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Spdsob produkcie enzymu alfa amyldzy.

Vynédlez sa tyka oboru mikrobioldgie, ché-
mie a biochémie sacharidov, potravindrskej
a farmaceutickej chémie.

U&elom vynalezu je ziskanie nového enzy-
mu alfa amylazy schopnej hydrolyticky Ste-
pit alfa-1,4-glukdny Skrobu na maltdézové
oligosacharidy s vysokym zasttipenim malto-
zy i'maltotriozy.

Uvedeného ufelu sa dosiahne pomocou
mikroskopickej huby Blastobotrys prolife-
rans z rodu Blastobotrys Klopotek, &elade
Moniliaceae, rodu Moniliales, triedy Deute-
romycates, kultivovanej na vhodnych Ziv-
nych pddach.

Enzym alfa amyldzu moZno ziskat o po-
merne vysokej Specifickej aktivite aZ 4,0
nkat/mg proteinu a vhodnych vlastnostiach
predovSetkym na vysoké zastipenie maltdzy
a maltotrozy v Skrobovom hydrolyzate.

Vyndlez mé vyuZitie v mikrobioldgii, bio-
chémii a chémii sacharidov, potravindrskom
a farmaceutickom priemysle.
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' Vyndlez sa tyka spdsobu produkcié»'enzy’z-
mu alfa amylazy (alfa-1,4-glukdn glukédno-

hydroldza EC 3.2.1.1) pomocou mikrosko-

pickej huby Blastobotrys prohferans kulti-
véciou na vhodnych po6dach.

Pre pmemyselnu produkciu. alfa- amylazy
sa pouZivaji najcastejSie nasledovné mikro-
organizmy: Bacillus subtilis, Bacillus amylo-
liqueficiens, Streptomyces aureofaciens, As-
pergillus niger, Aspergillus oryzae a pod.

Sua vSak aj iné mikroorganizmy, u ktorych
doteraz nebola zndma schopnost produkovat
alfa amyldazu. Pomocou gélovej metédy (A. O.
€. 186059) testovania mikroorganizmov na
alfa amylolytickn aktivitu sme zistili vyraz-
nu produkciu alfa amylolytickej aktivity mi-
kroskopickou hubou Blastobotrys proliferans.

Blastobotrys proliferans je novopopisany
druh rodu Blastobotrys Klopotek &elade Mo-
niliaceae rodu Moniliales, triedy Deuteromy-
cetes [Marvanova-L.:-Two new Blastobotrys
species. Transactions of the British Mycolo-
gical Society 66, 217 (1976)] izolovany z pa-
ra orechov (Bertholletia excelsa) z poSko-
deného jadra. O produkcii hydrolaz polysa-
charidov uvedenym  druhom - Blastobotrys
proliferans nie je zatial ni¢ zndme.

Podstata vyndlezu spodiva v tom, Ze kulti-
vaciou kmefia Blastobotrys proliferans CCMF-
-493, deponovany ako CBS 522-75 v Holand-
sku a ATCC 34216 v zbierke typovych kul-
tir USA na Zivnej p6de obsahujicej 1-4])-a-
-D-glukdn ako induktor enzymu pri teplote
37 °C a hodnote pH 4,8 po dobu 48 aZ 120 ho-
din produkuje enzym alfa amyldzu, ktory sa
ziska v surovom stave odparenim rastovej
pbdy pripadne v zuslachtenom stave zraZa-
nim siranom amoénnym, alebo organickymi
rozpustadlami, s vfhodou etanolu a aceténu.

K dalSej purifikdcii nového enzymu moZno
pouZit napriklad afinitnej metddy.

Uvedeny kmeni Blastobotrys proliferans
predstavuje alternativne vyuZitie v proce-
soch produkcie alfa amylazy, napriklad sa-
charifikdcie polysacharidov Skrobu. PouZitie
takto ziskanej alfa amylazy, predovSetkym
v (istom stave, je vhodné pri vyrobe alter-
nativnych sladidiel, a to s ochladom na vyso-
ké zastipenie maltézy a maltotridzy v enzy-
matickom hydrolyzdte (aZz 55 %). Této
skutocnost zvyhodiiuje vyuZitie enzymového
produktu tam, kde vysoky obsah glukézy v
hydrolyzate nie je Zelany (dietnd strava
pre fenylketonurikov, bombonédrsky sirup
a pod.). Vyhodné zloZenie hydrolyzédtu pred-
uréuje enzymatickd hydrolyzu pomocou alfa
amyldazy Blastohotrys proliferans k priprave
vzdcnych oligosacharidov maltdézového typu.
Na druhej strane vyhodou je skutoénost, Ze
novy prepardt obsahuje aj alfa glukoziddzu
{alfa-glukozid glukohydroldza EC 3.2.1.20)
a moZno preto nepredisteny enzym vyuZit k
sacharifikicii [1-4)-o-D-glukdnov Skrobu az
na glukozu.

