10-11
fijen - listopad 1990
rocnik 36

g

ODBORNY EASOPISPROVYROBUNAPOJUABIOCHEMICKETECHNOLOGIE
VYDAVAJI PIVOVARY ASLADOVNY, stitni podnik védeckotechnickych a obchodnich slueb, Praha

a KOOSPOQL, akciova spolecnost

7, vyzhkumu a prarxe

Stanovenie aktivity glukoamylazy

tabletovym S-testom Glukoamylaza

664.23 579

Ing. VIERA MONCOILOVA, Pivovary a sladovne, §. p., V§yskumno-vyvojova zdkladiia, Bratislava
Ing. JIRI ZEMEK, CSc., Tessek, ZdruZenie, Praha, laboratérium Bioen, Bratislava

Kligoveé slova: pivo, glukoamyldza, spektrofotometer,

OvoD

Amylolytické enzymy predstavuju v suafasnosti
najrozsirenejsiu skupinu technickych enzymov. Po-
pri g-amylazach bakteridlneho a fungalneho pévo-
du, v zasadnej miere sa na celkovom objeme vy-
roby amylaz podielaju aj glukoamyldzy. Enzymy
glukoamyldzového typu (amyloglukoziddza, gluko-
amylaza, y-amyldza, systematicky 1,4-¢-D-glukan-
-glukohydroldza, EC 3.2.1.3) hydrolyzuja S3krob
(amylézu, amylopektin), ale aj glykogén, fotogly-
kogen, dextriny a oligosacharidy maltézového typu
takmer kvantitativne aZ na D-glukdzu. Obdobne ako
aj iné enzymy hydroldzového typu, aj glukoamylazy
za vhodnych podmienok totiZ katalyzuji procesy
tzv. back-polymerization, t. j. tvorbu reverznych
produktov z D-glukozy, ktorymi moZu byt nielen
oligosacharidy maltézového a izomalt6zového typu,
ale aj glukézové oligoméry spojené 1,2-¢-, alebo
1,3-g-véizbami [1].

Ako technicky enzym glukoamyldza nachéadza Si-
roké uplatnenie v Skrobarenstve, pivovarnictve,
liehovarnictve, vyrobe biochemikalii a chemickych
Specialit, Ciastone sa vyuZiva aj v analytike, pri
konstrukcii diagnostik pre huménnu a veterinarnu
medicinu a v kozmetike [2—11].

Siroké uplatnenie glukoamyldzy v technickej
praxi si vyZiadalo raciondlnu aplikéaciu tychto en-
zymov v technologickych procesoch, ¢o predpokla-
da zabezpelenie jednoduchej, spolahlivej a pritom
sprdvnej metodiky na stanovenie aktivity tohoto
enzymu. Doteraz vyuZivané metody sd zaloZené na
stanoveni koncentrdcie D-glukézy uvolnenej zo

aktivita, tabletovy S-test

Standardného preparatu Skrobu, za pouZitia kyse-
liny 3,5-dinitrosalicylovej, alebo aktivity enzymov
glukozaoxidazy a peroxiddzy v navdznej enzymovej
reakcii [10]. V zmesnych prepardtoch, kde gluko-
amyldza je sprevddzand g-amyldzovou aktivitou,
pred stanovenim glukoamyldzovej aktivity je nutné
q-amylazu inhibovat. K tomu sa vyuZiva chela-
ton III (EDTA) za stcasnej kratkodobej tepelnej
expozicie zmesi enzymov [1, 10]. Klasické postupy
pouZivané na stanovenie aktivity glukoamylazy. st
nestandardné s ohladom na neStandardnost $kro-
bovych substrdtov a komplikované v technickom
prevedeni. Z hladiska unifikdcie analytickej me-
tédy a Standardnosti jej prevedenia, podstatnym.
prinosom su chromolytické metédy zaloZené na vy-
sokomolekuldrnych substrdatoch, 1,4(6)-g-gluka-
noch, sietovanych vhodnymi elektrofilnymi bifunkg-
nymi Cinidlami (2-chlérometyloxirdn, 2,2'-bis/oxir-
anylmetyl/éter) a zafarbenymi reaktivnymi farbi-
vami (napr. Remazol Brilliant Blue R) [12].

