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(54) Spbsob produkcie o -emylézy

1

Vynélez sa tfke produkcie g -emyldzy kultivdciou kmenov Aureobasidium pullulans na te-
kutych Zivnych pbdach.

3

Podobné postupy pre priemyselnt produkciu enzjmu o -amylézy najiastejdie pouzfivaji
nasledovné organizmy: Bacillus subtilis, resp. Streptomyces aureofaciens z baktérif alebo
niektoré druhy plesni rodov Aspergillus a Penicillium. Nevyhodou produkcie o -amyldzy u uve-
dengch kmeRiov je nevghodng pomer oligosacharidov maltozového typu & D-glukozy sko reekdnych

produktov emylolytickej reakcie, resp. taXkosti pri separdcii biomasy z kultive&ného média.

Uvedené nevyhody odstrshuje spSsob produkcie ol-smyldzy na tekutej Zivnej pbde obsa-
hujicej zdroje aeimilovaterného uhlfka, komplexné zdroje dustka a minerélne %ivné 8ili, kto-

rého podstata spo¥iva v tom, Ze kmene druhu Aureobasidium pullulans:

Aureobasidium pullulane CCY 27-1-2
27-1-11
27-1-15
27«1-17
27-1-19
27-1-23
27-1-36
27-1-39
27-1-40
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sa kultivuji jednotlivo alebo v ich zmesi na #ivnej p8de obsahujicej 0,1 a% 3 hmot. %

Skrobu pri teplote 20 aZ 40 %, pH 5 a¥ 7, po dobu 60 a¥ 90 hodfin, prifom o ~-amyldza se zis-
ka v surovom stave odparenim rastovej p8dy, pripadne zrdZanim s{renom am5nnym alebo afinite

nym predistenim adsorbeiou na sietovanom o-1,4-glukéne.

Vyhodou uvedeného postupu je, %e oA-smyldze Aureobesidium pullulens, na rozdiel od
bekteridlnej ol -amyldzy katalyzuje hydrolyzu _o=1,4-glukénov Bkrobu za vzniku D-glukozy
a oligosacharidov meltozového typu v pomere 1:1, %o umoZfuje lepdie vyuZitie reek&ného
produktu. Uvedeny spdsob umoZnuje vyu¥it filtra¥njch technfk pri izoldcii biomasy a vyuZi-
tie filtrétd fermentadnej pédy k izoldcii pulluldnu, eko vedlajSieho produktu. o -amyldza
z{skend podla vyndlezu m4 vfhodné poufitie predovSetkym v pivovnictve, pri priprave siru~-
pov a 8tiav a k priprave sladidiel.

Prikled 1

Aureobasidium pullulans CCY 27-1-11 sa pomnoZ{ na rastovej ptde obsahujucej 2 g /8 %/
&élu pripraveného sietovanim amylozy epichlorhydrinom pomoreného do polovice Qyéky v Yeast
Nitrogen Base rastovej pbde /fa Oxoid/ 0,6 g/10 ml a kultivuje se povrchovo po dobu 36 ho-
atn pri 28 °c, kedy dochddzae k stekucoveniu gélu., Nahromaedené biomeea /0,11 g/ Aureobasi-
dium pullulans sa poufije k fermentdcii na pbde obsahujicej 10 g kukuriiného vyluhu, 2 g
siranu amonnehon, 2 g kyslého fosforefhanu draselného a 1 g rozpustného Zkrobu na 1 liter
vody. Rastovd p6da bola nestavend na pH 6,0. Po 7¢ hodindch kultivdeie na reciprokej tre-
patke pri 28 °c gsa odstredils biomasa /5000 g po dobu 10 minit/ a zvy¥né bunky se odstré-
nili filtrédciou. Supernatant sa zrédZal siranom emonnym v mnoZstve 740 g/liter pri 15 .
Dielyzoveny enzym /2 x 24 hodin oﬁroti destilovanej vode/ sa lyofilizoval. Vy¥slednd akti-
vita 68 IU, Specifickd ektivita 1,236 IU/mg proteinu.

Prikled 2

Aureobasidium pullulens CCY 27-1-17 sa pomnoi{ na rastovej pdde so sietovenym gélom
amylozy tak, eko je uvedené v priklade 1 s tym rozdielom, %e nahromadend biomesa 0,13 g
Aureébgsidium pullulans sa poufije k ferment4cii na p8de obsahujucej 5 g kvasni¥ného auto-
lyzdtu, 2 g sf{renu améhneho, 2 g‘kyelého fosforefnanu amonneho a 1 g #krobu na liter vody.
Rastovd pbda bola nastavend na pH 7,0. Po 72 hodindch kultivdcii na reciprokej trepalke
pri teplote 20 °¢ esa biomasa Aureobasidium pullulans odcentrifugovala /5000 g, po dobu
10 mindt/ & o -emyléza zo supernatantu sa izolovela afinitnou metodou, pridavkom 20 g v
sietovaného skrobu /pofet glukozovfch jednotiek na jednu prie&nu vézbu 29/. Po preﬁieéani
/10 mindt/ sa suernatant odstrénil, sediment so sietovenym Zkrobom se premyl 2 x 300 ml
0,05 molérnym_fosroreéﬁanovym tlmivym roztokom pH 6,0, pri teplote 5 °¢. Uvolnenie enzymu
sa prevedie 0,1 M fosforelnenovym tlmivym roztokom pH 4,0 /80 ml/. Po dialyze roztok
o -emyldzy mo¥no zehustit lyofilizdciou. Vyslednd ektivita 93 IU, Specifickd sktivite 61,2
IU/mg proteinu. -

" Priklad 3

Tek, ako uvedené v prikiédé 1 s tym rozdielom, ¥e ako produk¥ny kmen sa pou%ije Aureo-
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besidium pullulens CCY 27-1-39 a koncentrdcia Skrobu vo fermenta¥nej p8de je 30 g na 1 1i-

ter, kmen sa kultivuje pri teplote 40 °C. PH 5, po dobu 9C hodin. Vyslednd ektivita 73 IU,
Specifickd aktivita 1,51 IU/mg proteinu.

Vyndlez mé pouZitie pri priemyslovej vyrobe oL-amylézy pomocod uvédzangch mikroorganiz-
mov 8 vyhodou, %e sa jednd o nepatogénne mikroorgenizmy, tak%e sa produkovany enzym mbZe

aplikovat v potravindrskom priemysle.

PREDMET VINALEZU

Spésob produkcie enzymu o« -emyldzy na tekutej ¥ivnej plde obsghujicej zdroje asimilo-
vateIného uhlfka, komplexné zdroje dusika & miner4lne Zivné soli, vyznatujici sa tym, Ze

kmene druhu Aureobasidium pullulans:

Aureobasidium pullulans CCY 27-1-2
27-1-11
27=-1-15
27=1-17
27-1-19
27-1-23
27-1-36
27-1-39
27-1-40

sa kultivuju jednotlivo alebo v ich zmesi na %ivnej pbde obsshujicej 0,1 a% 3 hmotnostngch
% Zkrobu pri teplote 20 aZ 40 °C. pH 5 a¥ 7, po dobu 60 a% 90 hodin, priZom ol-amyldze sa
ziska v surovom stave odparenim rastovej pédy, pripadne zrézenim sirenom emonnym alebo afi~

nitnym prefistenim edsorbciou na sietovanom o£~1,4-glukéne.



	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS

