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MINIMALIZACIA ZDROJOV UHLIKA VO VzZ TAHU KU PRODUKCII
HYDROLAZ BAKTERIAMI  BACILLUS SUBTILIA BACILLUS LICHENIFORMIS
MINIMISATION OF CARBON SOURCES IN RELATIO TO HYDR OLASES
PRODUCTION BY CULTURES OF BACILLUS SUBTILIS AND BACILLUS
LICHENIFORMIS

Dana Urminské, Jan Ambrés, Eva Szabova

ABSTRACT

Bacterial cultures oBacillus sp. viz.Bacillus subtilis2267,Bacillus subtilis2268, Bacillus
licheniformis L-3 and Bacillus licheniformisL-7/7 used plant groats: fodder wheat and
barley, and also malt, oat, amaranthus, buckwiseghean, rice, corn and potato seedcase -
as carbon source in the nutrient medium. The besiuger of amylases was found to be
Bacillus subtilisstrain 2268, which was cultured in medium consgtof 2.5 % and 5 %
amaranthus. It was observed tligscillus licheniformisstrains L3 and 7/79 were bettrer
producers of extracellular peptidases, mainly indin@ containing amarantus, wheat,
buckwheat, oat and soybean. From the commercat pbwiew for amylases and peptidases
production it is not neccesary to apply main feoops such as wheat, barley, corn and rice,
but materials such as potato seedcase, buckwhedatmaranthus may serve as suitable
alternates in relation to sources of nutrients.
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UvoD

Biotechnologické vyroby su zaloZzené na vyuziti rbet@mu, jeho medzistypv a
konenych produktov, ktoré vznikaju v bunkach mikroorgamov, rastlin a Zivéichov.
Z&kladom biotechnologickych vyrob je predovSetkymguzivanie mikroorganizmov, z
ktorych vyznamné miesto maju baktérie, ktoré s&aypi pri vyrobe enzymov, organickych
kyselin, sacharidov, pri mikeom kvaseni a vyrobe niektorych antibiotik. Mikidhe
enzymy maju Siroké uplatnenie v potravinarskom \@yarnickom priemysle, amylazy na
stekutenie a hydrolyzu Skrobu a glukézovych siryppeptidazy na hydrolyzu proteinov
a upravu mliénych bielkovin pri vyrobe syrov; pektinazy na zlep& extrakcie ovocnych
dZzusov a predchadzanie tvorby zékalov vo fermemipsta dZasoch; glukézaizomeraza v
produkcii sacharézovych sirupov, mikrobialne pegutigla lipazy maju nezastudite® miesto

v ,biologickych” detergentochBalasubramanian et al., 2004, Salleh et al., 2006

Baktérie roduBacillus su aerobne, endospory tvoriace, Gram-pozitivnealyba¥ d’aka
nepritomnosti vonkajSej membrany u Gram-pozitivnpetktérii dokdZzu zastupcovia tohto
druhu vylkova vel'ké mnozstvo extracelularnych proteinov priamo dengho meédia
(Humphery-Smith, Hecker, 200§. Bacillus subtilis je pddny mikroorganizmus¢asto
izolovany aj z vody, vzduchu a z rozkladajucich zsgsSkov rastlin. Uvedené prostredie
obsahuje Siroké spektrum rdéznych uhlikatych sutustravratane viEkého mnozstva
polysacharidov pochadzajacich z rastlin, zvieramilkroorganizmov. Bacillus subtilis
produkuje véké mnozstvo glykolytickych enzymov, napramylazy, pullulazy, endg-1,4-
manazu, levanozu, glukan-lgdmaltohydrolazu, pektatlyazy a endo-PB&ylanazy, ktoré
su vyluwiované do bezprostredného okolia buni€brienshein et al., 2002 Okrem tychto
enzymovBacillus subtilisprodukuje aj proteolytické enzymy, a je tak vhyanorganizmom
pre vyrobucistych biochemikalii, nukleotidov, vitaminov a amkyselin Vaites et al.,
2005 a vo farméacii je spoluBacillus licheniformisryuzivany na produkciu antibiotika
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bacitracin $harma, 2004. Niektoré kmene su vyuzivané v ochrane rastloti grubovym
patogénnom\aites et al., 200%h PretoZe produkty metabolizmu tejto baktérie rali¢ne
pouzivaneé v potravinarstve, Bacillus subtilisklasifikovany ako GRAS (Generally Regarded
As Safe) — vSeobecne povazovany za bampgWalsh, 2003 a preto je prirodzenym
hostitd’skym organizmom vyuzivanym pre produkciu proteineyuzitim technoldgie
rekombinantnej DNA $chaechter et Lederberg, 2004; Waites et al., 2005 Bacillus
licheniformis je dlhodobo pouZivany v priemyselnej vyrobe exgemav. Vyznamné je
polnohospodarske vyuzitie ako PGPB (Plant Growth PtomoBacteria) — baktéria
podporujuca rast rastli@acillus licheniformige mozné aplikovaaj ako expresny systém
pre markérové gény, pretoze vysledné rekombinodrulRy moézu by vyuzivané napr. pri
rychlej a efektivnej detekcii rastovych podmiendiognych pre vikopriemyslova vyrobu,
alebo priin situdetekcii druhov v prirodeTamagnini et al., 2008.

