Stanoveni aktivity =-amylasy a s-amylasy ve sladu
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1. OvoD .

Ziakladem vyroby piva je velky pofet biochemickych
reakci, které jsou umoZnény enzymovou ¢&innosti. Ve
vEtsiné useki vyroby jde o reakce, které jsou spojeny
se Stépenim vysokomolekuldrnich latek sladu a ostat-
nich pivovarskych surovin. Nejvéts{ pocet téchto St&p-
nych procest probihd ve varng, kde jsou umoZilovény
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jednak aktivitou sladovych enzymi a jednak pfidava-
nim vhodnych enzymovych preparati.

Hlavnimi enzymy, které se vyskytuji ve sladu, jsou
enzymy 3tépici 8krob, zv. amylolytické enzymy, amylasy.
Jde vétSinou o enzymy, které S§tépi «-1,4-glykosidické
vazby v polysacharidech a jejich degrada&nich produk-
tech (hlavné& ve 3krobu a dextrinech). Podle zpiascbu
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Stépeni substrdtu je lze rozdé&lit do tii zdkladnich Aktivita amylasy je urfena mnoZstvim maltosy, které
skupin: se uvolni ze 3krobu pri 20°C za 3 min.

e-amylasa («-1,4-glukan-4-glukanohydrolasa 3.2.1.1),

kterd Stépi glykosidické vazby uvnitf molekuly (endo-
amylasa) a produkty vzniklé Stépenim majf z-anomerni
konfiguraci [1, 2, 3].

g-amylasa [e«-1,4-glukan maltohydrolasa 3.2.1.2), Kkte-
ra uvoliiuje maltosu z neredukujiciho konce polysacha-
ridového Fetézce [4, 5].

Q-enzym  («-1,4-glukohydrolasa 3.2.1.3), nazyvana
téZ glukoamylasa nebo amyloglukosidasa, kterd od3te-
puje glukosové jednotky z neredukujiciho konce mole-
kuly substrdtu [6, 7]. Glukoamylasa neni piisn& speci-
ficka, nebot je schopna 3t&pit vazby «-1,3 a «-1,6 stejné
jako «-1,4 [8].

Amylasa (dfive oznaCovdna sum&rnd téZ diastasa)
obsaZend ve sladech b&Znych typd a ve specidlnim dia-
statickém sladu je pfirozenou smési «- a g-amylasy. Oba
tyto enzymy maji v pivovarstvi zdkladni technologicky
vyznam zejména ve rmutovacim procesu, kde se podileji
na tvorb& zkvasitelnych cukrii v extraktu ziskané mla-
diny.

Zcukfujici g-amylasa je aktivni jiZ v nenaklieném
jeCmeni. Jeji obsah pii sladovani stoupd. Ve sladu kvan-
titativng pTevlada nad dextrinujici e-amylasou, jejiZz ce-
ly podil se aktivuje, respektive tvori, teprve pfi klieni
jetmene [9]. PFi soufasném plisobeni obou amylas je
hydrolyza $krobu mnohem hlub3i neZ pfi samotném pii-
sobeni jednoho z obou enzymi.

Amylasy, které 3t8pi Zkrob, se v soufasné dob& stéle
vice dostavaji do popfedi zdjmu v pivovarské techno-
logii. Z toho vyplyva i snaha vypracovat jednoduchou
metodu ne stanoveni enzymil s «- a g-amylasovou akti-
vitou, ktera by rozlisila tyto dva pfibuzné enzymy vedle
sebe bez predchozi separace a jiZ by bylo moZno po-
uZit i v provozni laboratofi.

2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Materialy

Rozpustny Skrob podle Zulkowskyho, p. a. vyrobce fy
Merck; amylasovy prepardat Brew-N-Zyme, vyrobcz Na-
arden; amylasovy preparat Bacterial Amylase, vyrobek
fy Novo; slad zeleny a hvozdény; ostatni pouZité che-
mikalie n. p. Lachema.

2.2 Pristroje

Spektralni fotometr VSU 2, Carl Zeiss, Jena.

