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С каждым годом возрастают потребности
промышленности в энзимных препаратах
микроорганизмов и расширяются области
их биотехнологического применения [1, 2].
Первое место по частоте использования
занимают протеолитические энзимы, второе —
амилолитические [3], наиболее распростра-
ненным из которых является α-амилаза.

α-Амилазы [EC 3.2.1.1], катализирую-
щие гидролиз α-D-(1,4)-гликозидной связи
в крахмале, гликогене и родственных поли-
и олигосахаридах, синтезируются многими
видами микроорганизмов, включая бакте-
рии и грибы, а также обнаружены в тканях
насекомых, млекопитающих и в высших
растениях [6]. α-Амилаза является ключевым
энзимом в процессе получения производных
крахмала, используется в хлебопекарной,
текстильной, спиртовой, бумажной про-
мышленности, в пивоварении, производстве
моющих средств [4]. В последние годы α-
амилазу начали широко применять в меди-
цинской и клинической химии, что, в свою
очередь, требует высокой степени чистоты
энзима [5].

При получении α-амилаз используют
главным образом традиционные методы

очистки протеинов, такие как фракциони-
рование сульфатом аммония, ионообменную
хроматографию и гель-фильтрацию. Однако
некоторые авторы склоняются к более про-
стому, быстрому и легко воспроизводимому
методу — аффинной сорбции на крахмале.

Целью настоящей работы было выделе-
ние препаратов с α-амилазной активностью
из супернатанта культуральной жидкости
(СКЖ) Aspergillus flavus var. oryzae и Bacil -
lus subtilis, их очистка и изучение оптималь-
ных параметров действия (рН и температу-
ры, при которых действуют энзимы, их
термо- и рН-стабильности).

Материалы и методы

Объектами исследования были два про-
дуцента грибного и бактериального про-
исхождения — A. flavus var. oryzae 80428 и
B. subtilis 147, выделенные из рубца крупно-
го рогатого скота и почвы, соответственно.

A. flavus var. oryzae культивировали на
жидкой питательной среде 1 такого состава
(г/л): NaNO3 — 1; KH2PO4 — 1; KCl — 0,5;
MgSO4·7H2O — 0,5; FeSO4·7H2O — 0,015; нерас-
творимый картофельный крахмал — 10; рН 6,0.
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Подобраны методы выделения и очистки энзимов с α-амилазной активностью двух продуцен-
тов — Aspergillus flavus var. oryzae 80428 и Bacillus subtilis 147, которые включали: фракциониро-
вание сульфатом аммония, гель-фильтрацию на TSK-геле Toyopearl HW-50 и ионообменную
хромато графию на TSK-геле DEAE-Toyopearl 650 M (для α-амилазы A. flavus var. oryzae); фрак -
ционирование сульфатом аммония и аффинную сорбцию на крахмале (для α-амилазы B. subtilis
147). α-Амилаза A. flavus var. оryzae 80428 была очищена в 37 раз, а α-амилаза B. subtilis 147 — в 20
раз по сравнению с активностью энзима в супернатанте культуральной жидкости. α-Амилаза
A. flavus var. оryzae проявляла максимальную активность при рН 6,0 и температуре 60 °С, сохраня-
ла 100% активности через 24 ч при рН 5,0−7,0 и в течение 3 ч при температуре 37 °С. рН-оптимум α-
амилазы B. subtilis составлял 8,0 с термооптимумом при 90 °С; энзим полностью сохранял исходную
активность в течение суток при рН 7,0−9,0 и в течение 3 ч при температуре 37 °С, 60 °С и 70 °С. При
температуре 80 °С α-амилаза B. subtilis сохраняла 80% первоначальной активности после 3 ч инку-
бирования.
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Для выращивания B. subtilis использова-
ли жидкую питательную среду 2 такого
состава (г/л): NaNO3 — 2; KH2PO4 — 1; KCl —
0,5; MgSO4·7H2O — 0,5; FeSO4·7H2O —
0,015; нерастворимый картофельный крах-
мал — 1; соевая мука — 10; рН 6,0.

