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MoZnosti aplikace enzyma v analytice jsou v soucas-
né dobé pomerné Siroké. Prakticky se vyuZivaji enzymo-
vé analytické metody v Fadé oblasti — v klinické bio-
chemii pri diagnostice chorob, pfi kontrole nezavadnos-
ti Zivotniho prostredi, pfi kontrole biotechnologickych
procesti, a v neposledni Fadé v analytice potravin, pfi
kontrole jejich jakosti, nezdvadnosti a dodrZeni sprav-
ného vyrobniho postupu. Prednosti enzymovych analy-
tickych metod je predevSim jejich vysoka specifita, cit-
livost a rychlost.

Jednou z mnoha aplikaci enzymia v analyze potravin
je i moZnost stanoveni ethanolu v potravinafskych vy-
robcich, zejména v pivu, destilatech, vinu, ale i v cukro-
vinkach, dZemech a dalSich potravinach.

Stanoveni ethanolu je zaloZeno na specifické oxidaci
acetaldehydu, vzniklého oxidaci ethanolu alkoholdehyd-
rogenasou (EC 1.1.1.1.), pomoci aldehyddehydrogenasy
(NAD+) (EC 1.2.1.3.). )

Klasické stanoveni ethanolu se provadi destilaéni me-
todou s naslednym pyknometrickym stanovenim hustoty
destilatu [1]. Zavislost hustoty destildtuna obsahu etha-
nolu ve vzorku je tabelovand [2]. Tento zplisob sta-
noveni ethanolu je pracnéj$i a podstatné Casové naroc-
néjsi neZ enzymové stanoveni.

V této préci je uvedeno stanoveni ethanolu u nékolika
druh@ piva, jak metodou destila¢ni, tak enzymovou a vy-
sledky obou postupli jsou statisticky vyhodnoceny.

MATERIAL A METODY

MnoZstvi ethanolu bylo stanovovdno u nékolika druhd
piva — 8% Plzeiiské pivo, 10% exportni Plzeiisky Pra-
zdroj a 12% Plzeiisky Prazdroj. Jednalo se o vzorky ze
statniho podniku Plzetiské pivovary. Rozbory byly pro-
vadény i u nizkoalkoholového piva Pito. Vzorky Pita
byly zakoupeny v obchodni siti.

Stanoveni ethanplu destilatni metodou

Stanoveni ethanolu destilaéni metodou bylo provadéno
podle &eskoslovenské statni normy CSN 56 0186, dast5
— Metody zkouSeni piva — stanoveni ethanolu [1].

Enzymové stanoveni ethanolu
Princip metody

Enzymovy pochod probihd ve dvou néslednych reak-
cich. V prvni reakci je ethanol oxidovan alkoholdehyd-
rogenasou (ADH) na acetaldehyd, ktery je v druhé re-
akci kvantitativné oxidovan aldehyddehydrogenasou
(AIDH) aZ na kyselinu octovou.

ethanol + NAD+—ADH-acetaldehyd + NADH+H+
acetaldehyd + NAD+ 4+ H,0—AlDH-kyselina octova -+
+ NADH+H+*

PrenaSeCem elektronli je v obou reakcich NAD+.
MnoZstvi vznikajiciho redukovaného koenzymu (NADH
+H+) je ekvivalentni mnoZstvi ethanolu ve vzorku a
zjiStuje se spektrofotometricky na zdkladé zmény ab-
sorbance pfi vlnové délce 340 nm [3].

Piiprava vzorku

Ze vzorku piva byl pfed anal§zou odstran&n oxid uhli-
¢ity filtraci. Vzorky piva byly fedény destilovanou vo-
dou v poméru 1:999, vzorky Pita v poméru 1:9.

