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Stanovenie enzymovej aktivity v mikach amylografickymi
metodami

NATASA MATYASOVA-—JOZEF POPRAC—EVA MOROVA

Sthrn. Overili sa amylografické metody na stanovenie aktivity fungalnej a-amylazy
po jej pridani k p3eni¢nej a raznej mike. Za ucelom zniZenia mnozstva pouzit¢ho substratu
a ¢asu stanovenia sa pouzil rychly amylograficky postup. Uéinok a-amylazy na vlastnosti
skrobu po vypeceni sa sledoval metodou chlebového amylogramu vyuzitim rychleho amy-
lografického postupu. Vietky overené metody st pomerne jednoduché, presné a spravne,
vyuzitelné v pekarskej praxi na sledovanie aktivity pridavanych enzymov.

V sucasnej pekarskej technologii nadobuda velky vyznam pouZivanie enzy-
movych preparatov na intenzifikaciu fermentacnych procesov. Tradicne sa
pouzivaju amylazy z réznych zdrojov, najcastejsie zo sladového jacmena a pSe-
nice, plesni a baktérii [1, 2, 5]. Amylazy z roznych zdrojov sa liSia navzajom
niektorymi vlastnostami, napriklad optimom pH, termostabilitou, rezistenciou
a inaktivaciou pri roznej kyslosti [1, 5].

Pre vhodné ovplyvnenie technologického procesu i kvality finalneho vyrobku
je dolezité sledovat amylolyticku aktivitu muk, ako i muk po pridani amylolytic-
kych preparatov. Na tento ucel su najvhodnejSie amylografické metody s rozny-
mi modifikdciami, zaloZené na principe merania poklesu viskozity Skrobovej
suspenzie rota¢nym reometrom — amylografom [3, 4]. Pritomnost enzymu je
lahko a rychlo urena znizenim viskozitného piku pri teplote mazovatenia
Skrobu.

Tato metoda nie je vhodna na sledovanie aktivity pridanej fungalnej a-amy-
lazy, pretoze tato straca aktivitu pod teplotou mazovatenia Skrobu. Preto sa
pouziva metoda modifikovaného amylogramu, vyuzivajica ako substrat zmes
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muky a predzelatinovaného Skrobu v timivom roztoku s pH optimalnym pre
¢innost daného enzymu [4, 6]. Na sledovanie amylolytickej aktivity su vyhodne
vyuziteIné aj rychle amylografické postupy, ktoré Setria ¢as a mnozstvo substra-
tu, a metoda chlebového amylogramu [7].

Material a metody

V praci sa pouzila pSeni¢cna muka hladka pekarska Special, razna muka
chlebova, obe bezne pouzivané v pekarnach a tepelne modifikovany predzelati-
novany pseniény skrob zo Skrobarni, §. p., Trnava. Amylolytickym preparatom
bol pripravok GRINDAMYL S-100 danskej fy. GRINSTEAD so stanovenou
aktivitou 1000 SKB/g preparatu. Meralo sa na amylografe fy. BRABENDER
so sustavou meracich nadob pre rychly amylogram.

1. Modifikovana amylograficka metoda [6]. Viskozita suspenzie Skrobu sa
meria priebezne pocas zahrievania a mazovatenia suspenzie. Pouzity modifiko-
vany pSeni¢ny skrob je skvapalneny e-amylazou a Ciastoc¢ne u¢inkom vzrastaji-
cej teploty. Pociato¢na vysoka viskozita rapidne klesa a v pripade muky oboha-
tenej a-amylazou sa nevracia spat.

Muka a modifikovany pSeni¢ny $krob sa zmiesa vo vhodnom pomere a su-
spenduje v 450 cm® tlmivého roztoku pH 5.3 (37,34 g dodekahydratu hydrogén-
fosfore¢nanu disodného a 10,3 g monohydratu kyseliny citronovej do 977 cm’?
destilovanej vody 10-nasobne zriedit). Suspenzia sa ¢o najrychlejsie prenesie do
meracej nadoby, registraény papier sa nastavi na 0 a od teploty 29 °C sa pocas
40 minat registruje priebeh zmeny viskozity.

