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Dynamika hydrolysy Skrobu amylasami Aspergillus niger

a Aspergillus oryzae

(Oddsleni obecné mikrobiologie biologické fakulty Karlovy university, Vini¢né 5, Praha II.)

Aktivité enzymu a jejich dynamice v zavislosti na sta¥i produkujiciho
mikroba a zaroven za ménicich se vnéjsich podminek bylo vénovano pie-
kvapivé malo pozornosti. Vét§ina pracovnikil se zajimé o vlastnosti urditych
enzymovych preparatd, ziskanych ze ,zralé“ kultury a obvykle nepfihlizi
k okolnostem, za jakych studované enzymy resp. jejich systémy vznikly.
Takovyto zptsob studia p¥inesl sice mnoho cennych informaci o diléich enzy-
matickych reakecich, o fetézech a cyklech takovychto reakei, nemohl vSak
podstatné prispét k objasnéni biologickych zakonitosti, platnych pro rist
& vyvoj mikroorganismi.

Ojedinélé Gspésné experimenty na pi. u butylogennich klostridii byly
dovrseny teprve nedavno Terusalimskym (1951), ktery ukazal, Ze
pii ristu a vyvop mlkroorgamsmu probihaji charakteristické biochemické
zmény soucasné se zménami morfologickymi a Ze tyto zmény jsou zakonité.

Pii studiu amylolytickych enzymovych systému aspergili jsme toto
hledisko pokladali za vychozi, at uz byly sledovany praktické cile pro pfipravu
amylolytickych plisnovych preparatd, vhodnych pro hydrolysu ovoeného
gkrobu v pektinovych roztocich (Starka 1952, Starka 1954b), nebo
cile obecnéji zamérené, sledujici vyznam kvality prostfedi na dynamiku pro-
dukce enzymu v pribéhu ristu za laboratornich podminek a vztah mezi
enzymy véazanymi na builku a jejich vyluéovanim do prostfedi (Starka
1953). Napadnym zjevem pfi téchto pokusech byla dynamika exkrece enzymi
béhem rastu kultury, zfetelné zavisld na jejim sta¥i a povaze prostiedi a nikoli
pouze na vahovém mnozstvi mycelia. Dal§im zajimavym zjevem byla odlis-
nost v prubéhu hydrolysy u Aspergillus niger a Aspergillus oryzae.

Odlignost hydrolysy Skrobu amylasami z Aspergillus niger a Aspergillus
oryzae pozorovala také Feniksova (1953) a vysvétlovala tento zjev
vysokou aktivitou maltasy u Aspergillus niger, majici za disledek nahromadéni
glukosy, zatim co u Aspergillus oryzae je maltasa slaba a hromadi se hlavné
maltosa a dalsi oligosacharidy — glukosidy. Srovnavali jsme (Starka
1954a) diastatické plisfiové preparaty se sladovymi tak, Ze po dosazeni achro-
matického bodu v reakei s jodem jsme hydrolysit 8krobu chromatografovali.
Plistiové otruby z Aspergillus niger davaji pfevazné glukosu, avsak maélo
maltosy a vyssich oligosacharidii. U Aspergillus oryzae jsou odlidné poméry
produktt hydrolysy. Kromé glukosy je tu velké mnozstvi maltosy, maltotriosy,
maltotetraosy a daldich vy&sich oligosacharidd, o nichZ lze podle pohyblivosti
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na papife predpokladat, Ze maji 5,6 a vice glukosovych jednotek. Preparaty
ze sladu se do uréité miry podobaji preparitim u Aspergillus oryzae.

0Odlisné poméry produktt hydrolysy daly tusit, Ze i pribéh hydrolysy
u obou aspergilit bude odchylny. Provedli jsme proto kvantitativni stanoveni
chromatograficky oddélenych cukri v ¢asovych intervalech v pribéhu hydro-
lysy.

Nejnapadnéjdim rozdilem byla vydatnd tvorba glukosy u Asp. miger
a silny pokles ostatnich sacharida zvlasté v pozdéjsich fazich hydrolysy.
U Aspergillus oryzae byl pomér mezi produkty hydrolysy pomérné vyrovnany
a glukosy pribyvéa jen zvolna. Vyznaénym zjevem bylo tu stalé a pomérné
zna¢éné nahromadovani maltosy.

Neni tedy $tépeni Skrobu procesem jednoduchym, srovnatelnym s prostou
hydrolysou. Enzymatickou hydrolysou je ptevedeno asi 80 9%, 8krobu na zkva-
sitelné cukry, zbytok tvoff vySsi oligosacharidy, dextriny. Hlavni Glohu pti
tomto pochodu maji amylasy, jimz je prlsuzov(ma ¢isté hydrolyticka ¢innost
(Sumner a Myrback, 1950). Stépi vyhradng «-1,4 glykosidické
(maltosové) vazby a tak vznikaji jednak cukry redukujici, predevsnm maltosa
a glukosa, a neredukujici nezkvasitelné zbytky polysacharidovych molekul.
Enzymatickd hydrolysa 8krobu je vSak proces, ktery je komplikovan jesté
daldimi enzymy. Piedevsim je tfeba brat v avahu udast fosforylas, které
vytvaieji redukujici fosforeéné estery cukri nebo volné redukujici cukry.
Pravé amylasy se od téchto enzymi lisi predeviim tim, %e nejsou prakticky
ovliviiovany pFitomnosti fosfath a ze nedovedou provadét synthetické pochody.
Syntheticka ¢innost v hrubych amylolytickych preparitech (Pigman 1944)
byla pri¢itina proto fosforylasim, nebot ve fosfatovych ustojich vznikaly
z maltosy vys$si mezkvasitelné oligosacharidy. Objasnéni tohoto problému
v8ak zustavalo dlouho nevyieseno, hlavné pro nedostatek vhodnych analy-
tickych metodik.

