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PROBY ZASTOSOWANIA CHROMATOGRAFII GAZOWEJ
DO OZNACZANIA RZECZYWISTEJ ZAWARTOSCI SACHAROZY
W SOKACH CUKROWNICZYCH

Tadeusz Pietrzykowski, Halina Gruszecka

Instytut Przemystu Cukrowniczego

Andrzej Borys, Stanistaw Kubacki

Instytut Przemystu Fermentacyjnego
Warszawa, Polska

Jak wiadomo, jedyng metodg stosowang powszechnie w chwili obec-
nej do kontroli zawartosci sacharozy w sokach cukrowniczych jest meto-
da polarymetryczna. Wiele firm na §wiecie produkuje bardzo precyzyjne
sacharymetry, przy czym niektére z nich umozliwiajg catkowicie zauto-
matyzowany i ciggly pomiar. Jednakze metoda polarymetryczna posiada
jedng podstawowsg wade, a mianowicie brak specyficznosci. Odczyt uzys-
kiwany z sacharymetru jest ekwiwalentem wypadkowej wartosci skre-
cania plaszczyzny S$wiatla spolaryzowanego przez wszystkie obecne
w testowanym roztworze substancje optycznie czynne. Dla przykladu,
w soku cukrowniczym obok przewazajacej ilosci sacharozy z innych we-
glowodanéw mogg znajdowac sie jeszcze a- i f-glukoza, fruktoza, sorbit
1 rafinoza. Powyzszy fakt jest najczeSciej przyczyng rozbieznosci pomie-
dzy rzeczywistg zawarto$cig sacharozy w soku cukrowniczym a jej war-
toscig oznaczang metodg polarymetryczng.

Niniejsza praca, podjeta przez Zaklad Analizy Instrumentalnej Insty-
tutu Przemystu Fermentacyjnego, przy wspolpracy z Instytutem Przemy-
stu Cukrowniczego, ma na celu zastosowanie chromatografii gazowej do
oznaczania sacharozy w sokach cukrowniczych, jako jednej z najbardziej
doskonatych ze wszystkich znanych metod rozdzielczych. Chromatografia
gazowa pozwala na calkowite rozdzielenie wszystkich weglowodandéw
mogacych wystepowaé w sokach cukrowniczych, a*co za tym idzie stwa-
rza mozliwosci oszacowania iloSci kazdego z komponentéw mieszaniny.

10 — ZPPNR z. 187
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Niestety, weglowodany, nawet te najprostsze, posiadajg bardzo duze
czgsteczki. Ponadto obecnos¢ wielu polarnych grup hydroksylowych do-
datkowo wplywa na obnizenie ich lotnosci. Ogoélnie wiadomo réwniez, ze
ogrzane do temperatury nieco wyzszej niz temperatura topnienia ulegajg
rozkladowi chemicznemu. Aby wiec umozliwi¢ analizowanie weglowoda-
now na drodze chromatografii gazowej nalezy przeprowdzi¢ je w znacz-
nie lotniejsze od nich pochodne. Ostatnio prawie wszyscy na swiecie wy-
korzystujgcy chromatografie gazowg do oznaczania weglowodanow, prze-
ksztalcajg je w etery sililowe. Najpopularniejszym ze stosowanych do
tego celu Srodkow jest tandem odczynnikéow, na ktory skladajg sie szes-
ciometylodwusilazan i trojmetylochlorosilan. Przebieg reakcji sililowa-
nia jest zilustrowany nastgpujgco:

ROH -+ (CHj;); SiCl — ROSi(CH,); + HCI

3ROH + (CHj); SiCl + (CH,); SINHSi (CHa); — 3ROSI (CHj); + NH,CI

Powstajace w tej reakcji zwigzki nazywamy eterami tréjmetylosililo-
wymi weglowodanéw. Niezmiernie wazne jest, aby reakcja sililowania
przebiegala w warunkach bezwodnych. NajczeSciej prowadzi si¢ jg w Sro-
dowisku polarnego rozpuszczalnika organicznego, ktérym moze by¢ dwu-
metyloformamid, dwumetylosulfotlenek, dioksan a przede wszystkim pi-
rydyna. o

