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Aspergillus oryzae lV-477, CCM E005 - novy producent amylilz

MAJERiKOVAVALTER VOLI,EK _ BOHUMIL STANTE - IVANA
IVIARGITA CNNICOVA

Sirhrn. Autori izolovaii novyi kmei Aspergillus orvzuelY-117. CCM 8005 produkujrici
amlliiz.v. kllr'_i v lahr:r'lt,irnych podmienkach pri kultivricii na trepadke v me<diu zloZenom
z anorganiekych soli a irrkuridndho Srotu. pripadne in,ich druhov Skrobu, produkuje prie-
nrerne 100(t nkat u-anrvl:izy a 300-3-50 nkat glukoam.vldzy na l ml kultivadniho rnedia.

Knrei nuprodukuje t.,:iicke< ldtky a produkovand enzrimy sa dajri vyu2it v potraviniir-
skorn pric'nnsle.

\/ ostatnom dase sa prudko rozvijajd odvetvia biotechnol6gie pripravujrice
:r vvriibajfce naime enzlfmy. Na na5om pracovisku sa za ostatn6 Styri roky in-
tenzivne zaobcriime skirmanim r6znych vlZivovlfch a kultivadnych faktorov
t'pllrvajricich na produkciu a aktivitu mikrobiilnych enzymov. Popri optimali-
zdcii kultivadnych procesov uZ zn6mych producentov sa zaoberdme aj hl'ada-
nim novych producentov a ich izol6ciou z prirodzenych substrdtov. V tomto
smere sa zaoher;lrne nlrimd screeningom vldknitych hfb prudukujricich amy-
lolvticke enzimy, nainiii o-amyliizu a glukoamyldzu. ktor6 sa dajri vyuZit v
protravindrskom priem.y-sle.

Amylolyticki ';nzvrnr' Stiepia Skrob na niZ5ie jednotky - dextriny, malto-
dextr(ny, malto{ri6zr.r az pluk6zu. Podla miesta ridinku na polysacharidovom
retazci sa amylezy delia na a-amylilzy, ktord Stiepiavdzby a-(1-a) -D-glukozi-
dov6 vzizby Skrobu, B-amyl6zy, ktor6 hydrolyzujri a-(1-6) [4.5,7-9], glu-
koamyl6zy, kto16 Sticpia u-(t-3), c-(1-a) a o-(1-6) glykozidickd viizby [5, 6]

a izoamyliz-y, ktord sr,'r takmer zhodn6 s c-amyliizami a glukoamyliizami, li5ia
sa iba substr6tovou Specificitou [5, 10]. Stiepia a-(1-6) -o-glukozidovd viizby.

Amylizy produkujf bakt6rie, kvasinky a vl6knit6 huby. Z bakt6rif sa na
r'yfrobu enzymov najviac i'r'uZivajri druhy rodu Bucilhrs, najmii B. subtilis. z
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kvasiniek rody Endornvces, Entlomvc'opsis a Lipom\:ccs, z vkiknitvch hub
najviac rod Aspergillus, a to druhv A. niger. A. awamori . A. orvzae. A. ba-
tatae, A. flavus a ini.

Amyli:rzv. ktord sa pouzfvaju v potravindrskom priemysle, musia mat vvsc'r-
kd aktivitu. nesmfr obsahovat biomasu ani sp6rv prociucenta a nesmd ich pro-
dukovaf toxinoginne kmenc.

Dtlteraz sme izttloverli viac ako 2(X) kmeiior,. z nich clva vvsokoproclukcne.
A.spergillu.s rrlgcr I\'-123. CCNI F 801 a A. ort,ittelV-1i7.CC"tvt S00-i. O pnorn
sme rcfertt"'rrli r Il-31, o clruhom referulemc v tomto prfspevku.

NIateridl a met6dv

Pdvnd izolovanlch kultrir. Vietkv kultfrrl' hirb s ilnrylolltickou aktivitou.
kttll'e snrc dalc'i ''i'Se trovali. sme iztllovlrli z roznl'ch oclpadtx r,.l'rslrhujucich
kukuriclnV ([1e['r zo Slovcnskvch ikrobiirni. n.p.. z/rvod Bolerirz. \/zorkv srne

odoberali zo skltrdovacfci-r sil. z prev/rdzkv mokriho mlctia. z'u'vrobne pudingo-
v,i,'ch priiSkov a z iistidkv odpadovej vodv.

Zilkludtriscr(('ttittg. \/zrlrkv'materiiilor. a sulrstriitov slnLr suslleirclo'uali
r stcrilnorn fr'zirrlogickt)nr rozt()ku. lrcpali I htlclinu rra reciPrtlinej trcpaCke
a po zriedeni sntc ich iickor.'ali na rniisopeptrinorv agar (N{PA)s 10 g.l I ikro-
hu. Irrkubovlli sme ich -1--5 dni v tcrmr)state pri 18 "C. Po vrrrasteni koltinie
sruc r.la c'ast jei okra.ja aplikttr.ali L-ugolo'u'roztok. Koltinie hilb. pri ktorvch
smc zistiir amvlolvtickir aktivitr.r. snre preoi'kovali na Siknrv slarlinkovi' asar.
Aktivitu irroclukovan, clt untvlolrtickllch cnzvntor'. rrirjmli u-amr,llizv a gluko-
amvliizv. slre \tan()\'ovali r micliu po sutrr.t-ie rznc j kultii,iicii izolor,unvch hub.

Nlr subrncrznr.'r kultivaciu izokrvarrich hrib sme pouZili nrecliurn lohto zloTc-
tria. NaNO, - 3 g. N{gSOr- 0.-5 g. KCI-0.-5 g"K.HPO, l.l g. FcSOr-0.01
g. ('aCl. - 0.-5 g. ntelasa - 1.25 s. kukuriinv irot - 10.()e. r'ocla-- l.(,1.

Narnicsto kukLrliiniho irotr.r llterrxrtivne po'l2ivlme incl zclrojc uhlika. ptl
kultirucneho rtrcrdiir uprra"rrje nte i'oztokorn KOH nir 6.E + ().1.

Iztrltrr.'any'' ,,1. ()rvzue CCNI 8(X)-i sme kulii.''o'"'ali v l(X) nrl rncditr l'-5(X) ml
t-rankrich na lotai'ne j trcpai'kc (ll0 ot./nrrn)pri tcplotc 18-.11 "(,-. Aktivitu r.r-

arr\llizv li qlrrkolrmrllizt srle stanovovrrli po 71 u 96 hocliniich kultivlicie.
tr-Anlu'llizrr snre \ kultivrri'r.tont nrct[ilr stirn()\'()'vali []()n.r()cou clilgnilstickchtr

Spoflr (S)tcrtu ro fosiliiovour citnitovom tlirril'onr roztoku pH 5.2-i pri tcplote
-+1 '('. Intcnzitu lznikrtutriito rloclreho zirfarbcniir. zoclpoveclu.j uceho nrn()2-
stvu rtrzltrTe ncho (krotru. srnc nreruli spektr()lotometlickr' pn 62(l nm. N.-a

ziikllrclc rrarncnrnc j horlnoiv al'rsort.rirncic srne oclcftnli aktivitu cr.rz,vrnu z ka-
libracrte j t'iarr .
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Glukoamyldzovf aktivitu sme tieZ stanovovali Spofa (S) testom po prctl-
chiidzajucej inaktiviicii pr(tomnej u-amyl{zy dod6vanfm inhibitorom. Aktivi-
tu sme stanovovali v destilovanej vode po t h inkub6cii pri teplote 37 'C
spektrofotometricky pri 620 nm. Z nameranej absorbancie sa aktivita gluko-
:myldzy oddftava z kalibradnej diary.

