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Stanovenie aktivity a-amylflzy y enzymovfch prepardtoch

EDITA DUDIKOVA - JULIUS SUEIT

S ri h r n. Robil sa prieskum a vfber met6d na stanovenie aktivity a-amylizy s osobitnym
zretelom na Standardizdciu met6d na analyzu priemyslovfch enzymovfch prepariitov. Ex-
periment6lne sa overovali met6dy zakladajice sa na meranf sfarbenia j6d5krobovdho
komplexu po hydrollize Skrobovdho substr6tu c-amyl6zou, a to dvojak6ho typu: bez pou-
litia p-amylizy na fpravu substrdtu a s pouZitim nadbytku p-amylizy na pripravu a-amylo-
dextrinu. Dalej sa overovali met6dy s farebne oznaden;fmi nerozpustnlimi substriitmi.
Z vfsledkov vyplynulo, Ze v rdmci Standardizilcie analyticklch postupov pre enzj'mov6
prepa16ty je najvhodnejSia met6da SKB (Sandstedt-Kneen-Blish).

u-Amyl6za (1,4-c-o-glukiin glukanohydroliiza), EC3.2.1.1., katalyzuje hy-
:rolyzu a-1,4 gluk6novych vhzieb za tvorby vy55fch oligosacharidov a malt6-
:r. Rozli5ujri sa amyl6zy rastlinnd, zvieracie, Iudsk6 a mikrobiiilne. o-Amylil-
:r sf endoamyl{zy, ktor6 hydrolyzujf vysokomolekulov6 substr6ty, ako sti
iirob, amyl6za alebo glykogdn, zviidSa na lubovolnfch miestach vnritri mole-
iuly Skrobu a produkujti polysacharidy s krat5im refazcom, t. j. dextriny a

Jalej aZ malt6zu. Aj ked a-amylflzy sri stabiln6 a dajf sa lahko purifikovat,
neranie ich aktivity je komplikovand pre r6znosd reakdnych mechanizmov,
:dznorodost zmesi produktov a nedostatok substriitov s definovanou chemic-
*ou Struktrirou [1].

Pri deklarovani aktivity a-amyl{zy pouZfvajf r6zni autori a vyrobcovia en-
zvmovych prepar6tov jednotky a definfcie aktivity, ktord sf najvhodnej5ie
lre ich pr6cu, ale velmi sa od seba odliSujf do do pouZitdho substrdtu, pH,
:eploty atd. V z6ujme lep5ieho dorozumenia v oblasti enzfmovej analyzy sri-
.treduje sa pozornost' poprednfch odbornikov na prednosti Standardiziicie,
r. j. jednotn6ho pouZitia nomenklatriry symbolov, velidin a jednotiek v zmysle
medzin6rodndho syst6mu jednotiek SI (System International).

Ing. Edita Dudikovii. RNDr.. Jrilius Subik. CSc.. Vlskumnf ristav potravin6rsky, Tren-
:ianska 53, 825 09 Bratislava.
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V sfstave SI sa definuje jednotka enzlimovej aktivity 1 katal (kat), do je en-
zymovi aktivita, ktorii premenf l mol substriitu za L sekundu. Reakcia pre-
bieha pri teplote 30 oC, optimiilnom pH a koncentrilcii substr6tu, ktor6 sri
presne definovan6. Jednotka katal nahrddza predtfm zavedenf medziniirod-
nri jednotku U (unit) z roku 1961, ktor6 je definovan6: 1 U je mnoZstvo enzf-
mu, ktord katalyzuje premenu I pmol substr6tu za 1 minritu. Obe jednotky sa

prepodftavajti podta vzfahu 1 kat : 6 . 10' U, alebo naopak, 1 U : 16,67 nkat.
Cielom Standardiziicie je aj zdokonalovanie spolahlivosti a reprodukova-

telnosti meracich met6d na dosiahnutie porovnatelnosti vfsledkov medzi 16z-
nymi laborat6riami. V oblasti enzfmovfch prepardtov sa touto problemati-
kou na medziniirodnej rirovni zaoberd Vlibor expertov FAO/WHO (Food
and Agriculture Organization/World Health Organization) pre potravindrske
aditiva, ktory spracriva a odporfda Specifikilcie pre jednotlivd enzimov6 pre-
pariity. Sridastou Specifikrlcii sri okrem poZiadaviek na presnd vymedzenie
kvality aj odportidan6 skri5obnd postupy, ktord obsahtrjri aj met6dy stanove-
nia aktivity enzfmovfch prepariitov. Napriek tfmto zjednocujricim trendom
pouZivajf poprednf vfrobcovia enzfmovfch prepardtov vo svete nadalej
zauLivan| neoficidlne jednotky, vhodnd predovSetkfm z aplikadndho hfadis-
ka.

Na stanovenie aktivity a-amyliny sa v literatrire vyskytuje velkf podet me-
t6d, ktor6 sri zaloZen6 na r6znych princfpoch.

Klasicki met6dy sf zaloZen€ na:

- meranf mnoZstva redukujricich skupin uvolnenfch enzfmovou reakciou,

- meranf poklesu intenzity sfarbenia j6d5krobov6ho komplexu,
- meranf poklesu viskozity Skrobovej suspenzie pri enzlimovej hydrolfze.

Modernejiie met6dy su:

- kolorimetrickd s farebne oznadenfmi nerozpustnfmi polysacharidmi,

- turbidimetrickd, nefelometrick€ a polarografickd s vysokomolekulovymi
substriitmi,

- spektrofotometripke met6dy s nfzkomolekulovimi definovanfmi substrilt-
mi [1-3].
Z hladiska stanovenia aktivity priemyselne vyr6banfch enzfmov v srivislos-

ti s ich aplik6ciou v potravin:irskom priemysle sf ako Standardnd zaveden6
a rozpracovand predovSetkfm prv6 dva typy klasickfch met6d [4, 5].

