
5fí£ CHEMICKÉ ZVESTI, č. 5 

Scukrovací proces a jeho vplyv na 
aktivitu amylázy 

IMRICH STEIN 

Ü v o d. 

Enzymatická hydrolyza škrobu a jeho premena v skvasiteľné 
culkry je jednou z najdôležitejších operácií výroby liehu zo škrob­
natých surovín (zemiaky, obilniny). Enzymatické preparáty, ktoré 
sa k tomuto účelu používajú, sú najčastejšie z jačmeňa vypestova­
ný liehovarský slad, zriedkavejšie islad pivovarský alebo diastatic-
ké preparáty prichádzajúce do obehu pod rôznym označením; v 
poslednej dobe diastatické preparáty bakteriálneho pôvodu (plieš-
ňové otruby, eubmerzná amyláza a iné). 

Biologicky scukrujúce látky sú obyčajne o veľa drahšie alko 
surovina. Ich účelné a hospodárne využitie vyžaduje presné vy­
číslenie ich hodnoty z hľadiska výroby. Doterajšie stanovenie dia-
statického katalyzátora, najmä v relácii k iným výrobkom, nepo­
skytovaly však priemyslu dostatočný podklad pre ich praktické 
zhodnotenie. 

Pretože medzi takzvanou diastatickou niohutnoeťou (amylo-
lytickou schopnosťou) scukrujúcej látky a medzi skutočným al­
koholovým výťažkom získaným z scukrených zapar nebolo možné 
nájsť presný vzťah, výsledky neposkytovaly podklad pre vypočíta­
nie množstva „enzymu", resp. enzymatického preparátu, potreb­
ného pre výrobu liehu. 

Učelom tejto práce je poukázať na príčinu zlyhania doteraj­
ších «skúšobných metód. 

M e t o d y s t a n o v e n i a e n z y m a t i c k é j ú č i n n o s t i 
d i a s t a t i c k ý c h p r e p a r á t o v v l i e h o v a r e k o m 

p r i e m y s l e . 

Spôsoby stanovenia iscukrujúcej hodnoty enzymatických pre­
parátov možno zatriediť v podstate do dvoch iskupín podľa toho, 
či podkladom zistenia enzymarickej ihodnoty je 

1. skúmanie úbytku subetrátu t. j . škrobu, alebo 
2. «meranie prírastku redukujúcich látok, vzniklých hydroly-

zou škrobu. 
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Do prvej skupiny metód môžeme zaradiť 6tanovemia zmeny vi­
skozity substrátu (stekucujúcej schopnosti preparátu) ako napr. 
metódu Lintner-Sollied1), modifikovanú Chrizaszcz a Janickým2), 
metódu U. Olssona3) a iné. Ďalej metódy zakladajúce sa na zistení 
zmeny izafarbenia substrátu jódovým roztokom, ako stanovenia 
erytrobodu (metóda Wolgemuthova4), achroobodu, metóda Same-
cova5), Sabailitschka-Weidlichova6), J. Blom, A. Back a B. Braaeo-
va10 a iné'). Z metód používaných v liehovarskej prevádzke sú to 
metódy Bücheler-Rüdigerova, Ellrodtova, Effrontova8) a Mache-
rova9). 

Z metód stanovujúcich enzymatickú účinnosť meraním vznik 
lého množstva redukujúcich substancií sú v liehovarskom prie-

' mysle najznámejšie a najpoužívanejšie: metóda Lintner-Wirtno-
va1 1), imetóda Euler-Swanbergova12) a Lüers-Wasmundova13, resp. 
na týchto metódach zakladajúce a v rôznych obmenách sa vysky­
tujúce spôsoby ako metóda Windish-Kolbachova23) l : L ), Ducháček-
Žílova24), Eglofstein-Poláková11), Effrontova3), Blom-Back Braae-
va1 0), Shermann, Kendall a Clarckova a iné 1 4). 

Veľký počet metód, ktorými sa stanovuje enzymatická účin­
nosť diastatických preparátov, líši sa od seba v podstate malými 
nuancami ako: pokusnou teplotou, spôsobom prípravy enzymatic­
kého preparátu, metódou stanovenia redukujúcioh substancií 
(metódou Fehlingovou, Bertrandovou, Hagedorn-Jensenovou, Will-
stätter-Schudelovou17) atď.). Spoločným rysom všetkých metód je, 
že ako substrátu používajú rozpustný škrob zemiakový (prípadne 
arrowrotový) hlavne Lintnerov a to v koncentrácii 1—3 iroztoku. 

S u b s t r á t a p o z o r o v a c i a d o b a p r i s t a n o v e n í 
e n z y m a t i c k é h o ú č i n k u d i a s t a t i c k ý c h 

p r e p a r á t o v . 

Použitie Lintnerovho rozpustného škrobu pre stanovenie 
enzymatického účinku diastických preparátov nie je nahodilé. 
Odôvodňuje sa hlavne tým, že sa pomerne veľmi ľahko dá — na­
priek tomu, že jeho složenie presne dodnes nepoznáme — pri­
praviť z neho roztok konvencionálne konštantných vlastností. Za 
rovnakých podmienok prípravy roztoku rozpustného škrobu pri 
jeho používaní v čerstvom stave, dá sa enzymatická účinnosť amy 
lazy pomerne presne reprodukovať. 

Svojim složením zdá sa byť veľmi, blízky škrobu zemiakové­
mu, ktorý bol po parení pod tlakom v pařáku liehovaru stekutený 
pri vysokej teplote výluhom zo sladu. 

Použitie 1—3% roztoku rozpustného škrobu je odôvodnené 
tiež tým, že pri tejto koncentrácii roztoku bolo možné zistiť ur­
čité zákonitosti účinku auiylázy na škrob, ktoré — pretože pod­
statu enzymu dodnes nepoznáme — umožnily študovať, reprodu­
kovať a ipoiznať biologický katalyzátor, ktorý v prírode a v prie­
mysle hrá význačnú úlohu. 
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Zákonitosť priebehu enzymatickej hydrolýzy trvá len po ur­
čitú dobu. Po prekročení tejto vybočuje reakcia z rámca, do kto­
rého sa podarilo účinok amylázy vtesniť. Pozorovacia doba pre 
stanovenie enzymatického účinku pohybuje sa medzi 30—60 min. 

Keďže metódy, ktorých sa používa pre stanovenie diastatickej 
hodnoty scukrujúcich látok používaných v liehovarskom priemy­
sle, zakladajú sa väčšinou na zistení prírastku redukujúcich látok, 
obmedzíme sa v ďalšej úvahe na kritiku týchto metód. 

Z á k o n y p ô s o b e n i a a m y l á z y . 

Metódy stanovenia scukrujúcej schopnosti diast atických pre­
parátov na základe prírastku redukujúcich l£tok, zakladajú sa na 
tzv. Kjeldahlovom zákone18) o proporcionalite medzi množstvom 
amylázy a množstvom vzniklých redukujúcich substancií a na zá­
konoch platných pre typické katalyzátory. 

Jeden z nich popisuje empirickú skutočnosť, že pri scukrení 
škrobového roztoku množstvo vytvoreného cukru je úmerné 
množstvu prítomnej amylázy tak dlho, kým sa nevytvorilo zo 100 
častí škrobu viac ako 40 dielov maltózy. 

Že pri použití nie príliš veľkého množstva enzýmov, krátkej 
doby účinku a relatívne veľkého^ množstva substrátu medzi účin­
kom enzymu a množst/vom amylázy panuje lineárny vzťah vo smy­
sle Kjeldahlovho zákona, bolo z rôznych strán, rôznymi autormi 
potvrdené. Platnosť tobto pre rozpustný škrob bolo potvrdené 
Lintner-Eckartom1 9). Modernou metodikou preskúmali a potvrdili 
platnosť zákona Liiers a Wasmund(l. c ) , ktorí našli, že medzi re­
akčnou rýchlosťou a množstvom enzymu pri optimálnom pH a 
teplote 20°, a keď počiatočná hodnota koeficientu reakčnej rýchlo­
sti k neprevyšuje hodnotu 0.002—0.04, proporcionalita jestvuje. 

Po mnohých pokusoch podarilo sa vypracovať pokusné pod­
mienky, za ktorých hydrolýza škrobového roztoku sladovou amy-
lázou prebeháva ako reakcia monomolekulárna. Za týchto pod­
mienok hydrolýzy množstvo v roiztoku prítomných hydrolyzova-
nýoh molekúl škrobu je proporcionálne koncentrácii nerozlože­
ných škrobových molekúl. Tento vzťah platný len v zriedených 
roztokoch vyjadruje sa diferenciálnou rovnicou. 

(1) — - ~ - - k ( a - x ) 

v ktorej x rovná sa množstvu maltózy vzniklej za dobu t, a a rov­
ná sa počiatočnej koncentrácii maltózy, k rovná sa monomoleku-
lárnej konstante reakcie znázorňujúcej scukrenie. Integrovaním 
diferenciálnej rovnice môže sa vyčísliť hodnota k a obdrží sa 
matematický popis reakčného mechanizmu hydrolýzy škrobu. 

(2) k = ~^— los 
t a-x 

v ktorom x rovná sa množstvu maltózy, ktoré vzniklo ba dobu t 
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T e n t o popis hydrolýzy škrobu je p latný len pre počiatočný 
štádium reakcie. P o dos iahnut í určite j h r a n i c e ( 4 0 % maltózy) ob­
javujú sa r e a k č n ú rýchlosť spomalujúce faktory, vplyvom ktorých 
pr iebeh reakcie vybočuje z rámca moinomolekulárneho pr iebehu. 

Aby vzorec monomolekulárne j reakcie m o h o l sa upotrebiť 
p r e stanovenie amylolytickej h o d n o t y scukrujúcich prepará tov, je 
treba dodržať urč i té pokusné podmienky. 

P o d m i e n k y m o n o m o 1 e k u 1 á r n e h o p r i e b e h u 
h y d r o l ý z y š k r o b o v é h o r o z t o k u . 

P r i s tanovení enzymatické j h o d n o t y diaetatických prepará tov 
pomocou koef icientu reakčnej rýchlosti k, je t reba dodržať na­
sledovné podmienky pokusu, aby hydrolýza škrobu prebehla 
m on o m o 1 e ku 1 á rn e: 

Podľa Euler-Swanher&a (1. c ) : P r i teplote pokusu 37° a f os 
fátovým regulátorom na p H : 5,0 upraveného reakčného pros t redia 
koncentrác ia substrátmi smie sa pohybovať medzi 0,72—2,8% 
Lintnerovho rozpustného škrobu. Množstvo enzymu je t reba tak 
voliť, aby h o d n o t a konstanty realkčnej rýchlost i pohybovala sa v 
medziach k = 0,004—0,08. 

P o d ľ a Liiers-Wasmunda ( 1 . c ) : P r i pokusnej teplote 20° a 
pH:4,9, koncentrác ia isubstrátu môže sa pohybovať medzi 0 , 7 5 — 
6% Lintnerovho rozpustného škrobu. Keď kons tanta reakčnej 
rýchlosti k pohybuje is-a medzi 0,002 až 0,04 je irýchloisť hydrolý­
zy škrobu pribl ižne pr iamo ú m e r n á koncentrác i i enzymu, takže z 
viacerých stanovení určená s t redná h o d n o t a reakčnej rýchlosti k 
môže sa použiť p r e vyjadrenie amylolytickej schopnosti sladovej 
acmylázy13). Každá zmena pokusných podmienok, — okrem zmeny 
p H — t e d a n a p r . zmena k o n c e n t r á c i e alebo složenia isubstrátu, 
zmena reakčnej teploty, zmena p o m e r u enzymu k substrátu, m á 
za nás ledok zmenu typu reakcie. Proces hydrolýzy škrobu pre­
stáva byť monomolekulárny a k prestáva byť výrazom aktivity 
enzymu. 

V y j a d r e n i e e n z y m a t i c k e j s c h o p n o s t i 
d i a s t a t i c k ý c h p r e p a r á t o v . 

Na základe týchto poznatkov navrhl i Euler a Swanberg ( 1 . c.) 
vyjadriť iscukrujúcu schopnosť p r e p a r á t o v aniylázy p o m e r o m 

k. g. maltóza 
S/ = — —~-— 

J g. preparátu 
v k t o r o m scukrujúca schopnosť S/ rovná sa s t rednej h o d n o t e z 
viacerých s tanovení vypočítanej h o d n o t y koef ic ientu reakčnej 
rýchlosti fc, podľa (ktorej sa asi polovica škrobu v roztoku scukru^ 
je, g maltóza rovná sa množstvu maltózy v gramoch, k t o r á sa pr i 
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priebehu reakcie maximálne môže vytvoriť, t. j . 75—80% použi­
tého množstva škrobu, g preparát rovná sa sušine použitého pre­
parátu, k stanovuje isa pri teplote 37% pH: 5,0 (optimum účin­
ku amylázy sladu) v roztoku rozpustného škrobu koncentrované­
ho 0,72—2,8% za použitia takého množstva enzymatického pre­
parátu že hodnota к pohybuje sa v medziach 0,004—0,08. 

Liiens-Wasmund (1. c ) navrhli vyjadriť scukrujúcu schop­
nosť pomerom. 

к. g škrobu 
t z = v . -

g sušiny enz. preparátu 

Tu znamená k strednú hodnotu koeficientu reakčnej rýchlosti 

t a-x 

ktorý is a »zistil z viacerých stanovení v 3 % roztoku rozpustného 
škrobu pri teplote 20°, g škrobu rovná sa množstvu, ktoré sa ma­
ximálne môže scukrovať, t. j . 75% z 3 g = 2.25 g a g enzymatic­
kého preparátu je množstvo sušiny, ktoré spôsobilo na 100 cm3 

3% roztoku. Hodnota k musí sa pohybovať v medziach 0,002— 
0,04. 

Medzi oboma metódami nie je podstatného rozdielu až na 
použité pokusné teploty scukrenia. Rozdiele v hodnotách k vznik­
lých následkom odlišných temp er a túr vyrovnávajú sa tým, že Lii-
ers a Wasmund používajú pre vyjadrenie výrazu k logaritmus na­
turálny a Euler-Swanberg logaritmus dekadický. 

Willstatterom a jeho spolupracovníkmi zavedené měřítka a 
jednotky enzymatického účinku (Enzymaaisise, Enzymeinheiten) 
v technologii nezdomácnely, preto ich tu ani neuvádzame a od­
kazujeme čitateľa na príslušnú literatúru1 6). 

Merítkom enzymatické j aktivity je hodnota koeficientu re­
akčnej rýchlosti k, ktorá isa stanovila za presne určených pokus­
ných podmienok. 

Metódy, ktorými sa v technologii stanovuje amylolytická ak­
tivita diastatických preparátov, u ktorých pokusné podmienky sú 
tak upravené, že ako substrátu používajú rozpustný zemiakový 
škrob v 1—3%-tfiej koncentrácii pri optimálnom pH a teplote, a 
pomer enzymu k substrain je upravený tak, aby reakcia v prie­
behu jednej hodiny alebo kratšej doby nevybočila z rámca mono-
molekulárnej reakcie, zakladajú sa alebo na metóde Euler- Swan-
bergovej alebo Liiers-Wasmundovej. 

Vedecké metódy stanovenia scukrujúcej hodnoty enzymatic­
kých preparátov, pre technologické účely sa přepracovaly do prí­
stupnejšej formy. Ich súvislosť s nimi vyplýva z krátkeho rozboru 
niektorých v priemysle najčastejšie používaných metód. 
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V l i e h o v a r s k o m p r i e m y s l e n a j č a s t e j š i e 
p o u ž í v a n é m e t o d y s t a n o v e n i a h o d n o t y 

s c u k r u j ú c i c h l á t o к. 

Najstaršia a dnes ešte hojne používaná je metóda Lintnero-
va21) upravená Wirthom2 2). Pri tejto metóde pôsobí enzymatický 
roztok o známej sušine 30 minút pri teplote 20° na 100 cm3 2%-
ného regulovaného roztoku Lintnerovho 'škrobu. Diastatioká mo-
hutnosť vyjadruje sa množstvom maltózy, ktorá vznikla pôsobe­
ním 100 g sušiny enzymatického preparátu za uvedených pokus­
ných podmienok a udáva isa v tzv. Lintnerových jednotkách. Pre 
použitú pokusnú teplotu má táto metóda vzťah k metóde Liiers-

Wasmundovej. Konstanta reakčnej rýchlosti k =-—ln kde a 
30 a~x 

rovná sa 75% z 2.000 mg škrobu (t. j . 1.500 mg maltózy) aj x 
rovná sa množstvu maltózy, ktoré vzniklo >za 30 minút. 

