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a Aspergillus oryzae 

(Oddělení obecné mikrobiologie biologické fakulty Karlovy university, Viničná 5, Praha II.) 

Aktivitě enzymů a jejich dynamice v závislosti na stáří produkujícího 
mikroba a zároveň za měnících se vnějších podmínek bylo věnováno pře­
kvapivě málo pozornosti. Většina pracovníků se zajímá o vlastnosti určitých 
enzymových preparátů, získaných ze „zralé" kultury a obvykle nepřihlíží 
k okolnostem, za jakých studované enzymy resp. jejich systémy vznikly. 
Takovýto způsob studia přinesl sice mnoho cenných informací o dílčích enzy­
matických reakcích, o řetězech a cyklech takovýchto reakcí, .nemohl však 
podstatně přispět k objasnění biologických zákonitostí, platných pro růst 
a vývoj mikroorganismů. 

Ojedinělé úspěšné experimenty na př. u butylogenních klostridií byly 
dovršeny teprve nedávno I e rus a 1 i m s kým (1951), který ukázal, že 
při růstu a vývoji mikroorganismů probíhají charakteristické biochemické 
změny současně se změnami morfologickými a že tyto změny jsou zákonité. 

Při studiu amylolytických enzymových systémů aspergilů jsme toto 
hledisko pokládali za výchozí, ať už byly sledovány praktické cíle pro přípravu 
amylolytických plísňových preparátů, vhodných pro hydrolysu ovocného 
škrobu v pektinových roztocích (St ár k a 195.2, Stár k a 1954b), nebo 
cíle obecněji zaměřené, sledující význam kvality prostředí na dynamiku pro­
dukce enzymů v průběhu růstu za laboratorních podmínek a vztah mezi 
enzymy vázanými na buňku a jejich vylučováním do prostředí (S t á r k a 
1953). Nápadným zjevem při těchto pokusech byla dynamika exkrece enzymů 
během růstu kultury, zřetelně závislá na jejím stáří a povaze prostředí a nikoli 
pouze na váhovém množství mycelia. Dalším zajímavým zjevem byla odliš­
nost v průběhu hydrolysy u Aspergillus niger a Aspergillus oryzae. 

Odlišnost hydrolysy škrobu amylasami z Aspergillus niger a Aspergillus 
-oryzae pozorovala také F e n i k s o v a ( 1953) a vysvětlovala tento zjev 
vysokou aktivitou maltasy u Aspergillus niger: mající za důsledek nahromadění 
glukosy, zatím co u Aspergillus oryzae. je maltasa slabá a hromadí se hlavně 
maltosa a další oligosacharidy ~ glukosidy. Srovnávali jsme (Stár k a 
l 954a) diastatické . plísňové preparáty se sladovými tak, že po dosažení achro-:­
matického bodu v reakci s jodem jsme hydrolysát škrobu chromatografovali. 
Plísňové otruby z Aspergillus niger dávají převážně glukosu, avšak málo 
maltosy a vyšších oligosacharidů. U A~pergillus oryzae jsou odlišné poměry 
produktů hydrolysy .. K,romě glukosy j~ 'tu velké množství maltosy, maltotriosy, 
maltotetraosy a dalších vyšších oligosacharidů, o nichž lze podle pohyblivosti 
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na papíře předpokládat, že mají 5,6 a více glukosových jednotek. Preparáty 
ze sladu se do určité míry podobají preparátům u Aspergillus oryzae. 

Odlišné poměry produktů hydrolysy daly tušit, že i průběh hydrolysy 
u obou aspergilů bude odchylný. Provedli jsme proto kvantitativní stanovení 
chromatograficky oddělených cukrů v časových intervalech v průběhu hydro­
lysy. 

Nejnápadnějším rozdílem byla vydatná tvorba glukosy u Asp. niger 
a silný pokles ostatních sacharidů zvláště v pozdějších fázích hydrolysy. 
U Aspergillus oryzae byl poměr mezi produkty hydrolysy poměrně vyrovnaný 
a glukosy přibývá jen zvolna. Význačným zjevem bylo tu stálé a poměrně 
značné nahromaď ování maltosy. 

Není tedy štěpení škrobu procesem jednoduchým, srovnatelným s prostou 
hydrolysou. Enzymatickou hydrolysou je převedeno asi 80 % škrobu na zkva­
sitelné cukry, zbytek tvoří vyšší oligosacharidy, dextriny. Hlavní úl~hu při 
tomto pochodu mají amylasy, jimž je přisuzována čistě hydrolytická 'činnost 
(Sum ne r a My rb a c k, 1950). Štěpí výhradně ct:-1,4 glykosidické 
(maltosové) vazby a tak vznikají jednak cukry redukující, především maltosa 
a glukosa, a neredukující nezkvasitelné zbytky polysacharidových molekul. 
Enzymatická hydrolysa škrobu je však proces, který je komplikován ještě 
dalšími enzymy. Především je třeba brát v úvahu účast fosforylas, které 
vytvářejí redukující fosforečné estery cukrů nebo volné redukující cukry. 
Pravé amylasy se od těchto enzymů liší především tím, že nejsou prakticky 
ovlivňovány přítomností fosfátů a že nedovedou provádět synthetické pochody._ 
Synthetická činnost v hrubých amylolytických preparátech (P i g m a n 1944) 
byla přičítána proto fosforylasám, neboť ve fosfátových ústojích vznikaly 
z maltosy vyšší nezkvasitelné oligosacharidy. Objasnění tohoto problému 
však zůstávalo dlouho nevyřešeno, hlavně pro nedostatek vhodných analy­
tických metodik. 