Magneticka michatka MMI, Laboratorni pFistroje, Pra-
ha.

Odstiedivka (3000 ot/min), Chirota, n. p., Chirana.

2.3 Metody

Stanoveni aktivity amylasy podle Sumnera [10].

Tato metoda je zaloZena na zvySeni redukéni mohut-
nosti rozpustného Skrobu vzniklé pfi enzymovém Stépe-
nl. MnoZstvi redukujicich latek se stanovuje reakci
s 3,5-dinitrosalicylovou kyselinou a proméfenim vznik-
lého Zlutohnédého zbarveni fotometricky pfi vinové dél-
ce 525 nm. Jako srovnédvaci roztok pouZijeme slepy po-
kus, v némZ misto enzymu je pfiddn stejny objem fosfa-
tového pufru.

Kalibraéni ktivka (obr.1) se pfipravi tak, Ze 2 ml roz-
toku kyseliny 3,4-dinitrosalicylové reaguji se 2 ml roz-
toku maltosy (v rozsahu koncentraci maltosy 0,01 g/100
ml — 0,14 g/100 m1) za stejnych podminek jako p¥i vlast-
nim meéfeni aktivity. Hodnoty absorbance fotometrické-
ho proméfeni jednotlivych standardi se pak vynesou do
grafu proti hodnotam koncentrace maltosy.
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Obr. 1. Kalibraéni krivka pro Sumnerovu metodu

3. VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Piiprava sladového extraktn

PredsuSeny slad byl namlet mlynkem Retsch (2000 ot/
/min). 3 g mletého sladu extrahujeme 15ml 20% etano-
lu, michdme 15min na magnetické micha&ce (3000 ot/
/min) ve 150ml ké&dince. Suspenzi poté odstfedime na
odstfedivce (3000 ot/min). Doba odstfed&ni je 5 minut.
Amylasa ze sladu je obsaZena v ¢&irém supernatantu.
Abychom zjistili reprodukovatelnost této metody, pFi-
pravili jsme z jednoho vzorku sladu 5 riiznych extrakti
a porovnali jejich amylasovou aktivitu. Aktivita byla
méfena metodou ,,Amylochrome Roche“ [11] a vysledky
shrnuje tabulka 1.

Z vysledki, uvedenych v tab. 1 je patrno, Ze hodnoty
amylasové aktivity u jednotlivfch extraktii kolisaji

Tab. 1. Porovndni amylasové aktivity ridznych extrakti
téhoz vzorku sladu. Extrakce byla provddéna
20% etanolem

€. vzrorku | Aktivita (U/1) |Odchylkaod @ (U/1) | Stéed. odchylka (9)

1 1208 1136

2 1022 — 50

3 1100 L 28 +7,1
1 | 989 — 83

5 1041 % — 4

& 1072 L 76,9

smérodatna odchylka

Tab. 2. Podil preexistujicich redukujicich ldtek na cel-
kovém obsahu redukujicich ldtek po hydroljze
Skrobu amylasami

Aktivita amylasy méfena Sumnerovou metodou.

Vzorek 1 — amylasovy extrakt 20krat ziedény

Vzorek 2 — amylasovy extrakt 50krat ziedény

Vzorek 3 — amylasovy extrakt 100krat zied2ny

Hodnoty aktivity A byly odefteny z kalibra&ni kfivky [obr. 1)
Esps — extinkce pfi 525 nm.

Preexistujici redukujici Celkové redukujici ’ P
Vzorek litky—P Litky—C

C. TS £ =l =5 s L.

I Exs | A Egpg | A A

] 1

1 I 0,325 0,67 1,22 2,20 1,53
2 | 0,100 0,3 0,563 1,10 0,80
3 | 0.019 0,0 0,254 0,55 0.55

|

v rozmezi *7,1%, coZ je pfesnost vyhovujici pro pro-
vozni laboratofr.

Tento zpisob extrakce amylasy ze sladu je rychly,
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dostatecne piesny a lze jej proto doporudit pro stano-
veni amylasové aktivity sladu.

