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Vplyv zloZenia kukuricného vyluhu na produkciu
a-amylazy kultirou Bacillus subtilis

JURAJ ZEMEK — JOZEF AUGUSTIN — LUDOVIT KUNIAK — OLGA BUCKOVA

Sdhrn. Praca sa zaoberd vplyvom zloZenia fermentacnej pddy, predovietkym jednotlivych zioziek
kukuri¢ného vyluhu na produkciu a-amylizy pomocou produkéného kmena Bacillus subtilis. Porovnava
sa zlozenie 18 kukuri¢nych vyluhov pouZitych v prevadzke Slovenské Skrobarne, n. p., Trnava, zavod
Dolnd Krupd, v rokoch 1979—1980. Popri tvorbe a-amyldzy sa sleduji aj dalsie hydrolizové enzymy,
ako tvorba B-glukanazy a proteolytickd aktivita. Uvedené enzymové aktivity sa stanovuji pomocou
chromolytickych substratov na baze sietovanych biopolymérov.

Bakteridlna a-amylaza patri medzi prvé zname a popri proteazach druhé najdole-
zitejSie priemyselné enzymy. S produkciou bakteridlnej a-amylazy sa stretdvame uz
roku 1920. U nés sa produkciou tohto enzymu zaoberala Bendova [1].

Pouzitim syntetickych pod pre experimentilne laboratorne prace sa dosiahla
Standardizacia kultivacnych pdd, Co nemozno dosiahnut pouZivanim beznych prie-
myselnych pod. Syntetické pody Yeast Nitrogen Base (YNB) a merkaptoacetatova.
sa ukazali ako vhodné pre vicSinu testovacich mikroorganizmov s pripadnou
modifikaciou pre Specifické poziadavky jednotlivych mikroorganizmov, ako napr.

tprava pH a pod. V priemyseinej prevadzke pri produkcii a-amylazy Baciilus
 subtilis sa pouzivajii dva typy zdkladnych fermentaénych pdd. Zakladnym zdrojom
dusika si vodné zahustené kukuri¢né vyluhy, pripadne gluténové vypalky, resp.
kombindcia obidvoch. P6da obsahuje okrem spominanych zdrojov uhlika a dusika aj
fosforecnan dvojaménny, odpenovaci olej a vodu.

Produkcia a-amylazy je vieobecnou vlastnostou B. subtilis, B. licheniformis,
B. megaterium, B. cereus, B. natto, B.circulans, B. macerans, B. coagulans,
B. stearothermophilus a B. brevis, ako opisuji Borris a spol. (1980) a Zemek a spol.
(1981). Pazlarova a Fencl (1978) rozliSuji u B. subtilis morfologicky podmienené
produkéné varianty s charakteristicky lesklymi, priesvitnymi koléniami $pecifickej
aktivity produkcie okolo 5 U/mg a neproduk¢né varianty (okolo 1,5 U/mg),
vytvarajice matne biele kolonie. Zemek a Augustin (1980) dokazali, Ze siefovana
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amylaza sa moze utilizovat ako C-zdroj iba v pritomnosti producenta a-amylazy a to
vyuzili na selekciu produkénych kmenov. Predkladana praca sa zaobera charakteri-
zaciou kukuri¢nych vyluhov a vplyvom ich zlozenia na produkciu extraceluldrnych
enzymov, predovSetkym a-amylazy.

Experimentalna cast
Pouzité chemikdlie asuroviny

Kukuriény vyluh, 18 roznych preparatov poskytli Slovenské Skrobérne, n. p.,
Trnava, zavod Dolna Krupa. Vsetky pouzité aminokyseliny boli od fy SERVA.
Skrob a ostatné chemikalie, ktoré sa pri stanoveniach pouzivali, bolip. a. (Lachema,
Brno).

Pouzité chromolytické substraty

SPOFA TEST a-amyldza (Slovakofarma, Hlohovec), kompletny tabletovy test,
ktory obsahuje chromolyticky siefovany skrob, albumin hovidzieho séra, chlorid
sodny, zlozky tlmivého roztoku a mikrokrystalicki celuldzu [6].

S-TEST PROTEAZA UNIVERZAL (ChZJD, n. p., Bratislava) na baze chro-
molytickych proteinov, obsahujicich 10% kovalentne viazaného Remazol
Brillant Blue R, sietovanych 2-chlérmetyloxiranom (2 %), pripravené z albuminu
hoviddzieho séra (BSA) [7]. KedZe pri proteolytickych enzymoch nie je k dispozicii
ani jeden prirodny substrat, zvolena jednotka aktivity zodpoveda 1 mg hydrolyticky
rozstiepeného proteinu 1 1 i¢inného roztoku za 1 h pri 37 °C.

