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Primyslova vyroba plisiovych glukogennich amylaz

MILDS KULHANEK, Vyzkumny tstav pro farmacii a bischemii, Praha

Problematikou pfipravy glukamyldzy a enzyma-
tické hydrolyzy $krobu v glukdza se zabyval pfed-
chézejici &lanek [1]. Toto sdéleni podava piehled
o vyvojl a soufasném stavu technologie plisiiovych
amylaz, zejména glukamyldzy.

Plisiiové amylazy je moZno vyrdb&t povrchovou
kultivaci na tuhé Zivné phds, nejfastéji otrubich
nebo hloubkovou fermentaci v tekutych pidach ve
fermentaénich tancich [2—5, 22, 23]. V labhorator-

nim mé&Fitku byla také popséna klidova kultivace
na povrchu tekutych pad [3, 7]

Kultivaci plisn& na otrubdch k vyrobZ plisiiové
amyldzy zavedl Takamine [8]. Otruby ovlhiene
-zFeddnou kys. chlorovodikovou se po sterilaci za-
ofkuji sporami plisn& a rozprostfou v nékolika-
centimetrové vrstvé na perforovanych plechovych
tacech nebo sitovych liskdch. Po kultivaci v klima-
tizované komofe se plisiiové otruby extrahuji vo-
dou, popf. s -pFisadou chloridu sodného. SrdZenim
extraktu rozpoudtédly (metanol, aceton, etanol,
isopropanol), popf. siranem amonnym a sudenim
pii nizké teplotd se pfipravuje amylazovy koncen-
trat. NevyZaduje-li se vysokého stupné purifikace,
je moZno gxtrakt sudit rozpraSovanim {2, 9]. Tohoto
jednoduchého a spolehlivého zplisobu kuliivace se
poufivd dodnes jak v primyslu, tak i pfi laborator-
nich pracich na piipravé plisiiovych otrab. Pozdéji
bylo popsdno kontinudlni mechanizované uspolé-
déni kultivace na tdcech [10, 11] a patentovano
zafizeni pro mechanizovanou vyrobu amyldzovych
preparatii povrchovou kultivaci [12]. Prfes tyto
moZnosti mechanizace pouZivala i v tomto oboru
pritkopnickd americkd firma Takamine Laboratory
v r. 1957 stdle starého jednoduchého postupu —
tdcfi nmisténych na vozikadch v kultivaénich komo-
rach [13]. Tohoto zpisobu se také pouZivd s USpé-
chem v Japonsku pFl vyrob& glukamyldzy za pouZiti
kment Rhizopus [5].

Jiny zptisob kultivace plisni na otrubdch, kterého
pouZival po ur&itou dobu i Takamine, je kultivace
v pomalu rotujicich v&tranych bubnech [10, 2, 5]
Péstovani na tdcech davd ve srovndni s otAcivymi
bubny rychlej§i riist a produkci enzymu [14]. No-
v&jl je uddvana jako dalsi nevyhoda kultivace v ro-
tatnich bubnech tvorba vrstvy zmazovatélych otrub
na vnitfni stén® bubnu, kterd podporuje riist ana-
erobni infekce [15] a poruSovdni rostouciho my-
celia pohybem substratu [5]. Otddivych bubnli se
pouZivd v n&kterych zdvodech pro sterilaci a chla-
zeni otrub a z hlediska kontaminace jelich bez-
petn&jdi zaoCkovani, pop¥. ke kultivacl v etapé
kligeni spor plisngd — prvych 10 aZ 20 hodin po
zaotkovani. Po naklideni se provadi kultivace na
tdcech. Timto zpfisobem je vyrdb&no velké mnoZstvi
takadiastazy [13, 5]. Z jinych zplisobli kultivace
plisni na otrubdch byla zkouSena kultivace ve vét-
ranych nddobach s jalovym dnem [18, 17, 5] a v ko-
mirkach prepaZenych sitovinou [9]. Jiné uspofé-
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dani je pfi kultivaci na pohyblivych pésech [Z2],
které se rovné¥ v primyslové praxi neujalo.

