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Dopyt néasho potravinarskeho priemyslu po vysokoak-
tivnych amylolytickych enzymoch a nutnost ich dovozu
zo zahranitia nas pred Casom podnietili k skimaniu
moZnosti zvysenia produkcie amylaz u existujacich pro-
ducentov a zé&roven venovat sa vyhladavaniu a izolacii
amylazy produkujacich mikroorganizmov, hlavne hib.
7a relativne kratky ¢as sa nam podarilo izolovat z pri-
rodnych substratov, obsahujicich gkrob, dva kmene hab
s vysokou produkciou a-amylazy a glukoamylazy, Asper-
gillus niger 1V-123, CCM F 801 a Aspergillus oryzae
1V-477, CCM 8005 [1,2,3], o ktorych sme referovali v od-
bornej tlaci.

V ramci optimalizacie kultivacného procesu, kultivac-
ného meédia a stanovenia zakladnych morfologickych a
fyziologickych vlastnosti kmena Aspergillus oryzae ccM
8005 sme sledovali aj viabilitu spor a vplyv ich veku
na schopnost Klitit, rast na tuhom médiu a produko-
vat amylolytické enzymy, hlavne «-amyldzu a glukoamy-
lazu pri submerznej kultivacii v produkinom meédiu.

0 ziskanjch vysledkoch nasej prace v stru¢nosti refe-
rujeme v tomto &lanku.

MATERIAL A METODY

Poutzita kultiira

V pokuse sme pouZili 14; 10;5; 4; 2 a 1mesacni a 2tyz-
ditova Kkultaru Aspergillus oryzae CCM 8005, udrzovani
na %ikmom sladinkovom agare Vv chladnitke pri +5°C.

Sledovanie kligivosti konidif

Na sledovanie kli¢enia konidii sme ako médium pouZili
1% peptonovi vodu [Neopeptén Difco v destilovane]j
vode), rozplnili po 50 ml do 100 ml bani¢iek a sterilizo-
vali 20 mindt pri 115°C. Médium sme naotkovali dvomi
kIu¢kami spor, 1 hodinu trepali na reciprokej trepacke
a ulozili do termostatu s teplotou 28 0c. Po 24h inku-
bacii sme z kazdej sporovej suspenzie pripravili 5 mikro-
skopickych preparéatov. Z kazdého prepardtu sme pri
zvicseni 600krat spod&itali spory (zv1ast kliciace a zvlast
nekli¢iace) v 10 zornych poliach, spolu teda v 50 zor-
nych poliach a vypoCitali percento kli¢iacich spor.

Rychlost rastu kultdr na tuhom médiu
Viabilitu konidii sme dalej sledovali podla rychlosti

rastu kultdr na sladinkovom a Czapek-Doxovom agare.
Pouzili sme Czapek-Doxov agar od firmy Imuna, §. Mi-
chalany a sladinkovy agar podla predpisu:

sladinovy koncentrat 60 g

Oxoid agar N =3 15 g

vodovodna voda 11
pH obidvoch médii sme upravili na 6,8, sterilizovali sme
20 min pri teplote 121°C. Kultivatné média sme roz-
plnili do Petriho misek o priemere 100 mm. Zo sledova-
nych kultdr sme pripravili v 1 ml sterilnej destilovanej
vody s pridavkom 1gl-! Tweenu 80 suspenzie spor,
ktoré sme sterilngmi kapilarami otkovali do stredu kul-
tivatného meédia v Petriho miskach. Naotkované misky
sme inkubovali v termostate s teplotou 28 9C. Rast sme
zistovali meranim priemeru kolonii v 24hodinovych in-
tervaloch.

Sledovanie aktivity produkovanych amylolytickych enzy-
mov
Na sledovanie aktivity «-amyldzy a glukoamylazy, pro-

dukovanych mycéliom vyrastenym z rozne starych spor,
sme sp6ry inokulovali do meédia nasledovného zloZenia:

NaNO; 3,0 g.1-1 vodovodnej vody
MgS0, 05g.1-!

KC1 05g.1-!

FeS0, 001g.1-1

K,HPO; 10g.1-1

caCl, 05g.1-!

melasa 20g.1-1

kukuritny 3Srot 200g.1-1

pH = 6,8 £ 0,2, sterilizovali sme pri 121°C
20 min. Kultivovali sme v 100 ml média v 500 ml bankédch
na rotatnej trepatke (120min-!) pri 30°C. Aktivitu
a-amylazy a glukoamyldzy v kultivatnom meédiu sme
sledovali po 3, 4 a 5 diioch kultivacie.

Stanovenie aktivity «-amylazy

Aktivitu «-amylazy sme stanovovali pomocou diagnos-
tického tabletkového Spofa-testu, intenzitu modrého za-
farbenia sme merali spektrofotometricky pri 620 nm.
Z nameranych absorbancii sme aktivitu enzymu odc¢itali
z kalibratnej ¢iary a vyjadrili v nkatml—-! kultivacného
média (vyrobca Slovakofarma Hlohovec).
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tanovenie aktivity glukoamylazy

Aktivitu glukoamyldzy sme stanovovali glukoamylazo-
vym diagnostickym Spofa-S-testom po predchadzajicej
inaktivacii pritomnej «-amylazy. Z absorbancii namera-
nych spektrofotometricky pri 620 nm sme aktivitu glu-
koamylazy oddéitali z kalibracnej ¢&iary a vyjadrili
v nkat.ml-! média (vyrobca Agrogen JZD SluSovice).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Kli¢ivost spér

Vysledky, ziskané pri sledovani spor uvadzame v tab. 1.
Uvedené hodnoty siu po€ty konidii z 50 zornych poli
mikroskopu.

Tabulka 1. Absolitny poéet a percento kli€iacich, rézne
stargych spor Aspergillus oryzae CCM 8005

x -
vek spor Pocet KIiE. | (4, Tacet (%)
(mesiace) spor spor i
|
14 0 0 - 414 100
10 50 15,9 | 263 84.10
5 89 29,37 | 214 70,63
1 69 | 3575 124 64.25
2 74 39,36 114 60,64
1 156 61,17 99 28,83
0,5 l 377 | 80,38 I 92 19,62

Ako vidno z tabulky, kli¢ivost spoér stipa s ich kle-
sajicim vekom. Zatial €¢o zo 414 sp6r starych 14 mesia-
cov za podmienok, ako je uvedené v kapitole Materigl
a metoédy, nezacala kli¢it ani jedna spéra, pri dvojme-
saénych sporach kli¢ilo asi 40 % spér a dvojtyzdiiovych
vyse 80 % spdr. 14mesacné spory zacali kli¢it aZ po viac
ako 48 h inkubéacie. Vtedy ale mladsie spory vytvarali
uZ mohutné zhluky mycélia, takZe nebolo moZné vza-

jomné porovnanie. Kli¢ivost spor je jednym z charakte-

ristickych fyziologickych znakov a zavisi okrem iného
od mnozstva vody vo vnitri spéry [4,5]. Je zname, Ze
s vekom spor sa ich schopnost kli€it a rychlost ich kli-
¢enia zniZuje [6]; vysledky tohto pokusu sme viac-menej
predpokladali.

Rychlost rastu kolénii na tuhych Zivnych médiach

Rychlost rastu kultir z rdzne starych spir sme sledo-
vali meranim dennych prirastkov kolénii pocas 7 dni
kultivacie, ako je uvedené v kapitole Material a met6dy.
Ziskané vysledky uvadzame v tab. 2 a 3.

