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1. Wstep

Coraz wigksza §wiadomos$¢ konsumentéw sprawia, ze coraz chetniej siegaja oni po rzadko
spotykane w Polsce gatunki owocow, ktore czgsto sg bardzo bogatym zrodlem bioaktywnych
sktadnikow, migdzy innymi btonnika. Btonnik pokarmowy jest mieszanka ztozonych zwigzkow
organicznych. Wstepnie okreslono go jako pozostato§¢ komorek roslinnych odpornych na
hydroliz¢ z udziatem ludzkich enzymow trawiennych (Trowell H., Lancet 1974, WHO 2003).
Z czasem definicja ulegta zmianie obejmujac hemicelulozy, celulozy, ligniny, pektyny, gumy,
woski i oligosacharydy nie ulegajace trawieniu (Trowell H, 1976, Van Soest P.J. 1973). Btonnik
jest waznym sktadnikiem w diecie czlowieka, dlatego tez bardzo wazne jest, aby w codzienne]
diecie znalazlo si¢ duzo owocow bogatych w btonnik. Niniejsza procedura okresla calkowita
zawartos¢ btonnika pokarmowego i oparta jest na metodzie enzymatyczno — wagowej (AOAC
985.29) z podziatem na frakcj¢ nierozpuszczalng — IDF (AOAC 991.42) i rozpuszczalng — SDF.

2. Cel zadania

Celem zadania bylo opracowanie i walidacja sposobu oznaczania zawartosCi blonnika
catkowitego metoda enzymatyczno-wagowa z podzialem na frakcje rozpuszczalng
I nierozpuszczalng w owocach jagody kamczackie;j.
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3. Opis metodyki oznaczania blonnika w jagodzie kamczackiej

3.1 Przygotowanie probki — ekstrakcja analitu z matrycy

W celu otrzymania jednorodnej probki analitycznej, owoce jagody kamczackiej zostaty
rozdrobnione w stanie zamrozonym w malakserze.

5 g rozdrobnionych owocoéw odwazy¢ na wadze analitycznej. Umiesci¢ kolb¢ inkubacyjng,
wytarowac 1 odwazy¢ od 2,5-5,0 g probki. R6znica mas dwoch powtorzen powinna by¢ mniejsza
niz 10%.

Przyporzadkowanie probki zapisa¢ wg wzoru:

Nr. lab. Masa Masa tygla z Masa probki | Masatygla | Masa Biatko | TDF lub | Data
probki tyglaz | celitem + probka | wzictej do z celitem + | popiotu IDF lub | podpis
celitem | po wysuszeniu analizy popiot SDF

tygiel
X7 kolba

gdzie: x-nr. lab. probki, tygiel-nr. Tygla, kolba-nr. kolby

3.2 Przygotowanie tygli Schotta

Nawazy¢ ok. 0,5 g celitu do tygla (nie mniej niz 0,5 g). Umiesci¢ tygle na czarnych kotnierzach
w aparacie Foss Fibertec™ 1023. Nastepnie przemyé tygiel woda i odsaczy¢ pod préznia. Tygle
z utozonym celitem wyprazy¢ w piecu muflowym przez noc w 525 °C. Studzi¢ i przechowywaé
w eksykatorze. Tygle przygotowywacé najpozniej na dzien przed analizg probek. Wyprazone
tygle po analizach umy¢ wodg destylowang, zala¢ kwasem solnym na noc (zlewki 400 ml pod

wyciagiem). Przepluka¢ woda 1 wysuszy¢ na powietrzu.

3.3 Wykonanie pomiaru

a) Inkubacja z enzymami

— Uruchomi¢ taznie wodng i ustawi¢ na temperature 95-100 °C wedhug instrukcji producenta.

— Przygotowac bufor fosforanowy 0,08 mol/l o pH 6,0 (jezeli nie zrobiono tego w poprzednich
dniach).

— Uruchomi¢ pH-metr wedtug instrukcji producenta.