Z met6d prv6ho typu je najvfzhamnejSia met6da stanovenia amylolytickej
aktivity podla Bernfelda f6l, zaloLenii na oxiddcii karbonylovfch skupin mal-
tdtzy,vytvorenej p6sobenim amylolytickdho enzymu na Skrobovi substriit, ky-
selinou 3,S-dinitrosalicylovou. KedZe reduktometrick6 stanovenie aktivity je
mrilo Specifick6 [4, 7], uplatiuje sa t6to met6da predovSetkfm v experimen-
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:..nvch pr6cach [8] a pri analyze prepariitov vy55ieho stupfla distoty. Popred-
:." r i'robca biochemikiili(, firma Serva, cituje trito met6du pri deklarovani ak-
:.', rtv svojich enzymovych prepariitov [9].

Do tejto skupiny patri aj met6da podla Somogyiho 1101, zaloLend na stano-
', :nf vytvorenych redukujricich cukrov Somogyiho-Nelsonovym reagensom

.^11
Druhy typ klasickfch met6d, vyuZfvajricich na stanovenie aktivity o-amyl6-

:'. farebn6 zmeny j6d5krobov6ho komplexu v ddsledku hydrolfzy substr6tu,
: najviac roz5irenli a v literatfre sa opisujri viacer6 modifikiicie vych6dzajrice

:,-' zdkladndho princfpu. Modifik6cie sa v zisade tfkajf pouZitia B-amylSzy na
Jpravu substriitu.

\Iedzi met6dy, ktord neupravujri substriit B-amylizou, moZno zaradit me-
:-idu uv6dzanri v podnikovej norme Slovenskfch Skrobiirn( pre potravin6rsku
:olamyldzu 1121. V zmysle tejto normy sa stanovuje dextrinadnii aktivita DA
:-amylflzy meranim dasu potrebn6ho na odbriranie Skrobu roztokom amyloly-
:rck6ho prepardtu na vysokomolekulov6 dextriny. Meria sa das potrebny na
josiahnutie Standardn6ho sfarbenia j6d5krobov6ho roztoku pri teplote 30 oC

= pH 6,2. Na rovnakom principe sa zaklad6 modifikovanil met6da podla
\\-ohlgemutha [13], li5i sa v5ak odli5nfmi reakdnymi podmienkami a defino-
', anim jednotky aktivity. Na vyhodnotenie sfarbenia sa pouZiva Helligov
iompardtor s referendnym farebnfm Standardom, t. j. a-amylilzovym fareb-
ir('m diskom. Met6du podla Wohlgemutha pouZiva pre svoje vyrobky napr.
holandskii firma Jan Dekker alebo nemeckii firma Miles-Kali-Chemie [14].
Sovietsky enzfmovy priemysel mii k dispozfcii akostnf normu na stanovenie
rktivity amylolytickych enzymov mikrobidlneho p6vodu [15], ktor6 takisto
neupravuje substri{t B-amyl6zou. J6d5krobov6 sfarbenie po hydrolfze Skrobu
na dextriny rdznej molekulovej hmotnosti sa vyhodnocuje spektrofotome-
trickfm meranfm oproti kontrole bez enzymu.

Do skupiny met6d, ktor6 vyuZivajri nadbytok B-amyllzy na fpravu substr6-
tu, patria rdzne modifikricie met6dy SKB nazvanej podla p6vodnfch auto-
rov Sandstedta, Kneena a Blisha [16]. Met6da SKB sa zakladd na meran( dasu

potrebn6ho na dosiahnutie Standardn6ho poklesu j6d5krobov6ho sfarbenia
inkubadnej zmesi za prftomnosti nadbytku p-amylizy. Sfarbenie sa vyhodnoti
porovnanfm so Standardnlim roztokom podla Hagberga. Tfto met6du detail-
ne opisujeme v iasti Materi6l a met6dy, kedZe zauj(ma vyznamn€ miesto me-
dzi met6dami na stanovenie aktivity u-amyl6zy. Firma Serva napr. uvddza
aktivitu prepar6tov a-amylizy okrem jednotiek U aj v jednotk6ch SKB, do

umoZiuje jednak vzdjomny prepodet medzi jednotkami, ako aj priame overe-
nie met6dy na Standardnom prepar6te s deklarovanou aktivitou. Met6da
SKB bola zarudeni ako odponidanri met6da aj do Standardov pre potravinilr-
ske enzymov6 prepardty v NSR [17]. NajvfznamnejSie viak je, Ze met6du
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SKB prevzali Specialisti FAO a WHO na stanovenie aktivity bakteri6lnej
a fung6lnej a-amylflzy [18, 19] a odporfdania FAO/TVHO by sa mali re5pekto-
vat' aj pri komplexnej analytickej Specifikdcii enzymov u n6s.

Z nov5fch met6d sa v poslednich rokoch venuje pozornosf rfchlym met6-
dam vyuZivajricim farebne oznaten€ nerozpustn6 substrdty. Sri dalSim pokro-
kom vo vfvoji Standardizadnfch analytickfch postupov, pretoZe Specifickd
substr6ty, ako farebne oznatend amyl6za a Skrob, umoZfiujri rfchle a jedno-
duchd postupy a poskytujri citlivri reakciu [3].

