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(64) Spésob pripravy enzymov extraceluldrnych celuldz

) spdsob pripravy enzymov extraceluldrnych
celuldz. Uvedeného G&elu sa dosiahne tak, Ze
sterilné tekuté kultiva®né medium obsahujice
0,8 a2 1,2 % hmot. mletého alebo striganého
celofinu o velkosti &astfc 1 a 10 mm” sa
zaodkuje spdrovou suspenziou Trichoderma
reesei a kultivuje sa pri teplote 29 aZ

33 ¢ za premiefavania po dobu 8 aZ 12 dni,
po ktorych sa oddel{ kvapalny podiel. S vy~
hodou sa zaofkuje spdrovou suspenziou kme-
#a huby Trichoderma reesei CCM F-766. Spd—
sob pripravy enzfmov extraceluldrnych ces
ludz m4 pou¥itie v potravindrskom, krmovi=
ndrskom, farmaceutickom a chemickom prie-
mysle.
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Vynédlez sa_tika spdsobu pr{pravy enzymov extraceluldrnych celuldz.

Zdkladnym problémom Sirokého vyufitia celulolytickych enzymov v potravindrskom, krmo-
vindrskom, farmaceutickom a chemickom priemysle je ich pomerne vysokd cena Cb. R, Wilke,
R. D. Yang, A. F. Sciamanna, R. P. Freitas: Biotechnol. Bioeng. 23, 163 /198141.

Jednou z ciest zni¥enia vyrobnych ndkladov celulolytickych enzymov je hladanie lacnych
zdrojov uhlfka na kultivdciu produk&nych mikroorganizmov. Celuldzy sd induktfivne ectracelu-
ldrne enzymy, ktoré produkujd mikroorganizmy za pr ftomnosti celuldzy v rastovom médiu.

Na produkciu mikrobidlnych celuldz sa vyskudSali najrozlidnejSie zdroje uhlfka obsahujice
celuldzu. Patria medzi ne prirodné, upravované a chemicky &isté celuldzy a hemiceluldzy,
lignoceluldzy, rdzne polnohospoddrske zvysky, priemyselné a mestské odpady, ktoré mdZu byt
rozpustného alebo nerozpustného charakteru[ D. D. Y. Ryu, M. Mandels: Enzyme Microb. Technol.
2, 91 /1980/1.

Najlep$fmi zdrojmi uhlfka na produkciu celuldz u kmeda Trichoderma reesei QMéa a jeho
mutantov sy substrdty, ktoré predstavujd prirodnd mikrokry¥talickd celuldzu [ M. Mandels,
J. Weber: Adv. Chem. Ser. 95, 391 /1969/].

Surovy celuldzovy prepardt je mozZné v dal3om kroku previest do pevnej fomy precipitdciou
acetbnom tak, Ze sa riedi acetdnom v objemovom pomere 3:l EC. R. Wilke Int. Congr. Engin.
Food, Boston, 10 /1976/1, alebo precipituje siranom aménnym medzi 20 a 40 % hmot. saturdcie
[M. Nummi, M. L. Niku-Paavola, T. M. Enari, V. Raunio: FEBS Lett. 113, 164, /1980/]. Vyrobnd
cena ¢istej mikrokrystalickej celuldzy predstavuje cenovd bariéru v procese vyroby celulo-
lytickych enzymov.

Uvedend nevyhodu v podstatnej miere odstraluje spdsob pripravy enzymov extraceluldrnych
celuldz podla vyndlezu, ktorého podstata spo&iva v tom, ¥e sterilné tekuté kultiva&né médium
obsahujice 0,8 a¥ 1,2 % hmot. mletého alebo strihaného celofdnu o velkosti dastic 1 a% 10 >
sa zao&kuje spdérovou suspenziou huby Trichoderma reesei a kultivuje sa pri teplote 29 az
33 °¢ za premie$avania po dobu 8 a% 12 dnf, po ktorych sa odstrdni kvapalny podiel. Dalej je
podstatou vyndlezu, %e sa zaotkuje spdrovou suspenziou kmefia huby Trichoderma reesei CCM
F-766.

vVyhodou navrhovaného spdésobu produkcie enzymov extraceluldrnych celuldz je, Ze umoZiuje
vyu¥itie odpadného celofdnu, ktory ako pomerne &istéd celuldza je jedinym zdrojom uhlfka a

sidasne induktorom syntézy enzgmov.

AvEak pre tento spdsob ekonomického zhodnotenia odpadného celofdnu je mo¥né pou¥it len
chemicky &isty celofdnovy odpad, aby nedochddzalo k inhibfcii rastu produkénych mikroorganizmov
v désledku pritomnosti toxickych ldtok.

