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(Diplomova précu viedla dr Anna Kockové-Kratochvilova)

v kvasnej chemii ziskal velky vyznam enzym
katalyzujici Stepenie Skrobu, tzv. amylaza alebo
diastéza. Tento enzym bol objaveny ruskym vedcom
Kirchhofom [1, 14] uz r. 1814. Objavenie tohto enzy-
mu bolo ozajstnym triumfom ruskej vedy, pretoze
tak bol po prvy raz ziskany enzym a enzymatické
pochody sa uz mohli podrobit vedeckému vyskumu.
Kirchhof vymyval lepok z pSeni¢nej muky a zistil
jeho svojrazné pésobenie na skrobovy maz. Visko-
sita mazu mizla a tvoril sa cukor. Ziskanie cukru
zaviselo na teplote a bolo najvacsie v intervale
medzi 50 az 75°C. Ziskal sa sladky, snadno skvasi-
teIny~ sirup. Podobné vlastnosti javil aj Skrob
jaémenny. Zvlastnosti enzymatickej hydrolyzy obja-
vené Kirchhofom boli bliZsie overené neskér, ked
pokroéili znalosti o enzymoch ako o biologickych
katalyzatoroch. U¢inkom tohto enzymu sa roz-

""" glykozidické vézby Zkrobu za pribratia
vody.

Pretoze sa utinkom surového enzymu stekucuje
tkrobovy maz a tiez sa nerovnako scukorniuje, po-
klada sa amyldaza za enzym nejednotny, skladajici
sa z enzymu stekucujiceho a z dvoch druhov amy-
laz. Ohlson [2], Freeman a Hopkins [3] VO svojich
pracach dokazuju, Ze slad obsahuje dve amylazy,
jednu, ktora uvolduje redukujuce latky s mutaro-
taciou v @ — zmysle, a druhu, ktord dava latky
s mutarotaciou v B — zmysle. Podla Kuhna [4]
sa sacharogenna amyldza nazyvé p—amylazou.

Za jej katalytickej tuclasti sa z gkrobu vytvori
najmid maltéza, ktori: mozZno identifikovat podIa
$pecifickej otativosti, redukénej schopnosti, ako aj
podla rychlosti kvasenia. Druhy enzym bol Ohlso-
nom [2] nazvany dextrinogenna amylaza, pretoZe
medzi reakénymi produktmi odbtravaného gkrobu
20 zadiatku prevladaju dextriny a iba po d'alSom
pésobeni sa tvori tie? vo viéSom mnoZstve maltoza.
Tato dextrinogenna amylaza bola Kuhnom [4] na-
zvana a—amylazou. e—amyléza sa vyznacuje Vy-
sokou stekucujicou a dextrinogennou aktivitou
s pomerne malym scukorfiujucim uéinkom, kdezto
B—amylaza posobi opécne, je silne scukorfiujuca
a ma takmer bezvyznamny dextrinotvorny uéinok.

Corvaisier [5] véak pripisuje stekucujuci uéinok
zvlaStnemu enzymu fosfatazového charakteru. Cor-
vaisier popiera nejednotnost sladovej

amylazy. -
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Poklada ae—amylazu za totozni s B—amylazou
s tym rozdielom, Ze k a—amylaze je naviac pri-
druzeny stekucujuci enzym. Jednotnost a nejednot-
nost amylolytickych enzymov bola ¢asto predmetom
diskusie.

V jaémeni sa nachadza len amylaza sacharogenna,
kdesto dextrinogenna amylaza je typickou zlozkou
sladu a vznikd az pri kliteni jaémeha. Vznik
a—amylazy pri kliteni zrna savisi do istej miery
s ¢innostou niektorych inych enzymov, predovset-
kym kyselinotvornych a Stepiacich bielkoviny. Aby
mohli amylolytické enzymy Stepit gkrob, musi byt
tento uvoIneny z Skrobonosnych buniek. K tomu
prispieva rozlustenie zrna, pri ktorom cytaza kata-
lyzuje Stepenie hemiceluléz a celuléozy bunkove]j
blany. Rozlustenie sladu postupuje od §titku k vnu-
trajdku endospermu. Skrobové zrnd su najprv na-
padané amylofosfatazou, ktora z amylopektinového
obalu $krobu oditepuje kyselinu fosforetni a tym
umoziuje pristup amylaz k vlastnej gkrobovej hmo-
te, ktora tieto scukoriiuju.

