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STANOVENI OBSAHU CUKRU

1 Ucel a rozsah

Tato metoda umoznuje stanoveni obsahu redukujicich cukri a veskerych cukri po inverzi
vyjadfenych jako gluk6za nebo sachardza s pouzitim faktoru 0,95. Je pouzitelnd pro krmné
smési. Pro ostatni krmiva se pouzivaji zvlastni metody. Je-li to nutné, mize byt obsah laktozy
zjistén zvlast’ a potom zahrnut do celkového vysledku.

2 Princip

Cukry se vyextrahuji ziedénym ethanolem. Extrakt se vycefi Carrezovymi ¢inidly I a II.
Ethanol se odstrani a mnozstvi cukru pfed a po inverzi se stanovi metodou podle Luff-
Schoorla.

3 Chemikalie

Pouzivaji se chemikalie analytické Cistoty, pokud neni uvedeno jinak.

1 Ethanol, C;HsOH, 96%.
2 Ethanol, ¢(C2HsOH) =40 %.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné baiiky se nalije 420 ml ethanolu (1), doplni vodou (31)
po znacku a promicha.

Octan zine¢naty, Zn(CH3COOQO); - 2H>O0.
Kyselina octova, CH;COOH, ledova.
Hexakyanozeleznatan draselny, K4Fe(CN)s - 3H20.

AN n B~ W

Carrezovo ¢inidlo L

Ptiprava: Navazka 21,9 g dihydratu octanu zine¢natého (3) se rozpusti ve vodé (31)
v 100ml odmérné bance ptidaji se 3 ml ledové kyseliny octové (4), doplni po znacku
a promicha.

7 Carrezovo ¢inidlo I1.

Ptiprava: Navazka 10,6 g trihydratu hexakyanozeleznatanu draselné¢ho (5) se rozpusti
ve vodé (31) v 100ml odmérné baice, doplni po znacku a promicha.

8 Indikator methyloranz.
9 Methyloranz, 0,1% roztok, (w/v).

Ptiprava: Navazka 0,1 g methyloranze (8) se rozpusti ve vode (31) v 100ml odmérné
barice, doplni po znacku a promicha.
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Kyselina chlorovodikova, HCI, koncentrovana 35 %, p(HCI) = 1,18 g/ml.
Kyselina chlorovodikova, c(HCI) = 4 mol/l.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné baiiky se k asi 600 ml vody (31) ptida 353 ml HCI (10)
a po vytemperovani se doplni po znacku a promicha.

Kyselina chlorovodikovéa, c(HCI) = 0,1 mol/I.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné baniky se k asi 600 ml vody (31) pfida 8,8 ml HCI (10)
a po vytemperovani se doplni po znacku a promicha.

Hydroxid sodny, NaOH.
Hydroxid sodny, roztok, c(NaOH) = 0,1 mol/I.

Ptiprava: Navazka 4 g hydroxidu sodného (13) se rozpusti ve vodé (31) v 1000ml
odmérné bance, doplni po znacku a promicha.

Siran méd’naty, CuSO4 - 5H>O.

Siran méd’naty, c(CuSO4 - SH,0) = 250g/1.

Ptiprava: Navazka 25 g pentahydratu siranu méd’natého (15) se rozpusti ve 100 ml vody
(31).

Kyselina citronova, CsHsO7 - H20.

Kyselina citronova, roztok, c(C¢HsO7 - H2O) = 1000 g/1.

Ptiprava: Navazka 50 g kyseliny citronové (17) se rozpusti v 50 ml vody (31).

Uhlicitan sodny, Na>xCOs3, bezvody.

Uhli¢itan sodny, c¢(Na;CO3) ~ 480 g/l.

Ptiprava: Navazka 143,8 g uhli¢itanu sodného (19) se rozpusti v 300 ml teplé vody (31).
Luff-Schoorlovo ¢inidlo.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné baiiky se nalije pfipraveny roztok uhli¢itanu sodného
(20), nasledn¢ se opatrné piida roztok kyseliny citronové (18) a roztok pentahydratu
siranu méd’natého (16). Doplni po znacku a promicha.

Thiosiran sodny, Na,S>0s - SH20.
Thiosiran sodny, ¢ (Na2S203 - SH20) = 0,1 mol/L.

Ptiprava: Navazka 24,817 g pentahydratu thiosiranu sodného (22) a 0,2 g uhli¢itanu
sodného (19) se rozpusti ve vodé (31) v 1000ml odmérné bance, doplni po znacku
a promicha.

Skrob.
Roztok Skrobu, ¢ =5 g/l

Ptiprava: Navazka 5 g Skrobu (25) se rozpusti ve 30 ml vody (31). Tato smés se ptida
do jednoho litru vrouci vody (31). Vaii se 3 min a necha se vychladnout.

