Chem. Listy 12, 777-783 (2018)

Laboratorni pfistroje a postupy

LABORATORNI PRISTROJE A POSTUPY

OVERENI METOD STANOVENI]
PRIROZENYCH A CIZICH AMYLAS
V MEDU

VOJTECH KRUZIK*, ADELA GREGROVA
a HELENA CiZKOVA

Ustav konzervace potravin, Fakulta potravindrské a bio-
chemické technologie, Vysoka skola chemicko-
technologicka v Praze, Technicka 5, 166 28 Praha 6
kruzikv@vscht.cz

Doslo 8.3.18, pfijato 11.5.18.

Klicova slova: amylasa, diastasa, med, enzymy, falSovani

Uvod

Enzymy patii k vyznamnym slozkdm medu, které se
podileji na jeho biologické aktivitd' ajsou dillezité pro
transformaci nektaru & medovice na med®. Ve vét§ing
zemi slouZzi jejich aktivita jako zavazny ukazatel kvality
a indikator &erstvosti & zpracovani®. Enzymy v medu jsou
v odborné literatute Casto diskutovany, ale komplexni pra-
ce zaméfené na méné bézné a nepfirozené enzymy jsou
obtizné dohledatelné™’,

Mezi obvykle sledovanou skupinu enzymt v medu
patii amylasy. Do této skupiny enzymu se fadi tii zakladni

Tabulka I

Pfirozené a cizi amylasy v medu®’ "'

druhy amylas® (tab. I). Jedinou piirozen& se vyskytujici
amylasou, ktera byla izolovana z medu, je a-amylasa; Cas-
to oznalovana také jako diastasa*’®. V nékterych diive
publikovanych studiich se mizeme setkat s chybnou defi-
nici diastasy, nebot’ je za tento enzym povazovana vedle
o-amylasy i B-amylasa'>">. Tvrzeni, ze med pfirozen& ob-
sahuje P-amylasu, bylo definitivnd vyvraceno®”®. Tyto
informace pravdépodobné vznikly z nespravného odvozeni
specifity piivodni metody dle Schadeho'*".

Mezi nejéastéjsi zptisob falSovani medu patfi pida-
vek skrobovych sirupt'®!’. Jednou z moznosti pro potvrze-
ni tohoto zpisobu falSovani je stanoveni zbytkové aktivity
cizich enzymid. Jedna se predevSsim o identifikaci
B- a y-amylasy”. Skrobové sirupy jsou v dnesni dob& vyré-
bény predevsim enzymaticky katalyzovanou hydrolyzou
Skrobu. Nejvyznamnéj$im svétovym zdrojem Skrobu pro
vyrobu skrobovych hydrolyzati je kukufice'. Enzymova
hydrolyza Skrobu zahrnuje dva zakladni kroky: zkapalnéni
(ztekuceni) a sacharifikaci (zcukieni). Pfi zkapalnovaci
fazi se uplathuje dominantné oa-amylasa a naopak
pro sacharifikaci je pouZivana y- nebo B-amylasa'®'’.

Diastasa je dlouhou dobu v Evropé pouzivana jako
indikator Cerstvosti medu, nebot’ jeji aktivita klesa béhem
skladovani ¢i tepelného o3etieni”’. Naopak zvy3ena aktivi-
ta tohoto enzymu muze byt zpsobena botanickym puivo-
dem (napt. med kastanovy, tymianovy®') nebo piidavkem
cizi amylasy (napf. pekaiské a-amylasy)’. Aktivita diasta-
sy v medu je tradi¢né métena pomoci klasické metody dle
Schadeho'*"> nebo pomoci komerénich vyrobka, jako je
Phadebas metoda”, piipadnd Alfa Amylase Megazyme
test” (tab. II). Aktivita diastasy se vyjadiuje jako tzv. di-
astasové Cislo (DN, diastase number) v jednotkach
Schadeho, jez je definovano nasledovné: 1 diastasova jed-

Kéd Nazev Typ enzymu; Vyskyt v medu Vyznamné zdroje enzymu
enzymu Systematicky nazev

EC3.2.1.1 a-amylasa endoglykosidasa; pfirozen€ se vyskytuje; sekret slinnych 714z vcel; dalsi
1,4-0-D-glukan- jedina medova amylasa zdroje Bacillus subtilis,
-glukanohydrolasa neboli diastasa B. licheniformis, B. amylolique-

faciens, Aspergillus oryzae aj.

