Literattra:
1. Y. Takahashi, N. Yui, Bul. Insl. Phys. Chem. Res, Japan 20, 521
{1941) Brit, A. 1942, 1, 297, — 2. A. Michaelis, J! Amanoff, Ber. 7. 1699

(1874), 8, 504 (1875), 30, 1003 (1897). — 3. B. Stehlik, Chem. zvesti 2,
(1948). — 4. F. C. Palazzo, F. Maggiacomo, Atti R. Acad. Lincei 17, 423
(1908). — 5. A. Arbusow, Journ. russ. phys. chem. Ges, 38, 162, 293 (1906),

— 6. J. Sperber, J. F. Bodmer, Ber. 69, 974 (1936). — 7. A. Simon, Z, Elek-
trochem, 49, 413 (1943). — 8. J. C. Ghosh, S. K. Das, J. phys, Chem, 36,
586 (1932). — 9. A. Simon, F. Fehér, Z. anorg. Chem. 230, 291 (1937). —
10. D. M. Yeost, T. F. Anderson, J. chem, Physics 2. 624 (1934). — 11, N, Go-
pal Pai, Indian J. Physics Proc, 7, 285 (1932). — 12. B. Stehlik, Chem. zves-
ti1, 252 (1947); Coll. 12, 516 (1947. — 13. B. Stehlik, Chem. listy 42, (1948),
14. L. Hunter, Ann. Rep. Progr. Chem. 43, 141, 1946.

Prispevok k poznaniu rastlinych amyléz

IMRICH STEIN
Slozenie diastatickych komplexov nevyklicenych obilin.

Podla diastatického obsahu, zisteného dneinymi skdSobnymi
metédami, daji sa nevykli¢ené obilniny zaradit do skupiny s vyso-
kym diastatickym obsahom ako pSemica, Zito a jaCmeifi a do sku-
piny slabodiastaticky wéinnych obilnin ako proso, oves a kuku-
rica.

Proti takémuto, v technologii kvasného priemyslu vSeobecne
pouZivanému triedeniu hovoria miektoré biochemické zjavy, ktoré
dosial z neznidmych pri¢in zostaly nepovsimnuté. Tak napr. zd4 sa
byt velmi mepravdepodobnym, aby takmer rovnaky Skrobovy ob-
sah obilnin (56,38), bol pri klieni odbirany u jednyech velkym, u
druhych nepatrnym mnoZstvom amylazy. Proti zistenym rozdielom
v diastatickej mohutnosti (tab. 1, stip. 5), hovori aj skutoénost,
Ze za primeranych a wovnakych pokusnych podmienok priprave-
né vyluhy z obilnin davaji po scukreni rovmakiu farebni reakciu
s joédovym roztokom. Uplni premena 3krobu poukazuje vlastne ma
rovnaky diastaticky obsah vyluhov.

Okolnosti zdaji sa masvedéovat tomu, Ze priina tejto diskre-
pancie neleZi len v meznalosti bliZzSieho sloZenia enzymu a z toho
vyplyvajicej nedokonalosti spdsobov jej urcemia, ale aj v tom, Ze
velka vicSina maSich vedomosti o rastlinmnych amylazach je apliko-
vana z malezov o amylize mevykliteného jaémeha a mepochadza
z bezprostrednych skiimani.

Uvod
Pésobenie rastlinnych amyliz na skrob prejavuje sa vieobecne

troma charakteristickymi zmenami substratu, a to stekutenim Skro-
bového mazu, vznikom redukujicich sliéenin, menovite maltézy
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a redukujucich dextrinov, a vznikom smesi sliéenim tzv. dextri-
nov, ktoré jodovym roztokom divaji rézme zafarbenia (modré.,
fialové, cervené, hnedé). Zda sa byt vel'mi pravdepodobné, 7e pre-
mena Skrobu je vysledkom iéinku viacerych vlastnostami a akti-
vitou liSiacich sa enzymov z ktorych dva typy méZeme povaZevat
za bezpetne dokazané. Je to @ — alebo dextrinogenna amylaza
a B — alebo saccharogenna amylaza.

Kym sa vyskyt oboch amyldz vo vykliéenych semenach, resp.
-vo vyluhoch pripravenych ‘zo sladov bezpeéne zistil, bola pritom-
nost @ - amylizy vedla # - amylizy v nevykliéenjch semenach,
resp. vo vyluhoch pripravenych zo $rotov mevyklicenych obilnin
dlho sporna. Nezistitelmost @ - amylazy v nevykliéenych obilninach,
najmi v jaCmeni viedla k domnienke, Ze * - amyldza tvori sa len za
kliemia (11, 32, 23,) alebo premenou ¢asti 8 - amylazy v @ - amy-
lazu (58). Od tejto tedrie sa upustilo az ked Waldschmidt - Leitzovi
a jeho spolupracovnikom (25) podarilo sa dokdzat pritommost @ -
amylazy vo vyluhu pripraveného z nevykli¢eného jaémenia. Na roz-
diel od A -amylazy, ktora sa v nevyklitenom jaémeni vyskytuje
v aktivnej forme, zistili spominani badatelia, Ze @ - amylaza nacha-
dza sa v jaémeni vo forme inaktivneho enzymu.

Z tohto nalezu Waldschmidt-Leitzovho vyvodzuje odhorna hi-
teratura poznatok (24, 57), Ze nevykliCené obilniny obsahuji sice
¢ - amylizu, ale tito vyskytuje sa v mich v inaktivmnej forme. Akti-
vuje sa len za kli€enia zrma.

Takéto zovicobecnenie jedného nalezu, jeho aplikdciu na nevy-
kli¢ené obilniny vdbec, resp. na vodné vyluhy pripravené z nevy-
klicenych obilnin, nepozdivalo sa mi byt spravnym. Preto pre-
skimal som vodné vyluhy pripravené zo 3rotov niektorych obil-
nin na pritomnost @-amylazy a P -amylizy a na formu, v akej
sa @ - amyldza v niektorych obilninach vyskytuje.

Teéria ticinku amyldz a sloZenie $krobovej molekuly.

Posobenim amylazy vykliéenych obilnin za mormailnych po-
kusnych podmienok mna stekuteny skrob vznika zo Skrobu 75—80%
maltézy a 25-—20% smesi latok, zvanych dextriny. PretoZe po:
dosiahnuti tychto mnoZstiev odbiracich produktov Skrobu sa
enzymaticky pochod velmi spomali a prakticky je ukonéeny,
povaZujeme vykon charakterizovany vys§ie uvedenymi hod-
notami za hranicu ‘enzymaticky maximilne moZného  od--
birania Skrobu (Grenzabbau), ktory wsa dosiahne vtedy,
ked sa =z roztoku neodstratuju reakéné produkty, meno-
novite maltéza. Z raciondlnych pri¢in, o ktorych sa tu bliZsie:
rozpisovat nepokladdm za potrebné, mnoZstvo maltézy vytvorené
‘premenou 75% skrobu povazuje sa za 100% teoreticky vytazok
docielitelny amylazou.

Popri maltéze vznikaji dextriny, ktoré sa w¢inkom amy-
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lazy nerozkladaji (tzv. hraniéné dexiriny, Grenzdextrine), su vlast-
ne intermedidrnymi produktmi odburania Skrobu a predstavuji
smes sldéenin, vystavanych pravdepodobne z meolekil glukozy;
lifia sa od seba sloZenim a meolekuldrnou vahou.

Pochody odohravajiice sa v priebehu premeny Skrobovej mo-
lekuly v maltézu, mie si dodnes s uréditostou znadme. Vytvirame
si o mich obraz pomocou tedrii, ktoré sa menia tak, ako sa nase
vedomosti o Struktirnom slozeni Skrobu a amylazy prehlbujd, a
budd sa menit dotial, kym sa nepodari objavit $truktirne sloZe-
nic enzymu amylazy a Skrobovej molekuly.

Dnesny mazor ma Strukturalne sloZemie Skrobovej molekuly
vyplyva z viskezimetrického a osmotického chovania $krobu a jeho
derivatev, z ktorého K. H. Meyer a H. Mark (60) usudzuji, Ze skro-
bovd molekula nepozestdva, ako sa myslelo, z rovnych a dlhych
refazi wvyfvorenych molekulami maltézy, ale z « - glukozi-
dicky viazanych @ - glukézovych prstencov, ktoré su stéricky
soskupené vo forme [|rozvetvene] refaze. Z hlavnej refaze
vychadzaji boéné vetvy. Boéné retaze vychadzaji z kazdého dru-
Liého aZ Stvrtého glukézového prstemca hlavnej refaze a pozosta-
vaji priblizne z 20 @ - glukézovych prstencov.

