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Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg. 77, 420—434 (1986)
Eingegangen 2. April 1986. Angenommen 30. April 1986

Bestimmung der Alpha-Amylase-Aktivitit in Vollei und
Eigelb mit dem Phadebas®Amylase-Test

Determination of Alpha-Amylase Activity in Whole Egg and Egg Yolk
by Means of the PhadebasR Amylase Test

Margrit Jickle und O. Geiges
Institut fiir Lebensmittelwissenschaft, Eidg. Technische Hochschule, Ziirich

Einleitung

In Artikel 174 Absatz 3 der eidgendssischen Lebensmittelverordnung (1), der
seit Anfang 1983 in Kraft ist, heisst es: «Eier und Eiprodukte diirfen als pasteuri-
siert bezeichnet werden, wenn das angewandte Hitzeverfahren alle vegetativen
pathogenen Keime abgetotet hat. Dies ist der Fall, wenn durch die Behandlung
bei der Eimasse die Amylase, beim Eigelb die Phosphatase inaktiviert wurde.»

Die Uberpriifung der Amylase-Inaktivierung zur Kontrolle einer ausreichen-
den Pasteurisation in Vollei wurde in verschiedenen Arbeiten von Brooks (2),
Shrimpton et al. (3), Reinke und Baker (4), Imai (5) auf ithre Eignung untersucht
und als brauchbar beurteilt. Die Methode wird auch von der Codex Alimentarius
Kommission der FAO/WHO (6) empfohlen.

Die Alpha-Amylase-Aktivitdt ldsst sich ermitteln durch die Bestimmung der
enzymatischen Stirkehydrolyse mittels verschiedener analytischer Messverfahren
wie Abnahme der Triibung einer Stirkelosung, Abnahme der Viskositit einer
Starkesuspension, Zunahme der reduzierenden Endgruppen oder Abnahme der
Jod-Starke-Reaktion.

Die am haufigsten angewandten Bestimmungsmethoden, so auch das im
Schweizerischen Lebensmittelbuch (7) angegebene Verfahren, beruhen alle auf
dem Prinzip der Jod-Starke-Reaktion. Sie sind nach heutigen Begriffen als relativ
aufwendig zu bezeichnen. Durch die Verwendung neuer Substrate konnte dieser
Aufwand erheblich reduziert werden. Ceska et al. (8) entwickelten ein Alpha-
Amylase-Substrat auf der Basis von 16slicher Kartoffelstarke, die mit blauen Farb-
stoffgruppen (Cibacronblau F3G-A) kovalent verbunden und mit 1,4-Butandiol-
glycidether zu einem wasserunl6slichen Stirkepolymer quervernetzt ist. Das Stér-
kederivat quillt in Wasser auf. Durch die hydrolytische Wirkung der Alpha-Amy-
lase werden farbmarkierte Fragmente abgespalten. Diese blauen, 16slichen Spalt-
produkte werden durch Zentrifugation vom Substratiiberschuss getrennt. Die Ab-
sorption dieser blauen Losung ist der in der untersuchten Probe vorhandenen
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Amylase-Aktivitit proportional. Das erwihnte Stirkepolymer ist zusammen mit
Phosphatpuffersalzen (pH 7,0) und Natriumchlorid in Tablettenform als Phade-
bas®-Amylase-Test von Pharmacia AB, Uppsala, Schweden, im Handel.

Der Phadebas®-Amylase-Test ist urspriinglich fiir die Bestimmung der Enzym-
aktivitdt in Serum und Urin entwickelt worden (8, 9). Das Substrat ist deshalb auf
den pH-Wert von 7,0 abgepuffert, was dem pH-Optimum der Amylase in Serum
entspricht. Neben seinem Einsatz in der Humanmedizin wurde der Test in der
Zwischenzeit zur Untersuchung von Getreideprodukten (10, 11) und Honig (12)
eingesetzt und als gut geeignet beschrieben. In der vorliegenden Arbeit wird der
Phadebas®-Amylase-Test auf seine Eignung zur einfachen und raschen Bestim-
mung der Alpha-Amylase-Aktivitit in Vollei und Eigelb gepriift und mit der offi-
ziellen amyloklastischen Methode kritisch verglichen.

Material und Methoden

Untersuchte Eier und Eiprodukte, Probenabme

Lieferung der Schaleneier und Eiprodukte durch die Firma Eierschmid AG,
Ziirich-Kloten.

— Schaleneier: Lagerung der in Kartons zu 30 Stiick nach Provenienz (Finnland,
Ungarn, BRD, DDR, Schweiz) sortierten Schaleneier (Klasse: A; Gewicht:
52—64 Gramm; Alter: 2—3 Monate) bis zur Verarbeitung bei 4 °C.

