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1. OVOD

Slad jako jedna z nejdiileZitgjSich surovin pivovarské-
ho primyslu obsahuje amylolytické enzymy, které ka-
talyzuji degradaci Skrobu na niZsi sacharidy. Tyto enzy-
my znaénd ovliviiuji technologicky proces v pivovarstvi
a je proto nezbytné sledovat jejich aktivitu jak v suro-
ving, tak i pfi vlastnim technologickém procesu. Aby
provozni laboratof pivovaru mohla méFit amylolytické
aktivity sériové, hledaji se nenarofné, reprodukovatelné
a citlivé metody, které by tato méfeni umoZnily. Pro
zdravotnické laboratofe zacaly nékteré {irmy vyrabst
sady pro stanoveni aktivity amylas, zaloZené na degra-
daci uméle pfipravenych barevnych latek, tzv. chromo-
gennich substratd, s nimiZ je prédce jednodu3si.

MoZnost jednoduchého stanoveni aktivity amylas jisté
uvitaji i pracovnici provoznich laboratofi v pivovaru.
Ve sladu se oviem vedle sebe vyskytuji e«-amylasa i
g-amylasa, které ob& maji pro technologicky proces v§-
znam. Tim se stanoveni celkové amylasové aktivity poné-
kud komplikuje. V na3i praci se zabjvdme moZnosti vy-
uZit obchodng vyrabdnych sad pro stanoveni amylas v pi-
vovarské laboratofi a pFedkldddme vysledky srovnéni
téchto metod s klasickymi metodami.

2. TEORETICKA CAST

Metody stanoveni bilkovin s amylasovou aktivitou jsou
zaloZeny na pozorovini zmén pri 3t&peni Skrobu amyla-
sami. Jde v podstaté o tfi typy metod: v

a) Metody zaloZené na zvySeni redukéni sily amylo-
pektinu nebo rozpustného Zkrobu [1, 2, 3]. Cim je en-
zym aktivnéisi, tim vice vznikd 3tépi s reduk&nimi vlast-
nostmi a tim je také vét3i celkova redukéni sila roztoku.
Tyto metody maji fadu modifikaci a odliSuji se zejmé-
na zpisobem stanoveni redukéni mohutnosti. Metody to-

hoto typu jsou vhodné pro stanoveni aktivity «-amylas
i g-amylas. i

b] Metody zaloZené na zméné zbarveni jodoSkrobového
komplexu [4, 5]. Jod tvoii se 3krobem modfe zbarveny
komplex. Pri nastépeni amylasového Tetézce se zbarve-
ni komplexu méni prfes purpurovou a d¢ervenou, dex-
triny sloZené ze 4—6 glukosovych zbytkG se jodem jiZ
nebarvi.

c¢) Metody zaloZené na sniZeni viskozity Skrobové pas-
ty [6]. Dva posledni typy metod jsou vhodné pro stano-
veni aktivity g-amylasy.

V nedavné dob& se objevily nové metody pro stano-
veni aktivity amylas. Tyto metody jsou zaloZeny na vy-
uziti nerozpustnych barevn§ch substratdi, které €innosti
amylas prechéazeji do roztoku. Jsou to obvykle polysa-
charidy typu amylopektinu, na néZ jsou navdzdna razné
barviva, Skrobovy substrat je pak ¢innosti amylas hydro-
lyzovéan, barvivo pfechdzi do roztoku a intenzita zbar-
veni roztoku se fotometricky proméfi (obr. 1). MnoZstvi
uvolnéného barviva je pak pfimo tamérné aktivité enzy-
mu [2]. Mezi barviva, kterd se nejcastgji pouZivaji pro
piipravu chromogennich substratii, patfi Remazolbrilian-
tovd modf [obr. 2) [7, 8], Reaktonovd &erveil (obr. 3/
[9, 10], Cibachrom F3GA [11, 12] a Amylose azure B
[7].

