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Inventia se refera la o metoda pentru determinarea, in timp real, a vitezei reactiei de
hidroliza a amidonului cu amilaze din faina de grau, in conditii optime de pH si activatori,
utilizdnd tehnici de interferometrie laser, pe o instalatie - stand al céarei principiu de
functionare se bazeaza pe masurarea variatiei indicelui de refractie a unei solutii amidon -
amilaze, in timp real, corespunzatoare etapelor de hidroliza a amidonului.

Se cunosc diferite metode si procedee pentru masurarea si determinarea activitatii
amilazelor, precum si a vitezei reactiei de hidrolizéd a amidonului cu amilaze, cum sunt:
scaderea viscozitatii unei solutii de amidon, scaderea turbiditatii unei suspensii de amidon,
scaderea in intensitate a reactiei amidon- iod, cresterea numarului gruparilor reducatoare in
mediul de reactie, pentru acest ultim aspect, aplicandu-se dozarea colorimetrica pe
aparatura clasica: colorimetre sau spectrofotometre.

Astfel, in "Laser interferometry techniques used in the determination of the influence
of Ca®" Ba®*, and Fe*', over wheat amylase activity", A. Caraban si colab., Analele Univer-
sitatii din Oradea, Fizica, tom XV, 2005, pp. 35-39 (D1), se prezinta influenta Ca*, Ba** si
Fe>* asupra activitatii amilazei in amidon, utilizand tehnici de interferometrie laser. Principiul
acestei metode constad in determinarea modificarilor indicelui de refractie a sistemului
biochimic amidon-amilaza, utilizand un interferometru laser. Franjele modificarilor, in timp,
ale interferentei sunt preluate, in timp real, de un aparat CCD. Procesarea si analiza imaginii
si reprezentarea graficelor sunt realizate prin utilizarea unui program de calculator, realizat
de autori.

Din "Kinetic determination in real time of the starch hydrolysis reaction using laser
interferometry techniques” A. M. Car&ban si colab., Analele Universitatii din Oradea, vol. VII,
anul 7, 2008, pp. 646-649 (D2), este cunoscutd determinarea cinetica, in timp real, a
influentei unor aditivi alimentari (colesterol, lecitina si acid oleic) asupra reactiei de hidroliza
a amidonului, utilizand tehnici de interferometrie laser. Principiul acestei metode consta in
determimarea, in timp real, a modificarilor indicelui de refractie a sistemului biochimic
amilaza-amidon, utilizand un interferometru laser.

Determinarea, in timp real, a vitezei reatiei de hidroliza a amidonului cu amilaze este
abordata prin tehnica intrferometriei laser, folosind un interferometru Michelson, metoda al
carei principiu constd in determinarea modificarilor indicelui de refractie a sistemului
biochimic amidon-amilaza. Sistemul realizat este complet integrat. Modificarea, in timp real,
a franjelor de interferenta, furnizate de interferometru sub forma de inele Heideger, datorita
variatiilor indicelui de refractie a sistemului biochimic amidon-amilaze, este preluatd si
procesata, in timp real, de un calculator care are atasat un aparat CCD.

Indicele de refractie se modifica, in timp, pe masura ce reactia de hidroliza are loc,
iar pe ecranul din dotare apar noi maxime de interferenta, care corespund la diferite trepte
de hidroliza [4, 5].

Dezavantajele procedeelor si metodelor cunoscute sunt legate de timpul mare de
analiza, limitarea domeniului de investigatie, presupunand o serie de activitati si operatii de
laborator: pipetari, raciri, incalziri, termostatari, citiri la aparat pentru fiecare proba in parte,
titrari etc., care induc erori sistematice, nefiind posibila determinarea cu acuratete a
momentului in care reactia de hidroliza s-a terminat, sau cunoasterea selectiva, intr-o
modalitate tehnica continud, a evolutiei procesului de hidroliza, sub aspect cantitativ si
calitativ.

Pe de alta parte, reactiile enzimatice prezintd conditii optime de desfasurare (pH,
temperatura, activatori), specifice fiecarui tip de enzima, cand activitatea enzimatica este
maxima, si care influenteaza viteza de reactie, intr-un mod categoric.
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Pentru anumite domenii de pH si de temperatura, precum si in prezenta unor
activatori, activitatea enzimatica creste, atingdnd un maxim ce corespunde unor valori bine
stabilite de pH si de temperatura (denumite pH optim si temperatura optima). Concentratia
activatorilor influenteaza, de asemenea, viteza de reactie enzimatica, stabilindu-se si, in
acest caz, valori optime. Viteza reactiilor enzimatice este influentatd totodatd si de
concentratiile de substrat si de enzima, utilizate.

