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Stanovenie aktivity glukoamylazy v enzymoch pre potravindrsky
priemysel

EDITA DUDIKOVA - JULIUS SUBIK

Suhrn. Praca sa zaobera prieskumom a vyberom metdd na stanovenie aktivity glukoa-
mylézy so zretelom na $tandardizaciu metéd analyzy priemyselnych enzymov. Experimen-
talne sa overili metddy zakladajice sa na stanoveni obsahu redukujicich sacharidov a na
enzymovej analyze uvolnenej glukézy po hydrolyze skrobovych substrdtov tcinkom glu-
koamylazy. Z vysledkov vyplynulo, Ze na Standardizaciu je vhodnd metdéda podla soviet-
skej normy GOST s pouzitim Bio-La-testu Oxochrém-glukéza pre jednoduchost a selek-
tivnost stanovenia v pritomnosti u-amylazy.

Glukoamylaza, oznacovana casto ako amyloglukozidaza (1,4-a—p—glukan
glukohydrolaza, EC 3.2.1.3), je najmenej Specificky amylolyticky enzym,
ktory katalyzuje hydrolyzu o-1,4-glukdnovych a a-1,6-glukdnovych vizieb
v polysacharidoch, ako je $krob, amyléza, amylopektin, amylodextrin, glyko-
gén a cely rad glukooligosacharidov. Hydrolyzuje aj pomerne zriedkavé a-1,3
rozvetvenie amylézy. Glukoamyldza odstiepuje glukdzové jednotky z neredu-
kujicich koncov retazcov. Prednostne Stiepi vysokomolekuldrne substraty.
Jej optimdlne pH je 4 az 6, optimélna teplota 50 °C, maximadlna aktivita pri
55-65 °C. Vlastnosti jednotlivych druhov fungalnych glukoamyldz zavisia pre-
dovsetkym od produk¢ného mikroorganizmu. Najlepsi producenti su plesne
rodu Aspergillus, Rhizopus a Endomyces (1-4).

Aktivita glukoamylazy sa vieobecne definuje ako mnozstvo glukézy uvol-
nené zo substratu za jednotku ¢asu. V porovnani s mnozstvom jednotiek, po-
uzivanych vyrobcami pre aktivitu a-amylazy, sa vak pri glukoamylaze pouzi-
vaji najma dve definicie jednotiek:

-1 jednotka U je mnozstvo enzymu, ktoré uvolni 1 pmol glukézy za 1 mi-
nutu,
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-1 jednotka GAU je mnozstvo enzymu, ktoré uvolni 1 g redukujucich cuk-
rov za 1 hodinu.

Metddy pouzivané na stanovenie aktivity glukoamylazy sa zakladaju na sta-
noveni redukujuicich sacharidov a na enzymovej analyze uvolnenej glukozy
[5]. Reakéné podmienky pri hydrolyze sa pri jednotlivych metddach ¢asto od-
lisuju, predovsetkym Co sa tyka teploty, rozdiely st od 25 do 60 °C. Oznace-
nie jednotiek je vSak pri niektorych metédach odliSné napriek pouzitiu jednej
z uvedenych definicii aktivity (metédy FAO/WHO oznacujui ,,unit” pre jed-
notku aktivity, definovani ako jednotku GAU a pod.).

Stanovenie aktivity glukoamyldzy meranim uvolnenych redukujiicich sacha-
ridov. Metddy zalozené na tomto principe st neSpecifické, pretoze vysledné
hodnoty méze ovplyviiovat pritomnost a-amyldzy a pullulanazy. Casto uplat-
novanou metédou je postup podla Somogyiho a Nelsona [6, 7]. Ako substrat
sa osvedc¢il roztok rozpustného skrobu (10 g/l). Hydrolyzou uvolnené redu-
kujuce cukry sa stanovia Somogyi—Nelsonovym ¢inidlom.