Postup stanoveni

Ke stanoveni ethanolu byla pouZita komer&ni analy-
ticka souprava firmy Boehringer Mannheim, ktera je
uvedena ve firemnim katalogu pod cislem 176290 [4].
Souprava obsahuje roztok fosfdtového pufru pH 9,0 se
stabilizatory, tablety obsahujici NAD+ a enzym AIDH,
dédle suspenzi enzymu ADH se stabilizdtory a standardni
roztok ethanolu.

Do spektrofotometrické kyvety bylo pipetovdno 0,1 ml
vhodné nafedéného vzorku, 0,3ml fosfdtového pufru a
byla vloZena 1 tableta (NAD+ a AIDH). Paraleln& byl
provadén slepy pokus, kde misto vzorku byl pipetovan
stejny objem destilované vody.

Po zamichdni obsahu obou kyvet a ustdleni reakce
(asi 3 min) byla zméfena hodnota absorbance A. B&hem
analyzy musi byt kyvety neprody3né uzavieny vitkem,
dodavanym vyrobcem, nebo parafilmem. Oded&tenim roz-
dild absorbanci slepého pokusu od rozdild absorbanci
vzorku byla ziskdna hodnota A A, pfedstavujici absor-
banfni rozdil NAD+ a NADH+H*, kter§ je umérny
mnoZstvi ethanolu ve vzorku. '
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Vypo.éet lze obecné& provadét podle vzorce:

s V.Mr
e = .AA.F (g-1-1)
e.d.v.2.100
kde: V je celkovy objem reakéni smési
v — objem vzorku

e — absorpéni koeficient NADH+Ht
(1.mol-1.cm-1) .
Mr — relativni molekulova hmotnost ethanolu

'd — §ifka kyvety
F — zFedovaci faktor

A A —rozdil absorbanci vlastniho stanoveni a sle-.

pého pokusu

Pro podminky v prici uvedené lze vzorec zjednodusit
na tvar: ¢ = 0,115175.F . A A.

VYSLEDKY A DISKUSE

Ve vzorcich piva bylo provedeno opakované stanoveni
ethanolu jak destilacné, tak enzymové (fab. 1).

Tabulka 1. Obsah ethanolu v jednotlivjch vzorcich piva

Obsah ethanolu
o . (% hmotn.)
Serie vzorkl Druh piva
destilatné enzymove
I 8% 051 1,95 1,969
10% 0,31 2,82 2,844
12% 0,51 3,26 3,258
12% 0,31 3,36 3,352
Pito 051 0,85 0,846
II 8% 0,51 2,00 1,783
10% 0,31 2,63 2,492
12% 0,31 3,19 3,184
Pito 0,51 0,65 0,647
111 8% 0,51 1,97 2,024
10% 0,31 2,68 2,594
12% 0,51 3,16 3,210
Pito 051 0,61 0,597

V tabulce 2 jsou uvedeny primé&rné hodnoty obsahu
ethanolu v jednotlivych vzorcich.

Tabulka 2. Primérny obsah ethanolu ve vzorcich piva

Druh piva Primérny obsah ethanolu (% hmotn.)
 destilatng enzymové
8% 051 1,97 1,925
10% 0,51 2,71 2,643
12% 0,51 - 3,21 3,234
12% 0,31 3,28 3,268
Pito 0,51 0,70 0,697

Stanoveni ethanolu v rlznych typech piva bylo pro-
vedeno ve tfech sériich analyz, a to destilac¢ni metodou
béZné zavedenou v na$ich pivovarech a enzymové. Bylo
statisticky prokazano, Ze ob& metody vzdjemné koreluji
s pravdépodobnosti 99 0% (korela¢ni koeficient 0,997 na
hladiné vyznamnosti 99 %) a se stejnou pravd&podob-
nosti nebyl mezi nimi prokdzan priikazny rozdil [5]. Z hle-
diska Casovych narokéi je mnohem vyhodné&j$i enzymova
analyza, kterou lze zvladnout za tficet minut vCetné pfi-
pravy vzorku. Dal3i prednosti enzymového stanoveni je
mozZnost soufasné analyzy vétSiho po&tu vzorkd, &imZ
se primérna doba, potfebnd k analyze, dale zkracuje.

