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1 UvoD

Zakladni chufové charakteristiky a fy-
zikalné-chemické viastnosti piva a me-
Ziproduktl, jako napf. pinost, chutova
a koloidni stabilita, pénivost a zakal jsou
urgeny makromolekulami  extraktu,
zviasté pak proteiny, nezkvasitelnymi
polysacharidy, polyfenoly a jejich kom-
plexy [14, 16]. Makromolekularni kom-
plexy pivovarsko-sladafskych produktd
a meziprodukto ovliviuji rovnéz v za-
sadni a dosud ne pinéd poznané mife
fadu dilgich technologickych procesi,
pocinaje sladovanim a konce &ifici filt-
raci a stabilizaci finalniho produkiu
véetné jeho starnuti [5].

Pro analyzu sloZeni makromolekular-
nich komplexd v roztocich byla vyvinuta
fada modernich nepfimych metod, za-
loZzenych na délicich principech s citlivou
detekci, jako napf. HPLC, 5DS PAGE
aj., a vyznacujicich se vysokym analy-
tickym rozlidenim jedinci a detekéni cit-
livosti fadu pikogrami. Nevyhodou
téchto metod je, e neumoZiuji analy-
zu makromolekularnich komplexi a je-
jich vzéjemnych interakei v nativnich
koncentracich roztokd primarniho slo-
Zeni v minimalné porusenych stavech
rozlicnou analytickou pfedpfipravou
[25].

Mejucinnéjsi pfimou metodou ana-
lyzy makromolekularnich komplexu
v roztocich je méfeni rozptylu svétla
v prubéhu jejich rozpousténi resp. sra-
Zeni a dalsich reakcf [11, 21, 26]. Mezi
analyticky a ekonomicky nejvyhodné|si
praktické provedeni uvedeng metody
patfi tzv. turbidimetrické resp. nefelome-
tricke titrace [21, 22, 38, 39].

V' souasné pivovarsko-sladafske
analytice jsou turbidimetrické resp. ne-
felometrické metody titraéni analyzy tra-
diéné redukovany do podoby nékolika
specifickych srazecich testl zaméfe-
nych pfevainé na rychlou orientaéni
pfedpovéd koloidni stability finalniho
produktu. V praxi jsou provadény ves-
més manualni titraci, zaloZenou casto
na vizualnim hodnoceni zakalu a umoz-
Aujici vétdinou ziskani jednoho analy-
tickeho ,bodu" resp. giselného udaje
a nikoli mnohonasobné analytické infor-

mace v podobé charakteristické funkéni
zavislosti [6, 36].

Cilem pfedloZené prace je uvést po-
znalky o pfimém pozorovani pasem
hlavnich frakei makromolekularnich
komplexd piva i meziproduktl novou
metodou diferencialnich nefelometric-
kych titraci a provést jejich zakladni kva-
litativni fyzikalné-chemickou interpretaci
a srovnavaci analyzu s dosavadnimi po-
znatky, ziskanymi jinymi metodami,
zviasté pak metodami maolekularné-filt-
ratni chromatografie (tzv. SEC).

Vysledky méfeni jsou hodnoceny
prevazne z hlediska kmitové-setrvac-
nych vlastnosti makromolekul a kom-
plexd v roztoku uréenych molekulovou
hmotnosti. Viiv elektrickych interakei
(napf. [31]) na pribéh diferencidlnich
nefelometrickych titracnich charakteris-
tik bude zminén jen struéné a bude mu
vénovana podrobngji samostatna stu-
die.

Vzhledem ke spoleéné fyzikalné-che-
mické podstaté interakci makromolekul
a jejich komplex( ve vodnych roztocich
[13, 34] se omezime z metodickych di-
vodld na nefelometrické titrace jednim
druhem soli, jmenovité siranem amon-
nym, ktery patfi stale mezi nejpouziva-
néjsi v pivovarsko-sladafské i obecné
biochemické analytice vodnych roztokl
a disperzi makromolekularnich kom-
plexd [3, 4, 7 — 10, 30, 33, 42].

2 MATERIAL A METODY

2.1 Chemikalie a roztoky

Vzhledem k melodické povaze této
studie byly na analytické parametry né-
kterych roztoki vzorkd kladeny poZa-
davky mensi neZ pro biochemickou ana-
lyzu, s vyjimkou nasycenych roziokd
siranu amonného p.a. Gistoty od fy
FLUKA a MERCK (Némecko) ve vodé
pro chromatografii,

Vzorky PVP byly ziskany darem od fy
International Specialty Products (USA).

Vzorky potravinarske Zzelating byly
ziskany darem od fy CONNECO
CHEMICALS s. r. 0. (CR).

Modelové roztoky BSA a teleciho ga-
maglobulinu (BOEHRING Werke A.G.,

Memecko) laskaveé pfipravil a vénoval
pro potreby teto prace RNDr. J. Macha
z Prircdovedecke fakulty UK v Praze.

Jako vzorek piva byl vybran typicky
lezak plzenského typu, aviak oSetfeny
hloubkovou mikrobiologickou filtraci
a mirnou silikagelovou stabilizaci na tfi-
mésicni trvanlivost dle etikety. Pivo bylo
zakoupeno v maloobchodé.

2.2 Pristroje a pomicky

Mefelometrické litrace s& méfily au-
tomaticky analyzatorem turbidity napojl
BETA mod. 2000. Pfistroj byl vyvinut na
zakladé ovérene modularni koncepce
specialné pro turbidimetrickou analyzu
technologii a kontrolu jakosti produkce
v pivovarsko-sladafském a napojovém
prumyslu. Jeho zviastni pfednosti je, 2e
urnoznuje, na rozdil od jinych laborator-
nich pivovarskych zakalometrd, méreni
nejen velkych objemu vzorkd nad 100
mi v lahvich éi kyvetach, ale téz objemd
vzorkd mensich nez 5 ml pfimo v béz-
nych chemickych zkumavkach i v prito-
kovém provedeni, coZ je pro automa-
tické titrace mimofadné ekonomicky
i analyticky vyhodne.

Automaticka méfeni a zakladni zo-
brazovani a hodnoceni naméfenych dat
provad| pristroj BETA 2000 ve spojeni
s PC na zékladé uzivatelského SW.
Daldi nadstavbové zpracovani dat lze
provést béznymi SW produkty, jako
napf. EXCEL fy MICROSOFT (USA).

Koncepce | funkce pfistroje BETA
2000 je shodna s pfistrojem popsanym
v praci [36—41].

2.3 Postupy méfeni
nefelometrickych titraénich
kFivek

Pfi klasicke titraci se vétSinou rucné
pfidava roztok titraéniho inidia do mi-
chaného vzorku. Pfitom se po kaidé
davce titrantu méfi ustalena hodnota
odezvy, napf. pH. V pfipadé nefelome-
trickych titraci se pak méfi tzv. nefelo-
metricky zakal, ktery je Umérny intenzité
svétla rozplyleného vzorkem do pra-
vého uhlu [1, 2, 23, 29]. Pro ziskani pfes-
néjsich hodnot ekvivalentnich nebo pra-
howyech bodl, uréujicich stechiometrii
reakce, se hodnoty titraéni odezvy na
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jednotlivé davky titrantu zobrazuji do
grafu v podobé titraénich charakteristik
(obr. 1). Ekvivalentni nebo prahové body
titracnich kfivek je vyhodné stanovit
asymptoticky, jak je ukazano podrobné
v [36, 38, 39].

Vzhledem k velké pracnosti a ne-
pfesnosti se ruéni titrace vyznacuji ma-
lym analytickym rozliSenim a pouzivaji
se pro orientacni, ¢asto pouze vizualni
odhady ekvivalentnich ¢&i prahovych
bodii. Podstatné vétsiho analytického
Gcinku dosahuiji titrace s prakticky konti-
nualnim davkovanim titrantu a s auto-
matickym fizenim, snimanim, pfipadné
i hodnocenim a zobrazovanim méfenych
dat, jak na obr. 2 ilustruje pfiklad nefe-
lometrické srazeci titrace vodného roz-
toku BSA. Bilkovina bovin serum albu-
min — BSA — je cCasto pouzivana
v pivovarské analytice jako srovnavaci
standard pro stanoveni vysokomoleku-
larnich bilkovin v pivu chromatografic-
kymi metodami ¢i pomoci barviva Coo-
masie Blue dle [4, 5, 25].

2.4 Vyjadfovani naméfenych titrac-
nich zavislosti

Primarni nezavisle proménnou veli€i-
nou je pfi titraci objem titraéniho Cinidla,
ktery je dan soucinem rychlosti davko-
vani (napf. ul.s™') a ¢asu. Déje-li se dav-
kovani rovnovazné rychlosti mnohem
mensi, nez rychlosti probihajicich reaket,
mizeme vynaset jako nezavisle pro-
ménnou pfimo velikost objemu titrantu
pfidaného do vychoziho objemu vzorku.
Na osu 'Y se vynasi odpovidajici méfena
veli¢ina — tj. hodnota potenciometricke,
konduktometrické, kalorimetrické odez-
vy €i v nasem pripadé hodnota zakalu
v nefelometrickém modu.

Uzsi vymezeni charakteristik titrac-
nich zavislosti se zvlasté v pfipadé po-
pisu ustalenych analytickych testtl piva
provadi obvykle dohodou, jak je tomu
napf. i u srazecich testd piva a mezipro-
duktu, pfi kterych se konvenéné (napf.
[17-22, 28, 29]) vyjadiuje titraéni neza-
visle proménna v ml davky titrantu do vy-
chozich 10 ml vzorku (obr. 1 resp. 2).

2.5 Hodnoceni rozpustnosti na za-

kladé nefelometrickych titraci

Pfi hodnoceni pouzivaném zvlasté
v biochemii pfi teoretické analyze roz-
pustnosti bilkovin, je mnoZstvi roztoku
soli titrovaného do vzorku vyjadieno
jeho iontovou silou napf. v jednotkach
mol.I"' [13, 44], pfi¢emz pro pfimé srov-
nani s kfivkami rozpustnosti bilkovin
v zavislosti na iontové sile Ize pfirovnat
hodnoty rozpustnostina ose Y k zaporné
vzatym hodnotam logaritmu zakalu ne-
felometrickych titracnich kfivek, jak ilus-
truje ptiklad nefelometricky naméfeného
titracniho vysolovani BSA z roztoku na
obr. 3.

Casto se rovnéz jak v biochemické,
tak i v pivovarsko-sladaiské analytice

hodnoti nezavisle proménna rozpousté-
cich resp. srazecich titraci makromo-
lekularnich komplext v hmotnostnich
procentech saturace roztoku soli, na-
davkované do vzorku (obr. 4).

2.6 Teoreticka podstata titraci vod-
nych roztokli makromolekul so-
lemi
Jednotlivé makromolekuly a jejich

komplexy reaguiji v roztoku s davkova-

nym titrantem specificky, v dusledku roz-
dilnych molekulovych hmotnosti, veli-
kosti a prostorového usporadani naboju,
struktury a dalSich vlastnosti. To charak-
teristicky ovliviiuje prabéh nefelome-
trické titracni kfivky. Ta v prvnim pribli-

Zeni koreluje s rozpustnosti v zavislosti

na mnoZstvi soli v roztoku.

Pfiblizné plati, ze primérné 1 mol
rtzné bilkoviny je v roztoku hydratovan
fadové 0,5 mol H,O. Podobné je tomu
u PVP, kde pfiblizné 0,5 molu H,O pfi-
pada na jednu monomerni jednotku.
Neutralni sl ,vysusuje” resp. srazi mak-
romolekuly polymeru z roztoku pfiblizné
stechiometricky v zavislosti na jejich mo-
lekularni hmotnosti.

S rostouci saturaci soli v roztoku
klesa afinita vody k polymeru [24]
a zdanlivé roste jeho koncentrace, az
dosahne kritické asociacni resp. agre-
gacni hodnoty CAC (z anglického Criti-
cal Aggregation Concentration) V pfi-
padé, Zze makromolekuly resp. jejich
komplexy agreguji do podoby micel, se
pouziva zkratky CMC (Critical Micelar
Concentration) [45]. Na kfivkach nefelo-
metrickych titraci dochazi k CAC resp.
CMC pfi odpovidajicim mnoZstvi titrantu
v roztoku, coZ se vesmés projevuje vice
¢i méné ostrou zménou hodnot nefelo-
metrického zakalu, oznadovanou jako
titraCni prah [34].

Na cely proces srazeni polymeru
z homogenniho roztoku se miizeme di-
vat jako na fazovy pfechod. Tomu odpo-
vida i skutecnost, ze prah srazeni neza-
visi v prvnim pfiblizeni na koncentraci,
ale na molekulové hmotnosti polymeru
[3, 13, 34].

2.7 Princip nové metody diferencidlni
nefelometrické titrace

V pfipadé piva i jinych komplexnich
makromolekularnich roztoku lze pozoro-
vat na kfivkach nefelometrickych titraci
pfed dosazenim saturace zakalu praho-
vou a inflexni strukturu. Tuto strukturu
prvné pozoroval u piva Chapon a kol. [6,
21], avSak dosud nebyla hodnocena.

Abychom alespon empiricky popsali
a blize objasnili strukturu kfivek nefelo-
metrickych titraci obecné roztoki mak-
romolekularnich komplexti véetné piva
a meziprodukt(, zavedli jsme novou me-
todu, jejiz princip spo&iva v méfeni tit-
racnich kfivek s vysokym rozliSenim
a v jejich diferencialni matematické ana-
lyze.
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Princip a analyticky u¢inek nove me-
tody je nazorné patrny z pfikladu na obr.
4. Tam je soucasné ukazan pribéh ne-
felometrické titraéni kfivky spolu s jeji
prvni derivaci pro modelovou soustavu,
sestavajici ze smési vice nez dvou sku-
pin komplexnich makromolekularnich je-
dinch v roztoku, jmenovité PVP K15
a bilkoviny BSA. Jak je vidét na obr. 4,
jsou na diferencialni nefelometrické
kfivce vyrazné patrna jednotlivda ma-
xima, odpovidajici makromolekularnim
pastum komplex( jednotlivych sloZek
smési, tj. PVP K15 a BSA, které se spolu
skladaji prakticky bez vzajemného pu-
sobeni.

2.8 Citlivost a rozliSovaci schopnost

Automaticky fizené a snimané nefe-
lometrickeé titrace se vyznaduji velkou cit-
livosti s koncentraéni urovni detekce az
107 hmotnostniho zlomku komplexu
v roztoku (cca 0,1 pg na ml roztoku).

Na obr. 5§ je ukadzana odezva nefelo-
metrického zakalu na znecisténi roztoku
BSA (0,5 g.I'") roztokem PVP K15 (cca
1 mg.I'") detegované srazeci titraci sira-
nem amonnym. Srovnatelné hodnoty
detekéni citlivosti nefelometrickych tit-
raci bilkovinnych komplex( piva uvadi
i Chapon [17-21].

RozliSovaci schopnost automatic-
kych nefelometrickych titraci je prede-
v&im uréena chemickou Eistotou titrantu,
presnosti davkovani titracniho objemu
a pfirozené reak¢ni kinetikou. Experi-
mentalné stanovené rozlieni resp. re-
produkovatelnost méreni je v bézné la-
boratorni praxi lepsi nez 425 %.
Metodou diferencialnich nefelometric-
kych titraci Ize méfit i s rozlisenim lep-
Sim nez 1 %.

