ACTA MYCOLOGICA
VoL, XVI (3): 87—
1380

Izolowanie i niektére wlasciwosci pozakomorkowych amylaz
Fusarium martii App. et Wr, var. minus f. 2

JOANNA BOGUSZEWSKA

Instytut Biochemii i Fizjologii Uniwersytetu w Lodzl

Boguszewska J.: (Institute of Biochemistry and Physiology University
of Lodz, Banacha 12/8, 80-237 Léd#, Poland). Isolation and some properties
of extracellular amylases from Fusarium martii var. minus f.2, Acta Mycol.
16(2): 237-245, 1980.

a-amylase and glucoamylase were isolated from the liquid eculture
medium of Fusarium martif. At 10~* M concentrations PCMB inhibited
the activity of both enzymes, which indicated that they require SH groups
for enzymatic activity. a-amylase was also inhibited by DFP at 10-% M. Cne
may thus assume that serine is present in the active center of the examined
amylase,

WSTEP

Z plynu nadosadowego kultury Fusarium martii var. minus £2 wy-
izolowano dwa enzymy amylolityczne, ktére zidentyfikowano jako a-
-amylaze i glukoamylaze. Oczyszczanie i rozdzielanie enzyméw prowa-
dzono metodami chromatografii kolumnowej przy uiyciu DEAE-Sefa-
deksu A-50, Sefadeksu G-100 i DEAE-celulozy. Jednorodnoéé enzyméow
sprawdzono metodg elekiroforezy w zelu poliakryloamidowym. Okre-
Slono wplyw pH i temperatury na aktywno$¢ i stabilnoi¢ enzymow.
Zbadano wplyw jonéw metali i specyficznych inhibitoréw centrum
aktywnego na aktywnoé¢ enzymoéw.

Wykorzystanie grzybéw do produkeji przemyslowej preparatéw amy-
lolitycznych spowodowalo poszukiwanie szczepéw wydzielajacych do
podloza znaczne iloSci enzyméw amylolitycznych. Dotychezas najbar-
dziej szczegdlowo zostaly zbadane amylazy réinych gatunkéw z rodzaju
Aspergillus i Rhizopus (Lineback, Baumanm 1970; Minoda,
Arai, Yamada 1969; Pazur, Okada 1967). W naszym labora-
torium w kulturach Fusarium martéi var. minus {2 stwierdzono wy-
sokg aktywnoéé amylolityczng. Wyniki wstepnych badan sugerowaly
obecnosé a-amylazy i glukoamylazy. Za uzyciem w niniejszej pracy do
badan F. martii przemawial ponadto fakt, ze amylazy tego mikroorga-
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nizmu nie byly dotad badane. Celem pracy bylo wyodrf:hnieni'é. i oczy-
szezenie do jednorodnej postaci pozakomérkowych amylaz, jak réwme:'
zbadanie niektérych wlasnosci otrzymanych enzymow.

MATERIAL I METODY

Warunki hodowli. Szczep Fusarium martii var. minus {2
otrzymano z Instytutu Hodowli i Aklimatyzacji RoSlin w Bydgoszezy.
W celu otrzymania inoculum grzyby hodowano na skosach sporzadzo-
nych z brzeczki stodowej i 2% agaru w 28°C w ciggu 96 godzin. Ho-
dowle zmywano 5 ml wody, otrzymang zawiesine wprowadzano do kolb
Erlenmeyera, zawierajacych 95 ml pozywki o skladzie (g/l): NaNO;—
9,0; MgS0,—0,5; KH,PO, — 1,0; KCl — 0,5; FeS0O,; — 0,001; skrobia —
30,0. Inkubacje prowadzono w temp. 28°C na wstrzgsarkach w ciggu 72
godz. Grzybnie oddzielano od podloza za pomocy wirowania, a uzyskany
plyn nadosadowy stanowil material wyjéciowy do badania enzyméw. -