Jak jsme se jiZ zminili v tvodu, nékteré firmy, zaby-
vajici se pripravou chemikdlii, aby co nejvice zjednodu-
Sily situaci ve zdravotnickjch laboratofich, pfipravuji
testovaci sady, které obsahuji vedle chromogennich sub-
stratd i hotové roztoky, potfebné k préci. V sadéach jsou
pFiloZeny i kalibraéni grafy, event, tabulky, které umoZ-
fuji vypocet aktivity enzymu z hodnoty absorbace. Akti-
vita je ve vSech pripadech uddvdna v mezindrodnich
jednotkach U/l
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Materisly

Sada pro stanoveni amylasy , Amylochrome Roche®

substrat: Amylosa s ,,Cibacrom Blue 3G-A“ v tabletdach

srd7eci roztok: roztok NaH;PO,;, pH = 4,3

standardni roztok: ,Cibracrom Blue 3G-A“ prokazujici
aktivitu 460 U/l
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Obr. 1. Princip pisobeni g-amylasy na nerozpusiny chro-
mogenni substrdt

1 — nerozpustn§ $krob, 2 — barvivo, 3 — pilisobeni a-amylasy, 4 —
rozpustné modré barvive, 5 — nezhydrolyzovan§ Ekrob
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Obr. 2. Remazolbriliantovd modf
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Obr. 3. Reaktonovd Cerveri B

Bliz8i udaje o jednotlivych slo¥kdch vyrobce nesdélu-
je. Sada pro stanoveni amylasy ,,Phadebas Amylase Test”
- Pharmacia:

substrdt: Amylosa s ,,Remazolbrilliantblau R* v table-

tach

srdZeci roztok: 2% NaOH

Dalsi ddaje v§robce nesdé&luje.
Sada pro stanoveni amylasy
n. p.

substrat: Amylosa s ,Remazolbriliantblau R v table-

téch

tlumiv§ roztok, srdZeci roztok — oba bez bliZSitho ur-

geni.

Rozpustny ¥krob podle Zulkowského, v§robce Merck, NSR
Ostatni chemikélie kromé enzymov§ch preparatli z n. p.
Lachema, Brno.

,Bio-La-Test“, Lachema,

Enzymové prepardty:
Bacteral Amylase Novo (BAN), fy NOVO, Dansko
Brew, N“zyme L 100, Narden, Holandsko
Amylase Sp-100

Sladové extrakty:
alkoholové extrakty pivovarskych sladd [16]
kongresni sladina.

3.2 Pristroje
Spektofotometr zn. VSZ 2, Carl Zeiss, Jena, NDR
Ostfedivka zn. Mechanika Precyzyjna, typ 310, PLR

Magnetickd michatka MMI1, n. p. Laboratorni pfistro-
je, Praha
Vysokootatdkov§ mlynek, vrtulkovy, 12000 ot/min.

Tabulka 1. Postup pFi stanoveni gmylasové aktivity me-
todou ,,Amylochrome Roche”

Standard| Slepy
Vzorek S pokus SP
substrét (tableta) 1 — 1
destilovana voda (ml) 1 1 1
inkubace 5 min pii 37 °C
vzorek amylasy (ml) 0,05 — =
standard (ml) - 0,05 .
mixovat a pak inkubace 15 min p¥i 37°C
srdZeci roztok (ml) 4 4 4

Mixovat a odstfedit [3000 ot/min) po dobu 10 min. ME&Fi se absor-
bance €irého roztoku proti slepému pokusu pfi 630 nm. Standard
se mé&ri proti destilované vodé pri téZe vinové délce.

Tabulka 2. Postup pFi stanoveni amylasové aktivity me-
todou ,Phadebas Amylase Test”

Vzorek | Slepy pokus
vzorek (ml) 0,2 -
destilovani voda (ml) 4,0 4,2
inkubace pFi 37 °C po dobu 5 min

substrat (tableta) 1 1
inkubace pFi 37 °C po dobu 15 min

29, NaOH (ml) 1 1

Promichat a odstfedit pfi 3000 ot/min po dobu 5 min. Absorbance
girého roztoku se méEFi proti slepému pokusu pfi vinové délce
620 nm.

