Polarimetrické stanoveni sacharosy a rafinosy v melase
dvoji enzymatickou hydrolysou

JAN LACINY, Praiské lihovary n. p., Praha

V fepné melase jsou kromé sacharosy a rafinosy pfi-
tomny i jiné opticky aktivni latky, které pii stardi metode
Creydtové [1] (s jednou kyselou hydrolysou a polarisaci
v kyselém prostiedi) a metodé podle Jacksona a Gillisove
[4] (s jednou kyselou hydrolysou a polarisaci v neutral-
nim prostfedi) a konetné pii metodé podle Hudsona [2]
a J. (s jednou enzymatickou hydrolysou) znemoziuji
spravné polarimeirické stanoveni obou cukri,

Clanek proto podrobné popisuje metodu, u které je
tento nedostatek odstranén. Jeji princip navrhli Hudson
a Harding r. 1915 [3] a pro rozbor fepnych produkti ji
rozpracovali Paine a Balch r. 1925 6. Podle Mezinarodni
komise pro jednotné metody cukrovarnické analytiky
(Brusel 1949 [18] a Pafiz 1954 [21] je tato t. zv. dienzy-
matickd metoda (,two-enzyme method”) doporucena
jako jedina standardni metoda pro stanovenj sacharosy
a rafinosy v fepné melase. V soucasné dobd se vie-
ebecné povazuje za nejspolehlivéjsi znimoun metodu a

slouzi ke kontrole spravnosti vysledkd ostatnich metod. .

Pfestofe dienzymatickd metoda byla vypracovana jiz
pfed tfemi desetiletimi a je oficialng uznavana, pronika
do analytické praxe v nékterych zemich velmi pomalu.
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V' nasi literatuie o ni nenalezneme podrobné informace
a zminky jsou vzacné. Souvisi to piedeviim s neujas-
nénymi pfedstavami o dostupnosti u¢innych enzymatic-
kych preparati, Proto poddvam takovy popis provedeni,
podle néhoz lze pracovat v bésna vybavené lihovarské
laboratofi s dostupnymi potfebami.

Podotykdm jestd, Ze znaéna cast dosud cinénych za-
Véri o rhznych vlivech na vytdZek lihu = melasy a
hodnoceni raznych technologickych postupii neni pie-
svédtivd, protoze neni podlofena spolehlivymi analytic-
kymi tdaji o skutefném obsahu sacharosy a rafinosy
v melase. Diisledky tcho jsou dalekosahlé a dosud ne-
dostateéné kriticky zhodnocené,

Pouziti metody

Dienzymatickou metodou se kontroluje spravnost ostat-
nich metod a je to zakladni metoda pro stanoveni
sacharosy a rafinosy v fepné melase. Zadny dtlezity
rozbor melasy nelze bez ni provadét,

Vzhledem k rozptylu vysledkii a relativni chybé nedo-
porucuje se ke stanoveni rafinosy pi obsahu pod 0,5 %
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(lze-li pracovat pfesnéjsi metodou), jinak je jeji pouziti
neomezene,

Zjisfuje se ji téZ polarisace ,necukri” melasy. Stano-
veny obsah sacharosy a rafinosy je podkladem k vy-
poctu zkvasitelneého cukru i vytézku lihu.

Charakteristika metody
Ve vycefeném roztoku melasy se stanovi piima polari-
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V druhém enzymatickém prepardte jsou tucéinnou sou-
casti dva enzymy — p-fruktosiddza a a-galaktosidaza
(= melibidza, rafinaza), takZze se jim $tépi kromé f-fruk-
tosidickych vazeb i a-galaktosidicka vazba v rafinose.
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sace a dveé polarisace po hydrolyse cukrii dvéma ruz-
nymi enzymatickymi preparaty.

Prvni enzymaticky preparat obsahuje u¢innou soucast
p-fruktosidazu (= invertazu, sacharazu), kterd katalysuje
hydrolysu f-fruktosidickych vazeb pfitomné sacharosy
a rafinosy. Sacharosa se hydrolysuje na fruxtosu a glu-
kosu, rafinosa na fruktosu a melibiosu.
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Timto kombinovanym uc¢inkem obou enzymii vznikd
z rafinosy fruktosa, glukosa a galaktosa. Sacharosa se
hydrolysuje stejné jako v prvnim pfipadé na fruktosu
a glukosu.
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ProtoZe jednodudsi cukry vznikajici hydrolysou maji ~ Ciselné hodnoty a vyznam koeficientd v rovnicich

jinou polarisaci nez cukry puvodni, 1ze ze tfi zjiSténych
udaji — pfimé polarisace a dvou polarisaci po enzy-
matické hydrolyse — vypocitat tfi neznamé: koncentraci
sacharosy (Z), rafinosy (R) i optickou otativost ostatnich
piitomnych opticky aktivnich latek, nazyvanych zkra-
cené téz ,opticky aktivni necukry” (NJ)*).

Vypocet spo¢iva na tfech tvahach:

a) Prima polarisace (P) je sou¢tem polarisaci pritomné
sacharosy, rafinosy a ,necukri”:

Z+001aR+N=P

b) Hydrolysou sacharosy a rafinosy se zméni polari-
sace roztoku. Vysledna polarisace po hydrolyse f-fruk-
tosidazou (F) je souctem polarisaci ,necukrii” a produktii
hydrolysy obou cukrii. Zména polarisaci sacharosy a
rafinosy hydrolysou je znama a tuto zavislost lze vy-
jadfit rovnici:

0,01 BZ + 0,01 bR + N F :
¢) Rozdil mezi polarisacemi po hydrolyse cukri fi-fruk-
tosidazou (F) a po hydrolyse obéma enzymy [G) zavisi
jediné na rizné otacivosti smési cukrii vzniklych ¢astec-
nym a tplnym rozkladem rafinosy. Tentq, rgzdil je Gimeér-
ny koncentraci pfitomné rafinosy:
001 (b —¢c)R=F—G

~EE

*) Termin ,,necukry** nelze brit doslova, protoZfe je v této hod-
Noté zahrnuta i polarisace po pf. piitomnych cukri, jako na pi.
glukosy a fruktosy (invertniho cukru).

vysvétluje tabulka 1.

Polarisace” sacharosy, rafinosy a produkii
't ;;ejich hydrolysy

Latka Polarisace oy Ozna-
/ ¢eni
sacha-
rosa piima * + 100,00 —
po enzymatické hydro-
lyse — 32,00 B
rafinosa | pfima * + 185,2 a
po castetné enzyma-
tické hydrolyse + 96,5 b
po uplné enzymatické
hydrolyse + 22,6 c
* Roztok cukru o koncentraci 26,026 g ve 100 ml
polarisovan v trubici 200 mm dlouhé pfi 20 °C.

Tabulka 1

Z uvedenych tfi rovnic se ziskaji, po dosazeni kon-
stant a vyfeSeni, vzorce pro vypocet.
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Potieby
Chemikdlie a rozioky

| Spotfeba
Potfebné. kyas,irfl?y Stupen j pro
2 I;ijedr;:iiﬁgllti?m cistoty CSN ptipravu pro
enzym. 1 rozbor
roztokl

drozdi — 56 6810 1 kg —_
pivovarské kvasnice — 56 6840 1 kg —
toluen c. 66 2110 | < 400ml | asi 0,3 ml
amoniak 25—27 % & 68 4275 | < 50ml —
octan olovnaty &, 68 6545 | asi200g asi 50 g
sfavelan draselny & 68 6667 | < 50g —
kyselina octova

ledové & < 10ml —
octan sodny €. 68 6546 asid g —
sacharosa €. 68 6872 13g —
rafinosa 5HaO &. 0,2—0,5g =
uhlicitan sodny

kalc. (= 68 5551 asi 1,5 g | -
kyslicnik olovnaty p-a. 68 5148 — asi 17 g
fosforetnan amonny

kysely c. 68 4600 0,1g asi3 g
aktivni uhli

odbarvovaci, |

carboraffin ¥ — 66 8420 — | asio4g

Tabulka 2

Tlumivy roztok: 0,2n-CH3COOH se smicha se stejnym
objemem 0,2 N-CH;COONa.

Roztok zdsaditého octanu olovnatého:

3,0 kg Pb (CH3COQ)y.3H;0 se.smisi s 1,0 kg jemné
praskovitého PbO a 500 ml vody a smeés se ve smalto-
vané nadobé za obcasného michani zahfivd nékolik
hodin (do zbéleni) ve vrouci vodni lazni. Potom se pii-
daji asi 4 1 horké vody, zasadity octan olovnaty se roz-
pusti, roztok se ochladi a zfedi vodou na hustotu 1,26
(559Bg). Zpravidla ziistava nevelky nerozpustny zbytek,
ktery se odfiltruje. Roztok se uchovavad v lahvi s pfi-
pojenou byretou a proti piisobeni COy se chrani uzaveé-
rem s. natronovym vapnem. Vznikne-li zdkal, pouzitel-
nosti roztoku to nevadi. =— Roztok lze téZ pfipravit
z praskovitého zdsaditého octanu olovnatého.
Roziok (-fruktosiddzy

Piiprava: 1 kg pekafského lisovaného drozdi nebo na-
sadniho droZzdi se prohnéte se 100 az 200 ml toluenu a
napé&chuje do Sirokohrdlé asi 5 1 lahve. Léhev se volné
piikryje a obsah se nechd za obcasného michdni stét
asi pfi 309C. Asi po 3 h nastdvd kvaseni, které po dal-
3ich nékolika hodindch ustane. Drozdi pii tom ztekuti.
Potom se autolysat zfedi stejnym objemem vody a opa-
trné se zneutralisuje asi 3 % NH;OH, piiddévaném po
malych davkach, do pH 6,5—%0 (zkoudi se indikdtoro-
vym papirkem, na pf. s bromtymolovou modfi). Auto-
lysat se necha stat pfi 30°C jeité asi 5 dni, pii CemZ
se neustale udrzuje neutralni reakce.

K autolysdtu se potom za michani pfidava roztok neu-
tralniho octanu olovnatého (350 ¢g/11) po davkach asi
20 ml, aZ se netvoii srafenina. Olovnaté soli ma byt
maly piebytek, jinak filtrace probihéa velmi pomalu.

Uplnost vysrazeni se zkou$i v malém zfiltrovaném
vzorku nebo teCkovaci reakci s jodidem: na kousek
filtra¢niho papiru, pod kterym je papirek napojeny roz-
tokem jodidu draselného, se nanese kapka vzorku; vznik-
ne-li zfetelnd Zlutd skvrna na spodnim papirku, ukazuje
to na dostatek olovnaté soli.

Vysrdzeny autolysat se zfiltruje cukrovarskymi filtry
nebo asi desetindsobnym filtrem na Bilichnerové néalevce.

Ve filtrdtu se srazi piebyteéna olovnata stl (kterd ma
inaktivujici @¢inek na enzym) malym pfebytkem kon-
centrovaného (nasyceného) roztoku KoCyO; Vysrazeni
olovnaté soli se kontroluje jak jiZ bylo popsano. Misto
K5Co0; lze pouzit téz HyS nebo NaySO,, nikoli viak fos-
fore¢nanti, nebof fosfore¢nan olovnaty adsorbuje enzym.
Srazeny roztok se zfiltruje a filtrat se okyseli ziedénou

_kyselinou octovou na pH 4.7 aZ 5,0.

Hotovy preparat se uchovava pod slabou vrstvou to-
- Inenu v lahvich se zabrou$enou zatkou ve tmé pii nor-
malni laboratomni teploté. Casem se pondkud kali a poz-
déji se vylufuje mald srazenina a roztok tmavne, To
vSak nema vliv na jeho pouZitelnost k rozborim. Roz-
tok si uchovava dostateénoun Wcinnost déle ne? rok.

Daldi &iSténi prepardatu je pro dany 1cel zbytecné.
Velmi uc¢inné roztoky nejsou stalejsi a jsou potfebné
pouze ve zvladinich pripadech (velmi rychla hydrolysa).
Ziskaji se,na pi. ultrafiltraci [5, 11, 16].

Polarimetrické stanoveni tiéinnosti p-fruktosiddzy: 6,50 g
sacharosy se rozpusti v odmérné bafice na 100 ml ve
40 ml viody, pfida se 10 ml octanového tlumivéhp roz-
toku a 10 ml zkouSeného roztoku enzymu. Baika se
necha stat pii 200C.

Pfesné po uplynuti 60 min se hydrolysa pierusi zalka-
lisovanim roztoku 0,4 az 0,5 g praskovitého NayCO; (do
pH> 9). Roztok se doplni do 100 ml vodou, promicha se,
nechd se alespoii 10 min stat; je-li zakalen, zfiliruje se
suchym filtrem. Polarisuje se pfi 209C v trubici 200 mm
dlouhé. !

Dale se stanovi polarisace roztoku enzymu: 10 ml
zkousSeného roztoku <4 10 ml tlumivého roztoku + 04
az 0,5 g NayCO3 se zifedi v odmérné baifice na 100 ml
vodou a po promichéni se polarisuje stejné jako v prv-
nim piipadé. .

Vypotte se poloas hydrolysy sacharosy, ktery je
méfitkem enzymatické ucinnosti prepardtu za danych
podminek:

18
33
pp—p + 8
1 — polocas hydrolysy sacharosy za zvolenych
podminek (v min),
p1 — polarisace hydrolysovaného roztoku sacharosy
P2 — po 60 min (ve V).
polarisace zfedéného rozioku enzymu (ve V).

logyy

Priklad: Pii stanoveni bylo zjisténo p; = —6,100V;
Py = +1,000V.
o o b i B o 1 s :
33 33 = 11,5 min.

logw g1 10 + 8 logw 49

U hydrolysy pii vlastnim stanoveni v melase ,pies
noc”, t. j. po dobu 16 aZ 24 hod,; je tfeba, aby polo&as
nebyl deldi nez 30 min.

Roztok wo-galaktosiddzy + P-frukitosiddzy

Priprava: PouZije se ¢erstvych lisovanych nasadnich
pivovarskych kvasnic; nerozhoduje, zda jsou to spodni
kvasinky hluboce nebo slabé prokvaujici, Frohbergské-
ho nebo Zateckého typu (Sacharomyces carlshergensis
nebo Sacharomyces uvarum podle Kudrjavcevovy [23]
systematiky), nebof oba druhy obsahuji o-galaktosidazu.

