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WSTEP

Plesniowe preparaty amylolityczne, stosowane w przemysle spozywczym, pro-
dukowane sa w rdznej postaci i o réznym stopniu oczyszczenia. Oprocz prepara-
tébw oczyszczonych w postaci stalej (proszku) czesto spotyka si¢ produkowanc
przez szereg firm preparaty w postaci plynnej [10, 11, 14, 15]. Stosowane sa one
migdzy innymi przez przemyst ziemniaczany do produkcji wysokoscukrzonych
syropéw [15]. Zaleta plynnych preparatéw enzymatycznych jest fatwos¢ ich do-
zowania oraz nizszy koszt wlasny produkcji. Maja one jednak krotszy okres trwa-
losci i przeznaczone sa zwykle do szybkiego uzycia.

Biorac pod uwage latwo$¢ i niski koszt wytwarzania dazy si¢ do opracowania
produkcji ptynnych preparatéw amylolitycznych, posiadajacych maksymalny okres
trwalosci enzymatycznej i mikrobiologicznej miedzy innymi dzigki dodatkowi ta-
kich stabilizatoréw, jak: Ca(CH,COO),, CaCl,, (NH,),SO,, Na,SO, [3, 13, 14].
Czgsto niektore firmy produkujace ptynne preparaty amylolityczne stosuja doda-
tek CaCl,, NaCl, KCl, Na,SO,.

Fischer i Stein [2] przeprowadzili badania poréwnawcze q-amylazy stodu,
bakterii oraz A. oryzae i stwierdzili, ze aktywno$¢ tego enzymu jest uwarunko-
wana okre§long zawartoscia jonu wapniowego. Akabori i wsp. [1] wykazali, ze
a-amylaza z A. oryzae jest enzymem zawierajacym wapii oraz Ze aktywnosC i€j
spada proporcjonalnie do ubytku jonoéw wapnia z roztworu. Oikawa i Maeda [7]
okreslili nawet, ze czasteczka q-amylazy z A. oryzae wiaze stosunkowo trwale
10 jonéw wapnia, przy czym rodzaj wigzan moze by¢ roézny. Oikawa [8] wykazal
rowniez, ze czasteczka enzymu jest trwale zwigzana z atomem wapnia, ktory nie
ulega calkowitej dializie wobec EDTA nawet po 10 dniach, ale fatwo moze ulec
wymianie z wapniem znajdujacym si¢ w roztworze. Stwierdzil on takze, ze atom
wapnia moze byé wymieniony bez strat aktywno$ci enzymatycznej przez Sr lub
Mg. Podobne rezultaty otrzymal Sul’man i in. [13, 14] w badaniach nad stabili-
zacja g-amylazy z A. oryzae jonami Ca, Ba, Mg, Zn (w postaci chlorkowe;).
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Roéwniez Perevozenko i Cyperovi¢ [9], prowadzac badania poréwnawcze
a-amylaz wytwarzanych przez pleSnic z rodzaju Aspergillus, stwierdzili, Zze z prze-
badanych 18 kationéw réznych metali tylko wapn stabilizowal prawie w 1009,
aktywno$¢ a-amylazy. Interesujacy jest fakt, stwierdzony przez wymienionych ba-
daczy, ze g-amylaza z A. flavus byla stabilizowana w 899, réwniez przez oléw.

Trwalo§¢ preparatow enzymatycznych zalezy réwniez od skladu chemicznego
zwiazkéw towarzyszacych, co zwigzane jest bezpoSrednio z metoda otrzymywania
1 stosowanym szczepem.

W zwiazku z uruchomieniem w Polsce produkcji ptynnego preparatu amylo-
litycznego celem niniejszej pracy bylo przebadanie stabilno$ci g-amylazy w tym
preparacie, aktywnoSci a-amylazy i enzyméw towarzyszacych oraz okreSlenie wa-
runkéw dzialania g-amylazy (optim. temp., pH i termostabilnosci).

