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ÚvoD

Amylolytické enzýmy predstavujú v súčasnosti
najrozšírenejšiu skupinu technických enzýmov. Po-
pri ď-amylázach bakteriáIneho a fungálneho pÓvo.
du, v zásadnej miere sa na celkovom objeme vý-
roby amyláz podielajú aj glukoamyIázy' Enzýmy
glukoamylázového typu (amyloglukozidáza, gluko-
amyl'áza, T-amyláza, systematicky I,4-q-D-glukan.
-glukohydroláza, EC 3,2'7.3) hydrolyzujú škrob
Iamylózu, amylopektínJ,-a le aj  g lykogén, fotogly-
kogen, dextríny a oligosacharidy maitózového typu
takmer kvantitatívne až na D-glukÓzu. obdobne ako
aj iné enzýmy hydrolázového typtt, aj gIukoamylázy
za vhodných podmÍenok totiŽ katalyzujú procesy
tzv. back-polymerization' t. j. tvorbu reverzných
produktov z D-g|ukózy, ktorými mÓŽu byt nielen
oiigosacharidy maltózového a izomaltózového typu'
ale aj glukózové r;l igoméry spojené 1,2.g,-, alebo
1'3.4-vázbami [1].

Ako technický enzým glukoamyláza nachádza ši.
roké'up!atnenie v škrobárenstve, pivovarníctve,
IiehovarnÍctve, výrobe biochemikálií a chemických
špecialít, čiastočne sa vyuŽíva aj v analytike' pri
konštrukcii diagnostík pre humánnu a veterinárrru
medicínu a v kozmetike [2-77].

Široké upIatnenie glukoamylázy v technickej
praxi si vyŽiadalo racionálnu aplikáciu týchto en.
zýmov v technologických procesoch, čo predpokla.
dá zabezpeČenie jednoduchej, spolahlivej a pritom
správnej metodiky na stanovenie aktivity tohoto
enzýmu. Doteraz vyuŽívané metódy sú založené na
stanovenÍ koncentrácie D.glukózy uvolnenej zo

štandardného preparátu škrobu, za pouŽitia kyse.
l iny 3,S.dÍnÍtrosalicylovej, alebo aktivity enzýmov
glukózaoxidázy a peroxidázy v náváznej enzýmovej
reakcii [10]. V zmesných preparátoch, kde gluko-
amyláza je sprevádzaná .u-amylázovou aktivitou,
pred stanovením glukoamylázovej aktivity je nutné
.,-amylázru inhibovat. K tomu sa vyuŽíva chela-.
tón III (EDTA] za súčasnej krátkodobej tepelnej
expozície zmesÍ enzýmov [1' 10]. Klasické postupy
používané na stanovenie aktivity glukoamylázy sú
neštandardné s ohladom na neštandardnosť škro-
bových substrátov a komplÍkované v technickom
prevedenÍ. Z hladiska unifikácie analytÍckej me-
tódy a štandardnosti jej prevedenia, podstatným.
prÍnosom sú chromolytické metódy za\ožené na vy-
sokomolekulárnych substrátoch, 1'4(6J-a-gluka-
noch, sieťovaných vhodnými elektrofi lnýmÍ biÍunkč.
nými činidlamÍ (2-chlórometyloxirán, 2,2,-bisloxit.
anylmetyt/éter) a zafarbenými reaktÍvnymi Íarbi.
vami Inapr. Remazol Br i l l iant Blue R) [12].

V predloŽenej práci sa prezentujťr skúsenostÍ
s rutinným.vyuŽívaním chromolytÍckého tabletové.
lro S.testu Glukoamyláza v pÍvovarníctve.

