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Quantitative determination of starch in the reaction with iodine

A quantitative method of determination by photometric measurement in
the iodine-starch complex is described. Determinations were made within
0-250 ug range of starch content in 1 ml of solution. Starch was treated
with 0.01N J in 1% KJ and extinction was read al wavelength 610 nm in a 1 cm
thick layer of solution, with a "Specol” photocolorimeter.

Statistical analysis of measurements showed a positive correlation between
the starch amount and extinction.

WSTEP

Szybkie i proste metody iloSciowego oznaczania skrobi maja szcze-
golne znaczenie w okreslaniu zawartosci tego polisacharydu w ziarniakach
zb6z przy pracach hodowlanych, gdyz umozliwiaja w krétkim czasie oce-
ne materialu hodowlanego we weczesnych etapach selekcji. Metody te
poprzez oznaczanie zawartosci skrobi w ziarniakach umozliwiajg okresle-
nie wzrostu aktywnosci amylaz, a tym samym stopnia poroéniecia bada-
nego materialu.

Istnieje duza réznorodnos$¢ metod ilosciowego oznaczania tego wielo-
cukru. Do najczesciej stosowanych nalezy zaliczy¢ metody polarymetry-
czne, oznaczania produktéow hydrolizy, ilosciowego preparowania skrobi
z badanego materialu i oznaczania jej wagowo oraz metody fotometrycz-
ne oparte na pomiarze ekstynkcji barwnego kompleksu skrobi z antro-
nem lub z jodem (Nowotny i in. 1969).

Zjawisko tworzenia barwnego kompleksu skrobi z jodem jest tak
specyficzne, ze stalo sie podstawa wielu metod ilosciowego oznaczania
tego polisacharydu. Pewng trudnosé¢ pod tym wzgledem sprawia réznica
w powinowactwie do jodu amylozy i amylopektyny oraz wplyw stopnia
zmodyfikowania skrobi przez hydrolize, estryfikacje i uszkodzenia me-



40 H. Marciniak

chaniczne ziarn skrobi na tworzenie sie kompleksu jodowo-skrobiowego.
Wedlug danych bibliograficznych réwniez obecnos¢ bialek i kwasow
tluszczowych przeszkadza w tworzeniu sig kompleksu jodu ze skrobia,
a zretogradowana skrobia nie posiada w ogole zdolnosci do tworzenia
barwnego kompleksu (Badenhuisen 1959). Mimo wymienionych
réznic w powstawaniu barwnego kompleksu, ta powszechnie znana rea-
kcja znalazla zastosowanie w metodach jodometrycznych, w badaniach
jakosciowych nad zawartoscia skrobi w materialach biologicznych, w me-
todach ilo§ciowego oznaczania skrobi oraz w pomiarach stosunku amy-
lozy do amylopektyny (Nowotny iin. 1969).

Metody fotometryczne pomiaréw stezen kompleksu jodowo-skrobio-
wego szczegolnie nadaja sie do badan materialow biologicznych o malej
zawartoéci skrobi z tego wzgledu, ze sa szybkie i proste w wykonaniu.
Warunkiem przeprowadzenia tych pomiaréw jest rozpuszczenie skrobi
i odpowiednie jej rozciericzenie, zadanie roztworem J w KJ o odpowied-
nim stezeniu oraz fotometryczny pomiar ekstynkcji barwnego kompleksu.

Wykorzystanie kompleksu jodowo-skrobiowego do oznaczania zawar-
tosci skrobi opisali w swych pracach Hadorn i Doevelaar (1960),
Humphreysi Kelly (1961), Kerr (1952), Thaler (1967), a omo-
wienie tych metod zostalo wyczerpujaco podane w pracy zbiorowej wy-
danej pod redakcja Nowotnego (1969).

Niektéore metody iloSciowego oznaczania skrobi wymagaja wstepnego
usuniecia z badanego materialu biatek, tluszczy i cukrow redukujagcych.
W wielu wypadkach réwniez zaleca sie stabilizacje barwnego kompleksu.

Autorzy wyzej cytowanych prac sugeruja, aby Kkrzywa wzorcowa
przygotowaé na skrobi o tym samym pochodzeniu, jaka znajduje sig
w analizowanej probie lub na skrobi wyekstrahowanej bezposrednio
z badanego materialu biologicznego.

W metodzie Wohlgemutha (1908) barwna reakcja skrobi z jo-
dem znalazla zastosowanie w okre$laniu aktywnosci alfe-amylazy w ply-
nach ustrojowych poprzez okreslenie takiego stezenia enzymu, przy
ktorym — w okreslonych warunkach i czasie — nastepuje rozklad sub-
straktu do produktéow nie barwiacych sie jodem.