METODYKA PRACY

W pracy stosowano plynny preparat amylolityczny otrzymany z A. oryzae
w skali doswiadczalno-produkcyjnej. Hodowle szczepu przeprowadzono na podto-
Zu stalym metoda powierzchniowa, w temp. 28-30°C, w.czasie 40-45 godz. Otrzy-
many w ten sposob ,,surowy preparat” amylolityczny po rozdrobnieniu poddawano
dalszej przerdbce (ekstrakcji, oczyszczeniu, zageszczeniu), otrzymujac gotowy pro-
dukt o konsystencji syropu i zawartosci 50-559, s.m.

Do stabilizacji a-amylazy stosowano: NaCl, Na,SO,, (NH,),SO, i CaCl, - 6H,0.
Przebadano wplyw stezenia powyzszych soli w ilo§ciach od 0,5 do 10,09, wplyw
temperatury 5-10 i okolo 20°C oraz czasu przechowywania od 70 do 360 dni.

Oznaczenie optymalnej temperatury dzialania przeprowadzono w zakresie od
30 do 65°C, stosujac jako substrat 1-procentowy zbuforowany (pH 4,7) roztwor
skrobi rozpuszczalnej. Optimum pH oznaczono w zakresie 3,0-7,0 (bufory octa-
nowe) w temp. 30°C, stosujac jako substrat 1-procentowy zbuforowany roztwoér
skrobi rozpuszczalne;j.

Termostabilno$¢ a-amylazy oznaczono na podstawie spadku aktywnosci 1-pro-
centowego roztworu preparatu, ogrzewanego w zakresie temp. 40-65°C w czasie
od 5 do 120 minut. Aktywno$¢ a-amylazy oznaczono metoda SKB [12], amylo-
glukozydazy — metoda AGU [5], dekstrynazy — metodag DS [11]. Oznaczono
réwniez aktywno$¢ enzyméw towarzyszacych: enzyméw proteolitycznych — me-
toda Ansona [4], karboksy-metylo-celulazy (CMC-celulazy) — metoda wiskozy-
metryczng [6] oraz enzyméw pektolitycznych — metoda Kyzlinka [10].

OPIS PRZEBIEGU PRACY

STABILIZUJACY WPLYW SOLI NIEORGANICZNYCH

Wstepne proby nad mozliwoscia stabilizowania plesniowej g-amylazy za po-
mocg soli nieorganicznych przeprowadzono z rozcieficzonym preparatem plynnym
0 zawartosci 5,5% s.m. Jako stabilizatorow uzyto NaCl, Na,SO,, (NH,),SO,
i CaCl, - 6H,0. Przebadano wplyw powyiszych soli w stezeniu 0,5, 2,5 5 i 10%
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oraz wplyw czasu przechowywania na aktywno$¢ g-amylazy. Roztwory przecho-
wywano w temperaturze pokojowej przez 70 dni. Stwierdzono, ze stabilizujacy
wplyw na aktywno$¢ g-amylazy posiadal tylko CaCl, - 6H,0 w stezeniu do 2,5%.
Natomiast pozostale sole wplywaly przyspieszajaco na inaktywacje o-amylazy.

Nastepnie ustalono optymalna dawke chlorku wapnia. W tym celu dodano
CaCl, - 6H,0 w ilosci 0,15, 0,3, 0,5 i 0,759, do rozcieficzonego piynnego prepa-
ratu o zawartosci 5,5% s.m. W doswiadczeniu tym stwierdzono, ze po 160 dniach
najwyzsza aktywno$é wykazywala g-amylaza w prébie, do ktérej dodano 0,5%
CaCl, - 6H,0. Pozostale proby réwniez wykazywaly aktywno$¢ g-amylazy, ale
W znacznie mniejszym stopniu. Wynika z tego, ze 0,5% dodatek CaCl,-6H,O
jest optymalna dawka stabilizujaca aktywno$¢ q-amylazy.

