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MODSZER A KEMENYITO ALFA-AMILAZOS
HOZZAFERHETOSEGENEK A MEGHATAROZASARA
TAKARMANYOKBAN

MATRAI TIBOR — KOKAI MIKLOSNE — HERMAN ISTVANNE —
SALAMON JOZSEFNE — ERDELYI ISTVAN

OSSZEFOGLALAS

A takarmanyiparban, az alapanyagok és a takarmanykeverékek hokezelésének célja a keményi-
td zselatinizalasa a pellettalashoz, de emellett magasabb csiraszamu alapanyag sterilizalasa
és/vagy az emészthetdségi mutatdk javitasa.

A nativ kemeényitdszemcsét az alfa-amilaz csak lassan bontja glukézza. Gézkézeg( (hidrotermi-
kus) hdkezelés hatasara a keményitd, amilazzal, annak aranyaban mar gyorsabban bonthato, mig
teliesen felfdzott, “oldott” &llapotban az alfa-amiladz tetemes reakciésebességgel bont. Hakezelt
takarmanymintaban 16vé kemeényltd alfa-amilazos hozzaférhetdsége tehat a hdkezeltség alkalmas

mutatdja lehet.
A keményitd amilazos bonthatosaganak mérésére az eddig kézreadott médszerek munkaigénye-

sek és bonyolultak.

A szerzdk, a takarmanyminta érleményének vizes szuszpenzidjat, 7,6 pH-ju pufferban, 37 °C-on,
bakteridlis alfa-amilazzal rdzatva inkubaltak. A 30. perc utan, az inkubalt elegyben, a felszabadult
gluk6z koncentracidjat meérték. Egyidejlleg, azonos mintat, szuszpenziéban forraltak 20 percig,
majd ezutdn amilolizaltattak a fenti feltételek mellett, majd ugyancsak a 30. perc utan, a glukéz
koncentracidjat mérték. A mintaban mérhetd glukoz-felszabadulas mértékét, a forralt mintara kapott
érték szazalékaban fejezték ki. Ez az alfa-amilazos bonthatésag (AMAV, %) sz4zalékos mérdsza-
ma, ami kifejezi, hogy mekkora a vizsgélt minta aktualis feltartsaga, ugyanazon minta vizes kézegi
kezeléssel elérhetd maximalis feltartsagahoz képest.

A modszerrel kezeletlen, pellettlt és expanderrel is hkezelt indit6, neveld és befejezd pulyka-
takarmanysorok amilazos hozzaférhetdségét (AMAV, %) allapitottak meg.

SUMMARY
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THE DETERMINATION OF ALFA-AMYLASE AVAILABILITY OF THE STARCH IN FEED

Heat treatment of the feed is used basically to promote the gelatinization of the starch prior to the
pelleting process. In addition, higher germ count can be reduced and/or improvement in nutrient
availability can be expected.

Alpha-amylase can split glucose from native starch particles only rather slowly. If starch has been
cooked or submitted to steaming (hydrothermic) treatment, the split off is faster, while with thor-
oughly boiled ("solubilized") starch the alpha-amylase is acting with a considerable speed. Thus the
amylolytic availability in a feed sample may serve as an indicator to the extent of hydrothermal

treatment.
Methods having been recommended for the determination of amylolytic availability of starch are

time consuming and need much labor.

According to the method proposed by the authors, ground feed sample suspended in pH 7.6
buffer was incubated at 37 °C and shaken with bacterial alpha amylase. At the 30 min. of incubation
aliquot was taken from the incubated system and the concentration of deliberated glucose was
determined. Simultaneously, another sample of the same feed was first boiled for 20 min., then
amylolysed under the same conditions. The extent of glucose deliberation in the sample was ex-
pressed as percent of the glucose deliberated in the pre-boiled sample. This is the percentual value
of the actual amylolytic availability (AMAV, %) of starch in the sample, »related to that in the sample
having been completely opened up. By using this method, amylolytic availability (AMAV, %) in
untreated, pelleted and expanded starter, grower and finisher turkey feeds were determined.
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BEVEZETES

A takarmanyiparban terjedd eljaras az alapanyagok és a takarmanykeve-
rékek hkezelése. Ennek célja a keményitd zselatinizalasa a pellettalashoz, de
emellett magasabb csiraszamu alapanyag sterilizalasa és/vagy az emészthetd-
ségi mutatok javitasa.

Keményitd a gabonamagvakban mikroszkopikus szemcsék alakjaban fordul
el3. Az érett magban joforman vizmentes allapotban van. Oriasmolekulai a né-
vényfajra jellemzé alaki szemcsékbe rendez6dnek.

A keményitészemcse hevitve jelentds mennyiségii vizet képes felvenni,
majd hosszabb f6zésre, a kristalyszerli szerkezet felbomlik, zselatinizalodik,
végill az ériasmolekulak vizes oldatba keriinek.

A természetes allapota (nativ) keményitészemcsét az alfa-amilaz csak las-
san bontja gluk6zza. Vizes kézegben, hékezelés hatasara (hidrotermikus ha-
tas), a keményitd joval gyorsabban bonthatd, mig a teljesen felf6zétt, “oldott”
allapotban, az alfa-amilaz tetemes reakciosebességgel bont.

Minthogy az egygyomri haziallatok emésztése soran a keményitd a vé-
konybélben, a pankreasz alfa-amilazanak hatasara glukozra bomlik, és ebben
az alakban szivodik fel, feltehetd az is, hogy a keményité alfa-amilazos bontha-
tosaganak (hozzaférhetéségének) a takarmanyhasznositasban szerepe van.

Széleskérii gyakorlati tapasztalatok bizonyitottak, hogy a hdkezelt takarma-
nyokkal jobb eredmények érheték el, mint a kezeletlenekkel, az egygyomruak-
kal és a kérddzbkkel egyarant.

Ennek ellenére, a takarmanyiparban és a takarmanyvizsgalatban, az amila-
zos hozzaférhetdséget nem vizsgaljak, erre nézve rutinmédszer sem forog kdz-
kézen.

Az eddig kodzreadott modszerek a hdkezelt kukorica és a cirok vizsgalatara
iranyultak.

Szamos modszer-ajanlas kozul kiemelhetd Xiong és misainak (1990a)
tobbszordsen javitott moédszere. Ebben az amilazos glukéz-lehasitas idésoros
gorbéjét viszonyitjak a termék teljes glukoztartalmahoz. Az eljaras soran, az
enzim/szubsztrat rendszerbdl nagyszamua glukdz-meérést kell végezni. Ez feles-
leges, ugyanis a bontasi gorbék lefutasa, alacsony és magas feltartsag esetén
is parhuzamos, tehat egy vagy két bontasi idépont adata elegendd.

Lényegében Xiong modszerére alapit Meilahn és Brown (2001) szabadal-
ma, ami az amerikai mezégazdasagi laboratériumok altal bevezetett és alkal-
mazott modszer.

Az enzimes modszer mellett mas mérési elvekkel is kisérleteznek.

Optikai (reflexiés spektrometriai) mérési elven alapulé6 médszert szabadal-
maztattak Bachman és Hubbert (1999) a kukorica hdkezelésének ellenbrzésé-
re, amely lényegében a barnulasi reakciok korai miszeres érzékelésén alapul.

Xiong és mtsai (1990b) szarvasmarha takarmanyozasara szant cirokmag
hokezeltségét, bendblével inokulalt mintaszuszpenzid gaztermelésén keresztul
mérték.

Munkaigényességiik mellett az eddig kézreadott médszerek legfébb fogya-
tékossaga, hogy amennyiben nem egyfajta terménymintat, hanem pl.
takarmanykeverékeket hasonlitottak dssze, az enzimatikusan lehasitott glukéz-
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mennyiséget eldszor a minta kilon analizissel meghatarozott keményitétartal-
maval ekvivalens glukéztartalomhoz kellett viszonyitani.

Mindezek miatt nem érdektelen, a kezeletlen vagy hékezelt takarmanyok al-
fa-amilazos bonthatésaganak in vitro mérésére, vagy sorozatvizsgalatra alkal-
mas olyan egyszer(i modszert kidolgozni, ami a keményitétartalom feltartsagi
allapotat k6zérthetben fejezi ki.

Médszeriinkben a mintanak maximalis hokezelés utani abszolit hozzafér-
hetéségéhez — mint a gyakorlatban elérheté maximumhoz — viszonyitunk. A
minta hozzaférhetdségét ennek szazalékaban fejezziik ki. Erre az ad lehetésé-
get, hogy eléggé hig kbzegben, a teljesen feltart és a kevésbé feltart minta bon-
tasi goérbéje parhuzamos lefutasu.

Az amilaz-hozzaférhetéség (AMAV) tehat egy szazalékos viszonyszam, ami
kifejezi, hogy egy kezelt vagy kezeletlen mintabdl, idéegység alatt, az amilaz
hatasara mennyi glukéz szabadul fel a 20 percig forralt, azaz a maximalisan
elékezelt azonos minta bontasahoz képest (100%)

Ez a mérészam arra is alkalmas, hogy valamilyen ipari hékezelés (gézolés
a pellettalas elétt, szaraz és nedves extruzid, expandaltatas, stb.) eredményes-
ségét egyetlen biokémiai mutatéval jellemezziik.

A kovetkezokben a laboratériumunkban fejlesztett, kdnnyen kivitelezheté

médszert k6zoljuk.

A MODSZER LEIRASA

A mérés elve

A takarmanyminta érleményének vizes szuszpenzibjat, 37 °C-on, bakterialis
alfa-amilazzal razatva inkubaljuk. A 30. perc utan, az inkubalt elegyben, a fel-

Iy

percig forralt mintaban a glukézfelszabadulas Gteme gyorsabb lesz. A mintaban
mérhetd glukéz-felszabadulas mértékét a forralt mintara kapott érték szazalé-
kaban fejezzik ki. Ez az alfa-amilazos bonthatésag mérészama, ami kifejezi,
hogy mekkora a vizsgalt minta aktualis feltartsaga, a hidrotermikus kezeléssel

elérhetd maximalis feltartsaghoz képest.

Kivitel

a) 1,00 g, 0,2 mm szemcseméreti mintaérlemenyt, 20 ml, pH 7,6-0s, 0,1 N
foszfat pufferban, proteazmentes, 300 pg Bacillus subtilis alfa-amilazzal
(NOVO), 30 percig, 37 °C-on, viztermosztatban razatva bontatunk. Lényeges,
hogy a felhasznalt aifa-amilaz protedzokat ne tartalmazzon, mint altalaban a
hasnyalmirigybél izolait készitmények, mert ebben az esetben az amilaz 6n-
emésztésnek lehet kitéve. A hasznalatra szant enzimkészitménybdl a munka-
koncentraciét 2-es alapl logaritmikus higitasokkal empirikusan allapithatjuk
meg. Az az enzimkoncentracié a megfeleld, amellyel a b) pont szerinti el6forralt
minta, 30 percig enzimmel inkubalt reakcidelegyében, 0,10 ml alikvotban, a
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glukoz jol mérhetd, azaz a DSA reakcié utan 0,3-0,4 abszorbanciat kapunk. Az
enzim/szubsztrat rendszerbél a 0. és a 30. percben, 0,10 ml-es alikvotokat ve-
szlink, a bontatast jeges vizben lealltjuk, és 0,10 ml DSA-reagenssel (Matrai és
mtsai, 2001) a felszabadult redukalé cukor abszorbanciajat (A(enzimmel)) 531
nanométeren mérjiik. (A kapott abszorbanciakat felesleges glukéz-standard-
sorhoz viszonyitva abszolat glukoz-koncentraciokban kifejezni.)

