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Jednim z vyznamnych druhfi kvantitativni ana-
iyzy sacharidii jsou metody papirové chromato-
grafie. Vedle stanoveni provadénych pfimo. na
chromatogramech objektivnim nebo subjektivnim
hodnocenim intenzity =zabarveni nebo velikosti
skvrny, vzniklé detekci chromatograficky rozdéle-
nych latek vhodnym é&inidlem [metody ,in situ“),
jsou vé&tSinou presnéjSi metody po eluci. Jejich
uspésné provedeni zavisi v kvantitativni eluci chro-
matograficky rozdélenych sacharidii. PonévadZ se
pro eluci provadi oddélovani pfiénych pruha chro-
matogramu, obsahujicich jednotlivé oddé&lené sa-
charidy bez pfedchozi detekce, toliko podle sou-
hlasné polohy odkrytych skvrn paraleln& chroma-
tografovanych referenc¢nich vzorkii, lze této me-
tody pouZit jen pro takové smési, které lze chro-
matograficky dostatefné& rozdé&lit. Tuto podstatnou
nevyhodu, jinak prfesnych kvantitativnich elunich
metod papirové chromatografie odstrafiuji ta sta-
noveni, ktera jsou zaloZena na eluci barevnych re-
dukénich zplodin, vytvofenych na chromatogramu
reakci redukujicich cukrfi s vhodnym detekénim
¢inidlem. Na principu téchto metod lze pak stano-
viti i takové redukujici sacharidy, jeZ maji blizké
hodnoty Rj.

Z detekénich ¢inidel, pouZitych v tomto sméru,
se osvédCily nékteré tetrazoliové soli, z nichZ do-
znal nejSirSiho pouZiti zejména snadno dostupny
2,3,5-trifenyltetrazoliumchlorid (TTC]). Ve spojeni
s metodami papirové chromatografie bylo tohoto
¢inidla pouZito toliko v pfipadé& stanoveni reduku-
jicich cukrii, zatimco neredukujici cukry byly do-
sud stanoveny vZdy aZ po kyselé nebo enzymatické
hydrolyze eludtu. P¥i tomto postupu se nelisi sta-
noveni neredukujicich cukrii od b&Znych elu¢nich
metod, protoZe neskytd vyhody eluce formazant
z chromatogramu, jak je tomu pfi stanoveni cukrii
redukujicich. :

Z téchto divodi se ndm jevilo dafelné rozsifit
pouZitelnost ptivodni Wallenfelsovy [1,2] chroma-
tografické metody v tpravé Fischera a Dérfela [3]
téZ na stanoveni sacharidii neredukujicich.

Stanoveni téchto latek jsme zaloZili na poznat-
cich Bacona a Edelmana [4], ktefi pro kvalitativni
priikaz nékterych sloZenych sacharidii provadsli

. jejich enzymatickou hydrolyzu pfimo na chroma-

togramech. Aplikaci této techniky na Wallenfel-
sovu formazanovou metodu jsme vypracovali me-
todiku, jeZ umoZiiuje stanovit z jednoho chroma-
togramu sacharozu a rafinézu soudasng vedle ji-
nych sacharidi. Takto lze stanovit téZ melibidzu
vedle rafinézy, coZ je pFi uZiti obvyklycH eluénich
metod pro velmi blizké R, obou téchto cukrii velmi
nesnadné.

Uvedeny analyticky postup jsme prozkouSeli p¥i
stanoveni nékterych sachariddi v modelové smési
a jeho aplikaci jsme prové&fovali pfi stanoveni sa-
charidii ve chmelu a melase.

Cast metodicka
Pouzité cukry pro chromatografii
Glukoza a sacharoza [(Nar. pod. Léciva), fruk-
téza purris., melibiéza purris. [ob& Merck], rafi-
noza [(podle Ritthausena-Merck), byly suSeny ve
vakuu nad P,0s p¥i b. v. etanolu. Vodny srovndvaci

_roztok smési cukrii objemu 1 ml byl prFipraven

rozpuSténim 6 az 6,5 mg glukodzy, 5,5 aZ 6 mg ra-
finozy, melibi6zy, sacharozy a asi 5 mg fruktozy.
Riznéd navaZka glukdézy a fruktézy je podminéna
jejich rozdilnou redukéni mohutnosti viici TTC ¢i-
nidlu [Mattson a Jensen [5]]).