WPLYW WARUNKOW PRZECHOWYWANIA NA STABILNOSC «-AMYLAZY
W PLYNNYM PREPARACIE AMYLOLITYCZNYM Z A-ORYZAE
Po ustaleniu optymalnej dawki chlorku wapnia przebadano jej stabilizujacy
wplyw na aktywno$¢ q-amylazy w plynnym preparacie o zawartoSci 55% s.m.
w temp. 5-10 i okoto 20°C oraz wplyw czasu przechowywania. Aktywno$¢ g-amy-
lazy oznaczano co 30 dni. Uzyskane wyniki przedstawia rysunek 1.
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Rys. 1. Wplyw jonéw wapnia oraz temperatury i czasu na stabilnos¢
a-amylazy w plynnym preparacie amylolitycznym z A4. oryzae; temp. oko-
o 20°C: I — préba kontrolna (bez jonéw wapnia) 2 — préba z dodat-
kiem jonéw wapnia; temp. 5—10°C: 3 — préba kontrolna (bez jonéw
wapnia), 4 — proba z dodatkiem jonéw wapnia
Abb. 1. Einfluss der Kalziumionen, der Temperatur und der Zeit auf
die Stabilitit der a-Amylase im fliissigen amylolytischen Praparat aus
A. oryzae; Temp. ca 20°C: I — Kontrollprobe (ohne Kalziumionen); 2 —
Probe mit der Zugabe von Kalziumionen; Temp. 5—10°C: 3 — Kontroll-
probe (ohne Kalziumionen), 4 — Probe mit einer Zugabe von Kalzium-
ionen ’
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Tabela 1
Charakterystyka plynnego preparatu amylolitycznego
Z A. oryzae
Zawarto$¢ w %
popiohu 6.9
WOdy 4596
biatka 9,9
Aktywnos$¢ enzyméw w 1 g
a-amylazy w jed. SKB 1200
amyloglukozydazy w jed. AGU 11,0
dekstrynazy w jed. DS 470,0
proteolitycznych w jed. Hb
(wg Ansona) 7000,0
CMC-celulazy w jed. KMC 136,0
pektolitycznych w °PM brak
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Rys. 2. Optimum temperatury a-amylazy w ptynnym pre-
paracie amylolitycznym z A. oryzae (pH 4,7): 1 — bez
jonéw wapnia, 2 — z jonami wapnia
Abb. 2. Optimale Temperatur der o-Amylase im fliis-
sigen amylolytischen Priparat aus A. oryzae (pH 4,7):
1 — ohne Kalziumionen, 2 — mit Kalziumionen
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Rys. 3. Wplyw jonéw wapnia na termostabilnos¢
a-amylazy z A4. oryzae (pH 4,7); temp. 50°C: 1 —
z dodatkiem jon6w wapnia, 2 — bez jonéw wap-
nia; temp. 60°C: 3 — z dodatkiem jonéw wapnia,
4 — bez jonéw wapnia
Abb. 3. Einfluss der Kalziumionen auf die Ther-
mostabilitit von a-Amylase mit 4.oryzae (pH 4,7).
Temp. 50°C: I — mit einer Zugabe von Kalzium-
ionen, 2 — ohne Kalziumionen; Temp. 60°C: 3 —
mit einer Zugabe von Kalziumionen, 4 — ohne
Kalziumionen

Jak wynika z rysunku 1, temperatura przechowywania plynnego preparatu ma
zasadniczy wplyw na stabilno§¢ aktywnosci g-amylazy. W preparacie przechowy-
wanym w temp. okolo 20°C po 180 dniach aktywno$¢ a-amylazy wynosita okoto
409, aktywnosci wyjsciowej, a w temp. 5-10°C po tym samym czasie — 90%,.
W obu przypadkach zaznaczyl si¢ stabilizujacy wplyw jonéw wapnia. Preparat
z optymalna dawka chlorku wapnia, przechowywany w temp. okoto 20°C, po
6 miesigcach przechowywania wykazywal okolo 609, aktywnosci wyjSciowej
a-amylazy, a w temp. 5-10°C okolo 100%.