3.2 Oprava Sumnerovy metody pro staneveni aktivity
amylasy ve sladu

Stanoveni redukujicich latek, které vznikaji pri hydro-
lyze Skrobu u€inkem amylas, je ruSeno redukujicimi
cukry pritomnymi ve sladu. Tyto latky, i kdyZ jsou obsa-
Zeny ve sladu v malém mnoZstvi, neni moZno zanedbat,
protoZe by znacné zkreslovaly vysledky stanoveni amy-
lasové aktivity. Tabulka 2 ukazuje podil téchto preexis-
tujicich redukujicich latek ve sladu a uvadi je do rela-
ce k celkovému obsahu redukujicich latek po hydro-
lyze Skrobu.

JIFURG T NE U
e

Obr. 2. Zdvislost aktivily e-amylasy na koncentraci che-
latonu 3. Koncentrace chelatonu je udand v pre-
pobtu na objem regkéni smési

Tab. 3. Ovéfeni inaktivace a-amylasové aktivity. Visled-
ky jsou uvedeny v jednotkdch Sumnerovy me-
tody, tj. v mg maltosy/2 ml H,0

el 2.10M 5.102M - !
Li‘_';_“g:;“_‘,:s:“ riboflavin chelaton 3 79 ff,;"l’a"';'“
¥ p-amylasa p-amylasa B
i
!
1.4 1.26 | 121 [ 0,20

Z tabulky 2 vidime, Ze teprve pfi stondsobném ziedé-
ni extraktu amylasy ze sladu jsou preexistujici reduku-
jict cukry ze sladu zanedbatelné a nerusi stanoveni amy-
lasové aktivity. Je proto nutno vZdy pfi stanoveni akti-
vity amylasy uvedenou metodou preexistujici redukujici
latky stanovit a odeéist je od celkového vysledku sta-
noveni redukujicich latek.

Vsechny vysledky stanoveni amylasové aktivity Sumne-
rovou metodou uvedené v této prdci uvaddime po odedte-
ni preexistujicich redukujicich latek.

3.3 RozliSen{ ¢-amylasové a g-amylasové aktivity

Rozliseni ¢-amylasové a g-amylasové aktivity pfi sta-
noveni sladovych amylas je z hlediska pivovarské praxe
velmi dileZité. V literatule je popsdna metoda na rozli-
Seni obou enzymi pfi stanoveni (bez pfedchoziho oddé-
leni) na zdklad& tepelné denaturace g-amylasy*[12], kte-
ra je inaktivovéna pfi 70 °C. Tento zpasob rozliSeni akti-
vity obou amylas je v3ak velmi naro¢ny na presné do-
drZeni reak¢énich podminek (teploty, pH, €asu), aby se
tastecné neinaktivovala i a-amylasa. Tato metoda se nidm
proto nezdd vhodnd pro pouZiti v provozni laboratofi.

Dal3i moZnosti je vyuZiti specifickych inhibitori jed-
notlivjch amylas. g-amylasy byly klasifikovdny jako me-

Tab. 4. Zdvislpst aktivity sladové «-amylasy na koncen-
traci riboflavinu. Aktivita mérena Sumnerovou
metodou

Koncentrace riboflavinu "
e mg maltosy/2 ml H,0

. 104
. 103
. 102
. 102
. 103

P ]
[
(R RTa-
oo ow

taloenzymy s vipnikem jako kofaktorem [13]. Odstra-
nénim vapniku je enzym témér aplné inaktivovan. Pro-
to inhibi¢ni aéinek vii¢i e#-amylasam vykazuji pfedev3im
riiznd chelatagni &inidla vaZici vapnik (EDTA, oxalat),
déle riboflavin a ionty t&Zkych kovh. g-amylasy naproti
tomu jsou enzymy, obsahujici skupinu SH a jsou tedy
citlivé k oxidaci a k a¢inku ¢&inidel, kterd s touto sku-
pinou reaguji (p-chlormerkuribenzoét, N-ethylmalein-
imid) [14, 15].

