CESKA A SLOVENSKA
FEDERATIVNI
REPUBLIKA

(19)

FEDERALNI URAD
PRO VYNALEZY

ZVEREJNENA PRIHLASKA
VYNALEZU "

(22) 07.05.91
(32) 08.05.90
(31) 90/1030

(33) AT

(40) 17.12.91

(21) 01332-91.F

(13) A3

5(51) ¢ 12 N 9/24

(71) VOEST-ALPINE Industrieanlagenbau GmbH, Linz, AT

(72) Wizani Wolfgang dipl. ing., Steyr, AT
Esterbauer Hermann dr., Graz, AT
Steiner Walter.dr., Graz, AT
Gomes Joseph dr., Dhaka , BD

(54) Zptsob vyroby xylanazy

(57) Zpasob vyroby

xylandzy, se provadi kultivaci

houby v 2zivném prosttedi, které obsahuje kuku-

Ficné palice,

rovné? spo¢iva

s vyhodou hrube mleté. ReSenft
v houh& Thermomyces lanuginosus

DSM 5826, ktery xylanazu produkuje, didle v pou-
7it{ xylandzy a také v xylanaze, prosté exocelu-
14z a endoceluliz a ziskané svrchu uvedenym zpi-

sobem.
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‘ Vynélez se tyka zpusobu vyroby xylanazy. mikroorganis-

mu Thermomyces lanuginosus DSM 5826, ktery tento enZyym pro-

dukuje a také ziskané exo- a endocelulédz prosté xylanazy.

Dosavadni stav techniky

Odbouréni hemiceluldzy , kterd je tvofena u jednoletych
rostlin a u listnatych dfevin prevainé xylanem je nutnym stup-
n&m pfi vyrobd& bunidiny. Toto odbourédni je moZno provést bud
chemicky napPriklad extrakci za horka v alaklickém prostredi

nebo také enzymaticky pusobenim enzymi, specifickych pro uve-

e deny substrat, zsjména pusobenim xylanédz. Enzymatickym zpra-
covanim nebilené nebo Sastedné& bilené buniliny pusobenim xyla-
nidz se roz3tdpi vazby hemicelulozy a odbourd se xylan. K tomu-
to G&elu je moZno pouZit pouze Zistou xylandzu, ktera neni
zn&didtdna celuldzami, protoZe jinak by doslo také k rozsté-

peni celuldzy, coZ je naprosto neZédouci.

Xylanézy, které odbourédvaji latky s obsahem xylanu v
Zivném prostitedi a vyuzivaji je jako zdroje uhliku jsou produ-
kovany mimo jiné celoufadou mesofilnich a thermofilnich mikro-
organsim@. V zavislosti na dalS$ich latkéach, pritomnych v
Zivném prostredi, pravazné v zavislosti na celuloze se v3ak
tvori také celuléazy, specifické pro tento substrat. Aby bylo
moZno ziskat xylandzy, prosté exoceluldz a endocelulédz, je
nutno tuto xylandzu odd&lit od vytvorenych celuldz velmi prac-
nym postupem a &istit. Aby by,o mozno snizit produkci celuléz
pri fermentaci, je moZno mikroorganismy péstovat také na Cis-
té&ném xylanu. V publikaci D.J.Senior a dal$i, Biotechnology
Letters, sv. 10, &. 12, str. 907-912 (1988) se popisuje pouzi-
ti xylanaz, ziskanych z Trichoderma harzianum, péstovaného

na ¢id%téném xylanu, k selektivnimu odbouravéani xylanu.



Vyroba xylandzy péstovanim na vysoce Cistém xylanu vsak

nepada v Gvahu vzhledem k vysoké cené suroviny pro v&tSinu

technickych G&eln.

Nyni bylo neolekévané zjisténo, Ze je moZno ziskat xyla-
nédzu s prekvapivé vysokou Ginnosti v pfipadé, Ze se p&stuje
urcité houba v Zivném prostifedi s obsahem kukuriénych palic.

