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Sissejuhatus

Eesti Vabariiki kutsuti 1920ndatel aastatel Kartuli Vabariigiks, sest siin kasvatati sellel
ajal iihe elaniku kohta enim kartulit maailmas ning kartuli kasvatuse, tootlemise ja
transpordiga seotud majandustegevused moodustasid tollase Eesti Vabariigi SKP-st 25-40%.
Ehkki Eestis kasvatatakse palju kartulit ka praegu — 2013. aastal oli kartulisaak Eestis 128
tuhat tonni — siis nditeks tarklist ja modifitseeritud térklist siin ei toodeta. Ometi kasutavad
siinsed lihatddstused ja kommivabrik ,,Kalev* oma toodangus modifitseeritud térklist, mida

imporditakse suures koguses vilismaalt.

Térklise modifitseerimisel kasutatakse ithe meetodina ensiilimkataliiiisi. Tavaliselt
lisatakse sel juhul téarklisele lahustunud ensiitime, mis jadvad seeldbi ka 16pptoodangusse, sest
neid pole voimalik eraldada ega uuesti kasutada. Ensiitimide kulu vdhendamiseks on vdimalik

need immobiliseerida mittelahustuvale tahkele kandjale, et neid saaks korduvalt kasutada.

Kéesoleva t60 eesmérgiks ongi uurida o—amiilaasi immobiliseerimise vdimalusi
nailon6,6 kandjale, immobiliseeritud ensiilimi aktiivsust ja stabiilsust ning iihtlasi tootada
vilja usaldusvddrne metoodika o—amiilaasi aktiivsuse iseloomustamiseks, mis voimaldaks

madrata nii lahustunud kui ka immobiliseeritud enstitimi aktiivsust.

T606 teoreetilises 0sas antakse iilevaate erinevatest tirklise keemilise modifitseerimise
vOimalustest ning modifitseeritud tirklise rakendustest. Samuti sisaldub t6os lilevaade a-

amiilaasi omaduste ja ensiiiimi aktiivsuse maddramise voimaluste kohta.

Too praktilises osas leitakse optimaalsed tingimused o—amiilaasi aktiivsuse
médramiseks, teostatakse ensiiiimi immobiliseerimine, kus kandjana kasutatakse nailon6,6
niiti kui ka nailon6,6 graanuleid ning uuritakse immobiliseeritud ensiiiimi aktiivsust ja

stabiilsust.



1. Kirjanduse iilevaade

1.1. Kartulitéirklise iildiseloomustus ja tootmine

Kartulitarklis (edaspidi tarklis) (keemilise valemiga (CgH100s),) on poliisahhariid,
mille monomeeriks on glikkoos. Olenevalt sideme asukohast jagatakse tarklises olevaid
poliisahhariide amiiloosiks ja amiilopektiiniks (joonis 1), mis hinnanguliselt moodustavad
tarklisest vastavalt 20-25% ja 75-80% [1].
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Joonis 1. Amiiloosi ja amiilopektiini struktuurid.

Amiiloosis on gliikoosijadgid seotud a-1,4-gliikosiidsidemetega, mis moodustavad
1000 kuni 6000 gliikoosijadgist koosnevaid lineaarseid ahelaid. Amiilopektiinis on iga kiimne
a-1,4-sideme kohta iiks a-1,6-side, mida nimetatakse hargnemispunktiks. Amiiloos ja
amiilopektiin moodustavad koos semikristallilise kihilise tirklise graanuli, mille suurus

varieerub 5-100 mikromeetri vahel [1-2].

Kartul sisaldab tarklist 15-20% kogumassist. Kartulitirklise tootmine algab tooraine
pesemisest ja puhastamisest. Seejarel kartulid purustatakse. Jargneb tsentrifuugimine, mille
kéigus eraldatakse segust kiud ja koored ning filtreerimine, mille abil eraldatakse tirklisest
mittesoovitud lisandid. Saadud filtraati pestakse veel. Seejarel tarklis kuivatatakse ning
pakendatakse [3].



Térklis on valge, 16hnatu ja kiilmas vees praktiliselt lahustumatu pulber. Térklise

lahustumine vees on tilimalt véike — olenevalt péritolust 0,102-0,192% [4].

Uheks tirklise oluliseks omaduseks on tema geelistumisvdime. Vee ja kuumuse (54-
75°C) mojul hakkab tarklisegraanul paisuma, misjuures IShutakse molekulisiseseid
vesiniksidemeid. Lahuse jahtumisel moodustub elastne ja kdrge viskoossusega geel. Tarklise

geelistumisvoime on olenevalt paritolust 58-70 g/g [4, 5-6]

Retrogradatsioon on geelistumise poordreaktsioon, mis toimub kuumutatud térklise
jahtumisel, kui molekulid ennast lahuses {mber paigutavad ning vesiniksidemed
moodustavad. Ometi pole kartulitdrklis kuigi aldis retrogradateeruma. Peale 120 tundi

seismist retrogradateerub vaid 11-14% tarklisest [4].

