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O mozZnosti zvySovani vytéiku alkoholu v lihovarech
zpracovavajicich melasu

663.52 : 664.15 : 577.15

J. DYR a V. KRUMPHANZL

Zvgleni vijtincsti v lihovarech je v posledni dobé podkla-
kladem: Cetnycn praci. Autofi 7eli tuto otdzku s hlediska
moznosti vyuFiti melibiosy, jez zbjvd po Cdstetném roz§té-
peni ftrisucharidu rafinosy, kterd je v melase pFitomna. Sté-
pem melibiosy (galaktosa + glukosa) se provddi autolysitem
pripravenjm z pivovarskjch kvasnic.

Repnd melasa zpracovavana v maSich lihovarech
obsahuje z cukernych latek vedle sacharosy (40 az
55 %) hlavn& rafinosu (1—2,8 %). Tyto cukry tvo-
¥1 surovinu pro vyrobu lihu. Ke kvasSeni se pouzi-
vaji v lihovarnictvi svrchni kvasinky, které tvori
vysoké procento alkoholu a nejsou tak naro¢né na
vyzivu, Jako spodni kvasinky pouZivané v pivovar-
stvi. Tyto dvé velké skupiny kvasinek se vzéjemné
lis§i od sebe svym souborem enzymi. Neuberg(1)
zjistil, Ze sacharaza kvasinek hydrolysuje rafinosu;
trisacharid sloZeny z galaktosy-glukosy-fruktosy,
stejnd jako sacharosu, protoZe méa stejnou vazbu
fruktosy-glukosy. P¥i Stépeni rafinosy sacharézou
je do prostiedi uvoliovana fruktosa. Po této hyd-
rolyse zlistane v prostfedi redukéni disacharid me-
libiosa sloZena z glukosy a galaktosy. Kuhn (2, 3)
objevil, Ze melibiosa neni pfimo zkvasitelnd podobné
jako byla rafinosa a muZe zkvasit jen tehdy, jestli-
Ze je mejprve preménéna v glukosu a galaktosu
«-galaktosidazou. Kvasinky pouZivané v lihovarech
(svrchni) jsou bohaté na sachardzu a zymaéazu, ale
nevylucuji «-galaktosiddzu. Jediné spodni pivovar-
ské kvasinky maji tuto vlastnost. MiZeme tedy
pfedpokliddat, Ze v prokvaSené melasové zapafe
svrchnimi kvasinkami zbude jako zbytkovy -cukr
melibiosa.

Ukolem této prace bylo najit zpisob k odstranéni
melibiosy v prokvaSenych zaparach. Diive vypraco-
vané metody na stanoveni rafinosy pomoci kvasné-
ho enzymatického extraktu Chollet (4) nim pomoh-
lIv v naSem tnkolu. Princip spoéival v Stépeni me-
lasové rafinosy sacharizou a melibidzou a ze zmé-
ny otadivosti polarisovaného svétla se vypoéitaval
obsah rafinosy. Bvlo nyni naSim tikolem vyzkouset,
zda je moZné pouzit enzymatického extraktu i v na-
Sem pFipadé. Profesor Jorgensen (5) se zminuje
o mozZnostech tohoto FeSeni. Pfipravili jsme proto
enzymaticky preparit a vyzkouSeli na praktickych
pFipadech.

Pfiprava enzymatického prepardtu

Enzymaticky preparat byl ofipravovan ze spod-
nich pivovarskych kvasinek. Pfed extrakei je nutné
nejprve porusit bundénou blanu. B&Zné se pouzivaji
tyto zplisoby: drceni bunék roztirinim s piskem ne-
bo sklem, dile pfisobenim acetonu a etheru (trva
né’kolik dnii) nebo kone¢éné je moZna autolysa za
mirné zvySené teploty.

