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Jiri Starka:
Tvorba amylolytickych enzymu u Aspergillus oryzae

(Préace z mikrobiologického ustavu Karlovy university, Praha 11, Vini¢na 5.)

Aspergillus oryzae (Ahlb.) Cohn isoloval Ahlburg r. 1878 z ryze
pii kvaseni saké. Tato houba zafazens Thomem a Raperem (1945)
do skupiny Aspergillus flavus-oryzae byla nejprve pokladana za bezvyznamnou.
Vuillemin (1902) o ni pronesl Gsudek, ze ,,tato plisen nenasla v primyslu
zadné uplatnéni*, protoze pry prilis rychle oxyduje a pomalu zcukiuje. Takovy
nazor viak nebyl opravnény, protoze jiz r. 1894 T ak amin e ohlasil prvni
patenty, nasledované v pozdéjsich letech serii dalsich, tykajicich se pripravy
a pouziti diastatickych enzymi a vyroby alkoholu ze zapar zcukienych praveé
na zakladé ¢innosti Aspergillus oryzae, ktery spolu s dalsimi aspergily je hlavni
soudasti koji (kodzi), coz jest ve vychodni Asii obdoba naseho sladu, pouzivana
od nepamétna.

Vyroba amylolytickych enzymia pomoci mikroorganism a jejich pouZiti
pii zcukiovani skrobu naSly své uplatnéni v primyslovém méiitku teprve
v prvni svétové valce, kdyZ byla hledana vhodnd nahrada za slad. Dalsiho
rozvoje bylo dosazeno ve druhé svétové valce, kdy byly zdokonaleny piedpisy
na provozni vyrobu amylolytickych preparatt predevsim z Aspergillus oryzae
a d.niger (FeniksovaaSegal 1941, Hao, Fulmer a Under-
kofler 1943). ProtoZe plisnové amylolytické preparaty maji pfi vyrobé
alkoholu fadu prednosti pred obilnym sladem (ekonomic¢téjsi vyroba, dlouho-
dobé skladovani, vétsi vytéznost alkoholu), jejich vyroba je zavadéna a rozsi-
rovana na celém svété, Téz u nas bylo dosazeno slibnych vysledki (Sova
1950, 1951) pti zcukiovani bramborovych zapar.

Praci zabyvajicich se prumyslovou produkei plisnovych amylas, vlast-
nostmi téchto enzymovych preparati a jejich pouzitim je velka rada (obsirnou
bibliografii viz Thom a Raper 1945, Tauber 1949, Prescott
a Dunn 1950, Bernhauer 1950 a Redfern 1950). Naproti tomu
podminkam, ovliviiujicim tvorbu téchto enzymu s hlediska fysiologického
nebyla vénovana zdaleka takova pozornost.

Amylolyticka ¢innost nizsich hub vibec byla studovana dosti nesoustavné.
Went (1901) zjistoval vliv Zivin na tvorbu enzymt u Monilia sitophila
(Mont.) Sacec. (= Newrospora sitophila). Pozoroval, ze produkce diasta-
tickych enzymi stoupa az do 5 9, koncentrace $krobu v prostiedi, dalsf zvy-
sovani mé brzdivy vliv. Podrobnéji sledovali tuto otdzku Pantanelli
a Bruschi (1910) u blize neuréenych kmentu z rodu Mucor, Penicillium,
Aspergillus a Botrytis. Béhem rastu dochazelo jak ke kvalitativnim, tak i kvanti-
tativnim zménam ve vylutovani amylolytickych enzymu do prostiedi. Tato
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pozorovani stejné jako vysledky Wentovy potvrdil a doplnil Kylin
(1914). Ménil zdroje dusiku a uhliku v synthetickém mediu a stanovil, Ze
k produkei amylas dochézi i za nepiitomnosti §krobu. Velky vliv maji zdroje
dusiku a zmény pH v prostiedi. K podobnym vysledkim dosel i Funke
(1923) ve svych pokusech s Asp. niger. Zvy&il-li koncentraci zdroje uhliku
(maltosy, glukosy, skrobu) nad 1 %,, byla tvorba diastatickych enzymiu zasta-
vena. Autor vysvétluje tento zjev vznikem , brzdicich substanci‘:. Jestlize tyto
substance zmizi, dojde k normalni tvorbé diastasy v obvyklém mnozstvi.
Tvorba amylolytickych enzymt u Asp. niger a Asp. oryzae zavisi na fadé
vnéjdich faktort. Pii kultivaci za submersnich podminek (Kleinzeller
a Lacko 1952) jsou to predevsim koncentrace zdroje dusiku, fosfata a hot-
¢iku. Zvysovani koncentrace substratu nad uréitou mez (15 9, skrobu) produkei
nezvysuje. Velmi zalezi na poméru obsahu skrobu k obsahu dusiku v mediu,
jak ukazali Bindal a Sreenivasaya (1945) a optimum nalezli 7 : 1.
Goodmann (1950) zjistoval tvorbu amylasy a lipasy u Asp. flavus, A.
terreus, a Penicillium sp. a dosel k zavéru, ze oba enzymy jsou tvoreny adap-
tivng, t. j. v pritomnosti specifického substratu je tvoieno vice enzymu. Zaji-
mavé poznatky prinesla prace Klimovského a Rodzevice (1950),
kteii srovnavali vétsi pocet jedinci z rodu Aspergillus a Penicillium, pii ¢emz
konstatovali u aspergilt jednak vétsi rozmanitost v produkei amylas, jednak
1 vyskyt kment s kvantitativné nejvyssi tvorbou téchto enzymu. Pri selekei
novych prumyslové uziteénych kment nejvétsi nadéje slibuji podle nich sku-
piny Aspergillus niger a Aspergillus flavus-oryzae. K opodobnym zavérim
dospéli i Le Mense a spol. (1947). Feniksova a Dvadcatova
(1952) pii hledani novych amylolytickych kment dosihly nejvyhodnéjsich
vysledki jak ve kvantité tak i kvalité produkovaného enzymu aplikaci vege-
tativni hybridisace dvou kmentu Aspergillus oryzae a A. niger. Vysledny
,hybridni‘ kmen, ziskany kultivaci 4sp. niger na bunééné §taveé z Asp. oryzae,
mé] vlastnosti obou vychozich a v hloubkové kultufe mél nejen vyssi aktivitu,
ale i produkoval amylasu déle, rychle ztekucoval a zcuktoval, téz aktivita
maltasy byla vysoka.

