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Vply" zloienia kukuritndho vj'luhu na produkciu
a-amyl6r7 kultrfi rou Bacillus subtilis

JURAJ ZEMEK - JOZEF AUGUSTIN - LUDOVIT KTNIAK - OLGA BUCKOVA

Srihrn. Pr6ca sa zaober6 vplyvonr zloieria fermentadnej p6dy, predov5etkfm jednotlivfch zloiiek
kukuridndho vjluhu na produkciu a-amyhizy pomocou produkdn6ho kmeia Bacillus subtilis. Porovndva
sa zloienie 18 kukuridnfch qiluhov pouiitfch v prevSdzke Slovenskd Skrobdrne, n. p., Trnava, zdvod
Dolnd Krupr{, v rokoch 1979-1980. Popri worbe a-amyliizy sa sleCujri aj dal5ie hydroldzov6 enzymy,
ako tvorba B-glukanfny a proteolytickd aktivita. Uvedend enzfmov6 aktivity sa stanovujit pomocou
chromolyticklich substr6tov na b6ze sietovanllch biopolyn€rov.

Bakteri6lna a-amyl6za^ patri medzi prvd zn6me a popri prote6zach druhd najd6le-
Zitej5ie priemyselnd evimy. S produkciou bakteridlnej a-amylluy sa stretdvame uZ
roku 1920. U n:is sa produkciou tohto enz:imu zaoberala Bendov6 [1].

Pouiitim syntetichfch p6d pre experimentiilne laborat6rne pr6ce sa dosiahla
Standardiziicia kultiva6nfch p6d, Eo nemoino dosiahnut' pouiivanim beinlich prie-
myselnych p6d. Syntetickd p6dy Yeast Nitrogen Base (YNB) a merkaptoacetdtovil.
sa uk6zali ako vhodn6 pre viid5inu testovacich mikroorganizmov s pripadnou
modifik6ciou pre Specifick6 poiiadavky jednotliqfch mikroorganizrnov, ako napr.
fprava pH a pod. V priemyselnej previldzke pri produkcii a-amylilzy Bacillus
subtilis sa pouiivajf dva typy zdkladnfch fermentadnfch p6d. Zdkladnfmzdrojom
dusika sri vodn6 zahusten6 kukuridnd vyluhy, pripadne glut€nov6 qipalky, resp.
kombin6cia obidvoch. P6da obsahuje okrem spominanich zdrojov uhlika a dusika aj
fosforednan dvojam6nny, odpefiovaci olej a vodu.

Produkcia a-amylizy je vieobecnou vlastnost'ou B. subtilis, B.licheniformis,
B. megaterium, B. ceteus, B. natto, B. circulans, B. macetans, B. coagulans,
B. stearothermophilusa B. breuis, ako opisujf Borris a spol. (1980) a Zemek a spol.
(1981). Pazlarovf a Fencl (1978) rozli5ujri u B. subtilis morfologicky podmienen6
produkdnd varianty s charakteristicky leskllfmi, priesvitnfmi kol6niami Specifickej
aktivity produkcie okolo 5 U/mg a neprodukind varianty (okolo 1,5 U/mg),
vywrirajfce matne biele kol6nie. Zemek a Augustin (1980) dok6zali, ie siefovan6

Ing. Juraj Zemek, CSc., PhMr. Jozef Augustin, Ing. Ludovit Kuniak, CSc., Ing. OIga Budkovd,
Chemic[i ristav Centra chemick6ho v'.iskumu SAV, Dribravsk 9,842 38'Bratislava.
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amylaza sa m6Ze utilizovat ako C-zdroj iba v pritomnosti producenta a-amyl6zy ato
vyuiili na selekciu produkinfch kmefiov. Predkladan6 prdca sa zaober|charakteri-
ziciou kukuridnfch v'-iluhov a vplyvom ich zloZenia na produkciu extraceluldrnych
e nz-imov, predov5eth.im a- amylflzy .

