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Ve snaze po hlubSim poznani struktury sladového
zrna a jejich zmén v priabéhu technologického pro-
cesu se stale vyhleddvaji metody, jimiZ by byly za-
chyceny tyto zmény v zrnu pokud moZno citlivé a
pfesné. Ve sladafské i pivovarské analytice se v po-
slednich letech ve sv8tovém méfFitku zacaly uplat-
fiovat moderni biochemické metody, pFedev§im prii
studiu bilkovin s vysokou molekularni hmotou. V za-
hrani¢nich literarnich pramenech nyni ¢asto nacha-
zime zpravy o déleni bilkovin v pivovarskych roz-
tocich chromatografii na sloupcich dextranovych
gellt (Sephadexti), nebo jinych nosicich napriklad
polyakrylamidu (Bio-gelu), kde se bilkoviny d&li
podle svych molekulovych hmot. Toto déleni je ve
sloZitych smésich jen skupinové, proto se pro iden-
tifikaci latek o urcité molekulové hmot& kombinuje
s jinymi metodami, napr. s elektroforetickym déle-
nim, popripadé s imunologickymi metodami. Pro
déleni bilkovin Zivocigného ptvodu (napfF. v 1ékafr-
stvi) se velmi osvédc¢ila metoda tzv. diskové elektro-
forézy s pouZitim akrylamidovych polymerd jako
molekulovych sit. Princip déleni uvadime déle.

Plivodni prdce o diskové elektroforéze publiko-
vali Ornstein [6, 7] a Davis [8]. Tato metodika je
jiz aplikovana v pivovarstvi. Szilvinyi [1] p¥i svych
pokusech s ozafFovdnim jeCmenti ionizacnim zéare-
nim hodnotil zmény v rozdg&leni vyluhii sloupcovou
chromatografii na Sephadexech a diskovou elektro-
forézou v polyakrylamidovém gelu podle Clarkeho
[2]. Woof a Pierce [3] studovali diskovou elektro-
forézou podle Ornsteina a Davise mechanismus
tvorby =zakall. Mikola [4] kombinoval diskovou
elektroforézu se sloupcovou chromatografii®*na Se-
phadexech pfi frakcionaci jeénych albumint a glo-
bulinfi.

V na3i prdci jsme aplikovali metodiku popsanou
Cebecauerem [5] na sladinu s pomé&rn& dobrymi
vysledky.

Do redakce doslo 2. 12. 1970

Technika diskové elektroforézy byla umoZnéna
zavedenim vhodného syntetického gelu. Je to v pod-
staté polyakrylamid, trojrozmérny hydrofilni poly-
mer, v némZ linedrni Fet&zce zpolymerovaného
akrylamidu jsou pospojovany prostrednictvim sito-
vadla (N,N’-metyl-bis-akrylamid). Poréznost gelu
Ize regulovat volbou koncentrace monomerniho
akrylamidu a sitovadla.

Osvédcené koncentrace jsou: 2,5 % akrylamidu
a 0,62 % sitovadla pro Fidky gel, 7 % akrylamidu
a 0,17 % sitovadla pro husty dé&lici gel. Gelové
vrstvy se vytvoFi v trubiCce ze zéasobnich roztokd.
V Tfidkém gelu se bilkoviny pohybuji na zikladé
elektroforetické mobility. Po zapojeni proudu se
molekuly nahromadi v mezivrstvé Fidkého a husté-
ho gelu do tzké zony. V délicim gelu se bilkoviny
rozdeli podle elekiroforetické mobility, dané jejich
efektivnim nabojem — dé&leni bilkovin probihd pfi
pH vySSim, neZ je jejich izoelektricky bod — a
podle velikosti molekul.

Diskontinuita pH na rozhrani mezi Fidkym a hus-
tym gelem zarucuje velkou délici schopnost. (Husty
gel ma o dvé jednotky vy$Si pH). Do trubidek se
bilkoviny zpravidla nanés$eji zapolymerované v dalsi
vrstvicce Fidkého gelu, pro naSe vzorky jsme v3ak
museli volit ponékud jiny postup.

x =

Experimentalni tast

a} Chemikdalie

Potfebné chemikdalie jsme ziskali z n. p. Labora
Erno. Jsou to chemikélie z dovozu:
akrylamid, ¢
N, N’ — metylen-bis-akrylamid (BIS) — sitovadlo,
N, N, N’ N° — tetrametyletylendiamin (TEMED) —
urychlova¢ polymerace,
tris (hydroxymetyl) aminometan (TRIS) — Kkation
pufru.
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Zasobni roztoky:

a b
48,0 ml N HCI 48,0 ml N HCI
36,0 g TRIS 6,0 g TRIS

0,2 ml TEMED
do 100 ml H-.0

0,5 ml TEMED
do 100 ml H-0

pH 8,8 pH 6,7
e d
28,0 g akrylamid 10,0 g akrylamid
0,7 g BIS 2,5 g BIS

do 100 ml H20
uchovavat v chladnu

do 100 ml H,0
uchovavat v chladnu

e I

0,004 % riboflavin 40 % sacharoza

Elektrolyt pro plnéni aparatury: TRIS — glycin
pH 8,3.
SloZeni elektrolytu: 6,0 g TRIS + 28,8 g glycin,
doplnit do 1 litru destilovanou vodou. PouZiva se
zfedény 1 : 10.
Vsechny roztoky jsme uchovévali v chladnice po
nékolik tydnl, pouze roztok katalyzdtoru (0,14 aZ
0,20% persiran amonny) je nutno pfipravit ke kaZ-
dému pokusu Cerstvy. (Pozn.: persiran amonny mu-
si byt zvlast Cisty — pFi rozpouSténi praskd — ji-
nak nekatalysuje polymeracni reakci.)

Barvici smés: 0,5 g amidocerni, 5,0 g HgCl,, 5 ml
ledové kyseliny octové, doplnit do 100 ml destilo-
vanou vodou. Odbarveni 7% kyselinou octovou.

b) Popis aparatury

Aparaturu pro diskovou elektroforézu ndm zho- .

tovili na katedfe lékarské fyziky UJEP v Brné podle
A. Tujika. Je to velmi jednoduché zaFizeni z nado-
bek z plexiskla (obr. 1). Horni elektrodovd nddobka
ma 10 otvord priiméru 9 mm, do nichZ jsou zasu-
nuty sklen&né trubi¢ky, dlouhé 70 mm, jejichZ pri-
mér je 5 mm. Elektrody jsou platinové. PFi poly-
meraci a nandSeni vzorkd jsou trubicky upevnény
vertikdlné ve stojanku rovnéZ z plexiskla, tak, aby
jejich spodni Cast byla zasunuta ve vhodné tésnici
hmoté (pé&€novad guma, plastelina apod.). Aparaturu
pFipojujeme ke stabilizovanému zdroji stejnosmér-
ného proudu Tesla BS 275.

katodovd nadobka
s tésnici’ vrstva
ooy
| frubicky s gelem
SR

anodova nddobka

Obr. 1. Schéma aparatury na diskovou elektroforézu

Fixovani a odbarvovani provdadime v 1azni ¢lenéné
na 10 &&sti pro kazdy sloupecek zvlast. Hotové dis-
kové elektroforeogramy uchovavame v 7% Kkyseliné
octové v malych zkumavkach.

¢} Priprava vzorku

Vzorky sladiny i piva, pouZité k déleni, jsme kon-
centrovali lyofilizaci.

d) Pracovni postup

PouZivané sklo jsme vymyvali kyselinou chrom-
sirovou a oplachovali destilovanou vodou. Zvlasté
vnitfni sténa sklenénych trubiek musi byt Cista
a hladka. Roztoky a vzorek jsme do trubiCek na-
néaseli injekéni st¥ikackou.

Priprava hustého gelu [(obr. 2):

a c voda 0.2 % persiran amonny
25ml Sml 25ml 10m!
s N
JAY

15ml + kapka dest. vody

AHHHD .

Obr. 2

Roztoky v trubi¢kdch pro husty i Fidky gel pre-
vrstvime kapkou destilované vody, kterd ma zabra-
nit inhibici polymerace vzduchem. Pfed nanesenim
kazdé dalSi vrstvy odstranime kapalnou ¢ast in-
jekéni stfikackou a vysuSime vnitini sténu trubicky
prouzkem filtra¢niho papiru.

Pfriprava Fidkého gelu (obr. 3):

b d s f
45mi 1ml 05mi 2m!

