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ABSTRACT

The aim of this work was determine extract in balky the enzymes on base proteases, cellulases,
xylanasesp-glukanases and amylases. These enzymes wereedrsitedd components of grain of barley
analogous to natural enzymes in malt; fall off sedigrain of barley malted. The grain of barleynhias
needed enzymes for disintegration compounds irb#iiey. The determination of extract in barley by
conventional method by prepared sweet, are notipead-or information of extract in barley is used
formula by the Bishop. The formula was won experitaly and was for needs modern malting several
times forced. Direct method by the help of prepatedgress sweet we are making in the final malt.
Preparation of the malt lasts usually 10 days;ghisin laboratory conditions does in micro-maitke.
Like optimal, shows application enzymes in this cassion: cellulase, xylanaspsglukanase,o-
amylasep-amylase along with protease. In comparison wigessment by enzymatic way in the barley
and way by the prepare congress sweet, are reanrd, svith error perhaps 1%.
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UvoD

Cilem prace je stanoveni extraktu dnene pomoci enzymatickych preparéGenencor,
Holansko) na béazi proteaz, celulaz, xylangglukanaz a amylaz. Tyto enzymy ragit slozky zrna
podobr jako pirozené enzymy u sladu, odpada takiglod zrno jgmene sladovat, stanoveni lze
provést pimo u j&mene, rmutovaci proces je podobny jakicspanoveni extraktu u sladu.

Stanoveni extraktu u Jmene se fimou metodou fipravy kongresni sladiny neprovadi.
Zrno jeémene nema pebné enzymy pro rozklad obsahovych latek zrna &vpapustnych sacharid
bilkovin a dalSich saiasti zrna je&mene. K ziskani informace orqulEzném extraktu jemene
je pouzivan vztah podle Bishopa, ve kterém je asttwhsah bilkovin a hmotnost tisice zrn:

E =836-(085B)+(015G),
kdeE - extraktu sladu v susiv %, B — obsah bilkovin v sus#wv %,G - HTZ v suSig v g

Vztah byl ziskan experiment&lna byl pro patby moderniho sladovnictviékolikrat
modifikovan. Rimou metodou pomociifpravy kongresni sladiny se stanoveni extraktu guov
az u hotového sladu.&men tak musi projit slatiskym procesem, ktery cely trva obvykle 1Gidtento
proces se v laboratornich podminkach provadi vesledovi. (Dunovsky, 2007) Firma GENENCOR
vyrabi kompletni sadu enzynpro rozklad obilného zrna, v praxi je tento systémzymii vyuzivan
predevSim pro fipravu sladkych zaparfipvyrob¢ bioethanolu. Jako nejvhodgi se jevi aplikace
enzymi vtomto sledu (Kolinkova, 2008) celulaza + xylamaz [-glukanaza, Uplné ztekuceni
a zmazovaini Skrobua-amylazou, zcutenif3-amylazou spolé s protedzou.

MATERIAL A METODIKA
Pro stanoveni byly pouzity nasledujici enzymy:
OPTIMASH™ BG

Tento enzym redukuje viskozitumennych a p3etmych zapar. Enzym OPTIMASHM BG
obsahuje kombinaci enzymypu 3-glukanéaz, které efektivnmodifikuji a S&pi neSkrobnaté sacharidy,
stavebni materialy rostlinnych btk Vyhodou pouZiti OPTIMASH' BG je hydrolyza neskrobovych
sacharid, které jinak zvySuji viskozitu zapary. NejvySStigitu ma enzym fi 60 — 70 °C v rozmezi
hodnot pH 4 — 4,6.iPudané teplat je doba fisobeni minimalé 30 minut. (Genencor, 2007)

OPTIMASH™ XL

Tento enzym je schopny redukovat viskozitu adwidat zlomky obilnych frakci pSenice,
Zita a j@mene. OPTIMASH" XL obsahuje kombinaci celulézy a xylanazy, ktefgkgvne premsiuiji
a tpi neskrobnaté sacharidy épt tedy hlavi celul6zu, arabinoxylany, v mensiimitakég-glukany,
které jsou sesbvané navzajem také s ligninem, pektiny, protefikypbem a lipidy. Nejvyssi aktivitu
ma enzym fi 60 — 70 °C v rozmezi hodnot pH 4,5 — 5i lRlané teplat je doba fisobeni minimala
30 minut. (Genencor, 2007)