Pentru obtinerea unor randamente de reactie enzimaticd, maxime, sunt necesare
cunoasterea si conducerea reactiilor biochimice enzimatice la temperatura optima si la pH
optim, precum gi in prezenta unor concentratii bine stabilite de activatori, utilizadnd rapoarte
optime de substrat si de enzima.

Problematehnica, pe care o rezolva inventia, consta in urmarirea evolutiei procesului
de hidroliza, sub aspect cantitativ si calitativ, in conditii optime de desfasurare. Solutia
propusa constad in monitorizarea evolutiei vitezei reactiei de hidrolizd a amidonului cu
amilaze, in timp real, care se realizeaza in conditii optime de pH, activatori si raport de
amidon-amilaze, la un pH optim selectat de tampon acetat, pH=5,5, adecvat sistemului
biochimic analizat (amidon-amilaze vegetale extrase din faina de gréu) si folosirea
concentratiei molare optime de ioni de calciu, 0,01 M, pentru acest sistem, intr-un concept
inedit, care utilizeaza tehnici de interferometrie laser intr-un sistem complet integrat, dotat
cu un interferometru Michelson si un calculator, la care s-a atagat un senzor vizual,
matriceal, de tip CDD, urmat de prelucrarea imaginilor pe un calculator, ansamblu ce
masoara si urmareste variatia indicelui de refractie a probei investigate, in timp real, deci si
variatia concentratiei probei in timp, in scopul conducerii controlate si vizualizarii continue
areactiei de hidroliza a amidonului cu amilaze, ceea ce permite selectarea conditiilor optime
de lucru, in tehnologia produselor de panificatie.

Astfel, prezenta inventie se refera la o metoda pentru determinarea, in timp real, a
vitezei reactiei de hidroliz& a amidonului cu amilaze, cu un sistem dotat cu interferometru
Michelson, care evidentiaza aparitia unor franje de maxima si minima interferentd, caurmare
a parcurgerii succesive a etapelor de hidroliza si a modificarii drumului optic, strabatut de un
fascicul semnal al interferometrului prin proba de analizat, in scopul eficientizarii etapelor de
proces in industria de panificatie, in care un amestec, format din amidon si extract amilazic
apos din faina de grau, se pozitioneaza optim pe directia de propagare a fasciculului laser,
provenit din laserul He-Ne, de 1 mW, la lungimea de unda 632,8 nm, in interferometrul
Michelson, si produce aparitia, pe ecranul unui calculator, a unui grafic al vitezei reactiei de
hidroliza, in timp real, a amidonului cu amilaze, timpul de hidroliza, exprimat in secunde, fiind
reprezentat pe abscisa, numarul de modificari ale indicelui de refractie - etape de hidroliza -
fiind reprezentat pe ordonat4, in care amestecul este format din amidon solubil 1% in solutie
tampon acetat cu pH=5,5, care contine CaCl, 0,01 M, si extract amilazic apos din faina de
grau 10%, obtinut prin agitare mecanica, 10 min, centrifugare 5 min, la 6000 rot/min si diluat
de 10 ori.

Prin metoda de mai sus, se poate determina, de asemenea, si influenta ionilor de
calciu ca activatori ai amilazelor, care este vizualizata si masurata grafic, in timp real, ca
numar de modificari ale indicelui de refractie - etape de hidroliza, in functie de timpul masurat
in secunde, pentru probe de 0,3 ml, fiecare, formate din amestecuri de substrat enzimatic
din amidon solubil 1%, in volume de 0,5 ml, solutie de CaCl, 0,01 M, 0,001 M, respectiv,
0,0001 M, si extract enzimatic din faind de grau care se compara cu o proba martor de
amidon solubil, fara adaos de CaCl,.

