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(54) Zplisob kontinudlni vyroby < -amylézy

Piedmétem vyndlezu je zplsob konti-
nuélni vyroby alfa-amyl&zy. Jako produkénf
kmen se pouiivd 8 vyhodou Bacillus amylo-
liquefaciens A 32 CCM 3502. Vynélez spo-
&iva v plfesné regulaci ziedovaci rychlosti
a v udrZovani{ hladiny cukru v médiu b&hem
kontinudlnfho procesu na maximédlné 3 g/1
pti pH 7,2 a% 7,8.
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Vypilez se tyké zpisobu vyroby < -amylézy konﬂinutlni fermentaci mikroorganismi,

Ke #tdpeni dkrobu se uifvaji amylolytické enzymy riéizného pdvedu. Jde pfedevdim o amy-
l4zy rostlinného plivodu, které jsou obsaZeny napf. v jelmenném sladu. Pro nedostatek tdch-
to rostlinnych surovin a pro ndkteré specidlni dlely, kdy je nutné mit k dispozici pouze
jeden z komplexu amylolytickfch enzymi, se hledaly jiné zdroje a jako nejvyhodndj&i se
ukdzaly mikroorganisny. které jsou schopny produkevat bud smés, neho Jeden ze tFi zéklad~-
nich typd amylelytickych enzynﬁ: a to X -amyldzu (E.C.3.2.,1.1.), kterd se nahodile &té&pf
K -D (1,4) vazby v molekule Skrobu a dextrinld, a koneinym produktem jejf &innosti jsou
oligodextriny a maltoza. Tento enzym nestdpi =-D (1,6) vazbu v amylopektinu, Daléiii ty-
py jsou lﬁ-anyléza_(E.C.3;2.1.2.) a glukoamyldza (E.C.3.2.1.3.), (T.E.Barman Enzyme Hand-
book, Springer - Verlag Beriin Heidelberg New York 1969).

K ﬁrodukci A-amyldzy se z mikroorganismi pouZivaji bud plisné.'napf. Aspergillus
Oryzae, Penicillium expansum, a bacily, jako Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis
(J.C.Johnson. Industrial Enzymes, Noyes Data Corporation, New Jersey, USA, 1977).

Znémy zplsob vyroby enzymu o -amyldzy se provadi periodicky (vsédkové) kultivaci na
médifch obsahujicich &krob a anorganické soli. Vyprodukovany enzym se pik riznym zpdsobem
2z média izoluje nebo se jen médium zahusti. Je znémo, Ze uvedeny zpisob mé fadu nevyhod,
ze jména: dlouhou dobu potfebnou k nérdstu mikroorganismi, vypoustdni a ¢isténi fermentoru
po kaidé vsddce, &asové ztraty vznikajfici po zaolkovani, &astou pfipravu inokula a obtiinou
automatizaci a Fizeni procesu. Proto se. jiZ fadu let studuji moZnosti,. jak plevést jgdnoét-
zovou produkci enzymd na kontinudlni proces, obdobny, jaky se pouiivd pFi predukci mikrobni
biomasy nebo mikrobnim &isténi odpadnich vod. Jak vyplyvé z literatury, zatim se tento pro-
blém pro exoceluldrni enzymy, jakymi jsou amylézy nebo protedzy nepedatilo vyFedit, nebet
v pribéhu kontinudlnihe procesu zaéne hladina enzymu a specifické rjchlolt produkce klesat.
L. G. Leginova, I. A. Tsaplina, Mikrobiolegyia, Veol. 45, No. 3. p. 395, 1977, a ddle U. S.
Patent 3.826 715,

I kdyZ se v ndkterém pfipadé v kontinualnim procesu podaifilo zvydit celkovou produkei
nékterého z tdchto exoceluldrnich enzymii, bylo to na tker jeho koncentrace, &imZ se ztidi~
la izolace enzymu do té miry, Ze 2adny z téchto postupl nebyl ve vyrobé realizovén. Divodem
byla i skutelnost, Ze &lo o vice;tupﬁové postupy, ¢imi mse cely proces velmi kolpllkovgl.