Studium podminek, ovliviiujicich produkei amylolytickych enzymia méa
tedy své uplatnéni v praxi, ale i po teoretické strance je zajimavé. Pfi vliastnim
feseni této otazky bylo proto dbano obou hledisek. O vysledcich praktickych,
tykajicich se pfipravy enzymovych preparatt z Aspergillus oryzae na otrubich
a jejich pouziti pFi odstraniovani §krobu z hydrolysati pfi vyrobé pektinu byla
jiz podana zprava (Starka 1952). Zistavala vi8ak oteviena otazka, jak
vypad4 produkce enzymu béhem ristu v zavislosti na zménach v prostiedi
a koneéné i pomér mezi nahromadovanim amylas v myceliu a jejich exkreci
do media.

Material a metodika.

Aspergillus oryzae (Ahlb.) Co hn, sbirkovy kmen mikrobiologického ustavu Karlovy
university byl kultivovan na pivovarské sladiné podle potteby doplnéné 2 9, agaru. Spory byly
suspendovany ve sterilni vodovodni vodé obsahujici 1 : 10 000 sméacedlo Emulfor a rozttepany
se sklenénymi kuli¢kami. Suspense spor byla natedéna a vylévana na Petriho misky a Czapek-
Doxovym (CD) agarem se $krobem k isolaci. K dalsim pokustm byly vybrany kolonie o nejvétsi
zond hydrolysovaného gkrobu (roztok J 4 KJ byl nanagen ty¢inkou v radidlnim sméru od okraje
kolonie) a namnoZeny na CD agarech. Z téchto misek bylo pripravovano inokulum stejné jako pri
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isolaci. Suspendované spory byly odméfovany pipetou do kultivaénich lahvi pres filtraéni papir,
aby tak bylo zajisténo inokulum pokud mozno homogenni a zbavené ¢astf myecelia.

Stanoveni amylolytické aktivity media. PouZito bylo principu Wohl-
gemuthovy metody, upravené pro préaci s mikrobiologickym materidlem: 10 ml tekutého kulti-
vacéniho media obsahujiciho amylasu bylo smiseno s 20 ml 0,2 %, $krobového mazu a ulozeno
v baiice pti 30°. Ze smési byl kazdych 10 min. (nebo v jinych ¢asovych intervalech) odpipetovan
1ml a vpraven do zkumavky s 5ml jodového roztoku. Vzorek byl pak srovnavan bud se standard-
nim dextrinovym roztokem nebo s 5 ml éistého jodového roztoku -+ 1 ml vody (achromaticky
bod).

Zasobni jodovy roztok: 11 g jodu + 22 g KJ rozpustime ve vodé do objemu 500 ml. Z¥edény
roztok A (pro standard): 15 ml jodového zasobniho roztoku + 8 g KJ rozpustime v dest. H,O
do objemu 200 ml. Ziedény jodovy roztok B: 2 ml zasobniho jodového roztoku -+ 20 g KJ roz-
pustime v destilované vod® do objemu 500 ml. Rozdélime po 5 ml do zkumavek (roztok musi byt
denné cerstvy). Standardni dextrinovy roztok: 0,6 g dextrinu p. a. (Merc k) suspendujeme
v trofce vody, pfeneseme do 900 ml vatici vody a po ochlazeni doplnime do 1000 ml. Pridéme
nékolik kapek toluenu jako konservans a ulozime v lednici. 1 ml dextrinového roztoku -+ 5 ml
ziedéného roztoku A ve zkumavce pouzijeme jako standard pro srovnani barvy. Skrobovy
roztok: 1 g amylum solubile p. a. smisime s 10 ml vody a zamichame do 450 ml vaifci destilované
vody. Vaiime 2 min., ochladime na 20°, ptidame 25 ml octanového Gstoje a doplnime vodou
na koneény objem 500 ml. Skrobovy roztok ma pH 4,35 az 4,5. Octanovy (stoj: 165 g bezvodého
octanu sodného p. a. rozpustime ve 125 ml ledové kyseliny octové a doplnime vodou do 1000 ml.

Stanoveni amylolytické aktivity mycelia. Odvazime 0,020 g susiny,
pfidame mletého skla a roztirame s postupné pridavanou vodou (10 ml). Po pteliti do banky
ttepame 30 min., potom smisime se 20 ml §krobového roztoku. Dalsf postup je jako pii stanoveni
amylas v mediu. Vysou$eni bylo provadéno pii 45°.

Stanoveniredukujicich cukra bylo provadéno podle Bertranda (Ber n-
hauer 1939). Zjisténi cukri po hydrolyse: 20 ml vzorku media -+ 2 ml H,S0, 25 9, zahti-
vame 275 hod. na vodni lazni pti 100°, po ochlazen{ zneutralisujeme louhem a pifpadng nafedime.

Kultivace., Zakladni pada byla Czapek-Doxova (CD) se $krobem:

skrob bramborovy 20g
NaNO, 2g
KClL 0,5g
MgS0, . 7TH,0 0,6g
FeSO,. 7TH,0 0,01 g
KH,PO, lg
H,0 font. 1000 ml

pH bylo upraveno na 5,0, sterilisovano 3 dni po 30 min. v péfe. Sladina pouzivana k pripraveé
inokula méla 8° Ballg., pH nebylo upravovano. Kultivace byla provadéna stacionarné v Rouxo-
vych lahvich o obsahu 1000 ml, plnénych 150 ml zivné pady. Kultivaéni teplota byla 20 -+ 2°,
Ke kazdému odbécu byly ruseny 2 az 3 lahve, u nichz bylo zjistovéno pH, Gbytek skrobu a redu-
kujici cukry, aktivita amylasy v mediu a viha susiny mycelia, které bylo pred vysuSenim stan-
dardnim zptisobem dikladné proplachnuto destilovanou vodou. Viechna ziskana ¢isla byla pre-
poctena na 11ahev, t. j. 150 ml pudy, pokud neni uvedeno jinak.

