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1
Vyndlez rieZi spbsob produkcie enzymov 3tiepiecich celulézu»pomocou niektorych kmefov

mikroskopickych hib.

Ako producenti celuldzového enzymového systému sa vyuZivaju niektoré kmene rodu Tri-
choderma (US patent &. 3398055), u ktorych Jje nevyhodou pomerne dlh4 lag féza predchddzaji-
ca vlestni tvorbu celuldzy, Siroké variaLilita vlestnosti, moZnost vyskytu mykotoxinov,

a tym nie vZdy vhodnost pouitia v potravindrstve a krmovindrstve. Schopnost produkovat
celuldzu bola v rédmci rodu Botrytis popfsend u Botrytis cinerea, Botrytis allii a Botrytis
sqzanisa (J. G. Hencock, R. L. Miller and ﬁ. W. Lorbeer, Phytopatology 54, 925 (1961); =
Verhoeff, K. Werre, Jodrth M., Neth. J. Plant. Pathol. (1972) 78, 179), ale nebola vyuZité

k priprave izolovanych enzymovych systémov.

Uvedené nevyhody riedi sp8sob produkcie enzymov ¥tiepiacich celulozu, ktorého podstate

spo&iva v tom, Ze kmene

Botrytis cinerea ccM
" byssoidea : CCM
" convellariae ccx
" glabosa ccM
" fabae CCL
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Botrytis cf. narcissicola CCM F - 537

" ef. narcissicola CCM F - 598

se jednotlivo alebo v zmesi predkultivuji ne minerdlnej Zivnej pbde obsshujuicej f(1—=4)
glukédn ako induktor enzymu pri teplote 30 % po dobu 24 hodin e potom preoXkujd na produkind
pédu & celulozou, dusikom vo forme amonnej soli s fosfétom, pH 4,2 at 6,5, pri%om celuléza
sa produkuje po dobu 120 hodin pri teplote 20 aZ 40 °c a izoluje.odperenim rastovej ptdy,

pripadne zréfenim siranom emonnym elebo orgenickym rozpudtadlom é v¥hodou etylalkoholom.

Uvedené kmene rodu Botrytis pouZitf na produkciu celuldzy si uloZené v ¥s. zbierke

mikroorganizmov, Univerzita J. E. Purkyne, Brno, Obrancov miru 10.

Vyhodou spbsobu produkcie celuldzy podla vyndlezu je pomerné vysokd Specifickd esktivi-
ta produkoveného celuldzového enzymového systému (a% 0,53 U/mg) éo dosashuje ¥pecifickyd pro~-
dukciu popisovani u Trichoderma viride (0,4 U/mg) a moZnosat vyuiitia surovych enzymovych pre~
perdtov vo vindrstve a ndpojovom priemysle. Vyhodou je &j prijemnd vonhe ziskanych preperé-

tov a ich stabilita.

Praktické vyulitie uvedeného postupu spo¥iva v tom, Ze celuldzovy systém produkovany
do kultive¥ného média je Jjednoduchou metodou izolovatelny. Z makromolekulového substrétu
typu celulozy vznikaju oligosacheridy celobiozového typu. Komplexny celuldzovy systém je
vyu¥itelny predov3etkym v nédpojovom priemysle pri lisoveni duiin&, ako aj pri del¥fch pro-

cestoch sacharifikdcie mekromolekulérneho [b(l—e4) glukdnu.

Priklad 1

Z vypratého gélu zo sietovene] hydroxyetylcelulézy pripravenej podla A0 &, 183 169 sa
vyre%li trojuholnfkové profily o strane 4 cm, vlio%ia sa do Petriho misky & zaleji roztokom
kultivaetného média Yeast Nitrogen Base (0,6 g/10C ml vody) (fa Ogoid) s gélom hydroxyetyl-
celulozy ako jedinym zdrojom uhlika. tak, aby polovina hribky géiu vyénievela nad hladinu
kultiveXného média. Po sterilizédcii pri 100 O sa o¥kuje na povrchu gélu Botrytia fabae
CCM F-59 a kultivuje sa pri 30 °c poZes 24 hodin, &im sa prevedfe %iasto&ne vySlachtenie.
Ziskend biomasa &iastotne vy3lachtenej Botrytis fabae CCM F-59 Sa pou%ije ako inokulum na
pédu obsahujicu 60 g odpedu vylisovangch hroznovych Supiek 8 0, 2 g chloridu amonneho & 0,3
8 dihydrofosforeénanu draselného v 200 mi 0,5 % roztoku CM celulozy (Lovosa) vo vode (pH je
upravené ne hodnotu 4,5). Kultivécia sa prevddza povrchovo v 1 lltrovych Erlenmayerovych
benkdch po dobu 5 dni pri 20 %:. Po ukonfenf kultivécie sa biomesa odstréni filtrdciou spo-
lu so zvydkom hroznovych Supiek a celuléza sa ziske z filtrdtu (po deldej centrifugdcii pri
5000 g po dobu 10 minit) zrdfenim sirenom amonnym (620 g/1, pri 20 °c). Dialyzovany enzym
(2-krét 24 hod. oproti destilovanej vode) sa lyofilizovel. Vyslednd aktivita 45 U, 3peci-
fickd aktivita C,53 U/mg proteinu.

Priklad 2

Rovnako, ako v priklade 1, s tym rozdielom, Ze nemiesto uvedeného kmena sa pouila
zmesnd kultura 8 kmehov rodu Botrytis (pozri vyznekovd East PV). Pouzitd pdda podla prikle-
du 1 bola nastaveni na pH 6,5. Kultivdcia prebiehala pri 40 ° po dobu 120 hodfin. Vysledny
surovy enzymovy prepardt mal aktivitu 67 U a Specificky akt1v1tu 0,71 U/mge.



Spbsob produkcie enzymov stiepiacich celulozu,

Botrytis cinerea
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globosa

fabae
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c¢f. narcissicola

CcCM
Ccu
CCM
CCM
ccu
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EDMET VINALEZU

vyznadujici se tym, Ze kmene

14
16
345
346
59
02168
597
598

sa jednotlivo alebo v zmesi predkultivuji na minerédlnej Zivnej pdde obsahujicej p(l—w4)

glukdn eko induktor enzymu pri teplote 30 O¢ po dobu 24 hodfn a potom preodkuji na pro-

duk&ni pbdu s celuldzou, dusikom vo forme emonnej soli & fosfdtom, pH 4,2 e% 6,5, pridom

celuldza sa produkuje po dobu 120 hodin pri teplote 20 a% 40 % a izoluje odparenim rasto-

vej pédy,‘pripadne zri%enim sirenom amonnym alebo orgenickym rezpidtedlom s vyhodou etylal-

koholom.
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