Kyselina sirova, H>SO4, koncentrovana, 96%, p(H2SO4) = 1,84 g/ml.

Schvalil: RNDr. Jifi Zbiral, PhD., feditel NRL
Platné od: 16. 12. 2019



Narodni referencni laboratof
Strana 3
o e Mﬂmmwpnwmmnmnmw—ZMmkMknmv‘Vw, |
ydéani
10084.1 — Stanoveni obsahu cukrii ‘ Revize 0

27

28
29

Kyselina sirova, c(H2SO4) = 3 mol/I.

Ptiprava: Do 1000ml odmérné banky se k asi 600 ml vody (31) ptidd 167 ml H>SO4
(26) a po vytemperovani doplni po znacku a promicha.

Jodid draselny, KI.
Jodid draselny, c¢(KI) =30 %.

Ptiprava: Navéazka 30 g jodidu draselného (28) se rozpusti v 70 ml vody (31).
Ptipravuje se vzdy Cerstvy.

30 Isopenthanol, CsHi1OH.
31 Destilovanéd nebo demineralizovana voda.
32 Dichroman draselny, KoCr2O7.
Poznamky
1 Priklad stanoveni faktoru odmeérného roztoku NaxS>03, ¢(NaxS203) = 0,1 mol/l:
Do t7i kuzelovych banék o objemu 500 ml se zabrousenou zatkou se navazi 0,08-0,12 g
dichromanu draselného (32) — 2 X rekrystalizovany, rozetreny a vysusen. Rozpusti se
v 50 ml vody (31). K roztoku se prida 10 ml Cerstvé pripraveného roztoku 30% KI (29)
a 20 ml 3M H>SOy4 (27). Banka se ihned uzavie zatkou a nechad stat v temnu 10 min.
Potom se zatka i steny banky oplachnou vodou, prida se 200 ml vody (31) a vylouceny
jod se titruje pripravenym roztokem thiosiranu sodného (23) do Zlutého zbarveni
roztoku. Pak se pridaji asi 2 ml roztoku Skrobu (25) a pokracuje se v titraci
za dutkladného promichavani do prechodu z modrého do zeleného zbarveni roztoku.
Vypocet faktoru NaxS>03s, ¢(NaxS203) = 0,1 mol/I:
1000. n
4903.V
V - spotreba odmérného roztoku thiosiranu sodného (23) v ml.
n - navazka K>Cr:07(32) v g.
1 ml thiosiranu sodného (¢ = 0,1 mol/l) je ekvivalentni 4,903 mg K>Cr207.
4 Piistroje a pomiicky
1 Michaci zafizeni, ptiblizn€ 35 az 40 ot./min.
2 Vodni lazen s termostatem.
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Kahan, topné hnizdo nebo topna deska

4 Granulovana pemza vyvarena v kyselin¢ chlorovodikové, proprand ve vodé a vysusena,
nebo sklenéné varné kulicky.

5 Analytické vahy s presnosti nejméné 0,001 g.

5 Postup
5.1 Extrakce vzorku

Do 250ml odmérné baiky se navazi 2,5 g vzorku s ptesnosti na 0,001 g. Pfida se 200 ml
ethanolu (2) a micha se po dobu jedné hodiny na michacim zatizeni. Ptid4 se 5 ml Carrezova
¢inidla I (6) a asi 1 min se micha. Piid4 se 5 ml Carrezova ¢inidla II (7) a znovu se 1 min
micha. Doplni se po znacku ethanolem (2), homogenizuje a prefiltruje. Odpipetuje se 200 ml
filtrdtu a odpafi se na polovinu objemu, aby se odstranila vétSina ethanolu. Zbytek
po odpatfovani se kvantitativné prevede do 200ml odmérné banky pomoci horké vody (31).
Zchladi se, doplni se vodou (31) po znacku, homogenizuje a v ptipadé potieby prefiltruje.
Tento roztok se pouzije pro stanoveni obsahu redukujicich cukrt a, po inverzi, pro stanoveni
obsahu veskerych cukri.

Poznamky
2 V' pripade ocekavaného nizkého obsahu cukrii ve vzorku je mozné navysit navazku
nalg.

5.2 Stanoveni redukujicich cukri

Odpipetuje se maximalné 25 ml roztoku, ktery obsahuje nejvyse 60 mg redukujicich cukrii
vyjadienych jako glukdza. V ptipad¢ potteby se odpipetovany objem doplni vodou (31) na
25 ml. Obsah redukujicich cukrt se stanovi metodou podle Luff-Schoorla.

