacharidy

[5].

1.1.4 Neskrobové polysacharidy

Neskrobové polysacharidy jsou zastoupeny ptedevsim v obalovych vrstvach obilky. Pri-
mérny obsah neskrobovych polysacharidii v susiné obalovych vrstev se pohybuje mezi 35 —
45 % [8].

Celulosa je hlavni stavebni latka bunéénych stén vyssich roslin. Je podobné jako skrob vy-
budovana z polymert tvofenych fetézci glukosovych jednotek, které jsou spojeny vazbou -

(1—4). Celulosa neni rozpustna ve vod¢, a za normalnich teplot ani vyrazné nebobtna [5],
[8].

Arabinoxylany jsou dal$i skupinou polysacharidi v bunéénych sténach endospermu pSenice.
Jsou tvofeny pfevazné€ arabinosou a xylosou. Nazyvaji se pentoSany, protoze jsou polymery
pentos — monosacharidti s 5 atomy uhliku v molekule. Podle rozpustnosti se déli na pen-

tosany rozpustné ve vod¢ a pentoSany ve vodé nerozpustné [8].

1.1.5 Bilkoviny obilovin

Obsah bilkovin Vv suSiné obilky se lisi podle botanického druhu obilky, odriidy, podminek
péstovani, atd. ale obecné plati, Ze susina obilky vypéstované v CR obsahuje 8 — 15 % bil-
kovin. Obsah a vlastnosti bilkovin vyznamné ovliviiuji technologickou kvalitu obilky, 1 kdyZ

pozadavky ruznych zpracovateld se vyznamné lisi [8].

Obilné bilkoviny se déli podle riiznych hledisek, napt. podle rozpustnosti, velikosti molekul,
chemického slozeni atd. Nejcastéji se pouziva klasické Osbornovo rozdé€leni a je zalozeno
na rozpustnosti. Takto jsou bilkoviny rozdéleny na ¢tyfi zakladni frakce: albuminy (roz-
pustné ve vod¢), globuliny (rozpustné v solnych roztocich), prolaminy (rozpustné v 70 - 90%

alkoholu) a gluteliny (rozpustné ve ziedénych roztocich kyselin a zasad) [8].

Protoplazmatické bilkoviny, mezi které patii albumin a globuliny, tvofi s nukleovymi kyse-
linami a lipidy strukturu cytoplazmy a bunécného jadra, jiné patii mezi enzymaticky aktivni
bilkoviny. Prolaminy a gluteliny jsou zasobni bilkoviny. Pfi kli¢eni zrna se snadno §tépi na
aminokyseliny a peptidy a jsou tak zdrojem dusiku pro tvorbu bilkovin, které se syntetizuji

ve vyvijejicim se embryu [8].
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Pseni¢né prolaminy se nazyvaji gliadiny a pSeni¢né gluteliny jsou ozna¢ovany jako gluten-
iny. Souhrnné se gliadiny a gluteniny oznacuji jako lepkotvorné bilkoviny. Obsah a kvalita
lepkotvornych bilkovin vyznamné ovlivituje vlastnosti pSeni¢ného tésta, a tim rozhoduje o

jeho vhodnosti na vyrobu ruznych druhti vyrobki [8].

1.15.1 PSeni¢ny lepek

Jak uz bylo naznaceno vyse, lepek je pSenicny protein.Je tvotfen dlouhymi molekulami ne-
rozpustnymi ve vode¢. To dava téstu jeho charakteristickou strukturu a umoznuje vyrobkiim
(zejména pekarskym) zvétSovat sviij objem.V pekarenské technologii mé tézko nahraditel-
nou roli, protoze oxid uhli¢ity produkovany kvasinkami je zadrzen v lepkové siti [2].
Lepek je velice cenny vedlejsi produkt pii vyrobé skrobu z pSenice. Ve skutecnosti je skrob
povazovan nékterymi vyrobci za vedlejsi produkt a lepek za hlavni produkt [2].

Teprve pti vlastnim hnéteni pSeni¢né mouky s vodou dochazi pravé ke vzniku lepku a ten

tvoti vlastni “kostru” tésta. Lepek je charakteristicky taznosti, pruznosti a schopnosti bobtnat
[5].

PSeni¢né gliadiny poskytuji lepku taznost apseni¢né gluteniny poskytuji lepku pruznost.

Tyto dvé frakce byvaji zastoupeny ve vzajemném poméru 2:3 [5].

Gluten se extrahuje a jemné susi vzduchem pii mirnych teplotach pro uchovani jeho vlast-
nosti. Oznacuje se "vitalni lepek". Vitalni gluten mtize byt ptidan ve formé suchého prasku

do mouky chudé na lepek a tim zlepsit pekarenské vlastnosti mouky [2].

Komer¢ni gluten se vysusi na minimalné 90 % suSiny a typické sloZent je:
* 70 — 80 % dusikatych latek,

* 6 —8 % lipidd,

* 10 — 14 % sacharidu,

* 0,8 - 1,4 % mineralnich latek.

[2]
1.1.6 Tuky obilovin

Tuky tvofi pomérné maly podil a jejich nepiijemnou vlastnosti je zna¢ny sklon k zluknuti,
coz je v podstaté oxidacni proces, zavisly na pisobeni vzdusného kysliku, vody, svétla, tep-

loty a mikroorganismui [7].
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1.1.7 Vyroba pSeni¢ného Skrobu

Vyroba pseniéného Skrobu zacind zadélanim jednomleté mouky, kterd by méla obsahovat
€0 nejvyssi podil A skrobu (Skrob velkozrnny) a co nejméné poskozena zrna, s vodou vtésto,
které se necha odlezetasi 30 minut (¢as pro vytvoieni lekové sité a jeho nabobtnani). Tech-
nologie pSeni¢ného Skrobu se d¢li dle konzistence ptipraveného tésta na dva druhy a to:

o Vypirani skrobu z hustého tésta — Martintiv zptisob

o Deéleni fidkého tésta na specidlnich odstredivkach

1.1.7.1 Martintv zpisob

Tento postup je nazyvan také jako klasicky zptisob. Mouka se smici s 40 — 60 % vody a vy-
tvoii se husté tésto. Po odlezeni se tésto vypira v kontinualnich zlebovych vypiracich s cilem
oddélit skrob od lepku a hrubé vlakniny (otrub). Vypirani se provadi protiproudym zptiso-
bem, kdy do posledni sekce vypirace vstupuje Cista voda (odkud vychazi vyprany lepek) [9],
[10].

Vyprany lepek je po odvodnéni a smiseni s ¢asti vraceného suchého lepku Setrné susen v ul-
trarotoru (pfi teploté 50 °C). Poté nésleduje vysévani a baleni (do pytlla ¢i zoki). Takto se
ziska suchy vitalni lepek [9].

PSenicny Skrob se ziskava tpravou surového Skrobového mléka. Ta zacina rafinaci, ktera
probihd na rotacnich sitech a pfi které se odstrani otruby. Nasledné se odd¢€li B skrob (Skrob
malozrnny) pomoci rafina¢nich odstiedivek. Oddéleny B Skrob se pouziva k vyrobé bio-
plynu, v lihovarnictvi nebo ke krmeni zvifat [9].

A krob se piedsusi za vakua a nasledné susi v pneumatické susarné. UsuSeny skrob, tzv. pudr

(86 % susiny) se proséva, pytluje, vazi a expeduje [9], [11].

1.1.7.2 Déleni ridkého tésta na specialnich odstifedivkach

Z mouky a vody se vytvorti fidké tésto. Toto tésto se po odlezeni odstied’uje na dekantérech
(vzniknou 2 frakce a to A Skrob a frakce obsahujici lepek, B skrob a rozpustné podily), nebo
na trikantérech (vzniknou 3 frakce: A Skrob, lepek s B Skrobem a tieti frakci jsou pentosany).

Dalsi zpracovani lepku i Skrobu je prakticky stejné jako u vypirdni z hustého tésta.
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psenicna mouka
v
voda —» kontinualni hnétac

: ‘; surové skrobové mléko
voda —» vypiraci stanice

rotaéni sito —» otruby
mokry v
lepek lavér €—— NaOH
¥
rafinacni odstredivky-
v B
uItrantor vakuov%i rotacni filtr

vysévani  pneumaticka susama

v

baleni vysévani Y
v v zemni usazovaci nadrz
vitalni lepek baleni v
v vihky B-krob
suchy A-skrob

Obrazek 10becna technologie vyroby pseni¢ného skrobu [6]

1.2 Bramborovy S$krob

Celkova produkce bramborového skrobu je mala v porovnani s celkovym mnoZstvim Skrobu
vyrobeného ve svété. V Ceské republice tvoii vyroba bramborového skrobu piiblizné 10%
celkové produkce [6]. Avsak navzdory faktu, Ze se jedna o pomérné malé mnozstvi, je vy-

roba bramborového skrobu nepostradatelnou soucasti ¢eského Skrobarenského primyslu.

1.2.1 SloZeni bramborovych hliz

Chemické slozeni brambory je velmi duilezité pro prumysl bramborového skrobu. Je nutné
zvazit faktory jako su$ina, Skrob a obsah proteinu. Zejména podil suSiny je relevantnim fak-
torem, vzhledem k tomu, ze Skrob je jeji majoritni slozkou. Z tohoto diivodu existuje vysoka

korelace mezi obsahem susiny a obsahem Skrobu obsazeného v hlize [12].