Térklis on stabiilne kdrgetel pH-del, kuid hiidroliitisub madalatel pH-del. Tarklis pole
vastupidav madalatel temperatuuridel. Térklise geelistumistemperatuuri, viskoossuse,
lahustuvuse, stabiilsuse ja vastupidavuse madalatele temperatuuridele ja korgetele pH-dele

parandamiseks voi esiletoomiseks seda modifitseeritakse [1, 5-6].

1.2. Modifitseeritud tarklis

Térklise modifitseerimiseks toodeldakse seda keemiliselt (alused, happed, soolad),
futisikaliselt voi enslimaatiliselt. Téarklist modifitseeritakse selleks, et suurendada selle
lahustuvust, stabiilsust ja vastupidavust madalatele temperatuuridele ja korgetele pH-dele.
Samuti modifitseeritakse térklist selleks, et suurendada voi véhendada viskoossust ja

geelistumistemperatuuri ning muuta tarklise tekstuuri [5-6].

1.2.1. Tarklise keemilise modifitseerimise meetodid

Térklise modifitseerimiseks on mitmeid erinevaid meetodeid. Téarklise keemilise
modifitseerimise kéigus lisatakse molekulile juurde funktsionaalriihmi vo1 16hutakse térklise
molekulis olevaid gliikosiidsidemed. Ulevaade tirklise keemilise modifitseerimise

meetoditest ja saadavatest produktidest on toodud tabelis 1.



Tabel 1. Tarklise keemilise modifitseerimise meetodid.

Meetod Kasutatavad Omaduste muutumine Modifitseeritud tirklis Viide
reagendid
Hiudroliiiis a-amiilaas Viheneb térklise viskoossus [1, 7-9]
Suureneb tarklise lahustuvus vees
Tootlemine happega Soolhape, Suureneb tarklise viskoossus [9-10]
fosforhape, Suureneb tarklise lahustuvus vees
metaanhape,
etaanhape,
propaanhape,
oktadekaanhape
Oksiideerimine Vesinikperoksiid Viheneb viskoossus [8, 11]

Suureneb vastupidavus madalatel
temperatuuridel
Toimib térklise valgendajana

+ "OH + H0




Fosforiileerimine

Naatriumortofosfaat,
naatriumheksametafo
sfaat, fosfor
okstikloriid

Suureneb vastupidavus korgetel
temperatuuridel
Suureneb vastupidavus madalatel
pH-del
Suureneb viskoossus
Suureneb stabiilsus

[8-9, 12]

Atsetiilimine

Atseeetanhiidriid

Alaneb téarklise
geelistumistemperatuur
Suureneb stabiilsus kuumuse ja
hapete suhtes
Suureneb tarklise lahustuvus vees

8, 13]

Hiidroksiipropiileerimine

Propiileenoksiid

Suureneb liikumisvabadus
Suureneb lahustuvus kiilmas vees
Suureneb viskoossus
Suureneb kiilmutamis-sulatamis
stabiilsus
Alaneb geelistumistemperatuur

-0 [o

QCHz - LI3HCH3
OH

8, 12]

Suktsintiilimine

Suktsinaadid

Alaneb geelistumistemperatuur
Suureneb stabiilsus madalatel
temperatuuridel
Suureneb vastupidavus tugevate
hapete suhtes.

[8, 14-15]




1.2.2. Modifitseeritud tarklise kasutamine

Modifitseeritud térklise kasutusalad on védga varieeruvad. See leiab véga laialdast

kasutamist  toiduaine- ja paberitoostuses, kuid ka ravimi-, kosmeetika-, tubaka- ja

tekstiilitoostuses, liimides ja loomasodtades [16].

1.2.2.1. Toiduainetoostus

Koige laialdasemalt kasutatakse modifitseeritud tdrklist toiduainetodstuses.

Modifitseeritud tirklise vorme téhistatakse toiduainete pakenditel koodidega E1400-E1450

[17-18]. Tabelis 2 on toodud erinevate modifitseeritud tarkliste kasutusalad.

Tabel 2. Modifitseeritud tarkliste omadused ja kasutusalad toiduainetddstuses.

Nimetus Kasutamise eesmérk Kasutusala Viide
E1400 Dekstriinid Paksendaja, sideaine, Kiipsetised, [8,18]
stabilisaator maiustused
E1401 Happega toodeldud térklis Paksendaja, sideaine, Kiipsetised, [8, 18-19]
stabilisaator piimatooted
E1404 Oksiideeritud térklis Emulgaator, sideaine, Kiipsetised, [8, 18-20]
stabilisaator piimatooted
E1405 Ensiitimiga t66deldud térklis Paksendaja Maiustused [18]
E1412 Ditarklis fosfaat Paksendaja, sideaine, Kiipsetised, [8, 18-19]
stabilisaator piimatooted,
supid,
kastmed
E1420 Atsetiileeritud tarklis Paksendaja, stabilisaator Kilmutatud [8, 18]
toidud
E1422 Atsetiileeritud ditérklis Paksendaja, sideaine, Kilmutatud [8, 18]
adipaat stabilisaator toidud
E1440 Hiidroksiiproliileeritud tarklis | Paksendaja, emulgaator, Kastmed, [8, 18]
sideaine pudingud
E1442 Hudroksiiproliileeritud Stabilisaator, paksendaja Lihatooted, [18]
ditdrklis fosfaat kiipsetised
E1450 Naatriumoktentiiilsuktsinaat- | Emulgaator, stabilisaator, Kastmed, [15, 18, 20]
tarklis sideaine, paksendaja piimatooted




1.2.2.2. Paberitoostus

Modifitseeritud tarklist kasutatakse sideainena laialdaselt paberitdostuses, sest see on
suhteliselt odav ning annab paberile tugevama ja iihtlasema struktuuri. Paberitdostus saab
kartulist umbes 15% vajaminevast tirklisest. Erinevates paberitdostustes iile maailma
kasutatakse praegu umbes 5 miljonit tonni tirklist aastas, seega kartulitarklist umbes 750 000
tonni [21-22].

