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Ovod

Sacharidy jsou jednou z hlavnich sloZek fermentaC-
nich meédii, a to v celém spektru kvasnych technologii,
napf. ve vyrob& piva, lihu, droZdi, antibiotik atd. Pro
vlastni prabéh kvaSeni je dileZity nejen celkovy obsah
cukrd v kvasném médiu, ale i pomér jednotlivych sacha-
ridd, protoZe ne vsechny mohou byt kvasicimi mikro-
organismy stejnou mirou utilizovany. JelikoZz jde v pfi-
pad& sacharidd o skupinu latek velice raznorodych
(monomery aZ polymery rtznych stupiii s rozliCnymi
chemickymi a fyzikalnimi vlastnostmi), je jejich stano-
veni pomérné sloZité. PouZiva se pri tom Frada fyzikal-
nich, fyzikalné chemickych, biochemickych a mikrobio-
logickych metod. Star$i metody stanoveni cukrii spoci-
valy predevsim v méfeni jejich reduk¢ni sily a optické
otacivosti. Nevyhodou reduktometrickych metod v3ak je,
Ze 1ze jimi stanovit jako celek pouze redukujici sacha-
ridy, tj. ty, které maji velny poloacetalovy hydroxyl, a na
druhé strané stanoveni zkresluje pritomnost jinych re-
dukujicich latek nesacharidické povahy. Polarimetrické
metody, zaloZené na méfeni optické otacivosti, jsou
dosud pouZitelné prakticky pouze pro stanoveni sacha-
rozy v roztoku. V soufasné dobé se jiZ sice objevily m3-
dely polarimetrickych detektorti, kterych lze pouZit ke
stanoveni rtznych sacharid@i pf¥i kapalinové chromato-
grafii [1], jako napf. model Polarimetry 241 firmy Bo-
denseewerk Perkin Elmer, av3ak jejich dostupnost je
vzhledem k cené velmi mala.

Novgjsi spektrofotometrické metody stanoveni sacha-
ridd jsou vé&tsinou zaloZeny na méfeni absorbance barev-
nych komplex@i vznikljch reakci derivatt furfuralu, na
které se $t&pi cukry v silné kyselém prostfedi, a organic-
kych sloucenin, jakymi jsou napf. antronm, orcin, ftalan

anilinu aj. Téchto metod lze tsp&Sné pouZit i k detekci
sacharidd pfi kapalinové chromatografii, problémy vSak
vznikaji z hlediska instrumentdlniho, nebot ke kvantita-
tivnimu prabghu t&chto reakci je tfeba teploty kolem
100°C a delsiho Casu. Proto je nutné zafazovat do sesta-
vy chromatografu reaktor s uréenou dobou zdrZeni, coZ
méa za nasledek prodlouZeni vlastni analyzy a mimo to
prostfedi koncentrovanych- kyselin zptsobuje Casto po-
Skozeni aparatury. Vytypovaly se slouceniny, které rea-
guji se sacharidy za vy$Sich teplot bez pfitomnosti kon-
centrovanych minerdlnich kyselin, ale tyto latky- jsou
bud méné& dostupné (hydrazid kyseliny p-hydroxyben-
zoové), nebo jejich -pouZiti taktéZ nardZi na instrumen-
talni potiZe (kyselina dinitrosalicylova).