Izolowanie.i ntzyszczanie. enzymoéw. - Plyn nadosado-
wy trakiowano 3 crbj acetonu (—20°C). Wytrgcony osad odwirowywa-
no, rozpuszczano w wodzie destylowanej, zageszczano przez liofilizacje
i pneprowadzano przez 5 cm warstwe DEAE-Sefadeksu A-50 w celu
usuniecia zanieczyszezen pochodzenia weglowodanowego. Enzymy elu-
owano z Sefadeksu 0,02 M buforem fosforanowym o pH 6. Zawartosé
weglowodanéw oznaczano metods fenolowg (Dubois i in. 1956). Roz-
fwor enzymatyczny. dializowano wobec wody destylowanej, zageszczano
przez l1of111zaL]e, dializowano wobec 0,02 M buforu fosforanowego o pH
6 i sgczono przez kolumne z Sefadeksem G-100 (240 cm). Zbierano
6 ml frakcje, szybkos¢ elucji wynosila 0,5 ml/min, Frakcje wykazujgce
aktywnos$¢ amylolityczng dializowano wobec wody, zageszczano przez
liofilizacje, dializowano wobec 0,005 M buforu fosforanowego o pH 6
i poddawano chromatografii na DEAE-celulozie (2X45 cm). Eluowano
gradientem stezen buforu fosforanowego o pH 6 (od 0,005 M do' 0,2 M).
Zbierano 6 ml frakcje, szybkos¢ elucji wynosila 0,6 ml/min. W poszcze-
golnych frakecjach oznaczano aktywnosé errzynmtycmq i zawartoéé bial-
ka. Roztwory enzymatyczne z dwoch uzyskanych aktywnych szezybow
dializowano wobec wody, liofilizowano, dializowano wobee 0,005 M bu-
foru fosforanowego o pH 6 i poddawano rechmmatngrafu na DEAE-ce-
lulozie, i

Oznaczanie aktywnosci en?.ymatyc?ne] Podczas ko-
lejnych etapéw oczyszczania - enzyméw aktywnosé amylolityezng:
okreslano metoda  Nelsona (Nelson 1944). Polega ona na ozna—
czeniu w mieszaninie inkubacyjnej  zawartoéci cukréw redukujg-
cych uwolnionych w trakcie hydrolityeznego rozpadu skrobi (lub innych
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substratow weglowodanowych). Rowniez metoda Nelsona oznaczano
aktywnoséé glikoamylazy przy chamkteryst:,'rce OCZYSZCZONEgo enzymu.
Przy charakterystyce oczyszezonego preparatu e-amylazy oznaczano
aktywnoéé enzymu na podstawie zabarwienia z jodem skrobi nie rozlo-
zonej, pozostalej po okresie inkubacji, metoda Heinkela (Heinkel
1956). W metodzie Nelsona mieszanina inkubacyjna zawierala 1 ml
roztworu enzymu i 1 ml 1% roztworu skrobi w 0,02 M buforze fosfo-
ranowym o pH 6. Inkubacja trwala 10 min w 30°C. Za jednostke
aktywnosci enzymdéw amylolitycznych przyjeto taksy ich ilosé, ktora
w ciggu 1 min. w temp. 30°C powodowala uwolnienie cl*kréw reduku-
jgeych w ilodci réwnowaznej 1 pmolowi glukozy. W przypadku metody
Heinkela mieszanina inkubacyjpa zawierala 1 ml roztworu enzymu,
1 ml 1% roztworu skrobi i 3 ml 0,02 M buforu fosforanowego o pH
6,6. Inkubacje prowadzono w temperaturze 30°C przez 10 min. Reakcje
enzymatyczng przerywano przez dodanie 5 ml 20% kwasu sulfosali-
cylowego. Za jednostke aktywnodci enzyméw amylolitycznych wedlug
metody Heinkela przyjeto taka ich ilosé, ktéra w ciagu 1 min w temp.
30°C rozkladata 1 mg skrobi.

Oznaczanie bialka. Zawartoi¢ bialka oznaczano metoda
Lowry'ego (Lowry iin. 1951).

Elektroforeza w zelu poliakryloamidowym. Przeprowadzo-
no 3 godz. elektroforeze w Zelu 7,5% przy natezeniu 5,0 mA na rurke.
Zastosowanio 0,05 M bufor Tris-HCI o pH 8,6.

Chromatografia bibulowa weglowodanodow. Na bi-
bule Whatman 1 nanoszono produkty 10-minutowej hydrolizy 1%
skrobi (150 wl). Stosowano chromatografie jednokierunkows zstepujacy
w ukladzie octan etylu —kwas octowy lodowaty —woda (3:3:1).
Chromatogramy wywolywano za pomoca ftalanu anizydyny.

Wplyw temperatury na stabilno$é enzyméw. Roz-
twory enzyméw preinkubowano 30 min. w zakresie temperatury
20—60°C. Nastepnie poszczegdlne roztwory enzymatyczne inkubowano
ze skrobig w temp, 30°C i oznaczano aktywnosé, _

Wplyw pH na stabilnosé¢ enzyméw. Enzymy prein-
kubowano 30 min i 24 godz. w temp. 20°C i pH od 3 do 105. W za-
kresie pH 3-8, stosowano bufor Mcllvaine'a, a w zakresie pH 9-10,5
bufor glicynowy. Nastepnie: oznaczano aktywnoé¢ w optymalnym pH
i temp. 30°C.

Wplyw réin} ch zwiazkow chem.u_znyl:h na aktywnosé

enzyméw. Przed oznaczeniem aktywnosci r-:}ztwar;,r enz;,rmé-w preinku-

bowano 30 min w 20°C z nastepujgcymi zwigzkami (ste¢zenie kohcowe
10=* M): JCH,COONa, KCN, NaCl, CuS0,  HgCl,, EDTA, H,0,,
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CaCl; p-chlororteciobenzoesanem (PCMB), czteronitrometanem, N-acety-
loimidazolem, fluorkiem fosforanu dwuizopropylowego (DFP).

WYNIKI I WNIOSKI

Przebieg kolejnych etapéw oczyszczania pozakomoérkowych amylaz
Fusarium martii przedstawiono w tabeli 1. Do wytrgcania enzymoéw
z plynu nadosadowego hodowli stosowano 3 obj. acetonu, poniewaz
stwierdzano wtedy najmniejsze straty aktywmno$ci amylolitycznej i maj-
wyzszg aktywnodé wlasciwg. Roztwér osadu acetonowego sgczono przez
warstwg DEAE-Sefadeksu A-50 gléwnie w celu usuniecia weglowoda-
nowych zanieczyszczern obecnych uprzednio w piynie nadosadowym,
ktore utrudnialy prowadzenie chromatografii kolummowej niszczge
strukture kolumn. Po tym etapie oczyszczania, zawartos¢ w hadanym
roztworze zanieczyszczen o charakterze weglowodanowym, oznaczana
metodsg fenolows, bardzo silnie spadala. Otrzymany roztwér enzyma-
tyczny oczyszczano nastepnie na kolumnie z Sefadeksem G-100, uzy-
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Frakecje - Fractions

Ryc. 1, Chromatografia kolumnowa (frakcje I { II) na DEAE-celulozie
a — aktywnodé amylolityczna; b — blatko; 1-70 — numer frakejl
Column chromatography (fraction I and II) on DEAE-cellulose
a — amylolytic activity; b — protein; 1-70 — fraction number
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Tabela 1—Table 1

Oczyszczanie amylaz Fusarium Martii
Purification of amylases from Fusarium Martii

| Aktywe-
| Catko- | Biatko | nodé wlasci| Odzy-
|0bjg- wita ak-| calko- wa j/mg | skana i::;:ie_ﬁ
Proces oczyszczania tosé itywnnéé wite biatka aktyw- ezenia
Purification process |Volume I Total Specific nosc Purifs
ml | Total | protein | activity u | Yield | ...
ki cation
| activity mg u/mg s
| u of protein
| :
| Plyn nadosadowy
| hodowli |
| Sepernatant of cul-
ture 2000 | 3120 450 69 ' w0 | —
| Aceton
Acetone 500 2320 196 11,8 74,4 1,7
DEAE-sefadeks A-50 '
(sgczenie)
DEAE-sefadex A-50
(filtration) 50 2050 135 15,2 85,7 22
Sefadeks G-100
(chromatografia)
Sefadex G-100
(chromatography) 50 1980 74 26,8 83,5 3,9
DEAE-celuloza
(chromatografia)
DEAE-cellulose
(chromatography)
a-amylaza n
(a-amylase) 11,2 580 14,1 41,8 189 6,1
glukoamylaza (II)
{glucoamylase) 116 | 1199 22,0 54,5 384 7,9
DEAE-celuloza
(rechromatografia)
DEAE-cellulose
(rechromatography)
a-amylaza I ~
(z-amylase) 11,0 564 11,8 47,8 18,0 6,9
glukoamylaza (II)
(glucoamylase) 11,5 1178 18,5 63,7 378 92
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Tabela 2—Table 2
Wplyw rdinych zwigzkéw chemicznych na akiywnosé
" glukoamylazy i u-um__!,'l:n:*.y_ B o
Effect of various chemicals on glucoamylase and a-amylase

aclivity
Kontrola
Zwigzek Control ()
Compound glukoamylaza a-amylaza
- glucoamylase o-amylase
Kontrola (Control) 100 100
JCH,COONa 96 a0
KCN 102 91
NaCl 99 96
Cuso, 88 11
HeCl, 0 11
CaCl, 101 100
EDTA a7 85
H,0, 100 93
PCMB 0 42
Czteronitrometan
(tetranitromet hane) a9 100
DFP 95 22
N-acetyloimidazal
(N-acetylimidasole) 102 103

skujac jedng frakcje enzymatyczng. Rozdzielenie w-amylazy od gluko-
amylazy osiggnieto za pomoca chromatografii kolumnowej na DEAE-
-celulozie (ryc. 1). Na podstawie analizy chromatograficznej produktéw
rozkladu skrobi przez ponzczegolne francje zidentyfikowano frakeje I
jako e-amylaze, zas frakcje II jako glukoamylaze (ryc. 2). Wykazano
obecnos¢ maltozy i dekstryn (oraz brak glukozy) w wyniku 10-minu-
towej hydrolizy 1% skrobi przez frakcje 1 oraz glukoz¢ jako jedyny
produkt hydrolizy skrobi przez frakcje II. Aktywne frakcje zebrane
w wyniku rozdzialu na DEAE-celulozie poddano rechromatografii.
Aktywnost oczyszezonego preparatu glukoamylazy byla dwukrotnie
wyzsza od oczyszezonego preparatu e-amylazy, okreslajac szybko$é wy-
twarzania cukrow redukujgcych w czasie hydrolizy skrobi. Aktywnosc
wlasciwa w j./mg bialka oczyszczonej a-amylazy wynosila 47,8, gluko-
amylazy — 63,7. Odzyskano 55,8% aktywnosci wyjsciowej; z tego 18%0
przypada na e-amylaze, a 37,8% na glukoamylaze. Wyizolowane enzy-
my wykazywaly jednorodno$é w czasie elektroforezy w zalu poli-
akryloamidowym, wedrujgc w pH 8,6 do anody. Glukoamylaza wedro-
wala nieco szybeiej niz a-amylaza (ryc. 3).
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0 ;

