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1. Wstep

a-amylazy (glukanohydrolazy 1,4-a-D-glukanéw, EC 3.2.1.1) hydrolizuja wigzania a-D-gli-
kozydowe w pozycji 1,4, w sacharydach zawierajacych trzy lub wiecej reszt glukopiranozy (3).
Enzymy te sg produkowane w skali przemystowej przez bakterie Bacillus subtilis, plesnie Asper-
gillus oryzae, A. niger, A. usami, A. avamori oraz niektore szczepy z rodzaju Rhizopus i Paecilo-
myces.

Rozpatrujgc warunki hydrolizy skrobi przez amylazy pochodzace z ré6znych zrédet mozna
zauwazyc¢, ze plesniowe enzymy wykazujg maksymalng aktywnos¢ w znacznie nizszym pH
Srodowiska i nizszej temperaturze reakcji niz a-amylazy bakteryjne. Te ostatnie charakteryzuja
sie ponadto szczegolnie wysoka termostabilnoscia.

W latach szes$édziesigtych uczeni japoniscy stwierdzili, ze niektére szczepy ,,czarnych” plesni
Aspergillus, w pewnych okreslonych warunkach nagromadzajg w podtozu dwa rodzaje a-amy-
laz. Obok zwyczajnego, kwasolabilnego enzymu, analogicznego z Taka-amylazg A. oryzae,
w hodowiach pojawia sie kwasostabilna forma, stanowigca znikomy procent ogélnej aktywnosci
amylolitycznej (12). Dalsze badania wykazaty, ze zdolno$¢ biosyntezy kwasostabilnych a-amy-
laz maja bardzo nieliczne szczepy ro¢za\u Aspergillus, charakteryzujace sie czarna pigmentacja
(6,17) oraz szczep Paecilomyces subglobosum (15). Wszystkie szczepy Rhizopus oraz zétto-
zielone plesnie ~sperg///us produkuja jedynie kwasolabilng forme a-amylazy.

W czym tkwi istota réznicy miedzy obydwoma typami enzymow? Kwasostabilne a-amylazy
inkubowane w pH 2,5 w temperaturze 37"C w ciggu 30 min zachowujg w petni aktywnos¢ enzy-
matyczng, podczas gdy enzymy kwasolabilne inkubowane w tych warunkach catkowicie i nie-
odwracalnie traca swe katalityczne wiasciwosci.

W poréwnaniu ze ,zwyczajnymi' amylazami ples$ni i bakterii, na temat kwasostabilnych
i jednoczesnie termostabilnych amylaz jest, jak dotad, bardzo niewiele dostatecznie udokumen-
towanych informacji. W artyJkule oméwiono warunki biosyntezy takiej wtasnie a-amylazy A. ni-
ger, metody izolowania i oczyszczania tego enzymu, jak réwniez scharakteryzowano jego pod-
stawowe wtasciwosci.

2. Materiaty i metody

Plesnie i ich hodowla

Sposrdéd 80 przetestowanych szczepow plesni, nagromadzajacych w podtozu kwasne a-
amylazy, przejawiajagce maksymalng aktywnos¢ enzymatyczng w pH ponizej 4,0 do badan wyty-
powano 3 szczepy Aspergillus: A. n. £799 \A. n. R-65-4 (Muzeum Czystych Kultur Instytutu Fer-
mentacji i Mikrobiologii PL) oraz A. n. 17.02 (Instytut Biochemii Technicznej, PL). Plesnie
przechowywano na skosach agarowych z 8Blg°® brzeczka i na stupkach ziemniaka.

* Prace wykonano w ramach programu CPBP 04.11.
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Hodowle szczepéw prowadzono na podtozu standardowym (MS) o skladzie (w %%): maka
sojowa - 5, pektyna jabtkowa - 1, namok kukurydziany - 3, NH4NO3 - 0,1, KH2PO4 - 0,1,
Na2s04 - 0,05, ktore to sktadniki zawieszano w wodnym wyciagu z otrgb pszennych. Do niekt6-
rych podtéz MS w miejsce wyciagu z otrgb dawano wodny wyciag z kietkéw stodowych, droz-
dzy paszowych, sok z pomidora tub serwatke. Inng mod~ikacjg podtoza MS byly podioza Z,
ktére zamiast maki sojowej zawieraly 10% miazgi ziemniaczanej. Przetestowano réwniez
przydatnos$¢ w biosyntezie badanych enzyméw skrobi ziemniaczanej i innych gatunkéw maki.

