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Metoda chromatografie na tenké vrstvé byla poprvé
veédecky doloZena Ismailovem a Schreiberem [1]. Dosdh-
la velmi rychle v§znamného postaveni v souboru souéas-
nych analytickych metod. Usp&8n& se uplatnila v orga-
nické chemii, anorganické chemii, biochemii, medicins,
biologii, farmacii, toxikologii a potravinafské chemii
[2—4].

V analytice sacharidd byly vyvinuty metodiky za po-
uZiti rdznych forem tenkych vrstev sorbentti, a to hlav-
né:

— kiemelinové podle Stahla a Kaltenbacha [5], smasi
kiemeliny a silikagelu -[6];

— silikagelové podle Preye et al. [7], riizn& upravené
silikagelové sorbenty [8];

— celulozové sorbenty [9, 10].

Rada vyrobcil doporucuje priimyslové zhotovené formy
sorbenti s nosifem, naz§vané ,desky pro chromatogra-
fii na tenké vrstvg“.

PouZiti desek s celulozovymi sorbenty sluduje pred-
nosti papirové chromatografie a chromatografie na ten-
ké vrstvé [11], a to: dobra separace biologicky dilezi-
tych sachariddi, postaZujici kapacita sorbent desek, jed-
noduchost a rychlost provadéni. &

Otazka stanoveni zkvasitelnych sacharidi a jingzh
Stépnych produktii 3krobu @a neskrobovych polysacha-
ridd extraktu sladu v pivovarstvi je stdle stfedem po-
zornosti pfednich pivovarskych odbornikii. O stanovent
jednotlivych zkvasitelnych sacharidii chromatografii na
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tenké vrstvé v pivovarskych meziproduktech a vyrob-
cich referovala jiZ Fada autort [12—15].

Schur, Pfenninger a Narziff [16] popsali metodiku sta-
noveni jednotlivych zkvasitelnych sacharidd sladiny a
piva chromatografii na tenké vrstvé. Ve své praci uvedli
a vzéjemné posoudili variadni koeficienty stanoveni jed-
notlivfch zkvasitelnych sacharidd tenkovrstvou chroma-
tografif @ plynovou chromatografii.

Cilem na$i prdce bylo proto navrZeni vhodné metodiky
stanoveni jednotlivjch sacharidd a jejich frakci po-
moci chromatografie na tenké vrstvé pro praktické vy-
uZiti ve vyzkumné, laboratorni a kontrolni praxi.

EXPERIMENTALNI CAST
Materialy

Sacharidy — D(+)glukéza p. a., D{—]fruktéza p. a.,
sachardza p.a. a maltéza p. a. (n. p. Lachema)
Chemikalie — antron p. a., kyselina sirova p. a., aceton
p. a.,, metanol p. a., kyselina mravenc¢i ,konc.“ p. a., ani-
lin, difenylamin, kyselina fosfore&na ,konc.“.

Pristroje

Spektrofotometr VSU-2 P, Carl Zeiss Jena, NDR
Glycerinova lazeii temperovand na teplotu 95 % 0,1°C
Vodni lazefi temperovand na teplotu 20+ 0,1°C
Pfiprava vzorku: K 5 ml sladiny, mladiny nebo piva se

pridd 15 ml metanolu (16). Tato operace zarucuje vy-
sraZeni vysokomolekuldrnich extraktovych sloZek piivod-
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niho vzorku a zaroveil jeho konzervaci na urcitou dobu.

Takto upraveny vzorek se uchovdvd v chladniéce asi

pFi 4°C. Pred analyzou se vzorek zfiltruje analytickym

papirovym filtrem s bilou paskou.

Chromatografické desky: DC-Alufolien Cellulose Merck,
fy E. Merck AG, Darmstadt, NSR

Vyvijeci smés: aceton : metanol : voda : kyselina mraven-
¢i =55:15:15:15 (obj.)