Pri metóde Windisch-Kolbachovej23), alebo Ducháček-Žílo-
vej24) používa sa 5—10 cm3 enzymatického roztoku, ktorý sa pri­
pravil polhodinovým rmutovaním z 20 g jemne šrotovaného sladu 
s 500 cm3 vody pri teplote 50° vo vodnej kúpeli a dovážením ob­
sahu na 525 g. Z takto pripraveného výluhu pôsobí 5 cm3 na 100 
cm3 2%-neho regulovaného roztoku Lintnerovho rozpustného 
škrobu pri teplote 20° po dobu 30 minút a po zastavení enzy-
matickej činnosti prísadou 3 cm3 n-NaOH doplní sa obsah na 200 
cm3. V 50 cm3 scukreného roztoku stanoví sa maltóza jodo-
metricky metódou Willstätter-Schudelovou. Podmienky pokusu 
musia byf upravené tak, aby minimálna spotreba jódu obnášala 
6 cm3 a maximálna 12 cm3 n/ltf jódového roztoku, čo odpovedá 
102,6—205,2 mg maltózy z 500 mg škrobu obsaženého v 50 cm3 

roztoku. Hydrolýza škrobu musí sa pohybovať v rámci proporcio-
nalitného zákona Kjeldahlovho, v danom prípade v medziach 
27,5—54% teoretickej maltózy. 

Podľa tejto metódy je amylolytická aktivita preparátu vy­
jadrená hodnotou koeficientu monomolekulárnej reakcie pre dobu 
30 minút: k = —r-r— In násobená stupňom ziriede-

30 a-x 
nia a prepočítaná na 100 g sušiny. V technologii udáva sa ako 
diastatická mohutnosť v jednotkách Windisch-Kolbachových 
alebo Ducháček-Žilových. 

Podobne daijú sa explikovať aj iné metódy stanovujúce 
amylolytickú schopnosť v 2% škrobovom roztoku. 

K r i t i k a d o t e r a j š í c h m e t ó d 

Nedostatky dnešných metód stanovenia enzymatického účin­
ku diastatiokých preparátov pociťovaly sa hlavne v technologii 
výroby liehu. Hodnoty amyloiytickej schopnosti akýmkoľvek dnes 
známym spôsobom stanovené neposkytovaly liehovarskej praxi 
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možnosť určiť potrebu sladu alebo iného preparátu pre scukrenie 
známeho množstva spracovať sa majúceho škrobu, lebo medzi 
zistenou scuikrujúcou schopnosťou a skutočným alkoholovým vý­
ťažkom neeikzistoval presný vzťah. V akejkoľvek forme vyjadrená 
scuikrujúca schopnosť (jednotky diastatickej mohutnosti) umož­
nila jedine porovnať enzymaticko-chemické vlastnosti jednotli­
vých preparátov medzi sebou bez ohľadu na ich skutočnú hod­
notu. 

Ďalším citeľným nedostatkom dnešných metód je tá skutoč­
nosť, že keď scukrujúca schopnosť (aktivita) enzymatického pre­
parátu nesplňuje predpoklady zákonitého priebehu hydroilýzy, 
ktoré sú základom pre výpočet diastatickej hodnoty (napr. roztok 
enzymatického preparátu spotrebuje menej ako 6 cm3 n/10 roz­
toku jódu, čiže k < 0,002, amylolytickú schopnosť je veľmi ťažko 
stanoviť. 

Na nedostatky metód stanovenia enzymtického účinku a ich 
vzťahu k alkoholovej výťažnosti upozornili už Thorne, Emerson, 
Oleon a Peterson2 5) u sladov a H. D. Rease, J. D. Fulmer a L. A. 
Underkofler2 6), u pliesňových amyláz. 

V nasledovnej tabuľke sostavené údaje vlastných pokusov 
doplňujú a potvrdzujú, že nejestvuje dosiaľ početne ovládateľný 

Tabuľka 1. 

Súvislosť diastatického účinku a alkoholového výťažku z scukrenej 
zápary kukuričnej. 

P r e p a r á t 

Svetlý hvozdený slad 

Svetlý hvozdený slad 

Svetlý hvozdený slad 

Svetlý hvozdený slad 

Pšeničný šrot 
Ražný šrot 

Jačmenný šrot 

Ovosný šrot 

Scukrovací p r e p a r á t 

Scukrovací p r e p a r á t 

Scukrovací prepará t 

Scukrovací p r e p a r á t 

Scukrovací prepará t 

pivovarský 

pivovarský 

pivovarský 

pivovarský 

I. 

I I . 

III 

IV. 

V. 

diastatická 
mohutnosť 

100 g. 
látky 
podľa 

metódy 
Windish-
Kolbacha 

d. j . 

232,56 

232,56 

232,56 

232,56 
248,63 

243,11 
207,87 

33,10 

204,86 
230,0 

54,21 

169,13 
226,92 

Množstvo 
diast. 

jednotiek 
použitých 

scukrenie 
14,55 g 

kukurič­
ného 
šrotu 
d. j . 

2,79 

1,39 

0,69 

0,35 

2,98 
2,92 

2,49 
0,40 

2,46 

2,76 

0,65 
2,03 
2,72 

Alkoholový 
výťažok 

zo škrobu 
po odčítaní 

korrekcií 

1% 

57,73 

50,30 

36,90 

38,48 

25,50 

29,85 

23,06 
25,04 

50,17 j 

52,37 

47,90 

58,75 

45,59 

Liehová 
vyťaž. 

jednotky 

20.69 
36,18 

53,48 

109,94 

8,55 

10,22 

9,26 
62,60 

20,39 
18,97 

73,69 
28,94 

16,76 
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vzťah medzi enzymatickým účinkom a alkoholovými výťažkami, 
získanými zo scukrenej záp ary kukuričnej di as t atickými pre­
parátmi. 

P r í č i n y z l y h a n i a d o t e r a j š í c h m e t ó d . 

, Stanovenie hodnoty enzymatických preparátov dnešnými 
skúšobnými metódami v podstate predstavuje pokus z aktivity 
amylázy zistenej za pokusných podmienok panujúcich v určitom 
reakčnom prostredí usudzovať na účinnosť enzymu v milieu, ktoré 
sa od tohto značne líši. Takáto aplikácia jednoho poznatku na 
druhý isa síce mnohokrát osvedčila, v danom prípade však zly­
hala. 

V liehovarsikej technologii je amyláza postavená — zhruba 
— pired nasledovný úkol: Hydrolyzovať biologickou cestou steku-
tený koncentrovaný škrobový roztok pri vyššej teplote a vzniklé 
zbytky pochodu, dextríny, scukrovať za prítomnosti kvasnic pri 
nižšej teplote. Prvá fáza pochodu prebieháva pomerne veľmi 
rýchle, druhá fáza relatívne veľmi pomaly. K dokonalej premene 
škrobu v skvasiteľné látky je prítomnosť dostatku účinného en­
zymu po celú dobu procesu bezpodmienečne potrebná. Nedosta­
tok amylázy má za následok neúplnú konverziu škrobu v maltózu 
a tak nehospodárne využitie surovín pre výrobu liehu. 

Z uvedeného vyplýva, iže prostredie a podmienky účinku 
amylázy v liehovarských záparách líšia sa od pokusných podmie­
nok, zpravidla používanvch pre zistenie účinku amylázy v skúšob­
ných metódach, v nasledovnom: 

L v koncentrácii substrátu; 
2. v teplote, pri ktorej amyláza pôsobí: 
3. v koncentrácii enzymu resp. pomeru enzymu k substrátu; 
4. v složení substrátu; 
5. v prítomnosti kvasnic v substráte. 
Zo známvch činiteľov, ktoré účinok amylázy môžu ovplyvňo­

vať ako o pH, o vplyve produktov hydrolýzy na účinok amylázy, 
o rôznych možnostiach ovplyvnenia účinku fyzikálne chemickými 
a koloidnechemickými vplyvmi jednak pre ich relatívne menší 
význam a jednak pre ich nedokonalú znalosť, nebudeme sa špe­
ciálne zapodievať. Naproti tomu je dôležité dokázať, že príčinou 
zlyhania skúšobných metód sú rozdiele medzi složením prostredia 
a podmienkami pôsobenia pri laboratórnom stanovení enzymatic­
ké j hodnoty a medzi tými reakčnými podmienkami, pri ktorvch 
diastatické preparáty pôsobiai v priemyselnej praxi. 

V nasledovnom rozvedieme hlavné príčiny nedostatkov dneš­
ných skúšobných metód. 

I. K o n c e n t r á c i a s u b s t r á t u a j e j v p i y.v n. a 
a k t i v i t u a m y l á z y . 

Liehovarské záp ary pripravené parením pod tlakom alebo 
rozvařením škrobnatých surovín a stekutené biologickým činidlom 
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(sladom alebo pliesňovou amylázou) sú roztokom stekuteného 
škrobu, ktorého koncentrácia pohybuje sa podľa hustoty pripra­
vených zapar (14°—20 Bg) medzi 12—18% škrobu. Okrem 
celého radu sprievodných látok rastlinného škrobu (bielkoviny, 
tuky, buničina a iné) prítomné fosfáty, ktoré fungujú ako regu­
látory (pufry), upravujú aciditu zápary na pH ca 6,0—5,927). 

Stekutený a na príslušnú teplotu scukrenia schladený roztok 
rozpusteného škrobu (zápary), scukruje sa pri teplote pohybujú­
cej sa medzi 50 —60° s takým množstvom vodnej suspenzie rozo-
mletého enzymatického prostriedku (napr. sladové mlieko, plies-
nové otruby alebo iné diastatické preparáty), ktoré sa) v piraxi 
ukázalo byť nezbytne potrebným pre dokonalé využitie spracova­
ných surovín na výrobu liehu, teda pre dokonalé scukrenie škrobu. 

Pomer enzymu k substrátu v liehovarskej praxi nie je tedy 
diktovaný potrebou usmerniť priebeh hydrolýzy do určitého zná­
meho rámca (monomolekulárnej formy) ale hospodárskou nutno­
sťou. 

Prísadou scukrujúceho prostriedku upraví sa acidita zápary 
na pH 5,12—5,32T), takže amyláza nachádza síce pH, ktoré sa vše­
obecne považuje za optimálne, nevie isa však, či toto pH je opti­
málne i pri teplote 50 —60 a za prítomnosti smesi látok uvede­
ných parením za vysokého tlakuj zo surovín' do roztoku. 

Pre štúdium pochodov prebehávajúcich v praxi bolo dôležité 
upraviť laboratórne pokusy tak, aby sa čo najviac podobaly reak­
čným podmienkam v prevádzke. Orientačné pokusy ukázaly, že 
pre reprodukciu pomerov panujúcich v liehovarských záparách je 
nasledovne upravená metodika vhodná: 

M e t o d i k a : 

Príprava štandartného substrátu: 12% škrobový roztok pri­
pravil sa tak, že 146,3 g zemiakového iškrobu (18,02% vody t. j . 
120 ^ absolútneho škrobu smiešalo sa s 300 cm3 obyčajnej vody 
a so 100 cm3 2% roztoku enzymatického preparátu „Bioláza N. 
extra" zahrialo sa vo vodnej kúpeli na 65°' a stekutilo 30 minút 
pri tejto teplote. Roztok ea preniesol do autoklávu, v ktorom sa 
litrová baňka s obsahom uvedenej tekutiny ponorila do vody pre-
dohriaitej na 65 Behom 30 minút zahrial sa obsah autoiklávu 
k varu, uzavrel a prívod tepla isa reguloval tak, aby od dosiahnu­
tia 0,5 atm. počítajúc, behom 30 minút isa dosiahlo tlaku 2 atm. 
Prívod tepla sa na to zastavil a po 30 minút trvajúcom parení 
vyrovnaním tlaku s atmosferickým sa obsah pareného škrobu pre­
lial do 1 litrovej admernej baňky, do ktorej sa pridalo 60 cm3 

fosfátového regulátoru o pH: 5,5 a po schladení na laboiratórnu 
teplotu doplnil sa obsah na 1 liter. Za účelom odstánenia zvyškov 
biolázu a iných nečistôt sa roztok zfiltroval. 

Spec, váha roztoku obnáša 1,0508 t. j . 12.48° Bg, t. j . 13,11% 
extraktu. 
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(Fraškovitý enzymatický preparát bioláza N-extra pred vojnou 
vyrábala fa Kalle u. Co., Wiesbaden, pre odšlichtovanie v textilnom 
priemysle. Zdá sa byť amylázou bakteriálneho pôvodu (bac. mesen-
terious2 ) s velkou stekucujúcou a malou scukrujúcou schopnos­
ťou. Podľa metody Lintner-Sollied stanovená stekucujúca schop­
nosť s-ezultovala, že 1 g ibiolázy stekutilo 909,09 g číkrobu. Z 500 
mg rozpustného škrobu v 2% roztoku -vytvorilo 0,01 g biolázy 
104,9 mg matlózy = 27,97% teoret. maltózy resp. odbúralo 20% 
škrobu pri teplote 37° z ad ob u 30 min.) 

Takto pripravený substrát v 2% koncentrácií z hľadiska en­
zymaticko chemického svojim složením sa nelíši od 2% roztoku 
rozpustného škrobu Lintnerovho, ako to z nasledovného pokusu 
vyplýva. 

Tabuľka 2. 

I. 25,0 cm3 2 % roztoku rozp. škrobu Lintnerov + 9.0 cm , 
fosfátový regulátor pH: 5.5 + 1 cm3 sladový výluh 10%^ný -f~ 
1 cm3 dest. vody. Celkové "množstvo reakčnej smesi 36,0 cm3. 

II. 25,0 cm3 2% roztoku zemiak, škrobu stekuteného bio­
lázou (pripravený vyššie uvedeným spôsobom) + 9.0 cm3 fosfáto­
vého regulátoiru pH: 5.5 + 1 cm' sladového výluhu (uvedeného 
pod L) 1,0 cm3 dest. vody. Celkové množstvo reakčnej smesi 
36,0 cm3. 
t° s cukrenia 60°, titrovaué 2,0 cm3 v 20 cm3 n/10 jodového roz­
toku podľa metódy Willstátter-Sohudelovej za použitia mikroby-
rety. Korrekcie sú odčítané. 

Pokusná doba 

'min. 

10 
20 

30 

45 
60 

hod. 

— 
— 
— 
— 
— 

I. 
rozp. škrob. Lintner 

z 500 mg 
škrobu 

vytvorená 
maltóza 

mg 

292,96 
342.20 

371.14 
374.52 

387.45 

k — i/t log a 
a—x 

80% 

0.05727 

0.04200 

0.03805 

0.02655 

0.02505 

teoretická 
maltóza 

% 
73.24 

80.55 
92.78 

1 93.63 

j 96.86 

II. 
Biolázou stekutený 

z 500 mg 
škrobu 

vytvorená 
maltóza' 

mg 

293.34 
.344.67 
364.37 

377.61 

387.45 

k = i/t log a 
a—x 

a = 80% 

0.05739 
0 04296 

0.03500 
0.02782 

0.02505 

škrob 

og 

% 
73.33 

86.17 

91.09 

94.40 

96.86 

Hydrolýza biolázou sitekuteného škrobu výluhom pivovarského 
sladu «dáva podobné výsledky. 

Z týchto rezultátov dá sa vyvodzovať, že z hľadiska enzyma­
tického roiztoku medzi roztokom rozpustného škrobu Lintnerov-
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ho a škrobu stekuteného bioláziou nie je takmer žiadneho rozdielu. 
Preto pre reprodukciu substrátu v priemyselnej praxi (liehovar-
6kých zápair) použili isme vyše opísaným spôsobom pripravený sub­
strát. 
Príprava enzymatického preparátu: Z jednotlivých diastatickýoh 
j)reparátov pripravil sa výluh o koncentrácii a vlastnostiach, ktoré 
sú uvedené v jednotlivých tabuľkách, jednohodinovým rmutova-
ním obyčajnou vodou pri teplote 37 vo vodnom kúpeli a dová­
žením na primeranú koncentráciu. Výluhy sa sfiltrovaly do číra. 

t 

Stanovenie scukrujúcej schopnosti enzymatických preparátov: 

Pre etanovenie scukrujúcej schopnosti preparátov použilo sa 
podľa potreby alebo metódy Euler-Swanbergovej, alebo priebeh 
hydrolýzy sa vyjadril množstvom vzniklej mailtóizy. Maltóza stano­
vila sa metódou Willstatter-Schudelovou (1. c ) . Korekcie: t. j . 
množstvo n/10 jódového roztoku, ktoré absorbovaly roztok škrobu 
a roztok enzymatického preparátu stanovily sa spôsobom, ktorý 
6a podobal stanoveniu maltózy v hlavnom pokuse. 