Véa¢Sina druhowBacillus je schopna r&sna/v relativne jednoduchom Zivnom médiodar,
2009. VSeobecne su sacharidy vybornym zdrojom uhlilmergie, najmé glukoza, ktora je
preferovanym substratom &&iny mikroorganizmov Waites et al., 200k V priemyselnej
vyrobe sa ako zdroje uhlikasto pouZzivaja: glukoza, hydrolyzovany Skrob, laktésuSena
srvatka, Skrob (gmenny, araSidovAd muoka, ovsend muka, raznd mukayv&dinuka),
sachardza alebo melasn{ith, 2009. Zdrojmi dusika mézu byanorganické amodnne soli a
dusinany, mdovina alebo komplexné suroviny akoém@ennd muoka, repna melasa,
kukuricny vyluh, araSidova muka, ovsena muka, bavinikou&anrazna muka, séjova muka,
suSend srvéatkeésSeith, 2009. Vodik a kyslik méZu iy zabezp&ené z vody a organickych
zlucenin. Fosfor je pristupny v anorganickej forriéaftes et al., 200%a sira je pridavana vo
forme sulfidovych a siranovych soli, alebo akéasti komplexnych surovin obsahujucich
sirne aminokyselinyWaites et al., 200h

Praca bola zamerana na minimalizaciu zdrojov uhtikevnom médiu pre kultivaciu baktérii
Bacillus subtilisaBacillus licheniformisa na sledovanie vplyvu zmien v zloZeni Zivného
média na produkciu vybranych hydrolytickych enzymov

MATERIAL A METODIKA

Rastlinné substraty — zdroje uhlika v Zivnom médiu

Ako zdroje uhlika v Zivnom médiu pre kultivaciu bé@ki roduBacillus boli pouzité rastlinné
Sroty: pSeniny, ja@&menny — j@mein kimny a j&mei sladovnicky, ovseny, laskavcovy
(laskavec metlinaty), pohankovy, sojovy, ryZzovyklricny arozomleté zemiakoveé Supky
(VPP SPU, s. sr.0.)

Pouzité kmene mikroorganizmov

Ako produkné kmene pre pripravu hydrolaz boli pouZité kmeiskané X eskej zbierky
mikroorganizmov v Brne Bacillus subtilis-2267 ('alej BS-2267),Bacillus subtilis-2268
(dalej BS-2268),Bacillus licheniformisL-3 (dalej BL-L3) aBacillus licheniformisL-7/79
(dalej BL-L7/79).

ZloZenie zivného média a kulti¢aé podmienky

Pri tvorbe Zivnej pody sa vychadzalo z poznatkénwninskej (1997) a Szabovej (200}
ktoré optimalizovali zloZenie Zivnej pédy pre vybéakmeneBacillus subtilis a Bacillus
licheniformis pre vysoku produkciu extracelularnych peptidazozéhie optimalizovanej
zivnej pédy bolo nasledovné: 1 % (hm.%) suSenéhiekal 0,3 % (hm.%) kvasfiého
autolyzatu, 0,5 % (hm.%) Skrobu a 20 % (obj.%) avkdi sladinky. pH Zivnhého média bolo
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pred sterilizaciou upravené na 8,4.

V préaci bol Skrob nahradeny komplexnejSou formoiprdu boli rastlinné Sroty z plodin:
pSenica, jamei jarny sladovnicky, gmen jarny kmny, susené Supky zo zemiakov, laskavec
(metliny so semenami), pohanka, sd@ja, ovos, rytaralaa kukurica. Ako referéné zlozky
Zivnej pbdy boli pouzitécistd glukdéza a kukutny Skrob. Kultivacia prebiehala v
klimatizovanej miestnosti, v kultigaych baniach o objeme 1000 s objemom média 100
cm® na zavesnej trepke pri 280 ot.miit a teplote 37 °C. Doba kultivacie bola 48 hodin.
Aeracia média bola zabezema cez priedusna zatku. Po uplyntéisu kultivacie boli
bakterialne bunky odstredené 4000 ot. mpoias 10. minGt (Beckmann Avanti J-25). V
supernatante bola stanovena aktivita extracelutfrngmyldz a peptidaz fotometrickou
metddou reakciou s chromogénnym substratom (UV-8fi€ctrophotometer Jasco V-530).

VYSLEDKY A DISKUSIA

V poévodnej, optimalizovanej Zivne] p6de pre kultué Bacillus subtilis a Bacillus
licheniformisbol ako zakladny zdroj uhlika pouZitisty kukuricny Skrob. Tento substrat bol
nahradzovany inymi zdrojmi, komplexnymi rastlinnynsurovinami, s cibom zniz{’
ekonomickld narénog’ produkcie enzymov. MoZnou nevyhodou takychto irasfich surovin
su endogénne aktivity- a p-amylaz,p-glukanaz, peptidaz, lipaz, lipoxygenaz a fyt&ert,
Evers, 1994. Z&kladna charakteristika substratov je uvedetabu’ke 1.