Detekéni smé&s: 4 g anilinu, 4 g difenylaminu, 200 ml
metanolu, 30 ml konc. kyseliny fosforecné [17]

Doba detekce: 5—10 min pfi 80°C

Metodika vlastniho stanoveni sacharidii-

20 aZ 60 w1 metanolového filtrdtu analyzovaného vzor-
ku (pro sladinu o koncentraci 8—10 % se pouZivd 40 ul)
se nanasdi presné kalibrovanou mikropipetou na chroma-
tografickou desku ve tvaru Carky dlouhé 20 mm. Na
jednu desku je vhodné nanéSet tFi vzorky takto: star-
tovii €4ra je 20 mm nad dolnim okrajem desky, okra-
jové vzdalenosti jsou 20 mm, mezery mezi vzorky 15 mm.
Vzorky jsou nanaSeny v pofadi: vzorek, slepy vzorek,
vzorek, vzorek pro detek¢ni pruh, vzorek. Deska se pak
vloZi do chromatografické komory a vyviji se vzestup-
nym zphGsobem tak dlouho, pokud &elo vyvijeci soustavy
nedosdhne 2 aZ 5 mm od horniho okraje desky. PFi sta-
noveni obsahu maltotetradzy se desky vyvijeji vZdy po
pfedchozim volném usuleni dvakrat, maltopentadzy a
maltohexabzy tFikrat (obr. 1). Chromatogram se pak
nechd 15 min voln& uschnout na vzduchu. Z chroma-
togramu se odstfihne pruh uréeny pro detekci a deie-
kuje se. Po volném usuSeni na vzduchu se tento prub
vloZi na dobu 5 aZ 10 min do suSdarny s teplotou 80 °C.
Potom se podle néj ostrym rydlem vyzna&i polohy skvrn
jednotlivgch sacharidi v ostatnich pruzich, ty se vy-
stfthnou a ka?dd skvrna se petlivd@ vloZi do zébrusové
zkumavky obsahu 15 ml. TotéZ plati i pro slepy vzorek.

|
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Obr. 1. Priklad déleni a moZnosti separace jednotlivich
sacharidit sladin v zdvislosti na poftu opakova-
ného vyvijeni chromatogramu. Objem aplikované-
ho, metanolem upraveného vzorku: 40 ul

V§znam symbolfi: 1X, 2X, 3X = wyvijeno 1X, 2X 3X; F = fruk-

téza, 6 = glukéza, S = sacharoza, M = maltoza, M; malto-

trioza, My = maltotetradza, Ms; = maltopentadza, Mg = malto-
hexadsa

Sacharidy se eluuji 5 ml redestilované vody (pro
maltézu 10 ml) 15 min p¥i teploté 70°C [16] za inten-
zivniho protfepavani. Adsorbent se oddé&li odsavanim na
sklenéné frité S 4.

3 ml é&irého eluatu se pipetuji do zdbrusové zkumavky
obsahu 15 ml, pFidd se 10 ml 0,1 % antronu v 85% ky-
seling sirové — metoda podle Yadavy et al. [18]. Po
rychlém promichdni se zkumavky vloZi do termostatové
glycerinové lazné s teplotou 95 * 0,1°C na dobu 20 min.
Potom se bghem 3 min ochladi vodovodni vodou, dalsi
2 min se temperuje za pohybu pfi 20°C v termostatovée
vodni ldzni a nejpozd&ji do 15 min se zmé&Fi absorbance
pri vinové délce svétla 625 nm.

Vypotet obsahu sacharidii

Sestrojeni kslibraénich kfivek. Je vhodné pouZit ta-
kové koncentrace fruktézy, glukézy, sachardzy a mal-
téozy v 75% metanolu, aby eluci z chromatografickych
desek byl obsah jednotlivgch sacharida: 0,015 mg'm!,
0,030 mg/ml, 0,045 mg/ml, 0,060 mg/ml a 0,080 mg/ml.

