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Príspevok k poznaniu rastliných amyláz 
IMRICH STEIN 

Slozenie diastatických komplexov nevyklíčených obilín. 

Poidľa diasitatického obsahu, zisteného dnešnými skúšobnými 
metódami, dajú sa nevyklíčené obilniny zaradiť do skupiny s vyso
kým dia&tatiokým obsahom ako pšenica, žito a jačmeň a do sku
piny tslalbodia&taticky účinných obilnín ako p'roso, ovos a kuku
rica. 

Proti takémuto, v technologii kvasného priemyslu všeobecne 
používanému triedeniu hovoria niektoré biochemické zjavy, ktoré 
dosiaľ z neznámych príčin zostaly nepovšimnuté. Tak napr. zdá sa 
byť veľmi nepravdepodobným, aby takmer rovnaký škrobový ob
sah obilnín (56,38), bol pri klíčení odbúraný u jedných veľkým, u 
druhých nepatrným množstvom amylázy. Proti zisteným rozdielom 
v di asta tick e j mohutnosti (tab- 1, stĺp. 5), hovorí aj skutočnosť, 
že za primeraných a iriovniakých pokusných podmienok priprave
né výluhy z obilnín dávajú po ecukrení rovnakú farebnú reakciu 
•s jódovým roztokom. Uplná premena škrobu poukazuje vlastne na 
rovnaký diastatický obsah výluhov. 

Okolnosti zdajú sa nasvedčovať tomu, že p'ríčina tejto diškre-
pancie neleží len v neznalosti bližšieho složenia enzymu a z toho 
vyplývajúcej nedokonalosti spôsobov jej určenia, ale aj v tom, že 
veľká väčšina našich vedomostí o rastlinných aniylázach je apliko
vaná z nálezov o amyláze nevyklíčeného jačmeňa a nepochádza 
z bezpToistredných isfcúmaní. 

Ü v o d. 

Pôsobenie rastlinných amyláz na škrob prejavuje isa všeobecne 
troma charakteristickými zmenami substrátu, a to istekuteníni škro
bového mazu, vznikoim redukujúcich slúčenín, menovite maltózy 
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a redukujúcich dextrinov, a vznikom směsi slúčením tzv. dextri
nov, ktoré jódovým roztokom dávajú rôzne zafarbenia (modré r 

fialové, červené, hnedé). Zdá sa byť veľmi pravdepodobné, že pre
mena škrobu je výsledkom účinku viacerých vlastnosťami a akti
vitou líšiacich sa enzýmov z ktorých dva typy môžeme považovať 
za bezpečne dokázané. Je to a — alebo dextrinogenná amyláza 
a ß — alebo saceharogenná amyláza. 

Kým sa výskyt oboch amyláz vo vyklíčených semenách, resp. 
vo výluhoch pripravených *zo sladov bezpečne zistil, bola prítom
nosť a - amylázy vedľa ß - amylázy v nevyklíčených semenách, 
resp. vo výluhoch pripravených zo šrotov nevyklíčených obilnín 
dlho sporná. Nezistiteľmosť « - amylázy v nevyklíčených obilninách, 
najmä v jaČmeni viedla k domnienke, že a - amyláza tvorí sa len za 
klíčenia (11, 32, 23,) alebo premenou častí ß - amylázy v « . amy, 
lazu (58). Od tejto teórie sa upustilo až keď Waldschmidt - Leitzovi 
a jeho spolupracovníkom (25) podarilo sa dokázať prítomnosť a -
amylázy vo výluhu pripraveného z nevyklíčeného jačmeňa. Na roz
diel od ß - amylázy, ktorá sa v nevyklíčenom jačmeni vyskytuje 
v aktívnej forme, zistili spomínaní bádatelia, že «- amyláza nachá
dza sa v jačmeni vo forme inaktívneho enzymu. 

Z tohto nálezu Waldschmidt-Leitzovho vyvodzuje odborná li
teratura poznatok (24, 57), že nevyklíčené obilniny obsahujú síce 
« - amylázu, ale táto vyskytuje sa v nich v ina'ktívnej forme. Akti
vuje sa lem za klíčenia zrna. 

Takéto zovšeobecnenie jedného nálezu, jeho aplikáciu na nevy
klíčené obilniny vôbec, resp. na vodné výluhy pripravené z nevy
klíčených obilnín, nepozdávalo sa mi byť správnym. Preto pre
skúmal som vodné výluhy pripravené zo šrotov niektorých obil
nín na prítomnosť a - amylázy a ß - amylázy a na formu, v akej 
sa a - amyláza v niektorých obilninách vyskytuje. 

Teória účinku amyláz a složenie škrobové] molekuly. 

Pôsobením amylázy vyklíčených obilnín za normálnych po
kusných podmienok na stekutený škrob vzniká zo škrobu 75—80 /a 
maltózy a 25—20% smeisi látok, zvaných dextríny. Pretože po> 
dosiahnutí týchto množstiev odbúnacich produktov škrobu sa 
enzymatický pochod veľmi spomalí a prakticky je ukončený, 
považujeme výkon charakterizovaný vyššie uvedenými hod
notami za hranicu enzymaticky maximálne možného od
búrania škrobu (Grenzabbau), ktorý sa dosiahne vtedy, 
keď sa z roztoku neodstraňujú reakčné produkty, meno-
novite maltóza. Z racionálnych príčin, o ktorých sa tu bližšie 
rozpisovať nepokladám za potrebné, množstvo maltózy vytvorené* 
premenou 75% škrobu považuje sa za 100% teoretický výťažok 
docieliteľný aomylázou. 

Popri maltóze vznikajú dextríny, ktoré sa účinkom amy-
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lázy пет ozk la dajú (tzv. hraničné dextríny, Grenzdextrine), sú vlast
ne intermediarinynii produktmi odbúrania škrobu a predstavujú 
snieis slúčenín, vystavaných pravdepodobne z molekúl glukózy; 
líšia sa od eeba složením a molekulárnou váhou. 

Pochody odohrávajúce sa v priebehu premeny škrob ovej mo
lekuly v maltózu, nie sú dodnes s určitosťou známe. Vytvárame 
si o nich obraz pomocou teórií, ktoré sa menia tak, ako sa naše 
vedomosti o štruktúmoni složení škroibu a amylázy prehlbujú, a 
budú sa meniť dotiaľ, kým sa nepodarí objaviť štruktúrne, slože-
nie enzymu amylázy a škrobovej molekuly. 

Dnešný názor na štrukturálne složenie škrobovej molekuly 
vyplýva z viskozimetrického a osmotického chovania škrobu a jeho 
derivátov, z ktorého K. H. Meyer a H. Mark (60) usudzujú, že škro
bová molekula nepozostáva, ako sa myslelo, z rovných a dlhých 
reťazí vytvorených molekulami maltózy, ale z a - glukozi-
dieky viazaných a - glukózových prstencov, ktoré sú stéricky 
soiskuipemé vo forme (rozvetvenej reťaze. Z hlavnej reťaze 
vychádzajú bočné vetvy. Bočné reťaze vychádzajú z každého dru
hého až štvrtého glukózového prstenca hlavnej reťaze a ,potzostá-
vajú približne z 20 « _ glukózových prstencov. 

Konfiguráciu glukózových molekúl v molekule škrobu pokú
ša sa reprodukovať schéma Frey- Wysslingove, v ktorom každý 
krúžok predstavuje jeden glukózový prsteň. (Viď vyobrazenia. 
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Obr. 1. Škrob. Každý krúžok predstavuje jeden glukózový prsteň. 

Myrback (predpokladá, že škrobová molekula nepozostáva len 
zo zbytkov molekúl maltózy, ale že sa v nej vyskytujú aj inak 
stavané časti molekúl. Amylázy majú však podľa Myrbäcka od
štepovať zo škrobu také molekulárne časti, ktoré konfiguráciou 
odpovedajú Haworthovému vzorcu. 
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•Лон 

»Štrukturálny vzorec škrobu podľa Staudingera 1(61). 

