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(54) Spbsob 3lachtenis mikroorgenizmov za ugelom zvySenej produkcie polysacharid-hydroléz

1

Vynélez sa tyka spbsobu $Tachtenia mikroorganizmov (baktérif, kvasiniek, niZ¥ich a

vy&8{ch hib) za G¥elom zvySenia produkcie enzymov hydrolyticky 3tiepiacich polysacharidy.

Glykén-glykdnohydroldzy sd hydroldzy schopné Stepit polysacharidy (pripadne oligosa-
charidy) endo-mechsnizmom vo vmitornej 8asti retezcov glykénu, zatialdo glykoziddzy si hyd-
roldzy, &tepiace polysachsridy (pripedne oligosacheridy) z ich neredukujicich koncov., Via-
ceré polysacharidyhydroldézy, predovietkym glykén~-glykénohydroldzy, pbsobiace na polysacha=
ridovy polymér endo-mechanizmom, ako A-emyléza (kb =1,4-glukén glukénohydroldza EC 3.2.1.1),
celuldza (/5—l,4-glukén-glukénohydroléza EC 3.2.1.4), xylandza (f -1,4-xylén xylédnohydrolé-
za EC 3.2,1.8), lichensza ( p~1,3(4) glukdn glukdnohydroldza EC 3.2.1.6), pullulandza (bak-
teridlny R-enzym EC 3.2.1.9) a mansndza, s d0leZité enzymy 2 hladiska priemyselného pouZi-
tias (pivovarnictvo a sladovnictvo, potravindrsky, krmovinérsky e textilny priemysel, spra-
covenie polysachsridovych odpadov). Preto Jje déleZitym problémom technickej nikrobioldgie
nielen vyber vhodnfch produkdngch mikroorganizmov, ale aj moZnosti udrZenia, pripadne dal-

3ieho zvysenia produkdnych vlastnosti vybranéhe kmefla pre produkciu glykdn-glykdno-hydroldzy.

Podstata vyndlezu spotiva v tom, %e viacndsobnfm pasdZovenim vybraného kmena, produku~
jiceho polysacherid hydroldzovd enzymovid ektivitu na restovjch pédach s hydrofilnym gélom
prislusného polysacharidu ako jediného zdroja uhlika upraveného sietovanim s epichlorhydri-

nom, ziska sa vy3lachteny mikroorgenizmus schopny za rovnakych podmienok kultivdcie produ-
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kovat 1,5 a¥ 5-krdt viac polysacherid~hydroldzového enzymu v porovnanf s nevy&lachtenym

mikroorganizmom,

Gé1 pripraveny sietovanim deného typu polysacharidu bifunkénym ¢inidlom o vhodnom stup-
ni sietovenia m4 zachovené substritové Qlastnosti predovetkym pre hydroldzy pbsobiace endo-
mechanizmom, Ztepiace retazce polysacharidu z ich vnitornej Sasti. Substrdtové vlastnosti
sietovanfch polysacharidov pre hydroldzy, ktoré pésobia exo-mechanizmom si podstatne zhor-
Sené voXi polysacharidom modifikovenym. Tak sietovenim mekromolekuldrneho polysacharidu
160 priednymi hydroxypropdnovymi mbstikmi zhorSia sa substrdtové vlastnosti tak modifiko-
vaného polysacharidu vo&i vychodziemu pSvodnému polysacharidu a¥ na 0,6 %, & predstavuje
v pripade polysacharidu o.mol. hmotnosti 106, 76 glykozylovjch jednotiek pripedajicich na
Jednu prie¥nu viizbu e substratové vlastnosti pre hydroldzy pdsobiace exo-mechanizmom sy
obmedzené maximdlne na 37 &lykozylovich jednotiek pri neprodukujucich koncoch retazcov po~
lysacharidu. Pasdfovenim mikroorganizmov na géloch sietoveného polysacheridu dochddza
k pomnofeniu a tym k relat{vnemu obohateniu kultidry populéciou schopnou utilizovat takto
modifikovany polysacharid, a to predov3etkym primdrnym ¢¥inkom 8lykén-glyk4nohydroldz.,
Oligosacharidové produkty G¥inku prisludngch glykén-glykénohydrqléz na ich modifikované
polysacharidy méZu byt Jelej utilizované exo-enzymami daného typu aZ na vroved monosacha-
ridu,.

Vfhodou uvedeného postupu 3Yachtenia Je skutoZnost, %e mnoZstvo produkovanej glykdn-
-glykénohydroldzy v Jednotlivych pasdZach za pousitia gélov tvarovanfch v Stenderdnom tva-
re povrchu a o Btandardnej sudine sa indikuje dI%kou Xasového intervalu potrebného k stekﬁ-
teniu vzorky gélu pri zachoven!{ Stendardného inokula. Mikroorganizmy vy3lachtend uvedenym
postupom 8i ponechdvaju zvySené produkiné vlastnosti pre dany typ glyksdn 8lykdnohydroldzy
po dobu niekolkych mesiacov a¥ Jedného ‘roku.