Vysledky.

Pii sledovani dynamiky vylucovani enzymii z mycelia do prostiedi byla
vénovana predevsim pozornost vyznamu koncentrace $krobu, kvalité zdroje
uhliku a zdroje dusiku a koneéné poméru mezi obsahem amylas vazanych
v myceliu a uvolnénych do media.

Vyznam koncentrace Skrobu.

Pripraveny byly ¢tyfi fady pokusii na CD pidé s koncentracemi skrobu
0,5 %,1 %,2 % a4 %. Vysledky jsou uvedeny v tabulkéch 1 az 4:
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Tabulka 1.

CD pada s 0,59 Skrobu (viz téz graf ¢. 4)

Dni . H Mycelium Aktivita amylasy ’ Reduk. ’\ Cukry
ni [ P (sus. v g) v mediu (v min,) ‘ cukry l po hydrolyse
4 | 5,75 0120 | — “ 0 0
6 6.50 0,307 | 100 | j -
9 7,00 0,285 3 35 | — ) —
11 7,25 0,252 ‘ 20 | — ‘; =
15 7,07 0,246 25 l l =
\ i
v tabulkich uvedené hodnoty jsou praméry ze 2 az 3 odbéru.
T abulka 2
CD puada s 1 9 skrobu
Dni | H } Mycelium | Aktivita amylasy Reduk. ; Cukry
! “ p | (sus. v g) v mediu (v min.) cukry ‘ po hydrolyse
|
‘ ”
4 | 6,67 | — 0 0 \ 0
6 7,45 0,626 180 — i -
8 7.14 ‘ 0,585 90 - | —
10 | 7,3 1 0,552 75 -
13 | 7,5 j 0,498 70 — l =
15 | 7,55 | — l 60 — ; —
Tabulka 5
CD puda s 2 9, 8krobu (viz téz graf 3)
Dni ] H i\ Mycelium ! Aktivita amylasy | Reduk. ‘ Cukry
! p J (su$. v g) [ v mediu (v min.) | cukry \ po hydrolyse
4 6,25 i 0341 | - L 6,0* 26,0
6 6,50 , 0,817 ! 120 ; 1,4 9,0
9 7,30 1,004 | 25 | stopy 2,0
11 6,87 1,082 20 5 stopy 1,0
16 7,55 0,807 | 20 1 0 0
‘ i
* gpotteba 17;) KMnO, na 10 ml vzorku.
Tabulka 4
CD puada se 49, gkrobu
Dni ot Mycelium Aktivita amylasy J Reduk. Jukry
p (sus. v g) v mediu (v min.) ’ cukry po hydrolyse
4 6,9 ‘ — 0 \ — ' .
6 7,35 ‘ 0,992 0 } 9,5 1 46
8 6,31 1 1,124 0 l 7,2 24
10 6,08 1 1,347 0 ‘ 6,3 15
13 5,14 l 1,329 0 ‘ 5,5 8
15 4.9 l o 180 ‘ 5,0 -
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Stoupajici koncentrace $krobu davaji vidy vys§i maximalni mnozstvi
sudiny, jehoz je vSak dosahovano pii koncentraci 0,56 % a 1 9, jiz %esty den,
pit 2 %, jiz desaty den a pii 4 % dvanacty den. Amylasa je vylutovana do
prostiedi ve stanovitelnych mnozstvich od Sestého dne v koncentraci 0,5 9,
19, a 2 %, &krobu a stoupa prudce az do jedenactého dne u vsech téchto kon-
centraci. U 0,5.%, koncentrace nasleduje mirny pokles amylasy, u 1 9%, a 29,
§krobu naopak mirny vzestup az do konce pokusu, t. j. do Sestnactého dne,
ackoli v této dobé jiz vaha mycelia znatelné klesla v dusledku pokraéujici
autolysy. pH u uvedenych koncentraci na zac¢atku ristu az do Sestého ¢i sed-
mého dne vystoupi z 5,0 nad 7 a udrzi se na této vysi az do konce pokusu.
0Odligné vysledky byly ziskany se 4 %, Skrobovou ptidou. V tomto piipadé se
objevuji prvni stanovitelné znamky amylasy az t¥inacty a patnacty den, pH po
dosazeni neutralniho bodu v Sestém dni opét poklesne jesté pod puvodni
hodnotu na 4,9. Protoze redukujici cukry jsou v prostiedi prokazatelné v celém
prubéhu rustu, lze usuzovat, ze okyseleni prostiedi je dusledkem jejich netplné
oxydace na kyseliny. U nizsich koncentraci mizi posledni stopy redukujicich
cukrt jiz ¢tvrty az osmy den. Pro maximalni exkreci amylasy je tedy nejvy-
hodnéjsi koncentrace Skrobu 1 az 29%,. Vy$ii koncentrace nejsou v daném
casovém tGseku priznivé tvorbé amylas. To ovsem plati pro neménici se kon-
centraci zdroje dusiku (0,2 9%, NaNQO,).

Zdroje dusiknu.

Pro zjisténi vyznamu kvality zdroje dusiku byly vzaty do pokusu NaNO,,
(NH,), HPO,, NH,NO, a (NH,),S0,, z organickych pepton (Witte) a otruby.
Vychozi koncentrace byla 0,2 9%, NaNO; (0,03296 %, N), koncentrace ostatnich
zdroji N byla pfepoétena na stejné mnozstvi dusiku. Peptonu bylo uzito 0,2 %,
pseniénych otrub 1 %, doplnénych 0,1 9% NaNO,. Zdroj uhliku byl skrob
(2 %) ve vSech ptipadech, rovnéz ostatni slozky pudy zistaly beze zmény.

