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Vyroba a vlastnosti mikrobialnich celulas

RNDr. MARIA GOTTVALDOVA, Vyzkumny dstav potravin&tského pramyslu, Praha

V priib&hu uplynulfch let, kdy jsme se ve VOPP zab§-
vali vgzkumem vyroby a vlastnosti celulas, ziskali jsme
poznatky o celém rozsahu problému od vyb&ru kmene aZ
po vypracovani reprodukovatelného technologického po-
stupu, od nejjednodus$ich postupfl ziskani surového pre-
parétu aZ po separaci jednotlivych sloZek a jejich alespoii
tastefnou charakterizaci. O v3ech t&chto vysledcich se
chei struné zminit v tomto p¥ehledu.

Tab. 1. Celulolytickd aktivita kmeni izolovangch z p¥iro-
zenijch materidli

Cy aktivita
Izolat &. Misto (7. den)
13 jehliZnaty les v okoli 10,0
29 Cukréku 14,9
34 18,9
43 okoli Dobfise 13,5
58 | 13,5
79 Orlickd pfehrada 12,3
88 18,5
140 18,2
178 13,2
187 11,6
192 18,0
193 12,8
197 i 10,7
200 13,6
239 severni Cechy 24,0
259 10,7
269 okoli Mladé Boleslavi 16,0
271 les Dob¥is 11,4
273 [ L 18,1
294 | vzorky z pily 37,4

ProdukZni kmen jsme se pokusili ziskat z pfirozenych
zdrojit (lesni piida, tlejici listf, odpadni vody z papiren
apod.), dédle ze sbirkov§ch kultur a kone&nd v¢b&rem
vhodn§ch mutant ziskang¢ch z jinych pracoviif nebo p¥i-
pravenych v rdamci na3eho fistavu. Kmeny ziskané z pH-
rodnich zdrojii vykazovaly v n8kterych pfipadech pod-
statn& vy331 enzymové aktivity (C:) neZ sbirkové kultu-
ry. V tabulce 1 jsou uvedeny tyto kmeny, pokud jejich
celulolytickd aktivita byla vv3%l neZ 10 mg RL/ml. Kme-
ny ziskané z primyslovfch lignocelulozovfch odpadi
(pila) vykazovaly nejvy33f aktivity. Sbirkové kultury,
jak ukazuje tab. 2, ddvaly celulolytické aktivity v&tdinou
velmi nizké, i kdyZ i zde byly ziskdny kmeny, které by
mohly byt zdkladem pro dalSi Slecht®ni. Kone&n& mu-
tanty jak vlastnf, tak i ziskané z jinfch pracoviit, vy-
kazujl celulolytické aktivity vhodné pro primyslové vy-
uzitf. N&které z téchto mutant jsou uvedeny v tab. 3.

V na3i dal3i prici jsme se zam&Fili na mutanty Tricho-
derma viride 9123, T. viride B-7, T. viride 76 a 20. Kmeny
Trichoderma viride preferujeme proto, Ze obsahuji vedle
dostatecn® vysokych koncentraci sloZky C. rovndZ sloZ-
ku C;, kterd je nezbytnd pro hydrol§zu nativni celulbzy.

Produkce celulas je siln& ovlivn&na sloZenim kultiva®-
niho média a podminkami kultivace. Optim4Ilnim zdrojem
uhliku je celuléza, aviak neijsou viechny druhy celuldzy
zcela ekvivalentni a optimélni koncentrace celuldzy se
ménf podle druhu a struktury. To je ve znaZné mife
zplisobeno tim, ¥e celulgza jako suspendovans latka

863./8 577.154.3

Tab. 2. Celulolytickd aktivita sbirkovijch kmeni

. | Max.
Kmen | Pivod ‘ Cx akti- ‘ akt.
vita
den
Aspergillus niger 7 | VOPP 0,15 ‘ 9
A. niger 20 VUPP 022 | 6
A. niger 21 VOPP 1 A BT
Fusarium oxysporum | MBU CSAV I 7
Chaetomium |
globosum MBU CSAV 0,14 12
Chrysosporium
lignorum Inst. Ferm. |
priim. Varsava,
PLR 0,6 19
Myrothecium
verrucaria Inst. Ferm.
prim.- Varsa-
| va, PLR 3,0 12
Trametes sanguinea | USA 20,3 12
Torulopsis utilis 80 | Univ. Helsin-
ky 0,14 9
T. utilis 88 Univ. Helsin-
Ky | 0,14 9
Trichoderma viride UK Praha L T2 7
T. viride | Kuba 6,3 ‘ 7
T. viride Ba | USA | |
T. koningii UK Praha | |
Trichothecium / |
roseum Inst. Ferm. 18,3 12
prim., Var- 1i2 9
Sava 12,96 ‘ 10