Iné met6dy sa zakladajui na stanoveni hydrolyzou uvolnenych redukujicich
cukrov postupom podla Schoorla. Je to flapr. postup firmy Jan Dekker [8],
pri ktorom sa ako substrat uplatfiuje kukuri¢ny Skrob, alebo postupy FAO/
WHO [9], ktoré ako substrat pouzivaji skrobovy hydrolyzét (corn syrup so-
lids) a respektujui rozdielne optimdlne pH a teplotu pre enzymy z réznych fun-
gélnych zdrojov. ’

Na stanovenie aktivity glukoamyldzy sa podobne ako pre a-amylazu pouZi-
va stanovenie glukdzy uvolnenej hydrolyzou spektrometrickou metddou
s alkalickym roztokom kyseliny 3,5-dinitrosalicylovej. Tento postup uplatiu-
je napr. aj norma NDR na stanovenie aktivity glukoamyldzy po hydrolyze
$krobového substratu [10].

Stanovenie aktivity glukoamyldzy enzymovou analyzou uvolnenej glukozy.
Druhd skupina metdd je v praxi zna¢ne roz$irend-a postupne sa zdokonaluje.
Postupom podla Ruttloffa a kol. [3] sa glukéza odStiepena po hydrolyze Skro-
bového substratu (20" g/l) glukoamylizou pri teplote 45 °C a pH 5,5 stanovi
pomocou glukézaoxidazy (GOD). perdxidazy (POD) a o-dianizidinu [11, 12].
Touto metédou mozno selektivne stanovit aktivitu glukoamylazy aj v pritom-
nosti a-amylazy [18]. Na tom’istom principe je zalozeny postup podla soviet-

-skej normy GOST [13]: ktory povodne pouzival na vyvolanie farebnej reakcie
ferokyanid draselny, neskorsie vSak pol nahradeny o-dianizidinom [14]. Pri
tomto postupe sa hydrolyza $krobového roztoku (10 g/l) robi pri teplote
30 °C. Obdobny typ enzymovej analyzy na stanovenie aktivity glukoamylazy
sa uplatiitje v metéde NOVO Industry, podla ktorej sa glukéza uvolnena hy-
drolyzou maltézy ako substratu pri 25 °C stanovuje glukéza-dehydrogenazo-
vym reagensom firmy Merck [15]. Firma NOVO Industry uplatfiuje aj jedno-
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duchu met6du, pri ktorej sa hydrolyzuje p-nitrofenylglukopyranozid (pNPG)
a uvolneny p-nitrofenol sa stanovi spektrofotometricky [16].

Okrem uvedenych metdd sa zavadzaju aj novsie postupy. Na stanovenie
Styroch amylolytickych enzymov a-amylazy, B-amylazy, a-glukozidady a glu-
koamylazy na diagnostikovanie chor6b pankreasu i na priemyselné tcely sa
navrhuje postup, kde substratom je polysacharid typu a-1,4-glukdnu, rozpust-
ny vo vode, oznaceny neSpecificky radionuklidom “C. Aktivita enzymu je
umerna prirastku rdadioaktivity chromatograficky separovanych reakénych
produktov, pripadne ubytku radioaktivity zdkladného o-1,4-glukdnu. Vyho-
dou postupu je vysoka citlivost a maly objem analyzovanej tekutiny [17]. Ob-
dobne ako pre a-amyldzu aj pre glukoamylazu bol vyvinuty chromolyticky ta-
bletovy S-test.

Cielom tejto préce bol prieskum a vyber metdd stanovenia aktivity glukoa-
mylazy v enzymovych pripravkoch so zretelom na ich $tandardizéciu a uplat-
nenie v potravinarskom priemysle.

Material a metédy

Poutzili sa vzorky enzymovych preparatov zo Slovenskych skrobarni Doln4
Krupa (glukobatatin z Aspergillus batatae), firmy Jan Dekker, Holandsko
(Brew-N-zyme L-100 a [.-300), firmy Serva, NSR (Amyloglucosidase Rohala-
se HT 11 U/mg a 18 U/mg), firmy MKC, NSR (Optidex L-200), firmy NOVO
Industry, Dansko (AMG 300 L) a KEKI, MLR (Amyloglucosidase). Vi&inu
pouzitych chemikalii vyrobila firma Lachema, Brno; rozpustny $krob firma
Merck.

Analytické metddy a pracovné postupy
1. Modifikovand metéda podla sovietskej normy [13, 14]

Metdda stanovenia aktivity glukoamyldzy je zalozena na stanoveni rychlos-
ti hydrolyzy rozpustného $krobu. Mnozstvo uvolnenej glukdzy sa stanovi en-
zymovou analyzou s glukézaoxiddazou (GOD), peroxidazou (POD) a chromo-
génnou latkou, ktorou je ferokyanid draselny [13], resp. o-dianizidin [14].

