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Pouzitie kvasinkovej glukoamylazy Glm
v pekarskej technologii

VIERA HORVATHOVA - KATARINA VALACHOVA

SUHRN. Glukoamyldza Glm produkovand Saccharomycopsis fibuligera IFO 0111 je
ako jedina kvasinkovd glukoamyldza schopna katalyzovat Stiepenie nativneho Skrobu.
V predloZenej praci sa na dvoch druhoch muk (pSeni¢nej a raznej) skimalo pdsobenie
glukoamyldzy v podmienkach simuldcie fazy miesenia a zrenia cesta. Jej ti¢inok sa porov-
naval s uc¢inkom komeréného glukoamyldzového pripravku. Posobenie obidvoch gluko-
amyldz sa analyzovalo stanovenim obsahu vznikajucich skvasitelnych sacharidov (glukézy
a maltdzy). Zistilo sa, ze za zvolenych podmienok hydrolyzy a koncentracie testovanych
enzymov dochddza pdsobenim obidvoch pripravkov k zvySeniu mnozstva skvasitelnych
sacharidov. Najvy$si obsah skvasitelnych sacharidov (7,3 %) sa zaznamenal pri pouziti
glukoamyldzy Glm pocas hydrolyzy raznej miky v podmienkach simuldcie fazy miesenia
a zrenia cesta (28 °C, 55 min).
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A

Obilniny predstavuju klicovu skupinu plodin rastlinnej vyroby, ich posta-
venie je na celom svete dominantné. Tvoria jednu z hlavnych energetickych
zloziek ludskej vyzivy. U nds sa pre ludskd vyZivu pestuje hlavne pSenica
a raz. Su to chlebové obilniny a pokryvaju asi 40 % energetickej a proteino-
vej potreby vyzivy obyvatelstva [1].

Pre pekarsku technoldgiu maju velky vyznam enzymy. Vzhladom na to,
ze existuje vela nekontrolovatelnych okolnosti (pocasie, lokalizcia a vlast-
nosti pola) ovplyviiujicich mnoZzstvo a aktivitu enzymov v zrne, je potreb-
né pri spracovavani surovin na cesto pouzivat zlepSujuce pripravky. Je to
skupina aditivnych latok (viazacie latky, povrchovo aktivne latky, oxidac-
no-redukéné latky, enzymové pripravky), ktoré prispievaju k racionalizacii
vyrobného procesu pri sic¢asnom zabezpeceni pozadovanej kvality vyrobkov.
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Enzymové pripravky (amyldzy, hemiceluldzy a xylandzy, protedzy a lipa-
zy) umoznuju kompenzaciu meniacej sa kvality vstupnych surovin (najmé
muiky), zefektiviiujii technolgiu a niektoré z nich prispievaji k prediZeniu
trvanlivosti vyrobkov [2—4]. Su ucinné v malych mnozstvach, co je aj z eko-
nomického hladiska v mnohych pripadoch velmi vyhodné.

Amyldzy sa v pekdrstve pouZivaju jednak na zvySenie obsahu skvasitel-
nych sacharidov, ktoré su potrebné pre kvasinky vo fdze zrenia cesta a jed-
nak sa ich ucinok vyuZziva aj v procese pecenia, kedy pritomné a-amyldzy
Stiepia $krob na dextriny. Vznikajuce dextriny prispievaju k sfarbeniu korky
vyrobku a k udrZaniu jeho dlhSej Cerstvosti. Ovplyviiuju aj textiru a chut
vyrobkov, avSak ich nadbyto¢ny obsah sposobuje lepivost a gumovitost stried-
ky. Amyldzova aktivita pocas pecenia zdvisi od druhu pritomnych amyldz
a ich inaktiva¢nych teplot. Preferuju sa fungdlne amyldzy, ale pouzivaju sa
aj amyldzy bakteridlne [S]. U¢inkom fungdlnej a ceredlnej amyldzy majui
vznikajice dextriny v procese pecenia stupen polymeracie (DP) okolo 10,
ucinkom bakteridlnych amyldz dochddza k tvorbe dextrinov s DP 25-35.
V priebehu skladovania hotového vyrobku mdze dalej dochddzat k Stiepeniu
tychto dextrinov, pretoze niektoré amyldzy (najmé bakteridlneho pdvodu)
sa pecenim celkom neinaktivuju [6]. Aplikdcia enzymov vSak nikdy nebude
zdrojom ekonomickych tuspor v pekdrskom priemysle, ale len jednym z klui-
¢ov Standardizdcie vyroby vhodnou upravou pekdrskych surovin, prostried-
kom inovécie vyrobkov a optimalizdcie technologickych postupov [7, §].