Cinnost enzymů katalysujících štěpení nebo synthesu Qligosacharidů 
a polysacharidů bylo možno do nedávna sledovat prakticky pouze pomocí více. 
nebo méně hrubých stanovení produktů nebo substrátů na př. jako reduku-· 
jících látek, ketos a pod. Možnost odděleného stanovení většího počtu složek 
v reag~jících systémech zůstávala prakticky nedostupnou, neboť identifikace 
jednotlivých štěpných produktů ve směsi a malých kvantech, zvláště v případě 
oligosacharidů nebyla tehdy běžnými metodami proveditelná. Teprve chroma­
tografie a zvláště chromatografie na papíře obohatila i tento úsek o metodu, 
která přímo zázračně jednoduchým způsobem otevřela nové a netušené cesty. 

Velká pozornost byla věnována především enzymům, provádějícím 
transglykosidické výměny u oligosacharidů (transglukosidace, transfrukto­
sidace a transgalaktosidace). Kinetika těchto reakcí může být sledována 
kvantitativně a současně u všech složek v časovém průběhu reakce. Na pod­
kladě výsledků takto získaných lze. soudit, že enzymatická hydrolysa oligo­
sacharidů není jednoduchym procesem analogickým hydrolyse chemické, 
nýbrž že dochází k přenosu monosacharidových zbytků na vhodné akceptory, 
čímž vznikají nové oligosacharidy, některé i o delším řetězci, z nichž některé 
zůstanou v malých množstvích zachovány i po dosažení rovnovážných stavů. 
V souvislosti s těmito studiemi byly vypracovány různé kvalitativní i kvanti­
tativní úpravy chromatografické analysy včetně odstraňování interferujíc~ch 
látek pomocí měničů iontů. Byly též nalezeny i nové oligosacharidy dosud 
nepopsané (na př . panosa, kestosa a j.), jejichž isolace a identifikace mohla být 
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opět uskutečněna chromatograficky. ( G r o s s, B 1 a n c h a r d a B e 11 
1954, Bacon a Bell 1953, De Whaley 1952, Blan .chard 
a A 1 bon 1950, Pan, Andrea sen a Koch a 1 o v 1950; Frenc h 
1951). 

Enzymatický rozklad polysacharidů právě tak jako jejich syrtthesa jsou 
studovány především s hlediska objasnění dynamiky celého pro_cesu a mecha­
nismu účinku isolovaných enzymů. V popředí zájmu jsou amylasy z plísní, 
bakterií, sladu a slin a jejich působení na škrob nebo glykogen resp. jejich 
složky nebo štěpné produkty. Amylosa je štěpena sladovou a bakteriální 
(X-amylasou přes oligosacharidy o různě dlouhém řetězci na malt.Jsu a glukosu; 
amylopektin je těmito enzymy odbouráván za vzniku štěpných produktů 
s řetězci delšími než 2 nebo 3 glukosylové jednotky (Bi r d a Hop kin s 
l 954a). 

fi-amylasa hydrolysuje amylosu za současného napadení všech řetězců -
„multichain action" (Hop k i n _s a Je 1 in e k 1954, Bi r d a Hop­
k in s l 954b), glykogen ztrácí jejím účinkem asi 45 % vnějších řetězců za 
vzniku maltosy jako jediného konečného produktu. (B e 11 a Manne r s 
1952). Dextran, glukosový polymér tvořený především (X-1,6 glykosidickými 
vazbami a vytvářený ze sacharosy činností bakterií z rodu Leuconostoc 
a z dextrinů též působením jiných bakterií, je produktem extracelulární 
dextransacharasy čili dextransukrasy. (K o e p s e 11 et al. 1953). Zavedením 
alternativních akceptorů glukosylových jednotek (na př. maltosy, isomaltosy 
nebo glukosy) do reagující směsi enzymu a sacharosy je možno vyvolati tvorbu 
oligosacharidů, vznikajících současně s normálními dextranovými řetězci 
a získati tak určité informace i o mechanismu polymerisace, interpretované 
jako transglykosidická reakce, kde donátorem je sacharosa a akceptorem 
terminální hexosylová jednotka rostoucího řetězce. Vlastního cíle, t. j. do­
sažení synthesy dextranů o menší molekulové váze, aby jich mohlo být přímo 
použito jako náhrady krevní plasmy bez částečné hydrolysy, však dosaženo 
nebylo. Podobným způsobem jako u dextranů dochází i k synthese levanů, 
které však na rozdíl od dextranů nejsou konečným produktem metabolismu 
určitých mikrobů, nýbrž meziproduktem metabolismu sacharosy na př. 
u awtobaktera (He str in a G o 1db1 um 1953). Dosud značně nejasná 
je synthesa celulosy. Bakteriální celulosa u Acetobacter xylinum nevzniká, 
jak se věřilo, polymerisací fosforylované glukosy, i když fosfáty se procesu 
účastní, snad jako zprostředkovatelé s reakcemi poskytujícími energii (He s­
tr in 1953). Právě tak komplikované poměry jsou u hemicelulos. U xylanu 
je studována především hydrolysa enzymovými preparáty z Chaetomium 
globosum, z aktinomycet a jiných půdních mikrobů. Uvolněné oligosacharidy 
jsou tvořeny především D-xylosou, jejíž jednotky jsou spojeny (X-1,4 vazbami. 
Kromě těchto oligosacharidů objevují se při hydrolyse též arabinosa, galak­
tosa a glukosa, ovšem v daleko menším množství (S o r e n se n 1952 a 1953, 
Whist 1 e r a Che n - Ch u a n Tu 1952). 

Za velký úspěch chromatografie je třeba pokládat objasnění transglyko­
sidických reakcí některých sacharidas. 