B-1,4-xylan z Fagus silvaticus, na stanovenie xylanazovej aktivity, sietovany
2-chlérmetyloxiranom (2 %) a farbeny kovalentne viazanym Remazol Brillant
Blue R [8].

Celulaza (Cx) sa stanovila pomocou siefovanej a farbenej hydroxyetylcelulozy [8].

Lichenan na stanovenie B-glukanazovej aktivity, sietovany a farbeny (pozri
B-1,4-xylan [8]).

Pouzité mikroorganizmy

Produkény kmeni Bacillus subtilis CCM 2722 poskytla Ceskoslovenska zbierka
mikroorganizmov Brno a prevadzka Slovenskych Skrobarni, n. p., Trnava, zdvod
Dolna Krupa.

Charakterizacia kukuri¢nych vyluhov

Posobenim roztoku 0,02 mol/l BaCl; na vodny roztok kukuri¢ného vyluhu
dochddza k vyzrazaniu barnatych soli karboxylovych kyselin za siicasného uvolnenia
ekvivalentného mnozstva kyseliny chlorovodikovej. Kyselina chlorovodikova sa
stanovila titraciou roztoku 0,02 mol/l NaOH.
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Glukoéza sa stanovila glukozooxiddzovym testom Combination Glucose (Berg-
meyer a Bernt, 1970). Aminokyseliny sa stanovili automatickym analyzatorom
aminokyselin (Vyvojové dilny CSAV, typ 6020). Susina v réznych kukuriénych
vyluhoch sa stanovila obvyklym véZzkovym spdsobom. Hodnota pH sa stanovila na
pH-metri OP-205.

Hydrolyza kukuri¢nych vyluhov
Zo vzoriek vodnych roztokov kukuri¢nych vyluhov sa odpipetuje po 1 ml, pridé sa
1 ml koncentrovanej HCl a necha hydrolyzovat na olejovom kipeli 8 h pri 100 °C.
Napokon sa vzorky za sicasného zriedovania destilovanou vodou odparili na

vakuovej odparke do sucha, aZ kym nevykazovali neutrdlnu reakciu.

Zlozenie pod pre kultivacie

Fosforec¢nan dvojaménny 10 g,
Skrob rozpustny 20 g,
destilovand voda do 1000 ml,
pH (H3POu) 6,6.

Do pripravenej pddy rozdelenej po 50 ml v 250 m! kénickych bankéch sa pridalo
0,5 g z 18 rozlicnych kukuri¢nych vyluhov.

Pri syntetickych podach sa pripravok kukuri¢ného vyluhu simuloval navazkami
jednotlivych aminokyselin. :
Ockovalo sa 0,5 ml 24-hodinového inokula z laboratdrnej propagacie. Kultivicia
prebiehala na rotalnej trepacke (100 min™") pri 37 °C. Priebeh rastu sa sledoval
meranim absorbancie kultivatnej pddy, ktord je za aproximalnych podmienok
priamo dmerna poctu buniek v objemovej jednotke. Na meranie sa pouzival
spektrofotometer SPEKTROMOM 361 pri vinovej dizke 450 nm. Ako porovnava-

cie roztoky sa pouzili prislusné pody.

Vysledky a diskusia

Sledovala sa produkcia a-amyldzy na pddach z 18 réznych kukuricnych vyluhov
ako zdrojov dusika, ktoré sa pouzili v Slovenskych krobérnach. V laboratornom
usporiadani fermentacie sa zistili vysSie aktivity e-amyldzy ako pri priemyselnom
usporiadant, a to vo vietkych pouzitych kukuri¢nych vyluhoch, €o svedci o velkych
rezervach, ktoré st pri vyrobe a-amyldzy pomocou kmena Bacillus subtilis
CCM 2722 (obr. 1).

Disproporcie medzi produkciou a-amylazy v 30. hodine fermentécie () v prie-
myselnom a laboratornom usporiadani demonstruje obrizok 1. Tieto rozdiely
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Obr. 1. Koreldcia medzi zistenou tvorbou a-amylazy v priemyseinych (SS) alaboratornych podmienkach
(SAV) na jednotlivych podach s kukuriénym vyluhom [ukat/l].

