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Az amilaz aktivitds meghatarozasara tébbféle médszer hasznalatos. Ezek kozott jelent6sek
a jodszin-valtozas, a turbidimetrias, a redukalé cukor ndvekedés mérésén alapulé modszerek.
Mindegyik esetben az enzim szubsztratja a keményitd.

Ujabban a keményit6héz kapcsolt szinezék az enzim altal felszabadulé szinintenzitas nove-
kedésén alapulé modszerekkel kisérleteztek. RINDERKNECHT és munkatarsai (1967) Recmazol
Brillant Blue szinezékkel jelezték a keményit6t. Az enzim hatdsara megvaltozott szinintenzitast
595 nm hullamhosszon mérték oldatban. Ezen az elven alapszik az amilazteszt tabletta gyartasara
szabadalmazott eljaras (LUDOVIT és munkatarsai, 1981). CESKA és munkatarsai (1969) kék
szinl keményité polimert Cibacron blau F3G—A (a tovabbiakban: Cb F3G—A) szinezékkel
kapcsoltak.

Az orvosi gyakorlatban kiterjedten alkalmazzék a svéd gyartmany( Phadebas Amylase Test
tablettakat vérszérum, vizelet, nyal vizsgalati anyagok alfa-amiléz aktivitasanak mérésére. A Pha-
debas tabletta Cb F3G-A szinezékhez kovalensen kotott keményit6t és puffersokat tartalmaz.
A gyari Gtmutatoéban (ANON, 1982) kézilk az abszorbancia és az amilézaktivitds matematikai
oOsszefiiggését, amelynek alapjan szamithaté a vizsgalati minta enzimaktivitasa.

Az egyszer( felhasznalasi mod miatt nemcsak az egészségugy, hanem a biolégiai iparok, az
élelmiszeripar, a biotechnolégia terlletén is igény van ilyen tesztre, a tabletta dsszetétel és a
pH kérilmények szlikséges valtoztatasa utan.

Az id6szer(ivé valt kérdés megoldasa érdekében, foglalkoztunk az alfa-amilaz mérésére al-

szinezék rogzitését a keményitéhoz. Laboratoriumi méretekben kidolgoztuk az amilaz-aktivitas
mérésére alkalmas szines szubsztratum el6allitasanak egyszer(i gyartéastechnoldgijat, a minimalis
reagenssziikséglet felhasznalasa mellett.

A keményit6 térhalésitasa

kovetkezdk voltak: 100 rész keményit6t 200 rész 0,1 mél/1 natriumhidroxid oldatban Vibrothcrm
késziilékben razattunk, 50 *C hémérsékleten, 30 percig, ezutan 1,44 rész epiklérhidrint adtunk
hozza, 60 percig rézattuk a fentiekhez hasonl6 médon (200 rpm). Majd 200 rész 0,1 mél/1 nat-
riumhidroxid hozzéadésa utan 20 6raig 50 *C-on rézattuk.

Kilénbdzé eredetli keményit6fajtakat vizsgaltunk, ezek: burgonya, kukorica (Chinoin, Bp.),
buza-keményité (Reanal, Bp., Merck, Darmstadt). A keményiték térhalésitas utani duzzadasi
értékei 4—4,5-szeres térfogatndvekedési érték kozott valtoztak. Az egyes keményitdfajtak kozott
nem volt jelent6s kiilonbség, ezért a tovabbiakban a Reanal gyartmanyl buzakeményitét hasz-
naltuk.

A nétriumhidroxid oldattal el6kezelt keményité az epiklérhidirin hozzdadasa utan 1 éra el-
teltével stirdi, pépes konzisztenciaju lett. A rovid ideig tart6 kezelés utan nem adott j6 eredményt,
ezért csdkkentettilk a kozeg koncentraciojat és hosszabb ideig kevertik. igy a keményitd és a
0,1 mdl/1 natriumhidroxid oldat 1:2 arany( higitasaval, 20 érai keveréssel elértiik azt, hogy az
el6allitott termék az eredeti térfogat 4,5-szeresére nétt, ami a térhaldsitas eredményes befejezését
tukrozte.
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A szinezék rogzitése a keményit6hoz

A szinezék rogzitése el6tt azt vizsgaltuk, hogy a rendelkezéstinkre allé Cibavron kék
F3G-A (Pract., SERVA, Heidelberg) koncentracidja és a620 nm-en mért abszorbancia (A) kézott
linedris-e az 6sszefliggés. Az 54 mérési pont alapjan szdmitott egyenes egyenlete a kdvetkezd
volt; )

A=0.0152+76,2 c, r =0.998 (c=a Cb F3G-A szinezék koncentracidja, g/100 ml, r = determi-
nacioés egyutthato).

A sz&mitésok szerint az 6sszefiiggés linedrisnak tekinthetd.