MATERIÁL A METÓDY

Preparát s glukoamylázovou aktivitou pod ozna-
čením Brew-N-Zyme L-300 (BNZ L-300] sa.dováŽa
od firmy Quest [HolandskoJ na zlepšenie koneč-
ného stupňa prekvasenia a na výrobu špecÍálnych
druhov pív. KedŽe.sa jedná o prevádzkový prepa:
rát, moŽno predpokládat, že ide o zmesný preparát
s doprovodnou q-amylízovou aktivitou. Preto pri
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glukoamylázovej aktivity je nutné a-

-amylázu.inhibovat. Inhibíciu a.amyl.ázy v prepa-
ráte BNZ L-300 sme urobil i nasledovným postupom:
K 20 ml zriedeného enzýmového preparátu (0,1 o/o
roztok) vo fosfátovom tlmivom roztoku [0,05 mol .
. l-1, PH 4,5J sme pridali 11 tabliet EDTA [vyrába
JZD Ag:okĎmbinát Slušovice, jedna tableta obsahu-
je 2:gtg..EDTAl a suspenziu sme nechali inkubovat
10 minút pti 52."C. za týchta podmienok sa kvanti-
tatívne Ínhibuje u-amylázova aktivita, nakolko a-
.amy|ázy sú metaloproteíny a v supernatante osta.
pe neovplyvnená aktivitná hladina glukoamylázy
[1]. Po ochladenÍ sme suspenziu scentrifugovali
(3 000 g' 5 minJ a sup €rnatant sme pouŽil i k sta-
noveniu glukoamylázovej aktÍvity.
' K určeniu glukoamylázovej akti.vity tabletovým
S.testom Glukoamyláza Ivýrobok jZD Agrokombi-
nát, Agrogén, Slušovice) je potrebná kalibračná
krivka na prepočet absorbancie nameranej pri
620 nm na aktivitu v mkat . l-1. K zostrojeniu ka-
libračnej krivky sme pouŽil i referenčnú metódu,
ktorou je moŽné glukózu ako produkt enzýmovej
reakcie stanovit.

Ako referenčnú metódu I sme zvolili metódu, pri
ktorej glukÓza vznlkajúca účinkom BNZ L-300 na
rozpustný škrob sa stanovÍ enzymaticky systémom
glukÓzaoxidáza-peroxidáza pouŽitím komerčne do.
stupnej súpravy BÍo-La.test, ,oxochrom Glukóza..
(Lachema, BrnoJ. PouŽitý bol postup. bez depro.
teinácie, pri teplote Ínkubácie 30 oC, pričom k 5 ml
glukózového činidla sa pridávalo 0,05 ml hydroly-
zátll [L7l.

Referenčnou metódou II sme vytvorenú glukózu
stanovili postupom vyuŽívajúcim kyselinu 3,5-di-
ni trosal icy lovú (3,5-DNS) I18].

Pri obidvoch referenčných metÓdach sme použili
ten istý postup hydrolýzy škrobu. Hydrolýza škro-
bu (10/o roztokJ p'rebiehala pri 30 "C v prostredí
fosfátového tlmivého roztoku [0,05 mol .l-1, pH
4,5) za katalytického účÍnku enzýmového prepará-
tu BNZ L-300 [0,10lo roztok s.Ínhibovanou a-amYlá.
zovou aktivitou] po dobu 15 minút.

Substrátom pri obidvoch referenčných metódach
bol škrob ,,Stárke lÓslÍch.. p. a. od fÍrmy Merck
(sRN).

Enzýmová reakcía s S-testom Glukoamyláza sa
zastavila prídavkom zastavovacieho roztoku o z|o-
žení 10 g uhličitanu sodného v 900 ml destilovanej
vody a 100 ml acetónu.

