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Stanovenie aktivity a-amylazy v enzymovych preparatoch

EDITA DUDIKOVA - JULIUS SUBIK

Stuhrn. Robil sa prieskum a vyber metdd na stanovenie aktivity a-amyldzy s osobitnym
zretelom na Standardizaciu metdd na analyzu priemyslovych enzymovych preparatov. Ex-
perimentalne sa overovali metddy zakladajice sa na merani sfarbenia jédskrobového
komplexu po hydrolyze $krobového substratu a-amyldzou, a to dvojakého typu: bez pou-
zitia B-amyldzy na ipravu substrétu a s pouzitim nadbytku B-amylazy na pripravu a-amylo-
dextrinu. Dalej sa overovali metédy s farebne oznatenymi nerozpustnymi substratmi.
Z vysledkov vyplynulo, Ze v rdmci Standardizédcie analytickych postupov pre enzymové
preparaty je najvhodnejsia metéda SKB (Sandstedt—Kneen-Blish).

u-Amylaza (1,4-a-D-glukéan glukanohydrolaza), EC 3.2.1.1., katalyzuje hy-
irolyzu a-1,4 glukdnovych viézieb za tvorby vyssich oligosacharidov a malto-
zv. RozliSuja sa amylazy rastlinné, zvieracie, [udské a mikrobidlne. a-Amyla-
zv st endoamylazy, ktoré hydrolyzuji vysokomolekulové substraty, ako su
ikrob, amyldza alebo glykogén, zvicsa na Tubovolnych miestach vnutri mole-
<uly skrobu a produkuju polysacharidy s krat§im retazcom, t. j. dextriny a
Jalej az maltézu. Aj ked a-amylazy su stabilné a daja sa lahko purifikovat,
meranie ich aktivity je komplikované pre roznost reakénych mechanizmov,
roznorodost zmesi produktov a nedostatok substratov s definovanou chemic-
<ou Struktarou [1].

Pri deklarovani aktivity a-amylazy pouzivajui rozni autori a vyrobcovia en-
zvmovych prepardtov jednotky a definicie aktivity, ktoré si najvhodnejsie
pre ich pracu, ale velmi sa od seba odliSuju ¢o do pouzitého substratu, pH,
teploty atd. V zaujme lepSieho dorozumenia v oblasti enzymovej analyzy su-
streduje sa pozornost poprednych odbornikov na prednosti Standardizacie,
t.j. jednotného pouzitia nomenklatiry symbolov, veli¢in a jednotiek v zmysle
medzinarodného systému jednotiek SI (System International).
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V siistave SI sa definuje jednotka enzymovej aktivity 1 katal (kat), ¢o je en-
zymova aktivita, ktora premeni 1 mol substratu za 1 sekundu. Reakcia pre-
bieha pri teplote 30 °C, optimalnom pH a koncentracii substratu, ktoré su
presne definované. Jednotka katal nahradza predtym zavedend medzinarod-
ni jednotku U (unit) z roku 1961, ktord je definovana: 1 U je mnozstvo enzy-
mu, ktoré katalyzuje premenu 1 pmol substratu za 1 minitu. Obe jednotky sa
prepocitavaju podla vztahu 1 kat = 6. 10’ U, alebo naopak, 1 U = 16,67 nkat.

Cielom Standardizacie je aj zdokonalovanie spolahlivosti a reprodukova-
telnosti meracich metdd na dosiahnutie porovnatelnosti vysledkov medzi roz-
nymi laboratériami. V oblasti enzymovych preparitov sa touto problemati-
kou na medzinidrodnej trovni zaobera Vybor expertov FAO/WHO (Food
and Agriculture Organization/World Health Organization) pre potravinarske
aditiva, ktory spractiva a odporuca Specifikdcie pre jednotlivé enzymové pre-
paraty. Sucastou Specifikacii si okrem poziadaviek na presné vymedzenie
kvality aj odporicané skuSobné postupy, ktoré obsahuju aj metédy stanove-
nia aktivity enzgymovych preparatov. Napriek tymto zjednocujucim trendom
pouZzivaji popredni vyrobcovia enzymovych preparatov vo svete nadalej
zauzivané neoficidlne jednotky, vhodné predovsetkym z aplika¢ného hladis-
ka. )

Na stanovenie aktivity a-amylazy sa v literatire vyskytuje velky pocet me-
téd, ktoré su zalozené na réznych principoch.

Klasické metody sa zalozené na:

— merani mnozstva redukujicich skupin uvolnenych enzymovou reakciou,
- merani poklesu intenzity sfarbenia jédskrobového komplexu,

— merani poklesu viskozity S§krobovej suspenzie pri enzymovej hydrolyze.

Modernejsie metody su:

— kolorimetrické s farebne ozna¢enymi nerozpustnymi polysacharidmi,

— turbidimetrické, nefelometrické a polarografické s vysokomolekulovym1
substratmi,

— spektrofotometrické metddy s nizkomolekulovymi definovanymi substrat-

mi [1-3].

Z hladiska stanovenia aktivity priemyselne vyrabanych enzymov v suvislos-
ti s ich aplikdciou v potravindrskom priemysle si ako §tandardné zavedené
a rozpracované predovsetkym prvé dva typy klasickych metod [4, 5].

Z metod prvého typu je najvyznamnejsia metdda stanovenia amylolytickej
aktivity podla Bernfelda [6], zalozend na oxidacii karbonylovych skupin mal-
tézy, vytvorenej posobenim amylolytlckeho enzymu na Skrobovy substrat, ky-
selinou 3,5-dinitrosalicylovou. Kedze reduktometrické stanovenie aktivity je
malo $pecifické [4, 7], uplatiiuje sa tito metdda predovsetkym v experimen-
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szinych pracach [8] a pri analyze prepardtov vysSieho stupia Cistoty. Popred-
=+ vyrobca biochemikalii, firma Serva, cituje tito metddu pri deklarovani ak-
vty svojich enzymovych preparatov [9].