Tento princip aplikovala u n6s firma Lachema vo svojom virobku ,,Bio-La-
-Test alfa-amyl6za" urdenom na stanovenie aktivity a-amylflzy v sdre a modi,
ako aj firma Slovakofarma v klinickom teste ,,Spofa test o-amyl6za" 120,211.
Testovacie tablety tichto prfpravkov obsahujri nerozpustny siet'ovanf Skrob
s kovalentne viazanym farbivom. Zo zahranilnfch vfrobcov napr. firma Sig-
ma dodiiva dva typy testov s rozdielnimi substrdtmil22l.

Z htadiska vzrastajriceho pouZivania mikrobirilnych amylflz v potravindr-
skom priemysle m6 perspektfvy na uplatnenie ,,S-test amyl{za univerzdl" vy-
robeny v Chemickfch zdvodoch Juraja Dimitrova. Je vhodnf na sledovanie
zmien aktivity u-amylilzy podas ferment6cie a v izoladnich postupoch, naj-
mii v pivovarnictve. Substrdtom je nerozpustni Skrob s naviazanym farbi-
vom, zloZenie tablety je prispdsoben6 pouZitiu pre obilniny . Pri analyze sa po-
uZfva tlmivy roztok s pH optimdlnym pre sledovany enzym.

Okrem chromogdnnych nerozpustnych substrdtov sa vyv(jajri aj novd roz-
pustnd chromog6nne substrdty, ktor6 sa vyuZivajri na stanovenie aktivity
a-amyl6z a detekciu ich r6znych foriem v gdloch po elektroforlze a izoelek-
trickej fokus6cii [25].

Najnov5ie sa na stanovenie aktivity amyliz opisujri UV met6dy, vyuZfvajri-
ce Specifickd nizkomolekulovd substrdty (maltotetra6za, maltohepta6za
a pod.) pre ich distotu a moZnost presn€ho urdenia priebehu reakcie. MoZno
merat niekolko reakdnfch produktov, napr. gluk6zu, gluk6za-1-fosf6t alebo
4-nitrofenol za spolup6sobenia vhodnfch pomocnfch enzimov [1].

Cielom tejto pr6ce bol prieskum a vfber met6d na stanovenie aktivity
a-amyllzy s osobitnym zretelom na Standardizdciu met6d na analizu priemyslo-
vfch enzfmovfch prepar6tov.

Materi6l a met6dy

V prdci sa pouZili vzorky enzimovich prepar6tov zo Slovenskfch Skrobdrnf
Doln6 Krup6 (potravin6rska a technickd c-amyl6za 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, B-amylase), firmy Serva (c-Amylase Rohalase 43
z B. subtilis, ca 14 U/mg), firmy Novo Industri Denmark (Termamyl L-I20 z

B. licheniformis), JRD Mier SpiSskd Bystrd (Bystrozym z B. subtilis). Viid5ina
chemik6lif bola od firmy Lachema Brno, S-test amylfna\niverzr4l (rok 1987)
zCHZJD v Bratislave a rozpustnf Skrob od firmy Merck.

Analytickd met6dy a pracovnd postupy:

Met6da podla podnikovej normy pre potravindrsku bolamyldzu [12]. Stano-
vuje sa dextrinadnil aktivita a-amyl6zy meranim dasu potrebndho na odbrira-
nie Skrobu roztokom amylolytick6ho prepariitu na vysokomolekulov6 dextrf-
ny. Meria sa das potrebnf na dosiahnutie Standardndho definovan6ho sfarbenia
j6d5krobov6ho roztoku za Specifickfch podmienok reakcie.

Definicia - jednotka dextrinadnej aktivity (DA) je mnoZstvo enzlimu po-
trebn6 na premenu 1 mg Skrobu na vysokomolekulov6 dextriny za L minfltu re-
akcie za podmienok skri5ky.

Enzfmovil reakcia prebieha pri 30 nC v l0 ml Skrobov6ho roztoku (20 gll)
upraven6ho boritanovym tlmivfm roztokom (11,3 g KH2PO4 a3,3 gtetrabo-
ritanu sodndho/l) s pH 6,2 po pridanf 5 ml roztoku enzymov6ho prepar6tu
vhodne zrieden6ho roztokom NaCl (10 g/l). Po 10 minritach reakcie sa kaZdri
minritu odoberii 1 ml reakdnej zmesi do sdrie skrimaviek s roztokom j6du.
Cas, ked je sfarbenie j6dovdho roztoku s reakdnou zmesou rovnak6 ako sfar-
benie Standardu (0,125 g Saturnovej hnedej LBR v 1 I H2O), je presny das

dextriniicie; zisti sa vizudlne alebo meranfm absorbancie pri 555 nm.
Vyfpodet:

kde c je koncentr:icia enzfmu (gll), T - (as, za aki sa dosiahne sfarbenie Stan-
dardu (min).

Modifikovand met1da podl'a Wohlgemutha [13). Skri5ka sa zakladii na mera-
ni dasu potrebn6ho na to, aby prepardt o-amylizy hydrolyzoval rozpustnf
Skrobovf substriit na dextrfny definovanej velkosti - urdit6ho stupria. Stupefi
dextrindcie indikuje farba dextrfnovo-j5dov6ho komplexu.

