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ИЗУЧЕНИЕ АЛЬФА-АМИЛАЗЫ БАЦИЛЛЯРНОГО 
ПРОИСХОЖДЕНИЯ

А. В. ГАСПАРЯН, 3. Г, АВАКЯН, և. II МАКАРОВА 

Институт микробиологии АН Армянском ССР. г. АбОВян

Аннотация — Выделен новый штам՛.. Bacillus subtil is являющийся 
высокоактивным нродуцснгом альфр-амилаз-. (Декс гримирующая актив­
ность—475,0 сд/мг белка, осахаривающая—31,2 сд/мг бе.’КГа). Изучены 
морфофизиологические свойства штамма и некоторые условк 6; синтеза 
фермента.

Անոտացիա _ Անչատվհչ ( Bacillus SUbtlliS bnz, 44 4։tf, որր լւյֆա-ամ/։ [Ш t/ut 
1՚արձրա1[տ[ւվ պրոդուջհնս, ( (ւյեքստրքւնոգհնսյյքրն ։u.'. , ^n,/? յՈւՆ լէ 4ք.’> ,0 J Սգ սպ(<- 
ւսակռւց, շսւքարսւհ1>նայ1<ն ակտիվութ jttt.bp 31,2 d A1 '“քիտա կու ցj ւ It ւ Լ/
ьЬ շտւսմի մոքֆո-ֆիղ/։ո{ոցքւսւկահ ՀատկոէթքՈւններք Լ ֆերմԼնտքէ ;■) п ■ < Ն9 եղէ որոշ 
պայմանՆերը!

Abstract—A new strain of Bacillus subtitis has been isolated with a 
h'gh activity production of aiia-amylase (dextrinolytic activity 475,0 u/mg 
protela, saccharifying activity 31,2 u/mg protein). Morpho-physiological 
properties and some conditions lor biosynthesis ol enzyme have been stu­
died.
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Среди многих продуцентов амилаз особое место .занимает Bacillus subli- 
Us, амилолитический комплекс которого имеет промышленное значение 
[I 3]. Широкое применение этих ферментов в народном хозяйстве 
диктует необходимость изыскания высокоактивных продуцентов, а так­
же изучения и регулирования оптимальных условии биосинтеза, что и 
явилось целью настоящей работы.

Материал и методика. Объектом исследования служила культура В sabtUi-i (кол­
лекция культур Института микробиологии АН АрмССР), выделенная з лаборатории 
снорообразующих бактерий

Использовали следующие питательные среды: среда Рашаий с соаиг. [51. моди­
фицированная нами среда Спенсер-Мартинс и Вай-Удеиа [И], содержащие 1% крах­
мала. Последняя использовалась для изучения влияния источников азота и углерода 
на альфа-амилазную активность культуры В качестве источника азота использопа.м 
аммонийные и нитратные соли, L-глута.миновую и L-аспарагиновую кислоты. l.-мегио 
нин. мочевину к пептон, взятые в количестве, эквивалентном содержанию азота в суль­
фате аммония. В качестве источника углерода яспользозали крахмал, мальтозу, лаки-' 
лу. фруктозу, глюкозу и маннит при содержании в среде 0.5% углерода

Начальное значение pH сред 7,0.
Среды инокулировали односуточной культурой, выращенной на среде Рзшзпа с 

•совет. [5], из расчета 4.10$ клеток в мл культуральной среды.
Культивирование розоднлн в 250-миллилитровых колбах Эрленмейера, содержа­

щих 40 мл среды, на качалках {200 об/мин) при 30° в течение 60 часов. Для апреле- 
.лсиня амилолитической активности. количества выросшей биомассы и pH пробы отби­
рали через каждые 24 часа.