2. Rychla amylograficka modifikovand metoda [7]. Metoda je zalozena na
rovnakom principe ako predchadzajica, ale jej vyhodou je kratky ¢as a nizky
navazok Skrobu i muky. Pouziva sa sustava nadob na rychle amylograficke
metody a vymenou ozubenych koliesok sa zrychli posun papiera na
lem. min ™.

Velka nadoba sa naplni vodou po znacku, teplomer sa nastavi na 85°C
a regulator teploty zostane na znacke (. Po zahriati vody sa do nej vlozi mala
nadoba so suspenziou muky, modifikovaného Skrobu a vody, ktora uz 10 min
stala pri laboratérnej teplote. Meranie sa robi 10—15min pri teplote 85°C.

3. Metéda chlebového amylogramu [7]. Amylogram ukazuje do akej miery
bol §krob naruSeny pridavkom enzymov. Mazovatie ta cast Skrobu, ktora
nebola pri peceni narusena a ma vyznamnu ulohu pri udrzani cerstvosti chleba.

Z vyrobku ziskaného pekarskym pokusom sa vyberie striedka a necha sa
vysusit pri laboratornej teplote. Na jemno sa zmixuje. Pri pouziti rychleho
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amylografického postupu sa 26 g Srotu suspenduje v 100 cm® destilovanej vody
a po preneseni do malej amylografickej nadoby sa meria pri konStantnej teplote
85°C do ustalenia krivky na urcitej hodnote viskozity.

Vysledky a diskusia

Na zaciatku prace je potrebné zistit optimalny pomer miky a modifikované-
ho Skrobu, aby minimum viskozity krivky bolo dostato¢ne vysoko a mohol sa
prejavit Gi¢inok pridaného enzymu. Ako optimalny sa urcil navazok 80 g modifi-
kovaného Skrobu a 30 g muky. Minimum viskozity sa pohybovalo v rozmedzi
od 800 do 840 BJ (Brabenderovych jednotiek).

Obr. 1. Amylografické krivky pSeni¢nych mik s roznym pridavkom fungilnej a-amylazy ziskané
modifikovanou amylografickou metédou.
Fig. 1. Amylographic curves of wheat flours with various addition of fungal ¢-amylase. The curves
were obtained by modified amylographic method.
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Aby bolo mozné stanovit aktivitu pridaného enzymu v jednotkach SKB, je
potrebné zostrojit kalibraént krivku. Kalibra¢na krivka je zavislost logaritmu
minima viskozity (MV) od logaritmu mnozstva pridaného enzymu. Roztok
a-amylazy s aktivitou 1 SKB.cm ¥ sa pridaval v mnoZstve | az 20 cm®. Ziskané
amylografické krivky st na obr. 1 a kalibrac¢na krivka na obr. 2.
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Obr. 2. Kalibra¢na krivka modifikovanej amolygrafickej metody.
Fig. 2. The calibration curve of the modified amylographic method.

Rovnaky princip, ale mensie mnozstvo substratu sa pouzilo pri rychlej
amylografickej metode. Ako substrat sa pouzila razna muka a pre optimalnu
krivku sa naSiel pomer 20 g modifikovaného pseni¢ného Skrobu a 10 g raznej
muky. Krivka ma iny priebeh ako pri prvej metdde, urcujucim je tentoraz
maximum viskozity, ktoré sa pri muke bez pridavku enzymov pohybovalo
v rozmedzi od 710 do 750 BJ. Opif boli namerané hodnoty pre kalibra¢nu
krivku (obr. 4) odc¢itané z amylografickych kriviek na obr. 3.

Tretou overovanou metdodou je metoda chlebového amylogramu, ktora ne-
sluzi priamo na urcenie aktivity pridaného enzymu, ale nazorne dokumentuje
jeho u¢inok na §krob pri vyrobe pekarskych vyrobkov. Cim viac enzymu bolo
pridané do cesta na pekarsky pokus, tym nizsiu hodnotu viskozity dosiahne
krivka po 30min merania rychlou amylografickou metodou. Pri ziskavani
kriviek bolo pouzité zavazie 125 g, ktoré postva vsetky krivky o 500 BJ nizSie,
pretoZe viskozita suspenzie v priebehu prvych minit od zacdiatku merania
prekrocila hodnotu 1000 BJ. Amylografické krivky st na obr. 5 a ziskané
hodnoty v tab. 1.
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Obr. 3. Amylograficke krivky raznych muk s roznym pridavkom fungalnej a-amylazy ziskané
rychlou amylografickou modifikovanou metodou.
Fig. 3. Amylographic curves of rye flours with various addition of fungal a-amylase. They were
obtained by the fast amylographic method.