Cinnost enzymu katalysujwmh Stépeni nebo synthesu ohgogacharldu
a polysacharidit bylo mozno do nedavna sledovat prakticky pouze pomoci vice
nebo méné hrubych stanoveni produktit nebo substrati na pt. jako reduku-
jicich latek, ketos a pod. Moznost oddéleného stanoveni veétsiho podtu slozek
v reagujicich systémech ztstavala prakticky nedostupnou, nebot identifikace
jednotlivych §tépnych produktt ve smési a malych kvantech, zvlasté v piipadé
oligosacharidit nebyla tehdy béznymi metodami proveditelni. Teprve chroma-
tografie a zvlasté chromatografie na papife obohatila i tento tsek o metodu,
kterd primo zazraéné jednoduchym zptsobem oteviela nové a netuSené cesty.

Velké4 pozornost byla vénovana predevS&im enzymum, provadéjicim
transglykosidické vymény u oligosacharidi (transglukosidace, transfrukto-
sidace a transgalaktosidace). Kinetika téchto reakei muze byt sledovana
kvantitativné a sou¢asné u vsech slozek v ¢asovém priubéhu reakce. Na pod-
kladé vysledkit takto ziskanych lze soudit, ze enzymatickd hydrolysa oligo-
sacharidi neni jednoduchym procesem analogickym hydrolyse chemické,
nybrz ze dochazi k pfenosu monosacharidovych zbytkt na vhodné akceptory,
¢imz% vznikaji nové oligosacharidy, nékteré i o delsim fetézci, z nichZ nékteré
zistanou v malych mnozstvich zachovany i po dosazeni rovnovaznych stavi.
V souvislosti s témito studiemi byly vypracovany rtizné kvalitativni i kvanti-
tativni upra.vy chromatograhcke analysy véetné odstraiiovani interferujicich
latek pomom méniéh iontd. Byly téZ nalezeny i nové oligosacharidy dosud
nepopsané (na p¥. panosa, kestosa a j.), jejichz isolace a identifikace mohla byt

155



opét uskuteénéna chromatograficky. (Gross, Blanchard a Bell
1954, Bacon a Bell 1953, De Whaley 1952, Blanchard
a Albon 1950, Pan, Andreasen a Kochalov 1950, French
1951).

Enzymaticky rozklad polysacharidia pravé tak jako jejich synthesa jsou
studovany ptredevsim s hlediska objasnéni dynamiky celého procesu a mecha-
nismu uéinku isolovanych enzymu. V popredi zajmu jsou amylasy z plisni,
bakterii, sladu a slin a jejich ptasobeni na $krob nebo glykogen resp. jejich
slozky mnebo §tépné produkty. Amylosa je $tépena sladovou a bakteridlni
a-amylasou pres oligosacharidy o rtzné dlouhém fetézci na maltosu a glukosu;
amylopektin je témito enzymy odbouravan za vzniku $tépnych produkti
s Fetézei delsimi nez 2 nebo 3 glukosylové jednotky (Bird a Hopkins
1954a). -

f-amylasa hydrolysuje amylosu za sou¢asného napadeni viech Yetézed —
,multichain action* (Hopkins a Jelinek 1954, Bird a Hop-
kins 1954b), glykogen ztrici jejim Géinkem asi 45 9, vnéjsich fetézcel za
vzniku maltosy jako jediného koneéného produktu. (Bell a Manners
1952). Dextran, glukosovy polymér tvoteny predevsim «-1,6 glykosidickymi
vazbami a vytvafeny ze sacharosy ¢innosti bakterii z rodu Leuconostoc
a z dextrintt téz pisobenim jinych bakterii, je produktem extracelularni
dextransacharasy ¢ili dextransukrasy. (Koepsell et al. 1953). Zavedenim
alternativnich akceptori glukosylovych jednotek (na pf. maltosy, isomaltosy
nebo glukosy) do reagujici smési enzymu a sacharosy je mozno vyvolati tvorbu
oligosacharidi, vznikajicich soucasné s normalnimi dextranovymi fetézci
a ziskati tak uréité informace i o mechanismu polymerisace, interpretované
jako transglykosidickéd reakce, kde dondtorem je sacharosa a akceptorem
terminalni hexosylové jednotka rostouciho ¥etézce. Vlastniho cile, t. j. do-
sazeni synthesy dextrani o mensi molekulové vaze, aby jich mohlo byt p¥imo
pouzito jako nahrady krevni plasmy bez dasteéné hydrolysy, vsak dosazeno
nebylo. Podobnym zpisobem jako u dextrant dochazi i k synthese levani,
které viak na rozdil od dextrani nejsou koneénym produktem metabolismu
uréitych mikrobi, nybrz meziproduktem metabolismu sacharosy na p¥.
u azotobaktera (Hestrin a Goldblum 1953). Dosud znaéné nejasna
je synthesa celulosy. Bakteridlni celulosa u Acetobacter xylinum mnevzniké,
jak se vétilo, polymerisaci fosforylované glukosy, i kdyz fosfaty se procesu
ucastni, snad jako zprosttedkovatelé s reakcemi poskytujicimi energii (H e s-
trin 1953). Pravé tak komplikované poméry jsou u hemicelulos. U xylanu
je studovana predeviim hydrolysa enzymovymi preparaty z Chaetomium
globosum, z aktinomycet a jinych pidnich mikrobu. Uvolnéné oligosacharidy
jsou tvotfeny predevsim D-xylosou, jejiz jednotky jsou spojeny o-1,4 vazbami.
Kromé téchto oligosacharidi objevuji se pii hydrolyse téz arabinosa, galak-
tosa a glukosa, oviem v daleko men&im mnozstvi (Sorensen 1952 a 1953,
Whistler a Chen-Chuan Tu 1952).

Za velky uspéch chromatogratie je tieba pokladat objasnéni transglyko-
sidickych reakei nékterych sacharidas.