3.3.1 Inhibice a-amylasy

Byla sledovédna zavislost aktivity z-amylasy na kon-
centraci chelatonu 3 (dvojnd sl EDTA) a riboflavinu,
sam. Tyto zédvislosti byly sledovany na modelovych vzor-
cich: misto sladové amylasy byl pouZit k pokusu pre-
parat mikrobiadlniho pilivodu, Bacterial Amylase Novo
(fy Novo), a to 5% roztok tohoto preparatu ve fyziolo-
gickém roztoku (0,9 % NaCl). Uvedena bakteridlni amy-
lasa obsahuje prfevaZné g-amylolytickou aktivitu.

Metoda byla upravena tak, Ze k 1ml substratu byl
pridan jesté pfed roztokem enzymu 1 ml inhibiéniho roz-
toku chelatonu riizné koncentrace (10-% — 10—-2 M) ne-
bo 1ml roztoku riboflavinu (2.10-3 — 5.10—-?M). Potom
pokracuje Sumnerova metoda jako bez inhibice.

Zavislost aktivity «-amylasy na Kkoncentraci chelato-
nu znazorfiuje obr.2. Z vysledkii uvedenjch na tomto
obrazku plyne, Ze chelaton je ufinnym inhibitorem w-
-amylasy a Ze k inhibici ndmi pouZitého roztoku enzy-
mu (5% Bacterial Amylase Novo) sta&i 5.10-3M roztok
chelatonu 3. Tento vysledek plati ovSem jen tehdy, byl-li
jako substrat pouZit rozpustny Skrob podle Zulkowsky-
ho, ktery obsahuje pfesné definované mnoZstvi CaZ+.
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Obr. 3. Zdvislost aktivity g-amylasy na koneentraci ribo-
flavinu. Koncentrace riboflavinu je uddvdna v pre-
poc¢tu na objem reakéni smési

Zavislost e-amylasové aktivity na koncentraci ribofla-
vinu je zachycena na obr.3. Vidime, Ze se stoupajici
koncentraci riboflavinu limitng klesa aktivita «-amylasy
k uréité hodnot&, jiZ uZ neni moZno zvySovanim Kkon-
centrace riboflavinu prekrotit,
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Tab. 5. Sledovdni a- a f-amylasové aktivity béhem kli-
deni sladovnického jefmene. Aktivita mérena
Sumnerovou metodou. Inaktivace g-amylasy pro-
vedena pro sklizeii 1977 riboflavinem a pro
sklizeii 1978 chelatonem 3

Sklizeii 1977 Sklizeii 1978
5.102M

2.102M P - i

Dny | Aktivita | riboflavin | YIPOUend| Apyiiia | chelaton V&Ykﬂ‘i’i‘:““i
a+ f — | aktivita a-amy- | % +8— 1 akevie a-amy-

amylasy p-amy- lasy amylasy f-amy- lasy
lasy lasy

0. 0,400 0,400 0,000 0,300 0,300 0,000
5 0,600 0,500 0,100 0,450 0,350 0,100
2. 1,030 0,550 0,420 0,850 0,400 0,450
3. 1,175 0,600 0,575 1,105 0,445 0,650
4. 1,390 0,630 0,760 1,350 0,550 0,800
5. 1,475 0,660 0,815 1,550 0,60 0,950
6. 1,810 0,700 1,110 1,890 0,790 1,100
hvozd 1,600 0,600 1,000 1,620 0,620 1,000

3.3.2 Ovéreni inaktivace a-amylasové aktivity

Abychom ové&fili, zda inaktivace s-amylasové aktivity
zkoumanymi inhibiénimi €inidly je dostate¢na (zejména
s riboflavinem nebyl pokus na Bacterial Amylase Novo
dostatedn& priikazny), zafadili jsme je$té pokus na enzy-
movém prepardtu, ktery obsahuje vyraznou aktivitu jak
a-, tak g-amylasovou. Je to preparat Brew-N-Zyme vyra-
bény holandskou firmou Naarden.

