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POROWNANIE WEASCIWOSCI HYDROLITYCZNYCH
DWOCH TERMOSTABILNYCH PREPARATOW
ENZYMATYCZNYCH

Lucyna Stominska, Magdalena Garbacik

Streszczenie: W pracy przedstawiono wyniki procesu wstgpnej enzymatycznej hydrolizy
réznych rodzajow skrobi dwoma termostabilnymi preparatami amylolitycznymi o od-
miennych wlasciwosciach: Termamyl 120 L i Termamyl Supra. Badania prowadzono za-
chowujac te same warunki procesu, a w uzyskanych hydrolizatach oznaczano: réwno-
waznik glukozowy, wskaznik przezroczystosci i liczbg absorpcji jodowej. Z dwoch zasto-
sowanych preparatow zdecydowanie lepszymi wiasciwosci hydrolitycznymi charaktery-
zowat si¢ Termamyl Supra i jednocze$nie wymagat uzycia mniejszej dawki enzymu (ko-
rzys$ci ekonomiczne).

Stowa kluczowe: skrobia, hydroliza, uptynnianie, alfa-amylaza

WSTEP

Alfa-amylaza (4-glukanohydrolaza a-1,4 glukanu, EC.3.2.1.1.), endohydrolaza roz-
ktadajaca w sposob przypadkowy wiazania o-1,4 glukozowe w czasteczce skrobi, sto-
sowana jest powszechnie w produkcji hydrolizatow skrobiowych takich, jak maltodek-
stryny, syropy skrobiowe (glukozowe, maltozowe), glukoza i maltoza. Produktami jej
hydrolizy sa oligosacharydy o roznej dtugosci tancucha, posiadajace konfiguracje alfa
na zredukowanym koncu tancucha glukozowego. Enzym ten stosowany jest w procesie
uptynniania skrobi, tj. w pierwszym etapie przemystowego wytwarzania hydrolizatow
skrobiowych poprzedzajacym proces scukrzania.

Poczatkowo proces uplynniania prowadzono stosujac a-amylazg wytwarzana przez
Bacillus subtilis, ktorej optymalna temperatura dziatania wynosita 80-85°C. Pierwsza
termostabilng a-amylaz¢ wprowadzono do produkcji w 1973 r. Uzyskiwana byta z ho-
dowli szczepu Bacillu licheniformis, a jej optymalna temperatura dzialania wynosita
90°C [Madsen i in. 1973, Tamuri i in. 1982]. Obecnie, w warunkach przemystowych,
do uptynniania skrobi stosuje si¢ gtownie termostabilne preparaty a-amylazy wytwarza-
ne przez Bacillus amyloliquafaciens (Spezyme — Genecor) lub Bacillus licheniformis
(Termamyl — Novo Nordisk).
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Zastosowanie termostabilnej a-amylazy (Bacillus licheniformis) w procesie uptyn-
niania pozwala na prowadzenie I etapu procesu uptynniania w temperaturze 103-107°C
w czasie 5-10 min, a II etapu w temperaturze 90-98°C w czasie 1-2 h. Enzym wprowa-
dzany jest jednorazowo, a wysoka temperatura dziatania enzymu nie wymaga posred-
niego etapu — wygrzewania, ktory jest konieczny w wypadku stosowania enzymu dzia-
fajacego w temperaturze 80-85°C [Aleksander i Zobel 1994].

I etap uptynniania zapewnia rozpuszczenie substratu, natomiast II etap pozwala uzy-
ska¢ oligosacharydy zawierajace 10-13 reszt glukozowych.

W wyniku uptynniania nastgpuje:

— skleikowanie skrobi w stopniu umozliwiajacym szybkie dziatanie enzymu,

— redukcja wysokiej lepkosci skleikowanego mleczka skrobiowego,

— degradacja czasteczki skrobi do krotkich tancuchow, ktore nie ulegaja retrograda-
cji w czasie ochtadzania [Ashengreen 1981, Guzman-Maldonado i Parades-Lopez 1995,
Schenck 2002].

Zastosowanie termostabilnej a-amylazy jest korzystne ze wzgledu na duza szybkosé
i wydajnos¢ reakcji zwiazana z wysoka temperatura dziatania, minimalizacje¢ zakazenia,
zapewnienie stracenia pozostatoéci bialek zanieczyszczajacych substrat oraz ogranicze-
nie niekorzystnego zelowania.