Heinkel (Klyszejko-Stefanowicz 1972) w metodzie ozna-
czania aktywnos$ci alfe-amylazy wykorzystal mozliwosci okreslania ste-
zenia skrobi poprzez pomiar natgzenia barwy kompleksu jodowo-skrobio-
wego. Pomiary stezenia skrobi w tej metodzie dokonywane sa w grani-
cach od 2 do 10 mg przy wykorzystaniu absorpcji fali §wietlnej o diugasci
560 nm.

Metoda Hadorna i Doevelaar (1960) przystosowana jest do
oznaczania kompleksow jodowo-skrobiowych w probkach zawierajgcych
10 do 60 mg skrobi rozpuszczonej na goraco w 40% CaCl, w pH 6, przy
wykorzystaniu fali §wietlnej o dlugosci 575 nm.
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Celem niniejszej pracy bylo opracowanie szybkiej i wygodnej mikro-
metody iloSciowego oznaczania skrobi w obecnos$ci mono- i oligosachary-
dow oraz przy okreslaniu aktywnosci alfa- i beta-amylaz.

MATERIAL I METODY

Do badan uzyto odczynniki chemiczne produkcji ,,Polskie Odczyn-
niki Chemiczne” Gliwice w klasie czystosci cz.d.a., skrobie rozpuszczal-
na produkcji TPH POCH — Gliwice, seria 51374. Roztwoér skrobi przy-
gotowywano w ten sposdb, ze nawazke polisacharydu rozpuszczano na
goraco w wodzie,

Pomiaru ekstynkeji kompleksu jodowo-skrobiowego dokonywano przy
uzyciu fotokolorymetru ,,Specol” produkcji Carl Zeiss-Jena. przy wy-
korzystaniu absorpcji fali o dlugosci 610 nm w warstwie plynu o grubos-
ci 1 em. Skrobie barwiono roztworem 0,01N J w 1% KJ.

Hydrolize skrobi przez amylazy prowadzono w 30°C w 0,25 M bufo-
rze fosforanowym o pH 6,8. Reakcje enzymatyczna przerywano przez
wstawienie badanej proby do wrzacej lazni wodnej na okres 5 min. Uby-
tek skrobi spowodowany hydroliza enzymatyczng oznaczano poprzez
pomiar jej stezenia po okresie inkubacji wedlug opisanej w tej pracy
metody. Do hydrolizy skrobi uzyto enzymy wypreparowane wedlug
metody wlasnej (Marciniak — praca w druku) z podkielkowanych
nasion jeczmienia jarego, odmiany ’'Aramir’, uzyskanych z materialow
hodowlanych Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji Roslin — Zaklad Do-
$wiadczalny w Bakowie — ze zbioru 1975 r.

Dla wynikoéw eksperymentalnych, uzyskanych przy odczytach ekstyn-
keji, przeprowadzono analizy statystyczne, stosujac metode analiz serii
niezaleznych dla oceny. istotnosci roéznic wystepujacych przy pomia-
rach w obecno$ci substancji, ktérych wplyw na wielkosé ekstynkcji prze-
badano w tej pracy. Obliczono réwniez standardowe odchylenie od $red-
niej (S) oraz wspélczynnik zmiennosci (V) dla zbioréw pomiaréw. Ponad-
to obliczono wspdlczynnik korelacji i regresji zaleznosci ekstynkeji od
zawartosci skrobi w prébie, mierzonej w obecnosci réznych, uzytych w
tej pracy substancji oraz wartosci prostych regresji dla tych zaleznosci.

Przebieg analizy

Do probéwek odmierzono po 1 ml roztworu zawierajgcege od 0 do
250 ug skrobi. Nastepnie dodawano po 2 ml wody lub wodnego roztworu
réoznych substancji, w obecnosci ktérych dokonywano pomiaru stezenia
polisacharydu. Zestaw uzytych roztworéw réznych substancji oraz ich
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koncowe stezenie w probie podano w tabeli 1. Do tak przygotowanej pro-
by dodawano 1 ml 0,01N J w 1% KJ, uzyskujac koncowa objetos¢ wy-
noszaca 4 ml.

Krzywa kalibracyjna

Do probéwek odmierzano po 1 ml roztworu zawierajacego 25, 75, 100,
125, 150, 175, 200, 225, 250 ng skrobi, dodawano po 2 ml wody lub wod-
nego roztworu substancji, wobec ktoérej dokonywano pomiary oraz po
1mlJw KJ.