— Nagrzaé lazni¢ wodna do temp. ok. 60-65 °C

— Do kazdej kolby doda¢ 50 ml buforu fosforanowego oraz 0,1 ml a-amylazy, po czym
zabezpieczy¢ kolby kwadratami z folii aluminiowej. Ogrzewaé¢ w tazni wodnej w temp. 95-

100 °C przez 30 minut. Po 30 minutowej inkubacji kolby wyjaé z tazni.
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Doprowadzi¢ roztwor buforu fosforanowego do pH = 7,5 + 0,2 poprzez dodanie ok. 10 ml
0,275 mol/l wodorotlenku sodu.

Po ustaleniu odpowiedniego pH doda¢ 0,1 ml proteazy, kolby zabezpieczy¢ starymi lub
nowymi kwadracikami folii aluminiowej i ogrzewa¢ w tazni wodnej z ciaglym wytrzasaniem
w temp. 60 °C przez 30 minut.

Mieszaning reakcyjna schiodzi¢ i doprowadzi¢ do pH = 4,0-4,6 poprzez dodanie ok. 10 ml
0,325 mol/l kwasu solnego.

Po ustaleniu pH do kolb doda¢ 0,2 ml amyloglukozydazy, zabezpieczy¢ folig aluminiowg

i ogrzewaé w tazni wodnej w 60 °C z ciggtym wytrzasaniem przez 30 minut.

b) Oznaczanie frakcji nierozpuszczalnej blonnika pokarmowego (IDF) metoda AOAC

991.42
Po uplywie czasu inkubacji z amyloglukozydaza wyjaé¢ kolby z tazni wodnej i ostudzic.
Przesaczy¢ roztwor przez tygle z celitem nastepujacymi roztworami:
2 x 10 ml woda
2 x 210 ml 95% etanol
2 x 10 ml aceton

Tygle z osadami suszy¢ przez min. 5 h w suszarce ustawionej na 105 °C.

¢) Oznaczanie calkowitego blonnika pokarmowego (TDF) metoda AOAC 985.29

Przed inkubacja probek z amyloglukozydaza wiaczy¢ taznie wodna (uzywana do inkubacji
z amylazg) i ustawi¢ na temp. 95 °C. Po wloZeniu probek do inkubacji z amyloglukozydaza,
do 11 lub/i 21 kolby erlenmeyera wla¢ x*280 ml etanolu 95-97% gdzie x-liczba kolb
inkubowanych.

Kolbg nalezy zabezpieczy¢ kwadratem z folii aluminiowej i umie$ci¢ w niej termometr
cieczowy. Etanol podgrza¢ w tazni wodnej do temp. 60 °C.

Po inkubacji z ostatnim enzymem do kazdej kolby doda¢ 280 ml podgrzanego wczesniej
etanolu i pozostawi¢ pod przykryciem z foli aluminiowej na 60 minut.

Zwazy¢ 1 przypisac tygle do kolb, przemy¢ na 5 minut przed saczeniem.

Po uptywie 60 minut z kolb zdja¢ foli¢ i umiesci¢c w tyglach z celitem i przemy¢ 78%
etanolem. Nastepnie przemy¢ Scianki 95-97% etanolem i tygle po przesaczeniu acetonem.

Tygle suszy¢ w suszarce przez 5 h w temp. 105 °C.
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d ) Pomiar wagowy osadéw

Tygle z osadem (TDF lub IDF) po wysuszeniu w suszarce nalezy ostudzi¢ w eksykatorze przez
ok. 1 h. Nastepnie tygle zwarzy¢ i mase¢ wpisa¢ w ustalong rubryke w zeszycie.

W jednej z préb oznaczyé popiét (piec muflowy, temp. 525°C, 6 h) a w drugiej biatko (TruSpec CNS).
Tygle po wyprazeniu w piecu muflowym studzi¢ w eksykatorze i zwarzyé. Mase tygla
Z popiotem oraz mas¢ popiotu zanotowac.

Tygle zuzyte do analizy biatka wyprazy¢ w piecu muflowym (0sad mozna przenies¢ do

ceramicznych tygli lub mozdzierzy, a tygle dotaczy¢ do tych na popiot).

