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Resit s plnym uspéchem mnohé tikoly, s nimiZ se bd#né setkdvéme v potravinaiské
analytice, miZe jen metoda vysoce selektivni a citliva, které lze pouZit k analytickému
stanoveni co nejvétsiho poétu raznych latek. Jsem pfesvédéen, Ze tyto ptisné podminky
splituje rozdélovaci chromatografie na papife, jejiz velkou piednosti je dale velkd jedno-
duchost & rychlost, s niZz mtizeme provést nejsloZit&jsi analytické stanoveni.

Uvedenych piednosti chromatografické metody se pouZiva v potravindiské analytice
v rostouci mife a dnes je pouZiti chromatografie v tomto tiseku analysy jiZ tak rozsahlé,
Ze pouhy vydet jednotlivych aplikaci pfesahuje rdmec mého sd8leni. Omezim se proto
jen na tii skupiny latek, které maji podle mého nazoru zdkladni duleZitost a s jejichz
stanovenim papirovou chromatografii mam osobni zkuSenosti.

1. Cukry

Pracovni postup

Pri provddéni chromatografické analysy vystadime s obvyklym jednorozmérnym
postupem. Jako chromatograficky papir se nejlépe osvédduji neprané papiry Whatman
No. 1, Schleicher & Schiill No. 597 nebo 602-hart a v n&kterych pripadech téz Whatman
No. 4 a Schleicher & Schiill No. 695. Z podetnych rozpoustédel, jichZ bylo pouZito pro
d&leni cukrd, se podle mych zkuSenostinejlépe hodi tyto smési: n-butanol-kyselina octové-
voda, n-butanol-pyridin-voda a n-butanol-pyridin-voda-benzen. Z &etnych detekénich
Gintdel jsou nejsnaze dostupné a dévaji velmi uspokojivé vysledky tato 8inidla: anilin-
kyselina Stavelova (na vSechny cukry), amoniakdlni roztok dusiénanu stfibrného (na
redukujici cukry) a alkoholicky roztok «-naftolu s pfidavkem kyseliny orthofosforeéné
(na fruktosu nebo vSschny disacharidy &i trisacharidy, jejichZ hydrolysou se uvoliiuje
fruktosa). Vyvolani pFislu§né barevné reakce na papite doséhneme s vyjimkou druhého
detekéniho éinidla zdhfevemn chromatcogramu na 90° po dobu 5—15 min. Detekei pro-
védime jemnym postfikem z rozpraSovade [1, 2].

Analysovany roztok nanéSime na papir mikropipetou a jeho objem volime nejlépe
5—30 ul. Nanesenou kapku roztoku na papife vysuSime nejlépe vysouseci Zérovkou a je-li
koncentrace cukru v analysovaném roztoku ptili§ nizkd, lze ji zvysit tim, Ze na stejna
mista papiru nanesems analysovany roztok vicekrat (aZ 5-krat) tak, Ze po kaZdém nakép-
nuti roztoku papir vysusime. Identifikact jednotlivych cukri provddime smésnymi chro-
matogramy. Stanoveni stopovych mnoZstvi cukrii na chromatogramu mnohdy usnad-
fiuje jeho studium v dopadajicim ultrafialovém svétle, kdy se setkdvdme s luminiscenénimi
zjevy [3].

Prevainé vétsina cukru vykazuje pomérné nizks E, ktera se u jednotlivych cukri od
sebe mnohdy li8i jen velmi mélo. Je proto velmi prospé$né provédét dlouhodobou chro-
matografii. Postupujeme pfi ni nejlépe tak, Ze pouZijeme obvyklého jedncrozmérného
sestupného uspofddéni, ale k analyse uZijeme papiru, ktery na konci volnsé visicim dola
vystiihame tak, aby tvoril pravidelné zoubky, vzdalené od sebe zhruba 0,5 cm. Chromato-
grafickou analysu pak provadime 48 hod. nebo i déle, pti ¢em% zoubky na konci papiru

* Prednesené na Sjazde chemikov v Banskej Stiavnici v juli 1954.

CHEMICKE ZVESTI IX.—3. 207



zajiStuji stejnom&rné odkapdvani rozpoustddla, coZ se uplatiiuje stejné jako zvétSeni
délky chromatografického papiru.