EC3.2.1.2 B-amylasa exoglykosidasa; nevyskytuje se pfirozené zejména rostlinného pivodu
4-0-D-glukan- v medu (nektar, medovice  (jeCmen, pSenice, sja); dalsi
-maltohydrolasa ani slinné zlazy véel zdroje bakterie (napt. Bacillus,

nejsou zdrojem) Clostridium aj.), kvasinky, plisn¢

EC3.2.13 y-amylasa exoglykosidasa; nevyskytuje se pfirozené zejména mikrobidlniho ptivodu
1,4-0-D-glukan- v medu (nektar, medovice  (Aspergillus niger, Rhizopus
-glukohydrolasa ani slinné zlazy véel niveus, R. delemar)

nejsou zdrojem)
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Tabulka II

Metody stanoveni aktivity diastasy v medu

24-27
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Nazev Substrat Princip Vyhody; omezeni
stanoveni
Metoda podle skrob komplex skrobu a jodu modré barvy  jednoducha a finan¢né nenaroc¢na
Schadeho je degradovan enzymem za metoda; méfeni v omezeném rozsahu
standardnich podminek; méfen absorbanci, ¢asova naro¢nost
pokles zbarveni
Phadebas nerozpustny substrat je enzymem hydrolyzovan za  rychlost provedeni; vétsi financni
metoda zesitovany Skrob vzniku modrych, ve vodé rozpust- naroc¢nost, ¢asto nutné fedéni vzorku
obsahujici modré nych fragmentl; absorbance roztoku
barvivo je pfimo umérn4 aktivité diastasy
Alfa Amylase  4,6-O-ethyliden-a-  pasobenim enzymu je ze substratu rychlost provedeni; vétsi financni

-4-nitrofenyl-
-maltoheptaosid

Megazyme test

odstépen p-nitrophenyl-a-gluko-
pyranosid, ktery je dale ptisobenim

naro¢nost, stanoveni neni standardné
pouzivano pro med

(EtPNPG7)
a p-nitrofenol

a-glukosidasy rozloZen na glukosu

notka odpovida enzymové aktivit¢ 1 g medu, ktery mutze
zhydrolyzovat 0,01 g $krobu za 1 h pti 40 °C (cit.?). Ces-
ké vyhlaska &. 76/2003 Sb. (cit.*®) definuje minimalni akti-
vitu diastasy na 8 stupiiti podle Schadeho. Vyjimku tvofi
medy s pfirozené nizkym obsahem enzymu (citrusové
medy) a obsahem 5-hydroxymethylfurfuralu niz§im nez
15mg kg™, které musi mit aktivitu diastasy nejméng 3
(cit.®¥).

Hlavnim cilem této studie bylo zhodnotit specifitu
standardnich metod pro stanoveni aktivity amylas a na-
sledn€ vyuzit zjiSténé charakteristiky metod v oblasti hod-
noceni kvality a autenticity medu. Pro ovéfeni byly vyuzi-
ty modelové vzorky medi s piidavkem jednotlivych typt
komercnich amylas a redlné vzorky z ceské trzni sité.
Pro stanoveni aktivity diastasy byly ovéfeny 3 dostupné
metody: metoda podle Schadeho, Phadebas metoda a Alfa
Amylase Megazyme test. Pro stanoveni B-amylasy byl
otestovan Beta Amylase Megazyme test, ktery je zalozen
na Stépeni specifického substratu (p-nitrofenyl-B-D-
-maltotriosid; PNPB-G3) pomoci B-amylasy™. Principem
této metody je spektrofotometrické stanoveni fenolatového
iontu (zluta barva) pti vinové délce 400 nm, ktery vznika
pii zastaveni enzymové reakce z p-nitrofenolu™.

