196

R. Winkler: Chromatografické zistovanie cukrov...

Kvasny primysl
roé. 2. (1956) &islo 9.

Chromatogratické zisfovanie cukrov
pri pivovarskom varnom procese
ROBERT WINKLER

Katedra techmickej mikrobiolégie a biochemie chemicke]. fakulty Slovenskej wvysokei S8koly technickej a Zapadoslovenské
pivovary, n. p., zivod 1 v Bratisiave

Diplomovii prdcu viedla Dr Anna Kockouvd-Kratochvilovd

Pri pivovarskom varnom procese pokraéuje roz-
klad makromolekularnych latok, zapocaty uZ pri
sladovani, v latky jednoduchsie. NajdolezitejSou
z tychto &tepenych latok je Skrob. Jeho molekula sa
skladd z glukdézovich jednotiek, spajanych v «-1,4
polohe u priamych refazi amylozy a tieZ v «-1,6 po-
lohe u amylopektinu, ked sa mnavizuji postranné
retaze.
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Strukitira amylozy

Strukidra amylopektinu

Poéet glukdzovych zvyskov, Udastnenych na vy-
stavbe amylozy sa rata na 60 — 600. Tomu odpo-
veda molekulovd vaha 10 000 — 100 000. Velkost
molekuly sa odraZa v rdznej viskozite, rozpustnosti,
Stabilite a koloidnej povahe. Jej mnozstvo v Skrobe
byva 10—20 %. Je vo vode rozpustni. Amylopektin
netvori jednoduché retaze, ale vetvené a jeho mole-
kula dosahuje wvelkej vahy 100 000—1 000 000. To
odpoveda 600—6 000 glukdzovym zvysSkom. Amylo-
pektin mazovatie a tvori gel.

Pri sladovani a majmi pri rmutovani prebieha
enzymatické Stepenie Skrobovych molekul. Hlavnym
katalyzatorom tohto Stepného procesu st hydroly-
tické enzymy: «-amyliza ako enzym dextrinotvorny
a S-amyliza ako enzym cukrotvorny. Rozdiel v ich
idinky spoéiva v tom, %e g-amylaza katalyzuje Ste-
penie Skrobovych refazi tak, %e sa oddeluju gluko-
zové zvySky po dvoch, za 18inku z-amylazy po Sies-
tich. Napadanie makromolekuly Skrobu z-amylazou
po Siestich glukézovych zvySkoch sa prelina, takZe
mozu odpadat aj niZSie jednotky (1). Vysledkom
spolotnej &innosti «- a g-amylizy je predovietkym
maltéza a potom niZSie dextriny a oligosacharidy,
ako maltotridza s tromi glukézovymi zvyskami,
maltotetradéza So Styrmi alebo aj izomaltéza.

545.84 : 664.1

Vznikajiica maltoza moZe byf enzymatickou hyd-
rolyzou Stepend v glukézu, aviak viéSinou byva
pivovarskymi kvagsinkami skvasované priamo fosfo-
rylaénym pochodom. Maltotridza, maltotetraoza,
ako aj mizko molekularne dextriny byvaju skvaso-
vané pivovarskymi kvasinkami len nlidzove aZz pri
dokvasovani.

Preto¥e «-amyldza a f-amylidza maji odlidné opti-
mélne podmienky svojho pOsobenia, najmé pri roz-
nych teplotach, vedie sa proces rmutovania ciela-
vedome postupnym zvySovanim tepldot a vydrZiava-
nim pri uréitych stupfioch. Postupné scukrovanie sa
moze sledovat viecobecne stanovenim redukujicich
cukrov v uréitych intervaloch. To vSak nehovori
mnoho o akosti jednotlivych zloZiek, tvorenyeh &ten-
nym procesom z molekuly krobu. V tejto prici sme
ga pokisili o kvalitativne rozliSenie cukrov papiero-
vou chromatografiou a o stanovenie ich mmoZstva
kolorimetrickou metédou s antronom. Stéasne bola
aplikicia tychto metdéd uverejnenad Stéklim (2,3).