Konfiguraciu glukézovych molekidl v molekule $krobu poku-
“a sa reprodukovat schéma Frey- Wysslingove, v ktorom kazdy
krizok predstavuje jedem glukézovy prstefi. (Vid vyobrazenia.

§ooooooooooooooobooo
000 OOOOOOOOOOOOOOOO§

§ooooooooooooooooooo
ooocooooooooooooodo§

§0000000000000000000
oooooooooocoooooooo§
§ooooooooooooooooooo

OOOOOOOOOOOOOOOOOOO§

0000000000 0000000
00000000000000000008

Obr. 1. Skrob. Kazdy kriizok predstavuje jeden glukézovy prster.

Myrbiick predpoklads, 7e $krobovi molekula nepozostiva len
zo zbytkov molekil maltézy, ale Ze sa v nej vyskytuju aj inak
stavané ¢€asti molekidl. Amylazy maji viak podla Myrbicka od-
Stepovat zo Skrobu také molekuldrne <asti, ktoré konfiguraciou
eodpovedaji Haworthovému vzorcu.
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Strukiuralny vzorec Skrobu podla Staudingera /(61).

Podla Hawortha pozostiva Skrobova molekula z ¢ - glukozi-
dicky v 4-ej polohe viazanych pyramoidnych glukézovych prsten-
cov:
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Premena Skrobu v maltézu je podla tohto vzorca porozumi-
telna, pretoZe za sebou nasledujice 2 glukézové zbytky predstavu.
ji molekulu maltézy, ktord Haworth identifikoval ako ¢ - glyko-
zido-4-glukézu, kde oba glukézové zbytky st normalne pyramézy.
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glukozidny zvysok glukozovy svysSok

maltéza
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B - amylaza je schopni mapadnut Skrobovi molekulu len na
volmych koncoch retaze, stred refaze medzi dvoma anomaliami
B-amylaza merozklada. Odstepuje zo skrobu jednu molekulu malté-
zy za druhou tak dlho, kym neprenikne k anomaliam vo vizbe mole-
kil, pri ktorych masledkom zmeny v sterickom rozpoloZeni molekuly
straca funkcionilnu schopnost. Takto rozlozi B -amyliaza okolo
60% skrobu v maltézu a zvySok 40% ostava ako vysokomoleku-
larny, Skrobu sa podobajici hraniény dextrin.

Naproti tomu @ - amyldza napada Skrobovi molekulu vo stre-
de retaze medzi anomaliami. Zmena v sterickom rozpoloZeni mole-
kuly nie je pre % - amyldzu prekazkou. @ - amylaza rozklada skrob
primime v dextriny o strednej molekularnej velkosti (1000—4000),
sekundirne st tieto dextriny @ - amyldzou rozloZené v maltézu
a v nizkomolekulédme, tzv. pravé dextriny, ktoré sa sloZenim me-
podobaji skrobu.

Vznik hraniénych dextrinov, t. j. takych dextrinov, ktoré amy.
Yaza wZ mie je schopni rozloZif v maltézu, vysvetlujeme si moviou
tedriou o stavbe Skrobovej molekuly.

Ako je zmime, Skrobové zrno skladi sa z dvoch, vlastnostami
sa lisiacich frakcii, a to z amylézy, ktora tvori 80% Skrobového
zrna a tvori akési jadro zrna a z amylopektinu, tvoriaceho obal
Skrobového zrna. Amyléza rozpuita sa v teplej vode bez bobtnania
hladko a diava jédom modré zafarbemia, kym amylopektin nabob-
tnava vo vode a tvori maz (§krobovy), ktory ochladenim Zelati-
nuje. Jédom diva fialové aZ hnedé zafarbenie. Amylopektin obsa-
huje soli Ca”,K' a menovite esterovite viazani kyselinu fosforeéni.

HoH H OH H OH
Ll

o

A/é’m re/dz

S

oot oy mwasta rerrelvems bobobaams (- 7
P omybpettive” 49 phdcrogrih obylbor :

H.CH %H
H cnd H OH H OH
%HH AHQ{‘OHH L OHH
HY_ g Qy W g
H,OH  GHOH. ¢H,0H

Schématicky vzorec vystavby amylopektinu.
(Podla: ILehnartz, Einfithrung in die chem. Physlologle, Berlin,
1943, str. 28)
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- Vysledky pokusov noviieho data poskytly opodstatnenie pre
nahlad, Ze amyléza pozostiva z glukézovych molekdl uloZenych
vo forme nerozvetvenej retaze (ako celuléza), naproti tomu amylo-
pektin je vystaveny z glukézovych molekil uloZenych vo forme
rozvetvenej retaze (ako glykogén). Nasledkom toho smes molekiil
tychto polysaccharidov ma trojdimenzionalnu stavbu. Rozvetvenie
molekul mastava vznikom ¢ - glykozidicky 1,6 -— vidzieb medzi
C-atémom 6 jednej glukézovej molekuly hlavnej retaze a C-até-
mom jedného glukézového zvysku boénej retaze Potom vznika
Struktiira podla tohto vzorca:

Zda sa, ze hraniéné dextriny maji okrem ¢ - glykozidickej
1,4-vizby maltézy prevazne - glykozidické 1,6-vizby, okrem toho
mnachddza sa v nich aj kyselina fosforeéna.

Premena hrani¢nych dextrinov v maltézu a tym vlastne tplné
enzvmatické odbiranic skrobu v maltézu, uskutodiiuje sa len
za zvlaSinych podmienck a to aleho za pritomnosti zvlaitmych gly-
kozidaz schopnych rozkladat @ - glykozidické 1,6-viizby, aké sa mé-
Zu vyskytovaf v preparitoch %- amylazy (tym sa vysvetluje ohdas
pozorované odbiiranie hramiénych dextrinov ¢ - amyliazou v mal-
tozn), alebo za siidasnej pritomnosti amylazy a kvasnic, ako napr.
pri alkolholovom kvaseni v lichovarskom priemysle.

Vlasinosti amylaz.

Rozdiel v priebehu hvdrolyzy Skrobu medz Géimkom amylaz,
ktoré sa od seba lisia pévodom, napr. medzi odbiranim Skrobu
amylizou sladu a amyldzou z nevykliéeného jalmetia, alebo medzi
uéinkom amylizy bakteridlneho povodu (Taka-amylédza) a medazi
amylazou sladu, opodstatiioval nazor badatelov, Ze amylaza pred-
stavuje v podstate komplex, pozostavajici podla jednych z dvoch
enzymov (stekutujiceho a scuKrujiiceho), podla inych z troch en-
zymov, (stekutujiceho, dextrinujiceho a scukrujiceho enzymu).
Nedostatoénost dokazov o existencii predpokladanych komponen-
tov amyldzy nemohla viak dlho presvedgdif zastdncov mazoru o jed-
notnosti enzymu amylazy. Nazory sa rozchadzaly az po objav Kuh-
nov (3), ktory pri polarimetrickom porovnani odbiirania 3krobu
amylazou z pankreasu a amyldzou z aspergillus oryzae zistili,
¢ vnikla labilnd forma maltézy mutarotuje smerom dolu,
t. j. uhol otadivosti je vy3ii [a] p» = -+ 158° == 59, ako 3¥peci-
ficky uhol otadivosti stabilnej formy maltézy [¢]p» =+137.5°.
Stabilny uhol otaéivesti dosiahol sa klesanim stupiia mutaroticie.
Amyldzou sladu vytvorena maltéza vykazovala opatné vlastnosti.
Uhol otaéivosti vzniklej labilnej formy maltézy bol miZii [¢]p» =
+112° ako stabilnej.maltézy, t. j. specificky uhol otadivosti stabil-
nej formy maltézy dosiahol sa stipanim pdvodnych hodnét polari-
zicie. Uvolnenie maltézy zo skrobovej molekuly v ¢— a v 8 - modi-
fikdcii dckazuje. Ze analogicky existuji aj dve rézne amylazy, a to
@ - amyldza, ktord zo Skrobovej molekuly uvolfiuje maltézu v « -
forme a B-amyliza, ktora uvelfinic zo tkrshovej melekuly mal-
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tézu v B.- forme. Existencia dvoch typov amyldz pokladid sa dnes
u? za dokédzand. (12, 24, 8, 32).