Tabulka 1 Obsah sacharidov v rastlinnych substratoch

Vzorka Skrob| redukujice sacharidy| neredukujiicd celkové | vlidknina| susina
sacharidy | sacharidy
%

pSenény Srot 55,61 1,350 0,650 2,000 2,10 91,711
kfmny ja&mei Srot 52,0 0,950 2,550 3,500 3,5( 89|79
ja¢men jarny Srot 29,63 0,510 0,490 1,000 3,85 93,23
zemiakové Supy 47,3D 1,250 1,950 3,200 3,75 93,06
laskavec metlinaty Srot 11,96 0,650 0 0,650 13,84 91,710
pohanka Srot 61,8p 0,325 0,550 0,875 1,20 90,32
s6jovy Srot 0 0,425 7,175 7,600 8,64 93|24
ovseny Srot 33,80 0,630 0,645 1,275 11,57 91,63
ryZa NATURAL Srot 64,93 0,500 0,175 0,675 0,96 90,16
kukuri¢ny Srot 57,12 0,425 1,575 2,000 2,40 93,28

Vysvetlivky: 1 redukujace sacharidy - glukdza, fruktéza, maltéza
2neredukujuce sacharidy - sacharé6za

Rastlinné substraty, predovSetkym Sroty, sa powazaj komplexné zdroje, ktoré okrem
sacharidovych zloZiek obsahuju aj dusikaté latkgidy, mineralne prvky a vitaminy.
Aplikované substraty obsahovali rdzne mnoZstvakagch latok a bielkovin (Tab. 2).
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Tabulka 2 Obsah dusikatych latok v rastlinnych substratoch

Nazov vzorky Celkovy N, %[ Celkovy N * koef., % Bielkovinovy N, %
PSenény Srot 1,543 8,795 1,452
Jamenny Srot (kmny) 1,122 6,395 1,017
Jatmen jarny (sladovnicky) 1,613 9,194 1,578
Zemiakové Supky 1,473 8,838 0,793
Laskavec 2,245 12,797 1,473
Pohanka 1,683 10,098 1,403
Sdjovy Srot 4,840 27,59 4,770
Ovseny Srot 1,599 9,322 1,522
Ryzovy Srot 0,982 5,843 1,052
Kukuri¢ny Srot 1,515 9,090 1,403

Chemické zloZenie pSemeho zrna tvori 13,6 % vody, 10 - 16 % bielkovir3,8 %
sacharidov, 2,2 % lipidov, 2,4 % vlakniny a 2 % plgvin Spaldon et al., 19856 Zo
sacharidov obsahuje priemerne 57,5 % Skrobu, 1,78n&t6zy a 0,58 % sacharozy
(Vojtassakova et al., 1999) J&menny Srot obsahuje 10 % bielkovin, 1,88 % lipidol %
sacharidov a 2,4 % mineralnych latokVojtaSSakova et al.,, 199). Obsah Skrobu je
v priemere 58,47 %. Mnozstvo Rreej glukézy 0,1 % je oproti Yoej sacharoze 0,98 % nizke.
Chemické zlozenie zrna ovbaori 11,48 % vody, 11,49 % bielkovin, (niekedwajc ako 18
%) a vysoky obsah tuku - 5 az 7. Zaujimawasovsa je obsah bezdusikatych latok, najméa
Skrobu, dextrinov a latok obsahujlcich cukry, z/Nagsoky je obsah pentézandsgaldon et
al., 1986; Karabinova et al., 1997; VojtasSakova dl., 1999. Pohanka obsahuje dobre
straviténé sacharidy (71 % — 75 %), z toho v priemere 53k#6bu, bielkoviny (8,3 % 12
%), tuky (1,5 % — 3,3 %) a mineralne latky (1,4 93,5 %) (VojtasSakova et al., 199p
Zmo laskavca je vyznamnym zdrojom bielkovin, okhgah 16,8 % proteinov s dobre
vybilancovanym zloZenim esencialnych aminokysdtaticis et al., 20®). Kukurica potla
VojtasSakovej et al., (1999) obsahuje 9 % bielkp8i86 % lipidov, 72,21 % sacharidov a 1,3
% mineralnych latok. Obsah Skrobu je okolo 63 v@&tnej glukozy 0,225 % a sacharozy 1,3
%. RyZa obsahuje priemerne 7,22 % proteinov, 2,2pi%ov, 76,2 % sacharidov, z ktorych
az 72 % tvori Skrob a 1,2 % mineralnych latdkoj(asSakova et al., 1999 Sdja je
charakteristicka vysokym obsahom proteinov (24 -9§0a lipidov (9,8 — 27,8 %). Naproti
tomu ma nizky obsah sacharidov (19 — 35 %), obg\8kfobu (0,5 — 9 %)ojtasSakova et
al., 1999.

