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UrCovani ztekucujici mohutnosti sladovych amylaz

VLADIMIR MARECEK,

Vyzkumny ustav pro oleje a tuky, Praha

Urc¢ovat ztekucujici mohutnost sladové amylazy
(t. zv. v-amylazy) podle koloidniho stavu substratu
postupujicim ztekucovanim Skrobového mazu je
stdle nepfesné [1-—6]. Reprodukovatelné hodnoty
poskytl viskosimetr jednoduché konstrukce s mé-
fenim ¢asu klesajiciho téliska (obr.). Nejvhodnéj-
$im skrobem je ryzovy gkrob, jehoz maz vykazuje
po nékolik hodin téméf -konstantni viskositu. Po-
kusné podminky dovolily pfesné& zachytit vliv pH
na ztekucovadni a zcukiovéni Skrobového mazu,
stanovit reakéni fad obou pochodfi a podchytit za-
jimavé rozdily v chovéni a piisobnosti obou amylaz.

Piiprava 3krobovych mazi a enzymatickych roztoki

Odvazilo se 3 % skrobu na 1 lifr (po&itino na
sudinu) a rozmichalo se v tfeci misce s trochou
vody. Tato smés se vlila do banky se 750 ml vrouci
destilované vody (50 ml se pouzZilo na rozmichani
skrobu a splachnuti). Bafika byla opatiena zp&inym
chladi¢em a michadlem. Po 10 minutidch varu se
obsah bariky zchladil na pokusnou teplotu, zfiltro-
val jemnym tkanivem a 400 ml filtratu vpravilo do
odmeérného véalce se zdbrusem. Po pfiliti 90 ml roz-
toku regulatoru, 5 ml enzymatického roztoku a 5 ml
destilované vody se obsah vélce promichéaval pfesné
1 minutu (doba méfena stopkami). Pracuje-li se bez
regulatoru, ptiléva se k 400 ml mazu 100 ml desti-
lované vody. Po piezkougeni teploty se reakéni
smés vpravila do méficiho piistroje (viskosimetru),
piekontrolovala se teplota ldzné a zapocalo se s mé-
fenim. Zbytek reakéni smési se vlil do banky. Bafika
se vlozila do thermostatu a sledovalo se zcukfovéani.
V Casovych intervalech se bral vzorek (50 ml) roz-
toku, zcukiovéni se zastavilo 2 ml 20 % louhu
sodného, destilovanou vodou se doplnilo v odmérné
bance na 100 ml a titrace se provedla podle Pollaka-
Egloffsteina [7 8].

Enzymatickym roztokem byl pro viechny pokusy
1% roztok t. zv. studeného vyluhu sladového za-
husténého na 78°Bg s diastatickou mohutnosti 17
tisic 600 d. j. a chovaného ve vétdi zdsobé. V préci
se uplatnily Soerensencvy reguldtory vhodného pH.

663.43:577.154.31

Piistroj se sklddd ze
sklenéné trubice 65 cm
dlouhé s vnitini svétlosti
14 mm. Trubice md asi
¥ 10 cm od koncé rysky
=] protaZené kolem celého
obvodu. V trubici se po-
hybuje sklenéné télisko
z tlustosténné trubky
s vnitini svétlosti 1 mm
a vnéjsim primérem 12,7
mm, dlouhé 3 cm (télisko
u popsaného viskosimet.
u ru vazilo 9,4764 g). Trubi-

ce s ryskami se vsune
do 3irokeé sklenéné roury
opatfené na koncich dvé-
ma trubicemi pro pfitok a
odtok vody a zajist kau-
cukovymi zatkami; na
jedné  strané prochéazi
kaud¢ukovou zéitkou citli-
vy teplomér déleny na
B desetiny stupné. Cely prit
stroj je upevnén v ofod-
nych svorkdch na pod=
stavci spolu s olovnici:
Vnitini trubice se po vy-
temperovani ldzn& napini
na pokusnou teplotu re-
akéni smési, vsune se té-
lisko a trubice se uzavie
(bez vzduchovych bubli-
nek).  Jakmile talisko
klesne .k jednomu kongci,
oto¢i se cely pfistroj a
stopkami se zjisti doba
& klesani téliska mezi obé-
ma ryskami. Reakéni doba
se poéita od sliti viech
komponent reakéni smasi
dohromady. Vyhodou pfi-
stroje je, Ze klesajici té-
lisko stdle promichava
reakéni smés. '