V tomto pripadé obsahuje produkovana xylanaza velmi malé mnoZ-
stvi exocelulédz a endoceluldz nebo tyto enzymy neobsahuje

vabec.

Podstata vynélezu

Podstatou vynalezu je zplsob vyroby xylanézy, ktery
spoCivd v tom, Ze se p&stuje houba v Zivném prostfedi s ob-

sahem kukuriénych palic.

Ziské se xylandza, ktera neobsahuje exocelulédzy nebo

endocelulézy nebo jich obsahuje Jjen nepatrné mnoZstvi.

Houby, které je moZno pouZit p#i provadéni zpusobu pod-
le vynalezu jsou takové'houby, které pri podminkéch zpisobu
podle vyndlezu mohou produkovat vysoké mnoZstvi xylanézy.
Prikladem mQZe byt Thermomyces lanuginosus ( d¥ive Humicola
lanuginosa). Kmen &eledi Moniliales byl izolovédn v Bangladési
z hald jutového odpadu zavodu, v nmé&% byla jutova vlékna zpra-
covavéna olejovou emulsi. Teplota na haldach odpadu juty
byla 65 aZz 70 °C. Kmen byl uloZen ve vetejné sbirce kultur
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturem pod
Cislem DMS 5826. Tento kmen je zv1A&té vhodny k dosazeni
velmi rychlé produkce xylndzy v Zivném prostredi, které obsa-

huje kukuricné palice.

Thermomyces lanuginosus DSM je novy a tvori rovnds pod-

statu vynalezu.
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7ivné prosttedi obsahuje krom& Zivin a stopovych prvku,
nutnych pro vyZivu houby jes$té kukuiifné palice. Tyto kukuric-
né plaice mohou byt obsaZeny jako takové nebo v mletém stavu
a popripadé sterilizované zahtétim na 110 aZ 160 °C nebo Jje
. moZno je predem zpracovat pusobenim preh?até péry. Neoleka-
van& je moZno ziskat vysoké mnoZstvi xylanézy tak, Ze se ku-
kuridné palice pred pouZitim nahrubo melou. V pripadé, Ze
jsou palice pouze Srotovany nebo jemné mlety, jsou presto
vysledky prekvapivé dobré, av3ak uZiti hrubé mletych kukuPid-

nych palic poskytuje nejlepSi vysledky.

Vhodnymivzdroji dusiku jsou naptriklad pepton z masa,
pepton z ryb, moCovina, siran amonny, sladovy extrakt, extrakt
z ryb, sojova mouka, extrakt z kvasnic a podobné, anorganické
soli jsou napriklad hydrogensiran draselny, dihydrogenfosfo-
reénan draselny, hydrogenfosforelnan sodny, siran Zeleznaty,
chlorid vépenaty, siran hofednaty apod. Abybylo moZno prizni-
v& ovlivnit tvorbu xylandzy a jeji predadvéni do Zivného prost-
fedi miZe byt vyhodné pridat sméaledla. Jde obvykle o neiontova
smaledla, napriklad Tween 40, Tween 60 nebo Tween 80 v mnozst-
vi 0,05 aZ 0,5 % hmotnostnich, vztaZeno na celkové mnoZstvi
prostfedi. Prostifedi miZe obsahovat také stopové prvky, naplfi-

klad kovy jako Mn++, Zn++, Fe't nebo vitaminy.

Prostfedi se s vyhodou upravi pridanim amoniaku nebo

kyseliny fosforedné na pH 5,0 aZz 8,0, s vyhodou 6,0 az 7,0.

Kultivace se provadi pri teploté 30 aZ 70, s vyhodou
40 a? 60 a zvlasté 45 az 55 °C. UdrZovani pH, upraveného
na poléatku fermentace, neni nutné. Je vSak moZno jej udrZo-

vat dal3im pridédnim amoniaku nebo kyseliny fosforecné.

