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Priemyselné kmene Bacillus subtilis — producenti
«-amylazy — sa pocas skladovania a Kkultivdcie 3tepia
na morfologické varianty, ktoré sa lidia medzi sebou
v rade znakov, véitane schopnosti syntetizovat mimo-
bune&né hydrolytické enzymy [1, 2].

Dokéazali sme, Ze morfologicky variant Bacillus sub-
tilis R-623 syntetizuje rozne protedzy [3], a takisto do
ur¢itej miery sa liSiace z-amylazy [4]. PodrobnejSie 3ti-
dium molekuldrnych, imunologickych a katalytickych
vlastnosti z-amyldz morfologického variantu B. subtilis
R-623 je nepochybne zaujimavé. Za tym Gfelom bolo
potrebné vypracovat Gfinnt metédu separdcie a rafina-
cie a-amyldzy. NajaCinnejsimi st metddy Specifickej
sorbcie na prirodnych polymérnych substrdtoch [5—8].
Vzéjomné pdsobenie amyldz s nerozpustnym substrdtom
v mnohych pripadoch [9, 10] vytvdra dobré moZnosti
ich rafindcie. Ako priklad moZno uviesf, Ze trojndsobné
sorpcia a desorpcia na obilnom 3krobe umoZnila rafi-
novat termofilni «-amyldzu 1500krat [11]. Analogicky
postup bol pouZity v tejto préci, nasledkom ¢oho boli
ziskané homogénne preparédty e-amylézy z morfologic-
kého variantu R, P a S B. subtilis R 623. Metodika bola
popisand v poslednych publikdcidch [12, 13].

Ako potencidlne sorbenty sme skimali glykogén, roz-
pustny 3krob, kukuriény 3Skrob a Kkukuriény 3krob
s plnidlom. Najvg¢hodnejSimi sorbentami sa ukaézali byt
rozpustny Skrob a glykogén. KedZe stupeii rafindcie na

obidvoch sorbentoch sa ukéazal byf takmer rovnakym,
v dalSom sme na rafindciu «¢-amylazy pouZivali rozpust-
ny skrob [12].

Overenie proteolytickej aktivity ukdzalo, Ze v eludte
a-amylézy je asi 2 % povodného mnoZstva proteédz, kto-
ré bolo potrebné odstranit. Studovala sa moZnost
odstrdnenie protedz tepelnym spracovanim ¢Ciastod-
ne rafinovaného roztoku e-amyldz. Pri inkubdcii
roztoku «-amylédzy 30 mintt pri teplote 60°C sa celkom
zachovala amylolytickd aktivita, zatial €o protedza sa
z 90% inaktivovala. Ako vidno z tdajov tabulky 1,
mnoZstvo protedz, sprevadzajicich «-amyldzu, sa znfZ%i-
lo takmer o jeden rad. Specifickd aktivita g-amyldzy po
tepelnom oSetreni takisto trocha vzrastla. Preto sme do
schémy rafindcie «-amylaz zaradili inkubdciu pri zvy3e-
nej teplote.

Na definitivnu rafindciu e-amyldz sa pouZila prepa-
rafnd izoelektrofokusédcia v gradiente sachar6zy. Na
zéklade toho sme obdrZali homogénne preparity «-amy-
laz. Overenie proteolytickej aktivity v preparétoch
«-amylaz ukéazalo, Ze izoelektrofokusédciou sa dokonale
podarilo zbavit sa sprievodnych protedz. Vysledky rafi-
nédcie e-amyldz z kultivatnej kvapaliny morfologick§ch
variantov R, P a S Bacillus subtilis R-623 st zahrnuté
v tabulke 2.

Molekuldrna hmotnost «-amyldz morfologick§ch va-
riantov R, P, a S Bacillus subtilis R-623 sa stanovovala
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Tabulka 1. Vplyv podmienck Stepenia komplexu a-amylé-
zy a Skrobu na stupen rafindcie a-amyldzy
a odstrdnenie protedz

. . Zvy3na vytazok
lfggl;llg:ﬁ‘i:;;‘;?gg proteszova | amylolytic- rg;;’n[:‘necf:e
R aktivita | kej akti- | Jannoe
(%] | vity (%) |“amylazy

Inkubécia pri 40 °C potas
3 hodin 1,84 60 14
Inkubacia pri 40 °C potas
3 hodin a pri 60 °C pocas
30 minat 0,23 54 18

ZloZenie inkuba&nej zmesi: 100 cm?® filtrdtu kultivainej kvapa-
liny morfologického variantu P (bielkoviny 8 mg . cm—3, amylo-
lytickd aktivita 500 jed . cm—3, proteolyticka aktivita 540 jed .
.em—-3 + 25cm® 1,6 % rozpustného Skrobu + 100 mg acetatu
vapenatého + 43 cm? etylalkoholu.

