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Vyzkum vyroby bakteridlnich amylolytickych
prepardtii byl veden snahou nahradit textilni sla-
dove vytaZky, jejichZ potFebu v textilnim priimyslu
k od3lichtovadni tkanin memfiZe slada¥sky sektor
uspokojovat pro nedostafujici kapacitu svych vy-
taZkdren. Dal3i snahou je pak uspora sladu, jiZ
by se dosdhlo zavedenim této vyroby, Gspora devis
za dovoz odSlichtovacich preparatfi, jimiZ se z&asti
kryje nedostatek tuzemskych pripravkt a v ne-
posledni Fad& pak i moZnost dodat textilnimu pri-
myslu poZadované Gdinn&jsi vyrobky. V zahranidi
se v§zkum a vyroba enzymatickych pF¥ipravkil pro
tento tfel zameéfuje piFedeviim na amyldzy bak-
teridlniho plvodu, které se pro svou vysokou G&in-
nost a odolnost vagfi vys§im teplotdm velmi dobie
hodi zejména pro konmtinudlni postupy textilniho
od3lichtovavani. P¥i Fe3eni daného tikolu byla rov-
néZ naSe pozomost obracena na bakterialni amy-
ldzy pro jejich vhodné vlastnosti. V ¢&ldnku, jiZ
dfive publikovaném v tomto &asopise [1], jsou
uvedeny prvni etapy vyzkumné priace na aseku,
kdy byla pfedevsim hleddna cesta FeSeni problému.

K produkci bakteridlnich amylolytickych enzymi

se pouZilo kmenG Bac. subtilis, které byly vypésto- °

vany ve Vyzkumném istavé pivovarském a sladaf-
ském. Vyroba prepardtt se déje ve dvou hlavnich
fazich. V prvni fazi probih4 submerzni kultivace
kmene ve vhodném Zivném prostiedi ve fermen-
tatnim tanku, zatimco ve druhé fazi se ze ziskané
tekutiny vyrdbi vlastni preparat. Fermentatni te-
kutina se odstfed®nim zbavi biomasy, zahusti ve
vakuu, smisi s vhodnymi pojidly, ususdi a rozemele
na prasek.

Jako Zivné plidy pro produkci amyldaz vybranym
kmenem byly nejdfive vyzkouSeny riizné odpady
pivovarské vyroby, které obsahovaly dostateiny
zdroj dusikatych Zivin, jichZ je pro tvorbu t&chto
enzymil nezbytné& tfeba. Z rfiznych moZnosti se
jako nejvhodnégj3i ukazala kombinace kvasnitného
autolyzatu z pivovarskych odpadnich kvasnic s po-
slednimi podily vystfelkovych vod, ziskavanych
pfi vyslazovdni mlata b&hem scezovani sladiny.
S dobrym vysledkem byla vyzkouSena i nadhrada
cukrli vystfelkovych vod dextronem (odpadni pro-
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dukt p¥i vyrob& glukézy). Ukazalo se tedy, Ze pro
tvorbu amyldaz meni tfeba, aby v kultivaénim médiu
byl piitomen Skrob a Ze se amylazy v potfebné mire
tvofi v Zivném prostFedi, obsahujicim jeho 3tépné
produkty. Od fermenta&nich pokusti na tFepadce se
pieslo ke zkouSkdm v malém laboratornim fermen-
tafnim tanku o obsahu 20 1. Zde bylo mo#no upra-
vit podminky aerace a michédni zaotkované puidy
tak, Ze byly v malém méfitku obdobné podminkam
pfi poloprovozni & provozni vyrob8. V t8chto po-
kusech byla pfedev3im sledovana zavislost tvorby
amyldz na mnoZstvi pfivddéného vzduchu a na
intenzit€ michani. Vysledky jsou uvedeny vtab, 1.