Reakcje skrobi z jodem przeprowadzano w $rodowisku kwasnym, obo-
jetnym lub stabo alkalicznym (do pH 11,5), w temperaturze pokojowej,
a ekstynkcje odezytywano po 15-30 min od chwili zadania prob roztwo-
rem J w KJ wobec $lepej odezynnikowej. Slepa odczynnikowa zawierala
1 ml H,O, 2 ml odpowiedniego roztworu substancji, wobec ktorej doko-
nywano pomiaru stezen skrobi oraz 1 ml J w KJ. W dokonywaniu po-
miaréw stezenia skrobi przeszkadza obecno$¢ kolidyny, zasad dajacych
wyzsze pH roztworu od pH 11,5 oraz substancji wigzacych wolny jod
lub dajacych z nim barwne zwigzki.

Tabela 1 —
Zaleznos$é eks  nkeji od zawartosci skrobi
Relationship betwee extinction and starch content

610 nm

Zawar- 1 em

tosé

: Srodowisko — Medium
skrobi
Starch 0,25 M bufor fos-
content . i
n H,0 09% Nacl  foranowy o pH 68 .0 v NaOH
ug 0.25 M phosphate

buffer at pH 6.8

. X S v X S A X S v X S A%

25 0,085 0,0000 0,00 0,085 0,0010 1,18 0,085 0,0046 5,36 0,083 0,0029 3,52
50 0,171 0,0063 3,68 0,162 0,0069 427 0,172 0,0100 5,82 0,171 0,0048 2,80
Kb} 0,254 0,0048 1,89 0,260 0,0041 1,57 0255 0,0120 4,71 0,258 0,0087 3,36
100 0,354 0,0143 4,05 0,360 0,0041 1,13 0,358 0,0087 2,42 0,355 0,0092 2,57
125 0,441 0,0193 4,38 0,446 0,0095 2,12 0,445 0,0197 4,45 0,439 0,0132 3,00
150 0,533 0,0087 1,63 0,540 0,0040 0,75 0,533 0,0096 1,80 0,540 0,0022 041
175 0,620 0,0082 1,32 0,630 0,0142 225 0,630 0,0186 2,95 0,630 0,0216 3,43
200 0,710 0,0163 2,30 0,720 0,0183 2,54 0,720 0,0183 2,54 0,720 0,0216 3,00
225 0,803 0,0056 1,19 0,810 0,0141 1,75 0,815 0,0191 2,35 0,810 0,0240 2,96
250 0,900 0,0141 1,57 0,900 0,0082 0,91 0,900 0,0182 2,03 0,910 0,0216 2,37

X — 4rednia arytmetyczna (arithmetic mean).
5 — standardowe odchylenie (standard deviation).
V — wspolezynnik zmiennosci (coefficient of variation).
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WYNIKI

W tabeli 1 przedstawiono wyniki pomiaréw ekstynkecji kompleksu
jodowo-skrobiowego przy réznym stezeniu skrobi w probie. W kolumnach
podano dane dotyczace wzrastajacego stezenia skrobi w 1 ml badanego roz-
tworu oraz ekstynkcji barwnego kompleksu mierzonej w obecnosci zasto-
sowanych w tej pracy substancji. Dla kazdej z tych substancji podano war-
tosci $rednich arytmetycznych pomiaréw ekstynkeji (X), standardowe od-
chylenie od éredniej (S) i wspolczynnik zmiennosci (V) wyrazony w pro-
centach éredniej arytmetycznej.

Wartosci $redniej arytmetycznej pomiaréw ekstynkeji, dokonywanych
w obecnos$ci wszystkich przebadanych w tej pracy substancji, poza zelaty-
na, przyjmuja wartosci od okolo 0,085 dla 25 ug do okolo 0,91 dla 250 pg
skrobi, natomiast w obecnosci zelatyny wynosza dla 25 pg tego polisa-
charydu réwniez 0,085, a dla 250 pg — 0,943. Zwiekszenie stezenia skrobi
w probie o 25 pug/ml powoduje wzrost wartosci ekstynkeji srednio o 0,090,
a w obecnoscei zelatyny $rednio o 0,094.