Na vyskyt dvoch druhov amylaz v slade poukazal uz Wijs-

mann (2), ktorého ,,maltéza’ by mohla byt identickou s B . amy-
lazou a ,.dextiringza” s e-amylazou. Aj Syniewskeho (4) ,,%-amyla-
za” je termolabilni a podoba sa dnesnej B - amylize a jeho .5 -
amyliza” svojou termostabilnostou zda sa byt blizka nasej @ - amy-
laze. Az Ohlssonovi (5) sa podarilo rozlozit amylazu sladu na dve
komponenty a dokéizaf, Ze vykliéené obilniny obsahuji dve vlast-
nostami sa lifiace komponenty, z ktorych jednu pomenoval saccha-
rogennou == f3 - amyldza a druhd dextrinogennou amylazou, =— ¢« -
amylaza. Po nom Waldschmidt-Leitz a jeho spolupracovnici a ini
(25), 7, 9) izolevali z amylazy sladu @ - a B - amylazu.
Uéast oboch komponentov diastatického koplexu na emzyma-
matickomn scukreni $krebu rastlinnymi amyldzami méZeme teda po-
vazoval za dokazand. Kvalitativhy rozbor diastatického komplexu
vykli¢enych, alebo nevyklicenych obilnin je umoZneny rézmymi
vlastnosfami jednotlivych amyldz. Pretoze popis tychto je roztri-
seny po literature, shiniem v kratkosti doterajSie poznatky.

Vlastnosii «{dextrinogennej) amyldzy.

Posobenim ¢ - amyldzy strica dkrob rychle schopmnost farbit
sa jodovym roztokom, pricom je charakteristické, Ze zmena kolo-
rimetrického chovania mastdva uZ pri vytvoreni malého mmnoZstva
maltozy (11—14%). (8, 11, 12, 13, 14). Zo skrobovej molekuly
uvoliuje ¢ . maltézu (5)r Po vytvoreni 34—36% teoret. maltézy
pochod cdbirania $krobu ¢ -amyldzou sa spomali, ale mezastavi.
Zviésenim mmnoZstva ® . amylazy zvysi sa mnoZstva vytvorenej mal-
tézy na 43 az 78,5%0 t. m. (8, 13, 21, 20). PretoZe hranica, pri kto-
rej poscheni c-amylazy na skrob sa zastavuje, je neuréita, je stanove-
niz mncZstva amyldzy metédami, ktoré sa zakladaji na uréitom ma-
ximalnoin vykone enzymu, t.j. na uréitej odbiracej hranici, napr. me-
téda Euler-Svanbergova (37, 43) nie vZdy presné. Charakterizovanie
roztokov ¢ - amylazy enzymatickymi jednotkami vo forme diasta-
tickej mchutnosti (22), nariZa na uréité tazkosti. Proti vySSej teplo-
te je ®-amylaza rezistenina: ked sa zahreje sladovy vyluh pri pH=
6—7 na teplotu70® po dobu 15 minit, ostava z celého povodného
obsahu @ - amylazy 75% mneporuiené, kym B --amyldza sa prakticky
tplne inaktivuje. (5). Proti vys3ej kyslosti je @ - amyldza velmi cit-
liva. V sladovych vyluhech okyslenych na pH = 3,3 pri teplote 0°,
aleby pri teplote 20° a pH = 4,2—4,3 (15) sa @-amyldza prakticky
inaktivuje. Optimalne ph @ - amylazy leZi v uzkych medziach
5.5—6 (5).

@ - amylaze pripisuje sa schopnost stekutit Skroh a .odbuirat
hramitné dextriny. Z toho sa odvodzuje, e dosial izolované prepa-
raty @-amylazy nie si disté. Zd4 sa, Ze obsahuji amylofosfatizu
(15. 16) a ticz nejaké givkozidazy.
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Vlastnosti B - (saccharogennej) amyldzy.

Posobenim 8 - amylazy na skrobovy roztok straca skrob schop-
nost farbit sa joédovym roztokom aZ po takmer tplnom scukreni,
t. j. a% ked sa vytvorilo cca 64 % maltézy. (12). Po vytvoreni 60—
67% maltézy zastavi sa uéinok B - amylazy. Tato hramica odbiira-
mia je na rozdiel od @ - amylizy defimitivna, pretoZe :ani zvySenim
mnoZstva 3 - amyldzy mevytvori sa zo Skrobu viac maltézy (20).
Zda sa, ze po dosiahnuti tejto hramice mariZa emzym mna mejaku
anom4liu vo vazbe $krobovej molekuly a funkcionilna schopmost

- [amyldzy strdca sa pre zmenu stérického rozpoloZenia zvySku
skrobovej molekuly. Nezdi sa mat, resp. mi len velmi mepatrnu
stekutujiicu schopnost (14, 22), preto hydrolyzuje len chemicky,
alebo biologicky stekuteny $krob. Pre 8 - amylazu je charakteristic-
ka jej velka citlivost proti vy3sej teplote. Pri teplote 60° sa za 20
mintt inaktivuje (4). Vo sladovom vyluhu zohriatom na 70° po do-
bu 15 minut sa ireverzibilne inaktivuje (5). Naproti tomu je vzdor-

na pno'ta vysSej kyslosti. Okyslenim sladového vyluhu ma pH =
3.3 pri teplote 0° po dobu 15 miniit sa len 25% povodného obsahu
maktlvu]e Optimalne pH B - amylazy lezi v SirSich medziach 4,0—

5,75 (5).

Vliastnosti a+8 - (sladovej) amylazy.

Sladova amyliza, ako prirodzeni smes oboch druhov amylaz
ma vys§iu odbiraciu hranicu ako obe izolované komponenty zv1ast.
Pbsobenie sladovej amylézv zastavuje sa pri dosiahmnuti definitivne;j
odbiiracej hranici, t. j. pri odbirani 75—80% skrobu (= 100%
t. m.). (20) Vacm amylolyticky Géinok sladove] amylazy zda sa byt
zaprifineny jednak pritommosfou viac-menej neznamych aktiva-
torov v sladovom vyluhu (amylokynazou, 7,25) a tieZ tym, Ze « -
amylaza odbira este tie dextriny, ktoré B - amyliza nerozklada.
(27, 28). Z podobnosti prie;be\hu pH kriv.ky *sladove:j amylazy s pH
krivkou B -amyldzy mozno usudzovat, Ze pri posobeni sladovej
amyldzy vystupuje do popredia uéinok A -amylizy; @-amyliza
vystupuje tieZ pre tento enzym charakteristickym sposobom (8).
Podla Ohlssona leZi maximalna stabilita sladoveJ amylazy pri opt.
\pH = 5 6—:)8 (5) Klidenim obllnm zvaciuje sa obsah amylazy,
khceme obllmny Je zmame, Ze ceLkovy obtsa‘h amylazy v alade (tzv.
diastatickdi mohutnost) mie je kon3tantnou hodnotou, ale zavisi
v znaénej miere od podmienok pripravy sladu (sladovani). Zmena
diastatickej mohutnosti sladu je v skutocnosti vysledkom zmeny
v obsahu @ - a f -amylizy v slade, resp. vo vyluhu a tiez vysled-
kom zmeny pomeru @ - amylazy k B - amylaze vo slade, resp. v sla-
dovom vyluhu. Enzymatické vlastnosti sladovych vyluhov st samo-
zrejme vo velkej miere zavislé od obsahu jednothivych v mich sa
vyskytujicich amyldz a od ich vzijommého pomeru. Najmi cho-
vanie sa sladovej amyldzy proti vy3Sim teplotdm a proti zmenam
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kyslosti v znaénej miere je zivislé od mnozstva v sladovom vyluhu
sa machadzajicej termostabilnej, resp. —- labilnej a acidostabilnej,
resp. — labilnej komponenty amylazy. V star3ej literatire zapodie-
vajucej sa Stiidiom vlastnosti sladovej amyldazy nebral sa dostatoc-
ny zretel ma tieto vlastmosti. Preto sa stretivame v nej s velmi
znaéne ea rozchadzajicimi udajmi o viplyve teploty a kyslosti ma
aktivitu sladovej amylazy, ako aj o optimalnej teplote a optimalne;
pH uéinku sladovej amylazy. Diferencie v udajoch zdaju sa byt
zapriéinené tym, %e skimané sladové vyluhy obsahovaly rézne
mmozstva @- a f3-amylazy. Preto Gdaje starsej literatiry o vlast-
nostiach sladovej amylazy, menovite ¢o sa tyka vplyvu pH a vys-
ich teplét, maju len podmieneéni hodnotu. (26 a iné).

Pracovnd hypotéza.