Ovéteni jsme provedli tak, Ze jsme stanovili Sumne-
rovou metodou nejprve celkovou amylasovou aktivitu.
Poté byla roztokem riboflavinu (2.10-3 M) nebo chelato-
nu 3 (5.10-3) inaktivovdna g-amylasova aktivita a zmé-
fena zbytkova aktivita. Koncentrace riboflavinu a che-
latonu byla uréena z vysledki pfedchoziho pokusu (obr.
2 a 3). Pro kontrolu byla pak tepelnym zdhtevem (70 °C,
10 min) inaktivovdna g-amylasa a op&t zmé&fena zbytko-
va aktivita. Vysledky méfeni «-amylasové aktivity [po
inaktivaci g-amylasy] a g-amylasové aktivily (po inakti-
vaci e-amylasy) byly secteny a porovndny s naméfenou
celkovou amylasovou aktivitou. Vysledky jsou shrnuty
v tabulce 3.
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Obr. 4. Pribéh aktivity «- a p-amylasy v jednotlivgch
dnech kliceni jeémene

(e + 8] — celkovd aktivita amylas mérend
Sumnerovou metodou,

8- — g-amylasa [e-amylasa je inhibovdna
chelatonem 3),

a- — a-amylasa vypodtend; a=[a+§)—8.

Vysledky z fabulky 3 jasné prokazuji, Ze inaktivace
a-amylasové aktivity 2.10—3 M roztokem riboflavinu nebo
5.10-3 M roztokem chelatonu 3 je prakticky Gplnd. Obou

téchto latek je tedy moZno pouZit jako inhibitort «-amy-
lasy, chceme-li stanovit pouze g-amylasovou aktivitu.

3.4 Inhibice sladové x-amylasy riboflavinem

Pro tplnost byl vliv riboflavinu na aktivitu e-amylasy
sledovan téZ pro extrakt amylasy ze sladu. Amylasovy
extrakt byl pfipraven uvedenym zplisobem a pro stano-
veni vlastni byl 20kréat zfedén.

Vysledky stanoveni zavislosti e#-amylasové aktivity sla-
du na koncentraci riboflavinu ukazuje tabulka 4.

Z tabulky je zfejmé, Ze po dosaZeni koncentrace ribo-
flavinu 2.10-3M jiZ aktivita amylasy neklesd, takZe mi-
Zeme povaZovat veskerou g-amylasu za inaktivovanou.
To je v souladu s vysledky modelového pokusu, uvede-
ného na obr. 3.

3.5 Navrh metody na stanoveni aktivity ¢-amylasy a ¢-
-amylasy ve sladu

Roztoky:

1. 20 % etanol,

2. 1g rozpustného Skrobu (Zulkowsky)
100 m1 0,02 M fosfatového pufru pH 6,9,

3. 0,02 M fosfatovy puir pH 6,9,
1g kyseliny 3,5-dinitrosalicylové rozpustit ve 20 ml
2N NaOH a 50 ml dest. vody, pridat 30 g vinanu sod-
no-draselného a doplnit na 100 ml destilovanou vo-
dou,

5. roztok 2 % riboflavinu nebo 5.10-3M chelatonu 3.

rozpustit ve

Postup: Ze 3 g rozemletého suSeného sladu extrahuje-
me amylasy 15ml 20 % etanolu tak, Ze suspensi ve
150 ml1 kadince michdme 15 min na magnetické michac-
ce. Pak suspensi rozdélime odstfedénim (3000 ot/min)
po dobu 5 minut. K vlastnimu stanoveni ziedime amyla-
sovy extrakt 20krat.