Experimentalni ¢ast
Pouzité chemikalie a standardy

a-Amylasa (4spergillus oryzae, 30 U/mg, Sigma-
Aldrich), B-amylasa (Je¢men, 42 U/mg, Sigma-Alrich),
v-amylasa (A4spergillus niger, 62 U/mg, Sigma-Aldrich),
octan sodny trihydrat p.a. (Lach-Ner), hydroxid sodny p.a.
(Lach-Ner), kyselina octova ledova 99% (Penta), rozpust-
ny Skrob (bramborovy, Sigma-Aldrich), jod p.a. (Penta),
jodid draselny p.a. (Penta), kyselina chlorovodikova 35%
p-a. (Penta).
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Vzorky

Experimenty byly provadény na souboru modelovych
vzorkll medu s ptidavky o-, B- nebo y-amylasy a na real-
nych vzorcich (H1-HS5). Pro modelové vzorky slouzil fep-
kovy med z roku 2016 paivodem z CR. Enzymy (o-, - a y-
amylasa) byly pfidavany formou vodného roztoku komerc-
nich preparati s definovanou aktivitou dané¢ho enzymu,
pridané mnoZzstvi enzymu bylo nasledujici: autenticky med
(pridavek 0,0 U/g medu), ptidavek 3,0 U/g, piidavek 15,0
Ul/g a ptidavek 30,0 U/g. Realné vzorky medi pochazely
z Ceské trzni sité; tyto medy byly vytipovany jako podezie-
1¢ z falsovani na zakladé predchozi studie’ (deklarovany
puvod z EU a mimo EU).

Na zékladé navrhu metody DOE (Design of Experi-
ments) byly ovéfeny 4 nadefinované faktory, u kterych
bylo ptedpokladano, Ze ovliviiuji naméfenou aktivitu di-
astasy: piidavek a-amylasy, piidavek B-amylasy, pfidavek
yv-amylasy a tepelny zahtev. Vzorky byly pfipraveny na
zéklad& neuplného faktorialniho experimentu (2*) a jejich
oznaceni a specifikace je uvedena v tab. III.

Stanoveni aktivity amylas

Pro stanoveni aktivity diastasy byly nejprve pouzity
standardni metody pro med: Phadebas metoda®® (Phadebas
Honey Diastase test, Magle AB) a metoda podle Schade-
ho’. Odsted&ni vzorkii bylo provedeno na piistroji Eppen-
dorf centrifuge 5430 a spektrofotometrickd koncovka na
pfistroji Lambda 25 PerkinElmer.

Pro analyzu aktivity vybranych enzymu byly dle na-
vodi vyrobce pouzity nasledujici metody: stanoveni akti-
vity a-amylasy (Alfa Amylase Megazyme test’’, Megazy-
me); stanoveni P-amylasy (Beta Amylase Megazyme
test’’, Megazyme). Spektrofotometricka koncovka analyzy
byla provedena na pfistroji Lambda 25 PerkinElmer.
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Tabulka IIT
Specifikace modelovych vzorki a zjisténa aktivita diastasy

Vzorek Pridavek Piidavek Pridavek Zahiev 30 min, Aktivita Aktivita
a-amylasy B-amylasy y-amylasy 100 °C diastasy [DN]*  diastasy [DN]°
Ml + - + — 42,7 57,4
M2 - + + — 26,9 45,9
M3 + + - - 44,6 61,9
M4 _ — + + 0,3 1,6
M5 + - - + 0,1 0,5
M6 - - - - 10,5 14,5
M7 + + + + 0,6 32
M8 - + - + 0,3 1,5