V predloZenej prdaci sa prezentuji skusenosti
s rutinnym "vyuZivanim chromolytického tabletové-
ho S-testu Glukoamyldza v pivovarnictve.

MATERIAL A METODY

Preparat s glukoamyldzovou aktivitou pod ozna-
¢enim Brew-N-Zyme L-300 (BNZ L-300) sa ‘dovéaZa
od firmy Quest (Holandsko) na zlep$enie konec-
ného stupila prekvasenia a na vyrobu 3pecidlnych
druhov piv. KedZe 'sa jednd o prevddzkovy prepa-
rat, moZno predpokladat, Ze ide o zmesny preparat
s doprovodnou g-amyldzovou aktivitou. Preto pri
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stanovent glukoamyldzovej aktivity je nutné ¢-
-amylazu ‘inhibovat. Inhibiciu ¢-amylazy v prepa-
rate BNZ L-300 sme urobili nasledovnym postupom:
K 20 ml zriedeného enzymového preparatu (0,1 %
roztok) vo fosfdtovom tlmivom roztoku (0,05 mol.
.1-1, pH 4,5) sme pridali 11 tabliet EDTA (vyréba
JZD Agrokombinat Sluovice, jedna tableta obsahu-
je 2-mg EDTA) a suspenziu sme nechali inkubovat
10 mindt pri 52 °C. Za tychto podmienok sa kvanti-
tativne inhibuje ¢-amyldzova aktivita, nakolko q-
-amyldzy si metaloproteiny a v supernatante osta-
ne neovplyvnend aktivitnd hladina glukoamylazy
[1]. Po ochladeni sme suspenziu scentrifugovali
(3000 g, 5 min) a supernatant sme pouZili k sta-
noveniu glukoamyldzovej aktivity.

- K urceniu glukoamyldzovej aktivity tabletov;’rm
S-testom Glukoamyldza (vyrobok JZD Agrokombi-
ndt, Agrogén, SluSovice) je potrebna kalibra&na
krivka na prepoCet absorbancie nameranej pri
620 nm na aktivitu v mkat.1-!. K zostrojeniu ka-
libracnej krivky sme pouZili referencnid metodu,

ktorou je moZné glukézu ako produkt enzymovej -

reakcie stanovit.

Ako referenéni metédu I sme zvolili metédu, pri
ktorej glukéza vznikajica G€inkom BNZ L-300 na
rozpustny Skrob sa stanovi enzymaticky systémom
glukoézaoxiddza-peroxiddza pouZitim komercne do-
stupnej stpravy Bio-La-test ,,Oxochrom Glukéza®
(Lachema, Brno). PouZity bol postup bez depro-
teinécie, pri teplote inkubdcie 30 °C, pri¢om k 5 ml
glukoézového ¢&inidla sa priddvalo 0,05 ml hydroly-
zatu [17].

Referentnou metédou II sme vytvorenud glukézu
stanovili postupom vyuZivajicim kyselinu 3,5-di-
nitrosalicylovid (3,5-DNS) [18].

Pri obidvoch referen¢nych metdédach sme pouZili
ten isty postup hydrolyzy Skrobu. Hydrolyza Skro-
bu (1% roztok) prebiehala pri 30°C v prostredi
fostatového tlmivého roztoku (0,05 mol.1"!, pH
4,5) za Kkatalytického tG¢inku enzymového prepara-
tu BNZ L-300 (0,1% roztok s inhibovanou g-amyla-
zovou aktivitou) po dobu 15 minit.