Experimentalng é&ast
1. Papierovd chromatografia

Vzorky odoberané pofas rmutovania nebolo treba
upravovat. NaniSali sa na filtraény papier What-
man & 1 ako pozdlZné, 1 em dlhé prizky vo vzdia-
lenosti 3 ecm od seba. NanaSanie tej istej vzorky sa
robilo dvojmo mnoZstvom 0,01—0,015 ml a niekol-
konasobnym opakovanim vidy po dokonalom vysu-
%eni predchadzajiceho priZku. Pred vloZenim pa-
piera do skrine sa jeho spodny okraj zibkovite vy-
strihal, aby rozpustadlo rovnomerne odkvapéivalo.
Ako rozpastadlo bolo pouZité zmesi n-butanol, kyse-
lina octova, voda v pomere 4 : 1 : 5. Ak sa malo do-
cielif dokonalé oddelenie ecukrov, najmi triéz a
tetradz, bolo treba nechat rozptstadlo dihsiu dobu
pretiekat, aZ niekolke dni. Tym bol aj jednoznatne
ur¢eny spdsob zostupnej chromatografie. Vedla vzo-
riek sladiny boli tie¥ nanaSané aj disté cukry, na-
kolko pri mnohon#dsobnom pretickani sa nemohlo
posudzovat podFa obvyklého spdsobu stanovenim Ry

K detekeii boli vyskGSané rézne zmesi, napr. amo-
niakalny roztok dusiénanu strieborného (4), éinidloe
anilin-oxalové (5) a zmes difenylaminu, anilinu a
kyseliny fosforetnej (6,2). Pre nafe pouZitie sa
hodili posledné dve zmesi. Zmes 0,2 m roztoku ani-
linu v alkohole a 0,2 m kyseliny $tavelovej v po-
mere 1 : 1 poskytuje rdzne vyfarbené Skvrny s redu-
kujiicimi aj meredukujlcimi cukrami:

rafindéza — Zzltohmeda
maltdéza — zelenohneda
glukdza - Cervenohneda
xyléza — Gervena
fruktéza — hnedi
sachardza — Zltohneda
arabinbtza — Gervena
ribdza — éervena

Nev{hodou je, Ze intenzita zfarbenia je rozna, je
napr, najvissia u glukdzy, zatial &o maltéza ostava

o A

PRGNS SRR - e P e

R S SN TS T R AR P o



Kvasny priimysl
roé. 2. (1956) ¢&islo 9.

R. Winkler: Chromatografické zisfovanie cukrov...

197

slabo vyfarbena. Toto ¢&inidlo sa dobre hodi, ak sa
maji dokazovat pentozy (obr. 1). Ak sa ma indentifi-
kovat maltdza, maltotriéza a maltotetradze, odporica

mg
mal
sach

gl
fr
ar
xyl

r

Obr. 1 — Uvedeny chromatogram bol striekany anilin-
oxalovgm Cinidlom. NajintenzivnejSie sa javia Skvrny glu-
kbzy. Zachycuje tieZ pentézy v sladine
my — maltotetradza; mz — maltotriéza; mal — maltoza; sach —
sachardza; gl — glukdza; fr — fruktbéza: ar — arbindza; xyl —
xyloza; ri — ribéza; ? — nezndmy neidentifikovany cukor.

sa. pouZitf zmesi: 5 dielov 2 % difenylaminu v eta-

néle, 5 dielov 2 % roztoku anilinu v etandle a 1 diel

85 % kyseliny fosforednej. Poskytuje toto vyfarbo-

vanie:

sachar6za — Zltosiva

fruktoza — Zlta

xyloza — zelena

glukéza — siva

maltéza a vySSie polyméry glukézy —
modrovioletové

Chromatogram po postriekani sa susi pri 80 °C po
dobu 30 minGt lebo pri vy3Sej teplote rychle tmav-
ne, Nevyhodou tejto metody je, %e hotové chroma-
togramy rychle tmavni. Preto je treba vyhotoveny
chromatogram odfotografovat alebo ho uchovavat
rozloZeny v papieroch v tme pod sklenenou doskou.

