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Stanovenie enz:imovej aktivity v mirkach amylografickfmi
met6dami

NATASA MATYASOVA -JOZEF POPRAC EVA MOROVA

Sirhrn. Overili sa amylografick6 metody na :;tanovenie aktivity fungAlnej a-amylaz.y

po jej pridani k pienidnej arainej muke. Za idelom zniZenia mnoistva pouZit6ho substritu
a dasu stanovenia sa pouZil rychly amylograficky postup. Uiinok a-amylAzy na vlastnosti
Skrobu po vypedeni sa sledoval met6dou chleboveho amylogramu vyuZitim rychleho amy-

lografick6ho postupu. Vietky overen6 met6dy sir pomerne jednoduche. presn6 a sprAvne.

vyuZiteln6 v pekdrskej praxi na sledovanie aktivity priddvanych enzymov.

V sirdasnej pek6rskej technologii nadobuda velky vyznam pouZivanie enzy-
movich preparetov na intenzifik6ciu fermentadnych procesov. Tradidne sa

pouZivajir amyl|zy z r}znych zdrojov, najdastejSie zo sladov6ho jadmefia a p5e-

nice. plesni a bakterii [1, 2, 5]. Amyl|zy z r6znych zdrojov sa liSia navz6jom
niektorymi vlastnostami, napriklad optimom pH, termostabilitou, rezistenciou
a inaktiv6ciou pri r6znej kyslosti [, 5].

Pre vhodne ovplyvnenie technologick6ho procesu i kvality fin6lneho vyrobku
je d6leZit6 sledovat' amylolyticku aktivitu muk, ako i muk po pridani amylolytic-
kych prepardtov. Na tento irdel sir najvhodnejSie amylografick6 metody s r6zny-
mi modifikdciami, zaloien| na principe merania poklesu viskozity Skrobovej
suspenzie rotadnym reometrom amylografom [3, 4]. Pritomnost'enzymu je
lahko a ryichlo urden6 zniLenim viskozitneho piku pri teplote mazovatenia
Skrobu.

T6to met6da nie je vhodn6 na sledovanie aktivity pridanej fung6lnej a-amy-
162y, preloie tdto strdca aktivitu pod teplotou mazovatenia Skrobu. Preto sa

pouZiva metoda modifikovan6ho amylogramu, vyuZivajica ako substr6t zmes
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muky a pred2elatinovarreht.r Skrtlbu v tlrlivoln lcrztoku s pH optirnAlnym pre
dinnosi daneho enzinru [4. (r]. Na sleclovarrie amyloll'tickei aktivity sir vyhodne
vyuZitelne aj rychle ulrrvlogrullcke 1-roslrrpy. ktorc! ietria c=as a mnoZstvo substrii-
tu. a metcida chlel-roreho unrvloqritnrLl [7].

\'tateri:il a met6dv

V prici sa pou)ilu pienicnri rrirka hlldka pekrirska ipeci6l. raZnh rni.rka

chlebova. obe beine prrLrzir arre r' pekrirriach a tepelne rno<liflkovany pred7elati-
novanj'pieniini Skroh z,' Skr,rhrl rnr. r. p..l rnaru. Arnlltilytickl'rr preparatom
bol pripravok GRINI),,\N4\'t- S-i(X) clinske.j fv. GItINS'I'EAi) so stanovenou
aktivitoLr 1000 SKB g plcpanitu Meralo sa na anrvlograf'e I,v. BRABENDER
so sustavc-ru meracich niirjob pre richlv urnyloeranr.

l. Modi/tkoretld dntrl()grufickd trrt,!titltt [6]. \riskozita suspenzie Skrobu sa

meria priebe2ne poi'as zaltrievania ir nlrrz()\'atelria strspenzie. I'ou7it1,'moclifiko-
vany pienrdny Skrob.jc skvapalneni rr-urnvlriz()u a aiirst()a'ne iriinkonr vzrastaju-
cej teploty. Podiatoi'rru vrsrikli riskr,,rilrr llrpirlne klesli lr r' pripade rnirky oboha-
tenej a-arnylirzou slr rrei'nrciir spllt.

Muka a modifikovitrti pit'nii'ni (klob sa zmic(u lo vhodnom pornere a su-
spendu.je r'450crr'tlrlivc'ho rr)21.()ku pll 5.3 (17.34u clodekah.vdriitu hydrogen-
fosloreinanu disoclnehrr a l0.J g nronohvdlirtu kvselirrr ci(r'irnovej ckl 977 cntr
destilovanej vodl l0-rursobnc zrit'dit'). Susirerrzia su i'o rurjrychle.jiie prenesie do
meracej nhclob,v-. regislrai'nj pupier sl nustavi na 0 a otl teploty 29"C sa podas

40 minut registruje prichclt zmenv riskozity.
2. R.{chlu turtt'lr,,qtrtlirl'i rtrotlifil;ttttttrLi trtL'titltr [7]. Metoda je zaloZena na

rovnakon.r principe uko 1'rrc-rlcltridzrr.jircu. lle.lej r jhorlou 1e krittky ias a nizky
niivaiok ikrobu irnirkt. Pou)ivrr sr.r ststuvit nlidob nu rvchle arnylogralicke
metody a vymenou r.zrrht'rrltrh ktllit:sok sir zri'clrli posun papiera na

I cm. min r.