Tabulka 5
CD puda s (NH,),HPO,
Dni H Myecelium ‘ Aktivita amylasy | Reduk. | Cukry
p (sus. vg) | vmediu (v min.) ‘ cukry | po hydrolyse
3 | 2,72 0,577 | 0 ‘ 2.6 30
5 2,36 0,779 ‘ 0 \ 1,2 18
1 2,04 0,686 0 w. 1,0 ; 17,4
9 21 0839 0 ; 10 ‘ 15.5

Tabulka 6
CD puda s NH,NO, (viz téz graf ¢. 1)

- i
Dni H Mycelium | Aktivita amylasy ) Reduk. Cukry
¥ (sus. v g) v mediu (v min.) ‘ cukry ‘ po hydrolyse
4 | 2,15 |‘ 0,320 | 0 1 2.0 ‘ 19,6
6 1 5,10 ‘ 0,956 ‘ 60 ‘ 3,0 ‘ 4,0
9 5,65 0,975 15 | stopy . 0
1 5,71 0,774 1 20 i 0 } -
16 ‘ 5,76 ‘ 0,801 ‘ 20 ‘ | =
|
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Tabulka 7
CD puda s (NH,),S80,

Dni Mycelium Aktivita amylasy Reduk. Cukry
ni pH S a :
(sus. v g) v mediu (v min.) cukry po hydrolyse
3 2,65 0,341 0 2.3 46
5 2,567 0,372 0 2,1 32
7 2,1 0,567 0 1,0 19.4
9 2.1 0,570 0 0,9 19,1
Tabulka 8§
CD puda s peptonem 0,2 9%, (viz téz graf ¢. 2)
Dni H Mycelium Aktivita amylasy Reduk. Cukry
p l (sus. v g) v mediu (v min.) cukry po hydrolyse
4 3,2 0,487 , 140 ' 6 13
6 457 0,897 100 i 2 2,8
9 5,61 | 1,122 50 0 0
11 5,56 | 0,701 45 — —
16 5,68 | 0,834 50 —_ —
Tabulka 9
CD puda s otrubami 1 9, a NaNO,; 0,1 %,
Dni H Mycelium Aktivita amylasy Reduk. “ Cukry
= P (sus. v g) v mediu (v min.) cukry t po hydrolyse
4 6,08 ! 0,358 0 — | 39
6 611 | 0533 | 0 1,8 | 21
8 5,81 ; 0,733 : 130 1,2 11
10 | 6,75 { — ‘! 90 stopy 10
13| 6,62 0,792 | 0 ; 10
15 | = 1 0,554 | 75 — | 8
1 |

Kvalita zdroje dusiku je vyznamnym déinitelem pro exkreci enzymu.
Optimalni produkce bylo dosaZeno na NaNO, (viz tabulka 3), peptonu a otru-
bach s NaNO,. Z amonnych soli je ¢asteéné vhodny pouze NH,NO,. V padach
s (NH,),S0,a (NH,),HPO, nebyly amylasy béhem pokusu (15 dni) prokazany.
Rozhodujicim ¢initelem se zde jevi fysiologickd regulace pH media béhem
rastu. Amonné soli po vyuziti dusiku mikroorganismem uvoliiuji do prostiedi
anionty v podobé piislusné kyseliny. Vysledny pokles pH méa brzdivy vliv
na exkreci amylasy i na piiristek susiny a $krob je zuzitkovan jen zvolna.
U NH,NO, je tato skuteénost nejlépe patrna. Z poéatku je vyuzivan amoniak
a hromadici se NO’ okyseluji prostfedi. Rast je pomaly, amylasa neni prokaza-
teln4. Jakmile je viak vSechen amonny dusik spotiebovan, dochazi k vyuziti
i dusiku nitratového, pH stoupé, rist se zvySuje a soucasné se objevi amylasa
v prostiedi. Podobna je situace u peptonu. Proteasami a deaminasami uvolnéné
kyseliny na ¢as okyseli prostiedi, jsou v8ak dale zuzitkovany jako zdroj uhliku.
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Otruby jako komplexni zdroj dusiku, uhliku a jinych biogennich prvki zna-
menaji zvysSeni riastu a produkce enzymu, avsak prubéh sledovanych veli¢in
je v celku shodny s rtstem na NaNO,. U organickych zdroji ovsem nutno
poditati i s Gi¢inkem rastovych faktort a esencidlnich aminokyselin. Bylo-li
snizeno mnozstvi NaNO, z 0,2 9, na 0,1 %, projevilo se toto ochuzeni znatel-
nymi zménami u vSech sledovanych hodnot. Glucidy byly vyuZivany pomaleji
a neuplné, coz se projevilo jednak nahromadénim redukujicich cukri, jednak
kyselin, které opét znamenaly snizeni pH. SuSina vykazovala rovnéz nizsi
hodnoty (p¥ibl. o 25 %)) a amylasa se nevytvofila v prokazatelnych mnozstvich.

Vyznam kvality zdroje uhliku.

Vyznam kvality zdroje uhliku byl sledovan na CD pudg, kde 2 9%, 8krobu
byla nahrazovana 2 9, dextrinu, maltosy, sacharosy, glukosy, arabinosy
a galaktosy. Soubézné byla vedena jedna serie banék s CD pidou bez cukru,
doplnénou 0,2 %, peptonu jako komplexniho zdroje dusiku a uhliku. Kultivaéni
teplota byla na rozdil od ostatnich pokust 27°.

