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Sposob produkcie g-1,4-glukén glukéanhyd-
roldzy pomocou mikroskopickej huby Blas-
tobotrys proliferans.

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

Ugelom vynalezu je ziskanie g-1,4-glukdn
glukdnhydrolazy (celuldzy) schopnej hydro-
lyticky Stepit nielen celulézu a jej syntetické
derivéty, ale aj nativny derivat tamarind.

Uvedeného G¢inku sa dosiahne pomocou
mikroskopickej huby Blastobotrys prolife-
rauns rodu Blastobotrys Klopotek &elade Mo-
niliaceae, rodu Moniliales triedy Deuteromy-
cetes kultivovanej na vhodnych Zivanych po-
dach,

$-1,4-glukdn glukdnohydroldzu moZno zis-
kat o pomerne vysokej 3pecifickej aktivite
11 aZ 15 nkat/mg biomasy a vhodnych vlast-
- nostiach, predov3etkym s chladom na vysoké
zasttipenie vzacneho oligosacharidu celotrié-
zy v enzymatickom hydrolyzate (az 15 %).

Vynalez md vyuZitie v mikrobioldgii, bio-
chémii a chémii sacharidov, vSade tam kde
ide o jednoduchi met6édu spracovania polno-
hospodarskych odpadov.
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Vyndlez sa tyka spodsobu produkcie enzy-
mu g-glukdn glukdnohydrolazy (EC 3.2.1.4)
pomocou mikroskopickej huby Blastobotrys
proliferans kultivovanej na vhodnych Ziv-
nych poédach.

Pre priemyslova produkciu g-glukdn glu-
kdnohydrolazy sa pouZivaji najcastejSie na-
sledujice mikroorganizmy: Trichoderma vi-
ride, Trichoderma koningii, Neurospora cras-
sa a iné.

St v3ak aj iné mikroorganizmy, o ktorych
doposial nebolo zndme, Ze maji schopnost
produkcie g-glukén glukdnohydrolazy. Pomo-
cou gélovej metddy (A.O.C.183169) testo-
vania mikroorganizmov na celuldzovi aktivi-
tu v priebehu kultivdcie mikroorganizmov
sme zistili vyraznia produkciu celulolytickej
aktivity mikroskopickou hubou Blastobotrys
proliferans.

Blastobotrys proliferans je novopopisany
druh rodu Blastobotrys Klopotek ¢elade Mo-
niliaceae, rodu Moniliales, triedy Deuteromy-
cetes [Marvanovd L.: Two new Blastobotrys
species. Transactions of the Britisch Mycolo-
gical Society 68, 217 (1976)], izolovany =z
para orechov (Bertholletia excelsa) z po3ko-
deného jadra. O produkcii hydroldz polysa-
charidov uvedenym druhom Blastobotrys
proliferans nie je zatial ni¢ zndme.

Podstata vyndlezu spo¢ivé v tom, Ze kultiva-
ciou kmeiia Blastobotrys proliferans CCMF'-
-493, deponovany ako CBS 522.75 v Holand-
sku, resp. ATCC 34 216 — zbierka typovych
kultar USA, na Zivnej pode obsahujicej celu-
16zu alebo jej derivaty (hydroxyetyl, karbo-
xymetyl, hydroxypropyl, tamarind), pri tep-
lote 37 °C po dobu 48 aZ 120 hodin a hodno-
te pH 4,8 sa produkuje enzym g-1,4-glukan
glukdnohydrolaza (EC 3.2.1.4), ktory sa ziska
v surovom stave odparenim rastovej pody,
pripadne v predistenom stave zrdZanim sira-
nom amonnym (67 %-né nasytenie), etano-
lom alebo aceténom (1 :1).

Vyhodou postupu je predov3etkym to, Ze
priprava {-1,4-glukdn glukanohydrolazy je
velmi jednoducha, moZno pouZit stiast kulti-
vatnej pddy i nepredistené nativne substraty
obsahujice popri celuldze aj dalSie polysa-
charidy (hemicelulézy, kyslé polysacharidy,
lichenan a pod.) nakolko uvedeny organiz-
mus popri enzymoch celulolytického kom-
plexu (g-1,4-glukan glukanohydroldza, §-glu-
koziddza, celobiohydroldza EC 3.2.1-) produ-
kuje aj enzymoveé systémy schopné Stepit ho-
reuvedené polysacharidy. Dal§ou vyhodou je
vysoky vytaZzok g-1,4-glukdn glukdnohydola-
zovej aktivity, ako aj vlastnosti izolovaného
enzymu, predovSetkym jeho schopnost pro-
dukovat v priebehu hydrolyzy celulozového
materidlu celotriézu (aZ 15 % zo smesi pro-
duktov). DdleZitou vlastnostou, ktorou sa od-
lifuje uvedend 8-1,4-glukdn glukdnchydro-
laza od ostatnych doposial popisanych §-1,4-
-glukén glukdnohydrolaz je vyhodnéd nedpe-
cifita — schopnost hydrolyticky Stepit nativ-
ny analog celulézy, polysacharid tamarind,
izolovany z orechov tamarindov (Tamarin-
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dus indica) v désledku ¢oho je uvedeny po-
lysacharid moZné vyuZit pre nutritné ace-
ly.