2. Kolorimetrické stanovenie cukrov antronom

Dvojmo robené chromatogramy boli rozstrihané
na pasky, ktoré sa medzi jednotlivymi Skvrnami
rozstrihali, Vyluhovanie sa previedlo v 10—20 ml
vody v skitmavkach vo vodnom kupeli pri 70°C po
dobu 30 minft.

Cukry boli stanovované antronom, metddou vy-
pracovanou Morrisom (7). Tato metdéda je zaloZena
na principe, Ze vplyvom Dreywoodovho Cinidla do-
chidza k dehydraticii pentéz ma furfuril alebo
hex6z na oxymetylfurfural, ktoré potom s antronom

poskytuji intenzivne zelenti latku. Z vyliZeného roz-

toku sa odpipetovali 4 ml do skftmavky chladenej
vo vode a pridalo sa 8 ml Dreywoodovho ¢inidla:
0,2 g antronu v 100 ml koncentrovanej kyseliny si-
rovej (8). Potom sa skiitmavky ponorili do vriaceho
vodného kiipela na dobu 10 minfit = 15 sek, ako
Sme vysktsali za najvhodnejsie. Skiimavky sa rychle

ochladia na teplotu miestnosti a obsah sa kolori-

metruje. Robi sa aj slepy pokus v 4 ml vody. Sta-
novganie sa prevadza pri éervenom filtri. Vyhodnoco-
Vanie sa robilo kalibraénou krivkou, vopred zostro-
Jenou podPa presne znamych koncentracii glukbzy
od 50 do 2007,

3. Stanovenie obsahu redukujiicich cukrbv

Redukujiice cukry boli stanovené metdédou podla
Schoorla (10).

4. Sledovanie varného procesu

Vo varni zavodu 1. Zapadoslovenskych pivovarov
v Bratislave bol uvedenou metédou analyzovany
dvojrmutovy varny pochod pri vareni svetlej 70,
svetlej 100 a tmavej 100 varky. Mimo to bol tieZ
rmutovaci pochod sledovany tymto spoésobem v la-
boratériu kongresovou metédou, Vzorky sa odobrali
vZdy pri charakteristickej teplote, napr. po vystreni
zapareni, po vyhriati na cukrotvornii teplotu, po
scukreni atd. Odfiltrovalo sa z nich mlato a nanaSali
sa, na chromatografovaci papier.

Vysledky pokusov

1. Sledovanie rmutovacieho procesu pri vyrobe 7
svetlého piva (obr. 2).

Pouzité suroviny: desky slad 3365 kg
farebny slad 15 kg
ryZa 490 kg
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Obr. 2 — Zmeny cukrov pri
vijrobe 7% svetlého piva,
rmutovaci proces

Obr. 3 — Zmeny cukrov pri
virobe 10° svetlého piva,
rrutovaci proces

2. Bledovanie rmuto-
vacieho procesu pri vy-
robe 100 svetlého piva
(obr. 3).
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Pouzité suroviny:

cesky slad 4260 kg 2 X

ryZa 630 kg p :""

Zaparovanie bolo ﬁre— g2

vedené prevarenoul ry- e R
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Obr. 4 — Zmeny culkrov pri % fryktiza

vgrobe 10° tmavého piva,
rmulovaci proces

3. Sledovanie rmufovacieho procesu pri vyrobe
100 tmavého piva (obr. L a 5).

PouZité suroviny: cesky slad 2580 kg
karamelovy slad 1500 kg
farebny slad 120 kg

4. Sledovanie Fkongresovej metédy s ceskgm

sladom (obr. 6 a 7).
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T @ Obr. 7 — Chromatogram kongresovej metody 'J
Obr. 5 — Chromatogram 10¢ tmavej sladiny s Ceskgm sladom
podas rmutovania Obr. 6 — Kongresovd 1 — ¢isté cukry (rafindza, maltéza, sachardza, glu-

1 — {&isté cukry, 2 — uvysterka (14), 3 — zdparka

(14), 4 — prvy rmut vyhriaty na 720C (14), 5 —

prvy rmul scukreny (14), 6 — druhy rmut scukreny
(16), 7 — sladina (11)