Stopien uplynniania zalezy od szybko$ci wzrostu temperatury, stezenia skrobi i en-
zymu, temperatury kleikowania skrobi i jej zakresu, termostabilnosci i punktu inakty-
wacji enzymu, obecnosci innych sktadnikow, ktore moga oddziatywaé na pecznienie
ziaren skrobiowych lub aktywowac enzym [Radley 1976, Birch i in. 1981].

Glownym zamierzeniem niniejszej pracy byto poréwnanie wtasciwosci hydrolitycz-
nych dwodch termostabilnych preparatow amylolitycznych a-amylazy bakteryjnej: Ter-
mamylu 120 L i Termamylu Supra.

MATERIALY I METODY

Skrobia

Do badan wykorzystano nastgpujace rodzaje skrobi: skrobig ziemniaczang (Szcze-
cinskie Zaktady Przemystu Ziemniaczanego — Lobez), skrobi¢ tapiokowa (Tajlandia —
Birkamidon), skrobi¢ kukurydziana (Belgia — Amylum), skrobi¢ pszenna (Zaktady
Przemystu Ziemniaczanego — Niechléw). Skrobia zostata zakupiona w 2000-2001 r.

Enzymy

Skrobig traktowano termostabilnymi preparatami enzymatycznymi — a-amylazami
uptynniajacymi produkowanymi przez Novo Nordisk (Dania):

— Termamylem 120 L wyhodowanym ze szczepu Bacillus licheniformis,

— Termamylem Supra zawierajacym mieszaning wyjatkowo termostabilnych o-amy-
laz, produkowanych przez genetycznie zmodyfikowane szczepy z rodzaju Bacillus.
Termamyl Supra jest nowa, uptynniajaca mieszaning enzyméw, zdolna do dziatania w
nizszych zakresach pH i poziomu wapnia niz tradycyjne termostabilne a-amylazy.

Aktywnos$¢ preparatow Termamyl 120 L i Termamyl Supra wynosi 120 KNU/g.
KNU to ilo$¢ enzymu rozkladajaca 5,26 g skrobi w ciagu godziny w nastgpujacych
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parametrach standardowych: substrat — skrobia rozpuszczalna, zawarto$¢ wapnia —
0,0043 M, czas reakcji — 7-20 min, temperatura — 37°C, pH — 5,6.
Parametry optymalne dziatania enzyméow: temperatura 90-95°C i pH 6-6,5.

Hydroliza

Wodne zawiesiny skrobiowe o stgzeniu 30% s.s. i pH 6,2 (odpowiednie pH osiagano
stosujac 10-procentowy kwas cytrynowy) traktowano wymienionymi powyzej prepara-
tami enzymatycznymi stosowanymi w dawce 0,08-0,1% (10-12 KNU/g s.s. skrobi).
Proces hydrolizy skrobi prowadzono w temperaturze 95°C przez 3 godziny. W odste-
pach godzinnych pobierano proby, w ktorych oznaczano: zawarto§¢ cukréw redukuja-
cych i rownowaznik glukozowy zmodyfikowana metoda Schoorla-Rogenbogena (PN-
-78/A-74701), wartos¢ pH (PN-78/A-74701), wskaznik przezroczystosci (ekstynkcja
roztworu mierzona byta przy dtugosci fali 720 nm w kuwecie o pojemnoéci 5 ml, gru-
bos¢ warstwy badanej wynosita 1 cm) i zdolnos$¢ absorbcji jodu (eksynkcja roztworu
okreslana byta w kuwecie o pojemnosci 4 ml, przy dtugosci fali 500 nm po 30 minuto-
wej reakcji z odczynnikiem jodowym w 25°C, a grubos¢ warstwy badanej wynosita
1 cm). Wyniki badan stanowia $rednia 3 powtdrzen.

WYNIKI I DYSKUSJA

Réwnowaznik glukozowy

Zdolno$¢ redukcyjna hydrolizatu skrobiowego zalezy od rodzaju uzytego enzymu
oraz od budowy i sktadu chemicznego ziaren skrobi. Poréwnanie rezultatow dzialania
Termamylu 120 L i Termamylu Supra na skrobi¢ réznego pochodzenia przedstawia
tabela 1.