Pristroj k méfeni viskosity
Skrobového mazu

Vysledky pokusi

Vhodnost ryzového Skrobu pro pfesnd méfeni
ukazuji tyto vysledky:

{Reakéni teplofa: 20°Cj

3 % bramborovy &krob 3 % pieni¢ény 3krob 3 % ryzovy skrob
Cas rychlost klesani téliska Cas rvchlost klesani téliska Cas rychlost klesani téliska
v min & v min v min
10 3 min 58,9 vt 10 26,4 vt 10 27,6 vt
60 3 min 17,9 vt 60 27,2 vi 60 27,2 vt
180 3 min 08,8 vt 120 27,2 vt 120 27,2 vt
180 § 27,8 vt 180 27,0 vt
240 27,9 vt 240 27,0 vt
1320 29,25 vt 1320 27,0 vt
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Dale se zjistilo, Ze s prodluzovanou dobou varu mazu klesa jeho viskosita.

3 % bramborovy Skrob vafeny se zpétnym chladicem

¢ in 20°C e 10 min ! 2 1 hod
as v min
rychlost klesani téliska
10 25 min 14,9 vt 3 min 32,4 vt ; 58,6 vt
120 15 min 06,9 vt 3 min 17,4 vt ! 43,3 vt

Pravé tak pH mé vliv na viskositu mazu:

3 % ryzovy Skrob

Cas v min 20°C rychlost klesani téliska

|
l PH = 57, |

Z uvedenych vysledkii vyplyva, Ze zejména brambo-
rovy skrob je zcela nevhodny jako substrat k méfeni
ztekucujici mohutnosti; kromé nestélosti je to i rtzna
viskosita dvou vedle sebe za stejnych podminek pfi-
pravenych mazu, ¢imZz se stdva jakékoli srovndni dvou
vysledkii nespolehlivym. Pravé z tohoto divodu nutno
brat vsechny vysledky uvadéné ve stardich pracich
(na pt. v Eulerovych) s reservou. Jak patrno, vykazuje

pH = 13 : S e : : 2
sice pSeniény Skrob stalej5i hodnoty viskosity, ale bé-
10 2610 vt 12 min 43,05 vt hem're:akt':ni dol')y -prujevuj_e_ naklonnost k tvorbé Yrstev.
kterymi — zvlasté na pocatku — telisko Spatné pro-
120 25,4 vt 12 min 03,10 vt nika a tim pravou délku doby klesani skresluje. Kromé
- | toho je pieniény maz zakaleny, takie vlastni méfeni
trpi nepfesnosti.
Vliv rizného pH na zcukfovaci. mohutnost sladové amylazy:
3 % ryZzovy Skrob pfi 20 °C (1 % enzymaticky roztok v mnoZstvi 1 %)
pH = 33 pH = 5,5 pH = 6,5 pH = 6,8 pH = 13
hlost kleséni rychlost rychlost rychlost rychlost
Cas gL om Cas k!'f?é“‘ Cas klesani téliska Cas | klesani téliska | Cas Klesani téliska
v min v min téliska v min v min v min
min I vt | min vt ‘f min | vt min i vt min ; vt
S 14,1 8 3 10,6 9 |~ 2625 5 1 23,10 4 10 16,2
19 3 54,5 15 1 10,5 17 |27 10 1 05,9 31 11 06,8
31 3 .|. @B# 24 28,2 25 51,4 15 48,05 60 11 09,25
40 3 13,2 30 23,2 55 | 1375- |, 30 19,6 160 11 47,75
90 2 1 25,8 40 14,8 95 | 57 50 l 10,6
110 2 |- 20 50 10,0 120 4,2 A6 7.5 [
370 1 05,5 77 5,5 157 38 95 | 4,25 {
705 37,4 97 4,6 {
1310 24,2 165 3,7 | i
Vliv rtizného pH na ztekucujici mohutnost sladové amylazy:
3 % ryZovy skrob pfi 20°C (1 % roztok enmzymaticky v mnozstvi 1 %)
pH = 3 pH = 55 pH = 6,5 pH =, 6,8 pH = 13
Cas Cas Cas R Cas g mal-
SRR g.maltosy - ain g maltosy ¥ g maltosy Cas v mlfl g maltosy < min tosy
15 0,114 15 0,322 17 0,176 20 0,2206 15 =
120 0,227 150 1,390 120 1,130 120 1,188 180 =
240 0,286 270 2,410 240 2,145 240 2,130
360 0,286 390 3,510 360 2,970 360 2,880
510 7,720 480 4,001 480 4,001

