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Enzymy bakterif, kvasinek a plisni — 1. dast %)

VEechny mikrobiclogické procesy, at uf kvasné,
oxydacni nebo synthetické, jsou v podstatd zalofeny
na ¢innosti enzymi, Nejvétsi dast téchto procesii je
Provadéna enzymatickymi reakcemi ve spojeni s Zi-
vymi a ve v&tSind pFipadd rostoucimi bufikami mi-
krobii. Pfedmétem na$eho pojednani jsou vsak bio-
chemické procesy, které probihaji nezavisle na Zivé
buiii’:e, t. j. procesy pouzivajici vice nebo méné upra-
venych enzymovych pFipravkii, ziskanjch &innosti
mikroorganismi, t. j, bakterii, aktinomycet a hub.
Poslednich padesat let technické mikrobiologie pfi-
IlgSlo' tolik novinek, Ze technologie a vyroba mikro-
bialnich enzymil tvofi dnes vyznamny obor, jehoz

vadnimu rozsahu a perspektivim je v&novéno
mnoho pozornosti v soufasném svétovém odborném
tisku, z n&ho# je t¥eba uvést alespofi zikladni mono-
grafie a piehledné dlanky [1, 2, 3, 4, 5, T, 8].

: 'Tgﬂl‘eticky'm otizkédm vzniku a” éinnosti enzymi
e Ylenﬂval’lo (kromé nepfehledného mno¥stvi pivod-
fien praci) nékolik nejnovéjSich kompilaci, mono-
g:‘a]j"él a uc?bn_l'c,[ﬁ, 12, 13, 14] a téZ roéné pravi-
Ad Vychdzejici Ergebnisse der Enzymforschung,
5 Va“i'l{c::dln El;zymology a obsahli pojednani v An-
S ew of Biochemi : i

M.Iel'obiology_ chemistry a AnnuqlxRewew of

Ové preparity, nalefejici do shora vymeze-

e
mariluz,' Cast bude ot:

i8téna v nejbliz8im Gisle Kvasného pri-

ného ramee, jsou tohoto typu: 1. enzymy odd&lenéd
riznym zplhsobem od produkéniho matefského mi-
kroorganismu a 2. enzymy, jejichZz preparat obsa-
huje i Zivotaschopné matefské organismy. K prvni
skupiné patfi enzymy rtzné purifikované a distecné
isolované, a to piedev8im komplexni systémy, obsa-
hujici éasto cely pestry soubor individualnich en-
zymii, avBak charakterisované nebo prichézejiel na
trh na podkladé aktivity jedné nebo dvou sloZek.
Nejlépe znamé a také nejvice uiivané jsou enzymy
hydrolytické, pfedeviim amylazy, pektinmethyl-
esterdzy, lipazy, Anvertdza, proteinazy atd., aviak
v posledni dob&’i enzymy oxydoredukéni, dekarbo-
xylazy a pod.

Amylazy [viz téZ 40, 48, 51,-132, 159] ve forms
preparati byly zavedeny jiZ dfive neZ pFed pade-
sati lety Jokichi Takaminem, ktery vyuZil zkuSe-
nosti g t. zv, kodZi, které ve Vychodni Asii je ob-
dobou naseho sladu a ziskiva se od nepaméti z ry-
zZovych otrub, které se nechavaji proriist kulturami
plisni predevdim ze skupiny Aspergillus flavus-
oryzae. Takamine pfipravil rizné obdoby t. zv. taka-
diastazy, prepariatu s vysokou amylolytickou akti-
vitou, ziskaného ze substritu, na n&m% rostly jme-
nované aspergily. Tyto amylazové preparaty vyka-
zuji znadnou aktivitu e-amylizy, t. j. $tépi dlouhé
polyhexosové Fetdzce s ¢-1,4 glykosidickymi vaz-
bami na krat3i dextriny a uvolfiuji maltosu a glu-
kosu. Jsou tedy obdobné sladovym amylizim a byly
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piipraveny vysoce purifikované nebo i krystalické
[9, 55, 10, 11].

S fispéchem bylo ufito k jejich isolaci i papirove
chromatografie [44, 95, 153] a elektroforesy na pa-
pife [153]. Témito metodami byly ve filtratu z As-
pergillus oryzae zjistény i daldi enzymy jako mal-
tiza, g-glukosidaza, sacharaza, rizné transglyko-
sidazy, proteaza, kataléza, celulaza, fosfatiza a jiné
esterazy [96, 133].

Rovnd? mechanismu jejich 0&inku na slozky
gkrobu (t. j. amylézu a amylopektin) byl vénovan
velky zdjem [15, 16, 17, 18, 19, 20, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 49, 58, 59, 65, 73] .

Je uvajovano i o pritomnosti g-amylazy u plisni
[21].

V souvislosti & t&mito problémy byly Vypracovany
nové metody hodnoceni Einnosti téchto enzymi.
Bylo zavedeno testovani amylaz difusni metodou po-
moci papirovych diskl na gkrobovém agaru [22, 23],
popsany mové modifikace viskosimetrického sledo-
vini ztekucovani Skrobu [24, 63] i ve spojeni s dex-
trinisaéni zkouskou [25, 26, 27, 43, 64].

Viznamnd se zde uplatiiuje i papirova chromato-
grafie [70, T1, 146, 147], po prip. kolorimetrickd
metoda zalo¥eni na schopnosti Skrobu vazat bar-
vivo [80] nebo stanoveni cukri pomoci selektivniho
odkvagovani [116, 150]. Studovany byly podminky,
ovliviiujici produkci amylaz b&hem kultivace [69,
72, 97, T7, 60, 98, 148].

Amylolytické preparaty se pFipravuji v podstaté
dvojim zpisobem: velmi roziifensa je kultivace pro-
dukénich mikrobfi na pevnych pitdach, jako na p¥.
na upafenych pleniénych otrubach, rozestfenych na
liskédch a naodkovanjych sporami produkéni plisné.
Po ukondené kultivaci, pfl niZ se kontroluje teplota,
vihkost atd., pfichazeji plisilové otruby do perko-
litorti a enzym je extrahovin rozpoustédly (vod-
nymi), ze kterych je pak graZen alkoholem, rychle
odcentrifugovin a zbaven alkoholu, aby mnedoslo
k po¥kozeni enzymu. Suchy prafek je pak rizné
upravovan stabilisitory, aktivatory, lstojnymi so-
lemi a pod. [81].

Tohoto principu je uZivano i u jinych produkénich
kmenfi (A. niger, Rhizopus oryzae, B. subtilis a po-
dobné) a enzymi téZ v kontinualni fipravé [131].

Druhy zpiisob uZivd tekutych pid pfedevdim za
submersnich podminek, t. j. vzdusnéni a michani.
Tyto podminky vyhovuji 1épe bakteriim, avdak ani
u nich nebyla ovladnuta znaéni variabilita, ktera se
projevuje v nestejné rovnovize souboru produko-
vanych enzymi. ProtoZe submersni metoda je po-
stupem, ktery dovede vyrobu mikrobiadlnich enzymi
postavit na ekonomicky zéklad, je tfeba zvysit za-
jem o jeho aplikaci v tomto fiseku. Pfedpokladem
oviem je ovladnuti variability produkéniho kmene,
coZ viak lze jen po poznani jeho vlastnosti a res-
pektovini poZadavkil tohoto sivého organismu. To
je tedy tkol zékladniho vyzkumu. Zde jiz byly zis-
kany slibné vysledky, jako na pf. varianty A. ory-
zae po plsobeni ultrazvuku s vyssi produkei amyldz

(54], po ozafeni ultrafialovymi paprsky [141, 142]
nebo pomoci vegetativni hybridisace [75]. Pozor-
nost je vnovéna i selekei po monosporickém vysevu
[61, 62] a samoziejm& i fipravé media [69, 92, 93,
04].

Oba popsané zplsoby vyroby pitvodnd uréené pro
pHipravu amyliz jsou s fispdchem uZivany po nale-
#itych Gpravach i pro ziskéni jingch enzymi. Amy-
lazové preparaty plisiového piivodu maji Sirokou
mo¥nost uziti a proti sladovym amylazam maji tu

vyhodu, %e vhodnym zplisobem piipravy lze ziskat
preparaty s pozadovanymi vlastnostmi. Tak t. zv.
,.Clarase Pectin“ neobsahuje pektinmethylesterézu
a polygalakturonizu a je proto hojné uZivan k Ce-
¥eni pektinovyeh vyrobki z jableénych hydrolysatd,
pormélng zakalenych ¥krobem. Ze zkusenosti- vime,
%e prosty vyluh z plisiovych otrub Aspergillus ory-
zae Stépi Skrob v téchto hydrolyzatech, p¥i cemZ ro-
solovaci mohutnost pektinu neni dotdena [149, 151.7.

Aby bylo zjisténo, Ze v preparatu p¥ipadné pfi- }
tomné stopy pektolytickjch enzymt nebudou des- |
truovat pektin, 1ze pfidat do preparatil malé mnoZ- |
stvi moéoviny nebo thiomofoviny, které tyto en-
zymy inaktivuji [99]. Jinym mistem, kde se s uspé-
chem uziva amylolytickych plisiiovych preparatl
[100, 101, 156, 130], je vyroba chleba. Amylaza
z Aspergillus oryzae pfidana do chlebového tésta
zlepduje jeho vlastnosti tak, Ze se lépe zpracovava
a chléb ma lepsi stabilitu i jakost. Enzymovy pre-
parit musi mit téZ uréitou aktivitu proteolytickou,
protoZe se poZaduje mirné nastépeni glutenu. Dale:
mA preparat atakovat Skrobova zrna a produkovat
hojné maltbzy, aviak ménd dextrini, aby chléb ne-
byl lepkavy. Tyto poZadavky oviem spliuji jen né-
které kmeny vhodné vedené [139, 1571. .

P#i piipravé sladkych syrupit ze Skrobu se téz
uziva plisiiovych amylaz (Aspergillus flavus). Sy-
rupy nekrystalisuji, obsahuji hojn& nizkomolekular- =
nich dextrinti a maltézy, aviak mélo glukézy. Rov- =
né%z ve farmaceutickém pramyslu pii extrakei al- =
kaloidii 1ze s vyhodou uZit amylaz, které odstrafuji
polysacharidické sloZky [68]. Ve farmaceutickém
primyslu lze uZit diastatickych enzymi k odstra-
néni pyrogeni [155].

Zyy$uje se zijem i o bakterialni amylazy. Byly =
studovany amylazy u Klostridii méselného [34] a =
butanolacetonového kvaseni [45, 461, aktinomycet 5
[129], které jsou pozoruhodné tim, Ze produkuji jen
e-amylazu, a fady jinjeh bakterii [38, 39, 50, 56,
78, 154]. Byl té% patentovan submersni postup kul-
tivace [87, 88]. :

Pro maximalni produkei enzymu u B. mesente- =
ricus je tfeba silného vzduSnéni [134] a teploty:
350, . j. vy&3i neZ pro maximélni rast (300) (135} =
a koneénd vhodného sloZeni substratu (8krob, etha- =
ol a pepton) [136]. Jiné kmeny oviem vyzadujf-
jiné podminky a k jejich fermentaci lze uZit i rliz-
nych odpadnich ved, jako na pi. vody i zbylého my= E
celia po fermentaci penicilinu [137].