SPEZYME® ETHYL

Tento enzym obsahuje termostabilni Skrob hydrolgzuj-amylazu s vynikajici stabilitou
pii nizkém pH. Endoamylaza v enzymu SPEZYMETHYL n&hodr hydrolyzujea-1,4-glykosidické
vazby s rychlou redukci viskozity Zelatinujicihordtbu v obilnych zaparach, produkuje rozpustné
dextriny a oligosacharidy. NejvySsi aktivitu méa ymzpti 83 — 95 °C v rozmezi hodnot pH 5,4 — 5,8.
P¥i udané teplat je doba fisobeni minimalé 90 min. (Genencor, 2007)

FERMENZYME® L-400

Tento enzym se vyuziva k Uplnému zterd naftpéného Skrobu az na maltézu a glukézu.
Je to exoamylaza, ktera katalyzuje uvolinpo sols nasledujicich glukézovych jednotek z neredukujich
konai rozpustnych dextrina oligosacharidovyctetézci hydrolyzovanych jak linearnimi (14-D) tak
rozvétvenymi (1,6e-D) glykosidovymi vazbami. Enzym se pouziva prokteni ztekuceného Skrobu
z riznych zdroj, zahrnujici kukéici, ¢irok, jeémen, pSenici, ryzi a brambory. Protedza obsazena
v preparatu ndhodnsgpi bilkoviny z krajnichfetézci i uvniti molekuly. NejvySsi aktivitu ma enzym
pii 60 — 65 °C v rozmezi hodnot pH 3,8 — 4,5. Rlané teplat je doba fisobeni minimala 30 minut.
Teplota nad 65 °C méa za néasledek ztratu aktivigyemn. Preparat rapidnzvySuje obsah protein
ve rmutu. (Genencor, 2007)

Davkovani a optimalni regki podminky jednotlivych enzymatickych prepérgsou
v tabulce 1. Poijfdavku enzym Optimash XL, Optimash BG k navazce&rého Srotu v destilované
vodk nastava v prvni fazitpteplo 60 °C Stpeni celulézovych latek, viakniny -glukani. V dalsi
fazi pri teplog 80 °C po pidavku enzymu Spezyme Ethyl mazovati Skrob, suspseld ztekucuje,
amyl6za a amylopektin ze Skrobu jeepenovan na dextriny a oligosacharidy, zkouSka jodem
po prokEhnuti této faze je negativni. Po ochlazeni na 6(a°@idavku Fermenzyme L-400 dochazi
k finlnimu roz&peni dextrii a oligosachariil az na maltézu a glukézu, dochazi také Kpesii
bilkovin (Pavlikova, 2008).

Tab. 1 Enzymatické preparaty, davkovani a optint&ak’ni podminky

N teplota =~ Cas davkovani
pouzity enzym druh enzymu ) .
[°C] [min]  [ul/200g Srotu]

Optimash XL celulaza, xylandza | 60-70 30 25 45-55
1

Optimash BG B-glukanaza 60-70 30 25 45-55
2 Spezyme Ethyl a-amylaza 83-95 90 100 54-58
3| Fermenzyme L-400| B-amylaza, protedzg 60-65 30 100 38-45%5

Roztok je po skoteni posledni faze zfiltrovanigs papirovy filtr {ervena barvag. 560)
a pomoci pyknometru zfena hustota. Hustotatimo koreluje s obsahem extraktivnich latek
ve sladig, pomoci tabulek je mozno vyhledat odpovidajicidemiraci sladiny.

Vzorky zrna jémene byly pomlety na laboratornim mlynku (Labomatanlyn, Laboratorni
piistroje Praha(eska Republika). Rmutovani bylo provedeno v osniitéismutovaci lazni (1-Cube,
Ceska Republika). Rmutovaci ldzge opatena mikropéitatem, pomoci #hoZz je mozné cely



rmutovaci proces naprogramovat degmychtasovych celi«. Cely proces Ize provéti pti manualnim
nastaveni teplot. Enzymatické preparaty byly doddimnou Genencor (Holansko), je nutné
je uchovavat v lednici, pIn&iinnost (i takovémto uskladini je garantovana 1 rok, s kazdym dalSim
rokem usklad#éni klesa dinnost enzym asi o 15 %. Profpsné davkovani enzynbyla pouzita pipeta
(10-100 pl, Finnpipette, Thermo Scientific, USA) s v¢rmymi Spékami, na kazdy enzymaticky
preparat byla pouzita nova &ka. Ri Gpraw pH byl pouzit pH metr inoLAB (Mmecko).

Ke sniZeni pH rmutu byla pouZita kyselina sirovactiemaeska Republikasistota p.a.),
z niz byl gipraven roztok o koncentraci 1 mol/l.

Pro zvy$eni pH rmutu byl pouZit 1M roztok hydroxislmdného (Lachem@&eska Republika,
Cistota p.a.).