5. Sledovanie kongresovej metédy s éeskim, kara-
melovym a farebnym sladom (obr. 8 a 9).

Pouzité suroviny: Sesky slad 61,4 %
karamelovy slad 358 ¢
farebny slad 2,8 %

Sahrn vysledkov

1. Pouzili sme papierovii chromatografiu a kolori-
metricklt metédu antronovi k podrobnému sledova-
niu pivovarského varného procesu. Stockli (2,3)
aplikoval tieto metddy len na hotovh mladinu a vy-
stavované pivo. Tato rychla metdda, pouZitd k sle-

metdda s Ceskym sladom

kéza, xyléza, 2 — po vystreni 15 min — 450C (14), 3 —
po vystreni 30 min — 450C (11), 4 — zvySovanie
teploty — 539C (11), 5 — zvy3ovanie feploty —
620C (12), 6 — vyhriatie rmufu na 70°C (11), 7 —
po 5 min na 709C (11), 8 — po 10 min na 70 °C (11)

perspektivu pre daldiu vyrobu, najmi pre hlavné
kvasenie a dokvasovanie. V analyze hlavného kvase-
nia tymto spdsobom pokraéujeme.

2. V priebehu sktSanych spdsobov vyroby a labo-
ratornej kontroly sa ukazuje, Ze vSetky analyzova-
né cukry: maltéza, glukéza, fruktoza, maltotridza a
maltotetracza pri rmutovani pribiidaji, len sacharéza
ubtida. Podliecha pravdepodobne enzymaticke]j hydro- -
Iyze a len z nepatrnej ¢asti aj chemickej. Ubdda do-
konea i pri kongresovej metdde s ceskym sladom.
kde sa fruktéza chromatograficky nezachytila, Ten- =

dovaniu varného procesu modze ozrejmit akost sypa-

nia, varny technologicky postup a

mbZe predlozit

to tbytok je vSak o vela men3i ako pri kongreso- =
vej metode s prisadou karamelovéhg a farebnéhe =
sladu, kde sa fruktéza dokazuje.

Stockholmska dohoda o rozborech je&mene a sladu

(5. pokradovdni)

V kazdé kadince se Zrot rozmicha
s 200 ml destilované vody teploty 45
aZz 46°C sklendnou ty€inkou, aby se
zabrdnilo tvofeni Zmolkl. Sklenénéa
tyéinka se potom oplachne malym
mnozstvim destilované wvody.

Potom se kadinky ihned wvlozi do
rmutovaci l4zné predem vyhidté na
45°C a michadla se uvedou do cho-
du. Teplota rmutu 45°C se udrZuje
pfesné 30 minut. Po této dobé se tep-
lota rmutovaci lazné zvySuje vidy za
1 minutu o 1° po dobu 25 minut.
V okamziku, kdy teplota rmutu do-
sahne 70°C, pfida se 100 ml destilo-
vané vody 70 °C teplé. Od tohoto oka-
mziku se pocita doba zcukfeni. Tep-
lota 70°C se udrzuje 1 hodinu, nateZ
se rmut ochladi tak, Ze b&hem 10 aZz
15 minut dos@hne teplotu mistnosti.
Michadla se oplachnou, vnéjsi strana
kidinky se osuSi a jeji obsah se do-
vazi destilovanou vodou na 630 g.

Obsah kadinky se dikladn& promi-
cha sklendnou tyfinkou a vSechen ob-
sah se ihned vlije na filtr.

PouZivd se skladaného filtru prid-
méru 30 az 32 cm téchto (nebo rov-

nocennych) vyrobnich znaéek:
Skladany Neskld-

filtr 6. dany

filir &

Schleicher a Schill . 560 597
Eaton-Dikeman . 509 609
JDelta® . . . . . .314% 314
Macherey, Nagel a Co.. 616%4 —
Munktell .. 9100 —

Filtr nesmi presahovat pfes okraj
nfilevky. Prvnich 100 ml =zfiltrované
sladiny se vrati na filtr. Filtrace se
pferusi, jakmile filtratnf vrstva se
zd4 byt suchd nebo pfi pomalu probi-
hajici filtraci za 2 hodiny. Dobfe pro-
michana sladina se ihned plni do pyk-
nometru.