Z modernich instrumentdlnich metod Ize k detekci sa-
charidt wyuZit refraktometrie, popfipadé pulsni ampero-
metrie [2]. Uvedené detek¢ni metody jsou sice méné spe-
cifické neZ spektrofotometrické stanoveni, avSak jejich
pouZiti je instrumentdlné mnohem jednoduS$i. Jak jiZ
bylo poznamenano, celkovy obsah cukri neni €asto do-
state¢nou informaci z hlediska sloZeni sledovaného vzor-
ku, nebot dalekc podstatné&js$i je vlastni zastoupeni jed-
notlivych sacharidi. V tomto ohledu poskytly moZnasti
takového stanoveni chromatografické metody. Nejprve to
byla papirova, tenkovrstvd a sloupcova chromatografie
na raznych typech nosi¢i, pozdégji plynova a vysokoucin-
na kapalinovd chromatografie. Zatimco papirova a ten-
kovrstva chromatografie jsou €asové narccné se soucas-
nou vétsi chybou stanoveni, jsou plynova a vysokoucinna
kapalinovd chromatografie podstatné rychlejSi a pfes-
néjsi. Plynovda chromatografie je vSak v tomto pFipadé
pomérné sloZita, protoZe vyZaduje prevedeni sacharidd
na dostateén& t&kavé derivaty. Jako nejvhodnéjsi se
v soucasné dobé jevi vysokotucinnd kapalinova chromato-
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grafie, jiZ lze pomé&rn& rychle a dostatetné& specificky
stanovovat sacharidy riznych materidali. Jako chromato-
grafickych nosi¢t se v téchto pripadech nejCastéji pouZi-
va modifikovanych silikagell se zakotvenou reverzni fazi
nebo iontom&ni¢. Z prvni skupiny jsou to predevSim
preparaty s vazanymi fdzemi NH,; a C,5. Modifikované
silikagely se zakotvenou NH, sKupinou jsou pro stano-
veni sacharid@i velmi vhodné [3] a lze na nich dobfe a
v kratké dobg stanovit spektrum nejb&Zné&jSich sacharidi.
Jako elu&niho &inidla- se v tomto pfripad& pouZiva 30 %
vodny roztok acetonitrilu, coZ v8ak vzhledem k vysoké
toxicité této latky komplikuje vlastni instrumentalni
provedeni a omezuje S$ir$i vyuZiti pfimo v provozni
praxi.

V pripadé modifikovanych silikageli se zakotvenou
fazi Cyg3 je situace v tomto sméru jednodu$si, nebot lze
k dé&leni sacharidi vyuZit prosté izokratické eluce vodou,
pritemZ je moZno dspésné délit maltodextrinové a celo-
dextrinové fady (12 aZ 14 ¢lenh fady lze rozdeélit béhem
30 minut).

Podstatné vétsiho rozdifeni v chromatografii sacharidi
doznalo pouZiti iontoméni¢t. VétSinou jde o pryskyfice
na béazi styren-divinylbenzenového kopolymeru, na jehoZ
aromatickych jadrech jsou napf. funk&ni skupiny sulfo-
nové u silng kyselych katexti nebo benzyltrimethylamo-
niové u silng bazickych anexi. Pred vlastni chromato-
grafii se vétS§inou funk&ni skupiny iontoménife obsadi
pfisludnym protiiontem, u katexi obvykle Na+, K+, Li+,
Ca’+, Pb?+ nebo Ba?+, u anexdi Cl- nebo HSO;~. V né&-
ktergch pt¥ipadech se pouZivaji i katexy v H* cyklu [5].
V pripad® katexi je nejcast&j$im elu¢nim ¢€inidlem voda,
smés vody a ethanolu nebo vody a acetonitrilu, dédle pak
slabé roztoky kyseliny sirové a u anexli smési voda a
ethanol, bordtovych pufr, popFipadé u specifickych
anexii (firma Dionex) roztokii NaOH [2].

Velka ¢ast publikovanych praci tykajicich se analytiky
sacharid@i, které se provedly v posledni dobé&, vyuZivala
katexd vyrédb&nych firmou Bio-Rad pod znatkou Aminex.
Jde o specidlng vybrany, ¢idtény a tfidény Dowex 50 W.
Firma Bio-Rad vyvinula dva katexy zvlasté. vhodné pro
analyzu cukri, Aminex Carbohydrate HPX-87, vhodny pro
analyzu monosacharidli, disacharidii a trisacharidi a
Aminex Carbohydrate HPX-42 doporufeny pro analyzu
mono- a oligosacharidi. Velkou vyhodou téchto katexi,
na rozdil od sorbentdi s vazanou fazi, je jednoduché volba
eluentu [4]. ProtoZe selektivita pro cukry neni ovlivnéna
rozpoustédlem, naprosto potlatuje eluce deionizovanou
vodou.