Tabulka 10
CD puda s dextrinem
Dni o Mycelium Aktivita amylasy Reduk Cukry
(sud. v g) v mediu (v min.) cukry po hydrolyse
|
6 6,94 0,632 20 I 2,0 17,5
9 7,43 0,550 10 1,6 12,0
11 7,98 0,596 10 — =S
Tabulka 11
CD puda s maltosou
Dni pH Mycelium Aktivita amylasy Reduk { Cukry
(sus. v g) v mediu (v min.) cukry { po hydrolyse
|
6 6,4 1,005 20 1,1 e
9 7,43 0,934 10 0 —
11 7.8 0,884 5 — —
Tabulka 12
CD puda se sacharosou
Dni pH l Mycelium Aktivita amylasy Reduk Cukry
l (sus. v g) v mediu (v min,) cukry po hydrolyse
6 5,9 ‘ 0,968 0 3,0 4,0
9 7,2 . 1,052 40 0 0
o 8,0 | 0,976 30 — —
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Tabulka 13
CD puda s glukosou

Dni H 4 Mycelium 1 Aktivita amylasy Reduk. '\ Jukry
P [ (sus. v g) i v mediu (v min.) cukry | po hydrolyse
|
6 [ 7,04 ? 0,986 | 20 ‘ 0 =
9 7,35 \ 0,931 20 r - —
11 ‘ 7,68 ' 0,817 15 ' = |
Tabulka 14
CD puda s arabinosou
T [ 1
Dni ; i ‘ Mycelium | Aktivita amylasy Reduk. ‘ Cukry
b I [ (sus. v g) v mediu (v min.) ‘ cukry | po hydrolyse
| |
| T
6 5,37 ! 0.033 | 0 | 190 |
9 5,72 1 0,047 0 i 16,0 |
11 9,62 ! 0,061 0 } 15,0 |
i |
Tabulka 15
CD puda s galaktosou
Dni | H Mycelium ’ Aktivita amylasy Reduk. Cukry
' I ‘ (sus. v g) v mediu (v min.) | cukry ‘ po hydrolyse
| | |
| {
6 6,9 0,880 : 120 t 11,0 |
9 7,43 :‘ 1,060 [ 45 i stopy |
11 7,8 ‘ 1,046 | 35 : 0 r -
| | | ! !
Tabulka 16
CD puda s peptonem 0,2 9% (bez skrobu a NaNO,)
‘ ; T
Dni H | Mycelium “ Aktivita amylasy ] Reduk. Cukry
' 1 I | (sus, v g) | v mediu (v min.) 1 cukry po hydrolyse
| |
6 | 7,06 { 0,181 F 0 | i
9 | 74 f 0,174 1 0 J
1| 7,95 | 0,173 i 0 ’
| | |

Nejvyssi produkece amylas v mediu bylo dosazeno na skrobu a jeho stép-
nych produktech dextrinu, maltose a glukose. Na sacharose a galaktose vyza-
doval Aspergillus oryzae del$i doby prizptisobeni na nezvykly substrat.
Na arabinose a peptonu nebylo pii zjistovani amylas ani za 180 min. dosazeno
achromatického bodu.

Vztah mezi amylasamiuvnitf buné¢k a v prostiedi

Ackoli jsou amylolytické enzymy typické ,exoenzymy*, jsou pritomny
ve vyznamném mnozstvi i v buiikdch mycelia. Byl proto proveden pokus,
v némz byla sledovana soucasné exkrece enzymu, jeho obsah v bunkach, vaha
suginy, pH a Gbytek Skrobu, resp. redukujicich cukria. CD pida byla naodko-
vana ve ¢tyfech obménach: A obsahovala 2 9 8krobu a 0,095 9%, NH,NO,,
P 2 9%, 8krobu a 0,2 % peptonu, N 2 9 gkrobu a 0,2 % NaNO, a S 0,5 9%,
gkrobu a 0,2 % NaNO,. Poc¢ateéni pH u vsech puad bylo = 5.
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Puda N byla povazovana za standardni. Obsah veikerych cukrii prudce
klesal na této pudé do ¢étvrtého dne, malé zbytky se pak udrzovaly az do deva-
tého dne. Vaha susiny dosdhla maxima jedenacty den, pak se zacaly projevovat
znamky autolysy véetné Gbytku susiny. Od zacatku az do konce pokusu pH
stejnomérné stoupalo s pavodnich 5,0 na 7,5. Amylasy v mediu se objevily
Sesty den a hromadily se aZ do konce pokusu. Naopak v myceliu obsah amylas
prepotteny na vahovou jednotku mycelia byl nejvyssi v nejmladsich bunkach
aklesal tak,Ze pii poslednim odbéru 8estnactého dne jiz achromatického bodu
dosazeno nebylo ani za 200 minut. Byl-li snizen obsah §krobu na 0,5 9%, (ptida S),
byly cukry spotiebovany daleko rychleji, rovnéz vaha susiny byla nizsi, do-
sahla vrcholu jiz $esty den. Celkové mnozstvi amylas vylouc¢enych do media
bylo viak prakticky stejné jako u predchoziho pokusu pravé tak jako obsah
amylas ve vahové jednotce susiny. Ponékud jiny prabéh méla pida A, kde
prednostnim vyuzitim NH, pokleslo pH &tvrty den na 2,15, aviak po postup-
ném odéerpavani nahromadénych NO’; se vyrovnalo Sesty den a do konce
pokusu vystoupilo na 5,75. Silny pokles pH mél za nasledek nejen opozdéni
v produkci amylas, které se objevily jak v susiné tak i v myceliu az Sesty den,
ale i nedokonalé vyuziti cukri, takze doslo k nahromadéni redukujicich cukrt
v mediu. Jakmile bylo pH vyrovnano, cukry vymizely a enzymatickéa aktivita
amylas se projevila jak v susing, tak i v mediu. Podobné tomu bylo i na ptidé P
s peptonem, kde pokles pH byl zptisoben nahromadénim kyselin, vzniklych p¥i
odbouravani aminokyselin. Z pribéhu kiivek je jasné patrno, Ze amylasy v buii-
kach mycelia prechazeji p¥i autolyse do media a prispivaji k dalsimu hromadéni
tohoto enzymu v prostiedi, kdyz uz mycelium je v pokrocilém stadiu autolysy
a jeho schopnost synthetisovat nové enzymy je zna¢né porusena.

Rychlost inaktivace amylas v mediu.

Enzymy vznikajici béhem ristu Aspergillus oryzae se nahromaduji v me-
diu, jsou viak soudasné inaktivovany. Aby mohlo byt posouzeno, jak vy-
jadiuje ziskana hodnota stanoveni aktivity amylas v pfedchozich pokusech
soucasny stav v kultufe, t. j. v jakém poméru je enzym derstvé vyloudeny
k enzymu na pi. z pfedchozich 24 hodin, byla zjistovana rychlost jejich in-
aktivace v podminkich kultiva¢niho media.

