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ODBORNY CASOPIS PRO PRACOVNIKY V KVYASNEM A NAPOJOVEM PRUMYSLU

Pivovacdtvi a Mladaéstoi

Metodika stanoveni prolinu ve sladin&

Ing. MARIE NENTVICHOVA - Ing. MIROSLAV TRKAN, Vyzkumny dstav pivovarsky a sladafsky, pracovist® Brno

S rychlym rozvojem sladafské technologie, pouZiva-
nim surogatli pfi vyrob& piva a s nim spojenym pouZi-
vanim enzymii pro rmutovdni z jinych zdroji neZ ze
sladu, ukazuje se nutné ziskat dalsi informace o skladb&
aminokyselin, poné&évadZ obsah jednotlivfch aminokyse-
lin se ponékud méni s pouZitym procesem sladovani.

Studiem aminokyselin ve sladafstvi a pivovarstvi se
zabyvalo mnoho autorii. Jones a Pierce [1, 2] studovali
zmény koncentrace aminokyselin, zejména prolinu pFi
vyrobé sladu. Z jejich prace vyplyva, Ze prelin mé uni-
katni pozici mezi nizkomolekuldrnimi dusikatymi slou-
Ceninami. Zda se, Ze v procesu sladovédni obsah prolinu
stdle vzristd, a to stejnou rychlosti jako vyvin embrya,
na rozdl od volného «-aminodusiku, kter¢ stoupd do
maxima asi ve 4. dnu kli¢eni a potom klesa, kdyZ je
normalni sladovaci cyklus ukonden.

Podle vysledkQl zkouSek sefadili nizkomolekularni du-
sikaté latky do tFi skupin, jejichZ predstaviteli jsou
amidy, glycin a prolin. Amidy dosahuji maximéalni kon-
centrace zhruba po é&tyiech dnech sladovani, potom na-
sleduje pokles. Glycin dosdhne maxima rovn&Z po Cty-
Fech dnech kliceni a potom se udrZuje na konstantnf
vySi. Prolin narilistd béhem celého cyklu sladovéni.
Autofi vyslovili domnénku, Ze koncentrace prolinu ve
vyrobeném sladu miiZe byt ukazatelem délky sladovani,
za piedpokladu, Ze nebylo pouZito chemickych prostied-
ki, které koncentraci aminokyselin sniZuji.

O dileZitosti prolinu pFi kliceni pojednava i
prace Jonese a Pierce [3].

ProtoZe prolin zaujimd centrédlni pozici v metabolismu
kli¢iciho zrna, domnivaji se Lie a Rasch [4], Ze stano-
veni této aminokyseliny miZe pFinést G¢inné informace
k analytice volného «-aminodusiku ve sladu.

dalsi

Prolin je také jedna z velmi méla dusikatych sloZek
sladu, ktera prochazi relativné nezmé#néna normélnim
kvaSenim &% do piva, kde jej lze dokéazat. V této préaci
studovali nor$ti autofi obchodni slady i slady z Cistych
odriid z hlediska mnoZstvi prolinu a volného x-aminodu-
s’ku a tato kritéria srovnédvali s hodnotami konvené&nich
analytickych metod u sladd, napf. s extraktovou dife-
renci moucka — Srot, Kolbachov¢m ¢&islem, relativnim
extraktem pfi 45°C apod.

Autofi doSli k nazoru, Ze koncentrace prolinu se méni
s odriidou jeCmene a s podminkami pfFi sladovéni. Sta-
novenim prolinu v mladiné nebo pivu lze ziskat zajima-
vé informace o pcuZitém sladu.

Nalézt vhodnou metodiku pro stanoveni prolinu je po-
m2rné obtiZné. ProtoZe aminokyseliny jsou si chemicky
velmi podobné — vSechny obsahuji stejné funkéni sku-
piny, aminové a karboxylové, je jejich déleni, popfipad&
individudlni stanoveni, velmi obtiZné. Kolem roku 1940
vznikly dvé mztody, které se velmi dobie osv&d&ily pro
tyto dcely, a to papirovd chromatografie a chromato-
grafie na ménicich ionth [5].