Hydrolytiekéionzy-y. Jjako jsou amylazy a protedzy, jsou u bacild syntetizovény aZ na
konci expenencialn{ féze ridstu populace a bdhem staciondrnf féze pred zaldtkem sporulace,
neboi pfebytek glukozy reprimuje syntézu tdchto enzymi. Proto i ztedovact rychlosti, které
byly v kontinuélnim procesu pouZivény, byly nizké a odpovidaly ristové rychlesti na kenci
ristové f4ze populace. Bylo zjidtédno, Ze pii téchto nizkych zredovacich rychlostech, kdy
Jjseu ristevé 1l4tky v médiu do'znaéné miry vylerpdny, jsou v populaei bakterifi preferevény
neprodukén{ varianty, nebof tyto varianty jsou za podminek omezeného rdstu iivotalcﬁppnéj- _
81 neZ bunky produkujici enzym., Timto selekénim tlakem se méni sloieni populace a vysledkem
Je pokles produkce onzy-u.'Proto se ukézale, jako nutnié podminka, pracovat v kontinuélnim
procesu s kulturou, které se béhem kultivace nestdpi{, to znamend, Ze jo dostatelnd stabil-

ni, a zabrénit pferlistidni neprodukénfich variant dostatelnd vysokou hladinou Zivin, cei se
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‘projevuje i vyssi ristovou rychloesti.

Tyto nev§hody odstranuje zplisob kontinu&lni vyroby of -amyldzy fermentaci n1kroorga-
nismi, jehoZ podstatou je, Ze se produkint aktivita kontinuidlné fermentovahého mikreorga-
nismu, ktery produkuje «K-~amylézu, udrZuje regulaci ziedovaci rychlosti v rezmezi mezi
0,18 - 0,32 (h'l)” hladina redukujicich cukrd v médiu, pfepodtend na maltozu, v pribéhu
kontinualniho procesu se udriuje maximéind na 3 g/1 a pH se Fid{ autoregulaci v rozmézi
7;2 at 7,8. Jako vysokopredukiéni kmen mikroorganismu pre kontinudln{ vyrobu oK-amylézy je
vfhodné pouiit zejména kmen Bacillus amyloliquefaciens, uloZeny ve sbirce mikroorganismi
pod &. CCM 3502 nebo kmen Bacillus subtilis A 32.

K produkci bylo poultito nékolik typd médif. Jako zdroj uhlfku slouZil bud &isty #krebd,
nebe rostlinné substrity obsahujic{ Skrob, jako napf. rozemletid zrna, otruby apod. Obsah
Skrobu v kultiva&ni pidé se miZe pohybovat od 0,5 hmot.% aZ do 10 hmot.%., Dusikaté latky
byly pievdind organického piivedu s pffdavkem miner&lniho dusiku. Jake organicky dusikaty
zdroj lze pouzit hydrolyzéat kaseinu, zahustény kukufidn§ extrakt nebo syrovétku, respekti-
ve smés téchto dusikatych latek. Obsah dusiku v médiu, je-1i pouzit 1% zdroj uhliku, by mél
byt 2 g/1, a je vyhodou, je-1i &4st toheto dusiku organického pivodu. Pida se doplnuje mi-
nerélnimi solemi, jako jsou fosfdty, soli obsahujici Zelezo, mangan, vépnik a hoif&ik.
Mnoistvi téchto latek zévisi na jejich mnoistvi § organickfch surovinédch. Celkovy obsah
fosforu v padé dostaduje v rozmezi od 0,01 do 0,1 g/1, %eleza od 0,001 de 0,01 g/l.vnanga-
nu od 0,001 do 0,01 g/1, vapniku od 0,01 do 0,1 g/1 a hoFdfku od 0,01 do 0,1 g/1. pH se
upraiuje pifed sterilizaci média na hodnoty mezi 6,8 - 7,5, pH se d4dle nemusf{ upravovat, ne-"
bof v pritokové kultivaci je udriovéna témsF konstantn{ autoregulaci na hodnotdch mezi 7,2
az 7,8, Teplota pifi fermentaci nemd klesnout ped 27 °C a nema presdhnout 32 OC. Kultivace
probihé za aerobmich podminek v piipadé fermentoru michaného nor-alizbvanou turbinou a pfi-
vad{ se 1/2 aZ 1 objem vzduchu/min. Po rozkvadeni, které trvé asi 18 a% 20 hodin, kdy se
v médiu jiZ naprodukuje enzym a pH stoupne k hodnotd 8,0 i vyd3si, se zahd ji pritok ztedo-
vac{ rychlosti D = 0,18 aZ 0,32 (h'l). Béhem dal&fch 24 hodin se koncentrace enzymu stabi-
lizuje a zdstava jiZ po celou dobu dal&i fermentace nezmén&na. Je to umoZnéne tim, Ze
v kontinudlnim procesu zistdvd hladina redukujicich cukri velmi nfizkd a je na drovni kon-
centrace z konce jednorédzové kultivace. Tim se neprojevi jejich katabolické represe, kte-
ré jinak ve vsaddkové (periodické) kultivaci bréni tverbd enzymu.

