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Nutnost podrobné&jsich znalosti vysokomolekulér-
nich bilkovin vyplynula z problému zabyvajiciho se
sledovanim sloZek zakali piv. P¥i pocdtecnich sta-
novenich se postupovalo podle metody uvefejnéné
Raiblem [1], ktery adsorbuje bilkoviny na silikagel

nebo na bentonity, resorbuje kyselinou mraventi

nebo &pavkem a nanasi na 15 cm Siroky pds chro-
matografického papiru Sch.-Sch. 2043 b, jemuZ od-
povidé papir Whatman 1 [2]. Chromatogramy vyvijI
vzestupné soustavou:

6 obj. n-butanolu

3 obj. acetonu

8 obj. dest. vody

2 obj. piperidinu nebo dietylaminu nebo 25%

cpavku.

Pasy s nanesenym vzorkem se ponechaji pfes noc
v atmosféfe soustavy, pro vlastni vyvijeni poZaduje
autor konstantni teplotu 22 °C.

Chromatogramy, ziskavané popsanym zpilsobem,
byly sice informujici, avSak ohranifeni skvrn ne-
bylo dostateén& ostré a mély malou barevnou inten-
zitu. Lepsich vysledk@i se nepodafilo dosahnout ani
druhym &i téetim b8hem rozpouitédlové smési, pii-
davek 0,5—2 % chloridu sodného k vyvijeci soustavé
[2] neprojevil pFiznivy Ginek. Pracovalo se s papi-
rem Whatman 1.

Pro detekci byla vyzkouSena ninhydrinova reakce,
chlorace I, II [2], reakce s bromfenolovou modfi,
chloridem Zelezitym. Mimo uvedena &inidla, bylo
pouZito i smési ninhydrinu a octanu kademnatého
[3]; toto ¢inidlo se osvédcilo nejlépe.

PFi daldich pokusech se zjistilo, Ze velmi dobré
vlastnosti pro déleni bilkovin pivovarskych roztoki
ma soustava:

6 obj. n-butanolu

1 obj. kyseliny octové (ledové],

2 obj. vody.

Tuto smés navrhuje Nordstrém a Swain [4] pro
déleni polyfenolovych latek. Vzhledem kK uvedene-
mu zjisténi se zacaly propracovdvat podminky mo-
difikace pouZiti této soustavy pro sledovany tucel.
Ostatni podminky, navrZené Raiblem, bylo zapottebi
pro tuto soustavu ovéfit a upravit. Zkou3Selo se na-
naset rizna mnoZstvi eludtu, dale G€inek pfidavku
NaCl k vyvijeci smési, vyvolani jednim, dvéma i tfe-
mi bghy. Vedle silikagelu, ktery byl oznafen [1]
jako adsorbens vysokomolekuldrnich bilkovin frak-
ce A podle Lundina se zkou3el i adsorplni tfinek
n&kterych bentonitd (Clarsol, Stabifix), a to pro
chromatografické stanoveni vysokomolekuldrnich
a stfednémolekuldrnich bilkovin. PouZilo sé* chro-
matografickych papiri Whatman 1 aZ 4, nejlépe se
‘osvedGil Whatman 3.

Z velké rady pokusl byly odvozeny podminky, pfi
nichZ se dosahuje zfetelnych chromatogrami, a to
stejného poctu skvrn, jak uvadi Raible [1]:

150 ml sladiny (mladiny) nebo 300 ml piva se
tfepe s 1,5 g jemné rozetfeného silikagelu 60 min.
Silikagel se oddéli v odstfedivce a v kyvetach se
pétkrat promyje vodou. Po poslednim promyti se
bilkoviny adsorbované na silikagelu eluuji asi 66%
kyselinou mraven¢i: mnoZstvim 9,75 ml obchodni
85Y% kyseliny mravenéi se za podminek metody do-
sahuje potfebné koncentrace se zietelem na zbytky
vody, obsaZené ve vrstvé silikagelu. Po piilhodinové
eluci v kyvetdach za obZasného michéani se silikagel
znovu oddéli odstfedénim a 4 aZ 5 ml ziskaného ¢i-
rého eludtu se nanese na 12 cm S$iroky pas papiru
Whatman 3, za pouZiti suSici lampy. Pro nané&3eni
je vhodna 1 ml pipeta.