Plesnie hodowano w kolbach o pojemnosci 100 ml metodg powierzchniowa lub wgtebng
w ciggu 3-:-5 dni w temperaturze 30°C, a w niektorych wariantach hodowli réwniez w temperatu-
rze 25'°C i 35°C.

Oznaczanie aktywnosci kwasostabilnych amylaz

Celem inaktywacji kwasoiabilnych enzymoéw, filtrat podtoza hodowlanego plesni doprowa-
dzano 0,1 n HCI do pH 2,5, pozostawiano na 30 minut w temperaturze 37°C i odwirowywano.
Uzyskany ptyn nadosadowy stanowit ciekly, wyjSciowy preparat kwasostabilnych amylaz.

Wobec braku uniwersalnej metody oznaczania aktywnosci amylaz (18) i stosunkowo szero-
kiej specyficznosci tych enzyméw (13) aktywnos$¢ preparatéw oceniano dwiema réwnolegtymi
metodami:

<zmodyfikowang metoda Fischera-Steina (4), w ktérej iloSciowo oznacza sie wszystkie pro-
dukty hydrolizy skrobi o wiasciwosciach cukrow redukujacych. Za jednostke aktywnosci (j. FS)
przyjeto taka ilos¢ enzymu, ktéra w ciggu 3 minut, w temperaturze 65"C i pH 3,7 uwalnia z 1%
roztworu skrobi rozpuszczalnej I mg cukréw redukujgcych w przeliczeniu na maltoze;

= metoda jodometryczng AS (14), w ktérej produkty rozktadu skrobi okresla sie kolorymetry-
cznie (656 nm). Reakcje prowadzono w temperaturze 65"C w ciggu 10 minut w pH 3,7, stosujac
jako substrat 1% roztwor skrobi. Aktywnos¢ wyrazano w jednostkach AS okreslajacych ilosé
gramow roztozonej skrobi w ciggu 1 godziny w warunkach oznaczania.

Zawartosc¢ glukozy w enzymatycznym hydrolizacie oznaczano metodg GOD z oksydazg glu-
kozowa (16).

Biatko oznaczano kolorymetryczng metodg Lowry’ego i in. (9) przy diugosci fali 565 nm oraz
spektrofotometrycznie (280 nm).

Oczyszczanie i charakterystyka kwasostabilnej a-amylazy

Proces izolowania i oczyszczania kwasostabilnej a-amylazy obejmowat:

eoddzielanie biomasy od filtratu podtoza i inaktywacje kwasoniestabilnych enzyméw,

ezatezanie i dialize filtratu,

swytrgcanie biatka enzymatycznego etanolem (2:1, v/v),

schromatografie jonowymienna preparatu enzymu na kationicie MONO S (bufor Mc llvaine'a
0,03 M, pH 2,9), a nastepnie na anionicie MONO O (bufor octanowy 0,01 M, pH 4,3) z gradien-
tem NacCl.

Charakteryzujgc enzym okreslono optymalne pH i temperature hydrolizy skrobi, pH i termo-
stabilnos¢ enzymu. Zbadano tez produkty hydrolizy skrobi, amylozy i amylopektyny. W tym celu
na ptytki pokryte Kiesel-Gelem 60 nanoszono 1% roztwory wzorcowe glukozy, maltozy, malto-
triozy i maltotetraozy oraz enzymatyczne hydrolizaty wymienionych polisacharydéw. Chromato-
gramy rozwijano w uktadzie n-butanol-etanol-woda = 2:1:1 i wywotywano 10% H2SO4 (10 min,
120°C).

BIOTECHNOLOGIA 1 (11) 91



84 E. GALAS i in.

3. Wyniki i dyskusja

Szczepy ples$ni podczas wzrostu na podtozach stymulujacych biosynteze enzyméw amyloli-
tycznych nagromadzaja, w zaleznosci od swych cech genetycznych, rézne rodzaje amylaz, hy-
drolizujacych wigzania a-"™ ,4 i a-1,6 w skrobi.