Zvysit obsah skvasitelnych sacharidov pri priprave cesta mozno aj pridav-
kom glukoamylaz [9].

Glukoamyldzy (1,4-o-D-glukdn glukanohydroldzy, E.C.3.2.1.3) su exo-
hydroldzy, ktoré hydrolyzuju o-1,4 a a-1,6 glukozidové vizby amyldzy
a amylopektinu a retazcov inych oligo- a polysacharidov za vzniku B-D-
glukézy [10]. Koneénymi produktami pdsobenia glukoamyldz je glukdza,
maltdza a limitné dextriny. Glukoamyldzy sa mozu ziskat zo ZivociSnych
alebo mikrobidlnych zdrojov. Hlavnym zdrojom mikrobidlnych glukoamyldz
su vlaknité huby rodu Aspergillus (Aspergillus awamori, Aspergillus niger), dal-
$fimi mikroorganizmami su napr. Bacillus lentis, Saccharomycopsis fibuligera,
Fusidium sp., Lactobacillus brevis, Neurospora sitophila, Penicillium italicum
[11, 12]. Glukoamyldza nerozkladd Skrob na glukézu tplne. V praxi je jej
ucinnost limitovand z hladiska nedostatocného rozkladu a-1,6-glukozidic-
kych vizieb a pri koncentrdciach glukdzy nad 90 % glukoamyldza vykazuje
reverznu reakénu aktivitu [13].

Rozklad nativneho Skrobu je medzi kvasinkovymi amyldzami zriedkavy,
a je viazany na pritomnost domén viazucich Skrob (SBD - Starch Binding
Domain) v Struktire enzymu. Su to polypeptidové retazce (peptidové

262



Pouzitie kvasinkovej glukoamyldzy Glm v pekdrskej technoldgii

sekvencie), ktoré maju afinitu k Skrobu [11]. Ich zdkladnou funkciou je
viazanie a spracovanie nativneho Skrobu [14, 15]. U niektorych o-amylaz
vyrazne ovplyviiuju termostabilitu [16], ale u glukoamyldz nemaju s termo-
stabilitou ni¢ spolo¢né [17]. M6zu deStrukéne pdsobit na povrch Skrobu, ¢o
ma za ndsledok zvySenie rychlosti amylolytickej reakcie [18, 19]. Doména
viazuca skrob si zachovdva svoju nezavisld funkciu (nezavisld od katalyticke;j
domény a-amyldz, B-amyldz a glukoamyldz) [20] i v pripade, ak je zlicend
s inym proteinom ako amyldzou [21].

Glukoamyldza Glm zo Saccharomycopsis fibuligera IFO 0111 je dopo-
sial jedind popisand glukoamyldza kvasinkového povodu schopnad Stiepit
aj nativny nezmazovatelny Skrob [22, 23] a zdroven je to prvy amylolyticky
enzym, u ktorého sa zistilo, Ze namiesto externej Skrob viazucej domé-
ny md miesto viazice Skrob integrované priamo do katalytickej domény.
Glukoamyldza Glm po zahriati nad 70 °C ireverzibilne strdca schopnost
renaturovat, v dosledku ¢oho sa zatial nepodarilo pripravit kryStdly vhodné
pre RTG-Struktirnu analyzu. AvSak vdaka vysokej homoldgii s glukoamyla-
zou Glu (producent Saccharomycopsis fibuligera HUT 7212) bolo mozné
vypocitat pravdepodobny model jej 3D Struktury [22, 24].

Amylazy produkované S. fibuligera maju vlastnosti, pre ktoré su poten-
cidlne vyuZzitelné v priemysle, avSak nemoOZu sa porovndvat s amyldzami
produkovanymi baktériami a vldknitymi hubami [22].