Podľa Hawortha pozostáva škrobová molekula z « - gluikozi-
dioky v 4-ej polohe viazaných pyranoidných glukózo vy ch prsten-

нэн 

H OH H OH H OH 
}•—i r°T Á—i гот i — L rOi 
онн\| /OHH\I |/6HHX 

Ы» *HU/H H W H ' " 
CH2OH CH2OH CH2OH 

Premena škrobu v maltózu je podľa tohto vzorca porozumi-
teľná, pretože za sebou nasledujúce 2 glukózové zbytky predstavu
jú molekulu maltózy, ktorú Haworth identifikoval ako a - glyko-
zido-4-glukózu, kde oba glukózové zbytky sú normálne pyranózy. 
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ß - amyláza je schopná napadnúť škrobová molekulu len па 
voľných koncoch reťaze, stred reťaze medzi dvoma anomáliami 
/9-amylázi nerozkládá. Odštepuje zo škrobu jednu molekulu maltó
zy za druhou tak dlho, kým neprenikne k anomáliám vo väzbe mole
kúl, pri ktorých následkom zmeny v sterickom rozpoložení molekuly 
sitmca funkcionálmi schopnosť. Takto rozloží ß - amyláza okolo 
60% škrobu v maltózu a zvyšok 40% ostáva ako vysokomoleku
lárny, .škrobu sa podobajúci hraničný dextrin. 

Naprati tomu a - amyláza napadá škrobovú molekulu vo stre
de reťaze medzi anomáliami. Zmena v sterickom rozpoložení mole
kuly nie je pre a - amylázu prekážkou, « - amyláza rozkladá škrob 
primárne v dextríny o strednej molekulárnej veľkosti (1000—4000), 
sekundárne sú itieto dextríny a - amylázou rozložené v maltózu 
a v nízkomolekulártne, tzv. pravé dextríny, ktoré sa složením ne
podobajú škrobu. 

Vznik hraničných dextrínoy, t. j . takých dextrínov, ktoré amy. 
láza už nie je schopná rozložiť v maltózu, vysvetľujeme si novšou 
teóriou o stavbe škrobovej molekuly. 

Ako je známe, škrobové zrno skladá sa z dvoch, vlastnosťami 
&a líšiacich frakcií, a to z amylózy, ktorá tvorí 80% škrobového 
zrna a tvorí akési jadro zrna a z amylopektínu, tvoriaceho obal 
škrobového zrna. Amylóza rozpúšťa sa v teplej vode bez bobtnania 
hladko a dáva jódom modré zafarbenia, kým amylopektín nabob-
tnáva /vo voide ia tvo'rí maz (škrobový), ktorý ochladením želati-
nuje. Jódom dáva fialové až hnedé zafarbenie. Amylopektín obsa
huje soli Ca ,K a menovite esteirovite viazanú kyselinu fosforečnú. 

Schematický vzorec výstavby amylopektínu. 
(Podľa: Lehnartz, Einführung in die ehem. Physiologie, Berlin, 
1943, str. 28) 
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Výsledky pokusov novšieho dáta poskytly opodstatnenie pre 
náhľad, že lamylóza pozostáva z ghikózových molekúl uložených 
vo forme nerozvetvenej reťaze (ako celulóza), naproti tomu amylo-
pektín je vystavený z glukózových molekúl uložených vo forme 
rozvetvenej reťaze (ako glykogéii). Následkom toho smes molekúl 
týchto poly&acchaTÍd o v má trojdimenzionálnu stavbu. Rozvetvenie 
molekúl nastáva vznikom cc - glykozidicky 1,6 — väzieb medzi 
C-atómom 6 jednej glukózovej molekuly hlavnej reťaze a C-ató-
mom jedného glukózového zvyšku bočnej reťaze Potom vzniká 
štruktúra podľa tohto vzorca: 

Zdá sa, že hraničné dextríny majú okrem « - glykozidickej 
1,4-väzby maltózy prevažne " - glykozidické 1,6-väzby, okrem toho 
nachádza sa v nich aj kyselina fosforečná. 

Premena hraničných dextrínov v maltózu a tým vlastne úplné 
enzymatické odbúranie škrobu v maltózu, uskutočňuje sa len 
za zvláštnych podmienok a to alebo za prítomnosti zvláštnych gly-
kozidáz schopných rozkladať « - glykozidické 1,6-väzby, aké sa mô
žu vyskytovať v preparátoch a - amylázy (tým sa vysvetľuje občas 
pozorované odbúranie hraničných dextrínov a - amylázou v mal
tózu), alebo za súčasnej prítomnosti amylázy a kvasnic, ako napr. 
pri alkoholovom kvasení v lichovarskom priemysle. 

Vlastnosti amyláz. 
Rozdiel v priebehu hydrolýzy škrobu medzi účinkom amyláz, 

ktoré sa od seba líšia pôvodom, napr. medzi odbúraním škrobu 
amylázou sladu a amylázou z nevyklíčeného jačmeňa, lalebo medzi 
účinkom amylázy bakteriálneho pôvodu (Taka-amyláza) a medzi 
amylázou sladu, opodstatňoval názor bádateľov, že amyláza pred
stavuje v podstate komplex, pozostávajúci podľa jedných z dvoch 
enzýmov (istekutujúceho a scukriijúceho), podľa iných z troch en
zýmov, (stekutujúceho, dextrinujúceho a scukrujúceho enzýmu). 
Nedostatočnosť dôkazov o existencii predpokladaných komponen
tov amylázy nemohla však dlho presvedčiť zaistáncov názoru o jed
notnosti enzymu amylázy. Názory sa rozchádzaly až po objav Kuh-
nov (3), ktorý pri polarimetričkom porovnaní odbúrania škrobu 
amylázou z pankreasu a amylázou z aspergilliis oryzae zistili, 
že vnikla labilná forma maltózy mutarotuje smerom dolu, 
t. j . uhol otáčivosti je vyšší [a] Q.O = + 158° ± 5°, ako špeci
fický uhol otáčivosti stabilnej formy maltózy [£]D^ = ~ r 137.5°. 
Stabilný uhol otáčivosti dosiahol sa klesaním stupňa mutanoitácie. 
Amylázou sladu vytvorená maltóza vykazovala opačné vlastnosti. 
Uhol otáčivosti vzniklej labilnej formy maltózy bol nižší [а]о™ = 
+ 112° ako stabilnej.maltózy, t. j . specifický uhol otáčivosti stabil
nej formy maltózy doisiahol sa stúpaním pôvodných hodnôt polari
zácie. Uvoľnenie maltózy zo škrobovej molekuly v я — a v ß - modi
fikácii {leka-zuje. že analogicky existujú aj dve rôzne amylázy, ,a to 
a - amyláza, ktorá zo škrobovej molekuly uvoľňuje maltózu v a -
forme а ß - amyláza. ktorá uvcTňujr zo škrobovej molekuly miV 
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tózu v ß - foTime. Existencia dvoch typov amyláz pokladá sa dnes 
už za dokázanú. (12, 24, 8, 32). 

Na výskyt dvoch druhov amyláz v slade poukázal už Wijs-
maim (2), ktorého „maltóza ' by mohla byť identickou s ß . amy
lasou a „dextrináza" s «amylázou. Aj Syniewskeho (4) „a-amylá-
za" je itermolabilná a podobá sa dnešnej ß - airiyláze a jeho „ß -
amyláza" svojou termostabilnosťou zdá sa byť blízka našej a - amy-
láze. Až Ohlssonovi (5) ea podarilo rozložiť amylázu sladu na dve 
komponenty a dokázať, že vyklíčené obilniny obsahujú dve vlast
nosťami sa líšiace komponenty, z ktorých jednu pomenoval saccha-
rogennou —= ß - amyláza a druhú dextrinogennou amylázou, = a -
amyláza. Po ňom Waldschmidt-Leitz a jeho spolupracovníci a iní 
(25), 7, 9) izolovali z amylázy sladu a - a ß - amylázu. 

Účasť oboch komponentov diastatického koplexn na enzyma-
matickom scukrení škrobu rastlinnými amylázami môžeme teda po
važovať za dokázanú. Kvalitatívny rozbor diastaitického komplexu 
vyklíčených, alebo nevyklíčených obilnín je umožnený rôznymi 
vlastnosťami jednotlivých amyláz. Pretože popis týchto je roztrú
sený po literatúre, shiniem v krátkosti doterajšie poznatky. 

Vlastnosti cc- (de x lrbiogénnej) amylázy. 

Pôsobením «-amylázy stráca škrob rýchle schopnosť farbiť 
sa jódovým roztokom, pričom je charakteristické, že zmena kolo
rimetrického chovania nastáva už pri vytvorení malého množstva 
maltózy (11—14%). (8, 11, 12, 13, 14). Zo skrobovej molekuly 
uvolňuje G - maltózu (5) í Po vytvorení 34—36% teoret. maltózy 
pochod odbúrania škrobu a - amylázou sa spomalí, ale nezaistaví. 
Zväčšením množstva a - amylázy zvýši sa množstva vytvorenej mal
tózy na 43 až 78,5% t. m. (8, 13, 21, 20). Pretože hranica, pri kto
rej pôscbeiií «-amylázy na škrob sa zastavuje, je neurčitá, je stanove
nie množstva amylázy metódami, ktoré sa zakladajú na určitom ma
ximálnom výkone enzýmu, t.j. na určitej odbúracej hranici, napr. me
tóda Euler-Svanbergova (37, 43) nie vždy presné. Charakterizovanie 
roztokov a - amylázy enzymatickými jednotkami vo forme diaista-
tickej inchutnoisti (22), naráža na určité ťažkosti. Proti vyššej teplo
te je «-amyláza rezistentná: keď sa zahreje sladový výluh pri pH — 
6—7 na teiplotii700 po dobu 15 minút, oistáva z celého pôvodného 
obsahu a - amylázy 75 % neporušené, kým ß —amyláza sa prakticky 
úplne inaktivuje. (5). Proti vyššej kyslosti je « - amyláza veľmi cit
livá. V sladových výluhoch okyslených na pH — 3,3 pri teplote 0°? 

aleb> pri iteplote 20° a pH = 4,2—4,3 (15) sa a-amyláza prakticky 
inaktivuje. Optimálne ph « - amvlázy leží v úzkych medziach 
5,5—6 (5). 

«- amyláze pripisuje sa schopnosť stekutiť škrob a odbúrať 
hraničné dextríny. Z toho sa odvodzuje, že dosiaľ izolované prepa
ráty a - amylázy nie sú čisté. Zdá sa, že obsahujú aniylofoisfatázn 
(15. 16) a tiež nejaké irlykozidázy. 
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Vlastnosti ß - (saccharogennej) amylázy. 

Pôsobením ß - amylázy na škrobový roztok stráca škrob schop-
noisť farbiť sa jódovým roztokom až po takmer úiplnoni s cukrení, 
t. j . až keď sa vytvorilo cca 64% maltózy. (12). Po vytvorení 60— 
67% maltózy zastaví sa účinok ß - amylázy. Táto hranica odbúra
nia je na rozdiel od a - amylázy definitívna, pretože ani zvýšením 
množstva fi - amylázy nevytvorí sa zo škrobu viac maltózy (20). 
Zdá sa, že po dosiahnutí tejto hranice naráža enzym na nejakú 
anomáliu vo väzbe škrobovej molekuly a funikciomálna schopnosť 
ß - jamylázy stráca sa pre zmenu stérického rozpoloženia zvyšku 
škrobovej molekuly. Nezdá sa mať, resp. má len veľmi nepatrnú 
stekutujúcu, schopnosť (14, 22), preto hydrolyzuje len chemicky, 
alebo biologicky stekutený škrob. Pre ß - amylázu je charakteristic
ká jej veľká citlivosť proti vyššej teplote. Pri teplote 60° isa za 20 
minút inaktivuje (4). Vo sladovom výluhu zohriatom na 70° po do
bu 15 minút sa ireverzibilné inaktivuje (5). Naproti tomu je vzdor
ná proti vyššej kyslosti. Okyslením sladového výluhu na ipH = 
3,3 pri teplote 0° po dobu 15 minút sa len 2 5 % pôvodného obisa.hu 
inaktivuje. Optimálne pH ß - amvlázy leží v Širších medziach 4,0— 
5,75 (5). 

Vlastnosti cc + ß - (sladovej) amylázy. 

Sladová amyláza, ako prirodzená smes oboch druhov amyláz 
má vyššiu odhúraciu hranicu ako obe izolované komponenty zvlášť. 
Pôsobenie sladovej amylázy zastavuje sa pri dosiahnutí definitívnej 
odbúracej hranici, t. j . pri odbúraní 75—80% škrobu ( = 100% 
t. m.). (20) Väčší aniylolytický účinok sladovej amylázy zdá sa byť 
zapríčinený jednak prítomnosťou viac^menej neznámych aktivá-
torov v sladovom výluhu (amylokynázou, 7,25) a tiež tým, že a -
amyláza odbúra ešte tie dextríny, ktoré ß - amyláza nerozkládá. 
(27, 28)- Z podobnosti priebehu pH krivky sladovej amylázy s pH 
krivkou ß - amylázy možno usudzovať, že pri pôsobení sladovej 
amylázy vystupuje do popredia účinok ß - amylázy; a - amyláza 
vystupuje tiež pre tento enzym charakteristickým spôsobom. (8). 
Podľa Ohlssona leží maximálna stabilita sladovej amylázy pri opt. 
p H — 5,6—5,8. (5). Klíčením obilnín zväčšuje sa obsah amylázy, 
takže slady obsahujú väčšie množstvo a - a ß - amylázy ako nevy
klíčené obilniny. Je známe, že celkový obsah amylázy v slade (tzv. 
diaistaitická mohutnosť) nie je konštantnou hodnotou, ale závisí 
v značnej miere od podmienok prípravy sladu (sladovaní). Zmena 
diastatiokej mohutnosti sladu je v skut o čnosti výsledkom zmeny 
v obsahu a - а ß - amylázy v slade, resp. vo výluhu a tiež výsled
kom zmeny pomeru a - amylázy k ß - amyláze vo slade, resp. v sla
dovom výluhu. Enzymatické vlastnosti sladových výluhov sú samo
zrejme vo veľkej miere závislé od obsahu jednotlivých v nich sa 
vyskytujúcich amyláz a od ich vzájomného pomeru. 'Najmä cho
vanie sa sladovej amylázy proti vyšším teplotám a p'roti zmenám 
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kyslosti v značnej miere je závislé od množstva v sladovom výluhu 
sa nachádzajúcej termoetabilnej, resp. — labilnej a acidostabilnej, 
resp. — labilnej komponenty amylázy. V staršej literatúre zapodie
vajúcej sa štúdiom vlastností sladovej amylázy nebral sa dostatoč
ný zreteľ na tieto vlastnosti. Preto sa stretávame v nej s veľmi 
značne ea rozchádzajúcimi údajmi o vplyve teploty a kyslosti ш 
aktivitu sladovej amylázy, ako aj o optimálnej teplote a optimálnej 
pH účinku sladovej amylázy. Diferencie v údajoch zdajú sa byť 
zapríčinené tým, že skúmané sladové výluhy obsahovaly rôzne 
množstvá a- a ß - amylázy. Preto údaje staršej literatúry o vlast
nostiach isiadovej amylázy, menovite čo sa týka vplyvu pH a vyš
ších teplôt, majú len podmienečnú hodnotu. (26 a iné). 