Reakéni rychlost ztekucovani Skrobového mazu

Vypoétena konstanta reakéni rychlosti podle
I fadu je sice uspokojiva, ale byla by spravnou
jediné tehdy, kdyby zjisténa rychlost kl®sani télis-
ka piimo odpovidala ubyvani mnozstvi neztekuce-
ného $krobu. PHi sprdvném postupu nutno piihlizet
k pfesné zjisténému poméru ztekuceného a nezte-
kuceného 3krobu a odpovidajici rychlosti klesani

téliska. Proto se nejprve pfipravil ztekuceny ryzovy
3 % skrob tim zplisobem, Ze pfipraveny maz se pfi
37,6 °C zcela ztekutil sladovym vyluhem, pak se obé
slozky amyldazy varem inaktivovaly a viskosita
tohoto roztoku v piistroji se zjistila pii zachovani
vyse uvedeného postupu. Potom se ztekuceny Skrob
smichal s 3 % ryZovym mazem v urcitych pomeé-
rech a stanovila se viskosita jednotlivych smési.




-

Lt 2o — . ” w Kvasny primysl
198 V. Mare&ek: Urlovdni ztekucujici mohutnosti sladovych amyldz roi. 3 (195%) E:islg 9
20°C — bez reguléatoru 30%C — bez regulatoru 20°C s reguldtorem pH = 55
rychlost pomér obou Skrobi rychlost pomér cbou rychlost pomeér chou
klesani v ml klesani §krobtt v ml kleséani téliska skrobt v ml

téliska téliska |
vt nezt. Skrobu| ztek. skrobu vi nezt. krobu ztek. skrobu min vi nezt, 3krobufztek. fkrobu
31,0 100 — 23,75 100 — 14 30,45 100 =
21,0 90 10 16,15 90 10 1 05,50 90 10
14,0 80 20 10,50 80 20 41,80 80 20
9,5 70 30 7,30 70 30 9.75 50 50
6,5 60 40 4,75 20 80
5,6 50 50 4,40 50 50 4,05 10 90
4,45 40 60 3,00 — 100
3.8 30 70
3,4 20 80 3,20 20 80
3,15 10 90
3,00 — 100 l

Pomoci téchto vysledkl a extrapolace se vypoéitala rychlost ztekucovani ve dvou piipadech:

B, D LA

3 % ryfovy 3krob, bez reguldtoru, pfi 20°C, 3% ryiovy Zkrob, s regultorem pH = 5,5, pfi 20°C,
1 % enzymaticky roztok: 1 % enzymaticky roztok:
) mnozstvi k ; mnoZstvi k
Cas v min neztekuceného oo Cae i Hestekueenshiv — =
Skrobu ve smési it Skrobu ve smési s
4 92 % 0,0090 15 91 % 0,0030
7 87 U 0,0087 20 78 % 0,0050
20 83,5 % 0,0039 25 72 % 0,0060
30 74,0 % 0,0044 30 67 % 0,0060
40 64,0 % 0,0043 40 57,5 % 0,0059
50 57,0 % 0,0038 50 47,5 % 0,0060 ~
60 47,0 % 0,0040 60 I 41'% 0,0066
90 67,5 0% 0,0037 80 28 0% 0,0066
100 38,0 % 0,0038 _——
. B prameér 0,00604
prumér 0,00399
Reakéni rychlost zcukfovdni rvZového gkrobu:
3% ryZovy skrob, s regulatorem pfi 20°C
pH = 4,4 pH = 55 pH = 6,5 pH = 6.8
Cas k. Cas k Cas k Cas Y k
o] ) maltosy 3w permins | 79 maliosy A o o | maltosy e T maltosy ~
15 0,193 — 30 0,322 0,00045 17 0,47 | 0,00044 20 | 02208 I 0,00046
120 1,103 0,00040 150 1,390 0,00041 120 1,130 0,00039 120 | 1,188 0,00044
240 2,103 0,00029 270 2,410 0,00042 240 2,145 £,00039 240 | 2,230 l 0,00043
360 2,940 0,00039 390 3,510 0,00045 360 2,970 0,00040 360 2,900 | 0,00039
480 3,860 0,00041 510 4,880 0,00044 480 4000 | 0,00044 480 4,001 l 0,00044

Vliv teploty na rychlost zcukiovani a stanoveni
teplotniho koeficientu:

Vliv zvy3ené koncentrace enzymatického roztoku
na rychlost ztekucovani a zcukfovani:

3% ryZovy skrob, 3% ryiovy Zkrob,
pH = 55 a 106°C pH = 55 a 30°C
Cas k Cas k
v min | 9 maltosy W | 9 maltosy W
15 0,0804 0,00024 17 0,351 ] 0,00087
180 0,904 0,00022 77 1,610 0,00094
420 1,608 0,00018 137 2,570 0,00089
1200 4,825 0,00022 257 4,290 0,00088
437 6,430 0,00092
e ket 10 e
Vypoétem podle vzorce = = byl zjistén
1

koeficient teploty mezi 100C a 20°C 2,05, a
v rozmezi teplot 20 %C a 309C = 2,1, za jinak tychz

podminek,

3 % rtyZovy 3krob, pH = 5,5 20°C, 2 % enzymaticky roztok
(o 100 % wice):
r&zglacfit x mnoZstvi k
vC:xsin t&liska gtrcz:sal- 230 neztek. W
Y 2
zcuki. v % ztekue.
min vt
3 2 16,0
7 55,55 0,386 0,0011 88 06,0079
10 38,0 fos
15 19,85 0,486 0,0011 66 0,012
25 10,1 52 0,011
30 7,-45 a5 0,015
35 5,75 19 0,019
40 4,95
45 4,5
120 2,576 0,0011
240 4,290 0,0010
360 5,730 0,00999
pritmér primér
0,00101 0,0146
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Vliv teploty na rychlost ztekucovani sladovou
a-amylazou:

3 % ryzovy Skrob, bez regulatoru (pH = 5,7), 30 °c
i
rychlost k mnozstvi k
‘CE'S ]:léfissélfa‘ g maltosy 2,303 | neztekuc. 2,303
> mml B zcuki. Skrobu ztekuc.
2 | 189 - - 92 % 0,018
4 | 12,5 =P = 83 % 0,020
10 | 9,9 . - - 75,5 % 0,020
12 | 5,2 = = 54 % 0,021
15 4.4, 0,310 0,0008 50 % 0,020
25 | 3.9 0,00037 41,5 % 0,018
120 1,096 0,00037 T T
240 1,930 0,00035 L
360 2,620 0,00040 %
I 3,840 primér
0,00037
Souhrn

Ztekucujici mohutnost se méfila na viskosimetru
vlastni konstrukce zaloZeném na principu méfeni
rychlosti klesani téliska substratem. Konstrukce a
funkce pfistroje je podrobné popsana. V fadé po-
kustt bylo dokdazéno, Ze bramborovy 3krob se ne-
hodi pro stanoveni rychlosti ztekucovani, jezto jeho
viskosita neni ani po hodinovém varu konstantni;
jeho maz podléha samovolnému ztekucovani, takze
viechny vysledky ziskané pomoci tohoto Skrobu
(Euler) nutno brat s reservou. Spolehlivéjsi vysled-

ky dava pSeni¢ny Skrob, ale téméf konstantni vis-
kositu vykazuje ryzovy 3krob. S riznym pH sub-
stratu je také viskosita mazu rizna. Optimalni pH
ztekucovani ryzového skrobu sladovou amylazou
(e-amylazou) se pohybuje v rozmezi 5,5 aZ 6; vy-
plyvda to z pokusnych vysledkd, nebof pii rizné
pocatecni viskosité mazu je ztekucujici mohutnost
a-amylazy pii pH 55 spiSe vétsi, nez pfi pH 6,8.
Také zcukfovani probihd nejrychleji pii pH 5,5 aZ
6. Je zajimavé, Zze konecné hodnoty dosaZeneho
ztekuceni pfi rizném pH odpovidaji riznému stupni
dosazeného zcukfeni. Ztekucovani a zcukfovani
probihaji jako reakce monomolekuldrni. Zvysenim
mnozstvi sladovych enzymii o 100 % dosahuje se
zrychleni zcukfujici mohutnosti 2,3krat, zatim co
ztekucujici mohutnost se zrychli 2,4krat. ZvySenim
teploty z 20°C na 30°C zrychli se ztekucovani
4,8krat, zatim co zcukiovani v tomto rozmezi teplot
se zrychli pouze 2,1krat,
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