Paberitdostuses kasutatakse oksiideeritud, hiidroksiipropiileeritud ja suktsinaadiga

to6deldud tirklist [22-23].

1.3. a-amiilaasi iseloomustus ja omadused

a-amiilaas (EC 3.2.1.1) on hiidrolaaside klassi kuuluv ensiitim, mis hiidroliiiisib 1,4-a-
gliikosiidsidemeid tarklises, gliikogeenis ja teistes sarnastes poliisahariidides ning seda leidub
taimedes, loomades ja mikroorganismides (joonis 2). Kdige enam toodetakse o-amiilaasi
mikroorganismidest, sest nende kasv ja paljunemine on Kiire ning nendega on kergem
tegeleda, kui loomade ja taimedega, mis omakorda kiirendab ka ensiitimi tootmise protsessi

[29].

Joonis 2. Bacillus licheniformis o-amiilaas.



Ensiiiim sai oma nime 1925. aastal, kui avastati, et tema hiidroliilisiproduktid on alfa
konfiguratsioonis. a-amiilaasi leidub inimese siiljes ning pankreases, kuid vidhemal mééral ka
munasarjades, kopsudes, vootlihastes ja rasvkoes. Térklise hiidroliitisi tulemusel tekib

gliikkoos, maltoos voi dekstriinid [24-28].

Ensiitim koosneb 483st aminohappe jaagist [30] ja selle molekulmass on ligikaudu 62
kDa [31]. Negatiivselt lactud aminohappejdike (aspartaat ja glutamaat) on molekulis 62,
positiivselt laetuid (arginiin, histidiin ja liisiin) 74 ja aromaatseid (tiirosiin, fenoolalaniin,
triiptofaan) 67. Ulejddnud aminohappejiigid on neutraalse laenguga, kusjuures tsiisteiin on

ainus aminohape, mis pole a-amiilaasis esindatud [30].

o-amiilaasile toimivad inhibiitoritena Hg®*, Cu®" ja Fe*" ioonid, samuti korgel

temperatuuril (90°C) EDTA [31, 34].

1.3.2. a-amiilaasi aktiivsuse méidramise meetodid

Enstiimide juures on koige olulisemaks néitajaks ensiliiimi aktiivsus. Ensiilimi
aktiivsus on defineeritud kui ensiitimi hulk, mis produtseerib 1 mikromooli produkti minutis
standardtingimustel. a-amiilaasi aktiivsus on defineeritud kui ensiitimi hulk, mida on vaja, et
hiidroliiiisida 0,1mg térklist ithes minutis v&i ensiiimi hulk, mis vabastab 1 mikromooli

gliikoosi minutis [31-32].

Kirjanduse pohjal on a-amiilaasi aktiivsuse mddramise pohimdttelisi voimalusi neli:

(1) Meetod pohineb tarklis-jood kompleksi (joonis 3) tekkimisel — mida intensiivsem
on kompleksi sinine vérvus, seda rohkem on proovis tarklist. Moodustunud kompleksi
neelduvust mdoddetakse lainepikkusel 580nm. Proovi lisatakse enstiimi, tirklist ja
puhverlahust, seejdrel inkubeeritakse segu ning ensiimaatilise reaktsiooni Idpetamiseks
lisatakse hapet, seejdrel joodi reagenti ning allesjadv tarklis méadratakse spektrofotomeetriga
lahuse neelduvust mddtes. Meetod on leidnud véga laialdast kasutamist. Méadramise
tingimused on erinevates teadusartiklites varieeruvad. Lisatava ensiitimi kogus koikus 0,1-
2,5ml vahel; inkubeerimisaeg jai vahemikku 5 kuni 60 minutit, inkubeerimistemperatuur 37°C

kuni 96°C; happena kasutati erinevate allikate pdhjal soolhapet voi etaanhapet [24, 26, 32-34].
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Joonis 3. Tarklis-jood kompleks.

(2) Moodetakse vabanenud gliikkoosi hulka. See meetod pdhineb Somogyi-Nelson
meetodil, mis todtati vélja juba 1944. aastal, kuid mida kasutatakse siiani véga laialdaselt.
Proovile lisatakse 2 ml vaske sisaldavat reagenti (15% CuSO,* 5H,0, paar tilka H,SO4) ning
kuumutatakse 20 minutit veevannil 100°C juures. Seejdrel proov jahutatakse ning sellele
lisatakse 2ml arseenmoliibtaadi reagenti (5,5% (NH,),Mo0Q;, konts. H,SO4, 12% Na,HAsO,

7H,0), misjarel moddetakse segu neelduvust 660nm juures [35-36].

