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Analytieké porovnanie dvoch spdsobov ziskavania sacharozy
z eukrovej repy vzhladom na obsah sacharidov. IT

MILAN KOVAQC — ZUZANA JANCEKOVA — MIROSLAV SPANAR

Sthrn. V préei sa porovnéva zlozenie sacharidov v produktoch a medziproduk-
toch cukrovarnictva ziskanych klasickou a novou technolégiou, t. j. ziskanie sacha-
rézy extrakeiou z repy pésobenim menej poldrneho rozpustadla. Vysledky obsahu
vybranych cukrov ziskané GLC analyzou ich silylderivdtov a HPLC analyzou ich

" benzoylderivatov poukazuji na priaznivy vplyv zmeny extrakéného média na zni-
zenie obsahu invertného cukru v tazkej Stave a v melase a na zvySenie obsahu sa-
charézy v tazkej stave.

Cukrovarnicky priemysel je charakterizovany vysokym objemom spracova-
nia suroviny, pricom hlavnym vyrobkom je sacharéza. Kvalita tohto vyrobku
predstavuje chemické individuum vysokej distoty.

Vytaznost sachardzy bola koncom minulého storocdia 10,3—12,6 9, sacharé-
zy na repu, pred prvou svetovou vojnou okolo 14 9 a v tridsiatych rokoch nad
15 9,. Tato hodnota sa dosahovala i v patdesiatych rokoch (v niektorych loka-
litach az 16,1 %). Koncom patdesiatych rokov sa zacalo s vysevom vynosovych
odrdd. Tym, ako aj zmenenou agrotechnikou, hnojenim, mechaniziciou a iny-
mi zmenami vsak cukornatost repy a ¢istota z nej vyrobenych cukrovarnickych
stiav klesla a imerne tomu klesla aj vytaznost findlneho produktu. V druhej
polovici Sestdesiatych rokov dosahovala hodnotu nad 11 9, koncom sedemde-
siatych rokov bola nad 10 9, a v kampaniach okolo roku 1980 bola dokonca
pod 10 %, .

Umerne s klesajicou kvalitou repy klesala aj kvalita a &istota tazkej $tavy.
V pitdesiatych rokoch kvocient cistoty (mnozstvo sachardzy prepocitané na
100 g susiny) tazkej stavy dosahoval hodnotu 93,9 a koncom sedemdesiatych
rokov poklesla jeho hodnota na 88. V kampani 1981/82 bol kvocient Cistoty
tazkej §tavy dokonca nizsi ako 87 [1].
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Nizka cistota tazkej Stavy znamend nielen zhorSenie kvality findlneho vy-
robku, ale aj niz§iu vyfaznost sacharézy a vyssiu spotrebu energie prepoéitani
na spracovanu repu.

Z tychto dovodov sa v sticasnosti usilie cukrovarnikov orientuje prevazne na
zvySenie vytaznosti sacharézy z cukrovej repy. Na toto tsilie nadviazala aj
préaca rieSend vo Vyskumnom ustave potravindrskom. Na rozdiel od ostatnych
préie, proces extrakcie sacharézy bol uz upraveny tak, aby sa ziskala diftzna
stava podstatne vyssej cistoty ako doteraz [1—4]. Okrem inych vyhod naj-
podstatnejsim prinosom novej technolégie je zvysenie vytaznosti sacharézy
z cukrovej repy o 2,1—2,5 %, na repu [4].

