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PRILOG METODICI ODREDIVANJA SECERA (glukoze, fruktoze i
saharoze) u voénim plodovima pomocu fermenata*

Postoji vise metoda za odredivanje Seéera u biljnom materijalu. Po-
sljednjih dvadeset godina najvise se koriste metode papirne, kolonske i
gasne hromatografije.

Kako je postupak kod navedenih metoda prilicno dug, to smo Zeleli
da uvedemo jednu biohemijsku metodu u istrazivanjima u vocarstvu, koju
je Drawet pripremio za brze odredivanje Secera u pivu. To je i bio cilj
nasega rada. s

Glukoza i fruktoza u prisustvu heksokinaze (H. K), reaguju sa adeno-
zin — trifosfatom (ATP), i prelaze u glukozu — 6 — fosfat (G-6-P), odnos-
no u fruktozu — 6 — fosfat (F-8-P).

U prisustvu enzima glukoza — 6 — fosfat dehidrogenaze (G-6-PDH),
G — 6 — P oksidise se nikotinamid adenim — dinukleotidfosfatom
(NADP) u 6 — fosfo-glukonsku — kiselinu.

G —6 —P + NADP+ 26 — PG + NADPH + H+ e
Kolicina NADPH je ekvivalentna koli¢ini G — 6 — P, i ona je mer-
ljiva, a na osnovu njene absorpcije pri 340 mv, odnosno 366mv mozZe se

odrediti njen sadrzaj Fruktoza 6 — P (F-6-P) prelazi pomocéu fosfo-glukoze
izomeraze (PGI) u G — 8 P.

F—6—P2G—6P

G — 6 P reaguje ponovo na NADP i prelazi u 6-fosfo-glukonsku ki-
selinu (6-PG) i NADPH c¢iju koli¢inu zatim merimo.

Sarhoza se odreduje $to se prvo kod pH = 4,6 u prisustvu invertaze
hidrolizuje u glukozu i fruktozu, as ve dalje odreduju po prethodno opisa-
nom principu.

Sarhoza + H,O =2 klukoza + fruktoza. Glukoza se dalje odreduje
kod pH = 7,6.

MATERIJAL I METODIKA

Za ispitivanje je koriséen alkoholni ekstrakt ploda.

Za postupak su potrebni sledec¢i reaktivi:

— trietanolaminhidrolorid, TRA
— natrijumhidroksid, 4 Ni 1 N

* Zahvaljujem se prof. dr F. Drawertu direktoru Hemijsko-tehnolodkog Instituta u Weihen-
stephan-u (Miinchen), koji mi je omogudio izdvodenje ovih ispitivanja, kao i njegovom suradniku
Hagen-u, dipl. inZ. na korisnim savetima.
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— magnezijumsulfat MgSo, X 7H;O, p. a

— nikotinamid — adein — dinukleotid fosfat, NADP — NaH,
— adenozin —-trifosfat, ATP-Na,H,. 3H,O

— natrijumkarbonat NaHCQO;, p. a

— heksokinaza, HK

— glukozu — 6 fosfat — dehidrogenaza, G-8-PDH

— fosfo-glukozoizomeraza, PGI

— siréetna kiselina, 1IN

— invertaza

Merenje ekstinkcije (E) vrseno je na Zeis-ovom spektrofotometru.

Pripremanje uzoraka
Sederi su iz uzoraka ekstrakovani etilnim alkoholom (Panteli¢ 1967).
Pripremanje rastvora
Rastvor 1:
11,2 g trimetanolaminhloridrata, 0,2 g MgSO, - 7H,O u 150 ml bidest.
H;O rastvoriti, sa oko 5 ml N NaOH podesiti pH = 7,6 i dopuniti sa bi-
dest. H;O do 200 ml. Pri + 4°C rastvor je neograniéeno postojan.

Rastvor 2:

50 mg NADP, Na-So rastvoriti u 5 ml bidest. H;O. Rastvor je na oko
+ 4°C postojan cetiri nedjelje.

Rastvor 3:

, 50 mg ATP, Na-so rastvoriti u 5 ml 5% NaHCO;. Rastvor je ¢etiri ne-
delje postojan na + 4°C.

Rastvor 4:

0,5 ml HK (2 mg/ml)

0,5 ml G-6-PDH (1 mg/ml) izmesati.

Ovaj rastvor je postojan pola godine na + 4°C.

Rastvor 5:

1 ml PGI (2 mg/ml). Na oko + 4°C rastvor je postojan godinu dana.