Prin aplicarea inventiei, se obtin urmatoarele avantaje:

- viteza reactiei de hidroliza este monitorizatéd si masurata continuu, in timp real,
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- tehnicile de interferometrie laser pot fi utilizate pentru determinarea vitezei de
hidrolizd a amidonului si a duratei exacte de hidroliza, in orice domeniu al industriei
alimentare care utilizeaza aceasta reactie;

- timpul de analiza este extrem de scurt;

- erorile sistematice de analizd prin masuratori clasice sunt eliminate, afisarea
rezultatelor se face pe calculator sub forma de grafic;

- operatiile de pipetari, raciri, incalziri, termostatari, citiri colorimetrice, titrari etc. sunt
eliminate;

- se poate aplica la analiza sistematica a factorilor exogeni si endogeni de influentare
a reactiei de hidrolizd a amidonului cu amilaze din faina de grau, in scopul eficientizarii
proceselor biochimice in sistemele date;

- se poate conduce reactia de hidrolizd a amidonului in sensul dorit, de activare sau
inhibare a reactiei de hidroliza, prin variatia corespunzéatoare a factorilor ce o pot influenta,
corectandu-se astfel calitatea fainii utilizate in panificatie.

Procesul enzimatic este modelat pe calculator, in timp real, fiind usor de interpretat,
permitdnd conducerea controlata si vizualizarea continué a reactiei de hidroliza, precum si
selectarea conditiilor tehnologice optime de lucru.

Metoda conform inventiei, de determinare a vitezei de reactie, utilizand tehnici de
interferometrie laser, este extrem de sensibild, putand vizualiza reactia de hidroliza pentru
concentratii foarte mici de reactanti (ppm);

Metoda de determinare a vitezei de reactie cu tehnici de interferometrie laser poate
fi folosita si pentru analize industriale, fiind usor de utilizat.

Metoda conform inventiei poate fi folosita pentru orice reactie chimicain care indicii
de refractie variaza in timp, avand utilizari in cercetari biochimice din domeniul medical
(diagnosticari, determinari enzimatice, studiul medicamentelor asupra activitatii unor enzime),
in domeniul farmaceutic, biotehnologic etc.

Sistemul complet integrat, ce permite vizualizarea continua, in timp real, a vitezei de
hidroliza, este format din urmatoarele componente:

- laserul He-Ne cu lungimea de unda de 632,8 nm, putere de 1 mW, 3, lentila
convergenta, elementul divizor (o lama divizoare), cuva cu sistemul biochimic 4, oglinzi,
lentila divergenta, ecran pe care se formeaza franjele de interferenta, senzor vizual de tip
CCD, camera 5, calculator care are integrat si o placa de achizitie a imaginii.

Inteferometrul Michelson, utilizat, genereaza franje de interferenta care se formeaza
pe ecranul materializat printr-o coalad alba de hartie, astfel incat senzorul vizual, amplasat pe
fata opusa a ecranului, achizitioneaza imaginea in conditii optime. Interpunerea ecranului a
fost necesara, pentru a nu suprailumina elementele fotosensibile ale senzorului vizual.
Imaginea cu franjele de interferentd, ce apar pe ecranul de proiectie, se prezinta caimagine
achizitionata 6, la momentul in care pe ecran a aparut un maximum de interferentd si ca
imagine achizitionata la momentul in care pe ecran a aparut un minimum de interferenta. Se
observa ca franjele obtinute sunt de tip inele Heideger. Indicele de refractie a solutiei se
schimba in timp, in functie de modul in care evolueaza reactia de hidroliza (scade
concentratia substratului si creste concentratia produsilor de hidroliz&) si prin urmare se
modifica si drumul optic strabatut de catre fasciculul semnal al interferometrului. Ca atare,
pe ecranul pe care se formeaza imaginea cu franjele de interferenta, se vor observa aparitii
de noi maxime de interferentd, corespunzatoare etapelor de hidroliza. Imaginea formata pe
ecran este receptata de catre senzorul matriceal CCD, 5, si transmisa, prin intermediul unei
interfete, placii de achzitie IP- 8. Senzorul CCD utilizat prezinta o densitate de 10.000 de
receptori/mm?, distribuiti uniform, iar numarul total de receptori este de 640 x 480.
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Programul realizat si elaborat in limbajul C++ oferd posibilitatea achizitionarii si
prelucrarii imaginii binarizate, obtindndu-se astfel o noua imagine 7, in zona centrald, in
determinarea trecerii de la maxime de interferenta la minime, si invers (in zona centrald) si
in contorizarea numarului de treceri de la maxime la minime, si invers.

