Chem. Listy /09, 204-209 (2015)

Laboratorni pfistroje a postupy

LABORATORNI PRISTROJE A POSTUPY

VYUZITI *'P NMR

KE KVANTITATIVNI ANALYZE
FOSFORECNANOVEHO DIESTERU
SKROBU A URCENi MECHANISMU
REAKCE

EVZEN SARKA®, RICHARD HRABAL®,
JAROSLAV KOLACEK", PETRA SMRCKOVA®
a ZDENEK BUBNIK”

“ Ustav sacharidii a ceredlii, ” Centralni laboratore, Vyso-
ka skola chemicko-technologickd v Praze, Technicka 5,
166 28 Praha 6

evzen.sarka@vscht.cz

Doslo 5.3.14, ptepracovano 31.7.14, ptijato 26.9.14.

Kli¢ova slova: fosforecnanovy diester Skrobu, rezistentni
Skrob, pomalu stravitelny skrob, stravitelnost skrobu, che-
micky modifikované Skroby

Uvod

Skrob patii mezi fyziologicky a hospodaisky nejdiile-
rostlin ve formé Skrobovych zrn, kterd se nerozpousteji ve
studené vodé. Hlavnimi slozkami Skrobu jsou dva a-D-
glukany — linearni amylosa s a-(1—4) glykosidovymi
vazbami a vétveny amylopektin, obsahujici a-(1—4) a a-
(1-6) vazby, kromé toho Skrobova zrna obsahuji i mensi
mnozstvi dal§ich slozek, napt. lipidy a proteiny.

Fosfor se v nativnim skrobu vyskytuje jako fosfatovy
monoester (ptedevSim  u hlizovych Skrobit),
ve fosfolipidech (ptedevsim u ceredlnich Skrobt) a ve for-
mé anorganickych fosfore¢nanil. Fyzikalné-chemické
vlastnosti nativnich Skrobl lze modifikovat zesiténim, pfi
kterém jsou doplnény intra- a intermolekuldrni vazby
v ndhodnych mistech $krobového zrna'. Po tomto zpraco-
vani produkt kromé jiz uvedenych forem fosforu dale ob-

(chemickd struktura viz®), zbytky reakéniho &inidla
a anorganické fosfaty vedlejsiho reakéniho produktu.

Fosfore¢nanovy diester skrobu (v anglosaské literatu-
fe oznaCovany jako distarch phosphate; DSP) je zesitény
Skrob. Derivat s nizkym stupném substituce se bézn¢ vyu-
ziva jako zahustovadlo nebo stabilizator, napf. v maso-
vych konzervach, paStikadch, masovych smésich, majoné-
zach, naplnich ¢i v marmeladach. Jednoduchymi laborator-
nimi metodami nelze odliSit obsah fosforu v zesit'ujicich
vazbach od fosforu v monofosfatovych skupinach ¢i od
anorganického fosforu, evropsti vyrobci proto hodnotu
stupné substituce DSP neudavaji a hodnoti jej na zakladé
uzivatelské kvality, tedy predevSim viskozitou vzniklé
disperze.

Vysocezesiténé skroby maji vyssi teplotu mazovaténi
nez $kroby nativni, tyto latky prochazeji tepelnym proce-
sem beze zmény ve formé skrobovych zrm™*, tedy vykazuji
naopak niz§i viskozitu. Nové uplatnéni fosfore¢nanového
diesteru se ocekava ve formé tepelné odolného rezistentni-
ho skrobu, napf. v podobé vyzivového dopliiku. Tento
rezistentni $krob (zafazeny do skupiny RS4, cit.’) neni
rozstépen enzymy v tenkém stfevu, ale prechazi az do
tlustého stfeva. Rezistentni Skrob ma podobnou funkci
jako vladknina, do které byva i zafazovén. V tlustém stfevu
vSak mize byt stievni mikroflorou metabolizovan na
sekundarni produkty.

Pti vyrobé DSP se pouziva jako reak¢ni Cinidlo trime-
tafosforecnan sodny podle nésledujiciho schématu (7).

Reakéni mechanismus vSak dosud neni pfili§ pro-
zkouman®.