R. 1951 uverejnili indicki pracovnici Giri, Prasad,
Gowri Devi a Sri Ram [6] zpravu o moZnosti doka-
zaf rozne druhy amylaz a fosforylaz rozdelenim na
papieri. V tejto praci sme sa pokusili tato metodu
aplikovat na sledovanie tvorby amylaz po€as pro-
cesu sladovania.

, Experimentalna cast
PouZity materidl
Proces sladovania na humne bol sledovany v sla-
dovni v Bratislave, sladovanie v bubnoch v pivovare
v Brne a v skrihach vo Vyskumnom uUstave pivo-
varského a sladarskeho priemyslu v Brne. Vzorky
boli odoberané denne od jatmena aZ po hvozdenie.

Chromatografické delenie amylaz

Odobrata vzorka sa rozotierala v porcelanovej
trecej miske, lebo pri mleti na mlynku sa enzymy
inaktivovali. 20 g jemne rozotreného sladu sa vylu-
hovalo 100 ml destilovanej vody po dobu 20 minut.
Po prefiltrovani sa vyluh pouZil k chromatografo-
vanl.

Na chromatografické delenie amylaz sa pouzival
pruzok filtraéného papiera Whatman ¢ 1 asi 50 cm
dlhy a 2,5 cm $iroky. Na tento pruh filtra¢ného pa-
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piera sa nanaSalo mikropipetou 0,02 ml enzymatic-
kého vyluhu v 0,004 ml davkach. Priemer kvapiek
na papieri nebol va¢si ako 1 em. Stifasne sa zakla-
dali dve vzorky: jedna s prefiltrovanym vyluhom
ako zmez amyldz a druhid po 15 minutovom za-
hriati na 70°C ako a—amylaza, za predpokladuy, Ze
P—amylaza sa inaktivovala. Po vysuSeni sa papie-
rové pruhy ukladali do sklennych chromatografic-
kych trubic (obr. 1).

Obr. 1 — Sklené chromatografické trubice

Ako vyvijajuci roztok bolo vysktgané 0,33 m roz-
tok NaC1 a acetén v koncentracii od 20 do’ 50 %.
Najlepsie oddelenie amylaz sa dosiahlo pri pouziti
30 % roztoku aceténu. TieZ na dno trubice sa nalialo
rozpustadlo, aby bola dostatotnd vlhkost. Trubice
boli uloZené do chladnitky o 0°—5°C. Chromato-
grafia prebiehala 6,5 aZ 7 hodin, kim rozpudtadlo
neprebehlo 20 cm od $tartu. Potom sa prizky vysu-
§ili pri teplote miestnosti.

K identifikacii enzymov sa pouzival tlmeny gkro-
bovy agar: 4 g agaru v 200 ml destilovanej vody,
2 g skrobu, 60 ml 0,2 m roztoku octanu sodného
0 DH 4,6. Roztopeny agar sa vylial do velkej Petriho
misky a nechal utuhnit. Potom sa prilozili vysu-
Sené chromatogramy na jeho povrch. Inkubovali sa
pri optimalnej teplote v termostate po dobu 14 ho-
din. Potom sa papier opatrne odstranil a povrch
agaru sa polial 0,01 N roztokom jodu. Poloha jednot-
livych enzymov na agarovej platnitke sa dokazuje
podla bielych, po pripade fialovych, skvin na tma-
vomodrom podklade. Poloha $kvin sa méde dokazaf
aj na papieri, a to tak, Ze sa pasy postriekaja 2 %
roztokom rozpustného skrobu a po 30 minutovom
pdsobeni sa vyvolaji 0,02 n roztokom joédu. Na
mieste, kde nastalo enzymatické odbtranie, nevzni-
k4 jod-—8krobova reakeia.

Priprava krystalickej amyldzy

Krystalickd amylaza bola pripravena s prihliad-
nutim k pracam Shwimmera a Ballsa [7], Mayera

sobnym objemom absoliutneho alkoholu (benzin a
alkohol po predestilovani a vysuSeni). Za inteziv-
neho mieSania sa vytvorila Zltobiela chytro sa usad-
zujlica zrazenina, skladajtica sa hlavne z bielkovin.
Roztok nad zrazeninou sa zlial, zrazenina sa pre-
niesla na filter a alkohol sa rychle odsil. Potom sa
zrazenina preniesla do trecej misky, kde sa trela
s absolutnym alkoholom, odsala a edte raz premyla
alkoholom. Dalej sa rozotierala s éterom, odsala a
vysusila v exsikatore. Vysledkom bol prasok Zlto-
bielej farby, ktory sa pouZil ako §tandard k chro-
matografii. Bol zmesou amylaz a e—amylaza sa
z neho pripravila zahriatim na 70 °C, ako uZ bolo
spomenute.