“DN — Phadebas metoda; " DN — metoda podle Schadeho

Vysledky a diskuse

Ovéfeni faktort, které ovliviiuji namétenou hodnotu
aktivity diastasy zahfev 39

Z dostupnych zdroji odborné literatury je ziejmé, ze
aktivita diastasy je vedle experimentalnich podminek mé-
feni ovlivnéna celou fadou faktorl. Mezi nejvyznamnéjsi
faktory patii teplota a doba ztekuceni, podminky skladova- y-amylasa 06
ni & intenzita a zdroj snidky*%. V ramci této prace byly pro
ovéteni Phadebas metody a metody podle Schadeho zvole-
ny takové aspekty (faktory), které maji ¢i mohou mit pii-
mou souvislost s ¢astymi zpisoby falsovani medu. Mezi
nejbéznéjsi zplisob falSovani (poskozeni) patii neSetrny 0 1 2 a &
zéhtev, ktery miize byt maskovéan pfidavkem cizich amy- B ol
las**. Modelové vzorky byly pfipraveny pomoci navrhu
metody DOE (Design of Experiments), pro kterou byly B
vybrany 4 faktory: pfidavek a-amylasy (+ ANO; — NE),
B-amylasy (+ ANO; — NE), y-amylasy (+ ANO; — NE), ZhieN b
zahtev vzorku po dobu 30 min pfi teploté 100 °C (+ ANO;
—NE). Vzhledem k pouziti metody DOE bylo mozné efek-
tivné snizit poCet méfeni. SloZzeni modelovych vzorkd
medi (M1-MS) je uvedeno v tab. III. Modelové vzorky
byly pfipraveny z fepkového medu a jednotlivé enzymy y-amylasa 0.2
pfidany v mnozstvi 15 U/g medu.

Aktivita diastasy jednotlivych modelovych vzorki
vyjadiena jako DN je uvedena v tab. III. Mezi vzorky jsou
na prvni pohled vidét podstatné rozdily, které koresponduji
se zpusobem jejich ptipravy. Vzorek M6 spliiuje hodnotu 0 d - S 4
DN pro autenticky med?. Nejvétsi hodnoty DN maji vzor- S‘andzgfjfrﬂyhizﬁ;fekm
ky M1 a M3, které obsahuji pridavek a-amylasy

[y

a-amylasa 1,6

B-amylasa 0.5

a-amylasa 1,4

B-amylasa 07

vzorky, kter¢ byly podrobeny zahfevu (M4, M5, M7 Obr. 1. Paretiv diagram standardizovanych efekti (P =

a MB). Vliv jednotlivych faktori na hodnotu DN je vyjad- 95 %); Vliv jednotlivych faktor (pfidavek amylas; zahiev)
fen pomoci Paretova diagramu (obr. 1). Z uvedenych grafii na hodnotu DN stanovenou A) Phadebas metodou, B) meto-
je zfejmé, ze nejveétsi vliv na vyslednou hodnotu DN ma dou podle Schadeho
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zahtev. NeSetrné vedeny zahiev zplsobi destrukci vétSiny
ptitomnych enzymi a tim sniZi celkovou nutriéni kvalitu
medu®. Ostatni tii uvedené faktory jsou statisticky nevy-
znamné. Tento fakt miZze byt vysvétlen mnoZstvim ptida-
nych enzymul. Z provedeného méfeni je mozné dojit
k z&véru, Ze Phadebas metoda a metoda dle Schadeho jsou
vhodné k odhalovani zahtfevu ¢i dlouhodobého skladovani,
ale naopak nejsou spolehlivé pro urceni pfitomnosti cizich
enzymul. Ovéfeni faktord u obou metod poskytlo srovna-
telné vysledky.