Pracovná hypotéza. 
Pri vypracovaní experimentálneho postupu vychádzal isom 

z nasledujúcej úvahy: pri vyklíčení sa odohrávajúce chemické a fy-
zikálne-chemické pochody sú do istej miery analogické pochodom, 
ktoré sa odohirávajú pri vyluhovaní jemne roz omletého zrna vodou. 
V oboch prípadoch nabobtnáva obsah zrna voidou, aktivuje sa 
činnosť enzýmov a ich sprievodných látok (aktivátorov, paralyzá-
torov), stekutí, rozpúšťa a odbúra (hydrolyzuje) v zrne uložený, 
resp. z neho vylúhavaný škrob. Enzymatickým pochodom nedo
tknutá aimyláza ostáva ako nadbytočná v zrne, resp. vo výluhu. 
Rozdiel medzi biologickým pochodom, t. j . vyklíčením a vyluho
váním vodou spočíva v podstate v tom, že pri vyklíčení uvoľňuje 
sa takmer celý diaetatický obsah a ostatné biochemické princípy 
zrna, (kdežto pri vyluhovaní vodou len vo vode rozpustené množ
stvá enzymu a biochemických princípov. Môžeme síce, ako sa do
kázalo, (29, 4, 30, 31, 16, 32, 33, 34, 38), za prítomnosti proteoly-
tioky alebo osmoticky pôsobiacich látok vo vylúhovacej vode, prá
ve tak ako vyklíčením, celý diaistatický komplex vylúhovať, ale sa 
ukázalo, že priebeh hydrolýzy škriobu amylázou, ktorá sa z nevyklí
čených obilnín takýmto umelým spôsobom vylúhovala, líši sa od 
p'riebehu hydrolýzy škrobu amylázou, ktorá &a získala klíčením. 
Zdá sa, že tento rozdiel v mechanizme pôsobenia amyláz je zaprí
činený tým, že sa vyklíčením uvoľňujú také aktivátori (efektori, 
kynázy), ktoré menia mechanizmus účinku amyláz a ktoré sa ni
jakým spôsobom umele zo zrna neuvoľňujú. Výluhy pripravené 
% obilnín reprodukujú teda len tie diastatické stavy, kto»r>é sú EO 
zrna vylúhovateľné vodou, resp. sú vo vode rozpustné. Usudzovať 
z nich o složení obilnín znamená poznať enzymatické složenie obil
nín už v stave neprirodzenom, akým isa nám javia po priebehu ur
čitých pochodov za vyluhováni a. Predpokladaní, že za vylúhovania 
naisitalé zmeny v složení zrna nie sú také veľké, že by vo význačnej 
miere skreslily 'skutočné pomery panujúce v obilninách. Preto 
môžeme bez d opustenia sa väčších chýb z enzymatických vlastnoistí 
výluhov usudzovať o složení diastatického komplexu vyklíčených 
a nevyklíčených obilnín. 
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Predpokladal som, že amylolytický účinok neporušeného dia-
statického komplexu prejaví sa jednak zmenou vlastností odbúra
ného škrobu a jednak tým, že obe aktívne komponenty budú prí
tomné v amyláze, ktorá po amylolýze ostala vo výluhu neporušená. 
Zmena chemických vlastností škrobu dá sa zistiť z farebnej reak
cie škrob u s jódovým roztokom a prítomnosť jednotlivých kompo-
iventov amylázy, ktorá ostala vo výluhu procesom neporušená, dá 
sa dokázať pomocou kapilárnej analýzy. Z chemických vlastností 
a - a ß - amylázy vyplývalo, že keď sa pôvodné složenie diastatic-
kého komplexu poruší inaktiv ováním a - alebo ß - amylázy, násle
dok prejaví sa v hydrolýze škrobu podľa toho, v akej miere bola 
príslušná amyláza na odbúraní makromolekul škrobu zúčastnená. 
Keďže účasť závisí od množstva, resp. aktivity príslušnej amylázy 
v di asta ti okom komplexe (celku), inaktivovanie jednej složky pre
javí sa takým účinkom na škrobovej molekule, aký je charakteris
tický pre príslušnú složku. Tak napr. keď sa vo výluhu inaktivo-
vala ß - amyláza v ráztoku ostavšia a - amyláza prejaví svoju prí
tomnosť, že ňou hydrolyzovaný škrob nezafarbí sa jódovým roz
tokom. Keď a - amyláza vo výluhu prítomná nebola, chovanie škro
bu sa proti jódovému roztoku nezmení. Z toho vyplývalo, že z vý
sledkov parciálnej analýzy diastatiokóho komplexu prevedenej in-
aktivovaním jednej z komponentov komplexu vhodným spôsobom 
môžeme aproximatívne zistiť složenie diasitatiekébo komplexu obil
nín. Kapilárnou analýzou bude možno overiť si výsledky kvalita
tívneho rozboru a kvantitatívnym stanovením účinku jednotlivých 
amyláz môžeme zistiť percentuálny 'obsah jednotlivých amyláz 
v diastatiokom komplexe obilnín. 

Složenie diastatického komplexu. 

1. Stanovenie složenia na základe jódkolorimetrického sa chovania 
výluhov. 

Stanovenie zmien v chemickom složení škrobu obsaženého vo 
výluhoch pripravených pri rôznych vylúhoviacích teplotách zo 
šrotov nevyklíčených obilnín slúžilo účelom orientačným. Rýchle 
prevediteľné pokusy malý informatívne zodpovedať otázkam, kto
ré som si položil: či existujú badateľné rozdiely v složení diastatic-
kých komplexov rôznych obilnín a či a - amyláza vyskytuje sa vo 
všetkých nevyklíčených obilninách v inaktívnej forme. Na tieto 
otázky nenašiel som v rozsiahlej lietatúre o fytoamylázach odpo
veď. Zdá sa, že složen» ie diast atického komplexu nevyklíčených 
obilnín nebolo ešte predmetom štúdia. 

Č a s ť p o k u s n á . 

Použitá metóda zakladá sa ma inaktivovaní ß - amylázy pri 
príprave výluhov z nevyklíčených alebo vyklíčených obilnín, zvy
šovaním teploty vylúhovania obilného šrotu. Odstraněním jed
nej a to obsahové najväčšej komponenty diastatického komlpexu 
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prejavuje sa prítomnosť a - amylázy ecukrením makromolekul 
škľobu obsiahnutého vo výluhu. Veľká citlivosť ß - amylázy a po
merne veľká vzdornosť a - amylázy proti vyšším teplotám umož
nila jednoduchú a rýchlu prácu. 

Enzymatický materiál pripravil sa jednohodinovým rmuío-
vaním jemne rozoniletých šrotov obilnín pochádzajúcich z maloob
chodu, resp. na vzduchu sušených sladov s príslušne ohriatou vo
dou v temperovanej vodnej kúpeli; připravily sa asi lO'/b-raé vý
luhy, ktoré po rýchlom schladení dovážením studenou vodou do
plnily sa na uvedenú koncentráciu a sfiltrovaly do čina. Kolorimet
rický určené pH pohybovalo sa v medziach 5, 6— ó.4. 

Priebeh hyrolýzy škrobu posudzoval sa na základe zmeny za
farbenia n/lOO-jód-jódkaliumového roztoku vyvolaného čírym fil-
trátom výluhu opatrne pridávaného po stene skúmavky. 

Pri voľbe vylúhovacej teploty vychádzal som z predpokladu, 
že teplota 37° a doba 60 minút podstatne neovplyvňuje prirodze
né složenie d ias t atického komplexu. (37). Teplota 60° a doba} 30 
minút vystačí podľa Syniewského (4) na inaktivovanie /3-amylázy. 
Teplota 50° a doba 60 minút mala za účel zachytiť istý prechod, 
t. j . čiastočné inaktivovanie ß - amylázy. 

Vzhľadom na to, že škrobový obsah skúšaných nevyklíčených 
.obilnín je približne rovnaký (56) obnášajúci 50—65%, sladov 30— 
40% škrobu, sú výluhy z hľadiska obsahu škr oho viny 5—6%, riesp. 
3—4%-né roztoky škrobu. Eventuálne sa vyskytujúce rozdiely 
v koncentrácii škrobu sú pomerne malé a neovplyvňujú podstatne 
výsledky scukrenia škrobu. 

Diaetatická mohutnosť výluhov stanovila sa metódou Lintnero-
vou (38). 

Pokus c, ]: t ° = teplota, t = doba rmutovania v minútach, 
d. m. = diastaitická mohutnosť v Lintmerovýoh jednotkách. 

Z výsledkov uvedených v tab. 1. dá sa konštatovať, že za 
vhodných vylúhovacích podmienok diastatický obsah výluhov vy
klíčených i odpočívajúcich zŕn obilnín úplne vystačí na premenu 
jódom ©a farbiacich molekulárnych skupín vlastného škrobu do 
molekulárneho soiskupenia, ktoré jódom nedáva farebnú reakciu. 

Citlivosť výluhov nevyklíčených obilnín proti vyšším teplotám 
stúpa úmerne s diastaitickou mohutnosťou. Najcitlivejším je dia
statický komplex pšenice, najvzdornejŠím je komplex červeného 
prosa. Z toho sa dá usudzovať, že diastatické systémy nevyklíče
ných obilnín líšia sa od seba rôznym obsahom ß - amylázy. Roz-
diely v diaistaitickej mohutnosti výluhov nevyklíčených obilnín, 
vyjadrené v Lintnerovýoh jednotkách, sú zapríčinené rôznym ob
sahom ß - amylázy. 

Pri teplote 50° a dobe 60 minút začína sa složenie diastatic-
kého komplexu meniť; u pšenice a raži následkom čiastočne sil-
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Tabuľka č. 1. 