Bramborové hlizy kromé& Skrobu obsahuji také dalsi polysacharidy - vlakninu, hemicelulosy,

pektiny, hexosany a pentosany. V mensi mife brambory obsahuji i dusikaté latky, které tvofi
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bilkoviny, aminokyseliny, amidy a anorganické slouceniny. Hlizy déale obsahuji tuky a or-
ganické kyseliny. V hlizach brambor se vyskytuje smés glykoalkaloidii, které jsou oznaceny

jako solanin [6].

Obrazek 2 Bunky brambor se Skrobovymi zrny [11]

1.2.2 Vyroba bramborového Skrobu

Vyroba bramborového Skrobu spociva v izolaci Skrobovych zrn od ostatnich latek obsaze-
nych v bramborové hlize. Pro efektivni produkci bramborového Skrobu by brambory méli
obsahovat co nejvétsi mnozstvi Skrobu. V modernich skrobarnach se proto pouzivaji pouze
nékteré odridy primyslovych brambor, které alenejsou diky vysokému podilu Skrobu pfili§
chutné. Brambory jsou sklizeny a zpracovavany v Evropé v obdobi mezi srpnem a dubnem
[13].

Konzumni odrady brambor se pro vyrobu skrobu nepouzivaji ve velké mite, hlavné pro je-
Sak pokud je cena téchto brambor nizka, ¢asto kvili jejich nadprodukci, jsou rovnéz vyuzi-
vany pro tento ucel [6].

Mezi brambory, které jsou vhodné pro produkci skrobu, patii odriidy jak rané, polorané, tak
i polopozdni az pozdni [6].

Tabulka znazoriiuje prumérné sloZzeni drcenych brambor [6].
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Tabulka 2Slozeni brambor [12]

Primérné sloZeni (%0)
Skrob 19
Vlaknina 1,6
Proteiny (v€etné aminokyselin) 2
Cukry 1,1
Soli (v€etné pisku a necistot) 1,2
Lipidy 0,15
Voda 75

Pied samotnym zpracovanim je nutné brambory zbavit veskerych neéistot, tj. hliny ulpélé

na hlizach, kamene, zbytkd naté [6].

brambory

skladka
-
separace pfimési —» kamen, nat
v

separace kall
pracka €—— voda
v
vaha
v
struhak
trenka ¥ plodova
odstredivka W)zahuéténi ¥
v krmivo
vypirate —» zdrtkolis ¥
surové skrobové ¥ mléko zdrtky
voda —» rafinace —>» odpadni voda
v
rotaini vakuovy filtr

v

pneumaticka susarna
vysévace

skrob

Obrazek 3 Technologie vyroby bramborového skrobu [6]
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Po ¢isténi brambor nasleduje jejich strouhani, kde dojde k rozruSovani bunéénych stén bram-
borové hlizy a tak k lepsimu uvolnéni §krobu z bunék [9].
Pro dals$i zpracovani je nezbytna vzajemna fyzicka separace dvou fyzickych slozek (Skrob a
vlaknina) a jejich odd¢€leni od bramborové stavy. Oddeleni téchto tii komponent miize byt
dosazeno tfemi zpusoby:
e Proces | - z drcenych brambor je nejdiive oddélena bramborové stdva a v dalSim
kroku je oddélena vlaknina od Skrobu
e Proces Il - nejdiive je z drcenych brambor oddélen Skrob, a v dalSim kroku je
odd¢lena vlaknina od bramborové §tavy.
o Proces Ill - v prvnim kroku je oddé€lena vldknina, a nésledné probihd vzajemna se-

parace $krobu a bramborové §tavy [12]

Procesy jsou jednodusSe vykresleny na obrazku 4. V soucasnosti se vyuzivaji vSechny tfi
zpusoby zpracovani drcenych brambor. Volba procesu zavisi na nékolika faktorech - klady

a zapory jednotlivych procest znazornuje tabulka 3.

Rozdrcené Prvni krok Produkty

brambory

e o e — e Proces |
o ec. N e Proces Il

B Bramborova Etava (80,6 %)
[ Skrob(18%)
[ Viaknina (1,4%)

Obrazek 4Tti metody vyroby bramborového skrobu [12]

Tabulka 3 Tfi metody vyroby bramborového skrobu - klady a zapory [12]

Proces | Proces 11 Proces 111

Investice prumeérna nizka vysoka
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Vytézek Skrobu pramérny slaby vysoky
Vytézek proteinu pramérny vysoky pramérny
Kvalita proteinu dobra prumérna slaba
Cena procesu primérna nizka prumérna
Spotieba vody primérna nizka nizka
Kontrola procesu pramérna jednoducha sofistikovana

V tomto priimyslu Skrob reprezentuje vice nez 90 % prodejni hodnoty, kdeZto vedlejsi pro-
dukty (vléknina, protein atd.) méné nez 10 %. Nicméné¢, kvalita proteinu se stava stale dile-

vvvvvv

Zit¢jsi pro ekonomiku celkového procesu [12].

Po oddé¢leni skrobu od ostatnich latek je nutno Skrobové mléko zbavit zbyvajiciho podilu
jemné vlakniny a rozpustnych neskrobovych latek. Provadi se to na odstfedivkach a hydro-

cyklonech.

Po vycisténi se Skrob piedsusi na odstiedivkach nebo vakuovych filtrech. Nasledné se susi
Vv susarnach rizného typu (nejcastéji pneumatickych). Pfi suseni nesmi dojit k mazovaténi
Skrobu, které by vedlo k vzniku podifadného vyrobku — skrobové krupice. Ususeny Skrob se

proséva a nasledné bali [9].

1.3 Kukufri¢ny §krob

Kukuftice je druhou nejrozsitenéjsi plodinou na svéte. Protoze kukufice je teplomilna ros-
tlina, v Cechach nema velmi dlouhou historii péstovani [6].
Kukuti¢ny skrob se vyuziva v riiznych primyslovych odvétvich (papirnictvi, stavebnic-

tvi,chemicky a farmaceuticky primysl) [6].
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1.3.1 SloZeni kukufi¢ného zrna
Kukufi¢ny Skrob ma zrna hranata s ostfe odstinénym jadrem, bez zfetelného vrstveni.
Ptirodni kukufi¢ny Skrob je bilé barvy s odstinem do Zluta. Primémé slozeni kukufi¢ného

zrna je uvedeno v tabulce 4 [9].

Obrazek 5 Bunky kukutice se Skrobovymi zrny [14]

Tabulka 4 Slozeni kukufi¢ného zrna [6], [14]

_ Priamérné sloZeni (%0)
Voda 18
Skrob 56
Proteiny 8,2
Pentosany 5
Popel 1,5
Vlaknina 2,4
Lipidy 3
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1.3.2 Vyroba kukufi¢ného Skrobu

Piednosti vyroby skrobu z kukufice je jeji dobra skladovatelnost, ale také dobré vlastnosti
finalniho vyrobku, mozZnost celoro¢nihoprovozu a také ziskani hodnotnych vedlejsich pro-
duktl pro tgely nejen konzumni, ale i technické &i krmné. Utelem vyroby je ziskat co
nejvyssi mnozstvi jakostniho skrobu, pfi¢emz technologicky musi vyrobni postup zarucovat
minimalni ztraty a moznost zpracovat zbytky na hodnotné vedlejsi vyrobky [6], [11].

Kukufice se zbavi vSech necistot macenim protiproudné ve vodé, ktera obsahuje 0,15 - 0,20
% kyseliny sifi¢ité, po dobu 48 hodin a pfi teploté 50 — 52 °C. Macenim se dosahujecetnych
biochemickych a fyzikalnich zmén, souvisejicich s uvoliiovanim Skrobu a pfechodem roz-
pustnych latek ze zrna do méceci vody. Koncentrovana voda (kukufi¢ny extrakt) se podle
potieby odvede a zahusti v odparkach na 30 - 60 % su$iny. Kukutice se pak dopravi na
loupaci mlyny, kde se zrno drti pro uvolnéni klickl. Vznikla smés je vedena na separator,
zde se skrobové mléko oddeli na zakladé rozdilnych mérnych hmotnosti (klicky od ku-
kufiéné drti). Leh¢i fazi tvoii klicky, které plavou na hlading. Po oddé€leni klic¢ku je drt’ ve-
dena na hedvabna zejbra, kde se ziska prvni podil Sskrobového mléka. Nasledné s ese drt’
lisuje. Po vylisovani a ususeni vznika kukufi¢né mlato a kvalitni bilkovinné krmivo. Skrob

se jest¢ na odstredivkdch oddéli od bilkovin a zbytkli jemné vlakniny.Ziskané Skrobové
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mléko se rafinuje a predsousi. Vlhky skrob se pak susi, proséva, pytluje, vazi a expeduje [6],
[11].

kukurice

v vyluh

maceci tanky—» zahusténi—» cornsteep
v

odklickovaci drti¢

¥ Klicky o

separace klicki———» zpracovani klicku
v

jemné mleti olej pokrutiny
vlaknin
vypirani kukuricné mlato
v
rafinace —» gluten
v
pfedsuéefi, sugeni

skrob

Obrazek 6 Technologie vyroby kukuti¢ného Skrobu [6]

1.4 Vlastnosti Skrobu

Skrob tvofi nutriéni rezervy mnoha rostlin. Zelené listy béhem vegetacniho obdobi Eerpaji
energii ze slunce. Tato energie je transportovana ve formé¢ roztoku cukru k uskladnéni do
Skrobovych bunék. Cukr se ptevede na Skrob ve formé drobnych granuli, které jsou ulozené
v amyloplastech [2], [8].

