Stanoveni poméru redukujici |
oligosacharidy/monosacharidy ve sladiné

Ing. MIROSLAV CERVINKA, HSS BraniSovice

Biochemie a biofyzika rozvinuly pro svou potfe-
bu Fadu technik, kterych se usp&Sné pouZiva pfi
feSeni otazky osudu vysokomolekuldrnich latek
je€mene pfi sladovédni a rmutovani. Je samozfejmé,
Ze témto technikdm zlstane vyhrazeno v zdkladnim
vyzkumu prvni misto, pokud se nevyskytnou meto-
dy dokonalejsi.

Pro Slechtitele jarnich je¢mend maji tyto vysled-
ky mimofadny vyznam, i kdyZ k jejich plnému po-
chopeni a vyuZiti bude tFeba nahradit nyné&jsi sys-
tém préace, spocivajici pFfevdZné na intuici a intimni
znalosti materidld, systémem zaloZenym na hlubo-
kych znalostech genetiky, biochemie a biofyziky.

Témito technikami nelze ovSem hodnotit vSechna
novos$lechténi, nebot jsou Casové ndrocné a casto
pristrojové nedostupné. Proto je nutno spokojit se
alespoii s hrubym obrazem, tak jak jej napf. pro
bilkoviny vyjadfuje mnoZstvi rozpustného dusiku a
z ného vypoctené Kolbachovo ¢islo. Pro obraz a
hladinu sacharidi ve sladin& neexistuje podobné
provozn& analytickd metodika, nepocitd-li se pro-
blematické stanoveni stupné prokvaseni. Z toho di-
vodu vznikla tato préace, kterd ve spojeni s pfed-
chozi [6], je pokusem vyplnit tuto mezeru.

Obraz a hladina sacharidi ve sladin& jsou pfed-
mé&tem obsdhlého vyzkumu za pouZiti nejriznéjsich
metodik. NejpouZivanéjsi jsou prozatim metody za-
loZené na rozdélovaci [1, 2, 11, 12, 16, 17, 19, 20,
24, 25, 286, 27, 29, 30, 32, 33, 35, 36, 40] a adsorpéni
{23, 41] rovnovéaze, popiipadé na jejich kombinaci
[31, 37] v Kklasickém provedeni. MoZné aplikace
elektroforézy uvadi Gastiani [4] a Stocker [38, 39].
V pracich Clappertona a Hollidaye [5] a Tuninga
[42] nalezla uplatnéni plynovd chromatografie.
Mikrobiologickou metodu rozpracovala a prakticky
pouZila weihenstephanskd 3kola [3, 28, 43, 44, 45,
46, 47, 48, 49, 50, 51, 54, 55, 56]. Harys a Mac
William [13] pouZili enzym@ a jejich specifického
ucinku. Podstatné dokonaleji je tato mySlenka roz-
pracovana u Drawerta a Hagena [8, 9]. Velmi vzac-
né se objevuji jiné fyzikdlné€ chemické metodiky.
Dyr a MoStek se pokusili zavést do praxe kondukto-
metrii [10]. Polarografie naSla uplatné&ni v préaci
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Hummelové [21] a Cervinkové [6]. Hummelova
prace se tyka sice piva, ale je velmi pravd&podob-
né, Ze by ji bylo moZno aplikovat i na sladinu.
Sampietro a Invernizzi [34] vyuZili optické aktivity
a redukénich vlastnosti cukrii k analyze sladin.

Z uvedenych praci a ddle z praci Hudsona [15],
Frankeho [18], Harrise, Mac Williama a Halla [21],
Weyha [52] a Mac Williama [53] lze vyvodit tyto
Zavery:

1. Hlavnimi pfedstaviteli redukujicich oligosacha-
ridfi ve sladiné jsou maltéza a maltotrioza.

2. Hlavni podil monosacharidd tvofi glukdza a
fruktoza.

3. Pomér redukujici oligosacharidy (monosacha-
ridy) u normdlné pFipravenych sladin leZi v inter-
valu

RO

10:1 < =i g

kde RO = redukujici oligosacharidy tvorené mal-
tézou a maltotribzou a MO = monosacharidy tvo-
fené glukozou a fruktozou.

4. MnoZstvi maltulézy, maltotetradzy atd. lze za-
nedbat proti mnoZstvi maltézy a maltotriézy. TotéZ
plati pro pent6zy vzhledem ke glukoze a fruktoze.

Pro vSechna méfFeni je pouZito maltézy (M) jako
reprezentanta redukujicich oligosacharidi a gluko-
zy (G) ve stejném smyslu za monosacharidy.

