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Впервые обнаружена ВВВцикломальтодекстрин глюканотрансфераза 
у галофильного бацилла. Фермент очищен до злектрофорэтически 
гомогенного состояния осаждением его на полимере смеси альфа- и бета- 
циклодекстриноз с последующей ионообменной и гзль-проникающей 
хроматографией. Определены оптимальные условия проявления 
каталитической активности и некоторые биохимические свойства фермента.

Цфшй'П թաղիքների iluui աոաջին անգամ հայտնարերոխլ է ցիկլոմւսյսւոդԵթստր]յն 
(|Ս«։կանւէայ«սնէ1ֆնրւԱ4 ֆերմենտը: Ներմենտլւ մաթրվե| Լ մինչև Աևկտ|ւ։սֆէւրեսփն 
հւսմասէտ վիճակ՛ ալֆա- և բետա- (յիկւորհջսարինննրի խսանարւլի պոփմերի վրա 
նսսւե<յմ։սսր և խւն-փօխւսնակշափն րրոմւսւոոզրւսֆխսյի և գեէ-ֆի|ս։րա։|իայի օղնու- 
բյւտկ»՛ Որո’վե| են ֆերմենտի կսւաափաիկ ակտիվության համար թսվաւյայն 
պսցմ*սն*ճերր, ինչպես նան որոշ կննսաքիմխսկան հատկություններ:

A)nong the halophilie hncilli the cyclomaliodcxtrin glue a no trans fora sc (CGTnse) was 
Hk-nltfitfd in the first lime. The enzyme was purified to an cleclropborctic»lly 

-huitiogcnvou*. slate using cyclodcxlrin polymers as affinity supporters followed by 
ehipmntogHiphy on DEAE-Tuyoperi and gd-fikration on Sephadex G-150. Several 
biochemical and physico-chemical properties of the enzyme obtained hnve К .ui studied.

Гшюфильныи бацилл • цикломальтодекстрин глюканотрансфераза - 
ииклодекстркны

Цикломальтодекстрин глюканотрансферзза (1.4-альф а-Д- 
глюкан 4-апьфа-Д-(1.4-зльфа-Д-глюкано)-трансфераза, циклизиру- 
ющая. КФ 2.4 1.19. ЦГТ-аза) способна осуществлять по крайней мере 
три различные реакции: внутримолекулярное и межмеле-кулярное 
трансглккозмлирование. а также, гидролиз крахмала или 
цикподекстриноз (ЦД) [10].

Все известные до настоящего времени продуценты ЦГТ-азы 
принадлежат к мезофильным, термофильным и алкалсфильным 
бактериям [1-3]

В настоящей работе приведены основные свойства ЦГТ-азы из 
галофильного бацилла.

Материал и методика, В работе использовали аэробную споро- 
обрззующую галофильную бактерию Baciiius sp. Г-177 из коллекции культур 
микроорганизмов Института микробиологии НАН Армении. Культуру 
выращивали в глубинных условиях при 37е з течение 48 ч на питательной 
среде следующего состава (г/л): картофельный крахмал-20.0; пептон-10,0. 



дрожжевой экстракт-1,0; NaCI-150,0; KCI-2.0; MgS04.7H20֊20,0, цитрат 
натрия-3,0; pH 7.0-7,2.

Для концентрирования фильтрата культуральной жидкости 
попользовали ультрафильтрационные мембраны нл полых волокнах АР-0,2 с 
фильтрующей спссоГ.чостъю 15 кД 
Циклизирующую активность определяли метилор'«нж-м- льтотриозным 
методом (8]. За единицу активности принимали Калите ст ас форманта, 
которое продуцировало I мкмоль ЦД в мин. Декстра визирующую активность 
определяли согласно описанному методу [3} За единицу активное?!' 
принимали количество фермента, которое га 10 мин б заданных условиях 
реакции конвертирует 50% крахмала.

Белок определяли по Лоури (7) Гомогенности фермента проверяли 
электрофорезом в полиакриламидном геле (ПААГ 7,5%) с Ds-Na (6]. 
Окрашивание белковой полосы проводили Кумасси бриллианте во-голубым 
G-250 ("Sigma". США?

Аминокислотный состав ЦГТ-азы определяла на аминокислотном 
анализаторе ААА 339 фирмы "Mikrotechna' (Чехословакия) после гидролиза 
препаратов 6н HCI в течение 24ч при 105°

Приготовление полимеров ЦД проводил/, согласно описанному 
методу (4).

Результаты и обсуждение. Для первичной аффинной очистки 
ЦГТ-азы использование полимеров из чистых альфа- бета- или 
гамма-ЦД не дало достаточно удовлэтворитс-льных результатов по 
специфическому связыванию фермента как а количественном 
отношении, так и по прочности ЦГТ-ааа десорбировалась простым 
промыванием теплой водой

Наилучшие результаты получены с использованном полимера 
смеси альфа- и бета-ЦД. который отличался высокой связывающей 
способностью Прочность и селективность полученных комплексов 
очень высокие - десорбция ЦГТ-азы не наблюдалась даже при 
промывании носителя IM раствором NaCi

Элюция была возможна только в присутствии альфа- или -бета- 
ЦД- Полученный элюат диализовали против водопроводной воды, 
концентрировали ультрафильтрацией и пропускали через колонку с 
ДЭАЭ-тойоперлем 650 М (2x20 см). Элюирование белков проводили 
линейным градиентом раствора эльфа-ЦД (0-10 мМ) в 0.01 М 
фосфатном буфере (pH 7,0). Объединенные активные фракции 
диализовали против дистиллированной воды и концентрировали. 
Дальнейшую очистку осуществляли гель фильтрацией на сефадексе 
G-150 (2x50 см).