b) 1,00 g mintaérleményt 20 mi pH 7,6-o0s 0,1 N foszfat puffer vizes szusz-
penzidjaban, 20 percig forralunk. Ezutan az a) pontban leirtak szerint jarunk el.

c) A takarmanymintakat, 20 perces forralast kovetoen és forralas nélkul, a
fenti korilmények kdzott amilaz nélkil inkubaljuk, majd 30 perc utan megmerjik
a felszabadult glukéz abszorbanciajat (A(enzim nélkil)). Ez a mérés azt mutatja
meg, hogy az inkubalt elegyben enzim nélkiil, a 30. percig mennyi redukalé
cukor szabadult fel. Az enzim nélkill mérhetd értékek a takarmany redukalod
cukortartalmabol, és az autochton (a gabonaban eleve jelenlévd) és/vagy hoz-
zaadott enzim-kiegészitések amilolitikus hatasabol adodnak. Ezeket az (A)
értékeket az enzimmel bontatott értékekbdl, a szamitas soran, levonjuk.

d) Amennyiben a takarmany, keményitétartalmahoz képest, jelentds meny-
nyiségli redukalo cukrot tartalmaz, az inkubalas nélkul pufferban 10 percig raza-
tott elegy abszorbancigjat, az inkubalt abszorbanciaértékekbdl le kell vonni.

Szamitas
A 20 percig forralt minta maximalisan feltart keményitétartaimahoz viszo-

nyitva, a szazalékos hozzaférhetéséget, a 30. perc inkubalas utan (AMAV %/37
°C, 30’) az alabbi képlet szerint kaphatjuk meg:

AMAV %, 30 perc= 28; = 22‘23

ahol:

A(1)=a minta enzimmel val6 30 perces inkubalasa utan kapott abszorban-
ciaja 531 nanométeren,

A(2)=a minta, enzim nélkil valé 30 perces inkubalasa utan kapott abszor-
bancia,

A(3)=a 20 percig forralt minta enzimmel valé 30 perces inkubalasa utan
kapott abszorbancia,

A(4)=a 20 percig forralt minta enzim nélkil valé 30 perces inkubalasa utan
kapott abszorbancia.

Hibaforrasok

Ugyelni kell arra, hogy a parhuzamosan vizsgalt forralt és forralatlan minta-
kat ugyanolyan koru és taroltsagu, azonos alfa-amilaz/puffer oldatban bontas-
suk. A h(itott tarolas soran ugyanis, az enzim aktivitdsa csékkenhet az oldatban.
Fontos még az azonos szemcsemeéret és az azonos intenzitasu razatas.
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Az enzim-szubsztrat rendszerbdl kivett alikvotok cukor meghatarozasanak
reprodukéalhatésagat nagyobb reakciétérfogatokkal (pl. 1,0+1,0 ml alikvotok), és
a nagyobb alikvot-térfogat sziirésével fokozhatjuk.

A modszer reprodukalhatésaga, ugyanazon minta tobbszéri egyidejii feldol-
gozasakor kapott adatok szérasabdl (1. tablazat) itélheté meg.

