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Vlastnosti nékterych enzymovych preparatii z Aspergill,
jejich vliv na bilkoviny a prokvaseni piva
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Je znamo, Ze bakteridlnich nebo plisiiovych pro-
teolytickych a amylolytick§ch preparati lze vyuZi-
vat v Upravnictvi obilovin. D&je se to v zahranifi
Zejména pii vyrobé obchodnich pivovarskych suro-
gdatd upravenych na vy3%i rozpustnost a snazii
zpracovatelnost ve varnd. Nejfastéji jde o vyrobky
z kukufice, ryZe i pSenice ve formé& vlodek.

Wallerstein [1] uvad{ pro vyuZiti bakteridlnich
a plisitovych amyldz a protedz p¥ipravu rozpustné-
ho koncentrdtu z p8enice. Za pfitomnosti amyloly-
tického enzymu se rmutuje p¥i 75 aZ 80 °C, po zteku-
ceni Skrobu se rmut ochladi na 55 a# 60 °C s pii-
sadou proteolytického bakteridlniho prepardtu, a
tim se upravi rozpustnost dusikatych latek.

TyZ autor v3ak podotykd, Ze k vyrob& chladové
stabilnich piv vyuZivd enzymi jiného neZ mikro-
bidlniho plivodu. Bakteridlni neho plisiiové protedzy
poklada v3ak za pomocny pfisadovy material, pro-
spivajici dozravani piva ve sklepg& a upravujici jeho
koloidni stabilitu.

Podklady pre p¥ipravu proteolytick§ch enzymii
hloubkovou fermentaci Asp. flavus podle Kuiéery [2]

Po zjiSténi vlivu sloZek pldy na produkci proteaz
se pracovalo s upravenou plidou, kterd obsahovala
3% kukufitné mouky, 1 % Zkrobu (nebo 1% sa-
charézy) a 0,5 % uhli¢itanu vdpenatého. Maximum
produkce se p¥i 3% vegetativnim inokulu p¥i t¥e-
packovych pokusech i p¥i pokusech v malych labo-
ratornich fermenta¢nich tancich za michdni a
vzdudnéni pohybovalo mezi 40. aZ 60. hodinou.

Zahusténi na 25 % phvodniho objemu prob&hlo
ve vakuové odparce pfi 15 aZ 20 °C a pH 7,0 za
8 h. V zahu$téném tiltratu po hloubkové feérmentaci
byla zjisténa pFitomnost amylaz.

Na aktivité enzymu po dialyze kultivadni tekuti-
ny nastdvaly jen nepatrné ztraty. Pokles sudiny po
dialyze ukézal na znaény obsah dialyzovatelnych
latek jako sacharidii a soli.
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SrdaZenim kultivaéni tekutiny organickymi roz-
poustédly se enzymové bilkoviny v éetnych p¥ipa-
dech ¢astefng denaturovaly. Pravdépodobn& spolu
s enzymy se izolovaly i balastni latky, které strha-
valy sebou i enzymaticky aktivni bilkoviny.

Rozpustnost prepardti se zkou$ela postupnou ex-
trakci v citrdt-fosfatovéem pufru p¥i pH 7,2 s regu-
laci iontové sily pomoci KCl. Vliv iontové sily na
extrakci protedz nebyl rozhodujici. PFi frakciono-
vaném sraZeni v mezich 40 aZ 66 % etylalkoholu
zbytek nerozpudténého prepardtu se pohyboval ko-
lem 15 %.

Specifickd aktivita a rozpustnost se Zetrn& zvy-
Zila pouZitim dialyzy a mrazové sublimace extraktu
preparatu. VytézZnost byla vy3ssi neZ p¥l opakovaném
sraZeni etylalkoholem. Vzniklé ztraty byly pPevdi-
né manipulacni, rozpustnost preparatu byla doko-
nala.

Jinou sledovanou metodou, nahrazujici srdZeni
bilkovin organickymi rozpoustédly, byla frakciona-
ce siranem amonnym pfi 5 °C a pH 5,0. Nejvétsi
podil enzymu pfechédzel do rozmezi nasyceni 0,4
aZ 0,7. Specifickd aktivita se zvy3ila.

PFibliZné srovndni optimdlniho pH hydreljzy po-
uZitim proteolytickijch enzymii ridzného pivodu po-
dle Wallersteina [1]

Enzymy PEibliZzné
hydrolyzujici Substrat optimalni
proteiny PH hydrolyzy
pepsin bilkoviny 1,5— 2,5
trypsin bilkoviny 8 —10
erepsin polypeptidy =
papain bilkoviny a polypeptidy 4,5— 8
bromelin bilkoviny a polypeptidy 4,5— 8
bakterialni protedza bilkoviny a polypeptidy 6~ 8,5
plisiiovéd protedza bilkoviny a polypeptidy 5— 8
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Ovsem uvedené enzymy obsahuji vice druhdl pro-
teolytickych enzymi, zejména tehdy, jestliZe opti-
mum pH hydrolyzy je znacng Siroké. U prepardth
z Aspergilli zjistil Kufera [2] podle priib&hu kfi-
vek hydrolyzy azokaseinu a hemoglobinu, Ze jde
o 2 sloZky, jednu s pH optimem mezi 6 aZ 6,5 (na
hemoglobinu mezi pH 5 aZ 6), druhou mezi pH 8
aZ 10 (na hemoglobinu mezi pH 7,5 aZ 8,5). Pozoru-
hodné bylo, e p¥i optimalnim pH 6 a teplot& 55 °C
se protedza z Aspergillii v zdvislosti na Case inakti-
vovala mirng&, p¥i 60 °C jiZ velmi rychle.

Cast pokusna

Cilem préace bylo sledovat po dpravé piva nékte-
rym technickym preparatem z Aspergillii celkové
vysokomolekuldrni bilkoviny, bilkoviny sraziteing
etylalkoholem, povrchovou aktivitu glycidického
podilu srazitelngho etylalkoholem, vnitini tlak
v lahvich po stofeni, stabilitni testy a trvanlivost
pii zméndch teploty.

Pou?ité proteolytické prepardity, metodika a vy-
sledky

Zkouéené proteolytické prepardty dodané Ustied-
nim vyzkumnym ustavem potravina¥ského primys-
lu v Praze:

1. Preparat pfipraveny fermentaci A. oryzae po-
vrchovym zpfisohem na p3eni¢nych otrubdch a sra-
Yeny etylalkoholem, s aktivitou 42 000 azokaseino-
vych jednotek {3] na 1 g.

2. Preparat z A, flavus vyrobeny hloubkovym zpl-
sobem a sraZeny etylalkoholem, aktivity 51 000
Aki/g.

3. Preparat pfipraveny fermentaci A. flavus hloub-
kovym zplsobem a pFesrdaZeny alkoholem, aktivity
53 000 Akj/g.

PouZitim t&chto preparatii se sledoval ve 12°
pivu po pasteraci téhoZ druhu jejich d&inek polaro-
grafickou registraci bilkovin, a to reakci p¥imou
a v izolovaném glycidickém podilu, ktery byl v pro-
stfedi 80% etylalkoholu [4] separovédn, promyt a
znovu rozpudtdn. Vysledky se uvadély v hodnotéach:
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Obr. 1. Bilkoviny pokusngeh piv upravengch proteolytic-

kigmi prepardty

Kfivka: 1 — preparat Aoj/25 0000 Akj; 2 — A0/50000 Akj; 3 — Ao/

100000 Akj; 4 — Af/25000 Akj. V kobaltité soluci analyzovano
15/9 % vzorku, od 0,8 v, 200 mV/absc., citl. 1:70.
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Obr. 2. Bilkoviny glycidického podily pokusngch piv

upravengch proteolytickigmi prepardty

Kfivka: 1 -— preparat Ao0/25 000 Akj; 2 — A0/50 000 Akj; 3 — Ao/

100 0600 Akj; 4 — Af/25000 Akj. V kobaltité soluci analyzovano
15/9 % vzorku, od 0,8V, 200mV/absc., citl. 1:70.