Pribéh fermentaci za rizné ziedovaci{ rychlosti a jednotlivé typy fernentaci na
riznfch médifch jsou uvedeny v piikladech provedeni. Hodnoty ziskané analyzou kontinudl-
nich kultivaci jsou uvedeny ddle v pfiloeZené tabulce a piedstavuji primér z nékolika kon-
tinuadlnich fermentaci, z nichi kaidé trvala primérné 20 dni.

Pfiklad 1.

Zivna pﬁda sklédajici se z 1,0 hmot. % #krebdu, 2,0 hmot. % kukuriéného extraktu, 0,3

hmot. % (NH4)2804. 0,03 hmot. % KH2P04 a mikreelementd (0,015 g FoCls. 0,007 g ln612.4H3
na litr), pH se pred sterilizac{ upravi NaOH na hodnety 6,8 az 7,5, Médium se po sterili-
zaci zchladi na teplety 27 - 32 °C a inokuluje se 1 aZz 3 % tekuté kultury vyselektovanéhe
vysokoproduk&niho kmene Bacillus amyloliquefaciens CCM 3502, narostlé pfedem na syntetické
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‘pidé. Kultivuje se v michaném fermenteru za aerobnich podminek 18 a% 20 hodin. Za tuto do-
bu se vytvof{ v kultufe 50 a 60 j ot-amyldzy/ml. Po zavedeni priitoku o D = 0,2 (h-l) se
bédhem 20 af 24 hodin zvys{ mnoistvi enzymu «-amyldzy na 90 - 100 j/ml, SloZeni média kon-
tinudlné ystupujiciho do fermentoru je stejné jake pro periodickou kultivaci, pH b&hem
kontinuélni kultivace neni tifeba regulovat, setrvdvd na slabd alkalickych hodnotdch. Z vy~
fofnentovaného média obsahujiciho = -amyl&zu, které kontinudlné edchézi z fermentoru, lze

separaci biomasy izolovat enzym «K~amyldzu znémym izoladnim postupem.

Pfiklad 2,

Syntetickd Zivnad plda, sklddajici se z 1,0 hmot.% Skrebu, 0,56 hmot.% NH4N03. 0,28 hmot.%
Naacitrétu.a H,0, 0,13 hmot . % KH2P04, 0,05 hmot.% ugso4.1 uao. 0,01 hmot.% KC1, 0,01 hmot.%
CaCla.z Hzo. doplnénychlo.z % hydrolyzdtu kaseinu a mikroelementy jako v pifkladu 1. Pfed
sterilizaci se pq upravi na hodnety 6,8 aZ 7,5. Médium se po sterilizaci zchladf na teple-
ty 27 - 32 % a inokuluje se 1 aZ 3 % tekuté kultury kmene Bacillus subtilis A 32. Za 18

aZ 20 hodin periodické kultivace se vytvori v kultufe 27-30 j/ml. Pe zavedeni pritoku

D =0,25 h'l se bdhem 20 aZ 24 hodin zvyd{ mnoistvi enzymu na 40 ai 50 j/ml. Daldi postup
Jje stejny jako v pfikladu 1. )
Priklad 3.