Na osu X jsme nan&3eli mnoZstvi jednotlivfch sacha-
ridii v mg/3 ml a na osu Y hodnoty absorbance pfi vine-
vé délce svétla 625 nm. Hodnoty koeficienti K kalibrac-
nich kfivek jsou uvedeny v tab. 1. Vypoé&itdvaji se jakc
hodnota tg e, tj. ihlu kalibraénich kfivek = pfimek jed-
notlivych sacharidd svirajicich s osou X.

Tabulka 1. Koeficienty kalibraénich krivek ziskané za
podminek metodiky

Sacharid K=tga
Fruktéza 2,76
Glukéza 3,08
Sacharéza 3,06
Maltéza 3,08

K vypoftu obsahu sacharidd jsme pouZili ndmi upra-
veného vztahu, dfive uvedeného Schurem, Pfenningerem
a Narzifiem [16]:

a.b.20
K.c.5.3.10

g sacharidu/100 ml = .
K.ce

0,133

kde: a je hodnota absorbance svitla pfi vinové délce

625 nm,

b — ml vody pouZité k eluci vzorku ze sorbentu
(5 ml; 10 ml pro maltézu],

K — hodnota koeficientu kalibra¢nich krFivek,

¢ — ml metanolem upraveného vzorku pouZitého
pro chromatografii na tenké vrstvé (CHTV],

5 — ml sladiny, mladiny nebo piva pouZité k dpra-
vé vzorku pro analyzu

20 — ml konefného metanolem upraveného vzorku

3 — ml eluétu pro spektrofotometrii,

10 — prepoditaci faktor vysledku
100 ml ptavodniho vzorku.

sacharidd na

Obsahy maltotriézy, maltotetrabzy, maltopentadzy,
maltohexa6zy a vyS8ich oligosacharidili, resp. dextrind
se vyjadfuji jako ekvivalent glukoézy nebo maltézy (pro
vypotet se pouZivd hodnota K = 3,08); popfipadé se
maltotetradza a vy3i oligosacharidy mohou z ekvivalen-
tu gluko6zy prepocitat faktorem 0,915 na ,dextriny® [19].

Vysledky a jejich diskuse

Reprodukovatelnost vysledkii: Pro stanoveni reprodu-
liovatelnosti vysledkdi jsme pouZili kongresni sladinu o
koncentraci 8,7 %. Hodnoty ziskané CHTV pro jednotlivé
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ké zpracovani vysledkd jsme provedli podle Reisenauera
[20].

Tabulka 2. Priklad stanoveni reprodukovatelnosti analy-
tickijch hodnot obsahu jednotlivjeh sachari-
di kongresni sladiny za podminek vypraco-
vané metodiky

| |
| Pramr | Sméro- | Variaé- | Interval
|z 10 | datna | of koefi-| spolehl.
| analgz | odehyl- | cient | pri 999%
Stanovené sacharidy | | ka i
| | y |
| [g/100 | [g/100 | [%] | [g/100
| ml] ml] ml]
| |
Fruktéza l 0,20 +0,013 | +6,50 | +0,037
Glukéza | 0,82 | +0,035| +4,27 | £0,101
Sacharéza 0,37 +0,021 | 45,68  +0,061
Maltéza | 3,56 | +£0,060 | +1,68 | +£0,147
Maltotriéza* 0,88 | +£0,024 | 12,73 | 10,069
Celkovy obsah analyticky stanove- I
nych zkvasitelnych sacharidi 5,83 40,060 i 41,03 | £0,174
Maltoteradza* 0,55 | 0,026 | +4.73 | £0,075
Maltopentaéza®* 0,27 | +0,022 | 1815 | 40,064
Maltohexaéza* 0,22 } +0,019 |\ +8,64 | 40,055
, S—
Celkovy obsah analyticky stanove-
nych oligosachatida (M, a M;)* 1,04 +0,043 | +4,14 | +0,124
TR I ; COEEEC
Celkovy obsah analyticky stanove- | |
nych dextrini (sacharidy nad Mg)* 1,58 | +0,059 ‘ +3,73 | £0,170

