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Vplyv kvantitativnych a kvalitativhych zmien inokula

na aktivitu produkovanej -amylazy

Aspergillus oryzae CCM 8005 79 633
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V rcku 1588 sme referovali o izolacii, vlastnostiach
a vigbilite nami izolovaného kmetnia Aspergillus oryzae
CCM 8005, producenta enzymov amylolytického kom-
plexu, hlavne vSak «-amyldzy a glukoamylazy [1, 2].
Pred zahajenim S$tvriprevddzkovych a poloprevadzko-
vych pokusov v poloprevadzkovej jednotke Slovenskych
§krobérni, $.p. Trnava, zdved Dolnd Krupa a v JZD Agro-
kombinat SluScvice, zdvod BIO II Hrobice, kde sme nas
predukény kmeil pokusne kultivovali v 150 1 fermento-
roch, sme stdli pred problémem volby mnoZstva a formy
inokula. Urcobili sme preto dve skupiny pokusov, pri kto-
rych sme najprv chceli zistit vplyv mnoZstva spor v spo-
rovej inokulatnej suspenzii na produkciu a aktivitu
e¢-amyldzy. V druhej skupine pokusov sme porovnéavali
navzdjom produkciu a aktivitu «-amylazy pri ockovani
produkéného média spoérovou suspenzicu a vegetativ-
nym inokulom.

O vysledkoch naSej prace referujeme v tomto ¢lanku.

MATERIAL A METODY

1. Produkény kmeii. Na pokusy sme pouZili nami izolo-
vany kmei Aspergillus oryzae IV - 477, CCM 8005.

2. Kultivaéné mweédia: Na ziskanie inckulaénych konidii
sme produk&ny kmenl kultivovali na sladinkocvom agare
(60 g sladinového koncentratu.l—1). Vegetativne ino-
kulum sme ziskali kultivdcicu kmeila v nasledovnych
médiach:

YD médium: kvasni¢ny autolyzat 10 g
glukoza 20 g
vodovodnd voda 11
pH 6,8; sterilizdcia 15 min pri 121°C

N médium: NaNO; 3g
K,HPO, 1g
KCl 05 g
MgSO0, 05 g
CaCl, 05 g
FeSO, s 0,01 g
melasa 25 g
kukuriény Srot 20 g
vodovednd voda 11

pH 6,8; sterilizdcia 20 min pri 121°C
Na kultivaciu produkéného kmeila na ziskanie amyloly-
tickych enzymov sme pouZivali rovhako médium N.

3. Priprava inokula

a) Konidie na inokuldciu sme ziskali tak, Ze sme
v Petriho miske na 1,5 mm hrubej vrstve sladinkového
agaru kultivovali produkény kmeil aZ do vytvorenia my-
célia s vysporulovanymi fruktifikaénymi Struktdrami.
Z vrstvy agaru s kultdrou sme sterilnymi korkovrtmi
vyrezali kclieska o ploche 1,3 cm? 0,8 cm? 05 cm? a
0,12 cm? Na inckuldciu 100 ml produkéného média N

inokulum, rast, aktivita

v 500 ml baiikdch sme pouZili vZdy jedno koliesko roz-
nej velkosti s vysporulovanou kultdrou. Kultivovali sme
na rotacnej trepatke (120 min—1!) pri teplote 30°C. Za
icelom porovnania po¢tu spér sme v Biirkerovej komor-
ke zratali pocet konidii na jednotlivjch kolieskach po
ich hodinovom trepani vo fyziologickom roztoku s pri-
davkom 0,1 % Tween 80.

b) Vegetativhe inckulum sme pripravovali jednak
v YD médiu, jednak v N-médiu. 100 ml média (YD alebo
N) v 500 ml batikdch sme inckulovali jednym kolieskom
sladinového agaru s vyrastenou a vysporulovanou kul-
tdrou a kultivovali sme 48 a 72 hodin na rotacnej tre-
packe (120 min—1) pri teplote 30°C. Takto pripravené
inokulum sme pridavali v mnoZstve 5 a 10 ml do 100 ml
produkéného média N v 500 ml batikdch a kultivovali
sme za rovnakych podmienok ako v bode a. Aktivitu
produkovanej «-amylazy sme stanovovali po 72, 96 a
120hodinovej kultivacii.

