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Sacharidy jsou nejcastéji se vyskytujici latky v potravinach.
Existuji proto rizné metody k jejich stanoveni. K separaci a analy-
ze mono- a oligosacharidt (1) mohou byt vyuzity napf. papirova
a tenkovrstva chromatografie (PLC, TLC (2)), vysokovykonna
kapalinovd chromatografie s hmotnostni spektrometrickou de-
tekci (HPLC/MS), UV detekci (3, 4, 5), refraktometrickou detekci
(RD (3, 5-17), pulsni amperometrickou detekci (PAD) (18) nebo
s detektorem Corona CAD (charged aerosol detector) (19).

Vétsina sacharidd je hydrofilnich a elektroneutralnich.
Derivatizace vhodnymi reak¢nimi ¢inidly méni tyto vlastnosti
a muZze pomoci pfi rozdé€leni, napf. sacharidy mize opatfit
elektrickym nibojem k usnadnéni jejich elektroforetické sepa-
race nebo hydrofobicitou, umoziujici jejich efektivni rozdéleni
pomoci reverzni fize HPLC nebo miceldrni elektrokinetické
chromatografie (MEKC) (2). Jednou z nejoblibenéjSich reakci
derivatizace sacharid je reduktivni aminace, pro tento tcel
byla navrZena celd fada reakcnich Cinidel véetné derivatizacnich
¢inidel UV-aktivnich fluorofort, jako je napf. 4-ethylester kyseliny
aminobenzoové (4-ABEE) (2).

Dalsi moznou metodou derivatizace je pouziti 1-fenyl-3-
methyl-5-pyrazolonu s délenim reverzni fazi vysokovykonné
kapalinové chromatografie a detekci ioniza¢ni technikou LC-ESI-
MS/MS (electrospray ionization tandem mass spectrometry) (20).

Monosacharidy a oligosacharidy mohou vytviret detekova-
telné komplexy s rozli¢nymi anionty a kationty. Napf. potencidl
navizancho jédu byl pouzit ke zlep3eni citlivosti analyzy glukosy
pomoci LC/MS. Jod vytviii anionické adi¢ni produkty s neut-
ralnimi monosacharidy v negativnim iontovém modu ionizace
elektrosprejem pii detekcei hmotnostni spektrometrii (21).

Existuje moznost stanovit sacharidy metodou GC/MS po
reakci na vhodné derivaty, jako je napf. trimethylsilyl-(oxim)
ether/ester (22).

V tomto ¢lanku je popsina metoda HPLC/RI pro analyzu
cukrovarnickych produkta. Stanoveni sacharidit metodou HPLC
s RI detektorem je jednou z nejsnadnéjSich metod, porovnidme-li
pracnost Gpravy vzorkt. Uprava vzorku neni sloZitd a zarucuje

opakovatelné vysledky. Ze sacharidl se v cukrovarnickych su-
rovindch a produktech nejcastéji stanovuji sacharosa, glukosa,
fruktosa a rafinosa.

Prestoze existuji tyto nové metody, v cukrovarnickych la-
boratofich se stile ke stanoveni sacharosy pouZzivd polarimetrie
a ke stanoveni celkové koncentrace glukosy a fruktosy (invertni
cukr) titra¢ni metoda.

Obsah jednotlivych sacharidd v surovindch a findlnich
produktech ddva velmi dilezitou informaci o tom, zda je tech-
nologicky proces provddén ndlezité. Charakteristickym jevem
rafinosy je pravotocivé staceni polarizovaného svétla, takze
vznikd nebezpedi, Ze ziskané vysledky obsahu cukru jsou nad-
hodnoceny. Uhel oti¢eni roviny polarizovaného svétla (opticka
otacivost) cukru je (o) = 66,50 a rafinosy («) = 104,50. Z téchto
dat vyplyva, Ze rafinosa zvySuje obsah cukru 1,57% (23). Proto
jednim z cilt bylo vypracovat postup, ktery by umoznil detekovat
rafinosu v pfitomnosti jinych sacharid.

