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Aplikace enzymovych prepardtd pfichazi v tivahu
pfi zpracovani vysSich podild nesladovanych obil-
nych materidli, zejména jeCmene, jako néhraZek
sladu.

Pro rmutovaci proces jsou diileZité dva hlavni
typy enzymi, amylolytické a proteolytické. Slado-
va e-amyldza ztekucuje $krob, 3t&pi jej na niZ3i a
vyS3i dextriny a tGcastni se tvorby hlavniho podilu
zkvasitelnych cukrii, zejména maltdzy. Proteolytic-
ké enzymy sladu $tépi vysokomolekularni bilkoviny
na stfedné- a nizkomolekuldrni produkty, peptidy
a aminokyseliny, vyznamné pro stabilitu piva, jeho
pénivost a vyZivu kvasinek.

Nesladovany jeCmen obsahuje pouze g-amylazu a
ve srovnani se sladem nedostatetné mnoZstvi pro-
teolytickych enzymi. Ty spolu s e¢-amyldzou vzni-
kaji aZ b&hem sladovaciho procesu. Z toho plyne,
Ze pri ndhrad& vétSiho podilu sladu je¢menem pro-
jevuje se vice ¢i méné& potfeba tyto enzymy nahra-
dit. K tomuto ufelu se pouZivaji rGzné prepardty
amylolytickych a proteolytickych enzymii.

a-amyldza je produkovédna jak plisndmi, tak
i baktériemi. Rézné druhy Aspergillus niger a
Aspergillus oryzae tvo¥i pfi povrchové ¢i submerzni
kultivaci amylolytické enzymy. Vzhledem k jejich
nizké termostabilit&, nizké optiméalni teploté (50 °C)
a relativné nizkému pH (5), neni moZno plisiiové
preparaty k naSemu ucelu doporudit. Pomérng vétsi
vyhlidky k praktickému vyuZiti ma plisiiovd e-amy-
loglukoziddza, kterd tvori jako jediny kone&ny pro-
dukt své Cinnosti glukézu termindln& ods$tépova-
nou z neredukujictho konce glukozidického Fetézcs.
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Tim zvySuje koncentraci zkvasitelnych cukrdi v mla-
diné na akor dextrind a pdsobi tim i vy33i prokva-
Seni mladiny.

Z uvedeného je zrejmé, Ze p¥i zpracovéani Skrob-
natych nahraZek sladu je vhodn&jsi aplikovat amy-
lazu bakteridlniho pivodu, jejiZ vlastnosti, co se
tyCe ucinku optima teploty a pH, jakoZ i termo-
stability, pFed¢i amylazy plisiiové.

Bakteridlni amyldza je produkovdna do prostFe-
di jak za staciondrnich, tak za submerznich kulti-
vacnich podminek. Staciondrni podminky pFevlada-
ly v pocCatecnich fazich vyzkumu a vyvoje, kdy se
uplatiiovala jak forma tekutého, tak i pevného Ziv-
ného média, na jehoZ povrchu rostla kultura pro-
duk¢niho kmene. V soufasné dob& ptrevlddl sub-
merzni typ kultivace. K produkci bakteridlni amy-
lazy slouZi zejména rfizné kmeny druhu Bacillus
subtilis. V odborné literatufe existuji idaje i o kme-
nech jinych druhfi, schopnych produkovat ve zvy-
Seném mnoZstvi extracelularni amyldzu. Jsou to
napf.: Bacillus polymyxa, rizné druhy rodu Clostri-
dium, a to Cl. pasteurianum, Cl. acetobutylicum,
Cl. butyricum, dale Bacillus stearothermophilus a
Bacillus macerans. Tvorba amyldzy v Zivné pidé
vhodného sloZeni byla zaznamendna nejen u spo-
ruldtd, nybrZ i u bakterii druhu Pseudomonas sac-
charophila [1].

Bakteridlni amylolytické enzymy jsou zpravidla
zafazovany mezi «-amyldzy. Enzymy tohoto druhu
pfisobi rychlé 3tépeni e-1,4 glukozidickych vazeb
amylézy prevdZné& na dextriny o nizké molekulové
hmot& V spuvislosti s tim dochézi i k rychlym ba-:
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revnym zm&ndm pii reakci s jodem. Tato prvni
rychla faze $tépeni probihd aZ k achroickému bodu
jodoskrobové reakce, kdy je rozStépeno asi 20 aZ
45 % vazeb amylézy. Smé&s obsahuje pritom frag-
menty s kratkymi fetdzci pFevaZné o 6 aZ 8 gluko-
zidickych jednotkdch, maltotribzu a maltézu, p¥i-

gem¥ maltotriozy vznika vice neZli maltézy. Tetra-

sacharidy a pentasacharidy a glukoza jsou pfitom-
ny pouze v malém mnoZstvi. Poté nastupuje druha
faze s podstatn& niZ3i reak¢ni rychlosti, kdy «-amy-
l4aza  §t&pi nizkomolekuldrni dextriny a v reakéni
smé&si se zvySuje obsah maltotridzy, maltézy a glu-
kozy. Degradace amylozy je ovlivnéna jednak kon-
centraci enzymu a jednak stupném disperze poly-
sacharidu.

