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Z hladiska sladovnictva kld€ovymi enzfymami si amy-
lolytické enzymy, a to predov3etkym «-amyldza (e-1,4-
-glukan glukanohydroldza E.C.3.2.1.1) ag’i—amylaza (e-
-1,4-glukan maltohydroldza E.C.3.2.1.2). Daldim vyznam-
nym enzymom je glukoamyldza (e«-1,4-glukohydrolaza
E.C.3.2.1.3), schopna svojim tG¢inkom naru3ovat «-1,6-
-vézby. Amylaza sladu (star3ie oznaCenie diastdza) je
zmesou stekucujicej e-amyldzy a scukoriujacej g-amy-
lazy. Tieto enzymy maji v technologii vyroby piva za-
kladny vyznam v procese rmutovania, kedy sa podielaja
na tvorbe skvasiteInych sacharidov v extrakte ziskanej
mladiny.

Zatial ¢o scukoriiujica g-amylaza je aktivna uZ v jac-
mennom zrne, ¢-amyldza sa aktivuje v procese sladova-
nia [1]. Dékladng amylolyza $krobu je zabezpefena st-
¢asnym pOsobenim obidvoch amylolytick§ch aktivit, t.j.
«-amylazy i g§-amyldzy. Zatial ¢o «-amyldza je enzym
pdsobiaci endo-mechanizmom, retazce «-1,4-glukanu
3krobu atakuje v ktoromkolvek mieste, g-amyldza ako
exo-enzym poOsobi z neredukujicich koncov retazcov a
jej uginok kon&i 2—3 anhydroglukozylové jednotky od
miesta vetvenia, podla toho, &i retazec obsahuje parny
alebo nepéarny pocet jednotiek.

Nakolko amylazy maji v pivovarnickej technologii
rozhodujaci vyznam, je potrebné zabezpeéit jednoduchd,
spolahlivi a spravnu metodiku k stanoveniu ich aktivit.

Zékladné, doteraz pouZivané metody stanovenia akti-
vit amyldz sa zakladaji na merani prirastku reakéného
produktu, napr. sacharogénne metody [2] alebo radio-
metrické metédy [3], Gbytku substratu, alebo na zédklade
zmien fyzikdlnochemick§ch vlastnosti Skrobového sub-
strdtu (zmeny viskozity [4], nefelometrické metody a
pod.). Vzhladom na ne$tandardnost substratu, zloZitost
vykonania analyzy, réznu citlivost a 3pecifitu neumoZ2-
fiujd tieto met6dy unifikaciu a nie si preto vhodné k ru-
tinnej analyze.

Chromolytické substraty boli zavedené v roku 1967.
Vtedy Rinderknecht pouZil reaktivne farbivo, ktoré na-
viazal na 3krob a tak dal zdklad novému smeru v ana-
lytike aktivit enzgmov [5]. Dnes si na tomto principe
zname viaceré firemné stpravy na stanovenie amyloly-
tickgch aktivit— ako napr. Amylochrome (Hoffmann —
La Roche), Dy-Amyl (General Diagnostics — Godecke],
Phadebas (Pharmacia, Uppsala), Spofa Test [Slovako-
farma, Hlohovec) a dalSie, ktoré umoZiiuji pomerne
jednoduché stanovenie ¢-amylazovej aktivity. Nevghodou
uvedenych stprav je ich technické rie3enie, ktoré zod-
poveda vlastnostiam amyldz telov§ch tekutin — st

vhodné pre klinicko-biochemicki diagnostiku, ale nie pre
stanovenie aktivit amylaz iného pOvodu.

K stanoveniu aktivity «-amyldz a g-amylaz v slade bol
vyvinuty Specidlny chromolyticky substrat, ktory res-
pektuje vlastnosti uvedenych enzymov [6,7]. Tento sub-
strat je sicastou tablety, ktora obsahuje mikrokrys3talic-
ku celulézu a dalSie zloZky, potrebné k stanoveniu e-
a g-amylaz. V predloZenej praci sa prezentuji skdsenosti
s rutinnym vyuZivanim tohto tabletového testu.

MATERIAL A METODY

Priprava extraktu sladovich amyldz. Predsu3eny slad
sa rozomliel na sladovem mlynéeku Retsch (1800 min-—!).
Rozomlety slad (3 g) sa extrahoval 15 ml 20% etanolu, za
mie3ania na magnetickej mieSacke (3000 min—!) po dobu
15 minat. Extrakt sa centrifugoval (3000 g, 5 min). Uve-
deny zmesny sladovy extrakt, pripraveny z 50 sladov
rdzneho povodu, sa pouZil k stanoveniu amylolytickgch
aktivit [8]. Tabletovy S-test Sladova amyldza bol pri-
praveny v Ustave biotechnolégie Slovenskej vysokej3ko-
ly technickej v Bratislave (vyrobu a distribiciu zabezpe-
cuje spolu s kontrolnym enzymovym prepardtom o dekla-
rovanej aktivite CHZ]D, Pavilon diagnostik a biochemi-
kalif, Bratislava a JZD Agrokombinat (Agrogén), 76315
Slusovice.