5.3 Stanoveni obsahu veskerych cukri po inverzi

Do 100ml odmérné baiikky se odpipetuje 50 ml roztoku. Ptida se nékolik kapek roztoku
methyloranze (9) a potom se za stdlého opatrného michani piida kyselina chlorovodikova
(11), az se kapalina trvale zbarvi do Cervena. Poté se ptfidd 15 ml kyseliny chlorovodikové
(12) a banka se rychle ponoii do vafici vodni lazné, kde se ponechd 30 min. Rychle
se vychladi na 20 °C a pfida se 15 ml roztoku hydroxidu sodného (14). Doplni se vodou (31)
do 100 ml a homogenizuje. Odpipetuje se maximalné 25 ml roztoku, ktery obsahuje nejvyse
60 mg redukujicich cukrti vyjadfenych jako glukoza. V ptipad¢ potieby se odpipetovany
objem doplni vodou (31) na 25 ml. Obsah redukujicich cukrii se stanovi metodou podle Luft-
Schoorla. Vysledek se vyjadii jako procento glukézy nebo, kde je to vhodné, jako sacharozy
po vynasobeni faktorem 0,95.

5.4 Titrace (metoda podle Luff-Schoorla)

Do 300ml Erlenmeyerovy banky se odpipetuje 25 ml Luff-Schoorlova ¢inidla (21); pfida se
piesné 25 ml vycetené¢ho cukerného roztoku. Piidaji se dvé granule pemzy/dvé varné kulicky
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a pfi ruénim michani se zahtiva nad otevienym plamenem stfedni délky tak, aby se kapalina
uvedla do varu pfiblizné za 2 min. Pak se Erlenmeyerova baiika neprodlen¢ umisti
na azbestem potazenou draténou sitku s otvorem o priiméru ptiblizn€é 6 cm, pod kterou je
zapalen plamen. Plamen musi byt regulovan tak, aby se zahtivalo pouze dno Erlenmeyerovy
banky. K Erlenmeyerové barce se pfipoji zpétny chladi¢ a vaii se pfesn¢ 10 min.

Pro titraci lze vyuzit alternativniho postupu, kdy se do (250 — 300)ml Erlenmayerovy baiky
nebo varné banky se zdbrusem odpipetuje 25 ml Luff-Schoorlova ¢inidla (21); ptida se presné
25 ml vycetfené¢ho cukerné¢ho roztoku. Pfidaji se dvé granule pemzy/dvé sklenéné varné
kulicky, banka se vlozi do topného hnizda nebo na topnou desku, pfipoji se zpétny chladi¢
a vati se presn¢ 10 min.

Potom se baiika ihned vychladi ve studené vodé a ptiblizné po 5 min se titruje takto:

Do baiky se ptidd 10 ml roztoku jodidu draselného (29) a ihned poté (opatrné¢ a pomalu,
vzhledem k riziku nadmérného pénéni) se piida 25 ml kyseliny sirové (27). Titruje se
roztokem thiosiranu sodného (23), az se objevi kaln¢ zlutd barva. Pak se ptidd Skrobovy
indikator (25) a titruje se do vymizeni fialového zabarveni.

Stejna titrace se provede s piesné odméienou smési 25 ml Luff-Schoorlova ¢inidla (21), 25 ml
vody (31), 10 ml roztoku jodidu draselného (29) a 25 ml kyseliny sirové (27).

Poznamky

3 Bez ohledu na mnozZstvi vzorku se pro zamezeni pénéni se doporucuje pridat priblizné
1 ml isopenthanolu (30) pred varem s Luff-Schoorlovym cinidlem.

6 Zvlastni postupy

U krmiv bohatych na melasu nebo jinych krmiv, ktera nejsou zcela homogenni, se do 1 000ml
odmérné banky navazi 20 g vzorku a ptida se 500 ml vody (31). Miché se 1 h na michacim
zatizeni. Vycefti se Carrezovymi ¢inidly I a II (6) a (7), jak je uvedeno v odstavci 5.1, ale
se Ctyfnasobnym mnozstvim obou c¢inidel. Doplni se po znacku 80% ethanolem (v/v).
Homogenizuje se a prefiltruje. Ethanol se odstrani postupem uvedenym v odstavci 5.1. Pokud
ve smési neni zadny dextrinovany Skrob, doplni se po znacku vodou (31).