Pri §tépeni «-1,4 glukozidickych vazeb amylopek-
tinu pfisobenim e-amylazy vznikaji nejdfive vétve-
né dextriny stfedni molekulové hmoty, barvici se
jodem ¢&ervenohn&dé a pouze malé mnoZstvi mal-
tozy. Pozdgji se tvoli dextriny s niZ8i molekulovou
hmotou, nebarvici se jédem, zvy3uje se obsah malto-
zy a vznika gluk6za. Mezi hydrolytickymi produkty
1ze tedy zjistit sm&s v&tvenych i nevétvenych hra-
niénich dextrinfi 0 4—7 glukozidickych jednotkdch,
maltotriézy, maltézy, izomaltézy a malého mnoZ-
stvi glukdzy. e«-amyldza hydrolyzuje maltotriozuy,
avSak nestépi maltézu. Glukdéza nevznikd pouze
z maltotribzy, nybrZ i z fragmentl obsahujicich
vice neZ 3 glukozidické jednotky.

Aktivita bakteridlni amyldzy se uvadi nejen
v souvislosti s urditym pofFadim aminokyselin
v peptidickém fetézci enzymové bilkoviny, nybrz
se spojuje i s pFitomnosti vdpenatych iontd v mo-
lekule enzymu. Jeho odstran&nim dialyzou nebo &i-
nidly, které se vaZou s vépnikem, ztrdci enzym
svou aktivitu. Vapenaté ionty chrédni enzym pfed
inaktivaci a denaturaci a tim i pfed degradaci je-
jich molekul proteolytickymi enzymy.

S obsahem véapenatych iontd souvisi i odolnost
amylazy via&i vysSim teplotdm, kterd je podporo-
vana také pFitomnosti iontd chloridovych. V tomto
smdru se projevuje zédvislost na produk¢énim mikro-
organismu, a to, zda jde o producenta mezofilniho
nebo termofilniho.

Pro zpracovani nesladovanych Skrobnatych suro-
vin ve varn& jevi se tedy potieba aplikovat nejen
vhodné amylolytické, nybrZ i proteolytické enzy-
my. Preparaty obsahuji pfevdZn& enzymy bakteri-
alniho nebo plisitového plivodu.

Plisfiové proteolytické enzymy jsou rozdéleny do
d'v{'_)u skupin- podle druhu produkéniho mikroorga-
nismu. z rodu Aspergillus. Plisn& typu Aspergillus
niger produkuji proteazy s optimem aktivity v ky-
selé ~ oblasti, plisn& typu Aspergillus oryzae
protedzy predevSim s optimem v neutrdlni a alka-
lické oblasti pH. K prvému typu patii téZ A. saito,
% druhému A flavus, A. sojae, A. ochraceus, A. fu-
migaNs (SF. “isiek dei

Bakteridlni protedzy alkalickd a neutrdlni jsou
produkovany kmeny Bacillus subtilis. Alkalickd pro-
teaza, kterd je pomérné stald, byvd podle produké-
niho kmene uvdddna v Dénsku pod ndzvem subtili-
cin A, & subtilopeptiddza A, Novo, v Japonsku Na-
garse, BPN apod. O neutrdlni protedze je zatim
méalo tdajii pro jeji malou stdlost [2]. Proteolytic-
ké enzymy se zpravidla tvofi soufasné& s amyloly-
tickymi, a to u rznych kmend ve v&tSi Ci menSi
mife v zavislosti na kultivainich podminkéch, ni-
koliv v8ak v korelaci s tvorbou amylazy.

Velky vyznam pro sladovdni a varni proces maji
i hemiceluldzy, které piisobi odbourdvani buné&c-
nych stén endospermu a gumovitych latek. Podle
Preece se déli na dvé skupiny:

1. Enzymy cytoklastické, jejichZ zdstupcem je
endo-8-glukanédza, kterd piisobi odbourdvéani velkych
molekul a sniZuje tim viskozitu roztoku. Je pFitom-
na jiZ v jeCmeni.

2. Enzymy cytolytické, zastoupené exo-$-gluka-
nédzou, kterd dokoncuje St&peni molekul aZ na pen-
tozy a tvofi se béhem sladovani [3].

Bylo zjiténo, Ze vysokou viskozitu rmutu zpi-
sobuje g-glukan. Je obsaZen v je€meni v mnoZzstvi
1—2 % a pri sladovani se jeho obsah piisobenim
g-glukanazy sniZuje. U krédtce vedenych sladd neni
8-glukan dostatetn& odbourdn, a protoZe je g-glu-
kandza citlivd na teplotu a &asten& se nici pii
hvozdéni, 1ze v tomto pfipadé otekdvat, Ze nejsou
odbourdny i gumovité latky pFechédzejici b&hem
rmutovani do roztoku. Tim vzuikaji potiZe pfi sce-
zovani ve varnd a rovnéZz i pfi filtraci piva [3].