Po skondeni fermentace je moZno xylandzu izolovat z
fermentadniho prosttredi obvyklym zpusobem. K tomuto Gcelu

se mycelium, spory a nerozpudténé latky oddéli odstredénim



nebo odfiltrovéanim. Dal3i &i&téni énzymu je mozZno provadét

obvyklym zplsobem, nap?iklad pridénim siranu amonného nebo
vysraZenim rozpoustédlem Jako acetonem, alkoholem apod. Tato
zisany surovy enzym je pak moZno dale Cistitnapfiklad filt-
raci na gelu, chromatografii na iontoménidi, elektroforézou

.nha gelu apod,

Xylanédza, ziskan& zplsobem podle vynalezu mé& vysokou
G¢innost. Bylo prokézéno, Ze pri pouZiti kukufidnych palic
Je mozZno dosdhnout daleko vy33iho vytéZku neZ pPri pouZiti
Jinych nezpracovanych surovin, Jjako jsou je&menné plevy,
pSeniCnéd sléma, p3eni&né klidky, mlets bukova kGira, vojté&sko-
va moucka, moulka z derveného Jetele a sojového oleje jako
zdroje uhliku. P?Fi pouZiti hrubd mletych kukutriénych palic

se zvySuje ulinnost ziskané xylandzy nékolikrat.

Ziskand xylandza neobsahuje bud 34dné exo- a endocelu-
lazy nebo jich obsahuje jen nepatrné mnoiZstvi. Xylanéza,
produkovand Thermomyces lanuginosus DSM 5826 byla ve vét8im
poctu zkouSek prosti uvedenych enzymi. Takova xylandza tvo?ri

rovnéZ podstatu vyndlezu.

Kmen Thermomyces lanuginbsus DSM 5826 mGZe tuto xylana-
zu produkovat nejen v prostfedi, které obsahuje kuku?rid&né
palice, nybrz i v prosttedi, které misto kukuriénych palic
obsahuje jiné pevné nebo rozpuiténé zdroje uhliku jako je&men-
né plevy, mletou pSenid&nou slédmu, nebilenou bunidinu nebo
samotny xylan. Prekvapujiciho mnoZstvi Jje vSak moZno dosah-

nout pri pouziti kukuPri-3njch palic.

Xylanaza podle vynadlezu, prosti exo- a endocelulédz méa
po vysraZeni ethynolem a po lyofilizaci nésledujici vlast—
nosti:




a) Stalost p?i rGzném pH (obr.1l)

Enzym byl inkubovéan v roztoku pufru pri razném pH 66

hodin pri teploté 20 °c. 0&innost vsech vzorkl byla stanove-
na pri pouziti 1% hemicelulozy pPi pH 4,8 nédsledujicim zpa-
sobem: 1 ml 1% roztoku substratu v pufru s citratem sodnym

o pH 4,8, (Xylan z ovesnych plev, Sigma X-0627) byl inkubovéan
pFi teplotd 50 °C 2 minuty a pak po piidani 0,5 ml roztoku
enzymu Jjesté 15 minut pri teploté 50 °c. Pak byly pridany

3 ml kyseliny dinitrosalicylové jako reakéniho &inidla ( FPU-
test podle IUPAC) a 0,5 ml 2,5 N NaOH a smés byla zahtfivana

5 minut na vrouci vodni 1l4zni. Pak byla rychle zchlazena ve
chladné vodni lazni a byla méfena extinkce pri 540 nm proti
slepé zkouSce (citratovy pufr). 0d této hodnoty Jje nutno
odeCist extinkci enzymu ( 0,5 ml enzymu + 1,0 ml citratového
pufru) a extinkci substratu ( 1 ml 1% roztoku substratu v
citridtovém pufru). Cejchovaci krivka byla provedena s pouZi-
tim 1,0 ml citratového pufru a 0,5 ml standardniho roztoku

