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Obrazovy postup stanoveni aktivity diastazy v medu enzymovou metodou

Phadebas®

Princip:

Metoda Phadebas® je urena pro stanoveni aktivity a-amylazy ve vSech druzich medu.

Jako substrat slouzi nerozpustny modie zbarveny zesitovany Skrob, v podobé komercéné

dostupnych tablet Phadebas® Honey Diastase Test. Substrat je hydrolyzovany a-amylazou, ¢im

se uvoliiuji modie zbarvené hydrosolubilni fragmenty a zvySuje se absorbance roztoku.

Po uplynuti piesné stanoveného Casu inkubace je spektrofotometricky méfena absorbance

modfe zbarveného produktu pii vinové délce 620 nm.

Reagencie:

tablety Phadebas® Honey Diastase Test

roztok hydroxidu sodného (¢ = 0,5 mol/l)

acetatovy pufr (pH 5,2; ¢ = 0,1 mol/l): 13,6 g trihydratu
octanu sodné¢ho se rozpusti v kadince s 800 ml
destilované vody, hodnota pH roztoku se upravi na 5,2
pomoci ledové kyseliny octové (1-2 ml) a ziskany pufr
se analyticky pfevede do odmérné bailkky a doplni
destilovanou vodou na celkovy objem 1 litru a

promicha.

Pristroje a pomucky:

analytické vahy

predvazky

spektrofotometr

vodni lazen

vortex

filtra¢ni papir

laboratorni sklo:
e kadinka 50 ml, sklenéna ty¢inka
e odmérna baika 100 ml se zatkou
e zkumavky s kulatym dnem

o filtra¢ni nalevky
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= mikropipeta 5,0 ml, stopky, pinzeta, stojan na nalevky, stojan na kyvety, kfemenné,

nebo jednorazové plastové kyvety.

Postup:

Pfiprava roztoku medu

1,00 g vzorku medu se odvazi do kadinky o objemu 50 ml (1) a rozpusti ve 40 ml acetatového

pufru o koncentraci 0,1 mol/l a pH 5,2 (2).
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Po uplném rozpusténi se vzorek analyticky pfevede do zdbrusové odmérné bailkky o objemu

100 ml, doplni acetatovym pufrem po rysku a dikladné promicha (3).
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Vlastni stanoveni

Na dno zkumavky se odpipetuje 5,0 ml piipraveného roztoku medu (4) a inkubuje 5 minut
ve vodné lazni pii 40 °C (5).
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Po 5 minutach se do zkumavky vlozi pomoci pinzety tableta Phadebas® (6). Roztok

ve zkumavce se promicha po dobu cca 10 sekund na vortexu (7).

—
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Zkumavka se vrati zpét do vodni 1azné a inkubuje se piesné 30 minut (8).

A 2020/9/14.14:20

Pro ukonceni reakce se pfida 1 ml roztoku hydroxidu sodného (¢ = 0,5 mol/l) (9) a zkumavka

se dikladné promicha na vortexu (10).

2020/9/145 14519




Obsah zkumavky se zfiltruje ptes filtraéni papir (11). Absorbance ziskaného filtratu se méfi
pii 620 nm proti destilované vodé (12). Absorbance slepého pokusu se odecte od absorbance

vzorku.
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Pozn. Kdyz je absorbance vyssi nez 1,0, filtrat se zredi destilovanou vodou a pri vypocte vysledku se

zohledni faktor Fedeni.

Slepéa zkouska:

S kazdou sadou vzorki je tieba pripravit i slepou zkousku. Na dno zkumavky se odpipetuje
5,0 ml acetatového pufru a inkubuje 5 minut ve vodné lazni pii 40 °C. Po 5 minutach se do
zkumavky vlozi pomoci pinzety tableta Phadebas®, roztok ve zkumavce se promicha na
vortexu (po dobu cca 10 sekund), zkumavka se vrati zpét do vodni 14zné a inkubuje ptesné
30 minut. Pro ukonceni reakce se prida 1 ml roztoku hydroxidu sodného (¢ = 0,5 mol/l) a
zkumavka se dikladn¢€ promicha na vortexu. Obsah zkumavky se zfiltruje pies filtracni papir.

Absorbance ziskaného filtratu se meti pfi 620 nm proti destilované vode.



Vypocet:
Ke zjisténé absorbanci se vyhleda v tabulce odpovidajici aktivita diastazy vyjadiena

jako diastatické ¢islo (diastatic number = DN).