— Nach vorsichtigem Aufschlagen der Schaleneier Probenahme bei Vollei: Ho-
mogenisation mit Ultra-Turrax-Stabmixer (20 Sekunden bei 20 000 rpm);
Kiithlung in Eiswasser bis zur Analyse.

— Eigelb: moglichst sorgfiltige, manuelle Trennung von Eigelb und Eiweiss; Ei-
gelb zur besseren Pipettierbarkeit 1:1 (w/v) mit Verdiinnungslosung (0,9%
NaCl, 20 mM CaCl,) nach Gebrauchsanleitung der Pharmacia Diagnostics
(13) mischen; Homogenisation mit Ultra-Turrax-Stabmixer (20 Sekunden bei
20 000 rpm); Kiithlung in Eiswasser bis zur Analyse. '

— Eiprodukte: Enzymatische Analyse der in 2-kg-Kartons gelieferten, pasteuri-
sierten und unpasteurisierten Volleichargen bis 24 Stunden nach Herstellung
im Erzeugerbetrieb.

Phadebas®- Amylase-Test

Pharmacia-pdf-(Schweiz) AG, Diibendorf
PhadebasR-Amylase-Test Batch Nr. KE 75175

Testdurchfiihrung
Messstrahlung: 620 nm
Schichtdicke: 1 cm
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Inkubationstemperatur: 44°C +/— 0,1°C

Inkubationsdauer: 15 Minuten
Probevolumen: 0,3 ml Vollei /0,2 ml Eigelb
Inkubationsvolumen: 4,3 ml bei Vollei/ 4,2 ml bei Eigelb
Messvolumen: 5,3 ml bei Vollei/ 5,2 ml bei Eigelb
Messung: gegen destilliertes Wasser
In Zentrifugenréhrchen pipettieren bzw. zugeben Probe Nullprobe
Probe: Vollei / Eigelb 0,3 ml/0,2 ml —
Destilliertes Wasser 4 ml 4 ml

— 5 Minuten im Thermostat-Wasserbad bei 44 °C +/— 0,1°C vorwirmen

Phadebas®-Tablette 1 1

— 10 Sekunden auf Vortex-Gerit schiitteln;
— Verschluss der Zentrifugenrohrchen;
— Inkubation bei 44 °C +/— 0,1°C fiir genau 15 Minuten

0,5 M NaOH-L6sung 1 ml W
Probe: Vollei / Eigelb — 0,3 ml/0,2 ml

— Trennung der gefirbten Losung vom unloslichen Riickstand durch Zentrifugation
bei 1500%g fir 10 Minuten.

— Messung der Extinktion des Uberstandes bei 620 nm gegen destilliertes Wasser.

— Subtraktion der Extinktion der Nullprobe von den gemessenen Probenwerten.

— Ablesung und Berechnung der Aktivititswerte aus der Eichkurve, die jeder Phade-
bas®-Amylase-Test-Packung beigefiigt ist.

Berechnung der Alpha-Amylase- Aktivitditen

Berechnung der Alpha-Amylase-Aktivitit in U*1™ fiir Vollel bzw. U*kg™ fur
Eigelb (empfohlene Standardeinheit der International Union of Biochemistry)
aus der Standardkurve, die jeder Testpackung beiliegt.

— Vollei: Multiplikation des aus der Eichkurve abgelesenen Wertes mit dem Vo-
lumenfaktor (5,3/5,2 * 0,2/0,3) = 0,679, da die Standardkurve fiir ein Probe-
volumen von 0,2 ml bzw. ein Messvolumen von 5,2 ml gilt.

— Eigelb: Multiplikation des aus der Eichkurve abgelesenen Wertes mit dem Ver-
dinnungsfaktor 2, da die Eigelbprobe 1:1 (w/v) verdiinnt wird.
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Amyloklastische Methode nach Vorschrift des Schweizerischen Lebensmittelbuches (7)

Verwendung von Stirke [6slich p. a. Merck 1252 anstelle der vorgeschriebenen
[6slichen Stirke von Noredux; Trocknung der Stirke im Exsikkator tiber Diphos-
phorpentoxid unter (Wasserstrahl-)Vakuum wihrend einer Stunde bei 80 °C; Ein-
satz der getrockneten Stirke nach Vorschrift des Schweizerischen Lebensmittel-

buches (7).