Ve[ka nadoba sir rlrplni rorlorr 1-ro znaiktr. teplourer sa nastavi na 85"C
a regulator teplot\'z()\tane llir zn'li'k.0. Ptr zrrhlitrli votly sa do nej vlo)i rrialir
nadoba so suspenzi,rir rnitkt. modi{lktrvanelto ikrobu l vody, ktorit uZ l0min
stiila pri laboratr-irnei tr:plote. \'1r'lurie sa rotri l0 l-5rrrirr fri teplote U5oC.

3. Metidu t'hlehorLtlto unt.tlo.qrurrru [7]. Amylogram ukazule do akej miery
bol Skrob naruieni, pricl:rvkt''nr enzvntov. Maztrvatie ta iast Skrobu. ktord
nebola prr peceni naruierrit a mu rvznirrnnir ulohu pri uclrTani i'erstvosti chleba.

Z vyrobku ziskatt6hcr peklirslivnt pokttsc''tl slt'u\berie striedka a necha sa

vysuiit' pri lah<.rrutrirrrt:i 1r'nlotr N;1 jr1p11,..r .r znrixrrie. Pri por.rTiti rychleho
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amylografickeho postupu sa 26g Srotu suspenduje v l00cmr destilovanej vody
a po prenesenido malej amylografickej nadoby sa meria pri konStantnej teplote
85oC do ust6lenia krivky na urditej hodnote viskozity.

Vfsledky a diskusia

Na zadiatku prdce je potrebne zistit optimirlnv pomer mirky a modifikovane-
ho Skrobu, aby minimum viskozity krivky bolo dostatoine vysoko a mohol sa
prejavit'irdinok pridaneho enzymu. Ako optim6lny sa urdil ndvaTok 80 g modih-
kovaneho Skrobu a 30 g muky. Minimum viskozitl, sa pohybovalo v rozmedzi
od 800 do 840 BJ (Brabenderovych iednotiek).
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Obr. l. Amylografick6 krivky pieniinlch muk s r6znym pridavkonr lungirlnej a-amylazy ziskan6
modifi kovanou amylografi ckou met6dou.

Fig I Amvrographic curves orw1:::t'ffJ,'L:T;ti*ffJ;:,T:j:' a-amvrase' rhe curves
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Aby bolo moZn6 stanovit'aktivitr,r pridan6ho enzvmu v iednotkiich SKB. je
potrebn6 zostrojif kalibradnu krivku. KalibradnA ft1lvka ie zirvislost' logaritmrr
minima viskozity (MV) od logaritmu mnoZstva pridanelro enzymu. Roztok
a-amyl|zy s aktivitou I SKB,cm I sa priddval v mnoZstve I ai,20cmr. Ziskan€
amylografick6 krivky su na obr. I a kalibrainli krivka na obr. 2.
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Obr. 2. Kalibradn6 krivka ntorlifikovancj amolvcrafickei rretridv.
Fig. 2. The calibration curve of the modificrl amylographic nrethod.

Rovnaky princip, ale men5ie mnoZstvr) substrlttu sa pou7ilo pri rychlej
amylografickej metode. Ako substr6t sa pouiila raZrrh nrika a pre optim.llnu
krivku sa na5iel pomer 20g modifikovaneho pienii:neho Skrobu a l0g raZnej
muky. Krivka md iny priebeh ako pri prvej rnetritle, uriqircim .ie tentoraz
maximum viskozity, ktore sa pri mirke iiez pridavl<.u enzymov pohybovalo
v rozmedzi od 710 do 750 BJ. Opiiti boli nur',rerarre hoclryrrv fre kalibradnir
krivku (obr. 4) odditane z amyl()grafickych kriviek na obr. -1.

Trefou overovanou met6dou je metoda .-'hlebovelro irnrylogramu, ktord ne-

slirZi priamo na urdenie aktivity pridaneho enzyl.l-m, ale nhzorne clokumentuje
jeho ridinok na Skrob pri vyrotre pekhrskych vyrobkr.rv. iim via,: enzl,mu bolo
pridan6 do cesta na pek6rsky pokus, tym niiSiu hoclnotu viskozity dosiahne
krivka po 30min merania rychlou anrvlografickou met6dou. Fri ziskavani
kriviek bolo pouZittz|vaLie 125g. ktore pcsuva v5etky krivky o 500 BJ niZSie.
pretoZe viskozita suspenzie v priebehu prvicli rlinit ocl zadiatku merania
prekrodila hodnotu 1000 BJ. Arnylograficke l<rivky sir na obr.5 a ziskane
hodnoty v tab. l.
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Obr'. .1. i,;ir,ltigrafi.ki' kii,. li1 r.r2rrich ntuk s to;r.t\itr pridavkom lungiilnej a-amylitzy ziskan6
ryr:lilotr a nry logr ufickou n.rociitikorranou metodou.