Dosud byl běžně tradován názor, že enzymy, štěpící glykosidické vazby 
oligosacharidů, mají charakter hydrolas, provádějících všeobecně psanou 
reakci 
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Podle druhu štěpené vazby byly rozlišovány 

a-glukosidasa (maltasa) 
p-glukosidasa (celobiasa) 
/1-fruktosidasa (invertasa kvasničná) 
a-galaktosidasa (melibiasa) 
p-galaktosidasa (lak tas a) 

Když byly tyto reakce podrobeny chromatografické analyse, ukázalo se, že 
průběh je složitější a že vznikají přechodně nové oligosacharidy i o vyšším 
počtu příslušných jednotek monosacharidových. Tyto reakce byly připsány 
enzymům, nazvaným transglykosidasy (TF, TGl, TGa). 

Účinkem transfruktosidasy (/1-fruktofuranosidasy) jsou přenášeny frukto ­
sylové jednotky ze sacharosy a rafinosy na fruktosylové sloučeniny a vznikají 
nové oligosacharidy složené z glukosy, fruktosy a galaktosy. 

Transfruktosidasu mají plísně, kvasinky i rostliny a převládá názor, že 
jo jediným enzymem hydrolysujícím sacharosu, t. j. identická s invertasou. 
Bude tedy třeba korigovat dosud uznávaný rozdíl mezi kvasničnou inver­
tasou (fruktosidasou) a plísňovou (glukosidasou) právě tak jako názor, že 
inverse sacharosy je záležitost čistě hydrolytického procesu (Pa z u r 1952, 
Bealing a Bacon 1953, Bealing 1953). 

Obdobný je účinek transglukosidasy (maltasy), přenášející glukosylové 
jednotky a synthetisující tak isomaltosu, glukosylmaltosu a glukosylisomal­
tosu (Pa z u r a Ft e n c h 1951, Mono d a Torr i ani 1948, Pa z u r 
a Fr c n c h 1952, B ar ke r a Bou r ne 1952, Wa l l e nf e 1 s a Bernt 
195.2). Rovněž laktasa kvasinek i bakterií má funkci transgalaktosidasy a při 
její činnosti vznikají nejméně čtyři oligosacharidy, složené z galaktosy a glu­
kosy (Aron s on 195.2). 

Zatím není definitivně objasněno, existují-li invertasa, maltasa, laktasa 
atd. jako čistě hydrolytické enzymy vedle transglykosidas nebo je-li trans­
glykosidická aktivita vlastností jich samotných. 

Lze tedy předpokládat, že při enzymatické hydrolyse škrobu bude třeba 
počítat kromě amylas rovněž s transglykosidasami. Proto bylo zvoleno za cíl 
t éto práce jednak prostudování významu stáří mikroorganismu a kultivačního 
media na aktivitu amylas, jednak objasnění účasti transglykosidas při hydro­
lyse škrobu. 

Materiál a metodika 

S kmeny Aspergillus oryzae a Aspergillus niger, použitými v těchto po­
kusech, bylo pracováno již v předchozích pracích (Stár k a 1953 a 1954a). 
Tam jsou též uvedena data o způsobu kultivace, odběru vzorků a testování 
dextrinogenní aktivity. 

C h r o m a t o g ra f i c k á a n a 1 y s a. Bylo pouz1vano výhradně sestupné techniky 
na papíře Whatman č. 1 n ebo č. 4. Při opakování pokusů byla vyzkoušena řada různých soustav 
rozpouštědel, z nichž se nejlépe osvědčily: N-butanol-pyridin-voda (12 : 8 : 7), isopropanol 75 o/o , 
octová kyselina ledová (9: 1), N-propanol-ethylacetát-voda (6: 1: 3), N -butanol-octová kyselina. 
voda (4: 1 : 5). 

Vyvíjení trvalo u směsi but anol-pyridin-voda na papíře Whatman č. 4 16- 18 hod., na 
Whatman č. 1 až 48 hod. Za tuto dobu čelo přeběhlo dolní okraj chromatogramu a rozpouštědlo 

157 



přetékalo. V některých případech po doběhnutí čela byl chromatogram vyjmut, usušen a znovu 
vyvíjen. Toto dvojnásobné vyvíjení se velmi dobře osvědčilo. 

Po ukončení vyvíjení byl papír za normální teploty usušen v digestoři a podle potřeby 
dosušen v sušárně při 100°. K detekci bylo použito amoniakálního roztoku AgN03 (0,5 AgN03• 

9,5 ml H 20, 0,6 ml čpavku), kyselého anilinftalátu (anilin 0,93 g, kyselina ftalová 1,66 g, N-bu­
tanol nasycený vodou 100 ml, Part r i dg e 1949} a benzidin v trichloroctové kyselině 
(benzidin 0,5 g, octová kyselina lOml, 40 % trichloroctová kyselina 10 ml, ethanol 80ml, Bac on 
a Edelman 1951}. 

Detekční reagens bylo rozprašováno proudem stlačeného dusíku z bomby. Při pokusech 
s cukry obsahujícími fruktosu bylo užito k detekci též floroglucinolového (0,1 % floroglucinol 
v 0,1 N HCI}, močovinového (urea 5 g, 2 N HCI 20 ml, 95% alkohol 80 ml. Mont r e u i l. 
a S c r i ba n 1952, a naftolového reagens (cx-naftol 0,1 g, ethanol 10 ml , H 3P04 kane. 2 ml) 
Po provedeném postřiku byly chromatogramy opět uloženy do sušárny na 5 až 10 min. nebo 
i déle při 100°. 

Kvantitativní stanovení byla prováděna anthronovým reagens (B 1 až k a 1949, 1953, 
K o e h 1 e r 1952) po eluci paralelních nedetegovaných chromatogramů (Dimle r a sp. 
1952} a odečítána na fotokolorimetru. 

