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oraz spektroskopia Ramana jako metody identyfikac
B-glukandw skladnikow biologicznie
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Cellulose acetate membrane electrophoresis CAE and Raman spectroscopy
as a method identification of -glucans, used as biologically
and therapeutically active biomaterials
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Streszczenie

Wprowadzenie. Glikacja biatek tj. nieenzymatyczna reakcja przylaczania cukru do grupy aminowej biatka z udzialem
polisacharydow (np. B-glukany), tzw. reakcja Maillarda zachodzi w zdrowym i chorym organizmie, a takze w warunkach
in vitro w produktach biomedycznych i spozywczych. W trakcie hydrolizy kwasnej B-glukany ulegaja konwersji do 5-hy-
droxymethylfurfuralu, jednego z produktow glikacji. Hydrolizaty oznaczano metodami spektroskopii Ramana oraz elektro-
forezy w octanie celulozy.

Cel pracy. Celem niniejszej pracy bylo poszukiwanie $-glukanéw w powszechnie dostepnych produktach spozywczych, znaj-
dujacych takze zastosowanie medyczne i farmaceutyczne jako tzw. opatrunki aktywne.

Material i metody. Obiektem badan byly nastepujace produkty: ziarna owsa, platki owsiane, drozdze spozywcze, grzyby
(boczniak, pieczarka, suszone podgrzybki i maslaki). Jako wzorca B-glukanéw uzyto suplement diety B-(1—3)-(1—6)-
glukan. Probki o masie 0,2 g umieszczono w temp. ok. 0°C i poddano hydrolizie w 80% H,SO, przez 30 minut. Hydrolizat
rozcienczono do 5 cm® w wodzie destylowanej. Elektroforeze prowadzono, jak opisano w poprzedniej publikacji [1] w roz-
tworze 0,2 M octanu wapnia (pH=7,5) przez 1,5 godziny w ukladzie elektrolitycznym CAE (CA-SYSMINI Cellulose Acetate
Systems). Warunki pomiaru: 10 mA, max 240 V, 50 W. Nastepnie wybarwiono plytki w 0,5% roztworze bigkitu toluidyny,
oplukano w wodzie destylowanej i wysuszono na powietrzu.

Widma Ramana roztworéw hydrolizatow rejestrowano przy uzyciu spektrometru MAGNA-IR 860 z przystawka FT-Raman.
Probki wzbudzano laserem o dlugosci 1064 nm (model T10-8S Nd YAG laser). Warunki pomiaru: rozdzielczo$¢ — 4 cm™!,
zakres pomiarowy 100-4000 cm ™.

Wiyniki i wnioski. Glikacja bialek z udzialem polisacharydéw, tzw. reakcja Maillarda jest wieloetapowym zjawiskiem zacho-
dzacym w zdrowym i chorym organizmie (choroby degeneracyjne), a takze w warunkach in vitro w produktach biomedycz-
nych i spozywczych.

W trakcie hydrolizy kwasnej cukrow, heksozy ulegaja konwersji i dochodzi do powstania 5-hydroxymethylfurfuralu, jednego
z barwnych produktéw reakeji Maillarda.

B-glukany identyfikowano po przeprowadzeniu wcze$niejszej hydrolizy kwasnej w 80% kwasie siarkowym (VI). Na podsta-
wie analizy produktow reakcji Maillarda stwierdzono obecno$¢ B-glukanéw w nastepujacych produktach: ziarna owsa, platki
owsiane, drozdze spozywcze i grzyby (np. boczniak, pieczarka, suszone podgrzybki).

Hydrolizaty oznaczano metodami spektroskopii Ramana oraz elektroforezy w octanie celulozy, co stanowi przyktad taksono-
micznej klasyfikacji i detekeji dyskutowanych produktéw (Polim. Med. 2012, 42, 1, 69-77).

Stowa kluczowe: spektroskopia Ramana, elektroforeza w octanie celulozy, B-glukany, glikacja bialek, reakcja Maillarda.
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Summary

Background. The formation of AGEs progressively increases with normal aging, even in the absence of disease (the patho-
genesis of diabetes associated vascular disorders and neurodegenerative diseases, including Alzheimer’s disease, Parkinson’s
disease). However, they are formed at accelerated rates in age-related diseases. The polysaccharides might play a role in
wound healing, both internally and externally, and also that they could play a role against inflammation and may lead to the
production of better medicines to be used as supplements in cancer treatment.