10%-лу vý lu i 

pšenica 

r a i 

jačmeň 

t0 = 37O 
t = 6 0 ' 

si ah o hnedo
červené 

bezfarebné 

bezfarebné 

ovos 1 bezfarebné 
! 

kukurica 

červené proso 

sušený slad 
liehová r.ský 

hvozdený slad 
pivov. svetlý 

bezfairebné 

bezfarebné 

bezfarebné 

bezfarebné 

10 = 500 | t 0 = 600 
t = 6 0 ' t = 3 0 ' d - m -

ihnedo. 
červené 

h n e d o , 
červené 

bezfarebné 

bezfarebné 

v
t m a v o : 1 83,3 

červene j 

h n e d o , 
červené 

slabo hnedo
červené 

, r , , slabo hnedo-
bezfarebné j & r v e n é 

bezfarebné j bezfarebné 

bezfairebné 

bezfarebné 

bezfarebné 

bezfarebné 

71,4 

45,4 

2,74 

1,0 

0,94 

97,4 

74,1 

nejšieho inaktivovania P - amyláza, ako z jódikolorimetrického 
chovania sa výluhu plynie, nezúčastňuje sa alebo len malou mie
rou na odbúraní škrobu. 

Pri teplote 60° a dobe 30 minút sa ß - amyláza inaktivuje, 
takže ea prakticky nezúčastňuje na hydrolýze. Jódkioloriimetrické 
chovanie sa výluhu je teda výsledkom účinku « - amylázy. 

Je známe, že vyklíčené obilniny, resp. slady obsahujú väčšie 
mncžstvc « - amylázy ako obilniny odpočívajúce. (39). Jódkolo-
rimetrické chovanie sa výluhu sladov pri vyššej teplote je výsled
kom účinku väčšieho množstva a-amylázy. Sladompoidobné jódoko-
lorimetrické chovanie vykazuje výluh z červeného prosa pripravený 
pri teplote 60° a doby 30 min. a o niečo horšie chovanie, islaib-
šie zafarbenie, vykazuje výluh z nevyklíčenej kukurice a ovsa. 
Z toho vyplýva, že premena šk rob ovej molekuly jódovým rozto
kom nefarbiaceho ea (achnoo-) soskúpenia je výsledkom účinku 
« - amylázy. 

Výsledky týchto orientačných pokusov poukazujú nielen na to, 
že relatívny obsaih "-amylázy vo výluhoch nevyklíčeného ovsa, kuku
rice a červeného prosa je väčší ako vo výluhoch pšenice, raži, jačme
ňa, ale súčasne dokazujú, že v nevyklíčenom zrne ovsa, kukurice a 
červeného piroea je ^amyláza prítomná v aktívnej forme. Složenie 
diastatického komplexu pšenice, raže a jačmeňa líši sa teda od 
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diastatického komplexu nevyklíčeného ovsa, kukurice a červeného 
prosa jednak väčším obsahom a - amylázy a jednak formou v akej 
je táto prítomná. 

Těmto jednoduchý spôsob kvalitatívneho rozboru doisiaí — 
podľa prístupnej odbornej literatúry — pre stanovenie složenia 
diaist atického komlexu použitý nebol a predstavuje novinku na poli 
enzymatické j analytiky. 

Výsledky týchto orientačných pokusov dávaly podnet na po
kračovanie v práci a na vyšetrenie složenia di as t atických kom
plexov osvedčenými spôsobmi. Z týchto najvhodnejších zdal sa mi 
byť spôisob kapilárne analytický. 

2. Stano venia složenia diastatického komlexu, pomocou kapilárnej 
analýzy. 

Princíp kapilárnej analýzy spočíva v rozdelení smesi. látok 
na základe rôznej difúznej rýchlosti. Jednotlivé amylázy difun-
duijú kapilárami želatino-škrobového gelu rozmanito rýchle a 'do
stávajú sa tak do rôznych vzdialeností, ß - amyláz a difunduje 
rýchlejšie za jednotku časovú ako a - amyláza, tým je rádius: pô-
eobišťa väčší ako u a - amylázy. Účinok difúznou cestou rozdele
ných amyláz prejaví sa na rôznych miestach žeLatiiio-škrobového 
gelu tým, že hydrolyzujú škrob im charakteristickým spôsobom. 
Z reakcie hydrolyzovanébo škrobu s jódovým roztokom usudzuje
me na dnuh úšinnej amylázy. 

Túto metódu objavil Beyernick (I), a H. P. Wijsman ju po
užil ako prvý na kvalitatívne stanovenie obidvoch amyláz. Metódu 
zdokonalil Griiss (41). 

Diaslatické složenie prevážne vyklíčených semien študoval 
v poslednom čase van KKingenberg (8), ktorý uvádza aj výsledky 
Beyerinckovýcih štúdií (42 cit. podľa 8), zaoberajúcej sa taktiež 
so isložením diaistatického komplexu vyklíčených semien. Vyklí
čené zrná pšenice, raži, ovísa, kukurice, hrachu, fazule a viky ob
sahovaly obe: komponenty amylázy. Len u kukurici a hrachu bol 
obsah ß - amylázy veľmi malý. 

Č a s ť p o k u s n á . 

Enzymatický materiál popravil sa vyššie popísaným spcGo-
bo-m. Substrát pripravil sa takto: Smes pripravená rozpustením 
8 gr. želatiny a 0,5 gr. rozpusteného škrobu Lintnerovho v 100 cm3 

vriacej deštil, vody, naliala sa v tenkej vrstve do sterilných Pe-
triho misiek, na ktorých v termostate stvrdla. Po privedení kvap
ky číreho filtrátu na tvrdú želatino-škrobovú doštičku uložily sa 
prikryté misky znovu do vyregulovaného termostatu, v ktorom 
pri teplote + 5° difundoval extrakt 4—5 dní. Potom sa obsah 
misky, predstavujúci 0,5%-ný škrobový roztok postriekal ústnym 
rozprašovačom n/lOroztokom jód-jódkaliumovým. 
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Výsledok amylolýzy javil sa na tmav o-belas ej p loche alebo 
ako bezfarebný kruh obklopený purpurovým prs tencom ako dô
kaz účinku a a ß - amylázy, alebo ako bezfarebný kruh, t . j . úč inok 
« - amylázy, resp. puripúrový kruh-účinok ß - amylázy. 

Obraz difúzie jednotlivých amyláz. 

a = a-\-ß amylázy b = ß amyláza, c = = a amyláza. 
Pokus č. 2 : t° = teplota, t = doba rmutovania v minútach. 

Vysvetlenie značiek: aß = prítomnosť, a'• - a ß - amylázy. 
aßi — a - amylázia: prítominá v relat ívne rovnakom ß - amyláza 
v p o m e r n e menšom množstve ukazujúca sa ako fialový alebo hne
dočervený okraj . a/?2 = a - amyláza v relat ívne rovnakom množ
stve, ß - amyláza javiaca sa v podobe veľmi slabého prúžku fialo
vého, alebo 'hnedočerveného. 

а •= а - amyláza javiaca sa bez farebného okraja. 

Tabuľka č. 2. 

10%-ny výluh 

pšenica 

га ž 

jačmeň 

ovos 

kukurica 

červené proso 

suš. slad. liehov. 

svetlý hvozdeny 
slad pivovarský 

t° = 370 
t = 6 0 ' 

aß 

aß 

aß 

aß 

aß 

aß2 

aß 

aß 

t0 = 500 
t = 6 0 ' 

aß, 

aß, 

aß 

а 

а 

а 

aß 

aß 

\0= 600 
t = 3 0 ' 

aß2 

aß, 

а 

а 

а 

а 

а 

t o = 600 
t = 6 0 ' 

а 

а 

а 

а 

а 

а 

а 

Z uvedených výsledkov vyplýva, že: 
1. výluhy nevyklíčených obilnín obsahujú ako a - tak aj ß -

am y lazu, 
2. Z veľkosti p u r p u r o v é h o krúžku obklopujúceho bezfarebný 
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kruh a z citlivosti proti vyšším teplotám dá sa súdiť na rozdielne 
veľký obsah ß - amylázy v nevyklíčených obilninách. 

Kvantitatívne stanovenia složenia diastatických komplexov yievy-
klížených obilnin. 