A Cb F3G-A szinezék azinklorid-csopoitot tartalmaz.

A kémiai reakcidban bézikus kozegben a klor levalik és az azin-csoport kovalens kotéssel
kapcsolédik a keményité molekuldhoz (1. bra).

A szinezék keményitéhdz valo rogzitésének Iépései a kdvetkezdk: A bazikus, térhaldsitott
keményit6hoz 10%-os vizes oldatban CbFP3G-A szinezéket adtunk (100 rész keményitéhéz 4
rész szinezék oldatot), 3 6ran &t kevertettiik 25 *C-on. Desztillalt vizzel és 70%-0s etanollal
lagmentesre mostuk (pH 6,0-ig), majd megszaritottuk, maximalisan 60 *-on. A keményité moséasat
dekantélassal, illetve centrifugalassal végeztik.

Az amilaz aktivitds mérés lényegében a keményit6 hidrolizise kozben felszabadulé kék szi-
nezék mérésén alapszik. A percenkénti szinintenzitas valtozas nagysaga aranyos az enzim-ak-
tivitassal. Az enzimreakci6 lejatszodasahoz optimalis pH-t kell biztositani az oldatban, ezt a
Phadebas tabletta modszeréhez hasonléan pH 7,0-ben allapitottunk meg. A szaraz pufferclegy
Osszetételét a kdvetkez6 foszfatso dsszetételben alkalmaztuk:

Na2 HP042 HD 5,732 g
NeHrP04H20 2,456 g

A 8,188 g puffersohoz 0,24 g natriumkloridot és 11,572 g a fentiekben leirt szinezékkel régzitett
keményit6t kevertiink. A komponenseket dérzsmozsarban megdroltik, a nagyobb mennyiség(
adagot golyésmalomban homogenizaltuk (6— 10 6ra).

Az igy el6allitott amildz teszt pH 7,0-es értékét vizes oldatban ellenriztuk.

A tablettak szilardsaga érdekében az amiléz teszthez cellulézport adtunk, 1:1 témegaranyban.
A cellulozzal kevert tablettak 0,5 MPa egységnél kisebb nyoméson, kézi erével formalhatok
voltak. A cellul6z az amilaz aktivitds mérését nem befolyasolta. Egy amilaz teszt tabletta tdmege:
0,4 g, atméréje 13 mm, vastagsaga 2 mm volt. A tablettak feliilete fényes sima, nem torekény,
vizben jél szuszpendalédtak.

Az amil&z-aktivitds meghatarozésa

A szubsztrat elegyet Ugy készitettlik, hogy 1— 1db tablettat 5—5 ml desztillalt vizben rézattunk
5 percig, 37 *C-on, az igy el6allitott oldatban a kdvetkezd koncentracié értékek voltak: afoszfat-sé
0,1 mol/1, natrium-klorid 0,008 mol/1, keményité 23 mg/l. Az enzimoldat hozzaadasa utan 0 és
20 perc kozott inkubaltuk az oldatot (37 *Q, majd 2%-0s (m/v) natriumhidroxiddal leallitottuk
az enzimreakci6t és szlirtik. Az abszorbancia valtozast (4A) vakprébaval szemben 620 nm
hulldmhosszon mértiik. A vakpréba enzimoldatot nem tartalmazott. Az amilaz-aktivitast 1U egy-
ségben hataroztuk meg, 1 UsIO *"AA min *'

Az (j amilaz teszt ellendrzését a svéd Phadebas tablettaval hasonlitottuk dssze és standardként
SERVA gyartmanyu alfa-enzimet hasznaltunk. Az Gj amilaz teszttel meghatarozott amilaz-ak-
tivitast a Phadebas méadszerrel mért értékek fliggvényében a 2. dbran mutatjuk be. A két médszer
igen j6 korreléciét adott (r=0,978), Y=—239,2+0,95 X, ahol Y=a Phadebas médszenei mért amilaz
aktivitas, X=az (j teszt médszerrel mért amilaz-aktivitds. Az egyenesek meredeksége, b=0,95
szignifikdnsan nem tér el ib=1,00 értéktél, az egyenesek meredekségei (b) azonosnak vehet6k.
A regresszidanalizis szamitasa alapjan kdzos egyenlet alkalmazhat6, amelynek az egyenlete Y =
—37,23+1,04 X’ és nem tér el a hipotetikus b=1,00 meredekségl egyenestél.
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keményitéd
molekula

1. &bra. A keményit6hoz rogzitett Cibacron F3G—A képlete

Kdvetkeztetések

Az eddigi vizsgalatok alapjan a koltséges, importh6l beszerezheté Phadebas Amylase Test
tabletta hazai készitménnyel helyettesithetd.