Objectives. The acid hydrolysis was studied with H,SO, at 80% concentration to determine the most effective procedure for
total hydrolysis of B-glucan. The standard of B-glucans acid hydrolysate were compared for commercial oat and oatmeal,
mushrooms: Pleurotus ostreatus, Fungus and yeast Saccharomyces cerevisiae.

Material and Methods. The following materials and reagents were used in the examination: reference B-(1—3)-(1—6)-
glucan, oat and oatmeal, mushrooms: Pleurotus ostreatus, Fungus and yeast Saccharomyces cerevisiae.

The Raman spectra of the sample solutions (B-glucan acid hydrolysates) were recorded on a MAGNA-IR 860 with FT-Raman
accessory. Sample was irradiated with a 1064 nm line of the T10-8S Nd spectra-physics model: YAG laser and scattered radia-
tion were collected at 180°, using 4 cm™ resolution.

The polysaccharide was hydrolyzed into component monosaccharides with 80% H,SO, at 0°C for 30 minutes and monosac-
charide derivatives were subjected to electrophoresis, as in a ealier authors study, on a strip of cellulose acetate membrane
(CA-SYS-MINI Cellulose Acetate Systems) in 0.2 M Ca(OAc), (pH 7.5) at 10 mA, max. 240 V for 1.5 h. The strips were
stained with 0.5% toluidine blue in 3% HOAc solution and then rinsed in distilled water and air-dried [1].

Results and conclusions. A part of the hexoses (for example glucose) are converted, to products such as 5-hydroxymethyl-
furfural. Various coloured substances, through the Maillard reaction have been reported for saccharides. The resulting mono-
and oligosaccharides were analysed by cellulose acetate membrane electrophoresis CAE and Raman spectroscopy.
Individual bands or CAE spots were selected to monitor the sugar content in medical plant cell walls and to confirm the iden-
tity of the analysed sample: oat and oatmeal, mushrooms: Pleurotus ostreatus, Fungus and yeast Saccharomyces cerevisiae..
The possibility of a taxonomic classification of products rich in cell-wall materials based on cellulose acetate membrane elec-
trophoresis CAE and Raman spectroscopy for authentication and detection of adulteration of products are discussed (Polim.
Med. 2012, 42, 1, 69-77).

Key words: Raman spectroscopy, cellulose acetate membrane electrophoresis, B-glucans, the Maillard reaction.

Pozostala cze$¢ $ciany komorkowej drozdzy jest

Wprowadzenie
zbudowana z mannozy 31%, biatek 13%, lipidow 9% oraz

Beta-glukany sg typowymi polisacharydami wy-
stepujacymi w $cianach komorkowych [2-8] wielu
zboz, grzybow, drozdzy a takze zidl, alg i niektérych
traw (np. opuncji, porostu islandzkiego). Wystepu-
jace np. w $cianie komorkowej drozdzy (Saccharo-
myces cerevisiae) glukany sa polimerami D-glukozy,
zbudowanymi z rdzenia glukozowego polaczone-
go wigzaniami -1,3, od ktdérego odchodza krétkie
boczne tancuchy potaczone z nim za pomocg wigzan
B-1,6 (rycina 1):
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Ryc. 1. Budowa B-glukanéw wystepujacych w $cianie
komorkowej drozdzy (Saccharomyces cerevisiae)

