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Papirové chromatografie k urceni cukrii v mla-
diné po prvé vyuZili Blom a Schwarz [1] v roce
1947. Zaroven poukazali na biochemicky vyznam
hlavnich glycidovych slozek v mladiné. Od té doby
urcovani glyeidi v pivovarskych produktech znaéné
pokroéilo. RUzni pracovnici postupné v mladiné
ur¢ili nékolik pentos a hexos a fadu oligosacharidd.
K déleni glycidd pouzivali rtznych rozpoustédlo-
vych soustav a detekénich ¢inidel. Jen druh papiru
a aparatura zlstdvaly v podstaté stejné. Jednotlivé
rozpouStédlové soustavy se lisi délicim uéinkem
pro ur¢itou skupinu cukrii. Také detekéni ¢inidla
jsou na jednotlivé cukry rfizné citliva. V této praci
Jsme porovnali a zhodnotili nékolik nejbéZnéjsich
rozpousStédlovych soustav pro déleni cukri a vy-
zkouseli citlivost a vhodnost nékterych detekénich
¢inidel v postrikové a ponofovaci technice pro cukry
v mladiné a pivé.

Cast experimentilni

Pouzité zatizeni a materidl

V prvé fadé pokusti byla chromatografie prova-
déna ve sklenénych valcich priiméru 28 cm, vyso-
kych 50 em. Horni okraj valeti byl zabrousen a po-
klopen sklenénymi deskami. Uvniti valeG byla
upevnéna sklenéna hranolovita vani¢ka vnitfnich
rozmérii 19X5X4 cm. K lepSimu syceni wvnitini
atmosféry byly do valei vloZeny archy filtrac¢niho
papiru, jez byly zespodu zvlhéovany vodnatéjsi fazi
rozpoustédlové soustavy.

Rozméry chromatogramt byly 17,5X50 cm. Céara
startu 8 em od kraje. Vzorky nanageny v kapickach
2 cm od sebe.

Ve druhé radé pokust bylo pouZitd éhromatogra-
fickych skfini, vnitfnich rozmérd 15X70X60 cm.
Dokonalej§i syceni atmosféry zajidtovalo podobné
Ol?'clttx"eni s filtraénimi papiry jako u sklenénych
véaled,

663.4:641.13:545.84

Rozmeéry chromatogramii byly 37X 56 cm. JelikoZ
sklenéné vanic¢ky ve skfinich byly pomérné hluboké
a Siroké, byl start az 10 cm od kraje. Vzorky na-
ndSeny na c¢aru 2 nebo 3 cm dlouhou ve stejné
vzdalenosti od sebe.

Vétsinou se pracovalo s papirem Whatman ¢. 1,
méné s Whatman ¢. 4 a jen v ojedinélych pFipadech
s Whatman ¢ 3. Kazdy druh chromatografického
papiru ma prednosti a nedostatky, které byly
vhodné vyuZivany, event. eliminovany. Ve vsech
pripadech byly spodni ckraje chromatogrami zubo-
vité ostfihany, aby rozpoustédlova soustava doko-
naleji odkapavala.

Teplota mistnosti: 20 * 2 9C.

Uprava vzorku: K srovnani citlivosti jednotlivych
¢inidel byla do nékolika Freudenreichovych lahvi-
¢ek vysterilovana 10° svétla mladina z provozni
varky. K analyse se haematologickou pipetkou od-
méfilo vidy 0,01 ml vzorku =zfiltrovaného pfes
filtraéni papir. Obsah pipetky byl ve 3 az 4 ka-
pi¢kach nanesen na chromatograficky papir a vy-
souSen infrac¢ervenou lampou.

ZkouSené rozpoustédlové soustavy a jejich cha-
rakteristika

1. n-butanol : kyselina octova : voda = 4 : 1 : 5.

Tato soustava se vSeobecné pouZiva a doporucuje
k déleni cukrii a aminokyselin [2]. K déleni cukri
v mladiné ji pouzil Winkler [3] a Vicek [4]. Vysled-
ky, které jsme dosahli v rozdéleni cukri mladiny
pri zplsobu ,,s pietékanim” rozpoustédla, byly rov-
néz velmi dobré. Skvrny cukri na papiru byly
jasné ohraniCeny. Cas potiebny k dostateénému
rozdéleni fruktosy od glukosy a k vzidjemnému roz-
déleni maltosy, maltotriosy a maltotetraosy byl
kolem 36 hod. Delsi ¢as a event. opakované promy-
vani zlepSovalo déleni.
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Promyvala se vrstva horni, dolni se sytila atmo-
sféra. Soustava byla i pfi vychylee teploty * 50C
stala.