Chromatografie

Srovndvaci roztoky pro zhotoveni kalibraéni
kfivky v mnozstvi 5, 10, 15 a 20 pl byly stfidavé
s vhodnymi objemy cukri analyzovanych vzorku
naneseny na start chromatografického papirn
Whatman 4 ve vzdalenosti 3 cm, v délce nakapé-
vani 1 cm, pfi¢emZ na obou krajich chromatogra-
mu bylo naneseno 10 @l orientacnich analytickych
vzorkli nebo srovnavaciho roztoku referencnich
cukrii.

Papirova chromatografie byla provadéna v b&z-
ném sestupném uspoidddni v pardach vodné faze
soustavy n-butanol-kyselina octovéd-voda (4:1:5].
Pro ustdleni rovnovahy byly papiry syceny v chro-
matografické komofe 24 hodin a poté vyvijeny or-
ganickou fazi uvedené soustavy dvakrat opakované
na doteceni. Obsahuje-li analyzovany vzorek vedle
rafindzy téZ melibidzu, bylo vyvijeno trojndsobng.

Detekéni Sinidla

Pro detekci referencénich cukrii, rozdélenych na
obou krajich chromatogramu, bylo pouZito benzi-
dinového ¢inidla podle Bacona a Edelmana [4]:

0,5 g benzidinu a 10 ml 40% vodného roztoku ky-
seliny trichloroctové se rozpusti v 80 ml etanolu.
Chromatogram se po postfiku susi nékolik minut
pii 110 aZ 120°C.

Pro kvantitativni stanoveni sacharidii bylo po-
uZivano trifenyltetrazoliového ¢inidla podle Fische-
ra a Dérfela [3]:

4% metalonicky roztok TTC byl smichan se stej-
nym objemem norméalniho metanolického roztoku
hydroxydu sodného; ¢€inidlo bylo vZdy pf¥ipraveno
Lezprostfedné& pred detekci.

Uprava chromatogramu

Z obou krajii chromatogramu byly ve sméru pii-
vodniho toku rozpouStédlové soustavy odstFiZeny
pasy s rozdélenou referen¢ni smési, kterda byla de-
tegovdna benzidinovym c¢inidlem.

Podle polohy takto odkrytych skvrn sacharidi
byla nedetegované Cast chromatogramu podstatné
zmenSena sestfiZenim toliko na oblast obsahujici
chromatograficky rozdélené cukry srovnéavacich
roztokli a analyzovanych vzorki.
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Enzymatickd hydrolyza sachardzy a rafindzy na
chromatogramu

SestfiZeny chromatogram byl postfikdn a rovno-
mérné napojen 4% roztokem invertdazy (4 ml in-
vertazového Kkoncentratu — PraZské cokoladovny,
nar. podnik — a 96 ml vody) bud cely, nebo pouze
v ¢asti neredukujicich cukrii, pricemZ oblast obsa-
hujici glukbézu a fruktodzu, uréend podle polohy od-
krytych skvrn na obou odstfiZzenych pdsech byla
chranéna pred postfikem a bylo tak zabranéno se-
bemensimu zbyteénému rozmyvani té€chto monosa-
charidii. Potom byl chromatogram zavéSen v ter-
mostatu, zahfivan 3 hodiny v atmosféfe vodni péary
pfi teploté 50° a posléze voln& usuSen na vzduchu.
Pro dosaZeni atmosféry nasycené vodni parou bylo
pouZito termostatu s vodnim plastém, upraveného
tak, aby na dné byla udrZzovana hladina vody ve
vrstvé asi 2 cm vysoké a jeho vnitfek byl opatien
sklen&nym le3enim a opérnymi tyfemi pro volné
zavéseni vice chromatogramt pomoci kovovych
svorek.

Detekce
Ginidlem

Vzhledem k citlivosti detekéniho ¢&inidla viéEi
svétlu byly vSechny déle popsané tkony provadény
v poloSeru. :

Po provedeni enzymatické hydrolyzy byly chro-
matogramy protaZeny roztokem trifenyltetrazolio-
vého ¢inidla, vysuSeny v proudu vzduchu (asi 10
minut) pf¥i laboratorni teplot&, potom zavéSeny
v termostatu a zahfivany v atmosféfe vodni pary
jednu hodinu p#i 65°C.