Stanovenie dusika aminokyselin

K 5 ml sladového vyluhu sa pridaja 4 kvapky
tymolftaleinu (0,25 g sa rozpusti v 100 ml 50 % roz-
toku alkoholu) a N roztok NaOH do slabomodrého
zafarbenia. Potom sa pridd 30 ml suspenzie
Cus/POs/> (pripravi sa tak, Ze sa zmiesaji 2 obje-
my NasPOi, 1 objem CuCl, a 2 objemy boratového
pufru: 57,21 g boratu sodného NazB:07 . 10H;0 sa
rozpusti v 1500 ml vody a pridd sa 100 ml N HC1
a zriedi sa na dva litre. Suspenzia fosforenanu
mednatého sa pripravuje vidy Cerstva) a vietko sa
zamieSa. Roztok sa zriedi destilovanou vodou na
50 ml a odfiltruje. K 10 ml filtratu sa prida 0,5 ml
kyseliny octovej a 2 g KJ p. a. Titruje sa jod s 0,01 n
sirnatanom (4,96 g sirnatanu sodného sa rozZpusti
v 200 ml vody bez CO; a prida sa 0,1 % boratového
pulru a zriedi na 2000 ml), ako indikator sa pouzije
8krobovy maz. 1 ml 0,01 n sirnatanu odpoveda
0,28 mg aminodusika. od vysledkov sa odpoéita
slepy pokus (bez vzorky).

Stanovenie diastatickej mohutnosti

Diastatickd mohutnost sa stanovila
podla Windische a Kolbacha [11].

Chromatografické stanovenie cukrov,
vznikljch pri enzymatickom rozkladu
Skrobu

Toto stanovenie sa previedlo met6-
dou " pouzitou Winklerom [12] a
Vickom [13].

Vysledky pokusov

Chromatografie amyldz

Obr. 2 ukazuje, Ze sa u jaémena a
v prvych étyroch drioch sladovania do-
stiva len jedna $kvrna na §tarte,
ktord po zruSeni B—amylazy sa uZ
neobjavuje alebo ostiava na &tarte
dalej. To potvrdzuje nazor, ze
v jalmennom zrne sa nachadza len
f—amyldza. Amylazy su spodiatku
asociované s vysokomolekularnymi
bielkovinami, ktoré rozpustadlo ne-
stadi vytlacit zo $tartu, a preto nedo-

A
Fulda a Bernfelda [8], Fischera a de Montmallina 0br. 2a — Chro-
[9], Wildnera a Wildnerovej [10] a Pronina [14]. matogram éistej
200 g zeleného sladu, jemne rozotretého v trece)
miske, sa extrahovalo v 800 ml 20 % alkoholu po-
¢as 24 hodin. Roztok sa odfiltroval zmieSal s 2.5na-

B

. izmylgizya chadza k pohybu tychto enzymov
( 5?,1;’;1%8@,_ ? po chromatografickom papieri. A%

B = a-amyldze) V priebehu slavovania, asi piaty az
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A B Cc D

E F G H

Obr. 2b — Chromatogramy sladovijch vjluhov pri vyrobe plzeriského sladu

pévodng jaémeri (vlavo je Skvrna amyldz na §tarte, vpravo §kvrna zmizla po zahriati B-amyldza sa inaktivovala)

A =

B = prvj deri na humne (vlavo §kvrna B-amyldzy, vpravo po zahriati)

C = druhy deri na humne (vlavo §kvrna B-amyldzy, vpravo po zahriati)

D = treti deri na humne (viavo zmes amyldz, vpravo po zahriati ostdva Skvrna, ¢o svedfi o tom, Ze sa uZ objavuje
a-amyldza) )

E = 5turty deri na humne (vlavo zmes amyldz, vprave po zahriati)

F = piaty deri na humne (vlavo zmes amyldz, B-amylaza zacina putovat, vpravo po zahriati)

G = §iesty deri na humne (vlavo zmes amyldz, B-amyldza sa oddelila a tvori dole §kvrnu, ktord po zahriati mizi —
vprave)

H = hotovy slad (lavg chromatogram ukazuje zretelné dve Skvrny, S-amylazy dole a wu-amyldzy pri $tarte, vpravo
po zahriati)

