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Primé kvantitativhi hodnoceni polypeptidi v pivé

JAROSLAV HUMMEL, VOUPS Praha

V pivovarské praxi je Casto kladen poZadavek,
aby byla prohlubovdna analytika, zejména pokud
jde o hodnoceni bilkovin ve vystavenych pivech a
aby byla také dana k tvaze otdzka, do jaké miry
novodobé filtraéni metody se zvySenym adsorpc-
nim phscbenim zmé&ni obsah bilkovin a zda je
spravné téchto metod pouZivat ve vyrob& [1].
Uzan®nim metoddm zvy$ovani koloidni trvanlivosti
piv, uréenych k pasteraci, se totiZ €asto vytyka,
Ze zasahuji aZ do konecnych fazi vyroby (filtrace,
stabilizace enzymovymi prepardty nebo taninem].
Tyto metody, hlavné ostré filtrace, jsou omezeny
hlediskem jakosti a plnosti chuti piva, -ponévadZ
zvySovanim ostrosti filtrace se pivo ochuzuje nejen
o latky tvotici zédkaly, nybrZ i o sloZky, dodavajici
vyrobku plnou chut.

V feSeni tohoto zna&n& Sirokého tkolu bylo tfe-
ba nejdfive vhodnou metodikou studovat malé
zmény v kvantité polypeptidd, jeZ maji souvislost
s rozdily ve fyzikdln& chemickych vlastnostech
piv. Tyto diference zjiStované uzan&nimi analytic-
kymi metodami nejsou obvykle, s ohledem na nut-
nost uZivani chemickych srdZecich metod a také
s ohledem mna riznou kvalitu pracovnikil, spoleh-
livé stanoveny. Pro zrychleni prace a pro moZnost
pfimého hodnoceni polypeptiddi se pro uvedeny cil
uZilo v pivovarské praxi dosud nezavedené polaro-
grafické metody. :

V aseku zkouSek polarografické reprodukce kvan-
tity polypeptidfi, zkoumanych Brdickovou reakci,
a to pifi jejich d&leni vysolovanim siranem amon-
nym, bylo tfeba dokumentovat stupeii koloidni sta-
bilizace piv z pokusnych varek; dosud se v pfed-
povedi stability pracovalo pouze se sulfatovym
testem za uZiti fotometru [2] nebo jen vizudlné
[31.

Potom byla piimou Brditkovou reakci hodnocena
lahvova piva, u nichZ bylo sledovano sniZeni vysky
bilkovinné viny d€inkem koloidni stabilizace a hod-
nocena pénivost. SraZecich a sorpénich ‘prostiedki
se v provoznich zkouZkach uZilo z divodd meto-

dickych, a to jednak pro stanoveni procenta poly-

peptidii po stabilizaci provedené pouze sorpfnim
prostfedkem, jednak pro stanoveni procenta ubyt-
ku polypeptidd Gfinkem taninu a proteolytického
pfipravku (dale jen proteolytu) s dosaZenim ekvi-
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valentniho zvySeni koloidni stability v obou pFi-
padech. ;

Cilem druhé d&asti prdce bylo charakterizovat
sorpci polypeptidii na nékolika druzich dfileZité&j-
Zich filtrafnich kiemelin a sledovat téZ sorpéni
atinek filtrace piva podle tohoto kritéria.

Brdiékova reakee v dosavadni diagnostické praxi

Polarografické reakéni proudy zpiisobené kataly-
tickym vylufovanim vodiku objasnil R. Brdifka
[4] na podkladé teorie [. Heyrovského [5 aZ 7],
podle niZ je vodikové elektrodové prepéti zpliso-
beno pomalou tvorbou molekuldrniho vodiku. Podle
Brdifky jsou sulfhydrylové skupiny bilkovin v po-
larografii pfi€inou katalytické viny.

Nejvétdi mérou se vyuZiva této reakce v klinické
praxi, jako tzv. Brditkovy filtrdtové reakce [8].
V{%e katalytické viny normélnich sér se zjistuje
pokusné&, protoZe zavisi ma pouZitém polarografic-
kém zaftizeni. PraZské kliniky zavedly hodnoceni
vysledki reakce v jednotkach, které se vypoctou
tak, ¥e se vyska vlny v jednotlivéem pFipadé déli
normAlni vyskoun, zjifténou zmé&fenim vétiiho podtu
sér zdravych lidi, za pouZiti téhoZ polarografické-
ho zafizeni. Priimé&rna vy3ka viny u zdravych lidi
je pokladédna za 1 jednotku. Brdifkova reakce byla
mnohymi autory modifikovana, zejména ve snaze,
aby se stala specifi¢t&jsi v diagnostice rakoviny
[9, 10, 11].

O vysledcich polarografického hodnoceni poly-
peptidd v pivovarstvi je v3ak dodnes jen madlo
zprav. Sandegren, Suominen a Ekstrém [12] zkou-
mali bilkoviny je¢mene, sladu i b&8hem vlastni pi-
vovarské v§roby hodnocenim jejich polarografické
aktivity po izolaci a po nezbyiné Gpravé na stejny
obsah dusiku, kontrolovany chemickym stanove-
nim podle Kjeldahla. Aktivita albuminové frakce
vzriistala b8hem sladovani a sniZovala se b&hem
rmutovani, chmelovaru a kvaSeni. Sandegren, Ek-
strém a Nielsen [13] studovali také pomér mezi
SH- a -SS5- skupinami bilkovin v Rhodotorula gra-
cilis. 0 vyznamu BrdiCkovy reakce, zejména pro
kvantitativni hodnoceni polypeptidi se zfete-
lem na koloidni stabilitu pasterovanych piv, neni

viak dosud 'literarnich zprav.
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Metodika

SloZeni Brdi¢kovy kobaltité soluce: 1072 M
Co(NH3)sCls, 1 M NHs; a 0,1 M NH.Cl Chlorid
hexamokobaltity byl p. a. Riedel de Haen. Smole-
rova kapildra p¥fi vySce h = 65 cm méla prito-
kovou rychlost m = 4,81 mg/s a dobu kapky
{ = 1,66 s pFi 0,8 V. Polarografovano za pfistupu
vzduchu, Hg dno. VeSkeré polarogramy byly pro-
vedeny pfi citlivosti 13, 200 mV/absc.