Viteza de trecere de la maxime de interferenta la minime de interferenta evidentiaza,
in fapt, viteza de reactie a sistemului biochimic. Din schema logica a programului 8, rezulta
ca, in prima etapa a programului, se initializeaza parametrii de baza ai placii de achizitie
(parametrii placii de achizitie Matrox IP8). Aceasta etapa este urmata de un test de achizitie
de imagine. In cazul in care imaginea achizitionata nu corespunde din punct de vedere al
focalizarii, contrastului, al centrarii franjelor de interferenta pe planulimagine, se corecteaza
aceste aspecte, dupa care se reface testul de achizitie. Se comanda achizitia unei imagini,
dupa care se trece la procesarea imaginii, care constd in binarizarea acesteia (tuturor
locatiilor cu intensitatea luminoasa peste pragul de binarizare, li se atribuie culoarea alba,
iar celor care au intensitatea luminoasa sub pragul de binarizare, li se atribuie culoarea
neagra), cautarea centrului maximului sau minimului de interferenta si, respectiv, notificarea
trecerii dintr-o stare de maxim intr-una de minim.

Utilizatorul este informat cu o cadenta de cinci cadre pe secunda, despre urmatoarele
informatii: stare curenté (maximum - minimum de interferenta), numar de treceri prin maxime
de interferenta de la lansarea programului, timpul scurs de la lansarea acestuia.

Pentru a opri programul, utilizatorul are urmatoarele optiuni: terminarea dupa un timp
prestabilit, terminarea programului dupa un numar de treceri prin maxime/minime de
interferenta prestabilit, terminare la comanda operatorului.

Blocul de ,Afisare rezultate finale” informeaza utilizatorul asupra rezultatelor finale
ale analizei, sianume, timpul scurs $i numarul de treceri prin maxime/minime de interferenta
oferind informatii despre corespondenta numarului de treceri prin maxime/minime de
interferenta/timp scurs prin figierul de date Rezultate. dat.

Intensitatea de lucru a laserului nu influenteaza reactia de hidrolizd a amidonului.
Acest fapt a fost verificat experimental prin studiul comportarii sistemului biochimic amidon-
amilaza la diferite valori de intensitate, viteza reactiei de hidroliza fiind nemodificata.

Rezultatul final al procedeului si instalatiei - stand conform inventiei este
monitorizarea si masurarea continua, in timp real, a vitezei de hidroliza si reprezentarea
cineticii enzimatice grafic, 9, ca functie a numarului de modificari ale indicelui de refractie -
etape de hidroliza pe ordonata, avand pe abscisa timpul de hidroliza in secunde.

Sedau, in continuare, exemple de realizare a inventiei, in legatura cufig. 1...10, care
reprezinta:

- fig. 1, schema de principiu a sistemului realizat;

- fig. 2, imaginea sistemului realizat;

- fig. 3, laser He-Ng;

- fig. 4, cuva cu proba de analizat, amplasata in interferometrul Michelson;

- fig. 5, senzorul vizual de tip CCD camer3g;

- fig. 6, imaginea cu inelele Heideger, achizitionate de senzorul vizual;

- fig. 7, imaginea achizitionata de senzorul vizual dupa binarizare;

- fig. 8, schema logica a programului;

- fig. 9, graficul vitezei reactiei de hidroliz& a amidonului cu amilaze;

- fig. 10, influenta ionilor de calciu asupra vitezei reactiei de hidroliza.

Exemplul 1. Determinarea, in timp real, a vitezei reactiei de hidrolizad a amidonului
cu amilaze endogene din féina de gréu, in conditii optime de pH si activatori de ioni de calciu

Se utilizeaza, careactivi: amidon solubil Merck 1% in solutie tampon acetat, pH optim
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5,5, care contine CaCl, 0,01 M; extract amilazic din faina de grau: extract apos de faina 10%
(durata de extractie fiind de 30 min, sub agitare continua, cu un agitator magnetic), care a
fost centrifugat 5 min, la o turatie de 6000 de rot/min si apoi diluat de 10 ori in apa distilata.

In cuva aparatului, se introduce sistemul biochimic de analizat: solutia de amidon,
apa distilata si extractul enzimatic, in rapoarte optimizate, conform tabelului 1.

Tabelul 1
Proba
Amidon (ml) 0,5
Apa distilata (ml) 3
Extract amilazic (ml) 2

Cuva este pozitionatd intre sistemul de lentile si oglinzi ale interferometrului
Michelson, pe directia de propagare a fasciculului laser, astfel incéat franjele de interferenta
formate s& fie vizualizate pe ecranul standului de lucru. in momentul introducerii in cuva a
extractului enzimatic, are loc aparitia primelor maxime si minime de interferenta, care sunt
vizualizate siinregistrate de calculator. Rezultatele finale ale analizei (numarul de modificari
ale franjelor de interferentd) sunt reprezentate grafic, avand pe abscisa timpul de hidroliza
in secunde, iar pe ordonatd, numarul de modificari ale indicelui de refractie - etape de
hidroliza. Graficul obtinut reprezinta curba vitezei de hidroliza a amidonului cu amilaze, 9.