Dosud byl bézné tradovan nazor, Ze enzymy, stépici glykosidické vazby
oligosacharidi, maji charakter hydrolas, provadéjicich vSeobecné psanou
reakei

AB +H,0 - A+B
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Podle druhu $tépené vazby byly rozlisovany
a-glukosidasa (maltasa)

f-glukosidasa (celobiasa)

p-fruktosidasa (invertasa kvasni¢na)
u-galaktosidasa (melibiasa)

B-galaktosidasa (laktasa)

Kdyz byly tyto reakce podrobeny chromatografické analyse, ukazalo se, 7e
prabsh je slozitéjsi a %e vznikaji prechodné nové oligosacharidy i o vys$sim
poétu priislugnych jednotek monosacharidovych. Tyto reakee byly pfipsany
enzymum, nazvanym transglykosidasy (TF, TG1, TGa).

Utinkem transfruktosidasy (8-fruktofuranosidasy) jsou prenageny frukto-
sylové jednotky ze sacharosy a rafinosy na fruktosylové slouc¢eniny a vznikaji
nové oligosacharidy slozené z glukosy, fruktosy a galaktosy.

Transfruktosidasu maji plisné, kvasinky i rostliny a prevlada nazor, Ze
je jedinym enzymem hydrolysujicim sacharosu, t. j. identickd s invertasou.
Bude tedy t¥eba korigovat dosud uznavany rozdil mezi kvasni¢nou inver-
tasou (fruktosidasou) a plisniovou (glukosidasou) pravé tak jako mazor, ze
inverse sacharosy je zalezitost ¢isté hydrolytického procesu (Pazur 1952,
Bealing a Bacon 1953, Bealing 1953).

Obdobny je ué¢inek transglukosidasy (maltasy), prenasejici glukosylové
jednotky a synthetisujici tak isomaltosu, glukosylmaltosu a glukosylisomal-
tosu (Pazur a French 1951, Monod a Torriani 1948, Pazur
a French 1952, Barker a Bourne 1952, Wallenfels a Bernt
1952). Rovnéz laktasa kvasinek i bakterii ma funkei transgalaktosidasy a pii
jeji ¢innosti vznikaji nejméné ¢ty¥i oligosacharidy, sloZené z galaktosy a glu-
kosy (Aronson 1952).

Zatim neni definitivné objasnéno, existuji-li invertasa, maltasa, laktasa
atd. jako ¢isté hydrolytické enzymy vedle transglykosidas nebo je-li trans-
glykosidicka aktivita vlastnosti jich samotnych.

Lze tedy predpokladat, Ze pii enzymatické hydrolyse $krobu bude t¥eba
poc¢itat kromé amylas rovnéz s transglykosidasami. Proto bylo zvoleno za il
této prace jednak prostudovani vyznamu sta¥i mikroorganismu a kultivaéniho
media na aktivitu amylas, jednak objasnéni Gdasti transglykosidas pii hydro-
lyse skrobu.

Material a metodika

S kmeny Aspergillus oryzae a Aspergillus niger, pouzitymi v téchto po-
kusech, bylo pracovano jiz v predchozich pracich (Starka 1953 a 1954a).
Tam jsou téz uvedena data o zpisobu kultivace, odbéru vzorki a testovani
dextrinogenni aktivity.

Chromatograficka analysa. Bylo pouzivano vyhradné sestupné techniky
na papite Whatman ¢. 1 nebo ¢. 4. Pfi opakovéani pokust byla vyzkousena fada raznych soustav
rozpousteédel, z nichz se nejlépe osvédeily: N-butanol-pyridin-voda (12 : 8 : 7), isopropanol 75 9,
octova kyselinaledova (9 : 1), N-propanol-ethylacetat-voda (6:1 :3), N-butanol-octova kyselina-
voda (4 :1 :5).

Vyvijeni trvalo u smdési butanol-pyridin-voda na papite Whatman ¢. 4 16—18 hod., na
Whatman ¢. 1 az 48 hod. Za tuto dobu ¢elo pireb&éhlo dolni okraj chromatogramu a rozpoustédlo
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pietékalo. V nékterych pripadech po dob&hnutf éela byl chromatogram vyjmut, ususen a znovu
vyvijen. Toto dvojnasobné vyvijeni se velmi dobfe osvédéilo.

Po ukonteni vyvijeni byl papir za normalni teploty ususen v digestoii a podle potieby
dosusen v susarnd pii 100°. K detekei bylo pouzito amoniakélniho roztoku AgNOg (0,5 AgNO,,
9,5 ml H,0, 0,6 ml ¢pavku), kyselého anilinftalatu (anilin 0,93 g, kyselina ftalova 1,66 g, N-bu-
tanol nasyceny vodou 100 ml, Partridge 1949) a benzidin v trichloroctové kyseling
(benzidin 0,5 g, octova kyselina 10ml, 409%, trichloroctova kyselina 10 ml, ethanol 80ml, Bacon
a Edelmun 1951).

Detekéni reagens bylo rozpragovéno proudem stlaceného dusiku z bomby. Pii pokusech
s cukry obsahujicimi fruktosu bylo uzito k detekei téz floroglucinolového (0,19, floroglucinol
v 0,1 N HC(l), mo¢ovinového (urea 5 g, 2N HCl 20 ml, 959, alkohol 80 ml. Montreuil.
a Scriban 1952, a naftolového reagens (x-naftol 0,1 g, ethanol 10 ml, H;PO, konc. 2 ml)
Po provedeném postiiku byly chromatogramy opét ulozeny do suSérny na 5 az 10 min, nebo
i déle pri 100°,

Kvantitativni stanoveni byla provadéna anthronovym reagens (Blazka 1949, 1953,
Koehler 1952) po eluci paralelnich nedetegovanych chromatogrami (Dimler a sp.
1952) a odec¢itana na fotokolorimetru.