Культивирование микроорганизмов на
вышеуказанных средах проводили глубин-
ным способом в 0,5 л колбах Эрленмэйера на
качалках со скоростью вращения 220 об/мин
при температуре 25 °С (A. flavus var. oryzae)
и 42 °С (B. subtilis) в течение 5 и 3 сут, соот-
ветственно. После ферментации биомассу
отделяли фильтрованием или центрифуги-
рованием, а в надосадочной жидкости опре-
деляли содержание протеина, амилолитиче-
скую и протеолитическую активность.

Для выделения энзимов A. flavus var.
oryzae и B. subtilis к супернатанту культу-
ральной жидкости добавляли сухую соль
сульфата аммония до 90% насыщения под
контролем рН. Смесь выдерживали в тече-
ние ночи при 4 °С. Образовавшийся осадок
отделяли центрифугированием при 5 000 g
и растворяли в 3-кратном объеме 3 М суль-
фата аммония.

Для очистки энзимов использовали мето-
ды гель-фильтрации и ионообменной хрома-
тографии. Гель-фильтрацию проводили на
колонке (2,0×32 см) с нейтральным TSK-
гелем — Toyopearl HW-50 фирмы Toyo Soda
(Япония), уравновешенным 0,01 М Tris-HCl-
буфером, рН 6,5. Осадок, полученный в ре -
зу ль тате высаливания, диализировали в
тече ние суток против дистиллированной
воды, а затем 0,01 М Tris-HCl-буфера и кон-
центрировали на полиэтиленгликоле (ПЭГ).
Образец (1,7−2 мг) наносили на колонку,
элюцию производили тем же буфером со ско-
ростью 54 мл/ч. Фракции с амилолитиче-
ской активностью объединяли и концент ри -
ровали (≈ в 5 раз) на ПЭГ. Далее полученный
образец наносили на колонку (1,5×25 см) с
DEAE-Toyopearl 650 M (Toyo Soda, Япония),
уравновешенную 0,01 М Tris-HCl-буфером,
рН 6,5. Элюцию проводили линейным градиен -
том NaCl (0−1,0 М) со скоростью 45 мл/ч.
Активные фракции объединяли и использо-
вали для дальнейших исследований.

Очистку энзимов осуществляли также
с применением метода аффинной сорбции
на крахмале. Сорбцию проводили в эппендор -
фах, используя в качестве субстрата нерас-
творимый картофельный крахмал (200 мг).
Крахмал отмывали 0,01 М фосфатным буфе-
ром (ФБ) с рН 6,5 и центрифугировали при
5 000 g в течение 10 мин для удаления рас-
творимых частиц. Затем эппендорфы с крах-

малом помещали на холод (20 мин) и далее
смешивали крахмал с предварительно
охлажденным диализатом (1 мл). Суспен зию
инкубировали на ледяной бане в течение 1 ч
с медленным перемешиванием и через 2 ч
центрифугировали (5 000 g, 5 мин, 4 °С).
Осадки крахмала со связанной α-амилазой 3
раза интенсивно промывали 0,01 М ФБ при
4 °С, каждый раз центрифугируя в том же
режиме. Энзим десорбировали 0,01 М ФБ,
нагретым до 60 °С, с последующим центрифу-
гированием для осаждения гранул крахмала.
Полученную надосадочную жидкость исполь-
зовали для дальнейших исследований.

Амилолитическую активность определя-
ли, как описано ранее [7].

Содержание протеина на всех этапах
исследования регистрировали на спектрофо-
тометре СФ-26 при 280 нм, а его количество —
методом Lowry et al. [8]. 

Определение общей протеолитической
активности осуществляли по методу Ансона
в модификации Петровой [9].