(s obsahem 0,5 aZ 1,5 mg xylosy/ml).
Vypoclet Glinnosti xylanézy:

XU/ml = mg redukujiciho cukru (jako xalozovy test) x 0,888

Pri pH 5,0 az 7,0 se udrzi 97 a® 100 % puvodni Glinnosti

b) Optimalni hodnota pH (Obr. 2)

Enzymaticka Glinnost byla zjisStovédna inkubaci 15 minut
pri teploté 50 °c pfi pouZiti 1% suspenze hemiceluldzy v cit-
rdtovém pufru o pH 3,0 aZz 6,5, tris-pufru s HC1l o pH 7,0 aZ
9,0 a fosfatovém puftu o 6,5 az 8,0.

Optimdlni pH je 6,0 az 7,5

c) Stéalost pri vy33i teploté

Roztok enzymu byl inkubovan p¥i teplotd 45 az 60 °C

v 0,05 M citratovém pufru o pH 4,8 po dobu O aZ 72 hodin.
U&innost enzymu byla mé&fena pii pouziti 1% hemiceluldzy pri

teploté 50 °c.



Po 20 hodinédch bylo p#i teplotd 45 °C namdteno 93 %
a pri teploté& 50 °c bylo naméreno 65 % ptvodni G&innosti.

d) Optimélni teplota (obr. 4)

T T

. PP o . P PN
Enzymatickd GCinnost byla méfena inkubaci s 1% suspenzi N

hemiceluldzy v 0,05 M citratovém pufru pfi pH 4,8 po dobu
15 minut.

Optimalni teplota je 65 °C.

e)Obsah exo- a endoceluléz a beta-glukosidazy v roztoku enzymu
0 385 XU/ml

i) exo- a endocelulazy:
Pri provédéni FPU-testu podle IUPAC nebylo moZno prokéazat

zéddnou G¢innost celulézy.

Mimoto byla podrobena pusobeni enzymu dialyzadni trubi-
ce z regenerované celulodzy na 72 hodin ve vodném prostredi
a prostredi bylo zkouméno na piitomnost glukozy. Nebyla
prokdzdna Zadni glukdza. Enzymy s obsahem celuldz rozpusti

dialyzaCni trubici v n8kolika mélo hodinéch.

Déle byla stanovena povaha redukujiciho cukru v prabé&hu
dlouhodobé inkubace enzymu s bunicinou p?i pH 6,5. Mé&reni
bylo provéadéno po 3, 7, 19 a 163 hodindch. Ukizalo se, Ze
ve vSech pfipadech byla uvolnéna pouze xyléza, xylobibza
a xylotriozy, av8ak Zadna glukoza. Endocelulazy byly prokazo-
vany také pomoci agarového gelu, zbarveného OBR-hydroxyet-
hylceluldzou, nebylo mozno prokédzat Zadnou U&innost. Enzym
byl podle v3ech zkouSek zcela prosty celuléz.

Xylandza podle vyndlezu neobsahovala p¥i hranici stano-
veni 0,1 jednotky/ml teké Z&adnou karboxymethylcelulazu
(endo-B-1,4~celuldzu) a je proto mo¥no Ji uzit také prFri

vyrobé viskozy.

ii) B-glukosidazy

0,6 ml 0,05 M pufru s citratem sodnym o pH 4,8 a 0,3

ml roztoku enzymu se predem inkubuje 2 minuty pri teploté




50 °C. Pak se pridad 0,3 ml p-nitrofenol-B-D-glukosidu

(4 mg/ml pufru s citratem sodnym) a smés se inkubuje 10
minut pri 50 Oc. Reakce se zastavi pfidanim 2,4 ml 1 M
roztoku Na2C03 a pak se mé&fi extinkce pPfi 405 nm proti sle-
pé zkousce. &innost B-glukosidézy se vypolitd nésleduji-

cim zpGsobem:

IU/ml - _E_;_lg__
’ 18,5 x T

kde

E je extinkce a

t je doba reakce v minutéch.

