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Enzymolégia zaznamenala v poslednom ¢ase vela
tispechov. Aplikdcia enzfymov meni od zakladu cely rad
technol6gif, ktoré sa tym stévaja progresivnejSimi a
ekonomickej$imi. Efektivnym zdrojom enz§mov sid pro-
dukéné mikroorganizmy, ktoré za optimélnych podmie-
nok fermentécie na vhodnom médiu produkuja enzymy
s vysokou koncentrdciou. Enzgmy sa z prostredia kulti-

vacie izoluji s dobrym vyfaZkom vo forme aktivneho
preparatu v tekutom, resp. praSkovom stave [1]. Strata
enzymovej aktivity poCas skladovania predstavuje v si-
Casnej dobe znaény technologicky a ekonomicky pro-
blém [2]. Je preto pochopiteIné, Ze sa stdle hladaja
vhodné spdsoby na zvySenie stability enzymovych pri-
pravkov. Pri beZne vyrabanych enzymovych priprav-
koch sa zniZenie straty aktivity v priebehu skladovania
dosahuje pridavkom vhodnych stabilizatorov, alebo ak
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to ekonomické faktory dovoluji, €iasto€nou. purifikéciou
pripravku.

Cielom naSej préace bolo ziskaf dalSie poznatky o moZ-
nosti stabilizdcie technického pripravku bakteridlnej
a-amylazy, dodavanej vo forme kvapalného zahusteného
pripravku.

MATERIAL A METODY 5

V préci sme pcuZili komeréne vyrdbané amylazové
enzymové pripravky z vyrobne enzymov v n. p. Sloven-
ské Skrobdrne Dolna Krupa. Producent bol c¢iastoéne
odstraneny a pripravok koncentrovany ultrafiltraciou.
(Bolamyldza o pociatotnej 3pecifickej aktivite 1720 jDA.
.8~1). Pripravok bol pred pouZitim vy&ireny centrifu-
gédciou (20 mindGt pri 3000 g), rozdeleny na alikv6tne
podiely a uchovévany v zmrazenom stave pri —20°C,
pri 4°C a 25°C [3].

Amyldazova aktivita bola stanovend Wohlgemutovou
metoédou [4], proteindzova aktivita testom PROTEASE
UNIVERSAL, n. p., Spofa. Test je vhodny pre stanovenie
zasaditej, kyslej i neutrdlnej proteindzovej aktivity. Biel-
koviny beli stanovené Lowryho metédou [5].

VYSLEDKY A DISKUSIA

Orientatné pokusy ukézali, Ze 3tudované enzymové
pripravky vedla deklarovanej aktivity e-amyldzy vykazu-
ji znani proteindzova aktivitu (tab. 1), o je v silade
s literdrnymi ddajmi o produk&énych vlastnostiach kme-
fiov Bacillus subtilis [1]. Predpokladali sme, %e jednou
z pri¢in straty amyldzovej aktivity je pdsobenie zneéis-
tujdcich proteinaz. Cistofnym odstrdnenim suspendova-
nych pevnych eastic odstredenim sa zniZil obsah pro-
teinu a stapla 3pecifickd enzgmova aktivita a-amylazy na
gram proteinu. Dial§zou oproti 10 mmol.l1-1 CaCl, sa od-
strdnilo 60 % latok stanovitelnych s Folinov§m &inidlom
(tento podiel predstavuji aminokyseliny a peptidy po-
chadzajice z pouZitej suroviny a vytvorené v procese
kultivdcie, spracovania a skladovania pripravku aZ do
analyzy) a Specifickd aktivita «-amyldzy stipla trojné-
sobne. Naopak, dial§za oproti ZnSO, viedla k tplnej s'ra-
te aktivity a-amyldzy.