Probe slepa oraz zestaw kontrolny do pomiaréw nalezy wykona¢ jednokrotnie przy otworzeniu
nowego zestawu enzymoéw do oznaczania btonnika pokarmowego (termin wazno$ci wynosi
6 miesi¢cy od otworzenia). Otrzymane wyniki poréwna¢ z zawarto§ciami:

butelka 1 — B-Glucan TDF 95-100% (nawazka 0,1 g)
butelka 2 — Amyloza TDF 29-30% (nawazka 1 Q)
butelka 3 — Skrobia TDF 0-1% (nawazka 1 g)
butelka 4 — Kazeina TDF 0-2 % (nawazka 0,3 Q)
butelka 5 — Pektyna TDF 86-87% (nawazka 0,1 Q)
butelka 6 — Galaktan TDF 83-84% (nawazka 0,1 Q)

Jezeli otrzymane wyniki sg prawidlowe enzymy mozna stosowac.

Zawarto$¢ btonnika w $lepej probie oblicza si¢ ze wzoru (1):

0=v,—b, — P, (1)
gdzie:
Vo — $rednia masa osadu z 2 §lepych prob
bo— masa biatka $lepej proby
Po— Masa popiotu §lepej proby

Zawarto$¢ blonnika w probce badanej oblicza si¢ ze wzoru (2):

Xp:v—b—p—O*

100y

gdzie:

Xo— TDF lub IDF w %

V — masa probki

b — masa biatka

p — masa popiotu

M — $rednia masa probki wzigtej do analizy
0 — $lepa préba

Zawarto$¢ frakcji rozpuszczalnej btonnika pokarmowego (SDF) oblicza si¢ ze wzoru (3)
I wyraza w %:
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SDF[%]=TDF - IDF (3

Wynik koncowy badania
Wynik zostat obliczony wedlug wzoru (4) i wyrazony w %:

X, -PSM
BT (4)

100

gdzie:

Xp — koncowy wynik badania

Xp —wynik w [%psm]

PSM — % powietrznie suchej masy materialu roslinnego oznaczony

100 — wspotczynnik przeliczeniowy

4. \Walidacja metody oznaczania blonnika

Wyznaczono nastgpujace parametry walidacji:

Precyzja aparatury: 10-krotne przygotowanie tej samej probki i wyznaczenie wzglgdnego
odchylenia standardowego (RSD).

Precyzja metody: Precyzja obliczona dla wynikéw pochodzacych z tego samego laboratorium
nosi nazwe powtarzalnosci r wykonane dwie proby réwnolegle. Analiza jednego dnia (intra-
day), proby rownolegte, analiza przez 3 kolejne dni w takich samych warunkach (inter-day);
parametr wyrazony jako RSD.

Powtarzalno$¢: precyzja wynikow uzyskanych w tych samych warunkach pomiarowych,
wyliczona w oparciu 0 RSD (wzoér 5).

u = RSD/pierwiastek(n) (5)

Tabela 1. Charakterystyka metody uwzgledniajac frakcje rozpuszczalne i nierozpuszczalne dla
jagody kamczackiej

TDF IDF SDF

Zawartos¢ [%] 1,81 1,01 0,79

precyzja aparatury [RSD %] 0,15 0,20 0,19
precyzja metody intra-day [RSD %] 1,67 0,85 0,82
precyzja metody inter-day [RSD %] 0,13 0,04 0,14
powtarzalnos¢ [u] 0,05 0,06 0,06

5. Whioski
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Opracowana metodyka jest przydatna do oznaczania zawartosci btonnika catkowitego (TDF)
z podzialem na frakcje rozpuszczalng (SDF) i nierozpuszczalng (IDF) w owocach jagody
kamczackiej.

Zakres metody:

Blonnik catkowity 0,00 — 100,00 %
Frakcja rozpuszczalna 0,00 — 100,00 %
Frakcja nierozpuszczalna 0,00 — 100,00 %

Metoda charakteryzuje si¢ wysoka precyzjg zarOwno aparatury jak i metody, RSD w przedziale
0,15-1,67%.
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