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В ходе работы была определена амилолитическая активность препаратов 

амилаз с использованием субстрата, иммобилизованного в полиакриламид-

ном геле. В работе использовали препараты амилаз Bacillus subtilis, Leptino-

tarsa decemlineata Say и слюны человека. Также были проведены опыты по 

определению влияния рН раствора и концентрации соли на окрашивание 

геля. Изображения полученных гелей после окрашивания анализировали с 

помощью компьютерной программы, позволяющей определять среднее зна-

чение цвета отдельных участков на изображении. 
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Амилазы – ферменты класса гидролаз, которые катализируют гидролитическое рас-

щепление полисахаридов (крахмала, гликогена) и продуктов их неполного расщепле-

ния (олигосахаридов и декстринов) [1]. Крахмал – полисахарид, построенный из 

большого числа остатков α-глюкозы. Состоит из двух фракций: амилозы, которая 

представляет собой линейный полимер глюкозы, и амилопектина, имеющий ответв-

ления от основной цепи молекулы. Расщепление крахмала осуществляется фермента-

ми четырех типов: экзо- и эндоамилазы, которые воздействуют на 1.4-α-гликозидные 

связи крахмала, ферменты, которые отщепляют ответвления амилопектина за счет 

гидролиза 1.6-α-гликозидных связей, и циклодекстрингликотрансферазы, которые 

расщепляют молекулу крахмала за счет гидролиза циклических сахаров [2]. 

В группу амилолитических ферментов, которые гидролизуют крахмал, входят α-амилаза, 

β-амилаза, глюкоамилаза, которые наиболее хорошо изучены на сегодняшний день, по-

мимо них, также входят α-глюкозидаза, изоамилаза и пуллуланаза. По структуре молекул 

и функциональным свойствам эти ферменты отличаются друг от друга [3]. 

Амилазы, которые выделены из грибов, устойчивы к действию кислот, а бактериаль-

ные ферменты более термостабильны. В промышленности чаще используют бактери-

альные амилазы, продуцируемые бактериями рода Bacillus, но также и из грибов рода 

Aspergillus. Для получения термостабильных α-амилаз используют штаммы 

Bacillussubtilis, B. licheniformis и B. amyloliquefaciens [4–7]. Амилазы растений и живот-

ных стабильны при физиологических значениях pH и температуре не выше 40–
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50˚С. Амилолитическая активность характерна для большинства представителей так-

сономических групп грибов и в основном эти ферменты представлены конститутив-

ными белками, в том числе и у древоразрушающих грибов [8]. 

Для получения растворов, обладающих ферментативной активностью, использовали 

препараты амилаз Bacillus subtilis, Leptinotarsa decemlineata Say и слюны человека. Для 

определения амилолитической активности ферментов использовали полиакриламид-

ный гель (6%) с иммобилизованным крахмалом (1%). Для нанесения ферментативного 

раствора на гель применяли стандартный иммунологический планшет. В качестве ра-

бочего буфера служил фосфатный буфер (0.2М, рН 6; 12% 0.2М Na2HPO4 и 88% 0.2М 

NaH2PO4). Изображения гелей без графической обработки анализировали с помощью 

компьютерной программы для определения среднего значения цвета точек на выде-

ленном участке изображения, написанной в нашей лаборатории. Определяли интен-

сивность окраски гидролизованных участков геля с повторностью не менее 3 раз. По-

лученные данные подвергали статистической обработке. 

Для изучения возможности количественного определения активности протеаз готови-

ли растворы с различным содержанием коммерческого препарата амилазы Bacillus 

subtilis, препаратов амилаз Leptinotarsa decemlineata Say и слюны человека. Изображе-

ния гелей без графической обработки и с цветовой коррекцией анализировали с ис-

пользованием компьютерной программы для определения среднего значения цвета 

точек на выделенном участке изображения. Результаты обработки полученных дан-

ных показаны на рисунках 1–3. 

 

 

Рис. 1. Определение активности амилазы Bacillus subtilis. По горизонтальной оси – количество 

микролитров фермента, по вертикальной оси – среднее значение цвета участка изображения. 

 

Анализ результатов (рис. 1–3) показал, наличие во всех трех вариантах опыта прямой 

зависимости интенсивности окрашивания от количества фермента. 
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Рис. 2. Определение активности амилазы Leptinotarsa decemlineata. По горизонтальной оси – 

количество микролитров фермента, по вертикальной оси – среднее значение цвета участка 

изображения. 

 

 

Рис. 3. Определение активности амилазы слюнной жидкости человека. По горизонтальной 

оси – количество микролитров фермента, по вертикальной оси – среднее значение цвета 

участка изображения. 

 

Для исследования влияния рН среды и концентрации солей готовили растворы с раз-

личными значениями рН и концентрациями NaCl, выдерживали на геле в течение 20 

минут. После инкубации пластины обрабатывали раствором Люголя (0.3%-ный рас-

твор кристаллического йода в 3%-ном растворе йодида калия).Изображения получен-

ных гелей после окрашивания анализировали с помощью компьютерной программы, 

которая позволяет определять среднее значение цвета отдельных участков. 

Анализ результатов (рис. 4, 5) показал, что оба исследованных параметра оказывают 

значимое влияние на регистрируемые значения яркости и должны быть учтены при 

проведении измерений. 
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Рис. 4. Результаты анализа изображений гелей после воздействия растворов с различным 

рН. По горизонтальной оси – рН раствора, по вертикальной оси – среднее значение цвета 

участка изображения. 

 

 

Рис. 5. Результаты анализа изображений гелей после воздействия растворов с различной кон-

центрацией NaCl. По горизонтальной оси – концентрация NaCl, по вертикальной оси – среднее 

значение цвета участка изображения. 
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In the work, the amylolytic activity of amylase preparations was determined using 

a substrate immobilized in a polyacrylamide gel. The preparation used amylases of 

Bacillus subtilis, Leptinotarsa decemlineata Say and human saliva. Also, the exper-

iments were conducted to determine the effect of the pH of the solution and the 

concentration of the salt on the gel. The images of the gels obtained after staining 

were analyzed using a computer program to determine the average color value of 

individual areas in the image. 
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