Ergebnisse

Methodische Untersuchungen zum Phadebas®-Amylase-Test

Bei einer Vollei- und einer Eigelbmischung, hergestellt aus je fiinf Schalen-
eiern der Provenienz BRD, wurde die Alpha-Amylase-Aktivitit in Abhdngigkeit
von der Inkubationstemperatur im Bereich von 36 °C bis 60 °C gepriift (Abb. 1).
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Abb. 1. Temperaturoptimum der Alpha-Amylase in Vollei [U*I"'] und Eigelb [U*kg"]
nach Bestimmung mit dem Phadebas®-Amylase-Test
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Danach zeigt die Alpha-Amylase die grosste Aktivitit zwischen 50 °C und
54 °C, wihrend bei einer Inkubationstemperatur von 44 °C noch rund 75% der
maximalen Aktivitit erfasst werden. In Anlehnung an die amyloklastischen Me-
thoden nach FAO/WHO-Standard (6) und nach Vorschrift des Schweizerischen
Lebensmittelbuches (7) wurden alle weiteren Versuche mit dem Phadebas®-Amy-
lase-Test bei 44 °C als Inkubationstemperatur durchgefiihrt.

Um den Einfluss der Probemenge auf die Extinktionswerte zu ermitteln, wur-
den in einer weiteren Versuchsreihe bei fiinf unterschiedlichen Vollei- und Eigelb-
proben, hergestellt aus je einem Schalenei der Provenienz BRD, die Probevolumina
fur Vollei zwischen 0,1 ml und 0,6 ml, fir Eigelb zwischen 0,1 ml und 0,4 ml va-
ritert. In Abbildung 2 sind die Extinktionsmittelwerte zusammen mit den Ex-
tremwerten der fiinf untersuchten Volleiproben in Abhingigkeit vom Probevolu-
men aufgefithrt. Abbildung 3 zeigt die analogen Messwerte fiir Eigelb. Die Ab-
weichungen der Extremwerte von den mittleren Extinktionswerten lagen bei den
Nullproben in allen Fillen unter 0,02. Aus diesem Grunde sind in den Abbildun-
gen 2 und 3 fiir die Nullproben nur die Mittelwerte der Extinktionen dargestellt.
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Abb. 2. Beziehung zwischen der Extink- Abb. 3. Beziehung zwischen der Extink-
tion bei 620 nm und dem Probe- tion bei 620 nm und dem Probe-
volumen bei Bestimmung der Al- volumen bei Bestimmung der Al-
pha-Amylase-Aktivitit mit dem pha-Amylase-Aktivitit mit dem
Phadebas®-Amylase-Test bei 5 Phadebas®-Amylase-Test bei 5
unterschiedlichen Volleiproben unterschiedlichen Eigelbproben
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Wihrend die Kurven der Extinktionsextremwerte im untersuchten Messbe-
reich annihernd linear verlaufen, zeigen die Mittelwertkurven im oberen Extink-
tionsbereich ein von der Linearitit leicht abweichendes Verhalten. Bei Vollei ver-
liuft die Kurve der Extinktionsmittelwerte bis zu Werten von 1,0 bis 1,2 linear,
entsprechend 0,3 bis 0,4 ml Probevolumen. Bei Eigelb liegen diese Werte bei 1,1
bis 1,3 Extinktion bzw. 0,2 bis 0,3 ml Probevolumen. In allen weiteren Untersu-
chungen wurde mit Probevolumina von 0,3 ml bei Vollei und 0,2 ml bei Eigelb
gearbeitet.

Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der Phadebas®-Methode wurde bei je
zwel unterschiedlichen Vollei- und Eigelbproben (BRD-Schaleneier) mit je 28
Parallelbestimmungen ermittelt (Tabelle 1) und fiir befriedigend befunden.

Tabelle 1. Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der Phadebas®-Methode bei je 28
Parallelbestimmungen derselben Eimasse

Bim: Mittelwerte der Alpha- Standard- Variations-
s Amylase-Aktivitit abweichung koeffizient
Vollei 260 U*I! 16 U*I! 6,1%
Vollei 430 U*I! 1 U U i 2 7,2%
Eigelb 560 U*kg"! 27 Urkg" 4,8%
Eigelb 1220 U*kg’! 69 U*kg! 5,5%

Bestimmung der Alpha- Amylase- Aktivitdt in Vollei, Eigelb und Eiweiss mit dem Phade-
bast- Amylase-Test

Bei fiinf Eiern der Provenienz BRD wurde die Alpha-Amylase-Aktivitit in Ei-
gelb und Eiweiss bestimmt (Tabelle 2).

Tabelle 2. Alpha-Amylase-Aktivitit in Eigelb und Eiweiss bei fiinf Schaleneiern
der Provinienz BRD

Prozentuale Anteile des Alpha-Amylase-Aktivitat

Ei Eiinhaltes (ohne Schale)

T : Eiwcifs Eigelb

Eiweiss [%)] Eigelb [%)] (U1 [U*kg)
1 63,3 36,7 48 1386
2 70,1 29.9 36 1137
3 67,5 32,5 23 1158
4 65,2 34,8 40 1234
5 60,2 39,8 32 1190
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Der Inhalt der untersuchten Eier setzte sich im Mittel aus 65,3% Eiweiss und
34,7% Eigelb zusammen. Dabei waren durchschnittlich 95% der gesamten Al-
pha-Amylase-Aktivitit im Eigelb- und nur etwa 5% im mengenmissig iiberwie-
genden Eiweissanteil enthalten.