3 VYSLEDKY MERENI

3.1 Vliv koncentrace titrovaného roz-

toku

Na obr. 6 je ukazan vliv koncentra-
ce rozpusténého makromolekularniho
komplexu na prubéh nefelometrickych
titracnich kfivek. V nasem pfipadé se
jedna o modelovy roztok PVP K90 s fi-
remné udavanym pasmem molekular-
nich hmotnosti 1 200 kDa. Jsou uve-
deny krivky nefelometrickych titraci
roztokem siranu amonného pro tfi kon-
centrace roztoku PVP K90. Jak je pa-
trné z obr. 6, nefelometricka titracni
odezva roste s koncentraci rozpusté-
neho polymeru a Ize ji analyticky hod-
notit resp. kalibrovat pfi stejnych pod-
minkach experimentalni kfivkou zvlasté
v oblasti koncentraci mensich nez 1 %.
V této oblasti prah nefelometrické tit-
race nezavisi na koncentraci pfiblizné
v intervalu chyby méreni. Za saturaé-
nim maximem dochazi obvykle ke zpét-
nému rozpousténi pripadné Fedéni
vysrazenych komplexti makromolekul
(obr. 6).
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Obr. 1 Graf vyvoje hodnot nefelometrického zakalu (Zn) v zavislosti
na objemové davce nasyceného roztoku siranu amonného ve vzorku
piva (Cv) v pribéhu rucné provadeéné titrace.
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Obr. 2 Krivka nefelometrické titrace BSA namérena automaticky pri
spaojitem davkovani titrantu (nasycenéeho roztoku siranu amonného)
aparaturou BETA — 2000 a zobrazena uZzivatelskym SW (a) — prvotni
graf, (b) — zvétseny vyrez v ose Zn (zoom). (Zn ... nefelometricky za-
kal, Cv ... objem nasyceného roztoku siranu amonneho v 10 ml
vzorku piva).
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Obr. 3 Prubeh nefelometricke titracni charakteristiky BSA v zavislosti
na iontové sile titrantu siranu amonného v roztoku, vyjadreny pro
srovnani s teoriemi rozpustnosti bilkovin v zavisle proménné — log
Zn (resp. log 1/2n).
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Obr. 4 Krivka diferencialni nefelometrickeé titrace modelového roztoku
smési BSA (1 g.I') a PVP K15 (1 g.F") sfranem amonnym (—) spolu
s vychozi nefelometrickou titracni kfivkou (ooco). (Cm ... koncentrace
sfranu amonného ve vzorku piva vyjadrena v jednotkach % saturace
soli v roztoku)
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Obr. 5 Krivka nefelometrické titrace siranem amonnym vodného roz-
toku bovin serum albuminu (BSA — 0,5 g.l'") znecisténého stopovym
mnozstvim PVP K15 (~ 1 mg.I")

3.2 Vliv molekularni hmotnosti
Zakladni ovlivnéni prabéhu nefelo-

metrickych titracnich charakteristik jsme

nejprve studovali na modelovych vod-

nych roztocich PVP v nékolika pasmech
molekularnich hmotnosti udanych vy-
robcem (obr. 7). Jak plyne z pribéhu ne-
felometrickych titraénich kfivek PVP si-

ranem amonnym, s rostouci molekularni
hmotnosti roste i hodnota titracniho
prahu. Pfitom Ize zvlasté na nefelome-
trické titraéni charakteristice PVP K15
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Obr. 6 Vliv koncentrace vodneho roztoku vysokomolekularniho PVP
K90 (MW ~ 1 200 kDa) na hodnotu prahu precipitace nasycenym roz-
tokem siranu amonného 1 — 0,1 g.f' A-02g.l" 0 - 0,5 g.I'.

pozorovat pfi nadprahovych davkach tit-
rantu inflexni pribéh pfechazejici v dalsi
titracni prah. To by nasvéd¢ovalo, pfi
vy$§i iontové sile titrantu v roztoku, exi-
stenci resp. tvorbé dalSiho komplexu
v pasmu mensich molekularnich hmot-
nosti.

K pravdépodobnému potvrzeni vyslo-
veného pfedpokladu jsme pouzili dife-
rencialni analyzu prvniho fadu, tj. deri-
vaci uvazované nefelometrické titracni
kfivky v zavislosti na davce resp. rela-
tivni hodnoté saturace titrantu v roztoku
(obr. 8). Na diferencialni nefelometrické
titracni charakteristice PVP K15 v zavis-
losti na saturaci soli jsou zietelné patrna
minimalné dvé maxima, ktera Ize, jak
ukazeme nize, pfifadit komplexim roz-
dilnych molekularnich hmotnosti.