Príprava 2% škrobového roztoku: diala sa známym spôso­
bom. Bližšie opisy sú uvedené pri jednotlivých tabuľkách. 

Pre štúdium vplyvu koncentrácie substrátiu na priebeh hydro­
lýzy použil sa zelený slad, z ktorého sa pripravil 10 alebo 20% 
výluh, vyše uvedeným spôsobom. 

Enzymatická hodnota výluhu stanovila sa metódou Euler-
Swanbengovou tak, že sa najprv určila maximálna odbúracia 
schopnosť (Grenzabbau) a potom diastatická schopnosť podľa 

a(t k.g maltóza _ . ,. . v . 1 ,., 
vzorca M = ; — d o ktorého na miesto sušiny sa dosadil 

g preparátu 
extrakt vypočítaný izo epec. váhy výluhu určenej pykiionietricky 
násobnei stupňami Bg. Teplota sciukrenia 37 

Tabuľka 3. 

Stanovenie hraničnej hodnoty odbúracej schopnosti sladu (I) a 
amylolytického účinku sladu (II). 

Enzymatický preparát: 10% výluh pripravený pri 37 /60 
min. spec, váha: 1.014, Bg : 2.6° Celkový extrakt: 2.63 v. %. 
Substrát I : 25-0 cm3 2% «roztoku rozp. škrob. Lintn. + 1.0 cm3 

fosfát regúl. pH : 5.5 + 10.0 cm3 slad.výluhu. Celkové množstvo 
reakčnej smesi 36.0 cm3. Teplota scukremia: 37 . 

Substrát 11:25.0 cm3 2% ro<zt. rozp. škrob. Lintner + 9.0 
cm3 fosfát, regúl. pH 5.5 4~ 1.0 cm3 slad. výluh + 1 . 0 cm dest. 
vody. Celkové množstvo irealkčnej NSUIOSÍ 36.0 cm. Teplota scuikre-
nia 37°. ! 

Titrované podľa W. Sah. 2.5 cm3 reakčnej smesi v 20 cm3 

n/10 j oid. ro'ztokü za použitia mikrob y rety. Príslušné hodnoty za 
korrekcie sú z údajov odčítané. 
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Pokusná doba 

min. 1 hod. 

10 ' -

20 j — 

30 i -

45 — 

- í 2 4 

I. 

z 500 mg 
škrobu 

vytvorené 
množstvo 
maltózv 

mg 

373.25 
394.42 
421 06 
442.23 
403.10 

k— Vtlog _a_ 
a—x 

a = 80% 

1 -
í -

maltóza 
teoretická 

% 

'II 

z 500 mg 
škrobu 

vytvorené 
množstvo 
maltózy 

mg 

93.31 | 79.67 | 
98.60 í 175.00 

105.26 249.31 
115.56 315.55 
100.78 436.97 

k = Vt log a 
a—x 

a = 80% 

1 
0.0097 

0.0125 

0.0143 

0.0150 

% 
19.91 

43.75 

62 32 

78.88 

109.24 

s t redná h o d n o t a k = 0.0128 
S/ = 0.1947. 

Z tohto sostavenia vyplýva, že p r i e b e h hydrolýzy škrobového 
roztoku za v h o d n e •volených pokusných podmienok prebeháva pri­
bližne v rámci monomolekulárne j reakcie (tab. 3. I L ) . Koeficient 
reakčnej rýchlosti k mal by udať jednotky amylázy v množstve 
sladového výluhu použitého v pokuse a S/ = množstvo jednotiek 
v celkovom ext rakte . P o m e r substrátu k enzymatickým jednot­
kám je vyjadrený h o d n o t o u k/500, čiže — r n n — 

Z pokusu I. úvodného v tabuľke 3., vyplýva, že za pr í tom­
nosti n a d b y t k u enzymu reakcia nie je monomolekulárna . Maxi­
málneho výkonu dosiahne sa už na začiatku reakcie a prieibehom 
ďalšieho s cukrenia je pr í ras tok na maltóze relat ívne nepat rný . 
Komistanta reakčnej rýchlosti z monomolekulárne j reakcie n ie je 
použiteľná p;re vzorec Euler-Swanberga, resp. LüersWaismunda za 
účelom vypočítania aktivity enzymu, pre tože sa prekroči la hranica, 
v /ktorej aktivita enzymu je ešte proporc ioná lna množstvu slado­
vého výluhu. (Zákon Kjeldahov). P o m e r subs t rá tu k enzymatic-

10.& 
kým j e d n o t k á m môže sa udať len aproximat ívne číslom -

500 
0,128 
500 

Z vlastnosti substrátov uvedených v tab. 2. dá isa usudzovať, 
že oďbúracia hranica biolázou s tekuteného 1 2 % škrobového roz­
toku, dosiahnutá p r i vyššej tep lote , dosiahla by sa s p r i m e r a n e 
veľkým množetvom amylázy i p r i nižšej teplote . P r e t o v ďalších 
výpočtoch b u d e isa počítať s odbúracoui h r a n i c o u 8 0 % 'škrobu:, 
k t o r ú považujeme za 100% teoret . maltózy. 
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P r i e b e h a m y l o l ý z y v k o T i c e n t r o v a n o r a š k r o ­
b o v o m r o z t o k u p r i t e p l o t e 37°. 

Poznanie priebehu bydrolýzy v koncentrovanom škrobovom 
roztoku vyžadovalo, aby sa vplyv vyššej teploty na aktivitu aniy-
lázy z pokusu vylúčil. Preto izvolila sa teplota «cukrenia 37 a 30 
o ktorých sa predpokladá, že prakticky neovplyvňujú aktivitu en­
zymu. 

Tabuľka 4.. 

Priebeh amylolýzy v koncentrovanom škrobovom roztoku 
pri teplote 37 

Pokus L: enzymatický materiál: 10% výluh sladu pripravený 
pri 37° a 60 min. vyše uvedeným spôsobom, 
Substrát: 150 cm3 12% škrob, ako vvššie + 100 cm3 slad. výluhu 
(10%). 

Pokus II . : enzymatický materiál: 20% výluh sladu pripravený 
pri 37° a 60 min. vyše uvedeným spôsobom. 
spec, váha: 1.0235 = 5.88 °Bg. Celkový extrakt: 6.02 vah. %. 
Substrát: 150 cm3 12% škrob, roztoku regulovaný да p H : 5,5 
fosfátovým regulátorom + 100 cm3 sladového výluhu (20 % ) . 

Celkové množstvo reakčných smesí 250 cm3. Teplota scukre-
uia 37 

Titrované podľa W. Soli.: 2.5 cm3 reakčnej směsi v 20 cm3 

n/10 jod. roztoku za použitia mikrobyrety. Hodnoty príslušných 
korrekcií sú z uvedených údajov odčítané. 

Pokusná doba 

min. | hod. 

10 

20 

30 

45 

I. (10% sladový výluh) 

z 500 mg 
škrobu 

vytvorené 
množstvo 
maltózy 

mg 

— | 184.6 

— ' 249.1 

— | 268.5 

— 282 3 

20 | 441.3 

k- 1 / t l o g _ a _ 

a = 80% 

teoretická 
maltóza 

% 
0.0269 | 46.15 
0.0212 | 62.27 
0.0161 | 67.12 

,0.0118 | 70.58 
— | 1 1 0 3 2 

H. (20% sladový výluh) 

z 500 mg 
škrobu 

vytvorené 
množstvo 
maltózy 

mg 

242.2 

272.9 

286.2 

299.1 

440.8 

k— Vt log a 

a . = 80% 

0.0404 

0.0249 

0.0182 

0.0133 

-

11 

% 
60.55 

68.22 

71.55 

74.78 

110.20 

Pokusy potvrdzujú známy poznatok, že piriebeh hydro-
lýzy v koncentrovanom roztoku nie je mononaoleklilárny. 
Následkom toho koeficient reakčnej rýchloisti nevyjadruje aktivitu 
enzymatického preparátu. Hodnota k priebehom reakcie kleeá. 
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Rozdiele v hodnotách k, ktoré sa v prvých 10 minútach účinkom 
10 a 20% isladového výluhu prejavujú, sa postupne vyrovnávajú 
a na konci reakcie množstvá vzniklej maltózy sú • rovnaké. Ako­
koľvek dvojnásobne koncentrovanější roztok sladu nemusí obsa­
hovať, najmä keď sa výluhy od seba zvlášť připravily, práve dvoj­
násobné množstvo aktívnej amylázy, určite však obsahujú viac 
enzymu, ako množstvo, ktoré udáva stredná hodnota koeficientu 
reakčnej rýchlosti, resp. z týchto vypočítaná diastatická mohut­
nosť S/. 

Podobný obraz iskýta priebeh hydrolýzy pri teplote 30° ako 
to z nasledovného soistavemia vyplýva. 

Tabuľka 5. 

Priebeh amylolýzy v koncentrovanom skrobovom roztoku 
pri teplote 30° 

I: 10% výluh, I I : 20% výluh. Nasadené podľa opisu uvede­
ného v tabuľke 4, 

Pokusná doba 
min. 

10 

20 
30 

45 

— 

hod. 

— 
— 
— 
— 
20 

I. 

z 500 mg 
škrobu 

vytvorené 
množstva 
maltózy 

mg 

134.5 
224.1 

253.8 

274.8 

441.6 

(10% sladový- výluh) 

k— 1 / t l o g _ a _ 

a = 80% 

0.0178 

0.0178 

0.0146 

0.0112 

— 

teoretická 
maltóza 

% 
| 33.63 

| 56.03 

| 63.45 

68.70 

110.40 

II. 

z 500 mg 
škrobu 

vytvorené 
množstvo 
maltózy 

mg 

218.1 

258.6 
267.3 

288.1 

444.9 

(20% sladový v 

k - Í/t log a 
a—x 

a = 80% 

0.0342 

0.0226 
0.0160 

0.0123 

, — 

ýluh) 

i! 
% 

54.53 

64 65 
66.83 

72.03 
111.23 

k stred.: 0,0154 k stred,: 0,0213 
Sf 0,0843 Sf: 0,0509 

Ani pri nižšej teplote .s cukrenia (tab. 5.) priebeh reakcie nie 
je monomolekulárny a hodnota k alebo Sf nie je primeraným 
výrazom pre aktivitu enzymatického preparátu. Pretože teplota 
ako faktor ovplyvňujúci enzymatiokú reakciu je v pokusoch uve­
dených v tab. 4. a 5. relatívne vylúčený, zapríčiňuje zmenu typu 
reakcie len koncentrácia substrátu. 

Charakteristickým zjavom pre priebeh hydrolýzy v koncen­
trovanom škrobovoni roztoku je ve'Iká počiatočná rýchlosť, resp. 
relatívne veľké množstvo maltózy, ktoré vzniklo v prvých minú-
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tach soukrenia. V tejto fáze ukazuje sa určitá proporcionalita 
medzi množstvom amylázy a množstvom vzniklej maltózy. V ďal­
šom priebehu reakcie sa rozdiele vyrovnajú a na konci reakcie 
z množstva vzniklej maltózy nie je možné usudzovať na aktivitu 
enzymatického preparátu. 

Z uvedených pokusov vyplýva, že jednou z príčin zlyhania 
metód, ktorými sa dnes stanovuje enzymatická hodnota diastatic-
kých preparátov je skutočnosť, že priebeh hydrolýzy škrobu v kon­
centrovaných roztokoch nie je monomolekulárny. 

2. P r i e b e h a m y l o l ý z y v k o n c e n t r o v a n o m 
š k r o b 'O v o m r o z t o k u p r i v y š š e j t e p l o t e . 

V liehovarskej prevádzke soukrujú sa zápary pri teplote le­
žiacej medzi 50—60°. Všeobecná mienka o škodlivosti vyššej tep­
loty na aktivitu amylázy, uvádzaná v odbornej literatúre2 9) za­
kladá sa na chovaní sa sladovej amylázy pri vyššej teplote v rôz­
nom pracovnom prostredí, hlavne však vo vodnom výluhu. Prí­
tomnosť iškrobu, resp. reakčných produktov hydrolýzy izwyšuje 
vzdornosť enzymu proti škodlivým vplyvom vyššej teploty1 1). 

I Pretože prítomnosť ochranných látok v koncentrovaných 
liehovarských záparách (škrob, maltóza, aminokyselina a iné) je 
nesporné, zdá sa byť pravdepodobné, že inaktivujúci vplyv vyššej 
teploty na amylázu, uvádzaný v liehovarskej literatúre, býva pře­
ceňovaný. 

Vplyv teploty na rýchlosť priebehu hydrolýzy vyjadruje sa 
obyčajne pomerom hodnôt koeficientov reakčnej rýchlosti, ktoiré 
sa určily pri rôznych teplotách. Zrýchlenie priebehu hydrolýzy 
zvýšením teploty o 10° vyjadruje sa koeficientom teploty Q10 = 

(kt = koeficient monomolekulárnej reakcie určený pri 
kt 

teplote /cŕ, resp. kt -\- 10 ) . 
Zdalo sa, že príčinou zlyhania skúšobných metód stanovenia 

hodnoty diastatických preparátov spočíva hlavne v rozdielu 
medzi teplotou 2% škrobového roztoku, ako substrátu metód, a 
medzi teplotou soukrenia v liehovarskej praxi. Avšak ani metódy, 
ktoré tento rozdiel medzi praxou a laboratórnymi metódami zvý­
šením teploty substrátu pri stanovení enzymatickej hodnoty mie­
nil y preklenúť, neposkytly očakávané výsledky. Z toho bolo zjav­
né, že nie teplota, ale iné faktory zapríčiňujú diskrepanciu medzi 
skúšobnými metódami a praxou. 

V tab. 6. sostavené výsledky potvrdzujú domnienku, že tep­
lota síce je tiež jednou iz príčin vybočenia z rámca monomoleku­
lárnej reakcie, avšak roizhodne nie tou primárnou. 
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Tabuľka 6. 

Priebeh amylolýzy v koncentrovanom skrobovom roztoku 
pri teplote 60° 

I: 10% výluh, I I : 20% výluh. Nasadené podľa opisu uvedeného 
v tabuľke 4. Enzymatický výluh pripravil sa zo sladu použitého 
vo vyše uvedených pokusoch. 

Pokusná doba 

min. 

10 
20 

30 

45 

— 

hod. 

— 
— 
— 
— 
20 

I. 

z 500 mg 
škrobu 

vytvorené 
množstvo 
maltózy 

mg 

243.5 
275.8 

292.1 

306.5 
397.1 

(10% sladový výluh) 

k- Vt log a 

a - 80% 

! 0.0408 

| 0 0254 

0.0190 

| 0.0140 

i 

teorct, 
maltóza 

% 
| 60.88 

! 63.95 
73.03 

! 76.63 

• 99.28 

II. 

z 500 mg 
škrobu 

vytvorené 
množstvo 
maltózy 

| mg 

291.4 
311.0 
329.4 

339.1 
| 438.2 

(20% sladový výluh) 

k— Wt log a 
a—x 

a = 80% 

0.0566 

0.0326 

0.0251 
0.0182 

1 -

P 
% 

72.85 

77.75 

82 35 

84.78 

109.55 

k stred: 0.0248 
S / = 0,1357. 

k stred: 0.0331 
S/ = 0,0791. 

'2 f Škrob., roztok pri 
t.37';60° /tHb.2,i;3,n./ 
;12JÉ 5krob, roztok pri C 
;30Í37 ,50й /ЬйЪ,Ь,1;4,1;в,1./ 

Obraz L 



Z uvedeného sostavenia (tab. 6.) vyplýva, že následkom vyššej 
teploty počiatočná »rýchlosť ihydrolýzy škrobu sa stupňuje a úmerne 
množstvu vzniklej maltózy sa v ďalšom priebehu snižuje. Koefi­
cient reakčnej rýchlosti fc, práve tak ako Sf nie je už výrazom akti­
vity aimylázy. Na konci reakcie bez ohľadu na koncentráciu 
použitého sladového výluhu vzniklé množstvá maltózy sú takmer 
rovnaké. Preto sa nezdá, že vyššia teplota za použitých pokusných 
podmienok by inhibovala aktivitu amylázy, 

Vplyv koncentrácie substrátu a teploty na priebeh hydrolýzy 
škrobového roztoku v porovnaní s priebehom scukrenia v dvaj-
percentom škrobovom roztoku ipri 'teplote 37~60° je reproduko­
vaný v obr. 1. 

