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Chromatograficka technika je dileZitd pro separaci,
izolaci a identifikaci komplexnich substrédtd, jeZ obsa-
huji riizné sloZky ovliviiujici senzorické vlastnosii napu-
ji nebo potravinafskych vyrobkii. Rychly vyvo] uvedene
techniky umozZnil zlepsit t€innost Klasické chromato-
grafie, a tim poskytl Siroké uplatnéni chromatografie
i v dalsich oborech. K novym technikd&m patfi vysoko-
tlakd kapalinovd chromatografie. Cldnek pojednava
o aplikaci vysckotlaké chromatografie k analyze nekte-
rych slougenin, jeZ se obtiZn& stanovi napf. plynovou
chromatografii, nebo nejsou viibec stanovitelné uvede-
nou technikou.

Predpokladanym poZadavkem uplatnéni kapalinové
chromatografie je rozpustnost analyzované latky v mo-
bilni fazi. Zatimco u plynové chromatografie nemd tvar
kolony vliv na délici uéinnost, vyZaduje se u kapalinové
chromatografie zachovani pfimych rovnych kolon. K za-
jisténi priitoku mobilni faze kolonou se musi pouZivat
¢erpadla, protoZe jemnd zrnitost ndplné [Fadové desitky
a7 jednotky mikrometrii) zplsobuje znatny odpor, ktery
dosahu'je hodnot n&kdy vy38ich neZ 20 MPa. Linearni
pritokovéd rychlost byvéa okolo 1 cm.s—1

Hlavni &adsti vysokotlaké kapalinové chromatografie
jsou vysokotlakd Gerpadla, kolona a detektor. BéZné se
pouZivd dvou typd Cerpadel, a to mechanickych nebo
pneumatickych. Mechanickd €erpadla, u nichZi se tok
mobilni faze ovldda pistem, umoZiiuji dodavat trvale
konstantni objem mobilni fdze bez ohledu na smalé od-
chylky poklesu tlaku v systému. Nevyhodou téchto Cer-
padel je Cdstetné pulsujici tok, jenZ maZe zplsobovat
periodicky Sum. Pneumatickd Cerpadla dopravuji mobilni
fdzi tlakem na stlafitelny kontejner, ve kterem je obsa-
Zena. Priitok je zcela bezpulsni a relativné konstatni.
Tato Cerpadla maji vSak omezeny objem mobilni faze,
a musi se proto €asto dopliiovat. V systému nesméji vzni-

kat tlakové ztrdaty, aby se zachovala konstantni rychlost
pritoku.

Vnitfni primér analytickfch kolon byva 2 aZ 5 mm,
délka se pohybuje od 250 do 1000 mm. Povrch uvnitf
kolon musi byt doknale hladky, aby se dosahlo vysokého
stupné homogenity naplné, nebot ffinnost kolony tzce
souvisi s uvedenym poZadavkem. PFi vysokotlaké chro- .
matografii se vyZaduje vysokd mechanickd odolnost na-
plné, protoZe vysokym tlakem se znafné zvy3uje Glinek
viskézniho pilisobeni mobilni fdze. U nosicli smocenych
stacionarni fazi mfiZe se snadno tato faze vymyvat vli-
vem viskozniho plisobeni, a proto k zamezeni tohoto ne-
Zadouciho dkazu jsou staciondarni kapaliny chemicky va-
ZAany na nosic.