Pri vypracovani experimentilneho postupu vychadzal som
z nasledujiicej ivahy: pri vyklideni sa odohravajice chemické a fy-
zikalne-chemické pochody sii do istej miery analogické pochodom,
ktoré sa odohravaja pri vylihovani jemme rozomletého zrma vodou.
V oboch pripadoch nabobtnava obsah zrna wodou, aktivuje sa
¢innost enzymov a ich sprievodnych latok (aktivatorov, paralyza-
torov), stekuti, rozpista a odbira (hydrolyzuje) v zrne uloZeny,
resp. z neho wvylihavany ¥krob. Enzymatickym pochodom nedo-
thknutd amyldza ostdva ako nadbytoénd v zmme, resp. vo vyluhu.
Rozdiel medzi biologickym pochodom, t. j. vykli¢enim a vyldho-
vanim vodou spofiva v podstate v tom, Ze pri vykliCeni uvolfiuje
sa takmer cely diastaticky obsah a ostainé biochemické principy
zrna, kdezto pri vylihovani vodou len vo vode rozpustené mnoz-
stvd enzymu a biochemickych principov. MdzZeme sice, ako sa do-
kazalo, (29, 4, 30, 31, 16, 32, 33, 34, 38), za pritomnosti proteoly-
ticky alebo osmoticky pésobiacich litok vo vylihovacej vode, pra-
ve tak ako vykliéenim, cely diastaticky komplex vylihovat, ale sa
ukazalo, ze pricbeh hydrolyzy $krobu amylazou, ktora sa z nevykli-
¢enych obilnin takymto umelym spésobom vylihovala, lisi sa od
priebehu hydrolyzy Skrobu amyldzou, ktord sa ziskala kli¢enim.
Zda sa, Ze temto rozdiel v mechanizme podsobenia amylaz je zapri-
¢ineny tym, Ze sa vykliéenim uvolfiuji také aktivatori (efektori,
kynazy), ktoré menia mechanizmus G&inku amyliaz a ktoré sa mi-
jakym spdsobom umele zo zrma meuvolfwji. Vyluhy pripravené
% obilnin reprodukuji teda len tie diastatické stavy, ktoré su zo
zrna vylihovatelné vodou, resp. si vo vode rozpustmé. Usudzovat
z mich o sloZeni obilnin zmamena poznat enzymatické slozenie obil-
nin uz v stave neprirodzenom, akym isa ndm javia po priebehu ur-
¢itych pochodov za vylihovania. Predpoklad4dm, Ze za vylihovania
nastalé zmeny v sloZeni zrna nie su také velké, Ze by vo vyznalmej
miere skreslily skutoéné pomery panujice v obilninich. Preto
moéZeme bez dopustenia sa vi&sich chyb z enzymatickych vlastnosti
vyluhov usudzovat o slozeni diastatického komplexu vyklidemnych
a nevykli¢enych obilnin.
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Predpokladal som, Ze amylolyticky ti¢inok neporuieného dia-
statického komplexu prejavi sa jednak zmenou vlastnosti odbiira-
ného Skrobu a jednak tym, Ze obe aktivme kompomenty budd pri-
tomné v amylize, ktord po amylolyze ostala vo vyluhu neporusena.
Zmena chemickych vlastnosti krobu da sa zistit z farebnej reak-
cie fkyobu s jédovym roztokom a pritomnost jednotlivych kompo-
rentov amylazy, ktord ostala vo vyluhu procesom neporu3ena, da
sa dokdzat pomocou kapilarnej amalyzy. Z chemickych vlastnosti
¢- a B-amylazy wvyplyvalo, Ze ked sa povodné sloZenie diastatic-
kého komplexu porusi inmaktivovanim ¢« - alebo B - amylazy, masle-
dok prejavi sa v hydrolyze Skrobu podla toho, v akej miere bola
prizlu'md am:yldza na odbirani makromolekil Skrobu ziastneni.
KedzZe Géast zdvisi od mnoZstva, resp. aktivity prisluinej amylazy
v diastatickom komplexe (celku), inaktivovanie jednej sloZzky pre-
javi sa takym uéinkom ma Skrobovej molekule, aky je charakteris-
ticky pre prislusnt slozku. Tak napr. ked sa vo vyluhu inaktivo-
vala B -amyldza v roztoku ostavsia @ -amyldza prejavi svoju pri-
tomnost, %Ze fiou hydrolyzovany Skrob nezafarbi sa jédovym roz-
tokom. Ked @ - amylaza vo vyluhu pritomna nebola, chovanie skro-
bu sa proti jodovému roztoku nezmeni. Z toho vyplyvalo, Ze z vy-
sledkov parciilnej analyzy diastatického komplexu prevedenej in-
aktivovanim jednej z komponentov komplexu vhodnym spésobom
moéZeme aproximativme zistif sloZenie diastatického komplexu obil-
nin. Kapilarnou analyzou bude moZno overit si vysledky kvalita-
tivncho rozboru a kvantitativoym stanovenim t#éinku jednotlivych
amyliz modZeme zistif percentuilny obsah jednotlivych amylaz
v diastatickom komplexe obilnin.

SloZenie diastatického komplexu.

1. Stanovenie slozZenia na zdklade jédkolerimetrického sa chovania
vyluhov.

Stamovenie zmien v chemickom sloZeni krobu obsaZeného vo
vyluhoch pripravenych pri réznych vylihovacich teplotach zo
irotov nevykli¢enych obilnin slizilo 1iéelom orientaénym. Rychle
preveditelné pokusy maly informativne zodpovedat otizkam, kto-
ré som si polozil: & existuji badatelné rozdiely v sloZeni diastatic-
kych komplexov roznych obilnin a & ¢ - amylaza vyskytuje sa vo
vietkych mevyklicenych obilninich v inaktivnej forme. Na tieto
otizky menafiel som v rozsiahlej lietatire o fytoamylédzach odpo-
ved. Zda sa, Ze sloZerie diastatického komplexu nevykli€enych
obilnin nebolo eite predmetom 3tidia.

Cast pokusna.

Pou#itd metéda zakladd sa na inaktivovani B - amyldzy pri
priprave vyluhov z nevykli¢enych alebo vykli€enych obilnin, zvy-
$ovanim teploty vylihovania obilného 3rotu. Odstranenim jed-
nej a to obsahove majviésej komponenty diastatického komlpexu
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prejavuje sa pritomnost ¢ - amyldzy scukrenim makromolekul
skiobu obsiahnutého vo vyluhu. Velka citlivost 8 - amylazy a po-
merne velka vzdornost @ - amyldzy proti vysiim teplotdm umoz-
nila jednoducha a rychlu priacu.

Enzymaticky materiadl pripravil sa jednohodinovym rmuto-
vanim jemne rozomletych $rotov obilnin pochadzajicich z maloob-
chodu, resp. na vaduchu susenych sladov s prislusne ohriatou vo-
dou v temperovanej vodnej kipeli; pripravily sa asi 10% mé vy-
lubhy, ktoré po rychlom schladeni dovaZenim studenou vodou do-
plnily sa ma uvedenii koncentraciu a sfiltrovaly do ¢ira. Kolorimet.
ricky uréené pH pohybovalo sa v medziach 5, 6--6.4.

Priebeh hyrolyzy skrobu posudzoval sa na zdklade zmeny za-
farbenia 1n/100-j6d-jédkaliumového roztoku vyvolaného &irym fil-
tratom vyluhu opatrme priddvamého po stene skimavky.

Pri vol'be vylihovacej teploty vychadzal som z predpokladu,
Ze teplota 37° a doba 60 minit podstatne neovplyviiuje prirodze-
né slozenie diastatického komplexu. (37). Teplota 60° a doba 30
mimit vystaéi podla Syniewského (4) na inaktivovanie [B-amylizy.
Teplota 50° a doba 60 mindt mala za Géel zachytif isty prechsd,
t. j. ¢iastocné inaktivovamie 8 - amylazy.

Vzhladom ma to, Ze skrobovy obsah skdSanych nevykli¢enych
obilain je priblizne rovnaky (56) obnasajici 50—65% , sladov 30—
10% skrobu, si vyluhy z hladiska obsahu $kroboviny 5—6%, resp.
3—4%-né roztoky Skrobu. Eventuilne sa vyskytujice rozdiely
v koncentricii fkrobu st pomerne malé a mneovplyviiuju podstatne
vysledky scukrenia Skrobu.

Diastatickd mohutnost vyluhov stanovila sa metédou Lintnero-
vou (38).

Pokus & 1:1° = teplota, t = doba rmutovania v mindtach,
d. m. = diastatickd mohutmost v Lintnerovych jednotkach.

Z vysledkov uvedenych v tab. 1. da sa konStatovat, Ze za
vhodnych vylihovacich podmienok diastaticky obsah vyluhov vy-
klicenych i odpoéivajicich zfn obilnin dplne vystaéi ma premenu
jédom sa farbiacich molekularnych skupin vlasiného Skrobu do
molekuldrneho soskupenia, ktoré jé6dom nedava farebmi reakciu.

