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Sposob produkcie g-gilukoziddzy pomocou
mikroskopickych hib rodu Blastobotrys.

Vynélez sa tyka oboru mikrobiolégie, ché-
mie a biochémie sacharidov.

Uelom vynalezu je popis produkcie en-
zymu B-glukoziddzy, a to ako jedného
zastupcu celulolytického komplexu, resp.
v zmesi s @-1,4-glukdn glukdnohydroldzou
(celuldéza Cyx) a celobiohydrolazou (celul6-
za C1).

Uvedeného 1ucCelu sa dosiahne pomocou
mikroskepickych hiib rodu Blastobotrys, a to
Blastobotrys proliferans, Blastobotrys aris-
tata a Blastobotris nivea jednotlivo alebo v
ich zmesi na vhodnych Zivnych pddach.

8-glukohydroldzu moZno ziskat o pomerne
vysokej $pecifickej aktivite aZ 8 nkat/mg,
a to aj za pomoci nativneho anal6ga celuldzy
polysacharidu tamarind ako polnohospodér-
skeho odpadu (Kuba, Karibskd oblast).

Vyndlez m4 $iroké vyuZitie v mikrobioldgii,
chémii a biochémii sacharidov, ale aj v ana-
lytickej chémii a v8ade tam, kde ide o jed-
noduchd metdodu spracovania drevného a
polnohospodéarskeho odpadu.
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Vynélez sa tyka spOsobu produkcie enzy-

mu g-glukozid glukohydroldzy (8-glukozid4-
zda, EC 3.2.1.21) pomocou mikroskopickych

hib rodu Blastobotrys Kkultivovanych na -

vhodnych Zivaych pddach.

Pre priemyselni produkciu g-glukozidazy
sa najéastejSie pouZivaji nasledovné mikro-
organizmy: Aspergillus oryzae, Merulius
lachrymans (G. de Stevens v Methods in En-
zymology, 1. diel, S. P. Collowick a N. O.
Kaplan, Acad. Press. New York 1855, str. 173
az 178). Sa vsak aj iné mikroorganizmy, 0
ktorych nebolo doposial zndme, Ze maji
schopnost produkovat enzym g-glukozidazu.
Pomocou gélovej metddy (A.O. & 183 169)
sme zistili vyrazna produkciu g-glukozidazy
u 3 popisanych druhov rodu Blastobotrys,
a to Blastobotrys aristata, Blastobotrys pro-
liferans a Blastobotrys nivea.

Druh Blastobotrys proliferans je novopo-
pisany druh rodu Blastobotrys izolovany z
para orechov (Bertholletia excelsa) z pos-
kodeného jadra, druh Blastobotrys aristata
bol izolovany zo vzorky plesnivej omietky,
dodanej pracovnikmi pamiatkovej starostli-
vosti z hradu Bitov {oba nové druhy popisu-
je Marvanovd L.: Two new Blastobotrys spe-
cies. Transactions of the British Mycological
Society- 66;-217-(1976)]. -Druh Blastobotrys
nivea izolovany z kompostu popisal von
Klopotek A.: Blastobotrys nivea gen. nov.,
sp. nov., Archiv fur Mikrobiologie 58, 92
(1967). Rod Blastobotrys klopotek patri do
telade Moniliaceae, rodu Moniliales, triedy
Denteromycetes. O produkcii hydrolaz poly-
sacharidov uvedenymi druhmi rodu Blasto-
botrys nie je v literatire ni¢ zndme.

Podstata vynalezu spodiva v tom, Ze kul-
tivdciou nasledovnych troch kmeilov rodu
Blastobotrys:

Blastobotrys proliferans CCMF — 493
Blastobotrys aristata CCMF — 410
Blastobotrys nivea CCMF — 433

jednotlivo alebo ich zmesi na Zivnej pdde
ohsahujicej celobidzu, celuldzu alebo jej
hydroxyetyl, hydroxypropyl, karboxymetyl
derivaty alebo nativny derivét celuldézy po-
lysacharid tamarind pri teplote 25 az 37 °C
a hodnote pH 4,8 po dobu 72 aZ 120 hodin
produkuje enzym g-glukoziddzu, ktory sa
ziskava v surovom stave odparenim rastovej
pody, pripadne v C¢lastoéne zuSlachtenom
stave zrdZanim siranom amoénnym alebo or-
ganickymi rozptstadlami, s vyhodou etanolu
a aceténu.

K dalsej purifikdcii surového enzymu g-
-glukoziddzy po dialyze moZno pouZit napri-
klad adsorpciu §-glukoziddzy zo zmesi biel-
kovin na metahydroxyd hlinity a nasledovné
uvolnenie enzymu pomocou Na2C03 tak, ako
uvddza G. de Stevens v hore uvedenej cita-
cii. Vyhodou uvedeného postupu je predo-
vietkym to, Ze priprava g-glukozidazy je
velmi jednoduchd a ako sucast kultivagnej
pody moZno pouZit aj neprecistené nativne
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substrdty lahko dostupné ‘ako rbzne druhy
polnohospodarskeho odpadu. V pripade, Ze
surovy enzymovy preparat mé obsahovat ce-
1y komplex celulolytickych enzymov, vyhod-

-né st kombinécie za Gcasti Blastobotrys pro-

liferans, nakolko uvedeny kmeri- produkuje
popri g-glukoziddzovej aktivite aj celuldzy
C* a C; (p-1,4-glukan glukanohydroldaza EC
3.2.1.4 a celobiohydroldza EC 3.2.1.-).