Papirovd chromatografie slouZi predeviim k identifi-
kaci aminckyselin, je velmi citliva, lze ji dokazat i ne-
patrna mnoZstvi (5 ug i mén&). Také jeji provedeni je
vcelku jednoduché, ma vSak v§znam zejména pro kvali-
tativni stanoveni.

Ke kvantitativnimu stanoveni, o n&Z v tomto pfipade
jde, pouZiva se dnes nejcastéji chromatografie na méni-
Cich iontd. M2ni¢e iontd jsou um3lé pryskyfice, které
maji bazické nebo kyselé skupiny; Kkyselé skupiny
(—S03;H nebo COOH) mohou odstépit proton, ktery v3ak
zOstava véazan, aby byla zachovéana elektroneutralita. M-
Ze se oddélit jen tehdy, vstoupi-li jing pozitivni ion na
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jeho misto. To se déje pravé pii vyméné iontl. Zcela
analogicky se vyméfuji i negativni ionty, napr.
—NH;+, OH~- z pryskytice vyméni svlj OH- za Cl-
nebo RCOO-.

Principu v§mény iontd bylo vyuZito v radé praci, za-
byvajicich se stanovovanim prolinu ve sm3si aminoky-
selin. Autofi Troll a Lindsley [6] vypracovali fotomet-
rickou metodu na stanoveni prolinu za pouZiti ninhydri-
nové reakce. PFi aplikaci na biologicky material interfe-
ruji i jiné aminokyseliny, a proto se musi odstranit.
Autofi odstraiiuji interferujici bazické aminokyseliny —
lysin, hydroxylysin a ornithin protfepanim roztoku
s permutitem. Za téchto podminek je metoda specifickd
pro prolin pfi uréeni v hydrolyzatech, modi a plazmeé.

Postup: Roztoky (koncentrace 1—5.10->M prolinu]j
b,ly trepdny 5 minut s 1/10 vahového mnoZstvi permuii-
tu. 5 ml roztoku po filtraci, 5 ml ledové Kyseliny octové
a 5 ml ninhydrinového reagens se zahfiva ve vodni lazni
po jednu hodinu ve zkumavkach s plastickymi zéatkami.
Roztoky se ochladi na pokojovou teplotu a extrahuji
5 ml benzenu 5 minut tfepanim. Benzenova faze se od-
déli a zmeFi se optickd hustota pii 515 nm.

Ninhydrinové &inidlo: 125 mg ninhydrinu na 3 ml le-
dové kyseliny octové + 2 ml 6 M H;PO,, rozpusti se za-
hitdtim na 70 °C.

Tato prédce je vlastng modifikaci Chinardovy metudy
[7) fotometrického stanoveni prolinu a ornithinu.

PFi pH kolem 1 reaguje ninhydrin s prolinem, ornithi-
nem, lysinem, hydroxylysinem a cystinem. Ostatni ami-
nokyseliny v3ak nereaguji. Autor vyuZil této vlastnosti
k fotometrickému urcéeni prolinu a ornithinu.

Studoval absorpéni kFivky aminokyselin pro reakci
s ninhydrinem a zjistil, Ze pFi vinové délce 515 nm maji
maxima ktivky ornithinu a prolinu, pfi¢emZ prolin dava
pouze 89,8 % zbarveni ornithinu. PFi stejné vinové délce
davaji smé&rodatné hodnoty extinkce citrulin, cystein,
lysin, hydroxylysin, pouze v3ak v 10ndsobnému molar-
nim prebytku. V oblasti 0,02 az 0,1 uM na ml pro prolin
a ornithin a v oblasti 0,1 aZ 0,5 gM pro lysin a hydroxy-
lysin je vztah mezi optickou hustotou a koncentraci
aminokyselin linearni.