Xylandza podle vynalezu mé€la ucinnost B-glukosidazy

0,2 az 0,9 IU/ml.

Obsah B-glukosidazy, kterd Stépi cellobidzu na glukozu
nema %4dny vliv na chovéani xylanédzy podle vyndlezu pri vyro-
b& buniliny vzhledem k tomu, Ze v nepfitomnosti exo- a endo-
celulaz nevznikaji Z&adné produkty odbouravéani celulozy,

které by mohly byt Stépeny B-glukosidézou.

f) U8innost B-xylosidézy, arabinosidézy, acetylesterézy, ace-

tylxylanesterédzy a mannédzy je £ 100 jednotek /1.

g) Podil rozpustné bilkoviny v enzymatické sm&si byl 800 mg/l,
molekulova hmotnost hlavniho podilu bilkoviny byla 24 o000

aZ 25 ooo a isoelektricky bod hlavni bilkoviny byl 4,1.

h) Cidtény enzym byl enzymaticky hydrolyzovéan na 1l peptida.
byl stanoven tet&zec 4 peptidd, obsahujicich 8, 16, 5 a 12
zbyzkl aminokyselin. Xylanéza byla na svém N-termindlnim za-
kon&eni blokovana a nebylo tedy moZno stanovit retézec z N-
termindlniho zakondeni. Na rozdil od tohoto zjiéténi obsaho-
vala xylanéza z Humicola lanuginosa sp. (= Thermomyces lanugi-
nosus) podle Anand a dal3i, Arch. Biochem. Biophys. 276, 546-

554 (1990 jako N-termindlni aminokyselinu arginin.



Xylanéza, ziskand zplsobem podle vyndlezu slouzi k enzy-

matickému zpracovéni rostlinnych surovin a vlédknitych materia-
14 s obsahem xylanu a lignoceluldzy a je moZno ji uZit s vyho-
dou napriklad k bé&leni, odstran&ni barviv, zudlechtdni bunidi-
ny pfi vyrob& viskozy nebo pro jiné predbézné zpracovani,

napfiklad k odstranéni xylanu pred Sté&penim.

Rostlinnymi materidly s obsahem xylanu a lignoceluldzy
se rozumi suroviny z listnatych a jehli&katych dfevin, jedno-
letych rostlin jako jsou len, sléma, bagasa, kenaf, réakos,
traviny apod, avSak také v1aknité materidly z rostlinnych
surovin, jako bélenéd, CA&steln& b&leni nebo nebd&lenid bunidina

nebo stary papir. :

pred pouZitim neni nutno xylanédzu podle vynédlezu 3istit,
staci odd€lit pevné Zivné prostfedi. Po odd&leni pevnych mate-
riald je moZno fermentalni prostfedi pifimo uZit ke zpracovani

vladknitych materi&ll z rostlinnych surovin.

Pri pouZiti v primyslu buniliny je moZno xylandzou pod-
le vyndlezu zpracovavat neb&lenou, &astedné bé&lenou nebo bé&le-
nou buniinu. Tim se dosdhne rozStépeni vazeb mezi hemicelu-
l16zou a ligninem. V nésledném bl&icim stupni je proto nutno i
uzit menSiho mnoZstvi béliciho prostifedku. PFi zpracovavani
CasteCn& bélené buniliny se odbourd xylan, zbyly po predbé&z-
ném béleni, &imZ se ziska &ist3i a svétlejsi produkt. (&in-
nost enzymatického zpracovani se hodnoti &islem Kappa (K),
které urcuje obsah oxidovatelnych l&tek, naptfiklad ligninu.

V b&€lené buniciné se plsobenim xylanézy dosidhné& vy33iho obsa-

hu alfa—celulézy.