Lehet8ség van az amilaz teszt alkalmazasanak tovabbi fejlesztésére. Kénnyen valtoztatni lehet
aszinezett szubsztrat koncentrécidjan, vagy a pH értékén, a mérni kivant amiiaztartalmd mintanak
megfelel6en. Ezaltal az amilaz teszt nemcsak egyfajta vizsgalatra, hanem az élelmiszeripar, a
biotechnolégia terdletén és a rutinszer( analizisekben széles kérben felhasznalhatéva valik.
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alfa-amilaz aktivitas U/mg
Uj teszt

2. d&bra. Az (j és a svéd Phadebas maodszerrel mért alfa-amilaz aktivitas 6sszehasonlitasa.
Y=—239,2+0,95X, r=0,978

AMILAZ AKTIVITAS MERESERE ALKALMAS KROMOGEN
SZUBSZTRAT ELOALLITASA

TEMESVARI J. ES HOSCHKE A.

Az amilaz-aktivitas mérésére alkalmas szines keményit§ szubsztratumot allitottak elé. Epi-
klorhidrin vegyulettel a keményité molekula térhalésitott, laza szerkezetét alakitottak ki és az
aktivalt keményit6hoéz kovalens kotéssel ,,Cibacron kék™ szinezéket kapcsoltak. A mddositott
keményitét foszfat-pufferso, natrium-klorid és cellul6z hozzaadasaval tablettaztak. Az eldallitott
(j amilazteszt tablettaval és a svéd Phadebas mddszerrel mért enzimaktivitas értékek megegyez-
tek.

A vizsgalatok eredményei arra utalnak, hogy a szinezett keményit6 szubsztratum tizemi el6-
allitasa megvalésithatd, a gyartastechnolégia hazai feltételei adottak. Az j amilazteszt dssze-
tételén kdnnyen lehet valtoztatni az igényeknek megfelel6en, ahogyan avizsgalati minta eredete
megkoveteli, ezért a biotechnolégiai analizisekben széles korben alkalmazhatd.
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PRODUCTION OF CHROMOGEN SUBSTRATUM FOR MEASU-
RING OF AMYLASE-ACTIVITY

TEMESVARI, J. AND HOSCHKE, A,

The authors produced coloured starch substratum which is suitable to measuring of amyla-
se-activity. They formed the loose structure of the starch molecule with epichlorohydrin com-
pouned and connected the ,,Cibacron blue” colouring agent to the activated starch by means
of covalent bond. They made tablets from the modified starch by means of mixing to phos-
phate-buffer, sodium chloride and cellulose. The measured values of enzyme activit were equi-
valent to the new amylase-test tablet and to the Swedish Phadebas method as well. According
to the results of analysis is realizable the industrial producing of the coloured starch substratum
because are given the domestic condition of technology. The compound of the new amylase-test
is variable easily according to the source of the survey sample so it is useful in wide-spread
in the biotechnological analysis.

HERSTELLUNG VOM FUR DIE MESSUNG DER AMYLASE-AKTI-
VITAT GEEIGNETEN CHROMOGENEN SUBSTRAT

TEMESVARI, J. AND HOSCHKE, A,

Fiur die Messung der Amylase-Aktivitat wurde ein farbiges Starkesubstrat hergestellt. Mit
Epichlorhydrin wurde eine lockere Raumnetzstruktur der Stérke herausgebildet und zu der ak-
tivierten Starke ,,Cibacron blau” Farbstoff mit Kovalens-Bindung gebunden. Die modifizierte
Starke wurde durch Zusatz von Phosphat-Puffersalz, Natriumchlorid und Zellulose in Tablet-
tenform gebracht. Die mit den neuen Amylasetest-Tabletten Izw. mit der schwedischen Pha-
debas-Methode gemessenen Enzymaktivitatswerte stimmten berein.

Die Ergebnisse der Untersuchungen weisen darauf hin, daR die grotechnische Herstellung
des gefélten Sarkesubstrats verwirklicht werden kann und die technologischen Bedingungen
dafuir in Ungarn gegeben sind. Die Zusammensetzung des neuen Amylasetests kann einfach,
je nach Bedarf und entsprechend dem Ursprung des Prifmusters verandert werden, wodurch
dieser Test in einem breiten Spektrum der biotechnologischen Analysen eingesetzt werden kann.