A A A A A A
(620 nm) | PN| (620 nm) | PN | (620 nm) | PN | (620 nm) | PN | (620 nm) | PN | (620 nm) | PN
0,040 |0,9| 0200 |83 | 0360 |12,8] 0540 [17.9| 0,860 |26,9| 1,180 |359
0,045 |1,1| 0205 |84 | 0365 |129| 0550 |182| 0870 |27.2| 1,190 |36.2
0050 |1,3| 0210 |86 | 0370 |131| 0560 |184| 0880 |275| 1,200 |365
0055 |1,5| 0215 |87 | 0373 |132| 0570 |187| 0890 |27,7| 1,220 |37,0
0,060 |1,7| 0220 |88 | 0380 |134| 0580 |19,0] 0,900 |28,0| 1,240 |376
0,065 |1,8| 0225 | 90| 0385 |135| 0590 |19,3] 0,910 |283| 1,260 |382
0,070 |20 0230 | 91| 0390 |13,6| 0,600 |19,6] 0,920 |286| 1,280 |387
0075 |2,2| 0235 | 93| 0395 |13.8| 0,610 |19,8] 0930 |289| 1,300 |39,3
0,080 |2,4| 0240 | 94| 0400 |139| 0,620 |20,1] 0940 [29,1| 1,320 |39,9
0,085 |2,5| 0245 | 95| 0405 |141| 0,630 |20,4| 0,950 |29,4| 1,340 |40.4
0,090 |2,7] 0250 |97 | 0410 |142| 0,640 |20,7] 0,960 |29,7| 1,360 |41,
0,095 |2,9| 0255 | 98| 0415 |143| 0,650 |21,0] 0,970 |30,0| 1,380 |416
0,100 |3,1| 0260 |10,0| 0420 |145| 0,660 |21,3] 0,980 |30,3| 1,400 |421
0,105 |3,2| 0265 |10,1| 0425 |146| 0,670 |215| 0,990 |30,6| 1,420 |427
0,110 |3,4| 0270 |10,3| 0430 |14,8| 0,680 |21,8] 1,000 |30,8| 1,440 |432
0,115 |3,6| 0275 |10,4| 0435 |149| 0,690 |22,1| 1,010 |311]| 1,460 |438
0,120 |3,8| 0280 |105| 0,440 |150| 0,700 |22,4| 1,020 |31,4| 1,480 |44.4
0,125 |3,9| 07285 |10,7| 0,445 [152| 0,710 |22,7| 1,030 |31,7| 1,500 |449
0,130 |4,1| 0290 |10,8] 0450 |153| 0,720 |229| 1,040 |320| 1,520 |455
0,135 |4,3| 0295 |11,0| 0455 |155| 0,730 |232| 1,050 |323| 1,540 |46,1
0,140 |45| 0300 |11,1]| 0460 |156| 0,740 |235| 1,060 |325| 1,560 |46,6
0,145 |4,6| 0305 |11,2| 0465 |158| 0,750 |23,8| 1,070 |32.8| 1,580 |47.2
0,150 |4,8| 0310 |11,4| 0470 |159| 0,760 |24,1| 1,080 |33,1| 1,600 |47.8
0,155 |50| 0315 |11,5| 0475 |16,0| 0,770 |244| 1,090 |334| 1,620 |483
0,160 |52| 0320 |11,7| 0480 |162| 0,780 |24,6| 1,100 |33,7| 1,640 |489
0,165 |53| 0325 |11,8| 0485 |163| 0,790 |249| 1,110 |339| 1,660 |495
0,170 |55| 0,330 |11,9] 0490 |165| 0,800 |252| 1,120 |342| 1,680 |50,0
0,175 |57| 0355 |12,1| 0495 |16,6| 0810 |255| 1,130 |545| 1,700 |50,6
0,180 |59| 0340 |12,2| 0500 |16,7| 0,820 |258| 1,140 |34.8| 1,720 |511
0,185 |6,1| 0345 |12,4| 0510 |17,0| 0,830 |26,0| 1,150 |351| 1,740 |51,7
0,190 |8,0| 0350 |12,5| 0520 |17,3| 0,840 |263| 1,160 |354| 1,760 |523
0,195 |8,1| 0355 |12,7| 0530 |17,6| 0,850 |26,6] 1,170 |356| 1,780 |5238

Zdroj: Phadebas® Honey Diastase Test, Instruction for wuse, 2018. Dostupné z:
https://www.phadebas.com/wp-content/uploads/SPE9047-02-Bilaga-1.pdf
Fotografie: Mgr. Matej Tkac
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