Standardowe odchylenia ekstynkecji od $redniej sa niskie i jego war-
tosci dla prob mierzonych w srodowisku wodnym wynosza od 0 do 0,0193,
w obecnosci chlorku sodu — od 0,0010 do 0,0183, w buforze fosforano-

Table 1
w probie mierzonej w obecnosci roznych substancji
determined in sample in presence of various substances

610 nm
‘I em

Srodowisko — Medium

50 ng zelatyny
w 1 ml

50 ug gelatine
in 1 mil

X S

6,25% mocanik

1.25% TCA
6.25% urea

0,025 M HCI 0,45 M SSA

X s Vv X S X s Vv X s Vv v

0,085
0,159
0,260
0.356
0,452
0,551
0,641
0,725
0,815
0,905

0,0041
0,0095
0,0091
0,0111
0,0182
0,0103
0,0131
0,0129
0,0100
0,0100

4,82
5,98
3,51
3,11
4,04
1,87
2,05
1,78
1,23
1,11

0,085 0,0021
0,169 0,0030
0,259 0,0063
0,355 0,0082
0,440 0,0082
0,534 0,0085
0,634 0,0180
0,700 0,0082
0,800 0,0163
0,903 0,0096

2,42
1,71
2,43
2,30
1,87
1,59
2,84
1,17
2,04
1,06

0,084 0,0025
0,175 0,0042
0,264 0,0048
0,355 0,0041
0,440 0,0082
0,535 0,0058
0,630 0,0082
0,715 0,0129
0,810 0,0141
0,910 0,0082

2,99
2,41
1,81
1,15

1.86.

1,08
1,30
1,58
1,75
0,90

0,085 0,0010 1,18
0,173 0,0073 4,18
0,267 0,0079 2,96
0,358 0,0092 2,58
0,440 0,0104 2,36
0,541 0,0114 2,11
0,630 0,0115 1,83
0,720 0,0082 1,13
0,810 0,0216 2,67
0,905 0,0129 1,43

0,085 0,0041 4,82
0,180 0,0035 1,92
0,273 0,0096 3,51
0,369 0,0075 2,03
0,461 0,0118 2,56
0,556 0,0111 1,99
0,655 0,0173 2,64
0,751 0,0202 2,68
0,845 0,0191 2,27
0,943 0,0096 1,02

TCA — kwas tréjchlorooctowy (trichloroacetic acid).

S5A — kwas sulfosalicylowy (sulphosalicylic aeid).
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wym o pH 6,8 — od 0,0046 do 0,0197, w 0,005 M wodorotlenku sodu —
od 0,0029 do 0,0240, w 0,025 M kwasie solnym — od 0,0041 do 0,0182,
w 1,25% kwasie trojchlorooctowym — od 0,0021 do 0,0180, w 0,45 M
kwasie sulfosalicylowym — od 0,0025 do 0,0141, w roztworze 6,26% mocz-
nika — od 0,0010 do 0,0216, a w obecnosci zelatyny o stezeniu 50 pg/ml
— od 0,0035 do 0,0202. Uzyskane wspolczynniki zmiennosei V réwniez
majg niskie wartosci i najwyzsza sposrod nich nie osiaga 6%. Dla po-
miarow w srodowisku wodnym wartos¢ tego miernika waha sie w grani-
cach 0,0-4,38%, chlorku sodu — 0,75-4,25%, buforu fosforanowego —
1,80-5,82%, wodorotlenku sodu — 0,41-3,52%, kwasu solnego — 1.11-
-5,98%, kwasu trojchlorooctowego — 1,06-2,84%, kwasu sulfosalaicylowego
— 0,90-2,99%, mocznika — 1,13-4,18% i zelatyny — 1,02-4,82%.

Wykres na rysunku 1 ilustruje graficznie zalezno$é ekstynkeji barw-
nego kompleksu od stezenia skrobi. Wykreslony zostal na podstawie
srednich wartoéci pomiarow. Przy wykres§laniu prostej 1, gdy s$rednie
pomiaréow w obecnosci réznych substancji mialy jednakowa wartosé, fakt
fen zaznaczono jednym punktem na wykresie, natomiast gdy roznily sie
miedzy sobg wielkoscia, to w odpowiednich polozeniach zaznaczono tyle