MPON3BOACTBO XPOMOITEHHOIO CYBCTPATA,
MPUTOAHOIO ANA UBMEPEHUA AMUIA3HON
AKTUBHOCTMU

/7. TemeLusapu 1 J1. XoLLKe

[ns n3amepeHns ammnnasHoli akTMBHOCTM 6bl1 MPOU3BeAEH MOAXOAALLMIA
ANa 3TOro LBeTHOlM cybeTpar kpaxmana. C MOMOLLO 3MuxXnoprugpuHa
KpaxMasl MpUHANM  PbIXY, MPOCTPaHCTBEHHO-CETOUHYIO CTPYKTYPY,
nocne 4ero K aKTMBMPOBAHHOMY Kpaxmasly KOBa/IeHTHOW CBSA3bIO Npu-
COeAVHWAN KpacuTenb ,,LInbaypoH cUHMIA®. I3MeHEHHbI TaknM 06pasom
Kpaxman — nocne Ao6aBneHvss K Hemy nyddepHoin conw, xnopuga
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HaTpUst U LEN/IN03bl — MPEccoBa/IM B TAOMETKU. 3HAYEHUS] 3H3UMHOM
aKTMBHOCTM, M3MEPEHHbIE C MOMOLLbI0 NMOJTyYEHHbIX aMUIa3HO-TECTOBbLIX
Tab/IeTOK U C MPUMEHEHMEM LUBEACKOro mMetoga Mxagesac, 6bIn oanHa-
KOBbIMW. PesynbTaTbl WCCNEA0BaHUA  yKasbiBalOT Ha BO3MOXHOCTb
3aBO/ICKOr0 NPOV3BOACTBA OKpaLleHHOro cybcTpata kpaxmana. CocTas
HOBOr0 aMuMa3HOro TecTa MOXHO fIeFKO M3MEHUTb B COOTBETCTBUU C
Tpe6oBaHUSIMK, 3aBUCSLLMMW OT TMPOUCXOXKAEHUA UCMbITYEMbIX MpPOo,
MO3TOMY [aHHbIli TECT MOXHO LUMPOKO MPUMEHSITb B GUMOTEXHOMOMU-
YECKOM aHa/mse.
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SCHMID. R. D.: Bioszenzorok fejlettségi szintje az élelmiszeranalitika szempontjabél (Ent-
wicklungsstand von Biosensoren fiir die Lebensmittel-Analytik) Lebensmitteltechnik (1989) 9,
490-493.

Annak ellenére, hogy ez elsé enzim-elektrédakrél mar tobb mint 25 évvel ezel6tt irtak, a
kozvetlenul felhasznalhaté bioszenzorok szama igen alacsony. Ennek nem a kisebb pontossag
vagy a stabilitas hidnya az oka, hanem a konkuralé méréstechnol6giak pl. a nedves kémiai vagy
az enzimatikus analizis. A biotechnolégia fejlddése és a bioszenzorok kénny(i automatizalha-
tésaga kovetkeztében azonban ezen méréérzékel 6k gyakorlati alkalmazasanak névekedésére sza-
mithatunk a kovetkez6 években. Az Eurdpai Kozdsség az élelmiszeranalitika teriiletén is érezhet6
harmonizald térekvésének eredményeként e modszerekre nagy jové var. A kdzlemény az enzimes
folyéinjekcids-berendezés koncepcidja alapjan bemutatja az alkohol folyamatos gyors megha-
tarozasat. Az elemzési frekvencia ennél a méréberendezésnél percenkénti, amely linearisan to-
vébb allithatd. A masik példa szerint a hal és hus friss allapotara hasznaljék a bioszenzorokat,
amelyek az elektrokémiai H202 meghatérozésara alapulnak. Az enzimelektrodak kénnyen mi-
niaturizalhatok és mindenekel6tt idegen csirék, toxinok vagy névényvéddszer maradvanyok im-
munanalizisére alkalmasak. Sokat igér6k az immunszenzoros megoldasok a viszkozitas
valtozasok meghatarozasara. Intenziven dolgoznak az aromak bioszenzoros meghatarozasan, de
ittmég nem sikeriilt az é16 szervezetek érzékeld sejtjeinek kielégitd érzékenységl utanzasat elérni.

Molnar P.
(Budapest)

REEFMAN, R.: On-line ellen6rzési rendszer az élelmiszeripar szdméara (On-line, Inspekti-
onssysteme fir die Lebensmittelindustrie) Internationale Zeitschrift fur Lebensmittel-Techno-
logie und Verfahrenstechnik 39 (1988) 7, 585—588

A technika mai &llasa mellett az Givegek (palackok) jelent6s toltési sebességét figyelembe véve
azok szubjektiv ellen6rzése nem kielégitd. A korszerd, teljesen automatizalt on-line ellen6rzési
rendszer lehetévé teszi még a nagyteljesitmény(i szallitdszalagon is az idegen anyagtartalmon
kivil az Uvegek legcsekélyebb hibainak kimutatéséat az Uivegek fenékrészén, falan, vagy szaj részén
is. Az eljarés rugalmasan alkalmazhat6é fémdobozon és mianyagedényen is. EI6nydsen hasz-
nalhatd élelmiszer, illetve élvezeti nyersanyagok ellenérzésére, idegen anyagoktél torténd el-
vélasztasara is.

Szarvas T.
(Budapest)
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