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KATARZYNA SAMBORSKA

WPLYW DODATKOW STABILIZUJACYCH NA KINETYKE
INAKTYWACJI CIEPLNE]J a-AMYLAZY Z ASPERGILLUS ORYZAE

Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie wptywu substancji dodatkowych na kinetyke inaktywacji cieplnej o-
amylazy z Aspergillus oryzae. Badano, czy efekt stabilizujacy alkoholi wielowodorotlenowych
(mannitolu, laktitolu, sorbitolu i glicerolu) i dwucukréw (trehalozy i sacharozy) zwiazany jest z liczba
grup hydroksylowych wystegpujacych w ich czasteczkach lub z ogdlna liczba tych grup w roztworze.

Zastosowane dodatki we wszystkich stezeniach spowodowaly wydluzenie czasu
dziesigciokrotnej redukcji aktywnosci enzymu w temperaturze 68°C, co $wiadczy o ich dziataniu
stabilizujacym na enzym. Zauwazalne byly rdéznice efektywnosci stabilizacji w zaleznosci od
rodzaju substancji oraz jej stgzenia. Zastosowanie cukréw okazato si¢ bardziej korzystne niz
alkoholi wielowodorotlenowych, a najbardziej skutecznym dodatkiem stabilizujacym byla
sacharoza. Na podstawie wzrastajacych wiasciwosci ochronnych analizowanych zwiazkow
uszeregowano je nastepujaco: mannitol < laktitol < sorbitol< glicerol < trehaloza < sacharoza.
Otrzymane wyniki nie potwierdzity hipotezy o wptywie liczby grup hydroksylowych w czasteczce
substancji dodatkowej lub catkowitej liczby grup OH w jednostce roztworu na stabilno$¢ cieplna
a-amylazy. Wykazano, ze wigkszy wptyw miato st¢zenie i rodzaj zastosowanego zwiazku - w
systemach o tej samej zawartosci grup OH czas dziesigciokrotnej redukcji réznit si¢ w zaleznosci
od zastosowanej substancji.

Stowa kluczowe: o-amylaza, inaktywacja cieplna, dodatki stabilizujace, mannitol, laktitol,, sorbitol,
glicerol, trehaloza, sacharoza

Wprowadzenie

Substancje dodatkowe, takie jak cukry i alkohole wielowodorotlenowe, stosuje si¢
w celu zwigkszenia stabilnosci cieplnej enzyméw wystepujacych w formie ciekle;.
Wedtug Klibanova [6] dodatek tych substancji do wodnych roztworéw enzymoéw
wzmacnia hydrofobowe interakcje pomigdzy niepolarnymi grupami aminokwasowymi,
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ktére razem z wigzaniami wodorowymi, interakcjami jonowymi i sitami van der Waalsa
odgrywaja istotna role w utrzymaniu natywnej, katalitycznie aktywnej struktury
enzymow.

Combes 1 wsp. [3] oraz Graber i Combes [4] przedstawiaja teori¢ na temat
mechanizmu stabilizacji enzyméw (a-amylazy) przez alkohole wielowodorotlenowe,
wedlug ktdrej substancje te wchodza w bezposrednie interakcje z czasteczka bialka,
a w niewielkim stopniu wptywaja na stopien organizacji wody. Graber i Combes [4]
stwierdzili, ze alkohole wielowodorotlenowe sa inhibitorami wspdtzawodniczacymi
a-amylazy i ich interakcje z centrum aktywnym enzymu odgrywaja decydujaca rolg
w stabilizacji tego enzymu. Ponadto, efekt stabilizacyjny jest zwiazany z liczba grup
wodorotlenowych w czasteczce substancji stabilizujacej, jako ze podobienstwo
a-amylazy do alkoholi wielowodorotlenowych wzrasta wraz ze wzrostem liczby tych
grup w czasteczce.

W  dostgpnej literaturze sugeruje sig, ze efekt stabilizujacy alkoholi
wielowodorotlenowych i cukréw zwiazany jest z liczba grup OH w czasteczce danej
substancji [2, 4] lub z og6lna liczba grup OH w danym roztworze [5, 7]. Guiavarc’h i
wsp. [5] stwierdzili, ze og6lna liczba grup OH w roztworach byta zwigzana z ich
efektem ochronnym wywieranym na pektynoesterazg, bez wzgledu na rodzaj
substancji zapewniajacej zrédto grup OH. Autorzy stwierdzili, Ze stabilno$¢ cieplna
tego enzymu moze by¢ przewidywana na podstawie znajomosci liczby grup OH w
danym systemie [8, 9].

