Enzymové aktivity sladu - stanoveni primymi metodami
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UvoD

I kdyZ rozbor sladu podle dohody EBC spocivi asi na
7 znacich mechanickych a dalSich cca 30 znacich rozboru
chemického, kli¢ové tdloha se pfipisuje znakim, souvi-
sejicim s enzymovymi aktivitami sladu. K témto znakiim
tradi¢né patii diastaticki mohutnost (dle Windisch-
Kolbacha), vystihujici ddajné f-amylasovou aktivitu
sladu, ddle doba zcukieni, podle piedpokladu souvisejici
s a-amylasovou aktivitou a dile viskozita, kterd, pokud
souvisi s mirou rozlu§téni sladu, by méla korelovat s akti-
vitou enzymi tzv. "cytasového komplexu" [1].

K pifimé analyze enzymovych aktivit hydrolas biopo-
lymeri jsme rozpracovali systém standardnich a unifi-
kovanych metod, zaloZenych na pouZiti chromolytickych
tabletovych substriti s oznacenim eS-Test, dopInény o stan-
dardy intenzity absorbance k mezilaboratorni kontrole
spektrofotometni a dile o stabilizované tabletové enzymové
standardy s deklarovanou aktivitou pfisluSnych enzymi,
k funkéni kontrole eS-Testu [2]. Pro rutinni analyzu sladu byl
proto sestaven eS-Test Sladovd amylasa, umoZiiujici oddg-
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lené stanoveni aktivity a-amylasy (EC 3.2.1.1) a f-amylasy
(EC 3.2.1.2), viz. [3], ¢S-Test Lichenasa (EC 3.2.1.73), B-
glukanasa, viz [4], eS-Test Laminarinasa (EC 3.2.1.39, viz
[5]), pfipadné eS-Test Celulasa Cx a eS-Test Proteinasa
universal [6-8], spolu s barevnym standardem absorbance [9]
a tabletovym enzymovym standardem s deklarovanou akiti-
vitou [10].

V piedloZené prici se vénujeme stanoveni a-amylasové
aktivity sladu v korelaci s dobou zcukfeni, stanoveni $-amyla-
sové aktivity v souvislosti s diastatickou mohutnosti a f3-
glukanasové aktivité (lichcnasa) v souvislosti s viskozitou
sladiny u souboru 85 nihodné vybranych ¢eskych
a slovenskych sladii charakterizovanych dle metodiky EBC.

MATERIAL A METODY

Slad. K srovndvaci analyze byl pouZit soubor 85
vzorkil riznych sladi od ro¢niku 1987. Rozbor dle metodik
zakotvenych v Analytice EBC byl zabezpecen ve
Vyzkumném tstavu pivovarském a sladafském (Sladafsky
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uistav, Brno) a opakovin na naSem pracovisti, bez zjiSténi

rozdill ve vysledcich. PouZité vzorky sladii pochizely ze
sladoven Hurbanovo (18), Trnava (8), Topol'¢any (5),
Michalovee (2), Levice (2), Rimavskd Sobota (6),
Prost&jov (10), Novi Ulice (3), KroméfiZ (15), Rajhrad
(5), Brodek u Pierova (2), Olomouc-Bélidla (2),
Olomouc-Holice (5) a Ivanovice na Hané (2). V zdvorce
je uveden podet analyzovanych sladu z pfisluSné
sladovny.

Enzymy. Sladové enzymy byly z atestovanych sladi
extrahoviny postupy, uvedenymi v naSich pfedchd-
zcejicich studiich [3,4]. Stanoveni enzymovych aktivit
bylo provedeno do mésice po rozboru sladii dle metodik
EBC.

Akllvna cnzymil byla stanovena pfisluSnymi eS-Testy
v ukat.kg?! podle [3,4] a porovndvala se s deklarovanymi
hodnotami doby zcukieni ( a-amylasa), diastatické
mohutnosti ( f-amylasa) a viskozity (lichenasa).

Tabletové testy, eS-Test Sladova amylasa a eS-Test
Lichenasa jsou vyrobky firmy Bioelect Lehnice.

VYSLEDKY A DISKUSE

Porovnani doby zcukieni s a-amylasovou aktivitou je
zndzornéno na obr. 1. U 70 vzorki sladd (z celkového
souboru 85) byla dcklarovina doba zcukfeni 10 min,
u 11sladfi 10 a% 15 min a pouze u 4 sladili byla deklarovina
doba zcukfeni 15 min. Po formdlni strince, na zdkladé
téchto 3 drovni doby zcukfeni, by viechny slady souboru
odpovidaly normélnim hodnotim pro svétlé slady plzeiiského

i
i
15+ [ ® ° ‘
i
3
E
N
(=]
8
t — o © oo ® oo ® oo
10 —o—o —oon-ackhes ssse—00-0000sb-0.000 00 0es 00—
200 300 00 500

—» akiivita a-amylasy [ukat.kg™)