4. Stanovenie aktivity x-amylazy. Na stanovenie aktivity
produkovanej e-amyldzy sme pouZivali «-amyldzovy
Spofa-S-test. Aktivitu sme stanovili v citrat-fosfatovom
tlmivem roztoku o pH 5,25 pri teplote 44°C. Intenzitu
vzniknutého modrého sfarbenia roztoku sme merali
spektrofotometricky pri 620 nm a z nameranej absor-
bancie sme aktivitu enzymu od¢&itali z kalibra¢nej €iary.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky, ziskané v 12 paralelnych pokusoch so spo-
rovym inokulom uvddzame v tabulke 1. Ako kontrolu
sme zvolili aktivitu «-amyldzy vyprodukovanej v médiu
nactkovanom kolieskom s najvac$im poétom konidii
(1,45.107) po 72hodinovej Kultivacii. Ako vyplyva z vy-
sledkov uvedenych v tabulke, ma pocet spor, pouZitych
ako inokulum do 100 ml média na produkciu e¢-amylazy,
iba maly vplyv. Je to pravdepodobne spdsobené tym, Ze
a-amylaza tak ako ostatné fungdlne enzymy si produ-
kované rasticimi hyfami, priCom niZ$i pocet spér v ino-
kula¢nej sporovej suspenzii (v pripadech pouZitia ko-
liesok s plochou 0,5 a 0,12 cm?) je kompenzovany rych-
lej8im rastom, pripadne va&Sou diZzkou vyrastenych hyf,
takZe rozdiely medzi aktivitami produkovanej a-amylazy
si malé. Po trojdilovej kultivdcii si rozdiely v aktivite
a-amyldzy produkovanej mycéliom vyrastenym z 9,8.106
a z 4,7.10° spor 32 a 20% oproti kontrole, pri podte
2,5.10° spor je aktivita e-amyldzy o 25 % niZ3ia proti
kontrole. Po S$tyroch diioch kultivdcie boli rozdiely
ovela mensSie, priCom absolitne stipla aktivita «-amyla-
zy 0 63,2 %.

Pri sledovani vplyvu vegetativheho inokula na akti-
vitu produkovanej e-amyldzy sme pouZili na ofkovanie
100 ml produkéného média N jednak 5 a 10 ml inokula
vyrasteného v YD médiu, jednak 5 a 10 ml inokula vy-
rasteného v médiu N. V oboch pripadoch sme pouZili
inokulum dvojdiiové aj trojdiiové. Cielom pokusu bolo
zistit vhodnost mladSieho alebo starSieho inokula. V pod-

Tab. 1. Zdvislost aktivity a-amyldzy Aspergillus oryzae CCM 8005 od mnoZstva pouZitého inokula

Aktivita «-amylazy po 72 h Aktivita «c-amylazy po 96 h

Inokulum Plocha (%) Podet (%)

| (nkat . ml-1) (%) (nkat . ml-1} (%)
1 (K) 1,3 100 1,45 . 107 100 970,21 100 1095,17 100
2 0,8 61 9,8 .106 67,5 657,93 67,8 974,54 88,0
3 0,5 38 4,7 . 106 32,0 781,04 80,5 994,09 90,77
4 0,12 9,2 2,5 . 106 17,0 726,10 . 74,33 1077,46 98,38
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Tab. 2. Vplyv dvojdfiového vegetativneho inokula na aktivitu a-amyldzy Aspergillus oryzae CCM 8005
Aktivita produkovanej c«-amyldzy (nkat.ml-') za h Kkultivicie
Inokulum 72 95 120
(nkat . m1-1) (%) (nkat . ml1—1) (%) (nkat . ml-1) (%)
K (spory) 830,42 100 921,22 100 1051,59 100 i
YD 5 602,30 72,52 718,21 77,96 720,07 68,47
YD 10 498,43 60,02 649,59 70,51 638,92 60,75
N 5 651,45 78,44 649,59 70,51 640,55 60,91
N 10 465,51 56,05 561,49 69,95 667,67 63,49
Tab. 3. Vplyv trojdiiového vegetativneho inokula na aktivitu a-amyldzy Aspergillus oryzae CCM 8005
Aktivita produkovanej c-amyldzy (nkat.ml-') za h kultivicie
Inokulum 72 96 120
(nkat . ml1—1) (%) (nkat . ml1—1) (%) (nkat . ml1-1) (%)
K (spory) 882,81 100 921,22 100 1051,59 100
YD 5 773,39 87,6 733,97 79,67 816,05 77,6
YD 10 575,40 65,17 606,5 65,83 630,58 59,96
N 5 635,68 72,0 612,03 66,43 619,06 58,86
N 10 555,47 62,92 595,81 64,67 660,26 62,78