Praktické provedeni vynédlezu bude osvétleno néasleduji-

cimi priklady.




Priklady provedeni vynélezu

Priklad 1

300 ml prostiedi, sestavajiciho z 9 g mletych a ususSe-
nych kukutiénych palic, 3,3 g peptonu z masa, 0,6 g siranu
amonného, 0,45 g moloviny, 0,09 g MgSO4 .7 HZO’ 0,09‘g CaCl2

2 Hzo, 4,5 g dihydrogenfosforeclnanu draselného, 0,3 ml

Tween 80, 0,3 ml S1 (1,6 g/l MnSO4. H20, 3,45 g/1 ZnSO4.
7 H20, 2,0 g/1 CaCl2 6 H20) a 0,3 ml 52 (5 g/1 FeSO4
7 H20) se upravi na pH 6,0 a sterilizuje se v autoklavu na

t¥epadce 60 minut pri teploté 128 °c.

Pak se prostfedi naokluje predbéZnou kulturou Thermomy-
ces lanuginosus DMS 5826 a kultivuje se 4,5 dni pri teploté
50 °C pri 140 ot./min.

Pak se prostifedi zfiltruje a stanovi se Gcinnost xylana-
zy (XU/ml), B-glukosidéazy (IU/ml). karboxymethylcelulazy
CMC-aza/ml) a exoglukandzy (FPU/ml).

XU/ml 389,7
po 3 dnech pPi teploté 4 °C 395,0
iU/ml 0,29
FPU/ml nelze prokazat
CMC-é4za/ml nelze prokéazat

Priklad 2

Kukuricné palice se
a) sedrotuji (velikost Céastic vé&tsi nez 10 mm)
b) nahrubo umelou (velikost &astic 3 az 10 mm)

c) jemné& umelou ( velikost &Astic men$i neZ 3 mm).

Pripravi se vzdy 1000 ml Zzivného prosttfedi, které obsa-

huje 28,6 g extraktu z kvasnic, 4,23 g siranu amonného, 10 g



dihydrogenfosforelnanu draselného, 0,3 g FeSO4. 7 H2O, 0,3 g

MgSO4. 7 H20 a 0,3 CaCl2. 2 HZO a mimoto 25 g a) Srotovanych,
b) hrub& mletych nebo c¢) jemné mletych suSenych kukufidnych
palic, prostfedi se upravi na pH 6,5 a sterilizuje ve tPepaci ~

bance 25 minut pFfi teplotd 121 °C.

Pak se prostfedi naolkuje predb&Znou kulturou Thermomy-
ces lanuginosus DMS 5826 a kultura se pé&stuje za protfepava-

ni pri teploté 50 °C. Po 5 dnech se kultura zfiltruje a stano-

vi se GCinnost xylandzy (XU/ml) v rdznych prostiedich:

Kukuricéné palice XU/ml XU/ml po 1 dnu sklgdovéni
pri teploté 4 ~C

Srotované 764 881
hrubé mleté 1601 1526
jemnd mleté 388 423 )

Priklad 3

V pripadé, Ze bylo pouZito prostredi z prikladu 2 a
postup byl provadén popsanym zpusobem, av8ak pPfi pouziti ji-
nych zdrojd uhliku, bylo dosaZeno nédsledujici G&innosti

xylanézy:

Zdroj uhliku ucinnost xylanazy (XU/ml)

kukuriéné palice (50 % hrubé,

50 % jemné mletych 477
pSeniéna sléma 232
p8eniéné klicky 186
jecémenné pluchy 61
Ulva rifide (rasa) 28

vojtéskova moulka 20
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moulka z Cerveného jetele 14
mletd bukova kura
rozpustné Skroby

sojovy olej
Priklad 4
Thermomyces lanuginosus byl péstovéan zpisobem podle

prikladu 1, av8ak misto mletych kukuri&nych palic bylo uZito

9 g mleté pSenicné sléamy.