Usporné [5] se soustava pfipravi takto: V odmér-
ném valei se 13 ml ledové kyseliny octové a 43,5
ml vody doplni n-butanolem na objem 200 ml. Po
protfepani se po 10 min hotovid smés odlije piimo
do zldbku chromatografické skfiné od ceca 05 aZ
1 ml dolni faze, usazené u dna. Odpadaji ztraty
s vylévanim dolni fize, nasycené rozpoustédly, ob-
vyklé u pfipravy n-butanol : kyselina octova :
voda = 4 : 1 : 5; pribéh chromatografie je shodny.

2. n-butanol : pyridin : voda = 5:3 : L.

Této soustavy pouzili k déleni cukri Wallenfels a
Bernt [6]. Proti soustavé ad 1. délila rychleji, aviak
na ukor dobrého ohraniéeni skvrn. ZvIasté u rmuti
vznikaly opozdéné stiny, k jejichZ odstranéni by
bylo tfeba slozitéjii tpravy wvzorku. Dostateéného
rozdéleni uvedenych cukrli se pii nepfetrZitém pro-
myvéani dosahlo béhem 16 hod.

SloZky soustavy se v uvedeném poméru uplné
misi. Soustava je stala. Atmosféra se sytila sousta-
vou zfedénou vodou.

3. Octan ethylnaty : pyridin : voda = 2 : 1 : 2

Touto soustavou délil u nas cukry I. Vavruch [7].
K déleni cukrdi v mlading ji vyuzili Harris a spol.
{8]. Soustava déli velmi rychle, skvrny jsou wvdak
bez kontrastnéjsiho ohranideni, dost éasto rozma-
zany. Presto vdak nékteré chromatogramy byly
uspokojivé. Cas potfebny k dobrému rozdéleni
dfive uvedenych péti hlavnich cukrtt mladiny byl
pouze 9 hod. Nevyhodou této soustavy je jeji nesta-
lost, nebot ethylacetat se éasem hydrolysuje.

4. Pyridin : amoniak : voda = 6 : 2 : 1,

Pouziti této soustavy k déleni cukrti uvadi Hais
a Macek [2]. SloZky se v uvedeném poméru Gplné
misi. Soustava délila, vlastn® vymyvala tak radi-
kalné, Ze se jednotlivé cukry nestadily viibec roz-
délit a prebéhly pfes cely chromatogram v neuréi-
tém shluku 2 az 3 cm dlouhém. Kromé toho okrajové
vzorky ¢asto ,béZely” rychleji neZ vzorky upro-
stfed chromatogramu, takZe po detekei se pHi-
sludné shluky cukrd jevily na chromatogramu jako
obracené ,,V".

Touto soustavou se nepodafilo ziskat uspokoju-
jici chromatogram cukrd mladiny.

ethanol : voda = 4 : 1 : 5.

Tuto soustavu doporutili pro déleni cukrii Hough,
Jonnes a Wadman [9]. K déleni neredukujicich
cukrit a vicemoenych alkohold ji pouZil také Joda
[10], k déleni cukrd mladiny Harris a spol. [8).
Nami pouZity ethanol byl asi 95 %ni a rozdéleni fazi
nastavalo teprve pii poméru 4 : 1,1 : 4,9. Touto
soustavou bylo pak b&hem 24 hod. pfi nepfetrZitém
promyvani dosaZeno dostatetného oddéleni jiZ diive
jmenovanych hlavnich cukrii. Do 36 hod. se zfe-
telné oddélila i sacharosa od maltosy. Skvrny byly
dobfe ohranicené.

5. n-butanol :

Soustava je proti soustavé ad 1. o néco citlivéjsi
na teplotni zmény, av8ak pfi odchylkach nepfesa-
hujicich * 2 °C pivodné dosaZené rovnovahy fazi je
prakticky stald. Atmosféra se sytila fazi bohatsi
vodou.

6. n-butanol : aceton : voda = 2 : 7 : 1.

Této soustavy pouzil pfi déleni rfiznych monosa-
charidii a oligosacharidd kruhovou chromatografii
Girri a Nigam [11]. Pfesto, Ze tato soustava méla
podle autorG nejlepdi délici Ufinek pfi kruhové
chromatografii, nepodafilo se pfi sestupné chroma-
tografii ziskat obstojné rozdéleni cukrtt mladiny.

Zlouend detekéni ¢inidla o jejich charakteristika

Snahou bylo najit z mnoha uZivanych a doporu-
¢ovanych detek¢nich &inidel takové, které by indi-
kovalo pfitomnost co nejfir§iho rozmezi rdznych
cukrfi, aby technika jeho pouZiti byla co nejjedno-
dussi a chromatogramy stalé.

ZkouSena byla tato detekéni &inidla v postmkove
technice:

1. Anilinftalat, ktery jako postiikové é&inidlo do-
porutuje Parfridge [12], byl pfipraven jako smés
0,93 g Cerstvé predestilovaného anilinu a 1,66 g ky-
seliny ftalové ve 100 ml vodou nasyceného buta-
nolu. Chromatogram po postfikani byl zahiat na
105°C. Jednotlivé cukry vystoupily jako skvrny
s riiznymi odstiny hnédé barvy. Intensita zbarveni
u ketos a ¢éasteéné i u rfznych disacharidil zavisi
na promyvaci soustavé. Tak napf. soustava ad 1.
intensitu zfetelné zeslabuje.

2. Lemicus a Bauer [13] doporuéili k detekei smési
monosacharidd a oligosacharidfi ¢erstvou smés
4 dilt 2 % vodného jodistanu sodného a 1 dilu 1 %
vodného manganistanu draselného ve 2 % vodném

roztoku sody. Postrikany usufeny chromatogram se.

za hodinu vypere vodou a po usuSeni vznika trvaly
chromategram, na némz vynikaji hnédé skvrny
cukrii na téméf bilém pozadi. Aékoliv autofi uva-
déji velkou citlivost &inidla, cukry v mladiné ne-
byly na na8ich chromatogramech indikovany s do-
stateCnou barevnou intensitou.

3. Anilinoxalové €inidlo, kterého k detekei smési
riiznych cukrt pouZil Vavruch [14], bylo pfipraveno
smichanim vodného 0,2 M roztoku kyseliny Stave-
lové s roztokem obsahujicim 1,86 g Eerstvd prede-
stilovaného anilinu na 100 ml ethanolu v poméru
1 : 1. Cukry mladiny se jevily jako rtizné odstinéné
hnédé skvrny.

4. Stdéckli [15], Winkler [3] a Videk [4] pouzili
k detekei cukrii v mladiné smési 5 dilt 2 %niho dife-
nylaminu v ethanolu, 5 dilt 2 %nfho anilinu v etha-
nolu a 1 dilu 85 %ni kyseliny orthofosforetné. Cukry
po 10 min. zah¥at{ na 80°C vystoupily jako riizné
zbarvené skvrny na slabé Sedomodrém pozadi.
Chromatogramy vSak jiz béhem 1 aZ 2 hod. zéer-
naly. -Bylo proto nutno ofotografovat je co nej-
rychleji.
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ZkousSena detekéni &inidla s ponofovaci technikou:
Harris a MacWilliam [16] navrhli tato &nidla:

1. Smés 0,5 g benzidinu v 5 ml kyseliny octové,
4 g kyseliny trichloroctové v 5 ml vody a 90 ml
acetonu. Promyté, ususené chromatogramy se pro-
tahnou roztokem detekéniho ¢&inidla, usus$i a pak
zahfeji na 100 °C. Na slabé Zlutém pozadi vyniknou
cukry jako hnédé skvrny.

Cinidlo zvlasté dobfe indikovalo vy&si oligosa-
charidy. Chromatogramy v temnu uloZené se b&hem
mésice {éméf nezménily. Podle autord je smés
v tmavé ldhvi pfi 0°C stabilni. B&hem pokus@ se
viak zjistilo, Ze je jen prospésné, pfipravi-li se &i-
nidlo vZdy Cerstvé. Star$im éinidlem se toti¥ zmen-
Suje kontrastnost mezi skvrnami cukri a pozadim.

2. Smés 5 objemil 2 %niho roztoku difenylaminu
v acetonu, 5 objemt 2 %niho roztoku &erstvé pre-
destilovaného anilinu v acetonu a 1 objem 85 %ni
kyseliny orthofosfore¢né.

Roztoky difenylaminu a anilinu se uchovavaji od-
délené pfi 0°C a smichavaji se aZ pred detekei.

Technika pouZiti je stejnd jako u benzidinového
¢inidla. Cukry vystoupily jako rézné zbarvené
skvrny na slabé Sedémodrém pozadi. Chromatogra-
my viak do 48 hod. ztmavély. Bylo proto nutno
ofotografovat je zdhy po detekei.

wrw

3. Dnes velmi roz&ifenou [17], [18], [19] detekei
s ponofovaci technikou je detekce acetonovym roz-
tokem dusi¢nanu stfibrného podle Greena a Stonea
[20]. Autofi jej pouzili k detekei cukri pii studiu
stupné zkvasitelnosti mladiny riznymi druhy kva-

sinek. Priprava acetonového roztoku AgNOs a tech-.

nika jeho pouZiti je tato: 0,5 ml nasyceného vodného
roztoku AgNOs smichidno se 100 ml acetonu
(k event. vyloufenému AgNOs pfidavana po kap-
kéach voda do tGplného rozpuSténi). Timto roztokem
se vyvolany (promyty) a diive usuSeny chromato-
gram rychle protdhne a na vzduchu osusi Ususeny
se ponofi do alkoholového roztoku NaOH priprave-
ného smichinim 2,3 ml 55 %niho roztoku NaOH a
100 ml 95 %niho ethanolu. Po 5 min. koupeli v roz-
toku NaOH se chromatogram vyjme a ponofi do asi
6 N roztoku amoniaku, dokud nenastane dokonali
barevna diferenciace ¢ernohnédych skvrn cukrd na
slabé¢ naSedlém pozadi. Nasleduje 1 hod. prani
chromatogramu v tekouci vod& a ususeni.

