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(54) Zpusob stanoveni sacharézy v medu

7Zpisob stanovenf sachardzy v medu, zalo-
#eny na reakci hydrolyzou sachardzy.vzniklych
D-glukdzy a D-fruktdzy s koncentrovanou kyse-
linou sirovou a ndsledné reakci vzniklého
5-hydroxymethylfurfuralu s anthronem. Inter-
refujic{ monosacharidy a redukujici disacha-
ridy jsou z analyzovaného vzorku medu odstra-
nény pred vlastnf hydrolyzou sachardzy udinkem
hydroxidu alkalického kovu. Metoda stanoveni
spoéivajici v p¥idavku koncentrované kyseliny
sirové a anthronu v ethylacetdtu s pfidavkem
stabilizujfc{ kyseliny octové nebo mravend&i
unoziiuje subjektivnf vyhodnoceni vzniklého
odstinu zbarveni s presnost{ stanoveni 1 %
hmot. sachardzy p¥i celkovém obsahu sachardzy
10 % hmot. Zplisob stanoveni sacharézy podle
fedeni tim umofnuje sledovdni kvality medu
ji% p¥i jeho vgkupu "v terénu” mimo chemic-
kou laborato¥.
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Vynédlez se tyk& zplsobu stanoveni sachardzy v medu jednoduchou rychlou vizudlni kolori-
metrickou metodou, kterou je mo%no aplikovat p¥imo ve vykupndch medu bez nutnosti prdce v che~

mické laborato¥i spojené s poufitim pot¥ebnych p¥istroji.

Z hlediska urlovan{ kvality medu je jednim z rozhodujfcich kritérii obsah sacharozy pfe-
deviim ve vztahu k pravosti v&elfho medu. Mno¥stvi p¥ftomné sachardzy je moZno stanovit p¥imo
poufitim nékteré chromatografické techniky (nap¥. HPLC na upravenych silikagelech - Thean, J. E.,
Funderburk, W. C. Jr. 1977, J. AOAC 60, 838-841) nebo iontom&nidich (Palmer, J. K., Brandes,
W. B. 1974, J. Agric. Food Chem. 22, 709-712), ﬁopfipadé plynové chromatografie po p¥isluXném
ptevedeni sachardzy na t&kavé derivaty (Zlircher, K., Hadorn, H., Strack, Ch., 1975, Mitt. Geb.
Lebensm. Hyg. 66, 92-116).

Daleko ¥astdji se vSak obsah sachardzy stanovi po jejf hydrolyze na ekvimoldrni smés
D-glukozy a D-fruktdzy. Nejb&Zin&i3{i metodou zaloZfenou na tomto principu je polarimetrické sta-
noveni sacharézy (Simpson, J. 1952, Bee World 33, 112-117.). Naproti tomu postupy zaloZené na
ur&ovani obsahu vzniklych redukujicf{ch monosacharidd (Simpson, J. 1960, J. Insect. Physiol. 4,
107-121) jsou pro stanoveni sachardzy v medu komplikovany vysokym obsahem kontaminujicfch mono-
sacharidi a oligosacharidd (hlavn& maltdza).

P¥i postupu podle VanHandela (VanHandel, E. 1968, Anal. Biochem. 22, 280-283) jsou tyto
interferujicf monosacharidy p¥edem rozloZeny Glinkem silné béze a potom se teprve provede ky-
seld hydrolyza sachardzy, kterd ziistdv4d v p¥edchozim stepu v siln& alkalickém prost¥edf zacho-.
vdna. Monosacharidy vzniklé hydrolyzou sachardzy se potom stanovi tepelnou dehydrataci v p¥i-
tomnosti kyselin a ndslednou kondenzaci vzniklého 5-hydromethylfurfuralu s barvotvornymi 14t~
kami (v&t&inou aromatickymi aminy, fenoly &i ketony). Absorbance reak®ni{ sm&si je pFitom Umdr-

n4 obsahu v roztoku p¥itomné D-glukdzy a D-fruktdzy vzniklych hydrolyzou sachardzy.