Výsledky 

I. Ad ap t i vit a a my 1 o 1 y t i c k ý c h s y st é m ů. 

Aspergillus niger a Aspergillus oryzae byly paralelně naočkovány za sta­
tických podmínek na Czapek-Doxovu půdu, obsahující jako zdroj uhlíku 
v prvém případě škrob (2 %), v druhém pepton prostý cukrů (2 % Bacto­
pepton). První vzorky byly odebrány třetí den kultivace, kdy začínaly oba 
kmeny sporulovat a obsah veškerých cukrů v mediu byl značně snížen, druhé 
desátý den, kdy již mycelium začínalo zřetelně autolysovat a medium ne­
obsahovalo ani stopy cukrů. Odebraný vzorek metabolické tekutiny po filtraci 
byl přidán ke škrobovému mazu s acetátovým ústojem o pH = 4,6 a inku­
bován při 28°. Vzorky enzymatického hydrolysátu byly odebírány za 10 min., 
30 min., 120 min. a 300 min. Jako antiseptika bylo použito toluenu. Ještě 
lepších výsledků bylo dosaženo s přidáním natriumpropionátu (0,5 ml 9% roz­
toku na 25 ml vzorku). Po inaktivaci varem 2 min. byly vzorky nanášeny na 
chromatografický papír. U každého vzorku byla zároveň stanovena dextrino­
genní aktivita amylas Wohlgemuthovou zkouškou. Barevná reakce byla 
orientačně hodnocena v pořadí: purpurová - červená - - oranžová - achro­
matická. Výsledky jsou seřazeny v tab. 1. a 2. (AO = A. oryzae, AN = A. niger, 
š = škrobová půda , P = peptonová půda.) 

Tabulka 1. 

3. den 

I 
10 

I 
30 

I 
120 

I 
300 min. 

AOŠ purp. purp. červ. červ. 

AOP purp. purp. červ. červ. 

ANŠ purp. červ. achrom. achrom. 

ANP purp. červ. achrom. achrom. 
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Tabulka 2. 

10. den 

I 
10 

I 
30 

I 
120 

I 
300 min. 

AOŠ a chrom. achrom. achrom. achrom. 

AOP purp. červ. červ . oranž. 

ANŠ achrom. a chrom. o.chrom. achrom. 

ANP červ . červ. oranž. achrom. 

Po odstřižení a detekci vodících pásků (standard glukosy a maltosy 
a vzorek hydrolysátu) byla z paralelních nepostříkaných pásků vystřiž na 
místa s předpokládanými skvrnami a po eluci destilovanou vodou stanoven 
obsah cukrů. Výsledky jsou zachyceny v grafech 1 až 8. 

01 1 

Gra.f. 1. Účinekt :ř'i dny starého enzyroo­
Yého preparátu A. oryzae na škrob . Hod­
noty zji štěny k vantitativní papírovou 
chromatog ra fií, O = glukosa (G), O = 
= maltosa (M) , + = pravděpodobně 
trisacharid (X), e = pravděpodobně tet­
ra.sacharid (Y). 
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Graf 3. D esetidenní preparát A. oryzae 
ze škrobové půdy n a škrobu. 

)00 

r 

Graf 2. Ti'ídenní preparát A. oryzae z p ep ­
tonové půdy na škrobu. 
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Graf 4. Desetidenní prep a rát A . oryzae 
z peptonové půdy n a škrobu. 
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Graf 5. THdenní preparát A. niger ze 
škrobové půdy na škrobu. 

Graf 7. Desetidenní preparát A. niger ze 
škrobové půdy na škrobu. 
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Graf 6. Třídenní prep arát A . niyer z pep­
tonové půdy na škrobu. 
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Graf 8. Desetidenní preparát A. niger 
z peptonové půdy na škrobu . 

Enzymatický preparát Aspergillus oryzae na škrobu po třídenní kultivaci 
uvolňuje cukry ze škrobu v kvantitativním pořadí Y - X - M- G (2 hod.) 
a Y- G- X- M (5 hod.). Charakteristická je převaha dextrinů nad glukosou 
a maltosou. Analogický preparát po deseti dnech je jednak podstatně aktiv­
něj ší , jednak jeho aktivita je charakterisována jiným pořadím nahromaděných 
cukrů: X - Y- M- G (2 hod .) a M- X - Y- G (5 hod.) . Naproti tomu Asper­
gillus niger na téže půdě za tři dny vytváří velmi aktivní enzymatický systém, 
charakterisovaný vysoce převažující glukosou, jejíž nahromadění dosahuje 
maxima za 120 min. čínnosti preparátu a je následováno úbytkem , dále 
stopami maltosy a velmi nízkými hodnotami ostatních oligosacharidů. Deseti­
denní kultura má nižší aktivitu, pořadí cukrů však není změněno. Glukosa 
s v průběhu reakce stále zvolna hromadí. Pokles, charakteristický pro první 
odběr , neby l pozorován. 

Obraz aktivity enzymů u Aspergillus oryzae kultivovaného na peptonové 
vodě je zcela jiný. V obou odb "rech jsou přítomny enzymy odbourávající 
škrob (reakce s jodem je charakteristická pro t. zv. erythrod xtriny), jejich 
aktivita je však velmi nízká . Glukosa , maltosa a oligosacharidy s nejblíže 
nižšími hodnotami RF jsou uvolňovány v malých množstvích přibližně stejně 
velkých. Aspergillus niger na peptonové půdě si udržuje větší část aktivity 
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amylolytických enzymů. Jejich dynamika se podobá v případě glukosy pre­
parátu ze škrobové půdy z druhého odběru (10. den). Souběžně s glukosou 
však přibývá i maltosy. Množství ostatních oligosacharidů (X a Y) v prvém 
odběru jde souběžně s maltosou, v druhém odběru po dosažení značného maxima 
jejich množství rychle klesá a za 5 hodin jsou zjistitelny jen ve stopách. 