Deformácia krivky znázorňujúcej monomolekulárny priebeh 
hydrolýzy ukazuje rozdiel hydrolýzy škrobu koncentrovaného 
a zředěného roztoku. 

3. K o n c e n t r á c i a e n z y m u , p o m e r e n z y m u 
k s u b s t r á t u. 

Keď koncentrácia enzýmu, resp. pomer enzymu k substrátu 
je upravený tak, že sa pohybuje v určitých hraniciach, aktivita 
amylázy sa dá vyjadriť hodnotou koeficientu reakčnej rýchlosti 
k a údajmi, resp. jednotkami, ktorých výpočet sa zakladá na hod­
notách ky Súvislosť medzi množstvom amylázy, koeficientom 
reakčnej rýchlosti k s hodnotou S f za dodržania požadovaných 
pokusných podmienok vyplýva z pokusu, uvedeného v nasledovnej 
tabuľke. 

Z uvedeného sostavenia vyplýva, že hodnoty k a Sf vyjadrujú 
aktivitu amylázy len za určitého pomeru enzymu k substrátu a 
len za zvlášť upravených pokusných podmienok, pri ktorých 
hydrolýza škrobu prebeháva ako reakcia monomolekulárna (tab. 
7., I). Akonáhle sa podmienky pre monomolekulárny priebeh zme­
nia (napr. pokusná teplota tab. 7. П., alebo pomeir enzymu k 
substátu), zlyhajú metódy stanovujúce enzymatický účinok na 
základe monomolekulárnej reakcie a z týchto vyplývajúcich hod­
nôt k a S/. 

Tabuľka 7. 

Enzymatický roztok: 10% sladový výluh pripravený 1 hoď. 
rmutovaním pri t° = 37° Spec. váha: 1,0131 = 3.28° Bg; Cel­
kový extrakt 3.32%. Ďalšie roztoky připravily sa zředěním vodou. 

Hlavný pokus: 25.0 cm3 2% škrob. rozt. Lintn. + 9.0 cm3 

fosfát, regulátor pH: 5.48 + 2.0 cm3 primerane zředěné enzym, 
roztoky. Celkové množstvo reakčnej smesi 36.0 cm3. 
Teplota seukrenia I: 37°, I I : 60 . Dob-a ^cukrenia 30 min. 
Titrované podľa W. - Sch., 2,0 cm3 reakčnej směsi v 20 cm3 n/10 
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jod. za použitia uiikrobyrety. Hodnoty příslušných korrekcií sú 
z uvedených údajov odčítané. 
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327.58 

315.40 

261.97 

213.11 

111.61 

42.27 

H? 
£f o s 00 

II « 

0.0247 

0.0225 

0.0154 

0.0110 

0.0047 

0.0016 

^ 
«2 

% 
81.89 

78.85 

65.49 

53.28 

27.90 

10.57 

I 1 
II 

0.15 

0.27 

0.37 

0.53 

0.46 

0.30 

V liehovarskom priemysle ротет enzymu k substrátu je 
diktovaný požiadavkom dokonalého využitia škrobnatých surovín 
pre výrobu liehu. Množstvo potrebného enzymatického preparátu 
dávkuje sa tak, aby liehová výťažnosť bola čo najuspokojivejšia. 

Za účelom reprodukcie pomerov v prevádzke upravili sme 
v ďalších pokusoch pomer enzymu k substrátu tak, aby priebeh 
hydrolýzy pri 60 mohol sa isledovať pri uspokojivých a (neuspo­
kojivých alkoholových výťažkoch. Za tým účelom sa scukrené roz­
toky prísadou kvasnic skvaisily a vydestilovaný alkohol stanovil 
sa ipyknom e tricky. 

V nasledujúcej tabuľke demonštrujeme vplyv koncentrácií 
enzymu, resp. pomeru enzymu k substrátu na priebeh hydrolýzy, 
na .hodnotu koeficientu reakčnej rýchlosti /c, na hodnotu S/ a na 
výťažnosť liehu. 

Tabuľka 8. 
Enzymatický roztok: 20% sladový výluh pripravený 60 minú­

tovým rmutovaním piri t : 37 Spec. váha: 1.0194, Bg 4,86 celko­
vý extrakt 4.954 v. % (laboratórne pripravený na vzduchu sušený 
slad s obsahom 17,02% vody, 82.98% sušiny) 
Substrát: 12% roztok ^tekutený biolázou pripravený a regulova­
ný vyše uvedeným spôsobom. 

Hlavný pokus: 150 cm3 12% škrob, roztok., pH: 5,5 enzymatic­
ké výluhy uvedené v tabuľke. Celkové množstvo reakčnej smesi 
obnášalo, resp. bolo doplnené deštil, vodou na 250 cm3 

Teplota scukrenia: 60° Doba uvedená je v tabuľke. Titrované 
podľa W. Sdh.: 2.0 cm3 reakčnej ismesi v 20 cm3 jod. roztoku za 
použitia mikrobyrety. Hodnoty príslušných korrekcií sú z uve­
dených údajov odčítané. 
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Doba scujkrenia. 

P. 

1 

3 

4 

6 

g 

g 

18 

18 

18 

18 

18 

18 

о 2 

100 

50 

12.5 

6.25 

3.125 

g 

• Й - -

UJX о 

IBS 

4.954/18 

2.466/18 

1.239/18 

0.619/18 

0.031/18 

0.155/18 

II 
" с ? 
о с 

>3 > 

s > 

tí 

20 

10 

2.5 

1.25 

0.63 

10. min. 

g 

6.556 

7.793 

7.849 

7.090 

2.723 ] 

2.577 

J '1 
i се ^ 

ii 

0.0264 

0.0338 

0.0342 

0.0294 

0.0091 

0.0086 

Is 
% 

45.53 

54.12 

49.21 

18.91 

17.89 

20. min. 

g 

7.931 

7.918 

8.474 

8.090 

6.973 

5.027 

H l 
to ^ 
o o 

^ II 
II « 

0.0174 

0.0173 

0.0190 

0.0179 

0.0144 

0.0093 

11 

% 

55.08 

54.98 

59.85 

56.17 

48.42 

34.91 

30. min. 

8.181 

8.418 

8.724 

8.215 

7.673 

5.877 

1 ca oo 

. n 

0.0122 

0.0127 

0.0134 

0.0122 

0.0110 

0.0076 

56.53 

58.46 

60.58 

57.05 

53.28 

40.81 

60. min. 

E N 

8.931 

8.918 

9.099 

8.465 

8.173 

6.440 

HI 

ii л 

0.0070 

0.0070 

0.0072 

0.0064 

0.0061 

0.0058 

% 

62.02 

61.65 

03.19 

58.78 

44.72 

та 

II 

0.0157 

0.0177 

0.0184 

0.0165 

0.0102 

0.0078 

g D. 

II 

0.045 

0.092 

0.213 

0.383 

0.473 

0.734 

Poznámka: K údajom uvedeným v tabuľke ô. v rubrike „teoret. maltóza", treba poznamenať nasledovné: Adsorbčná schop­
nosť škrobového roztoku vyjadrená vo forme spotreby jódu pre stanovenie korekcií na slepý pokus, odpovedá takému množstvu, že 
ked ho vyjadríme vo forme maltózy, činí to 36.80/Q teoret. maltózy. Pochody pri príprave škrobového roztoku (stekutenie a parenie) 
pozměnily síce pôvodné molekulárne soskupcnie škrobu, beztoho ovšem, aby produkt zmeny bol skutočne maltózou, pretože vlastné 
pokusy dokázaly, že z týchto produktov dezagregácie škrobu, kvasnice [Saccharomyces cervisiae) produkovaly len pomerne malé množ­
stvo alkoholu. Pri výpočte množstva teoretickej maltózy musely však byť odpočítané bez ohl'adu na to, že sa priebehom hydrolýzy 
mohly ďalej konvertovať na skvasiteľné slúčeniny. Tým vzniká do istej miery nespárvny obraz akoby sa hydrolýzou, trvajúcou 60 minút, 
nevytvorilo väčšie množstvo teoret. maltózy. V skutočnosti množstvo vzniklej skvasitenej maltózy je väčšie o hodnotu, ktorá sa musela 
pod titulom slepého pokusu, resp. korekcie, zo zistených hodnôt odpočítať. Po pripočítaní tejto maltózy, ktorá činí З6.8О/0 teórie k hod­
notám uvedeným v tabuľke obdržíme jednohodinovým scukrením vzniklé množstvo maltózy, ktoré — v súhlase s doterajšími poznatkami 
— za prítomnosti dostatočného množstva amylázy obnáša 100% maltózy, t. j . 80% škrobu. 



Časť roztokov uvedených v lab. 8. ва po skončení hydrolýzy 
podrobila technologickému rozboru ako sladké zápary liehovarské. 
Druhá časť nasadila sa rovnakým množstvom obyčajných dro-
ždiarenských kvasnic rozmiešaných vo vode (10 cm3 suspenzie 
obsahovalo 8 £ kvasnic). Po, 72-hodinovom kvasení v termostate 
pri teplote 30 v Erlenmayerových baňkách, zazátkovaných vato­
vou zátkou a po dôkladnom zamiešaní, časť sa použila k stano­
veniu technologických charakteristík zirelej zápary. Zvyšok, obsa­
hujúci produkty kvasenia z množstva obnášajúceho 10,423 g škro­
bu, sa po neutralizácii podrobil destilácii a alkohol sa stanovil 
p ykn om et rek у. 

V nasledovnej tabuľke sú sostavené jedno ti v é údaje. Množstvá 
vzniklého alkoholu sú udané po odpočítaní príslušnej korekcie 
z kontrolných pokusov. 

Tabuľka 9. 

>J 
1. 
2. 

3. 
4. 

6. 

Sladká zápara 

é 

i 1.0383 

1.0319 

1.0332 

1.0319 
1.0317 

1.0316 

и 

9.49 

8.GG 

8.24 

7.93 

7.88 

7.85 

Ы 

ß 
0.85 

8.96 

8.51 

8.18 

8.13 

8.10 

2 

0.1 
0.06 

0.04 

0.04 

0.07 

0.07 

11 
bezf. 

bezf. 
bezf. 

bezf. 

bezf. 

bezf. 

d 

0.9997 

1.0000 
1.0016 

1.0021 

1.0054 

1.0106 

Zralá. 

C3 

'—0.3 

0.00 

0.40 
0.66 

1.36 

2.66 

zápara 

I 

0.5 

-d Z 

bezf. 
0.4 bezf. 

0.4 

0.4 
0.4 

bezf. 

bezf. 

bezf. 

0.4 bezf. 

Liehová výťažnosť 

g 
Т0Т2З* 

10.423 

10.423 

10.423 

10.423 

10.423 

i 

~6.82 

6.13 

5.60 

5.0 

4.34 

4.05 

Ú 
1 % 

~65~43 

58.81 

53.72 

47.97 

41.63 

38.55 

i 
% 
91.38 

82.13 

75.03 

69.79 

58.14 

53.84 

Ako z tabuliek 8. a 9. vyplýva, medzi aktivitou amylázy a 
priebehom scukrenia vzniklého množstva maltózy, keď aktivitu 
amylázy vyjadrujeme hodnotou k alebo S/ nejestvuje žiadna 
korelácia za podmienok, pri ktorých hydrolýza škrobu isa uskutoč­
ňuje v liehov a r akých zapar ách. 

Z tabuľky 8. isa dá konštatovať, že odbúranie škrobu až po 
teoretickú hranicu nie je ani tak závislé od aktivity amylázy, ako 
viac od doby trvania hydrolýzy. Množstvo amylázy prejavuje sa 
intenzitou svojho účinkn len v prvých 10 minútach trvania hydro­
lýzy. (Poik. č. 1, 5, tab. 8.). Množstvo maltózy, ktoré vzniklo 
v ď/alšom priebehu hydrolýzy, závisí od toho, že koľko jeij vzniklo 
na počiatku reakcie. Čím intemzívneijší bol účinok na počiatku 
reakcie tým menej jej vzniká priebehom ďalšieho pochodu. Po 
30 resp. 60 minút trvajúcej amylolýze, ISTÍ hodnoty k aSf u vše­
tkých preparátov takmer rovnaké. Následkom toho hodnoty k a 
Sf nevystihujú aktivitu amylázy v liehovarských záparách. Preto 
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metódy, ktoré isa zakladajú na stanovení koeficientu rýchlosti 
monomolekulárnej reakcie, nemôžu nám poskytovať podklady pre 
posúdenie praktickej upotrebiteľnosti toho-ktorého enzymatic­
kého preparátu. 

Diastatická mohutnosť alebo počet diastatických jednotiek, 
udávané podľa dnešných skúšobných metód, neposkytujú pre lie-
hovarskú prax to najdôležitejšie, t. j . nescleľujú praktikovi množ­
stvo enzymatického materiálu potrebného pre scukrenie známeho 
množstva škrobu. 

Porovnanie alkoholových výťažkov jednotlivých zapar pripra­
vených «cukrením substrátu s rôznym množstvom sladového 
výluhu s príslušnými hodnotami koeficientu k a S f dokazuje z 
iného hľadiska, že korrelácia medzi koeficientom reakčnej rých­
losti k a alkoholovou výťažnosťou nejestvuje. Naproti tomu liehová 
výťažnosť ako merítko enzymatickej aktivity z hľadiska teoretic­
kého i priemyselného je 'priliehavéjším výrazom diastatických 
pomerov zapar ako koeficient k alebo S/. 

Americkí bádatelia H. D. Reese, E. J. Fulmer a L. A. Under-
koffler, vo svojej práci „Zhodnocovania hubovitých amylolytic-
kých látok slúžiacich k scukreniu. zapar." (1. c.) pokúsili 6a korre-
láciu medzi alkoholovým výťažkom a množstvom použitej pľies-
ňovej amylázy použiť pre vypracovanie rýchleho spôsobu stanove­
nia amylolytickej hodnoty enzymatických preparátov. Stanovenie 
zakladalo sa v podstate na poznatku vyplývajúceho z grafického 
rozboru údajov skúšok kvasenia obilných zapar scukrených s plies-
ňovými otrubami, ktoré ukázalo, že výťažky etanolu sú v danom 
čase pravouhlou hyperbolickou funkciou váhy použitých otrúb. 
Tento vzťah ukazoval, že potrebná váha pliesňových otrúb k vy­
tvoreniu jednotky alkoholového výťažku je lineárnou funkciou 
váhy použitých pliesňových otrúb. Vo tvaru obyčajnej jednodu­
chej rovnice. 

y = mx -|- b 
lineárny vzťah je: 

váha pliesňových otrúb , ; . .. ,, ч 

„ , v . = m (váha) plies, otrub) 
výt a zok etanolu 

To znamená, že váha potrebného množstva pliesňových otrúb k 
vytvoreniu jednotky váhy alkoholu rastie lineárne s váhou použi­
tých pliesňových otrúb. Na základe tohto matematického princípu 
podarilo sa im nájsť metódu, ktorá má prednosti obťažnej kvas 
nej metódy a udáva v ютпоЬо kratšej dobe hodnotu liehovej vý­
datnosti preparátu z ipliesňových otrúb. Pretože však pri stanovení 
vychádza sa z jedného dobre osvedčeného preparátu pResňovej 
amylázy, stanovené optimálne mmožstvo potrebné k uspokojivej 
produkcii alkoholu predstavuje fakticky relatívne číslo, ktoré sa 
môže stanoviť len vtedy, keď stojí k dispozícii jeden stály prepa­
rát štandartnej akosti. 
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Že medzi množstvom sladu a alkoholovou výťažnosťou jest­
vuje úzky vzťah, je v -liehavarskej praxi už dlho známe. Pravidlo, 
že čím lepší je slad alebo čím väčšie množstvo sa ho použije, tým 
lepšie výsledky môžu sa docieliť, je (praktická forma pre vyjadre­
nie korelácie medzi množstvom, resp. diastatickou hodnotou 
sladu а liehovou výťažnosťou. 

Vzťah medzi aktivitou amylázy a medzi množstvom vzniklého 
alkoholu vyplýva z údajov v tab. 10, keď váha sladu, použitého 
k scukreniu delí sa výťažkom liehu. 