Klasickd metoda stanoveni celkového obsahu fosforu
podle Smithe and Carusa’ je zaloZena na mineralizaci,
pridavku roztoku molybdenanu amonného a vanadi¢nanu
amonného a mé&feni absorbance pii 460 nm. Koch a spol.’
stanovovali obsah fosforu v nizkozesiténych Skrobech
potenciometrickou metodou, coz umoziovalo vyhodnotit
oddélené monoester $krobu a DSP. Tato metoda vSak neni
pouzitelna pro vyssi obsah fosforu a mize putisobit pro-
blémy pii rozborech bramborového Skrobu s vysokym
obsahem monofosfatovych skupin.

3P NMR spektroskopie umoziiuje soucasné vedle
sebe vyhodnotit jednotlivé formy fosforu®. Protoze vysoce-
zesitény DSP vlivem vysoké molarni hmotnosti neni roz-
pustny (ani ve vod¢, ani v dimethylsulfoxidu), je tieba
ptred vlastnim stanovenim provést mirnou hydrolyzu Skro-

sahuje  zesitovaci vazby mezi molekulami Skrobu bovych molekul. Vzhledem k tomu, Ze jde o specifické
O\‘PO- Skrob \ 9
< 0" o 0-P-0 . (1)
28krob-OH + . T + H,P,0,?
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enzymové Stépeni vazby o-D(1—4), nedochézi k poruseni
fosfatovych vazeb®.

Kvantitativni analyzu je mozné provést dvojim zpiiso-
bem — bud’ pouzitim vnitiniho standardu, nebo proméfe-
nim celkové hodnoty obsahu fosforu kolorimetricky a vy-
hodnocenim ploch NMR signalt. V naSem pfiipadé byl
pouzit druhy postup.

Cilem prace bylo: (/) charakterizovat formy a hodno-
ty obsahu fosforu v komer¢nich nizkozesiténych skrobech
(bramborovém, kukufi¢ném), (2) totéz pro laboratorné
pfipraveny psSenic¢ny Skrob s vySSim stupném zesiténi a (3)
zhodnotit mechanismus reakce vzniku DSP.

Material a metody
Material

Nativni Skroby pochazely od vyrobci Amylon, a.s.
Havli¢kiiv Brod a Skrobaren Pelhfimov a.s. DSP na bézi
bramborového krobu byl poskytnut Skrobarnami Pelhfi-
mov a Krnovskou Skrobarnou s.r.o., DSP na bazi kukufic-
ného Skrobu byl poskytnut rakouskou firmou Agrana (C.
20.350). Trimetafosfat sodny (STMP), kyselina fosforec-
na, deuterium oxid (D,0), hydroxid sodny (NaOD), deute-
rovany DMSO a EDTA byly zakoupeny od firmy Sigma-
Aldrich, s.r.o., Praha. Tripolyfosfat sodny by pofizen od
firmy Fichema, Moravany. Pankreatickd o-amylasa
(Pancreatin, 3 Ceralpha Units/mg) a amyloglukosidasa
(3300 Units/ml) byly nakoupeny od firmy NOAK CR
s.r.o0., Praha.

Laboratorni pfiprava vysocezesiténého pseni¢ného
Skrobu

Byl pouzit postup uvedeny v cit.”. Odbér vzorkd byl
proveden vzdy po 60 min, coZ umoznilo vyhodnotit pru-
béh reakce. Vzorek byl promyt a vysusen pii 40 °C.

Analyza pomoci kolorimetrické reakce a 3P NMR
Pted stanovenim obsahu fosforu byl skrob vysusen pfi

130 °C po dobu 90 min. Obsah fosforu byl stanoven spek-
trofotometricky s vanado-molybdenovym &inidlem'®, po
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pfedchozim zmineralizovani vzorkli Skrobu v prostiedi
kyseliny dusi¢né a peroxidu vodiku.

Aby byla zajisténa rozpustnost pro NMR, byly skroby
hydrolyzovany na mensi molekuly podle postupu uvedené-
ho v cit.® s drobnou modifikaci v zavéreéné fazi. Roztok
fosfodextrind (5%, 2 ml) byl smichan s 2 ml roztoku
EDTA v D,0 o koncentraci 20 mmol "', pH bylo uprave-
no na 8,0 pomoci 1M NaOD a pro zajiSténi Cirosti roztoku
bylo pfidano 0,05 ml DMSO.