Ze vzorku amylasy pak odpipetujeme 1 ml pro stano-
veni celkové amylasové aktivity a paraleln& 1ml pro
stanoveni g-amylasové aktivity. Ke vzorku pro stanoveni
B-amylasové aktivity pfiddme 1ml 2% roztoku ribofla-
vinu nebo 1ml roztoku chelatonu (roztoky 5) a mnecha-
me stat 10 min pfi laboratorni teplot&. Po této dobé pfi-
ddame k ob&ma vzorkiim [(pro stanoveni celkové aktivi-
ty i pro stanoveni g-amylasové aktivity] 1ml substratu
[roztok 2) a inkubujeme 3 min pfi 20°C. Reakci pieru-
Sime pPiddnim 2 ml roztoku kyseliny 3,5-dinitrosalicylo-
vé (roztok4) a smés zahfejeme 5 min na vrouci vodni
lazni. Ochladime pod tekouci vodou, pfidame 20 ml desti-
lované vody a pri vinové délce 525 nm proméiime optic-
kou hustotu barevnych roztokd. Z kalibracni krivky
(obr. 1) odetteme odpovidajici mnoZstvi maltosy ve 2 ml
H,0, ¢imZ vyjadfujeme aktivitu amylasy.

V prvnim vzorku méame tdaj celkové amylasové akti-
vity (e- i §-), ve druhém vzorku (s riboflavinem nebo
chelatonem) jsme ziskali idaj g-amylasové aktivity. Hod-
notu «-amylasové aktivity ziskdme po odecteni g-amyla-
sy od celkové amylolytické aktivity.

Pozndmka: Pro kaZdy vzorek sladové amylasy je tfeba
stanovit preexistujici cukry v amylasovém extraktu a
odecitat od vlastniho stanoveni amylasové aktivity.

3.6 Sledovdni aktivity o-amylasy a g-amylasy v Kkligicim
jetmeni

Popsanou metodou jsme sledovali aktivitu «- a g-amy-
lasy b&hem kli€eni je€mene. Vzorky byly odebirdny ze
sladovny humnového typu v jednotlivych dnech kli¢eni
aZ po odhvozdény slad. Vzorky byly po pfedsuseni na
vldhu asi 5% pripraveny podle 3.1 a 20krat zfedé&ny.
Ziskané vysledky po prepotitani na sudinu jsou uvedeny
v tab.5. K inaktivaci e-amylasy byl pro sklizeii r. 1977
pouZit riboflavin a pro sklizefi r. 1978 chelaton 3. Akti-
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vita g-amylasy je vypoftena z rozdili celkové aktivity
a aktivity g-amylasy.

Vysledky obou sklizni jsou v dobré shodg, coZ uka-
zuje na reprodukovatelnost pouZité metody [16]. Pri-
mérné vysledky jsou pro vétsi ndzornost zachyceny
na obr. 4. Priibéh amylasové aktivity v jednotlivfch dnech
sledovani je v souladu s teorii. Prvni dva dny se e¢-amy-
lasa prakticky nevyskytuje, kdeZto g-amylasa se jiZ vy-
skytuje ve vymadeném jefmeni (0.den). Vysledky uka-
zuji, Ze uvedené metody lze pouZit v pivovarstvi.
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Hlavatek I, Kralovad B., Mo#tek ].: Stanoveni aktivity
«-amylasy a g-amylasy ve sladu. Kvas. prim., 25, 1979,
€. 11, =. 241—245.

Byla studovdna inhibice aktivily amylasy riboflavi-
nem a chelatonem 3 a hleddny podminky, pfi nichZ j=2
aktivita e-amylasy prakticky zcela inhibovéna, zatimco
aklivita g-amylasy ziistane nedotena.

Na zdkladé téchto pokust byla vypracovana rychla a
jzdnoduchéd metoda stanoveni «- a g-amylasové aktivity
v pivovarském sladu. Metoda je zaloZena na inaklivaci
e-amylasy roztokem riboflavinu nebo chelatonu 3 (dvoj-
sodna sil EDTA).

NavrZend metoda je rychld a presnd a je vhodnd pro
stanoveni aktivity e¢-amylasy a g-amylasy v pivovarské
provozni laboratofi.

Popsanou metodou byla sledovana - a g-amylasova
aktivita pii kliceni je¢mene. Vysledky ziskané touto me-
todou jsou ve velmi dobré shodé s vysledky jinych
autord.