VÝSLEDKY A DlsKUsIA

K .stanoveniu aktivity glukoamylázy v preparáte
BNz L-300 S-testom Glukoamyláza navrhujeme po-
stup podla schémy ý tabuť'ke í. Ako je z tabuťka 1
zrejmé, postup pri stanovení glukoamylázovej akti-
vity je rovnaký ako postup uvádzaný pri stanovení
a.ktivÍt amylolytických enzýmov s.testom S]adová
amyláza [13]' p-glukanáz S'testom Lichenáza [I2]
ď S.testom Laminarináza [1a] ako aj postup pri
stanovení aktivít proteináz S-testom Celková pro.
teináza [15], čo je z hladiska štandardizácie a nor-
malizácie metodík stanovenia aktivity enzýmov
velmÍ výhodné.

Tabulka 1' Postup stanouenia aktiuity glukoamglázy
u preparáte BNZ L-300 s'testom Glukoamy.
láza

P'okusná vzorka slepý pokus
[mIJ [mIJ

Fosfátový tlm'ivý roztok
[0,05 mol . l -r ,  pH 4,5]
Roztok enzýmu
t0,1 % obj.)

0,90,9

017

Predinkubácia 5 min. pri 30.C

Prídavok jednej
_ inkubácia 15

substrátovej tablety
min.

Prídavok zastavovacieho
roztoku 4,04,0

Roztok enzýmu
[0,L % obj.] 0,1

Centrifugácia (3000 g' 5 minJ alebo filtrácia, Whatman
N'o,. 1 alebo Filtrak No. 595

ZmeranÍe absorbancie supernatantu alebo filtrátu oproti
slepému pokusu pri 620 nm

Prepočet aktivity enzýmavého preparátu pomocou ka.
l ibračnej kr ivky Imkat. I-1]

Paralelné stanovenie absorbancie reakčných roz.
tokov pri metóde S-test Glukoamyláza a prÍ reťe-
renčnej metóde I a referenčnej metÓde IÍ je zná-
zornené na obr. í. Kalibračné krivky pre reÍerenčnú
metódu I a referenčnú metÓdu II na glukózu sú
znázotnené na obr. 2. Z uvedených kalibračných
krÍviek bola vyjadrená koncentrácia glukózy v jed-
notlivých reakčných roztokoch. V tabuťke 2 sú uve-

Tabuťka 2, Množstuo glukÓzy uutDorené u enzýmouej
reakcii s BNZ L.300 stanoÚené duoma me.
tÓdami

Reakčný objem prida.
roztok néh'o, enzým.

preparátu Ipl)

Glukóza stanovená
refer. refer.

metódou I metooou II
Immol .1-rJ (mmol .  1-r)

1
2
?
Á
5
6

50
100
200
300
400
500
600

LB5
3,55
7,25

11,90
13,90
75,45

2,O5
3,50
7,30

Ío,20
1' 44

r.4,5Q
16,35

dené hodnoty glukózy namerané referenčnou me.
tódou I IBÍo-La-testrom] a referenčnou metódou II

. (s kyselinou 3,5-DNSJ. Výsledky v tabulke ukazujú,
Že referenčnou metódou II boli stangvené o niečo
vyššie hodnoty glukózy, pričom rozdiely v stanove-
nej hodoote sa zváčšujú s mnoŽstvom pridaného
enzýmového preparátu. V priebe[u hydrolýzy vzni-
kajúce redukujúce zbytky sacharidov zvyšujú hod.
noty glukÓzy stanovené ''danou metódou. Úplne za.
nedbatelné rozdiely v stanovenej hodnote glukózy
boli namerané v reakčnom roztoku 2 a 3. Z toho vy-
plýva, že za wčítých zvolených podmienok a za
predpokladu dostatočne prečisteného enzýmového
preparátu je moŽné špecifické stanovenie aktivity
glukoamylázy aj pomocou nešpecifÍckého stanove-

a\
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obr. 2, Kalibračná kriuka pre referenčnú metódu I (. )
a re|erenčnú' metódu Il t'o).na D'glukÓzu.