Schweet [8] stanovoval kvantitativné prolin a kyseli-
nu pipekolinovou ninhydrinovou metodou. Interferujici
aminokyseliny odstrafioval iontom2Zni¢em Amberlitem
IR-4B.

Principidlné obdobnd je metoda autor Wrena a Wig-
galla [9). Zahrnuje &tyfi stupng, z nichZ prvni dva se
tykaji rozkladu sloZit&jdich dusikatych slouCenin na
jednoduché aminokyseliny (oxidace, hydrolyza), treti
stupefi se zabyvd odstranénim béazickych aminokyselin a
&tvrty je reakce s ninhydrinem. Je to metoda na stano:
veni prolinu v pritomnosti jingch ninhydrinpozitivnich
sloucenin.

K odstranéni interferujicich aminokyselin pouZivaji
autofi permutit, s nimZ protFepavaji zkoumany vzorek.
Po odstfedéni se ¢&ir§ supernatant pouZivda k reakci
s ninhydrinovym ¢&inidlem.

K 1 ml supernatantu se pfida 2,5 ml glycinové soluce
a 2,5 ml roztoku ninhydrinu. Zazédtkované zkumavky se
udrZuji ve vodni lazni 40 minut pfi 95°C. Po ochlazeni
vodou se roztok extrahuje 5 ml benzenu a centrifuguje
se, aZ je benzenovd vrstva Cird. Extinkce benzenové
vrstvy se méfi v 1 cm kyvetach pfi 515 nm proti blan-
ku, pripravenému z 1 ml vody misto vzorku. Extrakci
benzenem autofi doporu&uji zachovat, pon&vadZ zvySuje
specifitnost. Barva produkovand tyrosinem a hodné
barvy vzniklé z histidinu zlistane ve vodni vrstvé. Me-
todu téchto autorli prevzali pro své prace norsti vyzkum-
ni pracovnici Lie a Rasch [4]. Zabyvali se pfizpiisobe-
n‘m jednoduchych analytick§ch postupi, vhodnych pro
rutinni kontrolu, které by zachycovaly koncentraci slo-
7ek sladu, diileZit§ch pri v§rob& piva. Volng prolin ve

sladingé byl stanovovdn metodou Wrena a Wigalla.
Stupné 1 a 2 v origindlni procedufe byly vynechéany,
rovnéZ i konefna extrakce benzenem, kterd odstrafiuje
barvu vytvorenou tyrosinem a histidinem. V piipravnych
testech autofi nasli, Ze interference tyrosinu i histidinu
byla zanedbatelnd a Ze reprodukovatelnost vzroste, vy-
pusti-li se extrakce.

Macholdn [10] zpracoval metodiku fotometrickéno sta-
noveni kyseliny «-keto-é-amino-valerové a prolinu. Me-
toda se zakldda na katalytické oxidaci prolinu a orni-
thinu Cu?+/H,0, v alkalickém prostfedi. Z t&chto latek
vznika zjistitelné mnoZstvi kyseliny «-keto-s-amino-vale-
rové. Autor tak stanovuje prolin. Prolin odd&luje od
ornithinu a lysinu na sloupci katexu Zerolit 226 (X-4,
kulickova forma, velikost zrn 0,15 aZ 0,36 mm, firma
United Water Softeners Ltd., England), proplachnutém
nékolikrat 4% NaOH a prevedéném na H+ formu
4 % HCI a dobte promytém vodou.

Z fady uvedenych metod jsme vybrali Gpravu podle
Wrena a Wiggalla [9), kterou pouZivali pro zpracovani
sladatského materialu Lie a Rasch. Na rozdil od uvede-
nych autorit jsme pouZili pro odstranéni bazickych ami-
nokyselin misto permutitu slabé kysely katex Zerolit 226,
kterého pouZil Macholdn [10] pro oddé&leni prolinu od
ornithinu a lysinu. Na sloupci Zerolitu 226 je moZno
ziskat 98 aZ 99 % pfivodniho mnoZstvi prolinu. Z &aso-
vych dilvodi jsme nahradili zachycovan{ ruSivych ami-
nokyselin sloupcem Kkatexu pouZitim vsddkového zpli-
sobu Zerolitu. MnoZstvi iontoméni¢e i dobu plisobeni jsme
zjistili empiricky.