Tabulka 2. Rafindcia «-amyldz morfologickch variantov
B. subtilis R-623
| = Aktivita 5
| = - & =
3 E Speci- = &
Stadium rafindcie #ol s celko- | ‘riys | = 3
s 2 — véa = g "
1 E1 3%} ik |adtuy B2 1 5
| 2E jme-n| 22 | B
v R | 831,0 | 77 000 sza' 1,0 100
Kultivatnd kvapa- | p | e70 | 7 000 136 | 10 | 100
s | 1702,0 | 77 000 45,2 1,0 100
Sarbcia-desorbcia R 25,3 | 41 600 | 1644,3 17,8 54
na rozpustnom P 246 | 37 700 | 1532,5 135 48
skrobe | s 31,6 | 40000 | 12658 | 28,0 52
I
| |
Gélova filtracia na | R 8,9 | 25400 | 2853,9 588 ) -99
biogéle R-2 na | p| 11,2|z7700 | 24732 | 21,8 38
| s 12,7 | 24600 | 19370 | 42,8 32
|
i_ |
Elektrofokusicia a | R 2,7 | 20000 | 7404,4 | 80,0 26
gélova filtracia na P 3,4 | 20800 | 6117,6 53,8 27
Sephadexe G-50 | S 3,1 | 16 900 | 5451,6 120,6 22

met6édou diskovej elektroforézy a ziskali sa hodnoty
57 000, 58000 a 56 000. Ako vyplyva zo ziskanych vy-
sledkov, o do molekuldrnej hmotnosti sa tri a-amylazy
z morfologickych variantov medzi sebou nelfSia. Z po-
rovnania nami stanovenych molekuldrnych hmotnost{
«-amylaz morfologickych variantov s literarnymi tdaj-
mi vyplyva, Ze nase e-amyldzy si podobné tym, ktoré
izoloval Saito et. al., molekuldrne hmotnosti, ktoré izo-
lovali z B. subtilis, B. subtilis Na64 a B. subtilis 6160
sa rovnaji 55000 [14—16]. Moseley a Kisluchina [18]
uvddzaji hodnoty molekuldrnych hmotnosti o nieto
mensie (asi 50 000).

V dalsom boli pre v3etky tri «-amylazy z morfologic-
kych variantov B. subtilis R-623 stanovené aminokyseli-
nové spektra. Ako je zrejmé z ddajov uvedenych v ta-
bulke 3, a-amyldzy morfologickych variantov B. subtilis
R-623 maji prakticky rovnaké aminokyselinové zloZe-
nie. S ohladom na td okolnostf, Ze zhodnost aminokyse-
linového zloZenia je nepriamym ddkazom identiCnosti
Struktar, predsa treba kon3tatovaf, Ze tento vysledok
neprotiredi predpokladu moZnej identitnosti alebo
Struktarnej zhode e-amylaz z morfologickych variantov
B. subtilis. Pritom porovnanie nami ziskanych aminoky-
selinovych spektier z-amylaz morfologick§ch variantov
s literarnymi tdajmi ukazuje, e v plnej miere zodpo-
vedaji tdajom, uvddzanym pre e-amyldzy z inych kme-
ifiov B. subtilis. Pre vietky a-amylazy je charakteristické
velké mnoZstvo kyseliny aspardgovej a glutdmovej, ab-
sencia cystefnu, nepatrné mnoZstvo (4—8 zvySkov) me-
tionfnu [16, 18, 19]. Pritom porovnanie tdajov, ziska-
ngch radom autorov, umoZiiuje kon3tatovat Siroké koli-
sanie aminokyselinového zloZenia w«-amyldz z kmeiiov
B. subtilis R-623 rozneho pdvodu [16, 19]. To umoZituje

predpokladat, Ze praktickd identi®nost aminokyselino-
vého zlo¥enia «-amyldz morfologickgch variantov B.
subtilis R-623 moZno povaZovat za ur€ity ddkaz v pro-
spech toho, Ze biosyntéza «-amylazy je vo vSetkych
morfologickych variantoch ovlddand jednym a tym
istym génom.