Биомассу высушивали при 30° до постоянной массы
Лльфа-амнлазу характеризовали по декстряннрующен и осахаривающей активно­

стям грубоочищенного фермента.
Декстрмннруижую активность определяли колориметрическим методом но Рух.н 

девой [6] За единицу пкшпнбети принимали количество фермента, катализирующее 
расщепление I г растворимого крахмала при степени его гидролиза 30% за 10 мин при 
pH 5.5 и температуре 50° и выражали в единицах активности на ml белка.

Осахаривающую активность определяли колориметрическим методом по Рухляде­
вой [б], а редуцирующие нещестнаШомодьи-Нельсона Г8. 10] За единицу актив­
ности принимал։' количество фермента, которое при pH 5.5 и температуре 50° катали- 
шрует образование :։ 1% крахмала I mi глюкозы за I час. и выражали в единицах 
активности на м. белка.

Альфа-амилазную активность изучали при pH 3.8 9.0 и температуре 30 80°.
Редуцирующие вещества в реакционной смеси определяли методом тонкослойной 

хроматографии и системе н-бутанол:уксуснзя хислота:зода (4.1.5), проявитель—рас­
твор анилинфталзта । водокасыщенном и-бутаиоле.

Количество белка определяли по методу Лоури [7].

Результаты и обсуждение. В. subtilis —продуцент альфа-амилазы— 
представляет мезофильную аэробную спорообразующую 'подвижную 
грамположитс.г.иую бактерию, палочковидные клетки которой располо­
жены одиночно и короткими цепочками с эндоспорами в середине, ко­
торые не раздувают се.

Усваивает г.-кжозу, фруктозу, мальтозу, сахарозу, рибозу, трегало­
зу, раффинозу, I.птерин, лимонную кислоту; образует каталазу, жела­
тиназу; гидролизует крахмал, пептоннзирует молоко, восстанавливает 
нитраты, усваивает цитрат натрия.
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Ис усваивает ксилозу, рамнозу, галактозу, сорбозу, целлобиозу, 
сорбит. дульцит, инулин, салицин, щавелевую, малеиновую и олеиновую 
кислоты.

Растет при 7%-пом \!аС1 в pH 5,7 Ростовым фактором является 
биотин.

С целью выявления корреляции между процессами роста и биосин­
тезом альфа-амилазы амилазную активность изучали в динамике роста 
культуры. Данные, представленные на рис. I. свидетельствуют об от­
сутствии прямой зависимости между удельной скоростью роста орга­
низма и скоростью синтеза фермента, что согласуется с современными 
представлениями о закономерностях синтеза гидролитических фермой-
:ов микроорганизмами [12].

Рис. 1. Характеристик:! культуры б. аиьц- 
Н$ з динамике роста. 1 —декстрнннрующая 
активность. 2 осахаривающая активность, 

3—-биомасса. 4—pH.

Максимальная активность фермента достигается в конце стацио­
нарной фазы роста и составляет: 475.0 ед мг белка—дскстр и пирующая 
активность и 31.2 ед/мг белка—осахаривающая активность. Значение 
pH культуральной жидкости в это время снижается до 5,5—5,8. .Макси­
мальное количество биомассы (5,4 мг/.мл) нарастает через 24 часа.

Хроматографический анализ показал, что в реакционной смеси про­
исходит накопление лишь глюкозы, свидетельствующее о том, что изу­
чаемый штамм является продуцентом альфа-амилазы, характеризую­
щимся декстрин и рующей и осахаривающей активностями.

Из литературы известно, что ыя В. зиЬНИз наиболее характерны 
амилазы, проявляющие максимальную активность при pH 5,5֊ 6.3 и 
температуре 50—55* [I. 2]. Данные, полученные памп (рис. 2). свиде­
тельствуют о достаточно высокой термостабильности полученного фер­
ментного препарата, При температуре 50֊ 60՛' альфа-амилазная актив­
ность практически не снижается, при температуре 70" остаточная дек- 
стрннирующая активность составляет 55%. осахаривающая -25%, а при 
80՝—35 и менее 10%соответственно. Оптимальная температура катали­
тической активности 50—55°.