Pro nas pfipad se ukazal nejvhodn&jsi t¥eti zpi-
sob, t. j. autolysa kvasniénych bundk za mirnd zvy-
Sené teploty. Tento zplsob dovoluje v kratké dobé
— 24 hodin, pFipravit dostateéné mnoZstvi auto-
lysovangch bundk. Vyhodou tohoto zpiisobu je jed-
nak' snadnd manipulace, kratkd doba pfipravy a
moznost pfimého pouZiti kvasniéného autolysitu
Jako enzymatického preparatu. Takto pFipraveny
autolysat miZe byt pfimo pFidan do kvasného me-
dia, aniZ by se tim poruSoval norméalni priibéh kva-
Seni. PouZiti acetonu a etheru pfedpoklada dalsi &is-

téni preparétu, coZ je ve vétSim méfitku nelnosné.

Pro pripravu autolysatu jsme pouzili lisovanych
spodnich pivovarskych kvasinek z pivovaru Smi-
chov. Kvasinky byly pfechovavany i po nékolik dnt
v lednici a pFesto nebylo vidét znatelné sniZeni ak-
tivity jejich enzymového systému.

Lisované kvasinky byly upéchovany do litrovych
prachovnic. Osvédéilo se nenapliiovat prachovnice
Gplné, protoZe v pribéhu autolysy nastavid pliso-
benim teploty rozpindni plvni v lisované hmoté a
¢asto obsah nédoby pfetefe. Je nutné davat pozor,
aby nevznikaly zbyteéné volné prostory v péchova-
né kvasniéné hmoté, protoZe pribéh autolysy neni
potom tak dokonaly. Takto pFipravené kvasinky
byly ponechiny v thermostatu po dobu 24 hodin.
Vznikly autolysat byl zfiltrovian a tim byl odstra-
nény pripadné neautolysované buiiky. Filtrat byl
potom zfiltrovin pFes Seitzliv bakteriidlni filtr a
steriln& rozpipetovan do zkumavek. Pfipraveny fil-
trat byl potom déale pouZivan p¥i pokusech. Kon-
trola ¢istoty byla provadéna kultivaéni zkouSkou.
Rozpipetovany filtrat byl ponechidvian v lednici.
Pred pouZitim bylo nutné ponechat jei po n&jakou
dobu pii pokojové teplotd, protoZe chladem nastalo
vypadavani bilé sraZeniny z roztoku a tim byla po-
ruSena homogenita vzorku. Vznikl4 sraZenina p¥i
pokojové teploté za nékolik hodin opét zmizi.

Sledovani vysledku autolysy bylo provadéno roz-
délovaci papirovou chromatografii. Pfipraveny 1 %
vodny roztok rafinosy byl rozpipetovin po 5 ml do
zkumavek a vysterilovan. K pfipravenému roztoku
rafinosy bylo pfidavano vZdy 0,05 ml enzymatické-
ho sterilniho filtratu jednotlivych vzorki autolysa-
tiu. Zkumavky byly potom vloZeny do thermostatu
na 24 hodin p¥i 28 9. Po vycefeni roztokt Herleso-
vym roztokem I. a II. byl kaZdy vzorek manaSen
mikropipetou na chromatograficky papir Whatman
¢. 1. Jako rozpous$tédlo byla pouZita smés n-butanol-
kyselina octova-voda v poméru 4—1—5. Chromato-
grafovano 40 hodin. Detekce byla provedena po-
stfikem roztokem kyseliny oxalové a anilinu a za-
h¥atim papiru v suSarn& na 105 ° po dobu 15 minut.

Viiv teploty na vijsledek autolysy
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Z vysledku je vidét, Ze pii 28 © neprobihd auto-
lysa prakticky vibec. Teplota 380 se zda byt nej-
vhodnéjsi pro pFipravu autolysatu. Vysledek se
shoduje s poznatky Browna (6), ktery pouziva pro
pFipravu autolysati teploty 34 0. Vyssi teploty t. j.
500 g T80 maruSuji jiz samotny enzymovy systém.
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Soucasné byl sledovan vliv pFidavku NaCl na
rychlost autolysy. P¥i koncentraci 10 % NaCl na
vahu lisovanych kvasinek nastalo okamZité uvolng-
ni vody vdzané mezi buiikami a piivodn& pevna
hmota prFesla v kaSovitou. Tim bylo znaéné uleh&eno
plnéni prachovnie, ve kterych autolysa probihala.
Pii koncentraci 1 % NaCl na vihu lisovanych kvas-
nic, nenastala znatelnd zména. Je vidét, Ze NaCl na-
pomaha pribéhu autolysy, ale niklad na piipravu
preparatoru tim stoupne,