Fig. 1. The structure of B-glucans from Saccharomyces cer-
evisiae

chityny stanowigcej 1-2% ogolnego sktadu $ciany. W za-
leznosci od pochodzenia B-glukany wykazujg roznice
w swojej strukturze i tworzg czgstki liniowe, rozgatezione
oraz cykliczne, co ma istotny wplyw na biologiczng ak-
tywnos¢ tych zwigzkéw. Wyrodznia sie dwa glowne typy
polisacharydéw $ciany komodrkowej: sztywne wtdkienko-
we polimery chitynowe lub celulozowe, oraz wypelniajg-
ce wolne przestrzenie a- i - glukany oraz glikoproteiny.
Polisacharydy luzno zwigzane z zewnetrzng warstwg
$ciany komorkowej, jako rozpuszczalne w wodzie moga
by¢ wydzielane poza komorke. Jak zaznacza M. Gibinski
»B-glukany stanowig okoto 50% rozpuszczalnych zwigz-
kow blonnika. Blonnik sklada sie z celulozy, hemiceluloz
i pektyn. Hemicelulozy maja zlozong budowe struktu-
ralng i relatywnie niski ci¢zar molekularny; zlozone sg
z pentozandw (fancuchy ksylozy i arabinozy) oraz hekso-
zanow (polimery glukozy, galaktozy i mannozy), ktérych
gltéwng frakcjg rozpuszczalng w wodzie sg p-glukany”
[5]. Inng, grupe polisacharydéw biologicznie czynnych
stanowig heteroglikany, ktére dzieli si¢ na galaktany, fu-
kany, ksylany i mannany na podstawie skladnikéw cu-
krowych tworzacych ich szkielet. Laricuchy boczne hete-
roglikandw moga zawiera¢ arabinoze, mannoze, fukoze,
galaktoze, ksyloze, kwas glukuronowy i glukoze jako
gltéwne skladniki polaczone ze sobg w rézny sposdb.
Wykazano [5, 9], ze rozpuszczalny w wodzie bton-
nik, tj. B-glukan zmniejsza ryzyko chordéb cywiliza-
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cyjnych takich jak otytos¢, choroby wiencowe, nadci-
$nienie oraz nowotwory (hamuja proliferacje komorek
nowotworowych, miedzy innymi poprzez inhibicje
procesu angiogenezy [10]). Zwigzki te wykazuja dziala-
nie immunostymulujace i przeciwbakteryjne (posiadaja
zdolnos¢ stymulowania odpornosci organizmu przeciw
infekcjom wywolywanym przez réznorodne patogeny:
Gram-dodatnie i Gram-ujemne bakterie, grzyby, wiru-
sy i pasozyty), intensyfikujg proces fagocytozy i wytwa-
rzanie czynnikow prozapalnych, eliminujacych infekcje,
dzialajg przeciwzapalnie, przeciwpréchniczo, obnizaja
poziom glukozy i cholesterolu LDL we krwi [11].

B-D-glukany z dlugimi rozgatezionymi fancuchami
bocznymi, stanowig takze bardzo istotng grupe prebio-
tykow stymulujgcych wzrost i aktywno$¢ pozadanej, na-
turalnej flory jelitowej, a jednoczesnie hamujacych przy
tym rozwoj drobnoustrojéw chorobotwoérczych (E. coli,
Salmonella spp.). Odnotowano wplyw B-glukandéw na
wzrost aktywnos$ci przeciwnowotworowej, natomiast
w terapii nowotworow piersi wskazano na szybsze wy-
leczenie standéw zapalnych i miejsc poddanych dziafa-
niu promieniowania, tzw. efekt radioprotektywny [10].

Wirod wielu funkgji, jakie moze petni¢ f-glukan w or-
ganizmie, istotng role odgrywa on jako antyoksydant [12].
Dzienna dawka prozdrowotna 3-glukanu powinna wynosi¢
co najmniej 2 mg na 1 kg masy ciata. Jak podaje M Gibinski
»FDA przyjelo zalecenie spozywania 3 g 3-glukanéw w cia-
gu dnia, w polgczeniu z 30-35 g widkna pokarmowego, co
ma zapewni¢ wzrost aktywnosci systemu immunologiczne-
go organizmu przed grozacymi infekcjami ,, [5].

Istotng cechg -glukanu, podobnie jak alginiandw, jest
ich zdolno$¢ do stymulowania biosyntezy kolagenu przez
aktywowane fibroblasty. Dzieki temu przyspieszajg proce-
sy regeneracji tkanek i uczestniczg w gojeniu sie ran. Do-
datkowo, mogg by¢ stosowane w kosmetyce do tagodzenia
podraznien skory i w terapii przeciwzmarszczkowe;.

Wspdlczesne wyzwania i zastosowania medyczno-
farmaceutyczne wymagaja statego poszerzania spektrum
analizowanych zwigzkow, a przede wszystkim znajomo-
$ci ich struktury chemicznej. W Polsce badania na te-
mat skladu, struktury chemicznej i wlasciwosci alg oraz
B-glukanéw zi6l rozumiane interdyscyplinarnie (tzw. re-
akcja Maillarda) sg prowadzone rzadko. Glikacja biatek
z udziatem polisacharydow, tzw. reakcja Maillarda jest
wieloetapowym zjawiskiem, zachodzacym w zdrowym
i chorym organizmie (choroby degeneracyjne), a tak-
ze w warunkach in vitro w produktach biomedycznych
i spozywczych. W §wietle raportéw prognostycznych do
2025 roku ocenia sig, ze ok. 300 milionéw ludzi zapadnie
na cukrzyce, jedng z powszechnych choréb cywilizacyj-
nych, majacych zrédla w glikacji [13].