Tab. 1. Hodnoty amyldzovej a proteindzovej aktivity,
refraktometrickej su$iny a obsahu bielkovin vzo-

riek retindtov odseparovaného kultivaéného média
Enzymovéa aktivita | Refrakto-
vzor- |- JRErmotricks [ bistkovin
ka | amyldzova proteindzova | susina |£.100 m1—1]
[SKB j.1=1] [u.1-1 | [g100g-7] |5
1. 250 000 809 000 { 6 l 2,2
\ .
11 200 000 770 000 ‘ 5 1,9

Vplyv teploty

V predbeZnych pokusoch sme si overili, Ze rychlost
inaktivdcie v zdavislosti na teplote sa riadi Arrheniovym
vztahem. Zavislost je uvedena na obr. 1 a experimental-
ne udaje v tab. 2. Zistili sme, Ze pri uskladneni povodné-
ho enzymového pripravku pri 4°C dochadza k strate
aktivity rychlostou, ktordi moZno charakterizovat pol&a-
som- (Gasom potrebnym na stratu aktivity rovnajicu sa
50 % aktiv'ty vychodzej) = rovnému pribliZne 190 dni.
Mala rychlost inaktivacie pri teplotach do 20°C je z hla-
diska experimentdlneho overovania vplyvu réznych sta-
bilizaénych pripravkov nevyhodna a neumoZnuje ziskaf
spolahlivé tudaje v kratkem Case, preto sme v tejto
praci overovali vplyv stab'lizaénych ¢& nidiel pri teplo-
tach: vyssich. Pracovali sme pri teplote 50° C, pretoZe
zvolena teplota je eSte v oblasti, kedy nedochddza
k inaklivacii «-amylazy v désledku denatura&ného pé-
sobenia teploty a damouw technikou je moZné ukondit
.experiment v priebehu niekolkych desiatok hodin. Na
obr. 2 je uvedeny pokles aktivity vzorky retinatu odse-
parovaného - kultivaénéha: média “skladovaného pri 4°C
podas 13 mesiacov uskladneni. V priebehu 6 mesiacov si
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Obr. 1. Zavislost logaritmov rjchlostnyjch konstdnt inak-
tivdcie bakteridlnej a-amyldzy z Bacillus subtilis na re-
ciprokej hodnote teploty skladovania. (Vid tab. 2).
Regresnou analjzou zistené konstanty priamky: log k =
= 29,1 — 10 545/T.
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Tab. 2. Rychlostné konstanty inaktivdcie bakteridlnej
a-amyldzy z Bacillus subtilis pri réznych teplotdch

[vid. obr. 1)
t
Teplota k 1T
(°c] [min—-"1) llll?l log k [K=110-1)
37 0,000051 231 —4,3 3,2
50 0,000283 140 =41 31
60 0,0037 3,1 —2.4 3,0
70 00351 03 —15 2.9
80 0,4654 0,02 —0.3 2.8
%0 1,2220 0,009 0,1 2,75
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Obr. 2. Pokles aktivity a-amyldzy v priebehu uskladne-
nia pri 4°C. AA — amyldzovd aktivita, SKB [Sandsteadt-
-Kneen-Blish). % :

pripravok zachoval 70 % pociatotnej enz§movej aktivity,
aviak za dalSich 6 mesiacov skladovania stratil tGplne
aktivitu. Uskladnenim pri 37 °C enzym uZ strdca vyrazne
stabilitu, takZe po 6 diioch zvy3kova aktivita predstavuje
iba 70 % po6vednej hodnoty, pri 50 °C iba pribliZzne 50 %
povodne] hodnoty. Prudky pokles stability nastava zvy-
Senim teploty na 60°C a nad 60°C (obr. 3). K dplnej in-
aktivdcii enzymu pri 60°C dochadza prakticky uZ po
24 hodinéach.

Vplyv anorganickych soii

Pre zachovanie. katalytickej aktivity z-amyldzy z Ba-
cillus subtilis je potrebna pritomnost CaZ+ i6nov. Sle-
dovali sme preto vplyv pridavku CaCl, v koncentricii
0,004 aZ-1 mol.l1-! na stabilitu roztoku «-amylazy v enzy-
movom pripravku pofas inkubécie pri 50°C. Pridavok
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malych mnoZstiev CaCl, (do vyslednej koncentrdcie 0,04
mol.l-1) zvy3uje stabilitu enzfymového pripravku. Vyssie
koncentrdcie CaCl, naopak, stabilitu enzymu zniZujd
(obr. 4, tab. 3).