Tyto hodnoty zna€ily relativni procentudlni za-
stoupeni sirnych bilkovin glycidického podilu G,
sraZeného etylalkoholem anebo bilkovin neglydic-
kého podilu, vztaZenych na celkovou bilkovinu, re-
produkovanou pFimou bilkovinnou reakeci ({tzv.
A + B frakci).

Vy3e uvedené proteolytické preparéty byly hod-
noceny ve tfech koncentracich tak, aby v partiich
po 1 hl 12° piva byly davky 25000 Akj/g, 50 000
Akj/g a 100 000 Akj/g.

Z vysledki bylo patrno, Ze v bilkovinném podilu
A + B se 1i3il vice ti&inek pfipravku ziskaného fer-
mentaci A. oryzae, protoZe se sniZoval zvy3ujicimi
se koncentracemi obsah vysokomolekularnich bil-
kovin nejintenzivnéji; bilkovinny podil A 4+ B
u vzorkQi upravenych prepardty z A. flavus byl

vy3sL

V podilu srazitelném etylalkoholem bylo p¥i po-
uZiti prepardtu z A. oryzae zaregistrovdno 3picaté
maximum kobaltu {obr. 2}, kfivky 2 a 3. Tento jev
byl u né&kterych druhii piv pozorovan jiZ dfive a
nastaval u piv se sniZenym obsahem dextrinti. Ob-
sahoval tudiZ zkouSeny preparéat ziskany fermentaci
A. oryzae pravdépodobné soutasng i amylazy. Bylo
proto v dal3ich pokusech pouZito jako pFisady
i amylolytického preparatu.

Maloprovozni pokusy s tpravami 12° piva byly
provedeny v PVS Branik. Sledoval se vliv kombi-
naci enzymil proteolytickych i s amyldzou na vlast-
nosti hotovych piv. Z proteolytickych preparati, p¥i-
pravenych fermentaci Aspergilli, byl na zdkladd

Tabulka 1

Kwpantitativni hodnoceni bilkovin pokusnjch piv upra-
venjjch proteolytickiymi prepardty

Vzorky 1 aZ 3 A. oryzae|Vzorky 4 aZ 6 a 7 aZ 9 A. flavus

A+ B G 100.6 [(A+ B)—@G].100
Vzorek Trae Lain G LN S NN e TN A e
(mm) (mm) | A+B A+ B
1 37,5 11,5 30,7 89,3
2 31 11 35,5 64,5 obr.1a 2
3 26 9,5 36,5 63,5
4 455 14,5 30,8 69,2
5 37,5 11,5 30,6 69,4
6 33,5 10 29,8 70,2
7 39 10,5 26,9 73,1
8 36,5 10,2 27,9 72,1
9 31 10 32,2 B7.8
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vysledkii d¥ive popsanych pfedbéZnych pokusii pro
dal3i zkou3ky zvolen prepardt Af-3. PouZity amylo-
Iyticky preparét p¥ipraveny hloubkovou fermentaci
A. oryzae, byl plisitovou xz-amyldzou s pH optimem
asi 5,5 pfi 30 °C. Byl pFipraven v UVUPP a m&l akti-
vitu 3400 malt. jednotek/g/Bernfeld. Ve3keré pouZité
prepardty z Aspergilli obsahovaly nerozpustny zhy-
tek 9 aZ 15 %.

K témto pokustm byl déle pfi¢lenén vzorek pep-
sinu s aktivitou 10 000 j/g (SPOFA]) a zahrani&niho
obchodniho prepardtu na bédzi papainu s aktiviton
asi 14 000 Akj/g.

Vychézelo se ze standardni mladiny asi 12 %
hmot., vyrobené z Cist& sladového sypdni. Po hlav-
nim kvaSeni bylo mladé pivo upraveno taninem a
za dal3ich 14 dni pFevedeno za soudasné filtrace do
5 leZdackych sudll po 1 hl. Pfed zahraZenim sudi,
upravenych pfidanim 250 g hustych kvasnic se dé-
zovala zvolend mnoZstvi enzymovych preparati jed-
notlivé 1 v kombinacich.