*) Vyjadrena jako ekvivalent glukozy

Tabulka 3. Porovndni ziskanich variaénich koeficientii
analytickijch hodnot hlavnich zkvasitelnjch
sacharidii sladiny podle metody Schura, Pfen-
ningera a Narzifie (16]) a naSi metody (BM)

: Variaén{ koeficienty
Stanovené sacharidy %) ! () | %)
CHTV (16) PCH (16) CHTV (BM)
Fruktéza 41090 | 4+ 9,50 + 6,50
Glukoza L& 450 | 2380 4 4,27
Sacharéza } 4+ 15,40 , + 3,10 4 5,68
Maltéza L 19 | +150 41,68
Maltotriéza + 4,70 + 4,10 + 2,73

CHTV — metoda chromatografie na tenké vrstvé
PCH — metoda plynové chromatografie

Vysledky ndmi ziskané pfi stanoveni jednotlivych zkva-
sitelnych sacharidii maji lep3i stupelli reprodukovatel-
nosti neZ vysledky publikované Schurem, Pfenningerem
a Narzifiem ([16]; naSe tdaje se svou reprodukovatel-
nosti bliZi jejich hodnotdm ziskanym plynovou chro-
matografii (fab. 3).

Hodnoty takto stanovenych jednotlivych zkvasitelnych
sacharidfi jsou zatiZeny chybou relativné malého podiiu
(+0,1—0,5%) ostatnich monosacharidii a oligosachari-
dii [pfevaZné nezkvasitelnych), které jsou souéasti ex-
traktu sladin, mladin a piv — bliZe viz cit. [21, 22].

Rychlost, vyhovujici piesnost, jednoduchost provedeni
a pristrojova nendrocnost popsané metodiky, jsou jejimi
hlavnimi prednostmi. Lze ji napf. dobfe studovat v§voj
obsahu zkvasitelnych sacharidii v celém pivovarském
procesu. UmoZiiuje sledovat obsah jednotlivych sacha-
ridd z hlediska vyznamu pro zdarny technologicky pro-
ces — bliZe viz cit. [23].
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Batvarov, V. Ch.,, Mostek, ].: VyuZiti chromatografie na
tenké vrstvé v pivovarské analytice ke stanoveni zkva-
siteInyeh a jinych sacharidii

Kvas. prim. 23, 1477, €. 6, s. 121 —124.

Popsanou metodikou lze stanovit zkvasitelné sacha-
ridy sladin, mladin a piv pomoci chromatografie na
tenké vrstvé. Obszh jednotlivgch sacharidii se vyhodno-
cuje spektrofotometricky za pouZiti antronového &inidla.
Metodika je pomé&rné& rychla, rozdéleni zkvasitelnych sa-
charidii fruktézy, glukozy, sachardzy, maltézy a malto-
tri6zy trva pfFiblizn& 2 h. PFitom byly stanoveny tyto
varia¢ni koeficienty: fruktoza + 6,50 %, glukoza + 4,27 %,
sacharoza *5,68 %, maltoza +1,63%, maltotrioza
+273%. Metodika umoZiiuje také stanovit glukozoveé
oligosacharidy s polymeraénim stupném 4 aZ 6 a soubor:
vy33ich oligosacharidd, resp. dextrinfi; jeji vyuZiti je
obecné.

BpuBapos, B. X. — MowrTek, U.: lpumenenne TOHKOCJOI-
HO#i XpomaTtorpaguu B J1aGOpaTOpHAX NHBOBAPEHHOH TpO-
MBILINEHHOCTH [J ONpefeleHHd COpepKaHWA ¢epMeHTH-
pywiuHxca W apyrux caxapupoB. Ksac. mpym. 23, 1977,
Ne 6, cTp. 121—124.