Material i metoda

Obiektem badan byly nastepujace produkty: ziarna
owsa, platki owsiane, drozdze spozywcze, grzyby (bocz-

niak, pieczarka, suszone podgrzybki i maslaki). Jako
wzorca B-glukanéw uzyto suplement diety B-(1—3)-
(1—>6)-glukan (1 tabl. zawiera 100 mg B-glukanu); pro-
ducent:Walmark, a.s. Oldrichovice 44, 739 61 Trinec,
Czechy.

Prébki o masie 0,2 g umieszczono w temp. ok.
0°C lodowko-zamrazarce i poddano hydrolizie w 80%
H,SO, cz.d.a. przez 24 godziny. Hydrolizat rozcienczo-
no do 5 cm?® w wodzie destylowanej.

Elektroforeze prowadzono, jak opisano w poprzed-
niej publikacji [1] w roztworze 0,2 M octanu wapnia
(pH = 7,5) przez 1,5 godziny w ukladzie elektrolitycz-
nym CAE (CA-SYSMINI Cellulose Acetate Systems).
Warunki pomiaru: 10 mA, max 240 V, 50 W. Nastepnie
wybarwiono plytki w 0,5% roztworze biekitu toluidyny,
odplukano w wodzie destylowanej i wysuszono na po-
wietrzu.

Widma Ramana roztworéw hydrolizatow reje-
strowano przy uzyciu spektrometru MAGNA-IR 860
z przystawka FT-Raman. Probki wzbudzano laserem
o dlugosci 1064 nm (model T10-8S Nd YAG laser).
Warunki pomiaru: rozdzielczo$¢ — 4 cm™, zakres po-
miarowy 100-4000 cm~!. Wyniki badan przedstawiono
na rycinach 5-10.

Wyniki i omdéwienie

Chociaz podstawowe wlasciwosci B-glukanow sa
dobrze poznane, to wspolczesne zastosowania medycz-
ne i farmaceutyczne (jako tzw. opatrunki aktywne) wy-
magaja stalego poszerzania spektrum analizowanych
zwigzkdw oraz znajomosci ich struktury chemiczne;.

Literatura przedmiotu obejmuje badania z wielu
pokrewnych dziedzin. Hydrozele na bazie alginiandw
i glukanow stuzg do wytwarzania biomateriatow, w tym
widkien, nanowldkien, opatrunkéw aktywnych, tzw.
»sztucznej skory”, konstrukeji tkankowych, systeméw
kontrolowanego dozowania lekéw, uktadéw membra-
nowych w mikroenkapsulacji [14].

Z punktu widzenia tej pracy, istotne jest stwierdze-
nie [15-16], ze w organizmie produkty zaawansowanej
glikacji ((advanced glycation endproducts - AGEs; pro-
dukty reakcji Maillarda) powodujg zmiany konforma-
cji przestrzennej bialek, sieciowania oraz powstawanie
wigzan poprzecznych. Glikacja bialek w organizmie na-
sila si¢ w stanach zwigkszonego stezenia cukru we krwi
oraz w przebiegu stanow zapalnych. Produkty niniejszej
reakcji moga by¢ rowniez identyfikowane w warunkach
stresu oksydacyjnego (np. proces starzenia si¢ organi-
zmu, oparzenie, rany innego pochodzenia).

Cukry redukujace, np. glukoza, w tzw. reakcji Mail-
larda, reaguja z grupami aminowymi bialek i zmieniajg
ich wlasciwosci. Glikacja biatek, reakcja Maillarda lub
reakcja nieenzymatycznego brazowienia wg Zuwala-Ja-
gietto [17] jest ,wieloetapowym zjawiskiem zachodza-
cym w organizmie w warunkach prawidtowych”. Prze-
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biega takze [18-19] w warunkach in vitro oraz podczas
proceséw zwigzanych z przetwarzaniem zZywnosci (ter-
miczne przetwarzanie, dlugotrwate przechowywanie
zywnosci) i ,prowadzi do powstania zwigzkéw odpo-
wiedzialnych za smak, zapach oraz atrakcyjno$¢ pro-
duktow spozywczych i nosi nazwe reakcji maillarda”
(zostata opisana na poczatku XX wieku) [17].

