LISTY CUKROVARNICKE a REPARSKE

Analyza manitolu ako indikatora bakterialnej infekcie
v trstinovych a repnych cukrovaroch

ANALYSIS OF MANNITOL, AS TRACER OF BACTERIAL INFECTIONS IN CANE AND BEET SUGAR FACTORIES

Gillian Eggleston — USDA-ARS-Southern Regional Research Center, New Orleans, USA

Dodavky alterovanej cukrovej trstiny alebo repy do cuk-
rovarov mozu Skodlivo ovplyvnit mnoZstvo technologicych
operdcif a dokonca viest k odstavke cukrovaru. Az do obdobia
poslednych niekolko rokov neexistovala overend, spolahliva,
rychla, jednoduchd a nie drahd metéda na meranie zhorSovania
kvality price cukrovaru. To znamenalo, Ze pracovnici cukrovaru
neboli schopni preverovat jednotlivé dodavky cukrovej trstiny
alebo repy a teda nevedeli, ktoré dodavky Skodlivo ovplyvnia
spracovanie a neboli schopni nevhodné dodavky neprijat. Navy-
Se, Co sa tyka cukrovej trstiny, v sicasnosti je celosvetovy doraz
na doddvanie vysokokvalitnej trstiny do cukrovarov. Nasledne
vypocty platieb za cukrovu trstinu, ktoré obsahuji parameter
zhorSenej kvality, mdZzu sltzit na odstrasenie pred dodavkami
prili§ alterovanej cukrovej trstiny, zlepsit spracovanie a zabezpecit
lepsie hospodarenie s trstinou.

Hlavnou (ale nie jedinou) pri¢inou kazenia sa cukrovej trstiny
v USA a mnohych inych krajindch, najmi ak prevladaja teplé a vlih-
ké podmienky, je infekcia baktériou Leuconostoc mesenteroides.
Obdobne trpi za podobnych podmienok infekciou baktériou Leu-
conostoc aj cukrova repa. Faktormi, ktoré ovplyviiuja infekciu, st
teplota a vlhkost prostredia, mnoZstvo zraZzok a blata, poskodenie
trstinovej stonky alebo repnej bulvy, velky ¢asovy rozdiel medzi
sberom a spracovanim a hygiena prevadzky.

Cukrovarnicky priemysel povazoval skoér dextran, viskoz-
ny glukopolysacharid, za hlavny produkt kazenia sa vplyvom
infekcie baktériou Leuconostoc (obr. 1.).

Obr. 1. Hlavné metabolity baktérie Leuconostoc s vyznamom v cukrovej trstine
arepe (4): polysacharid levan je viac previadajdci v alterovanej cukrovej repe
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Vysoké koncentricie dextrdnu (>1000 ppm na susinu) mozu
znizit rychlost odparovania a kryStalizicie a surovarny mozu byt
penalizované zo strany rafinérii pre nadnormativny obsah dextranu
v surovom cukre. Sti¢asné metody stanovenia dextranu sd vak bud
prili§ ¢asovo ndro¢né a komplikované [ASI enzymatickd metdda
(13)], nedostato¢ne $pecifické [metoda zakalu (2)], prili§ drahé
[protildtkovd metdda (12)], prili$ nepresné [protilatkova metdda (12)]
alebo prili§ tazké na interpreticiu vysledkov [metéda zdkalu (2)).
NavySe ani jedna z tychto metdd sa nedd pouZit v platobnom
systéme pestovatelov. Je zname, Ze manitol, cukorny alkohol, je
tiez vyznamnym degrada¢nym produktom kazenia sa cukrovej
trstiny vplyvom baktérie Leuconostoc (3, 4, 5, 6), kazenia sa cuk-
rovej repy (14, 15), a tiez bakteridlnej kontamindcie palivového
alkoholu vyrabaného z cukrove;j trstiny (7). Manitol je produkovany
aj baktériami Lactobacillus, napriek tomu je Lerconostoc najvacsim
producentom (7). Tento ¢lanok posudzuje analyzu manitolu ako
indikdtora bakterialnej infekcie v trstinovych a repnych cukrovaroch.

Vysledky a diskusia
Trstinové cukrovary

V roku 2002 Egglestonova prvykrit oznacila manitol za
vyznamny produkt kazenia sa cukrovej trstiny. Manitol bol me-
rany za pouzitia iénovej chromatografie s integrovanou pulznou
ampérometrickou detekciou (= IC-IPAD), ¢o
ilustruje obr. 2. Aj ked oligosacharidy, ako
palatinéza, leukréza a izomaltotriéza su in-
dikatormi silného kazenia sa baktériou Leu-
conostoc (s akceptorovymi produktami pri
akceptorovych reakciach sacharéza 6-gluko-
zyltransferdzy pocas tvorby dextrinu — pozri
obr. 1), avSak je tazké ich stanovit v cukrovare
bez pouzitia drahej sofistikovanej chromato-
grafickej techniky. EcGLestonovA (3) ukdzala
v laboratérnom vyskume, Ze existuje vyborna
korelacia (R* = 0,98) medzi obsahom manito-
lu a dextrinu (merané ASI-II enzymatickou
metédow). Neskor v prevadzkovom vyskume
EcGLEstoNovA ET AL. (5) ukazali silng koreldciu
(R* = 0,85) medzi manitolom a dextrinom
v §tavach z rdznej cukrovej trstiny poskodenej
mrazom. Trochu nizsia koreldcia v prevad-
zkovom vyskume je najpravdepodobnejsie
spdsobend vicSou roznorodostou biologic-
kych vzoriek. Preto je manitol minimilne
rovnako dobry, ak nie lepsi, ako dextrin na
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predpovedanie problémov so zhorSovanim kvality spdsobenom
baktériou Leuconostoc.

Enzymatickd metdda merania manitolu v cukrovaroch

AZ do roku 2005 sa manitol meral v cukornych produk-
toch z cukrovej trstiny aj repy pouzitim chromatografickych
metéd, najmid IC-PAD (tiezZ zndma ako HPAEC-PAD). Avsak
chromatografické techniky su prili§ sofistikované pre pouzitie
v cukrovare, velmi drahé a vyzaduji vysokt odbornost obsluhy.
Preto EGGLestToNovA A Harper (6) vyvinuli enzymaticka metédu
(Priloha) na meranie obsahu manitolu v trstinovych Stavach
priamo v cukrovare, ktord je tiez mozné aplikovat na repné
Stavy. Metéda pouziva manitol dehydrogenidzu (= MDH) na
konvertovanie manitolu na fruktézu za pritomnosti koenzymu
NAD". Vytvoreny NADH je mozné lahko zmerat spektrofoto-
metricky pri 340 nm:

manitol debydrogendza

manitol + NAD" fruktéza + NADH + H"

Na zaciatku vyvoja metody sa objavili problémy tykajice sa
stability enzymu MDH. Zistilo sa, Ze pridavok 30% glycerolu do
tlmivého roztoku v zdsobnom roztoku a zriedenych roztokoch
MDH je optimdlny na stabiliziciu enzymu. Lyofilizovany MDH je
stabilny v beZnej mraznicke pri —20 °C po dobu 6 mesiacov. Este
vhodnejsie pre skladovanie zriedenych roztokov su teploty —40 °C.

Trstinova Stava obsahuje mnozstvo velkych Castic, vratane
vldkien bagasila, zeminu a granule gkrobu. Castice v nezrie-
denej a nefiltrovanej trstinovej Stave mdzu silno interferovat
enzymatické stanoveni manitolu. Preto sa musi trstinova Stava
riedit minimélne v pomere 1:1 v glycinovom tlmivom roztoku.
Ak je Stava velmi pokazena, vyzaduje si dalSie riedenie. Filtricia
zriedenej Stavy cez filtre s velkostou porov 0,45 pm a nidsledne
0,22 pm je nevyhnutnid na odstrinenie interferujicich castic.
Takéto filtre sa relativne drahé, je mozné namiesto nich pouZit
filtraciu cez skleneny filter s pridavkom kremelinového filtrac-
ného prostriedku (pozri Prilohu).

Zavislost medzi koncentraciou manitolu a absorbanciou pri
340 nm po 5 min je priblizne linedrna az do 1 000 ppm, kvad-
ratickd zavislost je niekedy lepSia. Metéda je rychla (priblizne
7 min pri izbovej teplote a do 4 min, ak sa pouZije na inkubaciu
Stavy vodny kupel s teplotou 40 °C), presnd, vysoko Specificka
pre manitol, a neovplyviluje ju pritomnost sacharézy, glukozy,
frukt6zy alebo dextranu. Presnost bola prijatelna, aj ked je horsia
pri niz8ich koncentraciach manitolu (6). Metéda sa da lahko
vykonat s existujicim vybavenim v cukrovare. Stic¢asné niklady
na jednu analyzu manitolu pre cukrovu trstinu v cukrovare sa
len 0,60 USD pricom najvyssiu polozku tvori NAD v hodnote
0,45 USD na analyzu. Supravy na stanovenie manitolu v stavich,
napr. od fy Biosentec™ a Megazyme™, st teraz tieZ dostupné, ale
naklady presahuja 4 USD na analyzu. Inou moZnostou je pouZit
technolégiu imobilizovaného enzymu, napr. od Biosentec™, ale
po vstupnych nakladoch na obstaranie zariadenia, cena na jednu
analyzu presahuje 1 USD.

Enzymatickd manitolovd metdda od EGGLESTONOVE] A HARPE-
ra (6) bola overena ako vhodné prevadzkova metdda pri stano-
veni koncentracie manitolu v 188 vzorkich Stiav z laboratorného
(prejimkového) lisovania aj ze Stiav provoznych z 1. stupna
valcovych mlynov v trstinovom cukrovare v Louisiane, USA (8).
KedZe mnoho cukrovarov meria obsah dextrinu v §tave rychlou
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Obr. 2. Zmena v IC-IPAD chromatograme po pokazeni sa Stavy
z cukrovej trstiny: palatindza, leukréza a izomaltotrioza su
indikatormi zavaznej tvorby dextranu
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Obr. 3. Vztah medzi obsahom manitolu a dextrénu (merany me-

tédou zakalu) v $tavach z labotorného lisovania a z 1. val-
covych list, v cukrovare v Louisiane, USA: viac ako
250-500 ppm/susinu manitolu predpoveda problémy
pocas spracovania
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metodou zdkalu (tzv. zakalovy dextrin — metdda nie je Specificka
pre dextran). Vykondvala sa tieZ aj tato analyza a vysledky boli
porovnané s obsahom manitolu (obr. 3.).

Z obr. 3. je vidiet, Ze tu bola velmi dobra polynomicka
zavislost s koeficientom determindcie R* = 0,912 (i ked aj linearna
zavislost bola dobrd) medzi obsahom manitolu a dextrinu meté-
dou zdkalu a Ze sa v Stavach mdZe nachidzaf vysoké mnozstvo
manitolu. Aj ked koncentricie manitolu boli nizsie ako zdkalovy
dextrdn, obsah manitolu je vSeobecne vyssi ako obsah dextrianu,
ked sa meria Specifickou metédou, tj. ASI-II enzymaticka metoda
a metoda dextranovej protilatky.

Toto zddraziiuje vhodnost a citlivost manitolu na predpove-
danie kazenia sa cukrovej trstiny vplyvom baktérie Leuconostoc
a inych baktérii.

Pracovnici cukrovarnickeho priemyslu podceriuji relativne
vysoké mnozstvd manitolu pritomné v alterovanej cukrovej
trstine, ktoré mdZzu ovplyvnit spracovanie.
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Obr. 4. Zavislost medzi tepelnou vodivostou a obsahom manitolu
pre normalne a HTB vzorky — HTB vzorky sa vyskytuju po
spracovani silne alterovanej cukrovej trstiny; v CT boli A a B
siroby normalne, Alma A a B cukroviny boli norméalne/HTB
a ostatné vzorky boli HTB: pre meranie manitolu z velmi
alterovanej cukrovej trstiny je potrebné vysoké riedenie,
aby sa nepresiahol rozsah kalibracnej krivky
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Obr. 5. Vplyv réznych mnoZstiev dextranu (T2000™) a manitolu
na rychlost odparovania roztokov sacharozy (S = 50 %)
pri teplote 95 °C pri konstantnom podtlaku
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Stanovenie zakalového dextranu, ked nebol detegovany
Ziaden manitol (obr. 3.), je mozné vysvetlit podstatou metédy
stanovenia dextrinu zdkalom. Tato metéda meria vSetok materidl
tvoriaci zdkal pri zrdZani absolitnym etanolom (t.j. Skrob strednej
molekulovej hmotnosti [= SMMW], pokial je amyldza sticastou
metody, vlastné polysacharidy trstiny a iné zliceniny, ktoré
tvoria ,zdkal, ako napr. mikrocastice bagasy), a preto sa vzdy
odmeria aj zikalové pozadie. Napr. v Cerstvej Stave z cukrovej
trstiny je priblizne 500-700 ppm na suSinu zdkalového dextrinu.
V Louisiane sa technologické problémy predpokladaji, ked je
obsah zdkalového dextranu v Stave z drvenia okolo 1000 ppm
na susinu (Adrian Monge, Cora Texas Inc., USA, osobna ko-
munikacia), aj ked tieto vystrazné ,prahové“ limity zavisia od
pracovnikov cukrovaru. Toto zodpoveda priblizne 250-500 ppm
manitolu [obr. 4., upraveny, od EGGLestoNovEs ET AL. (8)], pricom
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vyssie hodnoty z tohto rozsahu st presnejsie. Avsak tieto hodnoty
manitolu mozno povazovat len za priblizny odhad dextrinu,
pretoze manitol tvoria rdézne kmene baktérii Lactobacillus, aj
ked Leuconostoc mesenteroides je najvicsi laktobacilovy povodca
manitolu (7). Nasledne moZzno manitol povazovat za citlivi mieru
kazenia sa cukrovej trstiny vplyvom baktérie Leuconostoc a inych
baktérii Lactobacillus a za vhodna pribliznd mieru dextranu
v Stave (nizkej, strednej a vysokej molekulovej hmotnosti).

Repné cukrovary

Na zaciatku vyskumu, byla pouZita pokazend repna Stava
z USA. Vytvorilo sa purpurové zafarbenie, ktoré spdsobilo oba-
vy z moznej interferencie spektrofotometrickéhho merania pri
340 nm. Vzorka vsak bola abnomadlna, pretoze nasledné aplikacie
met6dy na repnu Stavu z americkych a franctzskych cukrovarov
boli tspesné, bez tvorby purpurového zafarbenia (tab. 1.).

Huer (10) tiez testoval, adaptoval a vylepsil enzymatic-
ki metédu na stanovenie manitolu v produktoch spracovania
cukrovej repy, najmi pre rezky a surové Stavy. Citlivost metody
sa odhaduje medzi 10-15 ppm manitolu. Absorbancia surovej
Stavy v kyvete so vzorkou sa niekedy zvysila este pred pridanim
enzymu, ale doplnenie kroku s trojminitovou stabiliziciou alebo
Cerenie Carrezovymi roztokmi (alebo inymi ¢eriacimi ¢inidlami)
pred pridanim enzymu, odstranilo tento problém. Spriavnost
a presnost metddy (presnost bola nizsia pri nizsich hodnotiach
manitolu) boli prijatelné a metdda sa v sticasnosti schvaluje ako
oficidlna ICUMSA metdda.

V repnych cukrovaroch sa najvyssie hodnoty manitolu nasli
vzdy v extraktoroch a v Casti sparoviakov Stava/rezky. Vo fran-
cuzskych repnych cukrovaroch sa v surovej Stave nachiadza
viac ako (1,0-1,2).105 buniek.ml™ baktérie Leuconostoc, ked sa
objavia problémy v spracovani, ¢o zodpovedda 900-1500 ppm
manitolu, prepocitané na susinu (10). Podobne ako pri cukrovej
trstine, vystrazné limity manitolu v surovej $tave sa roznia od
cukrovaru k cukrovaru a od regiénu k regionu.

Ako manitol ovplyvriuje priemyselné spracovanie

Ako rastie v cukrovarnictve povedomie o manitole, tak isto
rastie aj znalost, ako ovplyvriuje spracovanie. Uz v roku 1975
Buss (1) pozoroval, Ze manitol vplyva na spracovanie znizenim
vytaznosti cukru. V roku 2004 EccLestoNovA ET L. dokdzali, Zze
manitol sa, na rozdiel od sacharézy a redukujicich cukrov, ne-
rozklada za priemyselnych podmienok v cukrovare (5) a je teda
stabilny. To znamend, Ze ked sa manitol dovezie do cukrovaru
v alterovanej trstine alebo repe, mdZe prejst cez celd vyrobu.
Takto sa nasli velmi velké mnoZzstva manitolu v sirupoch, cukro-
vinich a melase (9) po spracovani alterovanych surovin (obr. 4.).

NavySe sa teraz manitol spdja s fenoménom fazko varitelnych
cukrovin (z angl. hard-to-boil = HTB) v Louisiane, USA, ked sa
po spracovani silne alterovanej cukrovej trstiny vyrazne znizili
tepelno-prestupné vlastnosti cukrovin. Vztah medzi obsahom
manitolu a tepelnou vodivostou v normalnych a HTB vzorkach
je ilustrovany na obr. 4. Viac ako 24 000 ppm na su$inu manitolu
sa naslo v jednej HTB cukrovine (Alma C). Celkovo bolo zvy-
Sovanie koncentricie manitolu spreviadzané znizenim prestupu
tepla. Toto nasvedcuje, Ze hygroskopicky manitol bol minimalne
jednym z faktorov znizovania prestupu tepla v HTB vzorkach.
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Avsak, aj ked sa v tejto Stadii objavili dve zretelné zavislosti
(obr. 4.) — jedna pre tri cukroviny z cukrovaru Alma a jedna
pre ostatné vzorky (z CT, ze St. Mary a z cukrovaru Lafourche),
HTB fenomén mdZze mat iné pri¢iny. Intermolekulova siet (gél)
(najpravdepodobnejsie z polysacharidov) bola hlavnym faktorom
podielajicim sa na vyssej viskozite v HTB cukrovinach (9). Teda,
aj ked je manitol jednym z faktorov, nie je tym hlavnym.

Bolo ukdzané, Zze manitol predpovedd cukorné straty a pro-
blémy sposobené dextrainom, ako su viskozita a v mensej miere
problémy s filtrovatelnostou pri cukrovej trstine (5). V roku 1998
Steinmetz a spolupracovnici (14) referovali, Ze manitol najlepSie
koreluje s filtrovatelnostou prvej saturovanej $tavy po spracovani
alterovanej cukrovej repy (poskodenej mrazom). Manitol moze
tiez znizovat rychlost odparovania sirupov (obr. 5.), ale na
potvrdenie je potrebny dalsi vyskum.

Manitol (C¢H,,O4; mol hm. 182,2) ma nizku kladnu opticka
otacavost, [a]D pri 20 °C je +23° a moze prispievat k nespravnym
hodnotim polarizicie v Stavich z alterovanej cukrovej trstiny
a cukrovej repy, avsak nie tak velmi, ako vysoko kladny dextran,
[«]D ~+195°. Manitol je omnoho menej rozpustny ako sacharéza
pri vSetkych teplotach (11) a vytvira ihlicovité krystily. Napr.
rozpustnost sachar6zy pri 60 °C je 283 g.100 cm™ a manitolu
len 56 g.100cm™. Preto manitol krystalizuje pri omnoho niZ§ich
koncentraciach ako sacharéza. Autorka momentilne skima
vplyv manitolu na krystaliziciu sacharézy v priemyselnych
podmienkach.

Zhrnutie

O manitole, cukornom alkohole, sa teraz vie, ze je hlavnym
degrada¢nym produktom a citlivym indikiatorom kazenia sa
cukrovej trstiny a repy baktériou Leuconostoc. Koncentricia
degrada¢nych produktov ma vSeobecne nasledovné klesajice
poradie: manitol > dextrin > kyselina D-mlie¢na (9, 10).

Koncentricia manitolu v §tavich z trstinovych a repnych
cukrovarov, ktoré spracovavaji rézne mnozstva alterovanej cuk-
rovej trstiny resp. repy, sa da jednoducho merat pomocou prave
vyvinutej, presnej, spravnej, rychlej a nendkladnej enzymatickej
metody. Aj ked je presnost nizsia pri nizkych koncentraciach
manitolu, tieto koncentracie st pod vystraznymi limitnymi hod-
notami, ktoré spésobujui technologické problémy.

Existuje velmi dobra polynomicka zivislost medzi obsahom
manitolu a dextrinu (metédou zdkalu) v trstinovych stavach
z laboratorného lisovania i z valcovych stolic, zozbieranych
pocas kampane. V Louisiane, USA predpovedaji technologické
problémy pri spracovdavani cukrovej trstiny, ked sa v Stave
z 1. vdlcové stolice objavi cca 1 000 ppm na susinu zdkalového
dextrinu, ¢o zodpovedd ~250-500 ppm na suSinu manitolu.
Manitol mozno povazovat za citlivd mieru kazenia sa cukrovej
trstiny vplyvom baktérie Leuconostoc a inych baktérii rodu
Lactobacillus, za indikator technologickych problémov a moze
sa tiez vyuzit na priblizny odhad dextrinu v Stave.

Enzymatickd metéda stanovenia manitolu je kvantitativna
a vysledky opraviuji na dalsi vyskum na jej vyuzitie pri vypo-
¢toch platieb za cukrova trstinu, ktoré zahfriaja vysledky analyz
rdznych parametrov $tavy z lisovania. Zahrnutie manitolu, ako
faktora zhorSovania kvality, do vypoctového vzorca by mohlo
slazit ako odstrasujici prostriedok pre pestovatelov v dodavkach
extrémne alterovanej cukrovej trstiny, ako aj zlepsit praktiky hos-
podarenia s cukrovou trstinou. Cena jednej analyzy enzymatickej
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Tab. I. Presnost enzymatickej metédy od EGGLESTONOVES A HARPE-
RA (6) na meranie obsahu manitolu v $tavach z cukrovej
repy vyjadrend ako koeficient varidcie (CV)

Vzorka Pévod Pocet Stredna Variacia
merania koncentracia manitolu
manitolu cv
(N) (ppm/susinu) (%)
Repna $fava A USA 11 1539,7 3,7
Repna $fava B USA 10 137,6 9,9
Surova §fava Franclzsko 10 200,8 6,7

metddy pre manitol (USD 0,60) je omnoho niZsia ako cena rychlej
dextranovej analyzy zaloZenej na monoklonilnej protilitkovej
technoldgii (12). Manitol ma dalsiu vyhodu oproti dextranu, ako
indikator kazenia sa cukrovej trstiny, pretoze mdZze tieZ indikovat
dextrdn, levan a iné polysacharidy tvorené baktériou Leuconostoc
(5) a dalsie bakteridlne a mikrobidlne kontaminanty.

Manitol je za podmienok priemyselného spracovania sta-
bilny (4), ovplyviiuje vytaznost cukru a podiela sa fenoméne
tazko variteInych cukrovin. Pokracuje sa vo vyskume v oblasti
implementacie enzymatickej metédy v trstinovych cukrovaroch
ako aj mozného Skodlivého vplyvu manitolu na priemyselné
spracovanie.

Podakovanie: Rada by som sa podakovala kolegom, ktori sa za-
pojili do tejto prdce: Uvedenie obchodnych ndzvov alebo komerc-
nych produktov v tomto Clanku shizi vybradne na poskytnutie
Specifickej informdcie a neznamend odporiicanie alebo stiblas
Ministerstva podobospoddrstva USA.

Suhrn

Manitol, produkovany najmi baktériou Leuconostoc mesenteroides, je
citlivym ukazovatelom zhorSovania kvality cukrovej trstiny a cukrovej
repy, ¢o moze predikovat mnozstvo technologickych problémov.
Dodavky alterovanej cukrovej trstiny alebo cukrovej repy do cukro-
varov mozu skodlivo ovplyvnit technologické operacie a dokonca
viest k odstdvke cukrovaru. Teraz je dostupna rychla, jednoducha
a nie drahd enzymatickd prevadzkovd metéda na meranie obsahu
manitolu. Toto umozni pracovnikom cukrovaru vediet, ktord do-
davka cukrovej trstiny alebo repy ovplyvni proces negativne alebo
umozni odmietnut dodavku, ktord by sposobila neakceptovatelné
technologické problémy. Manitol sa meria priamo na spektrofoto-
metri, za pouzitia manitol dehydrogendzy ako enzymu. Je popisana
stabilita ¢inidiel, kritka priprava Stavy a linearita. Metdda je presnd
v porovnani s iénovou chromatografiou, aj ked presnost klesa pre
cukrovu trstinu aj repu s nizkou koncentriciou manitolu. Existuje
velmi dobra polynomicka koreldacia (R* = 0,91) medzi obsahom
manitolu a dextranu («-(1—6)-a-D-glukan) v stavach ziskanych pocas
trojmesac¢nej kampane v trstinovom cukrovare. Koncentracie mani-
tolu su zvycajne vyssie ako monoklonalna protilatka dextranu a iné
Specifické miery dextrinu, ¢o indikuje (I) vhodnost a citlivost mani-
tolu na predpovedanie kazenia sa cukrovej trstiny Leuconostocom
a inymi baktériami a (I podceniovanie relativne vysokého obsahu
manitolu v alterovanej cukrovej trstine pracovnikmi cukrovarnickeho
priemyslu. Viac ako 250-500 ppm na su$inu manitolu v trstinovej
Stave napovedd problémy v celom procese, ale tito hrani¢na hodnota
sa moze menit od regionu k regionu. TieZ je diskutované zvySujice
sa povedomie o tom, ako manitol Skodlivo vplyva na spracovanie,
ako napr. fenomén tazko varitelnej cukroviny.
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Eggleston G.: Analysis of mannitol, as tracer of bacterial
infections in cane and beet sugar factories

Mannitol, formed mainly by Leuconostoc mesenteroides bacteria, is
a sensitive marker of sugarcane and sugar beet deterioration that
can predict multiple processing problems. The delivery of con-
signments of deteriorated sugarcane or sugar beets to factories can
detrimentally affect multiple process units, and even lead to a factory
shut-down. An enzymatic factory method that is rapid, simple, and
inexpensive is now available to measure mannitol in consignment
juices at both sugarcane and sugar beet factories. This will allow
factory staff to know which consignments of sugarcane or sugar
beet will affect processing negatively or reject consignments that
will cause unacceptable processing problems. Mannitol is directly
measured on a spectrophotometer using mannitol dehydrogenase as
the enzyme. The stability of the reagents, limited juice preparation,
and linearity are described. The method is accurate compared to
ion chromatography and precise, although precision decreases for
both sugarcane and sugarbeet juices with low mannitol concentrati-
ons. A strong polynomial relationship (R* = 0.912) existed between
mannitol and haze dextran («-(1—6)-e-D-glucan) in juices obtained
across a 3-month processing season at a sugarcane factory. Mannitol
concentrations are usually higher than concentrations of monoclonal
antibody dextran and other specific measures of dextran, which
indicates (D) the usefulness and sensitivity of mannitol to predict
sugarcane deterioration from Leuconostoc and other bacteria, and (ID
the underestimation by sugar industry personnel of the relatively
large amounts of mannitol present in deteriorated sugarcane. Greater
than ~250-500 ppm/Brix of mannitol in sugarcane juice predicts
downstream processing problems, but this threshold value may vary
from region to region. The increasing awareness of how mannitol
detrimentally effects processing, e.g., its contribution to the Louisiana
hard-to-boil massecuite phenomenon, is also fully discussed.

Key words: sugar beet, sugar cane, manitol, dextran, enzyme, Leuconostoc
mesenteroides, spectrophotometer, dehyrogenase.
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EGGLESTON: Analyza manitolu ako indikatora bakterialnej infekcie v trstinovych a repnych cukrovaroch — PRILOHA

PRILOHA

Prevadzkova enzymaticka metoda na stanovenie manitolu

Gillian Eggleston, William Harper — USDA-ARS-Southern Regional Research Center, New Orleans, USA

Predmet

Tito enzymatickd metdda meria mnoZstvo manitolu v trstino-
vych stavich. Metdda je uréena na ohodnotenie miery zhorSenia
kvality trstiny v cukrovare (6). Pre adapticiu pre cukrovd repu
pozri Hueta (10).

Princip

Manitol dehydrogendza (MDH) premienia manitol na fruktézu
v pritomnosti koenzymu nikotinamid adenin dinukleotidu (NAD):

manitol debydrogendiza

manitol + NAD fruktéza + NADH + H"

Redukovani forma koenzymu, NADH, sa di lahko zmerat spek-
trofotometricky, kedze absorbuje svetlo v ultrafialovej oblasti

o vlnovej dlZke 340 nm.

Podmienky reakcie

-teplota . ... izbova teplota (~25 °C)
-vlnovadizka .. ... 340 nm
S PH 10,5
-reakény €as ... 7 min

Potrebné vybavenie

Skdmavky, odmerné banky, pipety, spektrofotometer, jednora-
zové kyvety (hrabka 1 cm), stopky

Potrebné chemikalie a enzymy

Pokial nie je uvedené inak, pouzivaji sa chemikdlie stupnia ana-
lytickej ¢istoty. Manitol dehydrogendza (EC 1.1.1.67) sa nakupuje
ako lyofilizovany prasok (8,45 U.mg™ susiny) od Biocatalyst Ltd,
Wales (len doporucenie).

Priprava ¢inidiel

Hydroxid sodny (1M NaOH)

Odvizte 40,01 g NaOH do 1000ml odmernej banky, potom
dopliite na objem 1000 ml deionizovanou alebo destilovanou
vodou. Roztok sa moéze uchovavat pri izbovej teplote po dobu
3 mesiacov.

Glycinovy timivy roztok (100mM; pH 10,5)

Odvazte 7,51 g glycinu do vaziacej lodicky a splachnite do
1000ml odmernej banky pomocou 800ml deionizovanej vody
a rozpustite. Upravte pH na hodnotu 10,5 pomocou NaOH (1M),
potom dopliite na objem 1000 ml deionizovanou alebo desti-
lovanou vodou. Roztok sa mdze uchovavat pri izbovej teplote
alebo v chladnicke po dobu 2 mesiacov.
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Fosforecnanovy timivy roztok (25mM; pH 6,0) + 30% glycerol
Odvazte 0,34 g dihydrogénfosfore¢nanu draselného a 30 g gly-
cerolu do 100ml odmernej banky, potom rozpustite v 50 ml
deionizovanej vody. Upravte pH na hodnotu 6,0 pomocou
NaOH (1M). Odviazte 0,0154 g dithiotreitalu do vaZziacej lodicky
a pridajte do odmernej banky, potom dopliite objem deionizo-
vanou vodou na 100 ml. Uchovivajte v chladnicke pri teplote
4 °C po dobu 2 mesiacov.

Roztok NAD (0,22 g-10 mi™")
Odvazte 0,22 g NAD a rozpustite v 10 ml deionizovanej vody.
Roztok NAD sa musi pripravovat denne.

Standardny zdsobny roztok manitolu (500ppm)
Odviazte 0,5 g manitolu do 1000ml odmernej banky, potom
dopliite na objem 1 000 ml deionizovanou vodou.

Priprava enzymu manitol dehydrogendzy

1. Najprv sa pripravi zdsobny roztok enzymu rozpustenim presne
0,01 g lyofilizovaného MDH v ladovo studenom fosfore¢na-
novom tlmivom roztoku (s obsahom 30 % glycerolu). Roztok
sa musi skladovat pri teplote —20 °C v mraznicke, po dobu
najviac 1 mesiaca.

2. Na skdSanie sa pripravi dalsie riedenie, odpipetovanim 100 ul
zasobného roztoku do 10ml odmernej banky a doplnenim
na konec¢ny objem pomocou roztoku: fosfore¢nanovy timivy
roztok + 30% glycerol (riedenie 10 000X). Tento zriedeny
roztok enzymu sa musi uchovavat v mraznicke pri —20 °C po
dobu najviac 2 tyzdnov.

3. Lyofilizovany enzym je stabilny po dobu 6 mesiacov v mraz-
nicke pri teplote —20 °C.

POZNAMKA: Ked pouZivate zriedeny roziok enzymu, drzte
bo po celii dobu na lade alebo v chladnicke (4°C).

Postup
A. Priprava Standardov a Standardnej krivky (kalibracny graf)

a) Do Styroch 10ml odmernych baniek pripravte Standardné
roztoky podla rozpisu:

y 500ppm Standardny Deionizovana Koncentracia
Standard zasobny roztok voda manitolu
manitolu (ml) (ml) (ppm)
1 10 - 500
2 5 5 250
3 2 8 100
4 0,2 9,8 10

b) Stanovte korekciu komory pri 340 nm dvoch kyviet, ktoré sa
pouziju na meranie.
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¢) Do dvoch skiimaviek (jedna oznacena ako slepy pokus, jedna
ako vzorka) pridajte 1,4 ml glycinového tlmivého roztoku,
0,2 ml standardu manitolu a 0,2 ml roztoku NAD:

Cinidlo Slepy pokus Vzorka
Glycinovy timivy roztok 1,4 ml 1,4 ml
Standard 0,2ml 0,2ml
NAD 0,2 ml 0,2 ml
Voda 0,2 ml =

MDH zriedeny enzym = 0,2 ml

Do skimavky so slepym pokusom pridajte 0,2 ml deioni-
zovanej vody, dokladne premiesajte a ihned prelejte obsah
skimavky do lcm kyvety a vlozte do spektrofotometra. Do
skimavky so vzorkou pridajte namiesto vody 0,2 ml z 10 000x
zriedeného MDH, dokladne premiesSajte a ihned zapnite stop-
ky. Rychlo prelejte obsah skimavky do kyvety pre vzorku
a vlozte do spektrofotometra. Absorbancia v kazdej kyvete sa
meria pri 340 nm po 0 a po 5 min. Pouzite korekciu komory
pre absorbanciu vzorky a slepého pokusu po 0 a 5 min. Kori-
govana absorbancia vzorky je absorbancia vzorky — absorban-
cia slepého pokusu. Vypocitajte konecnd absorbanciu ako:
absorbancia vVZOrRYsorgowans PO 5 Min — absorbancia vzor-
RYgorigovana PO O min (delta absorbancie).

d) Zopakuijte postup (¢) eSte dvakrat, aby ste ziskali tri opako-
vania pre kazdy Standard.

e) Vyneste do grafu delta absorbancie (os x) pre kazdy stan-
dard x 10 (riediaci faktor v skimavkach) oproti koncentracii
manitolu (os y) a vytvorte linedrnu alebo kvadraticka zavis-
lost, aby ste zisklai rovnicu krivky (kvadratické zavislosti sd
zvyCajne mierne presnejSie ako linedrne).

Délezita pozndmka: Pre kaZdi novi flasu enzymu manitol
dehydrogendzy sa musi urobit nova kalibracnd krivka. Takisto
sa novad kalibracnd krivka musi urobit kazdy mesiac.