Je-li tfeba -pfedbéZné zjistit obsah tohoto enzymu .

v kvasinkéch, postupuje se takto [8]: 4 g zkouSenych
kvasnic se roztirA s asi 15 kap. toluenu do tplného
ztekuceni a potom se zjisti G¢innost pomoci roztoku
melibiosy nebo rafinosy (popis viz dale). Pfiprava enzy-
matického roztoku je stejnd jako u roztoku B-frukto-
sidazy. i

Stanoveni uéinnosti P-frukitosiddizy je stejné jako
u pfedeslého roztoku.

Stanoveni tiéinnosti a-galaktosiddzy redukdni metodou
— 0,20 g hydratu rafinosy a 0,1 g NH;HyPO,; se rozpusti
v odmérné bance na 100 ml v asi 40 ml pitné vody, piida
se asi 0,5 g droZzdi v podobé suspense v 5 aZ 10 ml vody
a roziok se nechd kvasit pfi 25 aZ 30°C 1 aZz 2 dny.
Zkvasi fruktosa a v roztoku zilistane nezkvaSena meli-
biosa. ]

Kvasinky se potom usmrti 10 min sterilaci v péfe,
roztok se vychladi na 20°C, doplni do 100 ml vodou a
promicha.

50 ml roztoku se odpipetuje (bez vyplachovéni pipety
— musi zbyt rovnéz 50 ml) do men3i suché baiky, pfida
se asi 0,3 g praskovitého NayCOg a po rozpusténi jesté
5,0 ml zkouSeného prepardtu (roztok musi mit nakonec
pH> 9). Po promichéni se z tohoto roztoku pipetuje 5 ml
ke stanoveni redukujicich latek upravenou titraéni me-
todou podle Nizovkina 4 Jemeljanovové [22]. (Reduku-
jici létky lze stanovit i jinou vhodnou metodou.) Pii
titraci se spotfebuje a ml zkvaseného roztoku cukru.

Ke zbyvajicim 50 ml zkvaSeného roztoku v odmérné
bafice se pfidd 5,0 ml zkouSeného preparatu, asi 5 kap.
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toluenu, roztok se promichd a nechd stat v zakryté
bafice pfi 20°C. Melibiosa se postupné hydrolysuje na
glukosu a galaktosu a tim vzristd redukéni schopnost
roztoku. Po asi 10, 30, 60 min a na konec zpravidla
druhy den, se z roztoku odebiraji malé podily (5 ml) ke
stanoveni redukujicich latek. Hydrolysa se zakondéi.piimo
pii stanoveni v okamZiku, kdy se vzorek pfida k vrou-
cimu alkalickomédnatému roztoku. P titraci se spotie-
buje b ml standardniho roztoku cukru.

Rozdily spotfeb a — b jsou umérné mnozstvi hydro-
lysované melibiosy. Pribéh hydrolysy se znazorni dia-
gramem, v kterém se na jednu osu nanese doba hydro-
lysy a na druhou osu rozdily a — b. ,Polocas” (zjistény
z diagramu) nema byt pfi hydrolyse ,pfes noc” delsi
nez 30 min.

i —— 0%
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Pribéh hydrolysy melibiosy a-galaktosiddzou.
Zjisténj ,polo¢asu” r .z diagramu

Chromatografickd kontrola téinnosti a-galaklosiddzy:
0,5 g hydratu rafinosy se rozpusti v 10 ml vody, pfida
se 1 ml octanového tlumivého roztoku, 1,0 ml zkouse-
ného preparatu a asi 3 kapky toluenu. Roztok se zamicha
a necha stat pfi 20°C. Vzorky se odebiraji asi po 2, 4,
8, 16 a 24 hod a nandaSeji se na chromatograficky papir
tiikrat po sobé; skvrna se vidy podrzi chvili nad hrdlem
lahve s amoniakem a ususi pod infralampou. Na papir se
nanese jeité vzorek standardnich cukri (rafinosy, sacha-
rosy, glukosy). Rozpoustédlem je na pi. horni faze smési
n-butanol+kys. octova+voda (4+1-45); rozdéleni je
dobré po 3 dnech. Detekce se provede nékterym Ccini-
dlem s reakci na aldosy, na pif. kyselym ftalanem ani-
linu [20].

Na chromatogramu se nesmi objevit skvrny melibiosy
a rafinosy a ani ve vzorcich hydrolysovanych jen polo-
vinu doby pouZivané pii rozborech. :

Neni-li k disposici ¢ista rafinosa, kontroluje se 1uéin-
nost enzymatického prepardtu chromatografickym sledo-
vanim hydrolysy cukrii pfimo ve vzorku melasy s vy3§im
obsahem rafinosy. Pfi tomto sledovani ti¢innosti je tfeba
vzit v tivahu citlivost chromatografické metody.

