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1 .

Vyndlez sa tfka spdsobu produkcie enzy-
mu ¢-amyldzy pomocou kvasinkovitého or-
ganizmu Cryptococcus luteolus.

V stcasnej dobe sa enzym alfa-amylaza
ziskava izolaciou z produkéného prostredia
baktérie Bacillus substilis a Streptococcus
aureofaciens. Produkcia alfa-amylazy je po-
pisand u niektorych kmeriov byvalého rodu
Endomycopsis. Je to Endomycopsis capsula-
ris (dnes Saccharomycopsis capsularisj, po-
pisany H. Ebertovou (Folia microbiologica
11 : 422—428, 1966), dalej Endomycopsis fi-
buliger (dnes Saccharomycopsis fibuliger),
Endomycopsis javanensis (dnes Arthroascus
javanensis), Endomycopsis lindneri (dnes je
to synonymum pre Saccharomycopsis fibu-
liger) a Endomycopsis hordei (dnes Saccha-
romycopsis fibuliger var, hordei), popisa-
na E. Matsutani, M. Sato a F. Hatori (US pat.
3297 547) a konetne u Schwanniomyces
occidentalis a Schwanniomyces alluvius. Ne-
vyhodou spdsobov produkcie e-amylazy u
tychto kmefiov je pomerne nizka aktivita q-
-amylézy, vysoka koncentrdcia Zzdrojov uhli-
ka a zloZita separécia biomasy.

Uvedené nevyhody odstrafiuje spésob pro-
dukcie a-amyldzy na tekutej Zivnej pode, ob-
sahujicej zdroje asimilovateného uhlika,
komplexné zdroje dusika a minerdlne Ziv-
né soli, ktorého podstata spotiva v tom, Ze
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kmeli Cryptococcus luteolus CCY 17-6-2b sa
kultivuje' na Zivnej pode obsahujtcej 0,8 aZ
3 hmot. % kukuriného 3krobu pri teplote
20 aZ 38 °C, po dobu 48 a¥ 120 hodin, pri
PH 4,7 aZ 6,8, priom sa enzfm e-amyléza
ziska odparenim rastovej pody, alebo zraZa-
nfm' siranom aménnym, alebo afinitnym
precistenim na' siefovanom Zkrobe.

Uvedeny kmeii' Cryptococcus luteolus
17-6-2b je uloZeny. v &sl. zbierke kvasiniek
a kvasinkovitych organizmov v Bratislave.

Pévodny kmeii Cryptococcus luteolus CCY
17-6-2, ktory je saprofytického pdvodu, bol
izolovany z pddy. Bol vySlachteny trojnd-
sobnym pasdZovanim na pode pripravenej z
8 % gélu amylozy sietovanej epichlérhydri-
nom, ponorenej do syntetickej Yeast Nitro-
gen Base (0,6 g/100 ml) pody pri teplote 20
az 38 °C, po dobu 48 aZ 120 hodin a PH 4,7
az 6,8. Novy vy$lachteny kmeii bol oznadeny

ako Cryptococcus luteolus CCY 17-6-2b.

Kmeit Cryptococcus luteolus CCY 17-6-2b
ma builky ovédlne a% pretiahle, malo jednot-
né. V tekutom prostredi tvori prstenec aZ
sliznaty povlak, na pevnom prostredi je sliz-
naty a krémovo Zltasty. Nekvasi cukry. Asi-
miluje okrem D-glukézy -este D-galaktézu,
maltozu, sacharoézu, laktozu, melibi6zu, ce-
lobidzu, trehalézu, melezitozu, D-xylozu, D-
-manitol, L-lyzin, rafinézu. Polysacharid, vy-
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tvdrany okolo buniek dava jédSrobovi re-
akciu. Neasimiluje ani 1-sorb6zu, ani dusic-
fian draselny. K rastu potrebuje vitaminy v
prostredi. Optimédlna teplota rastu je 23 °C
pri 5 °C alebo pri 42 °C nerastie. Produkuje
uredzu, aktivita kataldzy je vysokd, steku-
cuje Zelatinu a rychle autolyzuje.