Pokud jinak neni v textu k p¥FisluSnym polaro-
grafim uvedeno, byly vesSkeré vysledky ziskany
polarografickou analyzou 12° piv piivodnich nebo

20
upravenych v mnoz-stvf?——Qb vysledného objemu.

Pro vyhodnoceni byly vysledky porovnany s vys-
kami polarografickych vin cystinu (p. a. Toscai-
Brandt). Kobaltnatd soluce, specificka pro hodno-
ceni cystinu, meéla sloZeni: 107 M CoCl;, 1 M NHs,
0,1 M NH,Cl.

Kalibra&ni polarogramy (obr. 1 a 2} a graf [obr.
3} byly ziskdny z roztokf obsahujfcich:

0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Ot e S T
g 2] 9 9 9 9
0,7 0,8 ' ¥
e T e 0,1 % 5 .10 ° M roztoku

cystinu ve vysledném objemu. V pifpravé t&chto

roztokfi byl cystin rozpu3t&n v 1 M NHs.

Hlavni druhy zkoumanyjch piv z pokusnych va-

rek byly z nékolika tdprav: .

12° A — nestabilizované pivo, vyrobené pouze ze
sladu;

12® B — nestabilizované pivo, -surogace 8,5 %,
z toho 4,5 % bezdusikaté suroviny;

12" ¢ — surogace 15 Y%, z toho 9 Y% hbezdusikaté
suroviny; stabilizace tanin 4 proteolyt
celkem 15 g/hl;

12° D — surogace 8,5 %, z toho 4,5 % bezdusikaté
suroviny; stabilizace Deglutanem 100 g/hl.

Déleni polypeptidi siranem amonnym, sledované

v hlavnich rysech polarograficky, bylo provedeno
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Obr. 2. Kalibratni polarogram
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Obr. 3. Kalibraéni graf

u vyse uvedenych 12° piv A, B, C, D a u dvou za-
hranifnich 12° piv. Vysolovdno bylo pifimo tuhym
siranem amonnym v koncentracich 15 g, 30 g a
pFi plné saturaci ve 100 ml vysledného objemu.
Po promichani byly upravené i phvodni vzorky
ponechdany 72 hodin p#i 20 °C a zfiltrovdny sklada-
nym filtrem Schleicher-Schiill & 580, @ 15 cm.

Aby byly zjiSt&ny procentudlni tbytky polypep-
tidd, vzniklé stabilizaci, bylo nutno pFimou Brdic-
kovou reakci hodnotit vypadové vzorky piv ze sta-
bilizaénich zkousek, zhodnotit tbytky &isté bilko-
viny také chemicky a uZit nestabilizovaného piva,
vyrobeného pouze ze sladu, jako srovndvactho
u obou zplisobll stanoveni. Chemicky’ byly bilkoviny
stanoveny metodou Barnsteinovou srdZenim hydro-
xydem médnatym [14]. Pénivost zkouSenych piv
byla hodnocena metodou carlshergskou [15], kys-
licnik uhli¢ity byl po vyb&ru vzorki z vhodnych
partii stanoven manometricky [16].

Pritb&h sorpci lyofilnich bilkovinnych &astic na
nékolik druhfi filtra¢nich kfemelin byl sledovédn
pfi laboratorni teplotd, k cemuZ bylo_ nutno uZit
vy83ich koncentraci kfemelin (2000 aZ 8000 g/hl).
Filtrovdno bylo skladdanym filtrem Schleicher-
Schiill &. 588 pfi 20°C. Pro uvedenou teplotu plati
proto i vy3etfené pribéhy izoterm zkouSenych ad-
sorbentd. Pfi podstatné niZsi koncentraci (132 g/hl)
a rovndZ pii 20 °C, bylo hodnoceno pro ziskdani dal-
§tho' pfehledu o sorpénich G&incich na polypeptidy
piva také nékolik druhfi adsorpénich umélych hli-
nek typu bentonitu. Sorpcni G€inky kiemelin a
hlinek byly sledovany v dvandctistupiiovém pivé.
Ubytky polypeptidd vzniklé provozni filtraci byly
zji¥tovany polarograficky ve svE&tlém osmistupiio-
vém pivu.

Reprodukovatelnost vysledkt Brdi¢kovy reakce
v pivé byla provéfovdna nejen opakovanymi ana-
lyzami, ale také opakovdniin piedchozich tprav
piva siranem amonnym.

Cast pokusna

1. Déleni polypeptidii 12° piv vysolovdnim
(NH4)2S0s, sledované polarograficky

V pfedpovédi koloidni stability pasterovangch
piv se méti fotometricky zakaly, vyvolané siranem
amonnym. Ze zakalovych kfivek se pak sleduji
dva znaky:
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1. Pofet ml nasyceného roztoku sfranu amon-
ného, pot¥ebnych k dosaZeni 1% svételné absorpce
na Langeho fotometru.