Опыты по изучению влияния pH па альфа-амилазную активность 
проводились в аналогичных условиях при температуре 50' и варьирова­
нии pH в пределах 3,8—9.0. Данные рис 2 свидетельствуют о том, что 
оптимальное зна ։сиие pH для обеих активностей находится в проделал 
5,0—6,0. Высокая декстрниирующая активность наблюдается и при pH 
7.0. а при pH 9 обе активности резко снижаются. Характерно, что при 
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иизкйх значениях pH альфа-амилазная активность находится на достз֊ 
точно высоком уровне. Так, при pH 4,3 декстрннпрующая активность 
сохраняется на 50%-ном уровне, осахаривающая—на 25%-ном Па ос­
новании полученных данных .можно заключить, что альфа-амилаза 
£». $иЫ1Н$ относится к кислотоустойчивым ферментам.

Рис. 2. Влияние 11--.: пер:։ гуры и pH па амилазную актненосп. В. subiilis. 
I дскстриинрующая активность, 100% соответствует 180,0 сд/мг белка. 

2—осяхзрпвл1нпзя активность, 100%. соответствует 16,2G ед/мг белка.

Влияние источников дзота и углерода на альфа-амнлазкую активность В. subtills

.Альфа-амилазная активность, 
ел мг белка

Источники изо՜։ и углерода --------------------------------------------------------

дек с т р и н и ру ю и <?, Я осахаривающая

Источники азота

(КН<)։ 8О< 13.0 4.069
КН4С.1 62.0 5.96
1\Н4КО4 67 2 6.28
ККОЭ 100.0 10.44
№.\О3 100.0 10.44
Глутаминовая кислота 112.0 11.71
Аспарагинован кислота 103.0 9.93
Метионин 66.0 4.48
Мочевина 66.0 4.72
Пептон 150.0 17.0

Источники углерода

Крахмал 180.0 14.52
Мальтоза 200.0 14.93
Гл юкоза 54.0 5.48
Фруктоза 146.0 10.96
Сахароза 100.0 8.65
Лактоза 116.0 8.96
Маннит 74.0 4.48
Оленнсяая кислота 0 0
Крахмал 4- олеиновая кислота, 0,2% 136.0 9.82

Известно, что для разных представителей рода Bacillus, в том чис­
ле и В. subtilis, ийилучшп.ми источниками азота являются пептон, аммо­
нийные, нитратные соли, мочевина и некоторые аминокислоты, а источ­
никами углерода—крахмал, мальтоза. На других углеводах уровень, 
биосинтеза фермента низкий (4].
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Данные таблицы показывают, что из неорганических источников 
азот.'- наиболее эффективным и отношен”.։;։ проявления альфа амилазной 
активности является нитратный азот, а из органических пептон, глута- 
’ллионая и аспарагиновая кислоты.

Наиболее приемлемым источником углерода для биосинтеза фер­
мента являются мальтоза и крахмал, что согласуется с данными лите­
ратуры. Достаточно высокая активность проявляется и на средах с фрук­
тозой, лактозой и сахарозой, а низкая -с глюкозой и маннитом.

В литературе имеются данные о том. что интенсивный синтез амн- 
лолнтическнх ферментов у микроорганизмов происходит в ирису гствин 
источников углерода, имеющих определенное строение. 'Гак, он в 2—10 
раз протекает интенсивнее, если в питательную среду внести 1 — 15% 
веществ с числом атомов углерода^ 12, типа насыщенных высших жир- 
пых кислот и их эфиров [9|. У изучаемого штамма в. зиЫШз олеино­
вая кислота в качестве единственкого источника углерода не исполь­
зуется, а в виде юбазки (0,2%) в среде с крахмалом ингибирует актив­
ность фермента

Известно, что синтез альфа-амилаз у большинства микроорганиз­
мов. в том числе у спорообразующих бактерий, находится под контро­
лем индукции и катаболитной репрессии [4].