Definicia - jedna modifikovanii Wohlgemuthov;l jednotka (MWU) je
mnoZstvo enzymu, ktor6 dextrinuje 100 mg rozpustn6ho Skrobu na urditf stu-
pefi dextrindcie za 30 minrit za podmienok skfiky. Enzymovii reakcia prebie-
ha pri 40 oC v zmesi 5 ml Skrobovdho substriitu s optimiilnym pH (20 gll),4 ml
destilovanej vody a 1 ml enzymovdho prepariitu zriedendho tak, aby sa dosia-
hol das dextrin6cie 5 aL25 min, Po 5 minritach reakcie sa kaZdti minftu odo-
berd 1 ml reakdnej zmesi do sdrie skrirnaviek s 5 ml roztoku j5du. Farba
dextrfnovo-j6dovdho komplexu sa porovndva s farbou o-amyldzov6ho fareb-
n6ho disku (a-Amylase Color Disk, fy Hellige) alebo s farebnfm Standardom
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obsahujricim 25 g CoClr. 6H2O a 3,84 g KrCrrO, v 100 ml roztoku HCI
(0,01 mol/l) . ZaznaEi sa das, ked farba vzorky sa rovn6 farbe Standardu.

Met6da zohladiuje pdvod a-amyl{zy na urdenie optim6lneho pH:
bakteri6lna - fosf6toqi tlmivf roztok pH 5,4,
fung6lna - acetdtovy tlmivi roztok pH 5,0,
pankreatick6 - fosf6tovf tlmivf roztok pH 6,9.
Vlipodet:

Mwu : 3 ooo

WT
kde I4z je mnoZstvo enzfmu v 1 ml alikv6te (g); f - Eas, za aki dosiahne sfar-
benie Standardu (min).

Metdda podla sovietskej normy GOST U5l.
Definicia: Jednotka aktivity amylolytickfch enzlimov (AS) je mnoZstvo en-

zymu, ktord za urdenych podmienok, teploty a pH katalyzuje hydrolyzu I g
rozpustndho Skrobu za I hodinu na dextrfny r6znej molekulovej hmotnosti,
do reprezentuje 30 % Skrobu pritomndho v reakcii.

Enzymovd reakcia prebieha pri 30 oC v 10 ml roztoku Skrobu (10 g/l) upra-
venom acet6tovym tlmivym roztokom (1 mol/l) s pH 4,7 popridanf 5 ml rozto-
ku enzymu, ktorf musi obsahovat enzymv mnoZstve potrebnom na hydrolfzu
20-70 % Skrobu. Popri skri5obnej reakdnej zmesi sazaradi do pokusu aj kon-
trola, ktorii obsahuje namiesto vzorky enzfmu destilovanri vodu. Po 10 min sa
prenesie 0,5 ml zo skri5obnej aj kontrolnej reakdnej zmesi do dvoch baniek
s 50 ml roztoku jddu. Meria sa absorbancia pri 656 nm; rozdiel medzi skti5ob-
nfm a kontrolnfm roztokom zodpoved6 mnoZstvu zhydrolyzovandho Skrobu.
Vfpodet pre prepariity:

5,885C+0,001 671
- bakteridlne: AS/g :

- fungiilne: AS/g :
n

7.264C-0,03788

1000.

1000,
n

kde C je mnoZstvo zhydrolyzovandho Skrobu,

c: A=2-0,t.-Dl
D' D2 sf absorbancie kontrolndho a skri5obndho roztoku,
n - mnoZstvo enzlimovdho prepariitu v 5 ml roztoku enzfmu (mg),
5,885, 0,001671, 0,3766,7.264 - koeficienty zfskan6 pri matematickom vy-
hodnoteni experiment6lnych ridajov z6vislosti mnoZstva zhydrolyzovan6ho
Skrobu od mnoZstva enzj'mu; zahfilajri aj prepodet na t hodinu pdsobenia en-
zymu.
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:. -. stupia hydrolfzy Skrobov6ho roztoku v pritomnosti p-amyldzy pri 30 'C.
S:upefl hydrolfzy sa urdi porovnanim j6dovdho sfarbenia hydrolyz6tu s fareb-
:'. in Standardom.

Defintcia - jedna a-amyl6zovi{ dextrinadn6 jednotka (DU) je mnoZstvo
:-amylilzy, ktor6 dextrinuje rozpustnf Skrob v pritomnosti nadbytku B-amy-
.'zv rfchlostou 1 g/h pri 30 "C. Enzymovii reakcia prebieha pri 30 oC v zmesi
L, ml substriitu s pH 4,8 a 5 ml vhodne zriedendho roztoku enzymu vo vode.
Substriltom je roztok amylodextrfnu pripravenf p6sobenim $-amyl6zy
'. mnoZstve 0,5 g/l na Skrobovf roztok (20 gll), upravenf aceti{tovym tlmivfm
:-.,ztokom (4 mol/l) s pH 4,8, podas 24 hodin pri 30 oC. V presnfch dasovfch
.:rtervaloch (1 min) sa prenesie po 1 ml reakdnej zmesido s6rie skrimaviek s 5 ml
:ieden6ho j6dovdho roztoku a po premieSani sa porovn6 sfarbenie so Standardom
'. rzudlne alebo spektrofotometricky pri 620 nm. Standardom je Alpha-Amyla-
.e Colour Disk alebo farebnf Standard pripraveny rozpustenim 25 g CoCl, .

rH.O a 3,84 g KrCrr}rv 100 ml HCI (0,01 mol/l). Cas, pri ktorom je sfarbenle
'.zorky rovnakd ako sfarbenie Standardu, pouZije sa vo vypodte aktivity.
Vi'podet:

DU/g: #t
kde I4z je mnoZstvo enzymu v 5 ml alikv6te (g), I- dextrinadny das (min).

Met6da SKB - podla Sandstedta, Kneena a Blisha [16l
Met6da je zaloLenf na merani dasu potrebn6ho na Standardny pokles j6d-

ikrobovdho sfarbenia inkubadnej zmesi za prftomnosti nadbytku p-amyl6zy.
Princfp spodiva v schopnosti a-amylizy dextrinovat Skrob do odfarbenia j6d-
ikrobov6ho sfarbenia v d6sledku vznikajricich dextrinov. Sfarbenie sa porov-
ndva so Standardom.

Definicia - 1 jednotka SKB je mnoZstvo enzymu, ktor6 hydrolyzuje I groz-
pustn6ho Skrobu za t hodinu pri 30 oC za pritomnosti B-amyl6zy.

Enzymov| reakcia prebieha pri 30 "C v zmesi 30 ml riedenej vzorky enzfmu
a 10 ml roztoku a-amylodextr(nu, ktor6ho pH sa upravilo na hodnotu opti-
millnu pre enzym. Roztok o-amylodextrinu sa pripravi p6sobenim B-amyl{zy
na Skrobovf roztok rovnako ako pri predchddzajfcom postupe alebo pouZi-
tfm B-amyldzy extrahovanej z mriky. V dasovych intervaloch (1 min) sa odo-
ber6 po 4 ml reakdnej zmesi do s6rie skrimaviek s 4 ml zriedendho j6do-
vdho roztoku a vizuiilne sa porovn6 farba so Standardom. Standardom je Sa-

turnova hned6 (10 g/l) alebo roztok podla Hagberga, pripraveny rozpustenim
19,25 gCoCl, . 6H2O, 2,576 g KrCrrO, a2,565 g CuSO, . 5H2O v 100 ml HCI
(0,01 mol/l). Dextrindcia mii trvat' 10 aZ 30 minrit.



Vfpodet:

SKB/g: 400

Tc
kde T je das dextrin6cie (min), c - koncentrdcia enzymu (gn).

S+est amyldza univ er zdl f24l
Tabletovf test obsahuje nerozpustnf chromolytickf substrdt na bdze Skro-

bu, ktor'.i sa rozpf5ta fdinkom a-amylflzy.
Defintcia: jedna jednotka aktivity z je relativna aktivita vyjadrend v mg

substrdtu premenen6ho za t hodinu. K L ml vhodne zrieden€ho enzfmu
v tlmivom roztoku s pH optim6lnym pre analyzovanf enzfmovi preparrit, vy-
temperovanom na poZadovant teplotu (30'C), prid6 sa 1. tableta testu a inku-
buje sa 15 minft. Sddasne sa inkubuje reakdn6 zmes pre blank, ktori{ namies-
to enzymov€ho roztoku obsahuje tlmivf roztok. Reakcia sa skondf pridanfm
3 ml zastavovacieho roztoku (10 g NarCO3 + 100 ml acet6nu v 1. I HrO) a po
odcentrifugovanf sa meria absorbancia supernatantu pri 620 nm.

Vfpodet relativnej aktivity a-amylilzyz

u11 : 16o Ark fr 
, resp. ulg: uA . 1o-3,

AT
kde A,"je absorbancia vzorky, A, - absorbancia zodpovedajfca riplne hydro-
lyzovan6mu substr6tu (pre kaZdf SarZu ud6va vfrobca), /r - faktor riedenia
enzfmov6ho roztoku, /< - faktor mnoZstva enzimov6ho roztoku pouZit6ho na
meranie (podfa tabufky v ndvode).

Vfsledky a diskusia

Metddy poulivajfice substrdt bez fipravy p-amyldzou. V na5ej pr6ci sa ako
vfchodiskovd overovala metdda stanovenia aktivity o-amylilzy postupom po-
uZfvanim pri fermentadnej vfrobe bakteri6lnej a-amylilzv podla podnikovej
normy Slovenskfch Skrob6rnf , D. p., Trnava pre potravin6rsku bolamyl6zu. K
met6dam tohto typu parf aj modifikovand met6da podla Wohlgemutha, kto-
ru r6zni'zahraniCni v.irobcovia pouZfvajri pri Specifik6cii bakteridlnej a fun-
gdlnej a-amyl{zy [L3,I41. Princ(p obidvoch met6d, ako aj postup pri enzimo-
vej reakcii, zloLenie substr6tu a j6dov€ho roztoku sri rovnak6. Rozdiely sf
predov5etkfm v tom, Le pri modifikovanej Wohlgemuthovej met6de prebie-
ha hydrolfza Skrobu pri teplote o L0 oC vy5Sej, t. j. 40 oC, intenzita sfarbenia
porovndvacieho $tandardndho roztoku je o niedo vySSia a jednotky aktivity sa

definujf rozdielnym spdsobom. Oboma met6dami sa analyzovalo 7 vzoriek
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ur:ru (g/l).

du-kr 5u$511iit na b6ze Skro-

ti iiti\ita vyjadrenii v mg
ht-dre zriedendho enzfmu
inr :nzi'movf prepariit, vy-
icd s.l 1 tableta testu a inku-
e-i tre blank, ktorii namies-
teakcia sa skondi pridanim
ml a.-et6nuvllHrO)apo
rru r,ri 620 nm.

ul 1(l_r.

r-t:-.r edajrica riplne hydro-
rL-\n:i r. .fr - faktor riedenia
)l e:'lo roztoku pouZitdho na

b--i.,. \' na5ej pri4ci sa ako
I c-amvldzy postupom po-
'amr Iazv podla podnikovej
rtr"r inarsku bolamyldzu. K
r pr.dla Wohlgemutha, kto-
rfir.cii bakteriiilnej a fun-
. akr aj postup pri enzfmo-
u su rovnakd. Rozdiely sri
lertulhovej met6de prebie-
i. 1., 'C. intenzita sfarbenia
,'riiia a jednotky aktivity sa

u s.r analvzovalo 7 vzoriek

cnzfmovych prepar6tov (tab. 1). Vztah medzi hodnotami aktivit nameranych
:( mito met<idami zniizorfiuje obr. 1 a dovoluje vzdjomnli prevod jednotiek akti-
r it podla vzorca 1 DA : 44,8 MWU. Pri enzymovom prepar6te Brew-N-zyme
GPCi-L bolo moZnd porovnat nameranri hodnotu aktivitys tidajom vfrobcu, podla
stor6ho je aktivita a-amylizy Standardizovan6 na hodnotu 1365 000 MWUiml
- 5 %. Rozdiel medzi nameranou aktivitou je fmernf orientadndmu charak-
:eru ridaja vyrobcu a sveddi o dobrej reprodukovatelnosti overovanej met6-
lv.

T a b u f k a 1. Porovnanie vlsledkov stanovenia aktivity a-amyl1zy r6znymi met6dami
bez pouZitia nadbytku P-amyl{ny

T a b I e 1. Comparison of c-amylase activity determined by various methods without
using an excess of P-amylase

rNo.: 2Enzym preparation (activity according to manufacturer); 3Method; aProducer standard bo-

lamylase; sWohlgemuth modified; 6soviet standard; TFood a-amylase; sTechnical a-amylase;
eGlucobatatine; loUnmeasurable.
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c.r
Enzjmovf prepardt

(aktivita podla
v!'robcu)2

Met6da3

PN bol-
amylSzaa

Modifikovand
Wohlgemuthovas

Sovietska
norma6

pH IDA/el pH IMwU/g] pI{ IAS/el

Potraviniirska
a-amyl6za1
(2a 000 DA/g)

6.2 21 000 5,6 970 000 4,',|
6,2

nemerat.l{)
I 150

2

Potravin6rska
a-amyllza
(20 000 DA/g)

6.2 20 000 5.6 940 000 4,7
6,2

nemerat.l0
1 180

3

Technickii
a-amyllnag
(6060 DA/e)

6,2 10 000 s6 s00 000

{
Glukobatatine
(118,5 DA/g) 4.7 690 5,6 46 000

5

a-Amylase
Rohalase .{3
SERVA (14 U/mg)

\1 46 400 5,6 I 760 000

6

Brew-N-zyme
GPG_L
(1 36s 000 MWU/ml)

32 400 5.6 I 580 000

7

Brew-N-zyme
CGP 13
(neuveden6)

25 s00 5,6 I 2s0 000
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Obr. 1. Rel6cia hodndt aktivity o-amyl{zy
r6znych enzfmovfch prepardtov namera-
nfch modifikovanou Wohlgemuthovou me-
tddou a postupom podla PN pre bolamyl6zu.
1, 2 - potraviniirska c-amyl6za, 3 - technickd
a-amyl6za,4 - glukobatatfn,5 - tr-Amylase
Serva, 6. - Brew-N-zyme GPG-L, 7 - Brew-

N-zyme CGP 13.

Fig. 1. Relation of a-amylase activity values
for various enzyme preparations, measu-
red by modified Wohlgemuth method and by
procedure aCcording to the producer stan-
dard for bolamylase. I,2 - f.ood a-amylase,
3 - technical c-amylase, 4 - glucobatatine,
5 - a-Amylase Serva, 6 - Brew-N-zyme
GPG-L, 7 - Brew-N-zyme CGP 13. (tc-
Amylase activity (DA); 2a-Amylase activity. (Mwu).)

Dalej sa orientadne overovala met6da stanovenia amylolytickej aktivity
podfa sovietskej normy pre enzimov6 prepardty [15]. V srivislosti s pldnom
tvorby noriem RVHP sa v Sovietskom zviize rieSi n6vrh normy na stanovenie
amylolytickej aktivity a d6 sa odak6vat, Le novy ndvrh norrny bude vychddzat
z pdvodnej zvazovej normy. Pozitfvnym prvkom tejto met6dy je spektrofoto-
metrickf sp6sob vyhodnocovania intenzity sfarbenia hydrolyzdtu po enz:imo-
vej reakcii vzhfadom na podiel zhydrolyzovandho Skrobu. Tento postup nie je
zataileny subjektfvnou chybou vizu6lneho porovnania sfarbenia tak ako pri
oboch predchddzaj{cich met6dach. Nedostatkom postupu je, Le met6da ne-
akceptuje rozdielnosf optim6lneho pH podas hydrolizy zubstrdtu pre bakte-
ridlne a fungdlnd,preparety. Acetdtovi tlmivf roztok s pH 4,7 sa pouZiva pre
bakteri6lne i fungdlne prepardty, do je pre bakteri6lne a-amylflzy hlboko pod

optimdlnym pH. Na vipodet aktivity sa uvddzajf vzorce osobitne pre bakte-
ri6lne a fung6lne prepar6ty, ktord obsahujri experiment6lne zistend dfseln€
koeficienty. Tento postup sa overil na stanovenie aktivity vo vzorke bakteridl-
nej a-amyl6zy. Y s€rii reakdriich zmesi s obsahom enzimov€ho prepardtu
v rdznych koncentrdci6ch nedo5lo k hydrolfze substrdtu ani pri aplik6cii enzf-
mu v najvy55ej koncentrdcii do tej miery, Ze by sa dosiahli meratelne hodno-
ty. Po fprave pH na hodnotu optimdlnu pre danf enzym, t. j, pH 6,2, Skrob
hydrolyzoval a intenzita sfarbenia hydrolyzdtu bola 6mernd koncentrdcii en-
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zi mov6ho roztoku v reakdnej zmesi. Aktivita u-amyl6zy (tab. 1) sa vypoditala
:ouZitim vzorca pre bakteri6lne preparity. Zost6va v5ak spornd, nakolko je

:ouZitie diselnfch koeficientov vo vzorci spr6vne, ked sa zmenili reakdn6

:odmienky, t. j. pH reakdnej zmesi.