Zivna ptda sklddajici se z 50 obj.% syrovdtky, 1,0 hmot.% #krobu, 1,0 hmot.% kukufié&néhe
extraktu, 0,3 hmot.% KH2P04. mikroelementl jako v pfikladu 1, se pfed sterilizac{ upravf
NaOH na pH 6,8 a% 7,5. Dald{ postup v&etnd inokulace vysokoproduk&nim kmenem Bacillus sub-
tilis A 32 je stejny jako v pifkladu 2. Za 18 aZ 20 hodin se vytvolf v kultuFe 40 - 50 j
o< ~-amylizy/ml. Po zavedeni{ priitoku D = 0,2 n! se bdhem 20 aZ 24 hodin zvyS3f mnoZstvi en-
zymu X-amyldzy na 70 aZ 80 j/ml. Dalsf postup je stejny jako v prikladu 1.

Tabulka plredstavuje hodnoty zfskané kultivaci vyselektovaného vysokoprodukinfho kme-

ne Bacillus amyloliquefaciens na médiu uvedeném v prikladu 1.

Tabulka
Typ zfedovaoci  sudina o¢-amylédza redukujic{ pH
kultivace rychloest cukry
D (n°Y) /1 +j/mp /1
periodické I 7.3 53,5 2,5 8,55
kontinuéln{ 0,05 7,75 27,5 0,6 7,90
. 0,1 9,5 . 45,0 1.4 7,80
-"- 0,2 8,4 97,0 2,2 7,50
e 0,3 8,0 88,0 2,4 7,25
-"e 0,4 1,5 21,0 4,0 7,10

+J = jednotky k urdenf o<-amylézy byly tyto: 1 jednotka enzymu je rovna 1 mg naltﬁzy. kterd
se vytvori bdhem tifminutové reakce z roztoku 1% &krobu za standardnich podminek. P. Bern~
feld: Amylases o and/3. Methods in Enzymology; edited by S. P, Colewick and N.0. Kaplan,
‘'Academic Press Nei York 1955, Vel. 1l,, 149-158.

Tabulka srovndvd vysledky dosaiené v periedické kultivaci s vysledky ztnk;nyni konti=~
nualnf kultivaci za riznych zredovacich rychlosti. Médium, které bylo peuZite v téchto fer~
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mentacich, je uvedeno v plfikladu 1. Nizké hednoty ztedovaci rychlosti nejsou vhodné, prévé
tak jako hednety nad 0,32. Za optimilnich hodnet zitedovac{ rychlosti jsou hodnoty proedukce
oi-amylézy na objemovou jednotku vyss{ neZli na konci periodické kultivace.

. Z téchto vysledkid vyplyvd, e s pomoci vhodného kmene a za danfch kultivadnich podmi{-
nek lze ispésnd realizovat kontinudlni proces produkce «-amylazy, kdy zﬁstiva zachovéana
vysekd koncentrace enzymu, obvykle pfevySujic{ hladinu dosahovanouvv periodické kultivaci,
pltidem2 objem média ve fermentoru se kontinudlnim pritokem vyméni za cca 3,5 ai 5 hodin,
tzn,, Ze produktivita zafizen{ se zvySuje minimilné 4 x, nebet ve srovnini s jednorézovou
kultivaci, kde vliaatnf fermentace trva 18 aZ 24 hodin, se ufetii i &as nutny k vypoudténi

fermentoru, jeho vy8ist&nf, napousténi nového média, jeho sterilizace a zaolkovani,

PREDMET VYNALEZU
l.aZpﬁsob_kontinuélni viroby oC-amyldzy fermentac{ mikroorganismi, vyznaleny tim, Ze pro-
dukén{ aktivita kontinudlné fer-entovéného nikfoorganismu. ktery produkuje a<—any1tzd.
se udriuje regulaci{ ziedovac{ rychlosti v rozmezi mezi 0,18 aZ 0,32 h'l, hladina redu-
kujfcfch cukrd v médiu, prepodtend na maltozu, v pribdhu kontinudlnfho preocesu se udrZu-
jo maximilnd na 3 g/1 a pH s8é #1di autoregulac{ v foznezi 7,2 at 7,8.
2. Zplisob podle bodu i. vyznaéény tim, Ze jako mikreorganismus se pouiije kmen Bacillus

amyloliquefaciens CCM 3502.
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