Tabela 1. Wartosci rownowaznikow glukozowych réznych rodzajoéw skrobi w procesie uplynnia-
nia Termamylem 120 L i Teramylem Supra

Table 1. Dextrose equivalent value for various kind of starches during liquefaction by Termamyl
120 L and Termamyl Supra

Enzym — Enzyme

Rodzaj skrobi 0,1% Termamyl 120 L 0,1% Termamyl Supra
Starch rownowaznik glukozowy — dextrose equivalent

1h 2h 3h 1h 2h 3h
Skrobia ziemniaczana 8,2 14,5 17,7 12,2 21,8 26,6
Potato starch
Skrobia tapiokowa 9,2 15,5 19,9 14,0 233 29,9
Tapioca starch
Skrobia pszenna 9,9 16,1 20,8 14,6 24,3 31,2
Wheat starch
Skrobia kukurydziana 10,5 16,2 21,3 15,6 24,6 31,9

Corn starch
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Stwierdzono, ze wraz z postgpem procesu hydrolizy wzrasta warto$¢ rownowaznika
glukozowego w stopniu uzaleznionym od rodzaju hydrolizowanej skrobi. Przyrost DE
po dwdch godzinach hydrolizy Termamylem 120 L w stosunku do wielkosci DE po
jednej godzinie hydrolizy dla wszystkich rodzajow hydrolizatow skrobiowych wynosi 6
DE, a po trzech godzinach waha si¢ od 9 do 11 DE, w zaleznos$ci od zastosowanego
surowca. W wypadku zastosowania w procesie hydrolizy Termamylu Supra réznice to
sa wicksze i ksztattuja si¢ odpowiednio: 9 DE i 14-16 DE. .

Badania wykazuja, ze najwyzsze wartosci DE osiagngla skrobia zbozowa: kukury-
dziana i pszenna, natomiast skrobia tapiokowa i ziemniaczana osiagngly wartosci niz-
sze. Wigksza podatnos¢ skrobi kukurydzianej i pszennej na dziatanie a-amylazy bakte-
ryjnej stwierdzili réwniez w swych badaniach Gallant i in. [1972]. Podobnie Leach i
Schoch [1961], poréwnujac dziatanie uptynniajace a-amylaz na skrobi¢ ziemniaczana
i kukurydziana, uzyskiwali uptynnienie skrobi ziemniaczanej od 0,5 do 22%, natomiast
skrobi kukurydzianej wyzsze — od 0,5% do 50%. Wigksza opornos$¢ na dziatanie enzy-
moéw skrobi ziemniaczanej niz skrobi kukurydzianej i ryzowej stwierdzili rowniez Fuwa
iin. [1977].

Wielkos$¢ wskaznika przezroczystosci hydrolizatéw

Na przezroczystos¢ hydrolizatu przede wszystkim ma wplyw budowa i sktad che-
miczny ziarna skrobi. Hydrolizujac skrobig z r6znych gatunkow roslin, uzyskano hydro-
lizaty o r6znym wskazniku przezroczystosci (rys. 1).

Najwigkszg przezroczystos¢ osiagnat hydrolizat tapiokowy, a nastgpnie ziemniacza-
ny. Hydrolizaty pochodzace ze skrobi zbozowej charakteryzowaly si¢ gorsza przezro-
czystoscia, co jest $cisle zwiazane z budowa i sktadem chemicznym tej skrobi. Gléwna
przyczyna zmniejszonej przezroczystosci, a co za tym idzie jakosci hydrolizatow jest to,
ze skrobia kukurydziana zawiera lizofosfolipidy, a z kolei pszenna — pentozany.

Pomiar przezroczystosci skrobi zbozowej przeprowadzono dla zawartosci rzeczywi-
stej suchej substancji rownej 5°Bx, a skrobi bulwowej dla 25°Bx.

Przezroczysto§¢ hydrolizatow rosnie po kolejnych godzinach hydrolizy. Wskazniki
przezroczystos$ci osiagaja nizsze wartosci dla Termamylu Supra niz Termamylu 120 L.

Zdolnos$¢ absorpcji jodu

Préba jodowa, czyli zdolnos¢ skrobi do tworzenia barwnych kompleksow z jodem,
jest miarg depolimeryzacji skrobi. Zdolno$¢ absorpcji jodu jest rowniez miara zdolno$ci
do tworzenia zamglenia hydrolizatu: im nizsza liczba absorpcji jodowej, tym mniejsza
opalizacja hydrolizatu. Wskaznik ten jest wazny w produkcji maltodekstryn, bowiem
mniejsza zdolnos¢ absorpcji jodu hydrolizatu maltodekstrynowego wiaze si¢ z lepsza
rozpuszczalnoscia sproszkowanego produktu [Kennedy i in. 1986].