B. Stanovenie manitolu v trstinovych stavach

a) Najprv zriedte stavu 1:1 (t.j. 2-ndsobné riedenie) v glycinovom
tlmivom roztoku (na filtriciu potrebujete minimalne 10 ml
zriedenej $tavy) a potom prefiltrujte cez 0,45 pm polyvinyli-
dénfluoridovy (= PVDF) filter, potom cez 0,22 pm PVDF filter.
Pre tazko filtrovatelné vzorky je mozné pred filtriciou cez
PVDF filtre pridat kremelinu alebo vzorku najprv prefiltrovat
cez filtacny papier Whatman™ 91 (185 mm; 10 m).
Pozndmka: Ak 0,45 pm a 0,22 um PVDF filtre nie sti dostupne,
potom je mozné vzorku stavy pripravit nasledovne:

b) Umiestnite skleneny filter (priemer 25 mm) do striekackového
drziaka filtrov a pripojte na koniec 20ml alebo 25ml plastovej
striekacky. Napipetujte 10 ml trstinovej Stavy dovndtra strie-
kacky. Odvazte 0,5 g kremelinového filtracného pripravku
a pridajte do striekacky obsahujicej Stavu. Uzavrite striekacku
piestom a prevratte aspoil 5X, aby sa obsah striekacky dobre
premiesal. Prefiltrujte zmes cez skleneny filter do malej kadic-
ky, pricom prvé 2 ml vylejte. Zoberte 5 ml filtratu a zriedte
s 5 ml glycinového timivého roztoku, aby ste zisklai zriedenie
1: 1 (tj. 2nasobné riedenie).

¢) Stanovte korekciu komory pri 340 nm dvoch kyviet, ktoré sa
pouziju na meranie.

d) Do dvoch skimaviek (jedna oznacena ako slepy pokus, jedna
ako vzorka) pridajte 1,4 ml glycinového tlmivého roztoku,
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0,2 ml zriedenej a prefiltrovanej $tavy a 0,2 ml roztoku NAD
(pozri tabulku nizsie). Do skimavky so slepym pokusom
pridajte 0,2 ml deionizovanej vody, dokladne premieSajte
a ihned prelejte obsah skimavky do 1cm kyvety a vlozte do
spektrofotometra. Do skimavky so vzorkou pridajte namiesto
vody 0,2 ml z 10 000x zriedeného MDH, dokladne premiesajte
a ihned zapnite stopky. Rychlo prelejte obsah skimavky do
kyvety pre vzorku a vlozte do spektrofotometra. Odcitajte
absorbanciu v kazdej kyvete pri 340 nm po 0 a 5 min. PouZite
korekciu komory pre absorbanciu vzorky a slepého pokusu
po 0 a 5 min. Korigovana absorbancia vzorky je absorbancia
vzorky — absorbancia slepého pokusu. Vypocitajte kone¢nu
absorbanciu ako: absorbancia vZOrRYirigovana PO SMin — ab-
sorbancia vVZOTRYjrigorana PO 0 min (delta absorbancie).

Cinidlo Slepy pokus Vzorka
Glycinovy timivy roztok 1,4 ml 1,4 ml
Zriedena a filtrovana $tava 0,2 ml 0,2 ml
NAD 0,2 ml 0,2 ml
Voda 0,2 ml -

MDH zriedeny enzym = 0,2 ml

e) Ak je absorbancia manitolu v §tave vyssia ako limit kalibra-
¢nej krivky, zopakujte stanovenie so 4ndsobnym riedenim
(1 diel stavy a 3 diely glycinového tlmivého roztoku) alebo
s 8ndsobnym riedenim (1 diel stavy a 7 dielov glycinového
tlmivého roztoku).

Vypocet

Koncentriciu manitolu v §tave je mozné ziskat priamo z kalib-
racnej krivky, a to:

1. od¢itanim oproti zodpovedajicej absorbancii roztoku,

2. pouzitim rovnice kalibracnej krivky (toto je presnejsie).

Priklad pouzitia linedrnej krivky

Delta absorbancie stavy = 0,040 a susina Stavy = 14,00 %.
Rovnica linedrnej kalibracnej krivky je: y = 1932,8x — 27,983.
Potom: (1 932,8 X 0,040) — 27,983 = 49,3 ppm.

Vynasobte vysledok ziskany z krivky zriedovacim faktorom. Pre
horeuvedeny priklad:

49,3 x 2 (predriedenie $tavy) x 10 (riedenie v skimavke) =
= 98,6 ppm.

Potom uvddzajte prepocitané na susinu.

Priklad pouzitia kvadratickej krivky

VSeobecna rovnica kvadratickej krivky je: y = ax® + bx + c.

Na pouzitie pre absorbanciu $tavy je mozné pripravit jednoduchu
rovnicu v programe Excel alebo podobnom softvéri. Napriklad,
ak delta absorbancie $tavy = 0,040 a susina Stavy = 14,00 % a rovni-
ca kalibra¢nej krivky je: y = 3535,8x* + 974,85x + 4,6172, potom:
(3 535,8 x 0,040%) + (974,85 X 0,040) + 4,6172 = 49,27 ppm.
Vynasobte ziskany vysledok zriedovacim faktorom. Pre hore-
uvedeny priklad:

49,27 x 2 (predriedenie $tavy) x 10 (zriedenie v skimavke) =
= 98,54 ppm.

Potom uvddzajte prepocitané na susinu .

98,54/(14,0 X 0,01) = 703,14 ppm/susinu.
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