Fig. 1. A correlation between a-amylase production determined in industrial conditions (SS) and in
laboratory consitions (SAV) 1n single media with maize extract (in pkat/1).

mozno vysvetlit technologickou disciplinou a rozdielmi v kvalite surovin, predovset-
kym pouzitych kukuri¢nych vyluhov, a to tak vzhladom na susina, ako aj obsah
volnych kyselin a aminokyselinového zlozenia, ked sa v niektorych pripadoch
variatny koeficient ( Vi) blizi, az presahuje 30% (tab. 1, 2). V pripade alaninu,
koncentricia ktorého vo fermentacnych pddach sa dava do suvisu s inhibiénym
uc¢inkom na produkciu a-amylazy [10], z tabulky 2 vidiet, Ze Vi v ramci n=18, je
18,07 %. Tito okolnost treba pripisat nedostatocnej Specifikécii na pouzitd surovinu
vstupujicu do technologického procesu, a tym nedostatocnej vstupnej kontrole.

Kym pri priemyselnych fermentacidch Vi v aktivite ziskanej a-amylazy sa rovnal
priblizne 23 %, v laboratérnych fermentaciach bol 12,06 % (tab. 3).

V aktivitach proteolytickych enzymov v ramci n= 18 sa prejavila §irsia variabilita
ako v aktivitich amylolytickych enzymov. Maximaélna rychlost tvorby a-amylazy
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Tabulka 1. Analyza kukuriénych vyluhov na suSinu a obsah volnych kyselin (n=18)
Table 1. An analysis of maize extracts for a dry matter and a content of free acids (n=18)

X S |4
Susina 68,85 2,22 2,76
Z 24,25 1,74 7,18

Z — spotreba roztoku 0,02 mol/l NaOH (ml) na titraciu volnych kyselin, ¥ — priemer vysledkov
paralelnych analyz, S; — smerodajné odchylka.

Tabulka 2. Analyza obsahu aminokyselin v kukuri¢nych vyluhoch (n=18)
Table 2. An analysis of the amino acid content in maize extracts (n=18)

: 2 X b\ Vi
Aminokyselina [umol/g] [umol/g] (%]
Lys 90,61 25,89 28,46
His 43,83 11,60 26,47
Arg 84,10 17,04 20,25
Asp 151,98 35,87 23,60
Thr 84,49 13,58 16,08
Ser 121,58 17,09 14,04
Glu 253,15 88,01 34,76
Pro 175,34 31,11 17,75
Gly 167,79 23,86 14,22
Ala 214,46 38,76 18,07
Val 63,95 23.25 36,36
i-Leu 54,75 11,36 20,77
Leu 153,09 40,12 25,87
Tyr 45,63 12,19 26,73
Phe 52,83 1,49 2,82

Tabulka 3. Vplyv zloZenia kukuri¢ného vyluhu na reprodukovatelnost fermentatného procesu v labe-
ratérnom a priemyselnom usporiadani

Table 3. An influence of a composition of maize extract on reproducibility of the fermentation process in
laboratory and industrial systems

Aktivita a-amylazy X , S Vi
Priemyselné usporiadanie [DA . kg™ '] 109 720 32450 22,86
Laboratérne usporiadanie [pkat/!] 409.2 59,4 12,06

Priblizny prepocet: 1 pkat/l=60 U/l=6 DA .kg™".

posunuta proti maximélnej rychlosti rozmnoZovania buniek o +2 h, kym v pripade
proteolytickej aktivity tento rozdiel dosahuje az 20 h (tab. 4).

Z tabulky 5 vyplyva, Ze za pokles a-amyldzovej aktivity v produkénom médiu
pocas fermentacného procesu mozno pokladat pritomnost pomerne vysokej proteo-
lytickej aktivity.
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Tabulka 4. Sledovanie tvorby amyldzy a protedz v zavislosti od prirastku biomasy (n=18)
Table 4. Amylase and protease production dependence on biomass increase (n=18)

X S Vi
(h] (h] [%]
).
dr Jmex \dt/max 2,02 0,94 46,78
-
df Jmax  \df/max 19,20 5,24 27,29
-
(dt max (dt max 17,18 5,31 26,35

N— pocet buniek v 1 litri; @ — aktivita o-amylazy [ukat/l], P— proteolytick4 aktivita [j/1].

