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Aspergillus oryzae 1V-477, CCM 8005 - novy producent amylaz

VALTER VOLLEK - BOHUMIL SKARKA - IVANA MAJERIKOVA
MARGITA CANIGOVA

Stuhrn. Autori izolovali novy kmen Aspergillus orvzae IV-477, CCM 8005 produkujuci
amylazy. ktory v laboratérnych podmienkach pri kultivacii na trepacke v médiu zlozenom
z anorganickych soli @ kukuri¢ného Srotu. pripadne inych druhov skrobu, produkuje prie-
merne 1000 nkat g-amylazy a 300-350 nkat glukoamylazy na 1 ml kultivacného média.

Kmen neprodukuje woxické latky a produkované enzymy sa daja vyuzit v potravindr-
skom priemysle.

V ostatnom case sa prudko rozvijaji odvetvia biotechnolégie pripravujice
a vyrabajice najma enzymy. Na naSom pracovisku sa za ostatné Styri roky in-
tenzivne zaoberame skiimanim roznych vyzivovych a kultivaénych faktorov
vplyvajucich na produkciu a aktivitu mikrobdlnych enzymov. Popri optimali-
zacii kultivacnych procesov uz znamych producentov sa zaoberame aj hlada-
nim novych producentov a ich izoldciou z prirodzenych substratov. V tomto
smere sa zaoberame najmd screeningom vlaknitych hab prudukujicich amy-
lolytické enzymy, najmi a-amylazu a glukoamylazu, ktoré sa daja vyuzit v
potravinarskom priemysie.

Amylolytické enzymy Stiepia Skrob na nizsie jednotky — dextriny, malto-
dextriny, maltotriozu a7z glukézu. Podla miesta u¢inku na polysacharidovom
retazci sa amylazy delia na a-amyldzy, ktoré Stiepia vazby a-(1-4) -D-glukozi-
dové vizby $krobu, B-amylazy, ktoré hydrolyzuji a—(1-6) [4, 5, 7-9], glu-
koamylazy, ktoré stiepia u—(1-3), u-(1-4) a a-(1-6) glykozidické vizby [5, 6]
a izoamylazy, ktoré su takmer zhodné s ua-amyldazami a glukoamylazami, lisia
sa iba substratovou $pecificitou [3, 10]. Stiepia a-(1-6) -D-glukozidové vizby.

Amylazy produkuju baktérie, kvasinky a vlaknité huby. Z baktérii sa na
vyrobu enzymov najviac vyuzivaja druhy rodu Bacillus, najma B. subtilis, z
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kvasiniek rody Endomyces, Endomycopsis a Lipomyces, z vldknitych hab
najviac rod Aspergillus, a to druhy A. niger, A. awamori, A. oryzae, A. ba-
tatae, A. flavus a iné.

Amylazy, ktoré sa pouzivaju v potravinarskom priemysle, musia mat vyso-
ku aktivitu, nesmu obsahovat biomasu ani spéry producenta a nesmd ich pro-
dukovat toxinogénne kmene.

Doteraz sme izolovali viac ako 200 kmeiiov, z nich dva vysokoprodukéné,
Aspergillus niger IV-123, CCM F 801 a A. oryzae IV-477, CCM 8005. O prvom
sme referovali v [1-3], o druhom referujeme v tomto prispevku.

Material a metody

Povod izolovanych kultur. Vsetky kultiry hib s amylolytickou aktivitou,
ktoré sme dalej vySetrovali, sme izolovali z réznych odpadov obsahujucich
kukuri¢ny Skrob zo Slovenskych Skrobarni, n.p., zdvod Bolerdz. Vzorky sme
odoberali zo skladovacich sil, z prevadzky mokrého mletia, z vyrobne pudingo-
vych praskov a z Cisticky odpadovej vody.

