
и промывании препарата дистиллированной водой после каждого упот­
ребления. Бета-фруктофуранозидаза оказалась достаточно стабильной 
и практически не утрачивала активности при многократном использо­
вании.

Таким образом, на основании приведенных данных можно заклю­
чить, что иммобилизация внеклеточной бета-фруктофуранозидазы 
A. pidltdans на сп.тохро.ме С-80 не приводит к существенным измене­
ниям свойств фермента. Нм мобилизованный ферментный препарат 
можно использовать не только для гидролиза чистых высококонцент­
рированных растворов сахарозы, но и отходов сахарного производства,, 
содержащих сахарозу, мелассы.
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ФЕРМЕНТАТИВНЫЙ ГИДРОЛИЗ КРАХМАЛА 
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ ТЕРМОФИЛЬНОЙ БАЦИЛЛЫ

A. Af. БАЛАЯН, В. А. ЛБЕЛЯИ. Л. С. МАРКОСЯН

Институт микробиологии АН АрмССР, г. Абовян

Изучена возможность биоконяерсии крахмала в сахаристые продукты с 
помошью термофильного штамма Bacillus sp.

Показано, что нативные и стабилизированные клетки обладают пуллу- 
ланазиой и амилолитической активностью; при гидролизе крахмала ука­
занным штаммом н '.зш'.енмосш о: продолжительности процесса образу­
ются мальтоза и глюкоза

քհսումնասիրվեԼ Լ օպաշի փսքսակԼրսքում ր շաքտրանյու01.րի BaoHluS Sp. 1>1.րմոֆխ 
շսրամի միչոէքովւ Պարգվնշ է, որ նշված մքրկրոօրւքանիղմն օժտված է պողրպանւս- 
րյաշքւն Լ ամ ակտիվութ յուննԼրով։ հաիվւսծ հ p'fprr lptr/‘ աևողոփլոէնից чи-
շան տարա/Ուծվում ( մինշև Jшцлн։՛տյի և <շյւո։կոզաշյէ1

The possibility of starch hydrolysis into sugar products by means of na­
tive and stabilized cells of the thermophilllc strain Bacillus sp. Is studied.
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Bacterial cells possess puilulansse and amylolytic activity. Darins the 
starch hydrolysis by the given strain maltose and glucose are formed, 
which depends on the duration of the process.

ГеДмофюмый штамм Bacii'tif! зр.—пул.гу.юназа—а.-амилиэа —конверсия крахма­
ла—стабилизация клеток.

Основным сырьем для получения сахаристых продуктов является крах­
мал, который подвергается гидролизу комплексом амилолитических 
ферментов. Однако известно, что наряду с a-l-4-глюкозндными свя­
зями в амилопектине имеются а-1-6-связи (4—5%), не расщепляющие­
ся указанными ферментам:։ [4. 12]. Это приводит к заметным потерям 
сырья при производстве сахаристых продуктов.

Данные литературы показывают, чти при совместном применении 
гяюкоамплазы, изоамилазы, а-амилазы с пуллуланазой происходит 
сравнительно полный гидролиз крахмала с образованием глюкозы 
мальтозы [3, 5. 7, 8, 11] Это свидетельствует о большой практической 
значимости одноэтапноги гидролиза крахмала с помощью штамма мик­
роорганизма, обладающего комплексом амилолитических ферментов и 
одновременно с ферментом, расщепляющим a-i-6-глюкозидные связи.

В настоящей работе обобщены результаты изучения биоконверсил 
крахмала в сахаристые продукты с помощью термофильного штамма 
Bacillus sp.

Материал и методика Термофильную культуру Bacillus sp.. выделенную и ИНМИА 
Армянской ССР, выращивали в ферментере «АНКУМ-2» в аэробных условиях п течг- 
ifii.- 9 ч при 56® к pH 7,5 в среде, содержащей (г/л) кукурузный экстракт 5.0; пеп­
тон—5,0; крахмал—5.0; XaCI -5,0; СаСО$ 5.0. Биомассу отделяли центрифуг и рова- 
нием при 6000 g в течение 15 мин

Клетки Bacillus sp.. полученные после центрифугирования, стабилизировали об­
работкой их биофуикциональнымн агентами, н результате чего получали жесткие грд 
нули сшитых клеток с исключительной размерной стабильностью, которые с успехом 
можно использовать как в стационарных, так и в проточных условиях.

Пуллулзназную активность определяли по образованию редуцирующих вещест 
после инкубации в реакционной смеси, состоящей нз 1.0 мл 1% пуллулана. 0.-5 мл 
С.15М фосфатно-цнтратного буфера (pH 6.0) и 1.1' мл суспензии клеток (100 мг сы 
рой или стабилизированной биомассы п 1,0 мл фосфатно-цнтратного буфер.»). Ин 
кубпровали при 50° в течение 60 мин. Редуцирующие вещества определяли методом 
Сомоджн-Нельсона [6. 10].