Stanoveni aktivity diastasy v medu pomoci
standardnich metod

Prvni ¢asti méfeni bylo ovéfeni standardnich mezina-
rodné uznavanych metod pro stanoveni aktivity diastasy,
tj. Phadebas metody a metody podle Schadeho. Specifita
téchto metod byla posouzena méfenim modelovych vzorka
s ptidavkem rizného mnozstvi tiech zakladnich typt amy-
las. Na obr. 2 jsou znazornény vysledné hodnoty DN pro
jednotlivé vzorky. Bylo prokazano, Ze metoda podle
Schadeho a Phadebas metoda neni specifickd pouze pro
pfirozen€ se vyskytujici a-amylasu. Pomoci Studentova
t-testu pro dva vybery s rovnosti rozptyli byly posouzeny
hodnoty DN zmétené u vzorkl s riiznymi piidavky jednot-
livych druhii amylas a porovnany s medem bez ptidanych
enzymil. V pfipad¢ a- a f-amylasy je statisticky vyznamné
navySeni DN (P < 0,05) zaznamenatelné od piidavku 3 U/g
medu, uvedené mnozstvi cizich enzyml jiz zpisobuje
falesné pozitivni narGst DN. Naopak stejny piidavek
y-amylasy nevyvola statisticky vyznamnou zménu DN
(P > 0,05) a ptidavek y-amylasy navysSuje DN od koncen-
trace 15 U/g medu. Tyto zavéry plati pro obé posuzované
metody.

Obé metody jsou ze svého principu nejvice citlivé na
zvySeny pridavek cizi o-amylasy, kterou nerozliSuji od

Laboratorni pfistroje a postupy

DN 60
Phadebas y=0,7797x-1,5581 @
metoda 50 | R2=0,9433
&
40 + ,’.’
30 | ° o
&
20 | &
6o
ot o
’I
0 @ ' ‘ '
0 20 40 60 80

DN metoda podle Schadeho

Obr. 3. Korelace mezi aktivitou diastasy (DN) stanovenou
Phadebas metodou a metodou podle Schadeho; Hodnoceno na
modelovych vzorcich (celkem 18 hodnot: 8 DOE, 10 ptidavky
enzymi)

pfirozen¢ se vyskytujici diastasy. Zaroven bylo zjiSteéno,
ze pii pouziti Phadebas metody, pokud je pridana
B-amylasa ¢i y-amylasa do vzorku (30 U/g medu), je vy-
slednd hodnota DN o 40 %, resp. 50 % nizsi nez pii pii-
davku a-amylasy o stejné aktivité (obr. 2); piesto vSak
dojde k navySeni hodnoty DN. Stejny trend lze pozorovat
také pfi pouziti metody podle Schadeho. Z tohoto faktu je
ziejmé, Ze se reakce zucCastiuji vSechny pfitomné typy
amylas, coz je velka nevyhoda pfi posuzovani autenticity.
Puvodni a nejrozsitenéj$i metodou pro hodnoceni
enzymové aktivity medu je metoda podle Schadeho.
V porovnani s vysledky ziskanymi pomoci Phadebas me-
tody je mozné pozorovat, ze tato metoda poskytuje vyssi
hodnoty aktivity diastasy, ptesto vSak vysledky obou me-
tod spolu siln¢ koreluji (Pearsontv korelacni koeficient r =

G0 -
DM

50

40 +

Kl

20 -

10 Al
AN

o N

Autenticky med

Pridavek 3,0 Wg  Pridavek 15,0 Ulg  Pridavek 30,0 Wig

Obr. 2. Ovéfeni standardné uzivanych metod: Phadebas metoda (P) a metoda podle Schadeho (S); Zavislost hodnoty DN na p¥i-
davku jednotlivych amylas; (1 P bez pfidavku, P a-amylasa, [l P B-amylasa, kY P y-amylasa, M S bez ptidavku, B S o-amylasa,

B S p-amylasa, B S y-amylasa
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Obr. 4. Ovéfeni metod pro stanoveni a- a f-amylasy: Alfa Amylase Megazyme test (A), Beta Amylase Megazyme test (B); Zavis-
lost stanovené aktivity enzymu (U/g) na pfidavku jednotlivych amylas; [J A bez pfidavku, [AA o-amylasa, [l A B-amylasa, K A y-
amylasa, M B bez ptidavku *, B B a-amylasa **, Bl B B-amylasa, B B y-amylasa; * U/g < 0,01; ** U/g < 0,10