B cratbe npHBeleH MeTON ONpEJENeHHS COAEPMKAHIA
cOpaxHBAOIWNXCH CAXapHIO0B B CYCJ€, OXMEIEHOM Ccyce
H NHBe ¢ MNOMOWLbI TOHKOCJIO{HON xpomatorpadun. Co-
Jieprkanie OTAe]bHbIX CaXapHJO0B ONpejlejasercs CIeKTpo-
(boTOMETPHYECKH [OCPEJCTBOM [PHMEHEHHS dHTPOHOBOTO
[eakTHBa. AHann3 TpeGyeT CPaBHHTEJIbHO MAJ0 BPeMeHH
1 onpejlenende cOPaXKHUBAIOUIHXCA €aXxapHIoB (PYKTO3bI,
IVIIOKO3BI, €4Xapo3bl, MaJbTO3Ll H MaJbTOTPHO3Ll 3aHHMaeT
npumepHo 2 uaca. M3 pe3y.bTaToB 3KCHEPHMEHTOB GBLIH
BhIBEJEHBl Caelylollne Kos(guuneHTs BapHauun: GpyKross
+ 6,50 %: rmokosza =+ 4,27 %: caxapoza *£ 568 %: Maib-
1to3a + 1,68%; wmaabroTpHosa *273%. Meton naer
TaKKe BO3MOXKHOCTh ONpeldeTeHHd TJIKKO3HBIX OJHrocaxa-
PHIOB CO CTeneHbr noammepusaunn or 4 no 6 a takxe
IPYNNbl BLICIIMX OJMIOCAXaPHI0B H JeKcTpuHOB. Meton,
CJI€/l0BATEIBbHO, OTJHYAETCHA  3HAYUTENbHON  YHHBEPCA/b-
HOCTLHO.
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Batvarov, V. Ch. - Mostek, ].: Application of Thin-layer
Chromatography in the Laboratories of Brewing Industry
for the Determination of Fermentable and Other Saccha-
rides. Kvas. prim., 23, 1977, No. 6, pp. 121—124.

The thin-layer chromatography can be applied to ad-
vantage to the determination of fermentable saccharides
in sweet wort hopped, wort, and beer. The percentage ol
individual saccharides is found by using spectrophoto-
metry and anthrone reagent. The described method saves
time, since the  determination of fructose, glucoss,
saccharose, maltose and maltotriose takes roughly
2 hours. The variation coefficients were as follows:
fructose + 6,50 %; glucose * 4,27 %; saccharose + 5,68 %);
maltose * 1,68 %; maltotriose + 2,73 %. The method can
be applied also for the determination of glucose oligo-
saccharides with polymerization degree from 4 to 6 and
higher oligosaccharides or dextrines Its application field
is therefore very wide.

Batvarov, V. Ch. - MoStek, ].: Auwendung der Diinn-
schichtchromatographie in der Brauereianalytik zur
Bestimmungs der vergdrbaren und anderen Saccharide.
Kvas, pram. 23, 1377, No. 6, S. 121—124.

Die beschriebene Methodik ermdoglicht die Bestimmung
der vergédrbaren Saccharide in ungehopften Wiirzen, Wiir-
zen und Bieren bei Applikation fder Diinnschichtchroma-
tographie. Der Gehalt der einzelnen Saccharide wird
spektrophotometrisch bei Anwendung des Anthron-Rea-
gens ausgewertet. Die Methodik ist verhdltnismabig
schnell, die Aufteilung der vergédrbaren Saccharide Fruk-
tose, Glukose, Saccharose, Maltose und Maltotriose dauert
ungefdhr 2 Stunden. Dabei wurden die folgenden Varia-
tionskoeffizienten ermittelt: Fruktose + 6,50 %, Glukose
+ 4,27 %, Saccharose + 5,68 %, Maltose + 1,68 %, Malto-
triose + 2,73 %. Die Methodik ermdglicht weiter auch
die Bestimmung der Glukose-Oligosaccharide mit dem
Polymerationsgrad 4 bis 6, und des Komplexes der hi-
heren Oligosaccharide, bzw. Dextrine; die Anwendung
der Methode ist also allgemein.