2. Vzestup zdkalové k¥ivky jako tge mezi 5 a
15 % svitelnou ahsorpci. Prvni hodnota souvisi
s fyzikdln& chemickou trvamlivosti, druhd s inten-
zitou zakalu vzniklého w skladovaného piva.

V analytické praxi je v3ak Casto tfeba sledovat
pFimo kvantitativni zmé&ny polypeptidfi, hlavné ve
vztahu k jejich pfivodni hlading& Kromé& toho u piv
vyrobenych z mladin rfizného sloZeni nejsou vy-
sledky turbidimetrického méfeni v relaci s vysled-
ky Brdi¢kovy reakce. Dosud byla zjidténa pFima
zavislost téchto vztahd pouze u jednotlivych druhi
piv. AvSak z vysledki polarografické registrace dé&-
leni polypeptidii n&kolika druh@i 12° piv bylo pa-
trno, Ze s postupnym sniZovanim obsahu poly-
peptidfi, hodnocenych Brditkovou reakci v pfivod-
nich pivech, se v#dy vice nebo méné sniZovaly
i podily polypeptidit po srédZeni siranem amon-
nym. Uginky stabilizace, "sledované vysolovanim
pomoci Brditkovy reakce (napf. pro 12° pivo A
byly ziskany kfivky uvedené ma obr. 4), byly vy-
hodnoceny v tabulce 1-a vyjadfeny graficky na
obr. 5. Vzhledem k tomu, Ze kvantitativni zmény
polypeptidfi, zejména ve vztahu k jejich pfivodni
hlading nemohou byt postiZeny turbidimetricky-
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Obr. 4. Vysolovdni polypeptidi siranem amonnijm
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Obr. 5. Déleni bilkovin 120 piv vysolovdnim (NH4)2504,
sledované polarograficky

Tabulka 1
Vysolovdni polypeptidii piv 12° A (obr. 4}, 120 B, 120 G,
12 D a zahraniénich piv 120 C, P. a B. B.

]
| : Pol tid
! saturace i | Polypeptdy

Druh piva (NH1)2504 max vc;;tgim{ﬁ
SR T e Nl A T 504
15/100 38,5 4,41
120 A 30/100 30,2 135
Fanr ~. 70/100 | 64 | 085
-t 42.1 | 4,91
120 B 15/100 294 | 453
a) EI[];‘:ll]ﬂ 259 2,83
e Y 70/100 5,4 ‘ 054
— i 41,0 i 4,76
12° B 15/100 38,7 ! 4,43
b) | 30/100 ! 26,9 | 2,95
- - 70/100 | 5,0 ! 0,51
il i 37,2 [ 4,22
15/100 | 33,2 | 3.72
12" 6 30/100 | 30,8 ! 3,43
n 70/100 | a5 |  omr
| — 31,8 I 1,55
15/100 29,0 3,21
12' D | a0 | 25,3 ' 278,
e o TR e s | 6.2 | 0,63
= ; 22,8 i 2,43
12' C. P. 15/100 | 21,6 I 2,32
zahraniéni 30/100 | 18,2 1,94
| 7ode0 | 8.0 | 0,81
] — I 20,4 [ 2,19
12! B. B. | 15/100 20,2 | 2,16
zahranitni 30/100 | 18,2 | 1,94
70/100 | 5.9 0.60

mi analyzami, nybrZ jen za uZiti metod umoZiuji-
cich tyto zmény objektivng hodnotit ve vztazich
k piivodnimu stavu, je polarograficky pritkaz déle-
ni polypeptidd podle autorovych zjifté&ni objektivni
interpretaci kvantitativnich vysledkid. Z obr. 5 je
patrno, Ze sniZovanim kvantity polypeptidii se
sklon vysolovacich kfivek do saturace 30/100 zmir-
fioval. 12° piva: A [oznaC. I, vyrobené pouze ze
sladu) a B (ozna€. Ila, IIb vyrobené za pouZiti
mirné surogace) se priibéhem vysolovaci KkFivky
pondkud od sebe liSila. Stabilizovana piva 12' C
{oznad. III) a 12° D [ozna&. 1V) méla jiZ podstatné
sniZené hodnoty Brdi¢kovy reakce a s tim souvisicl
zmirnény pribsh kiivek do saturace 30/100. Za-
hraniéni exportni piva (oznad. V a VI) obsahovala
dokonce jest& o 425 % a 48,2 % ménd hodnoty
Brditkovy reakce, neZ 12° stabilizované pivo ze
zkoudek C. Tim je moZno doplnit i dFivE&jsi roz-
bory zahrani#nich exportnich piv, vyznatujicich se
vysokym stupn&m prokvaZeni, nizkou barvou a niz-
kym obsahem dusikatych litek i¢inkem intenzivni
surogace a stabilizace [17].

K polarografickému hodnoceni polypeptida déle-
nim siranem amonnym podle nové metodiky, mohla
by byt vznesena néamitka, Ze s rostouci koncentraci
[NH4):50s nastédvd pokles maxima dvojmocného
kobaltu (fabulka 2]. Po pi¥isluiném vyhodnoceni
téchto polarografickych maxim se v3ak ukazalo,
Ze toto sniZeni je konstanintho charakteru a mé
nizké smé&rodatné odchylky také u rfiznych dru-
hii 12° piv. Proto nebylo nutné korigovat hodnoty
i,.. podle sniZeni vysek iy Co*".