Zdkladny screening. Vzorky materialov a substratov sme suspendovali
v sterilnom fyziologickom roztoku, trepali 1 hodinu na recipro¢nej trepacke
a po zriedeni sme ich ockovali na méasopeptonovy agar (MPA) s 20 g.1"! $kro-
bu. Inkubovali sme ich 4-5 dni v termostate pri 28 °C. Po vyrasteni kolonie
sme na Cast jej okraja aplikovali Lugolov roztok. Koldnie hub, pri ktorych
sme zistili amylolytickud aktivitu, sme preockovali na Sikmy sladinkovy agar.
Aktivitu produkovanych amylolytickych enzymov, najmi a-amylazy a gluko-
amylazy, sme stanovovali v médiu po submerznej kultivécii izolovanych hub.

Na submerznu kultivdciu izolovanych hub sme pouzili médium tohto zloze-
nia: NaNO; -3 g, MgSO,-0.5 g, KC1-0,5 g, K,HPO, - 1,2 g, FeSO, - 0,01
g, CaCl, - 0,5 g, melasa - 1,25 g, kukuri¢ny $rot - 20,0 g, voda-1,01.

Namiesto kukuri¢ného Srotu alternativne pouzivame iné zdroje uhlika. pH
kultivacného média upravujeme roztokom KOH na 6,8 = 0,2.

Izolovany A. oryzae CCM 8005 sme kultivovali v 100 ml média v 500 m]
bankdch na rotacnej trepacke (120 ot./min) pri teplote 28-32 °C. Aktivitu a-
amyldzy a glukoamylazy sme stanovovali po 72 a 96 hodinach kultivacie.

a-Amylazu sme v kultiva¢nom médiu stanovovali pomocou diagnostickéhc
Spofa (S) testu vo fosfatovom citratovom tlmivom roztoku pH 5,25 pri teplote
44 °C. Intenzitu vzniknutého modrého zafarbenia, zodpovedajiceho mnoz-
stvu rozlozeného Skrobu, sme merali spektrofotometricky pri 620 nm. N
zaklade nameranej hodnoty absorbancie sme od¢itali aktivitu enzymu z ka-
libracnej ciary.
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Glukoamylazovu aktivitu sme tiez stanovovali Spofa (S) testom po pred-
chadzajicej inaktivacii pritomnej a-amylazy dodavanym inhibitorom. Aktivi-
tu sme stanovovali v destilovanej vode po 1 h inkubacii pri teplote 37 °C
spektrofotometricky pri 620 nm. Z nameranej absorbancie sa aktivita gluko-
amylazy od¢itava z kalibracnej Ciary.

Scukorriovanie skrobu. Na scukorfiovanie $krobu sme pouzili 5, 10 a 15 %
ikrobovy maz, pripraveny z kukuri¢ného Skrobu vo vodovodnej vode. Na
scukorfiovanie 1 250 ml skrobového mazu sme vo vSetkych troch pripadoch
pouzili 200 mil kultivatného média s aktivitou amyldzy 0,2 mkat a aktivitou
glukoamylazy 0,05 mkat. Mnozstvo vzniknutych redukujicich sacharidov sme
stanovili po 1, 20 a 40 hodinédch redukciou kyseliny dinitrosalicylovej, zmera-
nim vzniknutého ZItého zafarbenia pri 540 nm a od¢itanim mnozstva vzniknu-
tvch redukujucich sacharidov v prepo€te na glukézu z kalibracnej Ciary.

Vysledky a diskusia

Morfologickd a fyziologickd charakteristika produkéného kmeria A. oryzae
[V-477, CCM 8005. Kmen dobre rastie a sporuluje na beznych kultiva¢nych
médiach pouzivanych na kultivdciu hib, napr. Czapekovom-Doxovom aga-
re, sladinkovom agare, Sabouradovom agare a pod.