Takymto spdsobom sa zniZ¥uje cena celuldz o hodnotu, ktord je potrebné vynaloZit na iny
uhlikovy substrdt. DalSou vjhbdou je, %e sa takto vyu¥fva odpad, ktory sa ekonomicky zhodnocuje
a sddasne sa odstrafiuje nelakovany celovdnovy podiel, ktory ind& znedistuje Zivotné prostredie
v okolf zivodov. Tento substrdt doteraz nebol vyu¥ivany k produkcii celuldz.

Kme# Trichoderma reesei CCM F-766 bol ziskany mutagenézou v linedrnom akcelerdtore z kmeila
Trichoderma reesei QM 9123, ktory pochddza z pdvodneho kmefia Trichoderma reesei QM6a ozna&o-
vaného do roku 1977 ako Trichoderma viride C M. Mandels, J. Weber, R. Parizek: Appl. Microbiol.
21, 152 /1971/].

Kmeli Trichoderma reesei CCM F-766 je uloZeny v Ceskoslovenskej zbierke mikroorganizmov
Univerzity J. E. Purkyne v Brne, trfda Obrdncu miru 10 pod uvedenym &{slom. Na pevnom glukd--
zovom médiu rastie vo forme riedkeho a% hustejSieho vatovitého mycélidrneho porastu. Mycélium
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neskdr na okrajoch a potom na celej ploche sporuluje. Fialidy sa tvoria bud priamo na hlav-
nom vldkne alebo na postrannfch vetvdch jednotlivo alebo v riedkych praslenoch. Su flagkovi-
tého tvaru kratfie alebo dlh3ie, Biroké 2,5 aZ 3 um. Konidie su gulovité alebo $iroko ov4lne
s jemne drsnym povrchom. Ich dl¥ka je 3,6 a% 4,8 um a 5frka 3,5 a% 4 um.

Kmel Trichoderma reesei CCM F~766 je z hladiska produkcie celuldz vysokoproduk&ny, ked¥e
na celuldzovych substrdtoch produkuje pribliZ¥ne 3 a¥ 4kr4t vy$8ie vytadky enzymov ako pdvodny
kmel Trichoderma reesei QMéa.

Kmefi produkuje na mikrokry#talickej celuldze alebo v pritomnosti oligosacharidov ako su
napr. sofordza, laktdza a celobidza inducibilny kompletny celuldzovy enzymovy systém, t.j.
endo-1,4-beta-D-glukandzu /EC 3.2.1.4/ a exo-1,4-beta-D-glukandzu /EC 3.2.1.91/ a dalej
beta-D-glukoziddzu /EC 3.2.1.21/. Syntéza celuldzového komplexu je reprimovand vysokou kon-
centriciou lahko utilizovatelnych uhlfkovych substridtov ako napr. glukéza.

Prf{klad 1

Spérovou suspenziou huby Trichoderma reesei CCM F-766 sa zaoCkuje sterilné tekuté kul-
tivadné médium obsahujice 0,2 % hmot. dihydrofosfore&nanu draselného, 1,4 % hmot. sfranu
aménneho, 0,03 % hmot. modoviny, 0,03 % hmot. chloridu vdpenatého, 0,03 % hmot. sfranu
hore&natého, 0,005 % hmot. sfranu ¥eleznatého, 0,00016 % hmot. siranu mangénatého,

0,00014 % hmot, sfranu zino&natého, 0,0002 $ hmot. chloridu kobaltnatého, 0,1 % hmot. my-
kologického peptdnu /Oxoid/ a 0,2 % hmot. detergentu obsahujuceho ako d&innu l&tku poly-
oxyetylén sorbitan monooledt /Tweene 80/.

Ako jediny zdroj uhlfka kultiva&né médium obsahuje 1,2 % hmot. mletého, chemicky &is-
tého celofdnu o ploche Sastfc pribli¥ne 1 a% 5 mmz, ktoré sa ziskajd tak, Ze celofdnové
folie sa meld na mlyne /Weverk/. Kultivdcia produkéného mikroorganizmu prebieha po dobu
8 dn{ pri teplote 29 °C na rotadnej trepadke /2,5 Hz/.

Po odstrdnen{ narastenej biomasy a zvyskov celofdnu, ktoréd predstavujd 5 aZ 10 % hmot.
podiatofného mno¥stva celofdnu, sa zfska tekutina obsahujdca v 1 ml 0,5 a¥ 0,6 jednotiek
celuldzy. Za jednotku aktivity je povajované také mno¥stvo enzymu, ktoré v 0,05 mol.l -1
acet4tovom tlmivom roztoku o pPH 5,4 pri teplote 50 °c uvolnt v 0,5 ml inkubaénej zmesi
obsahujicej filtra&ny papeir dl¥ky 2 cm a ¥frky 1 cm /Whatman 1/ redukujice sacharidy
rovné 1 umdlu ekvivalentov glukdzy c M., Mandels, J. Weber: Adv. Chem. Ser. 95, 391 /1969(].

ziskand aktivita celulolytickych enzymov dosahuje pribli¥ne 50 % hladiny celuldz stano-
venych v médiu s 1 % hmot. mikrokry%talicou celuldzou. Napriek tymto rozdielom vo vytaZku
aktivity celuldz enzymové systémy huby Trichoderma reesei QM 9414 produkované na ‘celofdne
a mikrokryStalickej celuldze vykazujy podobné enzymové zloZenie.