Exemplul 2. Determinarea influentei ionilor de calciu asupra vitezei reactiei de
hidrolizd a amidonului cu endoamilaze din faina de gréu

Se utilizeaza, ca reactivi: solutii de amidon solubil Merck 1%, care contin CaCl, in
concentratie de 0,01 M (proba 1), CaCl, 0,001 M (proba 2) si, respectiv, CaCl, 0,0001 M
(proba 3); solutie amidon martor - amidon solubil Merck 1% care nu contine CaCl,. extract
amilazic endogen: extract apos de faina 10% (durata de extractie fiind de 30 min, sub agitare
continua cu un agitator magnetic) care a fost centrifugat 5 min, la o turatie de 6000 rot/min
si apoi diluat de 10 ori in apa distilata.

Probele de analizat, constand in amestecul de amidon - amilaze (probele 1, 2, res-
pectiv, 3) au fost comparate cu o prob& martor care contine sistemul biochimic amidon
solubil - amilaza (fara CaCl, ), conform tabelului 2.

Tabelul 2
Proba
Amidon A" (ml) 0,5
Apa distilata (ml) 3
Extract amilazic (ml) 2

A*- probele de amidon A1, A2, A3 si, respectiv, martor.

in cuva aparatului, se introduc amidonul, apa distilata si extractul amilazic in volumele
si concentratiile prevazute in tabelul 2, pentru fiecare proba in parte. in momentul introducerii
amilazei in cuva, franjele intiale ale solutiei de amidon, vizualizate pe ecranul de difractie,
se perturba si apar modificari de maxime si minime de difractie, datorita initierii reactiei de
hidroliza, care sunt automat inregistrate si contorizate de calculator. Cand franjele de
interferentd nu se mai modifica, se intrerupe contorizarea si se prelucreaza datele obtinute,
care se reprezinta grafic, 10.

Influenta concentratiei ionilor de calciu asupra activitatii amilazice din faina de grau
este reprezentata grafic, 10. Se observa faptul ca ionul de calciu este un activator amilazic,
care mareste viteza reactiei de hidrolizd a amidonului, efectul cel mai mare obtinandu-se
pentru concentratia de CaCl, 0,01 M.
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Revendicari

1. Metoda pentru determinarea, in timp real, a vitezei reactiei de hidroliza a amido-
nului cu amilaze, cu un sistem dotat cu interferometru Michelson, care evidentiaza aparitia
unor franje de maxima si minima interferentd, ca urmare a parcurgerii succesive a etapelor
de hidroliza si a modificarii drumului optic strabatut de un fascicul semnal al interferometrului
prin proba de analizat, in scopul eficientizarii etapelor de proces in industria de panificatie,
in care un amestec format din amidon si extract amilazic apos din faind de grau se
pozitioneaza optim pe directia de propagare a fasciculului laser, provenit din laserul He-Ne,
de 1 mW, la lungimea de unda 632,8 nm, in interferometrul Michelson, si produce aparitia,
pe ecranul unui calculator, a unui grafic al vitezei reactiei de hidroliza, in timp real, a
amidonului cu amilaze, timpul de hidroliza, exprimatin secunde, fiind reprezentat pe abscisa,
numarul de modificari ale indicelui de refractie - etape de hidroliza fiind reprezentat pe
ordonatd, caracterizata prin aceea ca amestecul este format din amidon solubil 1% in
solutie tampon acetat cu pH=5,5, care contine CaCl, 0,01 M si extract amilazic apos din
faina de grau 10%, obtinut prin agitare mecanica, 10 min, centrifugare 5 min, la 6000 rot/min
si diluat de 10 ori.

2. Metoda conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca influenta ionilor de
calciu, ca activatori ai amilazelor, este vizualizata si masurata grafic, in timp real, ca numar
de modificari ale indicelui de refractie - etape de hidroliz, in functie de timpul masurat in se-
cunde, pentru probe de 0,3 ml, fiecare, formate din amestecuri de substrat enzimatic din
amidon solubil 1%, in volume de 0,5 ml, solutie de CaCl, 0,01 M, 0,001 M, respectiv,
0,0001 M, si extract enzimatic din faina de grau, care se compara cu o proba martor de
amidon solubil fara adaos de CaCl,.
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