Vrdtny [6] d&lil sacharidy na silné kyselych sféric-
kych katexech Ostion LG KS 0802 a Ostion LG KS 0803
uréenych pro analyzu aminokyselin. Redukujici cukry de-
tekoval pomoci hydrazidu p-hydroxybenzoové Kyseliny,
kdyZ pfed tim neredukujici sacharidy invertoval na jed-
nodu$di cukry na kolon& naplnéné silné kyselym Ka-
texem v H+ formé. Tato metoda slouZila jako vychozi
pro na$i prédci pfi stanoveni sacharidii v pivovarskych
meziproduktech a v pivu. SouCasné jsme ovérili moz-
nosti stanoveni sacharidi uvedenych vzorkii na koloné
plnéné Separonem SI Cyg.

MATERIAL A POUZITE METODY

PFi stanoveni sacharidii sladiny, mladiny a piva bylo
pouZito t&chto zafizeni, pfistrojii a materidld.

Membréanové ¢erpadlo

MP 2501 Laboratorni pfistroje, Praha
Membranové Cerpadlo
VCM 300 Vyvojové dilny CSAV

Diferencialni refrakto-

metr RIDK 101 Laboratcrni pristroje, Praha

Dvouliniovy zapisovaé
TZ 4221

Integrator CI 100
Ultratermostat U 7

Laboratorni pfistroje,- Praha
Laboratorni pfistroje, Praha
Priifgerdte Werk, Medingen,
NDR

Déavkovaci ventil Mikrotechna, Praha
Kolona sklenénd s ter-
moplastém 62X 0,8 cm
Kolena ocelova

25X0,6 cm plnénd Sepa-
ronem SI Cyg

Mikrotechna, Praha

Laboratorni pristroje, Praha

Ionexy:
Ostion LG KS 0803
15—20 ym ;
Ostion LG KS 0802 Spolek pro chemickou a
o= hutni vyrobu, Usti nad
12—15 ym
Ostion LG KS 0800 i
7—11 ym
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Obr. 1 Analgza vzorku standardni smési sacharidi na

Ostionu LG KS 0800

Podminky: kolona sklenénd 62X 0,8 cm, eluent —
H,0, pritok — 0,8 ml/min, teplota —
85°C, detekce — refraktometricky
16 X

1. rafinéza, 2. maltéza + sacharéza, 3. glukéza 4. fruktéza

V prvni ¢asti prdce jsme nejprve sledovali kvalitu dé-
leni standardni smési sacharidd (glukéza, fruktéza, sa-
char6za, malt6za a rafin6za) na ionexech Ostion LG KS
0800 a Ostion LG KS 0803 v riiznych iontovych formach.
Oba ionexy jsme prevedli do Ca?+, Ba?+, Sr?+ Ni2+, Pb2+,
L2+ a Ag+ forem a zjistili jsme, Ze nejlepsi déleni vySe uve-
dené standardni smé&si na Ca’t formé& obou ionexi je
pFi teploté 85°C a pritoku 0,8 ml destilované vody za
minutu. V pfipadé pouZiti Ostionu LG KS 0800 se ostreji
rozdéli rafin6za od sachar6zy a maltézy, avSak za cenu
vy38ich protitlakdi. Na obr. 1 je uveden chromatograficky
zdznam ziskany analyzou standardni smési cukr na ko-
lon& 62X0,8 cm naplnéné ionexem Ostion LG KS 0800.
Stejnou standardni smés sacharidfi, kterou jsme pouZili
pFi testovani. Ostionii jsme poté délili na koloné& plnéné
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Tabulka 1. Stanoveni obsahu sacharidi ve standardni
smési (rafinéza — 0,5 g/l, maltéza + sacharé
za — 1,0 g/1, fruktéza — 1,0 g/1)

Cislo stanoveni
S 1123 |4 ]561]6]17 |Dlv
g/l | g/ |g/h gl |ghlgh|gh|gh|%
rafinéza 0,51 (0,51 |0,49 |0,50 (0,50 |0,51 (0,50 [0,50 | 1,6
maltéza +
sacharéza |1,00 (1,00 (0,97 (1,03 |1,01 |1,02 |1,03 1,01 | 2,0
gluko6za 1,00 0,99 {0,98 |1.04 |1,00 1,01 /1,00 (1,00 | 2,0
fruktoza 1,01{1,00{1,00/0,99 /0,99 {0,99 |1,01 {1,00 | 0,9
| |

v je variatni koeficient

Tabulka 2. Analjza sacharidi predku
(17 %) ze zdvodu Smichov

provozni sladiny

Cislo analyzy <k 2 3 4 5 (%]