Aby bylo možno určit , do jaké míry jsou stanovené hodnoty aktivity 
enzymů peptonových půd výrazem adaptace , byly oba kmeny čtyřikrát pře­
pasážovány na peptonové půdě (sporové inokulum). Čtvrtá pasáž A. oryzae 
uvolňovala pouze stopy maltosy a glukosy i nižších oligosacharidů. Hlavní 
součástí produktů hydrolysy byly vyšší dextriny, které nebyly kvantitativně 
určovány. A. niger si zachoval svoji schopnost hromadit glukosu a její pří­
růstek v průběhu hydrolysy, i když je nižší, odpovídá průběhu z první pasáže. 
Ostatní oligosacharidy (maltosa, X a Y) byly přítomny ve stopách. Na grafu 9 
jsou uvedeny hodnoty ze dvou odběrů , t. j. třetí a desátý den kultivace (I. a II.). 
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Graf 9. Preparát A. niger po čtyrnásobném pasážová.ní na peptonové půdě při účinku na škrob. 
I = preparát odebraný třetí den kultivace, II = preparát z desetidenní kultury. 

II. Tran s g 1 y k o s i d i c k á a k ti vit a A. niger a A. oryzae. 

Z pohybů cukrů na papíře při sledování dynamiky hydrolysy škrobu 
enzymy A. niger a A. oryzae lze usuzovat na účast nejen typické plísňové 
ex-amylasy, ale i transglukosidických enzymů. Bylo proto přikročeno k jejich 
experimentálnímu průkazu. Stejným způsobem připravený enzymový pre­
parát (5 ml třídenní kultury prosté mycelia) byl inkubován s glukosou, malto­
sou a směsí obou cukrů (konečná koncentrac 2 % cukru ve vzorku) při 28°, 
pH bylo udržováno acetátovým ústojem na 4,2, aby odpovídalo hodnotě při 
sledování amylas. Po čtyřiadvacetihodinovém působení byly vzorky naneseny 
na papír a chromatografovány. Výsledky jsou patrny na obrázku 1. 

Oba kmeny vykazují transglykosidickou aktivitu bez ohledu na povahu 
specifického substrátu, na němž byly kultivovány. Preparáty z peptonových 
medií jsou ovšem podstatně slabší. K nejvýznačnější tvorbě vyšších oligo­
sacharidů dochází na maltose. Přidání glukosy k maltose spíše oslabuje trans­
glukosidickou aktivitu. Na čisté' glukose k tvorbě vyšších oligodacharidů 
vůbec nedošlo. 

Kromě pokusů s metabolickými tekutinami byla sledována transglykosi­
dická aktivita plísňových otrub obou aspergilů. Byl připraven vodný výluh 
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z plísňových otrub (Stár k a l 954a) a doplněn roztokem zkoumaného cukru 
ve fosfátovém ústoji o pH = 7,0 (0 ,25 ml 0 ,2 M ústoje na 10 ml vzorku). Po 
dvouhodino é inkubaci enzymového preparátu A. niger a A. oryzae na sacha­
rose (obr. 2a) dochází l tvorbě vyšších oligosacharidl'.l především činností 
transfruktosidasy. Oligosacharid podle pohyblivosti na papíře je asi tri~a­
charid-fruktosid (reaguj s floroglucinolovým reagens při postř·iku). Na rafinose 
(obr. 2b) se opět hlavně uplatňují transfruktosidasy u obou plísní zhruba 
stejné. Zajímavé je, že transgalaktosidasa uvolňuje jen stopy galaktosy 
a sacharosy. Na maltose (obr. 2c) se uplatňuje transglukosidasa, která u A. niger 
vytváří zřetelný trisacharid a tetrasacharid, u A . oryzae se objevují hlavně 
vyšší dextriny, zůstávající těsně pod startem, jejichž vznik se děje zřejmě 
na účet glukosy. J ej í množství je zde zřetelně nižší než u A. niger. 

~ ~ ' ".':.' '1t_ ~~ -' _' ....,1 ....____Citt0_.: _ _.'1'.r ..... NJ _ _ ~ ...... "'-' . .,,..,. 

~0' 
~ - Ov© 
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Obr. 1. Transglukosidie.ká aktivita A. niger a A. oryzae, po 24hod. pi'.u:;obení na maltosu. GM = 
= glukosa + maltosa, M = maltosa, N8 = A. niger ze škrobové půdy , NP = A. niger z pepto ­
nové půdy, 08 = A. oryzae z škrobové půdy, OP = A. orywe z peptonové púdy. Whutman č. l, 
butanol.pyriclin.voda, vyvíjeno 40 hod. , postl"ik b nzidin-trichloroctová kyselina . T éhož postupu 
bylo uži o i při přípravě chromatogramú na obr. 2 a 3. 

Aby byla zachycena dynamika transglykosidací, byly chromatografovány 
odběry z reagující směsi cukrů a enzymů v časových intervalech 10, 30 a 60 min. 
Na obr. 3a je zachycena činnost A. niger na maltose, na obr. :~b A. oryzae 
na rafinose. Oba chromatogramy, vybrané jako příklad (zkoumána byla. 
aktivita obou plísní na sacharose, rafinose a maltose) dokum ntují dobře. 
transglykosidickou aktivitu obou preparátů. 

Protože pro hydrolysu škrobu přichází v úvahu pral ticky pouz činnost 
transglukosidas, byla jejich aktivita u obou plísní prostudována též kvanti­
tativním stanovením kompon nt reagující směsi. Byl zvolen stejný postup 
jako při předchozích pokusech, t. j . kvantitativní papírová chromatografie . 
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Obr. 2. Transgly kosidieká a ktivita A. niger a A. oryzae. a) výRledek působení na Racharosu 
za. 120 m in. - standard sacharosa, glukosa a fruktosa; b) substrát rafinosa, standard rafinosa, 
melibiosa (nerozděleny), galaktosa a fruktosa; c ) substrát maltosu, standard maltosa, glukosa 
a fruktosa. 