1. téblazat

Ugyanazon minta 10 parhuzamos bemérésébél 30 perces inkubalas utan meghatarozott
amlilazos hozzaférhet6ségi értékek és szérasalk

A A AMAV
(el6forralt)(1) {minta)(2) %
0,421 0,100 23,7
0,439 0,120 27,3
0,392 0,135 34,4
0,440 0,131 29,7
0,496 0,156 314
0,506 0,136 26,8
0,449 0,132 29,3
0,442 0,113 255
0,442 0,131 29,6
0,427 0,127 29,7
n 10 10 10
X 0,445 0,128 28,7
SD 0,034 0,015 3,00
SD% 7.6 11,7 10,4

A=a felszabadult redukalécukor abszorbancisja(3)

Table 1.: Amylolylic availability values determined in 10 replications of the same feed sample,

their mean and standard deviation
previously boiled(1), sample(2), absorbance of the reducing sugar deliberated(3)

A moddszer hibaja, a mintafeldolgozas és inkubalas, valamint a redukal6 cu-
kor-meghatarozas hibaibdl adodik éssze. Ezeket a hibakat hordozza a szamitott
szazalékos hozzaférhetéségi adat. Az elvégzett replikacios sorozat adatai alap-
jan, a modszerre jellemzé SD% 10 relativ %-nak vehetS. Hosszabb inkubacios
id6 esetén a parhuzamosok k6zétti SD% értéke rohamosan né.

Eltéré h6hatasnak kitett takarmanymintak vizsgalataval kapott eredmények

Egy &sszehasonlité takarmanyozasi kisérlet kapcsan, azonos takarmany-
Osszetételekbdl (pulykainditd, -nevelé és -befejezG) kezeletlen, granulalt és
expandalt+granulalt kukorica vagy buza bazison kesziilt takarmanymintak alltak
rendelkezésunkre.

Kezeletlen, granulalt, és expandalt+granulalt takarmanykeverékek keményi-
tétartalmanak a maximalisan feltart mintahoz viszonyitott szazalékos amilazos
hozzaférhetéségét, 30 perces inkubalas utan, az 1. abra (baza bazison) és a
2. ébra (kukorica bazison) osszesiti.
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1. 4bra: Kilénbz8 buza alapu pulykatapok amilazos hozzéaférhetSsége
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Indité 1.(1)  Inditd neveld neveld neveld befejezd befejezd befejezd
(1) 1.(2) 11.(2) 1.(2) 1.(3) 11.(3) ".(3)
Okezeletlen(4) M granulalt(5) O exp.+gran.(6)

Fig. 1.:Amylolitic availability of different diets on wheat basis

Turkey starter(1), Turkey grower(2), Turkey finisher(3), untreated(4), pelieted(5), expanded and
pelleted(6)

2. sbra: Killbnbbz6 kukorica alapu pulykatapok amilazos hozzaférhetésége
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Pulyka Pulyka Pulyka Pulyka Pulyka Pulyka Pulyka Pulyka
indité indit6 neveld” neveld neveld befejezd befejezd befejezd
1.(1) I.(1) 1.(2) 11.(2) 1.(2) 1.(3) 1.(3) n.(3)

Dkezeletlon(4) Mgranulalt(5) Oexp.+gran.(6)

Fig. 2.: Amylolitic availability of different diets on maize basis
as in Fig. 1.(1-6)

ERTEKELES

A mintadk amilazos hozzaférhetdésége, a hbkezelés hatasara, annak intenzi-
tasa szerint altalaban né. Amennyiben inkonzekvens 6sszefiiggéseket talalunk,
gondolni kell arra, hogy lGzemi koriilmények kdzott, a berendezéseken belili
hémérseklet, nyomas, és a vizaktivitas monitoringja rendszerint csak névieges,
igy a kozolt hddsszeget altalaban nem ismerik. A keményitd-hozzaférhetéség
enzimes mérésében zavart okozhat a takarmanykeverékek 8-10%-nal maga-
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sabb zsirtartalma is, mert a keményitészemcse nedvesedését a rasiilt zsir
csokkenti. llyenkor hexannal extrahalni kell. A buzas tapok hozzaférhetésége, a
hokezelések fuggvényében valamivel jobban névekszik, mint a kukoricas tapo-
ké.

A mbdszer ebben a formajaban alkalmas arra, hogy mintasorozatokban a
hékezelés tényét és mértékét jelezze, akar izemi laboratériumokban is.
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