(3) Dinitrosalitsiitilhappe (DNS) meetod, kus térklise ja ensiilimi segu inkubeeritakse
10 minutit 50°C juures ning lisatakse seejdrel DNS reagenti. Segu inkubeeritakse keeval
veevannil 5 minutit ning jahutatakse toatemperatuurini. Segu neelduvus mdddetakse 540nm

juures ning tulemus lahutatakse segu neelduvusest, kuhu pole ensiitimi lisatud [29].

(4) Falling Number (FN) test. Hinnatakse térklise viskoossuse muutumist. Térklis vees
ei lahustu, vaid moodustab veega segades ja kuumutamisel korge viskoossusega segu. Lisades
segusse o-amiilaasi, hakkab segu viskoossus vidhenema. Mida viiksem on tirkliselahuse

viskoossus, seda suurem on ensiiiimi aktiivsus [29].

1.4. Ensiiiimide immobiliseerimine

Lahustunud enstiiimi kasutamine tdhendab, et seda saab teha vaid thekordselt.
Ensiitimid jadvad 16pptoodangusse ja neid pole voimalik sealt eemaldada. Alternatiiviks on

ensiilimi immobiliseerimine tahkele kandjale, mis tdhendab, et seda saab kasutada korduvalt.
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Ensiitimide immobiliseerimiseks kasutatakse fiitisikalist adsorbtsiooni ning ioonilist-
ja kovalentset sidumist. Fiiisikaline adsorbtsioon on lihtne ja odav meetod, kuid selle
puuduseks on ensiiimi nork seotus kandjaga. Ensiiim on kandjale seotud peamiselt

vesiniksidemete ja Van der Waalsi joududega [40-41].

Iooniliseks sidumiseks kasutatakse poliisahhariide ja siinteetilisi poliimeere, sest need
sisaldavad endas ioon-vahetus tsentreid. Kuna iooniline sidumine muudab pisut ensiiiimi
aktiivtsentri konfirmatsiooni, kaasneb ioonilise sidumisega méargatav ensiilimi aktiivsuse

langus [40-41].

Kovalentne sidumine ei too endaga kaasa mitte mingeid muutusi ensiitimi aktiivtsentri
konformatsioonis ning seetdttu ei mojuta immobiliseerimine oluliselt ensiiiimi aktiivsust.

Kovalentsel sidumisel on {iheks vdimaluseks nailon6,6 kandja kasutamine [37, 40-41].

1.5. Toiduainetetoostuses ensiiiimide immobiliseerimiseks kasutatavad kandjad

Kandja méngib ensiilimi immobiliseerimise juures olulist rolli. Toiduainetetodstuses
ensiiiimide immobiliseerimiseks sobiv kandja peaks olema odav, et protsess ennast éra tasuks;
suure pinnaga, et sinna vdimalikult palju enstitimi mahuks; toiduainetes inertne, et ei toimuks
leostumist. Samuti peaks kandjale sidumine muutma voimalikult vdhe ensiilimi

konformatsiooni [42].

Immobiliseerimisel kasutatakse mittelahustuvate kandjatena tihti biopoliimeere nagu
tselluloos, agaroos, kollageen ja kaltsium alginaat; stinteetilisi poliimeere nagu emeraldiin

(poliianiliin) ja nailon6,6 ning anorgaanilisi materjale nagu klaas ja silikageel [41].

12



2. Eksperimentaalne osa

2.1. Kasutatud seadmed

pH meeter Mettler Toledo (+0,01 pH tihikut)

Magnetsegaja MS3000 (Biosan)

Analiiiitiline kaal PB602-S/FACT (Mettler Toledo) (tédpsus 0,01 mg)
UV spektrofotomeeter UV-1800 (Shimadzu)

Termostaat Sky Line TW2.03 (ELMI)

2.2. Kasutatud reaktiivid ja materjalid

Kaaliumdivesinikfosfaat (KH,PO,4) (AppliChem, min 95,5%)
Kaaliumhiidroksiid (KOH) (AppliChem, min 85%)
Okotirklis (Finnamyl OY)

a-amiilaas (Brennzyme HL120L)

Kaaliumjodiid (KI) (Peaxum)

Jood (I,) (Peaxum)

Etaanhape (CH3COOH) (Peaxum)

Dimetiitilsulfaat (C,HgO4S) (Sigma Aldrich, min 99%)
Glutaaraldehiiiid (CsHgO>) (Scharlau, extra pure)
Metanool (CH3OH) (Naxo, analytical grade)
Nailon6,6 niit (Oja, Tiirgi)

Nailon6,6 graanulid (Sigma Aldrich)

2.3. a- amiilaasi aktiivsuse midiramine

a-amiilaasi aktiivsuse mddramiseks kasutati térklise ja joodi reaktsiooni, hinnates

allesjaanud tarklise kogust.