Material a metody
Pristroje

Chromatografickd separace byla providéna pomoci systému
Knauer s vakuovym odplynénim, byla vybavena automatickym
vzorkovacem 3800, Cerpadlem LC 1000 a refraktometrickym
detektorem 2300. Pracovalo se pfi teploté 30 °C na koloné Cos-
mosil Type Sugar-D Waters — 4,6 mm X 250 mm s Spm ¢dsticemi
a na koloné EUROSPHER 100-7 NH,, 4 mm X 250 mm, 5 pm.

Chemikalie

Glukosa byla ziskdna od firmy Sigma Aldrich, fruktosa
a sacharosa od firmy Fluka a rafinosa od firmy Merck. Viechny
standardy mély cistotu pro analyzu. Deionizovand voda byla
Cerstve pfipravena na zafizeni Hydrolab HLP1 a acetonitril (ACN)

Tab. I. Podminky analyz sacharidd na HPLC/RI
Sacharid Acﬁly?,/toda Eluce Priitok Teplota Doba analyzy Kolona
W (ml.min™") (°C) (min”")
Glukosafruktosagalaktosa 84:16 20 Cosmosil Sugar-D, (4,6 x 250) mm, 5 ym
isokraticka 1 30
Rafinosa 75:25 15 EUROSPHER 100-7 NH,, (4 x 250) mm, 5 ym
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pro HPLC byl dodin firmou POCH. Kolona C18 byla nakoupena
od firmy Waters, nylonové filtry od firmy ANCHEM a hydrofilni
membriny PVDF od firmy Millipore.

Vzorky

Analyzy byly provadény se surovinami (melasa, fepny vyluh
a surova $tdva) a vyrobky (bily a pfirodni cukr) z polskych
cukrovar(. Pro pfipravu fepného vyluhu bylo navazeno 26 g
dezintegrované fepy a kvantitativné vlozeno do nadoby spolecné
s 178,2 ml zfedéného alkalického roztoku octanu sodného.
Néddoba byla ponofena do vodni lazné o teploté 80 °C na
dobu 30 min. Po ochlazeni na teplotu 20 °C byla pevna faze
odfiltrovana. Prvnich 25 ml filtratu bylo vylito, zbyla ¢ast byla
analyzovana na HPLC.

Pied analyzou byly vzorky ulozeny v lednicce (pfi asi 4 °C),
a nasledné analyzoviany béhem dvou mésica od data vyroby.

Standardy a dprava vzorkt

Jednotlivé standardni roztoky obsahujici glukosu a fruktosu
v koncentraci 0,5; 0,25; 0,1 (mg.ml™), cukr a rafinosu 10; 5,0; 2,5
(mg.ml™) byly pfipraveny rozpusténim ve vodé a prefiltrovany
pfes nylonovy stitkackovy filtr.

Tekuté roztoky bilého cukru, pfirodniho cukru, melasy,
fepného vyluhu a surové §tiavy byly nafedény na 10 mg.ml™
pro stanoveni rafinosy a sacharosy, 100 mg.ml™ pro stanoveni
glukosy a fruktosy.

Jako rozpoustédlo rafinosy byla pouzita homogenni smés
acetonitril : voda 75:25 v/v, pro ostatni sacharidy 84:16 v/v.
Rozpoustédla byla prefiltroviana pies PVDF hydrofilni membriny.
Vsechny vzorky roztoku byly prefiltrovany pies nylonové filtry
o velikosti péra 0,22 pm. Melasa, fepny vyluh a surova $tiva
byly mimo to filtrovany pfes C18. VSechny vzorky a standardy
byly Cerstvé pfipraveny.

Podminky analyz

Parametry analyz jsou shrnuty do tab. I. Byly vybriny ze
seznamu testovanych systému a davaly nejlepsi separacni efekt.
Pfed analyzou byla kolona promyvina smési ACN:voda.