Substratom pri obidvoch referenénych metodach
bol 3krob ,,Stdrke 16slich® p. a. od firmy Merck
(SRN).

Enzymovai reakcia s S-testom Glukoamyldza sa
zastavila pridavkom zastavovacieho roztoku o zlo-
Zeni 10 g uhli¢itanu sodného v 900 ml destilovanej
vody a 100 ml acetonu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

K stanoveniu aktivity glukoamyldzy v preparate
BNZ L-300 S-testom Glukoamyldza navrhujeme po-
stup podla schémy v tabulke 1. Ako je z tabulky 1
zrejmé, postup pri stanoveni glukoamylazovej akti-
vity je rovnaky ako postup uvddzany pri stanoveni
aktivit amylolytickych enzymov S-testom Sladova
amylaza [13], g-glukanédz S-testom Lichendza [12]
a S-testom Laminarindza [14] ako aj postup pri
stanoveni aktivit proteindz S-testom Celkova pro-
teindza [15], €o je z hladiska Standardizacie a nor-
malizacie metodik stanovenia aktivity enzymov
velmi vyhodné.

Tabulka 1. Postup stanovenia aktivity glukoamyldzy
v prepardte BNZ L-300 S-testom Glukoamy-
ldza

Pokusnd vzorka Slepy pokus
(ml) (ml)

Fosfatovy tlmivy roztok

(0,05 mol.1-1, pH 4,5) 0,9 0,9
Roztok enzymu
(0,1 % obj.) - 01 —

Predinkub&cia 5 min. pri 30°C

Pridavok jednej substrdatovej tablety
— inkubécia 15 min.

Pridavok zastavovacieho
roztoku 4,0 4,0

Roztok enzymu
(0,1 % obj.) — 0,1

Centrifugédcia (3000 g, 5 min) alebo filtrdcia, Whatman
No. 1 alebo Filtrak No. 595

Zmeranie absorbancie supernatantu alebo filtratu oproti
slepému pokusu pri 620 nm

Prepocet aktivity enzymového prepardtu pomocou ka-
libragnej krivky (mkat.1-1)

Paralelné stanovenie absorbancie reakénych roz-
tokov pri metéde S-test Glukoamyldza a pri refe-
ren¢nej metéde I a referenénej metdde II je zna-
zornené na obr. 1. Kalibra¢né krivky pre referenéni
metodu I a referentni metédu II na glukézu si
zndzornené na obr. 2. Z uvedenych kalibratnych
kriviek bola vyjadrend koncentracia glukézy v jed-
notlivych reakénych roztokoch. V tabulke 2 st uve-

Tabulka 2. Mnozistvo glukézy vytvorené v enzgmovej
reakcii s BNZ L-300 stanovené dvoma me-
tédami

Glukéza stanovena
Reakény Objem prida- refer. refer.

roztok ného enzym. metodou I metodou II
prepardtu (ul) (mmol.1-1!) (mmol.1~%)

1 50 : 1,85 2,05

2 100 3,55 3,50

3 200 7,25 7,30

4 300 9,75 10,20

5 400 11,90 12,55

6 500 13,90 14,50

7 600 15,45 16,35

dené hodnoty glukézy namerané referenc¢nou me-
tédou I (Bio-La-testom) a referentnou metoédou II
(s kyselinou 3,5-DNS). Vysledky v tabulke ukazujq,
Ze referentnou metédou II boli stanovené o nieco
vySSie hodnoty glukdézy, priCom rozdiely v stanove-
nej hodnote sa zvddSuji s mnoZstvom pridaného
enzymového preparatu. V priebehu hydrolyzy vzni-
kajuce redukujice zbytky sacharidov zvysuji hod-
noty glukézy stanovené danou metédou. Uplne za-
nedbatelné rozdiely v stanovenej hodnote glukoézy
boli namerané v reakénom roztoku 2 a 3. Z toho vy-
plyva, Ze za urcitych zvolenych podmienok a za
predpokladu dostatoéne precdisteného enzymového
preparatu je moZné Specifické stanovenie aktivity
glukoamyldzy aj pomocou ne$pecifického stanove-
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Obr. 1. Vztah medzi hodnotou absorbancie a objemom
pridaného enzymového prepardtu BNZ L-300
(0,1 % obj.) pri metéde S-test Glukoamyldza (@ )
a pri referenénej metéde 1 (A) a referenénej
metéde II (M ).

nia redukujicich sacharidov metédou s kyselinou
3,5-DNS.