Chceme-li se na chromatogramu rychle nebo piedb&iné orientovat, postadi mnohdy
jako voditko barva skvrny [1, 2] nebo skuteénost, Ze rychlost, s ni% se pohybuji jednotlivé
cukry na papife, je déna touto fadou, uspoféddanou v pofadi rostoucich hodnot Ry: tri-
sacharidy, disacharidy, aldohexosy, ketohexosy, pentosy [1, 2]. Ke stejnému uéelu lze

téZ mnohdy pouZit postupn® raznych shora uvedenych detekénich éinidel.

" Semikvantitativni stanoveni jednotlivych cukra lze obvykle provést bez obtiZi porov-
nédnim intensity zabarveni a velikosti pfislu$né skvrny cukru na chromatogramu se
zndmymi mnoZstvimi (modelovou stupnici) stejného cukru, analysovanymi za tychZ
podminek. Pfi tom je duleZité, aby byly vidy vzdjemné porovndvény jen stejné cukry
[4, 5]. Chceme-li provést presnou kvantitativni analysu, je nutné porovnavat jednotlivé
skvrny na papife fotometricky nebo provést stanoveni po extrakci chromatogramu
vodou vhodnymi analytickymi postupy.

Uprava vzorkid k analyse

Usp&iné provedeni chromatografické analysy cukrt v potravinéiskych produktech
mnohdy predpokldda vhodnou piedbéznou tipravu analysovaného vzorku. Jde predevSim
o odstranéni téchto neZddoucich latek: latek ve vodé nerozpustnych, soli, 14tek koloidni
povahy a latek piili§ barevnych. Odstran&ni ldtek ve vodé nerozpustnych lze zpravidla
doséhnout filtraci nebo odstfedovanim. Odstranéni soli 1ze doséhnout odsolovadem nebo
1épe pomalym prolévénim vodného roztoku analyzovaného vzorku sloupcem vhodného
ménide kationtl, pracujiciho ve vodikovém cyklu, éim#% ziskdme eluit obsahujici vedle
cukri, které prochézeji sloupcem ménide kationt prakticky beze zmény, ptislusné kyse-
liny, vzniklé vym&nou kationti soli za vodik. Tento eluét pak prolejeme sloupcem vhod-
ného msénide aniontd, éim% odstranime neZddouci kyseliny, a cukry opét projdou beze
zmény. Takto ziskany eludt pak zpravidla neobsahuje pfi volb& vhodnych ménida ionta
a dostatednd pomalém prolévani mnozstvi soli, které by podstatng ztéZovalo provddéni
chromatografické analysy. Po proliti nageho roztoku sloupcem ménide kationtt jsou cukry
pritomny v kyselém prostiedi, coz muZe vést k jejich destrukei (na p¥. inverse sacharosy),
ale pracujeme-li pfi teplotd mistnosti a zbavime-li eludt kyselin v kratké dob& prolitim
sloupcem me&nide aniontl, neni podle mych zkuSenosti zpravidla tieba k této okolnosti
pfihliZet. VétSinou stadi odstranit soli v analysovaném roztoku jen z v&tsi éasti, a lze
proto s vyhodou pouZit pfi pouZiti ionexového postupu jednodusSich vsadkovych ope-
raci. Velmi dobfe se mi osvédéily jako m&nide kationtd ionexové pryskytice éeskosloven-
ské vyroby, a to Statonity FK 8, F 8 extra a Fdm extra.

Odstran&ni nezéddoucich latek koloidni povahy byvé zpravidla obtiZné. Castedné od-
strandni koloidd, v potravinatskych vzorcich vesm&s prevéiné hydrofilni povahy, lze
alespori v n&kterych pripadech doséhnout dehydrataci methanolem nebo ethanolem,
nebo ptidanim vhodnych adsorbens (na pi. karborafin &i norit), kterd pak odstranime
z roztoku filtraci. P¥i obou t&chto postupech je nutné pfedem zjistit modelovymi pokusy,
zda pti nich soudasnd nedochdzi k neZ4doucim ubytku cukri, pfip. je nutné na tuto ztratu
zavadst korekei. K odstran&ni koloid@ dochézi té% mnohdy v pozoruhodné mife ptsobe-
nim m#niéd iontd, které zde pasobi jako velmi u8innd adsorbens, tak#e pii odstratiovani
soli soudasnd také odstrafujeme z upravovaného roztoku koloidy. Stejnym zpusobem
odstratiuji mnohdy mdnide iontl také nefddouct barviva, které Sasto tvoii na chromato-
gramu barevné pasy a znesnadiiuji provadéni detekce. Usinngjsi zde byvaji rizné adsor-
bens, ale p¥i jejich pouZiti je nutné stejné opatrnost jako p¥i odstratiovéni koloidi.
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2. Aminokyseliny

Pracovni postup

PouZivdme zpravidla jednorozmérného postupu a pracngjSiho dvojrozmérného, ktery
1ze provadét na témZe papife jen s jednim vzorkem, uZivame jen pii déleni tak sloZitych
smé&si, Ze je d&leni pouze v jednom sméru neuspokojivé. Jako chromatograficky papir se
nejlépe osvédéuji op&t neprané papiry Whatman No. 1, Schleicher & Schiill 602-hart a 597.
Z podetnych rozpousdtédel pouzivanych k déleni aminokyselin se mi nejlépe osvédgila opét
smés n-butanol-kyselina octové-voda a déle nasyceny roztok vody ve fenolu, zv1ast8 pti
dé&leni kyseliny asparagové, glutamové a jejich amidi. Pii pouZiti fenolu jako rozpoustédla
je vhodné provddét analysu v amoniakélnim prostfedi, kterd usnadiiuje dsleni. PouZije-
me-li dvojrozmérného postupu, je vyhodné pouZit jako rozpoustédla v prvnim sméru
smési n-butanol-kyselina octové-voda a ve druhém sméru fenolu.

Detekei provadime bud postfikem 0,19, roztokem ninhydrinu v n-butanolu nasyceném
vodou, nebo tak, Ze ninhydrin pfimo pfiddvédme do rozpoustédla. Prvni z téchto postupt
je v8tSinou tsporndjsi [1, 2, 3].

O nanéSeni analysovanych vzorkl na papir, o vyvolavani barevné reakce zéhfevem
a o detekei luminiscenci plati toté%, co bylo uvedeno u cukru. Chromatografickou analysu
aminokyselin provéddime zpravidla (podle povahy papiru) asi 12 aZ 24 hodin. V nékte-
rych piipadech, zvl4§té pii déleni basickych a kyselych aminokyselin, 1ze s vyhodou
pouZit také dlouhodobé chromatografie a o tipravé papiru plati toté%, co bylo uvedeno
u cukri [6, 7]. .

Podle mych zkuSenosti je B, aminokyselin asto vice zévislé na teploté, ptitomnosti
ostatnich sloZek v analysovaném roztoku a na mife nasyceni chromatografického vélce
parami rozpou$tédla neZ v pripadé cukru.

Identifikace jednotlivych aminokyselin je rovn&Z obvykle obtiZn&jsi ne u cukri a dasto
vyZaduje alespoii 8aste¢né zapracovéni. Pfi provadéni identifikace smésnymi chromato-
gramy je v&t§inou nezbytnd nutné, aby mél umséle pfipraveny roztok sloZeni co nejvice
odpovidajici studovanému roztoku. Vzhledem k tomu, Ze je vétSinou velmi obtiZné splnit
tuto podminku, pokldddm za nejvhodnéjsi provadsét identifikaci jednotlivych amino-
kyselin na chromatogramu tak, Ze ptidéme do analysovaného roztoku jednotlivé zndmé
aminokyseliny a zjiStujeme, kterd ze skvrn se po tomto piidavku zvétsila. Podrobné
identifikace v&t$iho poétu aminokyselin na chromatogramu je zdlouhavé a pracné a lze
ji pFi provédéni vétsSiho poétu analys stejného druhu podstatné usnadnit takto:

Pracujeme vZdy za co nejshodngjSich podminek a pofidime si na prihledném papife
schema alespoii pfibliZného rozmisténi jednotlivych kyselin s uvedenim barvy jednotli-
vych skvrn a jejich pramérné velikosti a miiZeme se pak rychle orientovat po pfiloZeni
tohoto nakresu na chromatogram. Barva skvrn jednotlivych aminokyselin pfi detekei
ninhydridem je dalsi daleZitou pomiickou pfi jejich identifikaci, ale p¥i vlastnich pokusech
jsem se nd8kolikrat presvddéil, Ze nebyva vidy spolehlivd, nebot ji mohou ménit zcela
zésadné nékteré slozky analysovaného roztoku. ’

Semikvantitativni stanoveni aminokyselin lze provadét stejng jako u cukra [3, 6]. Také
u aminokyselin l1ze vzdjemn® porovndvat jen skvrny stejnych kyselin. U aminokyselin
plati zpravidla pfesn&ji neZ u cukri, Ze je intensita zabarveni ptisluiné skvrny na chroma-
togramu pfimo umérnd jeji koncentraci a metoda fotometrickd ddvé zde proto spolehli-
v8jsi vysledky. Rovné&% poznatek, Ze je vztah mezi velikosti barevné skvrny a koncentraci
ptislusné latky logaritmicky, plati zde obvykle spolehliv&ji nez u cukra. Piesnou kvanti-
tativni analysu aminokyselin provadime nejlépe kolorimetricky, nékdy lze téZ pouZit
polarografie nebo postupu biochemickych.
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Uprava vzorkt k analyse

Zde plati vétSinou stejné zasady, o nichZ se zmifiuji shora. Se zakladnimi rozdily se
viak setkdvdme ve srovndni s cukry ve vSech ptipadech, kdy pouZijeme k Gpravé analy-
sovaného roztoku méniéh iontii.

Prolévame-li roztok obsahujici aminokyseliny sloupcem ménide kationtt, dochézi
k jejich adsorpei, jojiZ rozsah zavisi podle povahy mé&nide a aminokyseliny pfedeviim také
na pH roztoku. Toho 8asto vyuZivame k oddéleni aminokyselin z analysovaného roztoku,
nebot pii vhodné volenych podminkéch lze pii pomalém prolévéni katexovou kolonou.
adsorbovat na katex pfevaZnou vétSinu vSech aminokyselin. Do jaké miry byly pfitomné
kyseliny z roztoku adsorbovény, je vidy tieba se pesvédéit modelovym pokusem. Z vlast-
ni zkuSenosti vSak vim, Ze 1ze mnohdy pii pouZivani shora jmenovanych ménic¢a kationti,
pii volb8 spravnych rozméri ionexové kolony a pfi dostateénd pomalém prolévani roz-
toku sloupcem ionexu tuto korekei zanedbat. Na sloupci adsorbované aminokyseliny
uvoliiujeme nejlépe tak, Ze kolonu pomalu prolévdme amoniakem zted8nym vodou 1:1 aZ
1:3 a eludty shromaZdujeme. Takto ziskané amoniakalni roztoky opatrnd odpafime na
vodni lazni, nejlépe do sucha, a ziskany odparek, ktery Sasto obsahuje prakticky &isté
aminokyseliny v krystalické forms, vyjmeme vhodnym mnoZstvim vody a podrobime
chromatografické analyse. Timto postupem lze nejen zbavit analysovany roztok nezadou-
cich sloZek, ale lze také analysované aminokyseliny zkoncentrovat do té miry, Ze pak
muZeme bez obtiZi provést jejich stanoveni i ve vzorcich, kde je jich pfitomno jen velmi
malo [3, 8].

A% dosud jsme piedpoklédali, Ze aminokyseliny prichdzeji v daném roztoku wvolné.
Velkych Gspécht vSak bylo také dosazeno pfi studiich papirovou chromatografii takovych
aminokyselin, které tvofi sloZku (stavebni kameny) nejrizngjsich bilkovin nebo peptidu.
K tomu tiéelu postaéi hydrolysovat vhodnym postupem prislusnou latku a provést pak
stanoveni jednotlivych aminokyselin. Nejéasté]ji pouZivdme hydrolysy kyselé nebo enzy-
matické (nejlépe trypsinem). Také v tomto useku lze papirovou chromatografii doséhnout
jedinednych vysledka [9].