Sposréd osiemdziesieciu testowanych szczepow Aspergillus wybrano trzy, ktére jako jedy-
ne wykazywaty aktywnos$¢ kwasostabilnych a-amylaz. Szczepy te hodowano na podtozu stan-
dardowym MS w warunkach wgtebnych (W) i powierzchniowych (P) w ciggu 5 dni, oznaczajac
sumaryczng aktywnos$¢ amylolityczng amylaz kwasolabilnych i kwasostabilnych, nastepnie za$
PO usunieciu pierwszego typu enzymoéw - aktywnos$¢ a-amylaz kwasostabilnych (rys. 1). W puli
amylaz A. n. E199 kwasostabilne enzymy stanowig tylko 15%, podczas gdy A. n. 17.02 produku-
je niemal wylacznie enzymy kwasostabilne. Z tego wzgledu prezentowane dalej wyniki dotycza
wylacznie szczepu Aspergillus niger 17.02. De Song (1) zauwazyt, ze w pien”rszym okresie bio-
syntezy enzymow nagromadza sie zwyczajna, kwasolabilna amylaza, ktérej udziat w miare
uplywu czasu wyraznie sie zmniejsza. Kwasostabilny enzym pojawia sie nieco pdézniej. Proces
biosyntezy tych enzymow, co potwierdzajg rowniez wyniki na rys. 1, nie moze by¢ zatem krétszy
niz 4-5 dni. W biosyntezie enzymoéw plesniowych wykorzystuje sie zwykle fermentacje wgtebne.
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Dni hodowli

Rys.l. Aktywnos$¢ amylolityczna w hodowli wybranych szczepéw A. niger. Hodowle prowadzono w warun-
kach wgtebnych (W) i powierzchniowych (P). Ogdélng aktywnos¢ amylaz ( | | ) oznaczano w filtratach
podtoza po hodowli, przed inaktywacja enzymoéw kwasolabilnych; za$ po ich wytrgceniu, oznaczano
aktywnos¢ a-amylaz kwasostabilnych (' |).
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z wielu wzgledow korzystniejsze. Istotnie, ,,zwyczajne" a-amylazy szybciej i wydajniej nagroma-
dzajg sie w hodowlach wgtebnych, natomiast odnosnie do kwasostabilnych amylaz zdania sg
podzielone. Mellor (10), Kwesitadze (8) i Sawada (15) preferujg wgtebny typ fermentacji, nato-
miast De Song (2) stosuje hodowle powierzchniowe. Nasze badania jednoznacznie wskazuja
(rys. 1), ze dla biosyntezy kwasostabilnych amylaz przez szczep n. 17.02 korzystniejsza jest
fermentacja w warunkach statycznych.

Optymalizujgc warunki biosyntezy kwasostabilnych amylaz przez A. niger ustalono skiad
podtoza standardowego MS (5), ktére poddano dalszym modyfikacjom (tab. 1), wprowadzajac
miedzy innymi w miejsce czesto trudno dostepnej maki sojowej miazge ziemniaczang (podtoze Z).

Tabelal
Wplyw skiadu podtoza na biosynteze kwasostabilnych amylaz A. niger M.02
Podtoze pH filtratu Aktywnos$¢ amylazy j FS/ml
standardowe MS 3,65 44,2
MS + NaNOg (0,1%) 3,65 42,9
MS + melas (0,05%) 3,55 46,5
MS - bez otrgb
+ kietki stodowe 3,55 39,2
- drozdze paszowe 3,5 27,1
+ sok pomidorowy 3,6 30,3
+ serwatka 3,45 26,8
standardowe Z 3,65 43,8
Z - CaCOg (0,5%) 3,8 43,1
Z + CaCOg (0,5%) + MgS04 (0,15%) 3,9 43,8
Z + melas (0,05%) 3,65 52,9
Z - namok 3,3 37,5
Z - otreby + kietki 3,75 50,6
Otreby pszenne (5%) 2,45 18,6
CaCo03 (0,5%), woda (2)
Otreby pszenne (4%) 2,05 11,3

skrobia ziemniaczana (2%)
(NH4)2S04 0,2%)
KH2PO4- (0,1%) woda (11)