Kalibra¢né krivka pre prepocCet absorbancie na-
meranej metoédou S-test Glukoamyldza na aktivitu
glukoamyléazy (obr. 3) bola zostrojend z grafickych
zdvislosti na obr. 1 a obr. 2, vychadzajuc z poznat-
ku, Ze mnoZstvo vytvorenej glukézy (mmol.1"1)
v Casovom intervale umoZiiuje Standardné vyjadre-
nie glukoamylazovej aktivity v mkat.1-%.

Na obr. 3 si zakreslené dve rozne série bodov
zodpovedajice dvom metédam stanovenia koncen-
tracie gluk6zy. KedZe rozptyl tychto bodov je maly,
je vedena nimi jedna kalibra¢né krivka. Pre hydro-
1yzu chromolytického substrdtu v tablete S-test
Glukoamylaza enzymovym prepardtom BNZ L-300
kalibraéni krivku na obr. 3 moZno vyjadrit vzta-
hom

a=kaA,
kde a je aktivita glukoamyldzy (mkat.1-!) a A je
absorbancia pri 620 nm a k je konStanta zavisla od
spoésobu modifikdcie substratu. Pre substrat pouZity
v naSom pokuse k = 39,37.
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Obr. 2. Kalibraénd krivka pre rejerenént metédu I (@)
a referenénii metédu 11 (Q). na D-glukézu.

V tabulke 3 st zhrnuté vysledky presnosti stano-
venia aktivity glukoamylazy v prepardte BNZ L-300
S-testom Glukoamyldza. Pre aktivitu glukoamylazy
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Obr. 3. Kalibraénd krivka a = f(Aso) pre stanovenie

aktivity glukoamyldzy (BNZ L-300) S-testom Glu-
koamyldza.
Body oznafené (A) boli vypoéitané z hodnét
glukdzy nameranej Bio-la-testom, body oznaéené
(M) boli vypoéitané z hodnét glukdzy nameranej
metddou s kyselinou 3,5-DNS.
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Tabulka 3. Presnost . stanovenia aktivity glukoamyldzy
v seérii S-testom Glukoamyldza. Opakované
stanovenie z toho istého roztoku enzy-
mového prepardtu BNZ L-300

Vzor- Absor- Aktivita Prie- 0Od- Smero- Variac-
ka bancia (mkat. mer. chylka dajnd ny koe-
pri 1=47 hod- od od- ficient
620 nm nota prie- chylka (%)
meru
1 0,240 9,40 0,32
2 0,224 8,80 —0,28
3 0,221 8,65 —0,43
4 0,235 9,20 0,12
5 0,221 8,65 9,08 —0,43- +0,33 3,6
6 0,229 9,00 —0,08
7 0,233 9,10 0,02
8 0,243 9,50 0,42
9 0,239 9,40 0,32

Hodnoty aktivit boli od&itané z kalibracnej krivky
(obr. 3)

9,08 mkat.1-! bola hodnota variaéného koeficienta
= 3,6 %.

ZAVER

Vysledkom vSetkych vykonanych pokusov je vy-
pracovand relativne jednoduchd, spolahlivd a pri-
strojovo nendrond metéda stanovenia aktivity
glukoamylazy tabletovym S-testom Glukoamyléza,
sliZiaca pre analytickd kontrolu dovéZanych enzy-
movych prepardatov s glukoamyldzovou aktivitou.