Stanoveni ucinnosti sterilniho enzymatického
filtrdatu

Pro dalsi préaci bylo nutné zjistit Géinnost p¥ipra-
veného filtratu. Browne a Zerban (6) popisuji pola-
rimetrickou metodu na stanoveni aktivity pFiprave-
né melibidzy. Nemohli jsme v8ak tuto metodu apli-
kovat, protoZe vyZaduje na piipravu standardnich
roztokil dosti zna¢né mnoZstvi melibiosy. Proto jsme
zvolili snadné&j8i cestu, jejiz princip spoéival opét
v chromatografickém sledovéni priibéhu &tépeni ra-
finosy. Samozfejmé& tento zplisob nedival absolutni
hodnoty, ale stadil pro nasi potfebu. Postupovalo
se stejnym zplisobem jako p¥i sledovéni vlivu tep-
loty autolysy. K5 ml roztoku 1 % rafinosy byla pfi-
divana urtiti mnoZstvi enzymatického filtritu. Po
24 hodinich byl vzorek vyndan z thermostatu a
dile se postupovalo jiZ uvedenym zpiisobem.

Filtraty byly pfipraveny z né&kolika odebranych
vzorkil lisovanych kvasinek. Vysledky jsou sesta-
veny v tabulce.

Utinnost sterilniho enzymatického filtrdatu

Lisované MnoZstvi pi‘ldané-' Cukry zji%t¥né chromatograficky
cdcbrans | met fitrdoe & | rati- |Ha| 3 |
odebrané | ma u rafi- a a
dne: 5ml 1% rafinosy | nosa '§§ E ?5 i ey
) Mo |~
10. VI. 1955 0.025 ml - + | + + Tvorba
0.050 ml - + | + - pruhn
0.10 ml - + + .
0.50 ml — + | + +
2.00 ml = i e B B
|23. VI. 1954 Red&ni vodon Tvorba
1:1000->0.05m1 + - == pruha
1:100 —-0.05ml + -1=1-
1:10 —0.05ml + - = -
Bez fedé&ni stopa
0.025 raf, + | + | +
0.050 - + + +
0.10 - + + +
0.50 - + |+ |+
2.00 - + | 4 ] +
19. VII.1954 Red&ni vodou
1:1000->0.05m1 + -~ Loafl 3
1:100 —>0.05ml + = e
1:10 —0.05ml " 5 = A B st
Bez fedd®ni stopa
0.025 raf. + + +
0.050 - + + ]+
0.10 - + | + +
0.50 e + + +
2.00 — -+ + +

Z vysledki je patrné, Ze sterilni enzymatické
filtraty pfipravené ze vzorki lisovanych kvasnic a
odebirané v rizném stafi, maji celkem stejnou
Géinnost. P¥i chromatografii na papife byly pozoro-
vany v uréitych p¥ipadech nepravidelnosti déleni
vzorkl s vySsi koncentraci pFidaného enzymatické-
ho filtratu. Nastavala totiZ tvorba pruhii od mista
startu. Soucasné s tvorbou pruhii byl pozorovan
ubytek skvrn glukosy, fruktosy a galaktosy. Tyto
anomalie si vysvétlujeme stoupnutim viskosity vzor-
kii. Je zplisobena latkami obsaZenymi v autolysétu.