Omavahel segati 1ml ensiiiimi, Iml 2%-list téarklise lahust ja 1ml 0,1M

fosfaatpuhverlahust. Kontrollsegusse lisati 1ml 2%-list tirklise lahust ja 2ml puhverlahust.
13



Seejdrel inkubeeriti reaktsioonisegusid ning ensiimaatilise reaktsiooni 1dpetamiseks lisati
2,5ml 0,1M etaanhapet. Segudele lisati joodi reagenti (0,2% jood ja 2% KI) ning inkubeeriti

10 minutit toatemperatuuril. Seejarel moddeti segu neelduvust 580nm juures.

Enstiimi aktiivsus arvutati valemist

A(kontroll)-A(proov)
0,1mg tarklise A - aeg (min) - ensiiimi kogus (ml)

U/ml = (valem 1),

kus A on neelduvus [39].

Mootmiseks kasutati UV Kvarts (0,350ml) kiivette. Kodikidele mdotmistele viidi 1dbi 3

kordusmootmist.

2.3.2. Valgu méiiramine

Valgu  maiidramiseks  o-amiilaasi  vesilahuses  lahjendati  ensiilimilahust
fosfaatpuhverlahusega (0,1M, pH=7) 100, 500, 1000 ja 10 000 korda. Lahuste neelduvust
iseloomustati lainepikkusel 280nm. Valgusisalduse méadramiseks lahuses kasutati K.

Kivirand’i poolt PSA baasil koostatud kalibreerimisgraafikut.

2.3.3. a- amiilaasi immobliseerimine

a-amiilaasi immobiliseerimiseks nailon6,6 kandjale kasutati varem vélja tootatud
metoodikat, kus kandjat toodeldi 40°C dimetiitilsulfaadiga 40 sekundit ja pesti kaks korda
jadkiilma metanooliga ning mitmeid kordi 0,1M puhverlahusega (pH=7). Seejarel toodeldi
kandjat 60 minutit toatemperatuuril 12,5%-lise glutaaraldehiiiidiga 0,1M fosfaatpuhvris
(pH=7). Viimaks pesti kandjat mitmeid kordi fosfaatpuhvriga. Aktiveeritud nailon6,6 jaeti
4°C juures 24 tunniks 20ml 100%-lisse ensiitimilahusesse seisma ning seejérel pesti mitmeid
kordi fosfaatpuhvriga. Immobiliseerimisprotsessi kokkuvottev skeem on toodud joonisel 4
[37].
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Joonis 4. Enslitimi immobiliseerimine nailon 6,6-le.

Nailon6,6 niit oli immobiliseerimisprotsessi ajal keritud teflonalusele ning see
lihtsustas materjali kasutamist erinevates immobiliseerimise etappides. Graanulid seevastu

olid sidumata ja oma naturaalses olekus, mis muutis nende kasutamise immobiliseerimise ajal
keerulisemaks kui niidi puhul.

Nailon6,6 niidi pikkuseks oli 1m ja graanulite massiks 0,3326+0,0200g.
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3. Tulemused ja arutelu

3.1. Tingimuste optimeerimine a-amiilaasi aktiivsuse madramiseks

a-amiilaasi aktiivsuse mddramiseks valitud metoodika pShineb kahe reaktsioonisegu
neelduvuste vordlemisel. Uhte segusse on ensiiiimi lisatud (proov), teise mitte (kontroll).
Kontrollproovi alusel on vdimalik arvutada, kui palju térklist ensiimaatilise reaktsiooni

16ppedes proovi alles jéi ning selle pohjal arvutada ensiitimi aktiivsus.

Kasutatavad reagendid ja lahused olid lihtsad ning metoodika ise sealjuures tédpne ning
laialdast kasutamist leidnud [38, 24, 26, 32-34]. Teised aktiivsuse médramise meetodid on
leidnud vdhem kasutamist vOi on kasutatavad reaktiivid neis pidevaks kasutamiseks

keerulisemad valmistada.

Kuna kirjanduses toodud tingimused sel meetodil a-amiilaasi aktiivsuse madramiseks
erinevad iiksteisest oluliselt inkubeerimisaja, temperatuuri ja lahuse pH poolest [24, 26, 32-
34], siis uuriti esmalt nende parameetrite muutumise moju moddetavale signaalile (lahuse
neelduvus 580nm juures). Kuna varieerusid ka lahuste kogused ja kontsentratsioonid, valiti

t00s kasutatavasse metoodikasse Kirjanduses enim esinenud kontsentratsioonid ja kogused.

60°C juures inkubeeriti reaktsioonisegu 10 kuni 60 minutit (joonis 5A). Kuna
inkubeerimisaja pikenedes suureneb moddetav signaal lineaarselt, leiti, et edaspidisteks
katsetes on sobivaim inkubeerida reaktsioonisegu 60 minutit. Reaktsioonisegu inkubeerimine
pikema aja viltel oleks olnud ebaotstarbekas, sest see votab liialt palju aega ning kirjanduse

andmetel hakkab signaal pikema aja jooksul vaikselt kahanema [33-34].
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Joonis 5. Tingimuste optimeerimine a- amiilaasi aktiivsuse méadramiseks — (A) inkubeerimisaja moju
(t*=60°C, 0,1M fosfaatpuhver, pH=7,0), (B) pH mgju (t’=60°C, 0,1M fosfaatpuhver, 60 minutit) ja (C)
temperatuuri mgju (0,1M fosfaatpuhver, pH=7,0, inkubeerimisaeg 60 minutit).