Skvrny vytvofenych formazand byly obrysovany
do krouzku priméru asi 3 cm. Pro stanoveni sle-
pého pokusu (blanku), byly podobn& narysovany
krouZky tého# priméru na volnych mistech nari-
7ovéle zbarveného pozadi chromatogramu, a to
v blizkosti skvrn formazan@i kazdého druhu analy-
zovanych cukri.

Takto vyznaCena mista chromatogramu byla vy-
stfizena a jednotlivé eluovdna v Kkalibrovanych
zkumavkach smési metanol-kyselina octova (10: 1].
Pro eluci formazani -vzniklych redukénim pisobe-
nim glukoézy bylo pouZito 5 ml tohoto rozpoustédla.
Pro eluci formazant vzniklych redukénim piisobe-
nim ostatnich cukrt (téZ smési cukri ziskanych
na chromatogramu po enzymatické hydrolyze ne-
redukujicich oligosacharidi), bylo pouZito 10 ml
uvedené elu¢ni smési.

M&¥eni bylo provadéno proti vod& vychylkovou
metodou na Langeho fotokolorimetru, model 1V, za
pouZiti 1 ml kyvet o tloustce vrstvy 1 mm a modro-
zelenych filird BG-7 (maximum propustnosti pfi
vinové délce 480 my).

chromatogramu  trifenyltetrazoliovgm

Priklady praktického pouZiti popsané metody

a) Stanoveni sachardzy a rafindzy vedle glukozy
a fruktézy ve chmelu

Na ohsah volnych sacharidii byly analyzovany
vzorky tfi odriid chmele Zatecké oblasti [sklizef
1860) : Osvaldiv klon 72, Osvaldiv klon 126 a Za-
teckd populace.

Do extrakcénich patron bylo odvaZovédno 1 aZz15g
rozemletého vzorku chmele a volné sacharidy byly

extrahovany v Soxletové extraktoru podle Laidla-
wa a Reida [6] 5 hodin asi 120 ml 80 % etanolu.
Do varné baiiky extraktoru bylo pfFiddno maié
mnoZstvi uhli€itanu véapenatého. Extrakt po za-
husténi na vodni lazni na objem asi 15 ml byl od-
sat pfes rourku naplné&nou asi 4 cm vysokou vrst-
vou polyamidového prasku [Severoceské chemickeé
zavody, n. p. Lovosice, zdvod Rudnik u Vrchlabi}.
Filtracni vrstva byla promyta vodou, filtrdat odpa-
fen na vodni ldzni témé¥ k suchu a rozpuSténim ve
vodé upraven jeho objem na 2 ml. Centrifugovanim
byl zbaven event. suspenze. Z ¢€irého, naZloutle
zbarveného roztoku, bylo pipetovano 20 gl pro
kvantitativni chromatografickou analyzu volnych
sacharidi.

U zminénych odrid chmele byl zjiStén nasledu-
jici obsah volnych cukrii [uvedené vysledky, vzia-
7ené na sudinu stanovenou podle normy CSN-
46 2520, jsou primérnou hodnotou péti stanoveni,
pfi maximéalni chybg * 4 %)

Chmel Gluko6za Fruktéza Sachar6za Rafin6za
klon % Y% % %
72 1,17 1,06 1,23
126 0,91 0,97 1,17 0,17—0,18
Zatecka 1,53 1,43 1,22
populace

b) Stanoveni rafinézy v melase

Do odmé&rné batiky na 10 ml bylo odvaZeno 4 aZ
45 g melasy (Prazské cukrovary n. p., zdvod 02
Cakovice] a rozpusténo ve vodé&. Pro chromatogra-
fii bylo pouZito 10 gzl a ze srovnavaciho roztoku ra-
finézy (5,91 mg v 1 ml) bylo pipetovano 5, 10, 15
a 20 pl. Uvedené objemy byly na chromatografic-
kém papiru Watman 4 stfidavé nakapéany vedle ana-
lyzovanych vzorki. Proti popsanym piedchozim
postuptim byla délka startu pro jednotlivé nakapa-
vané objemy 2 cm. Vyvijeno bylo t¥ikrat opakované
na doteceni v soustavé n-butanol-kyselina octova-
voda (4:1:5). Enzymatickd hydrolyza rafindzy na
chromatogramu, jakoZ i dal3i postup byl proveden
zplisobem popsanym v metodické &asti.