Experimentilna iasf

Pouiit6 chemikdlie a suroviny

Kukuridnf vfluh, 18 r6znych prepar6tov poskytli Slovensk6 Skrob6rne, n. p.,

Trnava, zilvod Dolnri Krup6. Vietky pouiit6 aminokyseliny boli od fy SERVA.
Skrob a ostatnd chemikdlie, ktor6 sa pri stanoveniach pouZivali, boli p. a. (I-achema,

Brno).
PouZit6 chromolytickd substr6ty

SPOF A TEST a-amylina(Slovakof arma, Hlohovec), kompletnf tabletorni test,
ktorf obsahuje chromolytickf sietovanf Skrob, albumin hoviidzieho s6ra, chlorid
sodnf, zloLky tlmiviho roztoku a mikrokryStalickf celul6zu [6].

S-TEST PROTEAZA UNIVERZAL (CJIZ,JD, n. p., Bratislava) na b6ze chro-
molyticklich proteinov, obsahujricich 10 % kovalentne viazandho Remazol
Brillant Blue R, siefovanfch 2-chl6rmetyloxiriinom (2%), pripraven6 z albuminu
hovddzieho s6ra (BSA) [7]. Kedie pri proteolytich.ich enz.fmoch nie je k dispozicii
ani jeden prirodnf substr6t, zvolen|jednotka aktivityzodpoved6l mghydrolyticky
rozitiepen6ho protefnu I I fdinn6ho roztoku za I h pri 37 'C.

ft1,4-xyl6n z Fagus silvaticus, na stanovenie xylaniizovej aktivity, siefovanf
2-chl6rmetyloxirSnom (2%) a farbenf kovalentne viazanfm Remazol Brillant
Blue R [8].

Celuklza (Cx) sa stanovila pomocou siet'ovanej a farbenej hydroryetylcelul6zy [8].
Lichenan na stanovenie pglukaninovej aktivity, siet'ovanf a farbenf (pozri

ft1,a-xyldn [8]).

PouZit6 mikroorganizmy

Produkdnj kmefi Bacillus subrifts CCM2722 poskytla Ceskoslovensk6 zbierka
mikroorganizmov Brno a prev:ldzka Slovensh.fch Skrobi{rni, n. p., Trnava, zdvod
Dolnri Krupri.

Charakteriz1cia kukuridnf ch vliluhov

P6sobenim roztoku 0,02 mol/l BaClz na vodnf roztok kukuridn6ho vfluhu
doch6dza k vyzr6ianiu b6rnadch soli karboryloqfch kyselin za sridasn6ho uvolnenia
ekvivalentn6ho mnoZstva kyseliny chlorovodikovej. Kyselina chlorovodfkovii sa

stanovila titr6ciou roztoku 0,02 mol/l NaOH.
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Gluk6za sa stanovila glukozooxidinovym testom Combination Glucose (Berg-
meyer a Bernt, 1970). Aminokyseliny sa stanovili automaticklim analyz6torom
aminokyselin (Vfvojov6 dilny CSAV, typ 6020). Suiina v r6znych kukuridnfch
r4iluhoch sa stanovila obvyklfm vdikoqirn spdsobom. Hodnota pH sa stanovila na
pH-metri OP-205.

Hydrolfza kukuridnlich vyluhov

Zo vzoriek vodnfch roztokov kukuridnfch vfluhov sa odpipetuje po 1 ml, pridi4 sa

1 ml koncentrovanej HCI a nechi{ hydrolyzovaf na olejovom kupeli 8 h pri 100'C.
Napokon sa vzorky za sridasndho zriedovania destilovanou vodou odparili na
vdkuovej odparke do sucha, ai:W nevykazovali neutriilnu reakciu.

Zloi,enie p6d pre kultivricie

Fosforeinandvojam6nny 10 g,

Skrob rozpustnf 20 g,

destilovanii voda do 1000 ml,
pFI (HrPOa) 6,6.