In 25 Eiern unterschiedlicher Herkunft (Finnland, Ungarn, BRD, Schweiz,
DDR) und in 15 industriell hergestellten Volleimassen wurde die Alpha-Amylase-
Aktivitit bestimmt. Damit sollte die Variationsbreite der Alpha-Amylase-Aktivi-
tit in Eiern und Eimassen erfasst werden (Abb. 4 und 5).

Bei den einzelnen Eiern waren sowohl zwischen den Provenienzen als auch
innerhalb der Provenienzen deutliche Aktivititsunterschiede zu beobachten. Bei
den 25 Schaleneiern wurden im Vollei Alpha-Amylase-Aktivititen von 175 U*]!
bis 576 U*1'l, mit eitnem Mittelwert von 337 U*|! bestimmt. Innerhalb der Prove-
nienzen traten Alpha-Amylase-Aktivititsunterschiede auf zwischen 154 U*]!
(BRD) und 316 U*I! (Schweiz).

Die Alpha-Amylase-Aktivititen der 15 Volleimassen lagen zwischen 218 U*I!
und 412 U*l", bei einem Mittelwert von 328 U*I.
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Abb. 4. Alpha-Amylase-Aktivitit in Vollei von 25 Schaleneiern aus fiinf verschiedenen
Provenienzen
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Abb. 5. Alpha-Amylase-Aktivitit in 15 industriell hergestellten Volleimassen
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Vergleichende Untersuchung der Phadebas®-Methode und der amyloklastischen Methode
nach Schweizerischem Lebensmittelbuch (7) bei unterschiedlichen Amylase- Aktivititen

Fiir die vergleichende Untersuchung der beiden Methoden bei unterschiedli-
chen Alpha-Amylase-Aktivititen wurden Volleiproben eingesetzt, deren Alpha-
Amylase durch Hitzepasteurisation teilweise inaktiviert war. Die Korrelation zwi-
schen der Extinktion bei 560 nm als Mass fiir die Jod-Stirke-Reaktion und den
Extinktionsinderungen bei 620 nm nach der Phadebas®-Methode ist in Abbil-
dung 6 A dargestellt.

A] 5 8]
e i
' or
e el
Il e
| A
1.2H | w -2F
| ¢
1 i -
L ]
| -3
e 1.0' |
E : i :
= H! R R R
R | In AE g20 nm
c 0.8' |
o
% |1
" |
06
L
04l blau
Em rotviolett
I lachsrot
02F altrosa
i : __gelb
! 02 04 06 08 10
| A Extinktion 620 nm
| T s el T S W e S Sl |
100 200 300 400
Aktivitat (UL

Abb. 6 A. Korrelation zwischen der Extinktion bei 560 nm nach der amyloklastichen Me-
thode (Schweizerisches Lebensmittelbuch (7)) mit der Extinktionsinderung bei
620 nm bzw. der Amylase-Aktivitit in Vollei [U*1"'] nach dem Phadebas®-Amy-
lase-Test (untere Nachweisgrenze der Alpha-Amylase-Aktivitit in Vollei mit dem
Phadebas®-Amylase-Test bei AE,, ., von 0,040 [= 21 U*l''])

Abb. 6 B. Beziehung zwischen In Eq ,» und In AE.;; 1o
Parameter der Regressionsgeraden
In Egp om = a + b*In 4Egy am
a = Achsenabschnitt

a
b = Steigung
r = Korrelationskoeftizient
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Werden die Extinktionswerte logarithmisch aufgetragen, resultiert im Messbe-
reich zwischen den Wertepaaren

[AEGZO nm 0,01 und E‘560 nm 1,22]
sowie

[AE()ZO A 0,47 und E560 A 0,05]
eine lineare Beziehung, die durch die allgemeine Gleichung
In ESb() nm — 4 F b*In AEéZO nm

beschrieben wird (Abb. 6 B). In diesem Bereich weisen die Parameter der Regres-
sionsgeraden folgende Werte auf:

Achsenabschnitt a: - 3,638
Steigung b: - 0,854
Korrelationskoeffizient r: - 0,999

Die untere Nachweisgrenze des Phadebas®-Amylase-Tests liegt bei AE¢;q \m =
0,040. Dies entspricht bei der gewihlten Methodik einer Amylase-Aktivitat in
Vollei von 21 U*I'L

Rein visuell lassen sich bei der amyloklastischen Methode nach Vorschrift des
Schweizerischen Lebensmittelbuches (7) folgende drei Bereiche unterscheiden
(Abb. 6 A): '

— Bei Abwesenheit der Amylase oder Konzentrationen unter 25 U*l", nach Be-
stimmung mit der Phadebas®-Methode, firbt sich die Jod-Starke-Losung blau.
Bei zunehmender Stirkehydrolyse nimmt die Farbintensitit des Komplexes
allmihlich ab. Bei ungefiahr 25 U*1"! verindert sich der Farbton der Probe von
blau zu blauviolett.