Do tejto skupiny patri aj metédda podla Somogyiho [10], zaloZené na stano-
-eni vytvorenych redukujicich cukrov Somogyiho—Nelsonovym reagensom
[11].

Druhy typ klasickych metéd, vyuzivajucich na stanovenie aktivity a-amyla-
zv farebné zmeny jodskrobového komplexu v dosledku hydrolyzy substratu,
¢ najviac roz§ireny a v literature sa opisuju viaceré modifikacie vychadzajuce
zo zékladného principu. Modifikacie sa v zdsade tykaju pouzitia f-amylazy na
Jpravu substratu.

Medzi metddy, ktoré neupravuju substrat f-amyldzou, mozno zaradit me-
:0du uvadzanu v podnikovej norme Slovenskych $krobarni pre potravinarsku
~olamylazu [12]. V zmysle tejto normy sa stanovuje dextrina¢na aktivita DA
z-amyldzy meranim ¢asu potrebného na odburanie $krobu roztokom amyloly-
tického prepardtu na vysokomolekulové dextriny. Meria sa ¢as potrebny na
dosiahnutie Standardného sfarbenia jodSkrobového roztoku pri teplote 30 °C
= pH 6,2. Na rovnakom principe sa zakladd modifikovanad metdda podla
Wohlgemutha [13], 1i8i sa v$ak odliSnymi reakénymi podmienkami a defino-
vanim jednotky aktivity. Na vyhodnotenie sfarbenia sa pouziva Helligov
komparator s referenénym farebnym Standardom, t. j. a-amylazovym fareb-
nym diskom. Metéddu podla Wohlgemutha pouziva pre svoje vyrobky napr.
holandska firma Jan Dekker alebo nemecka firma Miles-Kali-Chemie [14].
Sovietsky enzymovy priemysel ma k dispozicii akostnd normu na stanovenie
zktivity amylolytickych enzymov mikrobidlneho pévodu [15], ktora takisto
neupravuje substrdt B-amyldzou. JodSkrobové sfarbenie po hydrolyze Skrobu
na dextriny roznej molekulovej hmotnosti sa vyhodnocuje spektrofotome-
trickym meranim oproti kontrole bez enzymu.

Do skupiny metdd, ktoré vyuZivaju nadbytok B-amyldzy na ipravu substra-
tu, patria rozne modifikacie metddy SKB nazvanej podla poévodnych auto-
rov Sandstedta, Kneena a Blisha [16]. Metoda SKB sa zaklada na merani ¢asu
potrebného na dosiahnutie Standardného poklesu jodSkrobového sfarbenia
inkubacnej zmesi za pritomnosti nadbytku f-amylazy. Sfarbenie sa vyhodnoti
porovnanim so $tandardnym roztokom podla Hagberga. Tdto metddu detail-
ne opisujeme v Casti Material a metody, kedZe zaujima vyznamné miesto me-
dzi metédami na stanovenie aktivity a-amylazy. Firma Serva napr. uvadza
aktivitu preparatov a-amyldzy okrem jednotiek U aj v jednotkach SKB, ¢o
umoznuje jednak vzajomny prepocet medzi jednotkami, ako aj priame overe-
nie metédy na Standardnom preparate s deklarovanou aktivitou. Metéda
SKB bola zaradend ako odporucana metdda aj do Standardov pre potravinar-
ske enzymové preparaty v NSR [17]. Najvyznamnejsie vSak je, Ze metddu
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SKB prevzali $pecialisti FAO a WHO na stanovenie aktivity bakteridlnej
a fungélnej a-amylazy [18, 19] a odporic¢ania FAO/WHO by sa mali re§pekto-
vat aj pri komplexnej analytickej Specifikdcii enzymov u nés.

Z novsich metdd sa v poslednych rokoch venuje pozornost rychlym meté-
dam vyuZzivajucim farebne oznacené nerozpustné substraty. St dal$im pokro-
kom vo vyvoji Standardizaénych analytickych postupov, pretoze Specifické
substraty, ako farebne oznacend amyléza a $krob, umoziuji rychle a jedno-
duché postupy a poskytuju citlivi reakciu [3].

Tento princip aplikovala u nas firma Lachema vo svojom vyrobku ,,Bio-La-
-Test alfa-amyldza“ ur¢enom na stanovenie aktivity a-amylazy v sére a moci,
ako aj firma Slovakofarma v klinickom teste ,,Spofa test a-amylaza“ [20, 21].
Testovacie tablety tychto pripravkov obsahuji nerozpustny sietovany $krob
s kovalentne viazanym farbivom. Zo zahrani¢nych vyrobcov napr. firma Sig-
ma dodava dva typy testov s rozdielnymi substratmi [22].

Z hladiska vzrastajiceho pouzivania mikrobidlnych amylaz v potravindr-
skom priemysle mé perspektivy na uplatnenie ,,S-test amyldza univerzal® vy-
robeny v Chemickych zdvodoch Juraja Dimitrova. Je vhodny na sledovanie
zmien aktivity a-amylazy pocas fermentdcie a v izolacnych postupoch, naj-
méa v pivovarnictve. Substrdtom je nerozpustny $krob s naviazanym farbi-
vom, zloZenie tablety je prispdsobené pouzitiu pre obilniny. Pri analyze sa po-
uziva tlmivy roztok s pH optimalnym pre sledovany enzym.