Stadium imunologick§ch vlastnosti jednotlivych a-
amyldz B. subtilis R-623 (R, P, S) ukézalo, Ze pri tvorbe
precipitatnych oblikov sa objavujd ostruhy, ¢o zname-
nd, Ze si imunologicky CiastoCne pribuzné. To hovori
v prospech toho, Ze «-amylazy morfologick§ych variantov
st produktami jedného génu, lebo st totoZné vo vicsine
antigénovych determinantov. Aviak Stadium «-amylazy
morfologickych variantov ukazuje, 7e st imunologicky
pribuzné nie celkom, ale giastotne, &o mdZe byt pod-
mienené vznikom uréitych po3kodeni Struktiry bielko-
vin pofas biosyntézy, sekrecie, alebo t&inkom modifi-
katnych faktorov kultivatnej kvapaliny.

Stidium katalytickgch vlastnosti «-amyldz sa zaCalo
stanovenim Michaelisovej konstanty [(Ku), maximéalnej
rgchlosti (V) a pomeru Vm/Kwm, ktoré hodnoty sa uvad-
zaji v tabulke 4. Ako substraty boli pouZité rozpustné
a nerozpustné amyldzy a Skrob. NajniZsie hodnoty Km
boli ziskané pre vo vode nerozpustni amylézu a Skrob
(0,6—0,8 mg.cm~—3), pricom &o do hodnGt Km sa e-amy-
lazy morfologickych variantov pre obidva tieto neroz-
pustné substraty medzi sebou prakticky neli3ili. Pokial
jde o Vym hydrolyzy nerozpustnych substratov, boli e-
amylazy v3etkych troch morfologickych variantov bliz-
ke: Vu hydrolyzy nerozpustnej amylézy bola v rozmedzi
35.10% az 37.10° umol vzniknutych redukujicich latok
na 1 mg bielkoviny za 1 mindtu, Vm hydrolyzy neroz-
pustného 3krobu bola o nieo vys$sia a predstavovala
66.10% a% 79.10% ymol vzniknutych redukujicich latok
na 1 mg bielkoviny za 1 mindtu. Hodnoty Vm/Km boli
takisto blizke a predstavovali pre nerozpustnd amyl6zu
44 .10% a% 53.10° a pre nerozpustny Skrob 110.10% aZ
132.10% gmol vzniknutych redukujicich latok v 1 cm?
na 1 mg substrdtu na 1 mg bielkoviny za 1 mindtu.
Rychlost a GEinnost katalyzy nerozpustnych substratov
z-amyldzami troch morfologickych variantov sa neliSila
od seba viac ako 1,2krat. Co do GEinnosti katalyzy a-
amyldzy moZno zoradit nasledovne R <P < S, pritom
aktivita z-amylaz morfologickych variantov voti neroz-
pustnému 3krobu bola 2krat (ak stdime podla VM), po-
tazne 2,5krat (ak sidime podla Vm/Knm) vidcsia, ako vo-
&i nerozpustnej amyloze.

Pri hydrolyze rozpustnej amylézy hodnota Km klesala
v rade morfologick§ch variantov. R> P> S (od 2,0 po
0,9 mg.cm~3), naproti tomu, pre hydrolyzu rozpustné-
ho 3krobu trocha rastla (od 2,0 do 50 mg.cm~3). Vm
hydrolyzy amylézy pre tri a-amylazy ubtadala v rade
R>P>S z 208.10% po 142.103 zatial o pri hydrolyze

rabulka 3. Aminokyselinové zloZenie a-amyldz morfolo-
gickgch variantop Bacillus subtilis R-623 v po-
rovnani s a-amyldzami z ingch kmenov B. sub-