Dla poréwnania w tab. 1 przedstawiono wyniki uzyskane na podtozach De Songa (2) i Mi-
nody (11), w ktérych szczep A. n. 17.02 nagromadza kilkakrotnie mniej kwasostabilnej a-
amylazy niz w opracowanych podtozach MS i Z. Wodny wyciag z otrgb lub kietkbw oraz melas
zdecydowanie stymulujg biosynteze kwasostabilnych amylaz, przy czym pH poditoza musi za-
wiera¢ sie w przedziale 3,5-*-4,0. Magka sojowa i miazga ziemniaczana sg znacznie lepszymi
skfadnikami pozywki dla biosyntezy amylaz niz rozpuszczalna skrobia i inne gatunki maki (tab. 2).

Tabela2

Wplyw surowcow weglowodanowych na biosynteze kwasostabilnej amylazy A. niger'M.02

Zrédio pH Aktywno$¢ amylazy j FS/ml
maka sojowa 3,6 41,1
maka pszenna 35 26,4
maka kukurydziana 3,65 30,8
maka zytnia 31 27,3
skrobia rozpuszczalna 3,2 18,2
ziemniak 3,6 42,8
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Na wydajnos¢ biosyntezy kwasostabilnych amylaz duzy wptyw ma réwniez temperatura ho-
dowli (tab. 3).

Tabela3

Wptyw temperatury hodowli A. niger 17.02 na biosynteze kwasostabllnej c*-4imylazy (j FS/ml)

Temp. hodowli °C pH podtoza po hodowli Sumaryczna aktywnos$¢  Aktywnos$¢ kwasostabilnej
amylaz amylazy %
25 3,65 49,0 96
30 3,90 46,4 94
35 3,50 37,8 86

W temperaturze 25°C, 96% sumarycznej aktywnosci amylaz stanowi amylaza kwasostabilna,
podczas gdy w temperaturze 35®C jej udziat w ogdélnej puli enzyméw amylolitycznych obniza sie
do 86%. De Song (1) uzyskat analogiczne zaleznosci, przy czym stosowany przez niego szczep
A niger dawat surowe preparaty amylaz, w ktorych kwasostabilna amylaza stanowita jedynie 3-5%
ogoblnej aktywnosci amylolitycznej.

W celu uzyskania preparatu kwasostabilnej a-amylazy w formie statej, filtrat podtoza zakwa-
szano (pH 2,5; 37°C, 30 min), zageszczano w wyparce prozniowej (30®C), dializowano w prze-
ciwpradzie buforu octanowego (0,05M, pH 3,7) i biatko wytrgcano dwiema objeto$ciami etanolu
(-20°C), uzyskujac preparat w postaci szarego proszku, dobrze rozpuszczalnego w wodzie,
o zawartosci biatka 0,72 mg/mg preparatu i aktywnosci a-amylazy 1,0 j AS/mg (tab. 4). Straty
aktywnosci kwasostabilnej amylazy wynosity 17% w stosunku do aktywnosci wyjsciowej, przy
ponad trzykrotnym jej oczyszczeniu.

Tabela4d
Oczyszczanie kwasostabilnej a-amylazy A. niger 17.02
llos¢ frakciji Zawartos¢ biatka Aktywno$¢ a-amylazy
Frakcja (preparatu)  ogotem  Wydajnosé Wrhasciwa  Ogdtem  Wydajno$é — Stopier
ml mg % j AS/mg j AS % oczyszcza-
biatka nia
filtrat podtoza 200 1322 100 0,40 520 100 1,0
po hodowli
filtrat 12,5 1163 88 0,42 489 94 1,0
zageszczony
filtrat 29,4 561 42 0,86 485 93 2,1
dializowany
suchy preparat 4367 314 24 1,38 433 83 34
suchy preparat 10 7,2 - 1,38 10 - 3.4
1 - po FPLC 1.0 0,43 1.4 5,9 2,55 21 14,8
na MONO S
6 - po FPLC 3,5 0,03 0,1 86,6 2,60 21 216,0
na MONO O

* [los¢ podana w mg.