Citlivost vyluhov mevyklidenych obilnin proti vy33im teplotam
stipa umerne s diastatickou mohutnostou. Najcitlivej3im je dia-
staticky komplex pSenice, najvzdornej$im je komplex cervemného
prosa. Z toho sa di usudzovat, Ze diastatické systémy nevyklide-
nych obilnin lifia sa od seba réznym obsahom A . amylazy. Roz-
diely v diastatickej mohutnosti vyluhov nevyklidenych obilnin,
vyjadrené v Lintnerovyeh jednotkich, sii zapri¢inemé réznym wob-
sahom 8 _ amylazy.

Pri teplote 50° a dobe 60 mintt zaéina sa sloZemie diastatic-
kého komplexu menif; u pienice a raZ nasledkom &iastoéne sil-
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Tabulka &. 1.

L t0 =370 10 = 500 I t0 == 600
10%.-ny vyluh t =60 t =6 t =30’ d. m
G slabo hnedo- hmedo. tmavo- 83.3
psenica Cervené fervené | cervené ’
" " hmedo.
raz bezfarebné Zervené ‘ 71,4
jaémen bezfarebné hezfarebn¢ E g:::-sgr?; 45,4
‘_
~ L. T —
ovos E bezfarebné bezfarebné ’slaggrl‘,lgsgo 2,74
| ¢1a ”
kukurica bezfarebné bezfarebné ’ s]a(l;)rl‘?: :go 1,0
i
éervené proso bezfarebné bezfarebné I hezfarebné 0,94
| B
sugeny slafl bezfarcbné bezfarehné | bezfarebné 97,4
liehovarsky |
hvozdeny slad ] ( ; 74,1
pivov. svetly bezfarebné bezfarebné bezfarebné i

nejSieho inaktivovania A - amylaza, ako z jédkolorimetrického
chovania sa vyluhu plynie, nezidastfiuje sa alebo len malou mie-
rou na odburani skrobu.

Pri teplote 60° a dobe 30 mintt sa B - amyldza inaktivuje,
takZe sa prakticky nezilastiiuje ma hydrolyze. Jodkolorimetrické
chovanie sa vyluhu je teda vysledkom Wéinku @ - amylazy.

Je znime, Ze vykliGené obilniny, resp. slady obsahuju vicsie
mncZstve @ - amylidzy ako obilniny odpodivajice. (39). Jodkolo-
rimetrické chovanie sa vyluhu sladov pri vy3Sej teplote je vysled-
kom ulinku viédieho mnoZstva *-amylazy. Sladom podobmé jodoko-
lorimetrické chovanie vykazuje vyluh z erveného prosa pripraveny
pri teplote 60° a doby 30 min. a o nie¢o horiie chovanie, slab-
gie zafarbenie, vykazuje vyluh z nevyklidenej kukurice a owsa.
Z toho vyplyva, Ze premena skrobovej molekuly jédovym rozto-
kom mefarbiaceho sa (achroo-) soskiipemia je vysledkom iéinku
@ - amylazy.

Vysledky tychto orientaénych pokusov poukazuji nielen ma to,
ze relativny obsah #-amylazy vo vyluhoch nevykliéeného ovsa, kuku-
rice a éerveného prosa je vaési ako vo vyluhoch pSenice, razi, jatme-
na, ale stéasme dokazuji, Ze v nevyklic¢enom zrne ovsa, kukurice a
derveného prosa je ®-amyldza pritomna v aktivnej forme. SloZenie
diastatického komplexu pSenice, raZe a jadmefia li§i sa teda od
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diastatického komplexu nevykliGeného ovsa, kukurice a ¢erveného
prosa jednak vidésim obsahom @ - amylazy a jednak formou v akej
je tato pritomma.

Tento jednoduchy spésob kvalitativneho rozboru dosial —
podla pristupnej odbornej literatiry — pre stanovenie sloZenia
diastatického komlexu pouZity nebol a predstavuje novinku na poli
enzymaticke] analytiky.

Vysledky tychto orientaénych pokusov déavaly podnet ma po-
kratovamie v praci a na vy3etrenie sloZenia diastatickych kom-
plexov osvedéenymi spdsobmi. Z tychto najvhoednejsich zdal sa mi
byt sposob kapilarne analyticky.

2. Stanovenia slezenia diastaiického komlexu, pommoecou kapilarnej
analyzy.

Princip kapilirnej amalyzy spociva v rozdeleni smesi.latok
na zaklade roznej diftdznej rychlosti. Jednotlivé amyldzy difun-
duju kapilarami Zelatino-skrobového gelu rozmanito rychle a do-
stavaji sa tak do rdznych wvzdialenosii. 8 - amylaza difunduje
rychlejsie za jednotku <dasovi ako @ . amylaza, tym je radius pé-
sobista vidsi ako u @ . amylazy. Uginok diféznou cestou rozdele-
nych amyldz prejavi sa na réznych miestach Zelatino-Skrobového
gelu tym, Ze hydrolyzuju Skrob im charakteristickym spésobom.
Z reakcie hydrolyzovaného skrobu s jodovym roztokom usudzuje-
me na druh G3innej amylazy.

Tato metédu objavil Beyernick (1), a H. P. Wijsman jw po-
uzil ako prvy na kvalitativne stanovenie obidvoch amyliz. Metédu
zdokonalil Griss (41).

Diastatické slozenie prevazne vyklienyoh semien Studoval
v poslednom <¢ase van Klingenberg (8), ktory uvddza aj vysledky
Beyerinckovych stiadii (42 cit. podla &), zaoberajicej sa taktiez
so slozenim diastatického komplexu vykli¢enych semien. Vykli-
éené zrna pSemice, razi, ovsa, kukurice, hrachm, fazule a viky ob-
sahovaly obe komponenty amylizy. Len u kukurici a hrachu bol
cbhsah 8 - amylazy velmi maly.

Cast pokusna.

Enzymaticky material pripravil sa vy3Sie popisanym spéso-
bom. Substrat pripravil sa takto: Smes pripraveni rozpustenim
8 gr. zelatiny a 0,5 gr. rozpusteného fkrobu Lintnerovho v 100 cm?
vriacej destil. vody, naliala sa v tenkej vrstve do sterilnych Pe-
triho misiek. na ktorych v termostate stvrdla. Po privedeni kvap-
ky ¢cireho filtratu na tvrda Zelatino-ikrobovii dostitku uloZily sa
prikryté misky znovu do vyregulovaného termostatu, v ktorem
pri teplote + 5° difundoval extrakt 4—5 dni. Potom sa obsah
misky, predstavajici 0.5%-ny Zkrobovy rozteok postriekal dstnym
rozpraSovatom n/10-roztokom jéd-jédkaliumovym.
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Vysledok amylolyzy javil sa na tmavo-belasej ploche alebo
ako bezfarebny kruh obklopeny purplirovym prstencom ako dé-
kaz éinku @ a B - amylazy, alebo ako bezfarebny kruh, t. j. Géinok
« - amylazy, resp. purpurovy kruh-téinok 8 - amylazy.

Obraz difdzie jednotlivych amyliz.

a = &¢+B amylizv b — B amylaza, ¢ = @ amylaza.
Pokus ¢. 2: t° == teplota, t = doba rmutovania v miniitach.
Vysvetlenie znaéiek: «f = pritomnost, ¢ - a B _ amylazy.
«By = a - amylaza, pritomma v relativne rovmakom £ - amylaza
v pomerne mensom mmnozstve ukazujica sa ako fialovy alebo hne-
docerveny okraj. @B, = @ - amyliza v relativne rovnakom mno%-
stve, B . amyldza javiaca sa v podobe velmi slabého prazku fialo-
vého, alebo hnedoéderveného.
@ = @ - amyldza javiaca sa bez farebného okraja.

Tabulka 8. 2.

10%-ny vyluh :0 = ?7? tof 50? o - 600 103 600
: =060 t =60 t =30/ t =60’

psenica of af, aBy a

ra’ aB al,

jagmeni al aB aB, a
ovos al a d «
kukurica B a a a
cervené proso aB, o a a

sus. slad. liehov. o aB af a a
e ey | o ap a e

Z uvedenych vysledkov vyplyva, Ze:

1. vyluhy nevykli¢enych obilnin obsahuji ako @ - tak aj A -
amylazu,

2. Z velkosti purpurového krizku obklopujiceho bezfarebmy

214



kruh a z citlivosti proti vys§im teplotam da sa sadif na rozdielne
velky obsah B - amylazy v nevykliéenych obilninach.