W Zakladzie Analizy Instrumentalnej prowadzone sg od 1971 r. inten-
sywne prace zwigzane z opracowaniem i doskonaleniem metody oznacza-
nia weglowodanéw za pomoca chromatografii gazowej. Na III Sesji Ko-
mitetu Chemii i Technologii Zywnos$ci Polskiej Akademii Nauk w 1972 r.,
ktora byla poswiecona przemystowi cukrowniczemu, Gruszecka i Kubacki
doniesli o zastosowaniu chromatografii gazowej do oznaczania weglowo-
danow w sokach cukrowniczych. Jednakze od tego czasu metoda ta byla
wielokrotnie modyfikowana oraz ulepszana i w formie obecnej rozni sie
w sposoOb istotny od wersji pierwotne].

Stosowany obecnie tok analityczny oznaczania weglowodanow w so-
kach cukrowniczych jest nastepujacy. 1 cm?soku cukrowniczego rozcien-
cza sie 100-krotnie mieszaning etanolu i wody pozostajgcych w stosunku
4:1, a po sedymentacji wytracajacych sie zanieczyszczen pobiera si¢
0,5 cm3 supernatantu, ktéry nastepnie odparowuje sie do sucha w stru-
mieniu azotu. Do suchej pozostatosci dodaje sie 0,2 cm? uprzednio pPrzy-
gotowanej mieszaniny reakcyjnej o skladzie: pirydyma, szeSciometylo-
dwusilazan, troéjmetylochlorosilan, zmieszanych w proporcjach 10:2:1.
Z kolei calosé poddaje sie przez 1 min dzialaniu generatora ultradzwie-
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kow, a nastepnie ogrzewa sie na lazni powietrznej w temperaturze 60°C
przez 15 min. Dla przyspieszenia sedymentacji chlorku amonu, wytrgca-
jacego sie w wyniku reakcji sililowania weglowodanow, probki odwiro-
wuje sie. Tak przygotowane probki analizuje sie na chromatografie gazo-
wym. W naszych doSwiadczeniach stosowaliSmy chromatograf gazowy
firmy PYE-UNICAM Serii 104. Jako optymalne ustalone zostaly naste-
pujgce warunki:

Warunki analizy chromatograficznej

1. Chromatograf gazowy — Pye-Unicam Seria 104 Model 64 wraz z wy-
posazeniem.

2. Kolumna — szklana, spiralna, $rednica wew. 4 mm, wypelniona 1%
OV-101 (olej silikonowy) na Gas Chrom Q 100/120 mesh, temperatura
programowana od 100°C do 300°C, tempo programu 6°C/min.

3. Detektor — promieniowo-jonizacyjny (FID), temp. 320°C.

4. Gaz przenoszacy — argon oczyszczany na sitach molekularnych typu
13X, przeptyw 60 cm3/min.

5. Inne gazy — wodér — przepltyw 60 cm?®/min, powietrze — przeptyw
ok. 750 cm?®/min.

6. Objeto$¢ wstrzykiwana — 0,005 cm?.

7. Rejestrator — Leeds and Northrup (1 mV), szybkes¢ przesuwu tasmy
10 cali/h.

Do interpretacji jakosciowej i ilo$ciowej uzyto m-inozytolu jako stan-
dardu wewnetrznego.

Z dwoch wykreséw przedstawionych na rys. 1, pierwszy przedstawia
chromatogram standardow bardziej znanych jedno, dwu, i trojcukrow,
podczas gdy drugi zostal uzyskany w wyniku analizy soku cukrowni-
czego.

Na podstawie pieciu réwnoleglych oznaczen zawartosci weglowodanow
w tej samej $redniej probie laboratoryjnej soku cukrowniczego dokona-
liSmy rozpoznania podstawowych parametrow statystycznych opracowa-
nej metody.