Eﬁ!é};m‘
1 - 2
J,U’ . ?
|-
08 }
a6}
1
04

Ve -

o 50 190 150 200 250
g skrobi fml

ug starch/ml

Rys. 1. Zaleinos¢ wielkosci ekstynkceji kompleksu jodowo-skrobiowego od stezenia
skrobi w probie
1 — odezyty ekstynkeji w roztworze wodnym i w obecnosci 0,9% NaCl, 0,25 M buforu fosfo-
ranowego o pH 6,8, 0,005 M NaOH, 0,025 M HCI, 1,25% kwasu tréjchlorooctowego, 0,45 M kwasu
sulfosalicylowego i 6,25% mocznika; 2 — odezyty ekstynkeji w obecnofei 50 pg/ml Zelatyny
Fig. 1. Relationship between amount of extinction of iodine-starch complex and
starch concentration in sample
I — readings of extinetion aqueous solution and in presence of 0.9% NacCl, 0.25 M phosphate

buffer at pH 6.8, 0.005 M NaOH, 0.025 M HCI, 1,25% trichloroacetic acid, 0.45 M sulphosalicylic
acid and 6.25% urea; 2 — readings of extinction in presence of 30 pgml gelatin=
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punktow, ile bylo roznic miedzy S$rednimi. Prosta 2 ilustruje pomiary
ekstynkcji kompleksu jodowo-skrobiowego dokonane w obecnosci zela-
tyny.

W obu wyzej podanych wypadkach wielkosci ekstynkcji sa wprost
proporcjonalne do stgzenia polisacharydu w prébie i w zakresie stezen
0-250 pg pomiary ukladaja sie na linii prostej pod okreslonym katem
nachylenia do osi X, niezaleznie od obecnosci przebadanych w tej pracy
substancji. W wypadku obecnosci zelatyny odezyty ekstynkeji majg nieco
wyzsza wartosc.

Tabela 2 — Table 2
Analiza wariancji pomiaréw ekstynkcji dla prob zawierajacych 250 ug
skrobi w 1 ml roztworu

Analysis of variance of extinction readings for samples containing 250 ug
of starch in 1 ml solution

Liczba stopni

Rodzaje zmiennosci swobody . F
e i s Femp.  a=0,01
Source of variation Degrees )

of freedom

2. Obiektowa

Treatments _ 8 0,000719 4,085 3,26
3. Niescistosci i
Error 27 0,000176 — -

1. Calkowita
Total 35 e — —

St — wariancja (mean square).

Analize wariancji dla pomiaréw ekstynkcji przeprowadzono oddzielnie
dla kazdego stezenia skrobi, poréownujac ze soba wyniki. uzyskane w
obecnos$ci wszystkich przebadanych substancji. Poniewaz analiza wa-
riancji wykazala brak istotnego zréznicowania dla pomiaréw w prébach
zawierajgcych od 25 do 225 pg skrobi w 1 ml roztworu, a stwierdzono
istotne réznice przy stezeniu wynoszacym 250 pug/ml, to przedstawiono
jedynie dla tego stezenia analize wariancji i poréwnanie z przedzialem
ufnos$ci $rednich wartosci ekstynkeji. Przedzial ufnosci obliczono przy
wykorzystaniu testu Duncana dla a=0,01. Analize wariancji ilustruje
tabela 2, a poréwnanie srednich wartosci ekstynkeji z przedzialem ufnos-
ci tabela 3.

Poréwnanie $rednich wartosci ekstynkceji, mierzonych we wszystkich
stosowanych w pracy roztworach, a zawierajagcych 250 pg skrobi w 1 ml,
wykazalo, ze istotnie najwyzsza wartos¢ posiada Srednia dla pomiaréw
wykonanych w prébach zawierajgcych 50 ug zelatyny w 1 ml roztworu.
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Pozostale $rednie nie roznig sie miedzy sobg istotnie i utworzyly grupe
jednorodng.

Scistos¢ doswiadczenia dla pomiarow ekstynkcji obliczono réwniez
oddzielnie dla kazdego, stosowanego w pracy stezenia skrobi. Wszystkie
uzyskane wartosci Scislosci doswiadczenia zamykajg sie w granicach od
3,25% do 8,82% i Swiadczg, ze otrzymane wyniki eksperymentalne sa
wiarogodne. Najwyzsza warto$é (8,82%) parametr ten osigga przy za-
wartos$ci skrobi wynoszacej 50 ug/ml, a najmniejsza (3,25%) przy stezeniu
250 pg/ml.