Kuantitativne stanovenia slozenia diastatickych komplexov mevy-
klicenych obilnin.

Slozenie diastatického komplexu jednotlivych nevykliéenych
-obilnin uréilo sa na zdklade mnozstva maltézy, vytvoreného celym
diastatickym komplexom a jeho jednotlivymi komponentami zvlast
z 2%mého roztoku skrobového. MmoZstvo maltézy stanovilo sa
roztokow Fehlingovym. (5 cm®= 36,82 mg maltozy) (56).

Priprava roztokov a8 - amyldzy: diala sa vySSiepopisanym spo-
" sobom, t. j. 1 hodinovym rmutovanim pri teplote 37°.

Priprava roztokov o« - amyldzy: roztok @ - amyldzy pripravil
sa zahrievanim éireho roztoku af - amylazy na teplotu 70° (== 0,5°)
po debu 15 mintt (5). Vznikld srazenina odstramila sa filtrovanim
cez tvrdeny filter.

Na rozdiel od Ghlssona {1. ¢. 5) povodny roztok af - amylazy
.sa neneutralizoval, aby sa pdvodné slozenie diastatického komplexu
vonkaj$im zasahom nezmenilo. Za tychto podmienok pripravy roz-
toky neobsahowaly ¢ . glu'koz1dazu (maltazu) (opt. t° = 35—40°),
(25), a skuska Barfoedovym éinidlom na glukézu v $krobovom roz-
toku scukrenom o - amyldzou prebehla negativne.

Priprave roztoku B - amylazy diala sa okyslenim roztoku af -
.amylazy kyselmou sofmou na pH = 4,0—4,2 (15) a po dobu 15 mi.
nutovom stati pri teplote 20°, neutralizovanim roztoku m/30 rozto-
kom sekundirneho fosforeéiitanu sodného ma povodné pH. Popis
je uvedeny pri jednotlivych tabul’kich. Vyluhy neobsahovaly @ -
glukezidazu (opt. pH = 6,75-—-7,25,) (44).

Priprava substrdtu: 2%-ny roztok rozpusteného Skrobu
(Merck) pripraveny bol obvyklym spésobom a pufrovany octamo-
vym reguldtorom podla Michaelisa (43), pH stanovil sa kolorime-
ricky.

Stanovenie diastatického tiéinku: pri prevedeni scukremia Skro-
bového roztoku a stanoveni vytvorenej maltézy menil sa postup
prace podla diastatickej fiéinnosti jednotlivich enzymatickych roz-
tokov, zistenej orientaénymi pokusmi. Pri diastaticky vysokot&in-
nych extraktov (aB . a B - amylazy jatmeiia, pSenice, rai) prida-
valo sa do konStantného mnoZstva Skrobového roztoku meniace
sa mnozstvo enzymatického vyluhu a po skonéeni amylolyzy pouzilo
sa konStantného mnozstva Fehlingovho roztoku. Postupovalo sa tak-
to: do rady skimaviek nachadzaJumch sa v Reischauerovej hviezde,
odpipetovalo sa 10 cm? Eerstve pripraveného regulovaného 2%-me-
ho gkrobového roztoku a tol'ko dest. vody, koll]\o sa spotrebovalo na
‘dodrzanie rovnakej koncentricie roztokov vo vietkych skiimavkach.
V presnych, stopkami meranych &asovych intervaloch pridalol sa
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jemme delenou pipetou v aritmetickej rade stuphiovanej 0,01 cm?¥
také mnoZstvo enzymatického roztoku, ktoré sa pri orientaénych
pokusoch ukdzalo priblizne dostadujicie ma redukciu 5 em® Feh-
lingovho roztoku. Po zazitkovani gumovymi zatkami obsah sku-
maviek sa po 20 a 40 mindtach premiesal. Po 1 hodinovom scukre-
ni pri teplote 17,5° prerudil sa proces pridanim 5 c¢m® Fehlin-
ovho roztoku a po premieSani ponorily sa skimavky na |10 mi-
nit do vriacej vodnej kupele. Po ochladeni na laboratérnu tep-
lotu a usadeni kysliéniku mednatého posudzovala sa dokonalost re-
dukcie Fehlingovho roztokn zo zafarbenia obsahu skimavky a pre-
kontrolovala sa po okysleni bezfarebného filtratu kyselinou octo-
vou, ferrokyanidom draselnym. V pripade slabého éerveného za-
farbemia, vzniklého nasledkom medokonalej redukcie, sa diastatic-
icym vykonom emnzymatického obsahu v pokusnej rade nasleduji-
c2j skimavky vytvorily 36,82 mg maltézy. Pri diastaticky slabo
teinnych roztokoch (af - amylazy ovsa, prosa a kukurice, ¢ -
amyldza enzymatickych materiilov) a pri vykomani slepych poku-
sov (korekcie), pri dodrzani kon3tantného mmnozstva Skrobového -
a enzymatického roztoku variovalo sa mnoZstve pridivaného Fe-
hlingovho roztoku, aby prilisnym zriedenim skrobového roztoku en-
rymatickym vyluhom potrebnym na redukein 5 cm® Fehlingovej sme-
si zakonitost priebehu hydrolyzy sa ¢o najmenej ovplyvnila. Postu-
‘povalo sa takto: do 10 cm® regulovaného 2%-ného skrobového
roztoku doplneného destil. vodou, potrebnou na dodrzanie rovna-
Lych koncentracii obsahu skimaviek, pridalo sa 5 ¢cm® enzymatic-
kého vyluhn a scukrilo sa vySSie opisanym sposobom. Proces pre-
rudil sa pridanim v aritmetickej rade 0,5 cm® (3,68 mg maltézy)
stupfiovanym mmnoZstvom Fehlingovho roztoku.

Uvedeny pomer enzymu a substratu (1:2) a spdsob stanovemia
reakénych produktov dodrzal sa i pri predlZeni scukrovacej doby
na 24 hodin.

Stanovenie hLodnoty korekcie: obsahom enzymatickych vylu-
hev a 2%-nym 3krobovym roztokom z Fehlingovej smesi vytvo-
rené mnoZstvom maltézy stanovilo sa slepymi pokusmi vykonany-
mi na spdsob hlavnych pokusov. Stanovené hodnoty sa z malezu
odéitaly.

Vyjadrenie diastatického tuéinku: amylolyticky uéinok diasta-
tického komplexu a jednotlivych komponentov je vyjadreny v mg
maltézy. vytvorenej z 200 mg Zkrobu pouZitym vahovym mnoz-
stvom enzymatického materidlu po odéitani prislusnych korekecii.
Za tdelom srovnania obsahu jedmotlivych amylaz boly hodmoty
prepocitané ma 1 gr. $rotu a vzajomny pomer jednotlivych amylaz
vyjadril sa %-uilne, pricom celkovy téinok -diastatického kom-
plexu rovmi sa 100%. Obsah ¢ - a 8 - amylazy je relativnou hod-
notu v pemere k celkovému obsahu af - amylazy.
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Pri posudzovani vykonu « - alebo # - amyldzy treba uvazit,
%e zvicSenie vykonu jednej amylizy ovplyvnenim druhou, ktoré by
mohlo nastat v niektorych pripadoch pripadnym nedplnym od-
delenim jednej od druhej v jednotlivych roztokoch bude velmi ne-
patrné. Vzladom ma vysokii citlivost # - amylizy voéi teplote 70°
a dobe 15 miniit, pri ktorej aj cast @ - amylazy sa uZ inaktivuje,
nie je pravdepodobné, Ze by eventuilne zostalé stopy # . amylazy
vykon a . amylizy podstatne ovplyvnily. MoZny prehmat % - amyla-
zy pri stanoveni 8 . amylazy eventuilne u miektorych na ¢ - amy-
lazu bohatich vyluhov bude sa javit 100%-ov presahujicim si-
£tom éinkov jednotlivych amylaz.

Vysledky st uvedené v tabulkach 3 az 8.
Psenica.
Pouzita pSenica pochidzala z maloobchodu.
Tabulka é. 3.

@B . amylaza: pripraveny 20%-ny, pouzity 10%-ny vyluh;
pH = 6,2. 8 - amyldza: 20 cm® 20 %-ného vyluhu okyslilo sa 2,4
cm® n/10-HCl + 17,6 cm?® dest. vody — pH = 4,2; po 15 miniito-
vom stani pri t® == 20° pridala sa smes 7,0 ¢cm® m/30 Na;HPO:s +
35 cm® dest. vody — pH = 6,0—6,1; koncentracia roztoku 5%.

a . amylaza: 10%-ny vyluh zohriaty po dobu 15 min. na t° —
70° 2% -ny skrobovy roztok pufrovany acetitovym regulitorom na
pH = 5,5. Korekcia odéitana. t° = teplota, t = doba v miniitach,
resp. hodinich.