Z hodnét rychlostnych kondtdnt inaktivdcie vyplyva,
Ze kontrolovanym pridavkom CaCl, moZno zvy3it stabi-
litu aZ na dvojnasobok. Najjednoduch3ie vysvetlenie to-

100

% DA

50

T 3 f{h]

Obr, 3. Termostabilita dialyzovanej a-amyldzy pri teplo-
tdch 60, 70 a 80°C, DA-dextrinaénd aktivita.

In AA

t{h]

Obr. 4. Pokles aktivity «-amyldzy s pridavkom CaCl,
o koncentrdcii 1 mol.l1-1 (1), 0,2 mol.l-1 (2},0,04 mol.l-*
(3) a bez pridavku CaCl, (4) v priebehu inkubdcie pri
50°C. Stanovené pri riedeni 1:20, pH 6,3.

Tab. 3. Zmena stability enzgymového pripravku e-amyldzy
po pridavku ldtok s predpokladanym stabilizad-
ngm udéinkom a hodnota poléasu straty aktivity
pri inkubdcii enzgmu pri 50 °C

S Koncentracia | Poltas straty Stabilita
Stabilizator (g1-1] aktivity (h] %]
3 |
Skrob 0 | 69,3 100
] 200 348,5 500
|
etanol | 0 54,3 100
‘ 250 22,7 41,8
| 500 6,3 11,8
|
cac', } 0 73,0 100
| 4,5 121,86 166,86
| 22 | 22,4 30,7
| m 7.9 10,8
Na,S0; [ 0 132 100
I 285 } 1001 758,3

- stabilizacie

hoto javu -je, Ze v pripravku sa nenachddza dostatok
Ca2+ jonov potrebnych pre uchovanie aktivity enzymu,
a to bud v ddsledku straty Ca2+ iénov v priebehu tech-
nologického spracovania (ultrafiltraciou), alebo v db-
sledku viazania Ca2+ i6nov ligandom, ktory poskytuje
pevnej$iu vdzbu s Ca?+ i6nmi ako makromolekula
a-amylazy.

Dalej sme overili vplyv pridavku Na,SO, na stabilitu
a-amyldzy v roztoku v priebehu uskladnenia (tab. 3).
Na,S0,; v koncentracii 285 g.1-! zvySi stabilitu priprav-
ku aZ 7nasobne.

Vplyv organick§eh rozpistadiel

Enzymova aktivita «-amyldzy v pritomnosti etanolu
o koncentracii 250 aZ 500 g.l-! bez chladenia méa za
nasledok rapidny pokles stability enzymovej aktivity
(tab. 3).

Stabilizdcia pridavkom nerozpustného substratu

Imobilizdcia enzymov viazanim na nerozpustny nosic¢
predstavuje jednu z met6d zvy3enia stability enzymo-
vého pripravku. Vo v3eobecnosti enzfymy maji zvy3e-
na afinitu k vlastnému substrdtu. Amylazy sa v prvej
faze interakcie adsorbuji na povrch nerozpustnych zfn
Skrobu, dd sa preto predpokladaf, Ze takto adsorbova-
ny enzym bude menej atakovany €inidlami, ktoré vyvo-
lavaja s.ratu amyldzovej aktivity, teda bude rezistent-
nejsi aj proti pdsobeniu proteindz. Pridavkom neroz-
pustného $krobu v mnoZstve 200 g.1-! enz§mového pri-
pravku sa zniZila rychlost inaktivacie a-amyldzy 5nédsob-
ne (tab. 3). Pridavkom rozpustného Skrobu o tej istej
koncentracii sa stabilita a-amyldzy nezvysila.

Ukézal sa aj stabilizujici G€inok Zelatiny, ktord v kon-
centracii 200 g.1-! zniZuje rychlost inaktivdcie «-amy-
lazy v porovnani s kontrolou 3ndsobne.