Korelácia medzi množstvom sladu a alkoholovým výťažkom. 

Tabuľka 10. 

Pokus číslo 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

Váha sladu 

g 
11.58 

5.79 
2 695 
1.45 
0.73 
0.37 

Alkoholový 
výťažok 

cm3 

6.82 
6.13 
5.60 
5.0 
4.34 
4.05 

Váha sladu 

Výťažok etanolu 

1.70 
0.94 
0.52 
0.29 
0.17 
0.09 

Ako vidieť, hodnoty uvedené v rubrike S lineárne klesajú 
s klesajúcim množstvom sladu. 

S pomerom enzymu k substrain veľmi úzko súvisí doba účinku 
amylázy. Z tohto hľadiska spoločnou charakteristikou doterajších 
skúšobných metód je pomerme krátka, 30—60 minút trvajúca doba 
pozorovania. 

Čas, za ktorý sa hydrolýza škrobu pri určitých pokusných 
podmienkach pozoruje alebo skoncuje nie je faktorom ľubovoľne 
voleným, ale činiteľom, ktorý vyplýval z určitých zákonitostí prie­
behu hydrolýzy amylázou. Za vykonštruovaných pokusných pod­
mienok vzťah medzi množstvom amylázy a medzi množstvom vy­
tvorenej maltózy podľa Kjeldahlovho zákona platí až po hranicu, 
ktorá sa udáva 40% teoreticky možnej maltózy. Táto hranica dosa­
huje sa obyčajne veľmi rýchle za predpísaných podmienok, približ­
ne za 30 minút (pri t —37 ) pri iných (t°—20°) o niečo pomalšie, 
takže bolo zbytočné dobu trvania pokusu predlžovať. 

Táto, z hľadiska laboratórnej kontroly nesporne veľká pred­
nosť metód bála však ďalšou príčinou zlyhania spôsobov stanove­
nia enzymatického účinku diastatických preparátov. 
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Doba trvania scukrenia v liehovariskej praxi fakticky trvá po 
dobu celého — obyčajne trojdenného — kvasenia. Z hľadiska 
výroby liehu má rýchlosť priebehu scukrenia potiaľ význam, po­
kiaľ je nutné isa postarať o to, aby nasadené kvasnice vo štádiu 
vývoja boly dostatočne zásobené maltózou, po skončení scuknenia, 
teda po schladení zápary na teplotu kvasenia. Takéhoto stupňa 
odbúrania škrobu dosiahne sa už relatívne imalým množstvom en­
zymatického preparátu, resp. amylázy, ako sa to ukázalo v itab. 7. 
Relatívne malé množstvo amylázy za 1 hod. pri teplote 60 nevy­
tvorilo síce 100% teoretickej maltózy, ale po dlhšom stání dosiahlo 
sa tejto hranice i za nižšej teploty scukrenia. 

Vplyv doby scukrenia na množstvo vzniklej maltózy. 

Po skončení scukrenia zapar uvedených v tab. 8 isa pokusné 
roztoky schladily nai teplotu 30° a za aspetických podmienok (2 
kvapky toluolu) ponechaly sa /v termostate stáť. Po uplynutí v ta­
buľke vyznačených časov titrovalo sa 2.0 cm3 v 20 cm n/10 jod. 
roztokom. Maltóza istanovila sa metódou W. - Sch. Konrekcie sú 
z údajov odčítané. 

Tabuľka 11. 

a 
ю 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

z 500 mg 
škrobu 

vytvorená 
maltóza 

mg 

312.11 

250.22 

300.77 

279.33 

270.30 

243.22 

24 hod. 

teoretická 
maltóza 

% 

78.02/114.82 

62.55/99.35 

75.19/111.99 

69.S3/106.60 

64.79/101.59 

60.80/97.60 

doba 

1 
z 500 mg 

škrobu 
vytvorená 

maltóza 

mg 

318.33 

319.33 

313.91 

293.13 

285.88 

256.22 

scukrenia 

48 hod. 

teoretická 
maltóza 

% 

79.59/116.39 

79.83/114.6 

78.47/115.27 

73.28/110.08 
71.47/108.27 

64.05/100.80 

1 
z 500 mg 
škrobu 

vytvorená 
maltóza 

mg 

298.05 

317.86 

327.75 

267.61 

293.94 

282.80 

72 hod. 

teoretická 
maltóza 

% 

74.51/113.10 

79.46/116.26 

81.93/118.73 

66.90/103.70 

73.48/110.28 

70.70/107.50 

(Pod deliacou čiarou sa nachádzajúce čísla udávajú skutočné 
množetvo vytvorenej maltózy, ktoré sa obdržalo po pripočítaní 
korrekcie. Viď pozn. pri tabuľke 8.Ц 

Odbúranie škrobu iaž po hranicu teoretickej maltózy v lieho-
varských záparách nie je výhradne závislé od množstva amylázy, 
ale aj od doby trvania reakcie.. Podstata enzymatické j katalýzy, 
ako katalýzy všeobecne leží práve v tom, že i nepatrné množstvá 
sú schopné za primeraných podmienok uskutočňovať veľké obraty. 
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4. Z m e n a s 1 o ž e n i a s u b s t r á t u . 

Enzymatická hydrolýza škrobu za neprítomnosti zvláštnych 
katalyzátorov (kvasnice, komplement) skončí sa dosiahnutím hra­
nice odbúrania, ktorá isa pohybuje medzi 75—80% Škrobu, t. j . 
okolo 100% teoretickej maltózy. Dohady o príčinách zastavenia 
odbúrania škrobu sú dostatočne známe z odbornej literatúry, preto 
nepovažujeme za odôvodnené o nich bližšie sa rozširovať.11 , l 4 ) . 

Na rozdiel od pivovarského priemyslu, v ktorom odbúranie 
clextrínov nie je žiadúce, výroba liehu by nebola rentabilná, keby 
sa tento substrát nerozložil v skvaisiteľné cukry. 

Po skončení scukrenia ostáva v roztioku cca 20—25% škrobu 
vo forme síce dezagregovanej, ale zna j väčšej časti nezkvasiteľ-
nej a amylázou n eseukirova teľnej. Táto forma škrob o vej 
molekuly známa poid názvom „dextríny' (predstavuje v pod­
state heterogénnu smes zvyškov 'molekúl škrobu, ktorý zostal po 
scuikrení hlavnej časti. 

O tomto substráte je z liehovarskej praxe známe, že bez prí­
tomnosti kvasnic nemôže sa amylázou hydrolyzovať až po mal­
tózu a bez prítíomnoisti amylázy nemôže skvasiť na lieh. Preto sa 
v liehovarskom priemysle žiada, aby zápary obsahovaly dostatok 
amylázy až k skončeniu procesu výrobného. 

Nie je treba obšírnejšie rozvádzať, že doterajšie metódy sta­
novenia amylolytickej schopnosti enzymatických preparátov na 
základe určenia hodnoty koeficientu reakčnej rýchlosti k na túto 
potrebu nebraly zreteľ, a táto skutočnosť je ďalšou príčinou zly­
hania metód stanovujúcich scukrujúci účinok enzymatických 
preparátov v ich aplikácii ma potrebu praxe. 

Z liehovarskej skúsenosti a z odbornej literatúry je známe, 
že pre dokonalé využitie škrobnatých surovín vyžaduje sa: 

a) prítomnosť dostatočného množstva amylázy V záparách 
po dobu celého priebehu procesu. 

b) bezpodmienečná prítomnosť kvasnic, lebo bez kvasnic nie 
je možné prakticky amylázou konvertovať dextríny do formy 
skvaisiteľných uhľohydrátov. 

Tieto praktické poznatky sú voidítkom ďalšieho štúdia. 

a) M n o ž s t v o a m y l á z y , k t o r é j e p r í t o m n é 

v l i e h o v a r s k ý c h z á p a r á c h . 

Po skončení hydrolýzy škrobu ostávajú v roztoku dextríny. 
ktoré svojim složením sa podstatne líšia od pôvodného substrátu. 
V liehovarskej praxi upotrebuje sa také množstvo enzymatického 
materiálu, ktoré zaručuje prítomnosť dostatočného množstva 
amylázy v záparách. Z tohto vyplýva, že po skončení scukrenia pri 
vyššej teplote má ostať ešte dostatočné množstvo amylázy pre 
odbúranie zmeneného substrátu. 
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Hydrolýza dextrínov prebeháva už len pri teplote cca 30 . 
pretože súčasne naočkujú sa zápary kvasnicami. 

Kvantitatívne údaje o množstve amylázy, ktorá po hlavnom 
scukrení ostáva, alebo má zostať v seuikrenej zápare, odborná lite­
ratúra neudáva. Metódy, ktorými sa v Hehovarskej praxi sleduje 
obsah amylázy v záparách, zakladajú sa na skúmaní úbytku sub­
strátu, na základe zafarbenia 1—2% roztoku Líntnerovho roz­
pustného škrobu prísadou) určitého množstva zápary (metóda 
EUrodova, Effrontova, Büchler-Rüdigerova,8) Macherova9)) Akti­
vita diastázy v zápare udáva sa množstvom «zápary, ktorým sa 10— 
20 cm3 1—-2% rozpustného škrobu odbúralo po achroostav a z 
množstva zápary usudzujú — na podklade praktických skúseností 
— na dostatočný alebo nedostatočný obsah amylázy v záparách. 
Üdaje sa rozchádzajú jednak podľa pokusnej teploty a jednak 
podľa použitej metódy. Preto tieto metódy nie sú spoľahlivým 
merítkom pre stanovenie amylázy v záparách. 

Pre kvantitatívne stanovenie obsahu amylázy v záparách 
použili sme v podstate doterajší spôsob stanovenia prírastku redu­
kujúcich látok, vzniklých hydrolýzou škrobu metódou Willstätter-
Schudelovou. V nasledovnom podávame použitú metódu: 

Po skončení hydrolýzy škrobu (hlavného scukrenia)' oďpipe-
tovalo sa také množstvo zápairy, ktoré obsahovalo 1.0 cm3 pôvod­
ného sladového výluhu do smesi pozostávajúcej z 25.0 cm3 2% 
rozpustného škrobu, ku ktorému sme pridali také množstvo fos­
fátového regulátora, aby celkový obsah reakčnej smesi obnášal 
vždy 36.0 cm3. Bližšie údaje sú uvedené v jednotlivých tabuľkách. 

Touto, resp. primerane, upravenou metódou, stanovila sa 
aktivita amylázy obsažen ej v záparách, za neprítomnosti kvasnic 
jednak hneď po hlavnom scukrení a tiež po 24—48 a 72-hodino-
vom stáni pri 30 , ďalej za prítomnosti kvasnic a to ihneď po 
nasadení, potom po, 24—48 a 72-hodinovom kvasení v 2% škrobo-
vom roztoku pri rôznych teplotách. Množstvá vniklej maltózy 
porovnávaly sa s rezultátmi účinku čerstvého výluhu (a dlhšiu dobu 
stojacích výluhov rôznych enzymatických preparátov. 

Stanovenie aktivity amylázy zápory^ 
bez kvasnic ihned po scukrení. 

Zo zapar scukrených pri teplote 37° a doby 60 minút uvede­
ných v tab. 4. (I a II) po schladení na 30° odpipetovalo sa 2.5 cm3, 
t. j . množstvo obsahujúce 1,0 cm'1 10% resp. 20% sladového výluhu 
do násady pozostávajúcej pre 
hlavný pokus: 25.0 cm3 2% rozt. rozp. škrob Lintn. + 2.5 cm 
zápary + 8.5 cm3 fosfátového regulátoru pH: 5-5. Celkové množ­
stvo reakčnej smesi 36.0 cm3. 
Korrekcia na škrobový roztok: 25.0 cm3 2% rozp. škrob. Lintn. + 
2.5 cm3 dest. voda + 8.5 cm3 fosf. regúl. p H : 5.5. Celkové množ­
stvo 36.0 cm3 

249 



Korrekcia na enzymatický roztok: 25.0 cm3 dest. vody + 2.5 cm3 

zápary + 8-5 cín fosfátového regulátoru. Celkové množstvo re­
akčnej /směsi 36.0 cm3. 
Titrované 2.5 от roztoku v 20 cm3 n/10 jodu za použitia mikro­
by re ty: podľa metody W - Sch. 
Teplota scukrenia 37 , docukrenia 30 korrekcie sú z údajov 
odčítané. / 

Tabuľka 12. 

Teplota 
scukre­

nia 

37 

30 

Pokusná 
doba 

min. hod. 

10 — 

20 — 

30 — 

45 — 

— 20 

— 41 

— 68 

I. 10% sladový výluh 

z 500 mg 
škrobu 

vytvořené 
množstvo 
maltózy 

mg 

240.73 

264.63 

299 05 

341.53 

353.09 

390.01 

395.20 

e» 1 # 
1 й o 

II 

0.0400 

0.0235 

0.0199 

0.0185 

tcoret. 
maltóza 

% 

60.18 

66.16 

74.76 

85.37 

88.27 

97.50 

98.82 

II. 20% sladový výluh 

z 500 mg 
škrobu 

vytvořené 
množstvo 
maltózy 

mg 

243.66 
357.99 
432 73 

274.13 
392.70 
227.24 

to ^ 
o o 

í II 
II rt 

0.0408 

0.0489 

teoret. 
maltóza 

% 

60.92 

89.50 

108.17 

93.53 

98.17 

56.81 

k stred: 0.0255 k stred: 0:0449 

Z porovnania údajov soistavených v tab. 12. s údajmi tab. 4. 
vyplýva, že zápary seukrené pri teplote 37 po skončení scukrenia 
obsahujú aktívnu amylázu v takom množstve, že sa účinkom vy­
rovná, ba predčí v produkcii maltózy amylázu sladového výluhu, 
ktOTý sa použil k hydrolýze zápary. 1.0 cm3 sladového výluhu 
hydrolyzuje 2% škrobový roztok vo smysle priebehu monomole-
kulárnej reakcie, (tab. 3.). Hydrolýza 2% škrobového roztoku 
s ekvivalentným množstvom sladového výluhu, obsaženého v 
scukrenej zápare, vybočuje iz rámca unimoleikulárnej reakcie. 

Všeobecnej je známe, že hydrolýza vybočuje z iránica unimo-
lekulárneho priebehu reakcie len keď sa pokusné podmienky 
zmenia (teplota, množstvo enzýmov, pomer enzymu k substrátu 
atď.). Pretože v danom prípade, až na enzymatický roztok, všetky 
požiadavky pre monomolekulárny priebeh boly splnené (složeni e 
substrátu, pokusná teplota) dá sa usudzovať, že príčinou zmeny 
typu reakcie, resp. mechanizmu priebehu hydrolýzy sú zapríčinené 
zmenou vlastností alebo aktivity amylázy. 

Pochody, ktoré sa v roztoku odohrávajú priebehom hydrolýzy, 
n e obmedzil y isa teda len na zmenu substrátu, ale súčasne pozměnily 
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pôvodné vlastnosti sladovej amylázy. V pomere k 'pôvodným 
vlastnostiam (viď tab. 3.) prejavuje isa zmena formou zvýšenej pro­
dukcie maltózy. Pretože produkcia maltózy je výrazom aktivity 
enzýmu, znamená to, že došlo k zvýšeniu aktivity amylázy obsa-

ženej v «zapar e. Takéto obohacovanie roztokov amylázy je čistenie 
enzymu. Pod týmto sa rozumie zbavovania isa paralyzujúcich látok, 
ktoré účinok enzymu inhibujú. Z tejto analogie vyplýva teda, že 
priebehom scukrenia zápary došlo k akémusi biochemickému 
čisteniu sladovej amylázy. Diaistatická mohutnosť biochemioky 
čistenej amylázy je väčšia, ako pôvodného sladového výluhu, ako 
to vyplýva z porovnania stredných hodnôt koeficientov reakčnej 
rychlosti pôvodného výluhu /c:0.0128 a prečistenej amylázy 
/c:0.0255. 

Na odbúranie nového substrátu (dextrínov) stojí teda v izá-
parách iscukrených pri teplote 37° aktívnejšia amyláza k dispozí­
cii, ako na hydrolýzu pôvodného substrátu škrobu. 

