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Enzimes analitikai mdédszert dolgoztunk ki a melaszok raffin6ztartalmanak
meghatarozasara. Mivel a melaszok nagy mennyiségil szachar6z (kb. 50%) mellett
kevés (1% alatti) raffin6zt tartalmaznak, a raffin6z specifikus meghatarozasat a
galaktéz-tartalom mérése alapjan abbdl szamitva végeztik.

A kidolgozott modszerrel megvizsgaltuk az 1980-as cukorrépa-feldolgozasi
idény kezdetén a 12 hazai cukorgyarbol beérkezett melasz-mintakat és az ered-
ményeket matematikai-statisztikai modszerekkel értékeltik.

Anyagok és médszerek

A modszer elve:

A raffindz glukéz, fruktéz és galakt6z cukoregységekbdl allo triszacharid.
Savas hidrolizis hatasara az alkot6 monoszacharidokra bomlik. Enzimes hidrolizis
esetén a-galaktozidazzal bontva galaktozra és szacharozra, invcrtazzal (/3-frukto-
furanozidazzal) bontva pedig fruktézra és melibiézra bomlik. Enzimes mennyiségi
meghatarozasa melaszokban csak a galakt6z lehasitdsaval lehetséges, mivel a me-
lasz mintegy 50% szacharézt tartalmaz és az invertazos bontasnal ez is elbomlik
gliikézra és fruktézra. A raffindz olyan kis mennyiségben fordul csak el6 a melasz-
ban (1% alatt), hogy a fruktéz-tartalom ebb6l szarmazé ndvekedése a szachar6zbol
szarmaz6 frukt6z mellett nem mérhetd. Ezért a Boehringer cég metodikai gydjte-
ménye alapjan (1) a galakt6z lehasitasaval hataroztuk meg a melaszok raffin6z-
tartahnat.

a-galaktozidas

Raffin6z-------- e galaktéz + szachar6z
pR 4,
3 galakt6z-dehidrogenaz
Galaktéz+ N AD T galaktonsav+ NADH + H+
pH 8,

* Elhangzott a METE Mikrobiolégiai Szakosztalya Kémiai Mikrobiolégiai Munkabizott-
sadganak 1981. marcius 10-i el6ado6llésén.
** Szeszipari Kutatéintézet, Budapest



A képz6dott redukalt NAD (nikotin-adenin-dinukleotid) egyenérték(i a jelen-
levd galaktéz mennyiségével, és éles abszorpciés maximuma van 340 nm-en és
365 nm-en. Ennek alapjan mennyisége spektrofotometriasan meghatarozhaté és
ebbél a raffin6ztartalom kiszamithato.

A melaszoldat készitése:

5 g melaszt 50 cm3 60 °C desztillalt vizben magneses keverévei oldunk. Az
oldatot 1-1 cm3 Carrez | és Carrez |l oldattal deritjik, majd leh(ilés utan 100

cm3re feltdltjik és szlr6papiron sz(irjuk. A szlrletb8l hatarozzuk meg a raffinéz-
tartalmat.

meghatarozashoz felhasznalt oldatok készitése:

Carrez |-oldat: 30%-0s vizes ZnS04-7 H20-oldat

Carrez 1J-oldat: 15%-os vizes K4Fe (CN)6- 3H20-oldat

Acetat-puffer, pH 4,6; 0,675 mél dm~3

92 mg CH3COONa 3 H20-t és

6,75 cin30,1 mdl din-3 ecetsavat oldunk desztillalt vizben 20 cm3 végtérfo-
gatban. Az oldat szobahémérsékleten legalabb 4 hétig stabil.

4. Trisz-puffer 0,75 mol dm-3 pH 8,6:

9 g trisz-(hidroximetil)-aminometant oldunk 70 cm3 desztillalt vizben,

W >

oldatot desztillalt vizzel felt6ltjik 100 cma-re.
Az oldat +4 °C-on 1 évig stabil.
5. N AD-oldat, 14 mmol dm~3
60 mg NAD-ot (nikotinamid-adenin-dinukleotid) oldunk 6 cm3 desztillalt
vizben.
Az oldat +4 °C-on 4 hétig stabil.

' Mannheim GmbH, NSZK gyartmanyu), higitatlanul kell hasznalni.