ý tabutke 3 sú zhrnuté výsledky presnosti stano-
venia aktÍvity glukoamy|ázy v preparáte BNz L-3o0
s.testom Glukoamyláza. Pre aktivitu glukoamylázy
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obť. 3. Kalibračná' kriuka a : l(ku) pťe stanouenŽe
aktiDitA glukoamyld.zy (BNZ L-300) S-testom GIU-
koamyló,za.
Body označené ( 

^) 

bolt uypočÍtaně z hodnÓt
glukózy namefanei Bio.Ia-testom, body označené
[a) boli uypoěítané z hodnit glukózy nameranei
metÓdou s klselinou 3,5.DNs'
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obr,7. Vzťah medzÍ hodnotou absorbancie a obiemom
pildaného enzýmouého preparátu BNz L.300
[0,1 0/o obi') p|i metóde s.test Glukoamaláza (.)
a piri re|erenčnei metód'e l t^] a ref erenčnei
metlde II (a).

nia redukujúcich sachariďov metÓdou s kyselinou
3,5-DNS.

Kalibračná krivka pre prepočet absorbancie na-
meranej metódou S.test Glukoamyláza na aktivitu
gtukoamylázy (obr.3] bola zostrojená z graf ických
závÍslostÍ na ob|. 7 a obr' 2' vychádzajúc z poznat-
ku, Že mnoŽstvo vytvorenej glukÓzy (mmol .l-1)
v časovom intervale umoŽňuje štandardné vyjadre-
nie 8lukoamylázovej aktivity v mkat.l-1.

Na oDr. 3 sú zakreslené dve rÓzne série bodov
zodpovedajúce dvom metódam stanovenia koncen-
trácie glukózy. KeďŽe rozptyl týchto bodov je malý,
je vedená nÍmi jedna kalibračná krlvka. Pre hydro.
lýzu chromolytického substrátu v tablete S-test
Glukoamyláza enzýmovým preparátom BNZ L-300
kalibračnú krivku na obr. 3 moŽno vyjadrit vzta-
hom

a:kA,

kde a je aktivita glukoamylázy fmkat.l-1] a Á je
absorbancia pri 620 nm a k je konštanta závislá od
spÓsobu modifikácie substrátu. Pre substrát pouŽitý
v našom pokuse k = 39,37.
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Tabulka j. Presnosť stanoDenia akti'uÍta glukoamglázy
u sěriÍ s-testom Glukoamaló'za. opakoÚané
stanoDenie z toho istého roztoku enzú.
moDého preparátu BNz L.300

L!21 Z\-MIIK, J. ,  e i  a i . :  Standardizat ion and Uni i ica l ion in the
Determinat ion of Act iv i t ies of Biotechnological ly Important
Enzymes, Biotechnology and Food Industry, Proc. Int.  Sym.,
Budapest,1988

[13] MoNcorovA, V.,  ZEMEK, I. ,  KUNIAK, l . :  KVas. prům.34,19BB,
s.161

Vzor- Absor- Aktivita
ka bancia (mkat.

pr i  .  l - 'J
620 nm

Prie- od. Smero- VarÍač-
mer. chýlka dajná ný koe.
hod. od od- fÍcient
nota pr ie- chýlka [%]

meru

l-
2
a

4

J

6
7
I
o

0,240
0,224
o,221.

0,22't
0,229
0,233
n ra2
0,239

9,40
8,80
8,65
9,20
8,65
s,00
9,10
9,50
9,40

0,32
-o,28
-0,43

0,12
-0,43 +0,33
-0,08

0,02
o,42
0,32

Hodnoty aktivít bol i  odčÍtané z kal ibračnej krivky
I obr. 3]

9,08 mkat. l -1 bola hodnota var iačného koef ic ienta
ur: 3,6 o/o'

zÁvER

Výsledkom všetkých vykonaných pokusov je Vy.
pracovaná relatívne jednoduchá, spolahlivá a prí-
stro jovo nenáročná metóda stanoVenia aktivity
glukoamylázy tabletovým S-testom Glukoamyláza,
slúŽiaca pre analytickú kontrolu dovážaných enzý.
mových preparátov s glukoamylázovou aktivitou.