0,97; obr. 3). Problém s navySenim hodnot u metody podle
Schadeho je s velkou pravdépodobnosti zplisoben pouzi-
tym Skrobem. Zjisténé zavéry jsou v souladu s dalSimi
studiemi, v nichZ autofi potvrzuji silnou korelaci obou
metod a uvadéji, ze metoda podle Schadeho poskytuje
030-40 % vyssi hodnoty DN oproti Phadebas me-
tod&>**%. Dale je nutné podotknout, Ze specifita obou
metod je velmi podobnd. Pfidavky a-, B- ¢i y-amylasy
poskytly prakticky stejné navySeni DN. Vzhledem
k obtiznosti ziskdvani standardizovaného Skrobu a k ne-
specifickym reakcim na jednotlivé typy amylas, se metoda
podle Schadeho jevi jako pfekonana.

Kvantifikace vybranych enzymu

Pro kvantifikaci vybranych enzymt byly pouZzity me-
tody zaloZzené na specifité¢ enzyma k substratu. Tyto meto-
dy nejsou bézn€ pouzivany pro hodnoceni medu, pfesto se
vsSak pro fadu dalSich potravinovych matric pouZzivaji. Pro
stanoveni a-amylasy byl pouzit enzymovy set Alfa Amyla-
se Megazyme test, ktery vyuziva substrat EtPNPG7

Tabulka IV
Analyza medd z trzni sité

(cit.*"). Tato metoda vykazuje vysokou citlivost a specifitu
vici a-amylase (obr. 4). Stanovena aktivita a-amylasy byla
u vzorki spfridavkem - ¢&i y-amylasy totozna
s autentickym vzorkem (bez pfidavku cizich enzymu).
Z uvedeného je ziejmé, ze tato metoda je vhodna pro sta-
noveni o-amylasy aposkytuje vyznamné informace pro
hodnoceni falSovani medu.

B- ¢i y-amylasa se pfirozen¢ v medu nevyskytuje,
a proto je jeji pfitomnost povazovana za indikator falSova-
ni. Stanoveni téchto enzymu provadi v oblasti Stfedni Ev-
ropy predevdim laboratof Intertek Bremen (Né&mecko)’.
Pro stanoveni P-amylasy byl ovéfen komeréné dostupny
set Beta Amylase Megazyme test, ktery je zalozen na reak-
ci B-amylasy s PNPB-G3 (cit.’"). Ziskané vysledky jsou
znazornény na obr. 4. Tento substrat je vyhodny pro svoji
absolutni rezistenci vici a-amylase, ale naopak byla potvr-
zena jeho reaktivita s B- a y-amylasou. Pro tyto dva enzy-
my byly stanoveny velmi podobné hodnoty, tudiz se toto
stanoveni jevi jako vhodné pro kvantifikaci sumy pfitomné

- a y-amylasy.

Vzorek Phadebas metoda Metoda podle Alfa Amylase Beta Amylase
[DN] Schadeho [DN] Megazyme test [U/g] Megazyme test [U/g]

H1 3,62 6,50 0,42 <0,01

H2 4,05 6,41 0,44 <0,01

H3 6,70 8,63 0,90 0,06

H4 23,64 30,70 1,13 0,09

H5 4,30 7,83 0,91 0,07
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Pouziti metod pro identifikaci falSovani medu

