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Z vyzkumu a praxe
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1. UVOD

Cytolytické rozludténi sladu je z hlediska
technologie vyroby piva a jeho kvality po-
vaZovino za jedno z nejdulezitéjiich kritérii
jakosti [ 1. 2]. Zaji¥tuje naruSeni bunécnych
stén zrna a podmifiuje tedy i proteolytické
rozludténi a dokonalou hydrolyzu Skrobu pri
rmutovéni.

Rozludténi zrna se sleduje obvykle od pa-
t¢ho dne kli¢eni a postupuje od spodni klic-
kové ¢asti k vrcholu zrna a od povrchové
Casti ke stiedu. Je iniciovano rastovymi sti-
mulditory typu giberelint uloZzenymi v ziro-
decné oblasti, které difunduji do subaleuro-
novych a aleuronovych vrstev, kde aktivuji
hydrolasy.

Rozlusténi je tedy vysledkem pisobeni
komplexu hydrolas, zejména ,.cytasového™
komplexu [3]. které rozrusuji mezibunécné
stény endospermidlni Skrobové casti zrna.
Pfimo pro rozluiténi zrna pri sladovani ma
pfedeviim vyznam endogenni sladova B-
glukanasa, celulasa, B-glukanasa lichenaso-
vého typu, karoubinasa, manosa a xylanasy.
Vyznam plisobeni téchto enzym pro tech-
nologicky proces sladovani i pfipravu mla-
diny je znac¢ny, nebot se G¢inné podileji na
prubéhu rozludténi zrma a pozdéji na doko-
nalém vyuZiti extrakiu ve varné.

Pojem ,rozluSténi sladu™ se podle sou-
dobych poznatki nevztahuje jen na funkci
cytasového enzymového komplexu, i kdyz ji
nelze z technologického hlediska nahradit
funkci jinych enzymovych systémi, nybr
na soucasné pusobeni velké fady puvodnich
a pii kliceni aktivovanych i de novo vytvo-
fenych enzymii.

Pod pojmem homogenita se rozumi par-
tie jemene, kterd obsahuje jednu odridu
nebo odridy si velmi blizké, z jednoho pés-
tebniho mista a zpracované stejnou techno-
logii. Modifikace je synonymum pro termin
rozluSténi zrna. Optimdlni stupeni modifi-
kace se pohybuje v rozmezi 90-95 %, pfi-
¢emz stupeii homogenity sladu by pfi tom
nemél klesnout pod krajni mez 65 %.

2. METODY STANOVENI

Stupei rozlusténi (modifikace) sladu se
obvykle posuzuje komplexné podle pri-
mérné délky stfelky, moucnatosti, hektolit-
rové hmotnosti, rozdilu v obsahu extraktu
mezi mouckou a $rotem, Kolbachovym ¢&is-
lem a RE 45 °C. Ne vZdy je spolehlivym ori-
enta¢nim voditkem pro posouzeni postupu

rozlusténi zma za danych vyrobnich podmi-
nek vyvin stielky pfi kli¢eni. Slad i s pre-
rostlou stfelkou muaZe mit rozlusténi na-
prosto nevyhovujici. pokud jeCmen Kklici
v extrémnich podminkach (napr. pfemoceni
nebo teplé vedeni).

Stupeii rozludténi sladu lze stanovit jed-
nak metodami fyzikdlnimi, zaloZenymi na
méfeni tvrdosti ¢i kfehkosti zrna (Murbime-
ter, Friabilimetr), nebo metodami fyzikalné
— chemickymi. U téchto metod se vyuZivi
odli§né rychlosti difiize roztoku barviva do
modifikovanych ¢asti zrna.

Mouénatost [4] je dulezita vlastnost
sladu, podle které se posuzuje rozlusténi
sladu. Zjistuje se pfi béZném rozboru na fezu
farinatomem a pfimym odec¢tenim zrn mouc-
natych, polosklovitych a sklovitych. Tato
jednoducha zkouska viak podléha do jisté
miry subjektivnimu posuzovini. Jiny zplisob
spodiva v prosviceni zrna

vaci metoda, pfi niZ se jako barviva uZivd
bézné dostupnd methylenovd modf. Princip
metody je jednoduchy. Obrousend zrna za-
litd v pruhledné pryskyfici se vybarvi rozto-
kem methylenové modfi v ethanolu. Rozlus-
éné Casti zrma  se  vybarvi  modre,
nerozlusténé zastivaji bilé [5. 6. 7]. Kromé
methylenové modfi se na posuzovini stupné
rozludténi sladu pouZivaji i jind barviva |8,
9]. Jde predeviim o fluorescenéni barviva,
z nichZ nejpouzivangjsi je calcofluor [10, 11].