Produkei bakteridlnich amylaz lze zvysit pfida-
nim taninu do media [91] a vhodnou upravou me-
dia [34, 56]. ]

Amyliza z B. subtilis ma vynikajiel vlastnost ve:
své vysoké thermoresistenci. Enzym je plnd aktivni. =
pki 950 a udrii si aktivitu i po nékolikaminutovem =
varu v pritomnosti Skrobu. Tim se dostiva na pi =
textilnimu primyslu moZnost odstrafiovat $krobo- =
vou apreturu z vlaken kontinualng, rychle a za Vy- =
sokjch teplot. Skrob mirnd naitépeny timto em- =
zymem se rovnéi Casto u¥iva v textilnim a papi-=
renském promyslu (lepeni). K

P#i hydrolyse Skrobu se vyznamné uplatiuji
enzymové piipravky, kteréd je tfeba zafadit do
skupiny enzymovych preparati, t. J. takovych, kteres
nebyly separovany od matefského organismu. IN&
prvnim misté jsou to opét plisiiové otruby a po-.
dobné virobky s amylolytickymi lastnostmi. Jejichs
piiprava byla zhruba popséna Vyse. Rozdil Je-
v tom, ¥e se tdchto plisiiovych otrub uzivi: buds
piimo piimichénim do substréitu, nebo jsou pieds

bt e
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pouzitim vyluhoviny vodnym roztokem nérazni-
kovych soli, ¢im% se ziskd aktivmni enzymovy filtrat.
Takto se pouziva amylolytickych plisfiovych otrub
predeviim na misté sladové diastazy ke zcukiovani
gkrobu pii pFipravé zipar pro alkoholové kvaSeni.
P pipravé amylolytickych pFipravklt se hojné
u¥iva povrchové liskové metody [90, 102]. Rovnéz
submersni piipravou amylolytickych roztoki se za-
byvalo vice praci [35, 37, 57, 60, 76, 77, 82, 83, 84,
85, 86, 89, 103] a doporucuji uZivat takto pfiprave-
nych plisfiovyeh amylaz ke zcukfovani obilnych za-
par pro alkoholové kvaseni [36, 41, 42, 47, 66, 67,
74, 79]. :

Vyhodou pfi tomto procesu je sekundirni 5t&-

ni oligosacharidl (dextrinti) pfi vlastnim kva-
Zeni [52, 53] i mo¥nost vyuZiti riznych odpadnich
latek, jako sloZek fermenta¢niho media (vypalky po
butanolacetonovém nebo lihovém kvaSeni [138]).
Pro bramborové zipary jsou plisfiové amylazy
vhodné [41, 42, 106, 152] pravé tak jako pro riizné
obili [92, 107].

Velka pozornost byla vénovéana v této souvislosti
vzniku nezkvasitelnych oligosacharidi a_jejich Sté-
peni [112, 113, 114, 115, 117, 119, 123, 116, 126, 127,
128, 150] a funkei transglykosidickych enzymi,
ovliviiujicich dynamiku hydrolysy Skrobu [118, 120,
121, 122, 124, 125, 147, 150].

Submersni fermentace vSak musi byt chranéna
pred infekei, protoZe nékteré kontaminujici bakterie
mohou vytvorené amylazy svymi enzymy opét
itépit. Podle seriesnich zprav [104, 105 111]
je vytézek alkoholu z takto pFipravenych zapar
vy&% neZ ze zApar zeukfenych sladem. Jsou-li plis-
fiové nebo bakteridlni amylazy p¥ipraveny sub-
mersnd, lze dosdhnout i zlevnéné ceny lihu proti
normalnimu postupu se sladem. Velmi oviem zaleZi
na aktivité preparatu. U plisfiovych otrub jsme na
pf. shledali, ze pFi zachovani potfebnych podminek,
jako je piistup vzduchu, regulace teploty a vlhkosti,
vyika vrstvy otrub a koneén& volba vhodného
kmene, lze ziskat preparaty, které maji vysokou ak-
tivitu, zdaleka prevydujicl preparity z jinyech sub-
strati. Proti sladu maji plisfiové a bakterialni amy-
lazy etné vyhody, ale 1 nékteré nevyhody. Vyhodou
je jejich dlouh4d skladovatelnost ve vysuSeném
stavu, moZnost levné a jednoduché piipravy méné
naroéné nez je sladovéni, pfitomnost t. zv. limit-
dextrindzy - a i jinych enzymiu podilejicich se na
hlubdim rozitdpeni skrobu za vzniku vétstho mnoZ-
stvi zkvasitelnych cukrii. Nejvétdi vyhodou je, Ze
lze Fidit vz4jemny pomér sloZek amylolytického en-
zymového systému jednak vybérem produkénich
kment, jednak fpravou kultivaénich podminek, jak
jsme jiZ ukézali v nasich pracich, které byly publi-
kovany nebo predneseny [147, 148]. Nevyhodou né-
kterjch plisfiovych amyldz miZe byt charakteris-
tickA zména chuti alkoholu, kterd vSak neni nepfi-
Jemni a vyrobku lze pouZit jak k pitnym, tak
1k technickym tié¢eliim. Plishové amylazy maji slabii
ztekucovaei schopnost nez sladové, jsou viak v tomto
ohledu vyhodn&jii ne% bakterialni [140]. Doporu-
Cuje se proto piidavat_malé mnoZstvi sladu mebo
Provést nékteré fipravy. technologického postupu
(152, 160, 161].