Najvyssi obsah Skrobu bol stanoveny v ryzi, a t®840, potom v pohanke lupanej 61,82 %
a v kukurici, 57,12 %. Naproti tomu, laskavec nmetty je plodina, ktora obsahuje len’wa
nizke koncentracie Skrobu, do 12 %. NajvyssSi olzsdkovych sacharidov bol stanoveny v
séji, a to 7,60 %d’alej v ja&gmeni kmnom 3,50 % a zemiakovych Supach 3,20 %. Laskavec
metlinaty obsahoval najmenej celkovych sacharid®b @6,¢o boli vliastnegisté redukujuce
sacharidy — glukéza, fruktdza a maltéza. Napromd, najvydatnejSi zdroj viakniny bol
prave laskavec metlinaty 13,84 #alej ovseny Srot 11,57 % a soja 8,65 %. Najchud&ime
zdrojom vlakniny bola ryZa natural s obsahom 0,96%diel suSiny variroval od 89,79 % pri
jaémeni Kkmnom, po 93,24 % v sgji. Obsah dusika zohrava \mmiadlohu, hlavne v podobe
bielkovin a aminokyselin, ktoré tvoria z&kladnévetmé komponenty bunkovej hmoty.
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Obsah celkového dusika bol najsév soji 4,84 %dalej v laskavci metlinatom 2,24 % a v

pohanke 1,68 %. Najmenej celkového dusika obsahowala. V obsahu bielkovinového

dusika dominovala soja 4,77 %gn@en jarny 1,57 % a ovseny Srot 1,52 %. Najmenej
bielkovinového dusika sa nachadzalo v zemiakovugiaéh.

Extracelularne amylazy

Kultivaciou baktérii v Zivnej péde, ktora obsahlavaisty kukuricny Skrob (Tab. 3) boli
ziskané referamé hodnoty, pretoze produkcia amylaz je podmiem@itamnosou Skrobu.
Kultivacia s pridavkom ostatnych substratov boldyweealizovana s koncentraciou 0,5 % az
10 % s jednym bakterialnym kifi@m. Na z&klade experimentalnej prace, pri ktorejlsam
aktivity extracelularnych enzymov posudzovala ap#etencia Zzivného média, moziios
premieSavania, atym aj prestupu kyslika do Zzivnéhédia, sa kultivacia ostatnych
bakterialnych kmi&ov uskut@nila iba v Zivnom médiu s takou koncentraciou udiiého
substratu, ktord umé@bvala rovhomerné premieSavanie a aeraciu media.

Taburlka 3 Aktivita amylaz, [pkat.dri].

Substrat — zdroj uhlika, koncentracia BS - 226 -B368 BL-L3 BL - L7/79
Kukuriény Skrob 0,5% 5,6 4D 7,69 6,16
Glukéza 0,5% 2,80 2,07 1,68 1,68

1% 3,15 1,88 2,07 2,62
1,5% 2,62 2,26 2,07 6,48
PSengny Srot 0,.9% 3,15 3,83 3,66 3,66
1% 3,15 3,32 3,49 2,62
2,5% 3,83 7,46 2,07 1,88
5% 1,48 1,88 1,88 5,90
7,5% 1,04 - - -
109% 4,48 - - -
Srot z jgmeia kkmneho 0,5% 4,80 2,80 13,02 13,26
1% 4,32 2,44 3,32 12,28
2,5% 15,60 1,68 8,02 8,58
5% 1,04 1,48 1,48 5,75
7,5% - - 6,34 -
10% - - 2,80 -
Srot z j@meia jarného 0,5% 4,64 2,80 2,80 3,60
1% 3,66 3,15 4,00 3,90
2,5% 3,32 9,70 2,62 2,44
5% 1,04 1,88 7,32 1,88
7,5% - 3,40 - -
10% - 7,74 - -
Zemiakové Supy 0,5% 4,92 3,66 3,83 15,94
1% 4,96 3,49 4,80 3,83
2,5% 4,70 4,32 17,15 4,16
5% 4,40 3,15 14,55 2,98
7,5% - - 2,44 -
10% - - 2,62 -
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Laskavec metlinaty 0,3% 5,40 4,35 17,35 3,94
1% 6,60 5,62 5,40 4,52
2,5% 7,57 21,60 7,18 4,80
5% 10,60 24,60 8,72 7,88
7.5% 12,65 - - -
10% 5,40 - - -
Srot z pohanky 5%, 5,22 4,00 3,86 2,44
1% 4,58 2,62 4,32 2,80
2,5% 4,96 1,52 2,80 1,60
5% 2,44 1,88 2,80 1,76
7.5% - - - 4,96
10% - - - 4,80
Soéjovy Srot 0,5% 5,75 4,22 4,48 4,45
1% 7,35 4,00 4,06 4,80
2,5% 7,57 2,70 4,48 4,83
5% 5,75 3,66 4,48 4,19
7,5% - 2,15 - -
10% - zakal - tuky - -
Ovseny Srot 0,5% 4,71 3,80 3,05 2,94
1% 4,48 3,69 2,66 2,87
2,5% 4,29 3,83 2,51 2,15
5% 4,29 4,42 2,07 3,87
7,5% - - 3,46 -
10% - - 3,93 -
RyZovy Srot 0,5% 4,00 2,62 2,22 2,91
1% 3,32 2,44 2,66 1,96
2,5% 2,07 1,08 0,95 1,13
5% 0,60 1,04 0,95 1,04
7.5% 0,00 - - -
10% 0,00 - - -
Kukuriény Srot 0,50 3,01 1,26 1,26 2,03
1% 3,66 1,16 1,72 2,30
2,5% 4,03 0,73 1,08 1,72
5% 2,03 1,72 1,35 1,04
7,5% - - - 2,33
10% - - - 2,44