Složenie diastatického komplexu jednotlivých nevyklíčených 
obilnin určilo s a na základe množstva maltózy, vytvořeného celým 
diastatickým komplexom a jeho jednotlivými komponentami zvlášť 
z 2%-ného roztoku škrobového. Množstvo maltózy stanovilo sa 
roztokom Fehlingovým. (5 cm3 = 36,82 mg maltózy) (56). 

Příprava roztokov aß - amylázy: diala sa vy šši ер opísaným ispô-
sobom, t. j . 1 hodinovým rmiutovaním pri teplote 37°. 

Príprava roztokov a - amylázy: roztok a - amylázy pripravil 
sa zahrievaním číreho roztoku aß - amylázy na teplotu 70° ( ± 0,5°) 
po dobu 15 minút (5). Vzniklá srazenina odstránila sa filtrovaním 
cez tvrdený filter. 

Na rozdiel od Ohlssoiia (1. c. 5) pôvodný roztok aß - amylázy 
sa neneutralizorval, aby sa pôvodné složenie diastatického komplexu 
vonkajším zásahom nezmenilo. Za týchto podmienok prípravy roz
toky neobsahovaly cc . glukozidázu (maltázu) (opt. t° = 35—40°), 
(25), a skúška Barfoedovým činidlom na glukózu v škrobovom roz
toku iscukrenom a - amylázou prebehla negatívne. 

Príprava roztoku ß - amylázy diala sa okyslením roztoku aß _ 
amylázy kyeelinou soľnou na pH = 4,0—4,2 (15) a po dobu 15 mi
nútovom státi ipri teplote 20°, neutralizováním roztoku m/30 rozto
kom sekundárneho fosforečnanu sodného na pôvodné pH. Popis 
je uvedený pri jednotlivých tabuľkách. Výluhy neobsahovaly « -
glukízidázu (opt. pH = 6,75—7,25,) (44). 

Príprava substrátu: 2%-ný roztok roizpuisteného škrobu 
(Merck) pripravený bol obvyklým spôsobom a pufrovaný octano-
vým regulátorom podľa Michaelisa (43), pH stanovil sa kolorime-
rioky. 

Stanovenie diastatického účinku: ipri prevedení scukrenia škno-
bového roztoku a stanovení vytvorenej maltózy menil sa postup 
práce podľa diastatickej účinnosti jednotlivých enzymatických roz
tokov, zistenej orientačnými pokusmi. Pri diaistaticky vysokoúčin-
ných extraktov (aß -aß- amylázy jačmeňa, pšenice, raži) pridá
valo sa do konštantného množstva škrobového roztoku meniace 
sa množstvo enzymatického výluhu a po skončení amylolýzy použilo 
sa konštantného množstva Fehlingovho roztoku. Postupovalo sa tak
to: do rady skúmaviek nachádzajúcich sa v Reischauerovej hviezde, 
odipipetovalo sa 10 cm3 čerstvé pripraveného regulovaného 2%-né
ho škrobového roztoku a toľko dest. vody, koľko sa spotrebovalo na 
dodržanie rovnakej koncentrácie roztokov vo všetkých skúmavkách. 
V presných, stopkami meraných časových intervaloch pridalo! sa 
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jemne delenou pipetou v aritmetickej rade stupňovanej 0,01 cm3, 

také množstvo enzymatického roztoiku, ktoré sa pri orientačných 
pokusoch ukázalo približne dostačujúci e na redukciu 5 cm3 Feh
lingovho roztoku. Po za zátkovaní gumovými zátkami obsah 'skú
maviek sa po 20 a 40 minútach premiešal. Po 1 hodinovom scukre-
ní pri teplote 17,5° prerušil sa proces pridaním 5 cm3 Feihlin-
.•;ovlio roztoku a po premiešaní ponořily sa skúmavky na |l0 mi
nút do vriacej vodnej kúpele. Po ochladení na laboratórnu tep
lotu a usadení kysličníku meďnatého posudzovala sa dokonalosť re
dukcie Fehlingovho roztoku zo zafarbenia obsahu skúmavky a (pre
kontrolovala sa po okyslení bezfarebného filtrátu kyselinou octo
vou, ferrokyamiidom draselným. V prípade slabého červeného za
farbenia, vzniklého následkom nedokonalej redukcie, sa diastatic-
kým výkonom enzymatického 'obsahu v ipoluisnej rade nasledujú
cej skúmavky vytvořily 36,82 mg maltózy. Pri diastaticky siaha 
účinných roztokoch (aß - amylázy ovsa, prosa a kukurice, a ~ 
amyláza enzymatických materiálov) a pri vykonaní slepých poku
sov (korekcie), pri dodržaní konštantného množstva škrobového -
a enzymatického roztoku variovalo sa množstvo pridávaného Fe
hlingovho roztoku, aby prílišným zriedením škrobového rioztoku en
zymatickým výluhom potrebným na redukciu 5 cm3 Fehlingo vej smě
si zákonitosť priebehu hydrolýzy sa čo najmenej ovplyvnila. Postu
povalo sa takto: do 10 cm3 regulovaného 2%-ného škrobového* 
roztoku doplneného deštil, vodou, potrebnou na dodržanie rovna
kých koncentrácií obsahu skúmaviek, pridalo sa 5 cm3 enzymatic
kého výluhu a scukrilo sa vyššie opísaným spôsobom. Proces pre
rušil 6-a pridaním v aritmetickej rade 0,5 cm3, (3,68 mg maltózy) 
stupňovaným množstvom Fehlingovho roztoku. 

Uvedený pomer enzymu a substrátu (1:2) a spôsob stanovenia-
reakčných produktov dodržal sa i pri predĺžení scukrovacej doby 
na 24 hodín. 

Stanovenie hodnoty korekcie: obsahom enzymatických výlu
hov a 2%-ným škrobovým roztokom z Fehlingovej smesi vytvo
rené množstvom maltózy stanovilo sa slepými pokusmi vykonaný
mi na spôsob hlavných pokusov. Stanovené hodnoty sa z nálezu 
odčítaly. 

Vyjadrenie diastatického účinku: amylolytický účinok diasta
tického ikomiplexu 'a jednotlivých komponentov je vyjadrený v mĝ  
maltózy, vytvorenej z 200 mg šikrobu použitým váhovým množ
stvom enzymatického materiálu po odčítaní príslušných korekcií. 
Za účelom srovnania obsahu jednotlivých amyláz boly hodnoty 
prepočítané na 1 gr. šrotu a vzájomný pomer jednotlivých amyláz 
vyjadril sa %4uálne, pričom celkový účinok diastatického kom
plexu rovná sa 100%. Obsah a - a ß - amylázy je relatívnou hod
notu v pomere k celkovému obsahu aß - amylázy. 
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Pri poisudzovaní výkonu « - alebo ß - amylázy treba uvážiť, 
že zväčšenie výkonu jednej amylázy ovplyvnením druhou, ktoré by 
mohlo nastať rv niektorých prípadoch prípadným neúplným od
delením jednej od druhej v jednotlivých roztokoch bude veľmi ne
patrné. Vzľadoim na vysokú citlivoisť ß - amylázy voči teiplote 70 

a dobe 15 minút, pri ktorej aj časť a . amylázy sa už iniaktivuje, 
nie je pravdepodobné, že by eventuálne zostal é stopy ß . amylázy 
výkon a .. amylázy podstatne ovplyvnily. Možný prehmat a - amylá
zy pri stanovení ß - amylázy eventuálne u niektorých na a - amy-
lázu bohatších výluhov bude sa javiť 100%-ov presahujúcim sú
čtom účinkov jednotlivých amyláz. 

Výsledky sú uvedené v tabuľkách 3 až 8. 

P š e n i c a . 

Použitá pšenica pochádzala z maloobchodu. 

Tabuľka č. 3. 
aß - amyláza: pripravený 20%-ný, použitý 10%-ný výluh; 

pH = 6,2. ß - amyláza: 20 cm3 20%-neho výluhu okyslilo sa 2,4 
cm3 n/10-HCl + 17,6 cm3 dest. vody — pH = 4,2; po 15 minúto
vom stání pri t° — 20° pridala sa smes 7,0 cm3 m/30 Na2HP04 + 
35 cm3 dest. vody — pH = 6,0—6,1; koncentrácia roztoku 5%. 

a - amyláza: 10% jný výluh zohriatý po dobu 15 min. na t° — 
70° 2%-ný škrobový roztok pufrovamý acetátovým regulátorom na 
pH = 5,5. Korekcia odčítaná. t° = teplota, t — doiba v minútach, 
resp. hodinách. 