U melas a krmnych surovin, které jsou bohaté na cukry a téméf bez Skrobu (svatojansky
chléb, suSené fepné tizky), se odvazi 5 g vzorku, vlozi se do 250ml odmérné baiky, piida se
200 ml vody (31) a micha se 1 h na michacim zafizeni, v pfipad¢ potieby i déle. VycCeii se
Carrezovymi Cinidly I a I (6) a (7), jak uvedeno v odstavci 5.1. Doplni se po znacku studenou
vodou (31), homogenizuje a prefiltruje. Pro stanoveni obsahu veSkerych cukrii se dale
postupuje podle bodu 5.3.
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Vypocet a vyjadreni vysledkii

Obsah ptimo redukujicich cukrii (X) nebo veSkerych cukri (Y) v % se vypocitd podle vztahu

mj

m?

X (V) =———

10 xm,

-mnozstvi pfislusného piimo redukujiciho (redukujiciho cukru po inverzi) v mg
zjisten¢ho ztabulky 1 na zakladé rozdilu spotfeb odmérného roztoku thiosiranu
sodného v ml pfi titraci zkouSeného vzorku a slepé zkousky.

- hmotnost alikvotniho podilu navazky zkusebniho vzorku v g.

Obsah neredukujicich cukrt, vyjadieny jako obsah sachardézy v % (Z), se vypocita podle

vztahu
Z=(Y-X)x 0,95

Poznamky

4 Pro stanoveni obsahu redukujicich cukrii, s vyjimkou laktozy, mohou byt pouzity dve
metody:

4.1 Pro priblizny vypocet se obsah laktozy stanoveny jinou metodou zkouSeni vyndsobi
koeficientem 0,675 a vysledek se odecte od obsahu redukujicich cukrii.

4.2 Pro presny vypocet obsahu redukujicich cukrii, s vyjimkou laktozy, se stejny vzorek musi

pouzit pro dvé konecna stanoveni. Jedna zkouska se provede s casti roztoku ziskaného
podle bodu 5.1, druha zkouska se provede s casti roztoku ziskaného pri stanoveni
laktozy metodou urcenou pro tento ucel (po fermentaci ostatnich druhii cukrii
a vycereni).

V obou pripadech se obsah pritomného cukru stanovi metodou podle Luff-Schoorla
a vyjadri v mg glukozy. Jeden udaj se odecte od druhého a rozdil se vyjadri jako
procento ve vzorku.

Priklad:

Oba objemy odpovidaji pro kazdé stanoveni hmotnosti navazky vzorku 250 mg.
V prvnim pripade je spotrebovano 17 ml roztoku thiosiranu sodného 0,1 mol/l, coz
odpovida 44,2 mg glukozy. V druhém pripade je spotrebovano 11 ml téhoz roztoku, coz
odpovida 27,6 mg glukozy. Rozdil cini 16,6 mg glukozy.

Obsah redukujicich cukru (s vyjimkou laktozy) vyjadienych jako glukoza je tedy:
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4 x 16,6

=6,64 %
10

Tabulka 1.
Tabulka hodnot pro 25 ml Luff-Schoorlova ¢inidla

ml roztoku thiosiranu sodného (Na,S,04) 0,1 mol/l, dvé minuty zahfivani k varu a deset minut varu

Nas,0, | Clukéza, frukidza, invertni Laktéza Maltéza Na,5,0;
0,1 mol/l CoH0, CoHyy01; CpoHpOry 0,1 mol/l
ml mg rozdil mg rozdil mg rozdil ml
1 24 2,4 3,6 3,7 3,9 3.9 1
2 4,8 2,4 7.3 3,7 7.8 3,9 2
3 7.2 2,5 11,0 37 11,7 3.9 3
= 9,7 2,5 14,7 3,7 15,6 4,0 =
5 12,2 2,5 18,4 3,7 19,6 3,9 5
6 14,7 2,5 22,1 37 23,5 4,0 6
7 17,2 2,6 25,8 3,7 27,5 4,0 7
8 19,8 2,6 29,5 3,7 31,5 4,0 8
9 22,4 2,6 33,2 3,8 35,5 4,0 9
10 25,0 2,6 37,0 3.8 39,5 4,0 10
11 27,6 2,7 40,8 3,8 43,5 4,0 11
12 30,3 2,7 44,6 3,8 47,5 4,1 12
13 33,0 2,7 48,4 3,8 51,6 4,1 13
14 35,7 2,8 52,2 3,8 55,7 4,1 14
15 38,5 2,8 56,0 3,9 59,8 4,1 15
16 41,3 2,9 59,9 3.9 63.9 41 16
17 44,2 2,9 63,8 3.9 68,0 4,2 17
18 47,1 2,9 67,7 4,0 72,2 4.3 18
19 50,0 3,0 71,7 4,0 76,5 4.4 19
20 53,0 3,0 75,7 41 80,9 4,5 20
21 56,0 3,1 79,8 41 85,4 4,6 21
22 59,1 3,1 83,9 4,1 90,0 4,6 22
23 62,2 88,0 94,6 23
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