Modifikdcia metody spociva v ndhrade karcinogénneho o-dianizidinu pri
analyze glukézy enzymovym testom firmy Lachema Bio-La-test Oxochrém-
-glukéza. Pri stanoveni oxochromovym testom sa glukdza oxiduje kyslikom
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za katalyzy glukozaoxidazou na peroxid vodika a glukondt. Vzniknuty pero-
xid vodika sa stanovuje oxida¢nou kopuldciou so substituovanym fenolom
a 4-aminofenazénom, katalyzovanou enzymom peroxidazou [19].

Definicia — jednotka aktivity glukoamylazy (U) je mnozstvo enzymu, ktoré
uvolni z rozpustného Skrobu 1 umol glukézy za 1 minutu pri 30 °C a pH 4.7.

Enzymova hydrolyza prebieha 10 mintt pri 30 °C v inkubaénej zmesi, ktora
obsahuje 2,5 ml §krobového roztoku (10 g/l), pH 4,7 a 1,25 ml vhodne narie-
deného enzymového preparitu v H,O. Obidve zloZky boli vopred vytempero-
vané na 30 °C. Reakcia sa zastavi S-minutovym varom vo vodnom kupeli. Sti-
bezne sa robi slepy pokus s rovnako nariedenou vzorkou enzymu, ktora sa
najskor inaktivovala 10-mindtovym varom vo vodnom kupeli.

V pripade glukoamylaz s dobrou renatura¢nou schopnostou (napr. zo Sac-
charomycopsis fibuligera) treba pouzit iny sposob inaktivdcie enzymu, aby ne-
doslo ku skresleniu vysledkov.

Stanovenie odstiepenej glukozy Bio-La-testom Oxochrom-glukéza [19]. Po-
stup bol upraveny pre aplikdciu u enzymovych preparatov. K 2,5 mi giukdzao-
xiddzového ¢inidla sa v skimavke prida 0,5 ml vzorky po hydrolyze. Tak isto
sa spracuje aj slepy pokus. Zmesi sa inkubuji 30 min pri laboratornej teplote,
chranené pred priamym svetlom. Po ukonceni inkubdcie sa zmeraji absor-
bancie na Spekole pri 500 nm. Vypocita sa rozdiel absorbancie vzorky a slepé-
ho pokusu. Vyhodnotenie obsahu glukozy sa uskutoc¢ni pomocou kalibracnej
Ciary pre glukézu: rovnakym postupom sa k 2,5 ml glukézaoxiddzového ¢inid-
la pridavaju 0,5 ml alikvotnych roztokov glukézy obsahujice 0,05 az 0,5 umol
glukodzy, po ukonceni inkubdcie sa meraju absorbancie pri 500 nm.

3,75a
180.n.10
kde a je prirastok glukdzy v 0.5 ml hydrolyzatu (pn2), n — mnozstvo enzymu
v 3.75 ml hydrolyzatu (g).

Vypocet: Ulg =

2. Metoda podla Somogyiho—Nelsona [6, 7]

Podstatou postupu je stanovenie redukujucich sacharidov, uvolnenych hy-
drolyzou Skrobu glukoamyldzou. Metdda je zalozena na redukcii Somogyiho
¢inidla poloacetdlovou skupinou cukrov s nasledujicou kolorimetrickou ana-
lyzou farebného komplexu vzniknutej mednej zluceniny s arzénomolybdena-
novym ¢inidlom podla Nelsona.