Vysledky

I. Adaptivita amylolytickych systémn.

Aspergillus niger a Aspergillus oryzae byly paralelné naotkovany za sta-
tickych podminek na Czapek-Doxovu pidu, obsahujici jako zdroj uhliku
v prvém ptipadé gkrob (2 %), v druhém pepton prosty cukri (2%, Bacto-
pepton). Prvni vzorky byly odebrany t¥eti den kultivace, kdy zacinaly oba
kmeny sporulovat a obsah veskerych cukrit v mediu byl znaéné snizen, druhé
desaty den, kdy jiz mycelium zaéinalo zfetelné autolysovat a medium ne-
obsahovalo ani stopy cukrii. Odebrany vzorek metabolické tekutiny po filtraci
byl pndan ke gkrobovému mazu s acetatovym ustojem o pH = 4,6 a inku-
bovan pri 28°, Vzorky enzymatického hydrolysatu byly odeblrany za 10 min.,
30 min., 120 min. a 300 min. Jako antiseptika bylo pouZito toluenu. Jeité
lepsich quludku bylo dosazeno s pridinim natriumpropiondtu (0,5 ml 9% ToZ-
toku na 25 ml vzorku). Po inaktivaci varem 2 min. byly vzorky naniSeny na
chromatograficky papir. U kazdého vzorku byla ziroven stanovena dextrino-
genni aktivita amylas Wohlgemuthovou zkouskou. Barevni reakce byla
orienta¢né hodnocena v poradi: purpurova — ¢ervend —- oranzovéa — achro-
matlck& Vys]edky Jqou sorazcnyvtab 1.a 2. (AO = A. oryzae, AN = A. niger,
— peptonova pida.)

L

Tabulka 1.

3. den 10 30 120 300 min.
AOS purp. purp. Gerv. Gerv,
AOP purp. purp. Cerv. terv.
ANS purp. derv. achrom, achrom,
ANP purp. terv, achrom, achrom.
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Tabulka 2.

10. den 10 30 120 300 min,
AOS achrom, achrom, achrom, achrom,
AOP purp. derv, cerv. oranz.
ANS achrom, achrom, achrom., achrom.
ANP cerv., cerv, oranz, achrom,

Po odst¥izeni a detekei vodicich paskt (standard glukosy a maltosy
a vzorek hydrolysitu) byla z paralelnich nepostiikanych paski vystfizena
mista s predpokladanymi skvrnami a po eluci destilovanou vodou stanoven
obsah cukri. Vysledky jsou zachyceny v grafech 1 az 8.
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Graf. 1. Utinekt #i dny starého enzymo-
vého preparatu A. oryzae na Skrob. Hod-
noty zjistény kvantitativni papirovou
chromatografii, O = glukosa (G), [] =
= maltosa (M), - = pravdépodobng
trisacharid (X), @ = pravdépodobnd tet-
rasacharid (Y).
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Graf 3. Desetidenni preparat A. oryzae
ze Skrobové pudy na &krobu.

Graf 2. Tiidenni preparat A. oryzae z pep-
tonové pady na skrobu.
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Graf 4. Desetidenni preparat A. oryzae
z peptonové pudy na Skrobu.,

159



S
=% 4 e
Graf 5. Ttidenni preparat A. niger ze Graf 6. Tiidenni preparat A. niger z pep-
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Graf 7. Desetidenni preparat A. niger ze Graf 8. Desetidenni preparat A. niger
skrobové pady na Skrobu. z peptonové pudy na skrobu.

Enzymaticky preparat Aspergillus oryzae na Skrobu po t¥idenni kultivaci
uvolituje cukry ze Skrobu v kvantitativnim pofadi Y —X-—M-—G (2 hod.)
a Y—G—X—M (5 hod.). Charakteristicka je pfevaha dextrini nad glukosou
a maltosou. Analogicky preparat po deseti dnech je jednak podstatné aktiv-
néjsi, jednak jeho aktivita je charakterisovana jinym potfadim nahromadénych
cukrii: X —Y—M—G (2 hod.) a M—X-—Y—G (5 hod.). Naproti tomu Asper-
gillus niger na téze pudé za t¥i dny vytvari velmi aktivni enzymaticky systém,
charakterisovany vysoce prevazujici glukosou, jejiz nahromadéni dosahuje
maxima za 120 min. ¢innosti preparitu a je nasledoviano tbytkem, dale
stopami maltosy a velmi nizkymi hodnotami ostatnich oligosacharidii. Deseti-
denni kultura ma nizsi aktivitu, porfadi cukri vsak neni zménéno. Glukosa
se v prabéhu reakce stile zvolna hromadi. Pokles, charakteristicky pro prvni
odbér, nebyl pozorovan.

Obraz aktivity enzymi u Aspergillus oryzae kultivovaného na peptonové
vodé je zcela jiny. V obou odbérech jsou piitomny enzymy odbouravajici
gkrob (reakce s jodem je charakteristicka pro t. zv. erythrodextriny), jejich
aktivita je v8ak velmi nizk4. Glukosa, maltosa a oligosacharidy s nejblize
nizsimi hodnotami Ry jsou uvolilovany v malych mnozstvich ptiblizné stejné
velkych. Aspergillus niger na peptonové pudé si udrzuje vétsi éast aktivity
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amylolytickych enzymi. Jejich dynamika se podoba v p¥ipadé glukosy pre-
paratu ze skrobové pidy z druhého odbéru (10. den). Soubéiné s glukosou
viak pribyva i maltosy. Mnozstvi ostatnich oligosacharidi (X a Y) v prvém
odbéru jde soubézné s maltosou, v druhém odbéru po dosazeni znaéného maxima
jejich mnozstvi rychle klesé a za 5 hodin jsou zjistitelny jen ve stopéch.