Princip metodiky

Pripravme CtyFi roztoky o celkové koncentraci
redukujicich cukrd (tj. maltézy a glukézy) 24
mg/ml, 32 mg/ml, 40 mg/ml a 48 mg/ml, pfiemZ
u vSech dodrZime pomér M/G = 9 : 1. Provedeme-li
nyni polarograficky zdznam (obr. 1) vidime, Ze
vrcholy viln leZi na pfimce s urcitou smérnici. Pri-
pravime-li dale stejnym zplisobem roztoky o pomé-
rutM/GI="F =1, 5 11, 3 :d'a 11 podle 7ab.'1
(tab. 1) a registrujeme-li vilny (jako pfFiklad jsou
uvedeny polarogramy pro pomér 5 :1 a 1 :"1)
(obr. 2 a 3), pak pfimky, spojujici vrcholy vin maji



Stanoveni poméru redukujici oligosacharidy/monosacha-
ridy ve sladiné

192

KVASNY PRUMYSL
ro&. 17/1971 — &islo 8—9

smérnice, jejichZ velikost zdvisi na pomé&ru M/G.
Prehledné je to vidét z obrdzku 4 (obr. 4), na némZ
jsou tyto primky pro vétSi nazornost vyneseny
z jednoho bodu.
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Obr. 1. Polarogram pro pomér M/G = 9 : 1 pri celkové
koncentraci cukri 24 mg/ml, 32 mg/ml, 40 mg/ml

a 48 mg/ml
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Obr. 2. Polarogram pro pomér M/G = 5 : 1 pri celkové
koncentraci cukri 24 mg/ml, 32 mg/ml, 40 mg'ml
a 48 mg/ml ;

Tabulka 1.
Cislo | Maltéza Glukoza
Pomér | odmeérné
M:G 100 ml
baitky mi -
1 | 21,6 24
2 | 28,8 3,2
93 ‘
3 ‘ 36,0 4,0
4 432 4,8
5 R 20 3,0
6 28,0 4,0
7 A
7 ! 35,0 5,0
|
8 420 6,0
; 9 20,0 4,0
10 | 26,6 5,3
LR
11 ‘ 33,3 6,66
187 S e 8,0
1
13 18,0 6,0
14 { 24,0 8,0
3:1
15 ; 30,0 10,0
‘ i6 { 36,0 12,0
17 12,0 12,0
18 16,0 16,0
30 5 [
19 ‘ 20,0 20,0
20 i 24,0 240

Smérnice pfimky dané dvéma body je

L o e
X2—X1
PoloZime-li: y; = h; (vySka viln v mm),
x; = c; (celkova koncentrace redukuji-
cich cukrtt v mg/ml),
potom g i e e
2—C1 Ac

kde Ah je rozdil vySek vin a Ac rozdil koncentraci
v mg/ml.

Smérnice pFfimky nezévisi na rozdilu koncentra-
ci, nybrZ jen na jejich podilu, coZ bylo dokézédno
timto pokusem. Byly pfipraveny roztoky o poméru
M/G =9:1a1:1, ato pro celkovou koncentraci
redukujicich cukri 40 mg/ml a 48 mg/ml a jejich
hodnot polovi¢nich, tj. 20 mg/ml a 24 mg/ml podle
tab. 2 (tab. 2). Rozdil koncentraci je v prvnim pFi-
padé 20 mg/ml a ve druhém 24 mg/ml, kdeZto je-

‘jich podil je v obou pfipadech 0,5. Polarogramy
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jsou na obréazcich 6 a 7 (obr. 6 a 7). Rozdily vySek
vin uvedenych v tabulce 2 ve sloupcich (h2—hi)40
a (hz—hi)ss jsou v mezich analytické chyby kon-

stantni.
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obr. 3. Polarogram pro pomér M/G = 1 : 1 pFi celkové
koncentraci cukrii 24 mg/ml, 32 mg/ml, 40 mg'ml

a 48 mg/ml
9:1
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Obr. 4. 1:1
Tabulka 2.
Celkova Celkova
konc. red. | konc. red.
cukri | cukrii
40 mgml 48 mg/ml
Pomér | Vyska viny | Vyskaviny | ‘
MG Ymm 4 ymm . ;[hz—hllw[hz—hlhs
168 156 5 “la
ot om0t e i
109 100 i ;
‘ |
165 128 {
i ¥ | | 84 86
81 42
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ODbr. 5. Kalibraéni primka pro odeéitdni poméru RO/MO
ze zjisténého rozdilu vysek vin
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Obr. 6. Polarogram pro pomér M/IG = 9 : 1 a1 : 1 pro
celkovou koncentraci cukri 48 mg/ml