Temperatuuri mdju moddetavale signaalile maarati 60 minutilise inkubeerimisega pH
7,0 juures vahemikus 25°C - 90°C. Selgus, et suurim moddetav signaal saadi temperatuuril
60°C. Juba 70°C juures oli mirgata olulist mdddetava signaali vdahenemist. Madalamatel ja

korgematel temperatuuridel oli mdddetav neelduvus isegi kuni 2,5 korda vaiksem (joonis 5B).

Lahuse pH mdju signaalile uuriti reaktsioonisegu inkubeerimisel 60°C juures 60
minutit pH vahemikus 4,0 kuni 8,0 (joonis 5C). Saadud tulemuste alusel leiti, et edasisteks

modtmisteks on sobivaim pH=7,0. Vorreldes kirjanduses tooduga, kus ensiiiimi aktiivsuse
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maksimum on vahemikus pH=7-8 [34], oli ensiilimi aktiivsuse maksimum teravam ning

sellest korgemal lahuse pH viértusel hakkas enstiiimi aktiivsus vdhenema.

Ensiitimi aktiivsuse méddramise tingimuste optimeerimise kdigus leiti, et uuritava a-
amiilaasi aktiivsust on koige ratsionaalsem méérata inkubeerimisel 60°C juures 60 minutit,
kui reaktsioonisegu pH on 7,0. Nimetatud tingimusi kasutati nii lahustunud kui ka

immobiliseeritud a- amiilaasi aktiivsuse miaramiseks.

3.2. Ensiiiimi aktiivsuse miidramine ensiiiimi preparaadis

Valgu kontsentratsioon ensiitimilahuses maéarati punktis 2.3.2. kirjeldatud meetodil.
Leiti, et kasutatud kommertsiaalses o-amiilaasi lahuses on valgu kontsentratsioon
0,284mg/ml.

a-amiilaasi aktiivsuse madramiseks koostati esmalt kalibreerimisgraafik lahuses oleva
tarklise madramiseks tarklis-jood kompleksi neelduvuse alusel lainepikkusel 580nm (joonis
6).

g
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Joonis 6. Tarklise neelduvuse soltuvus kontsentratsioonist. Erinevate tarklise kontsentratsioonide

neelduvust mdddeti lainepikkusel 580nm. Mootmised viidi 1dbi 0,1M fosfaatpuhvris (pH=7,0) ja

toatemperatuuril.
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Saadud graafikut kasutati a-amiilaasi poolt lagundatud térklise koguse médramiseks
erinevatel ensiiiimi kontsentratsioonidel. Kasutades valemit 1, saadi a-amiilaasi aktiivsuseks

kasutatud preparaadis 0,17+0,03U/ml ehk 0,61+0,03U/mg.

Lahustunud ensiitimpreparaat oli stabiilne ja selle aktiivsus 4°C juures ei muutunud 1
aasta viltel. Toiduainetetd0stuses tarnitaksegi o-amiilaasi lahusena, mille sdilivusaeg on
tavaparaselt kuus kuud kuni aasta. Peale sdilivusaja 10ppu sdilitab ensiiim 95% oma

esialgsest aktiivsusest ning iga jargneva kuu jooksul langeb aktiivsus 1-2% [43-44].

3.3. o- amiilaasi immobliseerimine nailon6,6 kandjale

a-amiilaas immobiliseerimiseks kasutati kandjana nii nailon6,6 niiti kui nailon6,6

graanuleid.

Nailonniit koosnes 60 kiust, mille 1abimd6t oli 25um (joonis 7A). Nailongraanulid olid
labimddduga 5mm (joonis 7B) [45]. Kandjate iseloomustamiseks leiti nende ligikaudne
eripind 1g kohta. Niidi ja graanulite jaoks oli see vastavalt 0,5760 m%g ja 0,00702 m?/g, st.
niidi eripind on ligikaudu 80 korda suurem kui graanulitel.

Joonis 7. Nailon6,6 niit (A) ja nailon6,6 graanulid (B) mikroskoobi all. Nailon6,6 niit koosneb 60

kiust, mille 1d4bimddt on 25um. Nailon6,6 graanulite 14bimodt on Smm.

Virskelt immobiliseeritud ensiitimi aktiivsus oli niidi puhul ja 0,55+0,02 U/mg ehk
0,0000618+0,00002 U/mm? ning graanulite korral 0,0048+0,002 U/mg ehk
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0,0000467+0,00002 U/mm?. Olgugi, et niidile immobiliseeritud ensiiiimi aktiivsus oli suurem,
on aktiivsused pinnaiihiku kohta vorreldavad, sest niidi pind on 80 korda suurem Kkui

graanulitel.