Tabulka 5. Vplyv zlozenia kukuri¢ného vyluhu na proteolytickd aktivitu vo faze primarneho poklesu
a-amylazovej aktivity za produkcnym maximom

Table 5. An influence of maize extract composition on proteolytic activity in a phase of the primary

decrease of an a-amylase activity after the production maximum

i ) £ 5 Vi
Aktivita protedz . . o
i [ [i1] [%]
da
(a <0 3666,4 1076,19 29,35
da
(a)mf" 35,15 1100 31,31

Tabulka 6. Zmena koncentracie D-glukdzy vo fermentacnych pddach s réznym zloZenim kukuri¢nych
vyluhov
Table 6. A change of the p-glucose concentration in fermentation media with different compositions of
maize extracts

Cas [h] Koncentrécia glukézy [mg/ml]
Vzorka
Co=max, Cae=0 - ( d‘:’”) <0 (%?) <0
1 16 48 0 0 0
2 16 42 11,26 0 0
3 16 44 13,88 10,8 5,0
4 16 48 2,64 0,4 0
5 16 50 9,92 0 0
6 16 46 0 0 0
7 16 46 0 0 0
8 16 50 52,94 0 0
9 16 47 0 0 0
10 16 58 3,7 10,4 5,6
11 16 46 0 0 0
12 16 44 0 0 0
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Pri analyze 18 roznych kukurinych vyluhov sa nedokdzala gluk6za ani iné cukry.
Glukoéza teda pochddzala iba zo Skrobu ako zlozky fermentacnej pody a dplne sa
spotrebovala v priebehu 42—58 h pre pody s réznym zloZenim kukuri¢ného vyluhu,
ako vyplyvaztabulky 6. v fn..« @ koncentracia glukdzy bola uz velmi nizka az nulova.

Vplyv alaninu na produkciu a-amylazy sa simuloval na syntetickej pode aminoky-
selinového zloZenia zodpovedajiceho priemernej vzorke kukuricného vyluhu

a 2 1 t t T T T A
,ul-iat/l ,ukat/l
100}~ 11Q
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Obr. 2. Vplyv alaninu na produkciu a-amyldzy na syntetickych'pédach zodpovedajicich aminokyselino-
vému zloZeniu priemernej vzorky kukuriného vyluhu (tab.2) s vynimkou alaninu. a) @ aktivita
a-amyldzy na pode zodpovedajiicej kukuricnému vg uhus 253 pmol/g alaninu ; b) © aktivita a-amyla
na pdde zodpovedajticej kukuri¢nemu vyluhu s 173 pmol/g alaninu. %’opri aminokyselinach obsahovali
pody fosforecnan dvojamdnny a Skrob, ako je uvedené v experimentalnej Casti.
Fig. 2. An influence of alanine on the a-amylase production in synthetic media corresponding to the
amino acid composition of an average sample of maize extract (Table 2) with exception of alanine. 2) @ —
a-amylase activity in a medium corresponding to maize extract with 253 umol/F of alanine; b) © —
a

o-amylase activity in a medium corresponding to maize extract with 173 pumol/g alanine. Besides amino
acids, the media contained biammonium phosphate and starch (see the experimental part).
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Obr. 3. Produkcia *. f-1,4-xylanazy (O), f-glukanazy (®) a celuldzy (©) pomocou Bacillus subtilis na
pode B (pozri obr. 2).

Fig. 3. Production of -1,4-xylanase (O), f-glucanase (®) and cellulase (@) by means of Bacillus subtilis
in the medium b (see Fig. 2).
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(tab. 2). S vynimkou alaninu, ktorého koncentricia bola v prvom pripade o 18 %
vyssia a v druhom pripade o 18 % niZSia ako pri priemernej vzorke, Co zodpovedalo
nami zistenému rozptylu obsahu alaninu. Toto zistenie potvrdzuje skutocnost, Ze
aminokyselinové zloZenie, v uvedenom pripade obsah alaninu vo fermentacne;j
pdde, rozhodujicou mierou ovplyviiuje schopnost B. subtilisprodukovat a-amyldzu
(obr. 2).

Popri a-amylolytickej a proteolytickej aktivite sa Bacillus subtilis CCM 2722
vyznacuje nezanedbatelnou produkciou f-1,4-xylandzovej a f-glukanazovej (liche-
nazovej) a celuldzovej aktivity (obr. 3).