За единицу луллулаказкой активности принимали то количество фермента, кото- 
роз высвобождало I мкмоль редуцирующего сахара при 50° в течение одного ч.ч- 
“ ГТ. 9].

Количество прогидролиаовапиого крахмала определяли нолио-крах.малын.м мето­
дом [2]. К смеси, содержащей 5,(1 мл 1% крахмала, добавлял։։ 1.0 мл 0.15 М фос- 
фапкьцнтратного буфера (pH 6.0) и 1.0 мл суспензии (100 мг сырой биомассы в 1.0 мл 
буфера) нативной или стабилизированной биомассы (2,0 ед) и инкубировали при 
5Q*. По истечении определенно։ о времени определяли количество ирогндроли-юззнно- 
го крахмала.

Состав продуктов гидролиза крахмала определяли методом тонкослойной н бу- 
цджной хроматографии в системе растворителей н-бутаиол—пиридин -водп (6:4 2.5 
об/об). Сахара проявляли раствором AgNO3 в аммиаке [1]. Продукты гидролиза оп­
ределяли также на высокоэффективном жидкостном хроматографе марки «Optiiah 
5931» (Швеция) с колонкой размером 4,6 м.мХ2’> см со скоростью потока 1 мл/мин.

В работе использовали: пуллулан фирмы cServa» (ФРГ), растворимый крахмал - 
«Kattlo Chemicals Со.» (Япония), мальтотрпс-зу :S:gma> (США) к реактивы отеч - 
степного производства марки х. ч.
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Результаты и обсуждение. В предварительных опытах было уста­
новлено, что культура Bacillus sp. обладает как пуллуланазной. так и 
амилолитической активностью. С полью биоконверсин крахмала на­
тивными и стабилизированными клетками Bacillus sp. мы провели ис­
следования по оптимизации условий гидролиза а-1-4- и а-1-6-глюкозид- 

связей, Полученные результаты показали, что пуллуланазная ак­
тивность как нативных, так и стабилизированных клеток достигает мак­
симума при pH 6,0 (табл, 1) Выяснилось также, что стабилизирован­
ные клетки несколько более устойчивы к pH, чем нативные (табл. 2).
Ч лблииа I. Влияние pH на пуллуланазную и -з-амилазную активность нативных м 
стабилизированных клеток Bacillus sp.

pH. пуллулаиаза з-амнлаза

Относительная активность, S

нативные 
клетки

с табнлизиро- 
ванные клетки

нативные 
клетки

с.-абпли.чнро- 
пыс клетки

3 18 27 _
4 Зи 60 30 25
.1 75 85 75 80
6 100 100 100 100
7 90 80 ВО 90
8 GO 40 40 ОО
9 20 25

10 5 10 — —
Т а 6 лица 2. рН-стабильность пуллуланазы нативных и стабилизированных клеток
Bacillus sp. 

!■ 1 ■ ~ - --- ----- ~

Относительная активность, % 
pH -------------------------------------------------

нативные клетки ста?™кЖ*"՜

3 0 0
4 10 20
5 45 70
5.5 70 100
6 100 100
7 100 100
8 100 100
9 90 100
9.5 20 100

10 0 30
И 0 0

Наивысшая пуллуланазная активность обеих форм достигается 
при 50—55՜ (табл. 3). Однако стабилизированные клетки, по сравнению 
с нативными, более устойчивы к действию высоких температур. Так, 
нрч выдерживании нативных клеток при 60° в течение двух часов утра­
чивается примерно 50% пуллуланазной активности, в -и: время как ста­
билизированные клетки теряют лишь 10% се (табл. 4). При изучении 
влияния pH среды и температуры на а-амилазную активность натив­
ных и стабилизированных клеток Bacillus sp. наиболее высокие показа­
тели отмечаются при pH 6,0 и температуре 50°. Дальнейшее измене-

НО



Относительная активность. %

Таблица 3. Влияние температуры на пуллуланазмую и ц-амнЛазяуот активность 
нативных и стабилизированных клеток Bacillus

Темпера­
тура. йС пуллуланата •г- амилаза

ндткнные стабя.-ц л»оо- палевные с гаи ил н.ч» по-
клетки ванные клетки клетки чанные клетки

30 10 50 _ _
40 70 80 80 75
50 10О 95 100 10!)
55 95 100 95 100
60 85 95 90 100
70 10 40 • 0 50
80 0 0 0 0

1.» блиц а 4. Термостабнльность пуллулаиазы нативных и стабилизированных
меток Bacillus sp.

Относительная активность. %
Темпера-
ту рл . ’С

нативные клетки стабилизирован­
ные клетки

30 100 too
40 100 КХ)
50 95 100
60 45 95
70 15 25
80 0 0

ине pH и повышение температуры приводит к заметной инактивации 
а-ймнлазной активности обеих форм клеток (табл. I, 2). Интересно 
отметить, что pH и температурный оптимум пуллуланазной и а амилаз 
нон активности клеток совпадают, что позволяет осуществляй. одно­
этапный гидролиз крахмала клетками Bacillus sp.