Met6dy pouiivajrtce substrdt s nodbytkom B-amyldzy. Vzhladom na poZia-
,javku akceptovat medzin6rodne uzndvand postupy pri analyze enzymovfch
:repar6tov s cielom ich komplexnej analytickej Specifikr4cie sme experimen-
:jlne overovali met6dy stanovenia aktivity a-amyl|zy odporfdand v rdmci
F.A.O/WHO. Na stanovenie aktivity bakteridlnej o-amyl6zy sa prevzala a do-
.lovne sa opisuje met6da na stanovenie aktivity v slade [19] bez uvedenia pH
:lmivdho roztoku pre enzfmovf reakciu. Namerand pH tlmiv6ho roztoku je
:.6, do je nevhodne nizka hodnota pre bakteridlne prepar6ty; ttito met6du
sme prakticky nepouZili.

Dal5ou met6dou odportidanou FAO/WHO je met6da stanovenia aktivity
fungiilnej u-amyl{zy [18, 19]. Hoci v postupe nie je uvedeny odkaz na p6vod-
nf literdrny pramefi, jednako je tdto met6da v podstate klasickd met6da SKB

i16]. Pri tomto type met6d sa k substrdtu najsk6r pridri prebytok B-amykizy
na odbfranie Skrobu do tej miery, aby sa prfpadne pritomn6 B-amylflzav ana-
ivzovanom prepar6te a-amyliizy nemohla prejavit odbriranim Skrobu lal. Za-
vedenie tejto rnet6dy predpokladalo mat k dispozicii Specirilny prepar6t

3-amyl6zy bez pritomnosti a-amyl6zy. N6hrada prepar6tu p-amyklzy sa rieSila
podla met6dy SKB, ktoni modifikoval Vyzkumn! dstav potravin6iskdho prri-
myslu v Prahe [16]. VyuZ(va upraveny extrakt B-amylizy z mriky. Ako druhy
variant n6hrady Specidlneho prepar6tu B-amyl6zy sa overila moZnosf pouZit
kvapalnf prepar6t p-amyl{zy firmy Jan Dekker. Experimentdlne sa potvrdila
nevyhnutnost inaktiviicie st6p u-amyl{zy v kvapalnom prepar6te kyselinou
octovou a stanovila sa najvhodnejSia koncentr6cia $-amylSzy na prfpravu
amylodextrinu. Obidve modifik6cie (FAO/WHO a SKB) sa podrobne porov-
nali teoreticky i experiment6lne; rozdiely sri minimiilne a zohladnia sa privf-
podte aktivity; jednotky aktivity sri definovand rovnako. S vyuZitim oboch
met6d sa analyzovalo 9 vzoriek prepariitov a-amyl{zy (tab. 2), ale na rozdiel
od tychto met6d, pri ktorfch sa uvddza stanovenie aktivity pri pH 4,8 upravo-
vali sa hodnoty pH substr6tov pred enzymovou reakciou na pH optim6lne pre
konkrdtne enzymov6 prepariity, obdobne ako definuje podmienky firma
Serva [9].

Z hladiska reprodukovatelnosti met6dy SKB je ddleZitd najmii zistenie, Ze

pri Standardnom prepar6te a-Amylase Rohalase firmy Serva sa namerala pri
viacerych experimentoch rovnakii aktivita, akri deklaruje vfrobca pre tento
prepar6t v jednotkdch SKB.

Vzhladom na to, Ze met6da SKB je v srilade s poZiadavkami FAO/WHO,

rlr.-. .-i cr-amylase activity values
3:-:'.:ne preparations, measu-

:e: \\ ohlgemuth method and by
b--:r:::ng to the producer stan-
L:r..se. 1. 2 - food c-amylase,
i :-=:r.ilase. 4 - glucobatatine.
i-:- Sena. 6 - Brew-N-zyme
- !-;'.r-\-zyme CGP 13. ('c-
ra::i D.\ )l :o-Amylase activity

\1\\'U). )

:ni" :mr'lolytickej aktivity
iirI V srivislosti s pli{nom
tt\::'! normy na stanovenie
rrr:i l'rt.rrrrly bude vychddzat
:;:.- :riet6dy je spektrofoto-
u: :r,irol,vziitu po enzymo-
;i.r-.:u Tento postup nie je
nni. sfarbenia tak ako pri
F\\:uFru je. ze met6da ne-
r--;rzr :-ubstriitu pre bakte-
.-i. s pH -1.7 sa pouZiva pre
aln: u-am-vl6zy hlboko pod
izrriJ€ osobitne pre bakte-
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kur':l r o vzorke bakteri6l-
lxt ;nzvmovdho prepar6tu
tra:u ani pri aplik6cii enzf-
C--:iahli merateln6 hodno-
enz\m. t j. pH 6,2, Skrob
; u;;rernd koncentr:icii en-



by various methods

ct Enzyimovli prepariit2 pH

Met6dy s nadbytkom
pamylirzys S-test amyliiza

univerz6la
lc/el

FAOAilHO SKB

IDU/g] ISKB/g]

I Potravin6rska
a-amyl6za15 6,2 13 300 7,3 . 106

2

Potravinilrska
a-amyl{zall
-s kvapalnou
ftamyl6zou6

6,2 13 700 13 300

13 300

7,3 . Iff

J
Technickri
a-amyl6za7 6,2 6 100 3,9 . 106

4 Glukobatatins 4,8 800 0,43 . 106

5

a-Amylase
Rohalase ,{3 Serva
(18 000 SKB/g :
: ca 14 U/mg)

51

494,t

18 400

:
18 000

@ 19 000

II,4 ,Iff

6
Brew-N-zyme
GPG-L 6,2 t7 100 9,3 . 106

7
Brew-N-zyme
CGP 13 6,2 16 800 9,2 . t06

8 Termamyl L-120 6,0 445 ,{ 106

9 Bystrozym 6,0 -t <t 103

T a b u lk a 2. Porovnanie vfsledkov stanovenia aktivity a-amyl{zy
r6znymi met6dami

T a b I e 2. Comparison of a-amylase activity determined

Defin(cie medzin6rodnfch jednotiek U a jednotky relativnej aktivity u podla S-testu sri uvede-
n€ v kapitole Materiiil 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.
rNo.;2Enzyme preparation; 3Methods with the excess of ftamylase; aS-test amylase universal;
sFood a-amylase I; 6Food a-amylase II with liquid ftamylase; ?Technical c-amylase; sGlucobata-

tine.

pouZ(va ju vela vyrobcov. UmoZfiuje stanovif aktivitu pri optimiilnom pH
a vzhladom na dosiahnut6 vfsledky pri jej zavedeni a overovanf moZno modi-
fikovanri met6du SKB navrhnrit na prijatie na Specifikiiciu prepar6tov o-amy-
l6zy v na5ich podmienkach.

NovSim typom chromolytickych testov na stanovenie aktivity a-amyl zy ie
,,S-test amyllza univerz6l", vyrobenlf v Chemickych Zdvodoch Juraja Di-
mitrova. Substrdt vo forme tablety obsahuje nerozpustni Skrob s naviazanim
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.S-test amyldza
univerziila

Igre]

0.13 . lff

| J-:-: ' .:Z\

u f:':1. -i-testu sri uvede-

€:: :: i-test are menti-

S-:-: .::r iase universal;
r, --::.', ..:se : tGlucobata-

rl :f:lndlnom pH
La\::i :tozno modi-
lPr-:iraIO\'0-amy-

k::'. .:', j-am\ ldzy je
!\N---'it Juraja Di-
si:. : . n3\'iazanym

Obr. 2. Rel6cia hodn6t c-amyl6zy r6znych
:nzimovfch prepar6tov, nameranlch met6-
:ami SKB a S-testom amyliza univerziil. l-7

ako v obr6zku l.
Fig. 2. Relation of a-amylase activity values
:..r various enzyme preparations. measu-
:ed by SKB method and by S-test amylase
.:niversal. For 1-7 see Fig. l. (r(c-Amylase

activity (u); rc-Amylase activity (SKB).)

2.fi4
ok|vito l-omyt6zy I SKBP

farbivom, optimiilne pH a teplota podas reakcie sa urdi podla konkr6tneho
enzymovdho prepariitu. Tlimto postupom sa analyzovalo 9 vzoriek enzfmo-
ri'ch prepariitov. Orientadne sa overila aj pouZitelnosd tej istej SarZe S-testu
amyl1za univerzal po 6 mesiacoch skladovania pri laborat6rnej teplote, pri-
c'om namerand aktivita v Standardnorn prepariite o-Amylase Rohalase ,A.3

Serva bola po tomto dase bez zmeny. Porovnanim nameranych hodndt akti-
r ity S-testom amyllza univerzal s hodnotami ziskanymi analyzou tych istfch
vzoriek met6dou SKB (tab. 2) sa zistilo, Ze fdaje o aktivite enzymov, zfskan6
obidvoma met6dami, sri navziijom rimernd (obr. 2) a prepoditacivztah medzi
SKB a relativnymi u jednotkami S-testu ie I u : 1,7 x 10-3 SKB.
Za nevyhodu S-testu sa v5ak pokladd vyjadrenie aktivity v neofici6lnych jed-
notki{ch ako relativna aktivita. Vzhladom na dosiahnutie reprodukovatel-
nych vlisledkov pri overovani met6dy na stanovenie aktivity enzimovych pre-
par6tov pre potravin6rsky priemysel moZno odakiivat, Ze S-test amyl6za uni-
verziil n6jde praktickd uplatnenie u vyrobcov i pouZfvatelov priemyselnlich
enzfmovfch prepariltov. Najmii vtedy, ak sfdastou testu bude i Standardnf
enzfmov;f prepari{t s definovanou katalytickou aktivitou.

Do redakcie do5lo ti. 3. 1989
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Onpeqeneune axrlBnocru o-aMnna3br n Sepmenrxux npenaparrx

Pe g roue

flpor:aurno o6cne4oaanue r arr6op MeroAoB onpeAeJreHr{ff o-aM}rJra3br c oco6errsrna
BHr,rMaHreM Ha cran.qapAr,r3aqrro MeroAoB AJrs aHaJru3a rrpoMbrruJreuHrrx $epuentnrx
npenaparoB. SxcnepruentaJlbxo npoBepultncb MeroAbI ocnoBaHbr Ha r3MepeHr'I oK-
pacKtr rZoAKpaxMaJrbHoro KoMnJreKca nocJre rrr4poJrr43a KpaxMaJrrnoro cy6crpara o-aMrr-
nagori 6es nprrMeHeHnfl B-auu.nasrr 4;ra o6pa6orrr,r cy6crpara 14 c rrpr,rMeHeHr.rerrr lrg6urra
p-auluasrrg,'ra nprrroroBJreHrs o-aMrrJroAeKcrpnaa. AaJrbrrre[poBepr,rJr4 cb MeroAbI c Kpac-
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Determination of o-amylase activity in enzyme preparations

Summary

A review and a selection of methods for determination of c-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 o-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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