3.3 Metody

3.3.1 Metody pro stanoveni amylasy s poufitim chromo-
gennich substrdti
3.3.1.1 Metoda ,,Amylochrome Roche®
Postup stanoveni je uveden v tabulce 1.

Aktivita amylasy ve vzorku (v mezinarodnich jednot-
kach U/1) se vypoite ze vztahu
abs. vzorku

vl= —m
n abs. standardu X 490
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Tabulka 3. Postup pfi sianoveni amylasové aktivity me-

Tabulka 4. Kalibraéni tabulka pro metodu ,Bio-La-Test”

todou ,,Bio-La-Test“ Lachema Lachema
Vzorek | Slepy pokus ¢ Aktivita Aktivita
enzymu U/l Absorbance ensyinn U/l Absorbance
suspenze substratu (ml) 1 1
40 0,042 400 0,395
predelTét 5 min p¥i 37 °C - o o e
100 0,103 550 0,539
vzorek amylasy (ml) 0,1 — 110 0,113 600 0,586
destilovana voda (ml) - 0,1 120 0,123 700 0,681
140 0,142 800 0,776
o s 2

i T i LT @ | oo | | e
200 0,201 1100 1,057
srazeci roztok (ml) 2 2 220 0,221 1200 1151
250 0,250 1300 1244
Promichat, nechat stit 15 min, odstfedit pfi 5000 ot/min. Absorbance ggg gg;g i ggg i 333

firého roztoku se mé&Fi proti slepému pokusu pFi 590 nm. »
350 0,347 2 000 1891

3.3.1.2 Metoda ,,Phadebas Amylase Test”

Postup pfi stanoveni aktivity amylasy touto metodou
udévé tabulka 2.

Aktivita vzorku se odeéte po proméifeni na fotometru
z kalibrani kfivky, kterda je pfFilo¥ena v§robcem ke
kaZdé sads. Priklad kalibra&ni kfivky, pfiloZené k nami
pouZivané sad& udavd obrdzek 4.

3.3.1.3 Metoda ,Bio-La-Test" Lachema [13]

Chromogenni substrdt pro tuto metodu je ve formé
prd%ku a pfed vlastnim stanovenim je nutno ho suspen-
dovat v tlumivém roztoku. Suspenze se pfipravi tak, Ze
obsah trubiky se substritem se pfidd k 10 ml tlumice
a mich4 se na magnetické michatce asi 15 min aZ vznik-
ne homogenni suspenze. Takto pFipravenou suspenzi je
moZno prechovédvat nejvy%e dva dny. Postup stanoveni
je shrnut v tabulce 3.

Aktivita amylasy ve vzorcich v mezinirodnich jednot-
kéch U/l se odedte z tabulky pfiloZené ke kaZdé sadé
(tabulka 4).

3.3.2 Stanoveni amylasové aktivity na zdkladé jodoskro-
bové reakce [14]

V této metod# se stanovi doba potfebnd k enzymové-
mu rozst8peni 1 g $krobu, kterd je indikovdna negativni
jodo3krobovou reakci (ztrdta modrého zbarveni). Podle

doby potiebné k dosaZeni negativni reakce na 3krob se
z ptiloZeného grafu ode¥tou jednotky amylasové aktivi-
ty, které se pfepottou nma 1 g piivodniho vzorku enzy-
mového preparétu.