Jednotlivé fermentacné pody sa odliSovali zdrojom dusika, ktorym boli kukuricné
vyluhy rézneho zloZenia aminokyselin, voInych kyselin a suSiny. Tieto kukuritné
vyluhy sa pouZili ako zdroje dusika aj v priemyselnych podmienkach, kde sa
v porovnani s laboratérnymi podmienkami dosiahli aZz dvakrat nizSie aktivity
a-amylazy. Aktivita o-amylizy dosiahla maximum v odliSnych fermentacnych
pddach v roznom case fermentacného procesu, ked sa bunky Bacillus subtilis
nachadzali v staciondrnej faze rastu a proteolytickd aktivita v tomto Case eSte
nedosahovala maximum. Po dosiahnuti maximalnej proteolytickej aktivity a-amyla-
zova aktivita vo fermentatnom médiu klesala, z ¢oho sa da usudit, Ze aj vysoka
proteolyticka aktivita negativne vplyvala na produkciu a-amylazy.

Pri sledovani zmeny pH v priebehu fermentacného procesu pre n= 18 sme zistili,
Ze vo vsetkych pripadoch pH z vychodiskovej hodnoty 6,6 kleslo ; od dosiahnutia
maximilnej aktivity a-amylazy az do 84 h fermentatného procesu sa pH pddy
takmer nezmenilo.

V laboratérnom usporiadani na zdklade 18 r6znych kukuri¢nych vyluhov, ktoré sa
predtym pouzili v priemyselnych podmienkach, sme zistili vysSie aktivity a-amylazy.
To sved¢i o velkych rezervach, ktoré treba hladat v racionalizécii jednotlivych
krokov fermentacného procesu a v priebeznom sledovani amylolytickej a proteoly-
tickej aktivity.

Ako nasved¢uji nase vysiedky, proteolyticka aktivita sa zrejme ziiCastfiuje na
pokiese a-amyldzovej aktivity, a to tak pri predlZzovani fermentécie, ako aj pri
dalSom spracovani fermentacnej pédy. Ako vyplyva z naSich vysledkov, kym ma
kukuri¢ny vyluh zostat zdkladom fermentacnej pody je nevyhnutné, presnejSie
charakterizovat jeho zloZenie a uviest, ¢i je vhodny pre dany typ fermentacnej
vyroby. Skutocnost, Ze popri a-amyldze fermentand poda obsahuje aj niektoré
dalSie hydrolazy biopolymérov, poskytuje alternativne rieSenie izolacie uvedenych
enzymov v Cistom stave pomocou afinitnej met6dy.
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Bamsanre cocrasa (hepMeHTATHBHOM CPeIbl HA NPOXYKIHIO
anbtha-avmunazel Bacillus subtilis

PesomMme

B npeparaemMoit paboTe paccMaTPHBAETCs BIMAHUE COCTaBa (PEPMEHTATHBHOM CPeibi, IPEXJiE BCETO
OT/EbHBIX COCTABNISIOMMX KyKYPY3HOH BBITSXKY Ha IPONYKLMIO allb(a-aMuIIa3bl P ITOMOLIM IPOH3-
BOJicTBeHHOTO UITamMa Bacillus subtilis. CpaBuuBaeTcst coctaB 18-TH KYKypY3HbIX BBITSIKEK, HCIIONB30-
BaBILKXCA B Mpou3BoficTBe Ha 3aBojie «[lonna-Kpyna», CrnoBaukoil KpaxMaibHON IPOMBILLIEHHOCTH
H. 1. TpHaBa B nepuop 1979—1980 rr. Hapsany ¢ o6pa3zoBauueM anbha-aMunasbl, W3y4anuch U [pyrue
ruApoNasHbie HePMEHTBI, KaK, HanpuMep, o6pa3oranue GeTa-ril0KaHa3bl # IPOTEOTUTHYECKAS AKTHB-
HOCTb. YTMOMSHYThIE (PEPMEHTHbIE AKTHBHOCTH YCTAHABIMBATHCh NPH MOMOIIH XPOMONHTHYECKHX
cyGeTpaToB Ha 6a3e CIIMTHIX GHONONMMEDOB.

The influence of fermenting medium composition on a-amylase
production by Bacillus subtilis

Summary

Authors of this article study the influence of fermenting medium composition analyzing especially the
influence of single components of maize extract on a-amylase production by the strain Bacillus subtilis.
They compare here the composition of 18 maize extracts that were made use of at the Slovak Starch
Factory (Slovenské $krobarne), national enterprise, Trnava, plant Dolna Krupa, during the years
1979—1980. Also other hydrolase enzymes, such as f-glucanase and also proteolytic activity are subject
of investigation here. Activities of these enzymes are determined on the basis of crosslinked biopolymers
as chromolytic substrates.
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