Kvasny primysl

ro¢. I. (1955) &is, 2. Chromatografické sledovdni cukrit p#i lihovém kvadeni 37
Chromatografické sledovani cukra pfi lihovém kvaseni
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Je obecné znamo, Ze kvasinkami Sacharomyces
cerevisiae, rasa lihovarskd a drozd'afska, jsou pFi-
mo zkvasitelné jen monosacharidy o urcdité prosto-
rové konfiguraci jako d-glukosa, d-fruktosa, d-man-
nosa, sloZené sacharidy, sacharosa, maltosa, lak-
tosa, rafinosa a jiné, teprve po hydrolytickém roz-
Stépeni na své slozZky — monosacharidy. Toto Sté-
peni probihé v kyselém prostfedi nebo enzymaticky.

Rychlost §tépeni (inverse) a pribéh odkvasovani
jednotlivyech cukri nam dava nahlédnout do to-
hoto slozitého biochemického procesu a je dilezi-
tym voditkem pro zhodnocceni technologického po-
stupu vyroby lihu.

Rozdélovaci chromatografie na papiru nim dovo-
luje s velkou prFesnosti sledovat priibéh inverse
i odkvaSovani cukrii, coz bylo dfive jinymi meto-
dami obtizné a zdlouhavé.

Surovinou naSich primyslovych lihovari je Fep-
ni melasa surovirenska i rafinérska. Obsahuje
v priméru 50 % sacharosy, do 2 % kolisajici mnoz-
stvi rafinosy vedle invertu, vzniklého inversi sa-
charosy (invert obsahuji hlavné melasy rafinér-
ské) a necukry, jako anorganické soli, organické
latky dusikaté (jako aminokyseliny) i nedusikaté
vedle asi 20 % vody. Disacharid sacharosa mneni
kvasinkami primo zkvaSovan, ale pisobenim kyse-
lého prostifedi a v kvasinkach obsaZeného enzymu
invertazy se Stépi ve své slozky, glukosu a frukto-
su, které jsou kvasinkami lehce asimilovany. Dalsi
cukr v melase obsaZeny, rafinosa, je trisacharidem
slozenym z fruktosy, glukosy a galaktosy. P¥i liho-
varském kvaSeni nastava Stépeni pouze do prvého
stupné, to jest odsStépuje se jedna molekula fruk-
tosy a resultuje disacharid sloZeny z jedné mole-
kuly glukosy a jedné galaktosy, melibiosa. Meli-
biosa tvofi v prokvaSené lihovarské zapafe t. zv.
zbytkovy cukr, nebof neni kvasinkami asimilova-
telnd a k jeji hydrolyse nedochézi, jelikoz pro tento
pochod potfebny enzym, melibidzu, produkuji pou-
ze kvasinky spodniho kvaSeni, jako na priklad pi-
vovarské.

Metodika

PFi praci bylo pouZito sestupné rozd&lovaci chro-
matografie na papiru. Dfev8na chromatograficka
skfinka se zasklenou é&elni a zadni stdnou byla peé-
livé vyparafinovdna a hermeticky utésnéna gumou.
V ni zavéSena vani¢ka byla porcelanova. Nejlepsich
vysledkli bylo dosaZeno na anglickém papiru
»Whatman & 1“ Odebrané vzorky po filtraci byly
nanaSeny kapilarni pipetou v mmnozstvi 0,01 ml na
papir v kapkéch o priiméru do 0,5 cm vzdalenych
2,5 em od sebe a sufeny pod infraéervenou lampou.

nec pouzita jako nejlépe rozdélujici sthés n-butano-
lu + ledové kyseliny octové + vody (4 : 1 : 5). Smés
Po peclivém protfepani rozdélena v délici nélevce
a spodni vrstva v misce na dn& chromatografické
skfinky slouZila k nasyceni atmosféry, vrchni vrst-

Z nékolika zkouSenych rozpouétéd%: byla nako-

va pouzita do vaniéky k déleni cukri. Doba piiso-
beni rozpustidla se pohybovala od 48 do 72 hodin
pfi teploté mistnosti asi 20 °C. Po vyjmuti ze skiin-
ky byl zavéSeny papir usuSen infradervenymi lam-
pami. K detekei bylo pouZito smési 0,2 molarni ky-
seliny stavelové a 0,2 mol. roztoku anilinu v ethyl-
alkoholu v poméru 1 : 1. Detekéni ¢inidlo bylo na-
stfikAno na usuSeny papir sklenénym rozpraSova-
¢em za pouziti stlaéeného vzduchu a chromatogram
vyvolan v suSarné pii 100°C. Testovani cistymi
cukry bylo provedeno v jedné kapce, nebot pofadi
skvrn jednotlivych cukri bylo vySetfeno samostat-
nymi chromatogramy (Chromatogram 1). Skvrna
fruktosy je nejblize ¢elu rozpoustédla, nad ni glu-
kosa, sacharosa, melibiosa a nejvySe rafinosa.
V chromatogramech neni testovdna melibiosa, ne-
bot malé mnozZstvi, které bylo k disposici, stacilo
na pfipravné prace a chromatogramy standardnich
cukrii. Pro vlastni prici nebylo moZno melibiosu
opatfit. Jak bylo vySe uvedeno, skvrna melibiosy
lezi pod rafinosou v tésné jeji blizkosti.