Okrem chromogénnych nerozpustnych substratov sa vyvijaji aj nové roz-
pustné chromogénne substraty, ktoré sa vyuZivaji na stanovenie aktivity
a-amyldz a detekciu ich réznych foriem v géloch po elektroforéze a izoelek-
trickej fokusacii [25].

Najnovsie sa na stanovenie aktivity amylaz opisuji UV metddy, vyuzivaji-
ce S$pecifické nizkomolekulové substraty (maltotetradza, maltoheptadza
a pod.) pre ich ¢istotu a moznost presného urcenia priebehu reakcie. Mozno
merat niekolko reak¢nych produktov, napr. glukézu, glukéza-1-fosfat alebo
4-nitrofenol za spolup6sobenia vhodnych pomocnych enzymov [1].

Cielom tejto prace bol prieskum a vyber metéd na stanovenie aktivity
a-amylazy s osobitnym zrete[om na$tandardizaciu met6d na analyzu priemyslo-
vych enzymovych preparatov.

Material a metody

V praci sa pouzili vzorky enzymovych preparatov zo Slovenskych Skrobarni
Dolnéd Krupa (potravindrska a technicka a-amyldza z Bacillus subtilis, gluko-
batatin z Aspergillus batatae), firmy Jan Dekker Holand (Brew-N-zyme GPG-
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L, Brew-N-zyme CGP 13, f-amylase), firmy Serva (a-Amylase Rohalase A3
z B. subtilis, ca 14 U/mg), firmy Novo Industri Denmark (Termamyl L-120 z
B. licheniformis), JRD Mier SpiSské Bystré (Bystrozym z B. subtilis). Vacsina
chemikalii bola od firmy Lachema Brno, S-test amyldza univerzal (rok 1987)
z CHZJD v Bratislave a rozpustny $krob od firmy Merck.

Analytické metddy a pracovné postupy:

Metéda podla podnikovej normy pre potravindrsku bolamylazu [12]. Stano-
vuje sa dextrina¢na aktivita o-amyldzy meranim ¢asu potrebného na odbura-
nie $krobu roztokom amylolytického preparatu na vysokomolekulové dextri-
ny. Meria sa ¢as potrebny na dosiahnutie Standardného definovaného sfarbenia
jodskrobového roztoku za Specifickych podmienok reakcie.

Definicia — jednotka dextrinacnej aktivity (DA) je mnoZstvo enzymu po-
trebné na premenu 1 mg Skrobu na vysokomolekulové dextriny za 1 minttu re-
akcie za podmienok skusky.

Enzymova reakcia prebieha pri 30 °C v 10 ml Skrobového roztoku (20 g/l)
upraveného boritanovym tlmivym roztokom (11,3 g KH,PO, a 3,3 g tetrabo-
ritanu sodného/l) s pH 6,2 po pridani 5 ml roztoku enzymového preparatu
vhodne zriedeného roztokom NaCl (10 g/1). Po 10 mindtach reakcie sa kazda
mindtu odoberd 1 ml reak¢nej zmesi do série skimaviek s roztokom jodu.
Cas, ked je sfarbenie jodového roztoku s reakénou zmesou rovnaké ako sfar-
benie Standardu (0,125 g Saturnovej hnedej LBR v 11 H,0), je presny ¢as
dextrindcie; zisti sa vizudlne alebo meranim absorbancie pri 555 nm.
Vypocet: ) 40000

DA/g = T
kde ¢ je koncentracia enzymu (g/l), T - ¢as, za aky sa dosiahne sfarbenie Stan-
dardu (min).

Modifikovand metoda podla Wohlgemutha [13]. Skuska sa zakladd na mera-
ni ¢asu potrebného na to, aby prepardt o-amyldzy hydrolyzoval rozpustny
Skrobovy substrat na dextriny definovanej velkosti — ur¢itého stupna. Stupen
dextrinécie indikuje farba dextrinovo-jédového komplexu.

Definicia — jedna modifikovand Wohlgemuthova jednotka (MWU) je
mnozstvo enzymu, ktoré dextrinuje 100 mg rozpustného $krobu na urcity stu-
pen dextrindcie za 30 minut za podmienok sku$ky. Enzymova reakcia prebie-
ha pri 40 °C v zmesi 5 ml Skrobového substratu s optimalnym pH (20 g/1), 4 ml
destilovanej vody a 1 ml enzgymového preparatu zriedeného tak, aby sa dosia-
hol ¢as dextrindcie 5 az 25 min. Po 5 mindtach reakcie sa kazdi minitu odo-
bera 1 ml reakénej zmesi do série skimaviek s 5 ml roztoku jodu. Farba
dextrinovo-jédového komplexu sa porovnava s farbou a-amyldzového fareb-
ného disku (a-Amylase Color Disk, fy Hellige) alebo s farebnym §tandardom
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obsahujicim 25 g CoCl, . 6H,0 a 3,84 g K,Cr,0, v 100 ml roztoku HC]
(0,01 mol/l). Zaznacdi sa ¢as, ked farba vzorky sa rovna farbe $tandardu.

Metdda zohladfiuje pévod a-amyldzy na uréenie optimélneho pH:
bakteridlna - fosfatovy tlmivy roztok pH 5,4,

fungdlna — acetatovy tlmivy roztok pH 5,0,
pankreatickd — fosfatovy tlmivy roztok pH 6,9.
Vypocet:
3000
MWU =
WT

kde W je mnozstvo enzymu v 1 ml alikvéte (g); T — Cas, za aky dosiahne sfar-
benie §tandardu (min).

Metéda podla sovietskej normy GOST [15].