Zgodnie z informacjami podanymi przez A. Mi-
chalska w pracy [19] ,,Melanoidyny, koncowe produkty
reakcji Maillarda sg szeroko rozpowszechnione w pro-
duktach zywnosciowych, ktérym w wyniku obrdbki ter-
micznej nadajg brazowy kolor i wplywaja na ich jakos¢.
W duzych ilosciach wystepuja w kawie, kakao, chlebie
i miodzie”. Jak donoszg Lerche i Pischetsrieder w pracy
[18] ,Struktura chemiczna melanoidyn nie zostala do
konca poznana. Jednym z wazniejszych aspektow do-
tyczacych wystepowania melanoidyn w zywnosci sg ich
wlasciwosci przeciwutleniajace, ktére moga wplywac
na dlugos$¢ okresu przechowywania produktow zywno-
$ciowych oraz na fizjologiczne procesy zachodzace in
vivo. Wiaze si¢ to z dzialaniem melanoidyn jako sub-
stancji wykazujacych dzialanie przeciwutleniajace, an-
tymutagenne, obnizajgce poziom cholesterolu oraz sty-
mulujgce wzrost bakterii jelitowych, moga by¢ réwniez
alternatywa w antybiotykoterapii stosowanej przeciw
Helicobacter pylori, moga dziala¢ jako chelatory metali
oraz reduktory”. W tym aspekcie wlasciwo$ci melano-
idyn pokrywaja si¢ z wlasciwosciami B-glukanow.

Weczesny etap glikacji biatka polega na tworze-
niu wigzania miedzy grupg aldehydowg cukru, a gru-
pa aminowg bialka i powstanie zasady Schiffa [19], co
przedstawiono na rycinie 2.

Kolejno powstajg tzw. produkty przegrupowania
Amadori, ktére jak donosi A Michalska ,,sa prekursora-
mi wielu zwigzkéw odpowiedzialnych za ksztaltowanie
cech sensorycznych produktéw zywnosciowych. Jed-
noczeénie procesy cieplnego przetwarzania zywnosci
odpowiadaja za obnizenie wartosci zywieniowej bialek,
gléwnie poprzez blokowanie cennego egzogennego
aminokwasu jakim jest lizyna, co prowadzi bezposred-
nio do zmniejszenia ilo$ci dostepnej lizyny” [19].

Dalsze przemiany produktéw zaawansowanej fazy
reakcji Maillarda sg zalezne od pH $rodowiska. Z reguly
tworza si¢ toksyczne furfurale — gdy w probee wystepu-
ja pentozy, lub hydroksyfurfurale - gdy w prébce wy-
stepuja heksozy. [20].

Podczas gotowania lub dlugotrwalego przecho-
wywania produktéw spozywczych, poczatkowo po-
wstajace w nich produkty przegrupowania Amadori
moga, w zaleznosci od czasu i temperatury procesu,
ulega¢ reakcjom degradacji do reaktywnych zwigzkow
a-dikarbonylowych (glioksal, metyloglioksal) [21].
Koncowym produktem degradacji moze by¢ akroleina.

Innymi stowy [16] mozna wyrdzni¢ trzy etapy re-
akeji Maillarda: tworzenie odwracalnej, labilnej zasady
Schiffa (aldoimina), powstawanie produktow Ama-

RNH RN RNH Ryc. 2. Schemat powstania
| Il | zasady Shiffa
CHO CHOH CH CH Fig. 2. Schematic representa-
| | | | | tion of the formation of Shiff
+RNH; - HO b
(CHOH), > (CHOH)» (CHOH)p, ¢ * (CHOH)n1 O ase
CH,0H CH,0H CH2,0H CH
CH2O0H
aldoza zasada Shiffa N-podstawna
glukozyloaminy
NR NHR NHR Ryc. 3. Schemat przegrupowania Amadori
" | | Fig. 3. Scheme of Amadori rearrangement
H—C —» H—C —_—> CHz
(CHOH)x1 COH C= 0O
CH20H (CHOH) n.1 (CHOH) n1
CH2OH CH2CH

Zasada Shiffa 1-amino-1-deoksyketoza
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doriego (PPA), tj. zwiazkéw z reaktywna chemicznie,
wolng grupa karbonylowa (np. furozyna, fruktozolizy-
na, laktozolizyna, fruktozoarginina) oraz formowanie
produktéow zaawansowanej glikacji (AGEs).

Produkty glikacji, ktore pochodzg z diety, wptywa-
ja na znaczne zwigkszenie ilosci AGEs wystepujacych
w organizmie [19]. Badania obejmuja poszukiwanie
inhibitoréw reakcji Maillarda, tj. czynnikéw zdolnych
do degradacji istniejacych juz w organizmie AGEs [22].
Np. rozne surowce roélinne, m. in. algi Chlorella, zie-
lona herbata, czosnek czy drozdze selenowe, zawieraja
biologicznie czynne substancje o charakterze przeciwu-
tleniaczy i wykazujg dziatanie zapobiegajace powstawa-
niu AGEs [23, 24].