Konverze cukru na $krob se provadi pomoci enzymi. Poté, nasledujici jaro, jsou enzymy
také zodpovédné za re-konverzi §krobu na cukr — uvolnény ze semen jako energie pro ros-

touci rostliny [2].

1.4.1 Struktura Skrobu

Skrob obsahuje 2 frakce a to jsou amylosa a amylopektin. Lisi se strukturou svych makro-
molekul.Obéfrakce jsou tvoreny jednotkami glukosy, které jsou spojeny glykosidickou va-
zbou [5], [15].

Amylosa je linearni a jsou zde pfitomny pouze vazby a-D-(1—4).Mezi charakteristické

vlastnosti amylosy patfi rozpustnost v horké vod¢, vylucovani zvodného roztoku ve forme
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bilého prasku retrogradaci po urcité dob¢ stani. Protoze maspiralovou formu fetézce, s jodem
poskytuje modré zbarveni [5], [8], [15].

Amylopektin tvofi rozvétvenou strukturu s vazbami a-(1—4) a a-(1—6). Amylopektin v
horké vodé vytvari pomérnéstabilni, velmi malo retrogradujici, vysoce viskozni koloidni
roztoky az mazy které se jodem barvi ¢ervenofialové [5], [8], [15].

PSenicny Skrob je Cockovitého az kulatého tvaru s centrdlnim, méné patrnym vrstve-
nim.Zvlastnosti pseni¢né¢ho Skrobu je jeho rozdéleni podle velikosti skrobovychzrn na tzv.
Skrob malozrnny (2 — 7 pum, tzv. Bskrob) a $krob velkozrnny (15 — 30 um, tzv. ASkrob),
pti¢emz mezimalymi a velkymi Skrobovymi zrny neni plynuly pfechod [11].

Kukuti¢ny $krob podobné jako Skrob ovesny a ryzovy tvoii nejcastéji zrna slozena velikosti
50 um. Jednoducha zrna dosahuji velikosti 7 — 30 pm, pramérné 20 pm [11].

Bramborovy Skrob mé zrna ovalného, vej¢itého az lasturnatého tvaru s dobte ztetelnym ry-
hovanim, jejichz velikost je 6 — 140 um, nejcastéji vSak 70 pm, s excentricky umisténym

jadrem. Od obilnych Skrobu se 1ii nejen tvarem, ale hlavné velikosti [13].

1.4.2 Mazovaténi Skrobu

Skrob je ve studené vodé nerozpustny. Dochazi pouze k omezené adsorpci vody a tim spo-
jenému malému zvétSeni objemu zrn. Vysledkem je tvorba Skrobové suspenze.Tento dé&j je
reverzibilni (vratny) [5], [8], [15].

Pti zahtivani suspenze Skrobu ve vodé pomalu pokracuje adsorpce vody a mirné bobtnani
Skrobovych granuli. AZ do teploty pfiblizné€ 60 °C, ktera se nazyva pocate¢ni teplota mazo-
vaténi, zistava celistvost Skrobovych zrn neporuSena a d¢j je stale reverzibilni. Po dosaZeni
této teploty se intenzivné rozruSuji mezimolekuldrni vodikové mistky, zrna zacinaji prudce
zvétSovat svillj objem a uvolnéna amylosa difunduje do roztoku. Pti dal§im zvySovani teploty
hydratace pokracuje, nabobtnala zrna ztraceji svoji integritu (praskani zrn). Tento proces,
ktery zasdhne v intervalu 10 — 15 °C postupné vSechna ptitomna Skrobova zrna, nazyvame
,mazovaténi Skrobu* a je jiz ireverzibilni (nevratny). Uvoliiovanim amylosy a pozd¢ji 1 ma-
1ého mnozstvi amylopektinu do roztoku vzrista viskozita systému a vznika tzv. ,,Skrobovy
maz*, kde jsou pfitomna rozrusena zrna Skrobu s amylopektinem a zbytkem amylosy. Dal-
§im zahtivanim pokracuje rozpad Skrobovych granuli [5], [8], [15].

Pti ochlazovani Skrobovych mazi dochazi ke zpétné tvorbé vodikovych vazeb mezi mole-
kulami amylosy a amylopektinu. V ptipadé dostate¢né koncentrace Skrobu vznika spojita,
pevna trojrozmérna sit’ obsahujici velké mnozstvi vody, tzv. ,,8krobovy gel®. Pokud je kon-

centrace Skrobu niz$i, vznikaji viskozni pasty nebo viskozni koloidni roztoky [5], [15].
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Vlivem rozdilného poméru amylopektinu a amylozy dochézi k rizné schopnosti mazovaténi

skrobu [7].

1.4.3 Retrogradace Skrobu

Skrobové gely, pasty a koloidni roztoky nejsou v termodynamické rovnovaze a po uréité
dobé stani dochazi ke zménam jejich struktury a rheologickych vlastnosti. Diivodem je dalsi
tvorba intermolekularnich vodikovych vazeb, ptfednostné u linedrnich fetézci amylosy,
velmi malo u amylopektinu, vedouci k tvorbé dvoufazového systému pevna latka — kapalina.
Tento d¢&j se v piipadé skrobovych disperzi nazyva retrogradace. Na jeho rychlost a rozsah
ma nejvetsi vliv obsah a polymeraéni stupenn amylosy ptitomné v systému, dale teplota, pH,
obsah anorganickych soli, povrchové aktivnich latek a pod.

Obecné lze konstatovat, Ze u ceredlnich Skrobi se retrogradace projevuje podstatné vice nez

u skrobu hlizovych [5], [15].
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2 SKROBOVEHYDROLYZATY A JEJICH TECHNOLOGIE

Hydrolyzu skrobu Ize provadét dvéma zplisoby, a to pomoci kyselin — kysela hydrolyza,
nebo pomoci enzymu — enzymova hydrolyza.
Kyselinou katalyzovana hydrolyza byla tradi¢ni zptisob vyroby gluk6zového sirupu a je stale

bézny zpisob vyroby sirupt az do piiblizn¢ 42 DE [16].

2.1 Kysela hydrolyza

Hydrolyza je chemicka reakce, pti které dochazi zapomoci vody k rozkladu dlouhych poly-
sacharidovych fetézcli do menSich fetézcl nebo na jednoduché sacharidy.

Do ptfevodniku se nacerpa suspenze Skrobu (35 - 45 % suSina) a okyseli se na pH 2,0
zfedénou kyselinou (obvykle kyselinou chlorovodikovou). Konverze probiha pfi teploté 140
- 160 °C a tlaku 5,4 MPa. Doba této rakce zavisi od o¢ekavaného DE, pro sirupy s nizkym
DE je to 5 - 10 minut, pro sirupy s vy$§im DE je to 15 - 20 minut [16].

Reakce se zastavi v neutraliza¢ni nadrzi zvySenim pH na 4,5 - 5,0. Tato hodnota pH je dule-
Zitad nejen pro optimalizaci podminek pro odstranéni zbytku bilkovin a tuk, ale také ke sni-
zeni rizika vyvoje nezadouci barvy. Poté néasleduje rafinace a odpateni, v pfipad¢ suchych

sirupt ¢i maltodextrini také suseni (vétSinou sprejové) [16].

2.2 Enzymova hydrolyza

Enzymova hydrolyza Skrobu poskytuje obdobné produkty jako kysela hydrolyza, ale proces
je Iépe regulovatelny a je mozné ziskat produkty, které kysela hydrolyza nemtize poskytnout.
Kysela hydrolyza navic produkuje mnoho volné glukézy a takto vyrobené produkty (zej-
ména maltodextriny) maji silny sklon k retrogradaci [17], [18], [19], [20].

Prvni fazi je ztekuceni suspenze Skrobu. K suspenzi, kterd ma 30 - 40 % obsah suSiny a pH
5 - 6 se piida termostabilni o amylasa a probéhne zahiati parou az na 105 °C s vydrzi n¢kolik
minut. Poté se suspenze zchladi na cca 90 °C a necha se 1 - 4 hodinyptsobitenzym. Tato
doba zavisi od vyrobce a technologie a také od druhu vyrabéného produktu. DE po ztekuceni
se pohybuje kolem 10-12 [21].

Druhym krokem je zcukteni ztekucen¢ho Skrobu. V zavislosti na poZadovaném sacharido-

vém sloZeni (a také hodnoté DE) se pfidaji zcukiujici enzymy. Zcukieni probihd diskonti-
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nualné pii teploté cca 60 °C a pH optimalnim pro aktivitu enzymu (dle specifikace dodava-
tele). Doba této faze je rlizna a Casto i pii vyrobé stejného vyrobku se ¢as muze lisit [21],

1221, [23].

2.2.1 Enzymy

Obecné se enzymy katalyzujici hydrolyzu glykosidovych vazeb nazyvaji glykosidasy. Jsou
stereospecifické, takze katalyzuji Stepeni bud jen a- nebo B- glykosidovych vazeb. Kyseli-
nami se glykosidova vazba hydrolyticky $tépi za uvolnéni slozek, ze kterych glykosid vznikl,
v alkalickém prostiedi je pomérné odolna [24].

Pfi zpracovani obili ve mlynech dochazi mnohdy k poruseni Skrobovych zrn a tato jsou snaze
pfistupnd amylolytickym enzymim, coz mé za nasledek snadné¢jSi odbouravani Skrobu.
Rychlost piisobeni amylolytickych enzymil je kromé toho zavisla na poméru drobnych Skro-
bovych zrn, ktera maji pomérné vétsi povrch nez veliké zrna a jsou proto snadnéji odboura-

vana [7].