Bylo nalezeno 0,59 % rafin6zy [pof&itdno jako
bezvodd), jako primér sedmi stanoveni (0,57 az
0,61 %) pfi maximalni chyb& * 3,4 %.

Diskuse

Jak zjistil Mattson a Jensen [5] neprobiha reak-
ce mezi redukujicimi cukry a trifenyltetrazoliovym
Cinidlem ve stechiometrickych pomérech. Vici to-
muto ¢inidlu vykazuji riizné cukry nejen riznou
redukéni Gcéinnost, ale tvorba formazanii je téZ
ovlivilovdna Fadou faktoridi, jejichZ rozbor podava-
ve své praci Fischer a Dirfel [3]. Proto nelze zho-
tovit ani pfi pe¢livém dodrZeni optimélnich reaké-
nich podminek v3eobecné& platnou kalibra¢ni kfiv-
ku. Z t&chto divodii je nutno chromatografovat na
kaZdém archu chromatografického papiru vedle
roztokidl analyzovanych téZ roztoky srovndavaci, jeZ
slouZi k zhotoveni kalibra¢ni kfivky platné toliko
pro pfislusny chromatogram. Tuto nevyhodu pod-
statné v3ak vyvaZuji prednosti pfimé detekce chro-
matograficky rozdélenych sacharidd redukujicich
i neredukujicich, které lze na jednom chromato-
gramu soucasné vedle sebe stanovit.

e
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Obr. 1

B — mista pro vystfizeni €dsti chromatogramu pro hodnoty slepého
* pokusu.

1 ml srovnavaciho roztoku obsahoval: glukéza 6,95 mg, fruktdza

5.30 mg, sacharboza 6,46 mg, melibidza 592 mg, rafindza 6,05 mg

Obr. 1 podava obraz takového chromatogramu,

ze Kterého je popsanym zpifisobem stanovena rafi-
néza a sacharo6za, vedle melibiézy, glukézy a fruk-
tozy ve tFech ridznych modelovych vzorcich (Vi
Va, Vi)
' Praktické uplatnéni enzymatické hydrolyzy sa-
char6zy a rafin6zy na chromatogramu je zdavislé
na jejim totdlnim priibéhu. P¥i pouZiti popsané me-
todiky bylo je$t& bezpetné& kvantitativné zhydroly-
zovano 1218 ug sacharozy. Tomu nasvédcéuje li-
nedrni prabé&h kalibra¢ni kfivky, neni-li absorbce
kolorimetricky proméfovanych roztokdi vétsi neZ
40 Y%.

Spolehlivost popisované metodiky byla provéfena
pfi zjidtovdni obsahu sachar6zy ve chmelu. Sacha-
roza byla stanovena vedle postupu ndmi uvddé&ném
téZ podle Nelsona [7]. Rozdily v nalezeném obsa-
hu sacharozy se liSily pfi uZiti obou postupt toliko
v setindch procenta a pFedstavovaly chybu £0 aZ
2.4 %. y

Chmel- Podle Nelsona Uzitim TTC Chyba
klon % % %
72 1,22 1,26 + 16
126 117 1,17 + 0
Zateckéd 1,19 1,25 + 24
populace

KOJIMYECTBEHHOE OIIPEOEJIE-

Uvedené hodnoty obou postupi jsou priimérem 4 aZ
5 stanoveni pfi maximalni chybg £ 4 0.

Dalsi podstatnou vyhodou metodiky pFi uZiti tri-
fenyltetrazoliového ¢inidla lze spatfovat v tom, Ze
neni nutné, jak je tomu v pFipadé metod elu¢nich,
provadét deionizaci analyzovanych roztokd. Ana-
lyzovali jsme jak cukerné roztoky deionizované
podle Malpresse a Morrisona [8] tak i roztoky ne-
deionizované a nezjistili jsme podstatné rozdily
v obsahu n&kterych sacharidii. Proto jsme prova-
d&li dalsi stanoveni téchto latek ve chmelu hez
pfedchoziho odsoleni.

Klon 72 Glukéza Chyba Fruktbéza Chyba Sachardza Chyba
% % % % % %
A B A B A B
1,10 1,21 +43 1,— 1,08 *35 1,22 1,24 *08
A = deionizovany, B = nedeionizovany analyzovany
cukerny roztok. Udané hodnoty jsou primérem
3 aZ 4 stanoveni.