tilis
[ g g
B. subtilis R-623 % % z T
“'S— —
Amiro- e | 2 =g | ESgl ®
kyseliny 3 32 | 38—| S
o s TORR By o e T 3
i ol =3 B m
ASP 60 ‘ 62 58 I 60 | 80
THR 26 29 29 Tl M T 22 39
SER 27 30 30 24 | 40 34 39
GLU 54 55 | 54 43 | 43 35 46
PRO 30 30 \ 28 14 12 g 10
GLY 45 45 48 39 14 32 46
ALA 33 3 |38 29 12 33 44
CYS 0 0 | 0 0 0 0 0
VAL Dol o k| oy 25 26 17 18
MET "ol (R ek BT 5 g 7 8
ILE 17 18 | 18 17 27 22 28
LEU 28 2% | 2 23 24 26 30
TYR 25 28 28 24 20 14 12
PHE 16 18 17 18 18 15 19
LYS 29 30 27 25 27 18 30,
HIS 13 13 11 12 14 11 15
ARG 19 19 19 17 18 18 21
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Tabulka 4. Kinetické parametre pGsobenia a-amyldzy morfologickjch variantov Bacillus subtilis R-623 na rdzne sub-

strdty (pH 6,0; 40°C)

R P s
Substraty
J Ky g VIKy™" Ky ! VIKy Ky e VIK 5y
Amyiie FOBpUstens 20 208.10° 104.10° 17 . 165.10° 97.105 0,9 142.10° 158 . 10°
M,, = 81000
g Ny 08 35.10° 44.15 08 38.105 45,105 07  37.10° 53 . 10°
g =
o e 20 109.10° 54.10° 35 129.105  37.105 50  163.10° 33. 10°
Skrob - “
£0a '}%}'“pus‘“y 0,6 66.105 110.10° 08 73.105 122.108 08 79 . 108 132 , 10°
Mw
K,,» mg (substrdtu) . cm-3,
** V, pmol (vzniknutych redukujicich cukrov) mg-"' (bielkoviny) min-1,
s V[Km, pmol (vzniknutych redukujicich cukrov) cm3.mg-' (substrdtu) mg-"' (bielkoviny) min-1

skrobu naopak réastla v rade R <P < S zo 109.10% na
163.10° gmol vzniknutych redukujicich latok na 1 mg
bielkoviny za 1 minatu. Takéto zmeny kinetickych pa-
rametrov viedli k tomu, Ze G€innost katalyzy «-amylaza-
mi morfologickych variantov (Vm/Km) pre rozpustni
amylézu rastla v rade morfologickych variantov R <
<P <S8 z 97.10% po 158.10%, a pre rozpustny Skrob
ubtidala v rade morfologickych variantov R>P> S
z 54.10% po 33.10% umol vznikajicich redukujicich 1a-
tok v 1 cm3 na 1 mg bielkoviny za 1 mindtu. Ked ana-
lyzujeme rozdiely hodnét kinetickych parametrov hyd-
rolyzy rozpustnych substratov «-amyldzami, moZeme
konstatovat, Ze u¢innosf hydrolyzy amylézy je v pripa-
de v3etkych troch morfologickych variantov vy33ia, neZ
a¢innost hydrolyzy 3krobu, zatial €o pre nerozpustné
substraty platil opaény obraz. Zrejme komplementérnost
aktivneho centra w«-amyldz morfologickych variantov
vofi molekuldrnej, alebo nadmolekuldrnej Struktare
nerozpustného 3krobu je vy33ia, neZ voci Struktdiram
nerozpustnej amylézy. Rozpasdtanie substrdatov nepochyb-
ne vedie k takym zmendm ich konformaécie, Ze aktivne
centrum e¢-amyldz sa stdva viac komplementdrnym voéi
amyloze.

Okrem kinetiky Gfinku e-amyldaz pri nevelkej hlbke
hydrolyzy (€o do pofiatoénych rychlosti) sa Studovala
hydrolyza substratu do v&dc&Sej hibky, kedy reakcia trva-
la nie 5—30 min, ale 20 hodin a viac [13]. Pri dosiah-
nuti medznej hlbky hydrolyzy sa zistil rozdiel medzi
prepardtmi «-amylédzy, ziskanymi z rdéznych morfologic-
kych variantov. e¢-amyldza hydrolyzovala amylézu do
24 %, ¢-amyldza P do 20 % a «-amyldza R do 15 %.