Tabulka 2
Pokles maxima Co®*t s rostouci koncentraci [NH,}];S04.
Vyhodnoceno z polarogrami platnich pro tab. 1

‘ |
Sat I =
e Z 15/100 30/100 | 70/100
- id
arit. primér £ 50
13g8 | 1285 | 1201 N
+ 0,46 + 0,60 + 0,47 ‘ " 10,61
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2. PFimd Brdifkova reakce vypadovygch vzorki
12° piv ze stabilizaénich zkoulek

Pro zjiSténi- vykyvli v hodnotdch této reakce byl
polarograficky hodnocen vétsi pocet vypadovych
vzorkil 12° piv A, B, C, D a k nim pfipojeny takeé
vzorky dal3fho druhu mirné stabilizovaného piva
12° E1, vyrobeného za uZiti 4,5% surogace bezdu-
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sikatou surovinow a stabilizovaného taninem + pro-
teolytem celkem 12 g/hl. Hodnoty Brdi€kovy re-
akce z polarogramii obr. 6 aZ 10, ziskanych analy-
zou 12° piv A, B, E1, €, D jsou shrnuty v tabulce 3.
Konetné vyhodnoceni a stanoveni primérného sni-
Zeni polypeptidG Brditkovou reakci proti 12° pivu
A, vyrobenému pouze ze sladu, je uvedeno v fa-
bulce 4. Z vysledkdl je patrno, Ze tfinnou stabili-
zaci byly polypeptidy sniZeny o 25,49 % v pivé C
a0 28,72 % v pivé D.

Aby bylo zjiSt&no, jaké hodnoty dusiku predsta-
vuji uvedend sniZeni polypeptidfi, byla provedena
pFisludna chemickd stanoveni. Podle srovndvacich
zkouSek jsou hodnoty Brditkovy reakce vylerpany
po chemickém sraZeni hydroxydem médnatym po-
dle Barnsteina [14]. JestliZe bylo ve 12° pivu A
nalezeno 11,3 mg N/100 ml a polarograficky zji3-
téné sniZeni bilkovin BrdiCkovy reakce Ccinilo
25,49 % a 28,72 %, 3lo o dbytky 2,9 mg a 3,3 mg
bilkovinného dusiku ve 100 ml. Celkovy dusik 87
mg/100 ml piva vyrobeného pouze ze sladu byl
tudiZ, v ,,Cisté bilkovind“ ufinkem stabilizace sni-
Zen pomérné malo, jen 0 3,3 % a 3,7 %.

Chladova stabilita 12° piv € a D byla nejvyssi
{tabulka 5). 12° pivo E1 se sniZenim polypeptidd
o 12,63 %, ma&lo podstatnd niZ$l koloidni stabili-
tu (asi 4¥%2m&si¢ni) neZ 12° piva C a D se sniZenim
polypeptidii blizkym 25 % a se stabilitou Sestimg-
signi.

Podle soufasnych poznatkdi nezplisobi ani inten-
zivni, av3ak vhodng provedend uméld stabilizace

Tabulka 3

Piimd Brdickova reakce vipadovych vzorki piv ze
stabilizaénich zkoulek

12 A srovndvaci, Riizné partie staéeni.

1 an 425 43,5 41,8 43,5 41,5
polypeptidy

mg% cystinu 4,97 5,11 4,87 5,11 4,83
obr. 6, kF. 1 2 3 4 5
120 B vVystupni vzorky z past. stroje po 20 min.

Lvax 32,0%) 40,8 39,2 40,8 40,9
polypeptidy

mg% cystinu 3,57%) 4,73 4,50 4,73 474
obr. 7, kF. 1 2 3 4 5
120 E]. Riizné partie staéeni.

e 39,0 36,5 39,0 335 375
polypeptidy

mg%cystinu 4,48 4,14 4,48 4,55 4,27
obr. 8, kf. " & 2 3 4 5
120 ¢. Riizné partie staceni. g

T 36,0 34,0 32,4 30,9 32,9
polypeptidy

mg% cystinu 4,07 3.82 3,62 3,44 3,68
obr. 9; kfF. 1 2 3 4 5
12% D. Riizmé partie staéeni.

s 32,2 31,2 30,7 30,5
pclypeptidy .

mg% cystinu 3,60 3,48 3,41 3,39

obr. 10, KkF. 1 2 3 4

*) do partie piva 12" B pfe$la na pocatku staceni ¢ast piva 12°C
[zbytek z tanku).
Tabulka 4

Vysledné hodnoty % ubytku polypeptidi

o s o
pran | e | Eelpentdy | polvpepiiad 5 .
]:29 | arit. pramér arit. pramér ve srovnani
piva | + s. 0. s s pivem 12° A
I ) v %
A ‘ 428 + 11 - 5.0 + 0,15 Sy
B | 40,6 + 0.8 47 4+ 0,12 6,22
EL 83+ 1,0 4,3 + 0,14 12,63
& 35310 3,7 £10,23 25,49
D 32,0418 3,5 + 0,20 28,72
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Tabulka 5
Citlivost k zdkalu chladem
Chladovy zdakal v tydnech
120 ITT (389¢C / 2°C — 24 hod.)
pivo po -
pasx, |
0 ‘ 2 ‘ 4 l i |k f 10 f 12
! - —

A 130 9 i 2 6 8+ | 10 1510 10
B 185 1} 2 3 7 9 9+ |- 10
El 135 Ol i i 2 24 | 4 a+ | 5
c 130 0 0 i 0 1+ | 1+ | 2+
D 320 o 0 0 0 1 1+ | 24

piva negativni chutové zmény, avSak miéZe se pro-
jevit sniZenim pé&nivosti. Polypeptidy, jakoZto dfi-
leZité soudasti p&notvornych latek piv, jsou schop-
ny vytvaret stabilizujici filmy okolo jednotlivych
Castic disperzni fdze a je nutné pfedpokladat, Ze
pii urcCité intenzité resorpce CO jejich kvantita
ovlivni pénivy objem. Jde o objem pény, ktery
vznikl z objemové jednotky kapaliny za ur&itych
podminek, pfitemZ jeho velikost neni zdkladem
pro stalost pény.