Scukorfiovanie ikrobu. Na scukoriovanie Skrobu sme pouZili 5. l0 a 15 %
ikrobovi maz, pripraveny z kukuridn€ho Skrobu vo vodovodnej vode. Na
.cukoriovanie I 250 rnl Skrobov6ho mazu sme vo vSetklrch troch pripadoch
pouZili 200 mil kultivadndho mddia s aktivitou amyk{zy 0,2 mkat a aktivitou
glukoamyldzy 0,05 mkat. MnoZstvo vzniknutych redukujricich sacharidov sme
stanovili po I, 20 a 40 hodinr{ch redukciou kyseliny dinitrosalicylovej , zmera-
:rim vzniknuteho Zltdho zafarbenia pri .5.10 nm a oddftanim mnoZstva vzniknu-
iich redukujricich sacharidov v prepodte na glukdzu z kalibradnej diary.

Vfsledky a diskusia

,\IorJ'ologickd a Jyziologickd clrurakteristika produkintho kmefia A. oryzae
II'-477, CCM 8005. Kmei dobre rastie a sporuluje na beZnych kultivadnych
mddidch pouZfvanych na kultivticiu htib, napr. Czapekovom-Doxovom aga-

re. sladinkovom agare, Sabouradovom agare a pod.

Mukroskopickvr vzhl'ad. Kol6nie na Czapekovom-Doxovom agare sri niz-
ke. plochd, spodiatku ich tvori dobre vyvinutd biele mycdlium. pri sporuldcii
sa kol6nia od stredu sfarbuje intenzivne Zltozeleno aZ olivovozeleno. Spodnd
strana kol6nie je bez pigmentu. Kol6nie dosahujri 2a120 hodin rastu priemer
9.0 cm. Na sladinkovom agare je vzduSnd myc6lium velmi dobre vyvinut€,
hustejSie ako na Czapekovom-Doxovom agare. Kol6nie sf takisto nizke, plo-
ch6. spodiatku biele. pri tvorbe spdr sa farbia intenz(vne Zltozeleno. Majf
vVrazne hrubo zrnity povrch. spodnir strana je bez pigmentu, vypotky sa na

povrchu kol6nie nevysk.vtujr.'r. K sporuldcii na povrchu kol6nie dochildza pri

ieplote 28"CaLza 48 hodin, k hojnej sporul6cii za 96 hodfn kultiv6cie. Via-

bilita konidif je velmi dobr6.

Mikroskopicki vzhl'ud. Konidiol'ory sri l-2 mm vysok6, ich priemernir

hrubka je 8 pm. vezikuly sir gulovite. nesf dva rady sterigiem. spSry sri v

dlhlch retiazkach. Priemernti velkost vezikril je 40 pm, limitne velkosti 2-5 a

60 pm. Konidiillne hlavice sti radi6lne, priemernd velkost hlavic je 125 pnt

Gulovit6 aZ elipsovitd konfclie sri hyalinn6, v masc Zltozeleni. na povrchtr

hladk6. Priemernd velkost koniclii je 4.35 ptm (obr. l).
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\kti\lit),u-am).'ldz,v a glukoamyldzv. ktord sme dosiahli pri kultivAciiv 2.6-

.'tlnom mr(liLr. tt','dclza tabtrlka l.
\ ro','nrki;nr rl6diu. alc s infmizdrojnrluhlika (kuktrrii:nv (krotr. zentiako-
ikrtrb. pSenii'ni ikrr>b a ntletli liipanii rvr:a) smc ilosiahli .'',vslc<ik1". ktore

,.iilzirjf tabul'k1' ] a 3. Ako kontrolu (K) sme irouZili zdklaclni miclium.
'-'r 

e r,iend r,isleclki'st-r priemergm pajrnelej l() paralr:lnlch l.rokttsor'. v prfpacle
-.cnicneho a k.ukuriindlto Skrobu priemcrrm l5 pokusor'.

\ a sciikrrrriovtrnia Skrrtbu smc pt-,r:Zili I l-5() ml --i. 10 a 1-S '% kuku I'icnd ho mazu
: l.l 61u1 enzVmc.vdho konrplexu CCNI titX)5. pIi -\,25. i : -14 "{l 1taLr.4).