Sachardza sa sprava v roztokoch ako slaba kyselina, v désledku ¢oho tvori
s alkalickymi hydroxidmi sacharaty. S Ca(OH), vznikd monosacharéit, disa-
charat a trisacharat vapenaty. S CaCO, ddva sachardza za uréitych podmienok
rozpustné cukrokarbonaty [5]. Kedze v molekule sachardzy su pritomné hydro-
xylové skupiny, vytvira komplexné zliceniny. Tato vlastnost ma velky vy-
znam pre viazanie do krystalovej mriezky sacharézy a pre tvorbu melasy. Pri
vy&Sej teplote sa sacharéza rozklada, pricom klesa pH. Vyznamnou vlastnostou
sachardézy, na ktord treba prihliadat pri extrakeii, je jej inverzia v kyslom
prostredi. Rychlost inverzie zavisi od pH, teploty prostredia, ¢asu a od kyseliny
pouzitej na inverziu. Pocas hydrolyzy sa v dosledku inej optickej otatavosti
glukézy a fruktézy meni aj optické otacavost cukornych roztokov. Konetnym
produktom alkalického rozkladu je zmes organickych latok (furfural, kyselina
mravdia, kyselina octovéi a predovsetkym kyselina mlieéna). Rychlost alkalic-
kého rozkladu sa zvacsuje so zvySovanim pH a teploty. Zo skiimania rozkladu
sachardzy [6] v kyslom aj alkalickom prostredi vyplyva, Ze k najmensej inver-
zii sachardézy déjde v rozmedzi pH 7,5—8,5. Tato oblast je preto z hladiska
inverzie pre technologicky proces najvyhodnejsia, treba vsak brat do ivahy aj
iné faktory, ktoré pdsobia pri extrakeii a dalsich procesoch.

Z technologického hladiska sa v cukrovarnictve zaraduja vSetky latky, okrem
sacharézy, do skupiny necukrov, aj ked niektoré si sacharidy. K necukrom
s nizkou molekulovou hmotnostou patri invertny cukor. Vzniké rozkladom sa-
charézy na p-glukézu a D-fruktézu. Cukrové repa obsahuje 0,05—0,1 9, in-
vertného cukru. Jeho mnozstvo stipa pri nespravnom skladovani, pri poskodeni
repy a pri zlej préci na diftzii. Invertny cukor sa v alkalickom prostredi dalej
rozkladéd uz pri 20 °C. ¢o mé znaény vyznam pre tvorbu farebnych latok v na-
sledujicom technologickom postupe. Jeho obsah ma vplyv aj na polarimetric-
ké stanovenie sacharézy. Z ostatnych monosacharidov obsiahnutych v cukro-
ve]j repe mozno spomentf L-arabinézu ako zlozku hemicelulézy a p-galaktézu,
zlozku rafindzy.

Pomerne dolezitou zlozkou cukrovej repy pre farmaceuticky priemysel je
inozitol. Cukrova repa obsahuje asi 0,4 9, inozitolu. Inozitoly tvoria prechod
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medzi aroméatmi a cukrami — si to Sestmocné alkoholické cukry (hexahydro-
xycyklohexén) a maji rovnaky sumdrny vzorec ako monosacharidy. Myoino-
zitol je nevyhnutnou rastovou litkou pre kvasinky a mikroorganizmy.

Jukrovarnicky priemysel pouziva niekolko tradiénych metéd na stanovenie
cukrov, ktoré st spolahlivé, avsak malo presné a neSpecifické [7]. Na stanovenie
sacharézy v cukrovarnickych produktoch a medziproduktoch sa najéastejsie
pouziva polarimetrickd metdda a redukujice cukry sa stanovuji v prevadzke
metédou podla Bertranda. pripadne menej nédroénou na éas — metédou podla
Schoorla [8].

V ostatnom case sa v celosvetovom meradle na stanovenie sacharidov po-
uzivaji chromatografické metédy. Jednou z prvych analytickych chromatogra-
fickych metdd na ich kvalitativne stanovenie je papierovd chromatografia,
pri¢om neziadtice latky vo vzorke sa vyzrazaji octanom olovnatym [9]. Tito
metdda pouziva najastejsie ako rozpustadlova sdstavu octan olovnaty—py-
ridin—voda (8 : 2 : 1), avSak mézu sa pouzit aj iné rozpastadlové zmesi. Ako
detekcné ¢inidlé sa najcastejSie pouzivaji amoniakalny roztok dusiénanu strie-
borného, kysly ftalan anilinu, zmes difenylamin—anilin—kyselina fosforeéna
a iné. Podobnou metdédou je tenkovrstvova chromatografia. lizima a kol. [10]
opisuji tito metddu, pricom ako tenkd vrstvu pouzivaju silikagél. Odskuasali
20 rozlicnych rozpuastadlovych sistav a ako detekéné ¢inidlo pouzili zmes
difenylamin—anilin—kyselina fosfore¢na.