Nddobi a pfistroje

Odmérné bariky Kohlrauschovy (nebo Stiftovy) na
400 ml a 100 ml (CSN 703161). Odmémé bafiky na 100
ml, urcené ke stanoveni polarisaci po hydrolyse, je
nutno pfedem pfekalibrovat odpipetovédnim dvakrat po
50 ml vyceieného roztoku melasy 20°C teplého. Na
hrdle banky se tento zjistény obsah oznaéi zvlastni
znatkou (je o néco mensi nez 100 ml).

Pipety na 10 ml a 50 ml I. tfidy; byreta na 100 ml
(bez kohoutku; pro roztok zésaditého octanu olovnatého).

Filtraéni sklenky (CSN 70 3319 a 70 3320) a cukrovar-
nické nalevky (CSN 70 3074).

Teploméry ty¢inkové nebo obalové 0 + 500C, déleni
0,5—109; teploméry norméalové (pfezkouSené) 0 + 500C,
déleni 0,1°.

Polarimetr klinovy (sacharimetr) se stupnici podle
Ventzkeho s ptisluSenstvim. Pfekontroluje se (pfi teplotd
blizké 200C) spravnost nulového bodu a polarisace okolo
[-11-?5]0 OV a —10°V (standardnimi kfemerhymi deskami).

Polarisaéni trubice 200 mm: oby¢ejné (nejlépe s tubu-
sem) a s temperovacim plastém. Délka trubic musi byt
Pfezkougena (200 % 0,05 mm). Skli¢ka k polarisaénim tru-
bicim musi byt téZ ptezkoudena: nesmi polarisovat sama

o sobé, ani pfi normélnim pfitaZeni hlavici, ani pfi oté-
¢eni trubice kolem podélné osy. [17]

Ultrathermostat Héppleriiv nebo jiné spolehlivé zafi-
zeni,» umoznujici temperovat polarisacni trubici s pies-
nosti 0,19C. Pro méfeni teploty se doporutuje zafadit
tésné za polarisac¢ni trubici malou isolovanou priitokovou
nadobku s normdalovym teplomérem.

Skfifiovy thermostat pro teplotu asi 30°C.

Pracovni postup

Piiprava vzorku: Vzorek melasy se dikladné promicha.
Neobsahuje-li- melasa mnoho usazeného vykrystalova-
ného cukru a neni-li pfili¥ zp&nénd, pouZije se zamicha-
ného vzorku k rozboru piimo. Obsahuje-li viak usazeny
cukr, ktery nelze spolehlivé rozmichat, nebo je pfilis
zpénéna, piipravi se zprvu roztok 1 vdh. dil melasy +
+ 1 véh. dil vody z alespoii 300 g melasy nebo z celého
vzorku.

Cefeni melasy: NavéZi se 104,10 g (4 N-mnozstvi) ne-
fedéné melasy nebo dvojnasobné mnoZstvi melasy zie-
déné 1 + 1 vodou. Navaika se kvantitativné spldchne
do odmérné bafiky na 400 ml studenou nebo teplou
vodou a za krouZeni se dokonale rozpusti (na dné nesmi
zlistat nerozpustény zbytek). Piili3 alkalické melasy
nebo melasy kyselé se pfiblizné zneutralisuji zfedénou
kyselinou nebo hydroxydem. Je-li roztok zpénény, od-
péni se zahfivanim v teplé vodni lazni. Péna na povrchu
roztoku se odstrani nékolika kapkami pfiboudliny.

K odpénénému roztoku melasy se pfida za krouZeni
80 ml roztoku zdsaditého octanu olovnatého. Potom se
roztok vytemperuje na 20°C, doplni do 400 ml vodou
a po diitkladném promichéni pfevracenim a tfepdnim se
zfiltruje suchym cukrovarskym filtrem. Prvni podil fil-
tratu (asi 20 ml) se odlije.

K filtratu se piidd po malych dévkach a za michani
jemné praskovity NH;H,PO; v malém pfebytku — spo-
tfebuje se asi 1 g pro 100 ml filtratu. Uplnost vysrézeni
olovnatych iontt se zkousi kapkovymi reakcemi na pa-
pirku s jodidem (nesmi vznikat Zluta skvrna). Po vysra-
zeni olovnatych soli se roztok zfiltruje suchym cukro-
varskym filtrem. Prvni podil filtrdtu se odlije. Je-li
filtrat zakalen, svéd¢i to zpravidla o nedostatku fosforec-

nanu. Filtrdt m4 mit pH asi 5 — je regulovano pfida-
nym NH;H,PO; — jak to odpovida optimu pilisobeni obou
enzymii.