JestliZe o vlastnostech p&ny rozhoduji specific-
ké vlastnosti p&notvorného &inidla, resp. pénotvor-
nych ldtek, musi se dbytky polypeptidd, tj. zejmé-
na podild do 30/100 saturace siranem amonnym,
projevit ve vysledcich méFeni pénivého objemu a
ve stdlosti pény. Hodnoty pénivého objemu i zbyt-
kové pé&ny se urfuji nejcast&ji carlsbergskou meto-
douw. Helm (18], De Clerk ([19] a Hopkins [20]
uvedli, Ze pénivy objem z4visi na obsahu CO; v pivu.
P&nivy objem (Pv %), stanoveny carlsbergskou me-
todou, byl sledovan v Zirokém rozsahu stupn& na-
syceni piva CO: av8ak pro stabilitu pény méa vy-
znam hodnota zbytkové pény (Pz % ); mezi mnoZ-
stvim CO2 a hodnotou v oblasti 0,35 aZ 0,42 % ne-
byl dosud nalezen Zadny vztah.

Obsah CO:; ve stabilizovanych zahrani&nich pi-
vech byl zjiftén ve zvy3enych hodnotach [17] a
jde o zFejmou snahu zvy3it pénivost na zdkladgé
zkuSenosti, podle niZ se zvysl hodnoty Pz % v pi-
vech s pPesycenim nad 0,47 % CO, vah. Krauss
[21] zjistil zvySenou pénivost piva zplisobenou zmé-
nou hradiciho tlaku jiZ z 0,2 na 0,3 atp. Rozdily
v nestejné pénivosti piva z jednotlivych lahvi maji
svou pFi¢inu také v rozpudténém vzduchu, zvysu-
jicim hodnoty Pv % i Pz % a zdrovei zpfisobujicim
podstatné zvySovani odchylek ve vysledcich mé-
Feni CO; metodou manometrickou. Byly proto v na-
Sich zkouskach hodnoceni pénivosti piv s r@znyin
obsahem polypeptidfi pouZity jen vzorky lahvovych
piv z pFezkouSenych partii a s minimdlnimi dife-
rencemi v pomé&ru veSkery vzduch ml : objem hrdlo-
vého prostoru ml.

Pénivost a obsah CO: byl sledovan u &tyF druht
12° piv A, E1, G, D, z nichZ pouze stabilizované
pivo C dozrdvalo pfi vy38im hradicm tlaku nad
0,5 atp/1°; analyzovdno po 84 vzorcich uvedengch
druhit piv a stanoveny priaméry hodnot Pv Y%,
Pz % a CO; [tabulka 6). Pti zvyieném obsahu CO:
0,47 £ 0,03 % bylo u stabilizovaného piva C s pri-
mérnym 255% sni¥enim polypeptid@i dosaZeno
zvySeni trvanlivosti p&ny v hodnotdch Pz Y% bliz-
kych 0,2, proti piviim s obsahem CO: 0,42 £ 0,03 %.

3. Reprodukovatelnost vijsledkil polarogr@fického
hodnoceni polypeptidii

Reprodukovatelnost vysledkii polarografického
hodnocen! polypeptidd byla zjistovédna provedenim
celych analyz téhoZ druhu piva vCetn& vysolovani
siranem amonnym 12° B (tabulka 7) a déle opa-
kovanym stanovenim polypeptidd ve 12° pivech

A, B, C, D {obr. 11 a 12, tabulka 7). V rozsahu 2,83
aZ 5,11 mg % cystinu odchylka jednotlivych uréeni
nepiesahovala 4 %.
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11. Reprodukovatelnost vysledkid polarografického

12. Reprodukovatelnost wvysledkii polarografického

Tabulka 6
Pénivost modifikovanou metodou carlsbergskou
Pv % Pz % Coz % wah.
120 T
ivo arit. primér
. arit. primér +s.0 e a
A 5,72 + 0,72 0,58 + 0,11 0,42 + 0,02
El 4,93 + 0,58 0,56 + 0,10 0,40 + 0,03
c 5,88 + 0,68 0,79 + 0,18 0,47 + 0,03
D 443 + 0,56 0,51 + 0,14 0,42 + 0,03
Tabulka 7
Reprodukovatelnost vysledki
) | e Polypeptidy Odchylka
) siran max | vmg% cystinu b—a
Druh piva amon- | v mg%
n e
y i | b) a) ‘ b) cystinu
a : ' ——
120 B — | 421 4210 | 481 4,76 —0,15
15/100 | 38,4 38,7 | 453 4,44 —0,08
| 30/100 | 25,9 269 | 2,83 2,95 ~+0,12
| 70/100 | 5.4 50 | 055 0,51 —0,04
ek ‘ ! = i = L
120 & B 425 43,5 4,97 5,11 +0,13
12 B 40,0 40,0 4,62 4,62 i
120 ¢ — 33,5 34,0 3,78 382 | 40,08
120 D — 320 31,0 | 3,57 345 | —0,12
[obr. 11 a 12] | '

4. Oé&inky filtraénich kifemelin a sorpénich hlinek
na polypeptidy piva

Schmid a Kleber [22] urduji adsorpénf n&innost
filtraénich kFemelin chemicky: 60 ml vzorku piva
se po pridani 1 g kfemeliny za chlazeni pfi 0 aZ
2°C stejnom&rné promichdvd 15 minut. Pak se
smés odstfedi p¥i 3000 ot/min (teplota roztoku se
Zvy3i na 5°C) a v &iré kapalind se uréi dusik podle
Kjeldahla. Vysledek se vyjad¥i tbytkem N-latek
adsorbovanych na 1 g kfemeliny.