Somogyiho c¢inidlo. Roztok A — rozpusti sa 24 g bezvodého Na,CO,,
NaHCO;, 12 g vinanu sodr-raselného a 144 g Na,SO, v desnlovane; vode
na vvsledny objem 800 nil. Rt)?tok B - rozpusti sa 4 g CuSO SH,O a36¢
Na,SO, v destilovaiicj vode na vysledny objem 200 ml. Obd roztoky sa ucho-
vé\;aj‘(l oddelene, pred pouZitfn sa zmieSaju v pomere A:B = 4:1

Nelsonovo cinidlc. Rozpuct? 5720 - melybdénanu aménneho v 45() ml des-
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oncentrovang] H,50, a roztok 3 g Na,HAO .
sa nechd staf 48 hodm pri 37 °C. Cinidlo aa

titovanej vody, pricd sa 21 ml}
JH,O v 25 mi vody. IHoztok
Uu,hOV ave v tmavej fladi

Definicia - jedna jednotka glukoamyldzovej aktivity (U) je mnoZstvo enzy-
mu, ktoré katalyzuje uvolnenie 1 pmol glukdzy za I mindtu pri 45 °C a pH
5,6.

Enzymova hydrolyza a stanovenie giukozy — pri stanoveni aktivity sa k 0,45
ml subsiratu obsahujicemu rozpustny Skrob (10 g/t) v tlmivom acetdtovom
roztoku 0,05 mol/l, pH 5.6 pridéd 0,05 ml vhodne nariedeného preparatu glu-
koamylazy a inkubuje sa 15 mintt pri 45 °C. Reakcia sa zastavi pridanim
0,5 ml Somogyino ¢inidla. Pre blank sak§,45 misubstratu pridd po 15-minttovej
inkubdcii pri 45 °C 0,5 m! Somogyiho ¢inidla a napokon 0,05 ml nariedenej
vzorky enzymu. Skimavky so vzorkou aj blankom sa vioZia na 10 minit do
vriaceho vodného kupda ochladia na laboratérnu teplotu a do kazdej skii-
mavky sa pridaju 4 m! Nelsonovho Cinidia, zriedeného 4-krat v H,O. Obsah
sa premiesa a po 3-5 minitach sa meria absorbancia pri 540 nm.

Obsah glukodzy sa vyhodnoti pomocou kalibracnej ¢iary. K 0,5 ml alikvét-
nych roziokov glukozy, ktoré obsahuji 19 az 50 pg glukozy, sa prida 0,5 mi
Somogyiho ¢inidla a dalej sa postupuje ako pri stanoveni glukoamyldzovej
aktivity.

- 20AR

oy =

Vypodet Ulg = 28
LR 0.15N

1
kde A je uvolnend giukdza z kalibracnej Ciary (pg), R — riedenie, N — mnoz-
stvo enzymu v 1 ml zékladného roztoku (g).

Visledky a diskusia

Na stanovenie aktivity glukoamylazy v enzymovych preparatoch sa pre ex-
perimentdine overovanie vybrali dve metddy, a to metdda podla sovietskej
normy GOST [13, 14] a metdda podla Somogyiho-Nelsona [6, 7].

Pri overovani stanovenia aktivity glukoamyldzy podla sovietskej norimy
sme sa najskor zamerali na ndhradu karcinogénneho o-dianizidinu komeréne
vyrabanym testom firmy Lachema, Bio-La-test Oxochrom-glukéza. Pévodny
postup, uréeny vyrobcom na analyzu glukézy v sére, moci a podobne, bolo
potrebné prispdsobit pouZitiu pre enzgmové preparaty. Uprava sa tykala po-
merov objemov glukézaoxiddzového ¢inidla a hydrolyzatu. Preto sa robiii
analyzy so $tandardnymi roztokmi glukézy o zndmych koncentracidch, pri-
¢om sa pouzil niz$i objem glukézaoxiddzového Cinidla, ako aj niekolkonasob-
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ny objem hydrolyzitu pre reakciu testu. Na zdklade vysledkov sa vybral vhod-
ny pomer reakénych zloziek: 2,5 ml glukézaoxiddzového ¢inidla a 0,5 ml hy-
drolyzatu.