При определении гликозидазной актив-
ности использовали соответствующие синте-
тические субстраты: п-нитрофенил-α- и -β-
D-галактопиранозид (Sigma, США),
п-нитро фенил-α- и -β-D-глюкопиранозид
(Sigma, США), п-нитрофенил-N-acetyl-α- 
и -β-D-галактопиранозид (Koch-Light, Ве ли -
ко британия), п-нитрофенил-N-ацетил-α-D-
глюкозаминид (Koch-Light, Велико брита ния),
п-нитрофенил-α- и β-D-ксило пиранозид
(Sigma, США), п-нитрофенил-α-D-маннопи-
ранозид (Sigma, США), п-нитрофенил-α-D-
фукопиранозид (Sigma, США), п-нитрофе-
нил-β-D-глюкуронида (Sigma, США),
п-нитро фенил-N-acetyl-β-D-глюкозаминид
(Sigma, США). Для этого к 0,1 мл раствора
энзима добавляли 0,2 мл 0,1 М фосфатно-
цитратного буфера (ФЦБ), рН 5,2, и 0,1 мл
0,1%-го раствора субстрата в ФЦБ. Реак -
ционную смесь инкубировали в течение 10 мин
при температуре 37 °С. Реакцию останавли-
вали добавлением 1 М раствора бикарбоната
натрия. В контрольную пробу вносили те же
компоненты, но в обратном порядке. Коли -
чество п-нитрофенола, отщепившегося от
субстрата в результате гидролиза, определя-
ли колориметрическим методом по поглоще-
нию при 400 нм [10]. За единицу активности
энзима принимали количество его, гидроли-
зирующее 1 мкмоль субстрата в 1 мин в
усло виях опыта.

Влияние температуры и рН на актив-
ность α-амилаз исследовали в интервале
температур от 4 до 100 °С, рН 3−12. В каче-
стве буфера использовали 0,05 М универ-
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сальный буферный раствор. Термо стабиль -
ность препаратов определяли при темпера -
туре 37 °С и 60 °С (для α-амилазы A. flavus
var. oryzae) и при температуре 37 °С, 60 °С,
70 °С, 80 °С, 90 °С (для α-амилазы B. subtilis),
отбирая аликвоты через 15, 30, 60, 120, 180 мин
инкубирования энзима при соответствую-
щей температуре. рН-стабильность α-ами-
лаз изучали, выдерживая смесь препарата
с соответствующим буфером в течение 24 ч
и отбирая пробы для оценки активности
через определенные промежутки времени
(15, 30, 60, 120, 180 мин).

На рисунках (3−10) приведены средние
арифметические величины; отклонение от
среднего значения не превышало 5%.

Результаты и обсуждение

Необходимая степень чистоты энзимных
препаратов определяется областью их приме-
нения. Так, в легкой промышленности
и сельском хозяйстве используют энзимы
с незначительной степенью очистки (техниче-
ские препараты), в то время как различные
отрасли пищевой, микробиологическая и
текстильная промышленность требуют приме-
нения более высокоочищенных препаратов.
Особенно высокие требования к чистоте
энзимных препаратов выдвигают медицин-
ская и химическая промышленность [4, 5, 11]. 

В данной работе для очистки α-амилаз
были использованы как традиционные методы,
в частности осаждение сульфатом аммония,
гель-фильтрация, ионообменная хромато-
графия, так и более высокоэффективный
и избирательный метод — аффинная сорб-
ция на крахмале.

Объектами исследования служила α-
амилаза, полученная из продуцентов гриб-
ного и бактериального происхождения —
A. flavus var. oryzae и B. subtilis, соответ-
ственно.

Известно, что в культуральной жидкости
большинства микромицетов можно выявить
целый комплекс гликозидазной активности,
что прежде всего связано со способом суще-
ствования грибов, природными субстратами
которых являются растительные остатки
[12]. С использованием крахмала, казеина, а
также ряда синтетических субстратов в
СКЖ A. flavus var. oryzae была обнаружена:
α-амилазная, α- и β-D-галактозидазная, β-D-
глюкозидазная, N-aцeтил-β-D-глюкозами-
нидазная, N-aцeтил-β-D-галактозидазная,
а также протеолитическая активность.