Na zéakladé pf¥edchoziho je moZno vyslovit tento
zavér: Smérnice primky pro dany pom&r M/G je
zavisla pouze na tomto poméru a vypocCte se jako
podil z rozdilu vy$ek vin a poméru koncentraci.
Pracujeme-li pf¥i stdle stejném podilu koncentraci,
potom smérnice a tim také podil M/G je urgen
pouze rozdilem vySek vin. Tento zavér lze zobecnit
a hovofit o pomé&ru RO/MO, pfFi¢emZ stanoveni
v tomto pFipadé bude zatiZeno v&t3i chybou, nebot
se zanedbava vliv pentoz, nékterjch oligosacharidf
a ostatnich redukujicich latek sladiny na smérnici.
Kalibratni graf pro stanoveni poméru RO/MO ze
zjist&ného rozdilu vysek vin je na obr. 5 (obr. 5) a
plati pro podil koncentraci 0,5.

Praktickd méFeni na sladiné vyZaduji tento po-
stup. Z téhoZ vzorku sladiny se odméfi 0,2 ml a
0,4 ml do 25 ml odmérnych banék. Vzorky se zpra-
cuji zplisobem popsanym déle a ze zméreného roz-
dilu vySek vin se odette pomér RO/MO. Jedné
z obou viln lze pouZit ke stanoveni redukujicich
latek sladiny [6] a tim je ddna moZnost vyjadrit
mnoZstvi redukujicich oligosacharidi a monosa-
charidi v g/100 ml sladiny v maltézovych nebo ji-
nych jednotk&ch.
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7 br. 7. Polarogram pro pomér M/G = 9 : 1 a1 :1 pro
celkovou koncentraci cukri 40 mg/'ml

Obr. 8. Schéma upravy
pro plnéni odmér-
ngch banék 25 ml

Tabulka 3. Navdzky be.vodé maltézy a glukdzy pro se-
strojeni kalibraéniho graju

Pomér | Maltoza l Glukoza
M/G E }
|
2,16 ‘ 0,24
9:1 ‘ I
3 4,32 i 0,48
; 1:2 1.2
3zl ‘ {
2,4 ! 24
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Obr. 9. Polarogramy pro stanoveni poméru RO'MO u jar-
niho jeémene Valticky (V) s Ah = 71 mm a
Diamant (D) s Ah = 80 mm. Oba jeémeny byly
sladovdny v prvni poloviné rijna 1970, polarogra-
my jsou z biezna 1971
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Obr. 10. Polarogramy pro stanoveni poméru RO/'MO u no-
voslechténi jarnich jeémeni. Cisla uddvaji roz-
dil vysek vln. Podle literatury uvedené v zdveé-
ru jsou to dobre rozludiéné slady.

Zakladni roztoky a kalibraéni graf

1. D—(+)—maltoza kryst. Erg. B.6 fy Merck. Za-
kladni roztok obsahuje 100 mg/ml. Red&ni podle
tab 1y

2. D—gluk6za p.a. fy Lachema, n. p. Zékladni
roztok obsahuje 100 mg/ml. Red&ni podle tab. 1.

3. Fehling I: 69,2 g CuSOs4 . 5H20/1.

4. Fehling II: 364 g Seignettovy soli a 100 g NaOH
v 1 litru destilované vody. Tésné pfed pouZitim se
smisi roztoky I a II v poméru 1 : 1.

5. Zakladni elektrolyt: 1M Seignettovy soli a 1M
KOH v jednom litru destilované vody. V tomto roz-
toku dava mé&d dvé vilny, a to p¥i —0,55 V a pfi
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—0,81 V. (Vicek: Tabulky ptlvinovych potenciald
anorganickych depolarizatord, str. 32. CSAV Praha
1956). K méfeni je pouZita vina pf¥i negativné&jSim
potencialu.

Potfebné vztahy jsou linedrni, a proto k sestro-
jeni kalibrac¢niho grafu staci registrovat viny pfi
poméru M/G = 9 :1 al:1 K tomu pouZijeme Fe-
déni z tabulky 1, odpovidajici ¢islim 1, 4, 17 a 20
ze sloupce ,,¢islo odm&rné 100 ml baiiky“. Je oviem
také moZno potFfebnd mnoZstvi maltézy a glukozy
odvazit. V tomto pFipadé pouZijeme tabulky 3
(tab. 3).