ZAVER

Stabilitu technického kvapalného pripravku g-amylé-
zy z Bacillus subtilis v priebehu uskladnenia moZno zvy-
$it pridavkom Na,SO, v mnoZstve 285 g.1-!sedemnésob-
ne. Pridavok CaCl, v mnoZstve 111 g.1-! zniZuje stabili-
tu desafndsobne, v mnoZstve 4,44 g.l-! zvySuje stabi-
litu 1,6nédsobne. Pridavok nerozpustného $krobu v mnoZ-
stve 200 g.1-! zvy3uje stabilitu pétnésobne. Dialyzou
oproti CaCl, aktivita a«-amylazy stapla trojnasobne.
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Prdca pojednava o pri¢indch straty enzymovej stability
roztokov enz§movych pripravkov e«-amyldzy z Bacillus
subtilis, zahustenych ultrafiltrdciou, Hladaji sa sposoby
tychto technickych pripravkov v procese
skladovania Jednou z pri¢in straty enzymovej aktivity
je proteinazova aktivita uvedenych pripravkov. Pridav-
kom anorganickych solf, nerozpustného 3krobu a roz-
toku bielkoviny sa podarilo zniZit vysledné inaktivécie
3 aZ 7néasobne.
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Wimorposuyosa, JI., Ayryctd, HM.: CraGuabHOCTB TeXHH-
4ecKoit “-amMHaa3nl W3 Bacillus subtilis u Bo3MOXHOCTH ee
nosbimenns. Ksac. npym. 32, 1986, Ne 9, ctp. 212—215.

HcenenoBaanch NpHYHHBL TIOHHKEHHsT (GepMeHTHON aKTHB-
HOCTH pacTBOPOB TEXHHYECKOH «-aMHJa3bl 0Gpa3oBaHHOR
Bacillus  subtilis. PactBopsi OblIH  KOHIEHTPHPOBaHbI
yabTpaduarpauneii. Boian uceaenosansl crpeactsa craGH.
JH3aUHH TEXHHYECKHX ()ePMEHTOB B mNpolecce XPaHeHHH.

Onwoit M3 npHyuH moTepu (epMEHTHON aKTHBHOCTH
SIBJSIETCA NMPHCYTCBHE NpoTeoJHTHUeCKHX ¢epmentoB. Haii-
JAeHO, 4TO npHOaBjeHHe HeOpraHHYecKHX coJefl HepacTBO-
PHMOrO Kpaxmajas H pacTBOopoB Oejka 3aMmeaJHI0 npouecc
HHaKTHBALHH ¢epmenTta B 3—7 pas.

Smogrovitova, D., Augustin, ].: Stability of Technically
pure g-amylase of Bacillus subtilis and the Possibility
of its Imereasing. Kvas. prim. 32, 1986, No. 9, pp. 212—
215.

The article deals with the causes of loss of enzy-
matic stability of «-amylase solution of Bacillus subtilis
concentrated by uitrafiltration. The methods of stabi-

lization of technically pure enzyme solutions in the
process of storage are investigated. One of the causes
of loss of enzymatic activity is proteinase activity of
enzymatic preparations. The addition of anorganic salts,
insoluble starch or protein solution reduces the inacti-
vation from three to seven times.

Smogrovitova, D. - Augustin, ].: Stabilitit des techni-
schen «-Amylase-Priparats aus Bacillus subtilis und
Miglichkeiten ihrer Erhfhung. Kvas. prim. 32, 1986, Nr.
9, 212—215.

Die Arbeit behandelt die Griinde des Verlustes der
Enzymstabilitdt von Ldsungen der enzymatischen Pri-
parate der a-Amylase produziert durch Bacillus subtilis,
die durch die Ultrafiltration verdichtet wurden. Es wiir-
den Wege der Stabilisierung dieser technischen Prépa-
rate bei ihnen Lagerung gesucht. Einer der Griinde des
Verlustes der Enzymaktivitdt ist die Proteinaseaktivitit
der obengenannten Pridparate. Durch Salzzugabe, Zuga-
be von unl8slicher Stdrke und einer EiweiBlosung ist es
gelungen die Inaktivierungen drei-bis siebenfach zu
erniedrigen.