Данные о катаболитной репрессии н индукции синтеза альфа-амн 
лазы у В. зиЬННз представлены на рис. 3. Опыты проводили на среде 
Спенсер-Мартинс и Ван-Удема [11] с 0,5%-ным пептоном. В 10 мл сре­
ды вносили 3,5 мг посевной культуры н культивировали на качалке в

Ряс, 3. Катаболитная репрессия и пилук - 
ним сними а-.։мп.ы и.։ > И. '..79/1/1.՝;. 100° . 
лк/1шност1» соотпетстйуе: 10 ед/м։ белка н.> 
хекстри пирующей активности на среде бе։ 
источника углерода за I ч индукции. 1 
без источника углерода: 2—крахмал; 3 
мальтоза; 4—глюкоза; 5—фруктоза; о -лак­

тоза; 7 сахароза; 8—маннит

течение 4 часов. В качестве индукторов использовали различные угле­
воды и маннит. Контролем служила та же среда без углеводов и ман­
нита, что позволило определить индуцирование синтеза фермента по­
следними.

Результаты проведенных опытов указывают на то. чго альфа ами­
лазу В- ЬиЬННя можно считать конститутивным ферментом, так как до­
статочно высокая активность проявляется на среде бе.։ углеводов: 
55% по сравнению с активностью на среде с крахмалом Крахмал ։։ 
мальтоза являются индукторами фермента я повышают его актив­
ность в 1,8 1,3 раза Фруктоза, лактоза, сахароза ио индуцнрую- 
щей силе значительно уступают мальтозе и крахмалу Глюкоза и ман- 
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пит репрессируют синтез фермента. Наиболее сильным репрессором 
является глюкоза, что согласуется с литературными данными. Репрес­
сирующий эффект маннита проявляется через 4 ։ инкубирования, тогда՛ 
как в первые часы он оказывает слабонвдунирующее влияние.

В. subtilis в незначительной степени подвержен катаболитной реп­
рессии. что селает данный продуцент альфа-амилазы весьма эффектив­
ным для практического использования.

Таким образом, изучаемый штамм В subtilis является продуцентом 
. льфа амилазы (К. Ф. 3.2.1.1). характеризующейся декстр и пирующей и 
осахаривающей активностями. Активность данного штамма находится 
на уровне или несколько превышает таковую известных продуцен­
тов [1—3].
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АЗОТФИКСИРУЮЩАЯ АКТИВНОСТЬ РАЗЛИЧНЫХ видов 
КЛУБЕНЬКОВЫХ БАКТЕРИИ

А. Д НАЛБАНДЯН, К Г АГАДЖАНЯН. 11 Л1. САЯДЯН 

Институт микробиология АН Армянской ССР, г. Аоовяи

Аннотация — Показано, что внесение в субстрат больших доз минераль­
ного азота (1,0 и 1,2 нормы) подавляет ззотфикенруюшую акл1вн6сгь, эф­
фективность я клубенькообразовайне у клубеньковых бактерий. Оптималь­
ной дозой азота является 0,25 о։ полной нормы при 60%-ной влажности и 
pH почвы 7,2.

Азотфикснрующая активность я эффективность клубеньковых бактерий 
выше в фазе цветения растений.

ԱէւՈԱՈսցիա — Բայյահայտվաձ Լ, որ հանրային աղոտի I ,'Հ և I ,2 նորմ աները և 
100,2 մգ համապատասի/ս/նարաքւ) ճնշում ք.ն պարսրարակտերիաների աղոտ ֆիր֊ 
սելու սւկտիէԼուԲյանր, ՀֆԼկտիվուքէ/ոՀսր, ո/աւարաղոյաքյումրւ Օպտիմա/ 1.ն Համար­
վում հանրային ազոտի 1ք>իվ նորմայի <) ,1’5 % (-0,35 մղ), Հողի {սոնավության 
00 % և рН-7,2 պայմաններ րւ
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