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UvoD

Stanovenie aktivity a-amylizy (1,4 - a-D-glukan-
glukanohydroliza; EC 3.2.1.1) v obilninich je délezité
z viacerych hladisk. Tak vhodnost’ miky pre pekirske
ticely urcuje obsah gluténu dobrej kvality [1, 2], a prime-
rand a-amylolytickd aktivita [3]. Amylolytické preparity
fungdlneho alebo bakteridlneho pdvodu pridivané do
pekdrenskych vyrobkov zapricifiuji horSie senzorické
hodnotenie tychto vyrobkov v porovnani s vyrobkami
pripravenymi s dostato¢nou len ceredlnou a-amylizovou
aktivitou [4, 5].
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Stanovenie aktivily a-amylizy v obilninich je délezité
pre zistovanic stupiia nakli¢enia zrna (degree of sprouting),
pripadne pri testovani na odolnost vééi kliceniu pre
Slachtitel'ski prax. Hoci stupeii naklicenia zrna stanoveny
vizudlne vSeobecne koreluje s produkciou amylizy, obcas
sa vyskytnd pripady, Ze zma s pomerne dlhym kli¢enim
maji nizku amylizovi aktivitu a naopak zra vizuilne
hodnotené bez znimok kli¢enia maji vysoki amylizovi
aktivitu [6]. Priamym stanovenim aktivity a-amylazy
mozno na rozdiel od vizudlnych metdd detekovat uz tzv.
"skrytd" kli¢ivost [7] a dilerencoval’ vzorky s réznym
stupfiom nakli¢enia zrna.
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Aktivitu a-amy].i/y je mozné stanovit nickolkymi
sposobml ktoré st zaloZené na schopnosti amylizy hydro-
lyzovat $krob [8]. Prvi skupmu tvoria metdédy visko-
zimetrické, ktorymi sa meria zniZenie v:skomy Skrobovej
suspenzie. Do tejto skupiny patri i znima metéda Cisla
V|skoz|ly (fallmb number) [9, 10], ktord vyuZiva pre mera-
nic aktivity aj substritu vlastnej vzorky. Druhi skupinu
tvoria metédy, ktorymi sa meria zvySenic redukénej
mohutnosti §krobového roztoku [11, 12] a tretiu skupinu
metédy, ktorymi sa meria dibytok zafarbenia komplexu
gkrob - Jo. Uvedené metddy st viak obecne bud” kompli-
kované, ¢asovo naroéné alebo nedostatocne presné a citlivé
(jédo-Skrobovi metéda).

V roku 1967 sa objavila metéda na stanovenie aktivity
a-amyldzy v prici Rinderknechta a kol. [13], ktory pouZil
ako substrit Skrob s kovalenine naviazanym farbivom.
Utinkom enzymu na ta kylo substrit vznikd farcbny roztok,
absorbanciu ktorého moZno merat’ kolorimetricky a je
linedrne zivisld od koncentricie a-amylizy. V roku 1974
Barnes a Blakeney [14] publikovali uspeSné pouZitic
komeréného preparitu obsahujiceho Cibachron-blue
amyldzovy substrit na stanovenic c-amyldzy v cercilidch.
V ndviznosti na tito pricu Mathewson a Pomeranz v roku
1977 a 1979 publikovali vyuZitic tejlo kolorimetrickej
metédy pre vyhodnotenie stupiia naklicenia obilnin [15,
16] a u nds Hubik [7]. Aj ked’ uvedend metdda sa ukizala
ako vhodni, dostatocne rychla a vysledky fiou ziskané na
sérii vzorick pSenic obsahujicich od 0 do 5 % nakli¢enych
zinboli v linedrnej zivislosti k vysledkom nsk.myc hmet6-
dou &sla viskozity a amylografu, presnost’ vysledkov
medzi réznymi laboratériami bola nizka [ 17]. PoZiadavkou
praxe bolo $tandardizovat titu metddu, Co si vyZiadalo
zavedenie uniformného automatického pristroja na stano-

venie o- amyl:i/y, s pouZitim ktorého sa presnost

vysledkov medzi réznymi laboratériami znacne vylepSila.
Mathewson a Pomeranz vo svojich d’alSich pracach [8, 18]
prezentuji vysledky ziskané pouZitim nového komercne
dostupného analyzitora na stanovenic a-amylizy vyro-
beného D & S Instrument, Lid., Pullman, WA 99163,
s pouZitim kiorého sa metéda zjednodusila. Extrakcia a-
amylazy a jej reakcia so substritom prebicha simultinne,
¢im sa zvySila aj rychlost’ stanovenia a pritom presnost
metédy ostala vyhovujuca nakol’ko vzorky pscnic s obsa-
hom nakli¢enych zfn od 0 do 8 % boli spolahlivo rozliSenc.

Na stanovenie aktivity u-amylaly v ceredliach je
moZné pouZil novovyvinuti sipravu eS-test Amyliza,
vyrobok firmy Bioeffect, Bratislava [19, 20]. Tablety tohto
testu obsahuji chromolyticky Skrobovy substrit
reSpektujici vlastnosti uvedenych enzymov, mikrokrySta-
licki celulézu a d’alSie zloZky potrebné na stanovenie
aktivity a-amyldzy.

V predloZenej prici st prumlov.mc vyslcdky S pouZi-
tim tohto tabletového testu pri priamom stanoveni aktivity
a-amyldzy v obilnindch.

MATERIAL A METODY

Priprava extraktu pSeni¢nej amylizy

Pienica sa pomelic na mlynéeku Retsch (1 800.min” g
Pomletd pSenica (35,) sa extrahuje 15 ml 20% ctanolu na
laboratérej trepacke po dobu 30 min. Extrakt sa odstredi

(3 000 x g, 10 min) a supernatant sa pouZije na stanovenic
aktivity a-amylizy [21]. Rovnakym postupom mozno
pripravil aj extrakty z inych obilnin, napr. ja¢mena, raZe
atd’.

Zmesny pSeniény extrakt pripraveny 220 pSenic rézne-
ho pdvodu sa pouZil na konStrukciu kalibracnych krivick
uvedenych v kapitole Vysledky a diskusia.

Tabletovy eS-test Amyliza bol pripraveny podla [22].
Jeho vyrobu a distribiiciu zabezpeduje spolu s kontrolnym
enzymovym preparitom o deklarovanej aktivite firma
Bioeffect, Bratislava.

Enzymovi reakcia s eS-testom Amyliza sa zastavila
pridavkom zastavovacicho roztoku o zloZeni 10 g uhli-
Gitanu sodného v 900 ml destilovanej vody a 100 ml
acelonu,

Na prepocet absorbancie namerancj pri 670 nm meto-
dou ¢S-test Amyldza na aktivitu v ukat. k;, je polrcbm
kalibra¢nd krivka. Preto k metdéde eS-test bola pouZitd
referenénd metoda vyuZn’vajﬁLd kysclinu 3,5-dinitro-
salicylovi (3,5-DNS, ktorou je moZné uvolnené redu-
kujiice sacharidy ako produkty enzymovej reakcic stanovit
|21]. Substritom pri lejlo muodu bol§krob "Stirke 16slich”
p.a. od fy Merck (10 mg.ml’ Y. Aktivita sa stanovovala pri
30 °C v prostredi fosfitového timivého roztoku (0,05 mol.I %
pH=6,0), pricom reakény ¢as bol 15 minit.

Extrakt pSenicnej amylizy bol pre titu metédu este
zriedeny 20% ctanolom v pomere 1 : 19, ¢im bolo aj
mnozsivo rcdukujuuth litok pévodne pritomnych
v psuuumm extrakie zniZzené na hodnotu, ktord nerusila
stanovenie redukujicich sacharidov uvolnenych enzy-
movou hydrolyzou Skrobu.

Na urcenic pH opum.l aktivity a-amylizy mectédou
cS- lle boli pripravené fosfitové tlmivé roztoky (0,05
mol.l” ) v rozsahu pH 4,0 aZ 7,0. Ticto boli pripravené
zmicSavanim dvoch zikladnych fosfitovych lluuvvah
roztokov - dlhydmbuuloslorun.mu sodného (0,05 mol.I” .
a hydrogénfosfore¢nanu sodného (0,05 mol.l’ ]) a nasla-
venim na digitilnom pH-metri fy Radelkis.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na stanovenie aktivily a-amylizy v pSenici ¢S-testom
Amyliza sme vypmcovah postup uvedeny v tabulke 1.
Uvedeny postup moZno s malymi modifikdciami (vhodnc
pH reakéného roztoku a inkubacnd doba) pouzit aj na
stanovenic a-amylizovej aktivity v inych obilnindch, napr.
ja¢meni, raZi, atd’.

Pretoze aktivita u—dmyld/y ]L zavisla na pH bolo
v pripade troch obilnin - pSenice, jameiia a raze urcené pH
optimum c-amylizovej aklivity z nich extrahovanej. Ako
vyplyva zgralickych zivislostina obr. 1, vo vsukychiroch
pnpddoch lezi pH optimum v oblasti pH 6,0. Na osi y je
sice uvedend hodnota absorbancie pri 620 nm ur¢end metd-
dou ¢S-test, aviak tito je imernd aktivite enzymu. Substri-
tové tablety eS-test Amyliza nie sd pufrovang, takZe
poskytuji sprivne vysltdky zivislosti aktivity od pH
reakéného roztoku, ¢o nie je moZné tvrdil' s pouZitim
pufrovanych tabliet Spol'n -test a-amyldza (pH 7,2), ktoré
pouZil vo svojej prici [7] Hubik a ziskal odlisné vysledky.

Za Gcelom kondtrukcie kalibradnej krivky a = f{As20),
kde a je aktivita a-amylizy v pkat.kg laA je absorbancia
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pri 620 nm ur¢end metédou eS-test, boli vykonané nésle-
dovné pokusy. Pre sedem réznych alikvotnych pridavkov
zmesného psenicného extrakiu bola paralelne stanovend
absorbancia ich rcak¢énych roztokov metédou eS-test
Amyldza a referen¢nou metédou zostrojend kalibracnd
krivka na D-glukézu - znizornend na obr. 3. VyuZitim tejlo
kalibra¢nej krivky boli hodnoty absorbancic namecrané
referencnou metédou premenené na hodnoty uvolnenych
redukujicich sacharidov a ticto boli dlalej prepocitané
(zahmutim zried’ovacich pomerov a reakéného Casu) na
hodnoty enzymovych aktivit v ukal.kg'l.

Tab. 1. Postup stanovenia a-amyldzovej aktivity pouZitim eS-testu
Amyldza

Pokusni vzorka | Slepy pokus
(ml) (ml)
Fosfatovy timivy roztok
(0,05 mol.l", pH 6,0) 09 09
Extrakt pSenice 0.1 -

Predinkubacia 5 min pri 30 °C

Pridavok jednej substritovej tablety eS-test Amyliza - inkubicia 30
min pri 30 °C

Pridavok zastavovacicho 4,0 4.0
roztoku
Extrakt pSenice - 0.1

Odstredenie (3 000 g, S min) alebo filiricia, Whatman No. 1 alebo
Filtrak No. 595

Zmeranie absorbancie ¢ireho supernatantu alebo filtritu oproti
slepému pokusu pri 620 nm

Prepocet aktivity a-amylazy v pSenici pomocou kalibracnej krivky

(llkal.kg")

Aktivita B-amylazy pri stanoveni je eliminovana pouZitim Skrobu
v tablete eS-testu, sietovaného tak, aby sa neuplatnili Géinky
amylolytickych enzymov pésobiacich exo-mechanizmom (20).

Tab. 2. Presnost’ stanovenia a-amyldzovej aktivity v sérii eS-
testom Amyldza. Opakované stanovenie (10) z toho istého
psenicného extrakiu.

Vzorka | Absor- | Aktivita | Priemer. | Odchyl- | Smero- | Variaény
bancia | (ukat. | hodnota| kaod dajni koefi-
pri kg) pricmeru | odchyl- | cient
620 nm ka (%)
1 0,39 490 -6
2 0,395 490 -6
3 0,401 500 4
4 0,407 505 9
5 0,381 475 496 21 =97 19
6 0410 510 14
7 0,402 500
8 0,400 500 4
9 0,397 495 -1
10 0,400 500 4

Hodnoty aktivit boli od&itané z kalibraénej krivky (obr. 4)