Makroskopicky vzhlad. Kolénie na Czapekovom-Doxovom agare su niz-
ke. ploché, spociatku ich tvori dobre vyvinuté biele mycélium, pri sporulécii
sa koldnia od stredu sfarbuje intenzivne Zltozeleno az olivovozeleno. Spodna
strana koldnie je bez pigmentu. Koldnie dosahuju za 120 hodin rastu priemer
9,0 cm. Na sladinkovom agare je vzdusné mycélium velmi dobre vyvinuté,
hustejsie ako na Czapekovom-Doxovom agare. Kolonie su takisto nizke, plo-
ché. spociatku biele, pri tvorbe spor sa farbia intenzivne Zltozeleno. Maja
vyrazne hrubo zrnity povrch, spodna strana je bez pigmentu, vypotky sa na
povrchu kolonie nevyskytuji. K sporuldcii na povrchu kolénie dochadza pri
teplote 28 °C az za 48 hodin, k hojnej sporuldcii za 96 hodin kultivacie. Via-
bilita konidii je velmi dobra.

Mikroskopicky vzhlad. Konidiofory si 1-2 mm vysoké, ich priemerna
hribka je 8 pum, vezikuly si gulovité, nesd dva rady sterigiem, spory su v
dlhych retiazkach. Priemerna velkost vezikul je 40 um, limitné velkosti 25 a
60 pm. Konididlne hlavice st radidlne, priemernd velkost hlavic je 125 um.
Gulovité az elipsovité konidie st hyalinné, v mase Zltozelené, na povrchu
hladké. Priemerna velkost konidii je 4,35 pm (obr. 1).



Obr. 1. Mikrofotografia fruktifikacnej struktary Aspergillus oryzae 1V-477, CCM 8005, zvics
1 140-krat.
Fig. 1. Microphotography of the fructification structure of Aspergillus orvzae 1V-477, CCM 80035
Magn. 1140x.
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Aktivity g-amylazy a glukoamyldzy, ktoré sme dosiahli pri kultivacii v za-
“ladnom médiu, uvadza tabulka 1.
V rovnakom médiu, ale s inymi zdrojmi uhlika (kukuri¢ny skrob, zemiako-
v $krob, pSeni¢ny skrob a mleta lipand ryza) sme dosiahli vysledky, ktoré
wvadzaja tabulky 2 a 3. Ako kontrolu (K) sme pouzili zdkladné médium.
Uvedené vysledky su priemerom najmenej 10 paralelnych pokusov, v pripade
pieni¢ného a kukuri¢ného Skrobu priemerom 15 pokusov.
Na scukornovania Skrobu sme pouzili 1250 ml 5, 10 a 15 % kukuri¢ného mazu
2 0.2 mkat enzymového komplexu CCM 8005, pH 5,25, t = 44 °C (tab. 4).

Tabulka 1. Aktivita produkovanych amylolytickych enzymov v zdkladnom médiu

Table 1. Activity of produced amyloiytic enzymes in basic medium

a-Amylaza’
[mkat.ml]

Glukoamyldza’
[mkat.ml!]

A. oryzae CCM 8005
— zakladné médium®

72h

Y6 h

72h 96 h

948,31 1 055.06

214,68

240,08

'u-Amylase; *Glucoamylase; ‘Basic medium.

Tabulka 2. Aktivita produkovanych amylolytickych enzymov pri pouziti réznych zdrojov
uhlika
Table 2. Activity of produced amylolytic enzymes using different carbon sources

a-Amylaza! Glukoamylaza’
Pouzity $krob? [mkat.ml] [mkat.ml"!]
72h 96 h 72h 96 h

K* 948.31 1 055,06 214.68 240,08
kukuriény skrob® 643.1 869,37 163,39 162,93
pSeniény §krob” 684,57 776,86 154,67 176,58
zemiakovy Skrob’ 721,19 814.16 169,33 180,20
iipand mietd ryza® 671,90 839.34 107,62 107.43

lg-Amylase: *Glucoamylase: “Kind of the used starch; ‘Control; *Maize starch; *Wheat
starch; "Potato starch: *White milled rice.