Aby bylo mozno uréit, do jaké miry jsou stanovené hodnoty aktivity
enzymit peptonovych pid vyrazem adaptace, byly oba kmeny étytikrat pre-
pasazovany na peptonové pudé (sporové inokulum). Ctvrta pasaz A. oryzae
uvoliiovala pouze stopy maltosy a glukosy i niz8ich oligosacharidu. Hlavni
soudasti produktt hydrolysy byly vy&si dextriny, které nebyly kvantitativne
uréovany. A. niger si zachoval svoji schopnost hromadit glukosu a jeji p¥i-
ristek v prabéhu hydrolysy, i kdyZ je nizsi, odpovida priubéhu z prvni pasaze.
Ostatni oligosacharidy (maltosa, X a Y) byly pritomny ve stopach. Na grafu 9
jsou uvedeny hodnoty ze dvou odbéri, t. j. tfeti a desaty den kultivace (I.a IL.).
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CGraf 9, Preparat A. niger po étyrnasobném paséZovanf na peptonové pudé pii i¢inku na Skrob.
I - preparat odebrany tfeti den kultivace, IT = preparat z desetidenni kultury.

ITI. Transglykosidickéd aktivita A.nigera A. oryzae.

7 pohybtt cukrii na papite pii sledovani dynamiky hydrolysy &krobu
enzymy A. niger a A. oryzae lze usuzovat na udéast nejen typické plistiové
a-amylasy, ale i transglukosidickych enzymt. Bylo proto prikro¢eno k jejich
experimentalnimu prikazu. Stejnym zplusobem pfipraveny enzymovy pre-
parat (5 ml t¥idenni kultury prosté myecelia) byl inkubovéan s glukosou, malto-
sou a smdési obou cukri (koneénd koncentrace 29, cukru ve vzorku) pii 28°,
pH bylo udrzovano acetatovym ustojem na 4,2, aby odpovidalo hodnoté pii
sledovani amylas. Po étyfiadvacetihodinovém puisobeni byly vzorky naneseny
na papir a chromatografovany. Vysledky jsou patrny na obrazku 1.

Oba kmeny vykazuji transglykosidickou aktivitu bez ohledu na povahu
specifického substratu, na némz byly kultivovany. Preparaty z peptonovych
medii jsou oviem podstatné slabsi. K nejvyznacénéjsi tvorbé vyssich oligo-
sacharidi dochézi na maltose. Pridani glukosy k maltose spiSe oslabuje trans-
glukosidickou aktivitu. Na &isté glukose k tvorbé vyssich oligodacharidu
vithec nedoslo.

Kromé pokusit 8 metabolickymi tekutinami byla sledovana transglykosi-
dické aktivita plisnovych otrub obou aspergilii. Byl pfipraven vodny vyluh
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z plistovych otrub (St arka 1954a) a doplnén roztokem zkoumaného cukru
ve fosfatovém ustoji o pH == 7,0 (0,25 ml 0,2 M ustoje na 10 ml vzorku). Po
dvouhodinové inkubaci enzymového preparatu A. niger a A. oryzae na sacha-
rose (obr. 2a) dochézi k tvorbé vysSich oligosacharidi predeviim ¢innosti
transfruktosidasy. Oligosacharid podle pohyblivosti na papite je asi trica-
charid-fruktosid (reaguje s floroglucinolovym reagens pii postiiku). Na rafinose
(obr. 2b) se opdét hlavné uplatiuji transfruktosidasy u obou plisni zhruba
stejné. Zajimavé je, ze transgalaktosidasa uvoliuje jen stopy galaktosy
a sacharosy. Na maltose (obr. 2¢) se uplatiuje transglukosidasa, kterd u 4. niger
vytvari zietelny trisacharid a tetrasacharid, u 4. oryzae se objevuji hlavné
vys$i dextriny, zistavajici tésné pod startem, jejichz vznik se déje ziejmé
na Gdet glukosy. Jeji mnozstvi je zde zietelné nizsi nez u A. niger,

Obr. 1. Transglukosidicka aktivita A. niger a A. oryzae, po 24hod. ptsobeni na maltosu. GM =
= glukosa -+ maltosa, M = maltosa, NS = A. niger ze 8krobové pudy, NP = A. niger z pepto-
nové pudy, OS = A.oryzae ze skrobové pudy, OP = A. oryzae z peptonové pudy. Whatman ¢. 1,
butanol-pyridin-voda, vyvijeno 40 hod., postiik benzidin-trichloroctova kyselina. Téhoz postupu
bylo uzito i pii ptipravé chromatogramu na obr. 2 a 3.

Aby byla zachycena dynamika transglykosidaci, byly chromatografovany
odbéry z reagujici smési cukrii a enzymu v ¢asovych intervalech 10, 30 a 60 min.
Na obr. 3a je zachycena ¢innost A. niger na maltose, na obr. 3b A. oryzae
na rafinose. Oba chromatogramy, vybrané jako ptiklad (zkoumina byla
aktivita obou plisni na sacharose, rafinose a maltose) dokumentuji dobre
transglykosidickou aktivitu obou preparati.

Protoze pro hydrolysu gkrobu pfichézi v tiivahu prakticky pouze ¢innost
transglukosidas, byla jejich aktivita u obou plisni prostudovina téz kvanti-
tativnim stanovenim komponent reagujici smési. Byl zvolen stejny postup
jako pii predchozich pokusech, t. j. kvantitativni papirova chromatografie.
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a.

2 e -
Obr. 2. Transglykosidicka aktivita A. niger a A. oryzae. a) vysledek pusobeni na sacharosu
za, 120 min. — standard sacharosa, glukosa a fruktosa; b) substrat rafinosa, standard rafinosa,
melibiosa (nerozdéleny), galaktosa a fruktosa; ¢) substrat maltosa, standard maltosa, glukosa
a fruktosa,

Obr, 3. a) Pasobeni A. niger na maltosu za 10,30 a 10 min. Stand. maltosa, glukosa a fruktosa.
b) A. oryzae na rafinose, standard rafinosa | melibiosa, galaktosa.