Priklad 1

\

Bacillus subtilis CCM 1718 sa pasdZoval 8-krdt na péde Yeast Nitrogen Base YNB
(0,6 g/100 ml) & gélom sietovane j emlezy trojuholnfkového tvaru (dlzka strany 1,5 cm,
vyska gélu 0,4 em), pri inokulum 105 buniek sa stekucovala 3tandardng vzorka gélu (o su-
chej hmotnosti>150 mg emylozy) v priebehu prvej paséie za 3 dni, v priebehu 4. pasd¥e za
15 hodin, v priebehu 8. pasi¥e za 10 hodin. Produkeis enzymu ol -amyldzy s Beeillus subti-
lis (0,3 g biomasy) sa prevddzale na p8de obsahujicej 30 g kukuri¥ného vfluhu a 7,5 g Skro-
bu na 1,5 litra vody (pH 748)« Po 20 hodindch fermentadného procesu sa biomesa Bacillus
subtilis oddelf centrifugéciou & extraceluldrna A -amyldza se ziska v surovom stave z pro-
duk&ného média jeho zahustenim, slebo v purifikovanom stave uplatneni{m afinitného postupu
zachytenia o -amylézy na sietovanf Skrob (J. Zemek, L. Kuniak, J. Burianek a P. Zajac:
Spdeob izoldcie ot-amyldzy, &a, patent 157 955 (1975)). Ziskand aktivita A-emylédzy
184 m.j./1 pbdy u nepasdZovaného kmefia 813 m.j./1 u kmeBa 8-krdt pasédZovaného cez gél pri-
praveny zo sietovanej emylozy.

Priklad 2
Aureobasidium pullulans CCY 27-1-36 aa pasdZoval na pbde YNB (0,6 g/100 ml) s gélom
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sietoveného fh-xylénu (xylén z bukového dreva). Tver gélu a inokulum tak ako Jje uvedené

v priklede 1. Suchd hmotnost gélu 150 mg xylénu. Stekutenie gélu v 1. pesdZi prebehlo za

3 dni, v 2. pesd%i za 2 dni, v 3. pasédii za 30 hod{n a v 4. pasd%i do 24.hodin. Produkcia
enzymu xylendzy sa prevédzela na médiu, obsshujicom 30 g kukuri&ného vyluhu, 5 g nepreéis-‘
teného xylénu, 2 g sirenu amonneho a 2 g kyslého fosfore&nenu draselného, 4 g biomasy Aureo-
basidium pullulens ne 1,5 litra fermehalnej pddy (ph T7,0)e Po 4 dhiovej submerznej Permenté-
cii na reciprokej trepefke sa biomasa Aureobesidium pullulens oddell centrifugdciou a fil-
tréciou a extraceluldrna xylandza sa ziska v surovom stave z produk&ného média vyzrdZanim
s{renom emonnym (700 g/liter) s ndslednou dialyzou a lyofilizdciou. Ziskand ektivita xyla-

nézy 27,1 m.j./1 u nepasdfoveného kmefis; u kmeha 4-krdt pasdZovaného 112,8 m.j./1.

Priklad 3

Tek sko je uvedené v priklade 2, s tym rozdielom, %e sa Aureobasidium pullulans CCX
27-1-36 pasdZuje cez gél, pripraveny zo eiefov7nej hydroxyetylcelulézy (ponoreny v INB dee
(0,6 g/100 ml)). 6-ndsobnym paséZfovenim sa zv§sila produkcia celuldzy (Cy) o 240 %. Pro-
dukind pdda cbsehovala 5 g kvasni¥ného autolyzétu, 20 g hydroxyetylcelulézy, 2 g sfiranu
amonneho a 2 g kysiého fosfbre¥nanu drgaélného & 4 g biomesy Aureobasidium pullulens na
1,5 litra vody (pH 6,5). VytaZok celuldzy u nepasdfovaného kmela 45,2 m.j./1, po 6-nésob-

nom paséfovani 108,5 m.j«/l.

Prikled 4

Bacillus licheniformis CCM 2145 sa paséfoval 5-krét na pbde INB (0,6 g/100 ml) & gélom
sietoveného licheninu za podmienok opisanych v priklade 1. Standardnd vzorka gélu priﬁrave-
ného zo sietoveného lichenfnu (o suchej hmotnosti licheninu 180 mg) sa stekutila v priebe-
hu 1. pasiZe ze 3 dni, v priebehu 2. pesdie za 1,5 dna, v priebehu 3. pasédfe za 1 den,

v priebehu 4. a 5. pesdZe do 24 hodfn. Produkcia enzymu lichendzy sa prevédzﬁla na pbdde
obsahujicej 10 g kukuri&ného v§luhu, 10 g Zitného 3rotu, 2 g sfrenu smonneho a 2 g kyslé-
ho fosfore¥nenu draselného a 0,5 g biomasy Bacillus licheniformis na 1 liter vody (pH 6,2).
Po oddeleni biomasy centrifugéciou sa extraceluldrna lichendza zi{ska z produk¥ného média

v surovom stave jeho zshustenim. Ziskand aktivita lichendzy 58,4 m.j./1l u nepasé?bvanéhn
xmefa, 187,6 m.j./1 u kmefia 5-krét paséZovaného.

Vynélez mé pouZitie pri &Yachtent priemyselnych kmefiov mikroorganizmov produkujdcich
polysacharid-hydrolézové enzymy, nakolko mikroorgenizmy vy3lachtené podla vynélezu sa vy-
znaduji niekolkondsobne vy33ou produkciou polysacharid-hydroléz zea rovnakyeh kultiva&ngeh

podmienok.

PREDMET VYNALEZU

Spbsob Blachteniea mikroorganizmov na zvjSend produkciu polysacharid hydroiéz, vyzna-
Zujyci sa tym, Ze vybrany kmei,hprodukujﬁci polysacharid hydroldzovi enzymovy ektivitu sa
viacnésobne pasiZuje ne rastovjch pédaech s hydrofilnym gélom odpovedajiceho sietovaného

polysecharidu ako Jjediného zdroja uhlika s epichlorhydrinom.
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