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ÚvoD

Iv1oŽnosti aplikace enzymů v analytice jsou v součas.
né době poměrně široké. Prakticky se vyuŽÍvají enzymo.
vé analytické metody v řadě oblastí _ v klinické bio.
chemii při diagnostÍce chorob, při kontrole nezávadnos-
ti ŽÍvotního prostředí, při kontroIe biotechnologických
procesů, a v nepos}edni řadě v analytice potravÍn, př i
kontrole jej ich 1akosti, nezávadnosti a dodrŽenÍ sprav.
ného výrobního postupu. PřednostÍ enzymových analy.
t ických metod je především jej ich vysoká specif ita, cit-
lÍvost a rychlost.

Jednou z mnoha aplikací enzymů v analýze potravín
je i moŽnost stanovenÍ ethanolu v potravinářských vý-
robcích, zejména v pivu, destilátech, vínu, ale i V cukro.
vinkách, dŽemech a dalších potravinách.

stanovení ethanolu je za|oŽeno na specif ické oxidaci
acetaldehydu, vzniklého oxidací ethanolu alkoholdehyd.
ro8enaSou IEc 1.1.1.1.J' pomocí a1dehyddehydro8enasy
.'ii':;-'l-J 

1:"';3ilÍi] ".n"nolu 
se provádí destilační me-

todou s následným pyknometrickým stanovenÍm hustoty
desti látu [1]. Závíslost hustoty desti látuna obsahu'etha-
nolu ve vzorku je tabelovaná [2]. Tento způsob sta-
novení ethanolu je pracnější a podstatně časově nároč-
něiší neŽ enzymové stanovení.

V této práci je uvedeno stanovení ethanolu u několika
druhů piva, jak metodou destilační, tak enzymovou a vý.
sledky obou postupů jsou statist icky vyhodnoceny.

MATERIÁL A METoDY

MnoŽství ethanolu by]o stanovováno u několika druhů
piva - 8% Plzeňské pivo, 100/o exportní Plzeňský Pra-
zdroj a 12olo Plzeňský Prazdroj. Jednalo se o vzorky ze
státního podniku Plzeňské pivovary. Rozbory byly pro.
váděny i u nízkoalkoholového piva Pito. Vzorky Pita
byly zakoupeny v obchodní sÍti.

Stanovení ethanolu destilační metodou

Stanovení ethanolu desti lační metodou byto prováděno
podle československé státní normy ČsN 56 0186, část 5
_ Metody zkoušenÍ piva - stanovenÍ ethano]u [1].

663.5 663.4

Enzymové stanovenÍ ethanolu
Princip metodA

Enzymový pochod probíhá ve dvou následných reak-
cÍch. V první reakci je ethanol oxidován alkoholdehyd-
ro8enasou {ADH] na acetaldehyd, který je v druhé re.
akci kvantitativně oxidován aldehyddehydro8enasou
(AIDH) aŽ na kysel inu octovou.

ethanol + NAD+-ADH+acetaldehyd + NADH+H+
acetaldehyd + NAD+ + H2o_A]DH*kyselína octová *

+ NADH+H+
Přenašečem elektronů je v ot'ou reakcígh NAp+.

MnoŽství vznikajícího redukovaného koenzymu (NADH
+H+J je ekvivalentnÍ mnoŽstvÍ ethanolu ve vzorku a
zjištu1e se spektrofotometricky na základě změny ab:
sorbance při vlnové délce 340nm [3].
PřÍpraua Dzo|ku

Ze vzotku piva byl přeťl analýzou odstraněn oxid uhli.
čitý filtrací. Vzorky piva byly ředěny destilovanou vo.
dou v poměru 1:999, vzorky PÍta v poměru 1:9.
Postup stanouent

Ke stanovení ethanolu byla použita komerční analy-
tická souprava iirmy Boehringer Mannheim, která je
uvedena ve firemním katalogu pod čÍslem 77B29o Í4l.
Souprava obsahuje roztok fosfátového pufru pH 9,0 se
stabilÍzátory, tablety obsahujícÍ NAD+ a enzym AIDH,
dále suspenzi enzymu ADH se stabilizátory a standardní
roztok ethanolu.

Do spektrofotometrické kyvety bylo pipetováno 0;1 mI
vhodně naředěného vzorku' 0,3 mI fosfátového pufru a
byla vložena 1. tableta [NAD+ a AIDH). Paralelně byl
prováděn slepý pokus, kde místo vzorku byl pipetován
stejný objem destilované vody.

Po zamíchání obsahu obou kyvet a ustáIenÍ reakce
(asi 3 minJ byla změřena hodnota absorbance A. Během
anaLýzy musí být kyvety neprodyšně uzavřeny vÍčkem,
dodávaným výrobcem, nebo parafi lmem. odečtenÍm roz.
dílů absorbancí slepého pokusu od rozdílů absorbancÍ
vzorku byla získána hodnota 1 A, představujícÍ absor"
banční rozdí] NAD+ a NADH+H+, který je úměrný
množstvÍ ethanolu ve vzorku.
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vypoÉet lze obecně provádět podle vzorce:

c-
V.Mr

e.d.D.2.100
.AA.F (s.t-1)

kde: I/ je celkový objem reakčnÍ Směsi
u - objem vzorku
e -absorpční koeficient NADH+H+

[1. mol-r .  cm-1)
Mr _ relativní molekulová hmotnost ethanoltr
'd - šÍřka kyvety
F - zřed'ovací faktor
AA_rozdi| absorbancí vlastního stanovení a sle..

pého pokusu

Pro podmÍnky v práci uvedené lze vzotec zjednodušil
na tvar: c:0,1L5175 .F.AA.