Do pripravenej p6dy rozdelenej po 50 ml v 250 ml k6nickfch bank6ch sa pridalo
0,5 gz 18 rozlidnlich kukuri6nfch vfluhov.

Pri syntetickfch p6dach sa pripravok kukuridn6ho qiluhu simuloval ndvaZkami
jednotliqich aminokyselin.

Odkovalo sa 0,5 ml24-hodinov6ho inokula z laborat6rnej propagdcie. Kultivdcia
prebiehala na rotainej trepadke (100 min-l) prt 37'C. Priebeh rastu sa sledoval
meranim absorbancie kultivadnej p6dy, ktord je za aproximdlnych podmienok
priamo 6mern6 podtu buniek v objemovej jednotke. Na meranie sa pouZival
spektrofotometer SPEKTROMOM 361 pri vlnovej dlike 450 nm. Ako porovndva-
cie roztoky sa pouiili prisluin6 p6dy.

Vfsledky a diskusia

Sledovala sa produkcia a-amyl{ny na p6dach z 18 rdznych kukuridnlich v'.iluhov

ako zdrojov dusika, ktor6 sa pouiili v Slovensh.ich Skrob6rfiach. V laborat6rnom
usporiadani ferment6cie sa zistili vySSie aktivity a-amyl{ny ako pri priemyselnom

usporiadani, a to vo vSeth.ich pouZiqich kukuridnfch r4fluhoch, Eo sveddi o vellcfch

rezewdch, ktor6 sri pri v'.irobe a-amyl{zy pomocou kmeila Bacillus subtilis

CCM2722 (obr. 1).

Disproporcie medzi produkciou a-amyl1zy v 30. hodine ferment6cie (rro) v prie-

myselnom a laborat6rnom usporiadani demon5truje obr6zok 1. Tieto rozdiely
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Obr. l. KoreLicia medzi zistenou tvorbou a-amylSzy v priemyselnfch (SS) a hborat6rnych podmienkach
(SAV) na jednotliufch p6d-achi kirkuridnfm vftritroin lpfatlq.

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

moZno vysvetlif technologickou disciplinou a rozdielmi v kvalite surovin, predovdet-
lcfrn pouiitfch kukuriEnlich vfluhov, a to tak vzhladom na suSinu, ako aj obsah
volnfch kyselin a aminokyselinov6ho zlolenia, ked sa v niektorfch pripadoch
variatnf koeficient (Vy) bliii, ai presahuje 30% (tab. 1, 2). V pripade alaninu,
koncentr6cia ktor6ho vo fermentadnfch podach sa ddva do srivisu s inhibiinfrn
fdinkom na produkciu a-amylizy [10], z tabulky 2 vidiet, Le Vyv r6mci n:1.8, je
18,07 o/" . Ttto okolnosd treba pripisat nedostatoinej Specifik6cii na poufitf surovinu
vstupujfcu do technologickdho procesu, a t'.fm nedostatodnej vstupnej kontrole.

Kym pri priemyselnfch ferment6ciilch Vx v aktivite ziskanej a-amyl{ny sa rovnal
pribliZne 23o/o, v laborat6rnych fermentdci6ch bol 12,06"/o (tab. 3).

V aktivit6ch proteolytickfch enzlimbv v r6rnci n: 18 sa prejavila 3ir5ia variabilita
ako v aktivitdch amylolytickfch enz;imov. Maxim6lna rlichlost' tvorby a-amyliny
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Tabulka l. Analjza kukuridnich vyluhov na suiinu a obsah volnfch kyselin (n= 18)

Table 1. An analysis of maize extracts for a dry matter and a content of free acids (n= 18)

Z - spotteba roztoku 0,02 mol/l NaOH (ml) na titrdciu volnfch kyselin, *- priemer vysledkov
paralelnfch analfz, &- smerodajn6 odchflka.