#

MN
14
-
Y
g X

Obr, 4. Vysledek ué¢inku enzymovych preparati z plistiovych otrub A, niger (MN) a A. oryzae
(MO) na maltosu za 24 hod. G = glukosa, M — maltosa, X a Y = oligosacharidy (tri a tetra-
sacharidy). Detekce amoniakalnim Ag.
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Enzymové vyluhy byly inkubovany na maltose a odebirany za 5, 10, 20, 30,
60, 120 a 180 min. a 24 hod. Rozdélené slozky byly stanoveny a ziskané hodnoty
vyneseny do grafi (graf 10a 11).

Vysledek tohoto pokusu nejlépe ukizal rozdil mezi aktivitou obou plisni.
Zatim co preparat A. niger za 24 hod. odboural veskerou maltosu a jeji pod-
statnou ¢ast, t. j. asi 70 9, prevedl na glukosu a zbytek na vyssi oligosacharidy,
A. oryzae dovedl zpracovat pouze asi 50 %, maltosy (viz téz obr. 4). Uvolnéna
glukosa tvoii pouze piiblizné 109, podil, vyssi oligosacharidy pak 40 %, cel-
kového mnozstvi cukrit v koneéném vzorku.

150 1 =
9 A.niger 52 \ .oryaaa
M
120 . 120 .
" 1w N
60 E 60 /
o /'
30 \ 30 -
S b G i

510 20 30 60 min. 120 180 24 h 5 10 20 30 60  min. 120 180 24 h

Graf 10 a 11. Pasobeni enzymovych vyluhti 4. niger a A. oryzae na maltosu,

Porovname-li zjidténé poméry cukri, vzniklé pii aéinku enzymovych
preparati na skrob (St arka 1954), kde pii kratsi dobé pusobeni (5 hod.)
u A. niger byl pomér glukosy k maltose a vy&3im oligosacharidam 7 :1 : 4
au A. oryzae 1 : 2 : 6, s vy$e uvedenymi vysledky ¢innosti plisniovych trans-
glukosidas (u A. niger 7:0:3, u A. oryzae 1 :5 : 4), dochazime k napadné
shodé. .

Rozdilem v aktivité transglukosidasy (a pripadné maltasy, je-li tato od-
lisnym enzymem) lze tedy do znatné miry vysvétlit i rozdily v aktivité kom-
pletnich amylolytickych enzymovych systémii obou aspergili pii jejich
ucinku na skrob.

Diskuse

Aspergillus oryzae a Aspergillus niger vyluéuji do prostiedi soubor enzymu
podilejicich se na rozkladu krobu; u tohoto souboru neni zifejmé zachovavan
staly a stejny pomér mezi jeho slozkami. Uplatiiuji se zde oba zkoumané fak-
tory, t. j. stafi kultury a povaha specifického substratu. Rozdily v aktivité
slozek enzymového souboru vyniknou p#i kvantitativnim stanoveni uvolné-
nych cukrit a jejich poméru v zavislosti na éase. Patrny je nejen jiz diive pozo-
rovany rozdil (Feniksova 1953, Starka 1953) mezi Aspergillus niger
a Aspergillus oryzae, ale téz odlisné poméry u téhoz kmene rizné starého.
Zajimavi je vysokda aktivita u desetidenni kultury Aspergillus oryzae na
gkrobové pudé na rozdil od t¥idenni a opaiény pomér u Aspergillus niger.
Nahrazenim skrobu v kultiva¢ni padé peptonem, t. j. vyFazenim specifického
substratu byl proveden vyznamny zisah do tvorby amylolytickych enzymi.
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Aspergillus oryzae vykazuje ziejmé slabou aktivitu samotné o-amylasy,
u Aspergillus niger k ni pristupuji nepochybné dalsi slozky, vyznacujici se
hromadénim glukosy a maltosy. Vyznaiéné je hromadéni vyssich oligesacha-
ridd v preparatu z téidenni kultury A. niger, zatim co desetidenni po piechod-
ném nahromadéni je odbourava. Ani pasazovanim nedochézi k aplné ztrate
schopnrosti $tépit Skrob, je tedy tato vlastnost adaptivni pouze kvantita-
tivné.

Pivod rozdilit v dynamice amylolytickych preparatit pouzitych v této
praci je t¥eba hledat v poméru aktivity a-amylasy, transglukosidas a koneéné
maltasy nebo obdobného enzymu.

Piedevsim transglukosidasy jsou znamy svou schopnosti ménit pomér
mezi oligosacharidy pPenagenim glukosylovych jednotek na glukosidové
akceptory. Uvazujeme-li soucasné o aktivité maltasy, kterd nahromaduje
v prostiedi glukosu, rovnovazny stav celé reakce bude vysledkem intensity
vzajemné zavislych dil¢ich reakei.

Dynamiku amylas za udasti transglukosidas lze vyjadiit schematicky:
. G—G—G—G—(—G—CG—G—G—G—G—G—CG—CG—G—G—G— G—C—G—CG—

x-amylasa

¥
GG (ER e el (e GGG G—G—G—G-C

G—G—G—G—G—G— . ..

(G = glukosylové jednotky v linedrnim amylosovém ¥etézci nebo v dex-
trinech.) Na vzniklé fragmenty amylosovych a p¥ipadné amylopektinovych
fetézed s o-1,4 vazbami uplatiiuji svoji ¢innost transglukosidasy:

1. G—G—G—G—G—G + E : - G—G—G—G—G + G—E
oG " D) : - G iz G—E
2. G—G—G— + G—R —> G—6—6G—G + E

Amylasy jsou individudlné rtzné a 1isi se tvorbou rizné dlouhych dextrint,
resp. jejich pomérem. Obdobné individualni rozdily jsou u transglukosidas,
jak ostatné bylo dokazino v nasich pokusech.¥)

ProtoZe je mozno aktivitu amylas a transglukosidas ¥{dit Gpravou vnéj-
§ich podminek produkujiciho mikroorganismu a jeho vybérem, lze vysloviti
uzavér, ze priprava amylolytického enzymového preparatu se zadanymi vlast-
nostmi pro pouziti v technické praxi je zalezitosti, kterou lze piedevsim
ovladat vhodnymi zisahy do fysiologickych poméra produkéniho kmene
a teprve v druhé fadé technologickou tpravou hotového produktu.