VÝSLEDKY A DISKI'SE

Ve vzorcích piva bylo provedeno opakované stanovení
ethanolu jak desti lačně, tak enzymové (tab' 1),

Tabulka 7. obsah ethanolu u lednotliuach uzorcíeh piua

y tabulce 2 jsou uvedeny průměrné hodnoty obsahu
ethanolu v jednotlivých vzorcích.

Tabulka 2. Průmérný obsah ethanolu ae uzorcíclt pÍua

Druh piva Průmělný obsah ethanolu (0/0 hmotn.)

Vzhiedem k tomu, Že enzymové metody se v řadě zemÍ
stávají zcel 'a běžnými (některé jsou dokonce povaŽot/ány
za uzanční], je třeba, abychom i v ČSFR mě]i praki ické
zkušenosti s jejich použÍváním.
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Káš' J. . Průeha, P. . Burianová, T.: Enzymové stanovenÍ
ethanolu Y pivu. Kvas. prů'm., 36' 1990, č. 4' s. 97_98.

V čIánku je porovnáváno enzymové stanovení etha.
nolu pomocí komerčních souprav firmy Boehrin8er s běž.
ně pouŽívaným Stanovením ethanolu destilační metodou
podle ČsN 56 01s6. Analyzovány byly vzorky 8,1o,lZ,s/o
piva a Pita. Bylo statisticky prokázáno, Že obě metody
spolu korelují, na hladině významnosti g9 0/o s kore]ač.
ním koeficÍentem 0'997, př ičemŽ enzymové Stanovení je
rychlejší a jednodušší.

Kan' X. - tlpyxa, Il. - BypuanoBa, T.: oepMeHraruBuoe
onpeAeJlenue eraHora B nr.Be. Kaac. npyu., 36, 1990, No 4,
mp. 97-98.

B crate conocraBJrflercn Qepueurarr{Buoe onpeAed'reune
gra.HoJra c noMouibro KoMepilr{oHaJrbnux na6opon $upuu
Eoerpuurep c rJraccuqecKurra cnocodou onpeAeJreHur gra-
HoJIa MeToÁoM ÁucTIld'IJI'Illt|1'

flpoae4en aHa"'rrrs Hecxo"rbKnx npo6 nuoa: 8 L0, 12 0/o
III-IBo I,I f]ltro. CrarucTuqecxÍ.I ÁoKasaHo, tITo oóa MeToÁa
HaxoAÍTcÍ B Koppen'qnr. c KogQQřIq}reHToM 0'997' Ho
Qeplreurarrzsnoe oilpeAeJrenr.re gTaaor'ra 6ncrpee'I npoue
KJIaCCUqeCKOfO.

Káš' J. - Průcha, P. . Burianová, T.: Enzymic Determi.
nation of Ethanol in Beer. Kvas' prům., 36, 1990, No. 4,
pp. 97-98.

The enzymÍc determination of ethanol using commer.
cial kÍts of Boehringer has been compared With the com.
monly used dist i l lat ion method according to Czechoslo-
vak standard CSN 56 0186. Samples of 8, 10, 12 0/o beers
and low alcoholic beer Pito were analyzed. It was sta-
tistically proveq that both methods core]ate on sÍgnifi.
cance level 99 % with the corre]ation coeffÍcÍent 0,997.
The enzymic determination is, however, advantageous in
its rapidity and simplicity.

Káš' J. . Průcha,..P. . Burianová, T.: Dle Enzymatische
Bestimmung des Áthanols in Bier. Kvas. prům., 36, 1990,
Nr. 4, S. 97-98.

In dem Artlkel vergleicht nran die EnzymatÍschebe.
stimmung des Ethanols mÍt der klasischen Destilations-
methode der Ethanolbestimmung. Die Enzymatischebe-
stimmung des Ethanols hat man mittels Komertionalsatz
der Firma Boehringer durchgefuhrt. Man hat eÍnige Pro.
bén des Biels vorgenommen und zwar: 8, to, 12 o/o Bier
und ein alkoholfreies Bier Pito. Man hat statistisch be.
wiesen, dass beide Methoden miteinander korel ieren
Imit dem Korelationskoeff iz ient 0,997]. Die Enzyrna-
tischebestimmung ist aber schneller und einfacher als
die klassische Bestimmung.
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stanovení ethanolu v různých typech piva bylo pro.
vedeno ve třech sériích ana|ýz, a to destilační metodou
běŽně zavedenou v našich pivovarech a enzymově. Bylo
statisticky prokázáno, že obě metody vzájemně korelujl
s pravděpodobnostÍ 99 % [korelační koeficient 0,997 na
hladině významnosti 99 %J a se stejnou pravděpodob.
nostÍ nebyl mezi nimi prokázán průkazný rozdíI [5]. Z hle.
diska časových nároků je mnohem výhodnější enzymová
analýza, kterou lze zvládnout za třicet mÍnut včetně pří.
pravy vzorku. DaIší předností enzymového stanovení j €
moŽnost současné alalýzy většího počtu vzorků' čímž
se průměrná doba, potřebná k analýze,.dále zkracuje.

Nevýhodou enzymového stanovení je v současné době
poměrně vysoká cena a devizová náročnost enzymové
soupťavy.
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