Pro posouzeni vhodnosti jednotlivych metod pro hod-
noceni autenticity medu byla provedena analyza podezie-
lych vzorkl dostupnych z trzni sité (tab. IV). Legislativné
definovand minimalni hodnota aktivity diastasy je 8 stupid
podle Schadeho; pro B- a y-amylasu je navrzena referencni
hodnota < 0,005 U/g, vzorky s vétsi aktivitou jsou povazo-
véany za faliované®. Aktivitu diastasy (stanovenou Phade-
bas metodou a metodou podle Schadeho) nesplituji vzorky
H1, H2 a H5, které byly pravdépodobné zahtaty nebo vy-
staveny dlouhodobému skladovani. U vzorkd H3, H4 a HS
byla detegovana nadlimitni aktivita f-amylasy. Tyto nale-
zy nasvédcuji, Ze uvedené medy byly poskozeny ptidav-
kem Skrobového hydrolyzatu se zbytkovou aktivitou f-
a/nebo y-amylasy.

Zavér

V ramci této studie bylo prokazano, ze Phadebas me-
toda a metoda podle Schadeho spolu uspokojivé koreluji.
Hodnota DN stanovena metodou podle Schadeho je vsak
vyznamné ovlivnéna vybérem Skrobu jako substratu
avprovedeném experimentu poskytovala v praméru
0 28 % vyssi vysledky. Obé metody davaji dobré informa-
ce o tepelném zachdzeni s medem, nejsou vsak schopny
odlisit pfirozené pfitomné enzymy od téch cizich. Pro bliz-
$i rozliseni pivodu amylas se osvédCily komeréni sety.
Alfa amylase Megazyme test obsahuje specificky substrat
(4,6-O-cthyliden-a-4-nitrofenyl-maltoheptaosid), ktery je
hydrolyzovéan pouze pifitomnou a-amylasou, tudiz nedo-
chézi k navySeni hodnoty ostatnimi amylasami. Pro hod-
noceni autenticity medu se zda byt nezbytné stanovovat
také aktivitu B- a y-amylasy, coz specializované laboratote
jiz provadéji; testovani katalytické aktivity cizich amylas
pomoci specifického chromogenniho substratu (p-nitro-
fenyl-B-D-maltotriosid) se jevi pro tyto ucely jako slibné.
V legislativnich predpisech vSak metody vyuzivajici speci-
fické substraty nejsou uvedeny a pro hodnoceni medu jsou
vetejné dostupné pouze standardni metody schvalené Me-
zinarodni komisi pro med (IHC). Pro kontrolu kvality
a autenticity medu by bylo Z&douci navazat na provedeny
vyzkum  dals$im  ovéfenim  navrzeného  postupu
anaslednym zavedenim do kontrolni praxe. Negativnim
aspektem miZze byt cena analyz, kterd by byla az 3x vyssi
nez u standardnich metod.
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V. Kruzik, A. Grégrova, and H. Cizkova
(Department of Food Preservation, University of Chemis-
try and Technology, Prague): Verification of Methods
Used for Determination of Natural and Foreign Honey
Amylases

Honey is a traditional food with unique nutritional
and sensory properties. On the Czech market, however,
alarge amounts of adulterated honey still appears. The
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presence of foreign amylases indicates the addition of
starch syrups. Our work focuses on the verification of se-
lected methods for determination of amylases activity in
honey. The methods were tested on samples containing
defined additions of amylases (a-, - or y-amylase) and on
the real samples from the Czech market. a-Amylase activi-
ty was measured by 3 methods (Schade method, Phadebas
method, Alpha Amylase Megazyme test). Beta Amylase
Megazyme test was used for determination of f-amylase.
The results of the measurements show that the Schade and
Phadebas methods are not specific to a-amylase, as op-
posed to the Alpha Amylase Megazyme test. For determi-
nation of foreign amylases (B- and y-amylase) derived
from starch syrups, a Beta Amylase Megazyme test con-
taining p-nitrophenyl-p-D-maltotrioside substrate is advis-
able. The analyses carried out show that the methods based
on the specific enzyme-catalyzed reaction are suitable for
the assessment of honey quality and authenticity, and to-
gether with other parameters could contribute significantly
to detection of adulterated samples.

Keywords: amylase, diastase, honey, enzymes,
adulteration