Studiem cytolytickych enzymil se zabyvali v NDR.
V soudasné dobd ke zpracovéani vysSich podild su-
rogitl se zde zavadi kombinovany preparét e-amy-
lazy a g-glukanazy, produkovanych kmenem Ba-
cillus subtilis.

V SSSR byl vyvinut prepardt s obdobnym G¢in-
kem pFipravovany povrchovon kultivaci produk&ni-
ho kmene Trichothecium roseum (ze tfidy Fungi
imperfecti) na pevné piidé vhodného sloZeni. Podle
dostupnych informaci aplikuje se tento preparét
jak p¥i varkdch s vysokym procentem surogace, tak
i pfi préci se slady vyrobenymi z jeCmend s vyso-
kym obsahem bilkovin.

Pro posouzeni vhodnosti enzymovych preparati
k danému tdelu méli jsme doposud k dispozici
pouze pripravky amylolytické a proteolytické bak-
teridlniho pfivodu. Z amylolytickych preparati to
byla pFedevsim Ceskoslovenskd Bolamyldza, vyro-
bek n. p. Slovenské Skrobdrny, Nervanase, vyrabeé-
né angl. firmou Winthrop Products Co., francouzska
Superclastase, vyrobek firmy Societé Rapidase,
Seclin a holandsky prepardt Brew-n-zyme firmy
Chemische Fabriek, Naarden, coZ je kombinovany
preparat amylolyticky a proteolyticky. :

Z proteolytickych prepardtli jsme mé&li moZnost
posoudit - i¢innost anglické Proteinase (vyrdbna
stejnou” firmou jako Nervanase) a proteolyticky
preparét, vyrobeny CAZ-VUPP v Praze, ktery jako
jeding zkouSeny pFipravek je plisiiového pivodu.
Produkénim kmenem,je v. tomto pripad® Aspergil-
lus flavus. ey il S -
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Ceskoslovenska Bolamyldza se vyznaduje teplot-
nim eptimem pro svou aktivitu 70 °C, je vysace
aktivni v rozmezi pH 5,5—7 s optimem pH 6,0, pf¥i
20 ° i 70°C. P¥i 30 °C je stabilni po dobu 1 hodiny
pfi hodnotdch pH 5 az 9, p¥i teplot& 70 °C v roz-
mezi pH 6 aZ 9. Preparat obsahuje 2430 dextrinac-
nich jednotek v gramu, méFeno modifikovanou SKB
metodou [1].

Nervanase je G¢inné v rozmezi pH 5 aZ 8 s opti-
mem pH 6,0 a op:imélni teplotou 60 aZ 65 °C. Jak
jsme zjistili, neni tento preparédt ve srovnéni s ostat-
nimi zkouSenymi preparadty dostateCné stabilizovdn
vici plisobeni vysoké teploty. Vykazuje v praméru
1400 j/g. '

Rozmezi hodnot pH a jejich optimum u francouz-
ské Superclastase, jakoZ i teplotni optimum pro
¢innost prepardtu jsou obdobné jako u Nervanase.
V priméru bylo u uvedeného pFipravku stanoveno
9720 j/sg.

Amylolytickd sloZka Brew-n-zymu je znaéné re-
zistentni vici teplu, optimélni pH je 6,0, optimédlni
teplota 70 °C. Preparét je vysoce aktivni, nebot bylo
zjis§t&no v priméru 35930 j/g, ¢imZ zdaleka pfed¢i
ostatni zkouSené pFipravky. /

Co se tyCe termostability, jsou uvedené preparaty
zhruba rovnocenné, s vyjimkou Nervanase, kterd
mé podstatné niZs§i odolnost vici vysokym teplotam.

Proteolytickd aktivita preparatdi byla méFena mo-

difikovanou metodou podle Slavika a Smetany,
s pouZitim kaseinu jako substratu [1].

Nejvyssi aktivitu vykazoval Brew-n-zyme s opti-
malni teplotou 50 °C. Preparat byl vysoce aktivni
i p¥i ostatnich sledovanych teplotdch v rozmezi
45 aZ 60 °C. Vykazoval 2632 j/g. Anglicky preparat
Proteinase m&] zhruba 3krat niZ3i aktivitu, 877 j/g,
optimélni teplotu 50 °C. NiZ8i aktivitu mé&l proteoly-
ticky preparat z CAZ-VOPP 625 j/g a minimélni
proteolytickd tcinnost byla zjiSténa u preparédtu
Superclastase. Bolamyldza nema proteolytickou
dcinnost.

Na zdkladé vysledkii naSeho Set¥eni pouZili jsine
pro zkouSky praktické aplikace preparatdi ve varné
&s. Bolamylazu, nebot jsme byli vedeni snahou vy-
zkouSet predevSim domdci vyrobek. Pro srovnani
byl vybran Brew-n-zyme, vysoce aktivni preparat
vzhledem ke své ufinnosti amylolytické a proteoly-
tické. Naptisté bude vhodné ovérit Géinnost a efekt
praktické aplikace cytolytickych preparatii. Vysled-
ky t&chto zkouSek budou obsahem dalSiho sdéleni.
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