PouZity materidl a postup metody

1. Glycinova soluce: 4 ymol/ml glycinu ve smési kyse-
liny octové a 6M kyseliny ortofosforecné (3:2 obj.).
Roztok je staly pii teplotd mistnosti ndkolik mésici.

2. Roztok ninhydrinu: 40 mg'ml v kyseling octové, pri-
praven zahfivdnim do 70°C. Je stdly pouze nékolik
hodin!

3. Zerolit 226: X-4, kulovitd forma, velikost zrn 0,15
aZ 0,36 mm, firma United Water Softeners Ltd., England.
Pred pouZitim se proplachl né&kolikrat 4 % NaOH, potom
4% HCI pievedl na H+-formu a vodou dobie promyl.

Pristroje: t¥epatka Labor, Budapest, typ LE 203; spek-
trofotometr MOM 201.

Postup: 2 ml vzorku sladiny se tfepe na tfepalce
s 0,2 g Zerolitu 226 po dobu 5 min. Filtruje se pres na-
vlhéeny filtr SchX Sch bild pdska, priméru 7 cm. ZKu-
mavka se propldchne tFikrat 4 ml destilované vody a
filtr jesté dvakrat 4 ml vody. Spojené roztoky se doplni
v odmérné baiice na 25 ml. Pro vybarvovéani se -bere
1 ml protfepaného vzorku, pfida se 2,5 ml glycinové so-
luce a 2,5 ml ninhydrinu. Protfepe se. Zazdtkovana zku-
mavka se vloZi na 40 min do vodni l4zn&, vyhraté na
95 + 0,5°C. Potom se ochladi na 20°C, protfepe a ne-
chd 2 h stat. Pfed msienim se jeSté jednou protrepe
a meFi se extince pfi 515 nm proti blanku, pFipravenému
z 1 ml vody misto vzorku. Kalibrace se provadi tak, Ze
se k 0,5 ml pouZitého vzorku pridd znamé mnoZstvi (asi
0,5; 1,0; 15 atd. uM) prolinu v 0,5 ml vody, analyzuje se
stejnym postupem. Diference extinkce proti roztoku bez
prolinu se pouZije k sestrojeni Kkalibra¢ni kfivky.
Vijpoctet

-~
a‘14.12500_

prolinovy N ug/l = ——————= a . 1522,

prolinovy N mg/l = a . 1,522, |

kde a je hodnota pro zjisténou extinkci odectena z ka
libraéniho grafu,

115 — molekulova hmota prolinuy,

14 — atomova hmota dusiku,

12500 — prepodet na zredénl.
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prolinu ve sladiné

PonévadZ metoda se sklada prakticky ze dvou c¢asti,
a to izolace prolinu a jeho kolorimetrického stanoveni,
zjistili jsme jednak chybu kolorimetrie a jednak také
chybu celého stanoveni. Chyba kolorimetrického stano-
veni je + 265 %, m‘ra pfesnosti celé metody je * 3,5 %,
coZ je pro tento typ analyzy velmi dobré. Vypocet miry
presnosti byl proveden podle Likare [11].

V dalSim sdéleni uvedeme praktické vyuZiti stanoveni
prolinového dusiku pro hodnoceni kvality sladu a kore-
lace jeho hodnot s hodnotami ostatnich analytickych
kritérii.

