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1
Vynélez sa tyka spdsobu produkcie fungdlnej L -emyldzy.

K produkcii o -smyldzy v priemyslovom meredle sa v sifasnej dobe vyu¥fva predovietkym
bekteridlny kmeh Bacillus subtilis, Streptomyces aureofaciens, resp. Aspergillus oryzee.
U rodu Pusarium je produkcia ol-smyldzy popisend v literatiure u Fusarium moniliforme
(Herhash. A. W., Acta Biol. Med. Ger. 1967/18 (1), str. 121-4), u Fusarium Marti (Stacho-
wicz J. a Urbanek H., Zesz. Nauk, Univ. Lodz., Ser. 2, (1971) 42 (7), str. 61-8), u pro-
duk¥ného mutanta Fuserium sp. (Suzuki M., Kuno M., Nekao ¥., &gric. Biol. Chem. (1976)
40 (2), str. 365-T1) a u Fuserium vasinfectum (Sampathnarayenan A., Shanmugasunderan R. B.,
Arch. Biochem. Biophys. (1976) 118 (2), str. 317-22).

‘Nevghodou produkcie o -emyldzy u uvedengch kmefiov je nevfhodny pomer oligosacharidov
maltozového typu a D-glukozy ako reekinjch produktov emylolytickej reskcie, resp. taZkosti
pri separdcii biomasy z kultivainého média.

Uvedené nevyhody odstrahuje spdsob produkcie oL -emyldzy ne tekutej Zivnej péde obsa-
hujuicej zdroje asimilovateIlného uhlfka, komplexné zdroje dusika & minerdlne ¥ivné soli,

ktorého podstats spo¥iva v tom, Ze kmene rodu Fuaarium:(

Fusarium acuminatum ' ccM F 357
Fuserium acuminatum CCM F 423

Fusarium aquaeductuum ver medium ccM P 212

205 577

GyItCl3 ¢ 12 N 9/26



208 877
- Fuserium avenaceum CCM F 22
Fusarium avenaceum ﬂ« CCM F 503
Fuserium culmorum CCM F 163
Fusarium culmorum CCM F 227
Fusarium culmorum CCM F 553
Fusarium decemcellulare CCM F 359
Fusarium inflexum CCM F 574
Fuserium lateritium CCM F 226
Fusarium oxysporum CCMF 20
Fuserium oxysporum CCM F 45
Fusarium oxysporum var. lycopereici CCM F 64
Fusarium Q;yaporum CCM F 485
Fuserium oxyseporum CCM F 547
Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici CCM P 546
Fuserium oxysporum f.sp. lycopersici CCM F 545
Fusarium oxysporum f.sp. piei race 1 CCM F 65
Fusarium oxysporum f.sp. pisi race 1 CCM F 421
Fusarium poae CCM F 584
Fusarium sembucinum CCM F 562
Fuserium semitectum var. majus CCM F 353
Fusarium soleni CCM F 454
Fusarium soleni CCM F 552
Fusarium soleni var. coeruleum CCMF 3
Fuserium sporotrichioides CCM F 554
Fusarium tritinctum cc¥ F 352
Fussrium culmorum CCMF 2
Fusaerium oxysporum f.sp., pisi race 2 CCM F 422

8a kultivujd jednotlivo alebo v ich zmesi ne Zivnej péde obsshujicej 0,1 af 3 hmot. %
Skrobu pri teplote 20 aZ 40 °% s vfhodou 28 °¢ pri pH 4,5 a% 6,3 8 vyhodou 5,2 po dobu
60 a¥ 120 hodin, prifom o -amyldza sa ziske zehustenim produkiného médiae, pripadne zrédZa-
nim s{renom amonnym alebo afinitnym prelistenim.

Vjhodou uvedeného postupu je produkcia ok -emyldzy aj na velmi jednoduchych médiach
neobsahujicich ol.(1-4) glukény, ako Jje polnohospodérsky odpad napr. celulozového typu.
Uvedeny spbsob umo¥fiuje vyu¥it filtradnfch technik pri izoldcii biomasy.

Produkdné schopnost uvedenych kmeficv Pusarium je a¥ 3,4 U/mg, priZom produkind schop-
nost snémych producentov plesnovej ol ~amyldzy napr. Aspergillus oryzee je 2,2 U/mg.