Srovnami hodnot oznadujicich amylolytickou akti-
vitu fermentacni tekutiny z jednotlivych pokusil
ukazuje, Ze tvorba amyldz pouZivanym KkKmenem
je v uvedené Zivné phad#& skontena prakticky bé-
hem 20 hodin, a Ze prodluZovéni kultivatni doby
je bezvyznamné. Amylazy se ve zmatné mife hro-
madi jiZ kolem 10. hodiny fermentace. Po&atetni
pH Zivné pddy po sterilaci se pohybuje mezi 6 a 7
a z experimentalnich vysledkli je zFejmé, Ze neni
tfeba je upravovat vZdy na stejnou hodnotu. Na
zaCdtku rlistu pH ponékud poklesne, poté se viak
vyrovnavd ma plvodni hodnotu a dale postupné
zvysuje aZ k uwvedenym hodnotdm. RovnéZ i mnoZ-
stvi inokula a zpasob jeho p¥ipravy neni zde v urdi-
tych mezich rozhodujici, pokud jsou dodrZeny po-
tfebné kultivaéni podminky. (K zaofkovani Zivné
pldy se pouZivalo 20hodinové kultury na tFepadce;
ve dvou pifpadech v3ak bylo tfeba zaockovat kul-
turgu s bujonagaru). Vzorky odebrané mezi 4. a 6.
hodinou fermentace seg vyznaZuji dlouhymi pohyb-
livymi buiikami, které se po této dob& zkracujf
a ztraceji svou pohyblivost. JiZ kolem 10. hodiny
dosahuje riist poftu, ktery se didle podstatn& ne-
méni, zatimco tvorba amyldz se jest& dovriuje. Na
konci fermentaéniho procesu kultury sporuluji (viz
obr. 1 aZ 3). Dale pak je vidét, Ze zvydeni inten-
zity michdni nad 260 otafek/min tvorbu amylaz
neovliviiuje. Tento pocet otdcek bylo moZno u dané
aparatury nastavit jako nejniZ$i. Aerace Zivné pi-
dy v poméru 1 objem vzduchu : 2 objem@un phdy
za min pln& vyhovuje poZadavk@m mna vysi pro-
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S Tabulka 1
Fermentace v laboratornim fermentatnim tankun
- T |
Zi fida H !
by Kulti- s i otatky "
pokus extrakt | vacni | Amyloiyticka ‘ vzduch mi- Inokulum tljUC?l Mikroskopicky
¢. | mgcelk, | vystfel- | doba aktivita pfed kul-| pakul- | Umin | chadla | V¥ 1 ml pidy unék vzhled
/100 ml| kove v hed. v min.*] tivaci tivaci & za min v mil. vmil. |
. | vody | Sl Rl |
| | | | ! |
| 102,39 (1 e | 7 6,25 | 7,85 10 300 | 17 | 1160 |veget. buiiky, spory
{ 48 | 7 L= — —
p ] foaes 1‘ ! | L ' | l
| ! \ \ | i { | 1 : ,
! 883 | 1% | 24 | 13 L 10 300 | I 810 veget. buiiky, spory
2| | I CI 13 i | 895 | L | \ atp | vaget. buiiky, spory
ol TR IR0 R o ot Y |
= | | | { 1 | |
B e ' LLSE 2z \ 6,65 6.7 10 300 | 3,2 1070 veget. builky
| 18 17 { 7,4 I 1 veget. buiiky, spory
e SR e e SR S R 15 8,4 [ [ 1070 | veget. buiiky, spory
1 | e | ————
| 1044 19 10 I | B7 | 7.7 10 590 | 5.2 ‘ 1320 veget. buiiky
Pl i 13 ; o | — I 1agg | veget. buiiky, spory
e e 4 4l | il o | |
| e 1 ' ! ‘ ! | =
poe i ) 1 38 6,65 7,3 10 | 460 ‘ 3,3 | 1110 | veget. buiiky
2 } | i 18 L 17 i ‘ 88 ‘ { | 71150 |veget. bufiky, spory
; =y RS Sa A BT ool £ 2 | .t ! ’
| 1044 1 1% 10 23 8,7 7,8 STI R < 2,9 | 1380 |veget. buiiky
I 18 ‘ 11 . 7,75 : i | 1380 veget. buiiky
s J | | R g el !
HpeN i R T S | | '—_| [ | o
118,2 1% 10 | 10 | 85 | — 10 | 280 1 | gsn | veget. buitky
| 1 19 ‘ 8 | 8,2 | | g0 | vegel. builky, spory
St P e e e LN \ ‘ e
i | | ‘ i3 |
107.9 | 1080 | o de 16 6,7 | 7,15 10 260 suspenze | 1420 | vesget. buiiky
| | 12 10 | I | bungk z MPAT) | | yeget. buiiky
8 3 ! 16 | g 7.2 | ve 20 ml | veget. builky
| 18 8 | ! fyz. roztoku veget. buiiky, spory
| | | 24 | 6 ¥ [T | | 1400 | vegel. bufiky, spory
7 | i | | ST eSS
. f o { i ,
l g 1 1% ] 5 ‘ inaktivni } 6,0 | 5,8 | 5 260 1 3,2- 148 veget. buiiky
10 30 ' | 645 | |
A { SR 15 | e i 1080 | veget. bufiky
| 24 11 | 7,6 | | | 1080 veget. builtky, spory
- e i | | | [ 1030 | veget. buiiky, spory
A i ‘ _ . | LARG At
l 97,5 0,5 % 8 . \ 635 -| 6,0 ‘ 5 | 280 | suspenze \ 21 veget. bufiky
! | ] za 30 min l | B,8 [ 5 | bunék z MPA 350 veget. butiky
LU | 10 | ervenohn@dé | vezoml |
| | 28 7.4 r fyz. roztoku ' 810 veget. bufiky
| ; | 22 | 15 ! o8 15 e | | iy veget. bufiky, spory
|—— —_— =
; [ 1 — ‘ | 58 . o T 2,5 3 | veget. bubky
I imp4 S0 05 % 6 | imaktivai l 6,7 6,15 | | | ¢ 140 | veget. buiiky
e | 8 | za30min | [
| | 10 | fervenohng&dé | 635 | | ! 528 | veget. buiiky
\ 2| 25 ‘ 7,35 | ‘ | 790 |veget. buiiky, spory
| | odisy 16 1 I s ) i | = lveget. buiiky,