Badania zdolnosci absorpcji jodu (rys. 2) wykazaly, ze wraz z postgpem procesu hy-
drolizy (wzrostem DE) maleje wskaznik jodowy.
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Rys. 1. Wskaznik przezroczystosci hydrolizatoéw skrobiowych podczas 3-godzinnego uptynniania
skrobi Termamylem 120 L (A) i Termamylem Supra (B)

Fig. 1. Turbidity measurement of hydrolysates during 3h of starch liquefaction by using Terma-
myl 120 L (A) and Termamy] Supra (B)

Analiza wykresu pozwala stwierdzi¢, ze skrobia charakteryzujaca si¢ lepsza reduk-
cyjnoscia, a wigc bardziej podatna na dziatanie a-amylazy, osiaga znacznie nizsze war-
tosci wspolczynnikow jodowych niz skrobia, w ktorej proces depolimeryzacji zachodzi
w mniejszym stopniu. Najnizsze wartosci wspotczynnika jodowego osigga skrobia
kukurydziana, a nast¢pnie skrobia pszenna. Konsekwencja sa wysokie wartosci DE.
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Skrobia ziemniaczana i tapiokowa, ktorej DE jest nizsze, uzyskuje relatywnie wyzsze

wartos$ci wspotczynnikow jodowych.
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Rys. 2. Liczba absorpcji jodowej hydrolizatéw podczas 3-godzinnego uptynniania skrobi Terma-

mylem 120 L (A) i Termamylem Supra (B)

Fig. 2. lodine absorbance value of hydrolysates during 3 h of starch liquefaction by using Terma-

myl 120 L (A) and Tremamy] Supra (B)
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Analiza poréwnawcza wynikéow dzialania Termamylu 120 L oraz Termamylu
Supra na rozne rodzaje skrobi pod wzgledem korzysci ekonomicznych

Zastosowanie badanych preparatow w tych samych warunkach reakcji pozwolito
stwierdzi¢, ze hydrolizaty uzyskane w wyniku dziatania Termamylu Supra charaktery-
zuja si¢ wyzszym stopniem depolimeryzacji skrobi (tab. 2).

Tabela 2. Porownanie rezultatow 3-godzinnego dziatania Teramylu 120 L i Termamylu Supra na
skrobig réznego rodzaju

Table 2. Comparison of 3h action of Termamyl 120 L and Termamyl Supra on various kinds of
starches

Enzym — Enzyme

0,1% Termamyl 120 L 0,1% Termamyl Supra
Rodzaj skrobi wskaznik wskaznik wskaznik wskaznik
Kind of starch jodowy przezroczy- jodowy przezroczy-
DE iodine stosci DE iodine stosci
absorbance transmittance absorbance transmittance
value value value value
Skrobia ziemniaczana 17,7 0,154 0,187 26,6 0,105 0,117
Potato starch
Skrobia tapiokowa 19,9 0,131 0,162 29,9 0,084 0,102
Tapioca starch
Skrobia pszenna 20,8 0,118 0,382 31,2 0,079 0,257
Wheat starch
Skrobia kukurydziana 21,3 0,080 0,377 31,7 0,053 0,252
Corn starch

W ciagtym procesie technologicznym produkcji hydrolizatoéw skrobiowych na skale
przemystowa bardzo istotna jest strona ekonomiczna przedsigwzigcia. Poszukuje sig
takich rozwiazan, ktore pozwolityby obnizy¢ koszty procesu, zachowujac rownoczesnie
wysoka jako$¢ produktu.

Nowa, wyjatkowo termostabilna a-amylaza — Termamyl Supra — spelnia oba te wa-
runki. Pozwala uzyska¢ hydrolizaty skrobiowe tej samej jakosci jak w wypadku zasto-
sowania Termamylu 120 L, obnizajac jednoczesnie koszty procesu, co ma ogromne
znaczenie w produkcji hydrolizatow na skalg przemystowa.

W tym celu zaproponowano modyfikacj¢ hydrolizy: przeprowadzono proces
uptynniania w tych samych warunkach co poprzednio, ale zmniejszono dawke Ter-
mamylu Supra do 0,08%. Wyniki badan procesu uptynniania badanej skrobi przed-
stawia tabela 3.

Analiza powyzszych zestawien wskazuje, ze zastosowanie Termamylu Supra o ste-
zeniu 0,08% pozwala uzyska¢ hydrolizaty skrobiowe o wysokiej jakos$ci (nizsze wskaz-
niki jodowe i przezroczystosci) oraz osiagna¢ nastgpujace korzysci ekonomiczne:

a) zmniejszy¢ dawke¢ enzymu o 0,02%,

b) skrocié czas hydrolizy do 2 godzin.