Obr. 3. a ) Působení A. niger na maltosu za 10,30 a 10 min . Stand. maltosa, glukosa a fruktosa. 
h) A. oryzae na rafinose, standard rafinosa + m olibiosa, gttlaktosa. 

Obr. 4. Výsledek účinku enzymových preparátú z plísňový<'h ot.rub A. niger (MN) a A. oryzae 
(MO) na maltosu za 24 hod. G = glukosa, M = maltosa, X a Y = oligosach aridy (tri a tetra­
sacharidy ). Detekce amoniakálním Ag. 
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Enzymové výluhy byly inkubovány na maltoso a odebírány za 5, 10, 20, 30 , 
60 , 120 a 180 min. a 24 hod. Rozdělené složky byly stanoveny a získané hodnoty 
vyneseny do grafů (graf 1 O a 11) . 

Vý ledek tohoto pokusu nejlépe ukázal rozdíl mezi aktivitou obou plísní. 
Zat ím co preparát A. niger za 24 hod. odboural veškerou maltosu a její pod­
statnou část , t. j. asi 70 % převedl na glukosu a zbytek na vyšší oligosacharidy , 
A. oryzae dovedl zpracovat pouze asi 50 % maltosy (viz též obr. 4). Uvolněná 
glukosa tvoří pouze přibližně 10% podíl , vyšší oligosacharidy pak 4;0 % cel­
kového množství cukrů v konečném vzorku. 
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Graf 10 a l l. Púsobení en zymových výluhů A. niger a A. oryzae na maltosu. 

Porovnáme-li zjištěné poměry cukrů, vzniklé při účinku enzymových 
preparátů na škrob (Stár k a 1954) , kde při kratší době působení (5 hod.) 
u A . niger byl poměr glukosy k maltose a vyšším oligosacharidům 7 : 1 : 4 
a u A. oryzae 1 : 2 : 6, s výše uvedenými výsledky činnosti plísňových trans­
glukosidas (u A. niger 7 : O : 3, u A. oryzae 1 : 5 : 4) , docházíme k nápadné 
shodě. 

Rozdílem v aktivitě transglukosidasy (a případně maltasy, je-li tato od­
lišným enzymem) ]ze tedy do značné míry vysvětlit i rozdíly v aktivitě kom­
pletních amylolytických enzymových systémů obou aspergilů při jejich 
účinku na škrob. 

Diskuse 

Aspergillus oryzae a Aspergillus niger vylučují do prostředí soubor enzymů 
podílejících se na rozkladu škrobu; u tohoto souboru není zřejmě zachováván 
stálý a stejný poměr mezi jeho složkami. Uplatňují se zde oba zkoumané fak­
tory, t. j. stáří kultury a povaha specifického substrátu. Rozdíly v aktivitě 
. ložek enzymového souboru vyniknou při kvantitativním stanovení uvolně­
ných cukrů a j jich poměru v závislostí na čase. Patrný je nejen již dříve pozo­
rovaný rozdíl (F e n i k s o v a 1953, Stár k a 1953) mezi Aspergillus niger 
a Aspergillus oryzae, ale též odlišné poměry u téhož kmene různě starého. 
Zajímavá je vysoká aktivita u desetidenní kultury Aspergillus oryzae na 
škrobové půdě na rozdíl od třídenní a opačný poměr u Aspergillus niger. 
Nahrazením škrobu v kultivační půdě peptonem, t. j. vyřazením speeifiek 'ho 
substrátu byl proveden významný zásah do tvorby amylolytických enzymů. 
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Aspergillus oryzae vykazuje zřejmě slabou aktivitu samotné ix-amylasy, 
u Aspergillus niger k ní přistupují nepochybně další složky, vyznačující se 
hromaděním glukosy a maltosy. Význačné je hromadění vyšších oligosacha­
ridů v preparátu z třídenní kultury A. niger, zatím co desetidenní po přechod­
ném nahromadění je odbourává . Ani pasážováním nedochází k úplné ztrátě 
schopností štěpit škrob , je tedy tato vlastnost adaptivní pouze kvantita­
tivně. 

Původ rozdílů v dynamice amylolytických preparátů použitých v této 
práci je třeba hledat v poměru aktivity ex-amylasy, transglukosidas a konečně 
maltasy nebo obdobného enzymu. 

Především transglukosidasy jsou známy svou schopností měnit poměr 
mezi oligosacharidy přenášením glukosylových jednotek na glukosidové 
akceptory. Uvažujeme-li současně o aktivitě maltasy, která nahromaďuje 
v prostředí glukosu, rovnovážný stav celé reakce bude výsledkem intensity 
vzájemně závislých dílčích reakcí. 

Dynamiku amylas za účasti transglukosidas lze vyjádřit schematicky: 

G- G- G-G- G- G- G- G- G- G-- G- G- G- G- G- G- G- G- G- G- G-

.. . G- G- G-G G-G-G- G- G-- G 

1 a-amylasa 
t 

G- G- G- G- G- G- G- G 

G- G- G- G- G- G- ... 

(G = glukosylové jednotky v lineárním amylosovém řetězcí nebo v dex­
trinech.) Na vzniklé fragmenty amylosových a případně amylopektinových 
řetězců s ix-1,4 vazbami uplatňují svoji činnost transglukosidasy: 

1. G-- G- G- G--G--G + E -----~ G- G--G- G- G + G-E 

G- G + E ·--·----+ G + G- E 

2. G- G-- G- + G-E ----+ G- G- G-G + E 

Amylasy jsou individuálně různé a liší se tvorbou různě dlouhých dextrinů , 
resp. jejich poměrem. Obdobné indíviduální rozdíly jsou u transglukosidas , 
jak ostatně bylo dokázáno v našich pokusech.*) 

Protože je možno aktivitu amylas a transglukosidas řídit úpravou vněj­
ších podmínek produkujícího mikroorganismu a jeho výběrem, lze vysloviti 
uzávěr , že příprava amylolytíckého enzymového preparátu se žádanými vlast­
nostmi pro použití v technické praxi je záležitostí, kterou lze především 
ovládat vhodnými zásahy do fysiologických poměrů produkčního kmene 
a teprve v druhé řadě technologickou úpravou hotového produktu. 