Po naneSeni vzorku se z pasu odstiihne po obou
stranach Y2 cm prouZek, nafeZ se chromatogram
vloZi na 12 hodin do atmosféry soustavy. Po uply-
nuti této doby se pés vyviji aZ rozpoustédlo vystoupi
30 aZ 35 cm; ususi se na vzduchu, znovu se vloZi do
atmosféry a vyviji se druhym b&hem soustavy. Pro
detekci se pouZije 0,25% roztoku ninhydrinu v bez-
vodém' acetonu nebo smési octanu kademnatého a
ninhydrinu [10]. Vyhoda Cd-ninhydrinové detekce
je dale v tom, Ze umoZiiuje pfimou fotometrii skvrn.
Transparence papiru se dosahuje roztokem brom-
naftalénu v parafinovém oleji [10].

Cd-ninhydrinové ¢inidlo se pfFipravi takto: ke
100 mg octanu kademnatého se pfidd 10 ml vody,
5 ml kyseliny octové (ledové), 100 ml acetonu, 1 g
ninhydrinu. Je nutno zachovat uvedené pofadi che-
mikalii. Roztok se uchovava v chladnice, nema byt
starsi neZ tyden.

Chromatogramy se roztokem protdhnou, nechaji
se %2 hodiny schnout na vzduchu, naceZ se vkladaji
do bezdusikové atmosféry nad 96% kyselinou siro-
vou. Skvrny jsou zietelné za 24 hodin.

Chromatogramy ziskané upravenym postupem
u kongresnich sladin ze dvou riiznych sladi, jsou
na obr. 1.

Je zajimavé, Ze mladiny z téchto sladd skytaly
na chromatogramech prakticky stejny obraz jako
kongresni sladiny; stejny polet skvrn o0 sniZené in-
tenzit8. To svéd¢i o tom, Ze typy vysokomolekular-
nich bilkovin, zastoupené v kongresnich sladindch,
pfechdzeji pfi dekok&énim rmutovani aZ do mladin.

V souvislosti s timto zjisténim byl sledovan vliv
samotné dekokce na bilkoviny sladin: chromatogra-
my kongresnich, tedy infuznich sladin, odpovidajl
poétem skvrn sladindm, ziskanym za stejnych pod-
minek a povafenym 5 hodin pod zp&tnym chladi-
c¢em. Rozdil se projevil toliko ve sniZené intenzité
skvrn, a to markantné u skvrn 1 aZ 6, intenzita
skvrny €. 7 byla prakticky nezmé&né&na. Toto zjiSténi
poukazuje na to, Ze varem sladiny, popr. mladiny se
nevylucuje urCity typ nebo vymezené typy koagu-
lovatelnych bilkovin, ale Ze jednotlivé typy vysoko-
molekuldrnich bilkovin jsou prakticky zastoupeny
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ve dvou formaéch, a to za podminek pivovarské de-
kokce ve formé& koagulovatelné i nekoagulovatelné.
V tomto sméru se pravdépodobné uplatiiuje napf.
i hvozdéni a odleZeni sladu svym vlivem na solva-
taci bilkovin. Rovnéz lze dedukovat, Ze kvantitativ-
né stanovovany podil koagulovatelného dusiku je
vytvdFen nikoli jednim typem vysokomolekuldrmich
bilkovin, nybrZ prakticky vSemi jejich zastoupenymi
typy.

Zména v jakosti vysokomolekularnich bilkovin
v pivovarském procesu se projevila aZ na chromato-
gramech piv, kde misto sedmi skvrn se objevovalo
4 a¥ 5 skvrn. Zde je vSak nutno hledat pficiny jiZ
v samotnych podminkédch hlavniho kvaSeni a do-
kvasovani, predevdim v dusikovém metabolismu
kvasnic. De Clerck [5] pfiCita asi Ctvrtiné dusika-
tych latek v pivu plivod z kvasnic.

K tomu, co bylo fe€eno, je snad vhodné poukazat
na praci F. Knorra [6], v niZ autor vyslovuje pred-
poklad, Ze rtizné frakce jetnych a sladovych bilko-
vin pfetrvdvaji chmelovar a podileji se alespoi
zCG4asti na tvorb& zakalu piv. K tomuto pfedpokladu
1ze na zdkladé uvedenych vysledkl dodat, Ze prak-
ticky vSechny typy vysokomolekularnich bilkovin
prechéazeji do mladiny a dale, Ze v infuznich i de-
kokCnich pivech je moZno pocitat s vyskytem
i uplatn&nim se vSech typdl vysokomolekuldrnich
bilkovin, zastoupenych v infuznich sladinach. Na
zieteli je oviem nutno mit individudlni vlivy pfi
kvaseni a dokvaSovani na vysledny obraz bilkovin
v pivech. V téchto fazich se rozhodne, které bilko-
viny a v jaké mife budou zastoupeny v tom kterém
pivu.