V tab. 1 [22] sa porovndvaju niektoré vlastnosti glukoamyldz zo Saccha-
romycopsis fibuligera KZ a Saccharomycopsis fibuligera IFO 0111. Na rozdiel
od S. fibuligera IFO 0111, ktory produkuje len glukoamyldzu (Glm),
S. fibuligera KZ predstavuje kmen, ktory syntetizuje amylolyticky komplex
zloZzeny z o-amyldzy, glukoamyldzy (Gla) a a-glukoziddzy. Glukoamyldza

TaB. 1. Enzymové vlastnosti glukoamyldz
Saccharomycopsis fibuligera KZ. a Saccharomycopsis fibuligera IFO 0111 [22].
Tas. 1. Enzymatic properties of glucoamylases from strains
Saccharomycopsis fibuligera KZ and Saccharomycopsis fibuligera IFO 0111 [22].

Molekulova Optimélne Optimdlna | ZvySkovd | Degraddcia
Enzym! hmotnost2 | P - teplotat aktivitaS | nativneho
[kDa] p [°C] [%] gkrobu®
Glukoamyldza7 KZ 62 5-6 40-50 55 -
Glukoamyldza IFO 0111 55 5,5 40 0 +

1 - enzyme, 7 - glucoamylase KZ, 8 - glucoamylase IFO 0111, 2 - molecular weight, 3 - pH optimum,
4 - temperature optimum, 5 - residual activity, 6 - raw starch digestion.
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Gla, ktord v porovnani s glukoamyldzou Glm nema schopnost Stiepit nativny
skrob, si vSak aj po 10 minitovom vare zachova Cast svojej enzymovej akti-
vity (konkrétne 55 %).

Cielom predkladanej prace bolo skimat glukoamyldzu Glm pocas hydro-
lyzy dvoch muk (pSenicnej a raznej) v podmienkach simulujuicich pekarsku
technoldgiu vo fdze miesenia a zrenia cesta a porovnat jej uic¢inok s komerc¢-
nym pripravkom.

Material a metddy

Substrdty a enzymy

— PSeni¢nd muka hladkd T650 (Adivit, Nitra, Slovensko).

— Raznd muka chlebova (Adivit, Nitra, Slovensko).

— Glukoamyldza Glm zo Saccharomycopsis fibuligera IFO 0111 (Ustav mole-
kuldrnej biolégie SAV, Bratislava, Slovensko). Supernatant po oddeleni
biomasy sa ultrafiltraciou skoncentroval cez membrdanu Amicon PM-30
(Millipore, Midland, Kanada) a koncentrdt sa precistil kvapalinovou
chromatografiou na molekulovom site Superose 12 P (US Pharmacia,
Rockville, USA) v hydrouhli¢itane aménnom. Ziskany koncentrét sa lyo-
filizoval, $pecificka aktivita lyofilizatu bola 70 U.mg! proteinu.

— Komer¢ny kvapalny glukoamyldzovy pripravok (Novozymes, Bagsvaerd,
Dénsko) [25].

Priprava vzoriek miik bez pridavku enzymov

Navdzilo sa 10g muky, ktord sa nasypala do odmernej banky a vytempe-
rovala na teplotu 28 °C. Pridalo sa 100ml vody zohriatej na 28 °C. Banka
sa uzavrela a substrdt s vodou sa rozmieSal na suspenziu bez zhlukov. Banka
sa prikryla a nechala temperovat v termostate 15 min pri 28 °C (fdza miese-
nia cesta) resp. 55 min pri 28 °C (fdza miesenia a zrenia cesta). Po uplynuti
inkubac¢ného Casu sa ¢innost enzymov zastavila pridanim 8 kvapiek koncen-
trovanej H2SO4. Roztok sa vyciril 10ml Carrezovho roztoku I a po dalSom
premieSani 10ml Carrezovho roztoku II. Obsah sa premiesal, pridalo sa
100ml vody a 8 kvapiek koncentrovanej H2SO4. Po opdtovnom premiesani
sa obsah ochladil na 20 °C, prefiltroval do suchej banky (prvy podiel sa vyl-
ial) a filtrdt sa pouzil na analytické stanovenie glukézy a maltozy.