mienkach experimentu nebolo moZné urcit ani pocet
buniek ani su$inu biomasy inokula, nakolko v médiu bol
hrubozrnny kukuri¢ny Srot.

Kultivovali sme na rotacnej trepatke (120 min—1) pri
teplote 30°C a aktivitu e¢-amyldzy sme stanovili po 72,
96 a 120 hodinach kultivdcie. Ako kontrolu sme pouZili
100 ml produk&ného média N inokulovaného jednym Kko-
lieskom s vysporulovanou Kkultirou o ploche 1,3 cm?
(1,45 .107 konidii).

Vysledky pokusov, ziskané pri inokuldcii produkéného
média vegetativnym inokulom s priemerom z dvandst
paralelnych pokusov a uvddzame ich v tabulkdch 2 a3.

Pri porovnani vysledkov, uvedenych v tabulkdch 2 a 3
s vysledkami v tabulke 1 jednoznatne vyplyva, Ze ak-
tivita a-amyldzy v médiu ofkovanom vegetativhym ino-
kulom je vSeobecne niZ3ia ako v pripade o€kovania spo-
rovym inokulom. Na zdklade opakovanych pokusov je
moZné pokusit sa tento jav vysvetlit tak, Ze kultdra,
pouZitd ako inokulum mda 48, resp. 72 hodin, je teda
fyziologicky star$ia ako mycélium vyrastajice zo spor
a je menej schopnd rdst a produkovat enzym ako mycé-
lium vyrastajice priamo z konidii [3]. Druhd moZnost
je, Ze spolu s inokulom, pripravenom v YD médiu, sa do
produkéného média prenesie ur¢ité mnoZstvo glukozy,
‘ktora spociatku (aZ do spotrebovania) pdsobi na pro-
dukciu e-amylazy inhibi¢ne [4]. Je v8ak pravdepodobneg,
7e na niZ3ej produkcii enzymu v pripade oCkovania ve-
getativnym inokulom participuji obidva tieto faktory.
V tejto sérii pokusov sme najlepSie vysledky dosiahli
pri pouZiti trojdilového vegetativneho inokula vyraste-
ného v YD médiu a sice v mnoZstve 5 ml. Rozdiel medzi
aktivitou enzymu v tomto pokuse a v kontrole je len
12,4 %, zatial ¢o pri pouZiti 10 ml inokula je rozdiel uZ
takmer 25 %. Tento fakt hovori v prospech inhibicie pro-
dukcie «-amylazy glukozou (zistili sme, Ze v inokulu
podas trojdiiovej kultivdcie poklesne obsah glukozy
z 2% na 0,05 %). V ostatnfch pokusoch sme dosiahli
aktivitu «-amylazy od 56 do 79 % hodnoty kontroly.
Z vysledkov dalej vyplyva, Ze na pripravu vegetativneho
inokula je vhodnej§ie YD médium ako produkéne meé-
dium N.
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Vollek, V. - Skarka, B.: Vplyv kvantitativnych a kvalita-
tivnych zmien inokula na aktivitu produkovanej ¢-amy-
lazy Aspergillus oryzae CCM 8005. Kvas. prtm., 36,1990,
¢. 6, s. 169—171.