Dalsze oczyszczanie enzymu prowadzono technikg FPLC. Na kolumne MONO S z kationi-
tem nanoszono 10 mg preparatu, uprzednio rozpuszczonego w 0,03 M buforze Mclivaine’a o pH
2,9. Biatko eluowano wstepnie tymze buforem z dodatkiem 0,002 M CaClg, a nastepnie gradien-
tem NaCl (0-0,05M). Otrzymano dwie frakcje: jedna, nie wiazaca sie z nosnikiem, i druga, wymy-
wang przy stezeniu soli 0,02 M. Frakcje pierwsza, o wysokiej aktywnosci amylaz, nanoszono na
kolumne MONO Q z anionitem. Elucje prowadzono 0,01 M buforem octanowym o pH 4,3 z do-
datkiem 0,002 M CaCls w gradiencie NaCl 0-0,1 M (rys. 2).
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Rys.2. Chromatografia kwasostabilnej
amylazy na kolumnie MONO O.
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Uzyskano 7 szczytéw biatkowych, z ktérych wytacznie szésty wykazywat aktywnosé kwaso-
stabilnej a-amylazy (tab. 4).

Odzyskiwano w nim catg aktywnos¢ enzymu naniesiong na anionit. Ten wysokooczyszczo-
ny preparat zastosowano do hydrolizy skrobi, amylozy i amylopektyny, charakteryzujac uzyska-
ne produkty reakcji (fotogram 1).

Najtatwiej degradowana jest amyloza, w hydrolizatach ktérej po 10 i 30 min reakcji (3 i 6 poz.
fotogramu) stwierdzi¢ mozna obecnos¢ oligocukréw (2-6 jednostek glukozy) i niewielkich ilosci
glukozy (0,01 mg/5 mg skrobi poddanej dziataniu enzymu). Podobnie tatwo hydrolizowana jest
skrobia ziemniaczana (2 i 5 poz. fotogramu). Najmniej podatna na dziatanie enzymu jest amylo-
pektyna (poz. 4 i 7). Podstawowym skladnikiem hydrolizatow jest maltotrioza i maltotetraoza.

Okreslono tez podstawowe wiasciwosci kwasostabilnej a-amylazy. W temperaturze 65"C
(rys. 3a) a-amylaza wykazuje maksymalng aktywnos¢ w pH 3,9-4,4, powyzej ktérego jej zdol-
nosc¢ hydrolizy skrobi gwattownie spada, natomiast w temperaturze 37®C enzym jest catkowicie
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Fotogram 1. Produkty hydrolizy skrobi ziemniaczanej (2 i 5), amylozy (3 i 6) i amylopektyny (4 i 7) przez
kwasostabilng a-amylaze A. n/ger w czasie 10 min (2,3,4) i 30 min (5,6,7) w pH 3,7 i temperaturze 65°C; | -
wzorce (glukoza - G*, maltoza - G2, maltotrioza - G3 i maltotetraoza - GJ.

Stabilny w pH 2,5-6,1 w ciggu 30 min inkubacji (rys. 4a). Preparaty kwasostabilnej a-amylazy
charakteryzujag sie nieoczekiwanie wysoka termostabilnoscig. Optymalna temperatura hydrolizy
skrobi dla 10-minutowej reakcji wynosi 70°C; preparaty enzymu preinkubowane w tej temperatu-
rze w ciggu 60 min w pH 3,7 traca tylko 18% aktywnosci wyjsciowej (rys. 4b). Wiasciwosci te
réznig badang a-amylaze A. niger 17.02 od innych kwasostabilnych amylaz A. niger opisanych
m.in. przez Kwesitadze (7,8). Wedtug tego autora kwasostabilne amylazy A. niger sg najaktyw-
niejsze w pH 4,8-5,5 w temperaturze 55°C, a inkubowane w 70°C w ciggu 60 min tracg ok. 90%
aktywnosci.

W Swietle tych danych, kwasostabilna a-amylaza A. niger 17.02 wydaje si¢ szczegolnie inte-
resujacym enzymem, odmiennym od innych kwasostabilnych a-amylaz opisanych w literaturze.

Rys.3. Wptyw pH (a) i temperatury (b) na aktywno$¢ kwasostabilnej a-amylazy A. niger.
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Czas

Rys.4. pH stabilnos¢ (a) i termostabilnos¢ (b) preparatéw kwasostabilnej a-amylazy A. niger.