*'P NMR spektra byla nasnimana na piistroji Bruker
Avance™ 500 MHz vybaveném 5mm méfici sondou
(BBO). Spektra byla sniména pifi pracovni frekvenci
202,46 MHz a teplot¢ 25 °C. Piipadné Stépeni signald
interakcemi s 'H bylo odstran&no Sirokopasmovym dekap-
lingem. Kazdé spektrum bylo nasniméano 10 000 prachody
(skeny) s ¢ekaci dobou mezi skeny 5 s a zpracovano s 1Hz
rozsitenim cary. Celkovy méfici ¢as byl tedy 15 hodin, coz
bylo maximum, aniz by doSlo k destrukci vzorku. Chemic-
ké posuny byly vztazeny k signalu kyseliny fosforecné
(0 ppm). Pfifazeni jednotlivych rezonanci bylo provedeno
na zakladé publikovanych tdaja. Kvantitativni vyhodnoce-
ni bylo provedeno vzdjemnym porovnanim integralnich
intenzit ptislusnych signalt.

Vysledky a diskuse
Analyza nizkozesiténych Skrobt

Obsah fosforu v analyzovanych Skrobech udéava tab. I,
u bramborového krobu mél hodnotu 850 mgkg' sus.
Podobné tudaje (575-1090 mgkg ') publikovali Noda a
spol.", Kim a spol.'? a Simkova a spol.">. Tab. II, obr. 1 a
2 prezentuji pomér jednotlivych forem Skrobu, zesiténi
nebylo prokazano, protoze stupen substituce (DS) charak-
terizujici zesiténi uvad&ji Koch a spol.’ u komerénich
skrobt hodnotou 1-107*, coZ odpovida obsahu fosforu
0,002 % sus., tedy pod mezi stanovitelnosti.

Stupenn substituce monofosfatovymi skupinami byl
vypoéten podle rovnice’ (2):

162.x,

mono

3100-124.x

mono

)

mono

kde ximono (hm.%) je obsah fosforu v monofosfatovych vaz-
bach. Nejnizsi DSyono byl zjistén u kukuficného modifiko-

Tabulka I

Celkovy obsah fosforu v bramborovém skrobu a nizkozesiténych skrobech

Vzorek Charakteristika Skrobu Susina Obsah fosforu
[%] [gke " sus]

- bramborovy skrob 89,05 0,85

Moramyl ZBH zesitovany fosfat skrobu 85,87 0,98

Solvarin DBV zesitovany fosfat skrobu 84,68 0,77

Moramyl ZB tepeln¢ modifikovany zesitovany fosfat skrobu 89,24 2,50

Agenajel 20.350 zesitovany fosfat waxy skrobu 87,39 0,15
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Tabulka II

Podil jednotlivych forem fosforu v bramborovém Skrobu a nizkozesiténych skrobech

Vzorek Obsah fosforu [g kg ™' sus.] DS-mono °
MSMP * pi® P-Pi ¢ DSP STMP? S anorg. P

Bramborovy skrob 0,62 0,23 0 0 0 0,23 3,24-10°°

Moramyl ZBH 0,75 0,14 0,04 0 0,05 0,23 3,96-10°

Solvarin DBV 0,61 0,13 0,03 0 0 0,16 3,19:10°

Moramyl ZB 1,04 0,94 0,37 0 0,15 1,46 544107

Agenajel 20.350 0,04 0,08 0,02 0 0,01 0,11 2,05-10*

* MSMP — monofosfat skrobu, ® Pi — anorganicky fosfat, © P-Pi — pyrofosfat, * STMP — trimetafosfore¢nan sodny,

“DS-mono — stupeil substituce monofosfatovych vazeb
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Obr. 1. 3'P NMR spektrum nativniho bramborového $krobu, v§znam symbolil viz tab. II

vaného $krobu, nejvyssi u tepelné modifikovaného zesité-
ného bramborového Skrobu. U ostatnich skrobt byl prak-
ticky zachovan obsah monofosfatovych skupin ptivodniho
nativniho bramborového skrobu (na uhlicich Cs a Cg).

Vyhlaska 235/2010 Sb. ptedepisuje zbytkové fosfo-
reénany hodnotou 5 gkg™', resp. 4 gkg ' ukukufiéného
Skrobu (vyjadiené jako fosfor). Jak obsah trimetafosforec-
nanu sodného, ktery je reakénim cinidlem, tak celkovy
obsah vSech (anorganickych) fosfore¢nant
u modifikovaného Skrobu tuto hodnotu spliioval.
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Analyza zesiténého skrobu s vys$$im stupném
substituce

Celkovy obsah fosforu a pomér v analyzovanych
Skrobech udava tab. III. Nebyly identifikovany klasické
monofosfatové skupiny, typické napf. pro bramborovy
Skrob. V prvé etapé reakce vznikal cyklicky monofosfat
(obr. 3), ktery postupné piechazel na DSP.