Najnovsimi a momentélne najpresnejsimi analytickymi metédami na sta-
novenie sacharidov st plynové a vysokotlakové kvapalinové chromatografia.
Kedze sacharidy st neprchavé litky, pred vlastnou analyzou GC treba z nich pri-
pravit prchavé derivaty. V literatire najcastejsie opisand derivatizicia cukrov
je priprava ich alditolacetdtov [11—16] a trimetylsilylovanych oximov sacha-
ridov [17—19]. Sweeley a kol. [20] ako prvi rozpracovali pripravu silylderiva-
tov v cukornych roztokoch a ich nasledujice stanovenie plynovou chromatogra-
fiou. Tato metédu aplikoval na biologicky délezité tekutiny Laker [21], na
prirodné materidly Sosulski a kol. [22] a priamo na produkty cukrovarnickeho
priemysl u Oldfield a kol. [23].

Na zéklade zéverov, ktoré urobilo 16. zasadnutie ICUMSA, obsah sacharézy
v melase zisteny polarimetricky je vyssi ako skutoény, a preto odporidalo vy-
uzit pri stanoveni sacharézy metédu plynovej chromatografie [24, 25]. Pri
tejto metdde sa necukry vo vzorke odstrania octanom olovnatym a filtrat sa
podrobf spolu s presnym pridavkom trehalézy (vnitorny tandard) derivati-
zécii 8 N-trimetylsilylimidazolom a N,N-dimetylformamidom. Vzniknuté tri-
metylsilylétery sa analyzuji na plynovom chromatografe so staciondrnou fa-
zou 10 %, OV-17 pri teplote 265 °C.

Pri stanoveni obsahu rozlitnych sacharidov v potravinirskych produktoch
sa objavuji mnohé tazkosti, ktoré sa pomerne lahko rie§ia vyuzitim detekcie
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zmesi vysokotlakovou kvapalinovou chromatografiou, pre ktort sa vyvinuli
$pecidlne chromatografické fazy a naplne [26]. Copikové a kol. [27] pouzivajt
HPLC na stanovenie cukrov v repnej melase s vyuzitim refraktometrickej de-
tekecie. Delenie zmesi robili na koléne Separon—NH, s mobilnou fazou aceto-
nitril—voda. Vyhodou tejto metdédy je, Ze nepozaduje derivatiziciu, ale vzorky
melds sa po vy¢ireni priamo nastrekuji do pristroja. Moznost stanovenia cuk-
rov s vyuzitim UV detekcie rozpracoval Galensa [28, 29], ktory po priprave ben-
zoylderivatov sacharidov stanovil tieto v rozlicnych druhoch potravinérskych
produktov.

Experimentalna Cast

Pouzity material. Obsah sacharidov sme sledovali v tazkej $tave a melase
pripravenymi klasickou aj novou technolégiou.

Vzorky pre klasickti technolégiu sme pripravovali na labsratérnom modelo-
vom zariadeni — upraveny diftzny aparat KDP. Pri priprave sme simulovali
sti¢asni technolégiu od kréjania repy az po cukor. Tazkd $tavu sme skladovali
v téglikoch umiestnenych v mraznicke. b

Vzorky pre novi technolégiu sme pripravovali na tom istom zariadenf ako
predchadzajice vzorky. Pri préci sme postupovali podla vysledkov viacerych
kampani [1—4]. Tazkd $tavu sme uchovavali v chladnitke pod vrstvou acets-
nu.

Priprava vzoriel a spdsob vyhodnotenia. Pre plynovi chromatografiu sme né-
vazok vzorky volili tak, aby celkovy obsah sacharidov v nej bol 15—20 mg.
Tomuto navazku je prispdésobené mnozstvo latok potrebnych na Gplni silani-
zéciu sacharidov. Pracovali sme metédou interného standardu, pricom ako
vnitorny Standard sme vybrali trehalézu, pretoZe sa v cukrovarnickych pro-
duktoch a medziproduktoch nenachidza. K presnému névazku vzorky a tre-
halézy sme pridali 0,5 ml predestilovaného a nad KOH suSeného pyridinu
a 0,45 ml hexametyldisilazénu. Po pretrepani sme pridali 2 kvapky kyseliny
trifluéroctovej, aby sa eliminovalo pripadné malé mnozstvo vody. Reakénii
zmes sme ponechali za ob¢asného pretrepania v termostate pri teplote 60—70 °C
az do uplného rozpustenia vzorky. Vzorku sme na vékuovej odparke odparili
do sucha a silanizaciu sme opakovali este raz. Z takto pripravenej vzorky sme
nastrekovali 1 ul priamo do plynového chromatografu. Ako $tandardnd zmes
sme pouzili rovnaké navazky sacharidov pritomnych vo vzorkéich a trehaldzy.