Przeprowadzone doswiadczenia i przedstawione rezultaty wskazuja na to, ze
jony wapnia wplywaja stabilizujaco na q-amylazg w plynnym preparacie prze-
chowywanym w temp. 5-10°C. Trwalo§¢ preparatu (przy spadku okofo 10-15%
aktywnos$ci wyjsciowej o-amylazy) nie stabilizowanego jonami wapnia w temp.
5-10°C wynosila okolo 8 miesigcy, a stabilizowanego okoto 1 roku; w temp. okolo
20°C odpowiednio 1 i 3 miesigce.
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CHARAKTERYSTYKA PLYNNEGO PREPARATU POD WZGLEDEM AKTYWNOSCI ENZYMATYCZNEJ
I WELASCIWOSCI FIZYKO-CHEMICZNYCH

Plynny preparat amylolityczny z A. oryzae scharakteryzowano pod wzgledem
aktywno$ci enzyméw amylolitycznych: g-amylazy, amyloglukozydazy, dekstrynazy
granicznej oraz enzymow towarzyszacych — proteolitycznych, celulolitycznych
i pektolitycznych. W tabeli 1 przedstawiono charakterystyke plynnego preparatu
z A. oryzae produkcji krajowe;.

Jak przedstawiono w tabeli 1, plynny preparat amylolityczny z A. oryzae pro-
dukcji krajowej wykazuje aktywno$¢: g-amylazy — 1200 jed. SKB/g; amyloglu-
kozydazy — 11 jed. AGU/g; dekstrynazy — 470 jed. DS/g; oraz enzyméw proteo-
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Rys. 4. Optimum pH o-amylazy z A.oryzae
(temp. 30°C)
Abb. 4. Optimales pH von a-Amylase aus
A.oryzae (Temp. 30°C)

litycznych — 7000 jed. Hb/g i celulolitycznych — 136 jed. CMC/g. W preparacie
nie stwierdzono aktywnos$ci enzyméw pektolitycznych.

Preparat scharakteryzowano réwniez pod wzgledem optymalnej temperatury
i pH dzialania g-amylazy oraz okre§lono jej termostabilno$¢. Przebadano réwniez
wplyw jonéw wapnia na optimum temperatury i termostabilno$¢. Wyniki przed-
stawiono na rysunkach 2, 3, 4. Stwierdzono, ze jony wapnia wplywaly korzystnie
na optymalng temperaturg dzialania o-amylazy, podwyzszajac ja o 5°C (z 47-50°C
do 52-55°C — rys. 2). )

Roéwniez dodatek jonéw wapnia wplywal bardzo korzystnie na stabilno§é
aktywno$ci a-amylazy podczas ogrzewania (rys. 3). Jak pokazano na rysunku,
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preparat kontrolny (bez dodatku jondéw wapnia) ogrzewany w temp. 50°C po
120 min zachowal okolo 459, aktywnosci wyjSciowej, natomiast preparat z do-
datkiem optymalnej dawki wapnia wykazywal okolo 709, aktywnoSci. Tempera-
tura 65°C inaktywowala g-amylazg w plynnym preparacie juz po okolo 5 minutach.
Optimum pH ¢-amylazy w plynnym preparacie oznaczone w temp. 30°C wyno-
sito 4,7-5,4 (rys. 4).

WNIOSKI

1. Stwierdzono, ze sposréd przebadanych soli nieorganicznych tylko CaCl, -
- 6H,0, dodany w ilo§ci 0,5%, wplywal stabilizujaco na ¢-amylazg¢ w plynnym
preparacie z A. oryzae.

2. Ptynny preparat amylolityczny z A. oryzae z dodatkiem optymalnej dawki
jonéw wapnia i przechowywany w temp. 5-10°C, posiadal trwalosC okoto 1 roku.

3. Oprocz aktywnosci a-amylazy preparat posiadal aktywno$¢ amyloglukozy-
dazy, dekstrynazy oraz proteazy i CMC-celulazy. Nie stwierdzono natomiast aktyw-
nos$ci enzymow pektolitycznych.