*] Amylolyticka aktivita byla méfena metodou stanoveni tzv. Wahlgemutovy reakce, uvedené v Clanku z r. 1960.

+] MPA =

masopeptonovy agar.

dukce amylaz. SniZeni obsahu dusiku v Zivné puadeé
(viz tab. 1, pokus &. 11), nevedlo k podstatnému
poklesu amylolytické aktivity fermentadni tekuti-
ny. Podle laboratornich zkouSek na ttepalce pred-
stavuje pfibliZng tento obsah dusiku nejniZ3di pri-
pustné mnoZstvi.

Vysledky laboratornich zkousek piipravy bakte-
rialnich ampylolytickych prepardtd byly ovéfeny
zkousSkami poloprovoznimi. Provedeni prvni faze
vyroby umoZnil Vyzkumny dstav antibiotik v Roz-
tokdch a podstatnou &ast druhé iaze zajistil Vy-

Obr. 1

Obr.

zZkumny nstav pro farmacii a biochemii v Praze.
Zkousky se provadEly v nerezovych fermentadnich
tancich, pritem# v prvnich dvou piipadech byl
objem Zivné plidy 100 1, v dalgich pak 250 1. K od-
péfiovani se priddvalo 0,2 1 sojového oleje na 1 hl
plidy, pFipravené z kvasnitného autolyzatu a po-
slednich podili vystielkové vody. K zaotkovani
se pou¥ivalo 16hodinové kultury produkéniho kme-
ne na t¥epadce. Kultivaéni teplota byla udrZovana

na 30°C a vzduindni se provadélo vidy polovinou
objemu Zivného média.
: ',_
G ; !
i ¥ 2 £
i
o z
2 Obr. 3