Literatura

[1] JONES, M. - PiERCE. J. S.: Proc. EBC, Congr. 1963, s. 101
[2] JONES, M. - PIERCE, ]. S.: ). Inst. Brew., 70, 1964, s. 307

[3) JONES, M. - PIERCE, ]. S.: |. Inst. Brew., 73, 1967, s. 577
[4] LIE, S. - RASCH, S.: Proc. EBC, Cong. 1969, s. 193—203

KARLSON, P.: Zaklady biochemie. Nakladatelstvi CSAV Akade-

mia, Praha 1965

TROLL, W. - LINDSLEY, ].: ]. Biol. Chem., 215, 1955, s. 655

[7] CHINARD, F. P.: |. Biol. Chem., 199, 1952, s. 91

[8] SCHWEET, R. S.: ]. Biol. Chem., 208, 1954, s. 603

[S] WREN, ]. J. - WIGGALL, P. H.: Biochem. |., 94, 1965, s. 216

[10] MACHALAN, L.: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chemie, 328, 1982,
s. 111—-119

[11] LIKAR, O.:
Praha, 1967

[12] NENTWICHOVA, M.: Dil¢i zavéreénd zprdva dkolu 2b/15 Brno
1973

Statist’cké metody v laboratorni praci. SNTL,

[13] NENTWICHOVA, M.: Dil¢i zdvéreina zprava tkolu 2c/15 Brno
1974

Nentwichova, M. - Trkan, M.: Metodika stanoveni proli-
nu vz sladiné. Kvas. prim. 21, 1975, ¢&. 6, s. 121—123.

Diskuse vyznamu prolinu v technologii sladu a piva
s pirehledem specifickych analytickych metod. Autofi
prezkouSeli metodu stanoveni prolinu podle Wrenna a
Wiggalla, kterou Lie a Rasch aplikovali k analyzovéni
sladafského materidlu. Metoda modifikovana ve zpiisobu
odstrainovéni ruSivych aminokyselin je podrobné po-
pséna.

Hsureuxosa, M. — Tpkau, M.: MeToa onpejeseHHs NPoJH-
Ha B caaakom cycae. Ksac. npvm. 21, 1975, Ne 6, crp.
121—123. :

ABTOpBI Pa3bACHAOT POJb, KAKYI0 HIPAET MPOJIHH B Tex-
HOJIOTHH COJIOKeHHSi H NHBOBAPEHHA M NepPeyHcIsIoT Cre-
UHAJbHBIE  AHAJHTHYECKHE METOIbl, IpPHMEHSAMBblE JI#
ero onpejenesns. Aptopel nposepuan metonl Bpswa u Bu-
rraaaa mMoauduuuposaunbiii JIbem n Pawowm. Ycosepueu-
CTBOBaHHE METOAd — B CTaThe NOAPOGHO OMHCAHHOTO —
3aKJI0YA€TCA B YCTPAHEHHH HEXKeJNaTeJ bHOTr0 BIHAHHA aMH-
HOKHCA0T, MoanduuupoBanuslii Metonl oTsevaer Tpebosi-
HHAM [HBOBAPEHHON NPOMbILIJIEHHOCTH.

Nentwichova, M. - Trkan, M.: Determination of Proline
in Sweet Wort. Kvas. prim. 21, 1975, No. 6, pp. 121—123.

The article deals with the role of proline in malting
and brewing technology and with the specific ana-
lytic methods applied for its determination. The auathors
have carried out anal,ses of sweet wort using the
Wrenn and Wiggall method modified by Lie and Rasch.
In the modified mothod the distorting effects of amino
acids are completely eliminated. The modified .method
is described in detail.

Nentwichova, M. - Trkan, M. Methodik der Bestimmung
des Prolins in der ungehopflen Wiirze. Kvas. priim. 21,
1975, No. 6, S. 121—123.

Die Diskussion der Bedeutung des Prolins in der
Technologie des Malzes und des Bieres wird durch eine
Ubersicht der spezifischen analytischen Methoden er-
génzt. Die Autoren iliberpriiften die Methode der Prolin-
Bestimmung nach Wrenn und Wiggall, die von Lie und
Rasch auf die Analysen in dem Mailzereibereich appli-
ziert wurde. Diese in der Art der Beseitigung der stdren-
den Aminosiuren modifizierte Methode wird ausfiihrlich
beschrieben.