Ze viech t&chto zpfisobll pfipravy amyldz na iu-
hém substratu se provozn® pouZivd kultivace na
Ifskdch (tdcech), jakoZto nejvyhodnéjSiho zpisobu
[18]. Touto metodou byla do zaldtku padesatych
let vyrdb&na vé&tdina obchodnich enzymi mikrobi-
4lniho péivodu [19]. V dalich letech zacalo se po-
uZivat submersniho zplsobu. Jeden 2z nejvétdich
vyrobell enzymil v USA, firma Takamine, vyrabéla
v r. 1957 jiZ vice neZ polovinu své produkce sub-
mersni kultivaci a dal8i vystavbu uvaZovala jen
v tomto smé&ru [13]. Zhruba stejny podil na celkové
pramyslové vyrobd enzym@ maji obé& metody dosud
[5]. Submersnf metoda je univerzalné&jsi, pracuje
s uzavienymi fermentory a vyZaduje minimum ruaé-
ni préce. Naproti tomu mé znaénou spotfebu ener-
gie na michdn{ a pohon kompresoril pro vzdu3néni
tlakovym vzduchem. VyZaduje peclivou kontrolu
priibdhu fermentace, kterd je snadno proveditelna.
Kontaminace p¥i ni jsou fasto vaZnym problémem.
Metoda je vyhodna, jestliZe je moZno pouZit pfimo
filtrat plidy bez izolace enzymu k dalsi operaci —
ke zcukerfiovdni Skrobnatych surovin v lihovarstvi
[3], pfi vyrob& antibiotik nebo pfi vyrob& gluko-
zového sirupu ze 3krobu.

P¥i pfipravé enzymatického koncentratu je zpra-
vidla nutno fermentadni pfidu pfed izolaci zahustit.
Povrchova metoda naopak vyZaduje mnoho prosto-
ru a ru¢ni prace, pouZivd vSak pouze nizkotlakych
ventildtorQ. VyZaduje minimdélni kontrolu, kterd je
vSak obtizné&jii [14]. Doba fermentace je p¥i ni
obvykle zhruba poloviéni ve srovndni se submers-
nim zplisobem. P¥i pfipravé glukamyldzy je hlavni
nevyhodou submersni metody to, Ze se pfi nl nej-
¢astdji ziskajl znafné niZ5i koncentrace enzymu
v substratu ne? p¥i povrchové kultivaci [5]. Pro
pouZivané plisné jsou zpravidla podminky submers-
ni fermentace méné fyziologické neZ povrchovy
riist a pouZity kmen kroto musi byt pro né adapto-
van jiZ p¥i kultivaci v laboratofi [13]. Z téhoZ dii-
vodu je k inokulaci substrdtu plisni pFi submersni
fermentaci doporutovano vegetativni, nikoli sporo-
vé inokulum, pFipravené 1 nékolikanasobnym pasé-
Zovanim za submersnich podminek [20].

Podle existujicich tGdaji lze soudit, Ze v USA je
glukamyldza nyni pPeva¥n& vyrébéna submersni
fermentaci za pouZiti fernych aspergill (Aspergil-
lus niger, awamori, phoenicis). V Japonsku jsou
ziejmé pouZivany k vyrobg glukamyldzy kmeny
rhizopli (pravdépodobné Rhizopus niveus, jormo-
sensis neho javanicus), kultivované na otrubdch
liskovou metodou. Obsah transglukoziddz pfitom-
nych v enzymovém komplexu, ktery pfi hydrolyze
Skrobu vytvafejl neZddouci oligosacharidy, zejména
isomalt6zu, je moZno sniZit vhodnym zplsobem
[1, 5].
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Glukamyldzy se pouZivd v USA asi od r. 1955
v primyslu zpracovavajicim kukufici k vyrobé glu-
k6zovych sirupil. Prudkym rozvojem probiha vyro-
ba krystalické glukdzy hydrolyzou Skrobu gluka-
myldzou. Zahdjeni této vyroby v krdatké dobZ bylo
pFedpovédéno v r. 1958 [14]. V r. 1962 &inila jiZ
vyroba krystalické glukozy timto postupem v Ja-
ponsku pfes 30 tis. t ro¢né& [21], v r. 1864 ji¥ kolem
300 tis. t roéné [5].