Pri pouZiti rozpustnej a nerozpustnej amyloézy ako
substrdtu, sme vykonali porovnavaciu analyzu «-amylaz
troch morfologickych variantov z hladiska zloZenia vzni-
kajicich nizkomolekuldrnych produktov hydrolyzy [13].
KedZe k depolymerizdcii polysacharidov z-amyldzou do-
chddza ndhodne [20, 21), okrem oligosacharidov sme
stanovovali i zmenu molekuldrnej hmotnosti My amy-
lézy v priebehu hydrolyzy. Zo ziskanych ddajov [13]
vyplyva, Ze Gfinkom «-amyldz morfologickych variantov
R, P a S z rozpustného a nerozpustného substrdatu vzni-
kali di-, tri-, tetra-, penta- i hexamaltooligosacharidy
(G2, G;, G4, G5 a Gg). Penta- a vy3Sie vysokomolekuldrne
oligosacharidy sa v naSom pokuse nestanovovali. Gluko-
za bola zistend iba po dlhodobom G&inku enzymu, pri
15 aZ 23 % hydrolyze substratu, i tak v nepatrnych
mnoZstvach — 0,08 g.dm-3, 009 g.dm-3 a 0,06 g.
.dm-3 pre a-amylazy morfologickych variantov R, P po-
taZne S. Produkty hydrolyzy rozpustného substratu boli
na zadiatku reakcie obohatené frakciami G, a Gg, obsa-
hovali pomerne menej frakcii Gs a G; a iba stopy G,.
Pri dlhotrvajicej hydrolyze moZno zoradit maltooligosa-
charidy, ¢o do relativneho obsahu v hydrolyzdtoch roz-
pustnej amylozy, do klesajiceho radu Gs, Gs, Gz, G3, G

Toto poradie je rovnaké pre «-amyldazy vSetkych troch
morfologickych variantov. V hydrolyzatoch nerozpustnej
amyloézy bol va&Si obsah frakcii G; a Gg, ako Gs, G4 a
G,, pricom toto poradie platilo pre vietky tri «-amyléazy.

Sticasne so vznikom maltooligosacharidov dochéadzalo
ku zniZovaniu priemernej molekuldrnej hmotnosti poly-
sacharidovych substratov. Osobitne rychlo sa zniZovala
molekuldrna hmotnost rozpustnej amylozy. Hlbka hyd-
rolyzy substrdatov bola e3te nevelkd (4 %), ale priemer-
nd molekuldrna hmotnost sa zniZila z 81000 na 10 000
aZz 13000 [13]. Hydrolyza nerozpustnej amylézy prebie-
hala trocha pomalsie. Hlbke hydrolyzy 4,0 % zodpove-
dala priemernd molekuldarna hmotnost 20000, zrejme
teda hydrolyza nerozpustnej amyl6zy prebieha inac, neZ
v pripade rozpustnej. Na priebeh procesu hydrolyzy te-
da do urcitej miery vplyval stav substratu, ¢o sa odzr-
kadlovalo na rozmeroch vysokomolekuldrnych produk-
tov hydrolyzy. Okrem toho, ked sa substrat nachadza
v nerozpustnom stave, jeho hydrolyza «-amyldzami mor-
fologickych variantov prebieha pomalsie: je to zrejmé
ako z mnoZstva vznikajicich redukujicich latok, tak aj
z kinetickych parametrov, stanovenych podla poéiatoé-
nych rychlosti.

Stadium produktov hydrolyzy amylézy teda ukéazalo,
Ze w-amylazy morfologickych variantov R, P a S v po-
tiatofnych Stadidch hydrolyzy skvapalfiuji substrat, co
vedie k znaénému zniZeniu My, zatial ¢o nizkomoleku-
larne produkty hydrolyzy (G;—Gg) v pociatoénych 3ta-
diach hydrolyzy vznikaji v nepatrnych mnoZstvach. Sta-
dium «-amyldazy ¢o do Specifiénosti Gfinku na polymeér-
ny substrdt ukdzalo, Ze «-amyldzy R, P a S sii podobné
na a«-amyldzy niektorych kmefiov B. subtilis [22], St.
griseus (23], B. licheniformis NCIB 6346 [24], Asp. ory-
zae [25) a Calvatia gigantes [26] a Gfinkujd na sub-
strat viacvetvovym mechanizmom (inymi slovami Statis-
ticky ,neusporiadanym“ mechanizmom) [20, 21, 27—29].
Pri hydrolyze nerozpustnej amylozy stupei ,usporiada-
nia“ hydrolyzy substrdatu a-amyldazami troch morfologic-
kych variantov je prakticky rovnaky. Av3ak pri hydro-
l§ze rozpustnej amyl6zy stupeii ,usporiadania“ G&inku
a-amyldz R a P je o nieto vy3Si, neZ v pripade «-amy-
lazy S. Ak G€inkom «-amyldz R a P na amyl6zu sa od
samého za€iatku hydrolyzy zacinaji hromadif maltooli-
gosacharidy G,—G;s, vznik maltooligosacharidov aG&in-
kom «-amyldzy S nastdva po lag-faze, zatial ¢o v po-
¢iatotnom okamZiku hydrolyzy vSetky «-amyldzy rovna-
ko zniZuja M rozpustnej amylozy.