Medzi aktivitou amylázy sladového výluhu a aktivitou amylázy 
obsažené j v scuikrených záparách jestvuje — ako sa zdá — užšia 
korelácia. Kým vzťah medzi aktivitou sladovej amylázy k aktivite 
amylázy scukrujúcej škrobový roztok nie je lineárny — ako to 
vyplýva z hodnôt koeficientu uvedených v tab. 4. — (k: 10% slad. 
výluh = 0.0190, k—20%. slad. výluhu = 0.0242) — dá sa takýto 
vzťah usudzovať z hodnôt koeficientu k ani vi á zy obsažené j v izá-
pare (tab. 12), u ktorých' k—10% slad. výluh — 0.0256, /c:20% 
slad. výluh — 0.0449. 

Scukrením zapar pri nižšej teplote uvoľňuje sa zo sladového 
výluhu ešte viac aktiivného enzymu, 

V. nasledovne j tabuľke sú sostavené údaje diastatickej schop­
nosti zapar po ich isoukrení pri teplote 30 

Zo zapar soukrených pri teplote 30 a doby 60 min. uvede­
ných v tab. 5 (I a II) odpipetovalo sa 2.5 cm3, t. j . množstvo ob­
sahujúce 1.0 cm3 10%, resp. 20% sladového výluhu do násady, 
pozostávajúcej pre: 

hlavný pokus: 25.0 cm3 2 % rozt. rozp. škrob. Lintn. + 2.5 
cm3 zápary + 8.5 cm3 fosfátového regulátoru p H : 5.5. Celkové 
množstvo reakčnej smesi 36.0 cm3. 

Korrekcia na škrobový roztok: 25.0 m ' 2% Toizp. škrobu 
Lintn. + 2.5 cm3 d est. voda + 8.5 cm fosf. regúl. pH: 5.5 Cel­
kové množstvo 36.0 cm3. 

Korrekcia na enzymatický roztok: 25.0 cm3 dest. vady + 
2.5 cm3 zápary + 8.5 cm3 fosf. regulátoru. Celkové množstvo 
reakčnej simesi 36.0 cm3. 

Titrované 2.5 cm3 roztoku v 20 cim3 n/10 jodu za použitia 
mikrobyrety podľa metódy W. - Sch. 

Teplota scukrenia 37 , docukrenia 30 , korirekcie sú z úda­
jov odčítané. 

251 



Tabuľka 13. 

Teplota 
scukre-

nia 

37 

30 

Pokusná 
doba 

min. hod. 

10 — 

20 — 

30 — 

45 — 

— 20 

— 41 

— 68 

I. 10% sladový výluh 

z 500 mg 
. škrobu 
vytvorené 
množstvo 
maltózy 

•mg 

296.64 

320.40 

336.38 

336.38 

365.76 

378.78 

631.30 

to ^ 

Я ° 

^ II 

0 0588 

0.0351 

0.0266 

0.0177 

maltóza 

% 

74.15 

80.11 

84.10 

84.10 

91.43 

94.62 

90.28 

II. 20% sladový výluh 

z 500 mg 
.-.k robu 

vytvorené 
množstvo 
maltózy 

mg 

300.80 

385.90 

465.53 

367.19 
394.11 
233.55 

H l 
^ II 
1! « 

0.0605 
0,0276 

maltóza 

63 95 

94.67 

116.38 

91.79 
98.53 
58.39 

k stred: 0.0345 k stred: 0.0466 

Výsledky sostavené v tab. 13. celkove potvrdzujú rezultáty 
predchádzajúcej pokusnej serie (tah. 12). Priebehom hydrolýzy 
koncentrovaného škrobového roztoku obohacujú sa tieto amylázou, 
takže amylolytický účinok zapar je relatívne vyšší, ako účinok 
pôvodného sladového výluhu. 

Výsledok biochemického čistenia sladovej amylázy môže sa 
vyjadriť jednak рощегот hodnôt koeficientu reakčnejj rýchlosti 
pôvodného sladového^ výluhu, /Í—0.0128 (tab. 3.) k hodnote k 
0.0345 (tab. 13.) použitého sladového, výluhu. Tento rozdiel medzi 
účinkom sladového výluhu v koncentrovanej zápare vyjadrený 
hodnotou k 0.0154 a hodnotou koeficientu amylázy obsaženej 
v zápare, t. j . použitého sladového výluhu, dokazuje, že tak ako 
v predchádzajúcom prípade došlo i tu k zvýšeniu aktivity amylázy. 

Citlivosť takto uvolnenej amylázy je pomerne veľmi značná. 
Rozdiel v teplote «cukrenia obnášajúci 7 (37°—30°) zdá sa, že 
zapríčiňuje diferenciu medzi strednou hodnotou koeficientu reak­
čnej rýchlosti amvlázy v zápare toho istého sladového vvluhu, 
k=31ó 0.0255 a k—30° : 0.0345. 

Medzi strednou hodnotou koeficientu reakčnej rýchlosti k 
dvojnásobne koncentrovaného sladového výluhu vplyvom zníže­
nej teploty s cukrenia zapar nedošlo k žiadnej podstatne j zmene. 
Medzi množstvom sladovej amylázy nedá sa však už pozorovať 
lineárny vzťah. 

Celkove sa! potvrdzuje, že dextriny, ako nový substrát amy­
lázy, odbúravajú sa relatívne aktívnejšou amylázou ako pôvodný 
škrobový roztok. 
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Z hľadiska liebovamkej praxe je oveľa dôležitejšie poznať 
zvýšenie obsahu amylázy v záparách, ktoré sa scukrily pri teploí<e 
60 V nasledovnom sostavení podávame výsledky pokusov, ktoré 
boly na spôsob vyše uvedených experimentov urobené. 

Zo zapar scukrených pri teplote 60° a doby 60 min. uvede­
ných v tabuľke 6. ( I .—II . ) , po schladení na 30° odpipetovalo sa 
2.5 cm3, t. j . množslivo obsahujúce 1.0 om;J 1 0 ^ resp. 20% sla­
dového výluhu do násady, pozostávajúcej: 
hlavný pokus: 25.0 cm3 rozt. rozp. škrob. Lintn. + 2.5 om3 zá-
pary + 8.5 cmJ fosf. regulátoru pH: 5.5. Celkové množstvo re­
akčnej sme si 36.0 cm3. 

Korrekcia na škrobový roztok: 25.0 cm3 2% rozt. rozp. škro-
buLintn. + 2.5 cm3 idest. vody + 8.5 cm3 foisf. regulátoru. Cel­
kové množstvo reakčnej smesi 36.0 cm3. 

Titirované 2.5 cm3 noztoku v 20 cm3 n/10 jodu za použitia 
mikrobyrety podľa metódy W. - Sch. 

Teplota »cukrenia 37 docukrenia 30°, korekcie sú z údajov 
odčítané. 

Tabuľka 14. 

Teplota 
scukre-

nia 

37 

30 

Pokusná 

min. hod. 

10 — 
20 — 
30 — 
45 — 

20 

— 44 

— 68 

I. 10% sladový výluh 

z £00 mg 
škrobu 

vytvorené 
množstvo 
maltózy 

mg 

289.47 

271.04 

271.04 

286.72 

342.28 

421.84 

403.53 

"1 \ 
5 1 II 
1! * 

0.0559 

0.0245 

0.0164 

0.0122 

tcoret. 
maltóza 

% 

72.35 

67 76 

67 76 

71.68 

85.57 

105.45 

100.87 

II. 20% sladový výluh 

z 500 mg 
škrobu 

vytvorené 
množstvo 
maltózy 

mg 

258.62 

249.05 

290.59 

335.67 

359.86 

281.81 

M 1 
- II 

II * 

0.0452 

0.0211 

0.0188 

tcoret. 
maltóza 

% 

64.65 

72.64 

87.26 

83.91 

89 96 

70.45 

k stred: 0.0273 k stred: 0.0343 

Výsledky soetavené v tabuľke 14 potvrdzujú rezultáty pred­
chádzajúcich pokusov. Inhibujúci vplyv vyššej teploty scukrenia 
— známy z odbornej literatúry — prejavuje sa v tom, že aktivita 
amylázy záipary scukrenej .pri teplote 60 neprevyšuje aktivitu 
pôvodného sladového výluhu v takej miere, ako naipr. u zapar 
scukrených pri teplote 30 , kde pomer hodnoty koeficientu reak­
čnej rýchloisti pôvodného sladového výluha fc=0.0128 zvýšil sa na 
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к = 0.0345. Následkom vyššej teploty s cukrení a je tento pomer 
zmenený a síce /c=0.0128:fc= 0.0273. Napriek tomu došlo k obo­
hateniu zapar amylázou. 

Medzi hodnotou koeficientu reakčnej rýchlosti priebehu 
hydrolýzy koncentrovanej zápary a hodnotou k scukrenei zápary 
nie je vo skutočnosti žiadneho rozdielu. Stredná hodnota k pri 
scukrení 0,0248 a iscukrenej zápary 0.0273 dokazuje, že 
následkom vyššej teploty s cukrenia nedošlo isíce k obohateniu 
zápary, ale nedošlo ani k ochudobneniu -dias t atického obsahu. 

Z tohto poznatku dá, sa usudzovať, že s cukre ním zápary pri 
teplote 60 nespotrebuje sa amyláza. Po hydrolýze oistáva v zá-
pare (pôvodné použité množstvo amylázy nezmenené. Tento enzym 
líši sa však od (pôvodnej amylázy v mechanizme účinku. Pôvodná 
amyláza 'sladová hydrolyzuje škrob podľa reakcie monomoleku-
lárnej. Tá istá amyláza »pri hydrolýze koncentrovaného škrobového 
roztoku nepôsobí podľa schémy reakcie uni molekulárnej. V >zá-
pare obsažená amyláza naproti tomu i pri dodržaní 'podmienok 
monomolekulárneho priebehu reakcie nehydrolyzuje škrobový roz­
tok vo smysle reakcie monomolekulárnej. Zmena vlastností enzymu, 
ktorá takto nastala, nedá sa charakterizovať hodnotu reakčnej 
rýchlosti, pretože z roztoku zápairy vychádza pozmenená amyláza, 
u ktorej je sporné, či ipokusmé podmienky pri ktorých hydrolýza 
škrobu sladovou amylázou prebeháva podľa reakcie monomole-
kulárnej iplatia i nre túto amylázu. Výsledky sostavené v tabuľ­
kách 12, 13, 14 dokazujú, že pokusné podmienky upravené pre 
sladovú amylázu, nekonvemujú amyláze zo zapar, keď k stanove­
niu ipoužijeme ekvivalentné množstvo enzymu obsaženého 
v zápare. Hodnota koeficientu reakčnej rýchlosti k vystihuje síce 
tento skutkový stav, nevyjadruje však skutočnú hodnotu enzymu. 
Priliehavejším výrazom aktivity enzymu je nmožstvo maltózy, 
ktoré vzniklo zo škrobu určitým kvantom enzymatického roztoku. 
Zákon o proporcionalite medzi množstvám vytvorenej maltózy a 
aktivitou enzymu práve tak ako poznatok o monomolekulárnom 
priebehu hydrolýzy škrobového roztoku za zvlášť upravených 
pokusných podmienok postrádajú všeobecnú platnosť. Následkom 
toho koeficient reakčnej rýchlosti hydrolýzy a na ťomto sa zakla­
dajúce výpočty diastatickýeh jednotiek sú charakteristika sui ge­
neris, ktoré nemajú žiadny vzťah k účinku amylázy v inom nro-
stredí, najmä v takom, ktoré sa líši složením od toho v ktorom sa 
vyššie spomenuté zákonitosti pozorovaly. 

Z pokusov ďalej vyplýva, že dextríny, ktoré po scukrení hlav­
nej časti škrobu, ako nerozložiteľné súčiastky pôvodnej škrobové j 
molekuly zostaly, scukrujú sa síce v liehová rek e j praxi enzýmom, 
ktorý pochádza zo sladu, ale tento vlastnosťami už sa značne líši 
od vlastností pôvodnej amylázy sladového výluhu. 

Ako ďalší poznatok, ktorý vyplýva z pokusov, treba registro­
vať skutočnosť, že pri hydrolýze škrobu amylázou, nemení sa len 
složenie substrátu, ale mení sa i pôvodné složeni e, resp. vlastnosti 
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enzymu. Tento »vplyv substrátu na enzym nie je bezvýznamný pře 
hydrolýzu sladových dextrínov (Malzdextrine). 0 sladových (hra­
ničných) dextrínoch je známe, že sa nerozkladajú alkoholom 
sraženou diastázou, ani emulzinom, sú rezistentné proti ß-amylaze? 

ťažko sa rozkladajú amylázou pankreatickou a slín a isú pomerne 
rezistentné proti amyláze sladu. Za prítomnosti komplementu 
rozkladá ich amyláza sladu a tiež hubová (pliesňová amyláza) z 
aspergilu oryzae konvertuje ich kvantitatívne na disacharidy. Pri 
súčasnom pôsobení amylázy a ^kvasnic skvasujú ea na alkohol.14) 

Nie je vylúčené, že biologické čistenie amylázy, ktoré nastáva 
priebehom hydrolýzy v škrobovom roztoku, odstraňuje z enzy­
matického komplexu dôležitú komplementárnu složku, ktorá zba­
vuje prostetickú skupinu enzymu schopnosti hydrolyzovať sladové 
hraničné dextríny, a ktoirá isa nadobudne prísadou neznámych lá­
tok, ktoré sa opisujú ako Pringsheimov komplement, alebo ktoré 
sú iprítomné v Taka-amyláze, resp. v živých kvasniciach. 

Zmenu vlastností amylázy konštatovali sme až ipo uplyniutí 
45—60 minút trvajúcej amylolýze. Množstvá maltózy, resp. koe­
ficienty reakčnej rýchlosti zistené po prvých 10 minútach scukre -

nia dokaizujú, že k zmene vlastností došlo už v prvých okamžikoch 
scukrenia, čiže rýchlosť biologického čistenia, resp. ovplyvnenia 
složenia enzymu substrátom je veľmi značná. Rýchlosť sa mení 
podľa složenia prostredia, v ktoromi amyláza pôsobí. Je relatívne 
konštantná, resp. monomolekulárne zrýchlená, alebo spomalená 
závisle od složenia substrátov. 

Pri uvážení týchto skutočností je dosť dobre mysliteľné, že 
i substrát složený z hraničných dextrínov ovplyvňuje složenie sla­
dovej amylázy a zapríčiňuje unčitý priebeh hydrolýzy, ktorého 
rýchlosť sa mení podľa vlastností prítomných akcessorických lá­
tok (k omp lem ento v) a to bez ohľadu na to, či sú známe alebo či 
sa nepodarilo ich izolovať. 

Poznať vplyv roiztoku sladových dextrínov a smesi látok prí­
tomných v scukrenej zápare na vlastnosti amylázy obsaženej v 
zápare, je i z hľadiska liehovansikej praxi, dôležité. Po schladení 
z apa ry na teplotní kvasenia a na očkovaní kvasní c ami až po vidi­
teľné rozmnoženie týchto, izahájenie kvasenia a prechodu do hlav­
ného, energického kvasenia, amyláza izápary je vystavená vplyvu 
substrátu. V následovných pokusoch študoval sa vplyv substrátu 
sladových dextrínov na vlastnosti amylázy, obsaženej v scukrenej 
zápare. 

Zápary a roztoky upravené pre stanovenie korrekcií po (prí­
sade rovnakého množstva toluolu (2 kvapky) ponechaly sa v ter­
mostate pri teplote 30° v tabuľkách uvedenú dobu stáť. Potom 
sa odpipetovalo sa 2.5 cm3, t. j . množstvo obsahujúce 1.0 cm 10%, 
resp. 20% sladového výluhu do násady ip o zo stávajúcej: 
hlavný pokus: 25.0 cm3 2% rozt. rozp. škrob. Lintn. + 2.5í cm3 

zápary, + 8-5 cm3 fosf. regulátoru pH: 5.5. Celkové množstvo 
reakčnej smesi 36.0 cm3. 

255 



Korrekcia na škrobový roztok: 25.0 cm1 2% škrob. Lintn.-f-
2.5 cm3 dest. voda + 8.5 cm3 'regulátoru. Celkové množstvo re­
akčnej směsi 36.0 om\ 

Titrované 2.5 cm3 roztoku v 20 cm3 ni/10 jodu za použitia 
mikrobyrety podľa metody W.- Sch. 

Teplota scukrenia 30° 37° 60°, docukrenia 30°, korrekcie 
odčítané. 

Tabuľka 15. 

Vplyv dextrinov vzniklých jednohodinovým scukrením na ak­
tivitu amylázy obsažnej v zápare po 24 hod. stáni. 

1 
H 

° 
— 
37 

30 

| 

с 

CL, 

min. hod. 

10 — 

20 — 

30 — 

45 — 

- 24 

— 48 

— 

(< 

Jag 

'« > » 

mg 

63.61 

39.70 

15.80 

5.29 

86.66 

82.40 

55.85 

300 

Jí 
S и 
íl 

0.0075 

0.0022 

0.0006 

— 
— 
— 
— 

Zápara scukrená 10% sladoir 

"o a 

?2 
Jš 
% 

15.90 

9.92 

3.95 

1.32 . 

21.52 

20.59 

14.31 

, 

11 -

X £"£ 

mg 

144.97 

155.49 

33.37 

68.08 

111.18 

9 5.45 

370 

-!T 
I ! 
5 ii 
1! 

0.0196 

0.0107 

— 
_ 
— 
— 
— 

1̂  
I I 
% 

36.24 

38.87 

— 
8.34 

17.02 

27.87 

23.86 

při: 

ч 

Z>% 
mg 

236.85 

236.85 

242.32 

173.38 

221.16 

232.71 

190.34 

600 

a 

| 
T 

II 

II 

0.0390 

0.0195 

0.0131 

0.0055 

— 
— 
— 

1 1 
11 
% 

59.21 

59.21 

60.57 

44.59 

55.28 

58.18 

47.58 

k stred: 0.0034 k stred: 0.0213 k stred: 0.0151 

Z údajov s ostavených v tab. 15, 16, 17 vyplýva, že 24 hod. státie 
amylázy v prostredí, ktoré obsahuje sladové dextríny v záparách 
scukrených pri 60 v podstate neovplyvňujú aktivitu amylázy. To 
znamená, že aktivita amylázy v liehovarskej praxi scukrenej zá­
pary, keď teplota scukrenia sa pohybovala okolo 60 v štádiu pre­
is vasenia, t. j . po dobu vývoja kvasnic, sa v podstate nemení. 

Oveľa intenzívnejšie prejavil sa vplyv pochodov prebeháva-
júci v koloidálnom roztoku zapar scukrenia pri nižšej teplote na 
aktivitu amylázy. Porovnanie hodnôt k uvedených v tabuľke 13 a 
14, naznačuje hlboký vplyv na aktivitu amylázy fyzikálne chemic­
kých procesov, ktorých dejište je roztok zápary. Úzka súvislosť 
inaktivovamiia enzýmov s denaturáciou bielkovín dáva tušiť, že 
príčinou inaktivovania je koagulácia natívnych bielkovín. Pri vyš­
šej teplote scukrenia v zápare obsažené koagulovateľné bielkoviny 
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Tabuľika 16. 

a 
H 

37 

30 

•§ 

1 
cu 

min. hod. 
10 — 
20 — 
30 — 
45 — 
- 24 
— 48 
— 72 

>t 

2 Š Š 

Í r > 

J mg 
164.07 
180.20 
169.25 

244.14 
105.75 

19.78 

300 

J, T 

i И 

11 

0.0229 

0.0130 

0.0079 

— 
— 
-
— 

Zápara scukrcná 20% slaodm 

ig 
У 2 

. 

2 P > > 

% mg 

41.05 

45.05 

42.31 

— 
61.03 

26.44 

4.25 

370 

S n 
II 

135.57 | 0.0179 

96.42 

99.01 

— 
155.18 

0 

0 

0.0059 

j 0.0041 

| ~" 

te
or

et
ič

ke
 

m
al

tó
za

 

% 
33.39 
24.10 
24.75 

— 
38.78 

— 

pri: 

ч 

•a 2 

mg 
1 256.90 

294.20 

248.18 

-
! 235.89 

73.59 

! 0 

i 

600 

m 

II 

t 

II 

0.0446 

0.0288 

0.0140 

— 
— 
— 

o'rt 

% 
64.22 

73.55 

62.04 

— 
58.97 

18.39 

-

k stred: 0.0143 k stred: 0.0092 k stred: 0.0291 

Tabuľka 17. 

Vplyv dextrínov vzniklých jednchodinovým scukrením na akti­
vitu amylázy obsaženej v zápare po 48-hodinovom stání. 

H 

° 
37 

30 

* 

c 
r * 

min. hod. 
10 — 
20 — 
30 — 
45 — 
— 24 
— 48 
— 72 

3 > N 

•a 2 
2 Ё $ 

P 1 ^ ~ o E 

Siu 

0 

0 

102.78 

73,69 

0 

0 

0 

300 

o 1 
i И 

II 

— 
— , 

0.00-13 

0.0019 

— 
— 

~" 

Zápara scukrená 10% sladom 

'f i 

% 
0 

0 

25.69 

14.74 

0 

0 

° 

- 1 * 
ill 
N > И 

mg 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

370 

Jí 

II 

— 
— 
— 
— 
— 
— 
-

11 
ši 
% 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

pri: 

л 2 
£ P >» 
So-«-o 

Ш 
mg 

0 

0 

0 

5.12 

0 

0 

0 

600 

II 

T 
л7\ 

— 
— 

0 

0.0001 

— 
— 
— 

"12 

% 
0 

0 

0 

1.28 

0 

0 

0 

k stred: 0.0031 
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ea už priebehom scuikrenia denaturovaly. Tým stabilizoval sa aspoň 
na istú dobu pomer koagulovateľnýoh a nekoagulovateľných biel­
kovín obsažených v zápare. Tá časť proteinov, ktorá pri scukrení 
za nižšej teploty nekoagulovala* sedimentuje behom státia zápary 
a inaktivuje proistetickú skupinu enzymu. Tým sa paralyzuje vý­
hoda scukrenia pri nižšej teplote, ktorou na jednej strane zachová 
sa síce aktívnejšia amyláza v zápare, na druhej strane však zdá sa 
byť menej vzdornou proti inaktivujúcim vplyvom, ktorým je en­
zym vystavený priebehom procesu výroby liehu. 

Hodnota koeficientu reakčnej rýchlosti k nie je ani v tomto 
prípade priliehavým výrazom pre iskutočnú aktivitu amylázy. 

Zápary scukrené 20% isladovým výluhom po 48 hodinovom 
stáni nevykazovaly prítomnoisť aktívnej amylázy. 

Na demonštráciu 'vplyvu fyzikálne chemických pochodov, 
ktoré is-a odohrávajú v kolloidálnom prostredí, na aktivitu sladovej 
amylázy uvádzam zmeny enzymatického účinku z vyš e u vedených 
pokusov použitého 10% sladového výluhu, ktorého enzymatická 
charakteristika je uvedená v tab. 3, po 24-hodinovom stání za 
aseptických podmienok pri laboratórnej teplote v 2% skrobovom 
roztoku. 

Po 22-hodinovom stání pri t° = 30 vo smesi uvedenej v tab. 
3 (I) odpipetovak) sa 3.6 cm0 roztoku, t. j . 1 cm3 sladovaného vý­
luhu do násady, pozostávajúcej: 

Hlavný pokus: 25.0 om3 2% rozt. rozp. škrob. Lintn. + 
7.4 fosf. regulátoru, p H : 5.5 + 3.6 cm3 roztoku. Celkové množ­
stvo reakčnej smesi 36.0 om 

Korrekcie: na roztok enzymu a roztok škrobu připravily sa 
obvyklým spôsobom. Celkové množstvo reakčnej smesi 36.0 cm 
Titrované 2.5 cm3 roztoku v 20 om8 n/10 jodu za použitia mikro-
byrety podľa metódy W. - Sch. 

Teplota scukrenia 37 docukrenia 30 korrekcie sú z úda­
jov odčítané. 

Tabuľka 18. 

Pokusná 

min. hod. 

10 — 
20 — 

30 — 

45 — 
— 24 

— 48 
— 72 

Teplota 

° 

37 

30 

Z 500 mg 
škrobu 

vytvorené 
množstvo 
maltózy 

mg 

6.22 

6.22 

25.01 

43.45 

176.36 
233.45 

176.68 

k= 4t log a 

a = 80% 

0.0006 
0.0003 

0 0009 
0.0011 

— 
— 
— 

Teoretická 
maltóza 

% 

1.56 

1.56 

6.25 

10.86 
44.09 

58.61 
44.17 
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Ovplyvňovania aktivity sladovej amylázy fyzikálne chemic­
kými pochodmi, ktoré sa odohrávajú počas 24-hodinového stánia 
v 29' škrobovom roztoku, sú oveľa intenzívnejšie, ako pochody, 
kloré prebiehajú v roztoku koncentrovaného škrobu. 

5. Vp l y v k v a s n i c n a a k t i v i t u a m y l á z y . 

Po iscukrení zápary nasleduje v liehoverskej praxi prísada 
kvaisníc, ktorými sa zaparia naočkuje a v ktorej behom 6—10 
hodín dôjde k takému rozmnoženiu buniek, že zápara dostáva sa 
vplyvom unikajúceho kysličníku uhličitého do pohybu, kvasí. 

Samotnou amylázou sladu nerozložiteľné hraničné dextríny «a 
za prítomnosti živých kvasnic dokonale konvertujú v zkvasiteľniú 
maltózu. Podstata príčiny rozložiteľnosti dextrínov nie je dodnes 
známa. Pokus vysvetliť pochod v kvasniciach — živých a autoly-
zovaných — prítomnou látkou neznámeho sloiženia „komplemen-
tu"3 0) istého druhu aktivátoru, ktorý katalyzuje časť enzyma­
tického pochodu., totiž odbúranie hraničných dextrínov, môže sa 
považovať za nevydarený r). 

Vyše uvedenými pokusmi sa dokázalo, že z procesu scukrenia 
koncentrovaného škrobového roztoku vychádza amyláza takmer 
neporušená. Z liehovarskej praxi je známe, že korelácia medzi 
množstvom použitého sladu, resp. jeho diaetatickou hodnotou a 
liehovým výťažkom zakladá sa na podmienke, aby zápary po celú 
dobu procesu kvasenia vedľa primeraného množstva kvasnic obsa­
hovaly dostatok amylázy. 

Ovplyvnenie diastatickýoh stavov zapar prísadou kvasnic vy­
plýva z následovných pokusov: 

160 cm3 scukrená a na 30° schladená zápara naočkovala sa 8 g 
obyčajným lisovaným droždím, suspendovaným v 10 cm oby­
čajnej vody. Po uplynutí doby kvasenia uvedenej v jednotlivých 
tabuľkách, odpipetovalo sa 2,65 cm , filtrovaného roztoku, t. j . 
1 cm3 sladového výluhu do násady pozostávajúcej: 
hlavný pokus: 25.0 cm3 2% rozt. rozp. škrob. Lintn. -f" 8.35 om 
fosf. reg. pH: 5.5 + 2,65 cm3 filtr, zápату. Celkové množstvo 
reakčnej smesi 36.0 cm' 
Korrekcie: na roztok enzymu a roztok škrobu připravily sa ob­
vyklým spôsobom. Celkové množstvo reakčnej smesi 36 cm . 
Titrované 2,5 cm3 rozľoku v 20 cm3 n/10 jodu za použitia mikro-
byrety podľa metódy W. - Sch. 
Teplota »cukrenia 37° docukrenia 30 koTrekcie sú z údajov od­
čítané. 
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Tabuľka 19. 

Vplyv prísady kvasníc na aktivitu amylázy scukrenej zápary 10% 
sladovým výluhom pri teplote 60° 

o 

H 

37 

30 

| 
c 
J2 

min. hod. 
10 — 
20 — 
30 — 
45 — 
— 48 
— 24 
— 72 

д o 

Ho 

mg 

24.99 

24.99 

17.07 

22.25 

209.23 

157.76 

214.50 

24 hod. 

1 * 

S n 
II 

0.0028 

0.0014 

0.0006 

0.0006 

— 
— 

li 

% 
6.25 

6.25 

4.27 

5.56 

52.30 

39.44 

53.62 

Po kvasení: 

o c 

00
 m

g 
šk

r 
v

o
re

n
é 

m
 

o 
m

al
tó

zy
 

mg 

-

26.75 

16.10 

82.36 

18.88 

59.88 

48 hod 

í 
f 1 

II 

|| 

— 
— 

0.0010 

0.0004 

— 
-
-

! -

% 
-
— 
6.70 

4.28 

3.09 

22.22 

14.97 

72 hod 

л c, 

I ' l l 

mg 

— 
— 

19.84 

35.87 

20.18 

78.22 

27.77 

1 r 

3 n 

II 

— 
— 

0.0007 

0.0009 

— 
— 
-

p-o 

% 
— 
— 
4.96 

8.96 

5.04 

19.55 

6.94 

k stred: 0.0013 k stred: 0.0007 k stred/ 0.0008 

Tabuľka 20. 

Vplyv prísady kvasníc na aktivitu amylázy scukrenej zápary 20% 
sladovým výluhom pri teplote 60 

H 

-37 

30 

a, 

min. hod. 
10 — 
20 — 
30 — 
45 — 
— 24 
— 48 
— 72 

24 hod. 

X3 o 

! j ! 
Ili 
mg 

0 
0 

52.85 

340.57 
364.33 
334.37 

-!T 

r " 

0.0021 

% 

13.21 

85.14 
91.08 
83.59 

Po kvasení: 

48 hod. 

j- 
z 

50
0 

m
g 

šk
ro

bu
 

го
 v

y
tv

o
re

n
é 

m
no

ž­
st

vo
 m

al
tó

zy
 

78.78 

78.78 

350.23 

344.61 

II 

Cig 

1! 

0.0032 

0.0021 

«•o 
o"« 
- £ 

% 

19.69 

19.69 

87.56 

86.15 

72 hod. 

a 
z 

50
0 

m
g 

šk
ro

b
u 

tn
 

v
y

tv
o

re
n

é 
m

no
ž­

st
vo

 m
al

tó
zy

 

18.91 

26.97 

37.63 

37.63 

145.93 

233.62 

ca 1 

J r t ž 
S n 
II 

0.0021 

0.0015 

0.0014 

0.0009 

'f-
| | 

% 
4.73 

6.74 

9.41 

9.41 

36.20 

58.47 

k stred: 0.0021 k stred: 0.0027 k etred: 0.0014 
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Tabuľka 21. 

Vplyv prísady kvasníc na aktivitu amylázy scukrenia zápary 10% 
sladovým výluhom pri teplote 31 

c. 
H 

37 

30 

x) 

OH 

min. hod. 

10' — 
20 — 
30 — 
45 — 
— 24 

— 48 

— 72 

24 hod. 

3 
z 

50
0 

m
g 

šk
ro

bu
 

ста
 

v
y

tv
o

re
n

é 
m

no
ž­

st
vo

 m
al

tó
zy

 

1.77 

0 

1.77 

0 

33.88 

95.57 

87.74 

II 

T 
C3 ^ 

II 

-

: 

\ ее 

'f-
% E 

% 
0.44 

0.44 

8.40 

23.89 

22.0 

Po kvasení: 

48 hod. 

5 
z 

50
0 

m
g 

šk
ro

bu
 

tra
 

v
y

tv
o

re
n

é 
m

no
ž­

st
vo

 m
al

tó
zy

 

1.76 

7.23 

32.14 

55.97 

2 6.68 

II 

n 

-

% 

0.44 

1.81 

8.11 

13.99 

6.66 

72 hod. 

g 
z 

50
0 

m
g 

šk
ro

bu
 

tra
 

v
y

tv
o

re
n

é 
m

no
ž­

st
vo

 m
al

tó
zy

 

17.97 

7.17 

0 

12.56 

0 

II 

íl 

0.0007 

^ . 
•£-o 

ÍR"*3 

2 E 

% 

0.44 

1.80 

0 

3.14 

Tabuľka 22. 

Vplyv prísady kvasníc na aktivitu amylázy scukrenej zápary 20% 
sladovým výluhom pri teplote 37 

H 

37 

30 

c 

a, 

min. hod. 

10 -
20 — 
30 — 
45 — 
— 24 

— 48 

— 72 

2? hod. 

3 
z 

50
0 

m
g 

šk
ro

bu
 

(И
 

v
y

tv
o

re
n

é 
m

no
ž­

st
vo

 m
al

tó
zy

 

0 

0 

0 

178.48 

157.17 

143.20 

II 

II 

0 

0 

0 

-

-

% 
0 

0 

-
44.61 

39.29 

35.79 

Po kvasení: 

48 hod. | 72 hod. 

2 
z 

50
0 

m
g 

šk
ro

b
u 

oa
 

v
y

tv
o

re
n

é 
m

no
ž­

st
vo

 m
al

tó
zy

 

12.87 

36.77 

132.60 

113.0 

II 

T «g 

11 

0.0005 

0.0009 

1 J cs 

Is 
% 

3.21 

9.20 

33.15 

28.25 

з 
z 

50
0 

m
g 

šk
ro

b
u 

en
 

v
y

tv
o

re
n

é 
m

no
ž­

st
vo

 m
al

tó
zy

 

13.12 

21.04 

0 

21.04 

12.99 

14.71 

II 

II 

0.0014 

0.0012 

0 

0.0005 

1 J ej 

% 
3.28 

5.25 

5.25 

3.25 

36.80 
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Tabuľka 23. 

Vplyv prísady kvasníc na aktivitu amylázy scukrenej zápary 10% 
sladovým výluhom pri teplote 30° 

H 

° 

37 

30 

c 

o. 

min. hod. 
10 — 
20 — 
30 — 
45 — 
— 24 
— 48 
— 72 

24 hod. 

, 

z 
50

0 
m

g 
šk

ro
b 

vy
tv

or
en

é 
m

no
 

st
vo

 m
al

tó
zy

 

mg 
5.83 

11.02 
21.67 

8.57 
69.78 

118.50 
94.40 

II 

í o 

II 

-4S 

0.0006 
0.0006 
0.0008 
0.0002 

— 
— 
— 

Is 
S E 

% 
1.45 

2.75 
5.42 
2.14 

17.44 
29.62 
23.60 

Po kvasení: 

, 

z 
50

0 
m

g 
šk

ro
b 

vy
tv

or
en

é 
m

no
 

st
vo

 m
al

tó
zy

 

mg 

— 
— 

13.50 
13.50 

4.22 
57.12 
27.84 

48 hod. 

i 

II 

h 
n 

— 
— 

0.0005 
0.0003 

— 
— 
— 

| 

•2 I 

% 
— 
— 
3.37 
3.37 
1.05 

14.78 
6.96 

72 hod. 

z 
50

0 
m

g 
šk

ro
b 

vy
tv

or
en

é 
m

no
 

st
vo

 m
al

tó
zy

 

mg 

— 
— 

15.82 
21.01 
10.79 
29.13 

0 

II 

II 

— 
— 

0.0006 
0.0005 

— 
— 

0 

• 

% 
— 
— 
3.95 
5.25 
2.69 
7.28 0 1 

k stred: 0:0006 k etred: 0.0004 k stred: 0.0006 

Tabuľka 24. 

Vplyv prísady kvasníc na aktivitu amylázy scukrenej zápary 20% 
sladovým výluhom pri teplote 30 . 

Q. 

H 

0 

37 

30 

-a 

Он 

min. hod. 

10 — 

20 — 

30 — 

45 — 

— 24 

— 48 

— 72 

24 hod. 

z 
50

0 
m

g 
šk

ro
b 

v
y

tv
o

re
n

é 
m

no
 

st
vo

 m
al

tó
zy

 

mg 

0 

0 

0 

— 
147.23 

154.28 

148.51 

II 

— 
_ 
_ 
— 
— 
— 
-

11 
% 
— 
— 
— 
— 

36.81 

38.57 

37.20 

Po kvasení: 

48 hod. 

, 

z 
50

0 
m

g 
šk

ro
b 

vy
tv

or
en

é 
m

no
 

st
vo

 m
al

tó
zy

 

Зш 

— 
— 

39.67 

0.07 

84.90 

98.0 

— 

II 

II 

— 
— 

0.0045 

— 
— 
— 
— 

S E 

% 
— 
— 
9.92 

0.01 

21.22 

! 24.5 

72 hod 

, 

z 
50

0 
m

g 
šk

ro
b 

vy
tv

or
en

é 
m

no
 

st
vo

 m
al

tó
zy

 

mg 

34.87 

32.13 

34.87 

10.96 

0 

— 
15.29 

Ji 
S !! 
II 

0.0040 

0.0018 

0.0013 

0.0003 

-
— 
— 

2 -

% 
8.72 

8.03 

8.72 

2.84 

— 
— 
3.82 

k stred: — k stred: 0.00045 к stred: 0.0019 
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Zo sostavenia uvedeného v tab. 19 vyplýva, že zápara scukre-
ná pri teplote 60 , v ktorej aktivita amylázy ostala takmer úplne 
zachovaná i po 24-hodinovoin stání v roztoku, podľahla vplyvom, 
ktoré sa vyvolaly prísadou kvasnic. Aktivita amylázy klesla na 
cca 1/10 pôvodnej aktivity a to bez ohľadu na to, aké množstvo 
sladového výluhu použilo isa k scukreniu zápary. Aiktivita amylázy 
v zápare sa po celú dobu kvasenia v podstate nemení. V poměre 
k pôvodnému obsahu amylázy v soukrenej zápare pred prísadou 
kvaeníc k zápare naočkovanej kvasnicami je úbytok na obsahu 
amylázy tak veľký, že amyláza v zápare v aktívnej forme praktic­
ky nebola prítomná. Inaktivovanie nastalo vplyvom veľkej adsor-
bčnej schopnosti kvasničuých buniek.32) 

K podobnému inaktivovaniu amylázy došlo v záparách scuk-
renýoh pri nižšej teplote, v ktorých ako z tabuľky 15 vyplýva, 
amyláza inaiktivovala sa pri dlhšom stání. Ani tieto zápary prak­
ticky neobsahujú amylázu (tab. 19—24). 

Empirický poznatok liehovarskej praxe, že pri nedostatku 
amylázy v kvasiacich záparách konverzia škrobu v etanol je ne­
dokonalá, ea plne osvedčuje. Nedostatočná výťažnoisť liehu zo 
zapar použitých pre pokusy, je zapríčinená nedostatkom aktívnej 
amylázy. 

Výsledky sú sostavené v nasledujúcej tabuľke: 

Tabuľka 25. 

Etanol stanovil sa pyknometricky. 

Zápara scukrená 
pri teplote 

60 

37 

30 

100 cm slad. 
výluhu 

o koncentrácii 

% 
10 
20 
10 
20 
10 
20 

Výťažnosť 
na škrob 

1% 

52.16 
54.96 
50.76 
54.96 
53.53 
56.36 

% teórie' 

% 
72.82 
76 76 
70.89 
76.76 
74.80 
78.81 

S ú h r n. 

Shrnujúc doterajšie výsledky experimentov, môžeme v krát­
kosti konštatovať nasledovné: 

Enzymatická hydrolýza koncentrovaných roztokov škrobu — 
a za takéto môžu sa považovať lieihovarské zápary — neprebieha 
podľa mônoinolekulárnej rovnice, r o »chladení zapar na teplotu 
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scukrenia a po prísade suspenzie enzymatického preparátu, kon­
verzia škrobu uskutočňuje sa veľkou rýchlosťou, takmer bleskové. 
Po piremene väčšej polovice škrobu v maltózu pochod sa postupe 
ne «pomaluje a zastavuje sa pri dosiahnutiu odbúracej hranice 
Škrobu a to bez ohľadu na teplotu pokusnú. 

Príčinou zmeny typu reakcie je predovšetkým vyššia kon­
centrácia škrobového roztoku. Vyššia reakčná teplota dosiaľ po­
kladaná ako hlavná príčina iznieny typu reakcie, nezdá sa, že by 
mala tak významný vplyv. Dokazuje to skutočnosť, že priebeh 
hydrolýzy nie je m on o molekulárny v koncentrovanom roztoku 
škrobu ani pri nižších teplotách. 

Kjeldahlom, Liiers-Wasmundom a Euler-Swanbergom vy­
pracované predpoklady pre mononiolekulárny priebeh hydrolýzy 
škrobového roztoku v praxi lieh o var skej nie sú a — v dôsledku 
požadovanej rentability výroby — nemôžu byť dodržané. Preto 
dnešnými metódami 6tanovené diastatické hodnoty enzymatických 
preparátov nemôžu poskytnúť údaje o skutočnej priemyselnej 
hodnote diastatických preparátov. 

Po skončení hydrolýzy dosiahnutím odbúracej hranice, zastaví 
sa pochod konverzie škrobu v maltózu a v scukrených záparách 
ostáva amyláza takmer neporušená. Aktivita amylázy ostavšej v 
zápare závisí od teploty scukrenia. Je väčšia, keď teplota scukre­
nia bola nižšia a menšia, keď bola vyššia. 

Dokázalo sa, že priebehom hydrolýzy zvyšuje sa aktivita a m y 
lazy pravdepodobne následkom fyzikálne chemických pochodov, 
priebehom ktorých zbavuje sa prostetická skupina enzymu časti 
sprievodných bal as Iných látok. Následkom biologického prečiste­
nia amylázy, zápara obohatila sa enzýmom. Priebeh ďalšieho 
pochodu sladové dextriny za prítomnosti živých kvasnic majú sa 
odbúrať takto prečistenou amylázou. 

Vzdornosť amylázy proti vplyvom súvisejúcim so starnutím 
roztokov pri dlhšom stáni je pomerne veľká a závisí od teploty 
scukrenia škrobového roztoku. Vyššia teplota scukrenia snižuje 
síce aktivitu amylázy v zápare, ale zvyšuje jej vzdornosť proti 
vplyvom, ktoré môžu pôsobiť medzi dobou naočkovania kvasnica-
mi a ich primeraného rozmnoženia. 

Prísadou kvasnic ovplyvňuje s aktivita enzymu. 

Z výskumného ústavu priemyslu výživy 
Bratislava. 

S u m m a r y. 
Recapitulating the existing experimental results, we can 

briefly say the following: 
The enzymatic hydrolysis of concentrated starch solutions — 

i. e. for instance the distillery mash — does not follow the inono-
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molecular equation. After the anaeli is cooled to the saccharifica-
tion temperature and after adding the suspension of enzymatic 
preparation, the conversion of starch takes place very quickly. 
After the larger half of istarch has been changed into maltose, 
the rate of the process gradually slows down and stops after re­
aching the decomposition limit of starch irrespective of the tes­
ting temperature. 

The change of the reaction type is caused manily by the hig-
Ьет concentration of the starch solution. Higher reaction tempera­
ture which was thought to be the main cause of the change of 
the reaction type does not seem to have an important influence. 
This is proved by the fact that the course of hydrolysis in con­
centrated starch solutions is not monomolecular, even at lower 
temperature«. 

The assumptions of the monomolecular course of -the hydro­
lysis of starch solution made by Kjeldahl, Liiers-Wasmund and 
Euler-Swanberg, are not and can not be kept — as a consequence 
of the required production rentability — in distillery practice. 
For this reason the diastatic values of enzymatic preparations de­
termined by present methods, can not supply data of real indu­
strial value of diastatic preparations. 

The hydrolysis ends by reaching the decomposition limit, the 
process of the starch conversion into maltose stops, and in the 
saccharificated mash remains amylase almost inviolated. The acti­
vity of the amylase remaining in the mash depends on the saccha-
rification temperature. The activity is greather when the sacchari-
iication temperature was lower amid vice versa. 

It has been found that the activity of amylase increases du­
ring the hydrolysis, probably as a result of physico-chemical chan­
ges during which the prosthetic group of enzyme get rid of the 
part of accompanying ballast material. As a result of the biolo­
gical purification of amylase, the mash enriches itself with enzyme. 
During the next step the malt dextrins should be decomposed by 
the purificated amylase in the presence of living yeast. 

The resistance of amylase to the action of the older soluti­
ons is relatively large and depends on the sacharification tempera­
ture. The higher saccharification temperature decreases the acti­
vity of amylase in the mash, but increases its resistance to the 
influences which can act in the time between yeast inoculation 
and its adequate propagation. 

The activity of enzym is influenced by the addition of yeast. 

Research Departement of Food industry, 

Bratislava. 
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В ы в о д ы 

Суммируя, полученные до сих пор результаты экспери­
ментов, мы можем сделать следующие выводы: 

Энзиматический гидролиз концентрированных растворов кра­
хмала, а такими можно считать заторы спиртового производ­
ства, не протекает по мономолекулярному уровнению. После 
охлаждения затора на температуру осахаривания и после до­
бавления суспензии энзиматического препарата, конверсия крах­
мала происходит с большой скоростью, т. е. почти мгновенно. 
После превращения большей половины крахмала в мальтозу 
процесс понемногу замедляется, и останавливается после дос­
тижения граничного паспада крахмала и это происходит неза­
висимо от температурных условий в которых производится 
опыт. 

Причиной перемены типа реакции является прежде всего 
повышенная концентрация раствора крахмала. Повышенная 
температура реакции, считавшаяся, до сих пор главной причиной 
перемены типа реакции, как будто бы не оказывает такое зна­
чительное влияние. Это доказывает действительно то, что про­
текание гидролиза не является в концентрированном растворе 
крахмала мономолекулярное даже при низших температурах. 

Кьельдалем, Люэрс- Васмундом и Эулер- Сванбергом вы­
работанные предположения мономолекулярного гидролизного 
хода раствора на практике спиртовой промышленности не до­
держиваются и не могут быть додержаны в следствии требуемой 
рентабильности производства. Поэтому диастатическая стои­
мость энзиматических препаратов, которая определяется тепе­
решними методами, не можетна м дать достаточные данные о 
действительной стоимости диас татических препаратов. 

После окончания гидролиза достигается граничный распад 
и останавливается процесс конверсии крахмала в мальтозу, а в 
осахаренных заторах остается почти не тронутая амилаза. Ак­
тивность амилазы оставшейся в заторе зависит от температуры 
осахаривания. Активность больше, если температура осахари­
вания была ниже и меньше, если температура осахаривания 
была выш?. 

Удалось доказать, что во время протекания гидролиза 
повышается активность амилазыи, вероятно в следствии физико-
химических процессов, с ходом которых поостетическая группа 
энзима избавляется от части сопровождающих её баластных 
веществ. Вследствии биологического очищения амилазы затор 
обогащается энзимом. Во вр?мя протекания дальнейшего про­
цесса солодовые декстрины, в присутствии живых дрожжей, 
должны расщепиться с помощью таким образом очищенной 
амилазой. 



Устойчивость амилазы против влияния старения растворов, 
стоящих более продолжительное время относительно велика и 
зависит от температуры осахаривания раствора крахмала. Выс­
шая температура осахаривания хотя и понижает активность 
амилазы в заторе, но повышает ее устойчивость против влия­
ниям, могущим действовать с момента засева дрожжей до вре­
мени, соответствующего их размножению. 

Добавление дрожжей влияет на активность энзима. 
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O pečivosti pšeničných múk 
ĽUDOVÍT MATHERNY a NIKOLAJ MICIIAJLOVSKIJ 

Mlynárska chémia začala sa vyvíjať v dobe medzi dvoma 
svetovými vojnami, keď konkurencia medzi jednotlivými mlynmi 
sa vyostrila a štáty vyvážajúce ipšenicu mohly výhodne predávať 
len -kvalitný tovar. Hlavný záujem sa sústredil na otázku peči­
vosti múk, získaných z rôznych druhov pšenice a tak konkurencia 
donútila väčšie mlyny vybudovať, prípadne zväčšiť chemické la 
boratóriá. Hoci vyvážajúce štáty malý svoje štátne výskumné 
ústavy, ktoré sa medzi iným zaoheraly aj týmto problémom, pred­
sa ich rozpočet nedovolil rozsiahlejšie sledovať pečivoisť ia prí­
činy rôznej pečivosti múk. Kríza však donútila tieto štáty nielen 
zvýšiť položku rozpočtu, ale i zriadiť osobitné mlynárske ústavy, 
spojené s obilnými šľachtiteľskými stanicami. Nakoľko z obilia 
v medzinárodnom obchode najväčšiu úlohu hrala pšenica, zaobe-
raly 'sa tieto výskumné ústavy ipireďovšetkým pečivosťou múky z 
pšenice. K itouiu prispelo aj to ,že už pred prvop svetovou vojnou 
sa odborníci zaoberali pečivosťou najmä (pšeničných múk, čo bolo 
umožnené tým, že z týchto dá sa vyprať tzv. lepek, ktorým sa bu­
deme zapodievať neskoršie. 

Pečivosť. V predchádzajúcom smie hovoírili o ipečivosti múk 
ako o známom pojme, bez toho, že by sme podali jeho definíciu. 
Posudky odborníkov v tomto ohľade ešte nesúhlasia úplne, ale 
najrozšírenejšia je táto definícia: 

pod pojmom pečivosti rozumieme tú vlastnosť múk, do akej 
miery sú schopné dať pečivo pekne klenuté, s veľkým obje-
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