Данные литературы о влиянии ионов различных металлов свиде­
тельствуют о том. что ноны Са2՜ в отличие от многих других »՛ ио.։, ока­
зывают положительное действие па активность пуллулаиазы микроорга­
низмов [9, 11|. Результаты наших опытов с использованием ?>п и։ 
Cai! в концентрации 0.03 М также выявили положительный эффск. их 
как в отношении нативных, так и стабилизированных клеток ’.рис I}. 
Кроме того, добавление этих ионов к раствору фермента повышаем его 
тер.мостабильность. Так. выдерживание его при 60’ в течение пяти ча­
сов в присутствии ионов Са2+ приводит к снижению пуллуланазной ак 
тнвности нативных клеток на 85%, а стабилизированных лишь на 20%.

Изучение продуктов гидролиза пуллулана и крахмала ферментным 
комплексом Bacillus sp. показало, что в завис»։мости от продолжитель­
ности гидролиза обоих субстратов образуются различные сахара. Так, 
при расщеплении крахмала вначале образуются ллш’осах арилы и глю­
коза. । затем лишь глюкоза (рис 2. справа) В случае же гидролиз.» 
пуллулана клетками Bacillus sp. наряду с мальтотрнолей вначале и ten-



тифипируется также и глюкоза, а ’при более длительном гидролизе 
единственным продуктом является глюкоза (рис. 2. слева).

Рис. 1. Влияние ионов Сз-- на пуллуланазную активность клеток н на- 
тинном и стабилизированном состояниях. I—без Са*-, 2 с Са3՜ натив­

ные клетки, 3—без Са2-, 4 с Са2- стабилизированные клетки

Рис. 2. Высокоэффективная жидкостная хроматография гидролиза слева— 
пуллулана, справа крахмала (б, глюкоза. мальтогриоза)

Полученные результаты свидетельствуют о том, что термофильный* 
штамм НасШил лр. обладает не только «-амилазной и иуллуланазной 
активностью, по и другими гидролазами, расщепляющими различные- 
олигосахар; 1ы, и является перспективным штаммом для одноэтапной, 
конверсии крахмала и пуллулана в сахаристые продукты.
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ПОЛУЧЕНИЕ КОРМОВЫХ ДРОЖЖЕЙ НА ФИЛЬТРАТЕ 
ПРОИЗВОДСТВА ЛИМОННОЙ КИСЛОТЫ

л. А. ЕРЗННКЯН. Ф. г. САРУХАНЯН, А /1. ЭЛИАЗЯН,
А. Г СЕВОЯН. ,М. .7. СТЕПАНЯН

Институт микробиологии АН АрмССР. лаборатория Г»;՝ >ди1м։ых 
микроорганизмов, г. Абопян

Установлена возможность использования фильтрата лимониок лслошого 
производства Спитакского сахарного завода в качестве питательной среды 
для получения высококачественной дрожжевой биомассы Отобраны про 
дуктивные штаммы кормовых дрожжей, эффективно усваивающие оста­
точные сахара фильтрата.

ձսւԱէոասւվէւԼ I, որ U պիտակի շարարի ւյ ո ր i ա ր ան ի լիմ ոնւսքէքէվի որրսէս/րյրոէթյտն 
ֆի/տրսւէոր րարենպաստ էւննգամ իէավսւ յր Լ շարարասնկային ք ս.- րձրո ր ա կ կԼԼ»ա- 

ստանա/ու ‘’.ամէսր: ՀնրՐյ՚Հէււ են կերային շարարաւէնկերի այնպիսի չտսւմ- 
նձր, որոնք՝ ւսրւքյսէնավհտությամր յուրացնում են ֆիւ՚յւրաաի շայ>արներր և կոէ- 
տւսկոէմ րարձր ե/րով կենսացանգվածր

The possibility of use of filtrate of citric acid producllun front Spitak 
gat factory as a nutritious medium for the production of high qualitative 
yeast biomass has been established. Productive strains of foddei yeasts, 
effectively adopting remnant sugars of filtrate, have been selected.

Дрожжи кормовые производство лимонкой кислоты—протеин—аминокислоты.

Микробиологическое получение кормовых продуктов ; ;ц юнанием 
местных ресурсов является важным этапом в современных микробио­
логических исследованиях [1]. Использование промышленных отхо­
дов для получения кормовых дрожжей даст возможность рациональ­
но решать проблемы .малоотходного производства и охраны окружай*- 

■иц*и сред։.՛ В настоящее время Сп*итакокий сахарный завод выпускает 
з год свыше тысячи тонн кристаллической лимонной кислоты Со стам
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