V praci sme sledovali vplyv rozneho mnoZstva spo-
rového inokula a rézneho mnoZstva a kvality vegetativ-
neho inokula na produkciu e-amylazy Aspergillus oryzae
CCM 8005. Zistili sme, Ze produkcia «-amyldzy je jed-
noznac¢ne vy$8ia pri ockovani spérovym inokulom. Po
96hodinovej kultivdcii bol rozdiel aktivity «-amylazy,
produkovanej maximalnym a minimalnym inokulom iba
1,4 %. Pri pouZiti vegetativnheho inokula sme dosiahli
najlepSie vysledky s trojdiiovym inokulom pripravenym
v YD médiu, a sice 87,6 % kontroly po 72hodinovej kul-
tivacii. V ostatnych pokusoch bola aktivita produkovanej
a-amyldzy od 56 do 79 % kontroly.

BoaJek, B. - llkapka, B.: Biausinne KoJHyecTBEHHbIX M Ka-
YeCTBEHHbIX M3MEHEHHH MHOKYJbl Ha aKTHBHOCTb 06pasylo-
meHcs q-amMuaasbl Aspergillus oryzae CCM 8005. Ksac.
npym. 36, 1990, Ne 6, ctp. 169—171.

B pa6ore HamMu HCCIe€IOBAHO BJHSIHHE Pa3HOrO KOJH-
9ecTBa MHOKYJBl CIOD M DPa3HOIO KOJHYECTBA M KauyecTBa
BEreTaTHBHOH HHOKYJBI Ha NPOAYKUHMIO ¢-aMHJIa3bl Asper-
gillus oryzae CCM 8005. Hamu ycTaHOBJEHO, YTO NMPOLYK-
LU @-aMHJIA3pl OJHO3HA4YHO 6OJee BBICOKA IIPH HHOKYJIS-
uuy HHOKYyJoH crop. Ilocae 96-ywacoBoM Ky/IbTHBHPOBAHHH
Ha0/I0JaliCh PA3HHILI aKTUBHOCTH ¢-aMHJa3bl, IPOU3BOIH-
MO MaKCHMMaJbHOM M MHHHUMAJBHOH HMHOKYJIOH, COCTaBJSI-
folliHe Toabko 1,4 %.

Vollek, V. - Skarka, B.: Effect of Quantitative and Quali-
tative Changes of Inoculum on the Activity of x-Amylase
Produced by Aspergillus oryzae CCM 8005. Kvas. prim.,
36, 1990, No. 6, pp. 169—171.

The production of «-amylase formed by Aspergillus
oryzae CCM 8005 was measured with the different quan-
tity of different inoculum types. The different inoculum
used were: the vegetative one and spores. Using spores
for the inoculation a higher quantity of z-amylase was
achieved. The difference in the quantity of «-amylase
observed with the maximum or minimum inoculation
after 96 h of the culture was 1,4 %. The best results
obtained with the vegetative inoculum were achieved
in the YD medium after 72 h of the culture. The ino-
culum proper was cultured three days. The quantity
of x-amylase was 87,6 % of the standard value. In other
experiments the activity of «-amylase produced was in
a range of 56 and 79 % of the standard value.
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Vollek, V. - Skarka, B.: EinfluB der quantitativen und
qualitativen Verédnderungen des Inoculum auf die Akti-
vitdt der produzierten x-Amylase bei Aspergillus oryzae
CCM 8005. Kvas. pram. 38, 1990, Nr. 6, S. 169—171.

Die Autoren studierten den Einfluss von verschiede-
nen Mengen eines Sporeninokulums und verschiedenen
Mengen und Qualitdt zwei und drei Tage alten vegeta-