Tabulka 2
PouZité enzymové prepardty

| |
Vzo- | il Amylolitic-
i : Proteolytické preparéty ' e fnpepamat
e | Obchodnt | " | '
Af-B | na bazi | Pepsin !
o papainu - b
Akj/hl Akj/hl Aj/hl | malt. j./hl
1 70000 (6 g] — _ by
2 70030 — 3000 (0,3g) —
3 70000 s 3000 (0,3g) 3,400 (1,0 g)
4 70000 == 3000 (0,3 g) 5100 (1,5g]
B = 70000 (5 g — ==

DokvaSovani pokusnych piv probihalo tudiZz za
piisady kvasnic v konstantnim mnofstvi, druhu a
za stejnych vnéjSich podminek p# teploté 3 °C.
Za 58 dni se piva ze sudil staela pFimo pFfes Seit-
ziv filtr do lahvi a pasterovala.

Tabulka 3
Vnitrni tlaky v sudech, lahvich a relat. % CO,

Sud _‘_ ~ Lahve 051
o , ‘ & kp/ ] | @ objem| &
Z kp/em?/3°C ’cm2/25 o | vzduch hrdl. p. | CO,
B R R T ol e B
I 0,65 2,2 3,9 19,5 0,41
2 0,70 2,25 3,6 16,5 0,42
3 1,02 24 3,0 18,0 0,45
4 1,20 2,5 3,0 20,4 0,465
3) 0,48 1,85 3,8 18,8 0,36

Vnitfni tlaky v sudech se pomé&rn& znaténé ligily;
nejvy38i vnitfni tlak méla pokusnd piva & 3 a 4,
upravend smési enzymi@l Af-§+ pepsin-+amylaza.
NejniZ8i vnit¥ni tlak v sudd mélo pivo &. 5*upravené
obchodnim proteolotickym prepardtem na bédzi pa-
painu. Tyto poméry se odrdZely i ve vnitfnich tla-
cich po stogeni piv do lahvi.

Povrchova aktivita glycidického podilu jednotli-
vych pokusnych piv, sledovand polarografickou me-

todou [§] se lisila jen u vzorkd €. 3 a 4, tj. u vzorki
vyznacujicich se vy38imi vnit¥nimi tlaky. Tim bylo
v podstatd prokdzdno, Ze tyto jevy nepatil enzymu
Af-6 ani pepsinu nybrZ jen amyldze. Vzorky &. 3
a 4 s niZ8i povrchovou aktivitou [se zvySenym ma-
ximem kobaltu] mély sniZeny obsah dextrint. Zvy-
Seny objem pény u vzorkidl & 3 a 4 lze vysvtlit
vyS88im sycenim a dobrou vazbou CO,; naopak ne-
dostacujici pénivost mél vzorek &. 5 [(dGprava ob-
chodnim prepardtem na bédzi papainu), ktery mél
nejniZ3i vniténi tlak v sudu i v lahvich.

Tabulka 4

Povrchovd aktivita glycidického podilu, dextriny a pé-
nivost

l Povrchova aktivita glycid. lDextriny‘

s | podilu piva podle stupné | {Schild | Pé&nivost

® | potladeni polarograf. ma- |a Weyh)  (Helm)

) xima kobaltu | |

> l h’[mm] | g/100 g | Pv% Pz%
i 25 2,24 51 0,50
2 25 2,15 51 0,54
3 28,5 1,76 55 0,65
4 29,5 1,61 5,6 0,70
5 24,5 2,35 4,6 045

Pokusnd piva méla vfhodné sulfdtové testy vza-
jemné velmi mélo odlisné; o malo niZsi byl tento
test jen u vzorku ¢. 1. Také koloidni trvanlivost pFi
zméndch teploty byla u jednotlivych druhfi upra-
venych piv znafné vyrovnané. Optimdlni trvanlivost
mély v3ak vzorky z tdpravy ¢. 2 [Af-6+pepsin) bhez
pfisady amylazy; vyznacovaly se vyhodnym testem
sulfatovym i testem podle Esbacha.