Kvasny pruimysl

Jak je vidét z fab. 2, vytvofily se amyldzy ve
viech pFipadech stejn& rychle, prakticky ve shod-
ném mnoZstvi. Prib&h jednotlivych fermentaci vy-
kazoval uréité odchylky v hodnotiach pH, které
vSak neovliviiovaly wvysi enzymatické produkce.
Oproti fermentacim v laboratornim tanku lze viak
pozorovat rozdily v =zdvislosti tvorby amylaz na
gase. Zatimco se b&hem fermentaci v tanciku hro-
madi amylazy jiZ kolem 10. hodiny, v poloprovoz-
nich jpodminkdch je v této dob& Wohlgemutova
reakce jest& nmegativni. Poté viak nastdva produkce
amyldz takovou mérou, Ze kolem 20. hodiny je
proces prakticky skoné&en, pFi¢emZ mnoZstvi vytvo-
fenych enzymi je stejné, jako u laboratornich
zkou3ek mebo je ve srovndni s né&kterymi témito
zkouskami dokonce i vy8%l. Po odstfedéni biomasy
byla vyrobend fermentatni tekutina dale zpraco-
vévana zahusténim ve vakuu a misenim s vhodny-
mi pfisadami, zvy3ujicimi termostabilitu téchto en-
zymii. Smé&s se sulila a prdskovala, pfifemZ cel-
kem bylo vyrcbeno vZdy 2,5 kg prepardtu z 1 hl
fermentadni tekutiny.

U&innost prepardtu byla srovndna jednak se
vzorky zahraniénich od3lichtovacich pFipravki
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Tabulka 2
Poloprovozni zkousky
| slozeni Zivné pidy 1\ | l { [
| - | e
. «© ! | &
3 &3 g ! 35 | z |
' Elg | & | o5 | h s | z |
= @ £ G5 a | == 2 @ Mikroskopicky
tel 2 I =g = | a3 [ | jar} =] ~g ‘ Py
L= g | = = | =3z eg | B | k¥ = vzhled
s i 0 | kS K EFS 28 | o o | = = |
© K g ) = 8 S o g | =] | 2R £ O £ 5
& = = 285 e Rl [N SR s R - "—‘
= 8 -9.% E53 D b w8 | =5 22 25 wE |
] o0 no oo = = ot 0 ‘ 9 =5 ‘ =1 0 |
§ | & | B2 | e ESg S8 122 | 2 (&2 51 &g g |
| | L o e == s
1 101,8 329 | 3509 488,2 0,4 3,8 | 6,25 5 6,3 o= — | dlouhg, pohyblivé tyfinky
10 6,4 behem 95 | kratké pohyblivé tv&inky
30 min
inakt.
15 7.1 19 808 | kratké ty&inky,
20 7.6 11 | 832 | kratké tyZinky,
| 22 7.8 9 | 852 | kratké tyGinky, spory
2 93,8 43,7 265,8 4749 0,4 38 | 63 5 6,3 == 5 | dlouhé, pohyblivé ty&inky
10 6,25 E&hem 35 dlouhé, pohyblivé tyéinky
30 min
inakt.
15 7,0 15 1268 | kratke tydinky,
20 7.3 8 1360 | kratké tycinky,
23 7,8 8 1310 A kratké ty€inky, spory
2] 98,4 37,8 345,8 462,4 0,4 3,7 5,45 10 8,5 béhem — dlouhé, pohyblivé ty&inky
30 min |
inakt. |
15 6,5 iB —_ | kratké a stfedni ty&inky,
20 7.7 9 -— kratkeé a stiednt tycinky
23 8,0 9 —_ spory
| . kratké a stfedni tycinky
|
4 101,8 41,0 345,8 435,7 0.4 31 6,45 10 8.2 béhem — dlouhé, pohyblivé tyginky
30 min
! inakt.
15 7,6 15 kratké a stfedni tycinky
20 80 2] — kratké a stredni tycinky
23 — ) kratké a stiedni tytinky
Spory
5 102,0 35,7 374,4 4544 0,4 — 6,4 10 8,4 b&hem =5 dlouhé, pohyblivé tydiniy
! 30 min
i inakt.
| 15 7,8 13 cxm kratké a stfedni tyinky
| 20 8,2 10 — krétké a stfedni tyéinky
| 22 — 9 —_ kratke a stredni tydinky
; S spory =
6 99,4 37,3 " 313,0 430,0 0,4 = 6,5 10 6,85 bshem s dlouhé, pohyblivé tyfinky
30 min
inakt.
15 7,5 13 = dlouhé a stiedni tycinky,
20 — 9 — } dlouhé a stfedni tycinky,
23 8,0 8 — spory
Pozn.: Zkoudky byly provedeny pfi aeraci fermenta&ni plidy 1/2 jejiho objemu a pfi 300 otdc¢kdch michadla za min.