2.2.1.1 Alfa amylasy

Alfa amylasy zahrnuji Sirokou $kalu riznych druhti enzymii ze vSech biologickych tid (bak-
terie, houby, rostliny a zvifata). o amylasy mohou byt nalezeny v riznych mistech nebo v
organech zvitete, naptiklad v sav¢i slinivee bfisni nebo v savéich slinnych Zl1azach. Tyto alfa
amylasy nejsou totozné, kazdé tvoii specificky maltooligosacharidovy produkt. Jednim z
prvnich uznavanych amylas byl ptyalin, nalezeny v lidskych slinach [24]. Dnes je znam jako
lidska alfa-amylasa [26].

Nejznaméjsi mikrobialni alfa amylasy jsou produkovany bakteriemi Bacillus amyloliquefa-
ciens, B. subtilis var. saccharitikus, B. coagulans, Pseudomonas saccharophila a Aspergillus
oryzae [26], [27].

a amylasa Stépi fetézec Skrobu do mensich fetézct, a tim snizuje intenzitu modrého zbarveni
s jodem a téZ viskozitu roztoku. Endo-amylasy jsou proto nékdy nazyvané i ztekucujici amy-
lasy. Diky tomuto ti¢inku alfa-amylasdoslo k mylné domnénce, Ze jejich ¢innost je nahodna.
Vyzkum s n¢kolika rGznymi druhy alfa amylas ukdzal, Ze kazda alfa amylasa ma rtzné
ktivky, a Ze tyto kiivky jsou také odlisné od kiivek amylas vyrobenych kysele katalyzovanou
hydrolyzou. Diive se m¢lo za to, ze koneénymi produkty aktivity alfa-amylas jsouglukosa a
maltosa. Alfa-amylasy z riznych zdroji mizou produkovat rizné produkty v riznych mnoz-
stvich [26], [28].
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2.2.1.2 Beta amylasy

Beta amylasa je exo enzym, ktery ptisobi na neredukujicich koncich polymernich fetézct
Skrobu [26].

Jsou dvé obecné ttidy p amylas. Prvni jsou ty, které jsou klasicky znamé jako p amylasy a
produkuji B maltosu, a pak ty, které jsou znamy jako glukoamylasy a produkuji f-D-glukosu
[26].

Maltosy produkované B amylasami se primarné nachazeji v rostlinich a byly izolovany
zesladkych brambor, sojovych bobti, je¢mene a pSenice [26].

Maltosa byva produkovana také bakterialnimi 3 amylasami. Mezi bakterie, které produkuji
tento enzym patii napi Bacillus polymyxa, B. megaterium, B. cereus a Pseudomonas sp.
BQ6. Vsechny tyto f amylasy produkuji f-maltosu a vysokomolekularni B-limitni dextrin.
K produkci limitnich dextrinti dochazi, kdyz enzym dosahne vazby a-(1—6), kterounemuze
rozstépit. Piiblizné polovina z molekuly amylopektinu se pifevede na f-maltosu; zbyvajici

polovina je B-limitni dextrin [26].

Glukoamylasa (amyloglukosidasa, EC 3.2.1.3) je enzym pouzivany v potravinaistvi k vy-
robé¢ sirupt s vysokym obsahem glukosy a také ve fermentacnich procesech pii vyrobé piva
a etanolu [29].

Vsechny znamé glukoamylasy jsou produkovany houbami, jako naptikladAspergillus niger,
A. awamori, A. awamori var. Kawachi, Rhizopus delemar a R. niveus. Na rozdil od jinych
amylas, mize glukoamylasa katalyzovat hydrolyzu obou (1—4) i (1—6) a-D-glykosidic-
kych vazeb v Skrobu, ackoli a-(1—4) vazba se hydrolyzujezhruba 600 krat rychleji nez va-
zba a-(1—6).Glukoamylasa tak mize zcela preménit $krob na D-glukosu [26], [30], [31].

2.2.1.3 Archebakterialni amylasy

Archebakterie jsou formy bakterii, které byly objeveny péstovanim v neobvyklych
prostiedich s vysokymi teplotami a/nebo vysokymi koncetracemi soli. Mnoho z téchto bak-
terii produkuje enzymy, které maji vysoka teplotni optima, a proto maji specialni vyuziti v
prumyslu pii pfeméné skrobu na glukosu ¢i na maltodextriny [26].

Velky pocet hypertermofilnich archaebakterii, zejména hlubokomoiské druhy jako Thermo-
coccale a Sulfolobus produkuji alfa amylasy. Mnohé byli také klonovany a sekvenovany
[26].
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Pyrococcus furiosus, Thermococcus profundus, Thermococcus hydrothermalis, Sulfolobus
solfataricus a Sulfolobus acidocaldariusvylucuji termofilni alfa amylasy. Alfa amylasy
vSech téchto organismil maji optimalni aktivitu enzymu pfi teploté 90 °C nebo vyssi a Casto
jen zacinaji vykazovat aktivitu pii teplotach 40 °C az 50 °C [26].

Pyrococcus furiosus vylucuje s alfa-amylazy s optimalni teplotou kolem 100 °C a maximalni
teplota aktivity je 140 °C [26].

Optimalni hodnoty pH se 1i8i, pohybuji se v rozmezi pH 5 a 9. Tabulka 5 shrnuje nazvy
organismt, optimalni teplotu a optimalni hodnoty pH pro nékteré z téchto enzymu.
Teplomilné archealni alfa amylazy se prakticky nelisi od ostatnicho amylas jak v jejich ve-

likosti, tak i v molekularni velikosti a aminokyselinovém slozeni [26].

Tabulka 5Termofilni archebakterialni amylolytické enzymy [26]

[ EaEene | Produkované enzymy | Optimalni teplota (°C)| Optimilni pH | Hlavai produkty
o amylasa 100 5.5 -
Desulfurococcus mucosus pulhlanasa 100 5 B
Pyrococcus fusiosus o amvlasa 100 5 G4, G5 G6
o ghikosidasa 105 - 115 50-60 Gl
Pyrococcus woesei o amvlasa 98 55 G2 G5
o glukosidasa 100 50-55 Gl
Pyrococcus sp. KOD1 o amvlasa 100 5.5 G2. G3
o amylasa 75 -85 50-55 G3, G4
Thermococcus o ghikosidasa 110 6 Gl
hydrothermalis pulhlanasa 100 6 a- (% —}6)
odvétuiici
. . : a-(1—6)
Thermococcus litoralis isoamylasa 125 30-55 e
odvétmuiici
Thermococcus profundus o. amvlasa 80 35-6.0 G2. G3
o ghikosidasa 75 7 Gl
Thermococcus zilligii pulhilanasa 20 _ 0% 50-55 a- (E —>6)
odveétvuijic

2.2.1.4 lIsoamylasa, amylopullulanasa

Isoamylasa je nazev pro enzym, ktery hydrolyzuje vétvené vazby skrobu. Tyto endo enzymy
tedyhydrolyzuji vazby lokalizované ve vnitinich ¢astech molekuly amylopektinu, ¢imz se
ziskaji linearni maltodextriny [26], [32].

Tento enzym hydrolyzuje nékteré a-(1—6) vazby amylopektinu, amylopektinové B-amyla-
sové mezni dextriny a rizn¢ rozvétvené alfa-amylasové limitni dextriny [26].

Pullulanasa, a-(1—6)-glucanohydrolasa, je produkovana mikroorganismem Aerobacter ae-

rogenes, ktery roste na médiu, pouzivajici pullulanu jako zdroj uhliku. Kromé hydrolyzy a-
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D-glykosidické vazby pullulanu (linearni molekuly) také hydrolyzuje vazby a-(1—6) amy-
lopektinu a glykogenu [26], [33].

Bakterialni isoamylasaje nejcastéji produkovana bakterii Pseudomonas amylodermosa.
Isoamylasa P.amylodermosa s$tépi jen velmi pomalu vazby a-(1—6). Tim se lisi od
pullulanasy, ktera je schopna hydrolyzovat vazby a-(1—6) amylopektinu a glykogenu uplné
ato 7 - 124 krat rychleji [26].

2.3 Rafinace skrobovych hydrolyzatu

Skrobova zrna piirozené obsahuji bilkoviny ve své struktuie. obsah proteinti se lisi v zavis-
losti na zdroji Skrobu, a je povaZzovan za nezadouci, protoze vede k Maillardové reakci. V
nékterych zdrojich Skrobu je obsah bilkovin vyssi, je tomu tak hlavné u pSenice. To miize
vést k potizim pfi zpracovani. Bilkovinna hmota se ve velké mife odstrani uz v procesu vy-
roby skrobu [19], av§ak malé mnozstvi bilkovin $krob poiad obsahuje. Technologicky pro-
ces vyroby Skrobovych hydrolyzatl z pSenice je nastaven tak, aby bylo mozno vysledny
produkt prohlasit za bezlepkovy (tzn. obsah glutenu je mensi nez 20 mg/kg). Tento proces

zde ale nebude popisovan, protoze jde o know-how kazdé firmy.

2.3.1 Filtrace zcukienych $tav

Filtrace zcukfené $tavy se provadi na rotacnim vakuovém filtru. Filtr pracuje s naplavenym
filtraénim kolac¢em kiemeliny s pfesné definovanou granulaci. Na povrchu filtraéniho kolace
se usazuji nerozpusténé latky ze zcukiené St'avy a tato prvni vrstva je kontinudln¢ odieza-
vana a likvidovéna v kalovém hospodafstvi. Nasleduje filtrace na tlakovém filtru ptes jem-
n&jsi vrstvu kiemeliny z divodu dokonalého odseparovani nerozpusténych latek pred vstu-

pem do iontoménic¢ové kolony [34].