Vorreldes ensiiiimi immobiliseerimist erineva kujuga kandjatele selgus, et on oluline
leida lihtne voimalus kandjate pesemiseks ning lihest lahusest teise viimiseks, sest graanuleid
oli lahustest keeruline eraldada ja pesta. Lisaks Kleepus osa graanuleid ka kokku ning seelabi
sai kandja kahjustada, mis samuti v3is mdjutada immobiliseerimise 16pptulemust. Niidi puhul

probleemi ei olnud, sest see oli keritud inertsele alusele.

3.3. Immobiliseeritud a-amiilaasi stabiilsuse uurimine

Kandjale immobiliseeritud o-amiilaasi stabiilsust wuvuriti nii 4°C juures kui
toatemperatuuril: niidikujulise kandja korral on aktiivsuse muutus seismisel ja kasutamisel
toodud joonisel 8. Saadud soltuvuse alusel leiti inaktivatsiooni poolestusaeg: see oli 4°C

juures 5,965+0,003 péeva ja toatemperatuuril 25°C juures 2,220+0,005 paeva.

100

a~amiilaasi suhteline aktiivsus, %

Aeg, paevades

Joonis 8. Nailon6,6 niidile immobiliseeritud o-amiilaasi inaktiveerumine. Niite hoiustati 4°C juures

ja toatemperatuuril 0,1M fosfaatpuhvris (pH=7).

Nailon6,6 graanulitele immobiliseeritud a-amiilaasi aktiivsuse muutus on toodud

joonisel 9. Graanulitele immobiliseeritud ensiitimi inaktivatsiooni poolestusaeg oli 4°C juures
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4,248+0,005 péeva ja toatemperatuuril 2,102+0,005 pdeva. Vorreldes niidile immobiliseeritud

ensiilimiga oli graanulite inaktivatsiooni poolestusaeg lithem.

Selline tulemus vdis tuleneda ka asjaolust, et graanulite puhul on kandjaks kasutatav
pind palju vdiksem ning samuti vois tulemust mojutada ka graanulite immobiliseerimisega

tekkinud komplikatsioonid, mis vdisid kandjat kahjustada.

100

a~amiilaasi suhteline aktiivsus, %

Aeg, pdevades
Joonis 9. Nailon6,6 graanulitele immobiliseeritud o-amiilaasi inaktiveerumine. Graanuleid hoiustati

4°C juures ja toatemperatuuril 0,1M fosfaatpuhvris (pH=7).

Kui vOrrelda a-amilaasi inaktivatsiooni sama meetodi abil nailon6,6 niidile
immobiliseeitud diamiini oksiidaasi stabiilsusega, siis o-amiilaas inaktiveerus oluliselt
kiiremini. Immobiliseeritud diamiini oksiidaasi poolestusajaks oli iile 400 paeva, kuid o-
amiilaas kaotas poole oma aktiivsusest juba 6 pédevaga [37]. Selle iiks pohjusi voib olla

asjaolu, et osa ensiilimi ei olnud kandjale seotud kovalentselt.

Seetottu uuriti lisaks a-amiilaasi inaktivatsioonile ajas ka ensiiimi seondumist
kandjale. Selleks kasutati aktiveeritud niiti tarklise hiidroliitisimiseks jarjest 10 korral (joonis
10).
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Joonis 10. Nailon6,6 niidi inaktiveerumine iithe pdeva jooksul sdltuvalt selle kasutamisest tarklise

hiidroliiiisiks. Mdotmised viidi 1abi 0,1M fosfaatpuhvris (pH=7) ja lainepikkusel 580nm.

Selgus, et kiimne jérjestikuse kasutamise kéigus vihenes ensiiiimi aktiivsus ligikaudu
50%, samas juhul, kui paevas viidi 1dbi vaid iiks moSdtmine, vihenes niidi aktiivsus vaid 16%
(joonis 8). Seega voib Oelda, et suur osa niidile jadnud ensiiimist ei olnud kovalentselt

seondunud.
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Kokkuvote

Kéaesolevas t00s wuvuriti kartulitarklise modifitseerimiseks kasutatava o-amiilaasi
aktiivsuse madramiseks kasutatavat metoodikat ning selle ensiilimi immobiliseerimist

erinevatele nailon6,6 kandjatele.

Esmalt médrati optimaalsed tingimused a-amiilaasi aktiivsuse méadramiseks. Leiti, et

need olid lahuse pH=7,0, inkubeerimisaeg 2% tarklise lahusega 60 minutit 60 °C juures.

Ensiiiimi aktiivsus méiérati hidroliiisimata tdrklise ja joodi vahelisel reaktsioonil
moodustuva kompleksi neelduvuse mdotmisel lainepikkusel 580nm. Optimeeritud meetodit
kasutati nii lahustunud kui ka immobiliseeritud ensiiimi aktiivsuse hindamisel. Leiti, et
kommertsiaalses preparaadis oli a-amiilaasi aktiivsus 0,17+0,03 U/ml (0,61+0,03U/mg valgu
kohta).

Ensiiiim immobiliseeriti nailon6,6 niidile ja graanulitele, kasutades dimetiiiilsulfaati ja
glutaaraldehiiiidi. Kandjaid iseloomustati nende eripinnaga, mis niidi ja graanulite jaoks oli
vastavalt 0,5760 m?/g ja 0,00702 m?/g. Nailon6,6 niidile immobiliseeritud ensiiiimi aktiivsus
oli 0,55+0,02U/mg ning graanulite puhul 0,0048+0,002U/mg. Selline tulemus on pdhjustatud

nailon6,6 niidi suuremast eripinnast.