Obsah sacharidov vo vzorkach sme vypoéitali zo vztahu

Pc Gt
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kde C je obsah sacharidu vo vzorke, P, -— plocha piku cukru, G, — navazok
trehalézy [mg], P, — plocha piku trehalézy, G, ;) — navazok melasy (G),
resp. tazkej Stavy (G,) [mg], K — pomerny faktor odozvy detektora.

Pomerny faktor odozvy d-tektora sme urtili z merania $tandardnej zmesi
a vyjadrili sme ho osobitne pre kazdy cukor

PG,
Ko=e—
PG
kde G, je navazok jednotlivych sacharidov [mg].

Vysledky obsahu sacharidov v tazkej stave a melase pripravenymi klasickou
a novou technolégiou st v tabulke 1.

Tabulka 1. Stanovenie obsahu sacharidov v tazkej stave a :
Table 1. Determination of the content of saccharides in thick

tography
; Tazkd Stava® ‘ Melasa®
: Sacharid! [g-kg™ susiny] [g.-kg™? susiny]*
| KT | NT KT NT |
|
| Fruktéza® 44,26 J 6,58 l 28,84 15,96 |
| Glukéza® 32,00 | 6,50 | 22,87 13,79 |
| Sachardza’ 834,20 i 887.37 ‘ 609,00 794,14 !
{ |

KT — klasickd technolégia — classical technology.
NT — nové technolégia — new technology.
*Saccharide ; *Thick juice ; *Molasses; *[2 kg of dry matter]; *Fructose; *Glucose ; “Sucrose.

Pre vysokotlakova kvapalinovi chromategrafiu sme navézili zndme mnoz-
stvo vzorky. Pridali sme 80 ml Cistého etanolu a vzorku sme dali na 20 min
do ultrazvukového kipela pri 60 °C. Potom sme roztok prefiltrovali na frite
S-4 do 100 ml odmernej banky a cez fritu sme doplnili etanolom po znacku.
Z tohto roztoku sme pipetovali zndme mnozstvo tak, aby celkovy obsah sacha-
ridov vo vzorke bol 30—50 mg. Roztok sme odparili do sucha na vikuovej ro-
tatnej odparke a pridali 4 ml pyridinu a 0,5 ml benzoylchloridu. Uzavre td né-
dobu sme opét postavili na 1 h do ultrazvukového kipela pri teplote 60 °C do
uplného rozpustenia vzorky. Potom sme pridali 0,5 ml metanolu, 10 min sme
nechali reagovat a pridali sme 50 m! vody. Tento roztok sme po davkach in-
jekénou striekackou pretlacili cez SEP-PAK kolony. SEP-PAK kolény sme
premyli 4 X 5 ml vody. Zachyteny benzoylderivit sme vyeluovali 50 ml eludtn
v zloZeni hexdn—dietyléter—acetonitril v pomere 150 : 80 : 20. Takto pripra-
veny roztok sme priamo nastrekovali do HPLC.

Standardnt zmes (xyléza, fruktéza, glukéza, sachardza) sme pripravili tvm



Tabulka 2. Stanovenie obsahu sachardzy v tazkej §tave a melase vysokotlakovou kvapalinovou
chromatografiou
Table 2. Determination of the content of sucrose in thick juices and molasses by high-pressure
liquid chromatography

Tazkd Stava? Melasa®
Meranie! [g. kg™ susiny]* [g.kg™ susiny]*
KT | NT KT | NT
‘ i
1 813, j 862,0 659,8 1 74,3 |
2 810,5 | 850,2 619,0 ' 788,1 |
3 8343 | 838,3 653,0 | 741,6 |
4 8139 | 851.2 612,2 | 722,77 |
; 5 793.6 836,9 | 619,0 | 741,6 |
| 6 834,3 868,5 | 612,2 | 7313
7 759.8 850,2 | 659.8 | 768,4
8 793.6 862,0 653,0 I 722,7
9 786.8 872,8 539,4 731,3
10 813.9 851.2 646,2 741,6
z S03.5 854,3 637,4 746,4
s ; 22,7 11,9 19,8 22,1
|

KT — klasicka technoldgia — classical technology.
NT — nové technolégia — new technology.
1Measurement ; >Thick juice ; Molasses; 4[g kg ! of dry matter];

istym spdsobom ako vzorky. Obsah sacharézy v tazkej Stave a melase priprave-
nych oboma technolégiami uvadza tabulka 2.