Dékuji upiimné Z. Starkové za obétavou spolupraci na experimentalni casti této
préce.

*) Poznamka prii korekture: Kdyz byl rukopis ptipraven pro tisk, publikovali M. Bur-
ger a K. Beran (Chem. listy 48:1394, 1954) pojednani s experimentalnimi vysledky,
které silné podporuji nebo potvrzuji vysledky nase, i kdyz jich bylo dosazeno zcela jinymi
metodami.
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Souhrn

Hydrolysa Skrobu enzymovymi preparaty Aspergillus niger a A. oryzae je procesem, ovliv-
novanym jednak kultivaénimi podminkami produkujiciho mikroorganismu, jednak jeho indi-
vidualnimi vlastnostmi. U preparatiu z téhoz kmene A. oryzae rizné starého. kultivovaného
na Czapek-Doxové mediu se skrobem, jsou rozdily predevsim ve vylu¢ovani maltosy pii Gi¢inkuna
skrobovy substrat. Preparat z ttidenni kultury ma celkové slabgi aktivitu a maltosa po kratkém
vzestupu opét klesa. Desetidenni kultura jiz ¢asteéné autolysovana vylucuje podstatné aktiv-
néjsi amylolytické enzymy s charakteristickym nahromadovanim maltosy. U A. niger je vza-
jemny pomeér aktivity ruzné starych preparatu zhruba opacny, t. j. tfidenni preparat je ponékud
aktivnéjsi nez desetidenni. Vyznacna a i zvySujici se aktivita amylolytickych enzymu dlouho
po vycerpani specifického substratu vyvolala otéazku, jaka je jejich adaptivita. Nahrazenim
skrobu v kultivacni pudé peptonem chromatograficky prostym cukrit byl proveden vyznamny
zasah do tvorby amylolytickych enzymii. 4. oryzae za téchto podminek vykazoval ziejmé pie-
vladajici aktivitu samotné «-amylasy, u A. niger k ni pristupovaly nepochybné dalsi slozky,
vyznacujici se hromadénim glukosy a maltosy. Rovnéz zajimavé bylo hromadéni vyssich oligo-
sacharida u preparatu z ttidenni kultury, zatim co desetidenni je po prechodném nahromadéni
odbourava. Ani po vicenasobném pasazovani nedochazi k aplné ztraté schopnosti stépit skrob,
je tedy tato vlastnost adaptivni jen kvantitativne.

Puavod rozdilu v dynamice amylolytickych preparatu je tieba hledat v poméru aktivity
«-amylasy, transglykosidas a pripadné maltosy, pokud tato neni totozna s x-transglukosidasou.
Uvazujeme-li tedy ucast tohoto enzymového systému s nestejnym pomérem slozek pti odbou-
ravani Sskrobu, koneény stav celé reakce bude vysledkem intensity vzajemné zavislych dil¢ich
reakei. Oba aspergily vykazuji skuteéné znacnou aktivitu transglykosidas, a to jak transgluko-
sidasy, tak i transfruktosidasy. Pii porovnani aktivity téchto enzymu obou plisni na maltose,
sacharose a rafinose byl nalezen nejvyznacnéjsi rozdil v aktivité transglukosidasy. Pii kvanti-
tativnim sledovani tohoto enzymu u obou plisni na maltose byl za 24 hodin pomér glukosy
k maltose a vyssim oligosacharidum u A. niger 7:0 : 3, u A. oryzae 1 : 5 : 4. Ze srovnani s po-
méry na skrobovém substraté (A. niger 7:1:4, A. oryzae 1 : 2 : 6) lze vyvodit zavér, ze rozdil
mezi obéma plisnémi pii jejich a¢inku na 8krob je zpusoben rozdilem v aktivité transglukosidas.
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N. Crapra:

Aunamuka rugpoausa kpaxvara amuaasamu Aspergillus niger
u Aspergillus oryzae

Pngposns kpaxmamna snsumarnuecknmu npenaparamu Asp. niger u Asp.
Oryz@e 3aBHCUT OT YCJOBUH KYJIBTUBAINN OPramsMa W ero coOCTBEHHBIX
CBOHCTB. VCTAHOBJICHHO, YTO IPEHAPATHL N3 OJ[HOTO W TOTO e mramma A. ory-
i€, HO Pa3HOTO BO3PacTa, OTAMYAIOTCH JIPYT OT IpyTa Hpeskpe Bcero oOpa-
S0BaHNEM MaJIbTo3bl NpH JeiicrBnu Ha cyberpar ¢ wpaxmagom. Ilpenapar,
HPUTOTOBJICHHBII M3 TPeXJIHEBHOW KYJIbTYPHI, OTJIMYAETCS MeHbIeHl aKTHB-
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HOCTBIO (KOJINYeCTBO MAJBTOBHI TTOCI]IE TIOBHIIIEHNS CHUHKAETCH), YeM Ipenapar
U3 YacTHIHO aBTONUBNPOBaHHOIT 10-1HEBHONE KYJIBTYpH, aMHJIOJIUTHYECKUE
DHBHUMBI KOTOPOTO XapPaKTePHO HAKOIIIOT MaJbTody B cpejie.