Metodami podla sovietskej normy a podla Somogyiho—Nelsona sa robi-
li analyzy 8 vzoriek glukoamyldzy pochddzajice od roznych vyrobcov (tab. 1,
obr. 1) a porovnali sa ich namerané aktivity. Zdkladom pre porovnanie
nameranych udajov je to, Ze obe metddy definuju jednotku aktivity rov-
nako Co sa tyka mnozstva uvolnenej glukozy za jednotku ¢asu, t. j. pmol/
min. Podmienky hydrolyzy pri oboch metédach sa viak vyrazne odlisuju pre-
dovsetkym v reak¢nej teplote 30, resp. 45 °C. Vplyv reakénej teploty na hod-
notu aktivity enzymov sa stanovil metédou podla sovietskej normy, pri prepa-
ratoch Serva Amyloglucosidase (11 U/mg), Brew-N-zyme L-100 a Brew-N-zy-
me L-300 a znazorfuje ho obr. 2. Vidiet, Ze aktivita glukoamylazy nie je line-
arnou funkciou teploty. Zvysenie reakénej teploty na dvojnasobok malo za
nasledok takmer Stvorndsobné zvysenie aktivity enzymu.

Tabulka 1. Porovnanie hodnét aktivity glukoamylazy nameranych metédou podfa sovietskej
normy s Oxochrém-testom a metédou podla Somogyiho-Nelsona
Table 1. Comparison of the values of glucoamylase activity measured by the method according
to the Soviet standard with Oxochrom-test and the Somogyi-Nelson method

Sovietska norma Somogvi-Nelson
+ test Oxochrom® 5 (‘ng H ‘~6)
C! Enzymovy preparat’ (30 °C, pH 4,8) Lot
Aktivita*
Ulg U/ml Ulg U/ml
1 Amyloglucosidase 11 U/mg Serva 2 650 - 3620 -
2 Amyloglucosidase 18 U/mg Serva 4 450 - 7 240 -
3 Glukobatatin 900 - 2 000 -
4 Brew-N-zyme L-100 - 1930 - 4 45)
5 Brew-N-zyme L-300 - 2 140 - 5 160
6  Optidex L-200 ) - 7 050 - 8 400
7 Amyloglucosidase KEKI - 7 500 - 8 400
8 AMG 300 L NOVO - 7 500 - 10 300

'No.; ’Enzyme preparation; *Soviet standard + Oxochrom test; *Activity.

Ako vyplyva z obr. 1, medzi hodnotami aktivity nameranymi oboma po-
stupmi nie je jednoznacny linearny vztah. Rozdiely su zrejme ovplyvnené ne-
linedrnou zavislostou aktivity jednotlivych preparatov od teploty hydrolyzy
(obr. 2), ako aj hodnotou pH pocas hydrolyzy, ktor4 je pre niektoré preparaty
(Brew-N-zyme, Optidex L-200, AMG 300 L) pri analyze metédou podla So-
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mohyiho-Nelsona mimo oblast optimalneho pH, t. j. pH 4-4,5. Vzhladom na
to nemozno urcit ani prepocitavaci faktor medzi oboma metédami.
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Obr. 1. Vztah medzi aktivitou glukoamyldzy enzgymovych preparatov, stanovenou podla soviet-
skej normy GOST a podla Somogyiho-Nelsona.
1. 2 - Amyloglucosidase Serva 11 U/mg a 18 U/mg. 3 - glukobatatin, 4, 5 — Brew-N-zyme L-100
a L-300, 6 — Optidex L-200, 7 — Amyloglucosidase KEKI, 8 - AMG 300 L NOVO.
Fig. 1. The relation between the glucoamylase activity of enzyme preparations determined by the
Soviet GOST standard and by the Somogyi-Nelson method. ('Glucoamylase activity).

Na potvrdenie spravnosti experimentalnych udajov ziskanych overovanymi
metddami sa porovnali nimi namerané hodnoty aktivity s idajmi vyrobcov
u ¢istého prepardtu Serva Amyloglucosidase s aktivitou asi 18 U/mg a potravi-
ndrskeho preparatu Brew-N-zyme L-100 s deklarovanou aktivitou 100 GAU/
ml. Reak¢né podmienky sa vSak pri oboch metédach upravili v zmysle udajov
vyrobcov, t. j. hydrolyza prebiehala pri 60 °C a pri pH optimalnom pre akti-
vitu oboch vzoriek enzymu.

Z tab. 2 vyplyva, Ze za tychto experimentéalnych podmienok sa dosiahla pri
vzorke Serva Amyloglucosidase relativne dobra zhoda hodno6t aktivity name-
ranych pomocou oboch metéd s tidajom vyrobcu (rozdiel je 20 a 10 %), aj
ked konkrétna metdda, ktort vyrobca pouzil, nebola uvedena [20]. Pri vzor-
ke Brew-N-zyme L-100 sa namerali hodnoty aktivity, ktoré po prepocte na
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nck hydrolyzy.

Na zakl“a vysledlzov overovania a porovndvania metdd stanovenia aktivi-
ty giukoamyidzy je z hiadiska ndvrhu ra Standardizaciu vhodna modifikécia
meiddy pod;a sovietskej normy GOST s pouiitfm Bio-la-testu Oxochrém-glu-
kéza na stanovenic uvoinenej glukozy. Postup je prakticky vihodny a pouzi-
tim testu Oxochréns glukdza a nahradi karcirogénny o-dianizidin pri enzy-
movom stanoveni giukdzy. Metdda umozniuje selektivne stanovenie aktivity
glukoamylazy v pritomnosti a-amyldzy na rozdiel od metddy podla Somogy-
iho—Nelsona, pri ktorej sa stancvia vsetky redukujice zloZzky po enzymove!
hydrolyze. Vzhladon: na mozné rozdiely pri stanoveni aktivity v zdvislosti od
pH je Ziadice, aby sa oproti pévodne; metdde, pri kiorej prebieha hydrolyza
pri jednotnom pil, respektovalo optiméine pH pre jednotlivé enzymové pre-
paréty.
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Tabulka 2. Porovnanie nameranej aktivity s fidajm vyrobooy
Tablc 2. Comparison of the measured activity with the manufacturces datn
S,
Sovictska norma? B Somogyi-Nelson |
Enzymovy prepardt Aktivita podla vyrobcov pri 60 °C | Opt. pH? Aktivita pri 60 °C !
— . J
Umg | Ul |GAUfmi E
H
= — - .,{ -
Amyloglucosidase Serva 18 U/mg 4.8 22,3 - - i
Brew-N-zyme L-100 100 GAU/ml 4,2 - 9 100 99 l % 306 l X} T

Enzyme preparation; *Activity according to the manufacturers at 60°C; *Optimal pH; *Soviet standard; SActivity
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Onpenenenne AKTHBHOCTH IIlOKOAMHJIa3bl B q)epmelnax
JJIA MHIEeBOM NMPOMBILIJIEHHOCTH

Pe3mome

PaboTa 3aHMMaeTca pacceoBaHueM M TOA60POM METOROB [JIsI OIIPeesIeHNs aKTUBHOC-
T¥ TIOKOaMMUIasbl € yAesJeHueM BHMMAaHMA CTaHAApTM3alyuM METOJOB aHaJM3a IIPOMbI-
LITEeHHBIX PePMEeHTOB. DKCIIePUMEHTAIBLHO TPOBEPIIIMCH METOAbI OCHOBAHbI KaK Ha ONIpe-
ZeTIeHUNM COJeprKaHMsA PeNyKUMOHHBIX CaXapuoB Tak M Ha (PepMEHTATMBHOM aHaJM3e

cBODOOXK/IEHHOM [JII0KO3bI MOCTe TUAPOIM3a KPpaXMaJlbHbIX CYOCTPATOB NefICTBIEM TIIFOKO-
zyvunaspl. C pe3yabTaTOB BBITEKAET, YTO JJIA CTAaHAAPTU3ALMM ITOAXOANUT METOJ 10 COBET-
cxomy cragpapry 'OCT c¢ ucnonpsoBanmeM Buo-Jla Tecta OKCOXPOM-TJIIOKO3a M3-3a €r0
TPOCTOTBI M CEJIEKTUBHOCTY ONIPeJIeJIeHMA B IIPUCYTCTBUM (-aMUJIA3bL.

Determination of the activity of glucoamylase in enzymes for food industry
Summary

The paper deals with the investigation and choice of methods for the determination of glucoa-
mylase activity with respect to the standardization of the analytical methods for industrial enzy-
mes. The methods based on the determination of the contents of reducing sugars as well as those
~ased on the enzyme analysis of the liberated glucose following the hydrolysis of starch substrates
under the effect of glucoamylase were experimentally evaluated. The results showed that the
method according to the Soviet GOST standard under the use of the Bio-La test Oxochrom-glu-
cose is suitable for standardization because of the simplicity and selectivity of the determination
in the presence of a-amylase.
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