__ Na pibuzném principu zaloZeny amyloproces se
nyni uZiva hlavné na Dalném Vychogé [108, 109,
110]. Japonsti badatelé studovali riizné aspergily
(A niger, A. usamii, A. oryzae, A. awamori) pH
';CSUkrovani zapar u dvoufizového procesu a dosahli

7% teoretického vytézku [143]. U jednofizového

procesu se osvédéil Rhizopus javanicus [144].
Rychlej$iho ztekuceni byle dosaZeno hydrolysou
husté zépary ziedénou kyselinou. Plisfiové enzymy
pak provedou dokonalé zcukieni [143].

Na problému nihrady obilnich zelenych a su-
chych sladi amylolytickymi plisfiovymi preparaty
se u nas pracuje jiz od r. 1949 a nékieré vysledky
byly jiZ publikovany [40, 41, 42, 152]. Po labera-
tornich a poloprovoznich zkoufkach byly vysledky
prevedeny p¥es pokusné provozy Vv zemé&délskych
lihovarech (Zaborna, Staré Zdanice a Stitina) do
praktického provozu. Dnes jiz mimo vlastni vyrohny
plisfiovjch preparatii (pracujici liskovym zpiso-
bem a pridruZené k lihovaru) pracuje v CSR podle
novyech technologickych postupll vypracovanych
pracovniky V§zkumného tstavu kvasného primyslu
v Praze v éele s Dr Ing. J. Malcherem 20 lihovard.
Daldi roziiteni zavisi na vystavbé novych vyroben.
Podle zpravy J. Malchera [162] poufiti suchych
plishiovjch preparatd umozituje okamzité zaha-
jeni vyroby, odstrafiuje namahavé price pfi vy-
robd zem&ddlského lihu, usnadiiuje mechanisaci vy-
robniho procesu a zlepSuje vlastni techniku vyroby
zem&ddlského lihu. Postupné bylo v naSich pomé-
rech plisiiovymi preparaty nahrazeno v kampani
1952—53 souhrnné 7 tun jeémene, v r. 1953—54
15 tun, v r. 1954 55 30 tun a v kampani 1955—56
klesla spotfeba jeCmene o 45 tun. Do piisti kam-
pand mi byt dokonfena mechanisace vyroby plis-
fovych preparatii na jednom pracovisti u Slezskych
lihovart s roéni kapacitou 250 tun suchého pro-
duktu a pro dalsi rok je poéitano s dalii vyrobmou
ge stejnou kapacitou. -

Plisni se u nas pouZiva jak pfi vyrobé lihu z ha-
varovaného obili, tak p¥i vyrob& lihu z brambori,
Nedostiznym zeukiujicim prostfedkem jsou plisné
p¥i kombinované vyrobé gkrobarensko-lihovarské,
nebot davaji moznost uskuteénit vyrobu v lihovaru
se dvéma zaméstnanci.

Obdobné zkufenosti jsou hla%eny i ze SSSR [158,
1617.

Uvasime-li, ¥e asi &tvrtina sv&tové produkce jeé-
mene je sladovana, mohou plisfiové amylazy zna-
menat zna¢nou Usporu obilovin.
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