3.3 Vliv agregace

K posouzeni vlivu agregace makro-
molekul jsme metodou diferencialni ne-
felometrické titrace siranem amonnym
analyzovali roztok zestarlého vzorku te-
leciho gamaglobulinu (obr. 9). Jiz pfi
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Obr. 7 Vliv molekularni hmotnosti (hmotnostnich praméru) komerc-

podprahovych hodnotach saturace vy-
kazoval roztok vysoky zakal, coz svedci
o existenci mirné se rozpoustéjicich
agregovanych komplexu. Diferencidlni
analyza pak vyjevila na pasu nizkomo-
lekularniho komplexu na strané vy$$i sa-
turace jeSté rameno nasvédcujici exi-
stenci pasu dalsiho  komplexu,
odpovidajici pravdépodobné mené aso-
ciovanym makromolekulam s mensi
hmotnosti.

3.4 Vliv stépeni

Dulezity vliv chemického Stépeni
makromolekul a jejich komplext na pru-
béh nefelometrickych titracnich kfivek
jsme studovali na modelovych roztocich
nehydrolyzované a hydrolyzované Zela-
tiny. Jak primarni, tak zviasté pak dife-
rencialni nefelometricke titracni charak-
teristiky ukazaly prikladny vliv hydrolyzy
nejen na velikost titraéniho prahu, ktery
se posunul k podstatné vyssi hodnoté
oproti nehydrolyzovanému vzorku, ale
téz na vznik strukturnich pasem (obr.
10). Zatimco vzorek nehydrolyzované

100

nich typt PVP ve vodném rozioku (0,5 g.I'') na pocatecni pribéhy
krivek nefelometrickych titraci siranem amonnym; < — K15 ; (9,7
kDa); 1 — K30 (58 kDa) A — K60 (340 kDa) o — K90 (1 200 kDa).

zelatiny charakterizuje jeden titracni pas
resp. maximum, vyznaduje se Zelatinovy
hydrolyzat dvéma charakteristickymi
pasy (obr. 10).

3.5 Diferencialni nefelometricka
titracni analyza piva

Po sérii diferencialnich nefelometric-
kych titracnich analyz modelovych mak-
romolekularnich roztokl, pomoci kte-
rych jsme prakticky ovérovali vyznamné
analytické moznosti vyvinuté metody
v souladu se zékladni makromolekularni
termodynamikou, jsme pfistoupili k pro-
méfeni vzork( piva. Typicka nefelome-
tricka titraéni charakteristika piva a jeji
prvni derivace jsou ukazany na obr. 11
jako funkce saturace soli titrantu do hod-
noty cca 50 %.

Po kratkeé fazi ,vsolovani, t. rozpou-
Sténi piva roztokem solného titrantu,
charakterizované zapornou derivaci, do-
chazi k prudkému narlstu hodnot deri-
vacni kfivky v oblasti prahu titrace do
prvniho maxima, nasledovaného dru-
hym, podstatné Sir§im maximem sloze-

50

dZn/dCm
Zn [EBC]

dZn/dCm

Cm [% sat]

Obr. 8 Diferenciaini analyza (kfivka —) nefelometricke titrace siranem
amonnym vodného roztoku 0,5 g.F' PVP K15 (kiivka ooo)

Cm [% sat]

Obr. 9 Krivka nefelometrické titrace siranem amonnym vodného roz-

toku (0,5 g.I") vzorku teleciho gamaglobulinu (ooo) spolu s diferen-
cialni nefelometrickou titracnf kfivkou (—)
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Obr. 10 Srovnani nefelometrickych a diferencidlnich nefelometrickych
titraci siranem amonnym rozioku potravindiskeé nehydrolyzované
(krivky ooo resp. —) a hydrolyzované (kfivky AAA resp. - - -) Zelatiny