Obr.1 - Porovndni doby zcukveni s pfimym stanovenim aktivity
a-amylasy sladu

typu, aviak 70 vzorkl sladu spliiuje tento poZadavek na
dolni hrani¢ni hodnoté [1]. Naméfené rozpéti hodnot pro

a-amylasovou aktivitu je od 220 do 530 pkat. kg proslady
o vyhovujici kvalité. Doba zcukfeni je charakterizovina
pouze 3 hodnotami (10 min, 10-15 min a 15 min). Stano-
veni aktivity a-amylasy eS-Testem pfi sériovém stanoveni
je zatiZeno hodnotou varia¢niho koeficientu (v)=4,1 %
(viz.3). Pfimé slﬂnoveniaklivily a-amylasy je proto meto-

Vave

dicky pfesnéjsi neZ pouhd hodnota doby zcukfeni a vypo-

védni hodnota tohoto stanoveni pro charakterizaci sladu je
podstatn vy$8i. Charakterizace kvality sladu pomoci
pfimého stanoveni aktivity a-amylasy je proto jednim
z kli¢ovych a nczastupitelnych parametri analyzy
sladu.

Normdlni hodnoty diastatické mohutnosti svétlych
sladi plzeniského typu se pohybuji v rozmezi 220 -
280 j.W.-K. VéSina sladii analyzovaného souboru (72)
tuto podminku spliiuje. Zatimco varia¢ni rozpéti diasta-
tick¢é mohutnosti se pohybuje u analyzovaného souboru od
190 do 280 j.W.-K., aktivita f-amylasy u uvedencho
souboru sladi o vyhovupc: kvalité se pohybuje od 95 do
1280 pkatkg?. Je zicjmé, Z¢ ani mezi diastatickou
mohutnosti a f-amylasovou aktivilou neni zjevnd korelace
(0br.2). Pod parametrem diastaticki mohutnost je nutno
zfcjmé rozumét kumulativni dcinek vice amylolytickych
enzymi, vedle a- a B-amylasy i clekt pululanasy, resp. tzv.
"debranching enzymu" a glukosidas. V pfipadé diastatické
mohutnosti jde spic jen o odhad ucinnosti celého enzy-
mového komplexu. Pfimé stanoveni f-amylasy a dalSich
enzymovych aktivit je moZno proto povaZoval
v budoucnosti za perspektivnéjsi.

|
= 300 |-
1
§zao!— .
g . ee
i [ e
gzanr e o o e oo *
° L [ . (]
E coeese o ° esoe o eee
s W0 . (] @ e o
e o0 .. a
T (XX}
L L L] [ ]
20— o @ o0 e o o o
° e o o
-e ] ™ ]
200 1 | lLe | | | |
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

— aktivita B-amylasy (pkat, kg™)

Obr.2 - Porovndni diastatické mohutnosti s pFimym stanovenim
aktivity B-amylasy sladu
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Obr.3 - Porovndni viskozity kongresni sladiny s pFimym stano-
venim aktivity B-glukanasy (lichenasy) sladu

Viskozita sladiny, jak uvddi odbornd literatura, souvisi
s¢ stupném rozlusluu sladu a s ucinkem "cytasového"
komplexu enzymil. Zde se pfipisuje duleZitost pfedeviim
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B-glukanase lichenasového typu (EC 3.2.1.73, viz. cit. 1).
Pfirodni analog cclulosy, 1,3-1,4-f3-D-glukan, strukturné
pfibuzny lichenanu z Certraria islandica je minoritni
sloZkou endospermu je¢ného zrna [11]. Uvedeny B-glukan
zvySuje viskozitu sladiny i piva [12], coZ md za ndsledek
vyrazné sniZzeni ucinnosti extrakce. Zatimco viskozila
sladiny z uvedeného souboru sladi se pohybujc v rozmezi
1,52 - 1,72 mPa.s, aktivita enzymu lichenasy je v rozmezi
od 20-52 ukal kg‘l (obr.3). Mezi obéma veli¢inami neni
primy funk¢ni vztah. Stanoveni viskozity je zatiZeno vEsi
melodickou chybou neZ stanoveni lichenasové aktivity
eS-Testem. Viskozita sladiny jako kumulativni parametr
odraZi nejen podil je¢ného f-glukanu lichenasového typu,
ale i pfispévek dalSich hemicelulos a proteini. Viskozita
kongresni sladiny je parametrem, odvozenym od sladu za
podminek jinych, neZ je stanoveni aktivity endogenni
B-glukanasy, kdy extrakce sladovych polysacharidi je
siln€ potlacena. Na druhé strané je zfcjmé, Ze mikrobidlni
prumyslové cnzymové preparity obsahuji vedle liche-
nasové aktivity i dal$i enzymy hemicelulasového a protei-
nasového typu, jejichz kumulativni G¢inek mé za ndsledek
ucinné sniZeni viskozity sladiny.

Aktivita endogenni lichenasy sladu je bezesporu diile-
Zitym kvalitativnim znakem sladu. K objasnéni problému
viskozity sladiny bude nutno charakterizovat dalsi enzymy
"cytasového" komplexu ale i koncentraci dalSich hemi-
celulos, podilejicich se na viskozité sladiny.