T, e o

JAY

02ml_+ kapka dest. vody

= 1

Obr. 3

Husty gel zpolymeruje na slunci asi za 45 aZ 60
min. Je moZno pouZit také silné Zarovky. Konec
polymerace se projevi vytvofenim viditelného roz-
hrani mezi gelem a vodou. Polymerace Fidkého gelu
prob&hne asi za 15 min a projevi se opalescenci
vrstvy.

PonévadZ lyofilizované sladina nebyla nijak upra-
vovdna a obsahovala zna¢né mnoZstvi cukrd a ji-
nych nizkomolekuldrnich latek, vznikaly pfi poly-
meraci druhé vrstvy Fidkého gelu potiZe. Proto byl
vzorek aplikovan v suspenzi se Sephadexem. PF¥imo
na prvni vrstvu fidkého gelu bylo naneseno 0,1 ml
vzorku, jehoZ koncentrace byla volena tak, aby na
jeden sloupecek pfipadalo cca 200—300 ug bilko-
vin. Vzorek prevrstvime Sephadexem (G 200 nebo
G 100), ktery jsme pfedem nechali bobtnat v desti-
lované vodé 24 h.

Takto pripravené trubiCky upevnime do apara-
tury tak, aby horni i dolni konec byly ve styku
s elektrolytem. Elektrolyt Fedime 1:10 pro kaZdy
pokus cCerstvy a v horni nddobce ho obarvime
0,01% bromfenolovou mod¥i pro lepsi sledovani po-
stupujiciho déleni.

Podminky déleni: 6 mA na jednu trubi¢ku, nap&ti
kolem 250 V, doba dé&leni asi 60 min.

Po skonceni elektroforézy opatrn& vyjmeme tru-
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bicky a proudem vody z injekéni stfikacky uvol-
nime sloupky gelu. V barvici lazni jsou gelové
sloupky 5 min. Odbarvujeme v 7% Kkyseling& octové
po nékolik dni.

Diskové elektroforeogramy se vyhodnocovaly jed-
nak vizualné€, jednak denzitometricky pFistrojem
zn. Vitatron. Bylo pouZito oranZového filtru 600 nm,
Stérbina 5 mm, rychlost posunu papiru 1 cm/20 s.
Denzitometr nebyl specidlné upraven, sloupecky
gelu byly promé&Fovany ve sklenéné zkumavce v roz-
toku 7% Kyseliny octové. Tim se sniZila citlivost
meéfeni, ponévadZ na grafu bylo zaznamendno méné
frakci, neZz bylo lze postihnout vizuilng. Diskové
elektroforeogramy byly tedy vyhodnoceny ofotogra-
fovdnim a denzitometrickym proméfenim hotovych
snimkd.

Fotografovani bylo provedeno pfistrojem Exacta
pii osvétleni zdola, doba expozice 4 s, clonou 8.
Typ denzitometru: Zeiss RI 10.

Vysledky a diskuse

K déleni jsme pouZili sladinu koncentrovanou lyo-
filizaci a na jeden sloupecek jsme ddvkovali 20 mg
susiny, coZ odpovidd asi 200—300 ug bilkoviny.

Po odbarveni diskovych elektroforeogramii jsme
ziskali 8 aZ 11 frakci. Na schematickém nédkresu
jsou frakce zachyceny a oznaceny pismeny A aZ I,
a to od cCela déleni smérem ke startu, tj. od nej-
rychleji putujicich 1atek k 1a4tkdm s nejniZsi elektro-
foretickou mobilitou (obr. 4).

Start
—— S

Obr. 4. Schematicky ndkres diskového elektroforeogramu

Porovname-li tento diskovy elektroforeogram se
vzorkem krevniho séra, déleného touto metodou,
pak zony A, B, C, D odpovidaji svou elektroforetic-
kou pohyblivosti albuminovym sloZzkdm séra a zony
E aZ I sérovym globulintim.