Для очистки препарата α-амилазы
A. flavus var. oryzae от сопутствующих энзи-

мов супернатант культуральной жидкости
фракционировали сульфатом аммония от 0
до 30% и от 30 до 90% насыщения. Приме -
нение сульфата аммония для выделения
энзимных препаратов является традицион-
ным, так как он хорошо растворим в воде
и не оказывает вредного влияния на энзи-
мы, а также способен стабилизировать про-
теиновые глобулы. Поскольку при 30%
насыщении сульфатом аммония наблюда-
лось осаждение части амилолитической
активности, в дальнейшем для выделения α-
амилазы A. flavus var. oryzae использовали
осаждение супернатанта культуральной
жидкости сульфатом аммония от 0 до 90%
насыщения, что позволило повысить актив-
ность энзима в 3 раза. Однако не всегда
высаливание сульфатом аммония приводит
к повышению уровня активности энзима,
иногда происходит только его концентриро-
вание [13]. 

Дальнейшая схема очистки α-амилазы
A. flavus var. oryzae включала гель-фильтра-
цию на Toyopearl HW-50 геле (рис. 1).
В результате гель-фильтрации диализата
высаливания были получены три фракции,
однако α-амилазная активность присутство-
вала только во фракции I, причем была
повышена в 1,5 раза, в то время как протео-
литическая и другие виды гликозидазной
активности были снижены в 30 и 2 раза,
соответственно, по сравнению с актив-
ностью 90% высаливания.

Дальнейшая ионообменная хроматогра-
фия фракции I на DEAE-Toyopearl 650 M
геле с использованием градиента NaCl (0−
1,0 М) (рис. 2) позволила очистить от сопут-
ствующих протеинов и увеличить α-амилаз-
ную активность препарата A. flavus var.
oryzae в 9 раз по сравнению с результатами

Рис. 1. Профиль элюции препарата α-амилазы
A. flavus var. oryzae на Toyopearl HW-50
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гель-фильтрации и в 37 раз по сравнению
с активностью в СКЖ. На данном этапе очи-
стки удалось полностью избавиться от про-
теолитической, β-D- и α-D-галактозидазной
активности и снизить значения N-aцeтил-β-
D-галактозидазной, β-D-глюкозидазной и N-
aцeтил-β-D-глюкозаминидазной активности
до следовых количеств (рис. 3).

Таким образом, предложенная схема
очистки оказалась эффективной и позволи-
ла очистить энзимный препарат A. flavus
var. oryzae в 37 раз по сравнению с актив-
ностью в СКЖ продуцента.

При производстве любого энзимного пре-
парата важно получить максимально очи-
щенный продукт при минимальных затра-
тах, поэтому параллельно нами был
использован более простой, доступный и
дешевый метод очистки аффинной сорбции
на крахмале. Однако использование этого
метода для получения очищенного препара-
та α-амилазы A. flavus var. oryzae не дало
желаемых результатов. Удельная актив-
ность энзима не только не была увеличена
в результате очистки, но и снизилась
в 3 раза, что может быть связано с недоста-
точной сорбцией α-амилазы A. flavus var.
oryzae на данном субстрате. Поэтому в даль-
нейшем для получения очищенного препа-
рата α-амилазы A. flavus var. oryzae такой
метод очистки не применялся.

В СКЖ другого продуцента α-амилазы
B. subtilis 147 помимо α-амилазной активно-
сти (2,5−3,0 Ед/мл) отмечалась также про-
теолитическая активность (0,5−0,6 Ед/мл),
в то время как другие виды гликозидазной
активности не были обнаружены. Для выде-
ления препарата α-амилазы из супернатанта
культуральной жидкости B. subtilis 147 при-
бегали к осаждению сульфатом аммония
90%-го насыщения, поскольку, как и в слу-
чае с α-амилазой A. flavus var. оryzae, при
30%-м насыщении сульфатом аммония
наблюдалось осаждение части амилолитиче-
ской активности. Этот способ выделения
энзима позволил повысить активность α-
амилазы B. subtilis 147 в 6 раз по сравнению
с активностью в СКЖ.