Kultivaény pokus pre overenie metabolizmu baktérii prodigich extracelularne hydrolazy
sa realizoval v substrate ¢stou glukozou, ktora bola v koncentracii 0,5 %) % a 1,5 %.
Predpokladalo sa, Ze produkcia amylaz bude minimatotvrdili sa tak zavergl-Banna et
al., (20079, ktori zistili, Ze maximalna produkcieamylaz pomocoBacillus subtilisbola po
48 h inkubacii pri 40 °C a pH 7,5. Z viacerych sathov bol Skrob (1 %) najlepSim zdrojom
uhlika. Pre maximalnu produkciu alfa-amylaz baktériBacillus subtilis 147 Avdiiuk a
Vabanets (2003 odpor&aju ako optimalny zdroj uhlika 0,1 % nerozpustnsobka ako zdroj
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dusika 0,2 % dusnan sodny, v pomere uhlik k dusiku 1:2.

PSentny Srot je substrat, ktory obsahuje az 55 % Skr&oukultivacii baktérii v Zivnej pode
so pSeninym Srotom sa vyrazne zvySila produkcia amylazyy$djie aktivity sa dosiahli
pouZitim kma&a BS-2267 pri koncentracii 0,5 %3(75 pkat.dn®). Tento mikroorganizmus
bol aplikovany do vSetkych sledovanych Zivnych ,pktbré obsahovali pSemy Srot v
koncentracii 0,5 — 10 %. Ki&e Zivné pddy s koncentraciou Srotu vySSou akoradb va’'mi
hustl konzistenciu, ktora zalicvala spravnej a dostdtwej aeracii, prel'alSie bakterialne
kmene bola pouzita iba koncentracia p&eého Srotu do 5 %. ZvySenie aktivity amylaz v
Zivnej pode s 10 % obsahom Srotu je pravdepodobpecinené aktivaciou endogénnych
rastlinnych enzymov.

Skrob, ktory je v zrnach tkaneho j@mena je vhodnej$im substratom piBacillus
licheniformis,ako preBacillus subtilis Kultivacia s celym spektrom koncentraciérjaenného
Srotu sa uskutmila s kmé&om BL-L3. NajvySSia produkcia amylaz bola ziskanidtikaciou

v Zivnej pode s 0,5 % §anennym Srotom (13,02 pkat.dbn ZvySenie koncentracie Srotu nad
5 % opd znamenalo zahustenie Zivnej pbédy, nedostdtoaeraciu a premieSavanie, a
aktivaciu endogénnych rastlinnych amylaz.

Sladovnicky jgmen obsahoval iba 29 % Skrobu, z#ti kimny az 52 %go sa vyrazne
prejavilo aj na produkcii amylaz. NajvysSie akivextracelularnych enzymov sa stanovili v
Zivnej pbde po kultivacii baktérii BS-2268 v prestr 2,5 % jamenného Srotu
(9,70 pkat.dii) a BL-L3 v Zivnej pode s 5 % emennym Srotom (7,32 pkat.dtn Nizsi
obsah Srotu v zékladnom substrate sa prejavil lajstote Zivnej pody, ktora bola tekutejSia
ako pri aplikacii pSenice aftneho jg@gmeia. Ako uvadzajuTang et al. (2004, boli
plysacharidy, ako jamenna muka, dextriny a rozpustny Skrob pre rasekuBacillus subtilis
ZJF-1A5 a produkci-glukanazy lepSimi zdrojmi uhlika, ako mono- a disxidy glukdza

a maltoza.

Odpad pri spracovani zemiakov na vyrobu potravim @krézne polotovary, hranolk§ipsy

a pod., teda zemiakové Supy s obsahom Skrobu 4% ,8®ielkovinového dusika 0,793 % bol
lepSim substratom pre produkciu extracelularnyclylampre kmendacillus licheniformis
Kmein BL-7/79 lepSie rastol a produkoval enzymy v sudistrs koncentraciou 0,5 % (15,94
ukat.dm®), zatid ¢o kmei BL-L3 poskytol najvasie vytazky enzymu pri 2,5 % a 5 %
substrate (17,15 pkat.din14,55 pkat.di). Shukla a Kar (2009 zistili, Ze zemiakové Supy
su vhodnejSim substratom v systéme polotekutejiviédgiie, v porovnani s pSemymi
otrubami, pre produkciuoc-amylaz termofilnymi km#mi Bacillus subtilis a Bacillus
licheniformis.