1.
finosa, 3 sacharosa,

Chromatog

Cisté cukry: 1 melibiosa, 2
4 glukosa, 5 fruktosa.

Sledovani bylo provedepo v kampani 1953—54
ve tfech naSich primyslovych lihovarech, z nichz
lihovar oznaéeny A pracuje klasickym zplisobem
Jacqueminovym a lihovary oznaené B a C zpiiso-
bem podle patentu Boipnotova. Tyto dva zplusoby se
lisi v zésadé tim, Ze pri zplisobu Jacqueminové po-
mnoZuji se kvasinky/pro kazdou kad (zakvasovym
zpusobem v propaggc¢ni stanici), kdezto pfi kvaSeni
podle Boinota se krvasinky z prokvasSené zapary od-
separuji a znovu pouZiji po kyselé preparacni 1azni.
Jednotlivé kadé pyly sledovany od pFidani posled-
niho pfitoku sladké zapary (zfedéné melasy) do
zacatku separage kvasnic, pFfipadné do odtaZeni za-
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pary k destilaci. V lihovaru A byly vzorky ode-
brany vidy jednordzové z nékolika kadi v riizném
stadiu dokvéaseni.
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Chromatogram 2.
1. sladkd zdpara, 2. kdd 2 hodiny po doplnéni, 3.

kdd 6 hodin po doplnéni, j. kdd 12 hodin po doplnéni,
5. kdd 18 hodin po doplnéni, 6. standardni cukry.
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Vysledky sledovani kvasSeni
Lihovar A (chromatogram 2).

Sladk4d zApara neobsahovala invertu, ale vedle
sacharosy rafinosu a melibiosu. Vzorek 2, vzaty
z kadé dvé hodiny po jejim doplnéni, ukazuje té-
méF dokonéenou inversi sacharosy, zfetelné se jevi
skvrna rafinosy a melibiosy vedle obou komponent
sacharosy, glukosy a fruktosy. Vzorek 3 byl vzat
6 hodin po doplnéni kddé a neobsahoval jiz gluko-
su, kterd byla jiZ kvasinkami asimilovana., Skvrna
fruktosy je jasn& patrna. Vzorek 4 (12 hodin po
doplnéni) neukazuje jiz ani fruktosu, ale zbytkovou
melibiosu vedle stopové rafinosy. Vzorek 5 z kadé
18 hodin po doplnéni se neliSi od vzorku kadé pfed-

chazejici.

1. kad 1 hodinu po dopinégi, 2. kdd 3 hodiny po do-
plnéni, S. kdd 6 hodm po doglnéni, ;. kad 9 hodin po
doplnéni, 5. kdd 12 hodin po dyplnéni, 6. vzorek po pFi-
ddni sladké zapary, 7. kad' 1 Rpdinu po piiddni sladké
zdapary, 8. kdd 2 hodiny po piNddini sladké zdpary, 9.
standardni cukry.

Lihovar B (chromalogram 3).

Ve vzorku odebraném jednu hpdinu po doplnéni
kadé se jevi jest& zfeteln& skvrna sacharosy. Glu-
kosa a fruktosa jsou v priblizné stejné koncentra-
ci, kteryZto pomér se drzi az do dkonéeni inverse
sacharosy. Ve vzorku, odebraném § hodin po do-
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plnéni kad, tbytek glukosy je nepomérné vétSi ne3
fruktosy. Po dalSich tFech hodinach je glukosa kva-
sinkami apln& protravena. Zbytek fruktosy vymizel
b&hem dalSich t¥i hodin, kdy byl vzat dalsi vzorek
(12 hodin po doplnéni). Zbytkovy cukr je pfevaZné
melibiosa vedle stopové rafinosy.

Kad, dokvaSujiei 12 hodin, nemohla byt separo-
vana pro nadbytek odseparované zapary ve shérné
kadi a proto udrzuji v tomto zavodé pridavkem 5 hl
sladké zapary do zralé kadé o obsahu 530 hl kva-
sinky v dobrém fysiologickém stavu a zabrafuji je-
jich usazovini na dné& kadé. P&t minut po pridani
sladké zapary odebrany vzorek vykazoval podle
chromatogramu jiz asi 50 % inversi sacharosy. Ve
vzorku odebraném jednu hodinu po pfitoku tohoto
pFidavku byl jiz jen zbytek fruktosy a za dalii ho-
dinu byl pfidavek prokvasSen.
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Chromatogram 4.