Tabulka 2. Anallza obsahu aminokyselin v kukuriinfch vfluhoch (n:18)
Table 2. An analysis of the amino acid content in maize extracts (n= 18)

Tabulk a 3. Vplyv zToienia kukuriin6ho v'.iluhu na reprodukovatelnost fermentaindbo procesu v labo-
rat6rnom d priemyselnom usporiadani

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

Priblihy prepoiet: I pkat/l= 60 U/l= 6 DA.kg-r.

posunutd proti maxim6lnej rfchlosti rozmnoZovania buniek o +2 h, kfm v pripade
proteolytickej aktivity tento rozdiel dosahuje a,i,20h (tab. 4).

Z tabufky 5 vyplfva, Ze za pokles a-amyliaovej aktivity v produkealom m6diu
poias fermentadndho procesu moino pokladat pritomnost pomerne vysokej proteo-
lytickej aktivity.
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x .x Vr

Suiina
z

68,85
JA 

'\

)))
1,74

2,76
7,18

Aminokyselina
x

Iprnol/g]

q
Ipmol/g]

Vx

I%l

Lys
His
Arg
Asp
Thr
Ser

Glu
Pro
Gly
Ala
Val
i-Leu
Leu
Tyr
Phe

90,61
43,83
84,10

151,98
84,49

121,58
253,15
t7 5,34
167,79
214,46

63,95

54,7 5

153,09
45,63

52,83

25,89
LL,60
17,04
35,87
13,58
17,09
88,01
31,11
23,86
38,76
23,25
11,36
40,12
12,19

7,49

28,46
26,47
20,25
23,60
16,08
14,04
34,76
17,75

14,22

18,07
36,36
20,77
25,87
26,73
2,82

Aktivita a-amyl{ny x ,' Vx

Priemyseln6 usporiadanie [DA. kg- 1]

Laborat6rne usporiadanie Ipkat/l]

r09 720
409,2

32 450
59,4

22,86
12,06



x
thl

,1

tht
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l%1
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(H".-(fl*
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2,02

t9,20

17,18

0,94

5,24

5,31

46,78

)'t 10

26,35

Tabulka 4. Sledovanie worby amykizy apro|eez v zrivislosti od prirastku biomasy (n= 18)
Table 4. Amylase and protease production dependence on biomass increase (n= lg)

N- poiet buniek v 1 litri ; a - aktivita a-amyliny [pkat/l], P- proteolytickri aktivita [j/1].

rabulka 5. vplyv doienia kuk1rynehg#*; 
lil#ji?,J,ll#"i$l;:h* 

fr{ze primrlrneho poklesu

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

Aktivita prote{z
x

ti^l
.q

ti/11

Vx

l%l

(#).'
(#)-...'

3666,4

35,15

1076,r9

1100

29,3s

31,3i

Tabulka 6. Zmena koncentr6cie o-gluk6zy vo fermentainfch podach s rdznym zloienim kukuridnlich
vfluhov

Table 6. A change of the o-glucose concentration in fermentation media with different compositions of
mane extracts

Vzorka.

Cas [h] Koncentrdcia gluk6zy [mg/ml]

Ccrc=ilax, Ccrc=0 ,^^.a (#)=' (#).'

7

2

3

4
5

6

7

8

9

10

11

t2

6

6

6

6

6

6

6

6

6

6

6

6

48
42
44
48
50
46
46

-s0

47
58

46
44

0

11,26

13,88
2,64
9,92
0
0

52,94
0
3,7
0
0

0
0

10,8

0,4
0
0
0
0

0
t0,4
0
0

0
0
5,0
0
0

0
0
0
0
5,6
0

0

Ccr"- koncentr6cia gluk6ry mg/ml, h*a- 6as, za ktorf dosiahne aktivita o-amylizy maximum [h].
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Pn anallze 18 r6znych kukuridnfch rny'luhov sa nedokdzala glukdza ani in€ cukry.
Gluk6za teda poch6dzala iba zo Skrobu ako zloZky fermentadnej p6dy a fplne sa

spotrebvala v priebehu 42-58 h pre p6dy s r6znym doienim kukuridn6ho qiluhu,
ako vyplyva z tabulky 6. v tn^x a koncentr6cia gluk6zy bola ui velmi nfukaainulov|.