Kontrola stdlosti sterilniho enzymatického fitrdtu
Pripraveny filtrat byl pfechovavan v lednici. Za-
jimalo nés, zda p¥i vyS&i teploté nedojde k zesi-

leni ¢innosti proteolytickych enzymii, které by moh-
ly pfipadné ovliviiovat aktivitu filtratu. Filtrat byl
proto udrZzovan v thermostatu p¥i 28 0 po dobu 120
hodin. Vzdy po 24 hodinach bylo odebirano 0,05 ml
filtratu a sterilné pFiddn k 5 ml 1 % vodného roz-
toku rafinosy. Vodny roztok s p¥idanym filtratem
byl ponechan v thermostatu 24 hodin a po vyé&efeni
nanaSen na chromatograficky papir. Podle chroma-
tografického zaznamu je vidét, Ze po 120 hod. ne-
nastalo jeSté znatelné sniZeni aktivity sterilniho fil-
tratu autolysovanych kvasinek.
Viiv pH na enzymaticky prepardt

Pro pozdé€jsi vyuziti pF¥ipraveného filtratu na pii-
rozenych ptdach bylo nutné také vyzkouSet vliv
PH na jeho aktivitu. Byl pfipraven 1 % vodny roz-
tok rafinosy po 5 ml o rozdilném pH. pH bylo upra-
veno kyselinou sirovou. Do takto p¥ipravenych pid
bylo pfiddno 0,05 ml filtritu a ‘vzorky ponechéany
v thermostatu 24 hodin pii 28 0. Vzorky byly dile
pfipraveny k chromatografoviani uvedenym zpiiso-
bem. Vysledky jsou uvedeny v tabulce.

Vliv pH na enzymaticky preparat

PH rafinosa galaktosa glukosa fruktosa
1.568 + - ve stopdch -
2.56 stopa + <+ +
3.30 - - + +
4.14 - + + -
5.20 - - + +
6.10 - + + +

Podle vysledki je vidét, Ze pH nizsi nez 3,30 ma
zaporny vliv na Stépeni rafinosy.

Stépeni melasové rafinosy sterilnim
enzymatickym filtrdatem

Po vyzkouSeni ¢innosti preparitu v synthetickém
prostfedi bylo pfistoupeno k jeho provéfeni v me-
lasové zapafe. PouzZitd melasa (roénik 1953) byla
nejprve ziedéna vodou na 200 Bg. Metodou piimé
polarisace stanoven obsah cukru 11,2 9%. Melasova
zapara byla vysterilovina a upraveno jeji pH na
5,2. Zapara byla potom zakvaSena rasou III.
v mnozstvi 0,3 % suSiny kvasnic na p¥itomny cukr.
Soudasné se zaotkovanim byl pFidan sterilni enzy-
maticky filtrat v riznych koncentracich. Kultivo-
véano 30 hodin p¥i 28 0.

Pfiprava suspense kvasinek

Kvasinky ze Sikmého agaru byly pfeotkovany do
melasové 40 Bg zapary, kterd byla priZivena 8 g
NasHPOy a 45 g (NH)2SO; na 1 1 zapary. pH
upraveno pfidavkem kyseliny sirové na 5,2. Zapara
byla vyéefena zahfatim k varu a po sedimentaci
pfetaZena do baiiky a vysterilovana. Celkovy objem
zapary 4 1 v desetilitrové baiice. Zapara byla po
zakvaSeni intensivné provzdusfiovina. Doba propa-
gace 30 hodin, teplota 28 9. Napropagované kvasin-
ky byly odstfedény a nékolikrat promyty vodou.
Byla stanovena suSina vzniklé kvasniéné suspense a
potom touto byly zaolkoviny pfipravené batky
s melasou.

Viiv objemu zdpary ma mmo3stvi pridaného
prepardtu

Byla sledovana zavislost objemu zipary a mnoz-
stvi pouzitého preparatu. Pokusy byly provadény
prozatim pouze v mensSich objemech,

Zjisténé mnozstvi potfebného autolysatu na roz-
Stépeni rafinosy mA vyznam hlavné vzhledem
k praktickému vyuziti. Objektivni obraz daji ovSem
pokusy poloprovozni, aZz provozni, které se pFipra-
vuji.
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Batiky s pfipravenou melasovou zaparou byly za-
ockovany suspensi kvasinek v mnozZstvi 0,3 % suSiny
kvasnic na pFitomny cukr. Soucasné p¥idin enzy-
maticky filtrat v riznych koncentracich. Baiky
kultivovany 30 hodin pfi 28°. Po této dobé byly ode-
brany vzorky prokvaSenych zapar, vyGefeny Herle-
sovym ¢inidlem I. a II. a nanaSeny na chromatogra-
ficky papir. Déle postupovano jiz uvedenym zpiiso-
bem. Vysledky uvedeny v tabulce.