2.3.2 Cisténi $tav pomoci ionexi

Iontoménic¢ove kolony pracuji v parech, jedna kolona je katexova, druhd anexova. Katexova
kolona odstrafiuje ze §tavy kladné nabité ionty a nahrazuje je H" ionty, §t'ava odchazi do
anexové kolony silné kysela. Anexova kolona odstranuje zaporn¢ nabité ionty a nahrazuje
je OH" ionty [34].Takto demineralizovana $t'ava je jest¢ odbarvovana aktivnim uhlim.

Cisténi pomoci ionext nejenom poméaha vylepsit barvu produktu, ale také sniZuje obsahpo-

pela a odstranuje ptipadné pachuté [13].
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Barva Skrobového sirupu byva bezbarva az svétle zluta, ale stale Castéji se barva vyjadiuje
z hlediska absorbance, kterd se méfi proti referenénimu standardu, kterym je destilovana
voda [13].

Maillardova reakce probihd v pfitomnosti aminokyselin nebo proteinti. Karamelizace muize

probihat naopak vzdy kdyz jsou cukry vystavené vysoké teploté [35].

2.3.3 Odparovani a suSeni sirupovych st'av

Ptipravena §t'ava je po projiti vSemi stupni rafinace odpafovana v n¢kolikastupnové vakuové
odparce. Po této operaci je sirup mozno stacet, nebo je mozné ho susit (¢asto na sprejové

susarn¢) [34].

2.4 Produkty hydrolyzy

V soucasné dob¢ se vyrabi pestra Skala produktti s hodnotami DE v mezich cca od 5 - 95 i
vice. Podle rozsahu hydrolyzy obsahuji produkty riznd procentualni zastoupeni glukézy,
maltdzy, maltotridozy a vysSich glukooligosacharidi. Podle stupné zcukifeni rozezndvame
maltodextriny a glukozové (popiipadé maltézové) sirupy [17], [36], [37].

Stupeini hydrolyzy Skrobu je charakterizovan tzv. gluk6zovym ekvivalentem (v ceské litera-
tufe se Casto vyskytuje vyraz dextrozovy ekvivalent a znaci se zkratkou DE). Je to Cislo,
které v % udava zdanlivy obsah volné glukézy v daném produktu po pfepoctu na susinu
hydrolyzatu. DE vlasné vypovida o tom, jaky je stupeii depolymerace $krobu. Cim vyssi je
DE, tim kratsi je glukozovy fetézec v molekule Skrobu a tim je 1 niz§i molekulova hmotnost.
Nemodifikovany skrob mé4 hodnotu DE = 0, hydrolyzat obsahujici pouze ¢istou glukézu ma
hodnotu DE =100 [13], [17], [20], [37].

2.4.1 Maltodextrin

Maltodextrin je bily prasek nasladlé chuti. Ma nékolikanasobné nizsi objemovou hmotnost
nez cukr a tvofi viskozni roztoky s neutralni ¢i lehce nasladlou chuti. Jako maltodextriny
oznacujeme produkty ¢aste¢né hydrolyzy skrobu majici hodnotu DE <20 [37]. Se zvySujici
se hodnotou DE > 20 se viskozita naopak snizuje a sladkost se zvysuje. Produkty s DE

vy$§im nez 20 se uz nenazyvaji maltodextriny ale suché sirupy [17], [18], [36], [37], [38].



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 34

2.4.1.1 Vlastnosti a pouziti maltodextrinu

Rozpustnost maltodextrinu je zavisla na DE, ale také na granulaci. Enzymov¢ hydrolyzované
produkty jsou ve vodé Iépe rozpustné nez produkty vyrobené kyselou hydrolyzou pii stejné
hodnoté DE. Mezi dalsi vlastnosti bezesporu patii nizkd sypna hmotnost, vysoka viskozita,
nizka hodnota osmotického tlaku a schopnost snaset zmény pH a teploty pfi vyrob¢ a skla-
dovani [17].

V potravinaiském primyslu se maltodextrin pouziva pii vyrobé mekkych nizkotu¢nych pe-
katskych vyrobkil. Zabranuje tvorbé krystalii na povrchu zmrazenych potravin a je zdkladem
energetickych napoji pro sportovce, protoze se v téle §tépi na molekuly glukosy, dodéavajici
energii [17], [37], [39], [40].

Pouzivaji se také jako nosiCe barev, aromat, pigmentd a tukti, a Casto také nachazeji své
uplatnéni v nizkotuénych vyrobcich jako ndhrada tukl a olejii. Maji bezbarvy charakter a
neutrdlni chut, takZze se mizou pouzit jako zahustovadla, jako stabilizatory a pojiva, jako
plnidla [6].

Maltodextrin také nachdzi své uplatnénimimo potravinafstvi. Pouziva se jako nosic¢ viiné v
mydlech. Ve farmaceutickém primyslu jsou vyuzivany pro své vlastnosti zabranujici krysta-
lizaci v ruznych sirupech a jako plnivo do tablet [41].

Maltodextrin je v posledni dob¢ také pouzivan v molekularni gastronomii. Je vyuzivana jeho
schopnost absorbovat tuky a vytvéret tak ochucovaci prasky. Je snadno rozpustny ve vodé

(a tim padem i ve slinach) takze pii vlozeni do Ust taje a uvoliiuje absorbovany tuk [41].

2.4.2 Glukozovy sirup

Glukézovy sirup se Casto nazyva i kukufiény sirup, protoze se nejcastéji (alesponn v USA)
vyrabi z kukufi¢ného skrobu. Mtize byt vsak vyroben i z pSeni¢ného, bramborového i jinych
skrobu [13], [42].

Podle vyhlasky 76/2003 je glukdzovy sirup definovan jako vyc¢istény koncentrovany vodny
roztok cukri vhodnych k vyzivé ¢lovéka, ziskanych ze Skrobu nebo inulinu, nebo jejich
kombinaci [43].

2.4.2.1 Pouziti gluk6zového sirupu

Glukézovy sirup je produkt, ktery zlepSuje barvu, texturu, chut’ a stabilitu mnoha potravin.
Vyuziva se v riznych odvétvich protravinatského primyslu, jako naptiklad pfi vyrobé na-

poju (alkoholickych i1 nealkoholickych), nebo cukrovinek ¢i mléénych vyrobkd.
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Glukozovy sirup se pouziva jako ndhrada cukru nebo medu v mnoha recepturach, které vy-
zaduji nizsi stupen sladkosti. Také se pouziva v ovocnych a zeleninovych konzervach, nebo
pii vyrobé rajcatové omacky a keCupu. V USA glukézovy sirup velice ¢asto nahrazuje cukr

v komeréné vyrabénych limonadach a energetickych napojich [42].
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3 CILE PRACE

1)

2)
3)

4)

Zpracovani resSerse- popis technologie vyroby pseni¢ného, kukuti¢ného a bramboro-
vého Skrobu

Popis vyroby Skrobovych hydrolyzata

Experimentalni ¢ast- ztekuceni a zcukieni pSeni¢ného A a B skrobu, kukufi¢ného a
bramborového Skorbu nékolika druhy enzymii. Stanoveni DE (dextr6zového ekviva-
lentu) a také sacharidového slozeni

Zhodnoceni barvy sirupovych $tav pied a po pirechodu ionexy
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1. PRAKTICKA CAST
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Ztekuceni a zcukieni riznych druhii Skrobu

Substraty pouzité pro enzymatickou hydrolyzu byly suspenze z pSeni¢ného A skrobu (Skrob
velkozrnny) a B Skrobu (Skrob malozrnny), kukufi¢ného Skrobu a bramborového Skrobu o
koncentraci 20 %. U vSech vzorkt (od kazdého druhu skrobu byly 4 vzorky, celkem tedy 16
vzorku, stanoveni se provadélo vzdy ttikrat) bylo pH upraveno na 5,1 a pak jesté pied za-
hiivanim byl pfidan ztekucujici enzym (mnozstvi je uvedeno v tabulce 6). Poté byl vzorek
za stalého michani zahtaty a udrZzovany pfi teploté¢ 85 °C. Tento proces trval presné dve
hodiny, poté byly enzymy inaktivovany okyselenim pod pH 3 a vzorek byl néasledné zchla-

zen.

Ztekucujicim enzymem byla termostabilni a-amylasa produkovana geneticky modifikova-
nym kmenem mikroorganismu Bacillus. Systematicky nazev tohoto enzymu je 1,4-a-glukan

glukano hydrolysa (EC 3.2.1.1).

Zcuktujici a-amylasa byla produkovana plisni Aspergillus oryzae a je charakterizovana jak
ztekucujici, tak i zcukiujici aktivitou. Tento enzym je vhodny pro pouziti v sirupech s vys$§im

obsahem maltosy a naopak nizkym obsahem glukosy.

B amylasa (1,4-a-glukan maltohydrolysa, EC 3.2.1.2), pouzita v tomto pokusu,byla extra-
hovana ze zrn je¢mene. Tento enzym se vyuziva k vyrobé maltézovych sirupli ze ztekuce-
ného Skrobu.