Vplyv alaninu na produkciu a-amylilzy sa simuloval na syntetickej pdde aminoky-
selinov6ho zloilenia zodpovedajfceho priemernej vzorke kukuriindho vliluhu
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Obr.2. Vplyv alaninu na produkciu a-amyl6zy na synteticklich'p6dach zodpovedajricich aminokyselino-
v6mu zloZeniu priememej vzorky kukuridn6ho vfluhu (tab. 2) s vfnimkou alaninu. a) O aktivita
a-amylduy na p6de zodpovedajricej kukuriin€mu vfluhu s 253 pmol/g alaninu; b) O aktivita a-amyl{zy
na pdde zodpovedajricej kukuridn6mu vfluhu s 1 73 pmol/g alaninu. Popri aminokyselin6ch obsahovali

pddy fosforednan dvojam6nny a Skob, ako je uveden6 v experimentrilnej iasti.
Fis. 2. An inlluence of alanine on the c-amylase production in svnthetic media corresoondins to the
amino acid composition of an average sample of maiie extract (Tabki 2) with exception of alanine."a) O -a-amylase activity in a medium conesponding to maize extract with 253 pmollg of alanine; b) O -eamylase activity in a medium conesponding to maize extract with 173 pmol/g alanine. Besides amino

acids, the media contained biammonium phosphate and starch (see the experimental part).

39

0
0
5,0
0

0
0

0

0

0

5,6

0

0

in maximum [h].



[nu"u, ]

O--___---___-t----_

40 50 ras [r,]

obr. 3. Produkcia . ft1,4-xytan6zy (")if.yfi-6"#l3l i;ttur (o) pomocou Bacittus subtrisna

Fig.3. Productionof pl,4-xyl-*" 
flfrf$;;fiffiTtiJr"l,!.t}:"se 

(o)bymeansotBacittnssubtilis

40

20

o1
t

,/- /..O

at'6
-{o



\o_

----..-- O--=--o]

,o ras [r,]

t Bacillus subtilisna

z of Bacillussubtilis

(tab. 2). S vfnimkou alaninu, ktor6ho koncentr6cia bola v prvom pripade o 18 o,'o

vyS5ia a v druhom pripade o 18% niZ5ia ako pri priememej vzorke, do zodpovedalo
nami zisten6mu rozptylu obsahu alaninu. Toto zistenie potwdzuje skutodnost, Ze

aminokyselinovl zloienie, v uvedenom pripade obsah alaninu vo fermentadnej
p6de, rozhoduj6cou mierou ovplyvfiuje schopnost B. subtilisprodukovat a-amyl[nr
(obr.2).

Popri a-amylolytickej a proteolytickej attivite sa Bacillus subtilis CClvl2722
vyzrraduje nezanedbatelnou produkciou ftl,4-xylandzovej a ftglukandzovej (liche-
nrizovej) a celuldzovej aktivity (obr. 3).

Jednotlivd fermentaind p6dy sa odliSovali zdrojom dusika, ktor.im boli kukuridnd
vfluhy rdzneho Aoilenia aminokyselin, volnfch kyselin a suSiny. Tieto kukuridn6
vyluhy sa pouiili ako zdroje dusika aj v priemyselnfch podmienkach, kde sa

v porovnani s laborat6rnymi podmienkami dosiahli ai dvakrdt nESie aktivity
a-amy16ny. Aktivita a-amylfny dosiahla maximum v odli5nfch fermentadnfch
p6dach v r6mom dase fermentadn6ho procesu, ked sa bunky Bacillus subtilis
nachddzali v staciondmej l6ne rastu a proteolytick6 aktivita v tomto dase eSte

nedosahovala maximum. Fo dosiahnuti maxim6lnej proteolytickej aktivity a-amyl6-
zov6 aktivita vo fermentainom m6diu klesala, z doho sa d6 usridit,2e aj vysok6
proteolytickri aktivita negativne vplivala na produkciu a-amyl6zy.