Tabulka 5
Stabilitni testy a trvanlivost pPi zméndeh teploty
_;4 | Trvanlivost pfi
®© | Sulfatovy test | Esbachfiv test | 2 °C (40 /2 °C,
Q ml | ml 4 + 3 dny)
> | - | tydnt

1 30 2,1 5

2 3,25 2,4 6

3 3,25 1,7 5

4 3,2 1,4 5

5 32 1,2 5

Ze sledovdni stupn# prokvaseni jednotlivych po-
kusnych piv bylo moZno dobfe vyCist vliv enzymi
z fermentace Aspergilli. Vzorky €. 3 a 4, upraven#é
piisadou amyldzy, prokvasily hloub&ji neZ vzorek
¢. 2 bez pfisady amyldzy. PFisada pepsinu pisobila
na zvyseni prokvaseni velmi nepatrné a ve srovnani
vzork(, upravenych enzymovymi preparéty z Asper-
gillii, prokvasil vzorek & 5, upraveny obchodnim
prepardtem na bazi papainu, nejméng.

Pokusné preparaty vyrobené fermentaci Asper-
gillii obsahovaly 9 aZ 15 % nerozpustného zbytku.
obsahujiciho denaturované dusikaté a jiné balastni
latky. I kdyZ jde o latky enzymaticky inaktivni je
jejich p¥itomnost pokladdna za neZadouci, protoZe
tyto latky znesnadinuji uréit, kdy je preparat roz-
pudtén, pracuje-li se s nim ve vétSich kvantech.
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Tabulka 6
Rozbory pokusnijch piv

Vzorky

Druh stanoveni i

1 2 3 4 5
Zdanlivy extrakt % 2,75 2,73 2,46 2,28 2,85
Skute¢ny extrakt % 4,55 4,55 4,34 4,19 4,65
Alkohol % 3,88 3,92 4,04 410 3,89
Koncentrace %
[plv. stup.) 12,07 12,14 12,15 13,13 12,18
Zdanlive
prokvaseni % 77,2 775 797 81,2 76,6
Skutefné
prokvaZeni % 62,3 625 6B4,3 654 61,8

Barva ml N |,
na 100 ml 0,35— 0,35— 0,35— 0,35— 0,35—

0,40 040 0,40 040 0,40

PouZité preparaty ve zkouSenych davkach chuto-
vé vlastnosti piv nijak nepfiznivé neovlivnily. PFi
skladovéani byly prosté jakéhokoli zdpachu a v su-
chém stavu po velmi dlouhou dobu si zachovdvaly
konstantni aktivitu.

Struény piehled vysledkii

Uinek pokusnych technickych proteolytickych
preparatil ziskanych fermentaci Aspergilli v UVUPP,
Praha, se jevil v pivé hlavn& sniZovdnim polarogra-
fické bilkovinné viny a zvySovénim testu podle
Esbacha.

P¥i zméndch teploty piva v z&vislosti na Case
byl jeho reverzibilni zdkal za chladu oddalen nej-
lépe pouZitim smési prepardtu ziskaného fermen-
taci A. flavus a nizké davky pepsinu. Takto upra-
vené pivo mélo vyhodny test sulfatovy i test Esba-
chiiv.

Piva upravend komplexem proteolytickych en-
zymil a soutasné z-amyldzou z A. oryzae jevila jiné
vlastnosti v podilu srazitelném etylalkoholem. Ten-
to podil se projevoval polarograficky zvy3enim ma-

xima kobaltu. Lze to vysvétlit tim, Ze plisobenim
amylazy na dextriny a polysacharidy se sniZil ob-
sah povrchové aktivnich koloidd cukerné povahy.
To bylo v souhlase se sledovanym sniZenim obsahu
dextrinil a se zvySenim prokvaseni piva.

Setrné pouZiti amylolytického prepardtu umoz-
nilo ziskat v leZiackych sudech jiZ v pomérné krat-
ké dobé vyssi tlaky a po stofeni ziskat piva o hlub-
§im prokva$eni, s vy$§3im nasycenim CO,, podporuji-
cim 1 zvyZeni objemu pény pfi jeho vyliti do skle-
nice. 4

Cilem pokusfi nebylo vSak zvySovat prokvaseni
piva. Za sprdvnou je moZno poklddat namitku, Ze
zpiisob tpravy touto cestou je v pivovarstvi neob-
vykly, protoZe lze prokva3eni a stupefi nasyceni piva
CO, regulovat volbou sypéani a technologického po-
stupu. Av3ak tato prédce upozoriiuje pravé jesté& na
jiny moZny zpiisob, na regulaci umélym zasahe
coZ nevylufuje aplikaci pro specidlni tcely. Tim
ma autor na mysli vyuZiti relace rychlosti dokva3o-
vani s dosaZenvym prokvaSenim ve sklepg, tj. moZ-
nost zkrdceni doby dokva3ovéani a dosaZeni obvyk-
1ého prokvaseni.

Souhrn

Préace upozoriiuje na vliv nékterych technickych
enzymovych prepardtd z Aspergilli na soufdst
piva. PFi stejné dob#& dokva3Sovani amylolyticky pre-
pardt zphsobil hlub3i prokvaSeni a nasyceni piva
CO,. Zplisob pouZiti amyldz nevylufuje moZnost do
jisté miry zrychlovat proces dokva3ovani piva.
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CBOVICTBA HEKOTOPLIX 3H3H-
MATHYECKHX TIPEITAPATOB
M3TrOTOBJEHHBIX M3 ACIIEP-
THJIJIYCA M HX BJHUAHHE
HA ITIPOTEHMHBI B ITMBE M HA
ETO BPOXEHHE

Crartss nocedAlleHa BJAHAHHID HEKOTO-
PBIX TEXHHUYECKHX IH3HMAaTHYECKHX
NpEenapaToB H3rOTOBJEHHBIX H3 acmep-
THAJyca Ha cocTaBidlowHe nusa. [Tpu
CXOAHOH NIHTEIbHOCTH NOGpaXKHBaHHA
NPHCYTCTBHE B TNHBE  AMHJOJHTH-
YecKOro mpenapara BBI3BaJo Goee
rayb6okoe noOpaxKUBaHHE H MOBHIIIEH-
HOE HAaCHIEHHE ITHBA YIVIEKHCJIOTOH.
ITpuMenenue aMHJa3H 04€T BO3MOK-
HOCTB YCKODHTbL 110 H3BECTHOH CTemeHy
nponecc A06paXKMBaHHA IHEA.

EIGENSCHAFTEN EINIGER ENZYM-
PRAPARATE AUS ASPERGILLEN
UND IHR EINFLUSS AUF DIE
EIWEISS-STOFFE UND VER-
GARUNG DES BIERES

Der Artikel macht auf die Einfliisse
giniger technischen Enzympréparate
aus Aspergillen auf die Bierbs-
standteile aufmerksam. Bei gleicher
Nachgédrungsdauer verursachte das
amylolytische Prédparat eine hohere
Endvergirung und CO,-Sdttigung.
Die Applikation der Amylasenprapa-
rate konnte also dem Prozess der
Nachgdrung des Bieres in einem ge-
wissen Mass beschleunigen.

PROPERTIES OF SOME ENZYMATIC
PREPARATIONS MADE FROM
ASPERGILLUS AND THEIR EFFECT
UPON PROTEINS IN BEER AND ITS
FERMENTATION

The article describes the effect of

some technical enzymatic prepara-

tions made from Aspergilius upon
the beer components. The presence
of amylolytic preparations in beer
results after the same after-fermen-
tation period in deeper fermentation
and higher saturation with carbon
dioxide. Application of amylase per-
mits to speed-up the after-fermen-
fation process, though within cer-
tain limits only.