Inasavek, H. — Kpanoea, b. — MowmTtexk, H. Onpepene-
HHEe AKTHBHOCTH ¢- M fS-amunasel B coaoge. KBac. mpym.
25, 1979, Ne 11, ctp. 241—245.

ABTOpPHl HCCIEN0NBAMH WHTHGHIHIO AKTHBHOCTH aMHJIA3bl
puGodIaBHHOM H XeJaTOHOM H HCKaJH YCJIOBHA, NPH KO-
TOPLIX AKTHBHOCTh @-aMHJIa3bl NPAKTHYECKH BIIOJHE HWHIH-
GHPYETCH, a AKTHBHOCTH [§-aMHJIa3bl OCTAETCH HeH3MeHeH-
HOI. -

Ha ocnoBe 3THX SKCHEepHMEHTOB Obl1 paspadoTaH CKO-
pLlil W NPOCTOIl METO/ OnpejeeHHs aKTHBHOCTH &- H [-
aMHJaspl B NHBOBAPEHHOM cojoje, 3TOT MeTO] 000CHOBAaH
H4 MHAKTHBAIHH &-aMHJA3bl PACTBOPOM pubdodiasHHA HJH
xenatoHa 3 (nBoiinas coas EJITA).

IMpensioxennelii MeTO[L SBJASETCS OBLICTPBIM M TOYHBIM,
VAOOHBIM JIJI YCTAHOBJIEHHS AKTHBHOCTH - H {B-aMHJa3bI
B VCJIOBHAX JabopaTopuH NHBOBAPEHHOro 3aBojia.

[Ipy mnoMOLM ONHCAHHOTO MeTOAa ObJIO NPOH3BELeHO
HCCIeIoBaHHe AKTHBHOCTH @- H §-aMHJasbl BO BCXOAsUEM
sumeHe. PesysabTaTbl, moJydyeHHbIe TNPH MNOMOLIH 3TOTO Me-
TO/A, COOTBETCTBYIOT pPe3yJabTaTaM JPYIHX aBTOPOB.

Hlavadek 1., Kralova B., Moitek ].: Determination of «-
and 3-Amylase Activity in the Malt. Kvas. prim. 25, 1979,
No. 11, pp. 241—245.

In the presented study the authors followed the in-
hibition of the amylase activity using riboflavin and
the chelating agent. Conditions under which the e«-
-amylase activity is practically completely inhibited,
while the g-amylase activity remains untouched, were
also studied. A rapid and simple method of determin-
ation of «- and g-amylase activity in the malt was esta-
blished. The method is based on the inactivation of «-
-amylase with riboflavin or Chelaton 3 solution (EDTA],
is precise, rapid, and suitable for the determination of
«- and pg-amylase activity in the germinating barley,
performed in control brewery laboratories. The results
obtained by this method are in full agreement with
those obtained by other authors.

Hlavacéek 1., Kralova B., Mostek [.: Bestimmung der o«-
und g-Amylaseaktivitit im Malz. Kvas. prim. 25, 1978,
No. 11, S. 241—245.

Die Hemmung der amylolytischen Aktivitdt mit Ribo-
flavin und Chelaton 3 (EDTA) wurde verfolgt. Es wurden
auch die Bedingungen gesucht, bei denen die «-Amylase-
aktivitdt praktisch behemmt ist, und dabei die g-Amyla-
seaktivitdt unberiihrt bleibt. Es wurde eine einfache und
schnelle Methode der «- und g-Amylaseaktivitdit im Malz
ausgearbeitet. Diese Methode basiert auf der Inaktivie-
rung der -Amylase mit Riboflavin oder Chelaton3 Lo&-
sung (EDTA). Die beschriebene Methode ist schnell und
exakt und fiir die Bestimmung der amylolytischen Akti-
vitdt im Brauereilabor geeignet. Mit dieser Methode
wurde die «- und g-Amylaseaklivitdit in der keimenden
Gerste verfolgt. Die mit dieser Methode festgestellten
Ergebnisse stimmen denen anderer Autoren sehr gut
iiberein.