Главная задача, стоящая перед нами,
заключалась в отделении от α-амилазы
энзима с протеолитической активностью.
С этой целью применили несколько мето-
дов, а именно: использование специфиче-
ского для связывания протеаз субстрата
(диасорб-бацитрацина), гель-фильтрацию и
ионообменную хроматографию, аффинную
сорбцию на крахмале.

Ранее исследователи [14] успешно при-
меняли бацитрацин в качестве лиганда для
связывания протеаз при аффинной хромато-
графии, поскольку он является их конку-
рентным ингибитором, взаимодействуя
с зоной связывания субстрата в этих энзимах.
Однако в наших исследованиях использование
диасорб-бацитрацина не дало положитель-
ных результатов: субстрат сорбировал как

Рис. 2. Профиль элюции препарата α-амилазы
A. flavus var. oryzae на DEAE-Toyopearl 650 M

Риc. 3. Спектр активности препарата α-амилазы
A. flavus var. oryzae на разных стадиях

очистки.
СКЖ — супернатант культуральной жидкости; 
ГФ — гель-фильтрация; 
ИОХ — ионообменная хроматография
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протеазу, так и амилазу, а десорбировать
амилазу, изменяя ионную силу буфера, не
удалось. Применение для этой цели системы
растворителей значительно усложняло бы
задачу и могло вызвать инактивацию энзима.

Для очистки препарата B. subtilis 147
также были использованы такие методы,
как гель-фильтрация на TSK HW-50 геле и
ионообменная хроматография на DEAE-TSK
650 M геле. Удельная активность α-амилазы
B. subtilis 147 после очистки этими методами
не только не увеличивалась, но даже снижа-
лась, а разделение амилолитического и про -
тео литического энзимов не происходило.

Учитывая, что традиционные методы
оказались неэффективными для очистки
препарата α-амилазы B. subtilis 147, в даль-
нейших исследованиях использовали аф -
фин ную сорбцию на крахмале. Исследо -
ватели [15] более 100 лет тому назад
обна ружили, что амилаза поджелудочной
железы способна сорбироваться на карто-
фельном нерастворимом крахмале. Более
того, было показано, что не только крахмал,
но и гликоген, а также декстрины могут слу-
жить сорбентами α-амилазы. Причем сорби-
руемость α-амилазы на полисахаридных
субстратах повышается с понижением тем-
пературы, поэтому сорбцию проводят при 0−
4 °С, а десорбцию — при повышенных тем-
пературах. В качестве субстратов для
сорбирования α-амилазы B. subtilis 147
были использованы два вида нерастворимо-
го картофельного крахмала, а также куку-
рузный крахмал. Наилучшей способностью
к сорбированию отличался нерастворимый
картофельный крахмал фирмы «Авега»
(Украина), поэтому именно этот вид крахма-
ла использовали для дальнейшей работы.
Были подобраны оптимальные условия для
сорбирования α-амилазы B. subtilis 147:
1) соотношение количества энзима и количе-
ства крахмала — 300 мкг и 200 мг соответ-
ственно; 2) величина рН буфера — лучше
всего энзим сорбировался на крахмале при
слабокислых и нейтральных значениях рН.
Эти результаты совпадают с данными, полу-
ченными исследователями [13, 16] для α-ами-
лаз Bacillus sp. BKL20 и B. subtilis IFO3108,
которые также лучше всего связывались с
нерастворимым картофельным крахмалом
при слабокислых и нейтральных значениях рН.