z bakteridlnich a pankreatickych amylaz a jednak
s tuzemskymi sladovymi vytaZky. Hodnoceni bylo
provedeno metodou stanoveni tzv. Wohlgemutova
Gisla, které wudavd, kolik mg 3krobu se rozloZi
1 mg prepardtu p¥i 40°C za dobu 30 min [3]. Této
metody bylo pouZito proto, Ze se s ni b&Zné hod-
noti od8lichtovaci prostfedky v textilnim primyslu,
i kdyZ k ni byly vysloveny urfité vyhrady, nebot
jeji vysledky vZdy nesouhlasi s praktickymi pro-
voznimi zkudenostmi. Je to jednak teplota, ktera
je mevhodnd pro srovndni aktivity bakteridlnich
amyldz s pankreatickymi, jejichZ optimu se velmi
bliZi a dale je to pak okolnost, Ze amyldzy v tom-
to pF¥ipad& phsobi vidy na Cerstvy roztok rozpust-
ného Skrobu, zatimco u naslichtované tkaniny jde
o usuSeny Skrobovy film. Z tohoto hlediska jsou
vhodn#j31 a praxi mnohem bliZ3i metody, zaloZe-
né na pfimém zkouSeni ufinnosti p¥ipravku na
vzorku standardné naslichtované tkaniny [2]. Srov-
ndni{ rfiznych odslichtovacich prepardtii ukazalo
{tab. 3]}, Ze se tuzemsky bakteridlni vyrobek vy-
znacuje vysokou amylolytickou Géinnosti a Ze jej
pfedfi pouze vysoce ‘koncentrované prepardty
Bactolase 400% a .Novofermasol GS 600%. Podle

sl
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Tabulka 3
Udinnost odslichtovacich prostiedkil
(Wohlgemutovo &islo; 40°C)
we 6 1. Sladovy vytaZsk
Lil} —*I 23650 diast. j.)
2. Biolase — Kalle A. G,.
NSR

Enzylase - Diamalt A. G.
NSR

4, Bactolase Typ - Schwel
zer Ferment A. G.

5. Bactolase fllissig -

130 3.

90 & Schweizer Ferment
& ] A. G.

6. Bakteridlni amyldza —
0 CSSR

7. Bactolase 400% —
Schweizer Ferment
A. G.

. Novofermasol GS 600%
— Schweizer Ferment
A. G. (pankreaticky
preparat)

2 4

il

1

7 8

zpravy Vyzkumného udstavu zudlechfovaciho [4]
jsou hodnoty Wohlgemutovych tisel fady dalSich
' zahranitnich pfipravkft mnohem niZsi (Biolase P-
Kalle A, G., Novofermasol GS Typ — Schweizer
Ferment A. G., Tissoferm — VEB Fettchemie) nebo
se prakticky shodujf (Degoma I, Degoma HB —
Rohm a Haas -~ USA) s Wohlgemutovymi gisly
tuzemského vyrobku.

Vyrobené bakteridlni amylolytické preparaty
byly pak dale zkouSeny piimo v provozech péti
textilnich zavodd p¥i odilichtovani réiznych druhd
tkanin na tzv. jiggrech, ve sklddkach a ve stroji
typu Benteler. Preparaty se dobfe osvedfily a ze-
jména se pak projevily jejich pfednosti ve srovna-
ni s textilnimi sladovymi vytaZky a s tuzemskym
pankreatickym pfipravkem Syntezyt R. Tyto pfed-

nosti spotivaji pFedevdim v tom, Ze davku bakte-
ridlnfho preparatu lze sniZit aZ na 1/10 b8Zng& po-
nZivaného mnoZstvi sladového vytaZku nebo Synte-
zytu R, pfi zkraceni doby od3lichtovaciho procesu
na jiggrech aZ na polovinu. Velmi dobrych vysled-
kit bylo rovngZ dosaZeno pfi zkou3eni kontinual-
niho zpiisobu od&lichtovani ve stroji Benteler. Neni
pochyby, Ze uskutenéni vyroby bakteridlnich amy-
Iolytickych prepardtii wmoZni i zavadéni moder-
nich zpiisobii kontinualniho od$lichtovani, nebot
tyto vyZaduji pFedeviim pouZivani bakteridlnich
amylaz.