Glukoamylasa neboli 1,4-a-glukan glukohydrolasa (EC 3.2.1.3) je enzym produkovany re-
kombinantim kmenem Trichoderma reesei. Enzym postupné produkuje glukosu.
Pullulanasa (EC 3.2.1.41) je produkovana kontrolovanou fermentaci geneticky modifikova-
ného mikroorganismu Bacillus licheniformis. Enzym hydrolyzuje vétvené vazby amylopek-
tinu (1,6-a) a produkuje linearni olihosacharidy.

Obchodni nazvy a vyrobci nejsou uveiejnény zameérne z divodu ochrany know-how.

U vzorku ztekuceného Skrobu bylo stanoveno DE Schoorlovou metodou a také bylo stano-
veno sacharidové slozeni pomoci HPLC. Nasledné bylo upraveno pH na 5,1 a poté byl
vzorek rozdélen na 4 dily (kazdy dil 800 ml 20% ztekuceného Skrobu). Do kazdého vzorku
se pridalo mnozstvi enzymu uvedené v tabulce 6 a nasledné se inkubovaly pfi teploté 60 °C

po dobu 24 hodin. Mnozstvi pfiddvanych enzymuse spocitalo ze specifikace vyrobce tak,
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aby mély pfimétenou aktivitu. Aktivita enzymu je definovana jako rychlost, kterou enzym
katalyzuje pfeménu substratu na produkt za dany ¢asovy interval. Tato hodnota byva uvetej-
néna ve specifikaci dodavatele. Po 24 - hodinové inkubaci se u vSech vzorkt stanovilo DE

Schoorlovou metodou a bylo stanoveno sacharidové slozeni pomoci HPLC.

Tabulka 6 Pouzité mnozstvi jednotlivych enzymu

_ MnoZstvi [ml / 800 mi]
Ztekucujici o amylasa 0,02
Zcukrujici o amylasa 0,0005

B amylasa 0,04
glukoamylasa 0,04
pullulanasa 0,01

4.2 Stanoveni redukujicich sacharida dle Schoorla
Pro stanoveni DE Schoorlovou metodou byla pouZita metoda, ktera je také pouzivéana ve
firmé Amylon a.s. a je nize popsana [44].

Redukujici cukry pfevedené vhodnym zplsobem ze vzorku do vodného roztoku, zredukuji
za varu Vv alkalickém prostfedi méd’natou stl na oxid méd’ny (Cu20). Okyselenim kyselinou
sirovou se z komplexu uvolni nadbytecné méd’naté ionty, které se pak redukuji jodidovymi
ionty na méd'né za vzniku elementarniho jodu. Reakci méd’nych iontd s nadbytecnym jodi-

dem draselnym vznika ihned malo rozpustny jodid méd’ny:

2 CuSOs+4 Kl < 2 Cul +2 K2SO4 + I2

Elementarni jod, ktery se pfi reakci uvolnil, se titruje roztokem thiosiranu sodného:

I + 2 Na2S203 < 2 Nal + NaxS406
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Chemikalie a ¢inidla
e Fehlingiiv roztok I
e Fehlingiiv roztok II
e Skrobovy roztok jako indikator
e 25% kyselina sirova
e Jodid draselny krystalicky nebo 30% roztok
e 0,1 M tiosiran sodny
Material, ptistroje a pomucky
e Byreta

e Titra¢ni nebo Erlenmayerova barika na 250 — 300 ml

e Pipety
e Stopky
e Vari¢

4.2.1 Pracovni postup

Do barnky se napipetuje 10 ml Fehlingova roztoku I a 10 ml Fehlingova roztoku II. Pfida se
piesné odméteny vzorek obsahujici sacharid a doplni se vodou na 50 ml. Ptida se nékolik
sklenénych kulicek a obsah banky piivedeme k varu. Po dosazeni varu se necha ptesné 2

minuty viit a pak se banka za stdlého michani ochladi pod tekouci vodou.

K ochlazené kapaliné se ptida 1zicka pevného jodidu draselného (nebo 10 ml 30% roztoku
jodidu draselného) a poté se ptidd 10 ml 25% kyseliny sirové. Uvolnény jod se ihned titruje
roztokem tiosiranu sodného do slabé hnédoZlutého zabarveni. Pfida se nékolik kapek Skro-
bového indikatoru a titruje se dokud nezmizi fialové zbarveni a zbyde nazloutle bila barva,

ktera se nékolik minut neméni.

Slepy pokus se provede stejnym postupem s tim, Ze se k Fehlingovym roztokiim piida 30 ml

destilované vody.
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4.2.2 Stanoveni DE vypocétem

K vypoctu DE budeme potiebovat znat: faktor thiosiranu F (ml), navazku vzorku M (g),
refrakci vzorku R (%), spotiebu thiosiranu pfi titraci V (ml), spotfebu thiosiranu pfi slepém

stanoveni SL(ml).

Vypocet spotieby thiosiranu na cukr V1 (ml):
V, = (%j (SL-V)

Stanoveni mnozstvi glukézy GL (mg) v titra¢ni bance interpolaci podle nasledujiciho

VzZorce:

GL=(0,0185- (v, )+ (29701-V,)+ 0,5328

Pozn. Mnozstvi glukozy GL Ize stanovit také odectenim z tabulky (priloha Pl). K ziskani této
hodnoty je treba pouzit vypoctenou hodnotu V1. Nicméné vySe uvedeny vzorec pro vypocet
mnozstvi glukozy GL vychdzi praveé z této tabulky a byl ziskan vynesenim hodnot z tabulky

do grafu a prolozenim hodnot krivkou.

Stanoveni redukujicich latek RL (%) vyjadienych jako gluk6za ve vzorku:
a) vzorec pro vzorky, které se navazuji primo do odmérné banky (neredi se, maji nizsi DE)

(GL)

=M 10)

b) vzorec pro vzorky, které se navazuji do odmérné banky 100 ml (maji DE £20 a vic)

RL=Ct
M
Vypocet dextrosového ekvivalentu DE (%)

_ RL-100
R

DE
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4.3 Stanoveni sacharidového sloZeni chromatograficky

Vzorek se nejdiive zfiltroval pfes papirovy filtr Whatman €. 1, poté se natedil na 1% suSinu.
Naredény vzorek se umistil na 15 minut do ultrazvukové 1azné a pied analyzou byl jeste

filtrovén pftes stfikackovy filtr s velikosti pora 45 um.

Chromatograficka analyza probihala na HPLC s RI detektorem. Vysledky byly vyhodnoceny
pomoci programu Clarity Lite. Mobilni fazi byla destilovana voda, pouZita byla Ag™ kolona
s rozmery 50 X 4,6 mm. Mnozstvi vzorku pouzito k analyze bylo 20 ul. Analyza probihala
pii teploté 85 °C, tlaku 25 bar a pratoku 0,4 ml.min. Celkovy ¢as analyzy byl 25 minut.

4.4 Stanoveni barvy sirupovych §t’av pied a po priichodu ionexovymi

kolonami

Vzorky sirupovych §tav byly odebirany pied a za ionexovymi kolonami 10 za sebou jdo-
ucich dni (tzn. vzorek oznaéeny ¢islem 1 byl odebran prvni den pokusu). Pro tento pokus
byly pouzity zcukiené §tavy vyrobené z pseni¢ného Skrobu z divodu nejlepsi dostupnosti.
Vzorky byly odebirany v provoze, kde se vyrabi pouze z pSeni¢ného Skrobu. Kazda stava je
unikatni nejen Sarzi mouky, ze které byla vyrobena (i kdyz se mlze jednat o stejné¢ho vy-
robce, slozeni muze kolisat, hlavn€ v mnozstvi Skrobu a bilkovin), ale také dobou zcukiovani
(a tim padem udrzovani pii teploté kolem 60 °C).

Odebrané vzorky sirupové §tavy z pSeni¢ného Skrobu byly zfiltrovany ptres papirovy filtr
Whatman €. 1 pro odstranéni pfipadnych necistot. U takto pfipravenych vzorki byla stano-
vena absorbance pii 450 nm proti referen¢nimu standardu, kterym je destilovana voda.

Pro méfeni byl pouZity spektrofotometr DR 3900.
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

Suspenze skrobu byly ztekuceny o amylasou produkovanou geneticky modifikovanym kme-
nem bakterie rodu Bacillus. Zcukieni zekucenych Skrobt bylo provedeno ¢tyfmi druhy en-
zymu. Pouzita byla fungélni o amylasa, f amylasa, glukoamylasa a pullulanasa. Kazdy en-
zym tvoti specifické produkty a v nasem pokuse byla kromé dextrozového ekvivalentu (DE)

vénovana pozornost také sacharidovému slozeni.

5.1 Ztekuceni Skrobu

Vzorky Skrobu byly pribézné odebirany v 15 minutovych intervalech a néasledné bylo sta-

noveno DE Schoorlovou metodou.

30

25

/ == Kukuficny
== Bramborovy

15
w=f=Psenicny A

DE (%)

==wie= PEeniCny B

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135

¢as (min)

Graf 1 Zavislost dextrozového ekvivalentu (DE) na dobé reakce

Z grafu je patrné, ze DE kukufi¢ného a bramborového skrobu jsou béhemztekucovani velmi
podobné. V dostupné literatuie byva bramborovy $krob hydrolyzovanv mensi mife nez Skrob
kukufi¢ny ¢i pSeni¢ny. Je tomu tak hlavné proto, Ze bramborovy Skrob mé vétsi zrna, ale
také neobsahuje ve své struktuie dutinky, na rozdil od pSeni¢ného ¢i kukutiéného Skrobu

[13].
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Ve vyzkumu Smrckové et al. [45]se téZ uvadi rychlejsi ztekuceni pSenicného Bskrobu v
porovnani s ASkrobem. Rychlost ztekuceni u B Skrobu je vyssi zejména v prvnich minutach
ztekucovani, pozd¢ji uz nartst DE nebyl tak prudky. Je tomu tak z dvodu toho, Ze Bskrob
ma vys$§i mérny povrch a podstatné mensi Skrobové ¢astice a tim padem je 1épe snadnéjihyd-

rolyzovan amlolytickymi enzymy.