Важным условием эффективной очистки
α-амилазы является десорбция связанного
энзима с носителя. Известно, что десорбция
наиболее активно происходит в условиях
повышенных температур [17, 18]. Однако не
всегда повышение температуры гарантирует

эффективное отделение энзима от носителя.
В качестве элюантов использовали 2%-е рас-
творы мальтозы, глюкозы, декстрина, 1 М
ацетата кальция и 1 М хлорида калия (рис. 4).
α-Амилаза B. subtilis 147 десорбировалась
всеми исследованными элюантами, но наи-
лучшие результаты были получены
с использованием 0,01 М фосфатного буфера
при нагревании до 60 °С и 2%-го раствора
декстринов, когда наблюдалась 4- и 3-крат-
ная очистка энзима (50 и 40 Ед/мг протеина
соответственно) по сравнению с 90%-м выса-
ливанием, при этом удалось почти пол-
ностью избавиться от протеазы (0,02 Ед/мл).

Таким образом, аффинная сорбция на
крахмале оказалась эффективным методом
очищения α-амилазы B. subtilis 147, что поз-
волило очистить ее в 20 раз по сравнению с
СКЖ. По результатам, полученным другими
авторами, с использованием аффинного мето-
да очистки на основе крахмала им удалось
достичь 18-кратной очистки α-амилазы [6].

Дальнейшая работа была связана с опре-
делением оптимальных значений рН и тем-
пературы действия очищенных α-амилаз
A. flavus var. oryzae и B. subtilis, а также
с изучением их стабильности при оптималь-
ных значениях рН и температуры.

Для определения рН-оптимумов действия
очищенных α-амилаз (рис. 5) использовали
0,05 М универсальный буферный раствор
с диапазоном значений рН от 3,0 до 12,0.
Установлено, что препараты α-амилаз
в зависимости от штамма отличались опти-
мальными условиями действия. Так, α-ами-
лаза B. subtilis 147 была активна в диапазоне
рН от 4,0 до 9,0, с оптимальным значением
8,0. Подобное свойство было характерно для
α-амилазы B. cohnii, проявляющей актив-
ность в диапазоне рН от 4,0 до 10,0 [19], 

Рис. 4. Влияние разных веществ на десорбцию
α-амилазы B. subtilis 147 

с нерастворимого картофельного крахмала.
«–» — Амилолитическая активность диализата
90%-го высаливания
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α-амилазы B. subtilis JS-2004 с оптимумом
рН 8,0 [20], α-амилазы из Bacillus sp.
BKL20, которая проявляла высокую амило-
литическую активность в широком диапазо-
не рН − от 6,0 до 11,0 [13], для α-амилазы
B. subtilis KIBGE HAS с рН-оптимумом 7,5
[21], α-амилазы B. cereus с оптимумом рН
8,0 [22].

α-Амилаза A. flavus var. oryzae 80428
имела оптимум рН 6,0 и была активна при
рН от 4,0 до 7,0. α-Амилазы таких грибных
продуцентов, как A. niger, Penicillium
citrinum HBF62 и P. camemberti PL21, имели
максимальную активность при рН 5,0 [24],
5,5 и 6,5 [6, 23], соответственно. 

Таким образом, исследуемые нами препа-
раты α-амилаз были активными при кислых,
нейтральных и щелочных значениях рН.

Изучение стабильности α-амилаз с опти-
мальными значениями рН показало, что α-
амилаза B. subtilis 147 (рис. 6) полностью
сохраняла стабильность в течение 24 ч при
рН 7,0; 8,0; 9,0, а при рН 6,0 — 63% от

исходной активности. Значения рН 4,0 и 5,0
оказались неблагоприятными для α-амила-
зы B. subtilis 147 — через 3 ч энзим сохранял
всего 30% начальной активности, а через 24 ч
активность полностью исчезала. Подобное
свойство характерно для α-амилазы Bacillus
sp. BKL20, которая также была полностью
стабильна в течение 24 ч при рН 7,0−9,0,
а при рН 4,0 и 5,0 имела незначительную
активность [13]. α-Амилаза B. subtilis JS-
2004 через сутки при оптимальном значении
рН 8,0 сохраняла 94% начальной активнос-
ти, а при рН 7,0 и 9,0 — 90% [20].