Do zkumavek se napipetuje po 10 ml indika&nfho roz-
toku (120 ml vody + 0,4 ml 0,1 M roztoku jodu. PouZi-
vat vidy &erstv§). Do Skrobového roztoku (Skrob +
10 ml studené vody) se dd mnoZstvi odpovidajici pfesng
1g sufiny. Vznikld suspenze se vlije do 80ml vrouci
vody a vafi 3min, vytemperuje se na 38°C a vlije se
roztok enzymového prepardtu, kédinka se jest& rychle
splachne 10 ml vody 38°C teplé. Reakéni smés se inku-
buje v termostatu za stdlého michéni 5 min, pak se
v jednominutov§ch intervalech zji¥fuje, zda byl jiZ
veskery Skrob rozstépen. Zjistime-li podle barvy indi-
katniho roztoku, Ze 3tépeni Zkrobu znatn® pokroéilo,
sledujeme postup hydrolyzy 3krobu v pilminutovych in-
tervalech. Z reak®nf sm#si se odebira vZdy 0,1 ml a pfi-
dé4 se do predem pFipravené zkumavky s 10 ml indikag-
niho roztoku. Potom se obsah zkumavky promisi. Je-li
piitomen 3krob, zbarvi se obsah zkumavky modfe, je-li
skrob zhydrolyzovédn, obsah zkumavky se nezbarvi. Zbar-
veni ziistane stejné jako u kontrolni zkumavky, obsa-
hujici pouze indika&ni roztok.

Tabulka 5. Amylasovd aktivita jednotlivijch vzorki méfend ridzngmi metodami

Metoda Jednotky BAN BNZ ASP SP1 SP 2 S
jodozkrobova jednotky aktivity 85.2 % 115 100 93 0 0
(5-a.) 100 9 139 9% 121 9% 113 % iy —
Sumnerova mg maltosy 1,13 15 1,25 1,6 0 0
nalmlenzymu | 100 % 134 9% 11 9 141 9 — s
Amylochrome U1 1900 2100 2 050 1038 906 405
100 9% 111 9% 108 9% 55 % 489, 249%,
Phadebas U1 2100 2 250 2 200 1200 1050 450
Amylase Test 108 9% 107 9% 105 % 57 % 50% 219
Bio-La-Test un 320 " 700 650 9% | 1000 700 300
100 9% 218 9% 203 % | 312 9% 2189 939

poznamka: Pod absolutnimi hodnotami amylasové aktivity [sou uvedena procenta enzymové aktivity vzta¥ené k aktivitd BAN jako
hodnoté& 100 %. Uvedené hodnoty jsou primérem nékolika stanoveni.
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Z doby potfebné k odbarveni se
podle vztahu:

vypotte aktivita I

a
¢ Jeall

n

I je poiet jednotek amylasové aktivity v 1 g testované-
ho enzymového preparéatu,

a — jednotky aktivity v reakéni smési odeltené z pfed-
loZeného grafu (obr. 5/,

n — mnoZstvi pouZitého testovaného prepardtu v g.

PouZivime-li tekuty amylasovy preparait, vyjadfime akti-

vitu na 1 ml.
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Obr. 4. Kalibraéni kfivka pro stanoveni amylasy meto-
dou ,,Phadebas Amylase Test”

3.3.3 Stanoveni aktivity amylasy na zdkladé zvijSené re-
dukéni mohutnosti reakéni smési — metoda podle
Sumnera [15,2]

Tato metoda je zaloZena na zvy3eni reduké&ni sily roz-
pusiného Skrobu wvzniklé pFi jeho enzymovém 3tépenf
amylasami. MnoZstvi redukujicich latek je pfimo Gmé&rné
Zlutohn&dému zbarveni, které vznikne pfiddnim roztoku
kyseliny 3,5-dinitrosalicylové. Amylasova aktivita pfi
této metod& se vyjadfuje v mg maltosy, kterd vznikne
pfi tfiminutové inkubaci reak€ni smé&si s 1 ml enzymu
pifi 20°C. Metoda je pfesné popsdna v citované litera-
tute.

4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Porovnani mefod stanoveni aktiivilty amylas chromo-
gennimi sobstrity s metodou podle Sumnera a s meto-
dou jodo3krobovon

Amylolytickd aktivita rliznfch uvedenych vzorkil byla
stanovena s pouZitim chromogennich substratii, a to me-
todou ,Phadebas Amylase Test“, metodou ,,Amylochro-
me Roche“ a metodou ,,Bio-La-Test”.