Kultiva¢éni tekutina s aktivni amylasou byla doplnéna acetatovym
Gstojem na pH = 4,2 a v druhé serii fosfatovym tustojem na pH = 7,0. Po
preliti hladiny toluenem byly baiiky uzaviené sklenénymi zatkami inkubo-
vany pfi 30’ a zkouSeny na aktivitu za 60 min., 24 hodin a 48 hodin:

60 min. 24 hod. 48 hod.
pH 42 ! 25 min. 300 min. | zcela inakt.
achromat. dervenohnéda,
pH 7.0 30 min, .}()O min. o ik i
) | achromat. ¢ervenohnoéda ‘
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Zavér.

Pii studiu faktori ovlivitujicich dynamiku produkce amylas u Aspergillus
oryzae nebyla zjisténa prima zavislost mezi mnozstvim suSiny béhem ristu
a vyluéovénim enzymu. Byl-li zmensen obsah $krobu v pudé, znamenalo toto
snizeni pokle% vahy susiny, nikoli v8ak pokles mnozstvivylu¢ovaného enzymu.
Naopak 7vysen1 obsahu §krobu se projevilo na exkreci amylas neprlzmve
i kdyz suSina dosahovala nejvyssich hodnot. (Tab. 1, 2, 3 a 4, graty 3 a 4.)
Tento zjev neni tedy v rozporu s pokusy, které konal Funke (1925) a pozdéji
téz Kanie (1952).

Dalsim zajimavym poznatkem bylo porovnani poméru mnozstvi susiny
k mnozstvi vylouéeného enzymu vzhledem k ¢éasu, resp. ristu kultury. Ve fazi
logaritmického rustu a ¢asto az do dosazeni vrcholu rustové kiivky (vyjadireno
vahou susiny) byla amylasa pritomna v mediu v mnozstvi nedosahujicim hra-
nice citlivosti pouzité metody na jeji stanoveni a bylo mozno predpokladat
jeji vyskyt a aktivitu jen podle ztekucovani Skrobu pritomného v mediu
a ubytku cukri po hydrolyse. Teprve tehdy, kdy byly viditelné prvni znamky
autolysy a kdy synthesa nového bunééného materialu se jiz neprojevovala vaho-
vym prirtustkem, objevuje se amylasa ve vydatném mnozstvi, které pravidelné
jesté stoupa, takze dosahuje maxima az nékolik dni po piekroceni vrcholu
rustové kiivky. Protoze amylasy v mediu se rychle inaktivuji za kultivaéni
teploty, nejedna se tedy o pouhé séitani mnozstvi na,hromadu]luch se enzymu
a hodnoty ziskané stanovenim representuji aktualni stav pomeérné tzkého
¢asového rozpéti.

Doba potfebni k dosazeni maxima rustu je zavisla na koncentraci $krobu
a prodluzuje se se stoupajici koncentraci. Soucasné se casové odsunuje i exkrece
enzymu. Nelze tedy uvazovat o néjakych ,,brzdicich substancich*, jak je pred-
pokladal Funke (1923), nybrz je tfeba brat v Gvahu zavislost vylutovani
amylas na dosazeni urcité ristové faze.

Vyznamnym ¢initelem je i zdroj dusiku, ktery ovliviiuje vyuziti zdroje
uhliku a reguluje pH v kultute. (Tab. 5, 6, 7, 8 a 9, grafy 1, a 2.) Uplatiuje se
zde nejen jeho kvalita, ale 1 kvantita, t. j. pomér C : N, jak podobné uvadi
i Bindal a Sreenivasaya (1945). Stejné i zjisteéni, ze optimalnimi
zdroji uhliku (tab. 10, 11, 12, 13, 14 a 15.) pro produkci enzymu jsou Skrob
a produkty jeho hydrolysy, navazuje na vysledky Rao a Sreenivasaya
(1946).

Dukladnéji osvétluje dynamiku tvorby amylas souc¢asné sledovani enzymu
v myceliu a v mediu behem ristu za ruznych podmmek (grafy 1, 2, 3 a 4.)
Na zacatku kultivace, t. j. étvrty az Sesty den je amylasa pritomna v susiné
ve velkém mnozstvi, zatim co v mediu je jen ve stopach. Po piekroceni maxima
rastu, t. j. pramérné po deviti dnech se mnozstvi amylas v myceliu rychle sni-
zuje, az neni stanovitelné. Zatim v mediu se tyz enzym silné nashromazduje.
Vyznamné zmény v kultivaénim mediu (zmény zdroje dusiku a koncentrace
gkrobu) nemaji v podstaté na tento vztah vliv. Takovyto pomér enzymu
v mediu a myceliu je mozno pozorovat i na grafech v prici Goodmano vé
(1950), autor si ho viak nev§imé a nepokousi se o jeho vysvétleni. Je to jisté
zjev nikterak jedoduchy, pfi némz muze piichdzet v Gvahu rozdilnost v per-
meabilité mladych a starych bunéénych blan, propoustéjicich enzym do pro-
stfedi nebo i ta moznost, ze pravé nedostatek substratu pusobi na zvyseni
produkce enzymu mikroorganismem, ktery musi kryti svoji pottebu zdroje
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energie z vétsiho prostoru. Koneéné zde mize hrati svoji tlohu i syntheticka
uloha amylas, které se v obdobi logaritmického rastu zajisté tcastni synthe-
tickych procest pii vytvareni plasmy a zustavaji vazany na vnitini strukturu
bunky. Kdyz je rtst zastaven, enzymy jsou produkovany dale a vychazeji
do prostiedi, kde maji charakter hydrolas. K podobnym zavérium dosel i C h a-
loupka (1952) pti studiu proteolytickych enzymu u Streptomyces griseus,

