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Vzrastajici zdujem o aplikdciu enzfmov v priemysel-
nych procesoch vyuZivajicich enzjmovi degradiciu $kro-
bu vedie k stistavnému zvySovaniu produkcie amyl4z. Tie-
to enzymy maji Siroké biotechnologické uplatnenie. Enzy-
my v potravinirskej kvalite sa vyuZivaji v pivovarnictve
a liechovarnictve na scukornenie obilného alebo zemiako-
vého Skrobu, pri vjrobe ovocnych $tiav a sirupov, v peké-
renskom, cukrovinkdrskom a farmaceutickom priemysle.
Enzymy v technickej kvalite sa vyuZivaji v papierenskom,
textilnom priemysle a pri Cisteni odpadovich vod, éo m4
znaény vyznam z ekologického hladiska. Okrem rastlin
a Zivotichov produkuji enz§my amylazového systému aj
baktérie, kvasinky a vliknité huby. Medz .producentov
plesiiovjch amyldz nejcastejSie vyuZivanych v potravinar-
skom priemysle patri rod Aspergillus.

Z prirodného prostredia sme izolovali vySe 200.kmefiov
hiib prevazne z rodu Aspergillus, ktoré produkovali a-a-
myldzu. Z nich dva kmene vykazovali vysoki produkciu
o-amylézy. Tieto kmene sme ulozili v Ceskoslovenskej
zbierke mikroorganizmov a s ich fyziologickymi vlastnos-
tami sme sa podrobne zaoberali [1, 2, 3, 4, 5, 6].

Je zname, Ze produkcia amyldz dzko siivisi s maxim4l-
nou tvorbou mycélia [7]. Fogarty a Benson [8] sledovali
vplyv kovovych i6nov na rast mycélia, aktivitu
a produkciu amyldz. V nasej praci sme sa zamerali na latky
pozitivne pdsobiace na rast produkéného organizmu.

MATERIAL A METODY
Produkény mikroorganizmus

Pouzili sme nami izolovany kmefi Aspergillus oryzae
CCM 8005, udrZovany na Sikmom sladinovom agare pod
parafinovym olejom.

Kultivaéné médium

Na kultivéciu produkéného mikroorganizmu sme pouZili
nami modifikovani Czapek-Doxovu pddu nasledovného
ZloZenia: NaNO; — 3 g, K,HPO, — 1 g, KCl — 0,5 g,
MgS0, — 0,5 g, CaCl, — 0,5 g, FeSO, — 0,01 g, melasa
— 2,5 g, kukuri¢nj Srot — 20 g, vodovodn4 voda — 1 1, pH
6,8 — 7,0. Sterilizdcia 20 min. pri 121 °C. Kmefi sme kulti-
vovali v 100 ml média v 500 ml bankéch na rotaénej tre-
packe (2 s7') pri teplote 30 °C. Kultivaéné médium sme
inokulovali 1 ml spérovej suspenzie s 1,5 . 107 konidii.
Tieto podmienky sme povaZovali za kontrolu (K).

Pouzité rastové stimuldtory

K uvedenému médiu sme alternativne priddvali kukurig-
ny vyluh (CSL), odtucnenii s6jovi a araSidovii micku,
pepton z mésa, peptdn zo sdje, peptén z kazefnu (Trypton
Oxoid), kvasni¢ny extrakt (Oxoid) a susent sladki srvitku
(MILEX Levice). Z celého radu pokusov sme zistili, Ze
optimédlne mnozstvo pridavku tychto ldtok je 2,5 g . 171,

Kvapalni kyshi srvatku sme odobrali priamo z mlie-
kérne MILEX Bratislava. V pokusoch sme pouzili koncen-
tracie 100, 50, 33, 20 a 11 % ob;.

Stanovenie aktivity produkovanej a-amyldzy

Aktivitu a-amyldzy sme stanovovali tabletovym Spofa-
S-testom v citrat-fosfatovom tlmivom roztoku o pH 5,25
pri teplote 44 °C. Intenzitu modrého sfarbenia sme merali
spektrofotometricky a aktivitu enzjmu sme od&itali z kali-
bracného grafu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V naSich pokusoch sme zistili, Ze z pouZitjch 14tok v da-
nej koncentrdcii najvacsi stimulatny efekt mala séjova
micka a suSend sladkd srvatka. Je zaujimavé, Ze napr. pri-
davok pepténu do média zniZil produkciu a-amyldzy
oproti kontrole o0 36 %. Tento fenomén mozno vysvetlit
tak, Ze peptdn, hoci poskytuje Fahko dostupny zdroj dusi-
ka, poskytuje aj lahko dostupny zdroj uhlika, ¢o sa prejavi
Ciastotnou inhibiciou tvorby a-amyldzy. V tomto pripade
ide o zjavny pripad diauxie, kedy organizmus najprv spo-
trebuje T'ahSie dostupné zdroje Zivin a aZ po ich spotrebo-
vani sa orientuje na zdroje taZSie dostupné [9, 10, 11]. Po-
dobné téinky ako peptén mal v naSich pokusoch aj tryp-
tén; kvasniény extrakt a kukuri¢ny vyluh stimulovali pro-
dukciu a-amyldzy len mélo. NajlepSie vysledky sme do-
siahli pri pridavku s6jovej miiky a susenej sladkej srvdtky
zhodne po 96 h kultivicii. Aktivita produkovaného enzy-
mu dosiahla 145 a 143 % oproti kontrole. Najlepsie vy-
sledky uvaddzame v tabulke 1. Vysledky si priemerom
troch paraleliek z troch pokusov.