nym minimalné z pasem dvou komplex,
0 Cemz sveédci existence vyrazného ra-
mena pfed jeho samotnym vrcholem. Ji-
nymi slovy, diferencialni kfivky nefelo-
metrické titrace piva soli siranu
amonného ukazuji v prvnim pfiblizeni na
existenci tfi stéZzejnich frakci makromo-
lekularnich komplext rozdilnych mole-
kularnich hmotnosti pfiblizné v pasmech
saturace SAM mensi nez 25 % (PH
frakce), SAM rovno 30-40 % (PM frakce)
a SAM vétsi nez 40 % (PL frakce). Poz-
namenejme, Ze posledné uvedena
frakce se nachazi s nejvétsi pravdépo-
dobnosti pfevazné za hranici 40 % sa-
turace SAM. V souhlase s publikova-
nymi poznatky [4, 8, 10, 12, 15, 25, 28,
30, 32, 43], ziskanymi na zakladé nepfi-
mych analytickych metod hmotnostni
gelové filtrace a SDS PAGE eletroforezy
Ize precipitovanym proteinovym komple-
xum v pozorovanych pasmech saturace
siranem amonnym predbézné piifadit
pasma molekulovych hmotnosti MW
vétsi nez 100 kDa (frakce PH), MW cca
40 kDa (frakce PM) a MW menSi neZ 15
kDa (frakce PL), (pro pfehled viz tab. 1).

50 60 0 18

1. fadu

3.6 Vliv pH

Z teorie rozpustnosti Cistych bilkovin
v roztocich plati, Ze rozpustnost je mensi
pfi hodnoté pH rovné pl, tj. v izoelektric-
kem bodé [3, 13, 44]. S poklesem i ris-
tem pH od izoelektrického bodu se roz-
pustnost bilkoviny zvétsuje. Jinymi slovy,
v izoelektrickém bodé roztoku dosahuje
hodnota prahu titraéniho srazeni minima
a roste s poklesem i rustem pH od hod-
noty pl.

V pivu bude pravdépodobné zavislost
na pH nefelometrickych titracnich cha-
rakteristik siranem amonnym i solemi
obecné slozitéjsi, nebot pivo obsahuje
bilkovinné frakce a dalsi elektrostaticky
aktivni komplexy s riznymi hodnotami pl
[3, 13, 30]. Nicméné alespon v pfipadé
prvniho diferencialniho nefelometric-
kého titraéniho piku, ktery odpovida
komplexiim bilkovin a polysacharidd
v pasmu 100 a vice kDa se rozpustnost
resp. hodnota odpovidajiciho prahu sra-
zeni méni v souhlase s teorii, tj. prochazi
minimem v okoli izoelektrického bodu,
jak potvrzuji vysledky ukazané na obr.
12. Obr. 12 rovnéz ukazuje, Ze se izoe-

Tab. 1 Pasma molekulovych hmotnosti stézejnich frakci (pfevazné)

bilkovinnych komplext piva

20 30 40 50
Cm [% sat]

Obr. 11 Typicky prabéh nefelometricke charakteristiky piva titrovaného
nasycenym roztokem siranu amonného a pribéh diferencialni kfivky

lektricky bod téchto nejtézsich a nejsra-
zivéjSich komplext nachazi v blizkosti
pfirozeného pH piva a proto zustavaji
v pivu rozpustény.

4 MOZNOSTI APLIKACI

Metodu diferencialnich nefelometric-
kych titraci je zvlasté vyhodné pouzit
k pfimé analyze pivovarsko-sladafskych
meziproduktl v procesu jejich technolo-
gickych pfemén vcetné kontroly sladar-
skych surovin a technologii. To potvrzuji
vysledky nasich nefelometrickych titracé-
nich analyz rozpustnosti riznych mak-
romolekularnich  komplext jeénych
a sladovych vyluh( podobné jako ana-
lyzy sladin a mladin pfipravenych za ruz-
nych technologickych podminek [33,
43].