Uzyskane przez nas rezultaty przedstawia tab. 1. Wartosci srednie,
wartosci odchylenia standardowego oraz wartosci btedu wzglednego me-
tody wyrazono wspotczynnikiem zmiennosci. Na szczegolng uwage za-
stuguje fakt, ze bigd wzgledny wartosci Sredniej z pieciu rown()‘leglych
oznaczen sacharozy wynosi jedynie 0,7%o.

W nastepnej kolejnosci przeprowadziliémy pierwsze préby ustalenia
korelacji pomiedzy dotychczas stosowana metodg polarymetryczng,
a omoéwiong metodg chromatograficzng. Uklad i’ wyniki wykonanego
w tym celu do$wiadczenia przedstawia tab. 2. Zaslugujacy na podkresle-
nie jest przede wszystkim fakt wysokiej wartosci wspoiczynnika kore-

10+*
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Rys. 1. Analiza estrow sililowych weglowodandéw na drodze chromatografii
gazowe]j

lacji liniowej, ktory rowny jest 0,98, co Swiadczy o Scistej zaleznosci ist-
niejgcej pomiedzy wynikami otrzymanymi dla obydwu poréwnywanych
metod. Na rysunku umieszczono ponadto réwnanie regresji pozwalajgce
na przeliczenie wynikéw otrzymanych metodg chromatograficzng na wy-
niki metody polarymetrycznej i na odwrot. Z miewielkich wartosci sta-
lych tego rownania wynika, ze rozbiezno$ci w rezultatach otrzymanych
obydwoma metodami sg niewielkie. '
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Tabela l

Zestawienie wynikéw pieciu réwnoleglych oznaczen weglowodanéw z jednej jednorodnej
$redniej préby laboratoryjnej soku cukrowniczego wraz z opracowaniem statystycznym

Zawarto$¢ weglowodanéw, 9,

Oznaczenia
fruktoza a-glukoza p-glukoza sacharoza rafinoza
1 0,24 0,16 0,154 13,2 0,55
2 0,27 0,16 0,150 13,4 0,51
3 0,26 0,16 0,153 13,1 0,51
4 0,28 0,17 0,154 13,2 0,52
5 0,31 0,16 0,152 13,6 0,53
Warto$¢ srednia 0,27 0,16 0,152 13,3 0,52
Odchylenie standar-
dowe 0,02 0,004 0,0016 0,1 0,01
Wspélczynnik zmien-
nosci, 9%, 7,4 2,5 1,0 0,7 1,9

Dla ilustracji selektywnosci metody chromatograficznej w poréwnaniu
z polarymetryczng, wykonano dwie serie analiz roztworéw o statej za-
wartoSci sacharozy i réznym dodatku rafinozy wynoszgcym w pierwszym
przypadku 0,3%, a w drugim 0,6°%. Otrzymane wyniki ujmuje tab. 3.
Jak fatwo zauwazy¢, wyniki polarymetryczne réznig sie od siebie w oby-

Tabela 2

Korelacja oznaczen zawarto$ci sacharozy wykonanych metodami polarymetryczng i chromatografi
gazowej
Réwnanie regresji: y=1,0106x+0,1533. Wspoélczynnik korelacji liniowej: r—0,98

Zawarto$¢ sacharozy, %

Oznaczenie seria | seria 11 seria III seria IV
A B A B A B A B
1 13,62 13,40 14,20 14,30 17,36 17,60 16,95 17,05
2 13,53 13,40 14,16 14,30 17,79 17,60 16,95 17,00
3 12,75 13,40 13,88 14,30 17,52 17,60 16,79 17,00
4 13,04 13,40 13,80 14,30 17,10 17,60 16,68 17,00
5 13,23 13,40 13,40 14,30 17,27 17,60 16,70 17,00
6 13,50 13,40 13,89 14,30 17,27 17,60 16,78 17,00
Wartos¢ éred-
dnia 13,28 13,40 13,89 14,30 17,39 17,60 16,82 17,00
Odchylenie
standar- |
dowe 0,298 — 0,264 — 0,235 — 0,098 —

A — metoda chromatograficzna, B — metoda polarymetryczna.
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Tabela 3