1 

Druh amylázy 

aj6-amyláza 

/5-amyláza 

«-amyláza 

fí-amyláza 

množstvo šrotu 
použité pr i 

stanovení 

0,006 

0,008 

0,760 

0,760 

z 200 mg 
škrobu vytvo
rené množstvo 

maltózy pri 
10 = 17,5° 

t = 60' 
mg 

29,37 

29,35 

18,28 

10 = 17.50 
tO = 24 h 

Q 

1 gr. ŠTOltU 
vytvorené 
množstvo 
maltózy 

mg 

4,895,0 

3,669,0 

24,0 

0 

1 
pomer 

jedno t-
Hvýcih 
amyláz 

% 

100 

74,9 

0,49 

75,39% 

— 

Poznámka: pri príprave roztokov zničilo sa 24,61 % enzymu. 
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R a z . 

Použitá raž pochádzala z maloobchodu. Vzhľadom na zmazo-
vatenie připravil sa výluh pri teplote 45°. 

Tabuľka č. 4. 
aß - amyláza: pripravený a použitý 10%-ný výluh; pH = 

6,3 ß - amyláza: 20 cm3 10%-ného výluhu okysleného směsou 2,0 
cm3 n/lO-HCl + 18,0 cm3 deet. vody — pH = 4,1—4,2; po 15 
min. stáni pri t° = 20° pridala sa smes 6,0 cm3 m/30 Na2H(PÜ4 + 
34,0 cm3 dest. vody, pH = 6,2—6,3; koncentrácia roztoku 2,5%. 

a - amyláza: 10%-ný výluh zohriatý po dobu 15 min. t° — 
70°. 2%-ný škrobový roztok pufrovaný acetáitovým regulátorom 
na pH = 5'5. Korekcie odčítané. t° = teplota, t — doba v -mm.,, 
resp. hodinách. 

Druh amylázy 

a/3-amyláza 

ß- amyláz a 

a-amyláza 

a-amyláza 

množstvo šrotu 
použité pr i 

stanovení 

0,007 

0,0095 

0,9000 

0,900 

z 200 mg 
škrobu vytvo
rené množstvo 

maltózy pr i 
t0 = 17,50 

t = 60' 
mg 

29,36 

29,32 

16,20 

•10 = 17,5° 
to = 24 h 

0 

vytvorené 
množstvo 
maltózy 

mg 

4,194,0 

3,086,0 

18,0 

0 

pomer 
jednot
livých 
amyláz 

/0 

100 

73,6 

0,43 

74,03 

0 

Poznámka: pri príprave roztokov zničilo sa 25,97% enzymu. 

J a č m e ň . 
„zlato" z veľkostatku Bučany-

Tabuľka č. 5. 
aß - amyláza: pripravený 20%-ný použitý 10%-ný výluh pH = 

6,1—6,2. 
ß - amyláza: 30 cm3 20%-neho výluhu okysleného směsou 

4,2 era3 n/10-HCl + 25,80 cm3 dest. vody-pH = 4,1—4,2; po 15 
min. sitami pri t° = 20° pridala sa smes 12 cm3 m/30 КагНРОд + 
48 cm3 d eist, vody, pH = 6,0; koncentrácia roztoku 5%. 

a - amyláza: 20%-ný výluh zohriay po dobu 15 min. na t° = 
70°. 2%-ný škrobový roztok pufrovaný acetátovým regulátorom na 
pH = 5,5. Korekcia odčítaná. t° = teplota; it = doba v min. resp. 
hodinách. 
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Druh amylázy 

aß-amylaza 

ß-amylaz-a 

«-amyláza 

a-amyláza 

množstvo šrotu 
použité pri-

stanovení 

gr 

0,011 

0,0125 

1,00 

1,00 

z 200 mg 
škrobu vytvo
rené množstvo 

maltózy p r i 
10 = 17,50 

t = 60' 
mg 

29,30 

29,28 

14,92 

10 = 17,5°; 
lO = 24 h 

0 

1 gr. šrotu 
vytvorené 
množstvo 
maltózy 

mg 

2,664,0 

2,342,0 

14,92 

0 

omer jed
notlivých 
aimyláz 

% 

100 

87,91 

0,56 

88,47 

~" 1 

Poznámka: p r i pr íprave roztokov zničilo sa 11,53% enzymu. 

Akc z výsledkov sostavených v tab. 3, 4, a 5 vyplýva dias<ta-
ticiky vysoko účinné obilniny obsahujú v p o m e r e k ß - amyláze mi
zivé množstvo a - amylázy. \izľadom na to, že p r e d ĺ ž e n í m scukro-
vacej doby na 24 hoidín sa množstvo <* - amylázou vytvorenej mal
tózy nezmenilo, môže ea považovať za p o t v r d e n é , že a - aimyláza 
nachádza sa v inaktívnej forme nie len vo výluhm z jačmeňa, ale 
aij vo výluhu pšenice a raži. Nás ledkom toho je odbúranie škro
bového roztoku výluhmi pšenice, raži a j a č m e ň a výsledkom pô
sobenia ß - amylázy. Vysoká diastatická účinnosť týchto obilnín 
je vyvolaná p o m e r n e veľkým množstvom ß - amylázy; ich diaista-
t ický k o m p l e x pozostáva v podstate z ß - amylázy a zo stôp in ak
tívnej « - amylázy. 

O v o 6 . 

„ z l a t o " z veľkostatku Bučany. 
Tabuľka č. 6. 

aß - amyláza: pr ipravený a použitý 20%-ný výluh; p H = 
6,0~6,1. ß - amyláza: 20 cm 3 2 0 % - n é h o r o z t o k u okyslené směsou 
1,2 cm 3 n/10-HCl + 18,8 cm 3 desti lovanej vody — (pH 
= 4,2; p o 15 min. stání pr i t° = 20° pr idala sa smes 4,0 cm 3 

m/30 Na2HP04 + 36,0 cm 3 dest. vody; koncentrácia roztoku 5 % . 
p H = 6,1—6,2. 

a - amyláza: 20%чпу výluh zohrievaný po dobu 15. min.na t ° = 
70 . 2%-ný škrobový roztok pnrfovaný ac©tátovým regulátorom n a 
p H = 5,5. Korekcia odčítaná. t° = teplota; t — doba v min. resp. 
hodinách. 
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Druh a myl á zv 

aß-amyläza. 

ß- amyláz a 

a-amyláza 

a-amyláza 

«jS-'amyláza 

množstvo šrotu 
použité p r i 

s lano vein í 

gr 

0,181 

0,190 

0,500 

0,170 

0,170 

z 200 mg 
škrobu vytvo
rené množstvo 

malltózy pr i 
1° = 17,50 

t = 60' 
mg 

2,33 

21,07 

2,56 

•10 = 17,5°; 
1° = 24 h 

8,69 

28,12 

1 gr. šroitu 
vytvorené 
množstvo 
maltózy 

mg 

116,0 

110,9 

8,53 

51,10 

165,30 

pomer 
jednot

livých 
amyláz 

% 

100 

95,6 

7,36 

102,95 

31,0 

100.0 

Poznámka: prehmat 2,95%. 

Ako z uvedeného sostavenia vyplýva, je diastatický obsah ovsa 
oveľa menší »ako predchádzajúcich obilnín. Absolútny obsah a-<amy-
lázy v diastatickom komplexe ovsa pohybuje sa zdanlivo v medziach 
obsahov vyššieuvedených obilnín, relatívny obsah vzhľadom na 
celkove menšiu d i »stati okú účinnosť je väčší. Z toho možno usu
dzovať, že menší amylolytický výkon diastatického komlexu ovsa 
je zapríčinený menším obsahom ß - amylázy vo výluhu, resp. v zrne. 