Béhem pokusii jsme tuto metodu upravili tak, Ze

asi 6 N amoniak jsme nahradili kyselym ustalova-
tem b&#né prodivanym k fotografickym tiéeldm.
Cerstvym roztokem ustalovade se pozadi chromato-
gramu do 3 aZ 5 min. dokonale vyb&li. To usnad-
fluje detekéni techniku metody, nebof neni jiz
Zapotiebi pracovat v digestofi. Témaf vSechny
chromatogramy detekované timto zplisobem mély
proti amoniakovému zptisobu kontrastnéj$i barevné
diference cukri a pozadi.
. Metoda velmi citlivé indikovala vSechny reduku-
Jici cukry mladiny. Ze vsech zkousenych ¢&inidel
detekovala pentosy nejcitlivéji. Chromatogramy
Jsou stale,

Zavér

1. Po pfezkouSeni popsanych metod bylo k vlastni préci
pouZito dvou nejlépe délicich soustav:

a) n-butanol : kyselina octovd : voda = 4 : 1 : 5,
b) n-butanol : ethanol (cca 95%) voda = 4 : 1,1 : 9,9.

Druha z nich dévala pfi nepfetrZitém promyvéani o néco
lepsi vysledky v déleni cukri mladiny. Pfi opakovaném
promyvani, které se dile vyhradnd pouzivalo, se Jjejich
délici G¢inky takfka neliSily.

JelikoZ cilem chromatografické analysy bylo pfedevsim
kvalitativni stanoveni cukrl, pouzivalo se opakovaného
sestupného promyvéni, a to trojiho a vicenédsobného, po-
dle povahy a mnoZstvi nanaSenych vzorkii.

2. Ze 7 zkouSenych detekénich &inidel byla za uvedenych
pracovnich podminek nejvhodn&jsi &inidla s benzidi-
nem a AgNO; s ponofovaci technikou. Byla nejeitlivéjsi,
pozadi jednotné barvy a chromatogramy dostatetn& stalé.
Kazdy vzorek se soucasné zkousel obdma €inidly, z nichz
benzidinové s v&t3i citlivosti detekovalo vyS5i oligosa-
charidy amylolysy, kdeito AgNO; citlivéji zachycoval
stopové se vyskytujici pentosy. TéméF vyhradné jen pfi
pouzZiti AgNO; se indikovala mizivA mnoZstvi monosa-
charidi a maltosy i v dobFe vylezelych pivech. AgNO;
byl ze vSech zkouenych &inidel nejcitlivéjsi.

Detekei ob&ma ¢&inidly se u kafdého vzorku podafilo
zachytit fadu cukri a soudasn& je rozddlit podle re-
dukéni schopnosti.

PonévadZ na chromatogramech bylo zjisténo nékolik
dosud bliZze neur@enych cukrd, je soudasné pouziti obou
detek&nich ¢inidel cennym pFispévkem k jejich charak-
teristice.

RozliSeni pouzité d8lici soustavy a detekce bude u kaz-
dého chromatogramu uvedeno v pFisti préci.
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Summary

1. After the preliminary tests of the described
methods two combinations of solution were selected as
giving the best results viz.:

a) n-butylalcohol : acetic acid : water = 4 : 1 : 5,
b) n-butylalcohol : ethylalcohol : water = 4 : 11 : 4.9,
In continuous washing the ability of the second solu-
tion to classify sugar contents in beerwort was slightly
better. In repeated intermittent washing — which

method was further used exclusively — no difference
was- observed between the two solutions,
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As the primary aim of the chromatographic analysis
was the qualitative determination of sugar, repeated
regressive washing procedure was applied. According to
the character and quantity of samples three or even
more stage washing was used.

2. Under the deseribed working conditions 7 various
detecting agents were tested. The best results were
obtained with benzinide and AgNOQ; (in submerging pro-
cess).

The said agents were very sensitive giving reasonably
stable chromatographic pictures. Each sample was tested

by two agents. Benzinide, being more sensitive, detected
higher oligosaccharides resulting from amylolysis,
whereas AgNO; could trace pentoses. Only by means
of AgNOj it was possible to detect negligeable quanti-
ties of monosacharides and maltose even in beer which
has been stored for a period of time.

By applying both agents it was possible to determine
many kinds of sugar and classify them according to their
reducing capacity. Since the chromatographic analysis
revealed several — so far undefined — groups of sugar,
the application of two agents can contribute substantially
to their classification.