" Vliv objemu zdpary na mnoZstvi pFidaného prepardtu

2 = El Zbytkovy cukr stanoveny
2 2 .;g = chromatograficky
s Hs2|Bep
E3r |BE3 (853 : 3
L e e R e
CER |[®oR|"g=a

10 ml |1:1000{ 0.05 | ve stop. + + + id

1:100 | 0.05 | wve stop. + + + +

1:10 | 0.05 | vestop. + + + +

0 0.025 - - ve stop.| vestop.| —

0 0.05 - - ve stop.| ve stop. -

0 |06 - - — - -

|

100 ml1 | 1:100 | 0.05 | ve stop. + + + +

7:10 | 0.05 | ve stop. + ve stop.| ve stop. -+

0 0.05 | vestop. -+ wve stop.| ve stop. +

0 0.025 — ve stop.| ve stop.| wve stop. -+

0 |05 - - - - ks

0 1.0 = — = - -

1000 ml 0.05 | stopa + + + +

0.5 stopa | stopa s - -
1 - - - - stopa
2.5 - - - - stopa

5 - oy = T =

0 10 - - 434 dl -4

v

Aby byl zachycen celkovy pribéh odkvéaseni cukri
melasy, byly odebirdny vzorky kvasici zipary nej-
prve po desiti hodinich, ke konci kvaSeni po péti
hodinach. Vzorky byly po tpravé nanéSeny na chro-
matograficky papir. Prib&h kvasSeni je zachycen na
obr. 1 a 2.

Pri srovnani obou fotografii je vidét, Ze p¥i vyssi
koncentraci filtratu nastalo Uplné roz$tépeni rafino-
sy. Soucasné je vidét, Ze celkovy priubéh kvasSeni
v piipadé 2. je znaéné zrychlen. Tento zjev jsme po-
zorovali i v ostatnich pfipadech. Se vzriustem pri-
daného filtratu stoupa rychlost prokvaseni i ostat-
nich cukri.

Souhrn

‘Utelem této prace bylo ov&fit moZnost zvySovéni
vytézku lihu z melasy. Byla zkouSena optimalni tep-

lota na p¥ipravu kvasniéného autolysatu a vliv
NaCl. Dale byla sledovana stalost autolysatu pfi
28 9, Rovnéz byl vyzkouSen vliv pH na aktivitu pre-

Wi reiia sl e 1 o e R e

Obr. 2. K 1 1 melasové
20°Bg =zdpary pFiddn
1 ml sterilniho enzyma-
tického filtratu. Doba
kvadeni 30 hod. t°C 28.

Obr. 1. K 1 1 melasové
20°Bg zdpary priddino
0,05 ml sterilniho enzy-
matického filtrdtu. Doba
kvaSeni 30 hod. t°C 28.

Popis:

Z levé strany na pravou. Poradi cukrit od startu
1. Zdpara pied zakvaie-
nim, dolit. ;
2. Desdtd hodina kvadeni. rafinosa
3. Dvacdtd hodina kvaSeni. melibiosa
4. Dvacdtd pdtd hodina ?
kvadent. sacharosa
5. T¥icdtd hodina kvaieni. glukosa
6. Standard wmelibiosy. fruktosa

paratu a vliv objemu zapary na mnozstvi pouzitého
preparatu,

V daldi praci bude sledovan priristek alkoholu a
soucasné budou pokusy provadény ve vétSim mé-
Fitku.

Literatura:

1. Neuberg: Biochm. Z. 3 (190%), 519.
2. Euhn: Z. physiol. Chem. 57 (1923), 129,
3. Euhn a Miinch: Z, physiol. Chem. 1 (1927), 163.
4. Chollet: Industrie agricoles et alimentaires 1952.
5. Jorgensen: Industries agricoles et walimentaires

1953.
6. Browne a Zerban: Sugeranalysis.