Tak wiec, badanie struktur chemicznych i wlasci-
wosci kolejnych zwigzkow wydaje sie istotne nie tylko
z punktu widzenia bezpieczenstwa zywnosci, jej funk-
cjonalnosci, ale takze wspolczesnych zastosowan me-
dycznych i farmaceutycznych.

Saccharides (xylan, inulin, sucrose, cellobiose)

acid hydrolysis | [H20]

Pentoses (xylose) Hexoses (fructose, glucose)

-[H - [H,0
[H ] acid dch}draimn (F,01
Furfural 5-Hydroxymethylfurfural

Ryc. 4. Schemat tzw. reakcji Maillarda [20]
Fig. 4. The scheme of Maillard’ reaction [20]

-9 4

W niniejszej pracy na podstawie analizy zaawan-
sowanych produktow reakcji Maillarda (hydroksy-
furfurale - produkty hydrolizy kwasnej 3-glukanéw),
potwierdzono obecnos¢ B-glukandéw w nastepujacych
produktach: ziarna zbdz, komercyjne ptatki owsiane,
drozdze spozywcze, grzyby (boczniak, pieczarka, su-
szone podgrzybki i maslaki). B-glukany identyfikowano
po przeprowadzeniu wcze$niejszej hydrolizy kwasnej
w 80% kwasie siarkowym (VI). Hydrolizaty oznacza-
no metodami spektroskopii Ramana oraz elektroforezy
w octanie celulozy.

W trakcie hydrolizy kwasnej cukrow, a wigc
réowniez P-glukandéw, heksozy (glukoza, fruktoza)
ulegaja konwersji i dochodzi do powstania 5-hy-
droxymethylfurfuralu, jednego z barwnych produktéow
reakcji Maillarda. W tych samych warunkach pentozy
(np. ksyloza) ulegaja konwersji do furfuralu (rycina 4).

Jako substancje wzorcowg przeanalizowano prob-
ki B-glukanéw, pochodzacych ze $cian komoérkowych
drozdzy Saccharomyces cerevisiae, farmaceutycznych
suplementow diety, firmy Walmark. Na rycinie 5 przed-
stawiono wyniki oznaczenia hydrolizatéw w 80% H,SO,
(warunki oznaczenia zamieszczono powyzej w czesci
metodyczne;j).

Elektroferogramy probek przedstawiaja pojedyn-
cze, intensywnie wybarwione pasma hydrolizatéw
B-glukanu roztworéw wzorcowych o zmiennej zawar-
tosci P-glukanow w badanych prébkach. B-glukany
podlegaja wyraznej migracji (wartos$ci wspotczynnika
retencji dla probek wynosza kolejno: Ry = 32%; 35%
i 32%. Obok (na rycinie 5) przedstawiono przyktadowa
analize polilosciowa hydrolizatow, uzyskang za pomoca
programu GELSCAN.

Obliczono powierzchnie pod pasmami wzorcow
B-glukanu, ktdre dla prébek wynosza kolejno: 75%; 75%
i 67%. Powierzchnie pod pikami liczono dla wszyst-
kich prob, dla warunkow brzegowych 20-60% wartosci
wspolczynnika retencji Rywyznaczonego na osi X.

Selectedlane: 1. Ryc. 5. Elektroferogram f-glukanéw
na plytkach CAE i analiza poli-
lo$ciowa hydrolizatow. Od lewej

do prawej strony: hydrolizaty
B-glukanu wzorca: prébki o masie

8 ug, probki o masie 4 pg, probki

o masie 2.6 pg (naniesiono po 2 pL
probek)

Fig. 5. Electrophoretogram of
B-glucans on cellulose acetate film
and semi-quantitative analysis of
hydrolysates. From left to right: acid

hydrolysate: standard of B-glucans,

Lanes: 123

weight of sample 8 ng, weight of
sample 4 pg, weight of sample 2.6
pg, (2 pL of sample)
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423 Ryc. 6. Widmo Ramana roztworu
hydrolizatu pB-glukanu wzorca

Fig. 6. Raman spectrum of acid
hydrolysate, standard of B-glucans
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Na rycinie 6 przedstawiono analiz¢ hydrolizatu wzor-
ca -glukanow uzyskana metoda spektroskopii Ramana.