Podle rozhodnuti MPP se ma vyroba t&chto pfi-
pravkd realizovat v 0. P. Slovenské Skrobarmy
v Bolerazu. Vedlejdi produkty, popf. odpady této
kukuf.&né Zkrobarny predstavuji levné&jsi zdroj Zi-
vin, nezli je kombinace vystFelkové vody a kvas-
niéného autolyzatu, jehoZ piiprava vyZaduje urél-
tych vyssich nakladi. K danému agelu jsou zatim
nejvhodn&jsi glutenové vypalky, které zbyvajl po
destilaci alkoholu, vyrobeného zkvaSenim zcukfe-
ného Zkrobu, provézejiciho surovy gluten. Tyto vy-
palky vyhovuji svym sloZenim, jsou velmi levné
a snadno dostupné v dostatetném mnoZstvi, pro-
toZe jsou jen zdasti vyuZivdny ke krmnym Gdelfm.
V soufasné dobs se zavadi poloprovozni vyroba
pakteridlnich amylolytickych enzymi submersni
fermentaci produkénfho kmene na glutenovych vy-
palcich. Jeji vysledky jsou velmi uspokojivé a bu-
dou uvefejn&ny po skonleni vsech planovanych
zkousek.
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BAKTEPHMANLHBIE AMHWJIONHATH-
YECKHE IIPEITAPATHI

B cratbe paccMaTtpHBAKTCH pe3y.b-
TATH HCIOBITAHHH IPOBEJEHHHIX C BHI-
OpannpiM mTamMMoM B. subtilis oram-
YaIOMHEMCH CIOCOBHOCTRIO AABaTh 3HA-
YHTeJbHOE  KOJHYECTBO — AMHJIOJHTH-
yeckHX 9SH3uMOB. McnmiTaHus [OpOXo-
AMAM B JIaGOpPaTOPHOM H TMOJYIKIIOA-
TAHOHHOM MacmTabax. AKTHBHOCTB
M [POH3BOJHTENBHOCTL H3TOTOBJIEHHBIX
npenapaToB CPaBHEHBANACH C  3arpa-
HuuHEIMH  o6pasnamu.  IlosyuenHnie
yycaa BoJbreMyTa MOMKHO TPH3HATh
BecbMa GaaronpHaTHEIMH. IlpenapaTsi
onpapaanu ceff TakXKe Ha NPaKTHEE,
rie MX CpaBHHBaJH CO COJIOLOBLIMH
3KCTPAKTAMH.

BAKTERIELLE AMYLOLYTISCHE
. PRAPARATE

Es werden Labor- und halbtech-
nische Versuche mit einem ausge-
wiihlten Stamm B. subtilis beschrie-
ben, welcher eine hohe Produktion
amylolytischer Enzyme aufweist. Der
Wirkungsgrad der hergestellten Pra-
parate wurde mit Mustern von aus-
lindischen Produkten verglichen. Die
ermittelten Werte der Wohlgemuth-
Reaktion liegen sehr ginstig und
auch in der Praxis bewdhrten sich
die bakteriellen Préparate gutim Ver-
gleich mit Malzextrakten fiir Textil-
industriezwecke.

BACTERIAL AMYLOLYTIC
SUBSTANCES

The article deals with the resulis
of tests, which have been made on
laboratory and semi-production scales
with a selected stem of. B. subtilis,
outstanding for its exceptional ability
to produce great quantities of amylo-
lytic enzymes. The efficiency of pre-
parations in comparison with foreign
samples is good. The Wohlgemut
numbers are very favourable. Pract-
ical applications gave also positive
results in comparison with malt ex-
tracts.