Tabulka 3. Percentuilne vyjadrenie aktivity produkovanych amylolytickych enzymov
Table 3. Percentage expresion of activity of produced amylolytic enzymes

i Pousité krob® u-Amyldza' Glukoamyldza®
Suditt fkeob?
’ 72h 96 h 72h 96 h

K* 100 % 100 % 100 % 100 %
kukuri¢ny Skrob? 67.81 82,40 48,16 67.51
pSeni¢ny skrob® 72,18 73,63 72,04 7353
zemiakovy Skrob’ 76.05 77.16 78.87 75.05
ldpand mleta ryza® 76,85 19,55 50,13 44,74

For 1-8 see Tabie 2.
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I'abulka 4 Scukoriovanie skrobového mazu vyfermentovanym kultivaénym médio
(0,2 mkat a-amylazy CCM 8005)
Table 4. Saccharization of starch suspension fermented by the cultivation medium (0.2 mk
of a-amylase CCM 8005)

R — % redukujucich sacharidov pocas inkubdcie’
. 1h 20h 40 h
5% 20 34 40
10 % 20 30 40
15 % 20 30 40

'Starch suspension: “percentage of reducing sugars during incubation.

Ako vidiet z uvedenych vysledkov, ziskali sme kmen s mimoriadne vysoko
aktivitou produkovanych amylolytickych enzymov. Zo skisanych zdrojc
uhlika, ktoré sme v naSich pokusoch doteraz pouzili, je najlepsi kukuricr
srot. Ani s jednym z purifikovanych Skrobov sme nedosiahli podobné aktiv
ty. Vysledky dosiahnuté ¢istymi $krobmi su pri ¢-amyvlaze od 67 % do 82 ¢
kontroly, pri glukoamylaze od 44 % do 78 % kontroly.

Fakt, Ze najlepsie vvsledky sme dosiahli na kukuri¢nom $rote, dd sa vysve
lit tak, Zze kukuri¢ny $rot oproti purifikovanym skrobom obsahuje aj viace:
aminokyseliny, vitaminy, stopové prvky a iné litky, ktoré maju stimuladr
u¢inky na produkciu amylolytickych enzymov a na ich aktivitu.

Toxicita izolovaného kmeria. 1zolovany kmen A. oryzae CCM 8005 sme d:
li vysetrit vo Vyskumnom ustave preventivneho lekarstva v Bratislave (aut
rizované pracovisko) na produkciu mykotoxinov. Podla vysledkov vysetren
kmen neprodukuje nijaky mykotoxin, da sa teda pouzit v potravindrsko
priemysle.
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Aspergillus oryzae 1V-477, CCM 8005-H0Bbiil NPOH3BOINTEL aMbLIA3
Pesome

MbI M307IMpOBaJIM HOBBIN, aMbllasbl NPOU3BOAAILMI wwTaMM Aspergillus oryzae [V-
<77, CCM 8005, KoTOPBIi B J1aOOPATOPHBIX YCJIOBUAX MPU KYIBTUBALMM Ha BCTPAXMUBATEIN
2 Cpe/1e CO3LAHHONM M3 HEOPTaHMYEeCKUX COJIeN ¥ KYKYPY3HOTO IIOMOJIA, MK APYIUX BUIOB
¥paxmaJsia, Ipou3BoauT B cpenHeM 1000 mxaT u-ambuiass! 1 300-350 MKaT raoKoaMbLiIa-
3b1 Ha 1 MJI KyJbTHMBAUMOHHONM CPEABI.

[ITaMM He MPOM3BOAUT TOKCHMYECKMX BEILECTB ¥ IIPOM3BEJEHHbIE (DepPMEHTbI MOKHO

CTIOJIB30BATh B NULLIEBOM NPOMBIIIJIEHHOCTH.
Aspergillus oryzae IV-477, CCM 8005 - the new producer of amylases
Summary
A new amylases producing strain Aspergillus oryzae 1V-477. CCM 8005 was isolated. It produ-
-es in average 1000 mkat ot g-amylase and 300-350 mkat glucoamylase in 1 ml of culture medium

under laboratory conditions at the cultivation in shaking machine. The medium was composed of

rorganic salts and maize starch or other starch kinds.
The strain produces no toxic subtances and the produced enzymes are utilizable in food industry.
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