Cyklicky monofosfat je tedy pravdépodobné reakc-
nim meziproduktem pfi zesitovani. Stupeni substituce se
vypoéte3:
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Obr. 2. 3'P NMR spektrum nizkozesiténého §krobu Moramyl ZBH, vyznam symbolii viz tab. II

vych skupin, trifosfore¢nan sodny a Skrobovy difosfat.
Dosazeni velmi vysokych hodnot DS (0,035 + 0,12)
by vyzadovalo teplotu reakce pies 120 °C (cit."), coz na
) druhé strané€ zpusobi dekompozici skrobovych zrn.
. C I N
Porovname-li naSe vysledky s (cit.”), je ziejmé, Ze
nami zjistény stupen substituce u téchto skrobii povede
k velmi nizkym viskozitdm disperzi, neboli teplota mazo-

DSC-mono = 162'xm0f\0 (3)
3100—124.x.,,, —84x,

162.x,
D Sdi — 6 xdl
3100—124.x,.,,,, —84x,

Zjistény stupen substituce (zesiténi) nardstal od
1,29:-10° (1 h reakce) az po 2,18:10° (4 h reakce). Na
rozdil od vysledkit Manoi & Rizvia® ziskanych z derivati
pfipravenych reaktivni superkritickou fluidni extruzi naSe
vzorky neobsahovaly vyznamnéj$i mnozstvi monofosfato-

Tabulka IIT

vaténi bude presahovat 100 °C.

Obsah anorganickych fosfore¢nani byl urcen ve
vsech ptipadech pod hodnotou 0,5 %, povolenou pro zbyt-
kovy obsah fosforu v modifikovaném obilném Skrobu.

Celkovy obsah fosforu a podil jednotlivych forem fosforu ve vzniklém laboratornim produktu

Vzorek SusSina Obsah fosforu [g kg ' sus.] DS-mono ¢ DS-di ¢
[%] celkem Pi® C-MSMP" DSP STMP®  anorg. P

VS1 89,89 0,58 0,23 0,08 0,24 0,03 0,26 3,98.10°%  1,29-107

VS2 88,45 0,72 0,31 0,10 0,26 0,05 0,36 525.10*%  1,35-10°

VS3 89,58 0,80 0,36 0,00 0,33 0,11 0,47 0 1,73:10°

VS4 89,42 0,76 0,34 0,00 0,42 0,00 0,34 0 2,18:10°

“Pi — anorganicky fosfat, " C-MSMP — cyklicky monofosfat §krobu, ° STMP — trimetafosfore¢nan sodny, ¢ DS-mono — stu-
pefi substituce monofosfatovych vazeb, ¢ DS-di — stupeii substituce zesitujicich vazeb
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Obr. 3. 3'P NMR spektrum vysocezesiténého §krobu (po 2 h reakce), vyznam symbolii viz tab. III

Diskuse pfesnosti stanoveni obsahu jednotlivych
forem fosforu ve §krobu pomoci *'P NMR
spektroskopie

Hlavnim faktorem, ktery ma vliv na pfesnost stanove-
ni jednotlivych slozek skrobu, je kvalita spektra, resp. od-
stup signalu od Sumu (SINO). Kvalita spekter jednotlivych
vzorkll se pomérné dost lisila pravé v odstupu signalu od
Sumu (SINO = 3-40). Integrace takto zaSuménych spekter
s sebou nese i pomérn¢ velkou nepiesnost. V literatuie se
pro *'P kvantitativni NMR spektra udavé presnost 1,5-2 %
pti dodrzeni vSech pozadovanych parametr, zejména od-
stupu signdlu od Sumu S/N > 50. Vzhledem k tomu, Ze
vétsina signall byla pod hranici, chyba méteni bude vyssi.
Korektni odhad chyby méfeni by byl mozny na zakladé
urcitého statistického souboru dat (minimalné tfi opakova-
na meéfeni), coZz vSak vnaSem piipadé nebylo mozné
z divodd omezené stability vzorkd. Hrubym odhadem se
chyba mitize pohybovat v rozmezi 2-10 % (cit.'>'°), coz
lze povazovat za prijatelné, vzhledem ke skuteCnosti, ze
jind metoda kvantitativniho stanoveni vétSiny slozek fosfo-
rovanych $krobti neni v soucasnosti k dispozici.