Priprava vzoriek miik s pridavkom enzymov

Navdzilo sa 10g muky, ktord sa nasypala do odmernej banky a vytem-
perovala na teplotu 28 °C. Do banky sa k miuke pridala glukoamyldza Glm
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(75 U.g-1 skrobu), resp. komercnd glukoamylaza (30 g/100 kg muky). Potom
sa banka doplnila vodou rovnakej teploty do 100ml. Banka sa uzavrela
a substrat s vodou sa rozmieSal na suspenziu bez zhlukov. Banka sa pri-
kryla a nechala temperovat v termostate 15 min pri 28 °C (fdza miesenia
cesta), resp. 55 min pri 28 °C (fdza miesenia a zrenia cesta). Po uplynuti
inkubacného Casu sa ¢innost enzymov zastavila pridanim 8 kvapiek koncen-
trovanej H2SO4. Roztok sa vy¢iril 10ml Carrezovho roztoku I a po dalSom
premieSani 10 ml Carrezovho roztoku II. Obsah sa premiesal, pridalo sa
100ml vody a 8 kvapiek koncentrovanej HoSO4. Po opdtovnom premieSani
sa obsah ochladil na 20 °C, prefiltroval do suchej banky (prvy podiel sa vyl-
ial) a filtrat sa pouzil na analytické stanovenie glukdzy a maltdzy.

Analytické metody

Glukoamyldzova aktivita sa stanovila modifikovanou mikrometédou
podla Somogyi-Nelsona [26]. Jednotka enzymovej aktivity je také mnoZstvo
enzymu, ktoré za predpisanych experimentdlnych podmienok uvolni
zo Skrobu 1 pmol glukdzy za minutu.

Na stanovenie obsahu Skrobu v mikach sa pouzila metéda podla Ewersa
[27]. Obsah glukdzy sa stanovil komerénou supravou Glukosa GOD 1500
(Lachema, Brno, Ceskd republika) a obsah maltézy Schoorlovou metédou
[28].

Vysledky a diskusia

Cielom prace bolo skiimanie ucinnosti glukoamyldzy Glm v hydrolyza-
toch pSenicnej a raznej muiky v podmienkach simulujicich fdzu miesenia
a zrenia cesta. Glukoamylaza Glm zo Saccharomycopsis fibuligera IFO 0111
je schopna degradovat aj nativny Skrob. Tito schopnost je u kvasinkovitych
glukoamyldz zriedkavostou. Glm je Strukturdlne novym typom glukoamyla-
zy, pretoze nemd osobitni doménu viazucu $krob porovnatelni s doména-
mi ndjdenymi u inych glukoamyldz, resp. u inych amylolytickych enzymov.
Predpokladad sa vSak, ze aminokyselinové zvysky tejto glukoamyldzy (Glm),
umiestnené na jej povrchu mdzu zohrat dlohu afinitného miesta pre nativny
Skrob kooperujiceho s katalytickym miestom.

Ucinok testovanej glukoamyldzy sa sledoval stanovenim skvasitelnych
sacharidov (glukdzy a maltézy) po 15 min (fiza miesenia cesta) resp.
po 55 min hydrolyzy (faza miesenia a zrenia cesta), ktord prebiehala pri tep-
lote 28 °C za obc¢asného premieSania muicnej suspenzie. Koncentrdcia testo-
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vanej glukoamyldzy bola 75 U.g1 §krobu, ¢o po stanoveni glukoamylazove;j
aktivity predstavuje koncentraciu lyofilizovaného pripravku 1,07mgna 1 g
Skrobu. Této koncentrécia sa zvolila na zdklade experimentov uskuto¢nenych
v minulosti [23]. U¢inok testovanej glukoamyldzy sa porovndval s ti¢inkom
komer¢ného glukoamyldzového pripravku od firmy Novozymes, ktory sa
pouziva ako aditivny enzymovy pripravok v pekarskej technoldgii na zvySe-
nie skvasitelnych sacharidov v ceste. Tento pripravok sa pouZil v koncentracii
odporucanej vyrobcom, ¢o predstavovalo 30 g/100kg muky a ¢o pri obsahu
Skrobu v mikach 65 % a po stanoveni aktivity predstavuje 7,2 U.g'! skrobu,
resp. 0,46 mg pripravku na 1 g Skrobu. Pre dokladnejSie stanovenie uc¢innosti
testovanej glukoamyldzy sa uskutocnili vSetky hydrolyzy aj bez pridavku
enzymov.

Z. vysledkov prezentovanych v tab. 2 vyplyva, ze skimané muky pat-
ria k Standardnym, vzhladom na obsah skvasitelnych sacharidov pdvodne
v mukach obsiahnutych. Aplikdciou obidvoch enzymovych pripravkov sa
v pokusnych podmienkach dosiahlo zvySenie skvasitelnych sacharidov.
Ak obsah skvasitelnych sacharidov zisteny bez aplikdcie enzymov predsta-
vuje 100 %, potom u pSeni¢nej muky doslo 15-mindtovym pdsobenim apli-
kovanych enzymov k ich ndrastu o cca 150 % (konkrétne s Glm o 147,64 %
a s komer¢nou glukoamyldzou o 154,12 %). Po 55-minttovom poOsobeni

TaB. 2. Tvorba skvasitelnych sacharidov v pSenicnej a raznej mike
v podmienkach simuldcie miesenia a zrenia cesta.
TaB. 2. Creation of fermentable saccharides in wheat flour and rye flour
in simulation conditions of dough kneading and ripening.

Podmienky hydrolyzy? PSeni¢nd miikad Raznd muka$
Enzym! as? teplota® | glukéza® | maltéza’? | glukéza maltdza

[min] [°C] [%] [%] [%] [%]

0 28 0,07 1,25 0,01 1,94

Bez enzymu® 15 28 0,10 1,60 0,13 2,15
55 28 0,50 2,86 0,16 2,64

Glukoamyldza 15 28 121 3,00 0,59 4,40
Glm10 55 28 2,41 7,20 0,67 9,44
Komerénd 15 28 0,51 3,81 0,30 3,10
glukoamyldza'l 55 28 0,69 4,98 0,81 6,60

1 - enzyme, 2 - conditions of hydrolysis, 3 - time, 4 - temperature, 5 - wheat flour, 6 - glucose, 7 - maltose,
8 - rye flour, 9 - without enzyme, 10 - glucoamylase Glm, 11 - commercial glukoamylase.
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OBR. 1. Obsah skvasitelnych sacharidov po 15 minttach hydrolyzy
mucnych suspenzif pri teplote 28 °C.
Fic. 1. Contents of fermentable saccharides after a 15 minutes hydrolysis
of flour suspensions at a temperature of 28 °C.
1 - fermentable saccharides, 2 - natural amylases, 3 - glucoamylase Glm, 4 - commercial glucoamylase,
5 - wheat flour, 6 - rye flour.
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OBR. 2. Obsah skvasitelnych sacharidov po 55 minttach hydrolyzy
mucnych suspenzif pri teplote 28 °C.
Fi1G. 2. Contents of fermentable saccharides after a 55 minutes hydrolysis
of flour suspensions at a temperature of 28 °C.
1 - fermentable saccharides, 2 - natural amylases, 3 - glucoamylase Glm, 4 - commercial glucoamylase,
5 - wheat flour, 6 - rye flour.
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aditivnych enzymov sa zaznamenal rozdielny ndrast v obsahu skvasitelnych
sacharidov. U¢inkom Glm tento ndrast predstavoval 186 %, pdsobenim
komeréného pripravku to bolo 69 %. U raznej muky bola situdcia podobna,
pri obidvoch pripravkoch sa zaznamenalo zvySenie obsahu skvasitelnych
sacharidov. Po 15-minutovej hydrolyze predstavoval prirastok skvasitel-
nych sacharidov pdsobenim Glm 182 %, uc¢inkom komeréného pripravku
49,12 %. Po 55-mindtovom poOsobeni obidvoch pripravkov doslo k ndrastu
skvasitelnych sacharidov priemerne o 260 %. V suvislosti s dosiahnutymi
vysledkami je mozné konStatovat, zZe prirastok skvasitelnych sacharidov ucin-
kom glukoamyldzy Glm v porovnani s u¢inkom komeréného pripravku (dév-
kovanym v koncentrdcii odporicanej vyrobcom) bol podobny alebo vyssi.
Ak davkovanie komeréného pripravku odporucané vyrobcom povazujeme
za optimdlne, potom koncentrdcia glukoamyldazy Glm, ktord sa pouzila
v experimentoch, je pre tieto potreby postacujuca, resp. je mozné ju aj zniZit.
Pre lepSiu prehladnost sa na obr. 1 a 2 uvddza obsah skvasitelnych sachari-
dov dosiahnuty po 15 minutach, resp. po 55 mindtach hydrolyzy suspenzif
pSenicnej, resp. raznej muky aplikovanim obidvoch skimanych aditivnych
glukoamyldz, resp. bez ich.