Priklad 1

Blastobotrys proliferans CCMF-493 sa po-
mnoZi na rastovej pdde obsahujacej 2 g gé-
lu hydroxyetylcelulézy pripraveného sieto-
vanim (A. O. ¢. 183 169) ponoreného do po-
lovice vy$ky v 20 ml Yeast Nitrogen Base
(pH 4,8) rastovej p6de (0,6 g/100 ml)} a kul-
tivuje sa povrchovo po dobu 3 dni pri tep-
lote 37 °C, kedy doché&dza k stekuteniu gé-
lu. Nahromadend biomasa Blastobotrys
proliferans (0,18 g) sa pouZije ako inoku-
lum pddy obsahujicej 20 g kukuricného
vyluhu, 10 g hydroxyetylceluloézy na 1 1i-
ter pédy (pH 4,8) a kultivacia prebieha po
dobu 120 hod. Po 120 hod. kultivacie sa
biomasa Blastobotrys proliferans odfiltruje
a filtratsa =zahusti na odparke. Ziskany
enzymovy prepardt mé aktivitu g-1,4-glukédn
glukanohydrolazy 0,33 ukat pri produkénej
Specifickej aktivite Blastobotrys proliferans
11 nkat/mg biomasy.

Priklad 2

Postup podla prikladu 1 s tym rozdielom,
Ze namiesto gélu pripraveného z hydroxy-
etylceluldzy sa pouZije gél pripraveny zo
sietovaného polysacharidu tamarind (A.O.
¢. 186 059) a kultivacnéd péda (1 1) obsahu-
je namiesto kukuritného yyluhu a karbo-
xymetyl celulézy 25 g suspenzie polysacha-
ridu tamarind, 2 g siranu amonného a1 g
dihydrofosforeénanu draselného. Kultiva-
cia prebieha po dobu 48 hodin pri teplote
37 °C. Po ukon€eni kultivdcie sa biomasa
odfiltrovala a ¢iastotne precistend g-1,4-
-glukdan glukédnohydroldza sa ziskala pre-
zraZanim siranom amonnym na stupeil na-
sytenia 67 %. Ziskany enzymovy preparat
mal aktivitu 0,29 ukat a Specifickt aktivitu
13 nkat/mg proteinu.

Priklad 3

Postup podla prikladu 1 s tym rozdielom,
7e B-1,4-glukdn glukdnohydroldza sa ziska-
la z kultivatnej pddy po odstrdneni bioma-
sy prezrazanim etanolom v objemovom
pomere 1.1 ku zvySku kultivatnej pody.
Ziskala sa aktivita g-1,4-glukdn glukéano-
hydroldazy 0,42 ukat o Specifickej aktivite
15 nkat/mg proteinu.

Priklad 4

Postup podla prikladu 1 s tym rozdielom,
7e namiesto gélu zo sietovanej hydroxyetyl
celulézy k priprave inokula sa pripravil gél
zo sietovanej hydroxypropyl celulézy. Akti-
vita ziskaného enzymového prepardtu bola
takd ako je uvedend v priklade 1.
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Vyndlez md vyuZitie jednak pri priprave
8-1,4-glukén glukénohydroldzy o vyhodnych
vlastnostiach (vysoké zastiipenie celotridzy
v celulézovom hydrolyzéte), pri spracovani

polysacharidu tamarind, resp. pri zGZitkova-
ni roznych drevngch a polnohospodédrskych
produktov obsahujicich pelysacharidy.

PREDMET VYNALEZU

Sposcb produkcie enzymu g-1,4-glukan
glukdnohydroldzy pomocou mikroskopickej
huby Blastobotrys proliferans, vyznaceny
tym, Ze sa kultivuje kmefl Blastobotrys pro-
liferans CCMF-493 na Zivnej pode obsahuji-
cej celulozu alebo jej hydroxyetyl, karboxy-
metyl, hydroxypropyl derivaty alebo nativ-
ny derivat celuldézy polysacharid tamorind,

pri teplote 37 °C a hodnote pH 4,8 po dobu
48 aZ 120 hodin a enzym g-1,4-glukan glu-
kédnohydroldza sa ziskava v surovom stave
odparenim rastovej pody, pripadne v pre-
Cistenom stave zrdZanim siranom amon-
nym alebo organickymi rozpastadlami s vy-
hodou etanolom alebo acetéonom.
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