Pre kompletnú štandardizáciu pracovného poStu-
pu a medzilaboratórnu kontrolu presnosti spektro-
fotometrov je potrebné pouŽit aj S-test Farebný
štandard a Enzýmový štandard glukoamyláza
v tabletovej forme s deklarovanou aktivitou gluko-
amylázy.
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KVas. prům',25,

Moncolová, V' . Zemek, |.: Stanovenie aktivity gluko-
anylázy tabletovým s.testom Glukoamyláza. Kvas. prům.,
3$'  1990' č. 10-11'  s.  289-292.

V práci sú prezentované výsledky s rutinným vyuŽíva-
ním chromolytického tabletového S.testu G]ukoamyláza
pri stanovení glukoamylázovej aktivity v enzýnrovom
preparáte BreW-N-Zyme L.300.

Referenčnou metódou bolo stanovenie glukÓzy ako
produktu enzýmovej hydrolýzy rozpustného škrobu sú.
pravou Bio.]a-test a metódou s kysel inou 3'5-dinitrosalÍ.
cylovou.

Pre akt iv i tu g1ukoamylázy 9,0B mkat.I-1 bola hod-
nota Var iačného koef ic icnŤa Vk : 3,6 %'

Monqoorrora, B. - 3ervren, Ll.: Onpe4e,'reuue axruBHocru
rfl toKoaM Hila3br radnernrrrtr C-recrona f nrcxoatru"rasa. I(r ac.
npyrvr., 36, 1990, Ns l0-11, crp. 289-292.

B paóore npeAcTaBfleHbI pesy.{bTaTbI paóoru c pyTI. iH-
HblM l4cIIo''1Ir3oBaHueM XpoMoJ'luTilI]ecKo|o raó'rerHoro C-
recra |ltoroaNtI,l' 'Ia3a rrpn onpcAe''IeHIlu I"'IIoKoaMunasHoů
aKTUBHOCTH B 3H3r{r\{HOM rrpei lapaTC Brew-N-Zyme L-300.

PeQepeHruuu MeToÁoM 6sI" ' ro onpe'qeneHue |JIoKo3bI KaK
ilpoÁyKTa 3H314MHoIo fIrÁpoJ'II,Í3a pacTBopI,1Mofo KpaxMa"1a
ua6opor,r Bio- la-test rr  MeroIoM c 3,5-gunrzrpoca, 'Inquurosof i
KHCJ'IOTOH.

Anq axrrasHocru frTroxoaMr,rnasrr 9,08l{xar . "t-1 Be"'Mqt4-
Ha Bapr'{aHrHoro xoeSQuqr.reHra cocraB"'Ifl,'ra vk : 3,6 0/0.

Moncolová, v. - zemek, t.: Determination of G]ucoamy.
Iase Activity Using the Tablet S-Test Glucoamylase. Kvas.
prům., 36, 1990, I{o. 10_11, pp. 289-292.

The tablet S-test GiuCoamylase Was routÍnely used for
the determination of glucoamylase activity in the enzy-
me prepárate BreW-N.Zyme L-300. As the comparatíVe
rnethods the glucose determination after enzyrrre hydro-
lysis of soluble starch using Bio-la-test and the methods
With 3'5-dínitrosal icyl ic acid were used. For the gluco.
amylase act iv i ty of 9.08 mkat. l -r  the value of a var ia-
t ion coeff ic ient was vt :  3,6 %.

Moncolová, V. . Zemek, }.: Bestimmung der Glukoamyla.
se.Aktivitát mittels Tabletten-s.Test Glukoamy]ase. Kvas.
prům.' 36' 1990, Nr. 10-11' s. 289-2s2.

In der Arbeit werden díe Ergebnisse mit der Routinťj.
Appl ication des chromelytisChen Tabletten S-Tests G1u:
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