-l'r 
i.. u l k li l. Aktiiii:i plL,d-irko\irr-,.,ch a;rivlolvtick-ich cnzrntur v ziikl.tilttom n:iclirt
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I a b u t k a 4. Scukoriovanie Skroboviho mazu vyfermentovanfm kultivainim m€diom
(0.2 mkat u-amylizy CCM 8005)

Table 4. Saccharization of starch suspension fermented by the cultivation medium (0.2 mkat
of o-amylase CCM 8005)

Skrobovf mazr
% redukujtcich sacharidov pocas inkubiicie:

lh 20h 40h

5%
t0%
15 "/"

20
20
20

34
30
30

40
40
40

lstarch suspension; lpercentage of reducing sugars during incubation.

Ako vidiet z uvedenych vfsledkov. ziskali sme kmei s mimoriadne vysokou
aktivitou produkovanich amylolyticklch enzymov. Zo skri5anlich zdrojov
uhlfka, ktord sme v naSich pokusoch doteraz pouzili, je najlepii kukuridny
5rot. Ani s jednym z purifikovanych Skrobov sme nedosiahli podobn€ aktivi-
ty. Vfsledkv dosiahnutd distymi Skrobmi sri pri o-amvldze od 67 % do 82 %
kontroly. pri glukoamyldze od 14 "l' dct 78 % kontroly.

Fakt, Ze najlepSie v'Osledky sme dosiahli na kukuriinom Srote. drl sa vysvet-
lit tak, Ze kukuridnf Srot oproti purifikovanim Skrobom obsahuje aj viacer€
aminokyselinv, vitaminy, stopove prvky a ind ldtky, ktord majf stimuladnd
tidinky na produkciu amylolvtick,vch enzimov a na ich aktivitu.

Toxicitct izolovnniho kmerta. Izolovanf kmefi ,4. oryzae CCM 8005 sme da-
li vyietrid vo Vyiskumnom fstave preventfvneho lekiirstva v Bratislave (auto-
rizovand pracovisko) na produkciu mykotoxinov. Podla vfsledkov vy5etrenia
kmeri neprodukuje nijakf mykotoxin, dii sa teda pouZif v potraviniirskom
priemysle.
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Asperglllus oryzae lY -477, CCM t{D5-sonu* nponlroArrenb ailbrral

PesloNre

\{sr rso.nzpoBarr HoBbrrl, aMbrJra3br npor43BoAsnlrli ruralru Aspergillus oryzae IV-
:--. CCM 8005, xoropun r.na6oparopHblx yctoBLrax flpr4 Ky"rrbrrBarlrrrr Ha Bcrpsxr.tBareJril
3 cpe.lc co3AaHHorl r43 HeopraHnr{ecKrx corer4 r.r KyKypy3Horo noMoJra, rr'rrr Apyrr4x Bt4AoB

::paxlraJra, npoT3BoAt{T B cpe,qHeM 1000 lrrat o-aMbrJra3br r 300-350 MKar tJrroKoaMbrJra-
:;r na 1 MJr Ky,rrbrr4Baquonnoi cpcAr'r.

IIIramu He npor,r3BoAr4T ToKcr{t{ecK}rx BerrlecrB ,{ nporr3BeAeHnsre $eplrerTbr Mo>KHo
;i.:rroJrb3oBarb n nlruleaoli rpoMbnureuHocrr,r.

Aspergillus oryzae l\ -477, CCM 8005 - the new producer of amylases

Summar-n..

.\ new amylases producing stain Aspcrgillus orv;ue IV-177. CCM tl(X)s was isolatcd. It produ-

:.,\ in average 1000 mkat of c-amylase and 300-350 mkat glucoamylase in I ml of culture medium
-:rdc'r' laboratory conditions at thc cultivation in shaking machinc. Thc mcdiunr *'as composcd of
i,rrgirnic salts and maize starch or othcr starch kincls.

Thc strain procluces no toxic subtanccs and the produced enzymes are utilizable in food industrv.
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