tiven Inokulums auf die Produktion und Aktivitdt der
produzisrten a-Amylase bei Aspergillus oryzaz CCM. 8005.
Es wurde festgestellt, dass der Unterschied in der Akti-
vitdt der a-Amylase bei allen beniitzten Konzentrationen
des Sporeninokulums maximal 12 % ist. Bei der Impfung
mit dem vegetativen Inokulum erreichten Autoren die
besten Resultate bei der Benutzung des 5 % dreitagigen
Inokulums aus dem YD Medium.
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Stejné jako rychle utilizovatelné zdroje uhliku a anor-
ganicky fosfat, tak také rychle utilizovatelné zdroje
dusiku inhibuji u streptomycet biosyntézu mnoha sekun-
darnich metabolitl. Vliv zdroje dusiku na mikrobidlni
producenty sekundarnich metabolitd je. mnohostranny.
Kromé regulace rychlosti ristu a s tim spjatych dsji
(protecsyntéza, syntéza nukleovych kyselin, vznik ener-
gie) plisobi na syntézu enzymi podilejicich se na vzni-
ku prekursorli sekundarnich metabolitt i na syntézu
viastnich enzymi sekunddrniho metabolismu.

Klasickym pfikladem je biosyntéza streptomycinu
u Streptomyces griseus, kde se jako nejlepsi zdroj dusi-
ku ukéazal byt pomalu utilizovany prolin [1]. Inhibice
amonnymi ionty byla prokdzdna téZ u S. clavuligerus,
produkujiciho g-laktdmové antibiotikum cefalosporin [2];
inhibice produkce cefalosporinu vS$ak byla zaznamenana
pouze tehdy, jestliZe byly amonné ionty pridany do kul-
tivacniho média do 24h kultivace, je$té pred zadatkem
syntézy cefalosporinu. Proto se zfejmé nejedna o inhi-
bici enzym@ syntetizujicich dané antibiotikum, ale o re-
presi jejich syntézy jiZ na samém zadatku Kkultivace.
K represi enzymii syntetizujicich g-laktdmy amonnymi
ionty dochazelo i v pfipadé biosyntézy cefamycinu
u S. lactamdurans [3] a u S. clavuligerus [4]. Zadny
z téchto enzym@ vSak nebyl amoniakem inhibovan
in viiro, coZ svéd¢i pro mechanismus represe na trans-
kripéni ¢€i transla¢ni drovni. Inhibice enzymu sekundér-
niho metabolismu amonnymi ionty byla pozorovana
v pfipadé anhydrotetracyklincxygenasy (EC 1.13.12)
[5], pfedposledniho enzymu tetracyklinové biosyntetic-
ké drahy u S. aureofaciens.” Také biosyntéza tetracyk-
linu je reprimovdna zvy$enou koncentraci amonnych
iontd v kultivaé¢nim médiu [6].

Jinym mechanismem, jakym amonné ionty mohou
ovliviiovat biosyntézu sekundarnich metabolitd, je re-
gulace syntézy prekursorli pro biosyntézu daného anti-
biotika. To bylo prokdzdno v pFipadé chloramfenikolu
u S. venezuelae (7] a aktinomycinu D [8], jehoZ bio-
syntéza je inhibovdna prostrednictvim represe syntézy
tryp.cfanu amcnnymi ionty. RovnéZ produkce veterinar-
niho antibiotika tylosinu u S. jradiae je inhibovéna pii-
davkem amonnych iontd do fermentaéniho média [9—
—12]. Bylo zjiSténo, Ze amonné ionty plsobi na syntézu
stavebnich jednotek, avS8ak neplisobi na jejich konden-
zaci za vzniku protylonolidu, aglykonu tylosinu, anina
konverzi protylonolidu na tylosin. Pfi studiich s bloko-

vanymi mutanty byla produkce protylonolidu klidovymi .

buiikami S. fradiae na médiu s valinem nebo sukcindtem
mnohem niZ8i, neZ kdyZ buiiky byly pFedtim nakultivo-
vdny na médiu s vyS§im obsahem amonnych iontfi.
AvSak inhibice tvorby protylonolidu byla odstranéna pfi-
davkem acetatu, propionatu a butyratu. Vzhledem Kk to-
mu, Ze protylonolid obsahuje n-butyrdtovou stavebni jed-
notku, kierd je odvozena z metabolismu L-valinu, byl
v této souvislosti studovdn vliv amonng§ch iontd. Bylo
zjiSténo, Ze syntéza valindehydrogenasy (EC 1.4.1.8) je
reprimovédna amonnymi jonty a Ze se tento enzym prav-
dépodobné podili na zprostiedkovani inhibi¢niho G&in-
ku amonnych iontdl na biosyntézu tylosinu. S t&mito

idaji je v souladu zji§téni Vu-Tronga a Graye [13], Ze
amonné ionty inhibuji syntézu tylosinu pouze tehdy,
jsou-li priddny do kultivaéniho média na zadatku fer-
mentace; jsou-li priddny aZ v produkéni fazi, jsou ne-
Gcinné.