Tabulka 2. Rast kolénii Aspergillus oryzae CCM 8005
oékovangch rézne starymi spérami na sladin-
kovom agare

. Priemer kolonii (mm) za dni kultivacie

Vek spor E L Tl -

(mesiace] 1 [ 2 3 4 5 | s 7
14 0 0 9.6 25,0 38,3 52,6 68,0
10 6,1 20,0 34,0 48,6 61,3 75,3 89,0
5 55 19,6 33,6 48,0 62,3 ! 76,0 90,0
4 8,5 20,0 34,6 48,0 62,7 76,7 90,0
2 9.0 19,0 33,6 46,6 61,0 75,0 89,0
1 8.3 20.0 340 48,0 62,0 76,0 90,0
0,5 7.6 20,0 36,3 49,0 62,7 77,0 90,0

Tabulka 3. Rast kol6nii Aspergillus oryzae CCM 8005

o¢kovangch rézne stargmi spérami na Cza-
pek-Doxovom agare

Uvedené vysledky si priemerom 6 paralelnych poku-
sov. Ako vidno z vysledkov v tabulkdch 2 a 3, nie jerast
kolonii, aZz na kol6nie vyrastené zo l4mesacnych spor,
zavisly od veku sp6r (inokula). Kolénie na obidvoch
médiach rastli takmer rovnako rychlo s priemernymi
dennymi prirastkami 13,8 £+ 1,04 mm na sladinkovom
agare a 141 * 1,57 na Czapek-Doxovom agare. Rozdiely
v rychlosti rastu kolonii z r8zne starych spor na obi-
dvoch médiach neboli S$tatisticky vyznamné (P<0,05).
O niec¢o rychlejdi rast na Czapek-Doxovom agare mozZno
vyevetli{ vd¢Sim mnozstvom (vysSou koncentraciou) uti-
lizovateInych zdrojov dusika a fosforu k mnozstvu (kon-
centracii) zdroja uhlika v Czapek-Doxovej pOde ako
v sladinke. Kolénie v3ak mali relativne riedke vzdudné
mycélium a aj sporuldcia bola slabsia ako pri koloniach
rastiacich na sladinkovom agare. 14mesacné spory, ako
najstarsie zo spir pouzitych v pokuse, mali proti ostat-
nym resuscitaéni fazu 48 hodin. Po 48 hodindch spéry
zaCali kli¢it. rychlost rastu koldnii dosiahla v dalSom
¢ase rychlost rastu ostatnych koldnii a priemerné denné
prirastky boli rovnaké. b=

Produkcia amylolytickfch enzymov mycéliom vyraste=
nym z rizne siarych spdr v kvapalnom médin i

Rast kultir, otkovanych rdzne starymi spirami v kva-,
palnom kultivaénom médiu a produkciu amylaz sme sle-
dovali meranim aktivity z-amyldzy a glukoamylazy po 3,
4 a 5 dioch kultivacie. Ziskané vysledky, ktoré sa prie-
merom 6 paralelnych pokusov, uvadzame v tab. 4 a 5.

Tabulka 4. Aktivita «-amyldzy produkovanej kultidrami

Aspergillus oryzae CCM 8005, vyrastenymi
z rézne starych spor
Aktivita «-amyldzy (nkat.ml-') za
vek Vspt')r B 7L,Y [, e o ]___ s
(mesiace] 72h 9% h , 120 h
14 54,15 400,13 689,7
10 846,07 1023,18 945,41
5 875,05 857,51 1004,53
4 872,15 874,58 1001,39
2 749,04 859,05 949,11
1 947,26 1050,66 997.8
0,5 1049.04 1039,53 961,17

. Priemer kolonii (mm) za dni kultivéacie
Vekspor | W = ———
(mesiace) 1 2 r 3 | 4 | 5 ‘ 8 7

14 0 0 13,0 27,0 |, 380 52,0 66,0
10 5.3 21,3 36,3 54,3 65,6 80,0 94,0
5 6.6 21,6 38,3 52,0 67,0 80,0 94.0
4 8.3 223 39,3 52,6 68,0 | 80,6 95,0
2 t 8,0 206 | 37,3 52,3 66.6 77,3 90,0
1 8,3 200 | 340 | 480 62,0 76,0 90,0
0,5 9,0 22,3 38,6 53,3 | 68,0 82,0 96,0
| | |

Tabulka 5. Aktivita glukoamyldzy produkovanej kultira-
mi Aspergillus oryzae CCM 8005, vyrastengmi
z rozne starych splr

4 | Aktivita glukoamyldzy (nkat.ml-") za

Vek spor . 8 ytazy e )
(mestace) . | 72h ; % h 120 h

14 16,96 88,42 147,83

10 249,67 237,18 232,59

5 192,83 203,52 195,86

4 241,40 224,23 208,44

2 199,80 209,08 | v, 231,58 I3

1 203,94 209,438 1 187,55

0.5 187 69 229,28 232 46

Aktivita enzymov produkovanych kultdirou zo 14me-
satnych spér je v zhode s klicenim a rastom tychto
spér. V naSich pokusoch sme zistili, Ze ku kli¢eniu
v pepttnovej vode a rastu na tuhych Zivnych médiach
dochadza az po 48hodinovej kultiviacii. Podobné pomery
mozno predpokladat v kvapalnom produkénom médiu,
a preto je produkcia enzfmu po 72 h mimoriadne nizka.
Tento fakt sa zhoduje s pozndatkami viacerych autorov
[7,8]. Z ostatnych skupin spir vyrasta mycélium, ktoré-
ho produkcia enzymov je za sledovany Cas takmer rov-
naka, iba 1mesacné a 0,5mesacné spéry vyrasta,i v my-
célium, ktoré po 72 h kultivacii produkuje e-amylazu
o aktivite asi 1050 nkat.ml—-! kultivaéného média. Pri
dal3ej kultivacii aj mycélium zo star3ich spér produkuje
amylazy o celkovej aktivite okolo 1200 nkat.ml—!, mycé-
lium z 10mesac¢nych spor produkuje «-amyldzu s aktivi-
tou 950 nkat.ml-!, z 5mesaénych a 4mesaénych spor do-
konca vy3e 1000 nkat.ml-!. Naproti tomu medzi aktivi-
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tou produkovanej glukoamyl4zy a vekom spér, pouZitych
na inokulaciu niet nijakej zavislosti (vid tab. 5).

V pokusoch sme zistili, Ze aj mycélium vyrastené zo
spbr stardich ako 1 mesiac, ktoré sme v pokusoch do-
teraz vidy pouZivali, produkuje z-amyldzu a glukoamy-
ldzu v pomere 3,5:1 aZ 5:1. Tento pomer sme doteraz
zistili pri v3etkych nasich pokusoch [1,2,3]. V¢§nimkou,
zistenou v tejto sérii pokusov, je mycélium, vyrastené
zo l4mesaén§ch a 10mesagnych spoér, ktoré produkuje
a-amylazu a glukoamylazu v pomere 3,3 : 1.

ZAVER

Zaverom moZno konitatovaf, Ze spdry ani po 14 me-
siacoch udrZiavania na Sikmom sladinkovom agare pri
+ 50C nestratili schopnost kli¢it, rast a tvorit mycélium
schopné produkcie amylolytickych enzymov. 14mesainé
spéry v$ak potrebovali 48hodinovi resuscitaéna fazu,
ktor4 pri ostatngch mlad3ich v pokuse pouzitych spérach
nebola potrebna. Okrem uZ spomenutych 14mesacnych
vietky zvy3né skupiny spér klicili a réastli do 24 hodin
a mycélium z nich vyrastené produkovalo amylolytické
enzfmy o aktivite okolo 1000—1 200 nkat.ml—1 kultivag-
ného média.
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Vollek, V. — Skéarka, B. — Canigov4, M.: Viabilita spér
Aspergillus oryzae IV-477, CCM 8005. Kvas. prim., 34,
1988, &. 5, s. 138—140.