Zaver

Muka je zdkladnd pekdrska surovina. Aby ju bolo mozné spracovat
na pekdrsky vyrobok, musi mat pozadované fyzikdlno-chemické vlastnosti.
Existuje niekolko nepredvidatelnych faktorov (klimatické, pestovatelské),
ktoré vyznamnou mierou ovplyviiuju kvalitu muky. Preto modernd tech-
noldgia vyuziva zlepSujice pripravky, ktoré do urcitej miery zabezpecia jej
Standardnu kvalitu. Sucastou zlepSujucich pripravkov su tiez enzymové pre-
paraty. V pekdrstve sa najviac pouzivaju amyldzy vzhladom na dominantné
postavenie Skrobu v danych vyrobkoch. V prdci sa skimal dcinok dvoch
amyldzovych pripravkov (glukoamyldzy Glm zo Saccharomycopsis fibuligera
IFO 0111 a komer¢nej glukoamyldzy ako referenéného pripravku) na sus-
penziu pSenicnej a raznej muky za podmienok, ktoré simulovali fazu miese-
nia a zrenia cesta. Zistilo sa, Ze pdsobenim obidvoch skiimanych enzymov
po 15 minutach (fdza miesenia) aj po 55 minutach (fiza miesenia a zrenia
cesta) hydrolyzy pri teplote 28 °C sa zvysil obsah skvasitelnych sacharidov.
Po porovnani ucinnosti obidvoch pripravkov je mozné konstatovat, ze pdso-
benim glukoamyldzy Glm (v koncentrécii 75 U.g! §krobu) sa dosiahol pri-
rastok skvasitelnych sacharidov bud podobny ako pdsobenim komeréného
pripravku (ddvkovanym v koncentrécii odporicanej vyrobcom) alebo vyssi.
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Aplikédciou glukoamyldzy Glm (v zvolenych experimentdlnych podmi-
enkach) sa dosiahli prakticky vo vsetkych uskuto¢nenych experimentoch
prirastky skvasitelnych sacharidov vysSie takmer o 50% (v porovnani
s komercénou glukoamyldzou). Laboratdrne vysledky prezentované v tejto
prdci by vSak bolo vhodné doplnit pekdrskymi pokusmi, pretoze poskytuju
podklady pre ich komplexnejSie postidenie.
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Pouzitie kvasinkovej glukoamyldzy Glm v pekdrskej technoldgii

Applications of the yeast glucoamylase Glm in the bakery technology
HORVATHOVA, V. - VALACHOVA, K.: Bull. potrav. Vysk., 44, 2005, p. 261-271.

SUMMARY. Glucoamylase Glm produced by Saccharomycopsis fibuligera IFO 0111) is,
as the only yeast glucoamylase, is able to cleave the native starch. In the presented study,
activity of the glucoamylase was studied using two types of flour (wheat flour and rye flour)
under the conditions of the simmulation of dough kneading and ripening. Its effectiveness
was compared to the effectiveness of a commercial glucoamylase preparation. The activity
of the gycoamylases was analysed on the basis of the determination of the contents of the pro-
duced fermentable saccharides (glucose and maltose). An increase in the amount of fer-
mentable saccharides was determined as a result of the activity of both preparations under
the defined conditions of hydrolysis and concentrations of the tested enzymes. The highest
concentration of fermentable saccharides (7.3 %) was recorded at the hydrolysis of the rye
flour using Glm glucoamylase at conditions of the simmulation of dough kneading and
ripening phases (28 °C, 55 min).

KeYwORDS: flour; fermentable saccharides; yeast glucoamylase
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