Na zaklade ziskanych vysledkov mozZno konstatovat, Zze overované amylog-
rafické metody st vhodné na zistovanie aktivity pridavanej fungalnej a-amyla-
zy, s pomerne presn¢ a spravne. Pri dostupnosti amylografu st pomerne
jednoduché a vhodné na vyuzitie v pekarenskej praxi. Rychlou amylografickou
metodou sa Setri Cas (meranie trva asi 20 min) a mnoZzstvo substratu, jej nevyho-
dou naopak je pomerne narocna priprava suspenzie, pretoze v malom mnozstve
substratu sa aj mala nerovnomernost prejavi v kostrbatosti krivky. Metdda
chleboveho amylogramu je vhodna pre pekarsky vyskum, pri vyuziti rychleho
amylografického postupu staci pekarsky pokus z 300 g muky a metdda umoziu-
je sledovat vplyv roznych aditivnych latok na viastnosti Skrobovej zlozky muky.
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Obr. 4. Kalibra¢na krivka rychlej amylografickej modifikovanej metody.
Fig. 4. The calibration curve of the fast amylographic modified method.

Tabulka 1. Vplyv pridavku e-amylazy na maximum viskozity chlebového amylogramu a
objem peciva
Table 1. The influence of the @-amylase addition on the maximum of the bread amylogram

viscosity
Pridavok Aktivi ; Maximum Merny objem
o , 9 tivita enzymu o i
Meranie enzymu [SKB/100 g muky] po 30 min peciva
[em?] [BJ] [em?/100 g]

1 0 0 990 330,5
2 1 3.3 895 3283
3 3 10 800 362,8
4 5 16,7 750 3748
S 10 333 620 430,0
6 20 66,7 525 463,0

1 — Measurement, 2 — Addition of enzyme, 3 — Activity of enzyme (SKB/100g flour), 4 —
Maximum after 30 min, 5 — Specific volume of pastry.
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Do redakcie doslo 11, 3. 1991

Onpeesienne pepMeHTHOH AKTHBHOCTH B MYKAX aMHJIOI'padpHYeCKHMH MeTOdaMH
Pesrome

BbUIH TIPOBCPCHBI AMHITOTPAQUUCCKHC MCTO/TBI U ONPC/ICICHHS AKTUBHOCTH (DYHIAbHOM
Q-AMHITA3bI OCIIC €¢ JIOOABKH B MYKY THICHHUHYIO W pkaHyto. C 11e/1b0 NOHWKCHUS KOJTHYECTBA
HCTIOTB3OBAHHOTO CyOCTpaTa M BPCMCHH OTIPC/IC/ICHHS ObLT TPHMCHCH OBICTPOAMUIOTpadHUCCK T
MeTO. JICHCTBUS @-aMUIIa3bl Ha CBOHCTBA KPAXMaJsla MOC/C BBIMCYKH HCCICTOBATHCh MCTO10M
XJACOHOTO AMHIIOTPAMMA € HCTIOIB30BAHHEM ObICTpOAMIITOr paduucckoro Metosta. Bee nposepen-
HBIC MCTO/Ibl CPABHUTCJILHO TPOCTHI, TOYHBI W MPABHIIbHBI, TPHMCHUTCIILHBIC B XJICOOMCKAPHOT
NPAKTHKE JUTS HCCIIC/IOBAHNS AKTUBHOCTH NTPHOABIISCMbBIX HEPMCHTOB.

Determination of enzyme activity in flours using the amylographic methods
Summary

The amylographic methods were verified for the determination of the activity of fungal a-amyla-
se after its addition into wheat or rye flour. The fast amylographic way has been used for the
decrease of the used substrate amount. as well as for time saving. The method of bread amylogram
has been used for the investigation of a-amylase effect on starch propertics after baking using fast
amylographic procedure. All these methods which have been verified are relatively simple. precise
and correct. They are utilizable for the activity determination of added enzymes in baker’s practice.
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