Sledovali sme viabilitu spér produkénej kultiry Asper-
gillus oryzae CCM 8005 a vplyv veku spér na aktivitu
amylolytickfch enzymov, produkovanych mycéliom, vy-
rastenym z tychto spor. Sledovali sme vlastnosti 14; 10;
5: 4: 2; 1 a 0,5mesaénych spor. Zistili sme, Ze vietky,
s vynimkou l4mesaénych spor, maji zachované v3etky
fyziologické vlastnosti, kli¢ia a rastd na tuhych kultivac&-

nych médiach a produkuji amyldzy o celkovej aktivite
1000—1 200 nkat.ml—1 kultivaéného média. 14mesacné
spbry ma;i oproti ostatnym sledovanym skupindm 48ho-
dinovi resuscitaénui fazu.

Boanek, B. — Lllkapka, 6. — YauuroBa, M.: BuaGuabHocTh
cnop Aspergillus oryzae 1V-477, CCM 8005. Ksac. npywm.,
34, 1988, Ne 5, cTp. 138—140.

ABTOpHl HCCIENOBAJH BHAGHJABHOCTL cnop itamma Asper-
gillus oryzae IV-477, CCM 8005 n BansiHHe BO3pacTa Crop
Ha AKTHBHOCTb AMHJOJHTHYECKHX 3H3HMOB MNPOH3BOJHMBIX
MHIleJHEeM, BBIpalleHHBIM H3 3THX cnop. H3yuwaauce cBoii-
cta 14, 10, 5, 4, 2 n 0,5-MecauHslX cnop. bBuiso HafzeHo,
YTO BCE OHM (32 HCKJIOUeHHe 14-MecSYHBIX CNOp) coxpa-
HHJIH Bce (H3HOMOTHYECKHe CBOHCTBA, BCXOJAT H PacTyT
Ha TBEepAOH KyJbTYpPadbHOH cpeJe H BHAGAAIOT aMHJIa3bl
¢ cyMmapHOii akTHBHOCTEIO 1000—1200 HKaT.Ma—1 KyJabTY-
pasibHORA cpefbl. 14-MecsiyHble CNOPHI B OT/JHYHE OT OCTalb-
HBIX H3yuaeMBbIX TPYNN HMEIOT ABYCYTOuHYIO a3y pecycum-
TalHH.

Vollek, V. — Skérka, B. — Canigova, M.: Spores Viabili-
ty of Aspergillus oryzae IV-477, CCM 8005. Kvas. prim.,
34, 1988, No. 5, pp. 138—140.

The spore viability of the production strain of Asper-
gillus oryzae CCM 8005 and the effect of the spore age
on the activity of amylolytic enzymes produced by my-
celium grown from these spores were studied. The age
of spores tested was: 14, 10, 5, 4, 2, 1 and 0,5 months.
Except of the 14 month’s age, all other spores kept all
their physiological properties and were able to grow
on solid culture media and produced amylases of the
whole activity of 1000—1200 nkat.ml-! of the cultiva-
tion medium. With the spores of 14 month’s age a 48 h
resuscitative phase was needed in comparison to other
spores tested.

Vollek, V. — 8karka, B. — Canigova, M.: Viabilitit der
Sporen von Aspergillus oryzae IV-477, CCM 8005. Kvas.
prim., 34, 1988, Nr. 5, S. 138—140.

Die Autoren verfolgten die Viabilitdit der Sporen der
Produktionskultur Aspergillus oryzae CCM 8005 und den
EinfluR des Sporenalters auf die Aktivitdt der Enzyme,
die durch das aus diesen Sporen ausgewachsene Myze-
lium produziert wurden. Es wurden die Eigenschaften
der Sporen im Alter von 14, 10, 5, 4, 2, 1 und 0,5 Monate
verfolgt. Es wurde festgestellt, dal mit Ausnahme der
14monatlichen alle Sporen ihre sdmtliche physiologische
Eigenschaften behalten, keimen, auf festen Kultivations-
medien wachsen und Amylasen mit einer Gesamtaktivitat
von 1000—1200 nkat.ml-! des Kultivations-Mediums pro-
duzieren. Die 14monatliche Sporen haben eine 48-stiin-
dige Ressuszitationsphase.