5.2 Zcukfeni Skrobu riznymi druhy enzymi

Jak jiz bylo zminéno vyse, existuje nékolik druht amylolytickych enzym, které maji riznou
aktivitu a produkuji specifické produkty. Pozornost kromé DE (dextrozového ekvivalentu)
byla vénovana také obsahu glukosy, maltosy a maltotriosy. Vzorky byly inkubovany pfi tep-

loté 60 °C a po 24 hodinach byla provedena analyza.

5.2.1 Vlive amylasy na rizné druhy $krobu

Jak jiz bylo popsano vyse, a amylasa $tépi fetézec Skrobu do mensich fetézci. Alfa-amy-
lasy,produkované riznymi organismy, mizou produkovat rizné produkty v riznych mnoz-
stvich.

Pouzita zcukiujici o amylasa byla produkovana plisni Aspergillus oryzae.

Aktivita pouzité o amylasy byla u pouzitych skrobi riizna. Z grafu 2 je vidét, ze u pSeni¢ného
B skrobu byl nariist DE velice nizky — pouze 0 0,89 %, naopak u bramborového skrobu byl
nejvyssi (11,41 %). Taktéz mnozstvi vyprodukované glukosy (graf 3), maltosy (graf 4) ¢i
maltotriosy (graf 5) bylo u bramborového $krobu vys$si v porovnani s pSeni¢nym A Skrobem
¢1 kukutiénym Skrobem. V ptipadée Skrobu bramborového nartst glukosy €inil 0,8 %, u pSe-
ni¢ného A Skrobu to bylo 0,6 % a u kukuti¢ného Skrobu 0,4 %. Narust maltosy u bramboro-
vého Skrobu byl 5,6 %, u pSenicného A Skrobu 4,9 % a u kukuti¢ného skrobu 3,7 %.

Zajimavé je, Ze u pSenicného B Skrobu mnozstvi glukosy a maltosy dle grafii klesalo, resp.
nestoupalo. Ve fazi zcukieni DE stouplo o zminénych 0,89 % z ¢eho se 1ze domnivat Ze byla

a amylasou produkovana maltotriosa ¢i jiné vyssi oligosacharidy.

Ve vyzkumu Konsula et al. [46] kde byly hydrolyzované skroby a amylasou produkovanou
bakterii Bacillus subtilis, byl také pozorovan vyssi stupen hydrolyzy u bramborového skrobu

nez u Skrobu kukufiéného.

Naopak pii pouziti a amylasy bakterie Bacillus amyloliquefaciens [47] byl bramborovy

Skrob hydrolyzovan v daleko mensi mife nez Skrob pseni¢ny ¢i kukuticny.
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| kdyZ enzym je definovén jako a amylasa, zalezi v nemalé mife na ptivodu organismu, ktery
produkuje tento enzym. V experimetu Li et al. [48] byly pouzity a amylasy z riznych zdroja

na stejny vzorek a mnozstvi vytvotfenych produktl bylo vyrazné odlisné.

DosaZené DE vlivem o amylasy
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DE (%)

Kukuficny Bramborovy PEenicny A PEenicny B

Druh Skrobu W Ztekucujicienz.  mZcukfujicienz.

Graf 2 Dosazené DE u rliznych druhti §krobti t¢inkem o amylasy
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Graf 3 Obsah glukosy ve zcukienych §tavach z riznych druhti skrobuté¢inkem o amylasy

Obsah maltosy s a amylasou
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Druh skrobu
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Graf 4 Obsah maltosy ve zcukienych §t'avach z riznych druhi skrobu G¢inkem a amylasy
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Graf 5 Obsah maltotriosy ve zcukienych §tavach z riznych druhd skrobu u¢inkem o amy-

lasy

5.2.2 Vliv g amylasy na rizné druhy $krobu

Beta amylasa je exo-enzym, ktery pusobi na neredukujicich koncich polymernich fetézct
Skrobu a produkuje maltosu.

Vyzkum Sarikaya et al. [47] ukazuje, ze v prvnich pfiblizné 12 hodinach hydrolyzy je
produkce redukujicich cukr, vyjadienych jako maltosa, nejvyssi u pSeni¢ného Skrobu, ale
v dalSich hodinéch (18, 24, 48 hodin) je vyssi u Skrobu kukuii¢ného. Bramborovy skrob byl
hydrolyzovan v mensi mife.

Z naseho méteni vyplyva, ze vyska DE pii pouziti f amylasy nebyla pfili§ rozdilna (graf 6),
ale kdyZ se podivame na obsah glukosy (graf 7), maltosy (graf 8), a maltotriosy (graf 9), tak
vidime vyrazné rozdily. U pSeni¢ného A a B Skrobu byl narist glukosy minimalni, v obou
piipadech pouze o 0,2 %. Naopak hlavné maltosa, ale i maltotriosa byla do zna¢né miry
produkovana. Obsah maltosy u pseni¢ného A skrobu psobenim § amylasy stoupl 0 49,6 %
a obsah maltotriosy 0 7,7 %. U pSeni¢ného B skrobu maltosa stoupla o 18,2 % a maltotriosa
02,4 %.

V ptipadé¢ kukuti¢ného ¢i bramborového Skrobu f amylasa Stépila fetézec az na glukosu (u
kukufi¢ného $krobu byl nartst glukosy 57,5 %, u bramborového Skrobu 56,9 %), do jisté
miry byla produkovana imaltosa (v pfipadé Skrobu kukufi¢ného se vytvoftilo 11,8 % maltosy,
u bramborového Skrobu 12,3 %). Na zaklad¢ zjisténych vysledkl vSak nelze toto tvrzeni

zcela objektivné objasnit.
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5.2.3 Vliv glukoamylasy na riizné druhy $krobi

Glukoamylasa hydrolyzuje a-1,4 glykosidické vazby z neredukujicich konct skrobu, coz
vede k produkeci glukdzy. V mensi mife ma také schopnost hydrolyzovat a-1,6 vazby, takze
muze produkovat glukosu jako konecny produkt.

V tomto méfeni bylo dosazeno u vsech vzorki pomérné vysoké DE, které bylo zifejmé na-
sledkem nespravného vypoctu sily enzymu. Dodavatel uvadi silu v jistém rozmezi a je tedy
mozné, ze nebylo pocitano s Gpln€ spravnou hodnotou.

viset s obsahem amylopektinu v tomto Skrobu. Z finan¢nich diivodu bohuzel obsah amylosy
a amylopektinu ve vzorcich nebyl stanoven. Nicmén¢, obsah amylosy uvadény v literatuie
je v tabulce 7. Avsak i u stejného druhu $krobu tato hodnota kolisa. Zavisi totiz na pudé
i klimatickych podminkach kde byla plodina vypéstovana, ale hlavné na kokrétnim druhu
rostliny — tim je mysleno, ze naptiklad kukufice péstovana ze semen od dodavatele A mize
byt jina nez kukufice péstovana ze semen od dodavatele B i kdyz jsou péstovany na stejném

poli ve stejném cCase.

Tabulka 7 obsah amylosy a amylopektinu v jednotlivych druzich Skrobu [38], [49]

_ Obsah amylosy(%o) Obsah amylopektinu(%o)
Bramborovy 20 80
Kukufi¢ny 25 75
PSeni¢ny A 25-27 73-75
PSeni¢ny B 12 -19 81 -88

Z grafl je vidét, ze glukoamylasa vSechny druhy Skrobt §tépila az na glukosu. Obsah mal-
tosy i maltotriosy vyrazné klesal u vSech vzorkt, zatimco obsah glukosy u vsech vzorku
piesahnul 80 %.

Ve vyzkumu O’Briena a Wanga [50] byla provadéna hydrolyza bramborového a kukufic-
ného Skrobu glukoamylasou a skrob kukufi¢ny byl hydrolyzovan ve vétsi mife nez Skrob
bramborovy. V mych vysledcich rozdil neni tolik patrny, ale shoduje se to s timto vyzku-

mem.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 51

Dosazené DE vlivem glukoamylasy
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Graf 12 Obsah maltosy ve zcukfenych $tavach z riiznych druhi skrobu u¢inkem glukoamy-
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5.2.4 VIliv pullulanasy na riizné druhy $krobi

Pullulanasa hydrolyzuje vétvené vazby amylopektinu a tim produkuje linearni oligosacha-
ridy.

V naSem méfeni byl u bramborového Skrobu pozorovéan nejvyssi, 1 kdyZ ne tak vyrazny,
nartist DE, ale také glukosy, maltosy a maltotriosy vlivem pullulanasy. PSeni¢ny A Skrob se
svymi hodnotami moc nelisil od Skrobu bramborového. U bramborového skrobu byl narast
DE 010,77 %, u pSenicného A Skrobu 0 10,05 %. Glukosy se z bramborového Skrobu vlivem
pullulanasy vytvoftilo 1,4 %, z pSenicného A Skrobu 0,9 % a z kukufi¢ného Skrobu 0,3 %.
Obsah maltosy u bramborového skrobu vzrostl o 5,4 %, u pSeni¢ného A Skrobu o 4,7 %
a u kukuti¢ného skrobu o 3,6 %. Maltotriosy se u pseni¢ného A Skrobu a kukuii¢ného Skrobu
vytvofilo aktivitou pullulanasy téméf stejné mnozstvi — U pSeni€né¢ho A Skrobu 5,8 %
a u Skrobu kukufi¢ného 5,7 %. U bramborového Skrobu to bylo zde nejvice — 8,4 %.