Déleni jsme provadéli u dvou sérii riznych po-
kusii. V prvni Casti asi tFiceti vzorkd byla frakce A
zl'eteln€ oddélena jen v nékterych pFipadech. Pa-
trné byly frakce B, C, D, E, Ei, F, G, G1 a H, p¥i-
cemZ nejvyraznéjsi byly B a C. V oblasti D az H
bylo déleni neostré, frakce I s nejniZsi pohyblivosti
chybéla. 0

V druhé casti (26 vzorkl) bylo zietelné rozdé-
leno 8 frakci, frakce A chybéla, rovnéZ frakce E;
a Gi. Intenzita frakci B a C se sniZila a jako do-
minujici vystoupily zény D a E. Frakce C a D
jsou neostré, posledni splyvd s velmi intenzivni
frakci E. Zény G a H jsou slabé, avSak dobfe pa-

trné a frakce I je ostrd « znacné intenzivni. RGzné
rczdéleni u dvou sérii pFi¢itdme vlivu suroviny,
tj. odriidovym odchylkdm u rtznych jeGmend [obr.
5). Vysledky praci Mikoly [4] a Woofa a Pierce [3]
nemiiZeme porovndvat se svymi vysledky, pon&vadZ
pracovali za jinych podminek a s jinym vychozim
materialem.

start

Obr. 5. Diskovy elektroforeogram bilkovin sladiny

Diskovy elektroforeogram hvozdéného sladu, kte-
ry uvadi ve své praci Szilvinyi [1], koresponduje
v zdkladnich frakcich s naSimi elektroforeogramy,
kde vystupuji markantné zény s nejmenSi elektro-
foretickou mobilitou (odpovidd asi nas$i frakci I),
dale stfedni frakce (naSe D a Ej} a vyrazna frakce
s velkou pohyblivosti, korespondujici u nés s frak-
ci B.

Tuto metodiku jsme aplikovali i pri déleni bil-
kovinnych sloZek u vzorkdi piv, koncentrovanych
rovnéZ lyofilizaci, s tim rozdilem, Ze na jeden slou-
peCek jsme davkovali dvojndsobné mnoZstvi suSiny
vzorkd.

Diskové elektroforeogramy piv byly podstatné&
chudsi na pocet frakci. Jasné& vystupovala nejinten-
zivnéjsi a ost¥e oddélend zona B, dile frakce C, D a
E. SloZky s malou elektroforetickou mobilitou
v téchto elektroforeogramech chybé&ji.

Vyhody této metody pro sladafské roztoky:

— jednoduché a levné zarizeni

— kréatka doba déleni

-—- lepSi rozdéleni frakci neZ pfi papirové elektro-
foréze

— snadndé uprava pro imunoelektroforézu.

Nevyhody:

— méneé ostré déleni neZ u Zivoc€isnych bilkovin

— méneé citlivé denzitometrické vyhodnocovani (G-
prava denzitometru).

Souhrn

V praci je podrobné popsana technika déleni bil-
kovinnych sloZek sladiny a piva metodou diskové
elektroforézy v polyakrylamidovém gelu. Vzorky
sladiny i piva byly koncentrovany lyofilizaci. Témé&r
heze zmén byl aplikovan postup, ktery se osvédcil
Cebecauerovi k déleni bilkovin krevniho séra (tris-
-glycinovy pufr, barveni amidoCerni 10 B). Byly
zachovany také poméry koncentraci monomeru a
sitovadla, které urcuji poréznost nosice. D8leni pro-
biha ve sloupcich hustého gelu (7 % akrylamid,
0,17 % sitovadla; pH 8,9). Vzorek se koncentruje
ve vrstvé Fidkého gelu (2,5 % akrylamid, 0,62 %
sitovadla; pH 6,7). Velkou délici schopnost zajis-
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tuje diskontinuita pH na rozhrani hustého a fid-
keho gelu. Bilkoviny se rozdéli podle velikosti elek-
trického ndboje a molekulové hmoty. Na elektro-
foreogramech, které byly vyhodnocovdny denzito-
metricky po ofotografovani na mikrofilm, bylo na-
lezeno 8 aZ 11 bilkovinnych frakci, coZ je srovna-

telné s obdobnymi vysledky Szilvinyiho. Popsana
metoda je velmi vhodna pro potieby moderni pivo-
varské analytiky a v kombinaci s jinymi metodami,
napf. s gelovou chromatografii nebo imunoelektro-
forézou se hodi k identifikaci bilkovinnych sloZek
sladiny, coZ lze vyuZit pfi hodnoceni vlastnosti pi-

vovarskeého jeCmene jako vychozi suroviny pro vy-
robu sladu.
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