Mimo to podle Manoi a Rizvi® mohou chybu pii sta-
noveni stupné substituce fosfatové diesterové vazby zpu-
sobit u psSeni¢ného Skrobu i pfitomné fosfolipidy, které
vykazuji pas rovnéZ v oblasti —1 + 1 ppm.
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Zavér

Metoda *'P NMR prokazala schopnost rozliseni jed-
notlivych forem fosforu, coz umoznilo sledovat kontami-
naci vzorku anorganickymi fosfore¢nany, kterd u nizkoze-
siténych komerénich produktd cinila 21-73 % fosforu.
U téchto derivatd vSak metoda nevykazovala dostate¢nou
citlivost pro stanoveni stupné zesiténi. U laboratorné pfi-
pravenych vysocezesiténych Skrobl v pribéhu reakce DS
nartstal od 1,29.107 (1 h reakce) az po 2,18.107 (4 h re-
akce). Byl identifikovan reakéni meziprodukt — cyklicky
monofosfat.

Tento prehledny clanek byl zpracovan v ramci reseni
projektu vyzkumu a vyvoje MZe QJ1310219 ,, PSenice se
specifickym sloZenim a vlastnostmi Skrobu pro potravinar-
ské a prumyslové ucely.

LITERATURA

1. Singh J., Kaur L., McCarthy O. J.. Food Hydro-
colloids 217, 1 (2007).

Sarka E., Smr&kova P., Seilerova L.: Chem. Listy 107,
929 (2013).

. Koch H., Bommer H. D., Koppers J.: Strach/Stirke
34,16 (1982).

Daniel J. R., Whistler R. L., Roper H., v knize:
Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, kap.



Chem. Listy /09, 204-209 (2015)

10.

11.

12.

Starch. Wiley-VCH Verlag, Weinheim 2002, elektro-
nicka verze: http://onlinelibrary.wiley.com/
doi/10.1002/14356007.a25_001/abstract

Jane J.-L., Jiang H., Hasjim J.: Proc. 6™ Int. Confer-
ence on Polysaccharides-Glycoscience, Praha, 29.9.-
1.10.2010 (Rapkovéa R., Copikova J., Sarka E., ed.),
Czech Chemical Society, Prague, str. 9.

. Sang Y., Prakash O., Seib P. A.: Carb. Polym. 67, 201

(2007).

. Smith R. J., Caruso J., v knize Methods in Carbohyd-

rate Chemistry (BeMiller J. N., Whistler R. L.,
Wolfrom M. L., Smith R. J., ed.), sv. IV, kap. 12.
Academic Press, New York 1964.

. Manoi K., Rizvi S. S. H.: Carb. Polym. 87, 687

(2010).

. Sang Y., Seib P. A., Herrera A. 1., Prakash O., Shi Y.-

C.: Food Chem. 718, 323 (2010).

Zbiral J. (ed.): Analyza rostlinného materialu. Jednot-
né pracovni postupy. Ustiedni kontrolni a zkuSebni
ustav zemédelsky, Brno 2005.

Noda T., Tsuda S., Mori M., Takigawa S., Matsuura-
Endo C., Kim S., Hashimoto N., Yamauchi H.: Food
Chem. 95, 632 (2006).

Kim Y. S., Wiessenborn D. P., Orr P. H., Grant L. A.:
J. Food Sci. 60, 1060 (1995).

Laboratorni pfistroje a postupy

13. Simkova D., Lachman J., Hamouz K., Vokal B.: Food
Chem. 741, 3872 (2013).

14. Lin Q., Xiao H., Zhao J., Li L., Yu F.: Starch/Stirke
61,709 (2009).

15. Malz F., Jancke H.: J. Pharm. Biomed. Anal. 38, 813
(2005).

16. Maniara G., Rajamoorthi K., Rajan S., Stockton G.W.:
Anal. Chem. 70, 4921 (1998).

E. Sdrka®, R. Hrabal’, J. Koladek®, P. Smrekova’,
and Z. Bubnik® (“ Department of Carbohydrates and Ce-
reals, ® Central Laboratories, University of Chemistry and
Technology, Prague): The Use of *'P NMR for Quanti-
tative Analysis of Distarch Phosphate and Determina-
tion of the Reaction Mechanism

Distarch phosphates of different degree of substitu-
tion were analysed by *'P NMR. A major part of P was
inorganic. When analysing reaction products of wheat
starch in laboratory, cyclic monophosphate as a reaction
intermediate was found. The chosen procedure made it
possible to reach the DS 0.002.
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