Na rozdil od plynové chromatografie nejsou u vysoko-
tlaké chromatografie vyznamné rozdily mezi mobilni fdzi
a vzorkem, a proto se musi pii detekci eliminovat vliv
rozpoustédla, nebo vyuZit k detekci néjaké fyzikalni
vlastnosti analyzovaného vzorku, popfipadé zmény cel-
kové fyzikalni vlastnosti mobilni fdze. Nejfast&ji se po-
uZivaji detektory selektivni nebo univerzdlni. Nejb&Znéj-
S$im selektivnim detektorem je detektor pro UV-absorpci.
Tento detektor je nezavisly na zméndch priitoku a tep-
loty. Detegovat se mohou nanogramovd mnoZstvi u vzor-
ki se stifedni absorptivitou [254 nm]). Detektory s kon-
tinudlng ménitelnou vinovou délkou( 200 aZ 800 nm) jsou
citlivéjsi, protoZe lze méfit v oblasti odpovidajici ab-
sorpénimu maximu.

Mezi univerzdlni detektory se zaTazuje napf. diferen-
cialni refraktometr. Mad men3i citlivost [mikrogramovéa
mnoZstvi) a pfl analyze se musi udrZovat konstantni
teplota a priitok. DileZité je, aby analyticky i referenéni
proud kapaliny mély stejnou teplotu. Z tohoto diivodu
se zafazuje k detektoru dobfe kontrolovatelné tempero-
vaci zafizeni k udrZeni poZadované teploty v rozsahu
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Kolona 250 mm X 4,6 mm, vnitf. & 456
mm
NH4H2PO{ [C NH‘;HzPOg = 0,03

mol/1] pH = 3,0

Mobilni faze

Priitok 3 ml.min-1
Tlak 11 MPa
Detektor UV, 254 nm
Nastiik 25 ul

Posun papiru 10 mm . min—1

Na obrdzku 3 a 4 jsou chromatografické zdznamy Cis-
tych nukleotidii a nukleotiddi izolovanych z piva. Urfeni
purinovych a pyrimidinov§ch bdzi a nukleosidd vyZaduje
déleni na kolondch s ainnosti iontomé&nitd.

3. Sacharidy

Hlavni €4st extraktu mladiny tvofi sacharidy. Obsah
sacharidfi kolisd podle druhu vyrab&né mladiny, pouZité
surogace a technologie rmutovani. Krom#& maltosy, jez
tvofi asi tii Gétvrtiny z celkového mnoZstvi sacharidi,
jsou v mladin® pfitomny je§td glukosa, fruktosa, sacha-
rosa, isomaltosa, maltotriosa, maltotetracsa a dalsi glu-
kosové oligosacharidy a pentosy. Se zfetelem na dile-
#itost sacharidi pro kvasny proces je vénovana meto-
dédm jejich stanoveni zna¢na pozornost. Pfehlednou préci
o stanoveni cukrl v mlading uvefejnily BasaFovd a Cer-
nd [21]. 1 kdyZ nové metody umoZiiuji ziskat pFesngjsi
hodnoty zkvasitelnych i celkov§ch cukrd, neposkytuji
informace o kvantitativnim zastoupeni jednotlivych cuk-
rit v mlading.

Chromatografické metody podstatné zlepSily podrob-
ndjsi sledovdani zm&n koncentrace cukrii, napf. pfi kvas-
nych procesech. Aplikace plynové chromatografie vyZa-
duje derivatizaci zkouSeného vzorku. Kromé& stanoveni
hexos jsou popsdny také postupy k urfeni pentos a deo-
xyhexos [22, 23, 24]. Daldi dsp&Snou metodou je chro-
matografie na tenké vrstvé, kterd je pomérné rychld a
umoZiiuje urit obsah jednotlivgch zkvasitelnjch cukri
v slading, mlading nebo v pivu [25, 26]. V posledni dobé
byly vypracovany metody déleni cukrii kapalinovou
chromatografif [27, 28, 29, 30, 31]. Pfehled déleni cukri
na iontomé&nidich uvefejnili Jandera a Churdéek [32].