α-Амилаза A. flavus var. oryzae (рис. 7)
оказалась полностью стабильной в течение
24 ч при рН 5,0; 6,0; 7,0, а при рН 4,0 сохра-
няла только 17% исходной активности.
α-Амилаза P. citrinum HBF62 через сутки
про являла 95% начальной активности при
рН 7,5, 80% — при рН 6,5 и 74% — при опти -
мальном значении рН 5,5 [6]. Таким образом,
исследуемые нами α-амилазы B. subtilis 147 и
A. flavus var. оryzae были полностью стабиль-
ными при оптимальных значениях рН.

Зависимость активности большинства
энзимов от температуры графически описы-
вается кривой, с помощью которой опреде-
ляют оптимальную для каждой реакции
температуру. Определение термооптимума
показало (рис. 8), что α-амилаза B. subtilis
147 с рН-оптимумом 8,0 проявляла макси-
мальную активность при температуре 90 °С,
а α-амилаза A. flavus var. oryzae с оптимумом
рН 6,0 — при температуре 60 °С. Эти резуль-
таты согласуются с данными, полученными
другими авторами для α-амилазы Bacillus
HUTBS62, которая проявляла максималь-
ную активность при 90 °С [25], α-амилазы
Geobacillus thermoleovorans с термооптиму-

Рис. 5. Определение рН-оптимума очищенных
α-амилаз A. flavus var. oryzae и B. subtilis 147

Рис. 6. рН-стабильность очищенной α-амилазы
B. subtilis 147

Рис. 7. рН-стабильность очищенной α-амилазы
A. flavus var. oryzae



Експериментальні статті

97

мом при 100 °С [1], α-амилазы Bacillus sp.
PN5 c максимальной активностью при 90 °С
[26], α-амилазы P. citrinum HBF62 c термо -
оптимумом при 55 °С [6].

Определение термостабильности показа-
ло, что α-амилаза B. subtilis 147 с рН-опти-
мумом 8,0 (рис. 9) оказалась полностью тер-
мостабильной в течение 3 ч при температуре
37, 60 и 70 °С, при 80 °С — сохраняла 80%
исходной активности. При оптимальной
температуре 90 °С энзим сохранял 70%
исход ной активности в течение получаса и
7% — 3 ч инкубирования. α-Амилаза Bacil -
lus HUTBS62 на протяжении 3-часового
инкубирования при 60 °С сохраняла 80%
исходной активности, при 70 °С — около 60%,
при 80 °С — 55% и при 90 °С — 40% [25].

Изучение термостабильности α-амилазы
A. flavus var. оryzae показало (рис. 10), что
при инкубировании энзима в течение 3 ч при
температуре 37 °С она сохраняет 100% ак -
тив ности, а при оптимальной температуре
60 °С уже через полчаса наблюдалось сниже-
ние активности до 22%, через 3 ч — до 3%.
В то же время α-амилаза P. citrinum HBF62
при 3-часовой инкубации при 27 °С сохраня -
ла 93% исходной активности, а при 60 °С —
75% [6].

Таким образом, в результате проведен-
ных исследований были получены очищен-
ные препараты α-амилаз A. flavus var. оryzae
80428 и B. subtilis 147. По результатам
изучения рН- и термостабильности α-амила-
за B. subtilis 147 является перспективной не
только с научной точки зрения, но и для
применения в различных отраслях промыш-
ленности, особенно для осахаривания крах-
малосодержащего сырья, поскольку исполь-
зование термостабильного энзима дает
возможность непосредственно перейти от
стадии желатинизирования крахмала к его
расщеплению без дополнительных затрат на
охлаждение реакторов.

