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Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg. 78, 36—43 (1987)

R. Amado*, H.R. Steffen™™, M. Ugrinovits*** und J.-C. Villettaz****

Die Problematik der Bestimmung von Enzymaktivititen
in Lebensmitteln am Beispiel der «-Amylase

The Difticulties of Determination of Enzyme Activity in Food
Using a-Amylase Determination as an Example

Einleitung

Die Bestimmung von Enzymaktivititen in Lebensmitteln ist aus verschiede-
nen Griinden von Interesse. Lebensmitteleigene oder mikrobielle Enzyme kataly-
sieren Reaktionen, welche zum Teil erwiinscht, zum Teil unerwiinscht sind. So
sind zum Beispiel die fruchteigenen Pektinenzyme beim Reifungsprozess not-
wendig, eine zu grosse Aktivitit dieser Enzyme fithrt aber zu Mazerierungseftek-
ten und zum Zerfall des ptlanzlichen Gewebes. Polyphenoloxidasen haben einen
positiven Effekt bei der Fermentation von Tee, Kaffee und Tabak, in Frichten
hingegen ist deren Aktivitat unerwiinscht, weil sie zur enzymatischen Briunung
fihren. Technische Enzyme werden vermehrt auch bei der Lebensmittelberei-
tung und -verarbeitung eingesetzt, fiir die Herstellung verschiedener Produkte
sind Enzyme gemass der Zusatzstoffverordnung zugelassen. Schliesslich werden
einzelne in Lebensmitteln enthaltene Enzymaktivitiaten auch als Indikatoren zur
Feststellung des Verlaufs technologischer Prozesse und/oder zum Nachweis von
mikrobiellen Kontaminationen gemessen (z.B. alkalische Phosphatase zum
Nachweis der Pasteurisation von Milch, Peroxidase als Indikator fir ausreichende
Hitzebehandlung eines Lebensmittels, Diastase im Honig zur Priifung der Natur-
belassenheit).

Zum Nachweis von Enzymen in Lebensmitteln oder zur Uberpriifung von
Enzympraparaten werden verschiedene Methodiken angewendet. Im allgemei-
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nen wird die Enzymaktivitit durch Messung der Geschwindigkeit der von ihr ka-
talysierten Reaktion ermittelt. Die Versuchsbedingungen miissen hierbei so
gewihlt werden, dass eine moglichst lineare Beziehung zwischen Enzymkonzen-
tration, Reaktionsdauer und Substratumsatz gewihrleistet ist. Als Mass fir die
Enzymwirkung dient dabei die Enzymeinbeit (siche auch (1)). Leider ist in der ein-
schliagigen Literatur ein «Einheiten-Salat» zu beobachten, selbst die relativ gut
definierten «internationalen Einheiten» (= 1. E. oder U) und die seit Inkrafttreten
des SI-Systems giiltige Einheit «Katal» lassen einen Freiraum zu bei der Festhal-
tung der optimierten Bedingungen, unter denen Enzymaktivititsmessungen
ausgefihrt werden (pH, Temperatur, Aktivatoren, Puffer usw.). Enzymaktivitats-
messungen mit «<Reinenzymen» bereiten bereits Probleme bei der Reproduzier-
barkeit, besonders dann, wenn hochmolekulare Substrate umgesetzt werden
(z. B. Proteasen). Bei der Bestimmung von Enzymaktivititen in Lebensmitteln
treten erschwerend noch Matrixeffekte auf, so dass fiir jede Lebensmittelgruppe
(= Enzymquelle) die zur Aktivititsbestimmung optimalen Bedingungen neu fest-
gelegt werden miissen.

Die Subkommission (SK) 26 der Schweiz. Lebensmittelbuch-Kommission er-
hielt im Jahre 1982 von der Hauptkommission den Auftrag, das Kapitel 61 des
Schweiz. Lebensmittelbuches (LMB) mit einem Abschnitt iiber die Messung von
Enzymaktivititen auszubauen. In einer ersten Phase wurde bei kantonalen Labo-
ratorien sowie Kontroll-Laboratorien der Lebensmittelindustrie eine Umfrage
durchgefiihrt, um abzukliren, welche Enzymaktivititsmessungen von besonde-
rem Interesse sind. Von total 230 verschickten Fragebogen wurden deren 63
beantwortet, wobei sich herausstellte, dass die Bestimmung der a-Amylase ein-
deutig am meisten erwiinscht ist. In einer zweiten Phase versuchte die Arbeits-
gruppe «Enzymaktivititsbestimmungen» der SK 26 die Moglichkeiten zur Be-
“stimmung der a-Amylaseaktivitit zusammenzustellen und eine geeignete Metho-
de zuhanden der Hauptkommission LMB vorzuschlagen. Im folgenden werden
die verschiedenen Methoden vorgestellt und kurz erliutert.