Referenénou metédou bol postup vyuZivajici kyselinu
3,5-dinitrosalicylovi (3,5-DNS) na stanovenie voInych re-
dukujtcich sacharidov [8]. Substratom pri stanoveni ak-
tivity s 3,5-DNS bol §krob ,.Stiarke l&slich* p.a. od fy
Merck (NSR). Aktivita sa stanovovala pri 30°C v pro-
stredi fosfatového tlmivého roztoku (pH 5,0; 0,05 mol.
.1-1) rovnako pre z-amyldzu a g-amyldzu. Ako inhibitor
«a-amylazy pri stanoveni g-amylazy sa pouZila EDTA
v tabletovej forme, ako sifast sipravy. Aktivita g-amyla-
zy pri stanoveni «-amyldzy bola eliminovand kratkym
reakénym casom.

Enzymovéa reakcia s S-testom Sladov4 amyl4za sa za-
stavila pridavkom zastavovacieho roztoku o zloZeni
Na,CO; (10 g) v 900 ml H,0 a 100 ml aceténu.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Pri stanoveni aktivit ¢-amyldz a g-amyldz S-testom
Sladovad amylaza v sladov§ch extraktoch navrhujeme po-
stup podla schémy v tabulke 1. Postup pri stanoveni
aktivit amylolytickych enzymov je rovnaky ako postup
pri stanoveni j-glukanaz S-testom Lichendza, o je vy-
hodou pri $tandardizacii a normalizacii metodik.

Paralelné stanovenie aktivity enzgmu e-amylazy S-tes-
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Tabulka 1. Postup stanovenia «- a §-amyldzovej aktivity
pouzitim S-testu Sladovd amyldza

Stanovenie ”
— e N Slepy
«-amylazy B-amylazy pokus
Fosfatovy tlmivy
roztok (0,05 mol.1-",
pH=5]) 1ml 1 ml 1 ml
Extrakt sladu 0,1 ml | 0,1 ml -
Pridavok 1 tbl. EDTA | — | + —
i [
Temperacia 5 min pri | |
50 oC | — ] + =
|
Temperacia 5 min pri|
30 °C + + 4
Pridavok 1 tbl. sub-
stratu + + +
Inkubacia pri 30 °C 15 min. i 4h
|
Pridavok zastavova- |
cieho roztoku 4 ml | 4 ml 4 ml
Extrakt sladu — | — 0,1 ml
Centrifugacia (3000 g, 5 min) alebo filtracia, Whatman No 1
alebo Filtrak filtraény papier, Niederschlag VEB, NDR
Zzmeranie absorbancie supernatantu alebo filtrdtu oproti sle-
pému pokusu pri 620 nm
Prepocet aktivity enzymu v slade pomocou kalibracnej krivky
(nkat . kg=")

tom Sladova amylaza a standardnou metddou za vyuZitia
3,5-DNS kyseliny je znazornené na obr. 1. Kalibrand
krivka pre metédu s 3,5-DNS na gluk6zu je znazornena
na obr. 2. Z uvedenych grafickych zavislosti bola zostro-
jena kalibratna krivka pre prepocet absorbancie na ak-
tivitu (obr. 3).

Kalibracna krivka pre amylolgzu chromolytického
skrobového substratu v tablete S-test Sladovd amylaza
je dana vztahom:

log a = k; log A + kj,

kde a je aktivita enzymu (ukatkg-!) a A je absorban-
cia pri 620 nm a kontanty k, a k, si zavislé od spo-
sobu modifikacie $krobového substrdtu. Pre pouZity sub-
strat v pokuse (obr. 3) k; = 0,892; k, = 2,799.