A B
Ryc. 2. Chromatografia bibulowa produktéw Ryc. 3. Rozdzial a-amylazy (A)
czesciowej hydrolizy skrobi przez frakeje I i glukoamylazy (B) w Zelu po-
i frakcje 1I liakryloamidowym
1 —glukoza; 2~ maltoza; I— maltotricra; 41— Separation of a-amylase (A) and
deksiryny
glucoamylase (B) on a polyacry-
Paper chromatography of products of partial ) lamide gel
h}'drulyslsl of starch by fraction I and
fraction II
1 — glucose; 2 — maltose; 3 — maltotriose; 4—
dextrins

Badajac wlasnosci ofrzymanych enzyméw stwierdzono, Ze a-amy-
laza i glukoamylaza F. martii posiadaly zblizony zakres dzialania opty-
malnej temperatury; cdpowiednio 45°C i 40°C ryc. 4). Optymalne
pH dla dzialania a-amylazy wynosi 6,6, dla glukoamylazy 6,0 (ryc. 5A).
Zarowno c-amylaza jak i glukoamylaza charakteryzowaly sie dosé duzg
labilnoscig termiczng (ryc. 5B). s-amylaza byla stabilna w eiggu 30 min
w temperaturze do 40°C, natomiast glukoamylaza do 35°C. Powyzej
40°C aktywnoéé amylolityczna obu enzymdéw gwaltownie spadala. Glu-
koamylaza-posiadala znacznie szerszy zakres.-pH, w ktérym byla trwala
(ry¢. BA), anizeli- a-amylaza (ryc. 6B). Po 24 godz.-inkubacji w -20°C
glukoamylaza zachowala 100% aktywnos$ci w zakresie pH 5-10, na-
tomiast a-amylaza w pH 7-9. Glukoamylaza wykazywala rowniez wyz-
sq aktywnosé w miskich wartosciach pH. Po 24 godz. przechowywania
w. pH 3,0 glukoamylaza zachowywala okolo 80% aktywnosci, a c-amy-
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Ryc. 4. Wplyw temperatury na aktywnoé¢ glukocamylazy (a) i e-amylazy (b)
Inkubacja trwala 10 min w pH 6 1 66
Effect of temperature on the activity of glucoamylase (a) and a-amylase (b)
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Ryec. 5. A —Wplyw pH na aktywnofé glukoamylazy (a) i a-amylazy (b)
Stosowano bufer Mcllvaine'a, Inkubacja trwala 10 min w 30°C
B — Wplyw temperatury na stabilno$é glukoamylazy (a) i a-amylazy (b)
A — Effect of pH on glucoamylase activity (a) and a-amylase activity (b)
Mcllvaine's buffer was used. Incubation was for 10 minutes at 30°C
B — Effect of temperature on stability of glucoamylase (a) and a-amylase (b)

laza jedynie kilka procent. Irmkfy*wacja enzyméw byla w pewnym
stopniu wigksza przy 24 godz., niz przy 30 min inkubaciji.
Badajgc wptyw jonéw i inhibitoréw specyficznych na aktywnosé
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otrzymanych amylaz wykazano (tab. 2), ze w stezeniach 10— M PCMB
oraz jony Hg'T hamowaly aktywno$¢ zaréwno glukoamylazy jak i
Do funkcjonowania katalitycznego glukoamylazy potrzebme sa grupy
sulfhydrylowe.
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Ryc. 6. Wplyw pH na stabilnodé glukoamylazy (A) i a-amylazy (B)
a—30 min; b— 2 godz
Effect of pH on glukoamylase (A) stability and a-amylase (B) stability
a—30 min; b—M h

a-amylazy. e-amylaza byla ponadto hamowana przez DFP. Moina za-

tem sadzié, ze istotng role w reakcjach katalizowanych przez a-amy-

laze odgrywajg grupy sulfhydrylowe oraz grupy hydroksylowe serymy.
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