Technologia Alimentaria 1(2) 2002
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Tabela 3. Porownanie rezultatow dziatania preparatéw Termamyl 120 L i Termamyl Supra na
skrobig: ziemniaczana (A), tapiokowa (B), pszenna (C), kukurydziana (D)

Table 3. Comparison of Termamyl 120 L and Termamyl Supra action on potato starch (A), tapi-
oca starch (B), wheat starch (C), corn starch (D)

Enzym — Enzyme

0,1% Termamyl 120 L 0,08% Termamyl Supra
Czas wskaznik wskaznik wskaznik wskaznik
Time jodowy przezroczy- jodowy przezroczy-
DE iodine stosci DE iodine stosci
absorbance  transmittance absorbance  transmittance
value value value value
A
1h 8,2 0,582 0,287 9,9 0,467 0,232
2h 14,5 0,305 0,232 17,4 0,244 0,187
3h 17,7 0,154 0,187 21,4 0,122 0,147
B
1h 9,2 0,442 0,213 11,1 0,354 0,163
2h 15,5 0,254 0,182 18,7 0,206 0,138
3h 19,9 0,131 0,163 24,1 0,105 0,118
C
1h 9,9 0,375 0,582 11,8 0,295 0,482
2h 16,1 0,216 0,462 19,2 0,167 0,382
3h 20,8 0,118 0,382 24,9 0,094 0,302
D
1h 10,5 0,369 0,512 12,4 0,285 0,417
2h 16,2 0,146 0,422 19,5 0,115 0,322
3h 21,3 0,080 0,377 25,4 0,058 0,292

Biorac pod uwage wyniki powyzszych badan, jest wskazane, aby w produkcji hy-
drolizatow skrobiowych, na etapie uptynniania, zamiast Termamylu 120 L o stgzeniu
0,1%, stosowa¢ Termamyl Supra o stezeniu 0,08%. Cena Termamylu Supra jest nieco
wyzsza (17,85 zl/kg) od ceny Termamylu 120 L (17,10 ztkg). Jednakze mozliwos¢
zmniejszenia chociazby o 20% dawki preparatu celem uzyskania porownywalnego
stopnia uptynnienia skrobi nie tylko niweluje ta nieznaczna roznicg ceny, ale nawet
umozliwia obnizenia kosztow produkcji hydrolizatow.

Preparaty glukoamylazy, Termamyl 120 L i Termamyl Supra maja jednakowa ak-
tywno$¢ enzymatyczna, jednak ich dziatanie rozni sig efektywnoscia dziatania na skro-
big uzalezniona od naturalnych inhibitoréw i aktywatoréw obecnych w surowcu pod-
dawanym hydrolizie. Efektywno$¢ t¢ mozna oceni¢ jedynie wtedy, gdy prowadzone sa
badania procesu hydrolizy skrobi.

Acta Sci. Pol.
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WNIOSKI

Poréwnanie efektywnosci dziatania Termamylu Surpra z Termamylem 120 L wska-
zuje, ze dziatanie Termamylu Supra powoduje uzyskanie hydrolizatow charakteryzuja-
cych sig:

— wigksza zdolnoscia uptynniania skrobi mierzong rownowaznikiem glukozowym,

— nizszymi warto$ciami wskaznikdw przezroczystosci i liczby absorpcji jodowe;j.

Wigksza podatno$¢ na dziatanie a-amylaz wykazuje skrobia pochodzenia zbozowe-
go niz skrobia bulwowa.

Hydrolizaty skrobiowe uzyskane ze skrobi bulwowej maja korzystniejsze wskazniki
przezroczystosci i zdolno$ci absorbcji jodu niz uzyskane ze skrobi zbozowe;.

Zmniejszenie dawki Termamylu Supra o 20%, w poréwnaniu z ilo$cig stosowanego
Termamylu 120 L (0,1%), pozwala uzyska¢ hydrolizaty skrobiowe o poréwnywalnej
jakosci i jednocze$nie obnizy¢ koszty produkcji hydrolizatow.
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COMPARISON OF HYDROLYTICAL PROPERTIES
OF TWO TERMOSTABLE ENZYMATIC PREPARATIONS

Summary: The initial enzymatic hydrolysis of various starch kinds by two termostable
alfa-amylases (Termamyl 120 L and Termamyl Supra) with different properties were car-
ried out. Experimental conditions were similar for both enzymatic preparations. The ob-
tained hydrolysates were tested by the following measurements: dextrose equivalent, tur-
bidity measurement and iodine absorbance value. Termamyl Supra indicated better hydro-
lytic properties, higher quality of hydrolysates and economical profits.
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