XU/ml 104,3

po 3 dnech pri teploté 4 °c 123,9

IU/ml 0,51

FPU/ml nelze prokéazat
CMC-aza/ml nelze prokazat
Priklad 5

Thermomyces lanuginosus DMS 5826 byl péstovan obdobné
jako v prikladu 1, av3ak misto kukufiénych palic bylo uZito

jefmennych pluch.

XU/ml 222,9

po 3 dnech pPi teploté 4 °C 196,2

IU/ml 0,60

FPU/ml nelze prokazat
CMC-aza/ml nelze prokazat

Priklad 6

Thermomyces lanuginosus byl péstovan obdobnym zpisobem
jako v prikladu 1 s tim rozdilem, Ze misto kukuriénych palic

bylo uZito 9 g hemicelulozy (xylan).



XU/mi
IU/ml
FPU/ml
CMC-aza/ml

Priklad 7

151,55
nelze prokéazat
nelze prokazat

nelze prokazat

Zpracovani sulféatové bunidiny

Sudend sulfiatova bunidina z tvrdého dreva (Ruzomberok)

byla zahrivana 1,5 hodin s vodou na teplotu 45 °c a protre-

pavéna. Pak byla pridana xylanédza, vyrobend zpusobem podle

prikladu 1 a smés byla trepéna pri 230 ot./min.

a) 30 g fermentalniho prosttredi b) 90 g fermentalniho prostredi

220 g buniliny (K=19,97) 220 g bunidiny (K= 19,97)
350 g vody 290 g vody
na 1 g vlaken bylo pridéno na 1 g vléken bylo pridéano

100 XU enzymu

300 XU enzymu

Po odfiltrovéani buniiny byla stanovena hodnota &is-

la Kappa:

a) 17,45

b) 13,39
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1. Zpusob vyroby xylandzy, vy zn adcu]j ici s e
t i m, Ze se péstuje houba v %ivném prostredi, které obsahuje

kukuricéné palice.

2. zpasob podle naroku 1, vy zn ac¢ uj ici s e

t i m, Ze se péstuje houba Thermomyces lanuginosus

3. zZpusob podle néarokid 1 nebo 2, vy zn a Eugjici

s e t 1 m, Ze se péstuje houba Thermomyces lanuginosus
DSM 5826.

Zpasob podle néaroklr 1 aZz 3, vy zn a Eugjici

o)

s e t 1 m, Ze se houba péstuje pri teploté 30 az 70 C

a pri pH 5,0 aZ 8,0.

5. zZpusob podle néarokG 1 az 4, vy zn a Eujici

s e t i m, Ze se houba péstuje pri teploté& 45 aZ 55 °c
a pri pH 5,0 az 8,0.
6. Zpasob podle néroku 3, vy z n a gugjici s e

t i m, Ze se péstuje houba Thermomyées lanuginosus DSM 5826 -

p¥i teplotd 45 aZ 50 °C a pfi pH 6,0 aZz 7,0.
7. Thermomyces lanuginosus DSM 5826.

8. Xylanéza, prosta exo- a endocelulézy, ziskand kulti-

vaci Thermomyces lanuginosus DSM 5826 Vv 7ivném prostredi.

9. PouZziti xylanézy, prosté exoceluléz a endoceluléaz,
vyrobené zpusobem podle naroka 1 az 6, k enzymatickému zpra-
covani rostlinnych surovin, obsahujicich xylan a lignocelu-

16zu a vladken z téchto materidll.



10. Pouziti podle naroku 9, vy znacdu j ic i

s e t i m, Ze se xylanédza, prostéd exoceluldz a endocelulédz E
ziskd kultivaci houby Thermomyces lanuginosus DSM 5826. i
ro

Zastupuje: f ;

' / !
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JUDr. Zdetka 1ORELZOVA :

advok4tka
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