Tab. 3. Celulolytickd aktivita mutant

Mutanta Cy aktivita Max. akt. den
Trichoderma viride 9123 48 7
Trichoderma viride B-7 73 6
Trichoderma viride 20 74 6
Trichoderma viride 55 49 6
Trichoderma viride 78 78 6

zna¢ng ovliviiuje rychlost pfenosu kysliku. Spotfeba kys-
liku je u T. viride pom&rné& nizkd, tvorba celulas je v3ak
podmin&na vysokou koncentraci kysliku v médiu b&hem
kultivace. Mikrokrystalickd bukovd celul6za nezhor3uje
pfenos kysliku ani pfi koncentraci 4 U v médiu [obr. 1).
Naproti tomu vldknitd celul6za [celulbézovy vyprasek)
zhorSuje pfenos kysliku a snifuje produkci celulas jiZ
pfi koncentraci 1,5% (obr. 2). Vliv struktury na tvorbu
celulas je déle patrny z tabulky 4, kde je srovnévéna
produkce celulas na mikrokrystalické bukové celulbze,
celul6zovém vyprasku a mletém celulézovém v§pradku.
Nizkd produkce celulas na mletém celul6zovém vjyprasku
je zpilisobena pravdspodobné tim, Ze mletim na kulovém
mlynu se poruduje vl&knity charakter vfprasku a na-
rufuje struktura celulézy. Tim se stdvd hydrolyza celu-
lozy enzymem snaZ3i a rychlej3f a to mé za nasledek
sniZeni tvorby celulas katabolickou represi. Za tdchto
podminek je totiZ hydrol§za celulozy rychlej3i ne¥ riist
mikroorganismu a dochdzi k nahromad®ni lehce meta-
bolizovatelnych cukrii v kultiva®n{ kapalin&. Tvorba ce-
lulas je u vSech kmentl T. viride pon&kud ni#31 na vldk-
nité celuléze neZ na mikrokrystalické bukové celul6ze,
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Tab. 4. Vliv mlefi celul6zového vypraSku na celulolytic-
kou aktivitu kultivaéni kapaliny

Tabulka 5. Vliv mnoZstvi inokula na tvorbu celulas T. vi-
ride

Zdroj uhliku Priim. Cr aktivita

mikrokrystalickd celuloza 116,2
vyprasek 76,6
vypraSek mlety 58,0

St

Obr. 1. Vliv riizného mnoZstvi mikrokrystalické bukové
celulozy v pidé na tvorbu celulas u T. viride.
[ A celulolytickd aktivitaj
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Obr. 2. Zavislost celulolytické aktivity kultivadni kapa-
liny (A} na poddtefni koncentraci celulozového
vgprasku (C) pri kultivaci ve fermentoru objemu
54

ale ekonomické hledisko zvihodifiuje pouZiti wvldknité

celulbzy.

Zdroj dusiku je rovnéZ vyznamny pro tvorbu celulas.
Anorganicky zdroj dusiku davd daleko lep3i vysledky
neZ organické zdroje. Matematickou optimalizaci pro ra-

Koncentrace | Koncentrace |
inokula [ celulozy Cy aktivita
[%] | [%] - i
¥
3,0 1,26 | 76,5
8,5 1,26 | 78,1
18,7 1,26 68,7

Tab. 6. Maximdlni specifické riistové rychlosti T. viride
pFi poufiti rizngjch zdroju uhliku

Zdroj uhliku 5 pm Cy aktivita
glukoza 0,501 0,4
sacharoza [ 0,217 0,6
laktoza 0,206 0,7
ethylacetat 1,340 0,0
octan sodny 0,670 0,0
salicin | 0,060 0,2
cMC | 0,081 12,0
celulbza | 0,050 79,0
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Obr. 3. Zdvislost tvorby celulas T. viride na koncentraci
fosfatu

du riiznych zdroji dusiku bylo zjiSténo, Ze optimélni
pro tvorbu celulas u T. viride je amoniakélni dusik s ma-
lym pPidavkem dusiku nitrdtového. Organické zdroje
uvhliku v nizké koncentraci (pepton do 0,25 %), kvasnié-
ny extrakt do 0,3 %) nemaji na tvorbu celulas Zadny
vliv, pfi vy33ich koncentracich tvorbu enzymu vyrazng
reprimuji.