Sacharid g/l | gh |gh |gh |gh |gh
trisacharidy 18,9 | 18,7 | 18,6 |18,2 |18,6 | 18,6
disacharidy 59,1 | 60,1 (58,1 |58,1 (60,6 |59,2
glukéza 14,1 | 14,2 |14,3 | 14,0 |13,6 [14,0
fruktéza 235 28 2 2221552 35123
sacharidy

celkem 944 {954 |93,1 {925 {951 |94,1
varia¢ni koeficient pro celkové sacharidy v = 1,3 %

Tabulka 3. Analyza sacharidd 10% mladiny pFipravené na
étvrtprovoznim zafrizeni VSCHT

Cislo analyzy 1 2 3 4 5 (%)

Sacharid g/l | g/l |gh |gh |gh|gl
trisacharidy 15,3 (14,5 | 16,1 | 16,5 |14,6 |154
disacharidy 48,7 | 49,8 | 49,7 | 48,3 | 52,8 | 49,8
glukéza 121 {114 (119 (124 (110 (11,8
fruktéza 245 =2 =2 5 122 25T 2.4
sacharidy celkem 78,5 | 77,8 |80,2 | 79,4 [81,1 |79,4
variani koeficient pro celkové sacharidy v = 1,7 %

Tabulka 4. Analgza sacharidi vzorku piva Budvar 12%

Cislo analyzy 1 2 3 4 5 | g/l
Sacharid gl | gl |gh |gh |gh | @
trisacharidy 14,9 | 15,4 | 15,3 |16,1 |15,1 |154
disacharidy 274 Fd ) 281 2.8 29428
glukéza 08,0908} 09| 09| 09
fruktéza 1A O 2 B 8 A0 5 Ry i i A 7 B4
sacharidy celkem ; 2006 12F 11204 °1-21:55120,61.20.7
|
variatni koeficient pro celkové sacharidy v = 2,7 %

Separonem SI Cyg. Obr. 2 znézoriiuje ziskany chromato-
graficky zdznam.

Pro dalsi stanoveni sacharidi ve slading, mlading a
v pivu jsme se rozhodli pouZit ionexu Ostion LG KS 0803.

1
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3 15
—=t [mn]
Obr. 2 Analjza vzorku standardni smési sacharidi na

Separonu SI Cqg

Podminky: kolona ocelovd 25X0,6 cm, eluent —
H,0, pritok 0,8 ml/min, teplota —
25°C, detekce — refraktometricky 8 X

1. monosacharidy, 2. disacharidy, 3. trisacharidy

3

L l |
0- 15 30

— =t [min]

Obr. 3 Analgza vzorku mladiny 12% na Ostionu LG KS
0803
Podminky: viz obr. 1

1. neurcen, 2. trisacharidy, 3. maltéza + sacharéza, 4. glukéza,
5. fruktoza
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Uprava vzorku

Vzorky sladiny, mladiny a piva jsme nejprve upravili
za GCelem odstranéni predeviim bilkovin, jejichZ pfitom-
nost miZe zplsobovat zan&3eni kolon a soudasnou in-
terferenci pFi refraktometrické detekci. V3echny vzorky
se smichaly v poméru 2 :3 s methanolem a ochladily na
—18°C. Po tFech hodinach se co nejrychleji zfiltrovaly
pres filtraéni papir (bila paska) a filtrat se odpafil v ku-
Zelové baiice na vakuové odparce do sucha. Ziskany od-
parek jsme rozpustili v odpovidajicim mnoZstvi destilo-
vané vody, a to tak, aby celkovad koncentrace sacharidi
odpovidala koncentraci standardniho roztoku cukri.
Takto upravené vzorky se davkovaly na kolonu. Vzhle-
dem k tomu, Ze pfi chromatografii na ionexech Ostion
v Ca?+ form& a za pouZiti destilované vody jako elué&ni-
ho €inidla se ned&li malt6za a sacharé6za, byla u sladiny,
mladiny a piva ¢4st vzorkd invertovdna na kolon& na-
plnéné Ostionem LG KS 0802 pfi teplot& 85°C a poté
znovu stanoven obsah sacharidi. Z rozdilu stanoveni
pFed a po inverzi jsme pocetn® zjistili obsah sachar6zy.