150 PFimé kvantitativni hodnoceni polypeptidi v pivé

Kvasnyg priimysl
rod. 7 (1961) - ¢islo 7

Autor této prace pouZivd vSak k hodnoceni
sorptni nufinnosti kfemelin jednodudsiho postupu
s polarografickou registraci, umoznu]imho rozlisit
kfemeliny podle priibéhu isotermy jiZ pfi 20 °C.
Do kadinek na 100 ml se odvédZ#i po 1, 2, 3, 4 g
zkousené kiemeliny, pFidd se 50 ml piva vytfepa-
ného pfi 20°C a po kratkodobém mirném promi-
chani 2 aZ 3 min se jednotlivé smeési zfiltruji skla-
danym filtrem Schleicher-Schiill & 588. Ve filtra-
tech se polypeptidy hodnoti Brdidkovou reakci.
Nejdifive se zaznamendva bilkovinna vlna piva pl-
vodniho, zfiltrovaného za uvedenych podminek.

Hodnoceny byly kFemeliny Filter Cel (obr. 13/,
Borovany LAS [obr. 14), Schenk II [obr, 15}, Hyflo
Super Cel {obr. 16). Adsorpcni isotermy vy3etfené
z hodnot Brdidkovy reakce jsou uvedeny na obr. 17.
Z prithghu isoterm je patrno, Ze sorpéni Gcinnost
zkouSenych kfemelin se sniZuje v tomto pofadi:
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Obr. 13. Kremelina Filter Cel
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Obr. 14. Kfemelina Borovany LAS
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Obr. 15. KFemelina Schenk II
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Obr. 16. Kremelina Hyflo Super Cel

polypentidy Lmg % cystinud
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Obr. 17. Adsorpéni isotermy zkouSengch druhii kFemelin

Filter Cel (kFivka 1)
Borovany LAS (kPFivka II)
Schenk II (k¥ivka II1)

Hyflo Super Cel (kfivka IV)

Intenzita sorpce polypeptidéi na 4 druhy provozné
dileZitgjgich filtrafnich kiemelin je tudiZ rfizna.
Minimalni sorpci jevi kfemelina Hyflo Super Cel,
timZ je ovéfeno, Ze tento druh v pivovarstvi hojné
pouZivany, plni funkeci zakladniho filtra&niho ma-
teridlu, schopného se vyznatovat nanejvy3e jen
slabym sorp&nim 1¢inkem, a to jesté jen pfi vyso-
kych koncentracich.

Adsorpéni tfinek 4 druhfi umé&lych aluminium-
silikdtovych hlinek typu bentonitu, byl sledovan
pro rychlé zjisténi vysledku p¥i stejnych koncen-
tracich 132 g/hl na nefiltrovaném 12° piva z vyro-
by (obr. 18, kiivka 1 zna&i Brdifkovu reakci piva
neupraveného, k¥ivky 2 aZ 5 byly ziskany po dpra-
vé). PFi uvedené koncentraci, sorpéni hlinky pii-
sobily na polypeptidy drasticky:

Adsorbovano Adsorbovano
polypeptida B. r.  polypeptidil B. r.
v mg % cystinu A
Disalbumin (kFivka 2] 3,07 52,08
Clarsol (kfivka 3] 3,14 53,26
Bentopur S (kfivka 4] 2,81 47,66
Deglutan [k¥fivka 5) 3,05 51,73

Z obr. 17 a 18 lze zjistit, Ze hlinky typu bentonitu
v koncentraci 132 g/hl nebo jemné kEemeliny
(Filter Cel, B. LAS, Schenk II) v koncentracich
1850 aZ 245[] g/hl adSDFbLl]l ve 12° pivu pfi 20°C
kolem 50 % polypeptidii. 3

e 48,8
o
"i-%?‘-

5

"“-j E
A LT
4/r/ e

Obr. 18. Adsorpént adéinky 4 druhii hlinek typu bentonitu
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5. Vliv filtrace na polypeptidy piva

Schmid a Kleber [22] hodnotili sorpci pfi fil-
traci podle dbytku koagulovaného dusiku. Po 45
min provozni filtrace kiemelinou zjistili sniZeni
blizké 0,2 mg N/100 ml 14° piva.

V naS8ich filtra€nich zkouskédch 8° piva byl sle-
dovan Brdifkovou reakeci vliv filtrace po 100 hl.
Pivo bylo polarograficky analyzovédno v koncen-

15

traci — s Y% vysledného objemu [obr. 19).

Pivo neﬁltrovane

Po filtraci normalni hmotou

Po filtraci pouze kfemelinou
(60% LAS 4 40% F 2)

Po ndstavbové filtraci kfemelinou
(60% LAS + 40% F 2) + desky (K 7)

345 {krwka 1]
32,0 (krivka 2)

30,5 (kFivka 3)

30,0 (kfivka 4]
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Obr. 19. Viiv filtrace na polypeptidy piva

Uu’.‘:inkem normélni filtrace hmotou se adsorbo-
valo 8 % polypeptidd B. r. Pouhou filtraci kfeme-
linou se sniZil obsah polypeptidd o 127 % B. r. a
zaFazenim dv01f11trace kfemelina -+ desky bylo
jich adsorbovano 14,7 % B. r. v 8° pivu.