Proces enzymatického rozkladu zrn&njene a ziskani extraktu probihal ve rmutovaci
kadince umisiné do rmutovacihoifstroje. Snis jeiného Srotu a vody byla promichana michadlem,
které je souwasti istroje. Bylo upraveno pH sfsi na 4,5 pomoci 1M roztoku kyseliny sirove.
Rmutovaci kadinka byla umésta do rmutovaci |1azn v niz byla nastavena teplota 60 °C. Bytidany
enzymy Optimash XL a Optimash BGii Béto teplo¥ je snés rmutovana 30 minut. Po uplynuti této
doby byla teplota zvySena na 85 °C, pHésibylo upraveno na 5,5 roztokem NaOH a bijtian
preparat Spezyme Ethyl. $mje [Fi této teplot rmutovana 90 minut. V posledni fazi byla teplota
rmutovaci lazd snizena na 60 °C, pH $mi upraveno roztokem kyseliny sirové na 4 a hytign
preparat Fermenzyme L-400. Tato faze trva 30 mMurafu 1 je zndzorm priibéh vSech krok.

Graf 1 Pribéh vSech readnich krolg.
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Po skoweni posledni faze je kadinka vyjmuta ze rmutovaeisl a ochlazena studenou
vodou na pokojovou teplotu. Po promichani byl obsadinky zfiltrovan pes skladany filtr derveny,
¢.560), prvnich 100 ml bylo vraceno &pna filtr. Stanoveni hustoty sladiny bylo proveden



pyknometricky pomoci Reischauerova pyknometru. Wnpynetru byla zjidha jeho vodni hodnota.
Stejny postup byl opakovan i &mravenou sladinou. Hustota sladiny je podil hmetnsladiny
a hmotnosti (objemu) vody. (Kréalik, 2006)

hmotnost  sladiny v g
vodni  hodnota pyknometru v g

p =

V tabulkach (viz piloha 1) byla vyhledana podle hustoty sladif§siiSna koncentrace a dosazena

do vztahu pro vypeet extraktu u jégmene:

- (800 + a)ib | kdea je vihkost j&mene v %b je koncentrace sladiny z tabulek v %.
10C - b

Extrakt v j&meni byl gepaitan na suSinu podle vztahu:

~_ E [100 | kdeE je extrakt v jgmeni v %.a je vihkost jémene v %.
s 10C - a

VYSLEDKY A DISKUZE

Pomoci uvaéhé metodiky bylo réreno @t odriid jeémene ze skliz&2008. Byly to odidy
Maltz, Prestige, Jersey, Tolar a Radegast. U sthjnjggmeni bylo provedeno zesladovani
na Vyzkumném UGstavu sladu a piva, a byl pffem extrakt u slaid vyrobenych z jednotlivych odd.
Stanoveni u kazdého vzorku bylo provedetiadt. V tabulce 2 jsou vysledky nahenych hodnot.

Tab. 2 Stanoveni extraktu \iigeni pomoci vztahu podle Bishopa, enzymatickyralkéxte sladu

odrida jeémene jeémen-Bishop jeémen-enzymaticky
Maltz 80,6 81,9 81,6
Prestige 81,3 82,4 82,1
Jersey 81,5 82,1 82,0
Tolar 80,4 81,6 81,3
Radegast 80,9 82,0 81,7

Extrakt ziskany vyp&tem podle Bishopa vykazuje ve vSedfippdech nizSi hodnoty, nez
stanoveni pomoci enzymatickych prepérdb vykazuje naopak ve vSecliigadech vySSi hodnoty.
Hodnoty ziskané enzymaticky jsou vySSi i ve srovrsextraktem ve sladu. Ve vSechipadech
je chyba stanoveni mensi nez 1 %. V grafu 2 je tolesdraktu v jednotlivych variantach znazemn
graficky.



Graf 2 Obsah extraktu vdeeni pomoci vztahu podle Bishopa, enzymatickyrakexte sladu
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ZAVER

Stanoveni extraktu udenene je konvemé provadno pouze vypéem pomoci vztahu podle
Bishopa. Zde uvasha prace zavadi stanoveni extraktu dmene pimou metodou s pouzitim
pramyslovych enzymatickych prepabéatZiskané hodnoty by z hlediska praxe mohly mitsiys
dilezitost a pinos, ve srovnani s vypem podle Bishopa, jenz f@sto nutno modifikovat na konkrétni
redlné vzorky jgmene. Naopak ip stanoveni extraktu u sladu, odpadé pouziti této metodiky
sladovani jémene, Ize pouzitifmo zrno j€mene. V porovnani se stanovenim extraktu enzynwatick
cestou u jgémene a konvemim stanovenim extraktu u sladu, jsou vysledky iloéds chybou do 1 %.
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