1 z 200 mg ¢ e Sk
g 5 g skrobu vytvo- BT STOLW pomer
i mnoZstvo Srotu FotiE MNGESED vytvorené jednot-
; pouZité pri Thd v 1t mnozstvo livych
Bt amplizy stanoveni m‘iéto:z)bp;ol maltozy amylaz
gr t= 60’
mg mg %
aB-amylaza 0,006 29,37 4,895,0 100
B-amylaza 0,008 29,35 3,669,0 74,9
a-amylaza 0,760 18,28 21,0 0,49
10=1750
t0=294 h 75,59%
a-amylaza 0,760 Q 0 —

Pozndmka: pri priprave roztokov zniéilo sa 24,61 % enzymu.
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Raz.

PouZita raZ pochadzala z maloobchodu. Vzhladom na zmazo-

vatenie pripravil sa vyluh pri teplote 45°.
Tabulka &. 4.

aB _ amylaza: pripraveny a pouzity 10%-ny vyluh; pH =
6,3 B - amylaza: 20 cm® 10%-ného vyluhu okysleného smesou 2,0
em® n/10-HCl + 18,0 cm® dest. vody — pH = 4,1—4,2; po 15
‘min. stani pri t° = 20° pridala sa smes 6,0 cm® m/30 Na2HPO4 +
34,0 cm® dest. vody, pH = 6,2—6,3; koncentracia roztoku 2,5%.

o . amylaza: 10%my vyluh zohriaty po dobu 15 min. t° —
70°% 2%-ny Skrobovy roztok pufrovany acetiatovym regulitorom
na pH = 5°5. Korekcie odéitané. t° = teplota, t = doba v min..
resp. hodinach.

. . z 200 mg
mnozstvo Srotu| gkrobu vytvo- vytvorend ](3331’::{1:
pouZité Pri | rené mnoistvo mnoZstvo Jlivjvc‘l
Druh amylazy stanoveni maltézy pri maltdzy 1mylﬁz i
0=17,;0 ¢ .
gr = 80 mg 34
mg
afB-amylaza 0,007 29,36 | 4,194,0 100
B-amylaza 0.0095 29,32 3,086,0 73,6
a-amylaza 0,9000 16,20 18,0 0,43
0=1730 .
10=24'h Thd
a-amylaza 0,900 0 0 0

Pozndmka: pri priprave roztokov zniéilo sa 25,97 % enzymu..

Jaci¢men.
»zlato” z velkostatku Buéany-
Tabulka é. 5.
aB _ amylaza: pripraveny 20 % -ny pouzity 10%-ny vyluh pH =
6,1-—6,2.
B . amylaza: 30 cm® 20%-ného vyluhu okysleného smesou
4,2 ¢m® n/10-HCl + 25,80 cm® dest. vody-pH = 4,1—4,2; po 15
min. stani pri t©° = 20° pridala sa smes 12 em® m/30 Na2HPOs +
48 em® dest. vody, pH = 6,0; koncentricia roztoku 5%.

@ . amylaza: 20%-ny vyluh zohriay po dobu 15 min. na ! =
70°. 2% -ny krobovy roztok pufrovany acetitovym reguldtorom na
pH = 5,5. Korekcia odéitana. t° = teplota; t = doba v min. resp.
hodinach. :
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z 200 mg
mnoZstvo §rotu | gkrobu vytvo- | L 8% STOWL oo ceq.
Dotuillé Pri- | rené mnozstvo g;‘;?:‘vng aotlivych
.- ! n 0 ' . . ! | % I‘
Druh amylazy stanoveni m?gt;zi"]gxg T amylaz
gr t = 60’ mg %
mg
aB-amyliza 0,011 29,30 2,664,0 100
B-amyliza 0,0125 29,28 2,342,0 87,91
a-amylaza 1,00 14,92 14,92 0,56
10=17,50; -
0=24'h B
a-amylaza 1,00 0 0 —

Pozndmka: pri priprave roztokov zniéilo sa 11,53% enzymu.

Akc z vysledkov sostavenych v tab. 3, 4, a 5 vyplyva diasta-
ticky vysoko uéinné obilniny obsahuji v pomere k B - amylaze mi.-
zivé mnoZsivo @ - amylazy. Vzladom na to, Ze predizenim scukro-
vacej doby na 24 hodin sa mnoZstvo @ - amylazou vytvorenej mal-
tézy nezmenilo, méZe sa povaZovat za potvrdené, ze ¢ - amylaza
nachadza sa v inaktivnej forme mielen vo vyluhu z jaémena, ale
aj vo vyluhu p3enice a raZ%i. Nasledkom toho je odbiiranie Skro-
bového roztoku vyluhmi pZenice, razi a jaémena vysledkom pé-
sobenia B - amylazy. Vysoka diastaticka @éinmost tychto obilnin
je vyvolana pomerne velkym mmozstvom B . amylazy; ich diasta-
ticky komplex pozostiva v podstate z A - amylazy a zo stop inak-
tivnej @ - amylazy.

Ovos.

zlato” z velkostatku Buéany.
Tabulka &. 6.

ef . amylaza: pripraveny a pouZity 20%-ny v§luh; pH =
6,076,1. £ . amyliza: 20 cm® 20%-ného roztoku okyslené smesou
1,2 em® n/10-HCl + 18,8 cm® destilovanej vody — pH
= 4,2; po 15 min. stani pri t* = 20° pridala sa smes 4,0 cm3
m/30 NazHPOs + 36,0 cm® dest. vody; koncentricia roztoku 5%.
pH = 6,1—6,2.

o - amylaza: 20%my vyluh zohrievany po dobu 15. min.na t*—
70°. 2% -ny skrobovy roztok purfovany acetitovym regulatorom ma
pH = 5,5. Korekcia odéitana. t° = teplota; t = doba v min. resp.
hodinach.
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z 200 mg 1 5 .
mnozstvo Srotu | §krobu wvytvo- gr. Srotu ~'p‘§mi'l
pouZité pri | rené mnozstvo vytvorent Je‘l. n?‘{l
Druh amylazy slanoveni maltézy pri mnoz§tvo Lvye
10 =175 maltézy amylaz
t =60/
gr g mg %
af3-amylaza I 0,184 2,33 116,0 100
B-amylaza 0,190 21,07 110,9 95,6
a-amylaza 0,500 2,56 8,53 7,36
10 =17,50; g
10=124"h 102,35
a-amylaza 0,170 8,69 51,10 31,0
afB-amylaza 0,170 28,12 165,30 100.0

Poznémbka: prelimat 2,95%.

Ako zuvedeného sostavenia vyplyva, je diastaticky ohsah ovsa
ovela men3iako predchadzajicich obilnin. Absolitny obsah a-amy-
lizy v diastatickom komplexe ovsa pohybuje sa zdanlivo v medziach
obsahov wvyssieuvedenych obilnin, relativmy obsah vzhladom ma
celkove mensiu diastaticka aéinnost je vaési. Z toho mozno usu-
dzovat, Ze mensi amylolyticky vykon diastatického komlexu ovsa
je zapri¢ineny men3im obsahom B - amylazy vo vyluhu, resp. v zrne.

Predizenim doby hydrolyzy zviési sa ako @ - tak aj «f - amy-
ldzou vytvoremé mnoZstvo maltézy. Tento vysledok nasvedéuje to-
mu, Ze skutoény diastaticky obsah ovsa je ovela viési, nez akym
sa ukazuje pri kratkodobej hydrolyze. Pri prediZeni hydrolyzy vy-
tvorené vicdie mnozstvo maltézy nasvedéuje tomu, ze diastaticky
kemplex cvsa lisi sa slozenim latok sprevadzajiicich aktivhu mole-
kulu enzymu od sloZenia biokolloidov p3enice, razi a jaémeia. Kym
diastaticky komplex vysoko diastaticky uéinnych obilnin vyluho-
vanim nachadza sa ihned v aktivnoin stave, ktory sa mézZe dohre
charakterizovat rychlosfou hydrolyzy, machadza sa komplex ovsa
v roztoku v takej podobe, ktord memdze byf podchytena, resp.
vyjadrena reakénou rychlosfou, pretoZe aktivita (vykom) diastatic-
kého komplexu sa postupne zvicsuje a stiva sa a%Z k dosiahnutiu
odbiiracej hranice funkciou trvania hydrolyzy. Pritomnost 2 -
amylazy v aktivnej forme v nevykli¢enom zrne ovsa je dokazama
tym, ze pri predizeni doby hydrolyzy vykon ¢ - amylazy vyjadve-
ny mmno#stvom vytvorencj maltézy sa takmer 6nisobne zvacsi a od-
schuje 319 celkového vykonu B - amylazy. SloZenie diastatického
komplexu owvsa lisi sa vaésim obsahom ¢ - a men3im mmoZstvom
B _ amylazy od diastatického komplexu pSenice, razi a ja¢mena.
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Kukurica.
Pouzil sa druh ,,Popping Korn” z maloobchodu.