Siesty denn sa amylaza u¢inkom proteolytickych Sledovanie diastatickej mohutnosti

enzymov zo zvidzku s bielkovinami uvolfiuje a
p—amylaza putuje po papieri smerom nadol. Ze ide
0o Pp—amylazu sa konstatovalo z toho, Ze sa na
druhom pruhu, kde bola tato amylaza teplom inakti-
vovana, sa objavuje len Skvrna na.S$tarte dokazu-
jaca pritomnost e—amylazy. U vSetkych druhov
sladov podIa technologického postupu, t. j: u sladu
humnového, bubnového aj skrifiového sa tieto vy-

Diastatickd mohutnost bola stanovena u sladového
vyluhu bez upravy, teda so zmesou oboch amylaz
a potom po inaktivacii A—amylazy ako diastaticka
mohutnost e—amylazy. Ukazalo sa, Ze najvicSie
hodnoty diastatickej mohutnosti dosiahol slad

Zdvislost diastatickej mohutnosti na dobe sladovania
(a+ B — amyldza):

sledk’y zhodovali. U hot_oveho karamelového a fa- ; Toanotky dlaskatitke] mghinostl
rebného sladu nevznikli na chromatograme Ziadné Dni ‘ s ; -
skvrny, lebo vysoka teplota pri hvozdeni ni¢i obidve g oo i ] e i
P r
amylazy. 0 70,57 [ 93,0 88,8
- i s £ S 1 /S T8 | 106.0 103.0
Posudenie proteolytickej aktivity sladu 2 " 960 1 142,0 180.7
Proteolyticka aktivita sladu bola hodnotena podIa 3 139,57 210,5 295,7
pribidania aminokyselinového dusika v sladkom 4 22,0 300,0 360.0
Wluhu 5 287,35 3200 389.9
. 6 331,1 318.4 393,0
Zavislost aminodusika na dobe sladovania: 7 AR, | 10,9 29,8
8 256,4 205,8 -
mg aminodusika v 100 Siny slad 3
- _ mg aminodusika v g sudiny sladu Ed (a—amylaza):
slad skrifiovy | slad bubnovy slad humnovy
: Jednotky diastatickej mohutnosti
0 47,0 52.4 714 Dni T o R =
1 48,0 54,0 E ;5'5 slad skrinovy [ slad bubnovy | slad humnovy
;i ek |
:_: 98,3 s ) 17,0 0 } 5.7 10,6 7.7
4 1$:'c'. Sl 1235 1 ‘ 11,9 16,78 15,87
g 132': igm i 149,8 2 17,% 23,4 33,11
. S 13;-: E:g 3 1‘ 23,1 30,58 53,0
_ 3 re % 4 36,30 36,46 57,86
g igi: 178,7 104.0 5 57,53 42,27 51,71
e : 20407 ) = 6 71,73 16,85 44,70
rastok -
Po 7. dfioch 139, 1263, 122,6 ; 55,0 47,12 2180
Ll | 8 a7 57,64 =
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Obr. 3 — Vznik cukrov a dextrinov Jbr. 4 — Vznik cukrov

ufinkom vjluhu zo skrificvého sladu na
Skrob podéas sladovania. Posledny deri
znac¢i hotovy slad

(205 ]ednotlek) hoci siedmeho dfia mal skrifiovy
slad najvyssi prirastok.

Rozklad $krobu na cukry pésobenim amyldz

Kvalita cukrov wvznikajacich amylolytickou ¢&in-
nostou bola zistovand chromatografickym delenim
na papieri. Kvantifativne boli tieto cukry stanovo-
vané kolorimetrickou metédou antronovou [12, 13].
Uéinkom. o— a P—amyldzy vznikla predovietkym
maltéza (m) a dextriny (d), v menSom mnoZstve
maltotrioza (ms), maltotetraéza (ms) a izomaltoza
(m;). U humnového sladu sa objavil neznamy¥ cukor
pod maltézou (?), po detegovani fialovej farby,
o ktorom sa uZ zmienil tieZ Vicek a Winkler.
Obr. 3,4, 5

Sthrn vysledkov

V tejto praci sa ukazalo, 7e amylolyticky sladovy
enzym moZe vytvorit za danych okolnosti na papieri
dve Skvrny, ktoré javia diastatickt aktivitu. Jednu
mozno popisat ako e—amylazu a druht ako f—amy-
lazu.