Metddou izoelektrickej fokusdcie na horizontdlnych polyakrylamidovych géloch s ndslednou
detekciou enzymov pomocou replfk sa v odsolenych prepatdtoch enzymov nezistujy podstatné
rozdiely v zastdpen{ mnohotnych foriem endo-1,4-beta-D~glukandz a endo-1,4~beta-D~xylandz.

Pr f{klad 2

Postupuje sa ako v priklade 1 s tym rozdielom, %e sa poufije ako zdroj uhlfka 0,8 %
hmot, sﬁrihanj celofdn o ploche &astfc 5 a¥ 10 2. Rultivdcia produk&ného mikroorganizmu
prebieha po dobu 12 dn{ pri teplote 31 °c na rotalnej trepake /2,5 Hz/. Po odstrédnenf na-
iastenej biomasy a zvySkov celofdnu, ktoré predstavujd 15 a% 25 % hmot. podiatodného mnoistva
celofdnu, sa zfska tekutina obsahujuica v 1 ml 0,2 a¥ 0,4 jednotiek celuldzy.
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Pr {klad 3

Postupuje sa ako v priklade 2 s tym rozdielom, %e kultivdcia produk&ného mikroorganizmu
prebieha po dobu 12 dni pri teplote 33 ©c na rotadnej trepatke /2,5 Hz/. Po odstrédnenf naras-
tenej biomasy a zvyZkov celofdnu, ktoré predstavujd 30 aZ 60 % hmot. po&iato¥ného mnoZstva
célofénu, sa z{ska tekutina obsahujuca v 1 ml 0,05 a%¥ 0,075 jednotiek celuldzy.

Surovy tekuty enzymovy prepardt pripraveny podla prikladu 1 a 2 je medziproduktom pri
priprave surovej pre&istenej prdskovej celuldzy, prifom sa postupuje zndmymi spdsobmi
[jw. Ferendfk, B. Bkdrka: Biochemické laboratdrne metédy, Bratislava, Alfa, 566 /1981[].

Pr {klad 4

Surovy tekuty enzymovy prepardt sa zahustuje na rota&nej vdkuovej odparke alebo ultra-
filtrdciou pri teplote 20 a% 22 9c a tlaku 4 a% 5 kPa na 1/10 pdvodného objemu. 2z takto za-
husteného prepardtu sa separujui nizkomolekulové pbalastné ldtky v celofdnovych dialyza&nych
trubiciach v destilovanej vode pri teplote 4 O a v dalfom sa roztok celuldzy lyofilizuje.
Enz§movy prepardt sa uchovdva v prdskovej forme v exikdtore pri teplote 4 °c.

vyndlez md¥e ndjst Ziroké pouZitie na produkciu extraceluldrnych celuldz, ktorymi sa
dajd vyuit mechanicky predupravené substrdty obsahujdce celuldzu /rastlinné prirodné celu-
16zy, hemiceluldzy a lignoceluldzy, polnohospoddrske zvySky a priemyselné a mestské odpa&y/
na produkciu sacharidov, ktoré mdZu sli%it na pr{pravu mikrobidlnych bielkovin pre potravi-
ndrsky a krmovindrsky priemysel alebo pre produkciu paliv ako aj ingch l&tok vhodnych pre
farmaceuticky a chemicky priemysel.

PREDMET VYNAL EZU

1. Spésob pripravy enzymov extraceluldrnych celuldz v sterilnom tekutom kultivadnom médiu
vyznafujdci sa tym, ¥e sterilné tekuté kultivadné médium obsahujice 0,8 a% 1,2 hmot. mletého

2 sa zaogkuje spdrovou suspenziou

alebo strihaného celofdnu o velkosti &astfc 1 a%Z 10 mm
huby Trichoderma reesei a kultivuje sa pri teplote 29 a% 33 9 za premie$avania po dobu

8 a% 12 dni, po ktorych sa oddelf kvapalny podiel.

2. Spdsob pripravy enzymov extraceluldrnych celuldz podla bodu 1, vyznadujici sa tym,
e sa zao&kuje spdrovou suspenziou kmetia huby Trichoderma reesei CCM F-766.

Severografia, n. p., MOST Cena 2,40 Kés
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