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РАСПРОСТРАНЕНИЕ БЕТА-АМИЛАЗЫ У АЭРОБНЫХ
спорообразующих бактерий

А.В.ГАСПАРЯН

Институт микробиологии НАН Армении. 373510. г.Абозян

Изучено распространение бета-амилазы у культур разных сидов 
аэробных спорообразующих бактерий Выявлено, что синтез бета-амилазы 
преимушестзенно характерен для представителей видов Bacillus palyrnyxa, 
B.cereus. B.mycQjdes, а также BJhuririgfensis. Устанонпено . что у культур 
подвидов B.lhurtngiensis бета-амилазная активность проявляется с нзи&олеэ 
выраженной альфа - амилазной активностью
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Аэробные аюрс/образу/ощие бактерии бета- амнпзза.

Бета-амилаза (а-1.4 глюканмапьтоп дролаза. КФ 3.2 1.2.) - 

фермент, катализирующий гидролиз крахмала с образованием маль

тозы. распространена у многих растений и различных групп микро

организмов (8 12]. Особый интерес представляют культуры а&роб-ных 

споросбразующих бактерий, среди которых выпалены наиболее 

активные продуценты [4.6 8].

На основе использования высокоактивных штаммов - продуцен-тов 

бета-амилазы е ряде стран организовано ее промышленное 

производство, а вырабатываемые препарате успешно применяются в 

крахмало-паточной, кондитерской и других отраслях пищевой 

промышленности, в получении мальтозы и других продуктов [3. 7. 12].

Б настоящей работе обобщены результаты систематического 

исследований распространения бета-амилазы среди хорошо иденти

фицированных культур разных видов спорообразующих бактерий, 
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причем ставилась задача характеристики 8 целом их амилоли

тической активности.

Материал и методика. Объектами исследований явились культуры 
разных видов аэробных спсрообразующих бактерий из лсллекции культур 
Института микробиологии НАН Армении (ИНМИА).

Для ъь’ращиаания исследуемых культур использовали следующие 
питательные среды. Для мезофильных культур - среду КП (г/л): крахмал 10: 
лептон - 5.0; дрожжевой экстракт - 5.0; титя термофильных культур ֊ среду 
Бечиной с соаат.(2], а для алкалифильных культур - среду Хопикоши [9].

Среды инокулировали в количестве 5% сдпосуточными культурами, 
выращенными на соответствующих агарнзоеанньос или жидких средах

Культивирование мезофильных и алкалофильных культур проводили 
в колбах Эрленмейёра емкостью 250 мл, содержащих 30 мл среды, на 
круговых качалхах (200 об/мин) при ЗОо в течение 60 ч. а термофильных - 
при 56а 1В часов.

Амилазную активность определяли в супернатанте культуральной 
ж ид-кости (кж).

О бета-амилазной активности судили по осахаривающей активности, 
опре-деляя в реакционной смеси образовавшиеся редуцирующие сахара 
методом Шомо-дьк-Нельсона [10,11). За единицу активности принимали 
количество фермента, которое катализирует образование из I %-ного 
растворимого крахмала 1 мкмоль мальтозы за 1 мин.

Декстринирующую, или альфа-амилазную активность определяли 
колори-метрическим методом по Рухлядевой (5) За единицу активности 
принимали кбли-чество фермента, которое катализирует расщепление 1г 
растворимого крахмала при степени его гидролиза 30% за 10 мин

Мальтозу идентифицировали методом тонкослойной хроматографии 
в системе н-бугакол-уксусная кислота-вода (4:3:3). проявите..’--. - оастеор 
анилинфта-лата Продукты гидролиза крахмала определяли методом 
бумажной и {’онкосг.ой-ной хроматографии.

Результаты и обсуждение. Данные об амилолитической ак
тивности разных групп и видов бацилл, обобщенные в табл 1.

Таблица 1. Амилолитическая активность культур разных 
видов бацилл

Виды и группы 
бактерий

Всего 
испытанных 

штаммов

Продуцируют амилазы

всего в т.ч, активных

Bacillus p&lymyxa 23 23 13
B.mycoioes 2 2 2
B.cereus 1*. 11 6
В Ihuringiensis
(серотип 1-19) 49 49 43
Bacillus sp. 13 0 0
Термосрилы 4 4 4
Алкалофилы 10 10 1

свидетельствуют о широком распространении у них этих свойств, за 

исключением штаммов нового вида бацилл (ВасШиз зр.).
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Учитывая широкое распространение амилолитических свойств у 

культур антомопатогенных бацилл ВЛЬиппд1епв1Вг исполь-зуемых в 

лроизнодсгве бактериальных инсектицидов [1], нами была изучена 

декстринирующая и осахаривающая активность штаммов его 

различных разновидностей (серотипы 1-19).

Результаты опытов, представленные в табл. 2. показывают, -гго 

все культуры ВЛЬиппд!епз1з, обладают декстринирующей и оса

харивающей активностью, причем у них более выражены декстри- 

пирующие, или альфа-амилазные свойства. Внутри отдельных раз

новидностей обнаруживается определенная вариабильность фермен

тативной активно эти. Можно отметить наличие более активных амилаз 

у разновидностей (Ьиппд1епз13. зоПо - бепбгоНтиз саисазюиз - 

багтз։асНепз1з. даНепае и сравнительно слабых - у разновидности 

Г/тНтиз.