Vysledky a diskuse

Predlozena metoda byla vyvinuta ke stanoveni nejcasté-
ji se vyskytujicich sacharidd v meziproduktech a vyrobcich
cukrovarnické technologie. Metoda HPLC je velmi
exaktni a vhodnd pro tento druh analyz. Pfiprava
vzorku je snadnd a rychld, coZ podstatné redukuje
¢as vynaloZeny na Cinnosti, které jsou provadény pri

Tab. I1.

Obr. 1. Chromatogramy fruktosy, glukosy, sacharosy a rafino-
sy stanovené HPLC na koloné EUROSPHER 100-7 NH.,
a Cosmosil Type Sugar-D Waters
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Pouziti dvou kolon miize byt uZivatelsky nepohodIné. Avsak
stanoveni rafinosy je méné Casté nez zbylych tif analyzovanych
sloucenin. Relativné kratky Cas analyzy je dulezity, ponévadz
piispiva ke snizeni ndklad(, které mohou byt vysoké zvlasteé
v piipadé¢ kontinualni kontroly cukrovarnickych produktu.

Vysledky rozsahu linearity, LOD and LOQ), koeficient determinace
a studium opakovatelnosti

zpracovani. Byly testovany dvé kolony: EUROSPHER
_ p . . 1o ; . Rozsah Koeficient | Opakovatelnost

100-7 NI._IZ a/Cosm/osll Type Sugar-D Wdtervs..Ol?r. v1. Sacharid linearity (m|_0n|5|)|_1) (mLOn(11|-1) Pt RSD
zobrazuje ziskané chromatogramy. Je ziejmé, Ze (mg.ml™) g- 0. R? (%)
glukosa a fruktosa se neoddé¢lily na koloné EUROS-
PHER 100-7 NH,, doba analyzy vSak byla pod 15 min. Glukosa 0,05-70 0,03 0,05 0,9998 0,54-9,53
Na druhé koloné byly pasy vsech sloucenin oddéleny,

VPR vy o . Fruktosa 0,05-70 0,03 0,05 0,9997 0,57-7,90
ale reten¢ni Cas pro rafinosu byl téméf 50 min. Proto
bylo nutné k analyze tohoto trisacharidu pouZivat Sacharosa 0,075-70 0,03 0,075 0,9996 2,05-8,77
NH, kolonu, zatimco ostatni cukry byly stanovovany Rafinosa 0,5-25 0,045 05 0,9999 032-977
na koloné Sugar-D.
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Tab. Ill.  Vysledky analyz cukri ziskanych popsanou metodou v riznych — Podékovani: Autori dékuji polskym cukrovariim za po-
vzorcich z cukrovart moc s pripravou clanku.
Meziprodukt nebo Glukosa Fruktosa Sacharosa Rafinosa
0, 0, 0, 0,
produkt (%) (%) (%) (%) Souhrn
Bily cukr - - 99,5 0,05 Cilem ¢lanku bylo pfedstavit metodu HPLC/RI pro stano-
o veni Ctyf sacharid: glukosy, fruktosy, sacharosy a rafinosy
Pfirodni cukr = = 99,6 = a4 > P . p o p
v bilém a pfirodnim (titinovém) cukru, melase, fepném
Repna melasa 0,07 0,20 51,0 0,50 vyluhu a surové §tavé. Jde o nejcastéji stanovované litky
> H T . . > H ]
Thinové melasa 279 460 325 _ v cukrovarmckychvproduktech .NICtOdd.VylfJ.Z}lje cobro.u
opakovatelnost, pfesnost a citlivost. Linedrni rozsah je
Repny vyluh 1,78 4,79 13,97 0,17 0,05-0,25 mg.ml™ pro rafinosu, pro zbylé tfi sacharidy
g_ -1 P A , r g5
Surovd §ava _ _ 13.74 0,09 0,05 79 mg.ml™. Mez detekce /byla st‘.movena na 0,943
mg.ml™ pro rafinosu, pro ostatni sacharidy 0,03 mg.ml™.
Invertni cukr 35,05 18,46 15,60 0,11
Kliéova slova: cukrovarnictvi, sacharidy, metoda HPLC/RI.