Laskavec metlinaty obsahoval zo vSetkych pouZitgetbstratov najnizSiu koncentraciu
Skrobu, iba 11,96 %, na druhej strane sa vSak adgxal najvysSim podielom vlakniny,
13,84 %. Zaujimava®su laskavca bola aj nepritomiogol’nych neredukujucich sacharidov.
Toto zloZenie sa prejavilo v najlepSej produkciietian BS-2268 pri 2,5 % a 5 % substrate
(21,60 pkat.diff, 24,60 pkat.di). Pre kmé BL-L3 boli vhodnejSie nizSie koncentrécie 0,5
%, naproti tomu kmeBS-2267 mal svoje prodaké maximum pri 7,5 % koncentracii (12,65
ukat.dm®), ktord bola svojou konzistenciou polotekuta. N&jou produkciou enzymov sa
vyznaoval kmei BL-7/79.

Prekvapivé vysledky boli ziskané pri pohanke. N&lade obsahu Skrobu 61,82 % sa
predpokladala owa vysSia produkcia amylaz vSetkymi prodogmi kmeimi. NajlepSie
hodnoty produkcie dosiahol kieBS-2267 v 0,5 % substrate (5,22 pkatimSkrob
pohénky pravdepodobne vytvara Struktury, ktor@eguristupné pre pésobenie glykozidaz.
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Soja bola najbohatSim zdrojom N-latok (4,84 %)padbv (18,86 %), ktoré boli u¥dované
lipAzami a uz pri 5 % koncentraciach vytvarali agkd.ipidové zakaly skrd®vali aj
stanovenie Skrobu, ktorého priemerné mnozstvdpudjtassakovej et al. (1999je 5,4 %,
¢o je vémi malo. Tymto zloZenim s6ja nebola vhodnym sidibsin pre produkciu amylaz a
je potrebné vyuzivapri kultivacii bacilov delipidovanu séju.

Ovseny Srot i napriek svojmu 33,8 % obsahu Skrokboh vhodnym substratom pre
produkciu amylaz. Najvyssiu aktivitu mal kinBS-2267 v 0,5 % substrate (4,71 pkatdm
V zivnom meédiu s obsahom 7,5 % a 10 % substrattalzagvysenie aktivity nazgajuce
uvolnenie endogénnych amylaz zo Srotu.

Ryzovy Srot, charakterizovany vysokym obsahom &kré#$,93 % a viani nizkym obsahom
vlakniny 0,96 %, nebol napriekéakdvaniam vhodnym substratom pre produkciu amylaz.
Svojim vysokym obsahom Skrobu mali uz 5 % roztokgvhodnu konzistenciugo
znemo#ovalo aeraciu mikroorganizmov. Stanovena aktivitgaisne potvrdzuje. NajvySSiu
aktivitu mal kmé& BS-2267 v 0,5 % substrate (4,00 pkatdrktora predstavovala 72 %
aktivity oproti ¢istému kukurtnému Skrobu. VhodnejSimu substratmi su maltodexte
hydrolyzaty ryZze a kukutnej muky s r6znymi dextrézovymi ekvivalentmi, ktdréli pouzité
ako zdroje uhlika pre produkciu alfa-amylaz Ko Bacillus sp. TCRDC-25A Bajpai,
Bajpai, 1991). Kukuricny Srot s 57,12 % obsahom Skrobu nebol dobrym adropre
produkciu amylaz. Hodnoty ziskané po kultivacii vé&Sine pripadov nedosahovali ani
minimalne porovnavacie hodnoty oprostej glukoze.

Extracelularne peptidazy

Bakterialne peptidazy maju najigl kometny vyznam, a ta&o do objemu vyroby aj ftu
praktickych aplikacii Yodrazka et al., 1998; Banerjee et al., 1999; Naseento, Martins,
2004). Pouzivaju sa k vyrobe bielkovinovych hydrolyzatpxe krmovinarske dely, v
koziarskom a mliekarenskom priemysle, ale n&iémnozstvo sa ich spotrebuje pri vyrobe
biologicky aktivnychistiacich prostriedkov a detergentowodrazka et al., 1998 Gupta et
al., 2002; Maurer, 2004. Intenzivna pozorngsako biotechnologického vyskumu, tak aj
biotechnologickej vyroby sa sustredila predov3etkya extracelularne proteolytické enzymy
produkované vSetkymi druhmi mikroorganizmo@ufpta et al., 2002; El-Safey, Abdul-
Raouf, 2004; Chu, 2007; Seyedeh et al., 2007

KedZe syntéza a sekrécia extracelularych peptidandengnena pritomnésu proteinového
zdroja dusika v Zzivnej pbéde, porovnanim vysledkawtikacie bakteridlnych kmimv

v Zzivnom médiu gistym kukurtnym Skrobom &istou glukézou sa méze iba sledéyvktory
kmei sa vyznauje najvySSou produkciou a mbze tima tomto smere koméné vyuZzitie.
Zdrojom dusikatych latok kvasmy autolyzat, ktory tvoril zaklad vSetkych Zivnygdd.
Ziskané hodnoty poukazali na skitog’, Ze kmeneBacillus licheniformis st lepSimi
producentmi peptidaz, ako kmeBacillus subtilis(Tab. 6).
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Taburka 6 Aktivita peptidaz v [ukat.df

Substrat — zdroj uhlika, koncentracia BS — 226 -B368 BL-L3 BL - L7/79
Kukuri¢ny Skrob 0,5% 9,59 9,68 12,22 7,72
Cista glukdza 5%, 9,17 11,76 14,23 6,70