Celem pracy byto okre$lenie wplywu substancji dodatkowych: mannitolu,
laktitolu, sorbitolu, glicerolu, trehalozy i sacharozy na kinetyke inaktywacji cieplnej
o-amylazy z Aspergillus oryzae oraz zbadanie czy efekt stabilizujacy zwiazany jest
zliczba grup hydroksylowych  wystgpujacych w  czasteczkach  substancji
stabilizujacych, czy tez z ogdlna liczba tych grup w roztworze.

Material i metody badan

Podstawowym materiatem do badan byt ptynny preparat a-amylazy z Aspergillus
oryzae Fungamyl 800L (Novozymes A/S). Aktywno$¢ enzymu gwarantowana przez
producenta wynosita 800 FAU/g. 1 FAU (Fungal a-Amylase Unit) jest to ilo$¢
enzymu, ktdéra rozktada 5,26 g suchej substancji skrobi w czasie jednej godziny w
warunkach standardowych (pH 4,7; temperatura 37°C).

Kinetyke inaktywacji cieplnej «-amylazy badano w obecnosci nastgpujacych
substancji dodatkowych: mannitolu, laktitolu, sorbitolu, glicerolu, trehalozy i sacharozy.
Substancje stabilizujace dodawane byly do 20 mM roztworu buforowego Bis-Tris o pH
réwnym 7,0. llosci dodawanych substancji byly dobrane tak, aby zapewnic t¢ sama liczbe
grup OH, ale pochodzacych z réznych zZrédet. Stosowane stezenia substancji
stabilizujacych i odpowiadajace im liczby grup OH w roztworach przedstawiono w tab.
1.
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Tabela 1

Stezenia substancji dodatkowych i odpowiadajace im liczby grup OH w roztworach.
Concentrations of additional substances and corresponding number of OH groups.

L[igzl—?/ig%p Mannitol Laktitol Sorbitol Glicerol Trehaloza | Sacharoza
Number of Mannit(;l Lactitoi Sorbit031 Glycerol Trehaloie Sucrose}:
OH groups [mg/cm”] [mg/cm’] [mg/cm”] [% (vIv)] [mg/cm”] [mg/cm’]
0,198 x 10% 100 - 100 8.1 140 140
0,281 x 107 - - - - 200 200
0,314 x 107 - 200 - 13,0 - -
0,396 x 107 - - 200 - -

0,595 x 107 - - 300 24,8 420 420
0,725 x 107 - - - 30,0 - -
0,992 x 107 - - 500 41,0 705 -

Inaktywacje¢ cieplna o-amylazy (a takze w roztworze buforowym bez Zzadnych
dodatkéw) prowadzono w lazni wodnej o kontrolowanej temp. 68°C. Temperaturg
inaktywacji dobrano uwzgledniajac wyniki przedstawione przez Samborska i wsp. [10]
Kapilary szklane o $rednicy 1,15 mm wypelnione badanym roztworem zanurzano w
tazni wodnej na okre$lony czas, po ktérym przenoszono je do tazni wodno-lodowej w
celu przerwania inaktywacji cieplne;j.

Do opisu inaktywacji enzyméw zastosowano model czasu $mierci cieplnej
(Thermal Death Time) [1], z ktérego wyprowadza si¢ parametr kinetyczny D,
nazywany czasem dziesigciokrotnej redukcji, definiowany jako czas potrzebny, w
danej temperaturze, do zmniejszenia aktywnos$ci enzymu o 90% (réwnanie 1).

A 1
logl — |[=——"1t (1)
A, D

Wiyniki i dyskusja

Kinetyka inaktywacji o-amylazy w 20 mM roztworze buforowym Bis-Tris oraz w
tym roztworze z dodatkami alkoholi wielowodorotlenowych i cukréw mogta by¢ Scisle
opisana modelem czasu $mierci cieplnej. Swiadczy o tym linearno$¢ zaleznosci
log A/Ag od czasu. Na rys. 1. przedstawiono przyktadowy wykres kinetyki inaktywacji
a-amylazy w roztworach o r6znym stgzeniu glicerolu. Czas dziesigciokrotnej redukcji
aktywnosci a-amylazy D w temp. 68°C we wszystkich roztworach o r6znej zawartosci
dodatkéw stabilizujacych przedstawiono w tab. 2.
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Rys. 1. Kinetyka inaktywacji a-amylazy w temp. 68°C w roztworze buforowym 20 mM Bis-Tris (X)
oraz z dodatkiem glicerolu [% v/v]: 8,1 (A), 13,0 (A), 24,8 (L), 30,0 (M), 41,0 (O)

Fig. 1.  Isothermal inactivation of ai-amylase at 68°C in 20 mM Bis-Tris buffer (X) and with addition of
glycerol [% v/v]: 8,1 (A), 13,0 (A), 24,8 ({T), 30,0 (M), 41,0 (O)

Tabela 2

Czas dziesigciokrotnej redukcji (D) inaktywacji cieplnej oi-amylazy w temp. 68°C w 20 mM roztworze
buforowym Bis-Tris oraz z dodatkami substancji stabilizujacych.