P¥i pouZitf z¥ed¥né kyseliny sirové s anthronem a vné&j3im z&h¥evem reakéni smé&si (postup
podle VanHandela) vznik4 modrozelené zbarveni, jehoZ intenzitu je nutno vyhodnocovat objektiv-
n& pomoci fotometrll, protoZe odchylky ve zbarven{ jsou subjektivné& t&%fko porovnatelné. Pracov-
ni postup podle VanHandela vyZaduje dvojnasobné vn&js{ zah¥ivdni reak&én{ smési, z toho jeden-
kr&t presnost zah¥ivédni ovlivni p¥imo intenzitu zabarveni.

Podstatou vyndlezu je kvantitativni stanoveni sachardzy, p¥i kterém jsou interferujict
sacharidy odstran&ny v alkalickém prost¥ed{ a potom oproti postupu Van Handela je k roztoku
medu p¥idén roztok anthronu v ethylacetétu p¥idavkem stabiliza&n& plsobici kyseliny octové,
kterd bréni kondenzadnfim reakcim anthronu, které se projevuji vytvd¥enim nerozpustnych produk-
tl v ethylacetdtu. Teplo pro kondenza&ni reakci je zfskdno p¥idavkem kyseliny sfrové (kombina-
ce z¥edovaciho tepla a entalpické bilance reakce hydroxidu draselného, ethylacetdtu, kyseliny
octové, kyseliny sfirové.

Vghodou zplisobu stanoveni sachardzy v medu podle vyndlezu je p¥edeviim rychlo;t stanoveni,
nendro¢nost na provedeni i pro nekvalifikované sfly a d4le moZnost subjektivniho posouzeni
vzniklého barevného odstinu v oblasti nejvdtEf citlivosti lidského oka (od Zluté aZ k modroze~
lenédmu odstinu), a tim i moZnost stanoveni obsahu sachardzy v medu bez pouZit{ fotometrd nebo
jingch p¥istrojl.

K vyhodédm zptsobu stanoven{ pat¥{ také vyS5{ stabilita roztoku anthronu v ethylacetétu,
ve srovndni s roztokem anthronu ve z¥ed&né kyselin& sirové jak je pouZivéna v plvodnim Van Han-
delov& postupu. Stabilita anthronu v ethylacetdtu je n&kolik dnli, po p¥idavku stabilizujfcich
organickych kyselin a? nd&kolik tydni. Naproti tomu p#i Van Handelov& pokusném provedeni je
nutno p¥ipravovat anthronové &inidlo denn&. VytvoYené barvivo je v popsanédm provedeni dosta-
te&n& stédlé po dobu minimdilné& 75 minut.

K vYhodém zplisobu stanoven{ podle vyndlezu je i jednoduchy zpisob odb&ru a dévkovéni teku-
tych i krystalickych medd objemové pomocf injekdnf st¥fkadky. NavaZovéni p¥esnych mnoZstvi
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medu je Sasov& zna&n& ndrodné a proto tento zpisob pfedstavuje znadnou &asovou usporu, nehledé
na neredlnost va¥eni mno%stvi{ 1 g medu s p¥esnosti na 2 % v podminkidch mimo laborato¥.

V praktickém proveden{ znalné& urychl{f postup také pouZiti poloautomatickych sklen&nych
dévkovadl s teflonovym pistem, které soulasné zvyily bezpednost préce p¥i vlastnim stanoveni
v praktickych podminkdch. V' soulasné dob& je tato metoda rozii¥ena p¥i vykupu medu prakticky
po celé SSR.

vyhodou zphsobu stanoveni sachardzy v medu podle vyndlezu je &asovd Gspora p¥i vlastnim
stanoveni, které je podstatn& materidlové i Casov& méné& ndro&né nef dosud pou¥ivané polarimet~
rické stanoveni. Pfesnost subjektivniho kolorimetrického stanoveni podle vyndlezu je p¥itom
*1 % obsahu sachardzy p¥i celkovém obsahu v medu 10 % hmot. Metoda stanoveni je natolik jedno-
duchd, %e ji miZfe provddét i nekvalifikovany pracovnik po krdtkém zaSkoleni. Zplisob stanoveni
sacharbzy podle vyndlezu proto umoZiiuje sledovdni kvality medu jiZ p¥i vykupu mimo chemickou
laboratof.

V dal8im textu je vyndlez dokumentovén p¥iklady stanoveni, ani¥ by se jimi omezoval.
P¥i{iklad 1

Injekéni st¥fkadkou na 2 ml odm&¥fime 0,7 ml zkouSeného medu do odmérného vdlce na 100 ml
se zAtkou a rozpustime do objemu 100 ml vodou (destilovanou nebo uZitkovou) - roztok A.

Rozfizneme ampulku s 0,1 g anthronu a rozpustime v 5 ml octanu ethylnatého s p¥fdavkem
stabilizdtoru (5 ml ledové kyseliny octové na 100 ml octanu ethylnatého) - roztok B. .

P¥iprava barevného standardu: K 0,1 ml standardnfho roztoku sachardzy (0,1 g/100 ml) p¥i-
déme 0,2 ml roztoku hydroxidu draselného (30 g/100 ml) a zah¥ivéme na vodni ldzni 10 minut p¥i
80 a% 100 °C. Po ochlazenf p¥iddme 0,5 ml roztoku B a 3,5 ml koncentrované kyseliny sirové.
Promichéme.

Vlastni stanovenf: K 0,1 ml roztokm A p¥idéme 0,2 ml 30% (v/o) roztoku hydroxidu drasel-
ného, zah¥ejeme na vodni lazni na 80 a% 100 °C na dobu 10 minut a po ochlazen{ p¥idéme 0,5 ml
roztoku B a 3,5 ml koncentrované kyseliny sirové. Promichdme a vzniklé zbarveni porovnéme se
standardem. Roztoky je moZno objektivné& srovnat spektrofotometricky p¥i 620 nm.

Citlivost subjektivnfho stanoveni je *1 hmot. procento sachardzy p¥i celkovém obsahu 10 %
hmot. TrvAni analyzy vletné p¥ipravy vzorku a zah¥ivanf{ 17 a% 20 minut.

P¥{f{klad 2
Roztok A - podle p¥ikladu 1

Rozf{zneme ampulku s 0,1 g anthronu a rozpustime v 5 ml octanu ethylnatého s p¥idavkem
stabilizédtoru (7 ml 98% (objemov&) kyseliny mravenc: na 100 ml octanu ethylnatého) roztok B.
P¥iprava barevného standardu: K 0,1 ml standardnitho roztoku sterilnfho roztoku sachardzy:
0,1 g/100 ml) z roz¥fznuté ampulky, p¥iddme 0,2 ml roztoku hydroxidu sodného (25 g/100 ml) a
zah¥{vdme na vodni{ lazni 5 minut p¥i 100 °c. Po ochlazent p¥idédme 0,5 ml roztoku B a 3,5 ml

koncentrované kyseliny sirové. Promichéme.

Vlastni stanoveni: K 0,1 ml roztoku A p¥iddme 0,2 ml 25% (v/o) roztoku hydroxidu sodného,
zah¥ejeme na vodnf ldzni 5 minut p¥i 100 % a po ochlazeni p¥iddme 0,5 ml roztoku B a 3,5 ml
koncentrované kyseliny sirové. Promfchdme a vzniklé zbarveni porovnédme se standardem (pro Gro-
ven 10 % hmot. sachardzy v medu). Citlivost stanoveni je tl1 % hmot. sachardzy pf¥i celkovém ob-

sahu 10 % hmot. sachardzy.
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Stabilita chemik&li{ a roztoku:

roztoky hydroxidd - neomezené& v uzav¥ené lahvi

anthron - 3 roky

ethylacetdt se stabilizitory - neomezen& v uzav¥ené léhvi
koncentrovand kyselina sirovd - neomezend

sterilizovany roztok sachardzy - 4 roky

stabilita roztoku B - 2 nésice

P¥riklad 3

Injekéni st¥fka&kou na 2 ml odmi¥ime 0,7 ml medu do odm&rné bafky na 1 000 ml a doplnime
vodou (oby&ejnou nebo destilovanou} do 1 000 ml - roztok A.