1% 2,82 4,59 11,17 4,82
1,5% 2,23 5,06 5,69 12,23
PSengny Srot 0,5% 942, 44,11 80,22 14,11
1% 3,76 31,05 12,23 12,23
2,5% 15,53 6,59 20,70 24,00
5% 5,18 4,70 5,32 6,70
7,5% 2,00 - - -
10% 2,59 - - -
Srot z j@meia kmneho 0,5% 5,06 13,06 8,59 9,65
1% 8,70 32,46 12,94 12,35
2,5% 14,94 8,59 10,70 37,40
5% 4,00 4,59 16,47 22,11
7,5% - - 6,47 -
10% - - 15,64 -
Srot z j&meia jarného 0,5% 2,82 33,64 482 25,12
1% 5,60 8,23 57,17 46,44
2,5% 9,88 9,72 10,12 27,67
5% 4,47 19,06 32,04 10,82
7,5% - 13,24 - -
10% - 4,09 - -
Zomleté Supy zo zemiakov 0,56 3,41 41,64 46,58 12,12
1% 4,70 30,84 17,29 11,29
2,5% 4,05 36,70 36,84 12,19
5% 2,47 11,29 22,94 18,82
7,5% - - 27,88 -
10% - - 3,11 -
Pomlety laskavec metlinaty 0,5% 3,41 13,67 39,52 58,08
1% 4,35 42,98 50,11 43,76
2,5% 15,06 15,34 45,45 92,22
5% 9,74 16,18 32,04 30,63
7,5% 14,11 - - -
10% 6,47 - - -
Srot z pohanky 5%, 5,29 69,66 18,82 88,45
1% 9,06 63,80 16,80 87,23
2,5% 13,27 32,75 22,58 67,94
5% 3,79 16,18 56,46 21,88
7,5% - - - 7,55
10% - - - 2,82
Sojovy Srot 0,5% 11,10 15,86 51,75 16,94
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1% 6,70 10,12 22,87 71,14
2,5% 6,92 6,70 19,81 13,83
5% 7,93 3,95 5,67 4,00
7.5% - 5,88 - -
10% - zakal - -
Ovseny Srot 0,5% 10,59 75,28 18,00 63,52
1% 13,50 16,89 20,23 58,34
2,5% 3,34 12,40 53,99 61,05
5% 5,03 15,22 18,82 8,61
7,5% - - 4,70 -
10% - - 4,59 -
RyZovy Srot 0,5% 7,34 46,04 29,85 22,70
1% 3,51 46,32 60,27 13,03
2,5% 2,45 20,54 5,62 5,81
5% 4,59 26,25 5,60 5,90
7,5% 1,95 - - -
10% 2,56 - - -
Kukuri¢ny Srot 0,5% 5,90 6,75 34,98 5,34
1% 6,07 20,18 6,28 16,63
2,5% 18,21 53,64 21,36 59,05
5% 7,34 13,67 18,73 6,54
7.5% - - - 6,12
10% - - - 9,01

Komplexné zdroje uhlika, teda aplikované rastlisraty sa vyznéovali aj roznym obsahom
bielkovinového dusika, pfdm najvysSie koncentracie obsahoval soéjovy Sro? (%),
sladovnicky jamen (1,57 %) a ovos (1,5 %), na druhej strane najinbretkovinoveho
dusika obsahovali zemiakové Supky (0,79 %).

V Zivnej pbéde, ktora obsahovala pSamyi Srot boli stanovené najvysSie hodnoty kultivacio
kmeia BL-L3 v 0,5 % substrate (80,22 pkat:dha kultivdciou kmaa BS-2268 v 0,5 %
substrate (44,11 pkat.d Zivna pdda s #mnym jameiom obsahovala 1,12 % celkového
dusika, zc¢oho bol bielkovinovy podiel 1 %. NajvySSie aktivithosiahol kme BL-7/79 pri
koncentréacii 2,5 % (37,40 pkat.dna kmer BS-2268 pri 1 % koncentracii substratu (32,46
nkat.dm®). Podobne ako v pripade amylaz, aj pri sledogétivity proteolytickych enzymov
v zivnych p6dach s vysSimi koncentrdciami rastloinysrotov dochadza ku zvySovaniu
aktivit enzymov pravdepodobne uwenim endogénnych peptidaz zo substratu.

Hodnoty obsahu celkového dusika 1,61 % a bielkoxého dusika 1,58 % vdmeni jarnom
boli priblizne o tretinu vySSie oprotifkinemu j@&menu, ¢o sa prejavilo aj vo vysSej aktivite
peptidaz. NajvysSie aktivity boli ziskané kultivdgi kmeia BL-L3 v 1 % substrate (57,17
nkat.dm®), kmeia BL-7/79 v 1 % substrate (46,44 pkatdna kmeia BS-2268 v 0,5 %
substrate (33,64 pkat.dfn NajnizSou produkciou sa vyztwval kmei BS-2267, kde pri
koncentracii substratu 2,5 % sa dosiahli maximéatogné aktivity (9,88 pkat.dm), ktoré by
sa dali porovnés kultivaciou baktérii v médiu s 0,5 % kukumym Skrobom.