Tabela 3 — Table 3
Poréwnanie $rednich wartosci dla préb zawierajacych 250 pg
skrobi w 1 ml roztworu

Comparison of mean values for samples containing 250 pg
of starch in 1 ml solution

Ekstynkcja
Srodowisko — Medium Extinction
X
50 pg zelatyny w 1 ml roztworu 0,9425
50 ng gelatine in 1 ml sample
0,45 M kwas sulfosalicylowy
0.45 m sulphosalicylic acid 0,9100
0,005 M NaOH 0,9100
6,25% mocznik
6.25% urea 0,8050
0,025 M HCI 0,9050
1,25% kwas trojchlorooctowy =
1.25% trichloroacetic acid 0,005
0,25 M bufor fosforanowy o pH 6.8
0.25 M phosphate buffer at pH 6.8 0,9000
0,9% NaCl 0,9000
H,0 0,9000

W tabeli 4 zestawiono wspolezynniki korelacji i regresji zaleznosci
ekstynkeji od stezenia skrobi w prébie. Wspélezynnik korelacji dla po-
miaréw dokonanych we wszystkich wariantach doswiadczalnych posiada
bardzo wysokie wartosSci, sa one bliskie jednosci.

Wspélczynnik regresji obliczony dla pomiaréw przeprowadzonych w
obecnosci zelatyny wynosi 0,00381 i wykazuje, ze zwigkszenie stezenia
skrobi o 10pg/ml powoduje wzrost ekstynkecji o 0,038. W pozostalych
natomiast wypadkach wspdélczynnik ten waha sie w granicach od 0,00362
do 0,00370, informujgc, ze przyrost ilosci skrobi o 10 ug/ml spowoduje
wzrost ekstynkcji o 0,036 do 0,037.
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Tabela 4 — Table 4
Zestawienie wspoélczynnikéw korelacji i regresji zaleznosci ekstynkeji
od zawartosci skrobi w probie, mierzonej w obecnosci réznych substancji
Correlation coefficients and regression coefficients of extinction on starch
content measured in the presence of various substances

Srodowisko — Medium r ay/x
H,O 0,9993 0,00362
0,9% NaCl 2,2993 0,00366

0,25 M bufor fosforanowy o pH 6,8

0.25 M phosphate buffer at pH 6.8 0. 0R87 0,00365
0,005 M NaOH 0,9983 0,00367
0,025 M HCI 0,9990 0,00370
1,25% kwas trojchlorooctowy )
1.25% trichloroacetic acid 0,9092 0,00365
0,45 M kwas sulfosalicylowy

0.45 M sulphosalicylic acid 0,9985 0,00364
6.25% mocznik

6.95% urea 0,9993 0,00364
50 ug zelatyny w 1 ml préby 0,999 0,00381

50 ug gelatine in 1 ml sample

r — wspolczynnik korelacji (correlation coefficient).
ay/x — wspolezynnik regresji (regression coefficient).

Obliczone wartosci prostej regresji ekstynkeji dla kazdego ukladu
doswiadczalnego zestawiono w tabeli 5. Przy zawartosci 25 pg skrobi w
1 ml roztworu — w obecno$ci mocznika i zelatyny — sg one bliskie lub
rowne 0,083, natomiast w pozostalych wypadkach wahajg sie w grani-
cach 0,078-0,082. Natomiast gdy stezenie skrobi w proébie wynosi 250
ng/ml wielko§é tego miernika statystycznego w obecnosci Zelatyny jest
najwyzsza (0,94) i rézni sie od wartosci uzyskanych w obecnosci innych
substancji, gdzie wartosci te wahaja sie od 0,894 do 0,911.

Poniewaz analiza wariancji wykazala istotng réznice jedynie miedzy
$rednig pomiaréw ekstynkecji uzyskiwanej w obecnosci zelatyny przy
stezeniu skrobi 250 pg/ml a pomiarami w obecnosci pozostalych uzytych
substancji przy tej samej zawarto$ci skrobi, wykreslono tylko prostg
regresji dla pomiaréow przeprowadzonych w roztworze wodnym i w obec-
nosci zelatyny (rys. 2).

Wykres na rysunku 3 ilustruje przebieg hydrolizy skrobi przez amy-
laze mierzony ubytkiem substratu w probie. Pomiar stezenia substratu
przeprowadzono opisang w tej pracy metoda bez pozbywania sie pro-
duktéw reakcji enzymatycznej. Przedstawione wyniki wykazuja duza
czulo$¢ metody na zmiany stezenia skrobi.
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Tabela 5— Table 5
Zestawienie danych prostych regresji zaleznosci ekstynkeji od stezenia skrobi
w probie, mierzonej w obecnosci réznych substancji
Extreme values from regression lines representing extinction on starch concentration.
Extinction was measured in the presence of various substances