A meghatarozas menete a kovetkezé:

0,2 cm3 deritett melasz-oldatot +
0,2 cm3 pH 4,6, 0,675 mél dm-3 acetatpuffert é
0,02 cm3 a-galaktozidazt

jol osszekeverve szobah6mérsékleten alini hagyunk, legalabb egy 6ran keresztl.
Ezalatt a raffin6z elbomlik galaktézra és szacharozra.

A keletkezett galakt6z mennyiségét a kovetkez6képpen hatarozzuk meg a
fenti reakci6elegyben:

1,00 cm3 pH 8,6, 0,85 mél dm-3 trisz-puffert +

0,1 cm30,14 mmol dm-3 NAD-oldatot és

1,50 cm3 desztillalt vizet adunk hozza, és j6l Osszekeverve, desztillalt vizzel
szemben lemérjuk az alap-extinkciot (E4. Végil 0,02 cm3 galakt6z-dehidrogenaz
enzimszuszpenziét adva hozzd, meginditjuk a reakciét és a reakci6id6 eltelte, azaz
az extinkcié allandésulasa utan Ujbol lemérjik az extinkciot (E2. Az extinkcid
allandésulasahoz szikséges id6 galaktéz, illetve raffindéz-pentahidrat modell-oldatok
esetében 30 min. melaszok esetében azonban 2 h.

A vakproba ugyanugy készill, mint a mintak, csak melasz-oldat helyett 0,2 cm3
desztillalt vizet tartalmaz.
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A mintdk és a vakpréba extinkciéinak kilonbségébdl a galakt6z-tartalmat a
kovetkez6képpen szamitjuk ki:

AE minta = (E2-Ej)minta-(E,-E X vakpréba
V MG

cukorkoncentracié g dm-3 = ed-v - KIW NE



ahol

a reakcidelegy Ossztérfogata (3,04 cm3

a minta térfogata a reakciéelegyben (0,2 cm3

G = a meghatarozandé cukor molekulasulya:

raffin6z esetében 504,5,

galaktoz esetében 180,16

a klvetta vastagsaga, cm (= 1)

e = aNADH molaris extinkciéjanak értéke
340 nm-en 6,3 (mmol-1 cm-1 dm3
334 nm-en 6,10 (mmol-1 cm-1dm3
365 nm-en 3,40 (mmol-1cm-1dm3

<<

o
1

Raffin6z esetében, az allanddk Osszevonasa utan:

raffinéz g dm-3 = 340 nm-en 1,2171 AE
365 nm-en 2,2553 AE

Ha a minta raffin6z-koncentracioja kisebb, mint 0,05 mg cm - 3 akkor areakcio-
elegyben a minta térfogatat 1,0 cm3ig ndvelhetjik, a desztillalt viz hozzdadasanak
egyidejl csokkentése mellett.

Amennyiben a melasz-oldatok elkészitését és az enzimreakcidkat 1 nap alatt
nem tudjuk elvégezni, a meghatarozas megszakithaté az a-galaktozidazos bontas
utan. Ugyanazt az eredményt kapjuk, ha az a-galaktdzidazos bontasra nem 1 h
allasid6t hagyunk, hanem masnap folytatjuk a keletkezett galakt6z mennyisé-
gének meghatarozasat.

A modszer nagyon érzékeny, a méréstartomany: 0,05- 1,5 mg cm-3 raffin6z.

Eredmények és kdvetkeztetések

Az egyes cukorgyarak melaszainak raffin6ztartalmat novekv6 sorrendben az
7. tdblazat mutatja. A tablazat tartalmazza ezenkivil a melaszok polarimetralassa-
meghatarozott cukortartalmét és a raffindztartalmat a cukortartalom %-aban.

7. tablazat

Melaszok polarimetriAsan meghatarozott cukortartalma és enzimesen meghatarozott raffin6z
tartalma a) a melasz sdlyara, b) a polarimetrids cukortartalomra vonatkoztatva

A melasz raffin6ztartalma (%)

A melasz eredete A melasz
(cukorgyar) a melaszra a melasz cukortartalma
cukortartalméara (%>
X s
Szolnok 0,305 0,0404 0,59 51,8
Mez6hegyes.. 0,450 0,0140 0,97 46,4
Selyp 0,477 0,0111 0,93 51,2
Kaba 0,491 0,0358 0,96 51,2
Hatvan 0,492 0,00625 0,97 50,8
Sarkad 0,492 0,0072 1,05 46,8
Ercsi 0,561 0,0161 1,14 49,0
Acs... 0,606 0,00846 1,18 51,4
Sarvar 0,623 0,0324 1,18 52,6
Kaposva 0,695 0,0460 1,33 52,4
Petohaza 0,728 0,0804 1,36 53,2
Szerencs 0,777 0,0605 1,46 53,4

x = a meghatarozasok atlaga; s = a szérds; n = a parhuzamos adatok szdma = 4



2. téblazat
A kilonb6z6 eredetli melaszok raffindztartalmanak 6sszehasonlitdsa a variancia-analizis alapjan