Vyhodou spdsobu produkcie «-amylazy
podla vyndlezu je: pomerne vysokd aktivita
«-amylazy aj pri praci s jednoduchymi fer-
mentaénymi pddami, o niZSej koncentracii

zdroja uhlika ako u fermenta¢nych pdd na-

priklad pre Bacillus substilis; jednoduchsia
separdcia biomasy po ukon&eni fermentac-
ného procesu; vyhodnej8i charakter pro-
duktu amylolytickej reakcie katalyzovanej
enzymom z Cryptococcus luteolus (obsah D-
-glukézy aZ 34 %) ako u «-amylézy Bacillus
substilis; moZnost vyuZitia biomasy na Kr-
movindrske tucely.
Priklad 1

7 vypratého gélu pripraveného zo sieto-
vaného «(l - 4) glukdnu podla A. O. Cislo
186 059, sa vyreXa trojihelnikové profily o
hrane 1,5 cm a vloZia do Petriho misky a za-
leji sa roztokom kultivatnej tekutiny Yeast
Nitrogen Base (Difco), 0,657 g na 100 ml
destilovanej vody. Gély sa ponoria asi do po-
lovice svojej vysky. Po trojndsobne opako-
vanej sterilizdcii pri 100 °C v pare (1 hodi-
na) sa otkuje na povrch gélu kultira Cryp-
tococcus luteolus CCY 17-6-2b a inkubuje sa
pri 23 °C po dobu 48 hodin. NamnoZend bio-
masa C. luteolus na stekutenom géli (0,21
gramu) sa pouZila ako inokulum na 9Pro-
duk&nd poédu (2 1), pozostdvajicu z 0,8 %
kukuritného v¢luhu, 0,8 % kukuritného
skrobu, 0,2 % siranu aménneho a 0,3 % di-
hydrofosfore¢iianu draselného vo vode {pH
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6,1). Kultivacia prebiehala po dobu 85 hodin
pri 25 °C. Po ukongeni kultivdcie sa biomasa
C. luteolus odstrdnila centrifugédciou (3000
gramov, 5 min.) a supernatant sa zahustil na
védkuovej odparke. Ziskany surovy enzjym
w-amyldza mal celkovd aktivitu 34,3 U a Spe-
cifickd aktivitu 0,081 U/mg.

Priklad 2

Postupovalo sa tak ako v priklade 1, s
tym rozdielom, Ze kmeii Cryptococcus luteo-
lus CCY 17-6-2b sa Kultivuje na Zivnej pdde
obsahujicej 2 % kukuritného Skrobu pri
teplote 20 °C po dobu 120 hodin a pH 4,7.
Namiesto zahustenia vo védkuovej odparke
sa enzymovy prepardt spracovdva dalej afi-
nitnou metédou za vyuZitia sietovaného
gkrobu (AO & 157 955). Ziskany preCisteny
enzym mal Specifickdé aktivitu 11,4 U/mg.

Priklad 3

Postupovalo sa ako v priklade 1, s tym
rozdielom, Ze kultivdcia sa prevéddzala na
7ivnej pode obsahujicej 3 % kukuricného
gkrobu pri teplote 38 °C po dobu 60 hodin a
pH 6,8. Enz§m ¢-amyldza sa ziska zréZanim
so siranom aménnym (680 g/1). Ziskany en-
zgmovy preparat mal 3pecifickd aktivitu
0,11 U/mg.

- Vyznam vynélezu spociva v pouZiti e-amy-

lazy v potravindrstve (peCivarsky a pivovar-

sky priemysel}, priprava sirupov apod.) a v
textilnom priemysle. Amyldzovy hydrolyzéat
sa pouZiva k priprave atypickych sladidiel
a Gistych oligosacharidov (malt6za, malto-
tri6za, maltotetra6za) ako aj D-glukézy s
vyuZitim v chémii sacharidov a v klinickej
praxi.

PREDMET VYNALEZU

Sposob produkcie enzymu w-amyldzy na
tekutej Zivnej pdde .obsahujicej zdroje asi-
milovatelného uhlika, komplexné zdroje du-
sika a minerdlne Zivné soli, vyznalujuci sa
tym, Ze kmeil Cryptococcus luteolus CCY
17-6-2b sa kultivuje na Zivnej pode obsahu-

jacej 0,8 az 3 hmot. % kukuri¢ného Skrobu
pri teplote 20 aZ 38 °C po dobu 48 aZ 120 ho-
din pri pH 4,7 aZ 6,8, priom sa enzym o-
-amylaza ziskd odparenim rastovej pody,
alebo zrazanim siranom aménnym, alebo a-
finitnym predistenim na sietovanom skrobe.
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