Jednu z nejrozsihlejsich praci zabyvajici
se rozvojem techniky barveni fluorescenci
vypracovali Jensen a Aastrup [12]. Studie
zahrnuje metody pro nasledujici stanoveni
o-amylasy, B-glukanasy, lipasy a proteasy
v kli¢icich obilkdch je¢mene. Autofi narti-
vaji vyvoj specifickych fluorescencnich ana-
lyz jak pro strukturni, tak pro chemické
zmény béhem sladovini, které mohou byt

diafonoskopem  (moucnata
zrna zUstavaji neprisvitnd

a sklovitd zrna jsou pru-

hledna).

Krehkost sladu obdobné
jako mou¢natost souvisi se
stupném  rozluSténi  endo-
spermu. Stanovuje se ruz-
nymi pfistroji na zjiStovini
tvrdosti zrna (Brabendertv
mlynek, sklerometr).

Dal§im ukazatelem stupné
rozlu§téni sladu je rozdil
v extraktu mezi mouckou
a Srotem [4]. Metoda rozdilu
je zaloZena na poznatku, Ze
v hrubém Srotu zustava uza-
vieno pred enzymatickym
§t€penim tim vice litek tvofi-
cich extrakt, ¢im nedokona-
leji je slad rozluStén.
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Obr. 1 Vizudini vyvhodnoceni modifikace a homogenity



KVASNY PRUMYSL
roc. 4/ 1998 — ¢islo 4

93

vyuZity k ziskani nového pohledu na zpra-
covani sladu. Inspirovani praci Fulchera et
al. [13. 14] pouzili Jensen a Aastrup na stu-
dium o-amylasy barvivo Calcofluor White
M 2R pro sledovini odbourdvini bunécénych
stén béhem klic¢eni. Pro studium hydrolytic-
kych enzymu. kde se jako katalyzitor uplat-
Auje lipasa [ 15], byl pfi kliceni jeCmene pou-
zit fluorescein dibutyrit. Pro zjiSfovini
proteas v klicicich obilkich byla vyvinuta
fluorescen¢ni technika zaloZend na zméné
nefluoreskujiciho Ala — ala — Phe — 4 — met-
hylcoumarinyl — 7 amidu na fluoreskujici
cumarin [16]. Autori v této prici ukazali, ze
barveni fluorescenénimi barvivy muZe byt
vysoce specifické pro hlavni aktivity en-
zymi, coZ je daleZité ve sladafském pru-
myslu.

Pro rutinni provedeni bylo vyvinuto fir-
mou Danbrew Consult komer¢ni zafizeni.
nazyvané Carlsberg Seed Fixation system,
které se sklada z vodici masky pro zrna, ma-
1ého lisu. elektricky vyhfivané vytvrzovaci
formy, brusky a prohlizeciho zafizeni. Ne-
vyhodou tohoto systému bylo, Ze zatridovini
vybarvenych zr do 6 skupin podle stupné roz-
luténi 0 (0-5 %). 1 (5-25 %). 2 (25-50 %).
3 (50-75 %), 4 (75-95 %). 5 (95-100 %)
(ebr. 1) probihalo vizudlné a bylo proto za-
tizeno subjektivni chybou posuzovatele.

Vroce 1991 na kongresu EBC v Oslo byl

poprvé prezentovan novy pfistroj na stano-
veni stupné homogenity a modifikace (firma
Haffmans). ktery principidlné vychazi z ana-
lyzitoru Danbrew, je vSak vybaven automa-
tickym optickym snimdnim vybarvenych
casti zrn,

3. EXPERIMENTALNI CAST

Na stanoveni modifikace a homogenity
byla pouzita metoda fluorescenéni za pou-
ziti  fluorescencniho barviva Calcofluor
White.

Buné&né stény endospermu bohaté na j3-
glukan se tépi béhem sladovini. Tento pro-
ces je mozno zviditelnit reakei bunécnych
stén pravé s fluorochromem Calcofluor,
ktery specificky reaguje s B-glukany. Povrch
vystaveny pusobeni barviva je sledovin
v ultrafialovém svétle, V UV svétle analy-
zitoru rozludténé Casti zm jsou vyrazné
modré, nerozlusténé svétlejsi az bilé. Plocha
modifikovaného endospermu v procentech
celkové plochy endospermu je definovina
jako procento rozlusténi zrna.

Na vyhodnoceni stupné rozlusténi byla
pouZita sestava firmy Haffmans Ltd.. kterd
se sklida z vodici masky pro zrna. lisu,
brusky a prohlizeciho zafizeni. Vyhodno-
ceni vzorku se provadi pomoci software. Po-
stup pfipravy vzorka (brou3eni a barveni) je
podle metodiky EBC [17].