Priklad 1

Fusarium culmorum CCM F 163 sa pomno%{ na rastovej p8de obsshujicej 2 g gélu priprave-
ného sietovanim amylozy epichldrhydrinom ponoreného do polovice visky gélu v Yeast Nitrogen
Base rastovej pdde (fe onid), 0,6 g/100 ml @ kultivdcia prebieha na povrchu gélu po dodu
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60 hodin pri teplote 28 % (pH 5,6), kedy dochédza k stekuteniu gélu. Nahromadens biomas:

(0,21 g) Fusarium culmorum sa pou%ije k fermentdcii na pdde obsshujucej 10 g kukuri&ného
v§luhu, 2 g sirenu amonneho, 2 g dihydrogén fosforefnanu draselného a 1 g rozpustného Skro-
bu na 1 liter vody (pH 5,6) v 5 Brlenmajerovych bankdch 1 liter 200 ml produkZnej pédy. Po
96 hodindch fermentdcie na reciprokej trepafke pri 25 °c sa biomasa oddelila filtrdciou

a supernatant sa zrdZal siranom emonnym v mno¥atve 620 g/liter pri 15 . Dialyzovany surovy
enzym (2-krdt 24 hodin) oproti destilovanej vode (2 litre) sa lyofilizovael. Vjelednd aktivi-
ta 72 IU, Specifickd ektivita 0,914 IU/mg.

Priklad 2

Fusarium inflexum CCM F 574 sa pomno%{ na rastovej pdde so sietovenym gélom amylozy,
tek, ako je uvedené v priklade 1, s tym rozdielom, Ze nehromesdend biomasa F. inflexum
(0,19 g) sa pouZije k fermentdcii na pbde obsahujicej 5 g kvasniZného autolyzdtu, 2 g sira-
nu emonneho a 30 g Zkrobu na liter vody (pH 5,6). Po 120 hodinéch fermenta¥ného procesu pri
40 °C na reciprokej trepalke sa biomasa F. inflexum odstréni centrifugdciou a o ~emyldza
sa izolovala z filtrétu afinitnou metodou, pridavkom 2C g sietoveného 3krobu (poZet gluko-
zylovych jednotiek na 1 prie¥nu véizbu 20). Po premiedan{ (10 minit) pri 7 o (pH nastavené
na 4,7) sa tekut§ produkt odstrénil centrifugéciou (1000 g, 5 mimit), sediment sietovaného
#krobu 8 ol ~emyldzou se premyl 2-krdt 300 ml 0,02 M fosfore¥nanovym pufrom pH 4,7. Uvolne-
nie enzymu sa previedlo 0,05 M fosforednanovym pufrom pH 7,2 (120 ml). Po dialyze roztok
o -amyl4zy moZno zahustit lyofilizdciou. Vfslednd aktiiwita 42 IU, Zpecifickd aktivita
68,5 1U/mg proteinu.

Priklad 3

Tak, ako v priklede 2, s tym rozdielom, Ze ako produkdny kmen sa pou#ije Fusarium ave-
naceum CCM F 22, Vyslednd ektivita 38 IU, Specifickd aktivite 27,5 IU/mg proteinu.

V§znem vyndlezu spoiva v tom, Ze ol-emyldza ziskand podle vynélezu mé vyznem v pivo-
varnictve na pripravu sirupov, 3tiav a sladidiel a v poInohospoddrstve pri komplexnom zu-

¥itkoven! pornohospodérskych odpadov v procese sacharifikécie.

PREDMBET VYINLLEZU

Spdsob produkcie enzymu ol -amylézy na tekutej tivnej p6de obsahujicej zdroje asimilovae~
telného uhlfka, komplexné zdroje dusika a minerélne Zivné soli, vyznadujici sa tym, %e kme-

ne rodu Fusarium:

Fusarium acuminetum CCM F 357
* acuminatum CCM F 423
" asquaseductuum var medium CCM F 212
* avenaceum CCM P 22
» avenaceum ccM F 503
. culmorum CCM F 163

oo culmorum CCM F 227
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Fusarium culmorum CCM F 553
. decemcellulare coM P 359
" inflexunm CCM P 574
" lateritium CCM F 226
” oxysporum ' CCM F "20
. oxysporum CCM F 45
. oxysporum var. lycoperaici ‘ CCMF 64
i oxyseporum CCM F 485
" oxysporum ' : CCM F 547
" oxysporum f.sp. lycopereici . CCM F 546
" oxysporum f.sp. lycopersici CCM F 545
" oxysporum f.sp. pisi race 1 CCM P 65
. oxysporum f.ep. pisi race 1 CCM F 421
" posae CCM F 584
" sambucinum CCM F 562
. semitectum var. majue CCcM F 353
»  solani COM F 454
. solani CCM F 552
. solani var coeruleum CCMF 3
» sporotrichioides CCM F 554
" tritinetum CCM F 352
" culmorum CCMF 21
" oxysporum f.sp. pisi race 2 CCM F 422

sa kultivuji jednotlivo alebo v ich imeai na fivnej pdde obsahujicej 0,1 aX 3 hmot. % &krobu )
pri teplote 20 a% 40 °C s vghodou 28 °C pri pH 4,5 a¥ 6,3 s vyhodou 5,2 po dobu 60 a% 120
hodin, prifom o -emyléza sa ziska zahustenim produk¥ného média, pripedne zréZanim siranom
amonnym elebo afinitnym prefistenime.

s
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