3.1 Chromatografické déleni

Pred vlastnim d&lenim je vfhodné odstranit n&které
balastni ldtky, napf. bilkoviny. S ohledem na nizZsi citli-
vost diferencidlniho refraktometru, kterého se pouZivd
k detekci, je vhodné soufasng zkoncentrovat obsah cuk-
ri. K 5 ml vzorku v 50ml kuZelové bafice se pFidd 20 ml
methanolu a roztok se diikladné protfepd. Potom se
obsah prefiltruje pfes filtr (bild pdska) a promyje 5 ml
80% methanolu. Filtrat se odpafi ve vakuu do sucha a
vyparek se rozpusti v 1 ml eluéniho roztoku. Takto upra-
veny vzorek se pouZije k néstriku.

Podminky pfi chromatografii:
Staciondrni iaze LiChrosorb NHg, zrnéni 10 mm

Kolona 250 mm X 4,6 mm, vnitt. & 0,46
mm

Mobilni faze acetonitril + voda (70 + 30
obj.)

Priitok 2ml.min—1

Tlak 7 MPa

Detektor RI (diferencialni refraktometr]

Nastfik 5 gl pro mladinu, 50 gl pro pivo

Posun papiru 10 mm . min—1

Na obrdzku 5 a 6 jsou zdznamy d&leni modelové smé-
si cukrii sladiny.

4, Zavér

Vysokotlakd kapalinovd chromatografie umoZiuje Si-
roké -uplatnéni v celé oblasti biochemie, chemie a po-

travindfstvi. V§voj této chromatografické techniky neni
ukonéen, nebot sméfuje predeviim ke zvySeni permeabi-
lity kolon, kterd je v soutasné dob& s ohledem na malé
praméry €astic naplng a na vysokou viskozitu mobilni
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Obr. 5. Smés gistijch cukri
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Obr. 6. Zkvasitelné cukry v mladiné
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faze velmi nizka. Také rozvoj deteKtorii s vySSi citlivos-

ti rozsifi okruh pouZitelnosti kapalinové chromatografie.
Zatim se ovéfila moZnost stanovenl tii dileZitych sku-
pin latek, které maji z hlediska kvasného procesu a sen-
zorickych vlastnosti piv velky vyznam. Hlavni vyhodou
kapalinové chromatografie, napf¥. pfl stanoveni karbony-
lovych latek, je primé déleni izolovanych hydrazong,
takZe odpada regenerace na pavodni latky jako u ply-
nové chromatografie. Také stanoveni nukleotidi, jejichZ
koncentrace se pii dokvaSovédni v pivé zvySuje a stano-
veni zkvasitelnych cukrii je pomérné jednoduché. Ziska-
né vysledky ukdazaly, Ze kapalinovou chromatografii lze
vyuZit pro stanoveni nékterych dilleZitych sloZek extrak-
tu piva a mladiny. Mimo to se miiZe kapalinovad chroma-
tografie aplikovat pfi analyze trislovin, hofkych latek a
organickych kyselin.
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Sedovd, H. - Kahler, M. - Voborsky, J.: Vyunziti vysoko-
tlaké chromatografie k stanoveni nékterych sloiek ex-
trakiu piva. Kvas. pram. 28, 1932, &. 9, s. 193—197

V €ldnku je popsan struény princip vysokotlaké ka-

palinové chromatografie a nékteré metody stanoveni
karbonylovych latek, nukleotidd a sacharidi v pivé. Vy-
hodou vysokotlaké kapalinové chromatografie je moz-
nost rozliSeni latek i s nepatrnymi rozdily ve struktufe.
Kromé& uvedenych postupi lze analyzovat kapalinovou
chromatografii jest& tiisloviny, hofké latky, organické
kyseliny a dalsi sloZky piva.

Hleposa, E., Kanep, M., Bo6opckn, H:. Hcnoaszopaune
XpoMaTorpauu C BLICOKHM [aBJeHHeM 1Ja oOnpeneieHus
HEKOTOPbIX COCTABHRIX 4YacTelf SKCTPakTa nHBa, Kaac.
npym. 28, 1982, Ne 9, crp. 193—197.