Predĺžením doby hydrolýzy zväčší sa ako a - tak aj aß - amy-
lázou vytvorené množstvo maltózy. Tento výsledok nasvedčuje to
mu, že skutočný diastatický obsah ovsa je oveľa väčší, než akým 
sa ukazuje pri krátkodobej hydíolýze. Pri predĺžení hydrolýzy vy
tvorené väčšie množstvo maltózy nasvedčuje tomu, že diastatický 
komplex ovsa líši sa složením látok sprevádzajúcich aktívnu mole
kulu enzymu od složemia biokolloidov pšenice, raži a jačmeňa. Kým 
diastatický komplex vysoko diastatický účinných obilnín vyluho
váním nachádza sa ihneď v aktívnom stave, ktorý sa môže dobre 
charakterizovať rýchlosťou hydrolýzy, nachádza sa komplex ovsa 
v roztoku v takej podobe, ktorá nemôže byť podchytená, resp. 
vyjadrená reakčnou rýchlosťou, pretože -aktivita (výkon) diastatic
kého komplexu sa postupne zväčšuje a stáva sa až k dosiahnutiu 
odbúracej hranice funkciou trvania hydrolýzy. Prítomnosť a -
amylázy v aktívnej forme v nevyklíčenom zrne ovsa je dokázaná 
tým, že pri predĺžení doby hydrolýzy výkon a - amylázy vyjadre
ný množstvom vytvorenej maltózy sa takmer ónásobne zväčší a od-
srhuje 31 c/c celkového výkonu aß - amylázy. Složenie diastatického 
komplexu ovsa líši sa väčším obsahom a - a menším množstvom 
ß - amylázy od diastatického komplexu pšenice, raži a jačmeňa. 
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K u k u r i c a . 

Použil sa druh „Popping Korn" z maloobchodu. 

Tabuľka č. 7. 
aß - amylázy: pripravený a použitý 20%-ný výluh; pH = 

6,2. ß - amyláza: 20 cm3 20%-neho výluhu oky slil o sa směsou 1,6 
cm3 n/10-HCl + 18,4 cm3 dest. vody, pH = 4,1—4,2; po 15 min. 
stání pri t° = 20° pridala sa smes 4,8 cm3 m/30 Na 2HP04 + 35,2 
cm3 dest. vody; pH = 6,1—6,2: koncentrácia roztoku 5% . 

a. - amyláza: 20%-ný výluh zohrievaný po dobu 15 min.na t° = 
70°. 2%^ný škrobový roztok pufrovaný acetátovým regulátorom na 
pH = 5,5. Korekcia odčítaná. t° = teplota; it — doba v min resp. 
v hodinách. 

Druh amylázy 

«ß-amylaza 

ß-amylaza 

a-amyláza 

Cí-amyláiza» 

«ß-amylaza 

množstvo šrotu 
použité pr i 

stanovení 

0,500 

0,600 

0,434 

0,300 

0,170 

z 200 mg 
škrobu vytvo
rené množstvo 

maltózy pr i 
l ° = 17,50 
10 = 60' 

mg 

14,73 

7,37 

0 

tO = 17Í50 
t0 = 24 h 

23,56 

29,34 

1 gr. šrotu 
vytvorené 
množstvo 
maltózy 

mg 

29,46 

12,30 

0 

78,5 

172,60 

pomer 
jednot
livých 

amyláz 

% 

100,0 

41,7 

— 

41,70 

45,40 

100,0 

Poznámka: pri príprave roztokov zničilo sa 58,4% enzymu. 

Diastaitický účinok kukurice posúdený na základe rýchlosti 
hydrolýzy, reisip. za 1 hod. vytvoreného množstva maltózy je veľmi 
slabý. \ diastatickoin komplexe obsažené množstvo ß - amylázy 
nedá sa odhadnúť následkom pomerne veľkého množstva pri prí
prave výluhov zničeného enzymu. Obsah a - amylázy je taký ne
patrný, že použitou metódou nedal sa zistiť. Jej prítomnosť je 
všalk dokázaná kapilárne-analyticky (tab. 2) aj jódokolorimet-
ricky (tab. 2). 

Z kukurice vylúžený diastaitický komplex pri 24 hodinovom 
trvaní hydrolýzy vykazuje podobné vlastnosti ako výluh ovsa. 
Zväčšenie množstva a - lamylázou vytvorenej maltózy nasvedčuje, 
že a - amyláza nachádza sa vo výluhu v aktívnej podobe. Predĺže
ním doby hydrolýzy sa jej výkon 6-náisobne zväčší a dosahuje 4 5 % 
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výkonu celého komplexu. Diastatický komplex kukurice líši sa od 
pšenice, raži a jačmeňa vččšíni množstvom a - amylázy a menším 
obsahom ß - amylázy. 

P r o s o . 
Použitý druh „červené proso" pochádzal z veľkostatku Dubnica. 

Tabulka č. 8. 

aß - amyláza: pripravený a použitý 20%-mý výluh pH = 
6,1,6,2. ß - amyláza: 20 cm3 20%-neho výluhu okyselilo sa -směsou 
2,8 om3 n/10 HCl + 17,2 cm3 dest. vody; pH = 4,2; po 15. min. 
etání pni t° = 20° pridala sa smes 7,6 cm3 m/30 Na2HP04 + 42,4 
cm3 dest. vody pH = 6,0—6,1. Koncentrácia roztoku 4,44%. 

a - amyláza: 20%-ný výluh zohriatý po dobu 15 min. na t° = 
70°.2% ný škrobový roztok pufrovaný acetátovým regulátorom na 
p H = 5,5. Korekcia odčítaná. t° = teplota; t = doba v min. resp. 
hodinách. 

Druh amylázy 

aß-amylaza 

/3-amyláza 

«-amyláza 

a- amyláz a 

aß-amylaza 

množstvo šrotu 
použité pr i 

stanovení 

0,530 

0,682 

1,000 

— 

0,160 

z 200 mg 
škrobu vytvo
rené množstvo 

maltózy pr i 
t 0 = i 7 ? 5 0 ; 

t = 60' 
mg 

25,56 

24,44 

22,10 

l0 = i7550 ; 

1° = 24 h 

117.30 

1 gr. šroitu 
vytvorené 
množstvo 
maltózy 

mg 

48,20 

35,80 

22,10 

— 

735,0 

pomer 
jednot 
livých 

amyláz 

% 

100,0 

74,20 

43,80 

118,0 

— 

100,0 

Poznámka: prehmat 18%. 

Z celej rady skúmaných druhov prosa vykazuje táto odrůda 
najväčšiu diastatickú mohutnosť, hoci aj táto je v porovnání s dia-
s t atickou účinnosťou pšenice, raži a jačmeňa veľmi malá. 

Výluh prosa vlastnosťami sa podobá ovsu a kukurici, líši ea 
však tým, že « - amyláza je v aktívnejšom stave, nakoľko už po 
1-hodino vom pôsobení vy tvária pomerne značné množstvo maltózy. 
Následkom itoho zdalo sa zbytočným jej aktivitu zisťovať 24-hodi-
novým s cukrením. Prehmat jednotlivých amyláz, pravdepodoibne 
ß - amyláz, nie je taký veľký, že by znehodnotil zistené výsledky. 
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Výluh obsahuje laktívnu « - amylázu; diastatioký komplex červe
ného prosa líši isa od dias t atických komplexov vy&okodiastaticky 
účinných obilnín väčším obsiahom « _ amylázy a menším množ
stvom ß - amylázy v nevykl íčenom zrne. 

S ú h r n . 

1. Nevykl íčené obilniny obsahujú t a k a - ako »aj ß - amylázu. 
2. Narozdiel od pšenice, raži a jačmeňa, k t o r é obsahujú inak-

tívnu a - auiyJázu, nevykl íčené zrná ovsa, pnoea a k u k u r i c e obsahu
jú akt ívnu a - amylázu. 

3. Diastatioký k o m p l e x nevyklíčenej pšenice, raži a j ačmeňa 
skladá sa z veľkého množstva aktívnej ß - a zo stôp inaíktívnej 
a - amylázy. V diaistatiokom komplexe nevykl íčeného ovsa, kuku
rice a červeného prosa vyskytujú sa oba k o m p o n e n t y amylázy 
v aktívnej forme. 

S u m m a r y . 

A contribution to the recognition of vegetable amylases I. 
T h e u n g e r m i n a t e d с ere alia contain both the ^ - and ithe ß -

amylases. I n contradis t inct ion to wheat, rye and barley, which 
contain the inactive « - amylase, the ungerminated grains of oats, 
mil let and maize contain the active « - amylase. 

T h e diastatic complex of ungerminated wheat, rye and barley 
consists of a great quant i ty of active ß - amylase, and of traces of 
inactive « - amylase. I n the diastatic complex of u n g e r m i n a t e d 
oats, maize and red mil let occur both components of amylase i n 
active form. 
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