Pro srovnani byla v tychZ vzorcich stanovena aktivita
amylas téZ metodou jodoSkrobovou a metodou podle
Sumnera.

0,075%
(BAN)

0,075% roztok preparatu Brew,N“zyme L 100 (BNZ)

0,075% roztok prepardtu Amylase SP-100 [ASP)

sladové extrakty z pivovarskych sladoven (SP1aSP2),
20krat ziedZné,

kongresni sladina (S)

Vysledky mé&feni amylasové aktivity uvedenych vzorki
riiznymi metodami jsou uvedeny v tabulce 5.

roztok prepardtu Bacterial Amylase Novo

Z vysledkll v tabulce 5 miiZeme odvodit nskolik z4-
véri. Pfedns, srovnéni vysledkl amylasové aktivity mé-
fené rfiznymi metodami v absolutnich hodnotdch neni
moZné, protoZe polymérni substrdt (Skrob nebo amylo-
sa) memd pPesné definovanou relativii molekulovou
hmotnost a nelze proto rizné smluvni jednotky amyla-
sové aktivity, ziskané pfi pouZiti rlznych metod, navzi-
jem pfepoéist na spoleénou jednotku. Srovnévat v abso-
lutnich hodnotéch lze pouze vysledky metod pouZiva-
jicich chromogennich substratii, kde je aktivita amylas
vyjadifena v mezindrodnich jednotkach U/l. Z toho da-
vodu byly jedt& vypoéteny relativni hodnoty amylasové
aktivity jednotlivfch vzorkd, pfitemZ jako hodnota 100 %
byla uvaZovdna amylasovd aktivita vzorku BAN (je to
preparét, obsahujici pfevd’né e-amylasu). Pouze na zé-
klad# t&chto relativnich hodnot miZeme pak srovnévat
vysledky ziskané riznymi metodami.

j.a.
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Obr. 5. Kalibratni kfivka pro stanoveni aktivity amyla-
sy jodoSkrobovou metodou
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Obr. 6. Zdvislost aktivity sladové amylasy na pH

nAmylochrome Roche®
»Sumnerova metoda®

Daldim poznatkem je, Ze jodoSkrobovd metoda a me-
toda podle Sumnera maji relativni vysledky ve velmi
dobré shod&, jsou vSak méng citlivé k ni¥3im enzymo-
vym aktivitAm neZ metody s chromogennimi substraty.
Je nutno si povSimnout i toho, Ze jodo3krobovd metoda
davd v ndkterfch pfipadech vy§sledky niZ¥ neZ metoda
podle Sumnera (vzorek SP1), coZ si vysvtlujeme tim, Ze
jodoskrobovd metoda je maélo citlivdA pro stanoveni ak-
tivity g-amylasy. Metody s chromogennimi substraty d4-
vaji vysledky ponekud niZ3i neZ dvé uvedené metody,
av3ak nelze jimi stanovit i vzorky s niZ¥3i enzymovou
aktivitou. Jejich vysledky lze srovndvat v absolutnich
hodnotdch a u metody , Amylochrome® a ,Phadebas” se
vysledky velmi dobfe shoduji a jsou reprodukovatelné.
Vysledky metody ,Bio-La-Test® jsou znacénd odlidné od
v§sledkd obou dalSich metod a jejich reprodukovatelnost
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je velmi Spatnd. Tuto metodu nemiZeme v soufasné do-
bé& doporudit pro stanoveni aktivity amylas v pivovar-
ském materidlu.

Metody ,,Amyichrome” a ,,Phadebas” jsou velmi jed-
noduché, nejsou nédrofné na &as a na technické vyba-
veni laboratofe ani na kvalifikaci pracovnika a jejich
vysiedky jsou dobie srovnatelné s vysledky jodoSkrobo-
vé metody. Proti metod& Sumnerové davaji vysledky po-
nékud niZsi, coZ lze opé&t vysvéilit jejich sniZenou citli-
vosti k g-amylasové aktivitg, 1 kdyZ g-amylasa ziejmé
pPispiva alespoii dstednd ke konecénému vysledku [obr.
1j.