T. viride vyZaduje také pro tvorbu celulas pomérné
znatnou koncentraci fosfatu (obr. 3). Pritom je, jak uka-
zuje obrazek, zavislost tvorby enzymu na koncentraci
fosfatu hyperbolickd, tedy pfeddvkovdni nemd nepiizni-
v{ vliv. Optim&lni koncentrace je zde asi 100 mM.

Zajimavy je také pribé&h zévislosti tvorby celulas u T.
viride na koncentraci smatedla. Tato zadvislost vykazuje
maximum pro koncentraci kolem 0,1% [Tween 80).
Domnivame se, Ze sméadedla zlepSuji kontakt mezi ne-
rozpustnou celulozou a mikroorganismem. Je 2zndmo,
¥e T. viride tvofi celulasy pouze v primém kontaktu
s celulozou.

Optimélni inokulace je vegetativnim inokulem, pfi€emZ
koncentrace inokula neni kriticka. PFfi inokulaci sporo-
vym inokulem se zpoZduje produkce enzymu o 24 aZ
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Tabulka 7

Induktor

Cyx aktivita
% kontroly

kontrola

soforosa

glukosa

melasa

salicin
beta-thioglukosid

100
52,4
90,1
95,0

5 7
1,2

Jako kontroly bylo pouZito pSeniénych otrub
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Obr. 4. Zdvislost tvorby ceculas T. viride na pritomnosti

aromatickijch polyoli
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Obr. 5. Separace endo-glukanasy I na Biogelu P-10
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48 hodin. Koncentrace vegetativniho inokula 3 % je do-
stadujici a zvySeni koncentrace inokula nemd na tvorbu
enzymu vliv, s vyjimkou pouZiti vysokych koncentraci
viaknité celulézy, kde se projevi vliv zfedé&ni velkym
objemem inokula pfiznivé (fab. 5).

Tvorbu celulas pfi riistu T. viride na celuldze jako
riistovou rychlosti. V pfitomnosti induktord je tvorba en-
zymu tim vy$8i, &im niZsi je specifickd riistova rychlost
(tab. 6). Toto pozorovani se shoduje i s vysledky jinfch
autori.

Pokusili jsme se proto sniZit specifickoun ristovou rych-
lost T. viride pii tvorb& celulas pisobenim né&kterych
fungicidnich latek. Jak ukazuje pfiklad na obrdzku 4,
vysledky byly negativni.

Twvorbu celulas pfi riistu T. viride na celuloze jako
jediném zdroji uhliku lze zvy3it pFidavkem nizkych kon-
centraci nékterych dobfe metabolizovatelnych zdroji
uhliku, jako je glukdéza, celiobiosa, melasa aj. Tabulka?7
ukazuje, Ze se ndm v tomto‘ sméru prozatim nejlépe
osvéd&uje extrakt z pSenifnych otrub. Ani pouZiti sofo-
rosy, kterd je povaZovana za nejlep5i induktor celulas,
nevedlo k lepSim vysledktm.

Enzym produkovany T. viride obsahuje sedm elektro-
foreticky rozliSiteln§ch bilkovin, z toho p#t celulolytic-
ky aktivnich. Celulolyticky systém T. viride lze z kulti-
vacni kapaliny vysradZet siranem amonnym nebo 2-propa-
nolem prakticky bez ztrdty celulolytické aktivity. Pre-

parat ziskany srdZenim 2-propanoclem dosahuje vy3si
specifické aktivity aZ 30 000 mg RL/g.
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Obr. 6. Chromatografie celulas na Amberlitu CG-50