— Bei Aktivititen zwischen 25 U*I'! und 75 U*I! erfolgt ein Farbumschlag von
rotviolett iiber lachsrot bis altrosa.

— Bei1 Werten tiber 75 U*l"! verschwindet die Farbe, d. h. die in den 2 ml 0,7%-
Stiarke-Losung enthaltene Amylose wird durch die Aktivitit der Alpha-Amyla-
se so weit gespalten, dass eine Jod-Stirke-Reaktion unterbleibt. Diese Proben
weisen eine gelbe Farbe auf.

Diskussion

Phadebas®-Methode

Die offizielle Vorschrift zum Phadebas®-Amylase-Test (13) ist fiir den Einsatz
in der medizinischen Analytik konzipiert. Barnes et al. (10), Regula et al. (11) und
Siegenthaler (12) haben die bestehenden Testvorschriften fiir den Nachweis der Al-
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pha-Amylase-Aktivitit in Getreideprodukten bzw. in Honig den spezifischen An-

spriichen dieser Produkte angeglichen. Die entsprechende Anpassung der Metho-

dik war auch fiir die Anwendung des Phadebas®-Amylase-Tests bei Vollei und Ei-
gelb notwendig.

Fir den sinnvollen und sicheren Einsatz der Methode waren dabei zwei
grundlegende Punkte zu beriicksichtigen:

— Photometrisches Prinzip der Methode;

— Testparameter: welche Parameter sind variierbar und wie sind diese festzule-
gen, damit die Methode einfach durchfithrbar bleibt und sichere, reproduzier-
bare Werte liefert?

Bei photometrischen Messmethoden unterliegen die Extinktionswerte nur in-
nerhalb eines bestimmten Bereiches linearen Gesetzmaissigkeiten. Oberhalb die-
ses Bereiches flachen Extinktionskurven mehr oder weniger stark ab und lassen
keine rechnerisch einfache Auswertung mehr zu. Die genannten Werte liegen im
allgemeinen bei Extinktionswerten zwischen 1,0 und 1,5. Es galt deshalb, die Me-
thodik derart anzugleichen, dass auch bei hoheren Alpha-Amylase-Aktivititen in
Ei und Eiprodukten keine oder moglichst wenige Extinktionswerte oberhalb des
linearen Bereiches lagen.

Die variablen Testparameter beim Phadebas®-Amylase-Test sind die Inkuba-
tionstemperatur, die Probemenge, der pH-Wert des Reaktionsgemisches und die
Reaktionszeit.

Inkubationstemperatur

Nach den vorliegenden Untersuchungen zeigt die Alpha-Amylase in Vollei
und Eigelb ihre maximale Aktivitit im Temperaturbereich von 50 °C bis 54 °C.
Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu den Angaben von Monsey und Jones
(14), die ein Optimum der Alpha-Amylase bei Temperaturen zwischen 40 °C und
46 °C festgestellt haben. Allerdings bezogen sich diese Resultate auf Alpha-Amy-
lase in Eiweiss. Zur Ermittlung der Alpha-Amylase-Aktivitit in Vollei und Eigelb
mit dem PhadebasR-Amylase-Test wurden alle weiteren Proben bei 44 °C inku-
biert, weil auch bei der amyloklastischen Methode, wie sie von der Codex Ali-
mentarius Kommission der FAO/WHO (6) und dem Schweizerischen Lebens-
mittelbuch (7) festgelegt ist, die Aktivititsbestimmung der Alpha-Amylase in
Vollei bei dieser Temperatur durchgefiihrt werden.

Dieses Vorgehen bietet gleichzeitig die Moglichkeit, mit etwas héheren Pro-
bemengen zu arbeiten und die Testdurchfithrung dadurch praktikabler zu gestal-
ten. Nicht zuletzt verringert sich damit die Differenz zur Umgebungstemperatur.
Bei Wasserbidern mit vergleichsweise kleinen Volumina, wie sie in Routinela-
bors hiaufig zu treffen sind, ergeben sich dadurch weniger Schwankungen bei der
Temperaturregelung und damit verbunden grossere Sicherheit in der Tempera-
turkonstanz. Die Erhohung der Temperatur auf 52 °C wiirde die Empfindlichkeit
der Methode um rund 30% steigern. Dies diirfte insbesondere dann von Vorteil
sein, wenn Alpha-Amylase-Restaktivititen von hitzebehandelten Eiprodukten zu
bestimmen sind.
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Probemenge