4.2 Stanoveni zévislosti amylolytické aktivity sladu na
pH

Pro dal3i ovéfeni metod s chromogennimi substraty
byla metodou Amylochrome a metodou podle Sumnera
stanovena zavislost amylasové aktivity sladu na pH.

Tato zdvislost byla sledovana na vzorku sladového ex-
traktu, ktery byl pfipraven extrakci sladu 20% etanolem
[16] a pFfed pouZitim 20krat zfedén.

Vysledky stanoveni zévislosti amylasové aktivity sla-
du na pH, ziskané metodou Sumnerovou a metodou
Amylochrome, jsou uvedeny na obr. &.

Z grafu je patrno, Ze optimalni pH pro sladovou amy-
lasu se shoduje u obou metod a v podstaié se shoduje
i prib&h kFivek zdvislosti aktivily na pH. Zdéanlivou
vysSi citlivosti Sumnerovy metody a méng strmy pribgh
kfivky stanoveni touto metodou oproti kfivce stanoveni
metodou Amylochrome si vysvétiujeme vy3S[ citlivosti
Sumnerovy metody viaci g-amylase,

4.3 Stanoveni amylasové aktivity v klificim jefmeni

Metodou s chromogennim substratem (Amylochrome
Roche) byl sledovdm obsah amylasové aktivity pfi sla-
dovani jeCmene. Soucasné byla u tychz vzorkl sledovdna
amylasova aktivita Sumnerovou metodou a jodo3krobovou
metodou. Ugelem t&chto srovndvacich pokusii bylo zjis-
tit pouZitelnost metody s chromogennim subsirdtem pro
vzorky, v nichZ se postupné méni pomeér mezi aktivitou
f-amylasy a e-amylasy.

Aktivita amylas byla sledovdna v 1. aZ 7. dnu slado-
véni jefmene; vzorky byly odebirdny v jednotlivych
dnech klifeni ze sladovny 1 — Plzeii. Vzorky sladované-
ho sladovnického jeémene byly pfedsuSeny na vidhu asi
50, a z nich pfipraven extrakt amylasy [16]. Extrakt
byl pro stanoveni 20krat zfedén.

Ziskané vysledky pfepoftené na 1 g suSiny shrnuje
obr. 7.

Budeme-li posuzovat vysledky uvedené na obr. 7 z hle-
diska srovnéni jednotlivich metod, uvidime, Ze na po-
tatku sledovani dava jodo3krobovd metoda vysledky nu-
lové, o néco vys3i jsou tdaje ziskané metodou s chro-
mogennim substratem (asi 5 % hodnoty 6. dne), nejvyssi
jsou v¥sledky ziskané Sumnerovou metodou. To v pod-
staté odpovidd naSim znalostem o aktivité g-amylasy a
g-amylasy béhem sladovani [17]. V jefmeni je aktivni
pouze g-amylasa, zatimco e-amylasova aktivita se obje-
vuje az asi 2. den sladovdni. ProtoZe jodoSkrobovd me-
toda je citlivdi na g-amylasu, jsou vysledky na pocatku
sladovaciho procesu nulové. Metoda s chromogennim
substrdtem dava na potdatku vysledky niZ3i neZ Sumne-
rova metoda, ale amylasovad aktivita je stanovena. To
svédEéi o tom, Ze metoda s chromogennim substratem je
¢astefné citlivd 1 na akfivitu g-amylasy. Z tohoto hle-
diska nevysvétlené zistdvaji nizké hodnoty metody
s chromogennimi substrity zejména 3. a 4. den sladovéa-
ni. :