4. Optimum dzialania g-amylazy w badanym preparacie lezy w zakresie temp.
47-50°C i pH 4,7-5.4.

5. Jony wapnia w ilo$ci 0,59, wplywaja na podwyzszenie optymalnej tempera-
tury dzialania g-amylazy o 5°C oraz zwigkszaja jej termostabilnosc.
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10. Bapnar, B. )Kendoscku

CTABUJIBHOCTb U XAPAKTEPUCTUKA JKUIKOIO
AMHWJIOJTUTUYECKOTI'O ITPEITAPATA U3 ASPERGILLUS ORYZAE

PesoMe

B 3aBMCHMOCTH OT ynorpe6/iseMOro IUTaMMa, YCJOBHil INPOH3BOACTBA M CTPYKTYpHI
(KHOKOCTb MJH TBEPAOE BEIleCTBO) aMHJIOJHTHYECKHe IpernapaThl HMEIOT pasHyl Npod-
HOCTb, a TaKXe pa3Hble CBOHCTBA.

B cBs3M ¢ NycKOM B CTpaHe NPOHM3BOACTBA IJIECHEBHIX AMMJIOJNMTHYECKHX INpenapaToB
MOBEPXHOCTHHIM METOAOM B XKHAKOM COCTOSIHHH, 00C/JeNOBaHO CTaGHJIBHOCTb 3TOro Ipe-
napara, a TaKXe ONpeleJieHO ero XHMHYECKHH COCTaB M 3H3MMAaTHYECKYI0 AKTHBHOCTD.

YTBepXK€HO, YTO XHAKHI NpenapaT cTaGHIH3HPOBaHHEIA HOHamu Ca XpaHEHHLI B TeM-
neparype 5 no 10°C cmycrsi 6 MecsiieB coxpaHuJ OK0JO 95%0 MCXOJHOH AKTHBHOCTH o-aMH-
JIa3Hl. .

AKTHBHOCTb «-aMHJIa3bl B npemaparte coctasisiad 1200 exunnu SKB/r, onTuma/jbHO
TeMrnepaTyphl aedcrBus 47-50° ontumym pH 4,7-5,4. IlpenapaT comepXUT Takke B JOBOJbHO
3HAYHTENbHBIX KOJIHYECTBAX APyrHe aMHJIOJHTHYECKHE SH3HMbI (aMHJIOIJIIOKO3HAa3y, KOHeY-
Hylo JekcTpuHasy). IloaTBepXK[eHO TakXe aKTHBHOCT6 JAPYTHX CONPOBOXKAAIOWHKX (epMeH-
TOB, MpeXJe BCEro NPOTEOJHTHUYECKHX, ¢ ONTHMalbHbLIM HAeficTBHeM pH okosno 4,5 a Takxke
LIy JIONTUTHIECKHX.

J. A. Bernat, W. Rzedowski

STABILITAT UND CHARAKTERISTIK EINES FLUSSIGEN
AUS ASPERGILLUS ORYZAE ERHALTENEN AMYLOLYTISCHEN PRAPARATES

Zusammenfassung

Abhdngig von dem angewandten Schimmelpilzstamm, den Produktionsbedingungen und
der Konsistenz (fliissige oder feste Konsistenz) lassen sich amylolytische Priparate durch
verschiedene Eigenschaften charakterisieren.

Im Zusammenhang mit der Inbetriebsetzung der Oberflichenproduktion fliissiger amylo-
lytischer Enzyme in Polen, wurde die Haltbarkeit, die chemische Zusammensetzung und Akti-
vitit eines solchen Préparates untersucht.

Es wurde festgestellt, dass das fliissige, mit Ca++-Ionen stabilisierte und bei +5 bis

+10°C gelagerte Priparat, nach 6 Monaten noch 95% der anfanglichen «-Amylase-Aktivitit
aufwies.
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Die «-Amylase-Aktivitit des Praparates betrug 1200 Einheiten SKB/g, die optimale
Wirkungstemperatur 47—50°C, der optimale pH-Bereich 4,7—5,4. Das Priparat enthilt auch
wesentliche Mengen anderer amylolytischer Enzyme (Amyloglukosidase, Grenzdextrinase).
Es wurde ebenfalls die Aktivitit anderer begleitender Enzyme, vor allem der proteolytischen
mit einem optimalen pH-Wert von 4,5 und der cellulolytischen bestimmt.
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