Ziskané vysledky ukazuji, Ze «-amylazy, separované
z kultivacnej kvapaliny troch morfologickych variantov
R, P a S B. subtilis R-623 maji prakticky rovnaka mo-
lekuldrnu hmotnost a rovnaké aminokyselinové zloZe-
nie, ¢o sved&i v prospech toho, Ze st produktami jed-
ného génu. Nami ziskané vysledky sihlasia s tudajmi
ostatnych autorov [30, 31]). Imunochemicka analyza tak-
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isto poukazuje na ich rovnakost, aviak objavuji sa nie-
ktoré Struktirne vady, ktoré zrejme aj podmiefiuji ne-
velké rozdiely v izoelektrickych bodoch a optiméch pH
a v Ciastotnej imunochemickej pribuznosti, o sa naj-
zretelnejdie prejavuje na sz-amyléze morfologického va-
riantu S [13].

Ziskané Gdaje umoZiiuji predpokladat, Ze morfolo-
gické varianty B. subtilis R-623 syntetizujd rovnaké mi-
mobuneéné g-amyldzy. Stfasne bunky morfologickych
variantov B. subtilis R-623 syntetizuji rozne proteazy
[1]. Na zaklade predloZenych vysledkov moZno pripus-
tif, Ze rozdiely medzi morfologickymi variantami R, P
a S B. subtilis R-623 moZno aj nesivisia s biosyntézou
«-amylaz.

Uéinnost katalytického pdsobenia &o do potiatotnych
rgchlosti je najvy3sia u g-amylazy S, nasleduje a-amyla-
za R a P (ako pri hydrolyze rozpustnych, tak aj neroz-
pustnych substratov). Av3ak pri realizdcii hlbokej hyd-
rolyzy substratov (najmé rozpustnych) «-amylaza vedie
ku vzniku pomerne menSich mnoZstiev nizkomolekulér-
nych maltooligosacharidov (G;—Gs), Co je zrejme spo-
sobené niZ$im stupfiom ,usporiadania® hydrolyzy sub-
stratu viacvetvovym [20] mechanizmom, neZ v pripade
a-amylaz morfologickych variantov R a P. Boli takisto
zistené rozdiely aktivity e-amyldz morfologickych va-
riantov v zdvislosti od teploty. Vcelku sa g-amylazy
morfologick§ch variantov R, P a S €o do kinetickych
charakteristik principidlne neliia — rozdiely v kataly-
tickoy/ch parametroch spravidla neprevySuji 50 az
100 Y%. y

Udaje o Struktdre, fyzikdlno-chemickych, imunologic-
kych a katalytickgch vlastnostiach «-amyldaz morfologic-
kych variantov R, P a S kmeiia Bacillus subtilis R-623
potvrdzuji predpoklad, Ze rozdiely medzi morfologicky-
mi variantami R, P a S B. subtilis R-623 nem0Zu suvi-
siet s biosyntézou e-amyldz [3]. Niektoré zistené roz-
diely medzi $tudovanymi e-amyldzami morfologickych
variantov moZno vysvetlit tak, Ze po&as vyluCovania
alebo afinkom modifikaéngch faktorov kultivafnej kva-
paliny. dochddza k uritym po3kodeniam Struktdry biel-
koviny, ktoré do urtitej miery vplyvaji na aktivne cen-
trum «-amyldz morfologickych variantov.
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GlemZa A. A., Balsis A. B., Bachmatova 1. V., Baratova
L. A., Sinicyn A. P.: Biosyntéza a vlastnosti r-amylaz
morfologickych variantov Bacillus subtilis R-623. Kvas.
pram. 32, 1986, ¢&. 11, s. 269—273.