Stirkeabbauende Enzyme

In Abbildung 1 sind die Angriffspunkte der drei wichtigsten stirkeabbauenden
Enzyme schematisch dargestellt. Das Enzym a-Amylase (1,4-a-D-Glucan-Gluca-
nohydrolase, E. C. 3.2.1.1.) katalysiert die Hydrolyse von «-1,4-Glucanen zu
Maltose und héheren Oligomeren. Amylose wird zu Maltose und Maltotriose ab-
gebaut, wihrend Amylopektin zu Maltose, Maltotriose und sogenannten Grenz-
dextrinen gespalten wird. Die a-Amylase ist spezifisch fiir a-1,4-glycosidische
Bindungen, kann die Verzweigungsstellen im Amylopektinmolekiil (a-1,6-Bin-
dungen) nicht spalten und baut die Polysaccharidketten statistisch ab. Es handelt
sich also um ein Endoenzym. a-Amylasen sind sowohl in Tieren und Pflanzen
als auch in Mikroorganismen nachgewiesen und aus verschiedenen Quellen kri-
stallin gewonnen worden. Im Gegensatz dazu spaltet das zweite stirkeabbauende
Enzym, die f-Amylase, Maltose von nichtreduzierenden Enden der Polysaccha-
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: a-AMYLASE
2 : 8-AMYLASE
s AMYLOGLUCOSDASE

Abb. 1. Stirkeabbauende Enzyme
Angriffsstellen der verschiedenen Enzyme in einem Amylopektinmolekiil (sche-
matisch)

ridketten her ab. Die f-Amylase ist ein Exoenzym und ist ebenfalls spezifisch fiir
a-1,4-Bindungen. Die Amyloglucosidase (Glucoamylase) ist ebenfalls ein Exoen-
zym, greift das Makromolekiil von den nichtreduzierenden Enden an und spaltet
Glucose ab. Im Gegensatz zur a- und S-Amylase greift dieses Enzym auch die
a-1,6-Bindungen an, so dass durch die Wirkung der Amyloglucosidase ein voll-
stindiger Abbau von Starke zu Glucose moglich ist. Der Vollstindigkeit halber
soll noch erwihnt werden, dass auch sogenannte «debranching enzymes» (z. B.
die Pullulanase) bekannt sind, welche die Verzweigungsstellen im Amylopektin-
molekiil angreifen konnen. Diese Enzyme spielen aber in Lebensmitteln eine un-
tergeordnete Rolle.

Methoden zur Bestimmung der a-Amylaseaktivitat

Zur Bestimmung der a-Amylaseaktivitit sind in der Literatur verschiedene

Methoden beschrieben, welche sich in 5 Hauptklassen einteilen lassen:

— Bestimmung der freigesetzten reduzierenden Gruppen

— Methoden, beruhend aut der Messung der Farbung des Iod-Stirke-Komplexes
(amyloklastische Methoden)

— Methoden, beruhend auf der Messung der Farbintensitit l6slicher Hydrolyse-
produkte von unloslichen Stirkederivaten

— Methoden, beruhend auf der Messung der Farbintensitit [6slicher Hydrolyse-
produkte von kurzkettigen, |6slichen Stirkederivaten (meist oligomere Gluco-
sederivate)
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— Methoden, beruhend auf der Messung der Viscosititsabnahme von Stirke-
kleistern.

Innerhalb der einzelnen Methodengruppen sind verschiedene Variationen be-
kannt. In der Arbeit von Marciniak et al. (2) sind die verschiedenen Methoden
zusammengefasst, deren Prinzipien beschrieben und auf die verwendeten En-
zymeinheiten eingegangen. In der Lebensmittelindustrie werden zum Teil noch
Methoden eingesetzt, welche nur die Bestimmung der Summe der stirkeab-
bauenden Enzymaktivititen erlauben. Die Aktivitit wird in diesen Fillen als dia-
statische Kraft in unterschiedlichen Einheiten angegeben (z. B. Grad Lintner,
Grad Windisch-Kolbach, Grad Pollak-Egloffstein). Bergmeyer (3) gibt in der neue-
sten Ausgabe seiner Methodensammlung eine Reihe kolorimetrischer Methoden
zur Bestimmung der a-Amylase an. Bergmeyers Angaben beziehen sich vorwie-
gend auf Methoden, die in der klinischen Chemie eingesetzt und nur nach An-
passung auf die Lebensmittelanalytik {ibertragen werden konnen.