B cratbe omicaH KpaTKHi NPHHUMI JKHAKOCTHON Xpo-
Marorpaduu ¢ BLICOKAM JABJEHHEM H HEKOTOPBlE METOILl
YCTAHOBJACHHS KapGOHHJBHEIX BELECTB, HYKJEOTHIOB H ca-
XapHA0B B nHse. Burogofi KHAKOCTHOH Xpomartorpacus
C BhICOKHM JaBJeHHEM SB/IAETCH BO3MOMKHOCTH Pas/HuHTh
BELLECTBA ¢ HHUYTOMKHLIMH OTJAHYHAMH CTPYKTYpH, Kpome
[pPHBEASHHBIX CNOCOGOB IIPH NOMOLLHM MKHAKOCTHOH XpoMa-
TOrpagHu MOXKHO aHaJH3UDOBATh TAHHH[LL, TOPbKHE Be-

LHIeCTB4, OpPraHMYeCKHe KHCJIOTHI H APY¥rie KOMIIOHEHTH
MHB4d.

Sedova, A. - Kahler, M. - Voborsk§, J.: Application of
High-Pressure Chromatography to the Estimatlion of
Some Compounds of Beer Extract. Kvas. prim. 28, 1982,
No. 9, p. 193—197

A brief principle of high-pressure liquid chromato-
graphy (HPLC) and some methods for an estimation of
carbonyl compounds, nucleotides and saccharides in
beer are described. An advantage of the HPLC is in the
ability of the distinction between compounds with a slight
difference in the structure. In addition to these proce-
dures, the HPLC can be also used to the detection of
tannins, bitter substances, organic acids and other com-
pounds of beer.

Sedova, H. - Kahler, M. - Voborsky, .: Anwendung der
Hochdruck-Chromatographie zur Bestimmung einiger
Bestandteile des Bierexirakis. Kvas. prim. 28, 1982, Nr.
9, 5. 193—197

In dem Artikel wird das Prinzip der Hochdruck-Fliis-
sigkeits-Chromatographie zusammenfassend erkldrt und
einige Methoden zur Bestimmung der Karbonylstoffe, Nuk-
leotide und Saccharide im Bier beschrieben. Der wichti-
ge Vorteil der Hochdruckchromatographie besteht in der
Moglichkeit der Unterscheidung von Substanzen, die nur
sehr geringe Unterschiede in der Struktur aufweisen.
Neben den angefiihrten Methoden kinnen mittels der
Flissigkeitschromatographie auch Gerbstoffe, Bitter-
stoffe, organische Sduren und weitere Bierbestandteile
erfaBt werden.

Posudenie kyseliny vinnej v ovocnjch stavach a
vinach

Autori popisuji jednoducht metédu stanovenia nizkych
koncentracii kyseliny vinnej plynovou chromatografiou
[(=0,3 g.1-1) v ovocngech ¥tavdch a vinach. Organické
kyseliny sa zo vzoriek napred izoluji pomocou vymiefia-
ta ionov (anexu) a stanovujd po silyldcii.

V autentickjch ovocn§ch Stdvdach [napr. malinovej, ja-
hodovej, €ereSiiovej, vidiiovej, jablkovej, ribezlovej atp.)

2

nemozno kyselinu vinnu prakticky dokdzat [(obsah
< 0,02 g.1-'). Len v marhulovej $fave dokéazali = 0,05¢g.
.1-! kyseliny vinnej. Dokaz kyseliny vinnej v tjychto
ovocnfych nealkoholick§ch a alkoholickych napojoch tre-
ba povaZovat za vyznamn§ ukazovatel moZnosti primesi
produktov hrozna. Podrobny popis metddy sa uvadza.

BANDION, F. - VALENTA M.: Zur Beurteilung von Weinsiure in

Fruchisidlten und Fruchtweinen. Mitt. Klosterneuburg 31, 1981, &. 5,
5. 200—203.
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