Rastvor 6:

6,7 ml 1 N NaOH, 13,5 ml 1 N CH; COOH pomesati sa 180 ml bidest.
H,O pH = 4,6. Ovaj rastvor je pri sobnoj temperaturi neograniéeno po-
stojan.
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Rastvor 7:

25 mg invertaze rastvoriti u 5 ml bidest. H:O. Rastvor je pri oko + 4°C
jednu nedelju dana postojan.

ODREDPIVANJE GLUKOZE 1 FRUKTOZE

Ukoliko je alkoholni ekstrakt ploda mutan, isti profiltrirati. Sadrzaj
glukoze i fruktoze u probi, ne sme biti vec¢i od 0,8 g/l, a ako je veci raz-
blaziti prema tablici 1:

Tabela 1
Glukoza + fruktoza RazblaZenje sa Foaktr razblaZenja
u g/l bidest. H20
Glucose + fructose Dilution with Dilution factor
in g/l » bidest. H20 F
0:8 g — 1
08— 8¢g 14+ 9 10
8 —80g 1 4+ 99 100
>80 g 1 + 999 1000

Mi smo koristili ovu metodu za odredivanje navedenih Secera u slede-
éim voénim vrstama: Sljivama, jabukama, kruskama, jagodama, malinama
i kupinama, a razblazivali smo alkoholne ekstrakte navedenih vrsta u od-
nosu 1 + 99.

Iz tabele 2 mozemo zakljuciti da postoje neznatne razlike u sadrzaju
Seéera. Ove razlike izmedu rezultata dobivenim prema navedenim meto-
dama su i nalaze se u granicama dozvoljenih greski.

Mijerenje sadrzaja glukoze i fruktoze vrSeno je na 340 my, u staklenoj
kiveti od 1 cm debljine, na temperaturi 20—25°C, gde nam je vazduh bio
slepa proba.

U jednoj kiveti pipetirali smo redom: 3 ml rastvora 1, zatim 0,1 ml
ATP 0,1 NADP i 0,2 ml probe. Sve ovo malim $tapi¢em promesali i merili
ekstinkciju E;, zatim smo dodali 0,02 ml HK/G-6PDH, ponovo promesali i
sacekali 10—15 minuta i merili E,, zatim smo dodali 0,02 ml PGI, promesali
i sacekali 10—15 minuta i merili E;.

E; — El = AE glukOZe

E; — E, = A E fruktoze

A E gluk. - 0,4953. F = g glukoze /1
A E frukt. - 0,4968. F = g fruktoze /1
F = faktor razblazenja
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ODREDIVANJE SADRZAJA SAHAROZE

Odredivanje sadrzaja saharoze vrsi se iz istog rastvora u kome su veé
odredeni sadrzaji glukoze i fruktoze na sledeé¢i nacin:

Uzeti u kivetu 0,20 ml probe, 0,10 ml pufera (rastvora 6) 0,10 ml in-
vertaze (rastvor 7), promesati i ostaviti da stoji 15 minuta na sobnoj tem-
peraturi zatim dodati 20,80 ml pufera (rastvor 1), 0,10 ml ATP (rastvor 2),
i 0,10 ml NADP (rastvor 3) promesati i meriti E;. Nakon toga dodati 0,02
ml (HK/G-8-PDH) — rastvor 4, promesati i ostaviti da stoji 10—15 minuta
i meriti E,.

E; — E; = A E saharoze
od ove vrednosti se oduzima dobivena vrednost E glukoze

(A E sah. — A E gluk.) X F X 0,9405 = g saharoze /1
F = faktor razblaZenja

0,9405 = 2 - 0,495 + 0,95

ZAKLJUCAK

1. Opisana je Drawet-ova metoda kvantitativnog odredivanja glukoze,
frutoze i saharoze pomoc¢u fermnata.

2. Prilagodili smo navedenu metodu za odredivanje glukoze, frutoze
i saharoze iz alkoholnoh vo¢nih plodova.

3. Kod postojece kvantitativne metode za odredivanje Se¢era pomodéu
fermenata izvrsili smo izvesne male modifikacije:

a) za spravljanje rastvora broj 3, uzeli smo 50 mg ATP umesto 250
mg, i

b) za pripremanje rastvora 4, upotrebljen je 1 mg/ml G-6-PDH umesto
5 mg/ml.

4. Date su vrednosti sadrzaja pojedinih Secera dobivene metodom hro-
matografije, kao i metodom fermenata.
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