Celkovy dusik 8° nefiltrovaného piva (po odstfe-
déni) ¢€inil 53 mg/100 ml a sraZenim Cu(OH):
nalezeno 7 mg bﬂkovmneho N/100 ml. Polarogra-
ficky zjitény tbytek 14,7 % bilkovin B. r. zpiiso-
beny ucinkem ostré filtrace (kfemelina -+ desky)
odpovidal 1,0 mg N/100 ml, coZ &inilo 1,9 % du-
siku. Z vysledku je zFejmo, Ze sice ostrou filtraci
miZe byt absorbovdno 10 aZ 15 % polypeptidi,
aviak v 8" pivu jde o mno¥stvi mala, zpravidla
nepievy3ujici 2 % celkového dusiku.

Zhodnoceni vysledki

Tato prace upozoriiuje na moZnost primého
kvantitativniho hodnoceni polypeptidd ve vystave-
nych pivech stejné stupfiovitosti proti srovnava-
cimw vzorku za pouZiti polarografické metody. By-
ly studovany kvantitativni zmé&ny polypeptidil pfi
vysolovdni siranem amonnym, G&inky filtratnich
kfemelin, sorpénich hlinek, jakoZ i vliv filtrace
na polypeptidy 8°. piva.

a) Stupefi koloidni stabilizace rltznych druhfi
piv stejné stupfiovitosti. mG¥e byt polarograficky
dokumentovdn tim, Ze v prib&hu vysolovép1 sira-
nem amonnym se registruji hodnoty rozpusténych
polypeptidli. Z grafického vyjadfeni vysledka je
zfejmy velky rozptyl moZnych Kkvantitativnich
zmé&n polypeptidd do saturace 30/100.

b) K stanoveni intenzity koloidni stabilizace je
moZno uZit pFimé Brdi¢kovy reakce. Hodnotf se
sniZeni vySky katalytické viny v mg % cystinu

proti srovndvacimu vzorku piva nestabilizovaného
stejné stupiiovitosti. Snifenim hodnoty Brdlckovy
reakce o Y Dbylo dosa¥eno poZadovaného zvy3eni
chladové stability 12° piv. ZvySenim obsahu CO:
u piv se sniZenou Brdi€kovou reakci, tj. piv stabi-
lizovanych, zvysila se jejich pé&nivost.

c) Za uZiti dvou riznych zphisobti koloidni stabi-
lizace, z nichZ prva byla provedena taninem a pro-
teolytem, druhd pouze jen sorpénim prostFedkem,
bylo dosaZeno prakticky stejného zvy3eni chladové
trvanlivosti, jestliZe byly polypeptidy Brdlcknvy re-
akce sniZeny o 25,5 % v pfipadé prvnim a o 28,7 %
v druhém pFipadé.

d) Podle a¢inku na polypeptidy Brditkovy reakce
byla zhodnocena sorpéni acéinnost nékolika druhfi
provozng dileZitéj8ich filtracnich kiemelin. Tu-
zemskda kfemelina Borovany LAS byla vyhodnoce-
na jako filtraCni materidl o znatngé vysoké fil-
tratni aktivit€. Naproti tomu, tém&f zanedbatelnou
sorpéni ufinnosti na polypeptidy piva, lze charak-
terizovat zahranicni k¥emelinu Hyflo Super Cel.
Déle bylo ovéfeno, Ze rozdily mezi sorpni ddéin-
nosti jemnych kfemelin a umélych hlinek typu
bentonitu jsou veliké. Hlinky rfizné provenience
v koncentraci 132 g/hl nebo jemné kfemeliny (Fil-
ter Cel, Borovany LAS, Schenk II) v koncentra-
cich 1850 aZ 2450 g/hl adsorbovaly ve 12° pivu
pfi 20°C kolem 50 % polypeptidi.

e] Byly hodnoceny tbytky polypeptidii zptisobe-
né zvySenou ostrosti filirace 8° piva. Z vysledki
bylo patrno, Ze sice ostrou filtraci mtZe byt ad-
sorbovano 10 aZ 15 % polypeptidd, aviak v 8° pwu
jde o abytky nizké absolutni hodnoty.

PredloZena prdce obsahuje pouze zakladni vy-
sledky z uZiti polarografického hodnoceni bilkovin
v pivu hotovém nebo z konelné faze vyroby. Dille-
Zité teoretické kvantitativni vztahy, stupeii obec-
nosti pfimé Brditkovy reakce v pivé vibec, jakoZ
I vztahy k polypeptidim vySsi mnlekulove vahy
jsou autorem nyni studovany a budou zveFejnsny
v separdtni praci.