3. Bezdusikaté organické kyseliny

Pracovni postup

Pracujeme vyhradng jednosmérnym sestupnym postupem. Jako chromatografického pa-
piru pouzivime vyhradné papiru Whatman No. 1, ktery je nutné pred provadénim analysy
peélivé proprat, nejlépe zftedénym vodnym roztokem ethanolu a pak vysusit. Papir béhem
sufeni i po ném nesmi p¥ijit do styku s parami kyselin (zvl4$t mravenéi nebo octové) nebo
amoniaku. Stanoveni bezdusikatych organickych kyselin lze rozdélit do dvou skupin:
Stanoveni nizkych mastnych kyselin (nejvyse s 8 atomy uhliku) a stanoveni n&kterych
ostatnich bezdusikatych kyselin. Pfi stanoveni nizkych mastnych kyselin se jako roz-
poudtédlo nejlépe osv&ddily smsési: ethanol-amoniak, aceton-voda-amoniak a n-butanol-
voda-amoniak. Zm&nou pomdru t&chto jednotlivych rozpoustddel lze ménit v Sirokém
rozmezi R, mastnych kyselin. Pro ostatni bezdusikaté kyseliny se osvédéily jako roz-
poustédla tyto smési: fenol-voda s pridavkem kyseliny mravenéi, chloroform-ethanol
s pridavkem kyseliny mravendi a ether-kyselina octova-voda. K detekci bezdusikatych
organickych kyselin slouzi vhodné acidobasické indikatory, a to k detekei nizkych mast-
nych kyselin nejlépe roztok bromfenolové modfe ve zieddném vodném roztoku kyseliny
citronové a k detekei ostatnich bezdusikatych kyselin nejlépe roztok bromfenolové modfe
v ethanolu, zalkalisovany hydroxydem sodnym. Misto bromfenolové modie lze také
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pouzit bromkresolové zelend. Detekei provéadime postiikem z rozpraSovade a barevné
skvrny (#luté nebo modré) jsou na chromatogramu ihned patrny; zahfivani neni tfeba.
Tyto skvrny jsou jeStd mnohem méné stalé neZ u aminokyselin,® proto je tfeba ihned je
obkreslit tu¥kou a vyhodnotit. O zplisobu nandSeni vzorku, dobé analysy a pouZiti
ultrafialového svétla k detekei plati toté%, co bylo shora uvedeno.

By u bazdusikatych organickych kyselin byvd mnohdy t&%ko reprodukovatelné, je
znadné zdvislé na podminkéch analysy a na sloZeni analysovaného roztoku. Tyto okol-
nosti éini velké potiZe p¥i identifikaci jednotlivych kyselin, o niZ plati v jest& v&tSi mite
vie, co jsem uvedl u aminokyselin. Vim z vlastni zkuSenosti, Ze tyto obtiZe jsou tak veliké,
%e provéddni chromatografické analysy bezdusikatych organickych kyselin nelze vétsinou
provadst s nadsji na uspéch bez jistych zkuSenosti [10]. _

Provadéni semikvantitativni analysy bezdusikatych organickych kyselin obvyklym
porovnévanim velikosti a zabarveni jednotlivych skvrn se standardy byvé zpravidla
velmi obtizné. Obvyklé vztahy mezi koncentraci a velikosti, resp. intensitou zabarveni
dané skvrny zde prakticky neplati. Jsme proto pri pouZiti tohoto postupu odkézéni jen
na velmi hrubé odhady, ale i tyto vyZaduji zkuSenosti. Kvantitativni analysu lze vSak
naproti tomu po rozstéihdni chromatogramu a prevedeni kyselin do roztoku provadét
vhodnym chemickym postupem zpravidla sndze neZ u cukrt a aminokyselin.

Uprava vzorki k analyse

Plati stejné zasady jako u predchoziho. Nejvyhodnéjsi je opét pouZiti m&nidt iontih.
Prolijeme-li analysovany roztok H-katexem, pievedeme piislusné soli jednotlivych bez-
dusikatych kyselin na volné kyseliny, které adsorbujeme na meénié aniont, uvolnime
opét amoniakem zfedénym vodou jako amonné soli, eludt odpaiime do sucha, vyjmeme
malym munoZstvim vody a podrobime chromatografické analyse. Tento postup se velmi
dobfe osvédduje a umoziiuje zkoncentrovat jednotlivé kyseliny do té miry, Ze je lze
s uspéchem chromatografovat i tehdy, ptichazeji-li v piivodnim vzorku prakticky jen
ve stopéch [8, 10, 11].

Zdvér

Z pocetnych aplikaci bylo podrobnéji pojednéno jen o chromatografické analyse cukrit,
aminokyselin a bezdusikatych organickiych kyselin. Stanoveni v&tiiho poétu t&chto latek
vedle sebe obvyklymi postupy je zpravidla velmi obtiZné a v nékterych piipadech feSitelné
jen pouZitim chromatografie.

V préci jsou shrnuty autorovy nékolikaleté praktické zkusSenosti s chromatografickou
analysou uvedenych latek a jsou zdraznény predevSim takové vSeobecné poznatky,
jichZ lze bezprostfedn& vyuZit pfi pouZiti chromatografie v potraviniiské analytice.
Je téZ struéné pojednéno o vsSeobecné upravé vzorkt pro chromatografickou analysu,
zv14std pak o pouZiti ménic¢a ionti.
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