\

gbsorbancia pri 620 nm
absorbancia pri 525nm
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Obr. 1. Stanovenie aktivity enzymu «-amyldzy S-testom

Sladovd amyldza (e] a S3tandardnou metdédou
za vyuzitia 3,5-DNS kyseliny (O]
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Obr. 2. Kalibraénd krivka pre metédu s 3,5-DNS kyse-
linou na D-glukézu
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Obr. 3. Kalibraénd krivka a = [ (A) stanovenia aktivity
sladovej a-amyldzy pre S-test Sladovd amyldza

V tabulke 2a su zhrnuté vysledky presnosti stanovenia
z-amylazovej aktivity S-testom Sladova amylaza v sérii
10 opakovanych stanoveni z toho istého zdsobného sla-
dového extraktu. Pre aktivitu enzymu «-amylazy 278 ukat.
.kg~! hodnota variatného koeficientu vx = 2,1 %. V ta-
bulke 2b si zhrnuté vysledky presnosti stanovenia akti-
vity a-amyldzy v 10 paralelnych extraktoch, pripravenych
z jednej vzorky sladu. Variaény koeficient zohladiiujici
presnost stanovenia aktivity enz¢ymu S-testom, ako aj
presnost prevedenia extrakcie sladu vk = 4,1 %.

Utinkom g-amylazy vznika jednotny produkt maltéza.
Pri vypocte aktivity g-amylazy vychadzame z hodnoty
A: tablety, t.zn., z hodnoty absorbancie, zistenej po
tiplnej hydrolyze chromolytického 3krobu ako substratu
v tablete a zo zndmeho mnoZstva substratu v tablete.
Aktivita g-amyldzy v neznamej vzorke sladu sa vypocCi-
tava podla vzorca:

A
a=-—.k
Ay
kde A je absorbancia zmerana vo vzorke sladového ex:
traktu,

(ukat.kg—1)
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Tabulka 2a. Presnost stanovenia «-amyldzovej aktivity
v sérii S-testom Sladovd amyldza. Opakované stanovenie
[10) z toho istého sladového extraktu [slad A, diastatickd
mohutnost 255 j.W.K., bielkoviny v su$ine 11,4 %).

Absor- Aktivita Odchyl- | Smero- | Variac-
vzorka bancia (1kat Priemer. | ka od dajna [ny koe-
pri kg—"] hodnota | prie- od- ficient
620 nm | meru chylka (%)
1 0,395 275 -3
2 0,395 275 —=3
3 0,401 280 2
4 0,407 285 7
5 0,381 265 278 —13 +5,8 21
6 0,410 285 7
7 0,402 280 2
8 0,400 280 2
9 0,397 280 2 |
10 0,400 280 2 I

Hodnoty aktivit boli odc¢itané z kalibracnej krivky (obr. 3)

Ay — absorbancia namerand po totdlnej amylolyze chro-
molytického 3krobu v tablete (udand vyrobcom),
k — (ukatkg-!) je konitanta zohladiiujica reak&nu
dobu a zriedovacie pomery; ¢iselne sa rovna takej

Tabulka 2b- Presnost stanovenia «-amyldzovej aktivity
S-testom Sladovd amyldza v sérii. Opakované extrakcie
[10] enzgmu z toho istého sladu a ndsledné stanovenie
aktivity enzgmu (slad B, diastatickd mohutnost 245 jW.K.,
bielkoviny v susine 10,8 %)

Absor- Akti- Odchyl- | o 0. Variaény
vzorka bancia vita Priemer. | ka od dainé koefi-
pri (ukat . |hodnota | prie- odch]‘lka cient
620 nm |.kg—1) meru y (%)
1 0,347 245 4
2 0,330 235 —6
3 0,331 235 —6
4 0,342 240 —1
5 0,322 230 241 =11 +9,9 | 41
6 0,377 265 24 |
7 0,349 245 4 |
8 0,349 245 4 |
9 0,326 235 i —6
10 0,332 235 i —6

Hodnoty aktivit boli od¢itané z kalibracnej krivky (obr. 3)
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Obr. 4. Kalibraénd krivka a = | (A) stanovenia aktivity
sladovej g-amyldzy pre S-test Sladovd amyldza

aktivite enzymu, ktora spdsobuje totdlnu amyloly-
zu chromolytického Skrobu v tablete (udana je
vyrobcom).

Aktivitu g-amyldzy potom moZno vyjadrit pre dand
vyrobni Sarzu kalibraénou krivkou (obr. 4). Pre uvede-
na grafickd zavislost, hodnota A: = 7 a hodnota k =
= 8125.