Děkuji upřímně Z. Stár k o v é za obětavou spolupráci na experimentální části této 
práce. 

*) Poznámka při korektuře: Když byl rukopis připraven pro tisk, publikovali M. Bu r ­
g e r a K. Ber a n (Chem. listy 48 : 1394, 1954) pojednáni s experimentálními výsledky, 
které silně podporují nebo potvrzují výsledky naše, i když jich bylo dosaženo zcela jinými 
metodami. 
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Souhrn 

Hydrolysa škrobu enzymovými preparáty Aspergillus niger a A. oryzae je procesem, ovliv­
ňovaným jednak kultjvačními podmínkami produkujícího mikroorganismu, jednak jeho indi­
viduálními vlastnostmi. U preparátů z téhož kmene A. oryzae různě starého, kultivovaného 
na Czapek-Doxově mediu se škrobem, jsou rozdíly především ve vylučování maltosy při účinku na 
škrobový substrát. Preparát z tHdenní kultury má celkově slabší aktivitu a maltosa po krátkém 
vzestupu opět klesá. Desetidenní kultura již částečně uutolysovaná vylučuje podstatně aktiv­
nější amylolytické enzymy s charakteristickým nahromaďováním maltosy. U A. niger je vzá­
jemný poměr aktivity rúzně starých preparátů zhruba opačný, t. j. třídenní preparát je poněkud 
aktivnější než desetidenní. Význačná a i zvyšující se aktivita amylolytických enzymů dlouho 
po vyčerpání specifického substrátu vyvolala otázku, jaká je jejich aclaptivita. Nahrazením 
škrnbu v kultivační půdě peptonem chrornatografo·ky prostým cukrú byl p »oveden významný 
zásah do tvorby amylolytických enzymú. A. oryzae za těchto podmínek vykazoval zřejmě pře­
vládající aktivitu samotné a-amylasy, u A. niger k ní phstupovaly nepochybně další složky, 
vyznačující se hromaděním gl ukosy a maltosy. Rovněž zajimav(i bylo hromadění vyšších oligo­
sueharidú u preparátu z ti"idenní kultury, zatím co desetidenní je po přechodném nahromadění 
odbourává. Ani po vícenásobném pasážováni nedochází k úplné ztrátě schopnosti štěpit škrob, 
je tedy tato vlastnost adaptivní jen kvantitativně . 

Púvod l'Ozdílů v dynamice amylolytických preparátů je tfoba hledat v poměru aktivity 
a-amylasy, transglykosidas a pHpadně maltosy, pokud tato není totožná s iX- transglukosidasou. 
Uvažujeme-li tedy účast tohoto enzymového systému s nestejným poměrem složek pí·i odbou­
rávání škrobu, konečný stav celé reak<>e bude výsledkem intensity vzájemně závislých dílčích 
reakcí. Oba aspergily vykazují skutečně značnou aktivitu trnnsglykosidas, a to jak transgluko­
sidasy, tak i transfruktosidasy. Při porovnání aktivity těchto enzymů obou plísní na maltose, 
sacharose a rafinose byl nalezen nejvýznačnější rozdíl v aktivitě transglukosidasy. PH kvanti­
tativním sledování tohoto enzymu u obou plísní na maltose byl za 24 hodin poměr glukosy 
k maltose a vyšším oligosachar idům u A. niger 7 : O : 3, u A. oryzae 1 : 5 : 4. Ze srovnání s po ­
měry na škrobovém substrátě (A . riiger 7 : 1 : 4, A. oryzae 1 : 2 : 6) lze vyvodit závěr, že rozdíl 
mezi oběma plísněmi při jeji ch účinku na škrob je zpúsoben rozdílem v aktivitě tmnsglukosidas. 
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n. CTapRa: 

)J;«HaMHKa rn)l;poJI11aa KpaxMa;rrn aMHJiaaaMH Aspergillus niger 
n Aspergillus oryzae 

r11,r::i;pomrn RpaxMaJia 8H311MaTMqecKHMM nperrapaTaMM Asp. niger II Asp. 
oryzae saBMCMT OT ycJIOBMň RYJihTMBau;1rn opratt11sMa 11 ero co6cTBeHHhlX 
cBoňcTB. YcTaHOBJie1-mo, qTo rrpenapaThl Ms o;::i;ttoro 11 Toro me IIITaMMa A. ory­
zae, no pasttoro uospacTa, OTJIMqaJOTCfl ,r::i;pyr oT ,r::i;pyra rrpem,r::i;e ucero o6pa-
30BaHMeM MaJihT03hl np11 ,r::i;eňcTBMM Ha cy6cTpaT c RpaxMaJioM. IT perrapaT, 
np11roToBJieHHhlň MS Tpex;::i;HeBHOŘ HYJihTYPhl, OTJIMqaeTcfl MeHhrneň aRTFIB-
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HOCTblO (HOJUPieCTBO MaJibT03hl IlOCJie IlOBhlllieHMH CHM.maeTcH), l.JeM npenapaT 
ll3 qacTJiqHo aBTOJIM3HpoBaHHOŘ 10-;a;HeBHOŘ HYJibTYPhI, aMHJIOJIMTJiqec1rne 
BH3MMhl HOTOporo xapaHTepHO HaHOilJI.fllOT MaJibT03Y B cpe;a;e. 