Podmienky stanovenia. Na stanovenie sacharidov v tazkej $tave a melase
sme pouzili metédu plynovej chromatografie (sachardza, glukéza, fruktéza,
inozitol) a metédu vysokotlakovej kvapalinovej chromatografie (sacharéza —
kvantitativne, xyléza, glukéza, fruktéza — kvalitativne).

Metédou plynovej chromatografie sme pracovali na pristroji Hewlett Pac-
kard 5750 a na vyhodnotenie chromatogramu sme pouzili integrator HP 3380.

Podmienky analyzy :
detektor FID
kol6na nerezova, 1800 X 3 mm
nosié Chromaton AW DMCS
staciondrna faza 10 9%, SE-30
nosny plyn dusik
teplota injekéného bloku 230°C
teplota detektora 250 °C
teplota pece programovand — 12 min, 210 °C

narast 10 °C/min — 210—270 °C
15 min, 270 °C

o)
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Na stanovenie vysokotlakovou kvapalinovou chromatografiou sme pouzili
pristroj Varian 8500 a detektor Vari-Chrom s moznostou merat absorbanciu
v rozmedzi 200—900 nm. Na analyzu sme pouzili zapisovad TZ 4100.

Podmirnky stanovenia:

koléna Separon Six 5 m

mobilné faza hexan—dietyléter—acetonitril
(150 : 80 : 20)

prietok 1 cm®/min

detekcia 230 nm

citlivost 2

Visledky a diskusia

Utelom a cielom extrakcie je ziskat zo sladkych repnych rezkov ¢o najviac
cukru. Od ziskania difiznej $tavy sa vyzaduje, aby mala ¢o najvyssiu &istotu

4
M
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Obr. 1. Chromatograficky zdznam z plynového chromatografu TMS derivétov sacharidov
v melase pripravenej novou technolégiou. 1 — trehal6éza, 2 — sacharéza, 3 — inozitol,
4 — glukéza, 5 — fruktoéza.

Fig. 1. Gas chromatogram of TMS of derivatives of saccharides in molasses prepared by

new technology. 1 — trehalose, 2 — sucrose, 3 — inositol, 4 — glucose, 5 — fructose.
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a koncentriciu sachardzy a aby mala dobré spracovatelské vlastnosti. Od
kvality diftznej §tavy zavisi dalsie spracovanie, ako aj kvalita stiav (lahka,
tazka) a vysledny hlavny produkt — cukor a kvalita melasy. Najpodstatnejsim
prinosom novej technoldgie je zvysenie kvocientu ¢istoty Stiav a zniZenie vy-
robnych strat, z ¢oho vyplyva zvysenie vytaznosti sacharézy z cukrovej repy
02,1az2,5 % narepu.

Dals ou vyhodou pri extrakeii sacharézy organickym ¢inidlom je potladenie
mikrob idlnej a enzymatickej ¢innosti, v désledku ¢oho sa znizia straty sacha-
rézy sp dsobené rozkladom sacharézy na glukézu a fruktézu. Aby sme mohli
porovn at klasickd a novu technolégiu z hladiska obsahu sacharidov, analyzo-
vali sm e vzorky tazkej stavy, ako aj vzorky vedlajsieho produktu — melasy,
priprav enych oboma spésobmi.