H. Crapra:
O0pazopagne aMmioanTHYecknx @epvenron y Aspergillus oryzae.

B v B o 1B

[Tpu msyuennn ¢axrTopon, Bo3AeHcTBYIOIUX HA JUHAMHKY HPOAYKIMM aMUIas y
Aspergillus oryzae He OblIA oOHAPYMKEHA HPAMAA BaBICHMOCTH MEKILY KOJINYECTBOM CY-
X0ro Beca B lipolecce POCTa M BHIAEJICHIIEM DH3UMA. Y MeHbIIEHUEe COCPHKAHNA Kpaxmala
B cpejie 0003HAYAI0 HOHUMKeHMe KoJmvecTBa Bpyledsonieroca susnma. HaoGopor, nonui-
UIeHne COAePHAHMA KpaxMaja JeiicrBoBasio HeHIATONPUATHO HA BBIIEJEHUe aMUIa3, XoTH
cyXoit Bec pocrur makcnmyma. (Tabmmma Ne 1,23 4 rpagurnm Ne 3 u 4). D10 ABIEHUe
COOTBETCTBYeT OlBITaM, Koropble cheidan Funke (1923) m onwbiry, Kak npusoaur Kanie
(1952). [lamee unrepecHo Obljio ObI CPABHUTL COOTHOIICHME KOJINYECTBA CYX0T0 Beca M KOJM-
4ecTBA BBIICJIEHHOTO DH3UMA K BPEMeHM I POCTY KYJbTYPHI.

Bo Bpema ¢aspr morapudmmyeckoro pocra M 4acto BHPedb [0 AOCTUIKEHUA MAKCH-
MyMa KpUBOii pocTa (BEIPA}KEHO B PA3HMIE CYyXoTo Beca) ObLIa amMuiasa B cpejie TOJBKO
B KOJIMYecTBe, KOTOPOe He AOCTUTANO IPAHNILL UYBCTBUTEILHOCTH HCNOIbB30BAHHOTO METOJA
OIpeJIeTICHI S 1 MOYKHO ObLLIIO IIpejioJararb ee CyHIeCTBOBAHIE W AKTUBHOCTH TOJLKO B BULY
pasHIKeHNA Kpaxmamnaa B cpefie n yObITKA caXapoB nocie Tunpoimsa. ToubkKo Torga,
KoTja OLLIn 0GHAPYKEeHbl IIepBble MPU3HAKUN ABTOIM3A I KOIJA CHHTE3 HOBOIO KIETOYHOTO
MaTepuajia He TPOSBJAJICA NOBbIIIeHUEM Beca, 00GHAPYHUBACTCA AMMIA3A B 3HAYHTEIHHOM
KOJIHeCTBE , KOTOPOe 0OBIKIOBEHHO elile HOBLIIAETCS I0 TOi CTETICHH, YTO TOCTUTAET MAKCHM-
MYMa JIMIIb HeCKOJTbKO JIHeil TTocie ITpeBbleH s KYJIbMUHAIIMOHHOTO TYHKTAa KPUBOil pocta.
Tak KAk aMIIas3bl B cpejie CKOPO MHAKTHBUPYIOTCH TPH KYJITHBUIMOHHOI TeMueparype
J1eJ10 3leCh He B COCUMTLIBAHMIL KOINYCCTBA HAROINIAINXCA JH3UMOB; CTOMMOCTD IOJYYeH-
HAasL 1PH ONpe/leJICHNN MPEACTABIACT AKTYATbHOC COCTOSHNE CPABHUTEIbHO HeGOILIIOro
TPOMEKYTKA BpPEMeHH .

Cpor HY:KHBII K JOCTVKEeHII0 MAKCUMYMA POCTA 3aBUCUT 0T KOHIEHTPAIMH KpaXxMaja
U yAJAUHACTCH ¢ pacTylueil KonuenTpanueil. Boigenenue sp3nma Hacrynaer nosse. Ilosromy
HEBOBMOKHO yYUTHBATE KaKIe-1100 «ropMossine cyOeranium, Kak npepnojaran Funke
(1923), Ho Hal0 YYUTHIBATL 3ABUCHUMOCTD BbIIeJEHUH AMIJIA3 OT JAOCTUKEHNT Olpe/iesleHHO M
daspr pocra.

OueHb BaHOE MECTO BAaHUMAeT M UCTOYHUK 430Ta, KOTOPLIM 0KAa3LIBAeT BIAMAHIC HA
HCIOJIB30OBAHNE UCTOUHNEKA yTlepoaa u peryinpyer pH B kyaprype. (Tabauna 5,6, 7,81 9,
rpajuru 1 u 2). Boablmoe 3HaYeHUe MMeeT He TOJILKO er0 KayecTBO, HO M KOJHYeCTBO, TO
ectb orHomenne G : N Kak toske yrasepiBaer Bindal mw Sreenivasaya (1945).
YeranoBieHe Kpaxmaia i IPoJAyKTOB ero THAPOJN3a KaK UCTOYHIKOB yIjlepoaa (Tadiamuibl
NoNe 10, 11, 12, 13, 14, 15) BhIJIeJICHMsI DH3UMA TOMKE HABA3BIBAET HA pesyabratsl R a o
n Sreenivasaya (1946). Tuw@areabHo ocBeljder JUHAMHKY o0pa3s’oBaHusA aMHIA3
OJIHOBPEMEHHOEe MceileJoBaHNe DH3UMA B MUICJIIINI U B cpejle B Ipoliecce POCTa B PABJIMYHLIX
yeaoBuax (rpadukm 1, 2, 3, 4). B Havase KyJiabTHBaUu, 10 ecTh 3—6 JHeil, aMIIa3a HMeeTCs
B CyXOM Bece B 00JBHIOM KoJMYecTBe TOIA KAK B cpefle OHA TollbKO B ciejgax. Ilocae npe-
BHIIICHUST MAKCIMYMA POCTA, TO ecTh 00BIKHOBEHHO Yepes 9 fAHell KOJMUeCTBO aMuJa3 B M-
HEeJUINN yMeHbIIAeTCH BIPeib 10 BPeMeHM, KOT[AQ CTAHOBUTCH OMpPe/IeJIeHIe HeBO3MOHKHBIM.
Mesgiy Tem TOT CAMBLIi BHBUM B cpefle 3HAUMTEbHO HaKoILIAeTcs. Bakuble M3MeHeHUS B
cpesie (MBMEHEHUST MCTOYHMKA a30Ta M KOHIETPALNI KpaXMaia) He OKA3BIBAIOT CYLIECTBEH-
HOTO BINAHISA HA 9TO SIBJICHNE. 9TO OTHOIEHNe DH3IMA B cpefie I MULEINN MOMKHO HaGIIo-
JATh Toxke n Ha rpagukax B pabore G oo dman (1950). Ho aBrop me oGpamaer Ha sT10
BHUMAHNA 1 He cTapaercsa oObACHUTD 910, JTO fIBJIeHIE HABEPHO CIOMHOE M 1P HEM MOZKHO