Y HYJibTYP A. niger Ha6JI10;a;aeTcH o6paTHOe HBJieHHe: Tpex;a;HeBHOŘ 
HYJihTYPhI npenapaT OTJI11qaeTcH 6oJinmet'r aHTMBHOCTLio, l.JeM AecHTM;IJ;IIeBHOfi. 
ÚTJIJ1qJ1TeJibHaH, IlOBhIIllaIOII,aHcH aRTHBHOCTb aMHJIOJIMTJ1lieCHHX BH3HMOB, 
HoTopaH na6mop:aeTcrr nocJie JicqepnaHHH cne:u;:rnfrnqecRoro cy6cTpaTa, Bhl3BaJia 
Bonpoc o xapaHTepe ap:anTa:u;ttH 3THX 3H3MMOB. 3aMer:u;01rne HpaxMaJia B cpep:e 
nenTOHOM, xpoMaTorpaqmqecHH npocThIM caxapoM, npoH3BeJio s1-rnq11TeJibHoe 
BMelllaTeJibCTBO B o6pasoBaJ-nm aMHJIOJIMTHt.IeCHMX <f>epMeH'l.'OB. Y A. oryzae 
npeo6Jiap:aJia B BTOM cJiyt.iae aKTHBHOC'l'h cx-aMHJia3bI, Memp:y TeM 1-mH y A. niger 
H Heií npHcoep:MHHJIHCb' TIOBM;IJ;MMOMY' OCTaJibHhie COCTaBHhie l.JaCTll' HaROilJIH 10-
IIJ;Me rJIIORosy M MaJibTosy n cpep:e. M1uepecHo Tome HaRonJiemrn BbICmttx 
OJIMrocaxapon npenapaTaMM Tpex;a;HeBHOŘ HYJihTyphl. ,I(ecHTMAHeBHaTI KYJib­
Typa, no HalllttM Ha6JI10p:enm1M, rrocJie BpeMenttoro naHonJieHI1.fl 3TH OJIHro­
caxaph1 pasJiaraeT. ,I(ame nocJie MnoroHpaTHhIX naccameň HYJihTypa He TeprreT 
cnoco6nocTb pasJiaraTh HpaxMaJI. CJie.a;onaTeJibHO, aTa crrocofowcTb HYJihTYP 
HBJIH8TCH ap:anTMBHOH TOJibHO B HOJll'tqecTB8HHOM OTHOIIIeHJ·HI. 

Pasm1:u;a B ;a;11naM1me aMHJIOJIIITWrncHMX npenapaToB saRJIJOqaeTcH B OT­
Homemnr Mem;a;y aHTMBHOCTbIO cx-aMHJia3hI, TpancrJIMIW3H)J,aseň, a MHOrp:a 
MaJihTashl, He TOmp:ecTBeHttaH JIH c ťX-TpaHcrmoH03ttp:asoň. ITpm-IHMaeM JIM 
BO BHHMaHHe yqacTMe BTOŘ BH3MMaTHqemwií CMCTeMhl, COCTOHII\eň M3 pa3JIH1!­
HOro HOJIMqecTBa COCTaBHhlX qacTeň, nptt pa3JIO/f\eHlI11 HpaxMaJia, 6y;a;eT HO­
Hel!HaH peaH:u;Jrn pesyJihTaTOM lIHTeHClIBHOCTM Bcex B3aHMHO saBHCMMblX OT­
;a;eJihHhlX peaK:u;Mň. 06a opraHM3Ma OTJmqaJOTCH 3Ha1!HTeJibHOŘ aHTMBHOCTblO 
TpaHCfJIMH03M)J,a3eií, I-\aH TpattcrJIIOH03M)J,a3bI, TaK 11 TpaHclf>pyHT03M)J,a3hl. 
IT p11 cpaBHeHHH aHTHBHOCTH BTHX 3H3HMOB o6oHx opraHHSMOB B OTHOllleHHH 
MaJibT03hI, caxap03hl H paqrntto3hI, ycTaHOBJie1rn HaH6oJihIIIaH pasHH:u;a Mem,ri;y 
aKTMBHOCTblO TpaHCI'JIIOK03MAa3eií. IlpH KOJIMlieCTB8HHOM lICCJie)J,OBaHMll aHTMB­
HOCTH BTOI'O IJ>epMeHTa y o60MX rpII6ROB ua cpe;a;e c MaJibT030Ř 6bIJIO qepes 
24 qaca HOJIMqecTBO rJIIOR03hl B OTH0Ill8HHI1 H MaJibT03e M BblCIIIMM OJillroca­
xapaM y A. niger 7 : O : 3 II A. oryzae 1 : 5 : 3. Ms cpanne1rnň ROJIHqec'rBeH­
HhlX OTHOIIIeHIIií oT;a;eJibHhlX caxapon Ha cpe,ri;e c HpaxMaJioM A. niger (7 : 1 : 4, 
A. oryzae 1 : 2 : 6) MOIBHO saHJI10q11Tb, qTo pasHH:u;a Mem;a;y aHTHBHOCThIO 
rpH6HOB npH pa3JIOrR8HMlI KpaxMaJia o6ycJIOBJieHa pa3JIJ1qMeM Memp:y aHTMB­
HOCTblO TpaHCI'JIIOH03I1)J,a3efi. 

Jiří Stárka: 

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

Enzymatic hydrolysis of starch by amylase preparations of A. niger and 
A. oryzae is 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 
culturo (partially autolyzed) is more active and produces chiefly maltose. 
A. niger preparatíons 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 cx.-amylase activity of A. oryzae. A. niger under 
the same conditions accumulates maltose, glucose and higher oligosaccharides 
which are further splitted 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 : O : 3, in case of A. oryzae 1 : 5 : 4. 
Replacíng maltose with starch the ratio of the same components was 1 : 1 : 4 
by A. niger and 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 thefr transglucosidases. 

169 