Als Probenvolumina erwiesen sich 0,3 ml bei Vollei und 0,2 ml einer 1:1-Ver-
diinnung bei Eigelb als praktikabel. Bis zu diesen Werten zeigen die vorliegenden
Versuche gut lineare Abhingigkeit der Extinktion von der eingesetzten Probe-
menge, und dies auch bei Eiproben mit erhohter Alpha-Amylase-Aktivitit. Der
Einsatz grosserer Probemengen fithrt zu hoheren Extinktionswerten bei den je-
weiligen Nullproben, weshalb auch aus diesem Grund die vorgeschlagenen Pro-
bemengen angezeigt erscheinen. Der Umstand, dass Proben mit extremen Aktivi-
titswerten bis zu hoheren Extinktionen Linearitit zeigen, kann nicht plausibel
erklart werden.

pH-Wert

Der pH-Wert der Reaktionsldsung ist beim Phadebas®R-Test durch Puffersub-
stanzen, die in der Testtablette enthalten sind, auf den pH-Wert 7,0 festgelegt.
Fir die Bestimmung der Alpha-Amylase-Aktivitit in Honig hat Siegenthaler (12)
mit verschiedenen Pufferlésungen anstelle von destilliertem Wasser gearbeitet,
um den pH-Wert der Testlosung dem pH-Optimum der Honig-Amylase anzu-
gleichen. Fiir das pH-Optimum der Alpha-Amylase in Vollei gibt Brooks (2) einen
pH-Wert von 7,5 an. Monsey und Jones (14) fanden fiir Eiweiss-Amylase den glei-
chen Wert. Da die gepufferte Phadebas®-Losung (pH 7,0) nur geringfiigig vom
pH-Wert von Vollei (pH 7,6) und Eigelb (pH 6,0 bis 6,9) und dem pH-Optimum
ihrer Alpha-Amylasen abweicht, und zudem die amyloklastische Methode beim
pH-Wert der untersuchten Produkte arbeitet, wurde darauf verzichtet, den pH-
Wert der Phadebas®-Losung mit Pufferlésung anzuheben. Damit bleibt insbeson-
dere die einfache Handhabung des Testsystems erhalten, und die aufwendige Zu-
bereitung von Pufferlosung entfillt.

Reaktionszeit

Prinzipiell kann die Empfindlichkeit des Testsystems durch Verlingerung der
vorgeschriebenen Reaktionszeit erhoht werden. Dies erwies sich aber als unnétig,
da bereits durch Anpassung der Inkubationstemperatur und der Probemenge so-
wie die Durchfithrung des Testes im pH-Bereich des untersuchten Produktes op-
timale Versuchsbedingungen erreicht wurden.

Prdzision der Ergebnisse

Die in der Gebrauchsinformation (13) angegebene Prizision der Ergebnisse
des Phadebas®-Amylase-Testes fiir Serum und Urin mit Variationskoeffizienten
von 1,6% bis 2,5% be1 Aktivitaten von 210 U*1'! bis 1090 U*1"! bzw. 3,6% bis 4,8%
bei 590 U*I! bis 790 U*I"! werden fiir Vollei und Eigelb nicht ganz erreicht. Bei
Vollei und Eigelb wurden Variationskoeffizienten von 6,1% bis 7,2% bei 260
U*I! bis 430 U*1'! bzw. 4,8% bis 5,5% bei 570 U*kg! bis 1260 U*kg! ermittelt.
Siegenthaler (12) erreichte bei der Anwendung des Phadebas®-Amylase-Tests fiir
Honig einen Variationskoeffizienten von 4,4%, Regula et al. (11) fiir Malzmehle
8,7%. Die Unterschiede der Variationskoeffizienten bei Eigelb und Vollei im
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Vergleich zu jenen bei Serum und Urin lassen sich durch die Inhomogenitit des
Probenmaterials erkliren. Trotz Homogenisation konnen bei Vollei lokale Berei-
che auftreten, bei denen das Eiweiss-Eigelb-Verhiltnis vom Durchschnittswert
abweicht. Bei Eigelb ist nicht auszuschliessen, dass der hohe Lipidanteil bei der
Probenverdiinnung geringfiigige Inhomogenitit verursacht. Insgesamt darf die
Reproduzierbarkeit des Phadebas?-Amylase-Tests aufgrund der Ergebnisse bei der
Bestimmung der Amylase-Aktivitit in Vollei- und Eigelbmassen als gut bezeich-
net werden.