Jej wlasciwosci stanowia zachecajace przestanki do wykorzystania tego enzymu w procesach
wymagajacych hydrolizy skrobi w pH 3,9-4,4 lub nizszym i w temperaturze 65-70°C, np. w pro-
cesie klarowania niektorych kwasnych sokéw owocowych.
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Acid-stable a- amylase of Aspergillus niger - biosynthesis,
purification, preliminary characteristic

Summary
Aspergillus niger 17.02 produces an acid-stable a-amylase (5 days, 25°C) in culture medium contain-

ing soya-bean meal, corn steep liquor, water extract from bran wheat, pectins and mineral salts. After pre-
cipitation with ethanol, the enzyme was purified by FPLC on MONO S and MONO Q columns.
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The purified enzyme preparation hydrolyzes amylose, starch and amylopectin giving mainly maltotrio-
se, maltotetraose and some higher oligosaccharides, maltose and a very low amount of glucose. The opti-
mum conditions of the enzyme action are pH 3,9"-4,1 and 65-70°C. The enzyme is stable at pH 2,3-"6,1
and after 1 hour preincubation at 70°C it loses only 18% of the activity. The high pH-stability and thermo-
stability of A. niger 17.02 a-amylase positively distinguish the enzyme from other A. niger a-amylases
previously described.

Adres dla korespondenc;ji:
Edward Galas, Instytut Biochemii Technicznej, Politechnika t6dzka, ul. Stefanowskiego
4/10, 90-924 +6dz.

NOWOSCI!

Katalityczna aktywnos$¢ hormonéw gonadotropowych

Dwa hormony przedniego ptata przysadki - hormon luteinizujgcy (lutotropina, LH) i folikulo-
stymulina (folitropina, FSH) - wykazujg wtasciwosci katalityczne. Hormony rozfaldowujg i reakty-
wujg zdenaturowang rybonukleaze, podobnie jak tioredoksyna, jednakze w pierwszej reakcji sa
odpowiednio, 60 i 200 razy bardziej aktywne.

Sugeruje sie, ze LH i FSH wspodtdziataja z aktywnoscig wigzacych je receptorow komoérko-
wych, katalizujac prawdopodobnie, analogicznie jak w reakcji z rybonukleaza, wymiane dwusiar-
czkéw lub reakcje redox. Zmienia to strukture receptoréw i uruchamia jezyczek spustowy kaska-
dy zdarzen sygnalnych, przetwarzanych wewnatrz komorki.

M.T.

Opracowano na podstawie: Boniface J. J., Reichert L. L. jr, (1990), Science, 247, 7-9.

Antidotum grypowe?

Podczas infekcji grypowych system obronny komérki generuje wolne rodniki tlenu (Og"),
ktore co prawda pomagaja unieszkodliwi¢ wirusa grypy, ale tez powaznie uszkadzajg komorki
i tkanki gospodarza.

Patogeniczne efekty, bedace wynikiem li tylko namnazania sie wirusa, sa znacznie stabsze.
Ostatnio Oda i in. stwierdzili, ze w surowicy krwi i w tkance ptucnej myszy zainfekowanej wiru-
sem grypy, znacznie wzrasta poziom aktywnosci oksydazy ksantynowej, odpowiedzialnej za
wytwarzanie wolnych rodnikéw tlenu. Autorzy ci, zastosowali w terapii zainfekowanych zwierzat
dysmutaze ponadtlenkowg (specyficzny zmiatacz wolnych rodnikéw), ktérg - dla przediuzenia
aktywnosci w knwioobiegu leczonych myszy - skoniugowali z kopolimerem piranu. Uzyskiwali
cofniecie sie objawdw choroby nawet wéwczas, gdy preparat enzymu byt podawany dopiero po
5-8 dniach trwania ciezkiej, letalnej infekcji. Oda i in. konkluduja, ze dysmutaza ponadtlenkowa,
zwigzana z kopolimerem piranu, ma potencjalnie terapeutyczne znaczenie nie tylko dla infekcji
grypowych, ale i innych choréb, ktérych patogenicznos$¢ wigze sie z dziataniem wolnych rodni-
koéw tlenu.

M.T.

Opracowano na podstawie; Oda i in., (1989), Science, 244, 974-976.
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