Ensiitimi inaktiveerumist nailon6,6 niidil uuriti 47 pédeva jooksul ja nailon6,6

graanulite inaktiveerumist 23 paeva jooksul 4°C juures ja toatemperatuuril.

Immobiliseeritud ensiitimi stabiilsuse uurimisel selgus, et niidile immobiliseeritud
ensiilimi poolestusaeg 4°C juures oli 5,965+0,003 pdeva. Graanulitele immobiliseeritud

ensiiiimi poolestusaeg samal temperatuuril oli 4,248+0,005 paeva.

Ensiitimi seondumisstabiilsuse uurimisel selgus, et 10 korra kasutamise jirel viahenes
niidi aktiivsus 50%. Seega vOib Oelda, et suur osa niidile jddnud ensiilimist ei olnud
kovalentselt seondunud ning edaspidises uurimistdds oleks vaja immobiliseerimise tingimusi

optimeerida.
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Summary

Detection of a-amylase activity and its immobilization for the production of modified

starch.

In Estonia, the production of potato was 128 thousand tons in 2013. Despite of this, starch and
modified starch are not produced and modified starch is imported in large amounts from

abroad.

One method for the modification of potato starch is enzyme catalyzed hydrolysis. Usually the
enzymes are added in soluble form to the starch and therefore they remain in final product as
there is no way to remove them. To reduce the cost of starch modification, a good option is

the immobilization of enzymes onto some solid carrier, to enable their multiple use.

The aim of the current work was to find the optimal conditions for measuring of the activity
of a-amylase, accomplish the immobilization of a-amylase on different nylon6,6 carriers and

study the activity and stability of the immobilized enzyme.

First, the optimal conditions for the detection of the activity of a-amylase were determined.
We found that the optimum conditions are pH=7,0, incubation time 60 minutes in 2% starch
solution at 60°C.

The activity assessment was based on the formation of blue starch-iodine complex, which
adsorption was measured at 580nm. The method was used for the detection of the activity of

both the soluble and immobilized a-amylase.

The activity of soluble a-amylase in the used commercial preparation was 0,17+0,03U/ml
(0,61+0,03 U/mg protein).

Enzyme was immobilized onto naylon6,6 threads and granules, using dimethyl sulfate and
glutaraldehyde. The activity of the immobilized a-amylase on threads was 0,55+0,02 U/mg
and 0,0048+0,0024 U/mg on granules.

The inactivation of a-amylase immobilized onto nylon6,6 threads was examined during 47
days and on granules during 23 days at room temperature and at 4°C. The inactivation half-
time values for threads were 5,965+0,003 days and for granules 4,248+0,005 days at 4°C.
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The attachment of a-amylase on nylon6,6 carriers was examined by using thread with
immobilized enzyme 10 times successively. This caused the decrease of enzyme activity for
50%, so almost half of the initial activity of the immobilized enzyme was caused by non-
covalent bound enzyme. For the application of immobilized a-amylase for production of
modified starch, the conditions of a-amylase immobilization should be optimized in the future

to gain maximal economic effect.
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Infoleht

Tarklise modifitseerimisel kasutatava o-amiilaasi aktiivsuse mairamine ning

immobiliseerimine.

o-amiilaas on ensliim, mida kasutatakse modifitseeritud tirklise tootmisel. Kiesolevas t60s
leiti a-amiilaasi aktiivsuse madramise tingimused, mis pohinesid sinise térklis-jood kompleksi
tekkimisel. Meetodit kasutati nii lahustunud kui immobiliseeritud ensiitimi aktiivsuse
madramiseks. Ensiiim immobiliseeriti nailon6,6 niidile ja graanulitele, kasutades
dimetiiiilsulfaati ja glutaaraldehiiiidi. Niidile immobiliseeritud ensliimi aktiivsus oli
0,55+0,02 U/mg ning graanulitel 0,0048+0,0024 U/mg. Ensiiimi inaktiveerumise
poolestusaeg oli 4°C juures niidil 5,9654+0,003 pdeva ja graanulitel 4,248+0,005 paeva.

Mirksonad: modifitseeritud tarklis, a-amiilaas, aktiivsus, ensiiimi immobiliseerimine.

Detection of a-amylase activity and its immobilization for the production of modified
starch.

a-amylase is an enzyme used in the production of modified starch. In current work, the
conditions for measuring the activity of a-amylase were determined and optimized. The
activity was measured based on formation of blue starch-iodine complex. This method was
used for determination of the activity of both soluble and immobilized enzyme. Enzyme was
immobilized onto naylon6,6 threads and granules, using dimethyl sulfate and glutaraldehyde.
The activity of the immobilization on thread a-amylase was 0,55+0,02 U/mg and on granules
0,0048+0,0024 U/mg. The inactivation half-time of enzyme on threads and granules at 4°C
was 5,9654:0,003 and 4,248+0,005 days accordingly

Keywords: modified starch, a-amylase, activity, enzyme immobilization.
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