Nevyhodou enzymového stanoveni je v soucasné dobé
pomérné vysokd cena a devizovd ndro¢nost enzymové
soupravy. g

Vzhledem k tomu, Ze enzymové metody se v Fadé zemi
stdvaji zcela béZnymi (nékteré jsou dokonce povaZovany
za uzanéni), je tfeba, abychom i v CSFR meéli prakticke
zku3enosti s jejich pouZivanim.
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Kas, ]. - Priicha, P. - Burianova, T.: Enzymové stanoveni
ethanolu v pivu. Kvas. pram., 36, 1990, ¢. 4, s. 97—98.

V ¢lanku je porovndvdno enzymové stanoveni etha-
nolu pomoci komerénich souprav firmy Boehringer s b&z-
né pouZivanym stanovenim ethanolu destilacni metodou
podle CSN 56 0186. Analyzovany byly vzorky 8, 10, 12%
piva a Pita. Bylo statisticky prokazano, Ze obé& metody
spolu koreluji, na hladiné vyznamnosti 99 % s korelaé-
nim koeficientem 0,997, pficemZ enzymové stanoveni je
rychlejsi a jednodussi.

Kam, f. - HNpyxa, Il. - Bypuanosa, T.: ®epmeHTaTUBHOE
onpeaeleHde aTanosa B nuBe, Ksac. mpym., 36, 1990, Ne 4,
cTp. 97—98.

B cratee comocraBisercs ¢epMeHTAaTHBHOE OIpesiesieHHe
3TaHOJ/Ia C IOMOILBIO KOMEpPIHOHAJbHLIX HaGopOB (HUPMBI
Boerpunrep ¢ kiaccuueckum crnocoGoM OIpee/eHHs 3Ta-
HOJIa METOJOM AHCTH/LISLMH.

[TpoBenen ananu3 HeckosubkuX Tpo6 musa: 8 10, 12 %
nuBo u IIuro. CraTHcTHYecKH [O0Ka3aHO, YTo 00a METOja
HaxozaTcd B Koppeldsuuu ¢ Kosbouummenrom 0,997, Ho
(epMeHTAaTHBHOE ONpeJeJeHne 3TaHo/Ia OBICTpee H IIpOlle
KJIaCCHYECKOTO.

Kas, ]. - Priicha, P. - Burianova, T.: Enzymic Determi-
nation of Ethanol in Beer. Kvas. prim., 36, 1990, No. 4,
pp. 97—98.

The enzymic determination of ethanol using commer-
cial kits of Boehringer has been compared with the com-
monly used distillation method according to Czechoslo-
vak standard CSN 56 0186. Samples of 8, 10, 12 % beers
and low alcoholic beer Pito were analyzed. It was sta-
tistically proved that both methods corelate on signifi-
cance level 99 % with the correlation coefficient 0,997.
The enzymic determination is, however, advantageous in
its rapidity and simplicity.

Kas§, J. - Priicha, P. - Burianovd, T.: Die Enzymatische
Bestimmung des Athanols in Bier. Kvas. priim., 36, 1990,
Nr. 4, S. 97—98.

In dem Artikel vergleicht man die Enzymatischebe-
stimmung des Ethanols mit der klasischen Destilations-
methode der Ethanolbestimmung. Die Enzymatischebe-
stimmung des Ethanols hat man mittels Komertionalsatz
der Firma Boehringer durchgefuhrt. Man hat einige Pro-
ben des Biers vorgenommen und zwar: 8, 10, 12 % Bier
und ein alkoholfreies Bier Pito. Man hat statistisch be-
wiesen, dass beide Methoden miteinander Kkorelieren
(mit dem Korelationskoeffizient 0,997). Die Enzyma-
tischebestimmung ist aber schneller und einfacher als
die klassische Bestimmung.
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