Z dosazenych vysledkii mozno konstatovat, ze pouzity bramborovy skrob obsahoval ziejmé
nejvyssi mnozstvi amylopektinu a proto byl pullulanasou nejvice hydrolyzovén. Literatura
uvadi u bramborového Skrobu obsah amylopektinu 80 % [49]. U $krobu pSeni¢ného a ku-
kuficného je toto ¢islo trochu nizsi, ale jak jiz bylo zmin&no vyse, obsah amylosy a amylo-

pektinu se 1i8i 1 vV rdmci jednoho druhu skrobu.
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Graf 14 Dosazené DE u riznych druht Skrobli u¢inkem pullulanasy
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Graf 15 Obsah glukosy ve zcukienych §t'avach z riznych druht §krobu u¢inkem pullulanasy
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Graf 16 Obsah maltosy ve zcukienych §t'avach z riznych druhti Skrobu ti¢inkem pullulanasy
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5.3 Spektrofotometrie sirupovych stav

Cisténim pomoci ionexti se ze sirupové §tavy odstrafuji riizné latky jako naptiklad mineraly,
zlepsuje se chut’ produktu (odstraiiuji se pachuté), ale také se vylepSuje barva produktu.
Barva Skrobového sirupu byva bezbarva az svétle zluta. VétSinou se ale barva vyjadiuje
z hlediska absorbance, ktera se méfi proti referenénimu standardu, kterym je voda.

V priibéhu vyroby skrobového sirupu dochazi k riznym reakcim, nejcastéji vSak k Maillar-

dovym reakcim nebo ke karamelizaci. Rozsah a intenzita té€chto reakci se 1i$i u kazdé varky.

Sirupové §t'avy pred priichodem ionexy mély svétle Zlutou barvu, Stavy za ionexy byly bez-
barevné, 1 kdyz absorbance vzorki je pomérné€ rizna. Naméfené hodnoty jsou uvedeny v ta-

bulce 8.

Tabulka 8 absorbance sirupovych §t'av pied a po prichodu ionexovymi kolonami
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Cislo vzorku Absorbance pri 450 nm
Pi‘ed ionexy Za ionexy
1 0,026 0,017
2 0,132 0,053
3 0,129 0,049
4 0,018 0,013
5 0,078 0,011
6 0,039 0,031
7 0,081 0,020
8 0,037 0,015
9 0,054 0,012
10 0,059 0,037

Rozdily mezi absorbancemi pied a za ionexy se 1isi. U nékterych vzorkl byla za ionexy
absorbance niz§i o vice nez polovinu, coz je celkem vyrazny rozdil. Naptiklad u vzorku €. 7
byla absorbance za ionexy snizena az na ¢tvrtinu. Naopak u vzorku €. 6, nebo vzorku €. 4
neni rozdil v absorbanci tak vysoky, coz znaci, ze u téchto §tav nedochéazelo ve velké mite

k reakcim, které maji za nasledek zménu barvy.

Protoze vzorky byly odebirany v jednotlivych dnech, byly i mouky, ze kterych byl vyrobeny
Skrob rozdilné. Kolisal obsah popela (pouze v desetinach %) 1 obsah bilkovin (pfesné slozeni
nemuze byt zvefejnéno). Dalsim faktorem, ktery ovlivnil vyslednou absorbanci sirupu je
bezesporu délka zcukiovani. I pfi vyrobé dvou vyrobku se stejnym kone¢nym DE muze byt
doba reakce riiznd. Protoze se jedna o termofilni enzymy, musi byt v celém procesu zcukio-
vani teplota pfizptsobena aktivit¢ enzyma. Tato teplota a doba reakce mé urcité také nemaly

vliv na reakce, které¢ vedou ke zménam barvy.
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ZAVER

Psenice, brambory a kukufice jsou ¢asto vyuzivané pro vyrobu skrobu. Ze Skrobu Ize vyrabét
produkty s riznymi vlastnostmi, mimo jiné v dne$ni dobé nachazeji uplatnéni Skrobové hyd-
rolyzaty. Podle stupné hydrolyzy rozeznavame maltodextriny a glukdzové sirupy. Tyto pro-
dukty se v potravinaistvi pouzivaji jako nosice barev, aromat, jako nahrada tuku, nebo jako
sladidla ¢i jako antikrystalizatory v bonbonkafstvi.

V této praci jsme se zabyvali enzymatickou hydrolyzou $krobu a vlivem ruznych druhi en-
zymu na tento proces.

Byly pouzity kukufi¢ny, bramborovy, pSeni¢ny A a pseni¢ny B skrob. Nejprve byly sus-
penze téchto Skrobu ztekuceny ztekucujicim enzymem a poté byly zcukteny pfi teploté 60 °C
¢tyfmi druhy enzym?, z nichz kazdy vytvari specifické produkty.

Na zékladé¢ zjisténych vysledkd vyplynulo, Ze rychlost ztekuceni je u bramborového, kuku-

ficného a pSeni¢ného A Skrobu piiblizné stejnd. U pSeni¢ného B Skrobu je tato rychlost vyssi.

Zcukfiujici a amylasa nevice hydrolyzovala bramborovy Skrob, kde doslo k nejvys$§imu na-

rustu DE, ale i glukosy, maltosy a maltotriosy.

B amylasa hydrolyzovala kukufi¢ny a bramborovy $krob az na glukosu, u pSeni¢ného A i B

Skrobu byla produkovana zejména maltosa a v mensi mife maltotriosa.
Glukoamylasa vSechny Skroby §tépila aZ na glukosu.
Pullulanasa nejvice hydrolyzovala bramborovy Skrob a nejméné pSeni¢ny B Skrob.

Ze zjisténych vysledkl vyplyva, ze pti enzymove hydrolyze zalezi na druhu Skobu a vybéru
enzymu pro dosazeni optimalnich vysledktl. V procesu vyroby skrobovych hydrolyzati by
se vV budoucnosti méla vénovat vétsi pozornost obsahu amylosy a amylopektinu, ale také by
se mély sledovat rizné vlivy, které maji vliv na prib¢h zcukfovani. Na aktivitu enzymi
muzou mit vliv rizné faktory jako naptiklad slozeni a struktura Skrobu, ale mozna i pouziti

pesticidi v prubéhupéstovani plodiny, ¢i dokonce obsah tézkych kovi.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

DE Dextrozovy ekvivalent

EC Enzyme Comission (Enzymova komise), EC kod je prifazen kazdému
enzymu

Gl Glukosa

G2 Maltosa

G3 Maltotriosa

G4 Maltotetrosa

G5 Maltopentosa

G6 Maltohexosa

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie
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SEZNAM PRILOH

PRILOHA PI: SCHOORLOVA TABULKA PRO STANOVENI GLUKOSY (GL)



PRILOHA P I: SHOORLOVA TABULKA PRO STANOVENI

GLUKOSY (GL)
Vi | 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 | 32 351 238 413 444 475 506 537 568 599
2 | 63 661 692 723 754 78 816 847 878 9,09
3 | 94 972 1004 1036 1068 11 11,32 1164 11,96 1228
4 | 126 1293 1326 1359 13,92 1425 1458 1491 1524 1557
5 | 159 16,23 1656 16,89 17,22 1755 17,88 1821 1854 18,87
6 | 192 1952 19,84 20,16 2048 20,8 21,12 2144 21,76 22,08
7 | 224 2273 2306 2339 2372 2405 2438 2471 2504 2537
8 | 257 2603 2636 2669 2702 27,35 27,68 2801 2834 2867
9 | 29 2933 2966 2999 30,32 30,65 3098 3131 3164 3197
10 | 323 3264 3298 3332 3366 34 3434 3468 3502 3536
11 | 357 3603 3636 3669 3702 37,35 37,68 3801 3834 3867
12 | 39 3934 3968 4002 4036 40,7 4104 4138 4172 4206
13 | 424 4274 4308 4342 4376 441 4444 4478 4512 4546
14 | 458 46,15 465 46,85 472 4755 479 4825 486 4895
15 | 493 4965 50 5035 507 5105 514 5175 521 5245
16 | 528 5315 535 5385 542 5455 549 5525 556 5595
17 | 563 5665 57 57,35 577 5805 584 5875 59,1 5945
18 | 59,8 60,15 605 6085 612 6155 619 6225 626 6295
19 | 633 6366 6402 6438 6475 651 6546 6582 66,18 66,54
20 | 669 67,28 67,66 6804 6832 688 6918 6956 69,94 70,32
21 | 707 7108 7146 7184 7222 726 7298 7336 7374 7412
22 | 745 749 753 757 761 765 769 773 777 781
23 | 785 7891 7932 7973 8014 8055 8096 8137 8178 8219
24 | 826 83 834 838 842 846 85 854 858 86,2
25 | 866 87,01 87,42 87,83 8824 8865 89,06 8947 89,88 90,29
26 | 907 91,11 9152 91,93 9234 9275 9316 9357 93,98 94,39