1. kdd ihmed po doplnéni, 2. kdd 2 hodiny po doplné-
ni, 3. kdd 4 hodiny po doplnéni, 4. kdd 6 hodn po do-
plnéni, 5. kdd 8 hodin do doplnéwi, 6. kid 10 hodin
po doplnéni, 7. kdd 12 hodin po doplnéni, 8. kdd 14
hodin po doplnéni, 9. kdd 16 hodin po doplnéni, 10.
standardni cukry.

Lihovar C (chromatogram 4).

Prvni vzorek odebrany ihned po doplnéni kadé
vykazoval skvrny vSech kvaSeni zGéastnénych cuk-
ri. Inverse prob&hla do dvou hodin po doplnéni
kadé&, nebof vzorek odebrany po této dobé neobsa-
hoval sacharosu. V dalsim prib&hu sledovani uby-
vala glukosa rychleji nez fruktosa, takZe ve vzorku
odebraném 8 hodin po doplnéni kadé glukosa vy-
mizela. Dvanéct hodin po dopln&ni vymizela i fruk-
tosa. Dalsi vzorky odebrané 14 a 16 hodin po do-
pln&ni nevykazovaly zmény. V chromatogramu je
patrné ubyvéni rafinosy za vzniku melibiosy.

Ve vzorku z této sledované kadé, odebraném 16
hodin po jejim dopln&ni, prakticky vymizela rafino-
sa. Jak v3ak ukézaly jiné chromatogramy, zhoto-
vené v tomto zévod®, vymizeni rafinosy delSim sta-
nim kadé (i pfes 20 hod.) nebylo moZno vidy kon-
statovat. Proti tomu, co chromatogramy kadi sle-
dovanych v lihovaru B dokazovaly dokonalé pro-
kvaSeni 12 hodin po dopln&ni, chromatogramy né-
kterych kadi v zivodé C stabilné ukazovaly pfitom-
nost fruktosy jest& 16 hodin po jejich doplnéni.

Zavér

Z tohoto predb&Zného zjistEni vyplyva, ze pribéh
zkvaSovani a inverse cukrii zavisi podstatné na fy-
siologickém stavu kvasinek, at jiz pfipravenych zé-
kvasem nebo separaci spojenou s kyselou prepa-
radéni lazni, a na dodrZovani technologického po-
stupu. Zavislost pouZivané rasy na rychlost kva-
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Seni, inversi a s hlediska t. zv. zbytkového cukru
je predmétem dalSiho podrobnéjsiho zjisfovani,

Sledovani, provedené v lihovaru A, dokazuje, Ze
pfi dodrZovani technologického postupu v kvasirnd
(vyvedeni zdkvasu, plnéni kadi, dodrZovéni teplo-
ty) je zapara po dvanacti hodinich dokvaSovani
zrala a maZe byt separovidna nebo destiloviana. Po-
névadz lihovar A, jak jiz bylo uvedeno, pracuje po-
dle Jacquemina a odseparované kvasnice (jestliZe
se vibec separuji) se nepouzivaji zpét na kvaseni,
ale susi na krmné drozdi, delsi stani kadé&, majici
za nésledek zhorSeni fysiologického stavu kvasinek
a jejich usazovani neni s hlediska technologického
postupu tolik na zavadu jako pfi zpusobu podle
Boinota. OvS8em nutno vzit v Gvahu, Ze dal3i stani
kadé umoZiiuje rozmnoZovani infekce a s ni zhor-
Seni jakosti lihu i sniZeni vytéZnosti.

V zavodech B a C, které pracuji zplisobem podle
Boinota, je zvlasté dulezité udrzet kvasinky v dob-
rém fysiologickém stavu a zabranit jejich usazo-
vani na dné kadé. Proto udrZovani kéddé v kvasSeni
pfidavkem sladké zapary v zavodé B po dvanéicti-
hodinovém dokvaSovani je sprivnym postupem.
Zjisténi v lihovaru C bylo provedeno ke konci kam-
pané, a to je pfiznaéné, Ze anomilni prib&h kvaSeni

se'opakoval vZdy u téZze kadé. BohuZel nebylo v tom-
to zadvodé moZno zkusit aplikovat v lihovaru B pro-
vadény pridavek do prokvasené kidé, ale podle shod-
ného pribéhu hlavniho kvaSeni se da pfedpokladat,
Ze i v zavodé C u dobfe jdoucich kadi dvouhodinové
dokvéaseni pfidavku by bylo dostaéujici. Del8im sta-
nim kadé& zhorSeny fysiologicky stav kvasinek a je-
jich usazovani se projevuje stile se stupfiujicim
zpomalovanim kvaSeni a samozfejmé i zde je za-
vazny mozny vzrist infekce. U separatori pak re-
sultuje kvasniéné mléko o nizké hustotd. Stoupa
spotfeba kyseliny sirové do preparaéni lazné a kva-
Seni nasledkem toho probiha pfi abnormélni kyse-
losti prostfedi.

Provedené predbé&Zné sledovani rychlosti inverse
a odkvaSovani cukril pFi lihovém kvaSeni potvrzuje
spravnost stile opakovaného poZadavku dodrZovat
technologicky postup v naSich lihovarech.
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