Alpha-Amylase- Aktivitit in Eiern und Eiprodukten

Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Alpha-Amylase-Aktivititen in Ei-
weiss, Eigelb und Vollei lassen den Phadebas®-Amylase-Test in der vorgeschlage-
nen Modifikation fiir den Nachweis von Alpha-Amylase in Eiprodukten als sehr
gut geeignet erscheinen. Es konnte gezeigt werden, dass rund 95% der Alpha-
Amylase-Aktivitit im Eigelb- und nur 5% im Eiweissanteil zu finden sind. Dabei
wurde mit 23 U*I'! in einer der Eiweissproben die untere Nachweisgrenze der
Methode erreicht.

Auch die bei den Einzeleiern-unterschiedlicher Provenienz beobachteten Ak-
tivititsunterschiede bei Vollei liegen alle im Messbereich der Methode. Die in
dieser Versuchsserie gemessenen Extremwerte der Alpha-Amylase-Aktivitit betra-
gen 180 U*I'! und 560 U*I"!. Erwartungsgemaiss sind die Aktivititsunterschiede
bei industriellen Volleimassen weniger ausgeprigt. Bei einer durchschnittlichen
Aktivitit von 328 U*Il'!, ermittelt an 15 Proben, wurden Extremwerte von 220
U*1'! und 410 U*1"! beobachtet. Soll die Restaktivitit der Alpha-Amylase fiir den
Nachweis einer thermischen Behandlung von Vollei dienen, konnten derartige
unterschiedliche Ausgangsaktivititen eine Rolle spielen, weil bei gleicher Hitze-
behandlung unterschiedliche Restaktivititen erreicht wiirden.

Vergleich der beiden Methoden

Beim Vergleich der amyloklastischen Methode nach Vorschrift des Schweize-
rischen Lebensmittelbuches (7) mit dem Phadebas®-Amylase-Test zur Bestim-
mung der Alpha-Amylase-Aktivitat ist primar festzustellen, dass die beiden Me-
thoden auf gegensitzlichen Messprinzipien beruhen. Die amyloklastische Me-
thode misst die Firbung des Jod-Stirke-Komplexes, wobei eine intensive Blaufir-
bung der Losung eine geringe Amylase-Aktivitit anzeigt. Im Gegensatz dazu ist
die Farbintensitit beim Phadebas®-Test der Alpha-Amylase-Aktivitit in der Probe
proportional. Die blaue Farbe wird durch gefirbte, 16sliche Hydrolyseprodukte
eines unldslichen Stirkederivates verursacht.

Der Bestimmungsansatz fiir den Phadebas®-Amylase-Test ist in den vorliegen-
den Untersuchungen so festgelegt worden, dass die Alpha-Amylase-Aktivitit in
Vollei iiber einen Konzentrationsbereich von 21 U*I'! bis 700 U*l"' bestimmt
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werden kann. Fiir Eigelb liegt der Nachweisbereich der Alpha-Amylase-Aktivitit
zwischen 60 U*kg! und 2000 U*kg!. In diesem Bereich besteht folgender Zu-
sammenhang zwischen den gemessenen Extinktionswerten und der Amylase-Ak-
tivitdt in U*I1:

In [U*1'] = In 60 + A + \/B + C*In AE 0 o

(A, B, C: vom Hersteller empirisch ermittelte und fiir jede PhadebasR-Amyla-
se-Test-Charge angegebene Konstanten)

Im Gegensatz zur Phadebas®-Methode ist die amyloklastische Methode nach
Vorschrift des Schweizerischen Lebensmittelbuches (7) auf einen engen Konzen-
trationsbereich beschrankt und ist fiir die Erfassung geringer Amylase-Konzentra-
tionen bestimmt. Aufgrund der guten Korrelation der Phadebas®-Methode mit
der amyloklastischen Methode im ermittelten Giiltigkeitsbereich der Regres-
sionsgeraden (Abb. 6B) lassen sich auch die Extinktionswerte der amyloklasti-
schen Methode in Alpha-Amylase-Aktivititen umrechnen nach der Formel:

In [U*lY] = 1n 60 + A + VB +-C,+(ln Eseobnm — a

Die vergleichende Untersuchung der amyloklastischen Methode mit der Pha-
debasR-Methode zeigt, dass eine visuell wahrnehmbare Blaufirbung der Jod-Star-
ke-Reaktion annihernd mit der unteren Nachweisgrenze der Alpha-Amylase-Ak-
tivitit beim modifizierten Phadebas®-Amylase-Test korreliert. Die beiden Metho-
den sind also beim Nachweis der ausreichenden Pasteurisation von Vollei, die bei
Einsatz der Methode des Schweizerischen Lebensmittelbuches (7) durch eine
blaue bzw. blauviolette Firbung der Probe angezeigt wird, in ihrer Empfindlich-
keit vergleichbar.

- Die im Schweizerischen Lebensmittelbuch (7) beschriebene Methode weist
allerdings 1m Gegensatz zur Phadebas®-Methode subjektive Aspekte auf. Bereits
die Angabe von zwei Farbtonen deutet darauf hin, dass die vielen Schattierungen
der Dextrinfirbung mit Jod eine eindeutige Festlegung des Messpunktes erschwe-
ren. Die amyloklastische Methode lisst sich deshalb nur durch Angabe des Farb-
tons nach einer klar definierten Farbskala oder eines festgesetzten Extinktions-
wertes objektivieren. Im iibrigen konnen die Firbung der Jod-Stirke-Losung wie
auch die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse dieser Methode in hohem Masse von
der Art des verwendeten Starkesubstrates und von dessen Vorbehandlung abhin-
gig sein. Es ist weiter zu beachten, dass die Bildung des Jod-Stirke-Komplexes
durch die in der Losung vorhandenen Proteine gestort werden kann. Diese Sto-
rung spielt dann eine Rolle, wenn geringe Alpha-Amylase-Aktivititen in protein-
reichen Losungen bestimmt werden sollen (14). Dies ist bei pasteurisierten Vollei-
massen von Bedeutung, zumal Proteine wie Ovalbumin, Ovomucoid, Ovomucin
u. a. eine relativ hohe Hitzeresistenz aufweisen (15).
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Der Phadebas®-Amylase-Test weist gegeniiber dem amyloklastischen Verfah-
ren folgende Vorteile auf:

— Die Phadebas®-Testtabletten stellen ein Substrat dar, dessen Qualitit vom
Hersteller fiir jede Charge exakt ermittelt wird. Die Eichergebnisse variieren
von Charge zu Charge kaum und liegen jeder Packung bei. Die Testtabletten
zeichnen sich durch ihre gate Lagerfihigkeit bei Raumtemperatur aus.

— Der Test ist rasch und problemlos durchzufithren. Die aufwendige Herstel-
lung von Losungen, insbesondere der Stirke-Losung, entfdllt. Die nach der
Phadebas®-Methode ermittelten Amylase-Aktivititen sind eindeutig quantifi-
zierbar.

Zusammenfassung

Die eidgendssische Lebensmittelverordnung bezeichnet Volleimasse als ausreichend er-
hitzt und damit hygienisch sicher, wenn die Alpha-Amylase inaktiviert ist. Als Testmetho-
de empfiehlt das Lebensmittelbuch eine amyloklastische Methode.

Die vorliegende Arbeit zeigt die Moglichkeit auf, die Alpha-Amylase in Vollet und Ei-
gelb mit Hilfe des Phadebas®-Amylasetests nachzuweisen. Dieses Testverfahren, das in der
medizinischen Analytik verbreitet ist, erfasst die Alpha-Amylase-Aktivitit eines Produktes
durch die photometrische Messung l6slicher, farbmarkierter Fragmente, die von einem de-
finierten, unldslichen Substrat abgespalten worden sind. Die Vorschriften fiir die Phade-
bas®R-Methode wurden in der Weise abgeindert, dass mit der amyloklastischen Methode
vergleichbare Ergebnisse zu erreichen sind. Der Phadebas®-Amylase-Test besticht durch
seine Einfachheit in der Durchfithrung und die Méglichkeit der sicheren quantitativen Er-
fassung der Alpha-Amylase-Aktivitit.

Résumeé

L’Ordonnance suisse sur les denrées alimentaires qualifie la masse d’oeufs entiers com-
me suffisamment échauffée et par conséquent hygiéniquement stre si i"amylase du produit
est inactivée. La méthode prescrite par le Manuel suisse des denrées alimentaires pour le
dosage de Pamylase est une méthode amyloclastique.

La publication présentée propose 'usage du test de Phadebas® au lieu de la méthode of-
ficielle. Le test de Phadebas® est repris de ’analytique médicale. Les prescriptions du test
sont changées de telle maniére que les resultats a attendre sont comparables a ceux de la
méthode officielle. Le test de Phadebas® s’est révélé simple. Il offre la possibilité du dosage
quantitatif et exact.

Summary

The Swiss food ordinance considers whole egg as sufficiently heattreated and therefore
hygienically safe as soon as the alpha-amylase is inactivated. The Swiss food manual re-
commends an amyloclastic method as test to determine the inactivation of alpha-amylase.

The paper describes the possibility to proof the alpha-amylase activity in whole egg and
egg yolk by means of the Phadebas® amylase test. This method, well known in medical ana-
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lytics, is a photometrical test. The regulations concerning the Phadebas® test have been al-
tered so that comparable results can be expected as when applying the amyloclastic me-
thod. The Phadebas® amylase test is a simple method for a safe and quantitative determina-
tion of the amylase activity.
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