DalSou vyhodou je vysoky vytaZok g-glu-
kozidazovej aktivity. Na druhej strane, po-
kial je poZiadavka na &isti g-glukoziddzovi
enzymovi aktivitu bez sprievodnych celulo-
lytickych enzymov, moZno uvedeny prepa-
rat ziskat jednoducho a hez sprievodnych
celulolytickych enzymov, navrhovanym no-
vym postupom pomocou kmeiiov Blastobo-
trya aristata a Blastobotrys nivea jednotlivo:
alebo v ich zmesi. Nakolko uvedené- kmene
rodu Blastobotrys produkujd popri g-gluko-
ziddzovej aktivite aj enzymy schopné odS3te-
povat xylézu, novy enzymovy preparat ziska-
ny zahustenim kultivadnej pddy po kultivacii
uvedenych zastupcov rodu Blastobotrys moz-
no pouZit aj k sacharifikdcii polysacharidu
tamarind (Tamarindus indica].

Priklad 1

Blastobotrys proliferans CCMF-493, Blasto-
botrys nivea CCMF-433 a Blastobotrys arista-
ta CCMF-410 sa pomnoZia na rastovej pode
obsahujticej 2 g gélu (pripraveného sieto-
vanim hydroxyetylcelulézy podla A.O. ¢islo
183 169) ponoreného do polovice vysky v 20
mililitroch Yaest Nitrogen Base rastovej po-
de (0,6 g/100 ml) o pH 4,8 a kultivuje sa na
povrchu po dobu 3 dni pri teplote 30 °C,
kedy dochadza k steknuteniu gélu. Nahro-
madend biomasa druhov Blastobotrys sa po-
u¥ije ako zmesné inokulum pddy obsahuji-
cej 20 g kukuri¢ného vyluhu, 5 g karboxy-
metylcelulézy (pH 4,8) na 1 1 vody a kulti-
vacia prebieha po dobu dalSich 2 dni. Potom
sa biomasa Blastobotrys odfiltruje a surovy
enzym g-glukoziddza sa ziska odparenim
kultivaénej pody na vakuovej odparke (cel-
kova aktivita 33 U, t. j. 0,55 ukat., Specifickd
aktivita 12 nkat/mg proteinu.

Priklad 2

Ako inokulum sa pouZije kmeii Blastobo-
trys aristata CCMF-410 a Blastobotrys nivea
CCMF-433, ktoré sa pomnoZia na pdde obsa-
hujiicej 2 g siranu amonného, 1 g KHzPO4 a
5 g celobi6zy na 1 1 (pH 4,8). Po 120 hodi-
nach kultivdcie (25 °C) sa biomasa odfiltruje
a zvysna kultivaéna pdda sa prezrdZa etano-
lom (2 objem. diely etanolu na 1 objem. diel
kultivatnej plidy]).

V sedimente vypadne g-glukoziddza 0,6
ukat o Specifickej aktivite 2,0 nkat/mg, pri-
¢om tento preparat neobsahuje celulolyticki
aktivitu (g-1,4-glukdn glukanohydroldza a
celobiohydroldza).
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Priklad 3

Tak ako je uvedené v priklade 1 s tym
rozdielom, Ze namiesto hydroxyetyl- a kar-
boxymetylceluldézy sa pouZije polysacharid
tamarind a ako inokulum ¢&istd kultdra Blas-
tobotrys proliferans CCMF-493. Kultivédcia
prebieha pri teplote 37 °C po dobu 3 dni.
Surovy zahusteny enzymovy preparat g-glu-

Vynédlez md pouZitie v zdkladnom mikro-

koziddzy obsahuje 0,48 ukat a Specifick4 ak-
tivita 8 ukat/mg obsahuje 0,25 ukat g-1,4-glu-
kdn glukdnohydroldzovej aktivity a 3 nkat
celobiohydroldzovej aktivity.

Vynédlez mé pouZitie v zdkladnom mikro-
biologickom biochemickom vyskume a pri
produkcii g-glukoziddzy ako jedného z do-
leZitych enzymov pri sacharifikdcii polysa-
charidov réznych drevnych a polnohospo-
darskych odpadov.

PREDMET VYNALEZU

Sposob produkcie enzymu g-glukozidazy
pomocou mikroskopickych hib rodu Blasto-
botrys, vyznateny tym, Ze sa kultivuji nasle-
dovné kmetie rodu Blastobotrys:

Blastobotrys proliferans CCMF — 493
Blastobotrys aristata CCMF — 410
Blastobotrys nivea CCMF — 433

jednotlivo, alebo ich zmesi na Zivnej pode

obsahujucej celobidzu, celulézu alebo jej
hydroxyetyl, hydroxypropyl, karboxymetyl
derivaty, alebo nativny derivat celulézy po-
lysacharid tamarind pri teplote 25 aZ 37 °C,
a hodnote pH 4,8 po dobu 72 aZ 120 hodin a
enzym B-glukoziddzu sa ziska v surovom
stave odparenim rastovej pody, pripadne v
Ciastofne zuSlachtilom stave zraZanim sira-
nom amoémnym alebo organickym rozpuasta-
dlom, s vyhodou etanolom alebo acetOonom.
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