Definicia: Jednotka aktivity amylolytickych enzymov (AS) je mnozstvo en-
zymu, ktoré za urCenych podmienok, teploty a pH katalyzuje hydrolyzu 1 g
rozpustného Skrobu za 1 hodinu na dextriny réznej molekulovej hmotnosti.
¢o reprezentuje 30 % Skrobu pritomného v reakcii.

Enzymova reakcia prebieha pri 30 °C v 10 ml roztoku $krobu (10 g/1) upra-
venom acetatovym tlmivym roztokom (1 mol/l) s pH 4,7 po pridani 5 ml rozto-
ku enzymu, ktory musi obsahovat enzym v mnoZstve potrebnom na hydrolyzu
20-70 % skrobu. Popri skisobnej reakénej zmesi sa zaradi do pokusu aj kon-
trola, ktord obsahuje namiesto vzorky enzymu destilovani vodu. Po 10 min sz
prenesie 0,5 ml zo skuSobnej aj kontrolnej reakénej zmesi do dvoch baniek
s 50 ml roztoku jodu. Meria sa absorbancia pri 656 nm; rozdiel medzi skusob-
nym a kontrolnym roztokom zodpovedda mnozstvu zhydrolyzovaného §krobu.
Vypocet pre preparaty:

5,885 C + 0,001 671

— bakteridlne: AS/g = " 1000,
7,264 C - 0,037 88
— fungédlne:  AS/g = . 1000,
kde C je mnozstvo zhydrolyzovaného skrobu,
D -D

& == b 1,

D,, D, st absorbancie kontrolného a sklﬁéobného roztoku,

n—mnozstvo enzymového preparatu v 5 ml roztoku enzymu (mg),

5,885, 0,001671, 0,3766, 7,264 — koeficienty ziskané pri matematickom vy
hodnoteni experimentdlnych udajov zavislosti mnozstva zhydrolyzovanéhc
Skrobu od mnozstva enzymu; zahfiaja aj prepocet na 1 hodinu posobenia en
zymu.
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Metoda podla FAO/WHO [19]

Metdda je zaloZzena na merani ¢asu potrebného na dosiahnutie Standardné-
70 stupna hydrolyzy Skrobového roztoku v pritomnosti B-amylazy pri 30 °C.
Stupen hydrolyzy sa ur¢i porovnanim jédového sfarbenia hydrolyzatu s fareb-
~vm Standardom.

Definicia — jedna a- amylazova dextrina¢na jednotka (DU) je mnozstvo

:-amylazy, ktoré dextrinuje rozpustny $krob v pritomnosti nadbytku B-amy-
.azy rychlostou 1 g/h pri 30 °C. Enzymova reakcia prebieha pri 30 °C v zmesi
20 ml substratu s pH 4,8 a 5 ml vhodne zriedeného roztoku enzymu vo vode.
Substratom je roztok amylodextrinu pripraveny posobenim B-amylazy
v mnozstve 0,5 g/l na §krobovy roztok (20 g/), upraveny acetatovym timivym
roztokom (4 mol/l) s pH 4,8, pocas 24 hodin pri 30 °C. V presnych ¢asovych
:ntervaloch (1 min) sa prenesie po 1 ml reakénej zmesi do série skumaviek s 5 ml
zriedeného jodového roztoku a po premiesani sa porovna sfarbenie so §tandardom

vizualne alebo spektrofotometricky pri 620 nm. Standardom je Alpha-Amyla-
se Colour Disk alebo farebny Standard pripraveny rozpustenim 25 g CoCl,
5H,0 a 3,84 g K,Cr,0, v 100 ml HCI (0,01 mol/l). Cas, pri ktorom je sfarbeme

vzorky rovnaké ako sfarbenie §tandardu, pouzije sa vo vypocte aktivity.
Vypocet:

24
wW.T
kde W je mnozstvo enzymu v 5 ml alikvote (g), 7 — dextrinacny ¢as (min).

DU/g =

Metéda SKB — podla Sandstedta, Kneena a Blisha [16]

Metéda je zalozend na merani ¢asu potrebného na $tandardny pokles jod-
skrobového sfarbenia inkubacnej zmesi za pritomnosti nadbytku B-amylazy.
Princip spociva v schopnosti a-amylazy dextrinovat §krob do odfarbenia jod-
skrobového sfarbenia v désledku vznikajicich dextrinov. Sfarbenie sa porov-
ndva so §tandardom.

Definicia — 1 jednotka SKB je mnozstvo enzymu, ktoré hydrolyzuje 1 g roz-
pustného $krobu za 1 hodinu pri 30 °C za pritomnosti B-amylazy.

Enzymova reakcia prebieha pri 30 °C v zmesi 30 ml riedenej vzorky enzymu
a 10 ml roztoku a-amylodextrinu, ktorého pH sa upravilo na hodnotu opti-
malnu pre enzym. Roztok a-amylodextrinu sa pripravi posobenim B-amylazy
na S$krobovy roztok rovnako ako pri predchadzajicom postupe alebo pouzi-
tim B-amyldzy extrahovanej z muky. V casovych intervaloch (1 min) sa odo-
bera po 4 ml reak¢nej zmesi do série skimaviek s 4 ml zriedeného jédo-
vého roztoku a vizuélne sa porovna farba so standardom. Standardom je Sa-
turnova hneda (10 g/l) alebo roztok podla Hagberga, pripraveny rozpustenim
19,25 g CoCl, . 6H,0, 2,576 g K,Cr,0, a 2,565 g CuSO, . 5H,0 v 100 ml HCI
(0,01 mol/). Dextrmama ma trvat 10 az 30 minut.

203



Vypocet:
400
KB/g = ——
SvE Tc

kde T je ¢as dextrindcie (min), ¢ — koncentracia enzymu (g/1).

S-test amyldza univerzal [24]

Tabletovy test obsahuje nerozpustny chromolyticky substrat na baze $kro-
bu, ktory sa rozpusta uc¢inkom a-amylazy.

Definicia: jedna jednotka aktivity u je relativna aktivita vyjadrend v mg
substratu premeneného za 1 hodinu. K 1 ml vhodne zriedeného enzymu
v timivom roztoku s pH optimalnym pre analyzovany enzymovy preparit, vy-
temperovanom na pozadovanu teplotu (30 °C), prida sa 1 tableta testu a inku-
buje sa 15 minut. Stcasne sa inkubuje reak¢na zmes pre blank, ktora namies-
to enzymového roztoku obsahuje timivy roztok. Reakcia sa skon¢i pridanim
3 ml zastavovacieho roztoku (10 g Na,CO, + 100 ml aceténu v 11 H,0) a po
odcentrifugovani sa meria absorbancia supernatantu pri 620 nm.

Vypocet relativnej aktivity a-amylazy:

ull = 1604, kjr ,resp. u/g = u/l. 1073,
T
kde A, je absorbancia vzorky, A — absorbancia zodpovedajtica tplne hydro-
lyzovanému substratu (pre kazda $arzu udava vyrobca), fr — faktor riedenia
enzymového roztoku, k — faktor mnozstva enzymového roztoku pouzitého na
meranie (podla tabulky v ndvode).

Vysledky a diskusia

Metédy pouZivajiice substrdt bez tipravy B-amyldzou. V nasej praci sa ako
vychodiskové overovala metdda stanovenia aktivity a-amylazy postupom po-
uzivanym pri fermentacnej vyrobe bakteridlnej a-amylazy podla podnikove;j
normy Slovenskych $krobarni, n. p., Trnava pre potravinarsku bolamylazu. K
metdédam tohto typu pari aj modifikovana metéda podla Wohlgemutha, kto-
ri rézni zahrani¢ni vyrobcovia pouzivaju pri $pecifikacii bakteridlnej a fun-
galnej a-amylazy [13, 14]. Princip obidvoch metdd, ako aj postup pri enzymo-
vej reakcii, zloZenie substratu a jédového roztoku si rovnaké. Rozdiely su
predovsetkym v tom, ze pri modifikovanej Wohlgemuthovej metdde prebie-
ha hydrolyza §krobu pri teplote o 10 °C vyssej, t. j. 40 °C, intenzita sfarbenia
porovnavacieho Standardného roztoku je o nieco vyssia a jednotky aktivity sa
definuju rozdielnym sposobom. Oboma metddami sa analyzovalo 7 vzoriek
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enzymovych preparatov (tab. 1). Vztah medzi hodnotami aktivit nameranych
tvmito metédami zndzornuje obr. 1 adovoluje vzdjomny prevod jednotiek akti-
vit podlavzorca 1 DA = 44 8 MWU. Pri enzymovom preparate Brew-N-zyme
GPG-L bolo mozné porovnat namerani hodnotu aktivity s idajom vyrobeu, podla
ktorého je aktivita a-amyldzy Standardizovana na hodnotu 1365 000 MWU/ml
~ 5 %. Rozdiel medzi nameranou aktivitou je imerny orientatnému charak-
teru idaja vyrobcu a sved¢i o dobrej reprodukovatelnosti overovanej meto-
dy.

Tabulka 1. Porovnanie vysledkov stanovenia aktivity a-amyldzy réznymi metédami
bez pouzitia nadbytku B-amylazy
Table 1. Comparison of a-amylase activity determined by various methods without
using an excess of B-amylase

) ) i Metoda®
Enzymovy preparat
C.! (aktivita podla PN bol- Modifikovand Sovietska
vyrobcu)? amylaza* Wohlgemuthova’ norma®

pH| [DA/g] |pH [MWU/g] pH [AS/g]

Potravinarska
1 | a-amylaza’ 6,2 21 000 5,6 970 000 4,7 nemerat. !’
(24 000 DA/g) 6.2 1 150

Potravindrska
a-amyldza 6,2 20 000 5,6 940 000 4.7 nemerat. !’
(20 000 DA/g) 6.2 1 180

[§9]

Technicka
3 | a-amylaza® 6,2 10 000 5,6 500 000 -
(6060 DA/g)

Glukobatatin®
(118,5 DA/g) 47 60 56| 46000 -

a-Amylase
5 | Rohalase A3 57 46 400 5,6 1 760 000 -
‘ SERVA (14 U/mg)

Brew-N-zyme
6 | GPG-L 5,7 32 400 5,6 1 580 000 -
(1 365 000 MWU/ml)

Brew—N-zyme
7 |CGP13 5,7 25 500 5,6 1250 000 -
(neuvedend)

'No.: 2Enzym preparation (activity according to manufacturer); *Method; ‘Producer standard bo-
lamylase; SWohlgemuth modified; %soviet standard; 'Food a-amylase; *Technical a-amylase;
°Glucobatatine; "Unmeasurable.
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Obr. 1. Reldcia hodnét aktivity a-amylazy Fig. 1. Relation of ua-amylase activity values
réznych enzymovych prepardtov namera- for various enzyme preparations, measu-
nych modifikovanou Wohlgemuthovou me- red by modified Wohlgemuth method and by
tédou a postupom podla PN pre bolamylazu. procedure according to the producer stan-

dard for bolamylase. 1, 2 — food a-amylase,
3 — technical a-amylase, 4 — glucobatatine,
5 - a-Amylase Serva, 6 — Brew-N-zyme

1, 2 — potravinarska a-amylaza, 3 — technicka
a-amyldza, 4 — glukobatatin, 5 — a-Amylase

Serva, 6. — Brew-N-zyme GPG-L, 7 - Brew- GPG-L., 7 - Brew-N-zyme CGP 13. (lo-
N-zyme CGP 13. Amylase activity (DA); 2a-Amylase activity
- (MWU).)

Dalej sa orientaéne overovala metéda stanovenia amylolytickej aktivity
podla sovietskej normy pre enzymové preparaty [15]. V stvislosti s pldnom
tvorby noriem RVHP sa v Sovietskom zvize riesi navrh normy na stanovenie
amylolytickej aktivity a da sa oc¢akavat, ze novy navrh normy bude vychadzat
z pdvodnej zvdzovej normy. Pozitivnym prvkom tejto metédy je spektrofoto-
metricky sposob vyhodnocovania intenzity starbenia hydrolyzatu po enzymo-
vej reakcii vzhladom na podiel zhydrolyzovaného Skrobu. Tento postup nie je
zatazeny subjektivnou chybou vizudlneho porovnania sfarbenia tak ako pri
oboch predchadzajicich metédach. Nedostatkom postupu je, Ze metdda ne-
akceptuje rozdielnost optimdlneho pH pocas hydrolyzy substratu pre bakte-
ridlne a fungalne preparaty. Acetatovy tlmivy roztok s pH 4,7 sa pouziva pre
bakterialne i fungalne preparaty, ¢o je pre bakteridlne a-amylazy hlboko pod
optimalnym pH. Na vypocet aktivity sa uvadzaji vzorce osobitne pre bakte-
ridlne a fungdlne preparaty, ktoré obsahuju experimentélne zistené Ciselné
koeficienty. Tento postup sa overil na stanovenie aktivity vo vzorke bakterial-
nej a-amyldzy. V sérii reakénych zmesi s obsahom enzymového preparétu
v roznych koncentracidch nedoslo k hydrolyze substréatu ani pri aplikacii enzy-
mu v najvyssej koncentrdcii do tej miery, Ze by sa dosiahli merateIné hodno-
ty. Po uprave pH na hodnotu optimélnu pre dany enzym, t. j. pH 6,2, Skrob
hydrolyzoval a intenzita sfarbenia hydrolyzédtu bola imerna koncentracii en-
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zymového roztoku v reakénej zmesi. Aktivita a-amylazy (tab. 1) sa vypocitala
pouzitim vzorca pre bakteridlne preparéty. Zostdva vSak sporné, nakolko je
pouzitie ¢iselnych koeficientov vo vzorci spravne, ked sa zmenili reak¢né
podmienky, t. j. pH reakénej zmesi.

Metody pouZivajice substrdat s nadbytkom B-amyldzy. Vzhladom na poZia-
davku akceptovat medzindrodne uznavané postupy pri analyze enzymovych
preparatov s cielom ich komplexnej analytickej Specifikdcie sme experimen-
:alne overovali metédy stanovenia aktivity a-amylazy odporac¢ané v ramci
FAO/WHO. Na stanovenie aktivity bakteridlnej a-amylazy sa prevzala a do-
slovne sa opisuje metéda na stanovenie aktivity v slade [19] bez uvedenia pH
tImivého roztoku pre enzymovu reakciu. Namerané pH tlmivého roztoku je
1.6, ¢o je nevhodne nizka hodnota pre bakteridlne preparaty; tito metodu
sme prakticky nepouzili.

Dal$ou metédou odpori¢anou FAO/WHO je metdda stanovenia aktivity
fungalnej a-amylazy [18, 19]. Hoci v postupe nie je uvedeny odkaz na pévod-
ny literdrny pramen, jednako je taito metoda v podstate klasickd metéda SKB
[16]. Pri tomto type metod sa k substrdtu najskor prida prebytok B-amylazy
na odburanie §krobu do tej miery, aby sa pripadne pritomna B-amyldza v ana-
lyzovanom preparate a-amylazy nemohla prejavit odburanim $krobu [4]. Za-
vedenie tejto metédy predpokladalo mat k dispozicii $pecidlny preparat
B-amylédzy bez pritomnosti a-amyldzy. Nahrada preparatu -amylazy sa riesila
podla metddy SKB, ktori modifikoval Vyzkumny ustav potravinafského pra-
myslu v Prahe [16]. Vyuziva upraveny extrakt f-amylazy z muky. Ako druhy
variant nahrady $pecidlneho prepardtu f-amylazy sa overila moZnost pouZzit
kvapalny prepardt f-amylazy firmy Jan Dekker. Experimentalne sa potvrdila
nevyhnutnost inaktivacie stop a-amylazy v kvapalnom preparate kyselinou
octovou a stanovila sa najvhodnejsia koncentracia B-amyldzy na pripravu
amylodextrinu. Obidve modifikdcie (FAO/WHO a SKB) sa podrobne porov-
nali teoreticky i experimentalne; rozdiely si minimdlne a zohladnia sa pri vy-
pocte aktivity; jednotky aktivity su definované rovnako. S vyuZzitim oboch
metod sa analyzovalo 9 vzoriek preparatov a-amylazy (tab. 2), ale na rozdiel
od tychto metdd, pri ktorych sa uvadza stanovenie aktivity pri pH 4,8 upravo-
vali sa hodnoty pH substratov pred enzymovou reakciou na pH optimélne pre
konkrétne enzymové prepardty, obdobne ako definuje podmienky firma
Serva [9].

Z hladiska reprodukovatelnosti metody SKB je dolezité najma zistenie, Ze
pri Standardnom preparate a-Amylase Rohalase firmy Serva sa namerala pri
viacerych experimentoch rovnakd aktivita, aku deklaruje vyrobca pre tento
preparat v jednotkach SKB.

Vzhladom na to, Ze metéda SKB je v stlade s poziadavkami FAO/WHO,
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Tabulka 2. Porovnanie vysledkov stanovenia aktivity a-amylazy
réznymi metédami
Table 2. Comparison of a-amylase activity determined
by varicus methods

Met6dy s nadbytkom
p-amylazy? S-test amyldza
o Enzymovy preparat? pH FAO/WHO SKB univerzal*
u/
[DUZ] [SKB/g] (el
1 Potravinarska
a-amylaza I’ 6,2 - 13 300 7,3 . 100
Potravinarska
2 a-amyléza II 6,2 13 700 13 300 7,3 . 10°
-s kvapalnou
B-amylazou® 13 300
3 Technicka
a-amyldza’ 6,2 L= 6 100 3,9 . 108
4 | Glukobatatin® 4.8 - 800 0,43 . 10°
a-Amylase _
5 Rohalase A3 Serva 5.7 18 400 18 000 11,4 . 10°
(18 000 SKB/g = . ‘ )
= ca 14 U/mg) 4,9-6,1 - @ 19 000
6 Brew-N-zyme )
GPG-L 6,2 - 17 100 9,3 . 10°
7 Brew—N-zyme
CGP 13 6,2 - 16 800 9,2 .10°
8 | Termamyl L-120 6,0 - 445 2,5 . 100
9 | Bystrozym 6,0 - 3 52 .10°

Definicie medzindrodnych jednotiek U a jednotky relativnej aktivity u podla S-testu si uvede-
né v kapitole Materidl a met6dy.

Definitions of international units U and of relative activity unit u according to S-test are menti-
oned in section Material and methods.
No.; 2Enzyme preparation; *Methods with the excess of S-amylase; *S-test amylase universal;
SFood a-amylase I; °Food a-amylase II with liquid S-amylase; "Technical a-amylase; *Glucobata-
tine.

pouziva ju vela vyrobcov. Umoziiuje stanovit aktivitu pri optimalnom pH
a vzhladom na dosiahnuté vysledky pri jej zavedeni a overovani mozno modi-
fikovani metodu SKB navrhnut na prijatie na Specifikaciu preparatov a-amy-
lazy v nasich podmienkach.

Novsim typom chromolytickych testov na stanovenie aktivity a-amylazy je
.S-test amylaza univerzal“, vyrobeny v Chemickych Zavodoch Juraja Di-
mitrova. Substrat vo forme tablety obsahuje nerozpustny $krob s naviazanym
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Obr. 2. Relacia hodnét a-amylazy r6éznych ! 5
enzymovych preparatov, nameranych meto-
dami SKB a S-testom amyldza univerzal. 1-7
ako v obrédzku 1.
Fig. 2. Relation of a-amylase activity values
for various enzyme preparations, measu-
red by SKB method and by S-test amylase
universal. For 1-7 see Fig. 1. ('(a-Amylase
activity (u); *a-Amylase activity (SKB).)

1107 = -

12

5907 b= —

aktivitad-amylazy [u) 1

olg4 1 1
0 104 2-10%
aktivita d-amyldzy [SKBP

farbivom, optimalne pH a teplota pocas reakcie sa urCi podla konkrétneho
enzymového preparatu. Tymto postupom sa analyzovalo 9 vzoriek enzymo-
vvch preparatov. Orientacne sa overila aj pouZitelnost tej istej SarZze S-testu
amyldza univerzal po 6 mesiacoch skladovania pri laboratérnej teplote, pri-
¢om namerand aktivita v Standardnom preparate a-Amylase Rohalase A3
Serva bola po tomto ¢ase bez zmeny. Porovnanim nameranych hodnoét akti-
vity S-testom amyldza univerzal s hodnotami ziskanymi analyzou tych istych
vzoriek metédou SKB (tab. 2) sa zistilo, Ze udaje o aktivite enzymov, ziskané
obidvoma metédami, si navzajom imerné (obr. 2) a prepocitaci vztah medzi
SKB a relativnymi u jednotkami S-testu je 1 u = 1,7 X 10~ SKB.

Za nevyhodu S-testu sa viak pokladd vyjadrenie aktivity v neoficidlnych jed-
notkdach ako relativna aktivita. Vzhladom na dosiahnutie reprodukovatel-
nych vysledkov pri overovani metody na stanovenie aktivity enzymovych pre-
paratov pre potravinarsky priemysel mozno ocakdvat, ze S-test amyldza uni-
verzal najde praktické uplatnenie u vyrobcov 1 pouzivatelov priemyselnych
enzymovych preparatov. Najmi vtedy, ak sucastou testu bude i Standardny
enzymovy preparat s definovanou katalytickou aktivitou.

Do redakcie doslo 8. 3. 1989

Literatura

1. BERGMEYER, H. U.: Methods of Enzymatic Analysis. Vol. 4. - Enzymes 2. Weinheim,
Verlag Chemie 1984.

2. BERGMEYER, H. U.: Methods of Enzymatic Analysis. New York and London, Academic
Press 1965.

3. TAUFEL, A., Control and standardization analytics in application of amylolytic enzy-
mes in food industry. Zbornik Interbiotech '87. Enzyme Technologies, Bratislava 1987,
s. 60.

209



1.

12.
13.

14.
15.

16.

. RUTTLOFF, H. - HUBER, J. - ZICKLER, F. -MANGOLD, H. K., Industrielle Enzyme.

Leipzig, VEB Fachbuchverlag 1978.

. GODFREY, T. - REICHELT, J.: Industrial Enzymology. New York, The Nature Press

1983.

. COLOWICK, S. P. - KAPLAN, N. O.: Methods in Enzymology I. New York, Academie

Press Inc. Publishers 1955.

. TAUFEL, A. - GABOR, R. - EMMER, J. - ZEMEK, J., Lebensmitelindustrie, 33, 1986,

s. 65.

. DOBRANSKY, T. - POLIVKA, L. - HAAS, I. - SOVA, O.: Purification of commercial

technical grade a-amylase by industrial autofocusing. Zbornik Interbiochtech '87, Enzyme
Technologies, Bratislava 1987, s. 98.

. SERVA, Fine Biochemicals for the Scientist. Heidelberg, Delivery Program 1987/1988.
. SOMOGYI, M., J. Biol. Chem., 160, 1945, s. 61. In: Keil, B. — Sormovi, Z., Laboratorni

technika biochemie. Praha, Nakl. CSAV 1959.

TAKASAKI, Y.: Pullulanase — Amylase Complex Enzyme from Bacillus subtilis. Agric, Bi-
ol. Chem., 51, 1987, s. 9.

PN 754 212/2-79 Potravinarska bolamylaza. Slovenské $krobarne, n. p., Trnava 1979.
Firemna literatira: Jan Dekker, Holand: a-Amylase Determination of Liquefying Amylase
(Modified Wohlgemuth Method) 1987.

Miles Kali-Chemie GmbH, Delivery Program 1986.

Gosudarstvennyje standarty ZSSR No. 20264, 4-74: Preparaty fermentnyje. Metody oprede-
lenija amylolyti¢eskoj aktivnosti.

SANDSTEDT, R. M. -KNEEN, E. - BLISH, M. J., Cereal Chem., 16, 1939, s. 712. In: N4-
vody analytickych metod v enzymologii. Praha, VUPP 1978.

. Enzympriparate. Standards fiir die Verwendung in Lebensmitteln. Hamburg, B. Behrs Ver-

lag 1983.

. Specifications for Identity and Purity. FAO Food and Nutrition Paper, No. 19, Rome 1981.
. Guide to Specifications. FAO Food and Nutrition Paper, No. 5 Rev. 1, Rome 1983.

. Firemna literattra: Bio-La-Test a-amyldza. Lachema, Brno 1984.

. Firemna literatira: Spofa test a-amyldza. Hlohovec, Slovakofarma 1979.

. SIGMA, Delivery Program 1987.

. KUNIAK, L. - ZEMEK, J.: Chromolytic tablet tests for determination of the biopolymer

hydrolasis activities. Zbornik Interbiotech '87, Enzyme Technologies, Bratislava: 1987,
s. 138.

. Firemna literatira: Postup stanovenia a-amyldazovych aktivit S-testom amyldza univerzal.

Bratislava, CHZJD 1987.

. BIELY, P. - MISLOVICOVA, D. -MARKOVIC, O. -KALAC, V.: Novy rozpustny chro-

mogénny substrat pre a-amylazy. Bull. Cs. spol. biochem. pti CSAV a Slov. biochem. spo-
lo¢. pri SAV, 15, 1987, ¢. 2, s. 132.

OnpejeieHHe aKTHBHOCTH (-aMHJ1a3bl B hepMEHTHBIX npenaparax

Pezmome

IIpouzauwno obcrenoBanyue U BBIOOP METOJOB OIpeiesieHuA (-aMMUJIa3bl ¢ 0COOeHHBIM
BHMMAaHMEM Ha CTaHAAPAM3aIMIO METOAOB [JIA aHaJM3a MPOMBIIIJIEHHBIX (PepMeHTHBIX
mpernaparoB. 3KCIIEPUMEHTAJIbHO ITPOBEPUINCh MeTOAbl OCHOBAHBI Ha M3MEPeHM OK-
pacKu MOAKpaXMaJbHOr0 KOMILJIeKca ITocJe IMApPOoaM3a KpaxMaJbHoro cyberpara a-amMmu-
Ja30m 6e3 mpuMeHeHUA B-aMuiasel Ajad 06paboTky cybeTpara u ¢ IpUMMeHeHeM u30bITKa
B-amMuIa3bl A8 IPUTOTOBJIEHNUA (-aMUJIOAEKCTPUHA. Jlabliie TPOBEepPUIMCh METOIbI C Kpac-
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HOYHO O00O3HAYaHHBIMM HepacTBapuUMbIMMU cybcTparamyu. PesysbraThl mokKaszajy, 4TO
B paMKax CTaHAapAM3alMM aHAIUMTUHECKUX METOJOB IJ1A (PepMEHTHBIX IIPernapaToB ca-
MbIM nogxoaAimm sapasgercsa SKB (Sandstedt-Kneen-Blish) metox.

Determination of a-amylase activity in enzyme preparations

Summary

A review and a selection of methods for determination of a-amylase activity were done. An
emphasis was laid on standardization of methods for analysis of industrial enzyme preparati-
ons. Experimental verification was made with methods based on measuring of the colour of iodi-
ne-starch complex after the hydrolysis of starch substrate by a-amylase. There were used two ty-
pes of methods: without using B-amylase for modification the substrate and with excess of B-amy-
lase for a-amylodextrin preparation. Methods with colour-marked non-soluble substrates were al-
so verified. The SKB method (Sandstedt-Kneen-Blish) was found the most suitable method from
the point of view of standardization of analytical procedures for enzyme preparations.
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