4.VYSLEDKY A DISKUSE

Zavedeni metody na stanoveni stupné
rozludténi zma umoZnilo rozSifeni poznatki
o kvalité dodavaného sladu.

Z nabizenych metod byla pouZita metoda
vybarvovaci za pouZiti fluorescenéniho bar-
viva Calcofluor. Piivodni vizudlni vyhodno-
covini podle Carniela [17] bylo nahrazeno
pristrojovou technikou. Zmodernizovinim
metody, predeviim odstranénim vizualniho
vyhodnoceni. doslo k zpiesnéni vysledku
a jejich urychleni. Vyhody této pfistrojové
techniky spo€ivaji také v tom, Ze je moZné
vytisknout ke kazdému analyzovanému
vzorku doklad. ktery obsahuje viechny po-
tfebné udaje (hodnotu modifikace. homo-
genity, graficky zaznam, obr: 2). Dile tato
instrumentace umoZiuje vyhodnotit a vy-
tisknout modifikaci pro jednotliva zrna ana-
lyzovaného vzorku, zatazeni jednotlivych
zrn do modifikacnich skupin, vytisknout ka-
libra¢ni kfivku s potfebnymi hodnotami pro
méfeni (faktory pristroje . prahové hodnoty
bilého svétla a UV svétla, obr. 3). To vie
muze slouZit jako doklad pro pfipadnou re-
klamaci.

Protoze pouZivané barvivo Calcofluor
sniZuje na svétle svoji intenzitu. sledovali
jsme, zda je mozné uchovivat po urlitou
dobu desticky s vybarvenym zrnem pro pfi-
padnou reklamaci. Byly vybrany dva vzorky,
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Obr. 2 Piistrojové vyhodnoceni modifikace a homogenity sladu (pri-

stroj fv Haffmans)
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Obr. 3 Ukdzka kalibracniho protokelu (pristroj fv Haffmans)
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které byly po dobu pil roku uchovany
v temnu. Jedna desti¢ka byla skladovana pri
laboratorni teploté&, druha pfi 7 °C. V pravi-
delnych ¢asovych intervalech byly tyto
vzorky vyhodnocoviny a ze ziskanych vy-
sledkii jsme urcili smérodatnou odchylku.
U vzorku uchovavaného pfi laboratorni tep-
loté ¢inila smérodatnd odchylka pro modifi-
kaci 0,66 a pro homogenitu 3.,27. Odhad
smérodatné odchylky ze 30 stanoveni
u vzorku uchovivaného v chladu ¢inil pro
modifikaci 2,06 a pro homogenitu 3,63,
Z vysledki vyplyvi, Ze je moZné uchovivat
jiZz vybarvené desti¢ky pfi laboratorni tep-
loté v temnu, aniZ dochdzi k vyrazné zméné
ziskanych hodnot neyjméné po dobu 3 mé-
sici. Daleko dulezitgjsi, jak se ukazalo
z praxe, je spravné nastaveni pfistroje na eta-
lon nebo jiny zvoleny standard a celkova pfi-
prava vzorku k analyze.

Samotna pfiprava vzorku vyrazné ovliv-
fiuje vysledky. Zrna, pfed fixaci v desticce,
musi byt jiZz ve vodici masce srovndna plu-
chou hrbetni nebo plusSkou bfidni navrch.
Neni vhodné, aby néktera zrna leZela ,na
boku®, protoZe to zpusobuje potiZe jednak
pfi brouseni (obilka se sndze vyrazi z de-
sticky), jednak pfi vyhodnocovani. Dal§im
dileZitym momentem je postup brouseni. Je
nutné pfed zafitkem brouSeni spravné na-
stavit vzddlenost mezi brusnym papirem
a destickou a to tak, aby vSechna zrna byla

rovnomérné zbrouSena na polovinu. Ne-
spravnym sefizenim brusky dojde k ne-
vhodnému zbroudeni (napfiklad zrna nejsou
dostatecné  zbrouSena nebo naopak je
poskozena ¢ast desticky). Nerovnomémé
zbrougeni se pak negativné projevi v hod-
notich modifikace a homogenity. Rovnéz
velmi dilleZité je pri vybarvovini vzorki do-
drZovat piedepsanou dobu piisobeni barviva
i postup oplachovéni a suSeni vzorku. Svou
roli sehrdva i presné nakalibrovini pfistroje
pied vlastnim vyhodnocenim.

Je tedy nutné presné dodrZzovat veskeré
uvedené podminky v pribéhu pripravy a vy-
hodnoceni vzorkll pro zajisténi sprivnych
reprodukovatelnych vysledkil.
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