U nas bylo vyzkouSeno kolem 190 kmenf rodu
Aspergillus a Rhizopus z hlediska produkce gluka-
mylazy. Jako nejvyhodné&jsi byl nalezen kmen As-
pergillus awamori, ktery vytvarel nejvic glukamy-
lazy jak p¥i povrchové, tak i pfi submersni fermen-
taci a m&l nizky obsah transglukoziddz. Ob&ma zpf-
soby pripravené glukamyldzové koncentraty se vy-
rovnaly zahraniénim obchodnim preparatim. Byly
vypracovdny postupy, pfi nichZ je moZno pfFipravit
ze Skrobu krystalickou glukézu s vyt&Zkem kolem
95 % mebo je moZno roztok glukdzy po enzymatické
hydrolyze Skrobu pi¥imo, bez izolace glukodzy, hyd-
rogenovat v sorbitol. PFi p¥ipravé sorbitolu je nutno
ziskat roztok glukdzy prakticky prosty jingch cuk-
rfl a je proto tFeba pouZit pondkud v&t¥iho mnoZstvi
enzymu, neZ postafuje pFi pFipravé krystalické
glukozy.

Obsah glukamylazovych jednotek v 1 g suSenych
plisfiovych otrub byl zhruba o ¥ad vyS8i neZ obsah
jednotek v 1 ml pldy po submersni fermentaci.
Povrchova fermentace trvala 2 dny, submersni vy-
Zadovala 4 dny. Podle ekonomického vyhodnoceni
ziskanych vysledkd, se zdd byt pFiprava glukamy-
lazového koncentrdatu povrchovou metodou na otru-
bdch vyhodné&jsi neZ pfiprava submersni fermen-
taci. Submersni postup by v3ak bylo moZno reali-
zovat v nyné&jSich fermentorech, zatimco pro po-
vrchovou metodu by bylo nutno vybudovat nové
zafizeni.

Souhrn

Je podfin pfehled literatury o zplisobech vyroby
a rozsahu prlimyslového vyuZiti plisiiovych gluko-
gennich amylaz. Jsou srovndvany obé pramyslové
pouZivané metody — povrchova a submersni. Autor
nalezl z asi 190 vyzkouSenych kmend Aspergillus a
Rhizopus jako nejvyhodnégjsi pro povrchovou i sub-
mersni pfipravu glukamylazy Aspergillus awamori.
Podle ekonomického zhodnoceni dosaZenych vy-
sledk®l se zda byt za uvaZovanych podminek povi-
chova metoda poné&kud vyhodnéjsi neZ submersni,
submersni postup by v3ak bylo moZno realizovat
v b&Znych fermentorech. Hydrolyzou 3krobu gluka-
myldzovymi koncentrity, pripravenymi ob&ma me-
todami, byla pfipravena krystalickd glukdza s vy-
t&Zkem asi 95 % nebo by bylo moZno ziskany roz-
tok bez izolace glukézy hydrogenovat v sorbitol.
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IMPOMBIIIJIEHTHOE
[MTPOM3BOACTBO INVIECHEBDLIX
AMHITA3

B craTbe paccMaTpHBAIOTCA HPOMU3-
BOACTBEHHEIE IPOLECCH W MeTo1bl
MPHIOTOBJEHHS]  IJIECHEBBIX  DUIIOKO-
FEHHBIX aMHJIa3. YeNseTcs BHHMAaHHe
KaK MOBEPXHOCTHOMY MeTOAy, TaK H
norpyxenuio. CpaBHHBAIOTCH IPEHMY-
UlecTBA H HeIOCTATKH TNPHBEIEeHHBIX
METOZOB.

INDUSTRIELLE ERZEUGUNG VON
AMYLASE AUF SCHIMMELPILZ-
BASIS

In dem Artikel wird eine Ubersicht
der Produktionsverfahren zur Her-
stellung glukogener Amylase auf
Schimmelpilzbasis mit Oberfldchen-
und submersen Kulturen gegeben.
Die Vorteile und Méngel der einzel-
nen Herstellungsverfahren werden
crortert.

INDUSTRIAL PRODUCTION OF
FUNGAL AMYLASES

The article deals with the process-
ing methods employed at plants
manufacturing fungal glucogenous
amylases. Both surface and submer-
sion methods are discissed and
their relative merits and demerits
evaluated.