Рис. 9. Термостабильность очищенной 
α-амилазы B. subtilis 147

Рис. 10. Термостабильность очищенной 
α-амилазы A. flavus var. oryzae

Рис. 8. Определение термооптимума 
очищенных α-амилаз A. flavus var. oryzae 

и B. subtilis 147
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ОЧИЩЕННЯ α-АМІЛАЗ
Aspergillus flavus var. oryzae 

І Bacillus subtilis ТА ЇХНІ ВЛАСТИВОСТІ

К. В. Авдіюк
Л. Д. Варбанець
Л. А. Сафронова
Е. С. Харкевич

Інститут мікробіології і вірусології 
НАН України, Київ

E-mail: varbanets@serv.imv.kiev.ua

Підібрано методи виділення та очищення
ензимів з α-амілазною активністю двох проду-
центів — Aspergillus flavus var. oryzae 80428
і Bacillus subtilis 147, які включали: фракціо-
нування сульфатом амонію, гель-фільтрацію
на TSK-гелі Toyopearl HW-50 та іонообмінну
хроматографію на TSK-гелі DEAE-Toyopearl
650 M (для α-амілази A. flavus var. oryzae);
фракціонування сульфатом амонію та афінну
сорбцію на крохмалі (для α-амілази B. subtilis
147). α-Амілазу A. flavus var. оryzae було очи-
щено в 37 разів, α-амілазу B. subtilis 147 — у 20
разів порівняно з активністю ензиму в культу-
ральній рідині. α-Амілаза A. flavus var. оryzae
виявляла максимальну активність при рН 6,0
і за температури 60 °С, зберігала 100% актив-
ності через 24 год при рН 5,0−7,0 і протягом 3
год за температури 37 °С. рН-оптимум α-аміла-
зи B. subtilis 147 становив 8,0 з термоопти -
мумом при 90 °С; ензим повністю зберігав
вихідну активність упродовж доби при рН 7,0−
9,0 та протягом 3 год за температури 37 °С,
60 °С, 70 °С. За температури 80 °С α-амілаза
B. subtilis 147 зберігала 80% початкової актив-
ності після 3 год інкубування. 

Ключові слова: α-амілаза, гель-фільтрація,
іонообмінна хроматографія, Aspergillus flavus
var. oryzae, Bacillus subtilis, очищення.
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α-AMYLASES AND THEIR PROPERTIES 

K. V. Avdiyuk
L. D. Varbanets
L. A. Safronova
E. S. Harkevich

Institute of Microbiology and Virology of
National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv

E-mail: varbanets@serv.imv.kiev.ua

Methods of isolation and purification of
enzymes with α-amylase activity of the two pro-
ducers — Aspergillus flavus var. oryzae 80428
and Bacillus subtilis 147 were selected which
included: ammonium sulfate fractionation, gel
filtration on TSK-gel Toyopearl HW-50 and ion-
exchange chromatography on TSK-gel DEAE-
Toyopearl 650 M (for α-amylase, A. flavus var.
oryzae); fractionation by ammonium sulfate and
affinity sorption on starch (for α-amylase,
B. subtilis 147). α-Amylase of A. flavus var. оry-
zae was purified in 37 times and α-amylase
B. subtilis 147 — in 20 times in comparison with
enzyme activity in supernatant of cultural medi-
um. α-Amylase of A. flavus var. oryzae showed
maximum activity at 60 °С and pH 6,0 and
retained 100% activity after 24 h at pH 5,0−7,0
and after 3 h at 37 °С. The pH and temperature
for optimum activity of the enzyme were 90 °С
and 8,0. It was stable at рН 7,0−9,0 after 24 h
and at 37 °С, 60 °С, 70 °С after 3 h and retained
80% of the initial activity after 3 h at 80 °С,
respectively.

Key words: α-amylase, gel-filtration, іоn-
exchange chromatography, Aspergillus flavus
var. oryzae, Bacillus subtilis, purification.