Na zéklade vysledkov dosiahnutych v pokusoch s pri-
davkom suSenej sladkej srvitky sme na stimuldciu rastu
produkcnej kultiiry a tvorby a-amylazy pouZili aj kysli sr-
vétku (vedlajsi produkt z mlickérskej vyroby). Kysl4 srvat-
ka obsahuje asi 4,2 % laktézy, 0,7 % proteinov, 0,6 % mi-
neralnych latok, 0,1 % lipidov a 0,5 % kyseliny mlie¢nej
[12].

V prvom pokuse sme v kultivacnom médiu nahradili vo-
du kyslou srvitkou. Dosiahnuté vysledky sa velmi podo-

Tabulka 1. Stimuldcia produkcie a-amyldzy Aspergillus oryzae
CCM 8005 niektorymi vybranymi ldtkami-rastlinného

a Zivoéisneho pévodu
Aktivita (produkcia) @-amylizy v médiu
Stimulétor 72 h 9 h 120 h
nkat . nkat . nkat .
G| 8 | B o0 |G| o
Kontrola 990,4| 100,0 |1 107,7| 100,0 910,2| 100,0
Kvasniény extrakt 1028,8| 103,8 |1 138,8|102,8 943,6| 103,66
Pept6n 666,8| 67,3 (1072,7| 96,84 756,9| 83,15
Susend sladkd srvdtka 1288,7(130,1 |1 582,5| 142,86 |1 038,1| 114,05
CSL 1039,5| 105,0 962,4| 86,88 | 894,8| 98,3
Séjovd micka 1284,8/129,72 |1 601,6( 144,58 | 958,4| 105,29
Aradidovd midcka 898,0| 90,67 |1 280,4| 115,59 | 918,0| 100,85
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bali visledkom dosiahnutym s pridavkom pept6énu. Pahko
dostupné ziviny boli rychlo utilizované, podnietili rychly
rast mycélia, ale indukcia produkcie a-amyldzy bola nizka.
V dalSich pokusoch sme vodu v kultivatnom médiu nahra-
dili zmesou vody a srvdtky v pomere 1:1, 1:2, 1:4
a 1: 8. Dosiahnuté vysledky si v tabulke 2. Vysledky sii
priemerom troch paraleliek z troch pokusov.

Tabulka 2. Stimuldcia produkcie a-amyldzy Aspergillus oryzae
CCM 8005 pridavkom kyslej srvdtky do kultivaéného

média
Aktivita (produkcia) a-amyldzy v médiu
Rodick siihy 72h 96 h 120 h
nkat . nkat . nkat .

@l oo | Tl oo [ | e
Kontrola (0 %) 1101,2100,0 | 929,6/100,0 | 921,7|100,0
50% (1:1) 10434| 94.75| 992.7| 106,78 |1 124.2| 121,97
33,3% (1:2) 951.2| 86,37 |1027,9| 110,57 |1 386,3| 150.4
20% (1: 4) 998,0| 90,62 [1 304.2| 140,29 |1 281,3| 139,01
11,1% (1:8) 1236.8| 112,31 |1 205,4| 129,66 | 950.9| 103,16

Z vysledkov v tabulke 2 vidno, Ze stimulacia produkcie
a-amyldzy zévisi od koncentrdcie a Casu kultivicie. Po
72 h kultivdcii ma najvacsi stimulacny efekt pridavok sr-
vatky v pomere 1 : 8, a to 112,3 % oproti kontrole. Po 96
h kultivicie to bol pridavok srvatky v pomere 1:4, a to
140,3 % oproti kontrole, a po 120 h kultivicie pridavok
srvatky v pomere 1 : 2, a to 150,4 % oproti kontrole. Je to
zrejme spdsobené vac§im mnoZstvom Pahko utilizovatel-
nych zdrojov Zivin v zmesiach s vy$§im podielom srvatky,
teda producent najprv rastie vdaka Zivindm zo srvétky
a potom prejde na utilizdciu kukuri¢ného Srotu, priCom sa
uplatnia aj stimulétory zo srvitky.

Chceli sme zistit, ktora zlozka kyslej srvatky zodpoveda
za stimulatny efekt. Urobili sme preto sériu pokusov,
v ktorych sme kompletni kysli srvitku ponechali len
v druhej kontrole (K,) v pomere 1: 4. V ostatnych vzor-
kich sme osobitne sledovali vplyv lakt6zy, kyseliny mlie-
¢énej a ich zmesi, a to v takom mnoZstve, ktoré zodpoveda
ich zastipeniu v zmesi vody a kyslej srvitky v pomere
1: 4. Ziskané vysledky su v tabulke 3. Vysledky st prie-
merom troch paraleliek z troch pokusov.