Stanoveni pfimé polarisace: Filtrdtem se naplni pola-
risaéni trubice 200 mm dlouhd a roztok se polarisuje
pEi 200C, Polarisace se nastavuje a odec¢itd vicekrat po
sobé s pfesnosti 0,05° tak dlouho, aZ se dosiahne nej-
méné péti ¢teni, kterd se od sebe nelisi vice nez 0,050V.
Ze viech ¢teni se vypoCte primér na dvé desetinnd
mista (= P). Ma-li prvni &teni zna¢nou odchyvlku, vy-
lou¢i se a do priuméru se nepocitd (neuplnd adaptace
zraku pii prvnim nastaveni). Tento zpilisob méfeni se
JodrZuje i pfi viegh dalsich polarisacich.

Pozndmka: U vertovanych melas (nad 5% red.
latek) se stanovi pfiméd polarisace ve vycefeném roz-
toku, zfedéném’1 4+ 1 vodou (50/100 ml). Polarisuje se
velmi petlivé (10X) a primér se vynasobi dvéma.

Stanoveni polarisace po hydrolyse B-fruktosiddzou:
50 ml filtratu se napipetuje do odmérné baiky na 100 ml,
pifidd se 10 ml roztoku f-fruktosiddzy a asi 3 kapky to-
luenu. Baiika se piikryje a necha stat asi pf 30°C do
druhého dne (pfesnéji: tak dlouho, aby hydrolysa pro-
béhla zaruéené do konce). Teplota 30°C neni zdvazna
— nedoporuéuje se véa]r‘ hydrolysovat pod 20°C. (Opti-
malni Géinek enzymii je asi pfi 50°C)

Po ukon¢eni hydrolysy se roztok vytemperuje na
20°C, doplni vodou k opravené znafce a pfidd se
asi 0,2 g aktivniho .uhli. Roztok se ditkladné promicha
a zfiltruje suchym cukrovarnickym filtrem. Prvni podil
filtrdtu se odlije.

Filtratem se naplni 200 mm polarisaéni trubice s tem-
perovacim plastdm. Asi po 15 min temperovéni protéka-
jici vodou na 20,0 £0,1°C se zjisti polarisace. Primér
tteni (= F’) se vypocte na dvé desetinna mista.

Stanovi se polarisace 10 ml roztoku pA-fruktosidazy,
zfedéného na 100 ml, ve 200 mm trubici pfi 200C. (Pozor
na znaménko!) Vypocte se primér ¢éteni (= f).
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Polarisace po hydrolyse f-fruktosiddzou (= F) se vy-

pocte podle vzorce: h
F=2({F—i

Hodnoty F’' a f se s¢itaji algebraicky.

Piiklad: Pii stanoveni bylo zjisténo F' = — 7430V
af= +110W.F = 2 (—~743—1,10) = — 17,06 V.

Sianoveni polarisace po hydrolyse obéma enzymy:
50 ml filtratu se napipetuje do odmérné bafiky na 100 ml,
pfida se 10 ml roztoku a-galaktosiddzy + B-fruktosidazy
a dale se postupuje stejné jako v pfedchozim piipadé.
Obé hydrolysy se provadéji soubézné.

Vypofte se primér cteni pfi polarisaci na dvé dese-
tinnd mista (= G).

Polarisace samého roztoku enzymil se stanovi rovnéi
stejné jako v pfedeSlém pfipadé, aviak s roztokem s-ga-
laktosidazy - B-fruktosidézy. (Pozor na znaménko!) Vy-
pocte se primér &teni (= q). i

Polarisace po hydrolyse a-galaktosiddzou a (-frukto-
sidazou (= G) se vypocte podle vzorce:

G =2(G—g)

Hodnoty G’ a g se s¢itaji algebraicky.

Vypocet
Koncentrace sacharosy a rafinosy v melase i polari-
sace ,necukrii’” se vypoclte podle téchto vzorci:
Z = 0,755 P — 1,667 F + 09097 G + 0,004 (80 — S)

R = 1,354 (F— G)
N=P—Z—182R

Z — koncentrace sacharosy v melase (%)
R — koncentrace rafinosy v melase (%)
P — pFimd polarisace (V)

F — polarisace po hydrolyse cukri B-fruktosidazou (°V)

G — polarisace po hydrolyse cukrii obéma enzymy (°V)

S - sacharisace melasy (%). Jeji vliv je fasto
zanedbatelny

N — polarisace ,necukri” melasy za podminek stano-
veni pfimé polarisace P (°V). Je-li v melase glu-
kosa a fruktosa, je jejich polarisace zahrnuta téz
v této hodnoté.

S hodnotami F a G se pocitd algebraicky. Vzhledem
k rozptylu se vysledky pii b&Zné praci zaokrouhluji na
jedno desetinné misto.