Plyn ovou chromatografiou sme stanovili vo vzorkich kvantitativne sacha-
rézu, glukdézu a fruktézu a kvalitativne inozitol. Zistené vysledky uvadza ta-
bulka 1. Vysledky uvedené v tejto tabulke st aritmetickym priemerom troch
paralelnych merani. Chromatograficky zédznam z jedného stanovenia znizornuje
obrézok 1. Vysokotlakovou kvapalinovou chromatografiou sme kvantitativae
stanovili sacharézu a kvalitativne glukdzu, fruktézu a xylézu. Chromatogra-
ficky zdznam je na obrazku 2 a vysledky stanovenia st v tabulke 2.

e
|

! 2 ‘J

0 P F)

Obr. 2. Chromatograficky zdznam z kvapalinového chromatografu benzoyl derivatov
sacharidov v melase pripravenej klasickou technolégiou. 1 — xyléza, 2 — fruktéza,
3 — glukéza, 4 — sacharéza.

Fig. 2. Chromatographic record from liquid chromatograph of benzoyl derivatives of
saccharides in molasses prepared by classical techuology. 1 — xylose, 2 — fructose,
3 — glucose, 4 — sucrose.



Vysledky analyz oboma metédami potvrdili zvysent kvalitu tazkej stavy
pripravenej novou technolégiou, v ktorej sa nachddza o 6,37 9, viac sacharézy
ako v tazkej Stave pripravenej klasickou technolégiou. Potla¢enim enzymatickej
a mikrobidlnej ¢innosti pri extrakeii sa znizil obsah glukdzy o 79,69 9, a obsah
fruktézy o 85,13 9, v stave pripravenej novou technoldgiou oproti itave pri-
pravene]j klasickou technolégiou. Takisto obsah glukézy a fruktézy v melase
je niz&f ako pri klasickej technoldgii (39,70 9, glukézy, resp. 44,66 %, fruktdzy).

PretoZze sme pri laboratérnej priprave melasy novou technolégiou museli
pouzit int odstredivku na odstredovanie cukru, ako sa pouziva v cukrovare,
stanovili sme v melase pripravenej novou technolégiou viac sacharézy ako v me-
lase klasickej. KedZze pouzitd odstredivka nedosahovala také parametre ako
odstredivka pouZivand v cukrovare, nemohli sme jej pouzitim dosiahnut taky
stupenn vycukornenia melasy ako v cukrovare.
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AHaIHTHYECKOe CPABHEHIIE BYX METOJI0B IMOIVYCIHiisi CAXapo3bl U3 CAXapioii
CBEKIBI ¢ TOYRI 3Pemiisi cofepsraniusa caxapuiaos. 11

Pesnowme

I3 craThe CpaBHIBACTCA COCTAB CAXAPHIOB B HPO;{YRTAX Il ITPOMEKYTOUHBIX IPORYKTAX
caXapHOIo HPOL3BOICTRA, IOTVICHHBIX II0CPE;[CTBOM RIIACCIUCCKOT0 H HOBOIO BIljiOB TeXHO-
JIOTHH, T. €. [MOJIVUYCHIe caXapo3bl AKCTPAKIIKeil 113 CBeKIIBL IPI ITOMOIIH BO3CUCTBUA MeHee
HOJISIPHOIO PATCBOPUTE ST, PesyapTaThl apaimsa COjlepsRaHNA BLIOPAHHBIX CaxapoB, IiC/iy-
YEHHBIE TPH HOMOIII I'a30BOIi KILTROCTHOH XPOMATOrPa(iI 1l X CHIJIITAePIBATOB II BHICOKO-
HATOPHOI RUAKOCTHOII XpoMarorpadgun ux 0eH30MIJePUBATOB YRA3LBAIOT HA OIaronpuAar-
HOE BJIMSHHC IIBMEHEHIsI dRCTPARIIMOHHOI CPebl HA MOHMKEeHNE COJePsKAHMS HHBEPCIOH-
HOTO caxapa B I'yCTOM COKe II MeJlacce If Ha ITOBBIIeHNe CaXapoabl B I'YCTOM COKe.,

Analytical comparison of the two ways of obtaining sucrose from sugar beet
from the aspeet of the content of saceharides. I

Summary

In this study the composition of saccharides in the products and intermediate products
of sugar industry obtained by classical and new technology has been compared. In the
new technology, sucrose is extracted from sugar beet by means of a less polar selvent.
The results of measuring the content of chosen sugars by GLC analysis of their silyl deri-
vatives and HPLC analysis of their benzoyl derivatives indicate a favourable effect of the
change of the extraction medium on decreasing the content of invert sugar in thick juice
and molasses and on increasing the content of sucrose in thick juice.
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