25 ug skrobi 250 pg skrobi

s . . w 1 ml w1l mil
rodowisko — Medium 25 ug starch 250 pg starch
in 1 ml in 1 ml
H,O W 0,0783 0,8937
0.9% NaCl Ve 0,0800 0,9023
0.25 M bufor fosforanowy o pH 6,8 9
= £ 20
0.25 M phosphate buffer at pH 6.8 ¥a 00600 0,90
0.005 M NaOH ¥4 0,0782 0,9048
0,025 M HCI Vs . 0,0789 0,9110
1,25% kwas tréjchlorooctowy
= : - 9004
1.25% trichloroacetic acid Yo i 2
0,45 M lowas sulfosalicylowy
= . )
0.45 M sulphosalicylic acid ya L 0.9007
6.25% mocznik -
6.25% urea - Ve 00520 0,902
50 ug zelatyny w 1 ml proby
50 ug gelatine in 1 ml sample Yo 00630 s
&10n.
Efa‘cnr;rmjk
-"0 : 2]
”
- o]
//
08} :
[
|
06 -
04
ozr
0 50 100 150 200 250
Mng skrobi /il
ug starch/ml
Rys. 2. Proste regresji pomiaréw kompleksu jodowo-skrobiowego
1 — Pomiary ekstynkeji dokonywane w $rodowisku wodnym; 2 — pomiary ekstynkcji

dokonywane w obecnosci 50 ug zelatyny
Fig. 2. Regression lines representing the measurements of iodine-starch complex

i — Extinction measurements made in aqueous solution; 2 — extinetion measurements made
in the presence of 50 pg gelatine
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Rys. 3. Pomiar ubytku skrobi hydrolizowanej przez amylazy poprzez ozhaczenia
fotometryczne kompleksu jodowo-skrobiowego

t ml inkubatu =zawieral 236 pg substratu oraz 0.5 do 4upug enzymu. Czas inkubacji 15 min.
Ekstynkeje barwnego kompleksu odezytywano przy 610 nm w warstwie plynu o grubosel
1 em. Pozostale warunki inkubacji podano przy opisie metod.

Fig. 3. Decrease in starch after hydrolysis with amylases. Determinations were
made by photometric measurement of iodine-starch complex

1 ml of incubate contained 236 pg substrate and from 0.5 to 4 pg enzyme. Incubation time was
i3 min. Extinction was read at 610 nm in 1 cm thick layer of solution. Other incubating
conditions were given in description of methods.

DYSKUSJA

Wiele szeroko stosowanych metod iloSciowego oznaczania skrobi wy-
maga uprzedniego usuniecia z badanej préby substancji przeszkadzaja-
cych w pomiarach lub majacych istotny wplyw na wynik pomiaru. Po-
woduje to wzrost pracochlonnoscei i czasu wykonania analiz oraz wymaga
stosunkowo duzej ilosci badanego materiatu.

Metody polarymetryczne oparte na pomiarze skrecalnosci wlasciwej
polisacharydéw maja ta niedogodnosé, ze skrecalnosé ta w duze] mierze
uzalezniona jest od stopnia zmian zachodzacych w czasteczce skrobi pod-
czas jej ekstrakeji, od rodzaju uzytego rozpuszczalnika oraz od warunkow
rozpuszezania skrobi (Nowotny iin. 1969). Jest to przyczyng trudnos-
ci w ustalaniu warunkéw, pozwalajgeych na uzyskiwanie tej samej war-
tosci skrecania plaszezyzny $wiatla dla skrobi ekstrahowanej w réznych
warunkach i pochodzacej z r6znego materialu. Obecno$¢ mono- i oligosa-

4 — Acta Agrobetanica vol. XXXII, z. 1
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charydéw, aminokwasow, bialek i tluszezy stanowi dodatkowa przeszko-
de w ilo$ciowym oznaczaniu tego polisacharydu.

Metody oznaczania skrobi oparte na okre§laniu zawartosci glukozy
uzyskiwanej poprzez hydrolize skrobi, miedzy innymi metoda antronowa
(Bjornesjo 1955) i fenolowa (Dubois i in. 1956), wymagaja bar-
dzo skrupulatnego wstepnego oczyszczenia badanej proby od substancji
towarzyszacych, a szezegdlnie usuniecia mono- i oligosacharydéw oraz
dekstryn, gdyz ich obecnoi¢ powoduje zawyzanie wynikow pomiaréw.