Zgodnie z wiedzg autoréw tej pracy, produktow
reakcji Maillarda (hydroksyfurfurali - produktéw hy-
drolizy kwasdnej B-glukanéw) do tej pory nie identyfi-
kowano metodg spektroskopii Ramana.

Z przegladu literatury w zakresie polisacharydéw
wiadomo, ze pasma Ramana wystepuja w nastepujagcych
obszarach: 1458-1464, 1363-1371, 1258-1267, 1118-
1131, 1074-1084 i 1040-1048 cm™!i przypisywane s3
obecnosci polisacharydéw w analizowanych probach
[25]. Pasma w obszarze 1500-1200 cm™, a w szczeg6l-
nosci pasma 1469, 1330 i 1285 cm ™', zgodnie z literatu-
ra [26] dotyczg wibracji CH,, CO, COH, HCO i HCC
identyfikowanych na widmie Ramana. Pasma 894-894
cm! oraz 865 cm™! [26] lub wg innych autoréw [27]
pasma w rejonie 600-950 cm™!, dotycza anomerycznej
struktury wokot wigzan glikozydowych, w szczegdlno-
$ci konfiguracji a. i B gléwnych polisacharydéw niniej-
szej frakcji. Obszary pomiedzy 423-425 cm™! wskazujg
na obecno$¢ w probcee B-(1—3)-glukanow, podczas gdy
intensywne pasma przy czestosciach 950 i 554 cm™' do-
tycza a-(1—3)-glukanow. Identyfikowano takze [28]
obecno$¢ pasm amidowych biatek, w tym 1667 cm™
(amid I) oraz 1348-1354 cm™! (amid III). Dla czestosci
1657, 1417 i 940 cm™ wskazano obecno$¢ pasm chi-
tyny. Dla cukréw (1—4)-D rozrézniono [29] izomery
terminalne w pozycjach a-D i B-D przy czestosciach
865-837 cm™! a-D i 905-887 cm™! B-D. Pasmo ok. 1605
cm! pochodzi od grup karboksylowych kwaséw uro-
nowych, tworzacych takze strukture sciany komorko-
wej roélin i zbdz. Pasmo to wczesniej identyfikowano
w ksylanach [30].

Na widmach Ramana w obszarze 1600-1660 cm™
identytikuje sie (czgsto pomiar uniemozliwia zbyt duza
fluorescencja w obszarze NIR) drgania pierscieni aro-
matycznych [31]. Analizie polisacharydéw izolowanych

z materiatu roslinnego towarzysza pasma kwasow feno-
lowych, biatek, pektyn i lignin. Pasma te uwidaczniaja
sie w obszarze 1700-1500 cm™ [30].

Kolejno, dokonano analizy rzeczywistych prob
B-glukanow. Przedstawione na rycinie 7 probki podda-
no hydrolizie w 80% H,SO,, w warunkach przedstawio-
nych powyzej w czesci metodycznej.

Elektroferogramy probek przedstawiaja poje-
dyncze, intensywne pasma hydrolizatéw B-glukanu
wzorca, platkow owsianych i ziarna owsa, oraz znacz-
nie mniej intensywne pasma boczniaka i pieczarki,
$wiadczgce o mniejszej zawartoéci B-glukandéw w ba-
danych probkach. B-glukany podlegaja wyraznej mi-
gracji (warto$ci wspdlczynnika retencji dla probek
platkéw owsianych i ziarna owsa wynosza Ry= 31%
i s3 zgodne z warto$cig Rf wzorca B-glukanu). Obok
(na ryc. 7) przedstawiono przykladows analize pdtilo-
$ciowq hydrolizatow, uzyskang za pomoca programu
GELSCAN. Obliczono powierzchnie pod pasmami
hydrolizatow wzorca B-glukanu: 53%, za$ powierzch-
nia pod pasmem probek ptatkéw owsianych: 59%,
co odpowiada zawarto$ci -glukanu ok. 8 pg w 1 pL
roztworu. Jako poréwnanie z elektroforeza na rycinie
8 przedstawiono analize hydrolizatéw B-glukanow
metodg spektroskopii Ramana.