Vynesenim vypocitanych hodnét enzymovych aktivit
k prislichajicim hodnotim absorbancie nameranej pri 620
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Obr. 1. Zdvislost” aktivity a-amyldzy (vyjadrenie v jednotkdch
absorbancie)extrahovanej z psenice (@ ), jacmeria (@) a
raZe ( A) od pll reakéného roztoku.
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Obr. 2. Vztuh med:zi hodnotou absorbancie a objemom pridaného

psenicného extraktu pri metode eS-test Amyldza (@) a pri
referencnej metode (O ).
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nm bola zostrojend kalibra¢nd krivka pre metédu eS-test
Amyliza (obr. 4). Kalibra¢ni krivka pre aktivitu a-amyli-
zy (v 1 kg obilnin) pomocou tabletového eS-testu Amyliza
je dand vztahom

a=kiA+ky,
kde a je aktivita a-amylizy (pkal.kg") a A je absor-

bancia pri 620 nm, kj a k2 sii konstanty zivislé od stupiia
sietovania pouZit¢ho Skrobového substritu [20]. Pre

—« absorbancia pri 525 nm
£ &8 £ &8 ®
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<
T

1 1 1 1 1 1 1
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Obr. 3. Kalibracnd krivka pre referencmi metodu s 3,5-DNS kyse-
linou na D-glukézu.
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Obr. 4. Kalibracnd krivka a = [(A620) na stanovenie aktivity
pSenicnej a-amyldzy eS-testom Amyldza.

substrit v tabletich eS-test Amyldza pouZitych v naSom
pokuse k; = 1228,6 a k2 =6,4.

V tabulke 2 st zhmuté vysledky stanovenia c-amyli-
zovej aktivity eS-testom Amyliza v sérii 10 opakovanych
stanoveni z toho ist¢ho l)écni('ného extraktu. Pre aktivitu
a-amylizy 496 pkat.kg" bola hodnota variaéncho kocli-
cientu vg = 1,9 %. V tabulke 3 si zhmuté vysledky
presnosti stanovenia aktivity a-amylizy v 10 pa ralelnych

extraktoch, pripravenych z jednej vzorky p3enice.
Variaény koeficient zohladiwjiici presnost stanovenia
aktivity enzymu eS-testom, ako aj presnost vykonania
extrakcie pSenice v = 4,9 %. Hodnoty obidvoch
varia¢nych koeficientov vyhovujii poZiadavkim presnosti
metddy eS-test.

Tab. 3. Presnost’ stanovenia a-amyldzovej aktivity eS-testom
Amyldza v sérii. Opakované extrakcie (10) enzymu z tej istej
pienice a ndsledné stanovenie aktivity enzymu.

Vzorka | Absor- | Aktivita | Priemer. | Odchyl- | Smero- | Variacny
bancia | (ukat. | hodnota | kaod dajna koefi-
pri kg') pricmeru | odchyl- | cient
620 nm ka (%)
1 0,347 430 T
2 0.330 410 -13
3 0,331 410 -13
4 0342 425 2
5 0322 400 423 -23 =208 49
6 0377 470 47
7 0,349 435 12
8 0,349 435 12
9 0326 405 -18
10 0332 410 -13

Hodnoty aktivit boli od&itané z kalibracnej krivky (obr. 4)

Tab. 4. Hodnoty a-amyldzovej aktivity vo vzorkdch pSenice stano-
vené metédou eS-test Amyldza

Vzorka Aklivita
a-amylizy
(ukatkg")
90
- 125
175
350
- 460
675
975
1040
1225

2003

Kypré pecivo Crackery

+ + + +
)

'

O N s WY -

.
+ + o+ o+
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V tabulke 4 uvidzime hodnoty a-amylizy stanovené
metédou eS-test Amyliza v 10 nihodne vybranych
vzorkich pSenice a ich vhodnost' pre pripravu miky pre
pekirske icely. Ako z tabulky vyplyva, pre pecenie kypré-
ho pediva vyhovuje miika z pSenice o aktivite a-amyliazy
v rozsahu 125 - 460 p.kal.kg'l a pre crackery, bisquity,
keksy a pod. miky z pienic s aklivitou vyssou ako
975 pkatkg .