Pri sledovani zmeny pH v priebehu fermentadn€ho procesu pr€ n= 18 sme zistili,
ie vo vietkfch pripadoch pH z vfchodiskovej hodnoty 6,6 kleslo; od dosiahnutia
maxim6lnej aktivity a-amyl{zy aZ do 84 h fermentadn6ho procesu sa pH pody
takmer nezrtenilo.

V laborat6rnom usporiadani na zdklade 18 r6mych kukuridnfch v'.iluhov, ktord sa

predtfm pouZili v priemyselnfch podmienkach, sme zistili vySSie aktivity a-amyl6zy.
To sveddi o velkfch rezervdch, ktor6 treba hladat v racionalizicii jednotlivfch
krokov fermentadndho procesu a v priebeinom sledovanf amylolytickej a proteoly-
tickej aktivity.

Ako nasveddujf na5e vfsledky, proteolytick6 aktivita sa zrejme ztiiastiuje na
poklese a-amyl{aovej aktivity, a to tak pri predlZovani fermentdcie, ako aj pri
dal5om spracovani fermentadnej pfty. Ako vyplfva z na$ich rnisledkov, hfm m6
kukuriinf vfluh zostat' ziikladom fermentadnej p6dy je nevyhnutn6, presnej5ie

charakterizovat jeho zlailenie a uviesf, Ei je vhodnf pre danf typ fermentadnej
vfroby. SkutoEnosf, ie popri a-amyline fermentain6 p6da obsahuje aj niektord
dal5ie hydrolday biopolym6rov, poskytuje alternativne rie5enie imlficre uvedenfch
en4fmov v distom stave pomocou afinitnej met6dy.
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B.nnrme cocraBa QepnenrarnBnofr cpeArr Ea trpoAyxqf,ro
anb+a-auf,n a"H Bacillus subtilis

Pe rroue

B upeq.naraeuofi pa6ore paccrrra'TprBaercr Birnrnne cocrana QepueHrarrnuofi cpeAbr, npexAe BceFo

orgenbxbD( cocraaJrrroryD( KyKyppnofi arrrexxu Ha lrpoqyxrsrlo anrQa-aunnartr npil rroMoru{ nporn-
BoAcrBeFHono rrrrat*ta Bacillus subtilis. Cpanurnaercr cocraB 18-rr.r xyrypyrxbrx BbrrrxeK, ucnoJrb3o-

BaBrrrlD(cr B npor{tBoAcrBe Ha 3aBoAe <,[orura-Kpyna>, Cnona4<ofi rpaxuarurofi npoMLr[rneHHocrH

n. n. Tpxana B nepnoA 1979 - 1980 rr. Haprgy c o6paooaaxreu a;rr$a-aururarLr, [3]^raJrucb l Apynre
rf,Apona3urre Qeprrrenrrr, KaK, HanpuMep, o6paronanne 6era-rnloKana3br s [poreor['mqecKar aKrrrB-

noctl. Ynolrsfiyrble $epuerrnrrre axTlBuocru ycrana&rrloanr{cb npn noMotrsr xpoMonltrl{qecKrD(

cyfcrparon na 6age cumrblx 6nonolnuepor.

The influence ol fermenting medium composition on a-amylase
produc'tion 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 (Slovensk€ Strobrime), national enterprise, Trnava, plant Doln6 lkupr4, during the years

1979-1980. Also other hydrolase enzymes, such as pglucanase 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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