Opracowana mikrometoda oznaczania rozpuszczonej skrobi, dajgca
mozliwoé¢ bezposrednich pomiaréow w wyciggach do roztworéw powsze-
chnie stosowanych substancji w pracach biochemicznych, moze sta¢ sie
dogodnym narzedziem w tych badaniach, w ktérych szybko$¢ uzyskania
danych jest podstawowym warunkiem ich przydatnosci. Uzyskiwane wy-
niki w tej metodzie odpowiadaja rzeczywistej zawartosci skrobi w probie,
a pomiary przeprowadzone w roztworach przebadanych substancji, przy
tym samym poziomie skrobi, sg takie same lub, jak w przypadku obec-
nosci zelatyny, réznig sie nieznacznie. Swiadcza o tym przeprowadzone
analizy statystyczne uzyskanych w tej pracy wynikéw. Przy jednakowym
poziomie skrobi brak istotnego zréznicowania miedzy sSrednimi pomiarow
ekstynkcji, niewielkie wartosci standardowego odchylenia i wspdlezyn-
nika zmiennosci, wysoka warto§¢ wspolezynnika korelacji oraz male roz-
nice miedzy poszczegélnymi wspoélezynnikami regresji dowodza, ze uzys-
kane dasne eksperymentalne sa wiarogodne. Dodatkowa zaletg tej meto-
dy jest jej mala czasochlonnosé i prosty przebieg analizy oraz to, ze ozna-
czenia mozna wykonywaé¢ na malych prébach. Prostota i mala czasochlon-
no$¢ pozwala na jej zastosowanie do oznaczen akiywnosci amylaz poprzez
pomiar ubytku substratu bez koniecznosci pozbywania sie produktow
hydrolizy skrobi.

Wyzej omowione cechy tej metody s$wiadcza o jej dogodnosci przy
badaniach materialow hodowlanych zboz.

STRESZCZENIE I WNIOSKI

Opracowano mikrometode oznaczania skrobi poprzez fotometryczny
pomiar stezenia kompleksu jodowo-skrobiowego w probie. Skrobie ozna-
czano w granicach 0-250 ug/ml, a barwiono ja 0,01N J w 1% KJ. Reakcje
przeprowadzano w temperaturze pokojowej przez 15-30 min od chwili
zadania J w KJ. Odczytu ekstynkcji dokonywano wobec $lepej odczyn-
nikowe]j przy dlugosci fali swietlnej 610 nm w warstwie plynu o grubos-
ci 1 em, przy uzyciu fotokolorymetru ,,Specol”. Oznaczen dokonywano
w $rodowisku kwasnym, obojetnym i slabo alkalicznym (do pH 11,5), w
obecno$ci przebadanych w tej pracy substancji nie wiazacych wolnego
jodu i nie dajacych z nim barwnych reakcji.
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Przeprowadzone pomiary i analiza statystyczna wynikéw wykazuja,
ze wielko$é ekstynkeji barwnego kompleksu jest wprost proporcjonalna
do zawartosci skrobi w probie 1 — niezaleznie od obecnosci w roztworze
uzytych substancji — dla tych samych stezen skrobi odezyty ekstynkeji
ukladaja sie na jednakowym poziomie. Obecnos$¢ zelatyny w analizowa-
nych probach powoduje nieznaczne podwyzszenie wynikéw pomiarow.

W metodzie tej nie moga by¢ uzywane roztwory kolidyny, substancji
wiazacych wolny jod lub dajacych z nim barwne zwigzki oraz zasad pod-
noszacych zasadowos¢ roztworu powyzej pH 11,5,

Ze wzgledu na prostote i szybkos$¢ wykonania analiz metoda ta jest
dogodna do badan nad aktywnos$cia amylaz oraz materialéw hodowlanych
zboz.

SUMMARY

A starch determination micromethod based on photometric measurement of
the concentration of iodine starch complex has been developed. Starch was stained
with 0.01N J in 1% KJ and determined within the 0-250 ug range. The reaction was
carried out at room temperature for 15 min, after treating the sample with J in KJ.
Readings of extinclion were made against the control at wavelength 610 nm in a
1 em thick layer of solution with a “Specol” photocolorimeter. Determinations were
made in acidic, neural and slightly alkaline -solutions in the presence of various
substances which do not bind free iodine or give colour reactions with it.

Statistical analysis of measurements showed that the degree of extinction
of the colour complex was directly proportional to the starch content in the sam-
ple, and extinction readings were at the same level for the same starch concen-
trations irrespective of the substances present in the solution. The presence of
gelatine in the samples slightly increased the readings.

Solution of collidine, a substances binding free iodine or giving coloured com-
pounds, and alkalis increasing the solution pH over 11.5 cannot be used in is
method.

Because of its simplicity ithe method is suitable for studies on amylase acti-
vities in breeding materials of cereals.
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