Na tomtfo misté znovu zdiiraziiujeme, Ze uvedené t¥i
metody nemiiZeme srovndvat v absolutnich hodnotéach,

protoZe z kaZdé z nich ziskédme hdaje o aktivité v roz-
dilnych jednotkach, které nelze mnavzdjem prepocitat.
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Obr. 7. Porovndni metod stanoveni amylasové aktivity.
Vzorek: kli¢ici je¢men odebirany v jednotlivich
dnech sladovdni

wSumnerova metoda®™ (stanoveni reduk&ni mohutnosti)
,Amylochrome Roche® [chromogenni substréty)
., Jodoskrobova metoda®

V na%em pfipadé jsme srovnavali procenta amylasové
aktivity vzhledem ke stavu 6. dne kliceni jefmene, tj.
pfed hvozdénim (100 %) a miZeme tedy srovnédvat pou-
ze v relativnich hodnotdch, podle pribghu kfivek. Po-
sledni hodnota na kfivkdch je hodnota amylasové akti-
vity po hvozdéni, na niZ je jasn& patrny pokles.

5. ZAVER

PPl studiu stanoveni amylasové aktivity sladu za po-
uZiti obchodné& vyrdbénych testovacich sad ,,Amylochro-
me Roche® a ,Phadebas Amylase Test” zaloZenych na
pouZiti chromogennich substrata, jsme ziskané vysledky
porovnéavali s vysledky dalSich dvou metod, zaloZenych
na odliSnych principech: se Sumnerovou metodou hod-
notici narfist redukéni mohutnosti a s jodoSkrobovou
metodou sledujici stupeii degradace 3krobu. Srovnavani
vysledkidl téchto Eétyf metod je ov3em moZno uskutecnit
pouze s relativnimi hodnotami, protoZe uzanéni jednot-
ky ziskané Sumnerovou metodou a jiné ziskané meto-
dou jodoSkrobovou neni moZno prepofitat na mezina-
rodni jednotky U, v nichZ jsou vyjadieny vysledky obou
metod s chromogennimi substraty.

Metody s chromogennimi substrity davaly ve vétSing
pripadd mniZsi vysledky neZ Sumnerova metoda (nérist
reduk&ni mohutnosti), zejména u vzorkl s vy33i aktivi-
tou g-amylasy. To lze vysvétlit sniZenou citlivosti me-
tod s chromogennimi substrdty na aktivitu g-amylasy,
zatimco metoda Sumnerova stanovi v plné mife aktivitu
a-amylasy i g-amylasy. Metoda jodoSkrobova, ktera je
citlivda v podstaté jen na g-amylasu, dava vysledky cel-
kem shodné s metodami pouZivajicimi chromogenni sub-
straty.

1 z ovefovacich pokusil, pfi nichZ bylo riiznymi meto-
dami stanoveno optimélni pH pro aktivitu amylolytic-
kych enzymil ve sladu a sledovéna aktivita amylolytic-
kfch enzymi pfi klieni jetmene, lze odvodit obdobné
ZAVETY.

PrestoZe metodoy s chromogennimi substrdty nedavaji
pro stanoveni aktivity sladovych amylas vysledky tak
spolehlivé jako Sumnerova metoda a neni moZno jich
vyuZit k rozliSeni aktivity e-amylasy a g-amylasy, pfed-
¢i svou spolehlivosti, snadnosti provedeni a citlivosti
metody zaloZené na vzniku jodoSkrobového komplexu,
které jsou v riiznych modifikacich dnes b&Zné pouZivané
v provoznich pivovarskych laboratofich. Prednosti me-
tod pouZivajicich chromogenni substrdty je rychlost a
v piipadé pouZiti obchodnich testi i nenédrofnost, dile

jejich citlivost i v oblastech niZSich enzymovych aktivit.
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Lze proto tyto metody doporudit pro rychlé orientaéni
stanoveni amylasové aktivity sladu v provoznich labo-
ratofich.
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Porovnanim metod stanovoeni aktivity amylolytickych
enzymii byla sledovdna moZnost vyuZiti obchodné& vyra-
b&nych testii s chromogennimi substraty v pivovarskych
laboratofich. Vysledky srovnavacich pokusii prokéazaly,
7Ze sady ,Amylochrome Roche” a ,Phadebas Amylase
Test“, které stapovuji amylasovou aktivitu za pouZiti
chromogennich substratii, jsou dostatetn& pfesné, citli-
vé a vhodné k rutinnimu pouZiti v provozni laboratofi
pivovaru. Pro rozliSeni aktivity g-amylasy a g-amylasy
je nutno pouZit jinych metod.