RIS SUIR A

Obr. 1. Cd-ninhydrinovd detekce
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Obr. 2. Ninhydrinovd detekce

Autor pivodni metody stanoveni bilkovin [1] ne-
popisuje ve své praci identifikaci skvrn. Modifiko-
vané metody bylo pouZito pro sledovani jakostnich
zmén bilkovin frakce A podle Lundina pfi vyrobnim
procesu piva, kde postacujici informace byla ziska-
na u? z pouhého porovnani chromatogrami z jed-
notlivych vyrobnich fazi. S pracemi na identifikaci
skvrn vSak bylo zapocato a z pfedb&Zného hodno-
ceni chromatogramt sladovych vyluhii podle Bisho-
pa [5], 1ze prvni skvrnu pod startem hodnotit jako
albuminy, nasleduji globuliny (skvrny 2, 3), hordein
(skvrna 6), glutelin (skvrna 7). Skvrny 4, 5 nebyly
zatim identifikovany. V tomto sméru se bude jesté
pracovat déle.

PFi pouZiti bentoniti Clarsol a Stabifix pro ad-
sorpci a stanoveni A a B frakce bilkovin podle Lun-
dina se osveédcil 1épe Stabifix, aviak metoda potie-
buje je3t& ndkteré tpravy. Pofet skvrn pfi pouZiti
Stabifixu je v&t8i, neZ pii pouZiti silikagelu. Jde
o skvrny, které vesmé#s maji vy35i hodnotu r; nez
skvrny, ziskané z eluatd silikagelu. To sveédci o tom,
7e jde o bilkoviny men$ich molekul neZ u silika-
gelu a tedy o bilkoviny frakce B. Clarsol adsorbuje
proti stabifixu ziejmé& je3t® nékteré balastni latky,
takZe vyvijeci soustava stéZi prostupuje startem a
zanechdva jednolity ,,zavoj“, tdhnouci se aZ k prvni
skvrné.

Zavér

Zavérem lze shrnout v praci dosaZené vysledky
takto: Byla modifikovana piivodni Raiblova metoda
chromatografického stanoveni vysokomolekuldrnich
bilkovin. Zjistilo se, Ze vSechny typy bilkovin frak-
ce A podle Lundina, které jsou zastoupeny v kon-
gresnich sladinéch, pretrvdvaji chmelovar a vysky-
tuji se v dekokcénich mladindch. Zmény v jakosti
vysokomolekularnich bilkovin nastévaji aZ pfi kva-
Zeni a dokvasovani piv. Jednotlivé typy vysokomole-
kuldarnich bilkovin jsou pravdé&podobné zastoupeny
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ve dvou formdch, a to ve formé koagulovatelné a
nekoagulovatelné pétihodinovym varem resp. Zza
podminek dekok&niho varniho zptisobu.
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[MPMMEHEHHE XPOMATOIPA®H-
YECKOIro METOOA OJId OIPEME-
JIEHH A BBICOKOMOJIEKYJTAPHBIX
BEJIKOBHIX BENIECTB B CYCJIAX

B craThbe onucHBaeTcs MOAH(HKALHA
XpoMaTorpaduyeckoro Meroja, npenso-
wenunoro PaiibaemM s onpemeseHusi
BBEICOKOMOJIEKYJISIDHEIX -~ O@JIKOBLIX — Be-
Ilpn nomou¥ 3TOrO METOAA
U3yYaJHuCh BJHSHHE BapKH Ha BEICOKO-
MOJeKyJAsipHbie  OeJKOBBle  BEILecTBa
B HHQY3HOHHHIX CYyCJIaX H H3MEHEHHS
KauecTBa 3THX BeUIeCTB B XO[e TeXHO-
JIOTHYECKOTO MpOoLlecca IHBOBAPEHHS.

CHROMATOGRAPHIE DER HOCH-
MOLEKULAREN EIWEIRSTOFFE

IN DEN BRAUEREIFLUSSIGKEITEN

In der Arbeit wird eine Modifikation
ider chromatographischen Bestimmung
hochmolekularer Eiweibstoffe mnach
Raible beschrieben. Der Autor verfolgte
den Einflufl des Kochens auf die hoch-
molekularen Eiweifstoife in Infusions-
wiirzen und weiter auch die Qualitédts-
dnderungen dieser EiweiBstoffe im
Verlauf der Biererzeugung.
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CHROMATOGRAPHIC DETERMINA-
TION OF HIGH MOLECULAR
ALBUMINS IN BREWING WORTS®

The article deals with a new modi-
fication of chromatographic methods
developed by Raible for determining
high molecular albumins in brewing
worts. The method was applied in the
research works studying the effect of
boiling upon the high molecular albu-
mins present in worts in the infusion
stage as also to changes taking place
in the high molecular albumins during
the brewing process.