Vysledky v tabulke ilustruji znacni rozdielnost
v nameranych hodnotich a-amylizy v pSeniciach a su
predpokladom pre presné urCenie stupiia nakli¢enia zrna na
rozdiel od vizuilnych metéd posudzovania.
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Zemek, J. - Homolovi, V.: Stanovenie a-amylizovej aktivity
v obilnindch pomocou ¢S-testu Amyliza. Kvas. prim., 39,
1993,¢.3,5.69-73

Z vysledkov vyplyva, Ze stanovenie aklivity a-amylizy eS-
testom Amyldza predstavuje Standardny, jednoduchy a pritom

presny postup pouZitel'ny aj v prevadzkovych laboratéridch vyba-
venych spektrofotometrami s detekciou vo viditelnej oblasti
spektra.

Postup pri stanoveni aktivity a-amyldzy v pSenici-je rovnaky
ako postup pri stanoveni aktivit inych biotechnologicky
vyznamnych hydrolytickych enzymov publikovanych v pracach
(23 - 29), Co je z hl'adiska Standardizdcie a normalizicie metodik
stanovenia aktivity enzymov vel'mi vyhodné.

3emex, H. - TomoroBa, B.: Onpeaeaenue a-amuaaznon
AKTHBHOCTH B XAcOHBIX 3AaKkax npu nomoiymu eS-tecra
Ammnasa. Keac. npym., 39, H® 3, c1p. 69 - 73

W3 pesyabtaTos BmITEKaeT, YTO OnpeseseHMe AKTHBHOCTH a-
aMHAa3bl eS-TeCTOM AMMAA3a NpeAcTaBAseT coGoit CTaHAapTHBIl,
NpOCTOR M OAHOBPEMEHHO TOYHBI Cnocob, NPUMEHUMBIA M B
NPOU3BOACTBEHHBIX Aa60PaTOPHAX, OCHALJEHHBIX CMEKTPO-
¢oTomeTpamu ¢ JeTexTHpOBAHHEM B BUAMMOI YacTH cnexTpa.

Xo4 onpeaeAeHms aKTUBHOCTH @-aMMAA3bI B MLLEHHIJE TOT Xe CaMbiit
KdK XOA OMpejAeAeHHA aKTHUBHOCTEN ApPYrux BMOTEXHOAOroueckm
3HAYHTEABHBIX THAPOAMTHYECKMX 3H3IUMOB, ONyBGAMKOBAHHLIX B
pabotax (23 - 29), YTO C TOMKM 3PEHUA CTAHAAPAMIALMM METOAMK
ONpeAeAEHNA AaKTMBHOCTH 3H3BIMOB ABAAETCA BECHMA BLITOAHBIM.

Zemek, J. - Homolovi, V.: Determination of a-Amylase Acti-
vity in Cereals Using eS-Test Amylase. Kvas. prim. 39, 1993,
No. 3, pp. 69 - 73

‘The results proved that the determination of a-amylase acti-
vity using eS-Test Amylase permits a standard, simple and correct
procedure applicable in plant laboratories equipped with
spectrophotometers with the detection above UV spectrum. The
procedure [or the determination of a-amylase activity in wheat is
the same as inany other biotechnologicaly significant hydrolytic
enzymes published in articles (23-29). This fact shows the
advantage of the described method from the standpoint of a
standardization of methods used for the determination of enzyme
activities.

Zemek, J. - Homol'ovi, V.: Bestimmung der a-Amylase-Akti-
vitiit im Getreide mittels des eS-Tests Amylase. Kvas. prim.
39,1993, Nr. 3,S8.69-73

Aus den Ergebnissen ergibt sich, daB die Bestimmung der
Akltivitit der a-Amylase mittels des eS-Tests Amylase ein
cinfaches und dabei genaues Standardverfahren vorstellt, das
auch in den Betriebslaboratorien anwendbar ist, die mit
Spektrophotometern mit der Detektion in dem sichtbaren
Spektrumbereich aufgestattet sind.

Die Methode bei der Bestimmung der Aktivitit der a-Amyla-
se beim Weizen ist die gleiche wie das Verfahren bei der
Bestimmung der Aktivititen anderer biotechnologisch wichtiger
hydrolytischer Enzyme, die in 7 zitierten Arbeiten verdffentlicht
wurden, was vom Standpunkt der Standardisierung und Norma-
lisierung der Methoden der Bestimmung von Enzymaktivititen
schr vorteilhaft erscheint.