Decimal reduction time (D) for a-amylase isothermal inactivation at 68°C in 20 mM Bis-Tris buffer and
with addition of stabilizing compounds.

Liczba grup 20 mM Bis-Tris, pH 7,0
OH/cm™ |20 mM Bis-Tris, z dodatkiem / with addition of:
Number of pH 7,0 mannitolu | laktitolu | sorbitolu | glicerolu | trehalozy | sacharozy
OH groups* mannitol lactitol sorbitol glycerol | trehalose | sucrose
Deggec [min]

0 2,4+0,2 - - - - - -
0,198 x 10% - 3,1+£0,2 - 38+0,2 | 53+0,5 | 54+0,7 |102+04
0,281 x 10” - - - - - 75405 | 142+04
0,314 x 10* - 4203 - 6,904 - -
0,396 x 10 - - - 45+02 - - -
0,595 x 10 - - - 79+04 | 11,4£10]154+09 81315
0,725 x 10* - - - - 14,5+ 1,2 - -
0,992 x 10* - - - 132+0,7 33,7+ 1,8 | 474 £4,1 -

* Stezenia roztworéw podano w tab. 1./ *Concentrations as presented in Tab. 1.

Zastosowane dodatki we wszystkich stgzeniach spowodowaly wydtuzenie czasu
dziesigciokrotnej redukcji, co $§wiadczy o ich dziataniu stabilizujacym na enzym.
Zauwazalne byty roznice efektywnosci stabilizacji w zalezno$ci od rodzaju zwiazku
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oraz jego stgzenia. W przypadku mannitolu i laktitolu wzrost warto$ci D w stosunku
do roztworu buforowego byty niewielki. Zastosowanie sorbitolu, glicerolu i trehalozy,
zwlaszcza w wyzszych stezeniach, spowodowato wigkszy wzrost stabilno$ci enzymu.
Najbardziej skutecznym dodatkiem stabilizujacym okazatla si¢ sacharoza.
Zastosowanie 1,2M roztworu (420 mg/cm’) pozwolito na uzyskanie ponad
trzydziestokrotnego wzrostu czasu dziesigciokrotnej redukcji w poréwnaniu z
roztworem buforowym bez zadnych dodatkéw. Na podstawie wzrastajacych
wiasciwosci ochronnych zastosowanych zwiazkéw mozna je uszeregowac nastgpujaco:
mannitol < laktitol < sorbitol < glicerol < trehaloza < sacharoza. Zastosowane cukréw
byto bardziej korzystne niz alkoholi wielowodorotlenowych.

Pozytywny wptyw zastosowanych dodatkéw na odporno$¢ cieplna o-amylazy
zwigkszat si¢ wraz ze wzrostem ich stezenia. Zwickszenie to, w badanym zakresie
stezen, miato charakter wyktadniczy o wspétczynniku determinacji R* od 0,97 do 0,99.
Wplyw stezenia dodatkéw stabilizujacych na czas dziesigciokrotnej redukcji D w
temp. 68°C przedstawiono na rys. 2. Podobna zalezno$¢ migdzy st¢zeniem sorbitolu a
wefektem ochronnym” wywieranym na o-amylaze z Aspergillus oryzae podali
wczesniej Graber i Combes [4].

D 45oc [min]

0 1 2 3 4 5 6

Stezenie/Concentration [M]

Rys. 2. Wplyw stezenia (M) sorbitolu (@), glicerolu (O), trehalozy (m) i sacharozy (o) na czas
dziesigciokrotnej redukcji D [min] w temp. 68°C.

Fig. 2.  The influence of concentration of sorbitol (@), glycerol (O), trehalose (m) and sucrose (0) on
the decimal reduction time D [min] at 68°C.

Wielu autoréw rozwaza wplyw liczby grup OH na stabilno$¢ cieplna enzymow.
Sugeruje si¢, ze efekt stabilizujacy alkoholi wielowodorotlenowych i cukréw zwiazany
jest z liczba grup OH w czasteczce danej substancji [2, 4] lub z ogdlna liczba grup OH
w danym roztworze [5, 7]. Na podstawie pierwszej z cytowanych hipotez (liczba grup
OH w czasteczce substancji stabilizujacej) nalezatoby spodziewaé si¢ nastgpujacego
uszeregowania substancji zastosowanych w biezacej pracy pod wzgledem ich
wzrastajacego  wptywu  ochronnego:  glicerol  (3*OH) < mannitol,  sorbitol,
(6*0OH) < trehaloza, sacharoza (8*OH) < laktitol (9*OH). Jednakze otrzymane wyniki
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nie potwierdzaja powyzszej hipotezy. Laktitol, ktéry ma najwigksza liczbg grup OH w
czasteczce spos$rod zastosowanych substancji, wykazat mniejszy wplyw na czas
dziesigciokrotnej redukcji D niz inne zwiazki. Rowniez efekt ochronny substancji o tej
samej liczbie grup OH w czasteczce (sacharoza, trehaloza) byt zréznicowany.