Typowe widma hydrolizatéw 3-glukanéw, z zacho-
waniem wszystkich charakterystycznych pasm hydro-
lizatu wzorca (przedstawione wczesniej na rycinie 6),
obserwuje sie dla probek platkow owsianych i ziarna
owsa. Mozna takze stwierdzi¢, poréownujgc intensyw-
no$ci pasm, ze dostepnos¢ $ciany komdrkowej ziarna
owsa dla kwasu siarkowego (VI) jest znacznie mniejsza,
w poréwnaniu do mozliwo$ci penetracji kwasem plat-
kow owsianych. Generalnie jednak profil pasm Rama-
na hydrolizatéw B-glukanow jest podobny, co moze by¢
powodem uzyskania niejednoznacznych, dyskusyjnych
wnioskow.
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Ryc. 7. Elektroferogram -glukandw na plytkach CAE i analiza pélilosciowa hydrolizatow. Od lewej do prawej strony: barw-
nik - Amido Black 10B; hydrolizaty: 3-glukan - wzorzec, boczniak, pieczarka, ptatki owsiane, ziarno owsa (naniesiono po 1 puL

probek)

Fig. 7. Electrophoretogram of 3-glucans on cellulose acetate film and semi-quantitative analysis of hydrolysates. From left to
right: dye - Amido Black 10B; acid hydrolysate: standard of B-glucans, mushrooms: Pleurotus ostreatus, Fungus, oatmeal, oat

(1 pL of sample)

Intensity _

Ryc. 8. Widmo
Ramana roztworow
hydrolizatéw naste-
pujacych probek:
boczniak, pieczarka,
platki owsiane, ziar-
no owsa i drozdze

Fig. 8. Raman
spectrum of acid
hydrolysate: mush-
rooms: Pleurotus
ostreatus, Fungus,
oatmeal, oat and
Saccharomyces cer-
evisiae

Wavenumbers

Metoda elektroforezy jako samodzielna techni-
ka analityczna moze stuzy¢ natomiast do szybkiej
i taniej identyfikacji prob zidl, alg i roslin. Przyklad
takiej porownawczej procedury analitycznej poka-
zano na rycinie 9: przykladowy elektroferogram hy-
drolizatéw alg brunatnicy i morszczynu oraz mal-
wy. Elektroferogramy hydrolizatéw polisacharydéw
budujacych $ciany komérkowe alg (np. fukoidyna)
i roslin, mozna tatwo odrézni¢ od hydrolizatéow
B-glukanow.

Typowe widma hydrolizatéw polisacharydow bu-
dujacych $ciany komorkowe alg (brunatnica, morsz-
czyn) przedstawiono na rycinie 10.

Generalnie profil pasm Ramana hydrolizatow
probek przedstawionych na rycinie 10 jest podobny.
Dlatego tez metoda spektroskopii Ramana, w general-
nym ujeciu nie moze by¢ samodzielng technikg analizy
taksonomicznej hydrolizatéw, produktéw reakcji Ma-
illarda. Ocena subtelnych zmian strukturalnych (np.
w obrebie wigzan wodorowych) bedzie przedmiotem
dalszych badan.
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Ryc. 9. Elektroferogram hydrolizatow B-glukanéw na plytkach CAE.
Od lewej do prawej strony: barwnik — Amido Black 10B; hydrolizaty:
brunatnica, morszczyn, platki owsiane, malwa (naniesiono po 1 puL
probek)

Fig. 9. Electrophoretogram of B-glucan hydrolysates on cellulose
acetate. From left to right: dye - Amido Black 10B; acid hydrolysate:
brown algae, Fucus vesiculosus L, oatmeal, mallow-malva (1 puL of
sample)

Ryc. 10. Widmo
Ramana roztworow

| hydrolizatéw naste-
pujacych probek:
D-glukoza, brunatnica,
morszczyn

Iniensity

Fig. 10. Raman spec-
trum of acid hydro-
lysate: mushrooms:
D-glucose, brown
algae, Fucus vesiculo-
sus L

Whnioski

Glikacja bialek z udzialem polisacharydow, tzw.
reakcja Maillarda, jest wieloetapowym zjawiskiem za-
chodzacym w zdrowym i chorym organizmie (choroby
degeneracyjne), a takze w warunkach in vitro w pro-
duktach biomedycznych i spozywczych.

Na podstawie analizy produktow reakcji Maillarda

Wanenumbers 1000

po przeprowadzeniu wczesniejszej hydrolizy kwasnej
w 80% kwasie siarkowym (VI), w nastepujacych pro-
duktach: ziarna owsa, platki owsiane, drozdze spozyw-
cze, grzyby (boczniak, pieczarka, suszone podgrzybki).

Hydrolizaty oznaczano metodami spektroskopii
Ramana oraz elektroforezy w octanie celulozy, co sta-
nowi przyktad taksonomicznej klasyfikacji i detekcji
niniejszych produktow.

w niniejszej pracy stwierdzono obecnos¢ B-glukandw,
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