Fig. 3. A.nr_rlographic eurves oi rye flours with \,arious addition of lungal a-amylase. They were
ol'rtaincd by thc fast amylographic method.

l.la zakladc ziskanych vysledkov rrrozuo konStatovat', Ze overovan6 amylog-
faficke rnetody su vhcclne na zist'ovanie aktivity prid6vanej fung6lnej a-amyla-
ry, sil pomerne presn€ a sprevne. Pri dostupnosti amylografu sri pomerne
jecinoduche a vhcdne na v'r/uZitie v lrekarenskej praxi. Rychlou amylografickou
nietritlou sa Sctri das (iiicr-riirie trvA asi 20 min) a mnoZstvo substretu, jej nevfho-
clo,-r naopak je prirneiirt iraiocna priprava susperrzie, pretoZe v malom mnoZstve
substra tu sil i,rj irirllr i.i,lioi irf,r1-rai'iri,:,t' prejilvi ,,' kcstrbatosti krivky. Met6da
chletlo,zeho iirrrJ./losra!-rrir je vhodnd pr'e pekdrsky vyskum, pri vyuZiti rychleho
amylografickelio posirrirr.i stirdi pek6 iski, pok us z 300 g mriky a met6da umozfiu-
je s;ledorrat'vplyv lozri,,,cli :rtliti,'nyi:h latok na vlastnosti Skrobovej zloLky mirky.
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Obr. 4. Kalibradn6 krivka rlichlej amylografickej modifikovanej met6dy.
Fig. 4. The calibration curve ol the last amylographic modified method.
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Tabulka l. Vplyv pridavku

Table l. The influencc of thc

u-amylAzy na maximum viskozity chlebov6ho amylogramu a

objem pediva

a-amylase addition on the maximum of the bread amylogram

l-Measurement.2-
Maximum after 30min, 5
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Addition of enzyme, 3 Activity of enzyme (SKB/100g flour).
Specific volume of pastry.

4

vlscoslty

Meranier
Pridavok
enzymu-

[c*']

Aktivita enzymu

ISKB/100g m[ky]r

Maximum
po 30 mina

tBJ]

Mern! objem
peiivas

[cm]7 too gl

I

2

3

4
5

6

0

I

3

5

l0
20

0
1l

l0
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JJ,J
66.7
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()npeleLreune QeprrreHlHoii aKT[BHocrH B MyKax aMHJroI pa$nqecK[Mlr MeroaaMn

Pc rnrlrc

6sr-'rrr nponcpcHbr aMHn()fpitd)H.rccr(Hc Mcr().,lbr,t-rs ()npc,tc.rcHnrr ilKTnBHocru (tyura,rsHoit
ar-itMniritlhl Ir()c-rc cc,'lo6ilgxtt B r\rvKV nrttcltH(rHVl{) lr pxaH\K). C rtc-rt xr nonlrxc}lrq Ko-ir}rqccrBil

ncn().rh]()BaHHoro cv6crparlr n BpcMcHH ()npc,-lc.rtHHe fiur.r nprrvcuur Crstclpoavx:totpadlttvccrltit
rvcrtl,'t. /lcitcntHc a-aMH--Ia lt,t ua cgoitc.rnil KpaxNril-:Il n()c.rc BbrncqKlt Hcc.ilc.'loBa-tHct, Mcro,lo\1

x-'rcfiuoroaMn-ir()rpitMr\.rilclrcn()lrr,rouitttucv6t,tctpoitlrr,totplt(ru.tccxoroMcro,,lit. BccnponcpcH-

IIl,tc N{cIo,tbt cpaBHHTc-l},H0 np()c] bl. I()qltbl ll npaBtl-1t,Hl,l. nl]HMcllllTc,lbHblc R \.lL'6()nL'Ki.lpHoil

ilpaKIHKC,il,tr{ ltcc.tc,rl()uitHlur ilxlllBll()clll ttptt6lttt.trcllt,tx dtcpllcttroe.

Determination of enzyme activity in flours using the amylographic methods

Sunrmarv

-fhc lnrvlographic nrcthods wcrc rcrificd lirr thc clctcrnrinltion rrl'thc activit),- ol'lungal a-anrlla-
sc itljcr its addition into whcal or rvc tlour. Thc last arnvlographic r.lay'lras bccn uscd lilr thc
ilccrclsc ol'thc uscd substratc lr.n()unt. its r"'cll lts lirr trnrc saving. Thc nrcth()d ol'brcad irnrvloqranr
has bccrr trscd lirr thc inlcstigation ol'ru-unrvlusc cllbct on starch pr()pcrtics al'tcr ba'kinc usinc lust

ilnrvlographic proccdurc. All thcsc rncth()ds which harc bccn vcrificd arc rclatircly simplc. prccisc'

lurrcl corrcct. fhc-v.' ure utilizablc lirr thc irctiritr dctcrnrination ol'addcd cnrvn.rcs in bakcr's practrcc
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