W przypadku drugiej z cytowanych hipotez — o wplywie ogélnej liczby grup OH
w danym roztworze — w tab. 2. przedstawiono czas dziesi¢ciokrotnej redukcji D
uzyskany po zastosowaniu réznych st¢zen dodatkéw w odniesieniu do ogdlnej liczby
grup OH w danym roztworze. Mozna zauwazy¢, ze w systemach o tej samej zawartosci
grup OH warto$¢ D réznita sig¢ w zaleznosci od Zrédta tych grup. Ogélna liczba grup
OH w danym roztworze nie jest wigc czynnikiem decydujacym o stabilnosci cieplnej
a-amylazy. Bardziej istotny jest rodzaj zastosowanej substancji. Istnienie zalezno$ci
miedzy ogdlna liczba grup OH w roztworze a otrzymang wartos$cia D podczas badania
wplywu substancji dodatkowych (takich samych jak w biezacej pracy) na kinetyke
inaktywacji cieplnej pektynoesterazy (PME) wyekstrahowanej z pomidoréw,
stwierdzili Guiavarc’h i wsp. [5]. Ogdlna liczba grup OH w roztworach byta zwiazana
z ich efektem ochronnym, bez wzgledu na rodzaj substancji zapewniajacej zrédto grup
OH. Autorzy stwierdzili, ze stabilno$¢ cieplna PME moze by¢ przewidywana na
podstawie znajomosci liczby grup OH w danym systemie.

Whioski

1. Kinetyka inaktywacji cieplnej a-amylazy w roztworach z dodatkami substancji
stabilizujacych moze by¢ opisana modelem czasu §mierci cieplne;.

2. Wszystkie zastosowane alkohole wielowodorotlenowe oraz dwucukry wptywaty
na zwigkszenie stabilnosci cieplnej a-amylazy.

3. Efekt stabilizujacy nie zalezy od liczby grup hydroksylowych w czasteczce
zastosowanego zwiazku ani od ogdlnej liczby tych grup w roztworze, lecz od rodzaju
i stgzenia substancji dodatkowej, wykazujac znacznie wigkszy wplyw na stabilno$é
a-amylazy w  przypadku  dwucukréw niz  w  przypadku  alkoholi
wielowodorotlenowych.

4. Najlepszymi  wtasciwos$ciami  ochronnymi (z zastosowanych zwiazkéw)
charakteryzuje si¢ sacharoza.

Praca byta prezentowana na XI Sesji Sekcji Mtodej Kadry Naukowej PTTZ,
Warszawa, 24-25 maja 2006.
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THE INFLUENCE OF STABILISING ADDIVIVES ON THE THERMAL INACTIVATION
KINETICS OF ASPERGILLUS ORYZAE ALPHA-AMYLASE

Summary

The aim of this study was to investigate the thermal stability of Aspergillus oryzae o-amylase in
presence of different sugars (sucrose and trehalose) and polyols (mannitol, sorbitol, lactitol and glycerol).
Additional hypothesis was tested — if it is possible to estimate the heat stability of the enzyme based on
the amount of hydroxyl (OH) groups provided in a buffer solution (by different compounds).

Additives used in all concentrations caused the extension of the decimal reduction time of enzyme
activity at 68°C and shows its stabilizing treatment on enzyme. The differences of effectiveness of
stabilization were observed on dependence of the type of substance and its concentration. The usage of
saccharides was more profitable than usage of multi hydroxyl alcohol, but the most effective additive was
sucrose.

Stabilizing compounds can be classified, in terms of their protective effect on a-amylase heat
stability, as follows: mannitol < lactitol < sorbitol < glycerol < trehalose < sucrose, sugars being
more favorable than polyols. Among all stabilising compounds investigated, sucrose exhibited the
largest protective effect. The number of hydroxyl groups per molecule and the total amount of
hydroxyl groups provided by additives to the system were not correlated with the heat stability of
Aspergillus oryzae a-amylase. The source of OH groups was found to be more important, sugars
(especially sucrose) being more effective than polyols for similar number of OH groups.

Key words: thermal inactivation, protective additives, mannitol, lactitol,, sorbitol, glycerol, trehalose, sucrose