301



YUNTHIBATH PA3INUYHYI0 TPOHHMLIAEMOCTh MOJOLIX M CTAPLIX KIETOYHHIX 000J0YeK, Ipo-
NYyCKAIX 9H3UM B cpejly WM BO3MOKHOCTb, YTO MMEHHO OTcyTcTBHe cyOcrpara feii-
CTBYeT Ha IOBLINICHMe IPOJAYKIMM HH3MHUA MUKPOOPTAHIIBMA, KOTOPBLI JoJHeH Yy/oBJe-
TBOPATEH CBOW0 NMOTPeOHOCTH B MCTOUHMKe HHeprum u3 0GoJblIoro mpocrpadcTBa, Hakonen
MOKET 3/eCh UI'PATh POJIb TOKE CHUHTCTUYECKAs 3ajavya amijas, KOTOphkle B Ipoliecce JIo-
rapuMuuecKkoro pocTa yyacTBYIoT B 00Opa3soBAHUN IJIABMEL I OCTAIOTCH IPUKpPEIJIEHE K BHY -
TpeHHeil cTpykrype KieTkn. G oKOHYAHMEM POCTA DHBUMBL MPOJOIIKAIOT BBIJAEIATHCS M
BLIXO/UIT B cpejly, /e npuoOperaior Xapaxrep rujpodas. H BeiBogam 1nojo6Horo pojia npu-
urer rosme Chaloupka (1952) nmpu usydewnn OpOTEONTHYCCKIX DHBUMOB Yy Strepto-
myces griseus,

Jiri Starka:
The formation of amylolytie enzymes by Aspergillus oryzae.

Summary.

In stuying the effect of different factors upon dynamics of amylase pro-
duction by Aspergillus oryzae in stationary cultures on Czapek-Dox starch
medium, no direct relation between growing mycelium (dry weight) and enzyme
excretion was found. When the concentration of starch in medium was dimin-
ished, weight of mycelium was lower, but quantity of excreted enzyme,
estimated by modified Wohlgemuth’s method showed no change. On the
other hand the increase of starch content exhibited an unfavourable effect on
amylase excretion, although weight of mycelium reached highest values.
(Table 1, 2, 3, and 4, Figs. 3 and 4). These results are in full agreement with
experiments of Funke (1923) and Kanie (1952).

Correlations between weight of mycelium and quantity of enzyme excret-
ed, studied during growth of the culture, showed following characteristics.
In the logarithmic phase and often after reaching maximum of growth, amylase
was present in medium in amounts below the limits of sensibility of method
used for its estimation. Presence and activity of this enzyme was presumed
only according to the liquefaction of starch present in the medium and decrease
of sugar after hydrolysis. Only when the first signs of autolysis were noted and
when the synthesis of cellular material was not represented by increase of
weight, abundant quantity of amylase in the metabolic fluid appeared. The
amount of enzyme still regularly increased and reached maximum few days
after maximum of growth curve. Because amylases were quickly inactivated
in medium total quantity of enzyme was not result of permanent accumulation
and addition. These values obtained by iodine test represented an actual
situation of a short growth period.

The time necessary for reaching maximum growth depends on concentra-
tion of strach and is longer with increasing concentration. Simultaneously the
excretion of enzyme is delayed. Presumption of Funke (1923) of some
“inhibiting substances‘’ is therefore not well-founded, but the dependence
of amylase excretion on definite growth phase must be taken into account.

Another important factor influencing utilisation of carbon and regulating
pH in medium is the nitrogen source. (Table 5, 6, 7, 8 and 9, Figs. 1 and 2)
acting on enzyme formation not only with his quality, but also quantity,
i.e.C : Nratio. (Seealso Bindal and Sreenivasaya 1945). Similarly
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determination of starch and products of starch hydrolysis as optima carbon
sources (Table 10, 11, 12, 13, 14 and 15) corresponds with results of Rao
and Sreenivasaya (1946).

Dynamics of amylase formation is more distinctly elucidated by parallel
examination of enzyme present in mycelium and medium during the growth
and under different conditions. (Figs. 1, 2, 3 and 4). On the forth and sixth day
of cultivation is amylase present in great quantity in mycelium, but only
traces of it are found in medium. Passing over the maximum of growth (i.e. aver-
age after nine days) amylase content in mycelium becomes quickly lower and
soon disappears. At the same time in medium the enzyme accumulates. Not
even important changes in medium (changes of nitrogen sources and concentra-
tion of starch) do influence substantialy this relation. This ratio of enzyme
in medium and in mycelium may be seen also on figures in the paper on G o o d-
m a n (1950) unfortunately without further comment or explanation. It is of
course a phenomenon quite complicated and influenced probably by differences
in permeability of young and old cell membranes through which enzymes diffuse.
Shortage of substrate enhancing enzyme production by microorganism, which
is forced to cover his demand on energy source in greater volume, is another
eventuality, which should be taken in consideration. Finally an important
role may be played by the synthetic action of amylases, which doubtless parti-
cipate during logarithmic growth in synthetic process of plasma formation
and which are bounded on the inner structure of the cell. After growth ceases
production of enzymes continues. This time amylases diffuse into the medium
with their known character of starch- splitting enzymes. Similar conclusions
from the study of proteolytic enzymes of Streptomyces griseus are announced
by Chaloupka (1952).
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