Rozsah linearity, mez detekce (LOD), mez kvantifikace
(LOQ) a varia¢ni koeficient (RSD) jsou predlozeny v tab. II
Linedrni korela¢ni koeficient R byl pro vsechny cukry 0,9998
nebo vyssi.

Vysledky analyz Ctyf sacharida v nékolika meziproduktech
a produktech cukrovarnického pramyslu je ukdzin v tab. IIL
Analyza malych mnozZstvi glukosy a fruktosy (<0,03 %) v fepném
a titinovém cukru neni snadnym utkolem vzhledem k vysoké
koncentraci sacharosy ve vzorku. Pas disacharidu maze piekry-
vat pasy monosacharidu. Klicové je vybrat vhodné podminky
analyzy. Glukosa a fruktosa byly detekovany pouze ve vzorcich
invertniho cukru a v fepném vyluhu.

Bily cukr podle Nafizeni rady (ES) ¢. 1234/2007, kterym
se stanovi spolecnd organizace zemédélskych trht a zvlastni
ustanoveni pro nékteré zemeédeélské produkty, by mél obsahovat
alespon 99,5 % sacharosy stanovené polarimetricky, s maxi-
malnim obsahem invertniho cukru (souctu obsahu glukosy
a fruktosy) 0,04 %. Polskd norma (PN-76/R-64772) pro fepnou
melasu urcuje minimalni obsah cukru v melase hodnotou 47 %,
pficemz soucet obsahu glukosy a fruktosy by nemél presahnout
1 %. Pozadavky na piirodni cukr lze nalézt v Codex Alimentarius,
kde se uvddi minimdlni obsah cukri 88 %. Pokud jde o fepny
vyluh, surovou §favu a titinovou melasu, neexistuji zakonné
pozadavky. V polskych technologickych publikacich se uvadi
stiedni obsah rafinosy v fepném vyluhu v rozmezi 0,01-0,03 %
a v surové §tavé 0,02-0,075 %. Surova $tava obsahuje 13,0-13,5 %
cukru a 0,07-0,15 % fruktosy a glukosy. Repny vyluh obvyk-
le obsahuje 16,6-21,0 % sacharosy. Mélo by se vzit v Gvahu,
Ze uvedené udaje byly ziskdny jinymi metodami, neZ je HPLC.
Presto vysledky ziskané pii méfeni se jim velmi blizi.

Zaveér

Popsand metoda umoziiuje piesné, opakovatelné a rychlé
analyzy ctyf sacharidu — glukosy, fruktosy, sacharosy a rafino-
sy — pomoci kapalinové chromatografie s refraktometrickou
detekci. Poskytuje spolehlivé vysledky pro stanoveni obsahu
cukru v piitomnosti rafinosy, kterd byvd nadhodnocena pii
pouziti polarimetrie.

Navrzend metoda mize byt pouZzita ke kvalitativni a kvan-
titativni analyze sacharidt v surovindch a vyrobcich cukrovar-
nického prumyslu, ale rovnéz i v dalsich potravinach jako jsou
med, niapoje nebo cukrovinky.
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Laczkowska M., Maiczak E., Baryga A.: HPLC/
RI Method for Determination of Carbohydrates
in Sugar Industry Intermediates and Products

The aim of the article is to present HPLC/RI method
for determination of four carbohydrates: glucose,
fructose, sucrose and raffinose in white sugar,
brown sugar, molasses, sugar beet filtrate and diffu-
sion juice. Those carbohydrates are most frequently
assay substances in sugar products. The method
shows good repeatability, precision and sensitivity.
Linear range is 0.05-0,25 mgml™ for raffinose and
0.05-70 mgml™ for other three saccharides. The limit
of detection (LOD) was determined 0.045 mg ml™
for raffinose and 0.03 mg ml™ for glucose, fructose
and sucrose.

Key words: sugar industry, carbohydrates, HPLC/RI me-
thod.
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