Uvedena chromatografickd metoda, jeZ slouZi pro
stanoveni sacharézy, ma podobny vyznam téZ v pii-
padé rafindzy, nebot umoZiiuje jeji stanoveni vedle
sacharidii, které s ni v fadé& soustav maji tak bliz-
ké hodnoty Rp*), Ze nelze bez pFfedchozi detekce
a bez nebezpe¢i €astetného vymyvani sacharidi
jinych, provést kvantitativni eluci rafinézy z chro-
matogramau. ;

Stanoveni rafinézy ndmi popsanym zpiisobem ne-
rudi pfitomnost melibiézy, jeZ je obsaZena mezi.
volnymi sacharidy chmele, ani kestézy, kterad do-
provazi rafindézu ve chmelu i melase. Po chroma-
tografii modelovych nebo pfirozenych smési t&ch-
to cukrii, 1ze na chromatogramu popsanym zpiiso-
bem enzymaticky hydrolyzovat rafin6zu na meli-
bi6zu a fruktézu, jejichZ smé&s skytd redukci trife-
nyltetrazoliového c¢inidla ¢ervenou skvrnu forma-
zani, kterou lze pohodlné vystfiZenim z chroma-
togramu oddélit a pro kolorimetrické stanoveni
eluovat.

*) Napf. podle Albona a Grosse [%] v soustavé n-propanoi-
etylacetat-voda ({7 :1 :2) :rafindéza R 0,034, kestoza a melezitoza
R 0,058, melibioza 0,055.
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QUANTITATIVE BESTIMMUNG DER QUANTITATIVE DETERMINATION OF

HHE CAXAPO3bl H PA®HHO3LI
B TPHCYTCTBHU MAPYTHX
BOCCTAHABJIMBAONIWMX
CAXAPOB

B cratbe paccMarpHBaeTcsi KodHue-
CTBeHHBI XpoMaTorpadHUYeCKHH aHaJu3
BOCCTAHABNHBAIOUIMXCS H He BOCCTAaHA-
BAMBAIOLIMNXCA €axapoB (caxapossl, pa-
¢unHo3bl). H3oaupoBaHHbie, He BOCCTa-
HaBJIHBAWUHeCd OJHrocaxapHiasl Iod-
Beprauce H3 Oymare (epMeHTATHBHOMY
rHAPOJIH3Y ¢ NOMOUIbI0 S-PPYKTO3HAA3LI
(umseprasn). Popmasamn, obpasyio-
mMecs MoJ BOCCTAHABJIMBAIOUIMM BJHS-
HHeM SH3HMAaTHYECKOro THIPOJH3aTa Ha
2. 3, 5 — TpuGEHHITETPA3OIXIOPHIHEIA
peakTHs TOIBepraloTCs TpH apaause
3/I0MPOBAHHIO, MNOCHe Hero onpezess-
0TCH  KOJOPIMEeTPHYECKHMH MeTO/aMH.

SACHAROSE UND RAFFINOSE NEBEN
EINIGEN REDUZIERENDEN
ZUCKERN

In der Arbeit wird die gquantitative
chromatographische Analyse der re-
duzierenden und nichtreduzierenden
Zuckern [Sacharose, Raffinose) eror-
tert, Die verteilten nichtreduzieren-
den (ﬁigosaccharide wurden auf dem
Papier mit g-Fruktosidase (Invertase)
enzymatisch hydrolysiert. Die Forma-
sane, die durch die Reduktionsein-
wirkung des enzymatischen Hydroly-
sats auf die 2,3,5-Triphenyltetrazo-
liumchlorid-Reagenz entstanden, wur-
den nach der Elution aus dem Chro-
mzatogramm kolorimetrisch bestimmt.

SACCHAROSE AND RAFFINOSE
AND OF SOME REDUCING SUGARS

The article deals with the guatitative
chromatographic analysis of reducing
and non-reducing sugars [saccharose,
raffinose). Divided non-reducing oli-
gosaccharides are exposed on paper
to enzymatic hydrolysis by g-fructo-
sidase (invertase). Formasanes emer-
ging through the reducing effect of
enzymatic hydrolysate upon 2, 3, 5-
triphenyltetrazoliumchloride reagent
undergo elution from the chromato-
graph and are then identified by
means of colorimetric methods.