Roztok B - 0,5 g anthronu rozpustime v 100 ml octanu ethylnatého s p¥fdavkem stabilizi-
toru (10 ml kyseliny octové na 100 ml octanu ethylnatého).

Pf{prava barevného standardu: K 0,1 ml standardnfho roztoku sachardzy (0,01 g/100 ml)
pf¥iddme 0,2 ml 5% (v/o) roztoku NaOH, zahfejeme na vodni l&zni 5 minut p¥i 100 %¢. po ochla-
zen{ p¥idéme 0,5 ml roztoku B a 0,8 ml koncentrované kyseliny sirové, promf{chéme.

Vlastn! stanoveni: K 0,1 ml roztoku A p¥iddme 0,2 ml 5% (v/o) roztoku NaOH, zahfejeme
5 minut p¥i 100 oC, ptiddme po ochlazeni 0,5 ml roztoku B a 0,8 ml koncentrované kyseliny si-
rové, promichédme. Vzniklé zbarveni porovndme se standardem pf¥i 620 nm.

P¥{f{klagd 4

Roztok A-- viz p¥iklad 1
Roztok B -~ 2,5 g anthronu rozpustime v 50 ml octanu ethylnatého stabilizovaného kyselinou oc~
tovou (20 ml koncentrované kyseliny octové v 100 ml octanu ethylnatého).

Vlastn{ stanoveni: K 0,1 ml roztoku A pfiddme 0,2 ml 5% (v/o} roztoku hydroxidu drasel-
ného, zahfejeme 10 minut p¥i 80 aZ 100 ®¢c. Po ochlazeni p¥iddme 0,5 ml roztoku B a 7 ml kon-
centrované kyseliny sirové, promichéme.

Pi{prava barevného standardu: K 0,1 ml standardnfho roztoku sacharézy (0,1 g/100 ml) p¥i-
déme 0,2 ml 5% hmot. roztoku KOH, zahfejeme 10 minut p¥i 80 a% 100 °C, ochladime, p¥iddme
0,5 ml roztoku B & 7 ml konc. kyseliny sirové. Porovndme spektrofotometricky p¥i 620 nm s vliast-
nim stanovenim nebo subjektivn&. Citlivost metody a trvén{ analyzy jako v p¥ikladu 1.

PREDMET VYNALETZU

Zplisob stanoveni sachardzy v medu kolorimetricky, vyznadujici se tim, %e smds 1 hmot. dflu
medu odm&¥eného objemové pomoci injek®ni st¥ikalky se smisf s 100 a% 1 000 hmot. dily vody a
10 a% 100 hmot. dfly hydroxidu sodného nebo draselného, smés se zah¥fvd 5 a%Z 15 minut na tep-
lotu 80 a%¥ 100 °C a potom se k ochlazené reakéni sm¥si p¥id4 5 a¥ 100 hmot. d{ld anthronu ve
form& 0,5 a%¥ 5% hmot. roztoku v ethylacetdtu stabilizovaného p¥fdavkem 1 a%¥ 20 % obj. koncent-
rované kyseliny octové nebo mraven&i a potom se p¥id4d 1 000 a%¥ 15 000 hmot. ALl koncentrované
kyseliny sirové a potom se vyhodnot{ obsah sachardzy stanovenim absorbance sm&si p¥i 620 nm,
pop¥ipadé subjektivné porovnédnfim se standardem.

Severografia, n. p., MOST Cena 2,40 Kés
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