Postupujeme tak, Ze ze zdkladniho roztoku odmeé-
¥ime do 100 ml baiiky pfesné& podet ml uvedenych
v tabulce 1 (respektive odvéZime podle tabulky 3)
a doplnime po znatku. Po dikladném promichdni
pipetujeme z t&chto roztokdi do ¢ty¥ 25 ml banék
po 1 ml, pfiddme 10 ml Cerstvé pFipraveného Fehlin-
gova roztoku a splachneme 3 ml destilované vody.
Prace s 25 ml baiikou je pro jeji tizké hrdlo obtiZ-

néd, a proto doporuduji pouZit tenkohrdlé nalevky, .

jejiZz stopka saha asi 1 cm pod hrdlo bafiky, jak je
schématicky znézorn&no na obrazku 8 (obr. 8).
Odmeérné baiiky 25 ml pFeneseme na vodui lazei,
zahfejeme obsah do varu a vaFime 2 minuty. Potom
rychle ochladime na laboratorni teplotu, doplnime
po znadku destilovanou vodou a obsah vlijeme na-
raz na filtr Sch.Sch. 602 primé&ru 12,5 cm. Filtrat se
jimd do konickych ban&k se zabrouSenou zatkou.
DobFe uzaviené roztoky jsou stdlé nejméné 10 dni
pri normélni laboratorni teplot& a na svétle.

K registraci polarografickych vin bylo pouZito
polarografu LP 60 s linedrnim zapisovaem EZ 2.
Do Novakovych nadobek se pipetuje 5 ml zaklad-
niho elektrolytu a 1 ml filtrdtu. Kyslik se odstra-
iioval vodikem. V3echna mé&feni jsou provedena za
stejnych podminek jako v predchozi praci [6], tj.
h = 85 cm, 1/100, 200 mV/min, mt~! = 2,8 mg, tlu-
meni 1,20 mm/min. . s

Ze zmégfFenych vysek vin se ur¢i Ah jako primér
dvou nebo tii nezavislych méreni (doporucuji opa-
kovat cely postup dvakrdt nebo tfikrat, aby se vy-
loudila chyba nespravnym odmeéfenim roztoku nebo
ochlazenim na laboratorni teplotu}. Ve vhodném

méFitku se potom sestroji kalibrani graf.

Stanoveni po.aéru RO/MO ve sladiné

Ze vzorku sladiny se pipetuje do dvou 25 ml od-
mérnych bangk 0,2 ml a 0,4 ml (je moZné pouZit
i jinych objemii, pokud podil je roven 0,5). Vzorky
se zpracuji uvedenym postupem a z grafi se odelte
hledany pomér s chybou odhadnutou na + 0,4 jed-
notky citatele. ProtoZe ve jmenovateli zlomku je
stale jednotka, postadi k vyjadfeni pomeéru - pouze
hodnota Citatele.

Zavér

U ¢istych roztokd maltozy a glukozy vyhovuje
navrzend metodika s presnosti £ 0,1 jednotek Cita-
tele. Jeji princip bude pravd&podobné& aplikovatelny
i na jiné dvojice redukujicich latek, pokud se budou
1igit svou reduk&ni mohutnosti.

I kdyZ bude tFeba dal3i prdce, aby se pomeér
RO/MO uvedl do vztahu k b&Znym technologickym
parametriim, lze jiZ dnes zjistit z literatury, Ze sou-
visi se stupn&m rozlusténi sladu. Naptfiklad Greig
[20] pripravil ze skotskych jecment normalné a
gpatné rozlusténé slady. V prvém pfipadé je pomér
RO/MO 5,9:1 a ve druhém 7:1. Podobué& Weinfurtner
a kol. [44] pFipravili normaln& rozlusténeé (a), pre-
Jlusténé (b) a $patnd rozlustsné (c) slady. V piipa-
dé (a) je pomér 597—6,4 : 1, u (b) je 6,4 : 1 a
u (c) je 9,32 : 1. Z toho lze pfedb&zné usoudit, Ze
je-li pom&r RO/MO vé&tsi nez 7 : 1, jde o slad 3patné
rozlustény.

Souhrn

PiedloZend préace spolu s pfedchéazejici [6] pred-
stavuje pokus o hrubé zjiSténi obrazu a hladiny sa-
charida ve sladin& pro Slechtitelské tcely. Spociva
na skuteénosti, Ze hlavnimi zastupci redukujicich
oligosacharidfl sladiny jsou maltdéza a maltotrioza
a monosacharidfi gluk6za a fruktdza. Jejich pomér
RO/MO 1ze jednoduse stanovit z rozdilu vySek pola-
rografickych vin, registrovanych pfi poméru kon-
centraci 0,5. Prakticky to znamend registrovat dvé
viny pro objem 0,2 ml a 0,4 ml téhoZ vzorku sladi-
ny a odecist z kalibra¢niho grafu hodnotu RO/MO.
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Predb&Zné se ukéazalo, Ze tento pomér mé vztah
ke stupni rozlusténi sladu. Je-li vétSi nebo roven
7 : 1, potom jde o slady $patné rozluSténé.

Podékovani

Dékuji p. prof. Dr. Markovi a firmé Merck za
ochotné poskytnuti maltézy a s. . Hlouchové za po-
moc pFi analyzach a nakresleni obrazkd.
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