Таблица 2. Декстринирующая и осахаривающая активность 
культур ВЛЬиппд։епз13 (реакционная смесь: 1 мл 1%-ного раствора 
крахмала: 0.5 мл кж. pH 7.0. 30°: 10 мин)

Разновидности 
сеоотипы )՛

Декстринирующая 
активность.

ед/мл

Осахаривающая 
активность.

ед/мл

dtwintdenstx-1 4.25 1.45
'Ijiitunus-l 0,02 0.013
desH-ktirscaki-i 1.70 0.25
wtfo-dendrolimui-A 4.00 1.50
■^ailenae-5 3.95 1.00
wHoxicus, entomocidus-b 2.50 0.56
aiza wai-1 2,70 0.60
tolworth-^ 2.70 0,62
eaucasicus-darmsiadiensis-10 4.00 1.20
toumanoffi-11 2.10 0,35
thonipsoni-12 1,88 0.63
Pakistani-13 3,80 1.00
israelensis-\4 2,30 0,54
dakola-15 3,10 0.90
Indiana-lb 3.60 1.00
tohakuensis-17 3,30 0.78
kuniamotoensis-18 3,60 1.00
tochigiensis-19 2.86 0.90

)* Представляются средние данные для каждого серотипа.

Как показывают данные табл. 3, близкородственные B.thurin- 

giensis штаммы B.mycoides и B.cere ՝s характеризуются выраженной 

осахаривающей и слабодекстринирующей активностью. Как извест

но. B.thuringiensis от указанных видов бацилл отличает биосинтез 
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энтомоцидных токсинов, хотя филогенетически и по своим 

морфофкоиологическим свойствам они весьма близки [1]

Таблица 3 Декстринирующар я осахаривающая ак явность 

некоторых видов бацилл (реакционная смесь 1 мл 1%-ного раствора 

крахмала. 0.5 мл кж. 10 мин для меоофипоа - pH 7.0 и 300: 

термофилов - pH 7.0 и 500; алкалосЬклов - pH 8.5 и 30о,

Эйд.группа бактерий Декстринирующая Осэхариаающап
активность, эд/мл активность ед/мл

)• Представляются средние данные для каждого вида

В. poly ту ха 0.2 3.5
B.mycoides 0.2 15
В. со reus 0.1 0.8
Bacillus зр
(термофилы) 15.5 1.25
Bacillus sp.
(алкдлифилы) 8.0 о.е

Из таблицы 3 выявляется весьма интеоеснэо характерис

тическая особенность культур Б роЬ/тпуха поесбладание сильной 

осахаривающей активности над декстринирующей Эта особен-носто 

на наш взгляд может явиться дифференцирующим признаком 

культур этого вида

Изученные нами пгтаммы экстремофильных форм спорообра֊ 

зуюших бактерий также обладают указанными свойствами (табл.3,.

На материале выборочных типичных штаммов испытанных 

видов нами были проведены исследования по характеристике 

конечных продуктов ферментативного гидролиза крахмала 

Подытоженные в табл. 4 результаты наших опытов выявляют наличие 

определенной специфики продуцирования амилаз у изученных видов 

бацилл.

У штаммов В.ро!уту/з среди продуктов гидролиза крахмала 

обнаружена только мальтоза, у штаммов В.сегеиз. В.тусоюес - 

мальтоза и следы других олигосахаридов, что свидетельствует о 

наличии бета-амилазы. У культур В.։Ьиппдьэп51$ среди продуктов 

гидролиза крахмала накапливаются мальтоза, глюкоза и некоторые 

олигосахариды. Можно предположить, что культуры указанного вида 

обладают комплексом амилаз, обуславливающих разнород-иосгь 

конечных продуктов У штаммов 4-х термофильных и одной 

алкдлофильной культур среди конечных продуктов гидролиза.



Таблица 4. Продукты гидролиза крахмала у разных видов 

бацилл (реакционная смесь 2 .•</? 1%-ного раствора крахмала: 1мл кж; 

определенный буфер pH 7.0: 8.5. температура ЗОо. 50°, 1 ч)

Виды 6аци/*л Количество Обнаружены при. ферментативном гидролизе 
штаммов крахмала

глюкоза мальтоза олиго
сахари

ды

циклические 
олигосахариды 
(циклодокстрины)

В po/ymyxa 7 4 • -

В ceteus 3 - ♦ 44 следы *

В mycotdes 2 - ♦♦♦ следы
8 tnutmgiun&ts 20 ♦ 4 4 •
Термофилы 4 • * ♦ 44+

Алкалофилы 1 • • ♦ 4 44

крахмала выявляются нередуцирующие вещества - циклические 

олигосахариды, или циклодекстрины.

Выполнение данной работы частично финансировалось гран
тами МНФ (Сороша) RY 1000 и Ассоциации ИНТАС ЕС 93-3512
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