Полученная ЦГТ-аза оказалась гомогенной по данным 
анализов на Ds-Na-ПААГ я гель-фильтрации на Биогеле Р-150 s 
присутствии 0.1% Ds-Na.

Результаты очистки суммированы в табл 1
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Таблица 1. Характеристика ЦГТ-ззы галофильно^о штамма Г- ■ 

'77 на разных стадиях ее очистки.

Стадии Общий Общая Выход. Специфи­ Степень
белок, актив­ % ческая очистки
мг ность, актив­

ед ность.
ец/мг
белка

Культуральная 
жидкость 722 1600 100 2,2

Адсорбция на поли­
мере альфа- и
бета-ЦД (1.1) 14.6 1200 75,5 82.0

Хроматография на
ДЭАЗ-тойо?ерле 6.3 860 • 54.1

•

136.0

'Гель-фильтрация на
Сефадексе 0-150 5,1 7754 48 7 152.0

1.0

37.3

62.0

69 1

Изученный фермент свою максимальную дехстринизиру-ющую 
активность проявлял в пределах pH 5,9-9,0 с оптимумом при pH 7.0 
(табл 2) Однако при 50° и в течение 1.5ч ЦГТ-аза практически 
Полностью инактивировалась в диапазоне pH 4.5-5.5 Она проявляла 
здсокую стабильность только 8 узком интераале pH. 6.5-7.5

Таблица 2 Влияние pH на активность ЦГТ-азы галофильного 
бацилла (смесь 2% крахмала я фермента (10:1) & 0,01 М буферном 
растворе инкубировали при 50° е течение 5 мин)

■ ------------ -----------------------------------------------------
pH • Активность. % от максимальной

5.95
6.85
7.95 
8.25
5.55 
8.8
9.25

93.6
100
97.2
97
90.6
82.9
79.8

8 зависимости от температуры активность фермента 
явственно не менялась - сна практически одинакова в пределах 
ператур 45-760 с оптимумрм при 60-620 (табл 3) ЦГТ-аза 
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достаточно стабильна при температурах до 55° однако при более 
высоких температурах происходит ее резкая инактивация.

В отличие от большинства известных !_1ГТ-аз. стабильность 
которых в значительной степени зависит от присутствия ионов Са"2 и 
ингибируется ионами железа, меди или бария [3, 5, 9]. на данный 
фермент стабилизирующее влияние оказывают ионы Ее+$. Со+2. 

Ва*2. а ингибирующее -2п+2 .

Таблица 3. Влияние температурь/ на активность ЦГТ-азы 
галосрилъного бацилла (смесь 1 мл 2% крахмала (pH 7,0) и 0,1 мл 
ферментного раствора инкубировали при различных температурах в 
течение 10 мин).

Температура. °С Активность от максимальной. %

41 87.6
46 93.2
51 96
56 98
62 100
66 99.3
70 99.1
76 96,3

Ионы Мп*2 , Мд+2 и Са+2 практически не проявляют никакого 
эффекта (табл 4).

Изучение аминокислотного состава ЦГТ-аз из галобоиилла в 
целом не выявило каких-либо существенных отклонений ст таковых, 
идентифицированных для ферментов из мезофильных, алкапофиль- 
ных и термофильных бацилл [1]. за исключением высокого содержа­
ния цистеина.

Определение Кт и Л/тах Д^ло следующие результаты: 2,5 ± 

0,03 мг/мл и 0.66 ± 0,01 мг/мин по крахмалу.
Очищенная ЦГТ-аза из 10% крахмала образовала бета-ЦД с 

выходом 27%, а в присутствии 5% толуола или 1% трихлорэтилена- 

52% . ’
Изложенные данные выявляют ряд характерных свойств ЦГТ- 

азы. продуцируемой галофильным штаммом спорообразующих 

бактерий.
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Таблица 4. Влияние различных ионсз метддпре на активность 
ЦП֊ азы (фермент диализовали против диотидрщроаанной воды в 
течение 24 ч и инкубировали в водном растере^ нонсф. pH 7.0, при 50° 
30 мин)

Добавки Концентрация. мН ' Остаточная активность. %

Без добавки • 100
MnCh 1,0 100.8
CaCl2 1,3 101.6
MgCb 1.0 101.8
ZnCt2 1.0 67.8
FeCb 0.5 102.8
CuCl2 0.5 98,9
CoCI2 0.5 102,4
8aCi2 0.5 102.3

Наиболее отличительной особенностью ее является высокая 
продуктивность бета-ЦД. С другой стороны, факт образования ЦГГ- 
азь: гапофильными бациллами имеет теоретическое значение и 

(сширяет области поиска этих ферментов.
Авторы выражают признательность сотрудникам Института 

жробиолргии НАН Армении Балаяну АМ и Арутюнян Ас за 
действие при выполнении данной работы

Выполнение данной работы частично финансировалось гран­
тами МНФ (Сороша) R* 2 3 4 5 6 * 8 9» 1000 и Ассоциации ИНТАС ЕС 93-3512.
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