V tejto praci sa predstavuje met6da ziskavania homo-
génnych g-amyldaz z kultivaénej kvapaliny morfologic-
kych variantov R, P a S Bacillus subtilis R-623 afinnym
zrdZanim, gélovou filtrdciou a izoelektrofokusdciou.
Studovali sa fyzikdlno-chemické, imunologické a kataly-
tické vlastnosti vyluéovanych «-amylaz. Zistilo sa, Ze ¢o
do molekuldrnych hmotnosti, aminokyselinového zloZe-
nia a izoelektrického bodu si si navzdjom celkom bliz-
ke. Nie celkom rovnaké st po imunochemickej strdnke.
Bola zistend urtitd variabilita katalytickych vlastnosti
«-amyldz z morfologickych variantov Bacillus subtilis
R-623.

Faemxka, A. A. — Baascuc, A. b. — Baxmarosa, H. B. —
Baparosa, JI. A. — Cunnubid, A. Tl.: BrociHTe3 H cBOficTBa
«-amuaasz mopdosornueckux sapuwantop Bacillus subtillis
R-623. Kpac. npym. 32, 1986, Ne 11, cTp. 269—273.

B nacrosileit pa6ore mnpejacTaBJdeH MeTOJ NOJYYeHHs ro-
MOTEHHBIX @-aMHAa3 H3 KYJbTYPaJbHOM KHAKOCTH R, P H §
moposoruueckux Bapuantos Bacillus subtilis R-623 nyTtem
adGHUHHOrO OCaXJeHHS, redb-QHALTPALNH H H303JEKTPO-
¢pokycuposanns. H3yuensl (H3HKO-XHMHYECKHE, HMMYHO/I0-
rHYecKHe H KaTaJHTHYECKHe CBOMCTBA BbiJIeJICHHs a-aMH-
Ja3. YCTaHOBJEHO, YTO OHH BechbMa OJH3KH MO MOJEKYJasp-
HBIM MaccaM, aMHHOKHCJOTHOMY COCTaBY, H303JIEKTPHUECKOI
Touke, HenoaHOCTbIO HAGHTHYHBI HMMYHOXHMHueckH. OO6Ha-
py&KeHa HeKoTopas  BapHaGHJBHOCTH  KaTaJHTHYECKHX
CBOMICTB e-aMHaa3 M3 MOP(OJOTHYCKHX BapnantoB Bacil-
lus subtilis R-623.

GlemZa, A. A. - Balsis, A. B. - Bachmatova, 1. V. - Bara-
tova, L. A. - Sinicyn, A. P.: Biosynthesis and Some Pro-
perties of x-Amylases from Morphologically Different
Forms of Bacillus subtilis R-623. Kvas. prim. 32, 1986,
No. 11, pp. 269—273.

Homogeneous preparations of extracellular «-amyla-
ses from cultural medium of P, R and S morphological
forms of Bacillus subtilis R-623 were isolated by affinity
precipitation followed by gel filtration and isoelectrical
focusing. Some physico-chemical, immunochemical and
catalytical properties of isolated z-amylases were stu-
died. They have identical molecular weights, isoelectri-
cal points and amino acid compositions, yet are only
partially similar immuno chemically. «-Amylases from
morphological forms Bacillus subtilis R-623 are slightly
different on theirs catalytical properties. :

GlemZa A. A. - Balsis A. B. - Bachmatova I. V. - Bara-
tova L. A. - Sinicyn A. P.: Biosynthese und Eigenschaf-
ten der z-Amylasen der morphologischen Varianten von
Bacillus subtilis R-623, Kvas. prim. 32, 1986, Nr. 11,
S. 269—273.

In dem Artikel wird die Methode der Gewinnung ho-
mogener «-Amylasen aus der Kultivationsfliissigkeit
morphologischer Varianten R, P und S von Bacillus sub-
tilis R 623 mittels Affinfdllung, Gelfiltration und Isoelek-
trofokusation vorgestellt. Es wuarden die physikalisch-
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chemischen, imunologischen und katalytischen Eigen-
schaften der gewonnenen sz-Amylasen studiert und es
wurde festgestellt, daB sie in den Kriterien Molekular-
masse, Aminosdurenzusammensetzung und im isoelektri-
schen Punkt einander sehr nahe sind. Relativ grissere

Differenzen zeigten sich in den imunologischen Eigen-
schaften. Es wurde weiter auch eine bestimmte Varia-
bilitdt der katalytischen Eigensechaften der «-Amylasen
aus den morphologischen Varianten von Bacillus subtilis
R-623 festgestellt.