A
Sz6 M Se Kb H
M 0,145
Se 0,172 0,027
Kb 0,186 0,041 0,014
H 0,187 0,042 0,015 0,001
Sa 0,187 0,042 0,015 0,001 0,000
SzD = 0,03486 (P = 5%)
0,047808 (P = 1%)
0,065072 (P = 0,1 %)

A: a0,5%-nal kisebb raffin6ztartalmu melaszok
B: a 0,5%-nal nagyobb raffindztartalmi melaszok

A cukorgyarak neveinek roviditése: Sz6. = Szolnok, M = Mez6hegyes, Se = Selyp,
Kb = Kaba, H = Hatvan, Sa = Sarkad, E = Ercsi, A = Acs, S& = Sarvar, Kp = Kaposvar-
P = Pet6haza, Sze = Szerencs.

SzD = a legkisebb szignifikans eltérés.

A kurziv értékek a legaldbb P = 5%-os szinten szignifikdns eltéréseket jelolik. (Az
értékek a két-két 6sszehasonlitott atlag eltérései.)

B
E A S& KP P

A 0,045

Sa 0,062 0,017

KP 0,134 0,089 0,072

p 0,167 0,122 0,105 0,033

Sze 0,216 0,171 0,154 0,082 0,049

SzD = 0,07077 (
0,097056 (
(

A

o
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&

0,132104
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A tablazatbdl lathatd, hogy raffinéztartalom szempontjabél a melaszok 2 cso-
portra oszthatok: az egyik csoportban a raffindztartalom 0,5%-nal kisebb, a masik-
ban 0,5%-nal nagyobb. Az utébbi csoportba tartozik valamennyi dunantuli cukor-
gyar melasza, valamint a szerencsi melasz. A legkisebb (0,31 +0,04) ésalegnagyobb
érték )0,78+0,06) hanyadosa 2,5, egy-egy csoporton belul 1,6, ill. 1,4, tehat a cso-
portokon belll a szérédas nagyjabdl azonos.

A két csoport atlagértékei kozott az eltérés (a Student-féle /-proba alapjan)
99,9% valdszinliségi szinten szignifikdns (/ = 9,3462, SzF = 46). Mivel az egyes
csoportokon belll a variancia a Cochran-préba szerint homogénnek bizonyult, a
csoportokon beliil az egyes melaszok raffindz-tartalmat variancia-analizissel hason-
litottuk Ossze. Ennek eredményét a 2. tablazat tartalmazza.

A tablazat szerint a 0,5%-nél kisebb raffin6ztartalmi melaszok kozil a szol-
nokinak szignifikAnsan kisebb a raffindztartalma a toébbi 5 melaszénal, a mezé-
hegyesinek pedig a kdbainal, a hatvaninal és a sarkadinal. A t6bbi minta raffin6z-
tartalméanak eltérései hibahataron beliliek.

A 0,5%-nal nagyobb raffindztartalmd melaszok kozil az ercsi, az &csi és a sar-
vari minta raffin6ztartalma nem tér el egymastél szignifikAnsan, tovabba a sze-
rencsi és a petdhazai mintaé is csak hibahataron belil tér el egymastol. A mintak
tobbségének raffindztartalma azonban legaldbb P = 5%-0s szinten szignifikansan
kulonboz6.

A polarimetriasan meghatarozott cukortartalomra vonatkoztatva a szerencsi
melasznak volt a legnagyobb raffin6ztartalma, 1,46%.

Lathato tehat, hogy az enzimes moédszer alkalmas a melaszok csekély raffin6z-
tartalmanak kielégit6 pontossagi meghatarozaséara (a variacios egyitthaté atlaga
5,1%-nak adddott) és az egyes melaszok raffindztartalma kozotti eltérések megalla-
pitasara.

Erdekes, hogy a galaktéz-dehidrogendaz altal katalizalt reakci6 id6tartama a
melaszok esetében négyszeres a modell-oldatokhoz képest. Az enzimreakcié elhizo-
dasat a melasz valamely old6do inhibitora, esetleg a derit6oldat valamely kompo-
nense okozhatja. Ez is mutatja, hogy bonyolult biolégiai rendszerek esetében az
enzimes analitikai eljardsok nem mindig alkalmazhaték Ggy, ahogyan azokat mo-
dell-anyagokra kidolgoztdk. A pontos reakciékériilményeket minden egyes biol6-
giai anyagra kisérletileg meg kell allapitani.

IRODALOM

(1) Methoden der enzymatischen Lebensmittelanalytik, 1979, Boehringer Mannheim.

OBPA3OBAHUE COJAEPXAHUA BUTAMUHA « B BbICTPO3AMOPO-
XEHHOW NYNbNE W3 3EMNAHWKA B TEYEHWUW ET0O XPAHEHWA

E. Pau n A. MapToH

ABTOpbI MO asym METOAAM (a - al AMNMPOAWIOBOMY U TOHKOC/IOMHO XpoMaro-
rpagouyeckomy’ Metogy) MccnegfoBaii cCogepXaHue Bcero BuTammHa «C» (B TOM
uncne AS n DAS) B 6bICTPO3aMOPOXEHHOW Nysibne M3 3eMISIHUKA XPaHEeHHOW npu
pasHbIX Temnepatypax W B 3aBWCMMOCTM OT MNPOAO/DKMTENBHOCTU XpaHeHUs.
Pe3yanaTb| Nnosly4eHHble CI'IOI/ICTOXpOMaTorpaCbI/ILIeCKVIM MeToAoM 06bIYHO ABNSANUCH
nyuwuwm. Pe3ynbTaTbl MOJSyYEeHHbIE B PasHbIX MNepuoAax BP.MEHW XpaHeHusl, B
C/lyyae NPUMEHEHUSI asyx Pa3HbIX METOAOB, B GO/LLUOW CTENEHW OT/IMYaINCL APYT
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oT ppyra. CrovctoxpomaTtorpaduueckoMy MeTody O6ecneuvBaiolemy Jydllee
pasaernieHvie Melatowyx BELLECTB HEO6X0AMMO NpefoCTaBuUTL NpeanoyYTeHne Bonpe-
KW €ro BbICOKOI NOTPE6GHOCTV BPEMEHU OLEHKU U CYGBLEKTVBHOIO METOAA OLEHKMU.

Kpome cpaBHeHUsi pe3ysibTaToB asyx METOAOB, aBTOPbI ONPEAENs/v U3MEHeHs
U CKOPOCTb M3MepeHUsi CoaepXaHus ButammHa «C» B GbICTPO3aMOpOXeHHoNybne
3EM/ISHAKM XpPaHEeHHOI Mpu Tpex pasHbIX Temnepartypax.

BESTIMMUNG DES RAFFINOSEGEHALTES IN MELASSEN
M. P.-Récz, |. Szép, L. V.-Vigyazé

Eine enzymatische analytische Methode wurde zur Bestimmung des Raffi-
nosegehaltes von Melassen entwickelt. Nachdem die Melassen neben grossen
Mengen (etwa 50%) von Saccharose wenig Raffinose (unter 1%) enthalten, wurde
die spezifische Bestimmung der Raffinose auf Grund der Messung des Galactose-
gehaltes durch Berechnung durchgefiihrt. Die am Beginn der 1980-er Kampagne
der Zuckerriibenverarbeitung von 12 ungarischen Zuckerfabriken eingesendeten
Melassemustern wurden mit der entwickelte Methode untersucht, und die Ergeb-
nisse werden mit mathematisch-statistischen Methoden ausgewertet.

DETERMINATION OF THE RAFFINOSE CONTENT
IN MOLASSES

Af. P.-Racz, /. Szép, L. V.-Vigyazo

An enzymatic analytical method was developed for the determination of the
raffinose content of molasses. Since molasses contain besides great amounts (about
50%) of sucrose small percentages (below 1%) of raffinose, the specific deter-
mination of raffinose is carried out on the basis of the measurement of the galac-
tose content, by an adequate calculation. Samples of molasses obtained at the be-
ginning of the 1930 season of sugar-beet processing from 12 Hungarian sugar
mills were investigated by the developed method, and the results are evaluated
by mathematicalstatistical methods.
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