Pre kompletnd Standardizdciu pracovného postu-
pu a medzilaboratérnu kontrolu presnosti spektro-
fotometrov je potrebné pouZit aj S-test Farebny
§tandard a Enzymovy Standard glukoamylédza
v tabletovej forme s deklarovanou aktivitou gluko-
amylazy.
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V praci st prezentované vysledky s rutinnym vyuZiva-
nim chromolytického tabletového S-testu Glukoamylaza
pri stanoveni glukoamyldzovej aktivity v enzymovom
preparate Brew-N-Zyme L-300.

Referentnou metédou bolo stanovenie glukdzy ako
produktu enzymovej hydrolyzy rozpustného 3krobu si-
pravou Bio-la-test a mstédou s kyselinou 3,5-dinitrosali-
cylovou.

a

Pre aktivitu glukoamylazy 9,08 mkat.l1—! bola hod--

nota variatného koeficienta vk = 3,6 %.

MonuoasoBa, B. - 3emek, H.: Onpegenenne aKTHBHOCTH
rJI0KoaMHuda3pl TabaeTnsiM C-Tectom IoKoamHiaasa. Ksac.
npym., 36, 1990, Noe 10—11, crp. 289—292.

B paGore npencrasieHbl pe3yabTaThl ‘PaboTHl € PYTHH-
HBIM HCIOJb30BAHHEM XPOMOJHTHYECKOro Tabaernoro C-
TecTa [JlOKOaMHusIa3a 0P ONpejeJeHny TJIIOKOaMHIa3HOH
aKTHBHOCTH B 3H3UMHOM mnpenapare Brew-N-Zyme L-300.

PedepentubiM MeTomoM OBLIO ONpeeJeHHe IVIIOKO3H KakK
NPOJYKTa 3H3UMHOrO THAPOJHM3a DACTBOPHMOrO Kpaxmajia
Ha6opoM Bio-la-test u mMeTOLOM ¢ SS-AHHmpocanHuHHOBoﬁ
KHCJIOTOH.

Js akTHBHOCTH IyitokoaMuiasel 9,08mkar .11 Beanu-
Ha BapHaHTHOro koadguipenta cocrapisna vk = 3,6 %.

Meoncolova, V. - Zemek, ].: Determination of Glucoamy-
lase Activity Using the Tablet S-Test Glucoamylase. Kvas.
prim., 38, 1990, No. 10—11, pp. 289—292.

The tablet S-test Glucoamylase was routinely used for
the determination of glucoamylase activity in the enzy-
me preparate Brew-N-Zyme L-300. As the comparative
methods the glucose determination after enzyme hydro-
lysis of soluble starch using Bio-la-test and the methods
with 3,5-dinitrosalicylic acid were used. For the gluco-
amylase activity of 9.08 mkat.1-1 the value of a varia-
tion coefficient was vk = 3,6 %.

Monecolova, V. - Zemek, J.: Bestimmung der Glukcamyla-

se-Aktivitit mittels Tabletten-S-Test Glukoamylase. Kvas .

prim:, 36, 1990, Nr. 10—11, S. 289—292.

In der Arbeit werden die Ergebnisse mit der Routine-
Application des chromolytischen Tabletten S-Tests Glu-
koamylase bei der Bestimmung der Glukoamylase-Akti-
vitdt in dem Enzymprdparat Brew-N-Zyme L- 300 prasen-
tiert.

..Als Referenzmethoden wurden' zwei. angewandt: - Be-
stimmung der Glukose als Produkt der Enzymhydrolyse
der 10slichen Stdrke mittels Bio-la-Test- Garnitur, und
Methode mit 3,5-Dinitrosalizylsdure. :

Fir die Aktivitdt' der Glukoamylase 9,08 mkat.1-%

betrug der Wert des Variationskoeffizienten vk = 3,6 %.