Pre chromatografické delenie amylaz je potrebné
pouzit nie prili§ koncentrované vyvijajice roztoky,
napr. 0,33 M NacCl alebo 30 % ocetén. Pri, vyvijani
8 koncentrovanej$imi roztokmi dochédza k vysolo-

TR

udinkom viluhu z bubnového sladu na
$krob potas sladovania. Posledny der
znaci hotovy slad
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Obr. 5 — Vznik cukrov a dextrinov
tiéinkom vyluhu z humnového sladu na

Skrob poéas sladovania. Podiatoénd
hodnota zrnacéi jacmed, kon. hot. slad

a dextrinov

vaniu tychto enzymov uz na Starte. Vodné roztoky
rozpustadiel st schopné vyvolat pohyb P—amylazy
zo Startu a tak ju oddelit od e—amylazy. Zda
sa, Ze bielkoviny alebo aj iné neenzymatické latky
sa asociuji s enzymami a menia pohyb enzymu
alebo ho dokonca celkom potlaéaji. Preto u jatmena
a na zaciatku sladovania nedochadza k deleniu amy-
laz. A7 zvacSenim proteolytickej aktivity, ked sa
v sladovom wvyluhu objavi 115 a7z 150 mg amino-
dusika na 100 g suSiny sladu, daji sa enzymy
chromatograficky oddelit.

Ked' sme sledovali diastaticki mohutnost v prie-
behu sladovania, ukazalo sa, Ze najlepsie podmienky
rre tato éinnost poskytoval humnovy slad.

Prvé proteolytické maximum bolo po dvoch
diioch, optimilna aktivita o —amylazy sa javila
po tri aj pol diia a chromatografické rozdelenie
oboch amylaz po Stvrtom dni. Najmensiu diastaticka
mohutnost javil bubnovy slad. Prvé proteolytické
maximum beolo po tri a triStvrte dfioch, optiméalna
aktivita a—amylazy po siestich diioch a rozdelenie
oboch amylaz na papieri 5. az 6. defi. Ked sa sle-
duje priebeh proteolytickej aktivity, ukazuja sa dve
maximd; jedno, ktoré stthlasi s rozdelovanim amy-
1az na papieri a druhé, ktoré odpovedi uZ zmzenEJ
amylolytickej aktivite pri hvozdeni.
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HPHXONT K SaRJOMEHNI0, "ITo  Hpn YCJAOBIMX  Sa-
ONBITOM AMICTOJANTHUeCKH{l AH3UM jaerT Ha OyMmage JBa
KOTOPBIC OTBEYAlT ¢ 1 (3 ammase. Beilo Jokasano,
HAMAJC COJMOKeHHN AMIJIAs3Ll CBASAHBI TPHCYTCTBYIO-
il OeIKOBBIMIN BEIIECTBAME: JIBIKEHEEC aMHJa3 B8TAM 113
weHsteTest NAIH  jaske nojasasercs. Toabko TOBBIIICHIEM Ipo-
reoanTHIeckoit ARTHBHOCTH —— IIPHCYTCTBHEM OT 115 70 150 Mr
aMuHBOro asora Ha 100T cyXoro BemecTBa COMOAA — MOKHO
apalMbl  XpoMaTorpadmnueckin pasjesnThb.

1IpH  COJOWCHHH Ha TOKY NMeIoTes caMple Oaarolpinsirinsie
yegaopns U efcTBHA BH3NMOB. IlepBBlii mMpoTeoIITHYECKNTT
WAKCHMYM TNpoABHa ceds mocae 2 gmHefi, onTHMAaIbHas ARTHB-
HOETH ¢ AMIVIA3HL nocde 3%: juefi. HaliMeHINYI0 AHACTATAICCKYIO
iy tMes  SapabaHHBIL  codoj. IlepBBIil  ITpOTEOJIATHYECKITT
WARCHMYM OBII  yCTaHOBAeH nocte 3% Jmeil, lonTHMAILHOE
seficTeie aMnaassl mocde 6 aHeil, pasgelaeHmc mocae 5—6 pueii.

1 SUMMARY

The author comes to conclusion, that under the given ex-
perimental conditions the amylolytic enzyme forms two blots,
representing alpha and beta-amylase respectively. It was ascer-
tained, that at the beginning of malting the amylases are blocked
by the proteins and their motion is changed or even oppressed.
First the growth of proteolytic activity, which is characterized
by the presence of 115 to 150 mg of amine nitrdgen in 100 g
of dry matter ‘of malt makes the chromatographic separation of
enzymes possible.

The malting on the malt-floor brings the best conditions for

Anrop
@ HBLIX
ATHA,
1o B

activation of enzymes. The first point of maximal proteolytic
activity of enzymes appeared after two days, the optimal acti-
vity of alpha amylase after 3 Y2 days and the chromatographic
separation of both amylases after four days. The drum malt
showed the least diastatic ability. The first maximum of proteo-
Iytic activity appeared after 3% days, the optimal activity ol
alpha-amylase after 6 days. The separation on the paper took
place after five or six days. -~
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