VYSLEDKY A DISKUSE

V tabulkdch 1 aZ 4 jsou uvedeny vysledky stanoveni
obsahu sacharidii ve standardni smé&si, slading, mladin&
a pivu, souCasné jsou uvedeny zdznamy chromatogramt
ziskangch pfi téchto analyzdch (obr. 3 a 4). Hodnoty zfs-
kané analyzou vzorkii po provedené inverzi neuvddime,
nebot se nedosdhly uspokojivé vysledky, které by statis-
ticky potvrdily pouZitelnost tohoto postupu.

V ramci experimentdlnich pokusi s délenim vzorkid na
koloné naplnéné Separonem SI C,3 jsme neziskali ani
v jednom piipadé& reprodukovatelné vysledky a je tedy
zfejmé, Ze Separon SI C,3 nelze pouZit za t&chto podmi-
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Obr. 4 Analjza vzorku piva Budvar 12%
LG KS 0803
Podminky: viz obr. 1

1. neuréen, 2. trisacharidy, 3. maltéza + sacharéza, 4. glukéza,
5. fruktoza

na Ostionu

nek k déleni prirodnich materidlt. Je vhodny pouze
k testovéani €istych smési sacharidi nebo miniméln& zne-
CiSténych vzorkl jako jsou napf. hydrolyzaty Skrobu.

Lze tedy konstatovat, Ze chromatografii na ionexech
Ostion LG KS v Ca?* cyklu lze v pomé&rn& kratké dob&
(25 minut) a s chybou mensi neZ 3 % d&lit zdkladni sa-
charidy pivovarskych meziproduktii a piva. Nespornou
vyhodou této metody je moZnost pouZiti izokratické elu-
ce destilovanou vodou a dédle skutetnost, Ze pouZité
ionexy jsou doméciho plivodu, jejich cena je vSak dosud
dosti vysokd. Naroky na instrumentdlni vybaveni u této
metody jsou znatné a nelze tedy predpoklddat jeji vy-
uZitf v b&Zné praxi. Domnivime se v3ak, Ze lze tuto me-
todu dsp&Sné modifikovat a pouZit p¥i fe¥eni n&kterych
Gkoll souvisejicich se zajistovdnim obsahu a zmé&n sa-
charid v rzngch potravina¥skych surovindch a vyrob-
cich.
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Intermediates and in Beer. Kvas. prim. 30, 1984, No. 5,
pp. 98—102.

The article describes the quantitative determination of
saccharides in brewing intermediates and in beer using
high pressure liquid chromatography on Czechoslovak
ion exchanger Ostion LG KS. It has been found that chro-
matography on silicagels with the stationary reverse
phase of C;g cannot be used for the separation of saccha-
rides.



102

KVASNY PRUMYSL
rot. 30/1984 — ¢&islo 5

Ondrousek, S. - Basafova, G. - Loukova, H.: Anwendung
hochwirksamer Fliissigkeitschromatographie bei der
Bestimmung der Saccharide in den Brauerei-Zwischen-
produkten und im Bier. Kvas. pram. 30, 1984, Nr. 5, S.
98—102.

In dem Artikel wird die Moéglichkeit der quantitativen
Bestimmung der Saccharide in Brauerei-Zwischenproduk-

ten und Bier durch hochwirksame Fliissigkeitschromato-
graphie auf den Ionenaustauschern tschechoslowakischer
Herkunft Ostion LG KS beschrieben. Im Rahmen dieser
Forschungsarbeit hat sich weiter erwiesen, daf zur Aui-
trennung der Saccharide dieser Proben die Chromato-
graphie auf Silikagel mit verankerter Reversionsphase
Cys nicht geeignet ist.