Také biosyntéza oligoketidového antibiotika gilvokar-
cinu V, produkovaného S. arenae 2064 [14], je reprimo-
vana amonnymi ionty v koncentraci vy3si neZ 1,5 mmol
Na druhé strané, syntéza tohoto antibiotika je stimulo-
vana kyselinou asparagovou a glycinem, glykogennimi
aminckyselinami, které mohou snadno poskytovat ace-
tyl-CoA. Je tedy moZné, Ze i v tomto pFipadd se jedna

vzniku prekursori.

V této souvislosti mlZe byt zajimavé srovnani inhibic-
niho G¢inku amonnych iontd na biogeneticky rozdilné
typy antibiotik. Zatimco u S. clavuligerus [2] je maxi-
mélni produkce cefalosporinu dosaZeno pfi koncentraci
amonnych iontd 20 mmol a p¥i koncenrtaci 40 mmol je
produkce cefalosporinu inhibovdna pouze o 10 %, je op-
timalni koncentrace amonngch iontll pro produkci gilvo-
karcinu V u S.arenae 1,5 mmol a pfi koncentraci 10 mmol
dochazi jiZ k 60% inhibici [14]. Také produkce tylosinu
u S. fradie je p¥i koncentraci amonnych iontdi 20 mmol
inhibovdna pfibliZzn& o 50 % [13]. Tuto rozdilnou citli-
vost g-laktamovych a oligoketidovych antibiotik k re-
presi amonnymi ionty lze vysvétlit bud plsobenim na
rizné regula¢ni drovni nebo na turovni syntézy jejich
prekursori — aminokyselin v pfipadé g-laktdmovych
antibiotik a ketokyselin v pFipadé oligoketid. Rovno-
vaha mezi aminokyselinami a jejich ketoderivaty je
v prostfedi s vy38i koncentraci amonnych iontd posu-
nuta ve prospé&ch pfisluiné aminokyseliny. To méZe mfit
v pFipadé oligoketidovych antibiotik za nésledek nedo-
statek ketokyselin potfebnych pro syntézu acyl-CoA,
a tim i znaCné sniZenou tvorbu daného oligoketidu, za-
timco u g-laktdmi lze nékteré aminokyseliny pfimo po-
uZit pro biosyntézu antibiotika, coZ do urdité miry miZe
zmirnit negativni Géinek amonngych iontd. Rovnovahu
mezi n&kterymi aminokyselinami a pfisluinymi ketoky-

selinami (alanin — 2-ketopropanoat, valin — 2-keto-
-3-methylbutanoat, leucin — 2-keto-4-methylpentanoat,
isoleucin — 2-keto-3-mythylpentanoat, 2-aminobutanoat

— 2-ketobutanoat) v intracelularnim prostfedi zajistuiji
jejich NAD-dependentni dehydrogenasy (alanindehydro-
genasa [EC 1.4.11.] a valindehydrogenasa. — EC
1.4.1.8).

Vzhledem k tomu, Ze k primyslové vyrobé antibiotik
a dalSich sekundadrnich metabolitéi se pouZivaji komplex-
ni média, obsahujici rtizné moulky a extrakty rostlin-
ného i Zivo¢idného plvodu, je zapotfebi modelovat slo-
Zeni téchto médii i s ohledem na obsah a formu zdroje
dusiku. V kaZdém pFipad& je vSak nutno poditat s tim,
Ze s témito pFirodnimi materidly se do kultivaéniho mé-
dia dostdvd i zna€né mnoZstvi amonnych ionti.

Z hlediska primyslové vyroby sekundarnich metabo-
lith existuji 3 obecné piistupy k eliminaci nebo zmir-
néni negativnfho d&inku amonnych iontd:




