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Minoritnou zloZkou bunegnej steny endospermu jac-
menného zrna je polysacharidicky priredny analég celu-
l6zy, obsahujici povéEsine celotri6zove jednotky viaza-
né navzajom g-1,3 vézbami [1].

Vplyv tohto g-glukanu sa prejavuje predovSetkym
poCas priemyselného spracovania jatmefia v pivovar-
nictve. Tento glukan zapri¢ifiuje zvy3end viskozitu mla-
diny a piva a zniZuje Gdinnost extrakcie [2]. g-glukan
sa Ciastotne hydrolyzuje v priebehu sladovacieho pro-
cesu endogénnou sladovou g-glukandzou, enz§mom la-
minarindzového typu (endo-1,3-¢-D-glukan glukanohydro-
ldza E.C.3.2.1.39) a Ciastofne aj celulazou (endo-1,4-3-D-
glukan glukanohydrolaza E.C.3.2.1.4). Rozhodujici vy-
znam v tomto procese v3ak ma g-glukandza lichenazové-
ho typu (endo-1,3; 1,4-g-D-glukan glukanohydrolaza
E.C.3.2.1.73), v dalsom len g-glukandza [1, 3, 4]. s-glu-
kanaza ma zanedbateInd aktivitu v jaémennom zrne, ale
vzrastd v priebehu kli€enia zrna a v procese sladovania.
Aktivita g-glukanazy v roznych sladoch sa 1igi. Stanove-
nie aktivity sladovej g-glukanazy je déleZitym analytic-
kym ukazovatelom kvality sladu, nakolko v pripade
nizkych hodndt je nutné zniZovat viskozitu mladiny pri-
danim, povdtSine bakterialnej g-glukanéazy. Z tohoto do-
vodu vyvinutie jednoduchej a spolahlivej metédy k sta-
noveniu g-glukandzovej aktivity v sladoch, resp. bakte-
ridlnych enzymovych pripravkoch ma vyznam pre dal-
Sie technologické spracovanie mladiny. Viskozimetrické
metody [1, 5, 6], alebo metody zaloZené na stanoveni
prirastku redukujicich sacharidov [7] sd zdlhavé, ne-
presné, s ohladom na variabilitu pouZitych substratov
nestandardné, a preto nevhodné pre rutinna analyzu. Za
Gcelom rozpracovania 3tandardnej, jednoduchej a dobre
reprodukovatelnej met6édy stanovenia g-glukanazovej
aktivity bol vyvinuty tabletovy test. Tableta pouZita

k stanoveniu g-glukanazovej aktivity obsahuje chromoly-
ticky (1-3)(1-4)-g-D-glukan, mikrokrystalicki celulézu a
vSetky zloZky potrebné k stanoveniu aktivity £-glukana-
zy. PouZity substrat je modifikovany lichenan izolovany
z Cetraria islandica [8].

MATERIAL A METODY

Enzgmy. Sladovad g-glukanaza bola extrahovana z ko-
mercnych sladov postupom podla [9]. Preparaty bakte-
rialnej g-glukanazy poskytla firma Prowiko VEB, Schoéne-
beck/Elbe z NDR (Bacillus licheniformis), enzgmovy pre-
pardt GPG-Lfirma Naarden Int.z Holandska a enzjmové
preparaty Filtrase B a Filtrase AM firma Chemofarma
z Rakaska. Tablety S-test Lichenaza boli pripravené
v Ustave biotechnolégie Slovenskej vysokej $koly tech-
nickej, Bratislava (vyrobu a distribiciu zabezpecuje
spolu s kontrolnym enzymovym prepardtom o deklaro-
vanej aktivite JRD Priatelstva CSSR-NDR, 930 37 Lehnice
a JZD Agrokombindt (Agrogen), 763 15 Slu3ovice.

Referentnou metédou bol postup vyuZivajici kyselinu
3,5-dinitrosalicylovia (3,5-DNS) na stanovenie koncentracie
uvolnenych redukujicich sacharidov [10]. Substratom
pri stanoveni aktivity referenénou metédou bol nativny
lichenan (Cetraria islandica). Aktivita sa stanovovala pri
30°C v prostredi fosfdtového tlmivého roztoku (pH 7,
0,05 mol.1-!) pre bakteridlnu g-glukanazu a vo fosfato-
vom tlmivom roztoku s HCl (pH 4,5; 0,05 mol.l-l] pre
sladovy enzym. Enzymova reakcia sa zastavila pridav-
kom zastavovacieho roztoku o zloZeni Na,CO; (10g)
v 900 ml H,0 a 100 ml acetonu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pri stanoveni aktivity g-glukanazy S-testom Lichenaza
v sladovych extraktoch a bakterialnych enzymovych pre-
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Tabulka 1. Postup stanovenia enzgymovej aktivity za po-
uZitia S-testu Lichendza

Pokusna Slepy
vzorka pokus
(ml) (ml)
Tlmivy roztok (0,05 mol.l1-1):
fosfatovy, pH 7 (bakteridlne enzymové
preparéty), fosfdtovy . HCl, pH 4,5 (slad) 0,5 05
Extrakt sladu alebo mikrobidlny enzym 0,5 -
Predinkubécia 5 min pri 30 °C
Pridavok jednej tablety so substrdtom — inkubdcia 60 min
Pridavok zastavovacieho roztoku 40 4,0
Extrakt sladu alebo mikrobidlny enzym - 0,5
Centrifugdcia (3000 g, 5 min) alebo filtrdcia, Whatman No 1
lebo Filtrak, Niederschlag, VEB (NDR])
Zmeranie absorbancie supernatantu alebo filtrdtu oproti sle-
pému pokusu pri 620 nm
Prepocet aktivity enzymu v slade pomocou kalibracnej krivky
(ukat . kg—=1)

paratoch navrhujeme postup podla schémy v tabulke 1.

Z hladiska Standardizacie, normalizdcie a ujednotenia
metodik stanovenia aktivity enzymov je totiZ vyhodné,
aby postup pri stanoveni S-testom Lichenaza bol rovna-
ky, ako postup pri stanoveni aktivit dal3ich biotechno-
logicky vyznamnych hydrolytickych enzymov S-testami.
Simultanne stanovenie aktivity g-glukandzy (B. licheni-
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Obr. 1. Stanovenie B-glukandzovej aktivity S-testom Li-
chendza (e) a 3tandardnou metdédou s 3,5-DNS
kyselinou (O).
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Obr. 2. Kalibraténd krivka pre metédu s 3,5-DNS kyseli-

nou na D-glukdzu.
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Obr. 3. quibraénd krivka a = [ [Ag) k stanoveniu akti-
vity B-glukandzy z B. licheniformis S-testom Li-
chendza.

formis) S-testom Lichenaza a 3tandardnou metédou za
vyuZitia 3,5-DNS Kkyseliny je znazornené na obr. 1. Ka-
libratnd krivka pre met6du s 3,5-DNS kyselinou na D-
-gluk6zu je znazornend na obr. 2. Z uvedenych grafic-
kych zavislosti bola zostrojenad kalibraéna krivka pre
prepolet absorbancie na aktivitu (obr. 3). V logaritmic-
ll;om usporiadani kalibraéni krivku moZno vyjadrif vzta-
om
loga = k;logA + k;

kde a je aktivita enzfmu (ukat.kg—1) a A absorbancia
pri 620 nm a konstanty k; a k, sd zavislé od spdsobu
modifikdcie lichenanu. Pre substrat pouZity v pokuse
(obr. 3) k; = 0,919 a k, = 1,919.

V tabulke 2a st zhrnuté vysledky stanovenia enzymo-
vej aktivity S-testom Lichenaza v sérii 10 opakovanych
stanoveni z toho istého z4sobného sladového extraktu.
Hodnota varia&éného koeficientu vyjadrujiceho presnost
stanovenia je 1,8 9.

V tabulke 2b st zhrnuté vysledky presnosti stanovenia
aktivity enzgmu v 10 paralelnych vzorkach extraktov,
pripravenych z jednej vzorky sladu. Variainy koeficient
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Tabulka 2a. Presnost stanovenia $-glukandzovej aktivity
v sérii. Opakované stanovenie (10) z toho istého zdsob-
ného sladového extraktu (slad F, viskozita 1,54 mPa.s,
diastatickd mohutnost 245 j. W.K)

Absor- | Akti- Prie- Ol?achoyal Sdme;rg- variat-
bancia vita merna k4 ajn ny.
Vzorka . prie od- koefi-
pri (ukat . | hodnota | mery chylka cient
620 nm | . kg-"1) (x) - %
(x;—x) (s) (%)
1 0,664 57.0 0,5
2 0,659 56,5 0
3 0,631 55,0 —15
4 0,663 57,0 0,5
5 0,648 56,0 56,5 —0,5 +1.0 1.8
6 0,672 57,5 1,0
7 0,664 57,0 05
8 0,634 55,0 —1,5
9 0,651 56,0 —0,5
10 0,677 58,0 15

Hodnoty aktivit boli odéitané z kalibratnej krivky (obr. 3)

Tabulka 2b. Presnost stanovenia §-glukandzovej aktivity
v sérii. Opakované extrakcie (10) enzgmu z toho istého
sladu a ndsledné stanovenie aktivity enzgymu (slad ],
viskozita 1,58 MPa.s, diastatickd mohutnost 245 j. W. K.)

. |
Absor- Akti- nfgr"i-é Okdaclg:jl Smero- | Variac-
vzorka | Dancia | vita | G4 " | prie- | dajnd | ny koe-
pri [ukatl. nota meru | odchyl- | ficient
620 nm | . kg—") i - ta (s) (%)
(x) (x;—x]
1 0,276 25,0 0.8 I
2 0,250 23,0 —-1,2 |
3 0,277 25,0 0,8
4 0,264 245 0.3
5 0,284 26,0 24,2 —18 | 409 3.7
6 0,253 235 —0,7
7 0,261 240 | —0,2 I
8 0,257 240 | —0,2
9 0.253 235 | —07
10 0,257 240 | —0,2
|

Hodnoty aktivit boli od¢itané z kalibracnej krivky (obr. 3)

zohladiiujici presnost stanovenia aktivity enzymu S-tes-
tomo,/ ako aj presnost prevedenia extrakcie sladu je
3,7 %.

V tabulke 3 sG zhrnuté vysledky stanovenia aktivity
g-glukanédzového komplexu'sladu v 10 réznych vzorkach
sladov (pH 4,5) a 4 vzorkdch mikrobidlnych enzymov
(pH 7), priom jeden preparédt (Bacillus licheniformis)
bol pripraveny v stabilizovanej forme ako vnitorny
Standard metodiky s deklarovanou aktivitou enzymu. Pre

Tabulka 3. Stiepenie (1-3)(1-4)-8-D-glukanu enzgmovym
komplexom sladu a mikrobidlnymi enzgmovgmi prepa-
ratmi

1 1 z . <
| i ;+o» |Diastatickd | Aktivita
Vzorka i “E':.";%z”?l !mohutnost‘ (ukat .
- (j. W. K.) . kg-1)
| |
slad A [ 1,57 255 28,0
slad B 1,70 215 36,5
slad C —_ 255 44,0
slad D | 1,55 250 27,5
slad E 1,58 245 26,5
slad F | 154 245 38,5
slad G 1,58 240 45,0
slad H ' 1,54 235 21,5
slad 1 1,54 220 46,0
slad | | 1,56 245 22,5
Brew-N-zyme GPG-L
Naarden Int., Holandsko — — 6280,0
Filtrase B, Chemopharma |
Rakiisko — —_ 43300
Filtrase AM, Chemopharma
Rakisko —_ — 4720,0°
Brauereienzym, Prowiko
VEB, NDR —_ —_ 11220,0
|

* Hodnoty viskozity a diastatickej mohutnosti podla atestu vyda-
ného Vyskumn¢m lstavom pivovarskym a sladarskym, pracovisko
Brno

kompletni Standardizdciu pracovného postupu a medzi-
laboratornu kontrolu presnosti spektrofotometrov je po-
trebné pouZit aj S-test farebny Standard s deklarovany-
mi hodnotami absorbancii (620 nm) pri 3 drovniach.

ZAVER

Z predloZenych postupov a vysledkov vyplyva, Ze sta-
novenie aktivity enzymu g-glukanazy tabletov§m S-testom
Lichendza predstavuje $tandardny, jednoduchy a pritom
presny postup, pouZiteIny aj v priemyselnych laborat6-
riach, vybavenych spektrofotometrami starSej generacie.
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Moncolovd, V. - Zemek, ]J. - Kuniak, L.: Stanovenie sla-
dovej g-glukanazovej aktivity za pouZitia chromolytickeé-
ho (1-3)(1-4)-4-D-glukanu v tabletovej forme. Kvas.
prim. 34, 1988, €. 6, s- 161—164.

Overovalo sa stanovenie g-glukanazovej aktivity table-
tovym S-testom Lichenaza, ktory obsahuje chromolyticky
(1-3)(1-4)--D-glukan (modifikovany lichenan izolovany
z Cetraria islandica), mikrokryStalicka celuldzu a dalsie
zloZky. Navrhnuty postup sa porovnéval so Standardnou
metédou vyuZivajicou 3,5-dinitrosalicylovej kyseliny.

Hodnota varia¢ného koeficientu vyjadrujaceho presnost
stanovenia §#-glukanazovej aktivity v sérii 10 opakova-
nych stanoveni z toho istého sladového extraktu je 1,8 %,
variaény koeficient zohladiiujici presnost stanovenia
aktivity enzymu S-testom, ako aj presnost prevedenia
extrakcie sladu je 3,7 %.

MonHuonosa, B. - 3emek, U. - Kynnsak, Jl.: Onpenenenne
C0JI0N0BOH §-TJIOKAHA30BOH AKTHBHOCTH C NpHMEHEHHeM
XpomoanTHueckoro (1-3) (1-4)g-D-rnwoKava B TabGaerHoi
topme. Ksac. npym., 34, 1988. Ne 6, crp. 161—164.

HUccnenosanoch omnpesneseHHe §-TJI0KaHa30BOH aKTHBHOCTH
npu nomolln TabaetHoro S-Tecta JIMXeHasa, KOTOpHIH co-
aepKuT XpomoaHTHueckHii (1-3) (1-4)-g-D-raiokaH, mo-
AMQHUHPOBAHHBIN JIHXEHAT, H30JHPOBaHHHI H3 Cetraria
islandica, MHKPOKPHCTAJUIHYECKYIO LeJTI0103y H JApyrue
KOMMOHeHTHl. [TpennoskeHnblit cnoco6 conocTasIsaICs ¢ CTaH-
NapTHBIM METOJ0M, HCMOJIb3YIOWHM 3,5-THHHTPOCAIHIIHIO0-
BYIO KHCJIOTY.

Beanunna  kosd¢HuHeHTa  BapHaUHMH  Bbipakaloulero
TOYHOCH OmpejlefeHHs §-TJIIOKaHa30BOM aKTHBHOCTH B CepPHH
10 mnoBTOpSIOUHXCS ONpejeeHHH H3 OJHOro COJIOJ0BOrO
sKkcTpakTa coctasiaser 1,8 %, kosbdHuHeHT BapHauHH, npex-
CTABJAWILHA TOYHOCTL OMNpeleeHHss aKTHBHOCTH 3H3HMa
S-TeCTOM, TaKKe Kak M TOYHOCTb MPOBEIeHHS 3KCTPaKLHH
coaona 3,7 %.

Moncolové, V. - Zemek, ]. - Kuniak, L.: Determination of
S-Glucanase Activity from Malt Using Chromelytic
(1-3)(1-4)-5'D-Glucan in the Form of Tablets. Kvas.
priim., 34, 1988, No. 6, pp. 161—164.

The determination of g-glucanase activity using tablet
S-test Lichenase that contains the chromolytic (1-3)
(1-+4)-8-D-glucan (the modified lichenat isolated from
Cetraria islandica), microcrystalline cellulose and
further compounds was verified. The developed proce-
dure was compared with the standard method based
on 3,5-dinitrosalicylic acid. The accuracy of the deter-
mination of g-glucanase activity from 10 repeated de-
terminations using the same malt extract was 1.8 %.
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The accuracy of the enzyme activity determination
using S-test as well as the accuracy of malt extraction
were 3.7 %.

Moncolova, V. - Zemek, ]. - Kuniak, L.: Bestimmung der
A-Glukanase-Aktivitit des Malzes bei Applikation des
chromolytischen (1-3) (1-4)-3-D-Glukans in Tabletten-
form. Kvas. pram., 34, 1988, Nr. 6, S. 161—164.

Es wurde die Bestimmung der g-Glukanase-Aktivitédt mit-
tels des Tabletten-S-Tests Lichenase iiberpriift, der chro-
molytisches (1-3)(1-+4)-8-D-Glukan (modifiziertes aus

Cetraria islandica isoliertes Lichenat), mikrokristallische
Zellulose und weitere Bestandteile enthdlt. Das vorge-
schlagene Verfahren wurde mit der Standardmethode
verglichen, bei der 3,5-Dinitrosalizylsdure beniitzt wird.

Der Wert des Koeffizienten, der die Genauigkeit der
Bestimmung der g-Glukanase-Aktivitit in einer Serie von
10 wiederholten Bestimmungen aus identischem Malz-
extrakt ausdriickt, betrug 1,8 %. Der Variationskoeffi-
zient, der die Genauigkeit der Bestimmung der Enzym-
aktivitdt mittels S-Test sowie auch die Prédzision der
Durchfiihrung der Extraktion des Malzes charakterisiert,
war 3,7 %.