YV wkyapryp A. niger mabimopaercsi oOfparTHoe SBIEHWE: TPEXHEBHOI
KYJALTYPHL IIpenapar oranuaercs: 60Jbileil aKTHBHOCTHIO, YeM JeCATHIHEBHOI.
OranynTesabHast, MOBBIMIAIOMASICS AKTHBHOCTD AMIIOJINTIHYECKITX DHBIMOB,
roropast nabaiogaeres moese Nedepranns crerduueckoro cyoderpara, BE3BAIA
BOIIPOC O XapaKTepe aJanTalini HTUX HHBIMOB. 3aMellleHlle KpaxmMala B cpejie
HeNnTOHOM, XPOMaTorpa(uieckn MPOCTBIM cAXapoM, MPOIBBEIO BHAYNTEJIHHOe
BMeIlaTeJbeTBO B oOpasoBaHny aMujoantnueckux @epmenros. ¥V A. oryzae
npeof.Iajana B 9TOM ¢JlyUae akTUBHOCTb o-aMIIA3hl, MEKIY TeM kax y A. niger
K Heil IPICOeHAINCD, IIOBUJINTMOMY, OCTAJILHBIE COCTABHBIE YACTI, HAKOTIIAIO-
mue IJII0KOBY M MajbTody B cpeje. VnrepecHo Toske HAKOILJICHNE BLHICHINX
0JINTOCaxapoB IpernapaTamMn TpeXAHeBHON Kyabrypol. [lecArunneBnas Kyib-
Typa, IO HANMM HAOJIIOJEHIM, 10CIe BPEMEHHOTO HAKOIIEHMS HTI OJINI0-
caxapsl pasiaraer. /lae mociie MHOTOKPATHBIX ITaccaskeil KyabTypa He Tepsier
cniocobHOCTh pasinararh kpaxmadi. (JlegoBaresibHO, 9Ta COCOOHOCTD KYIBTYP
ABJACTCA AJAITUBHOI TOJILKO B KOJNYECTBEHHOM OTHOIICHUN.

Pazunna B nquraMike aMuIonurnuecknx npenapaTtoB 3akaidaercs B OT-
HONIEHUIT MeK[[y AKTHBHOCTBLIO o-aMIJIA3L, TpalclianKosupaseil, a uHOIma
MaJIbTasbl, He TOKJecTBeHHAdA JU ¢ o-TpaHcIvokosnjpazoit. Ilpunnmaem su
BO BHIUMaHNE Y4YacTUe DTON DH3UMATHUYECKON CHCTEMBI, COCTOsIIEIl 13 pasind-
HOTO KOJIMYeCcTBa COCTABHBIX dYacTeil, IpU pasiokenun Kpaxmada, Oyper Ko-
HEeYHAasl PeakIisl Pe3yJbraToM MHTEHCUBHOCTM BceX B3AUMHO BaBUCHMEIX OT-
neiapHBIX peakiuit. Ofa opraHusMa OTIMYAIOTCS BHAYUTEJIBHOM AKTHBHOCTBIO
TpaHCIIANKO3Naseil, KaK TPaHCIVIIOKOBUAA3B, TaK M TpaHcPPYKTO3URABH.
ITpu cpaBHeHNM AKTHBHOCTH HTUX HHBUMOB 000UX OpPraHU3MOB B OTHOINEHHU
MaJbTOBHl, CAXapo3sl U pa(UHOBH, YCTAHOBIEHA HANMOOIbINAS PABHIIA MEHY
aKTHBHOCTBIO TpaHcIoKo3uaaseii, [[pu KonnyuecTBeHHOM HcCIeTOBAHII AKTIIB-
Hoct! dTOro (epmenta y oOoux rpubKoOB Ha cpefe ¢ MaJbToB0il ObIIO Hepes
24 Yaca KOJIMYECTBO TJIIOKOBBI B OTHONIEHNN K MAaJIbTO3€ W BHICIHIMM OJINIOCa-
xapamy A.niger 7:0:3 uw A. oryzae 1 : 5 : 3. I3 cpaBuennii KoJamiecTBeH-
HBIX OTHOIICHUIT OT/IEIbHBIX caXapoB Ha cpejie ¢ kpaxmaguom A. niger (7 : 1 : 4,
A. oryzae 1 :2 :6) MOMKHO 3aKJIOYUTh, YTO PABHUIA MEFKIY AKTHBHOCTBIO
rpu6KOB [P PalJIoKeHNN KpaxMaaa o0ycloBlena pasinuiieM MeyKiy aKTuB-
HOCTBIO TPAHCIVIIOKO3UIa3eil.

Jifi Starka:

Dynamics of starch hydrolysis by Aspergillus niger and Aspergillus
oryzae amylases.

Enzymatic hydrolysis of starch by amylase preparations of 4. niger and
A. oryzae i influenced by environmental conditions of producing organisms
just as by their individual properties. Main differences were found in ratios
glucose : maltose : higher oligosaccharides. Results of experiments undertaken
to elucidate this, based on quantitative paper chromatography using anthrone
test for carbohydrates are summarized as follows:
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1. Three-day culture preparation of A. oryzae (metabolic fluid) is less
active with relatively small maltose accumulation. Preparation of ten-day
culture (partially autolyzed) is more active and produces chiefly maltose.
A. niger preparations from three-day culture are on the other hand most active
with glucose as chief component of the hydrolysate.

2. Substitution of starch with glucose-free source of energy and carbon
(peptone) resulted in sole w-amylase activity of A. oryzae. A. niger under
the same conditions accumulates maltose, glucose and higher oligosaccharides
which are further gplitted after temporary accumulation by ten-day prepa-
rations. The starch-splitting potency is not lost even after several transfers in
the same medium.

3. Both Aspergilli exhibit considerable transglycosidase activity (trans-
glucosidase and transfructosidase) on maltose, sucroce and raffinose. Most
striking difference was in transglucosidase activity. After 24 hours of incu-
bation of mold-bran extract on maltose in case of A. niger the ratio glucose :
: maltose : higher oligosaccharides was 7 : 0 : 3, in case of A. oryzae 1 :5 : 4.
Replacing maltose with starch the ratio of the same components was 7 : 1 : 4
by A.nigerand 1:2:6 A. oryzae.

From these results it may be concluded that the difference between both
Aspergilli in their starch-splitting action is due to the difference of activity
of their transglucosidases.
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