ZAVER

Pfimé stanoveni aktivity enzymi sladu je dileZitou
a nczastupitelnou charakteristikou kvality sladu. Pro
normdlni svétlé slady plzeiiského lypu je aktivita a-amyla-
sy v rozmezi 220 aZ 530 pkat.kg™ vyhovupcu stejné lak
jako aktivita B-amylasy v rozmezi 100 aZ 1300 pkat.kg™
Endogenni aktivita lichenasy neni v pfimé zivislosti na
hodnoté viskozity kongresni sladiny. K objektivnimu
podchyceni tohoto parametru bude nutno sledovat zastou-
peni jednotlivych hemicelulosovych frakei ve sladu a akti-
vity dalSich hemicelulas, schopnych tyto polysacharidy
hydrolyticky rozstépit.
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ZEMEK,J.-HOMOIZOV/“.,V.: Enzymové aktivity sladu -
stanoveni pFfimymimetodami. Kvas. prim., 39,1993,&.9,s.261
- 263

Price se zabyvi korelaci mezi stanovenim enzymovych akti-
vit sladu pomoci tablctovych eS-testl Sladovd amylasa a Liche-
nasa s tradi¢nimi analytickymi metodami jako je doba zcukfenf,
diastaticka mohutnost a viskozita sladiny.

Z vysledk ziskanych na souboru 85 vzorki vyplyvi, Ze pro
svell¢ slady plzefiského typu je vyhovujici aktivita a-amylasy
220 aZ 530 pkat/kg a pro fi-amylasu jsou vyhovujici hodnoty
100 aZ 1300 pkat/kg. Endogenni aktivita lichenasy neni v pfimé
zdvislosti na hodnoté viskozity kongresni sladiny.

3emek, H. - Tomoaona, B.: 3naumubie akTHBHOCTH cOAOAR -
onpeaeAcHMe npAMbIMK MeToaamu. Keac. npym., 39, 1993, N°
9 , cTp.261 - 263

PaGora 3aHumaeTca koppeAAyHeit Mexy OnpeAeAeHHEM 3H3UMHBIX
aKTMBHOCTEN COAOAA NpH nomouyu TabaeTHeix eC-TecTos - AMuaasa
coAo4a v AMxeHasa M TPAJHIJHOHHBIMH AaHAAMTHHECKHMH METOAAMMN,
KaK BpEMA OCAXapHBAHUA, AMACTATHYECKAA CNOCOBHOCTL U BA3KOCTH
cycaa. VI3 peayasTaToB, NOAyueHHbIX B komnaekce 85 obpasyos,
BLITEKAET, YTO AAA CBETABIX COAOAOB MUAB3EHLCKOTO THNA
noAXoAAujas aKTMBHOCTb a-aMHAasbl npeactasaser 220 no 530
YKAT/KT U AAR -aMMAA3bI NOAXOAALYME BEAMUMHBI cocTaBAmoT 100
no 1300 yxat/kr. IHAOreHHAA AKTMBHOCTH AMXEHA3bl HE HAXOAMTCA B
NPAMOIt 3aBUCUMOCTH OT BEAMMHHBI BA3KOCTH KOHTPECCHOTO CYCAQ.

ZEMEK,J.-HOMOLOVA,V.: Enzyme Activity of Malt-
Determination by Direct Methods. Kvas. pram. 39, 1993, No.
9, pp261 - 263

The correlation resulting from comparison of enzyme activity
determinations using tablets eS-Tests-Malt Amylase and Liche-
nase and the classical analytical methods such as the saccha-
rification time, diastatic power and wort viscosily are described.
The results obtained from 85 samples proved that for light malts
of the pilsener lype the suitable activity of a-amylase is from
22010 530 pkat.kg’ Land of f-amylase from 100 to 1300 pkat. kg

. There was found no linear plot between the endogenous activity
of lichenase and the viscosity of congress wort.

ZEMEK,J.-HOMOBOV/(,V.: Enzymaklivitiiten des Malzes-
Bestimmung mittels direkter Methoden. Kvas. prim., 39,
1993, Nr. 9, S. 261 - 263

Die Arbeit befaBt sich mit der Korrelation zwischen der
Bestimmung der Enzymaktivititen des Malzes mittels der
Tabletten-eS-Teste Malzamglase und Lichenase und den tradi-
tionellen analytischen Methoden, wie z. B. Verzuckerungszeit,
diastatische Kraft und Viskositit der Wiirze.

Aus den Ergebnissen, die an 85 Proben erzielt wurden, geht
hervor, daB fiir helle Malze des Pilsner Typs die Aktivitit der
a-Amylase 220 - 530 pkat/kg entsprechend ist und fiir die fi-
Amylase die Werte 100 bis 1300 pkat/kg entsprechen. Die endo-
gene Lichenaseaktivitit hingt nicht direkt von dem Wert der
Viskositit der KongreBwiirze ab.