Einige Fachgremien haben fir ithre Methodensammlungen offizielle Bestim-
mungsmethoden fiir die a-Amylaseaktivitit vorgeschlagen. So empfehlen sowohl
die Association of Official Analytical Chemists (AOAC) als auch die American
Association of Cereal Chemists (AACC) amyloklastische Methoden (4, 5), die
Mitteleuropiische Brautechnische Analysenkommission (MEBAK) schligt als
Referenzmethode eine von Anderegg et al. (6) beschriebene viscosimetrische
Amylasebestimmung vor. In den letzten Jahren riickte auch im Lebensmittelbe-
reich immer mehr eine, im klinischen Bereich seit langem erfolgreich eingesetzte
Methode, der Phadebas-Test (7), als Methode der Wahl in den Vordergrund (8—
10). Be1 dieser Bestimmung handelt es sich um einen einfachen und raschen Test
zur Ermittlung der a-Amylaseaktivitit, der zur quantitativen Analyse der Enzym-
aktivitit in Korperfliissigkeiten des Menschen entwickelt wurde. Ahnliche, auf
dem gleichen Prinzip beruhende Test-Kits werden auch von anderen Herstellern
angeboten (z.B. Amylochrom-Roche). Als Substrat fiir die Bestimmung der
a-Amylase wird ein blau gefirbtes, durch Quervernetzung wasserunloslich ge-
machtes Stirkepolymer eingesetzt. Dieses wird unter Mitwirkung des Enzyms zu
wasserlOslichen blauen Fragmenten hydrolysiert, deren Farbintensitdt bei 620 nm
im Photometer gemessen wird. Die Extinktion der blauen Losung ist direkt von
der Aktivitit der a-Amylase in der untersuchten Probe abhingig. Die Quantifi-
zierung erfolgt durch Vergleich mit einer fiir jeden «Batch» Substrat vom Herstel-
ler mitgelieferten Eichkurve. Bei den fiir Lebensmittel veroffentlichten Bestim-
mungen wurde, sofern moglich und bekannt, der eingesetzte Puffer dem pH-Op-
timum der betreffenden a-Amylase angepasst. Eine weitere, einfache Methode
stellt der PNP-Test (PNP = p-Nitrophenol) dar, der ebenfalls fiir die klinische
Chemie entwickelt wurde und heute als Alternative zum Phadebas-Test immer
hiufiger im Einsatz steht (11). Bei dieser Bestimmung wird als Substrat das Oligo-
saccharid p-Nitrophenylmaltoheptaosid eingesetzt, welches durch die a-Amylase
unter anderem zu p-Nitrophenylmaltotriosid umgesetzt wird. Dieses Trisaccha-
ridderivat wird in einem zweiten Schritt durch eine im Testsystem vor-
gegebene a-Glucosidase abgebaut, so dass PNP freigesetzt wird, welches im Pho-
tometer bei 405 nm quantitativ bestimmt werden kann. Diese beiden Methoden
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scheinen besonders vorteilhaft zu sein, weil sie neben der einfachen Durchfiihr-
barkeit die Enzymaktivitit direkt in internationalen Einheiten messen, so dass
Quervergleiche von Resultaten zwischen verschiedenen Laboratorien im Prinzip
moglich sein sollten.

Eigene Untersuchungen mit dem Phadebas- und dem PNP-Test

In einer ersten Phase wurde abgeklirt, ob der Phadebas-Test reproduzierbare
Ergebnisse liefert. Dazu wurde die a-Amylaseaktivitit in einem Malzextrakt und
in einem inlindischen Honig bestimmt. Die erhaltenen Werte wichen bei einer
Versuchszahl von zweimal 7 Bestimmungen an verschiedenen Tagen um =% 2%
ab. Es darf also festgehalten werden, dass mit Hilfe des Phadebas-Tests gut repro-
duzierbare Resultate erhalten werden.

Mit dem gleichen Testsystem wurde anschliessend versucht, die a-Amylaseak-
tivitit in einem Handelsenzympriparat (Fungamyl® , Novo-Ferment AG, Basel)
zu bestimmen. Dabei zeigte es sich, dass die mit Hilfe der firmeneigenen Metho-
de (12) festgestellte Enzymaktivitit nicht direkt mit den mit dem Phadebas-Test
erhaltenen Resultaten vergleichbar ist. Die a-Amylaseaktivitit eines bakteriellen
Enzympraparates Termamyl® wurde von der Novo Industri, Kopcnhagen mit
einem «massgeschneiderten» Phadebas-Test bestimmt (13). Um eine Korrelation
zwischen den von der Novo Industri definierten KNU (Kilo Novo Units) und der
Extinktion bei 620 nm (Phadebas-Test) zu erhalten, musste der pH-Wert der Pha-
debas-Inkubationsmischung auf das pH-Optimum der @-Amylase des Termamyls
eingestellt werden. Dabei war zu beachten, dass die Anpassung des pH unbedingt
mit dem pH-Meter kontrolliert wurde, die Zugabe von Pufferlésung mit dem op-
timalen pH-Wert reichte nicht aus, um die in den Phadebas-Tabletten enthalte-
nen Puffersalze umzupuffern. Zusitzlich war auch eine Zugabe von Ca? *-Ionen
in der fiir die Enzymwirkung optimalen Konzentration notwendig. Diese Resul-
tate machen deutlich, dass es nur mit einem relativ grossen Aufwand maoglich ist,
Angaben, welche von einem Enzymproduzenten fir das von ihm hergestellte
Priparat publiziert wurden, mit Hilfe des Phadebas-Tests zu tiberpriifen.

In einem weiteren Versuch wurde der Einfluss von Calciumionen auf die Ak-
tivitit der a-Amylase abgeklirt. Es ist bekannt, dass Ca-lonen als Aktivatoren die
a-Amylaseaktivitit erhohen (14). Ein Ca-lonen-Zusatz zum vorgeschriebenen
Puffersystem fiir den Phadebas-Test beeinflusste die Ausbeute an a-Amylaseakti-
vitit erheblich. Allfillig in einem Lebensmittelhomogenisat vorliegende Ca-lo-
nen verfilschen demnach die Bestimmung der a-Amylaseaktivitit, sie miissten
z.B. mit EDTA maskiert oder aber deren Konzentration bestimmt werden.

Die fiir einen Malzextrakt mit dem Phadebas-Test ermittelten a-Amylasewerte
wurden mit dem PNP-Test tiberpriift. Dabei zeigte sich, dass die beiden Metho-
den nicht direkt vergleichbar sind, obwohl in beiden Fillen eine Angabe der En-
zymaktivitit in [. E. erfolgt. Dies ist auf die verschiedenen Substrate, Reaktions-
kinetik und die unterschiedlichen Inkubationsbedingungen zuriickzufiihren. Mit
dem Phadebas-Test wurden 18,2 I. E., mit dem PNP-Test 23,4 I. E. a-Amylaseakti-
vitit pro Liter Malzextrakt gefunden.
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Schliesslich wurden Versuche durchgefiithrt, um abzukliren, ob allfillig in
den untersuchten Proben vorhandene f-Amylaseaktivitit die beiden Tests stort.
Zu diesem Zwecke wurden sowohl der Phadebas- als auch der PNP-Test mit einer
kristallinen g-Amylase (Calbiochem AG, Luzern) durchgefiihrt. In beiden Fillen
zeigte es sich, dass die Testsysteme stark mit f-Amylase reagieren, d. h. dass diese
Tests nicht nur die a-, sondern auch die f-Amylaseaktivitit einer Enzymquelle
miterfassen. Es ist klar, dass die Hersteller dieser Enzymkits diesem Umstand
nicht Rechnung tragen, wurden doch beide Verfahren fiir die Bestimmung der
a-Amylase in menschlichen Korperfliissigkeiten entwickelt, wo mit Sicherheit
keine B-Amylaseaktivitit vorhanden ist. Es ist aber interessant festzustellen, dass
der Phadebas-Test von verschiedenen Arbeitsgruppen auch fiir die a-Amylaseak-
tivititsbestimmung in Lebensmitteln eingesetzt wird, ohne deren Stérung durch
die f-Amylase zu beriicksichtigen. In einzelnen Publikationen wird zwar auf eine
Storung des Tests durch f-Amylase hingewiesen (15, 16), in anderen Artikeln wird
allerdings ausdriicklich festgehalten, dass dieses Enzym den Test nicht stort (z. B.
17). Es wird zudem, vor allem in Arbeiten, die sich mit der amylolytischen Aktivi-
tit von Getreidekornern und -mehlen beschiftigen, darauf hingewiesen, dass die
a-Amylase wesentlich hitzestabiler ist als die f-Amylase, so dass durch Erhitzen
des zu untersuchenden Materials eine differenzierte Bestimmung dieser beiden
stirkeabbauenden Enzyme moglich wird (15). Es ist aber nirgends abgeklart wor-
den, inwieweit durch diese Hitzebehandlung auch die a-Amylase geschidigt und
somit nur eine Restaktivitit gemessen wird.

Schlussfolgerungen

Die in eigenen Versuchen mit dem Phadebas- und dem PNP-Test erhaltenen
Resultate haben deutlich aufgezeigt, dass diese beiden Methoden nicht nur die
a-Amylase-, sondern auch die f-Amylaseaktivitit einer Enzymquelle (Lebensmit-
tel oder Enzympriparat) miterfassen. Die Anwendung dieser Schnelltests darf
demnach in der Lebensmittelanalytik nicht ohne weiteres empfohlen werden. Es
muss dem Analytiker ganz klar bewusst sein, dass mit diesen beiden Methoden
nur die Summe der amylolytischen Enzymaktivititen eines Lebensmittels oder
eines Enzympriaparates gemessen wird, d. h. es wird die frither als «diastatische
Kraft» bezeichnete Enzymaktivitit gemessen. Bogdanov (9) hat in seiner Arbeit
tiber die Honig-a-Amylase die Zusammenhinge zwischen Phadebas-Test und
Messung der diastatischen Kraft sehr schon aufgezeichnet. Ein potentieller An-
wender dieser beiden Methoden muss in erster Linie abkliren, was er mit einer
Aktivititsbestimmung bezweckt. Interessiert ithn primar der Abbau von Stirke
durch die im Lebensmittel vorhandenen Stirkeenzyme, eignen sich sowohl der
Phadebas-Test als auch der PNP-Test ausgezeichnet, sofern konsequent mit der
einen oder der anderen Methode gearbeitet wird. Beide Methoden sind einfach
durchzufiithren und ergeben. gut reproduzierbare Ergebnisse. In jedem Falle miis-
sen aber sowohl der pH, als auch die Ca’?* -lonen-Konzentration auf das Unter-
suchungsmaterial angepasst werden. Soll aber spezifisch die a-Amylaseaktivitat
eines Lebensmittels oder eines Enzympraparates bestimmt werden, miissen alter-
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native Methoden, z. B. die viscosimetrische Bestimmung der a-Amylaseaktivitit
(6), gekoppelt mit der Bestimmung der Zunahme der reduzierenden Endgruppen
(18), eingesetzt werden.
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Zusammenfassung

Am Beispiel der e-Amylasebestimmung wird auf die Probleme der Enzymaktivititsmes-
sungen in Lebensmitteln hingewiesen. Die mit unterschiedlichen Methoden erhaltenen
Resultate sind kaum vergleichbar, weil die festgelegten Enzymeinheiten verschieden defi-
niert sind. Be1 einigen Verfahren werden neben der a-Amylase auch andere, allenfalls vor-
liegende stirkeabbauende Enzyme miterfasst, so dass keine spezifische Bestimmung der
a-Amylase moglich ist. Der Einfluss verschiedener Faktoren sowie die Spezifitit des Phade-
bas- und des PNP-Tests werden ebenfalls besprochen.

Résumé

La détermination de [activité de I'g-amylase a été choisie pour démontrer les pro-
blemes qu'implique la mesure des activités enzymatiques dans des denrées alimentaires.
Les résultats obtenus par les diverses méthodes ne sont presque jamais comparables, étant
donné les différentes unités d’activité enzymatique appliquées. Dans certaines méthodes,
Pactivité d’autres enzymes amylolytiques interfére avec celle de I’a-amylase, le résultat ob-
tenu représentant alors la somme de ces activités. L’'influence de divers facteurs sur les tests
Phadebas et PNP est également discutée.

Summary

The determination of the g-amylase activity has been chosen as an example to show the
problems encountered in the measurement of enzyme activities in food. The results obtai-
ned with different methods are hardly comparable, due to the different enzyme units used
for the different methods. Some of the a-amylase methods are not specific for this enzyme,
other amylolytic activities present in the food sample interfere, in order to allow only the
determination of the sum of starch degrading enzyme activities. The influence of different
factors on the Phadebas- and PNP-test systems are briefly discussed.
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