Tabulka 3. Vplyv srvdtky, lakt6zy a kyseliny mliecnej na produk-
ciu a-amyldzy Aspergillus oryzae CCM 8005

Aktivita (produkcia) a-amyldzy v médiu
Médium 72h 9 h 120 h
‘nkat kat . nkat .
kat. | (%) |2 ) | Caig| 0
K 1369,9| 100,0 |1 192,8| 100,0 912,0| 100,0
K, 15189 110,87 |1 702,6| 142,73 |1 618,4| 177,45
médium + lakt6za 1338,1| 97,67 |1333,9|111,82|1628,0( 178,50
médium + kyselina mlie¢na 934,7| 68,23| 879,8| 73,75|1 146,2| 125,67
médium + laktéza 1352,5| 98,72|1390,5| 116,57 |1 122,0| 123,02
+ kyselina mlie¢na

Z vysledkov vidno, Ze ani samotn4 laktéza, ani kyselina
mlie¢na, ani ich zmes nedosahuji stimulaény efekt kom-
pletnej kyslej srvatky (K,). Zrejme aj proteiny, minerdlne
latky, pripadne iné latky kyslej srvitky sa spolupodielaji
na stimuldcii tvorby a-amylézy.
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Vollek, V.—Skérka, B.—Lukdtovd, V.: Stimulicia produkcie
a-amyldzy Aspergillus oryzae CCM 8005. Kvas. prum., 37,
1991, &. 7, str. 197—198.

Autori sledovali vplyv pridavku réznych latok rastlinného a Zi-
voéisneho pdvodu do kultivaéného média na rast biomasy pro-
dukéného mikroorganizmu Aspergillus oryzae CCM 8005 a na
produkciu a-amyldzy. Zistili, Ze najvyssi stimulatny efekt mé od-
tuénend s6jova miika a kysla srvatka. Obe latky zvySuji produkciu
a-amylazy o 40 az 78 % oproti kontrole. Ukazuje se tak dalsia
moznost priemyslového vyuzitia kyslej srvatky.

Bonnek, B.—Mkapka, Bb.—JIykauosa, B.. Cramyimposanue
nponykuan c-amunassl Aspergillus oryzae CCM 800S. Ksac.
npym., 37, 1991, Ne 7, crp. 197—198.

ABTOpBI HCCNIE[IOBaNA BIMSHHE JO0aBKH pPa3HbIX BEIIECTB
PACTHTENLHOTO H JKHBOTHOT'O NPOMCXOXJIEHUS K KYJIbTHBHPYIO-
e cpefie, OKa3aHHOE HA POCT GHOMACCHI IPONYKTHBHOTO MH-
kpoopranu3sma Aspergillus oryzae CCM 8005 u Ha npOAyKuUHIO
a-amMunassl. Beulo HaiiieHO, YTO Haubonee BBICOKHHA 3(dexT
NOJNy4acTCsi NPH NPHUMCHCHHM OOC3XKMPEHHOH COEBOH MYKH
U KMUCIOH CBIBOPOTKH.

O6a BellecTBa MNOBBILAIOT NPOAYKIHIO (-aMHJa3bl Ha
48—78 % MO CPaBHEHHIO C KOHTPONBHBIM TpoleccoM. Takum
06pa30M IOKa3bIBAETCs HOBAasg BO3MOXHOCTh IIPOMBIIIZIEHHOTO
MCIIOJIb30BAHHS KHCJIOH ChIBOPOTKH.

Vollek, V.—Skdrka, B.—Lukdtovd, V.—Stimulation of a-Amy-
lase Production by Aspergillus oryzae CCM 8005. Kvas. prum.,
37, 1991, No. 7, pp. 197—198.

The effect of an addition of different vegetable and animal
compounds into the culture medium on the growth and a-amylase
production of Aspergillus oryzae CCM 8005 was tested. The ma-
ximum stimulation effect has soya flour and sour whay. Both com-
pounds increase a-amylase production by 40 to 78 %. This is
another way of and industrial utilization of sour whay.

Vollek, V.—Sksdrka, B.—Luksd¢ov4, V.: Stimulation der a-Amy-
lase-Produktion bei Aspergillus oryzae CCM 8005. Kvas.
pram., 37, 1991, Nr. 7, s. 197—198.

Die Autoren verfolgten den Einfluss der Zugabe verschiedener
Substanzen pflanzlicher oder animalischer Herkunft zu dem Kul-
tivationsmedium auf das Wachstum der Biomasse des Produkti-
onsmikroorganismus Aspergillus oryzae CCM 8005 und auf die
Produktion der a-Amylase. Sie stellten fest, dass der hochste Sti-
mulationseffekt durch Zugabe von entfettetem Sojamehl und Sau-
ermolke erzielt wurde. Beide Substanzen erhohen die Produktion
der a-Amylase um 40 bis 78 % gegeniiber der Kontrollkultivati-
on. Die Forschungsergebnisse zeigen auf eine weitere Moglichkeit
der industriellen Ausniitzung der Sauermolke.