Wplyw zawartosci rafinozy na zawarto$¢ sacharozy oznaczana metodami
polarymetryczng i chromatografii gazowe;j

Iloé¢ oznaczanej sacharozy, 9,

Oznaczenia 0,39 rafinozy 0,6°% rafinozy
A B A B
1 14,99 15,10 15,10 16,10
2 14,30 15,10 15,32 16,10
3 15,37 15,10 15,47 16,10
4 15,05 15,10 14,97 16,10
5 14,54 15,10 15,51 16,10
6 14,67 15,10 15,36 16,10
Wartosc¢ srednia 14,82 15,10 15,13 16,10
Odchylenia standar-
dowe 0,354 — 0,273 —
A — metoda chromatograficzna, B — metoda polarymetryczna.

dwu tych przypadkach, co jest spowodowane addytywnoscig skrecalnosci
optycznej komponentéw uzytej mieszaniny. W przeciwienstwie do tego
wyniku, wartosci oznaczen sacharozy metodg chromatograficzng mozna
uzna¢ za jednakowe w granicach istniejgcego btedu metody.

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze precyzja opracowanej metody
chromatograficznej jest mizsza niz metody polarymetrycznej. Jednakze
pierwsza z nich, dzieki swej selektywnosci, juz w stanie obecnym pozwala
na wyeliminowanie wplywu innych zwigzkéw optycznie czynnych na
zawartos¢ sacharozy oznaczang w sokach cukrowniczych.

Obecnie zostaly podjete przez nas prace majgce na celu podwyzszenie
precyzji metody chromatograficznej oraz skrocenie czasu trwania analizy,
zwlaszcza w odniesieniu do sacharozy.

T. ITectwuxoscku, I'. 'pyweuxa, A. Bopvic, C. Kybauxku

IIOIBITKM VICIIOJNB30BAHUSI TAZBOBOM XPOMATOTPA®UNM HJIA
OIIPEAEJIEHUA COILEPXKAHNUA CAXAPO3BI B CAXAPHBEIX COKAX

Pe3wmMme

Pa3paboraH MeTo] OZHOBPEMEHHOTrO OIpeAesIeHUs TIPOCThIX caxapoB (MOHO3), ABY-
U TpucaxapuaoB, oOpasymolMXcsaA B CaXapHbIX cokax. Meroj 3akiwoodaerca B Ilepe-
BeIeHMM YTJIEBOLOB B CUJIMIOBbIe 9upbl. JJId ONpeleNeHMs ONTUMAJbHBIX YCIOBUA
o6pa3oBaHMA M PACTBOPMMOCTM CHMJIMJIOBBIX 3(OMPOB caxapoB, a TaKKe MX pa3faeie-
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HMsA IIPY TIOMOLUM Ta30BO¥ XpoMaTorpadum, OBIIM IPOBEeHbI ycCcJeNOBaHMA BIMAHUA
TakKuX PaKTOPOB, KaK:

— HPOAOIKMUTETHLHOCTM KOHTAKTa PEaKUMOHHO CMEeCy ¢ caxapamiu,

— TeMIepaTypbl PeaKlMOHHOMI Cpefbl,

— KOJIMYecTBa PeaKIMOHHOM cMecH,

— JeMCTBMUA yJbTPa3BYKOB,

Ha BBICOTY IIMKOB, COOTBETCTBYIOILUMX PA3HBIM caxapaM.