Tabulka ¢

af . amylazy: pripraveny a pouZity 20%-ny vyluh; pH =
6,2. B - amylaza: 20 e¢m® 20%-ného vyluhu okyslilo sa smesou 1,6
em® n/10-HCl + 18,4 em® dest. vody, pH = 4,1—4.,2; po 15 min.
stani pri 1© = 20° pridala sa smes 4.8 cm® m/30 NasHPO: + 35,2
cm?® dest. vody; pH = 6,1—6,2; koncentracia roztoku 5% .

a . amylaza: 20 % -ny vyluh zohrievany po dobu 15 min.na
70°% 2% -ny Skrobovy roztok pufrovany acetitovym reguldtorom na
pH = 5,5. Korekcia odéitana. t° = teplota; t = udoba ¥ min resp.
v hodinach.

P

z 200 mg ar S
mnoZstvo $rotu| $krobu vytvo- lv ?tl‘;oigit:l ‘pomer
pouzité pri | rené mnozstvo ot t"L jednot-
Druh amylazy stanoveni maltézy pri mnozsivo livych
10 = 17,50 maltézy amylaz
19= 6or %
gr ‘m{; ‘ mg %
afB-amylaza 0,500 | 14,73 29,46 100,0
B-amyliza 0,600 7.37 12,30 41,7
a-amyliza 0,434 0 0 —
=1750
I h a0
a-amylaza 0,500 23,56 78,5 45,40
aB-amylaza 0,170 29,34 | 172,60 100,0

Pozndmlka: pri priprave roztokov zniéilo sa 58,4% enzymu.

Diastaticky uéinok kukurice posiideny na ziklade T)'fc«hlovsti
hyd;rolvzy resp. za 1 hod. vytvoreného mmo#stva maltézy je velmi
slaby. diastatickom komplexe obsaZené mnoizstvo B - amylazy
neda sa odhaxdnut nasledkom pomerne velkého mnoZstva pri pri-
prave vyluhov zniéeného enzymu. Obsah ¢ - amylazy je taky ne-
patrny, Ze pouzitou metédou nedal sa zistif. Jej pritommost je
viak dokazani kapiliarne-analyticky (tab. 2) aj jédokolorimet-
ricky (tab. 2).

Z kukurice vyliZeny diastaticky komplex pri 24 hodinovom
trvani hydrolyzy vykazuje podobné vlastnosti ako vyluh ovsa.
ZviéSenie mnozstva ¢ - amyldzou vytvorenej maltézy masvedéuje,
%e « - amylaza nachiadza sa vo vyluhu v aktivnej podobe. Predize-
nim doby hydrolyzy sa jej vykon 6-ndsobne zvi¢si a dosahuje 45%
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vykonu celého komplexu. Diastaticky komplex kukurice lisi sa od
péenice, razi a jatmefia v&E$im mnoZstvom % - amylizy a men3im
obsahom B . amylazy.

Proso.
Pouzity druh ,,éervené proso” pochadzal z velkostatku Dubnica.
Tabulka ¢. 8.

aB . amylaza: pripraveny a pouZity 20%-mny vyluh pH =
6,1,6,2. B - amylaza: 20 cm® 20 % -ného vyluhu okyselilo sa smesou
2,8 em® n/10 HCl + 17,2 cm® dest. vody; pH = 4,2; po 15. min.
stani pri t© == 20° pridala sa smes 7,6 cm® m/30 Na2HPO4 + 424
cm® dest. vody pH == 6,0—6.1. Koncentricia roztoku 4,44 %.

@ - amylaza: 20%-ny vyluh zohriaty po dobu 15 min. na t* =
70°.2 % -ny Skrobovy roztok pufrovany acetitovym reguldtorom na
pH = 5,5. Korekcia odéitana. t° = teplota; t = doba v min. resp.
hodinéch.

z 200 mg § ‘
mnoZstvo Srotu| Skrobu vytvo- 1 gr. Srotu P:dmnf)l;
pouzité pri | rené mnoistvo vy:tvc:renc {ivich
Druh amylizy stanoveni maltézy pri mnozstvo 14
10 =17,50; maltézy amylaz
gr t= 60" i %
te}
af3-amylaza 0,530 25,56 48,20 100,0
B-amyliza 0,682 24,44 35,80 74,20
a-amylaza 1,600 22,10 22,10 43,80
10 =17,50;
10=24h LI80
a-amylaza — — —
afB-amyliza 0,160 117.30 735,0 100,0

Pozndmka: prehmat 18%.

Z celej rady skimanych druhov prosa vykazuje tito odruda

najvicsiu diastatickd mohutnost, hoci aj tito je v porovnani s dia-
statickou uéinnostou pSenice, razi a jaémefna vel'mi mala.

Vyluh prosa vlastnostami sa podoba ovsu a kukurici, 1i3i sa
vSak tym, Zel ® - amyldza je v aktivnejSom stave, makolko uZ po
1-hodinovom pdsobeni vytvara pomerne znaéné mnozstvo maltézy.
Nasledkom itoho zdalo sa zbytoénym jej aktivitu zistovat 24-hodi-
novym scukrenim. Prehmat jedmotlivych amyldz, pravdepodobne
B . amylaz, nie je taky velky, Ze by znehodnotil zistené vysledky.
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Vyluh obsahuje aktivhu ¢ - amylazu; diastaticky komplex cerve-
ného prosa li%i sa od diastatickych komplexov vysokodiastaticky
uc¢innych obilnin vaésim obsahom @ - amylidzy a men$im mmoz-
stvom B . amylazy v nevykliéenom zrme.-

Sdhrn.

1. Nevyklicené obilniny obsahuji tak @ - ako aj 8 - amylazu.

2. Narozdiel od pSenice, razi a jatmena, ktoré obsahujii inak-
tiviu @ - amyldzu, nevykliCené zrna ovsa, prosa a kukurice obsahu-
ju aktivou @ - amyldzu. _

3. Diastaticky komplex nevyklidene] pSenice, raZi a jaémefia
sklada sa z velkého mmoZstva aktivmej 8 - a zo stdp inaktivnej
@ - amylazy. V diastatickom komplexe mevykliceného ovsa, kuku-
rice a cerveného prosa vyskytuji sa oba kompomenty amylizy
v aktivnej forme.

Summary.

A contribution to the recognition of vegetable amylases I.

The ungerminated cerealia contain both the @ - and the 8 -
amylases. In contradistinction to wheat, rye and barley, which
contain the inactive @ - amylase, the ungerminated grains of woats,
millet and maize contain the active @ - amylase.

The diastatic complex of ungerminated wheat, rye and barley
consists of a great quantity of active 8 - amylase, and of traces of
inactive @ - amylase. In the diastatic complex of ungerminated
cats, maize and red millet eccur both compomnents of amylase in
active form.
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NOVE KNIHY A CASOPISY

CHEMICAL ABSTRACTS, odborna periodicka publikacia,
ktorii vydava The American Chemical Society. Vychadza dva razy
do mesiaca. Format 190X250 mm. Roné predplatné pre mecle-
nov Kés 936.— ($ 12.00 4 poStovné $ 2.40).

Orientovaf sa v sifasnej chemickej literatare je praca velmi
namahavi a obtaZni. Ved odbornych asopisov a inych publikacii,
zaoberajiicich sa &i uZ sistavne alebo iba prilezitostne chémiou, vy-
chidza na celom svete takmer neprehladné mmoZstvo. Zaohstarat
vietky tieto publikacie, ktoré si niekedy vonkoncom mepristupné,
alebo dochidzaji iba s velkym oneskorenim, je tloha velmi ma-
kladna, a nepodari sa ju :dasto splnit ani mmohym neobyéajne bo-
hato dotovanym kniZniciam.

Av3ak mie je ani mo#mé, aby si kazdy chemicky pracovnik
vietky tieto & uz v ddvnejSej minulosti, alebo v siicasnej dobe vy-
dané publikacie preéital, aby zistil, o vSetko sa uZ na prebléme,
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