Tabulka 3. Hodnoty «a-amyldzovej a g-amyldzovej aktivity
vo vzorkdch sladov rézneho pévodu

l l Aktivita
| Diastaticka Bielkoviny | —— =
Vzorka | mohutnost* v sudine* «-amylézy | B-amylazy
(j- W. K.) (%) (ukat . ’ (uzkat .
1 -kg=") - kg—-1)
[
A 3 260 11,1 230 308
B | 240 10,8 375 933
(o] ’ 245 11,7 330 254
D ‘ 255 11,4 255 540
E | 220 11,5 470 952
F | 215 108 500 807
G | 255 11,0 450 746
H | 255 | 10,8 315 933
CH 255 | 11,1 375 886
1 240 | 10,6 410 446
* Hodnoty diastatickej mohutnosti a bielkovin v sudine podla

atestu vydaného Vyskumnym (stavom pivovarskym a sladar-
skym, pracovisko Brno

V tabulke 3 su zhrnuté vysledky stanovenia aktivity
e-amylazy a @-amylazy v 10 vzorkach sladov rdzneho
povodu. Pre kompletni Standardizdciu pracovného po-
stupu a medzilaboratérnu kontrolu presnosti spektrofoto-
metrov je potrebné pouZit aj S-test Farebny 3tandard
s deklarovanymi hodnotami Sladovd amylaza.

Literatiira

[1] MOSTEK, ].: Sladafstvi, SNTL Praha, 1975

[2] SOMOGYI, M.: ]. Biol. Chem., 12, 1952, s. 125

[3] Pat. CSSR 204 179

[4] BLOM, ]., BAK, A. Z.: Z. phys. Chem., 256, 1938, s. 197
[5] RINDERKNECHT, H.: Experientia, 23, 1976, s. 805

[6] Pat. CSSR 192 210

[7] ZEMEK, ]., KUNIAK, L.,
Suppl., 9, 1985, s. 219

MATUSOVA, A.: Makromol. Chem.

[8] HLAVACEK, 1., KRALOVA, B., MOSTEK, ].: Kvas. pram., 25, 1979,
s. 241

Lektoroval Ing. Jan Masdk, CSc.

Moncolova, V. — Zemek, ]. — Kuniak, L: Stanovenie

aktivit «-amyldzy a g-amylazy v sladoch tabletov§m
S-testom Sladovd amylaza. Kvas. prim., 34, 1988, &. 10,
s. 290—293.

Stanovenie aktivity «- a g-amylazy tabletovym S-tes-
tom Sladova amylaza predstavuje 3tandardny, jednodu-
chy a pritom presny postup, pouZiteIny aj v laborat6-
riach vybavenych spektrofotometrami star3ej generacie.
Vysledky v3ak moZno semikvantitativné od€itat aj po-
mocou spomenutej série farebnych 3tandardov, bez po-
uZitia spektrofotometrov.

Monuoaosa, B., 3emek, H., Kyubak, JI'.: Onpenpenenue
AKTHBHOCTEH ¢-aMHMJa3bl H $-aMHJa3bl B COJOAAX NPH NO-
mown Tabaernoro C-Tecta Cosnomosas amuaasa. Ksac.
npym., 34, 1988, Ne 10, ctp. 290—293.

OnpeneneHHe aKTHBHOCTH - M f-aMHJa3 NPH TOMOLLH
tabaernoro C-tecta Comonosas ammaaza NpeacTaBasieT
coGOil CTAHAAPTHLIA, MPOCTO H TNPHTOM TOUHBIA cnocob,
NPHMEHHMBI ¥ B 1a60paTopHsX, OCHAIUEHHBIX CIEKTpodo-
TOMETDAMH CTaplleil reHepaulH. Pe3yabTaThl OLHAKO MOXK-
HO TOJYKOJHYECTBECHHO BBLIYHTAThb TaKkKe NPH MOMOILH NIpH-
BEJEHHOH CepHH UBEeTHHIX cTangaptoB 63 TNpHMeHeHHs
cieKTpooToMETPOB.
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Moncolova, V. — Zemek, |. — Kuniak, L.: Determination
of Activities of »-Amylase and 5-Amylase in Malts Using
Tablets S-Test Malt Amylase. Kvas. priim., 34, 1988, No. 10,
pp- 290—293.

The method of the determination of activities of «-
and g-amylases using tablets S-test malt amylase is
standard, simple and correct. This method can be applied
in laboratories equipped with spectrophotometers. There
is also another possibility how to obtain approximate
results without the use of any spectrophotometer —
using colour standards.

Moncolovd, V. — Zemek, J. — Kuniak, L.: Die Bestim-
mung der Aktivititen der z-Amylase und g-Amylase in
Malz mittels Tabletten-S-Test Malzamylase. Kvas. prim.
34, 1988, Nr. 10, S. 290—293.

Die Bestimmung der Aktivitit der «- und §-Amylase
mittels Tabletten-S-Test Malzamylase stellt ein einfaches
und zugleich préazises Standardverfahren dar, das auch
in den Laboratorien anwendbar ist, die mit Spektropho-
tometern &dlterer Generation ausgestattet sind. Die Er-
gebnisse kdnnen jedoch auch ohne Spektrophotometer
mittels der erwdhnten Serie der Farbstandarde ermittelt
werden.