Priklad 1

Blastobotrys proliferans CCMF-493 sa po-
mnoZi na rastovej pdde obsahujiicej 2 g gélu
pripraveného sietovanim amyldzy (A. O. ¢is.

- 186 059) ponoreného do polovice vy¥ky do

Yaest Nitrogen Base rastovej pode [Oxoid),
pH 4,8, 0,6 g/100 ml a kultivuje sa povrchovo
po dobu 48 hodin pri teplote 37 °C, kedy do-
chédza k stekuteniu gélu. Nahromadend bioc-
masa (0,07 g) sa pouZije k fermentécii na
pOde obsahujicej 22 g kukuriéného vyluhu
a 2 g zemiakového 8krobu a 0,5 g KH2PO4 na
1 liter vody (pH 4,8} po dobu 72 hodin. Po
72. hodindch sa biomasa Blastobotrys proli-
ferans odfiltruje a surovy enzym alfa amy-
laza sa ziska odparenim fermentaénej pédy
na vakuovej odparke (celkovd aktivita 1,8
nkat/1 1, Specifickd aktivita 2,6 nkat/l1 mg
proteinu).

Priklad 2

Postup podla prikladu 1 s tym rozdielom,
Ze ako fermentacnd p6da sa pouZiji gluténo-
vé vypalky (18 %), 3 g skrobu a 0,5 g KH2PO4
v 11 vody (pH 4,8), pricom fermentédcia beZi
po dobu 120 hodin. Surovy enzym alfa amy-
laza mé celkova aktivitu 2,2 ykat/1 1 a $pe-

‘citickda aktivitu 3,5 nkat/1 mg proteinu.

Priklad 3

Postup podla prikladu 1 s tym rozdielom,
7e ziskana fermentacnd pbdda sa spracovdva
sraZanim etanolom v objemovych pomeroch
etanol ku fermentacnej pode 2 : 1. Ziskany
precipitdt po presuseni sa spracovava afinit-
nou metédou (A.O. & 157 955) a zu8lachte-
néd alfa amyldza méa aktivitu 1,6 ukat a Spe-
cifickt aktivitu 4,0 nkat/mg, pridom neob-
sahuje viac ako 0,05 nkat «-glukoziddzovej
aktivity.

Priklad 4

Postup podla prikladu 3 s tym rozdielom,
Ze k zrdZaniu enzymu sa pouZije acetdn.
Ziskand zus$lachtend alfa amylaza ma aktivi-
tu tak, ako je uvedené v priklade 3.

Priklad 5

Postup podla prikladu 3 s tym rozdielom,
Ze k zrédZzaniu sa pouZije siran aménny o
stupni saturdcie 0,7. Ziskand zuSlachtené
alfa amyldza ma aktivitu a Specificki akti-
vitu tak, ako je uvedené v priklade 3.

Vyndlez méa vyuZitie jednak pri priprave
ailfa amyldzy osobitnych vlastnosti pre z4-
kladny vyskum, priprave vzdcnych cukrov,
resp. priprave zmesnych cukrov pre potra-
vindrske a farmaceutické ucely.
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PREDMET VYNALEZU

Spésob produkcie enzymu alfa amylazy
pomocou mikroskopickej huby Blastobotrys
proliferans, vyznafeny tym, Ze sa kultivuje
kmefl Blastobotrys proliferans CCMF-493 na
#ivnej pdde obsahujicej (1-4)-e-D-glukdn
ako induktor enz§mu pri teplote 37 °C a hod-
note pH 4,8 po dobu 48 aZ 120 hodin a en-

zym alfa amyldza sa ziskava v surovom sta-
ve odparenim rastovej pddy, pripadne v pre-
Cistenom stave zrdZanim siranom amonnyn,
alebo organickymi rozpustadlami, s vfhodou
etanolom alebo aceténom a v Cistom stave
pouZitim afinitnej metody.
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