Kpaaosa, B. — I'aasauek, H. — Mowrek, H. Hcnoasso-
BaHHEe XPOMATOTeHHHIX CYGCTaHTOB Ajia oONpeleHHS aAMHJIO-
JHTHYECKHX ¢hepMenToB B nuBoBapenwu. Kpac. npym. 26,
1980, Ne8, ctp. 169—174.

[Tpr nomolus CcpPaBHEHHS METOLOB ONPEMleNeHHs AKTHB-
HOCTH aMHJOJHTHYECKAX ()ePMEHTOB aBTODH HCCIeN0BAH
BO3MOXHOCThL HCNO/b30BaHHS B DHBOBapeHHHX Jafoparo-
PHAX CTaHI2pTHO NPOH3BOAsIHXCA HAGOpOB € XpOMATo-
reHHBIMH cy6cTaTaMd. PesyabTaThl CPaBHHTEJbHHIX ONLITOB
noKasand, uro Habopn Amuioxpome Poxe m Ilxapebac
Amnnace Tecr, KOTOpHe ONpenensioT AKTHBHOCTb aMHias
NpH ynorpeGJieHHH XPOMOreHHBHIX CYGCTpaTOB, HABJIAKTCH
[OCTATOYHO TOYHLIMH, YYBCTBHTEJbHBIMH H MOAXOASIIMMH
IS yOOTPEBJEHHS B NPOH3BOJCTBEHHOR JabOpPaTOPHH HH-
BOBapeHHOTro 3aBoja. [lna pasimdeHHs aKTHBHOCTH g —
H § — 4MHIAa3 NPHXORUTCS YNOTPeGJsTH APYrHe METOAH.

Kralovéd, B. - Hlavéitek, I. - Mostek, J.: Uiilization of
Chromogenic Substrates in Determining Amylolytic En-
zymes in the Brewing Process. Kvas. priim., 26, 1880,
No. 8, pp. 169—174.

The possibility of utilization of standard tests with
chromogenic substrates was followed by comparing
various methods for the determination of activity of
amylolytic enzymes in the brewing laboratories. The
experiments revealed that the series of ,Amylochrome
Roche” and ,Phadebas Amylase Test”, which determi-
nes the amylase activity in using chromogenic subsira-
tes, are sufficiently precise, sensitive, and suitable for
current application in brewery laboratories. In order
to differentiate the «- and g-amylase activity, it is ne-
cessary to use another method.

Krilova, B. - Hlavitek, 1. - Moitek, J.: Der Gebrauch
von Chromogensubstraten zur Bestimmung der amyloly-
tischen Enzyme in der Brauindustrie. Kvas. prim., 26,
1980, No. 8, S, 168—174.

Die Moglichkeit des Gebrauchs der Standardteste mit
Chromogensubstraten wurde verfolgt durch vergleich-
ende Methoden der Bestimmung der Aktivitit amylo-
Iytischer Enzyme in den Brauereilaboren. Die Ergebnis-
se der vergleichenden Versuche zeigten, daff die Se-
rien ,Amylochrome Roche® und ,Phadebas Amylase
Test”, die Amylaseaktivitit zum Gebrauch der Chromo-
gensubstirate bestimmen, sind vollstdndig genau, sensi-
tiv und geeignet zur Benutzung in den Brauereilaboren.
Zur Unterscheidung der Aktivitdt der «- und g-Amyla-
sen ist es notwending andere Methoden zu gebrauchen.