Chromatografii celulolytického systému na Biogelu
P-10 1ze ziskat tfi frakce, jak ukazuje obrdzek 5. Prvni,
vysokomolekuldrni, frakce obsahuje ve shod& s pfredpo-
kladem hlavni podil celulolytické aktivity. Druhé frakce
obsahuje men3i podil celulolytické aktivity a tfeti frak-
ce obsahuje pouze soli. Vzhledem k vylufovacimu limitu
Biogelu P-10 musi byt molekuldrni hmotnost celulolytické
sloZky, oddé&lené ve druhé frakci, velmi nizka. Vyluto-
vacl limit Biogelu P-10 je pro bilkoviny 15 000, takZe tato
sloZka podle vylufovaciho objemu by méla mit moleku-
larni hmotnost kolem 10 000. I toto zjist8ni je ve shod#
s fidaji literatury, kde fada autorii uvadi nizkomolekulédr-
ni sloZku o molekulové hmotnosti v rozmezi 5000 aZ
15 000. Podle nafich vysledkii se pfikldnime k moleku-
lové hmotnosti, kterou stanowvil pro tuto sloZku Pettersson,
tj. 12500. Uvedend sloZka obsahuje pomé&rn& vysokou
koncentraci glycidi a hydrolyzuje rozpustnou karboxy-
metylcelulozu.

Ionexovou chromatografii celulolytického systému na
Amberlitu CG 50 (obr. 6) jsme ziskali tfi hlavni frakce
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obsahujici celulolytickou aktivitu Cy, Zddnd z nich v8ak
nenl elektroforeticky homogenni. Chromatografie na
DEAE-celuloze dava dvé celulolytické frakce s velmi
nizkym vytéZkem aktivity. Izolace sloZek affinitni chro-
matografif na Avicelu za nizké teploty nebyla GspZ3na.
Kromé& nizkomolekuldrni sloZky celulolytického systému
se ndm nepodafilo ziskat Zadnou jinou sloZku v elektro-
foreticky homogenni formé.

Zaveérem tohoto piehledu struéné shrnuji nade dosa-
vadni vysledky. Byl ziskan kmen produkujici 70 mg RL/
/ml kultivaini kapaliny v 3estidenni kultivaci. Tento vy-
sledek byl potvrzen 42 kultivacemi v laboratornim fer-
mentoru objemu 5 1 s primérnou hodnotou 71,67 a stfed-
ni relativni odchylkou 7,35 %. Stfedni relativni odchylka
vysledku je prakticky shodnd se stfedni relativmi chy-
bou stanoveni celulolytické aktivity. Preparat izolovany
z této kultivatni kapaliny srdZenim 2-propanolem mél
primérnou C, aktivitu 20,625 mg RL/g, FPA aktivitu
680 mg RL/g pfi pramérné suding 97,92 % a priimérném
vytézku 78,2 %. Prepardt obsahuje sedm elektroforeticky
rozliSitelnych frakci, z nichZ pét ma celulolytickou akti-
vitu, dv€ neaktivni sloZky jsou obsaZeny v nizké kon-
centraci. Jedna z celulolytickych sloZek byla ziskdna
v elektroforeticky homogenni formé& a bylo prokéazang,
Ze jde o sloZku s molekuldrni hmotnosti men3i neZ
15 000.

Gottvaldova, M.: Vyroba a vlastnosti mikrobidlnich ce-
lulas. Kvas. priim. 27, 1981, &. 10, s. 232—235.

Clanek souhrnnd poddva vysledky vyzkumu celulas
provadéného v uplynulych letech ve Vyzkumném tstavu
potravinarského primyslu. Byl proveden vyb&r kmenii —
producent celulas z prirodniho materialu, ze sbirko-
vych kultur a byla provddéna dalsi selekce a mutace.
Byl ziskan produkéni kmen Trichoderma viride, ktery
pro optimalni tvorbu enzymu vyZaduje celulozu jako
zdroj uhliku a induktor, anorganicky zdroj dusiku a
pomérné vysokou koncentraci fosfatu. Zdroje uhliku
(derivaty celuldzy) dovolujici vy3Si specifické riistové
rychlesti sniZuji produkci enzymu. Zlep3eni kontaktu me-
zi kapalinou a nerozpustnym zdrojem uhliku pouZitim
smdcedla naopak produkei enzymu zvy3uje. lonexovou
chromatografil bylo ziskdno nékolik frakei, z nich# Zad-
na viak neni elektroforeticky homogenni.

Forreanposa, M.: TpouseoacTeo u cGoOficTBa MHKPOGHBEIX
nenmonas. Kpac. npys.. 27, 1981, Ne 10, crp. 232—235.