Piiklad vypoé&iu: Pii rozboru byla zjisténa piima pola-
risace P = 50,50 "V a polarisace po hydrolyse: F =
= — 17,06 °V; G = --18,00 °V. Sacharisace melasy je
79 %, takZe jeji vliv je moZno zanedbat,

Z = 0,7575.50,50 + 1,667.17,06 — 0,9097 . 18,00 =
= 50,32 %

R = 1,354 (—17,06 + 18,00) = 1,27 %

N = 50,50 — 50,32 — 1,852.1,27 = —2,17 0V

Stanoveny obsah sacharosy a rafinosy muZe slouzit
jako podklad k vypoctu t. zv. zkvasitelného cukru:
C=2+ 034 R +095 A

C — zkvasitelny cukr vyjddieny ekvivalentnim mnoz-
stvim sacharosy (%)

A — obsah zkvasitelnych monosacharidi v melase
(= glukosy, fruktosy — %). Neobsahuje-li melasa
redukujici latky, nejsou v ni glukosa a fruktosa
piitomny a zkvasitelny cukr se vypotlte pouze ze
sacharosy a rafinosy. V opafném pfipadé je nutno
glukosu a fruktosu stanovit néjakou spolehlivou
metodoun, na pf. chromatograficky.

Spolehlivost metody

Shodnost vysledkii. Odchylky od priméru nemaji byt
vétsi nez 0,15 %, u sacharosy a rafinosy a nez £ 0,150V
u polarisace ,necukri”. To znamena, %e mezi dvéma
soubéZnymi stanovenimi nema byt rozdil vetsi nez 0,3 %,
u sacharosy a rafinosy a nez 0,3°V u polarisace ,ne-
cukri”. U zkvasitelného cukru nema byt za nepfitom-
nosti hexos rozdil véti neZ 0,25 Y.

Zdroje chyb. Vysledky jsou z péti nebo Ctyf polarisaci
a jsou znacné zdvislé na chybéch jednotlivych méfeni.
Pro lepsi objasnéni vztahu mezi chybami pfi stanoveni
a mezi chybami ve vysledku slouzi febulkg 3. Analytik
v ni snadno vyhled4, jak pfesny ma byt ten ktery tkon.

V' tabulce jsou chyby pii jednotlivych ikonech,
z nichz kazdad sama o sobé by méla pii primérném slo-
zeni melasy za nasledek stejnou chybu ve vysledcich
{0,1 % nebo 0,1 V).

Souvislost chyb

Chyba pii provadéni, ktera zpiisobi chybu:
Ukon i L 017 4019
+01% +0,1% e ot
i polarisace zkvasit.
sacharosy rafinosy e cukri
wavaZovani melasy .
4 N) +0.25¢g + 59 + 3y + 029
doplnéni banky
(400 ml) — 1 ml — 20 ml —=15 ml -+ 0,25 ml
pipetovani pro F
{50 ml) 4+ 0,2 ml —,0,2 ml - 0,3ml —1ml
doplnéni banky
pro F (100 ml) — 0.4 ml + 0,4ml — 0,7 ml — 0,5ml
pipetovéani pro G
(50 ml) —0,3ml + 0,2 ml —4ml — 0,6 ml
doplnéni hanky ;
pro G (160 ml) + 0,6 ml — 0,4 ml + 0,8 ml + 1,3ml
odefteni piimé
polarisace = 0,13°V nezavisi + 0,4V -+ 0,13 °V
teplota pii piimé
polarisaci —4°C nezavisi —12°C —a°C
odetteni polari-
sace Fr —~0,03°V | 4+ 0,06°V | —0,06°V | —0,05°V
temperovani pfi . "
stanoveni F/ -0,2°C + 0,25°C —0.4%C —0,3°%C
odecteni polari-
sace f +0,03°V | —0,04°V | +0,06°V 40,04 °V
odecteni polari-
sace G’ 4 0,05°V | —0,04°V | +0,03°V | 4 0,11°V
temperovdni pfi _
stanoveni G’ 0,4%°C —0,25°C +0,2°C -+ 0,8°%C
odeéteni polari-
sace g —0,05°V 4+ 0,04V | —0,03°V | — 0,11
Tabulka 3

Kromé téchto vyéislenych vlivi mohou byt i jiné
zdroje chyb. Nejéastéji to je nestejnorodost wvzorku
zplisobenda vykrystalisovanym cukrem nebo zpénénim
melasy. Polarimetr, trubice i sklitka musi byt pfezkou-
Seny; sklicka se nesmi hlavici silné pfitahovat, protoie
vnitini pnuti méfe zplhsobit polarisaci. Polarisace se
nesmi odéitat pouze jednou, ale vicekrdt. I nepatrné
zkalené rozioky znacné zhor3uji pozorovani pii polari-
saci. Nesmi se pouZit velkého mnoZstvi aktivniho uhli
pii odbarvovéani roztoku — roztok musi zistat vinové
zluty — nebof by se tim mohla zménit polarisace.
Teplomér k temperovéani u polarisaci F' a G’ musi byt
spravny; teplotu nutno méfit tak, aby skutectné odpovi-
dala teploté polarisovaného roztoku. Pii hydrolyse je
nutno pouZit takového ¢asu, aby probéhla bezpecné do
konce; pfi tom je nutno dodrzovat aseptické podminky.
Je nepiipustné pouzivat enzymatickych roztokfl, jejichi
ucinnost nebyla prezkou$ena.

Spravnost vysledkil. Rtuzni autofi potvrdili (viz cito-
vané price), Ze vysledky dienzymatické metody odpovi-
daji skute¢nému obsahu sacharosy a rafinosy v melase.
Rozdily mezi pouzitymi a nalezenymi mnozstvimi téchto
cukrii, pfidanych k necukrim melasy, jsou v mezich
rozptylu metody. Metodé tedy nevadi piitomnost amino-
kyselin ani jinych latek, béiné obsazenych v fepnych
melasach.

Jedinou zndmou latkou, kfera zpusobuje ve vysled-
cich chyby, je kestosa (= trisacharid sloZeny ze dvou
zbytku fruktosy a jedmoho zbytku glukosy), kfterd byla
zjisténa v menSich mnoZstvich v nékterych melasach.
Piitomnost 0,1 %, kestosy se projevi zdanlivym zvysenim
obsahu sacharosy o 0,08 %; na stanoveni rafinosy kes-
tosa vliv nema. ProtoZe je kestosa uplné zkvasitelna,
znamena piitomnost 0,1 % =zdanlivé zvySeni zkvasitel-
ného cukru pouze o 0,023 %. (Tyto vztahy byly vpoéteny
na zakladé Runecklesovych udaji.) [19]

Trvani stanoveni

Pripravi se vycefeny roztok, stanovi se pfima polari-
sace a polarisace f a g, nasadi se vzorky k hydrolyse,
coZ trvda asi 2 hod. Druhy den se stanovi polarisace F' a
G’ a provedou se vypocty (asi za 1 hodinu). Mezitim je
doba nutnd k hydrolyse — zpravidla 16 aZ 24 hod.
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B BIB O I bi

B cTaThe ONHCAH METO/l, KOTOPLIM MOZKHO OUDPEIeJaHTh JeiicTBH-
TIBHOE CcoflepKAHHe CAaXapoabl 1 padHHO3BL B CcBexJocaxapHoii
natore. JIJI8 rHAPOAN3A cAXapoB IPHMEHSAKTCA SH3HMATHIECKHE
ITperapaTel, KOTODPhIE TIPHTOTOBJSIOTCS ITPOCTHIM cITOcO0OM 13
nekapcKAX JApPoiiKeil M NHBOBADeHHEIX Jpom:meil HiisoBoro 6po-
ateHus. I'mapoams mpogoakaeTcss oKoJo 16 wacoB (B TedeHuHe
noun). Koaedanns Me®RIY pesyabTATAMHI NapaLIedIbhHEBIX OITpe-
sedeRENi He JOJMKHEI NpeBbrmnats 0,3 %.

Cosiep/kanHe caxaposkl B padmHO3EI Heo6XOIAHMO 3HATH JLIA
pactdera cOpamnpBaeMoro caxapa. OnucaHHBIM MeTOJOM MOJY-
nalTes HGoJee HAAeKHBIE PE3YITATBHI IS ONpejesJJeHHA BBIX0/L
CHHPTa 113 PA3HBLIX CBEKJOCAXADHBIX IATOK, YeM MCTOAAMI TDil-
MEHHCMBIMH JIO HACTOHINLETO BPEMeHH.

ZUSAMMENFASSUNG

In dem Artikel wird eine Methode beschrieben, mittels
welcher der wirkliche Inhalt an Saccharose und Raffinose
in der Riibenzuckermelasse bestimmt werden kann. Zur
Hydrolyse der Zucker werden enzymatische Pridparate
verwendet, welche aufgrund eines einfachen Verfahrens
aus der Béckereihefe und der untergérigen Bierhefe her-
gestellt werden. Die Hydrolyse dauert cca 16 Stunden
(iiber Nacht). Die Differenz zwischen den Ergebnissen
paraleller Bestimmungen soll 0,3 % nicht iiberschreiten.

Der Saccharose- und Raffinosegehalt ist fiir die Berech-
nung des vergdrbaren Zuckers unentbehrlich. Durch An-
wendung der beschriebenen Methode werden exaktere
Grundlagen fiir die Bestimmung der Spiritus-Ausbeuten
aus verschiedenen Riibenzuckermelassen erzielt als mit
den bisher beniitzten Methoden.
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