K diferencialni nefelometrické titracni
analyze piva a meziproduktu lze vedle
siranu amonného pouzit i jiné titranty,
specificky afinni resp. reaguijici s makro-
molekularnimi komplexy extraktu ¢i piva
v jinych pasmech molekularnich hmot-
nosti a nebo pH. Kromé v pivovarsko-
sladafské analytice znamych precipi-

1.4
Pasmo [kDa resp. kg per mol] Reference s
Frakce PLW | Frakce PMW | Frakce PHW 21
<15 25-40 >100 1
(cca2-20%) | (cca70-95%) | (cca 34 %) Pelzl etal. [32] ” :
-97 - 43 odfiltrovana Evans et al. [10] Eoosd L SN SO S S
10 ~ 40 (protein Z) s ; = : :
(9.7 nosié liid)| ~ 20-170 mg/ odfiltrovana Mills et al. [30] E 06 : TOU. S . S
8-18 ~40 odfiltrovana Douma et al. [8] g ; '
10-12 ~40 odfiltrovana Lusk et al. [28] G O [ S A
10-20 ~ 40 110-250 Kano, Kanimura [25] o f I (N N PR SUUUN (O SIS
<15 ~ 40 > 90 Hollemans, Tonies [15] | '
<15 ~40 90-100 Assano, Hashimoto [4] 0 i y
<15 40 75-150 0 B # " q 0 t
(albuminy) (albuminy) (globuliny) Grabar et al. [12] PH
{alt:{u:n?in ) (ho rd;r? i ( |;bi?m Van der Berg et al. [43] Obr. 12 Zavislost rozpustnosti resp. hodnoty prahu srdZeni nasyce-
i aibum!ifnp) a gl rolei?] 9 HEE: nym roztokem siranu amonneho makromolekularnich komplex( piva
y ~gelp y v pasmu nejvétsich molekuldrnich hmotnosti na pH
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tantu bilkovinnych komplext (napf. siran
hoteénaty, molybdenan sodny nebo ky-
selina trichloroctova) to jsou ethanol
a dal$i organicka srazedla. Mezi moderni
specificka titraéni ¢inidla analyzy mak-
romolekularnich komplext piva patfi
roztoky polyelektrolytl, at uz neutral-
nich, jako v praci studované roztoky PVP,
nebo kladné ¢i zaporné nabitych ionto-
vych typl. Tyto titranty pak interaguiji s pi-
vem analogicky jako iontové afinni chro-
matografické naplné [35].

5 ZAVER

Pomoci nové vyvinuté metody dife-
rencidlnich nefelometrickych titraci byly
poprvé pfimo pozorovany a analyzovany
stéZzejni makromolekularni komplexy
piva z hlediska pasem molekulovych
hmotnosti porovnanim se stavajicimi li-
terarnimi udaji ziskanymi pfevazné déli-
cimi chromatografickymi metodami.

Byly popsany zevrubné teoretické
i praktické zaklady metody, pfistrojové
provedeni, citlivost a rozliSovaci schop-
nost, i postupy méfeni véetné vyjadro-
vani a hodnoceni naméfenych dat.

Metoda byla podrobné prakticky ové-
fena pomoci modelovych vodnych roz-
tokt vybranych bilkovin (BSA, gama-
globulin, Zelatina) a PVP znamych
molekulovych hmotnosti. Bylo proka-
zano, ze pfinejmensim v pfipadé di-
ferencialnich nefelometrickych titraci
uvedenych roztokt v oboru malych kon-
centraci (< 10-®) nasycenym roztokem si-
ranu amonného Kkoreluji pasy saturace
diferencialnich nefelometrickych cha-
rakteristik s pasy molekulovych hmot-
nosti pfitomnych makromolekularnich
komplexu v roztoku.

Zvlastni pfednosti nové vyvinuté me-
tody je, Ze umoznuje na zakladé roz-
pustnosti a specifickych reakci s vybra-
nymi titraénimi ¢inidly pfi rdznych
hodnotach pH pfimou analyzu makro-
molekularnich komplexti piva a mezi-
produktl v zavislosti na jejich techno-
logickém zpracovani bez nutnosti
pfedbézné pfipravy vzorku.

V neposledni fadé pfinasi diferenci-
alni nefelometricka titrace nové experi-
mentalni poznatky o interakcich makro-
molekularnich komplext v roztoku se
siranem amonnym, omezené dosud v pi-
vovarské analytice pouze na tzv. sira-
novy test.
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