B crati cymMMapHO NpeACTABIEHLI PE3YTATH HCCIELOBA-
HHfE Ie/UI00143, TIPOBECHHBX 34 HCTeKlMe rosl ¢ Mecie-
AOBATENLCKOM HHCTHTYTE NHILEBOH npombmitensocti. [lpo-
BeleHa paboTa M0 BLAETEHMIO IITAMMOB — IPOAVHEHTOR
LUEeLA0Na3 H3 NPHPOILHEIX YCIOBHHA, H3 KOMIEKUHA KYJABTYD
H OCyHlecTBJeHa Na/bHelIllas CeNekuus ¢ HCNoJdb30BaHHEM
myrarenos. [Moayses myrautnuii mramm Trichoderma vi-
ride, KOTOPHIA A8 AKTHBHOTO CHHTE23 [e11H0.Ja3 HY -
A4nca B HEANI0N03€ B KAYECTBE HCTOUHMKA VYriepona H HH-
JYKTOpa, HEOPraHHYECKOM HCTOUHHKE 230Td H CPABHHTEILHO
BLICOKOH KoHIeHTpauuu_ dochara B cpene. [Toxasano, uto

HCTOYHUKH yriepofa (AepHBATH 1eAJIOJN03B), KOTOpHE
obecleyHBaloT 0GoJee BLICOKHE cleHHduYeckHe CKOPOCTH
POCTa WTaMMa, NOHHKAKT HPOAYKLHI (epMeHTOB. ¥ayd-
LIeHHE KOHTAKTa MeXAY pacTyliefl KyJpTYpoH H HepacTBO-
PHMBIM HCTOYHHKOM YIIepoja NPH HCHOJb30BAHHH MOBEpPX-
HOCTIO AKTHBHLIX BEILECTB MOBLIIAer obpasoBanue Qep-
MEHTOB.

[lytem uonooGuennoll xpoMaTorpaduu ObLLIO BHAEJEHO
HECKOABKO (pparuuil 001afalouHX Le/IOINTHIEKOH aKTHB-
HOCTbIO, H3 KOTOPLIX HH OJHA He ObLIA 31eKTPOQOPETHYECKH
FOMOTEHHE.

Gottvaldova, M.: The production and characteristics of
microbial cellulases. Kvas. prim., 27, 1981, No. 10, pp.
232—235.

The results are reviewed of the study of cellulases
which has been carried out at the Research Institute of
Food Industry in Prague during recent years. By means
of selection of strains producing cellulases from natural
sources and their mutations, a productive strain of Tri-
choderma viride has been obtained. For the optimum
enzyme formation, cellulose as the source of carbon
andindu{:er, an inerganic source of nitrogen, and a re-
latively  high concentration of phosphate are reguired.
The employment of such carbon sources [derivatives of
cellulose] which enable higher specific growth rates
results in a decrease in the enzym production. On the
other hand, an improvement of the contact between
liguid and the insoluble carbon source, which can be
achieved by surface active agents, results in an increase
in the enzyme production. Several enzyme fractions have
been prepared by ionex chromatography but none of
them has revealed homogenenity by electrophoretical
methods.

Gotivaldovd, M.: Die Produktion und die Eigensehaften
der mikrobialen Zellulasen. Kvas. pram. 27, 1981. No. 10,
S. 232—235.

In dem Artikel wird zusammenfassend iber die For-
schungsergebnisse des Forschungsinstituts fiir Lebens-
mittelindustrie auf dem Gebiet der Zellulasen berichtet.
Es wurde die Auswahl Zellulasen-produzierender Stim-
me aus natiirlichem Material und aus Sammlungskultu-
ren durchgefiihrt, sowie auch die weitere Selektion und
Mutation der Produktionsstimme. Es wurde ein Produk-
tionsstamm Trichoderma viride gewonnen, der fiir die
optimale Enzymproduktion Zellulose als Kohlenstoff-
guelle und Induktor, eine anorganische Stickstoffquelle
und eine verhdltnismédfig hohe Phosphatkonzentration
bendtigt. Kohlenstoffquellen ([Zellulose-Derivate), die
hohere spezifische Wachstumgeschwindigkeiten er-
moglichen, vermindern die Enzymproduktion. Diese wird
dagegen erhtht durch die Verbesserung des Kontakts
zwischen der Fliissigkeit und der unldslichen Kohlen-
stoffguelle mittels Applikation eines Benetzungsmittels.
Mittels Ionechromatographie wurden einige Fraktionen
gewonnen, von denen sich jedoch keine als elektropho-
retisch homogen erwiesen hatte.