5. Stanoveni specifické vahy sladiny:
Ke stanoveni specifické vahy sladiny
se pouZivi Reischauerovych pykno-
metr(, které maji tyto rozméry:
Obsah pyknometru asi 50 ml

Celkova vyska

pyknometru . 140 az 160 mm
Délka hrdla . 65 aZ 85 mm
Svétlost hrdla . . 25 aZ 4,0 mm
Vzdalenost znatky od

horniho okraje . 25 az 35 mm

Specifickd vaha se stanovi pFi 20°C.
Dokonale vy€iténé pyknometry se
pfed plndnim vyplichnou dvakrat asi
10 ml sladiny.

Pyknometry se naplni sladinou a
vloZi se na pil hodiny do vodni 14zné
s konstantni teplotou 20°Ct 0,05°%, =
pfi femZ ma voda dosahovat nad
znatku na hrdle pyknometru. 3

Po 25 minutdch se odssaje sladin
nad znatkou a po daliich péti min
tich se hladina - nastavi pFesné Ke
znatce. Vndjsi povrch pyknometru se
osui a po pétiminutovém stani se
pyknometr =zvazi. L

6. Vypoditani extraktu ze specifi
ké vdhy: Extrakt se vypotitd ze sp
cifické véhy, k niZ se najde odp
dajici hodnota v tufedni cukerné fa
bulce (Platova tabuika) pfi _’20°
Specifickd vdha se stanovi na pet
setinnych mist, Pepotet na vzduchi
prazdnotu se neprovadi.. Ziskaji-li
pFi dvojim stanoveni hodnoty, kte
se li§1 vice nez o dvé jednotky !
4. desetinném mistg, musi se stan
veni opakovat. Extrakt sladu se ud
v4 jen na jedno desetinné misto. -

Vypotet se provede podle vzo

P (W +800)
B = =105 —P
vodnim sladu a

extrakt v P
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3. Najviaésie zmeny v
koncentracii cukrov na-
stavaji pri vyhrievani
70 zaparovace] teploty
na teplotu cukrotvornii.
Vtedy sa prechadza te-
plotou, pri ktorej sa javi
najvidsie pribudnutie
maltozy, glukoézy a mal-
totribzy.

4, Maltotetradza vzni-
ka az po =zaparovani.
Pri kongresovej metdde
vznikd maltotetradza az
pri stupani teploty nad
60 °C, ¢o je vidiet z obr.
7. Domnievame sa, Ze
maltotridza sa  tvori
uz pri sladovani, pre-
to¥e sa na chromatograme objavuje zakratko po
vystreni, Na chromatogramoch z kongresovej me-
tédy sa objavuju zozZitejiie dextriny hned pod
Skvrnou Startu.

Obr. 8 — Kongresovd me-
toda s ceskym karamelovim
a farebngm sladom

5. Pri sledovani varky 100 tmavej mladiny pribud-
nul na chromatograme novy cukor, obr. 5 zn. ?, ktory
nebol bliziie identifikovany.

6. Pri sledovani kongresovej metédy s ceskym,
karamelovym a farebnym sladom sa objavila frukto-
za, Objavil sa tu tieZ neidentifikovny cukor. Jeho
mnozstvo so stipajicou teplotou kleslo, V porov-
nani s normalnou kongresovou metédou, kde scuk-
renie trvalo 10 mintt, bolo u tohto postupu 25—30

1 Obr. 9 — Chro-
matogram kon-
gresovej metody

raf’ s Ceskim, kara-

melovgm a fa-
rebngm sladom
1 — ¢Cisté cukry,
2 — po vystreni
15 min — 450C
(13), 3 — po vy-
streni 30 min —
.45 0C (11), 4 —
zvydovanie feploty
gl — 62°C (12), 5 —
zoySovanie teploty

— 610C (10), 6 —

vyhriatie rmutu na

700C (14), 7 — po

12 min na 700C

(11), 8 — po 25

min na 70°C (13)

mal

sach

xyl

minat. Tym sa stalo, Ze pribidanie jednotlivych
cukrov nejavi tak strmy priebeh.
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Pocitdme nejlépe podle tohoto pFi-

B %100 3 §. Viiné siodu
Too—w = extrakt v susing sladu,
kde: se jako ..normalni

E = extrakt v plvodnim vzorku
P = extrakt v gramech ve 100 g
sladiny (Plato)

W = vliha sladu v %.

7. Zcuk¥eni

Zeukfeni se zkoudi 10 minut po do-
saZeni teploty 70°C tak, ¥e se kapka
rozmichaného rmutu vyjme na sidro-
vou destitku a pfida se k ri kapka
N/0 jodového roztoku (2,54 g jodu
+ 5 g jodidu draselngho se doplni vo-
dou na 1 litr). Zkoudka se opakuje
VZdy po 5 minutédch a# nastane zcukie-
ni. t. i a¥ kapka rmutu davd s kap-
kou jodového roztoku na sadrové des-
ticce &istd Zlutou skvrnu. -

Doba zeuk¥eni se udava ,,pod 10 mi-
nut®, | 10—15 minut* atd.

Nedosahne-li se zcukfeni po jedné

e, opakuje se zkouSka na zcukfeni

¥ Novém pokusu, pfi kterém se zvysi
teplota na 75¢C. Tento pokus slouzi
bouze ke stanoveni zcukfeni, nikdy ke
Stanoveni extraktu.
spsildfova destitka se zhotovi tak, Ze
© 135 g sadry dikladré rozmicha se

%00 ml vody a vlije do vhodné ploché
Ormy.

Zjiftuje se pfi rmutovani a ozna€i
i, odpovida-li dané-
mu typu sladu. Chybi-li u tmavého
sladu normaélni aromaticka viné.ozna-
& se slad jako ,nearomaticky®. Cizi
viiné se oznatuji tak, jak byly zjiStény.

9. Stékani

Stekdni sladiny se oznatuje jako
normalni, je-li skonfeno za 1 hodinu.
UJ sladl, které stékaji pomalu, se po-
uZivd oznaceni ,,pomalu‘’. Jind oznageni
isou nevhodna.

10. Cirost sladiny

K vyjadfeni &irosti se-pouZivaji tyto
vyrazy: ,,¢ird“, ,,opalisujici“ a ,kalna“.

Zcukfeni, stékani, Cirost a barva se
stanovi vidy 7 n u jemrého mleti.

Rozpustné dusikaté latky

Rozpustné dusikaté latky se stanovi
ve 20 ml laboratorni sladiny podle
Kjeldahla s pfipojenou. destilaci. MiZe
se pouZit bud rychlé metody podle
Lundina-Ellburga  [Wochschr. Brau.,
(1919), 133], nebo se ke slading pfidaji
2—3 m} kyseliny sirové a opatrnd se
odpafi téméf do sucha, p¥i femZ se
musi dévat pozor na pénéni.

Potom se provede vlastri spéleni. .

kladu:
Slad obsahuje:

80,8 % extraktu v susing,
1,70 % dusikatych latek v suSing,
8,48 Y extraktu v laboratorni slading,

714 mg rozpustnych dusikatych latek
;ve 100 ml laboratorni sladiny.

Sladiha s 8,48 % extraktu obsahuje
podle/Platovy tabulky 8,77 g extraktu
ve 1100 ml.

y 2
~Je-li extrakt sladu v suSiné 80,8 %,
je v susiné sladu obsaZero:

0.0714. 808 '_ .
~ 877 = 0,658 %

razpustnych dusikatvch latek, coZ od-
povidd -
0.658 . 100
1.70

rozpustnych dusikatych latek v pom&-
ru k veSkerym dusikatym latkam sladu
(Kolbachovo ¢islo).

= 38,7 %

Stanoveni barvy

Barva se stanovi srovnanim s E. B. C.
stupnici barevnych skel [L.R. Biskop,
T. Just, Brewing, ,(1950), 373].
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