V kontrolni praxi bylo u nds Brditkovy reakce
pouZito zejména pii dokumentovani stupng koloid-
ni stabilizace rfiznych druhii piv stejné stupiiovi-
tosti, provéfovanim zavady v pénivosti v souvis-
losti s kvantitou bilkovin anebo hodnoceni sorpi-
nich aginka filtra€nich materiald.
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HETIQCPEACTBEHHOE
KOJIMYECTBEHHOE OITPEJIEJIE-
HHE IIOJIUIIENITUOOB B ITHMBE

B crathe NOKa3HIBAETCA BO3MOMKHOCTh
NpHMeHeHHd moasgporpadHuecKoro me-
TOAa IJISI HEeNnoCpedCTBEHHOTO KOJHue-
CTBEHHOFO ONpeleNeHHs NOJHNENTHIOB
B nuBe. Ananuz GasupyeTcs HA CpaBHe-
HUMM 3TaJIOHA [UBA C HCCJAEJyeMOH mpo-
Go#l Tofi-Ke xpenoctd, PaccmaTpHaa-
I0TCH  Pe3yJbTaThl H3YYeHHs. KOJHUe-
CTBEHHBIX H3MEHeHHI MOJHNEenTHA0B NPH
06pa6oTKe NHBA CEPHOKUCJBIM aMMO-
HHeM, CofepaHHsd TenTHIOB B npodax
NHUBA OTOOPAHHEIX IIPH HCOBITAHHAX H&
YCTOHYHBOCTD
cTabuAM3anyuy, BJAMSHHA CoOCTaBa AHa-
TOMHTOB TIpHMeHsieMHX IJ9 (PHAbTpPa-
I[HH, CcocTaBa COPOUHOHHON 3eMaH H
TEXHOJOTHH (GHABTPALHH Ha MOJHIen-
THABK BOCEMHIPafycHOTO THBA.

Hns  onpefeleHHs ~ HHTeHCUBHOCTH
KOJJIOHAHOH cTaGHIH3allMH MOXKHO BOC-
NOJb30BATHCA HEMOCPEACTBEHHO peak-
nuefi  Bpauuku. Kpmrepuem CAyKHT
CHIDKEHHE  BEHICOTH  KaTaJHTHUeCKOH
BOJHE BEIpaXeHHoe B Mr' Ufy LHCTHHA
IpPH CPABHEHHH C 3TAJIOHOM HeCTaOH/M-
3HPOBAHHOIO NMHBA TaKoH-Ke KPenocTH.
IIpn npHMeHeHHH JBYX pasHLIX MeTo-
JIOB KOJJIOWRHOH craHAM3alHH, T. e
B NePBOM CJydae TAHHHOM H MPOTEOJH-
TOM, B APYrOM TOJbKQ JHIIb copbuHon-
HBIMH CPeACTBaMH ObUIO NOJMY4YEHO OfH-
HAKOBOe VJyullleHHe CTOHKOCTH [HBA,
OPH YCJOBHH CHHXKEHHS [OJHNENTHAOB
peakuus Dpauukn B nepsoM cayuae
wa 25,504, Bo BropoM Ha 287 %. 3a-
CNyXUBAET BHHMaHHe He3HauHTelbHAas
aficopBIIHOHHAA CNOCOGHOCTh AHATOMHTH
Xugao Cynep Llem.

[ocNe TIpefBapHTENLHOH”

DIREKTE QUANTITATIVE BESTIM-
MUNG DER POLYPEPTIDE IM BIER

Die Arbeit macht auf die Moglich-
keit der direkten quantitativen Be-
stimmung der Polypeptide in Aus-
stosshieren aufmerksam, und zwar
bei Beniitzung der polarographischen
Methode. Die =zu priifenden Biere
miissen von derselben Grédigkeit wie
die Vergleichsbierprobe sein. Es wur-
den die quantitativen Verdnderungen
der Polypeptide bei der Aussalzung
mittels Ammoniumsulfat verfolgt und
studiert; im weiteren die Polypeptide
in Bierproben aus Stabilisierungsver-
suchen; die Wirkung von Kieselguren
und Sorptionserden, sowie auch der
Einfluss der Filtration auf die Poly-
peptide des 8° Bieres.

Zur Ermittlung der Intensitdt der
kolloidalen Stabilisierung kann die
direkte Reaktion nach Brdifka benitzt
werden. Bewertet wird die Senkung
der katalytischen Welle in mg % des
Cystins im Vergleich mit der nicht
stabilisierten, gleichgrédigen Ver-
gleichsprobe. Es wurden Versuche
mit der Anwendung von zwei Metho-
den der kolloidalen Stabilisierung
durchgefiihrt, und zwar: 1. Stabilisie-
rung mit Tannin und Proteolyt; 2.
Stabilisierung nur durch Sorptions-
mittel. Es werde dieselbe Erhthung
der Kidltestabilitdt erreicht, wenn die
Polypeptide nach Brditkas Reaktion
in dem ersten Fall um 255 %), im
gweiten um 28,7 % vermindert wur-
den. Interessant ist die Feststellung
der niedrigen Adsorptionstihigkeit
der Kieselgur Hyflo Super Cel.

DIRECT QUANTITATIVE DETERMI-
NATION OF POLYPEPTIDES IN BEER

The article shows, that polarogra-
phic methods can be succesfully ap-
plied for direct quatitative determi-
nation of polypeptides in beer to be
delivered from breweries. The test is
based upon the comparison of a stan-
dard sample with samples of beer of
the same strength. The article deals
further with the quatitative changes
effecting polypeptides at processing
beer with ammonium sulphate, with
polypeptides in samples taken during
stabilization tests, with effect of the
diatomite composition, of sorption
egarths and filtration upon polypepti-
des in 8° beer. Direct Brditka re-
action can be used for determining
the intensity of colloidal stabilization.
The reduction of the catalytic wave
height, expressed in mg % of cystine,
as compared with the sample of non-
stabilized beer of the same strength
is taken as criterion. Two different
stabilization methods have been com-
pared. One consisted in intreducing
tannin and proteolyte, the other was
a conventional one based on sorption
substances. The durability of beer has
been improved there being no diffe-
rence between the two methods, pro-
vided the polypeptides of Brdifka re-
action had been reduced by 255 Y%
in the first case and by 287 % in
the second. Low adsorption capacity
of the Hyflo Super Cel diatomite is
worth mentioning.