Ha ocHOBaHMM INIPOBENEHHBLIX MCCJIELOBAHMIA NPVHAT CJGAYIOLDIT XOn aHajam3a:
a1 XpomaTorpadMyuecKmx u3MepeHmit orbupany obpa3ubl COKa IIOCTe IUTeCTHH,
OpeAHasSHaYCeHHbIE IUIA IIOJIAPMMETPUYIECKOro ompeneleHns caxapa. DTy o6pa3nbl pas3-
6aBrAmyu 80%-HBIM STaHONOM. 3aTeMm OTMEPEHHYI0 YaCTbh 3TaHOJIOBOTO PacTBOpa yma-
puBaJL nocyxa B cTpye a3ora. K cyxomy ocraTKy no0aBiasaaM pPeaknMOHHYIO CMeCh
CIenyrowero cocrasa: mpuany, 1,1,1,3,3,3-rexkcamMmernnaucunacayd (T'MJIC) u TPUMETHI -
xnopernan (TMXC) B coorHomreHyu 10 :2:1. JIna ycKopeHMUs pPeargumMm CUJINJIOBAHMUS
M TIponecca pacTBOPeHMs o00pas3yrolmXcsa IIPOM3BOAHBIX CUJIMIOBBIX Caxapos, pe-
aKIMIOHHYIO Cpeny TIOABepraayM MOEeiCTBMIO TIeHepaTopa yJIbTPa3ByKOB M HarpeBaJn
1o 60°C.

Ans orpenenus obpasyrollerocd ocafKa XJIOPUCTOTO aMMOHMA 06pa3mbl IIOCIIe
OXJIaXKAeHMsA LEeHTPpudyrnpoBaan. IIpo3payHble pPacTBOPBI ITOJYYEHHBIX CHUJIMIOBLIX
9(MpPOB YTJIEBOJLOB BIPLICKMBAIM B KOJOHHY ra3oBOro Xxpomartorpada.

Y AOBNETBOPUTENbHOE pa3fiesleHye CUJINIIOBBIX 3(PUPOB OBLLIO TOJYYEHO NIPYU IIpy-
MEeHeHMM KOJIOHHBI HATIOJHEHHOM 1%0-HbIM MeTMAMPOBAHHBLIM CUJIMKOHOBBIM MAaCJIOM
(OV—101), ocaxxpenuniM Ha ,,Gas Crom Q 100/120 mesh” mpy 3anporpaMMypPOBAHHOMN
TeMIlepaType B Impegenax 100—320°C. KoandyecTBEHHyIO M KadecTBEHHyIo pacumd-
POBKY IPOBOAMJIN TeXHWKOM {BHyTpeHHero cTaHgapra.

+ Pe3ynbTaThl ompenmeneHmii ComepiKaHMUsA OTHEJNbHLIX YIJVIEBOLOB XpoMartorpadu-
YeCKMMM METOAOM CPaBHMBAJM C pe3yJbTaTaMM IIapajjebHBIX OIpeaesieHnii Co-
JepXaHMsA caxapo3bl, a TaK¥Ke MCXOMHBIX COKaX, IIOJAPOMETPUYECKUM METOIOM.

Z. Pietrzykowski, H. Gruszecka, A. Borys, S. Kubacki

ATTEMPTS OF APPLICATION OF THE GAS-LIQUID CHROMATOGRAPHY
FOR ESTIMATION OF THE SUCROSE CONTENT IN SYRUPS

Summary

The method for simultaneous estimation of monosaccharides, di- and tri-
saccharides in syrups has been developed. The method is based on the transforma-
tion of carbohydrates into silyl ethers using the mixture of pyridine, hexamethyl-

disilazane (HMDS) and trimethyl-chlorosilane (TMCS).
To establish the optimal conditions of formation and dissolving of silyl sucrose

ethers and their separation with gas chromatography the experiments were carried
out to examine the influence:

— of the contact time of the reaction mixture with sugar,

— of the temperature of the reaction medium,

— of the quantity of the reaction mixture,

— of the quantity of pirydine in the reaction mixture,

— of the ultrasonic action, N
on the peak heigth corresponding with the specific sugars.
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Acceptable separation of silyl ethers was obtained by use of a column packed
with 1% methylated silicone oil (OV — 101) coated on the ”Gas Chrom Q 100/120
mesh” combined with programmed temperature within the range of 100—320°C.

The quantitative and qualitative interpretation was performed with the internal
standards technique.

The results of estimation of individual carbohydrates with the use of the gas-
-liquid chromatography were compared with the results of a parallel estimation
of the sucrose content in identical syrups with the use of polarimetric method.