Aj ked’ bol obsah celkovych dusikatych latok v zemiakovgapkach 1,47 %, z ktorych len
0,79 % bolo viazanych v bielkovinackip predstavovalo najnizSiu hodnotu spomedzi
vSetkych substratov, aktivita peptidaz dosiahianj@ktorych kméoch vyborné hodnoty.
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NajvysSie aktivity boli namerané pri kultivacii kiee BL-L3 v 0,5 % substrate (46,58
nkat.dm®) a pri BS-2268 tiez v 0,5 % substrate (41,64 |dkaf). Zemiakové Supky sa javia
ako substrat nevhodny pre kultivaciu kineBS-2267.

Laskavec metlinaty obsahoval 2,245 % celkovychlaugch latok a 1,473 % bielkovinového
dusika. Svojim obsahom a peptidovym zloZenim najéskavec vyhovoval kniie BL-7/79,

¢o sa odrazilo aj v produkcii peptidaz pri koncetitraubstratu 2,5 % (92,22 pkat.din
Vysoké aktivity peptidaz boli stanovené aj v 1 9%stuate kultivaciou kmev BL-L3 a BS-
2268 (50,11 pkat.drf) 42,98 pkat.di). Aj v prostredi 7,5 % substratu boli zaznamenané
mierne vysSie aktivity kme BS-2267 oproti hodnotdm pri 0,5 dtej glukdze, alebo 0,5 %
kukuricnom Skrobe.

Pohanka obsahovala oproti laskavcu metlinatémui miiSah celkového dusika 1,68 % a
bielkovinového dusika 1,4 %, avSak bakteriadlne kendokazali vyprodukovaporovnaténé
aktivity peptiddz. NajvySSie aktivity boli stanovev 0,5 % a 1 % substrate, kultivaciou
kmeiov BL-7/79 a BS-2268 (88,45 pkat.@n87,23 pkat.dii; 69,66 pkat.dm, 63,80
pkat.dn?’).

Najvyssi obsah dusikatych latok 4,84 %, a z tolktkbvinovych latok 4,77 %, bol stanoveny
v s0ji. Tato skuténog’ sa vSak neprejavila formou vyrazného zvysSenia ydtoi@ peptidaz.
VySSie aktivity boli zaznamenané len pri kultivagimeia BL-7/79 v 1 % koncentracii
substratu (71,14 pkat.dtha kmeia BL-L3 v 0,5 % substrate (51,75 pkat:dm Soares at al.,
(2005) kultivovali Bacillus subtilis pre produkciu extracelularnych enzymov za pouZitia
séjovej mitky ako kultiva&tného média v systéme polosuchych fermentacii, peetdstili, Ze
najvyssie protedzové aktivity boli 960 U.pri polosuchej kultivacii a 12 U.ct pri
submerznej kultivacii.

Ovseny Srot bol vhodnejSim substratom pre produkeiptidaz ako pre produkciu amylaz.
Obsahoval 1,6 % celkového dusika¢aho 1,52 % bolo viazanych v proteinoch. NajvysSie
enzymatické aktivity boli stanovené v 0,5 % sulisti@ultivaciou kméov BS-2268 a BL-
7179 (75,28 pkat.dm 63,52 pkat.di).

Ryzovy Srot obsahoval najmenej celkového dusike8%,9%z0 vSetkych aplikovanych
substratov, napriek tomu kineBL-L3 kultivovany v 1 % substrate produkoval az,B0
ukat.drﬁz peptidaz a kme BS-2268 v 1 % a 0,5 % substrate 46,32 ukaf.dm 46,04
pkat.dm?.

V kukuricnom Srote bol celkovy obsah dusikatych latok 1,51z%oho bielkovinovy dusik
tvoril 1,4 %. Toto zloZenie Zivnej pody podporilgngezu a sekréciu peptidaz u vSetkych
sledovanych kmeov, predovSetkym pri koncentracii substratu 2,5 \WgraznejSie sa to
prejavilo pri kultivAcii kméov BL-7/79 a BS-2268 (59,05 pkat.dnb3,64 pkat.di).

ZAVER

Pracou boli ziskan&alSie poznatky o produkcii extracelularnych amyépeptidaz druhmi
Bacillus subtilis a Bacillus licheniformis na/v tradénych i netradinych substratoch.
Z aplikovanych substratov sa najvysSim obsahombsknyzna&oval ryZovy Srot, zloZenie
polysacharidu vSak nevyhovovalo pre Stiepenie amayid rodu Bacillus. NajvysSiu
koncentraciu bielkovinového dusika obsahoval sojéwgt, vyuZitie tychto latok je vSak
limitované pritomno&ou lipidov. Pre kultivaciu baktérii rodBacillus je potrebné aplikova
delipidovany sojovy Srot. Kmein BS-2268 bol najlepSim producentom amyldz ak sa
kultivoval v zivnom meédiu, ktoré obsahovalo 2,5%5% Srotu z laskavca metlinatého.
Kmene Bacillus licheniformisBL-L3 a BL-7/79 su lepSimi producentmi extracetnlich
peptidaz, vyraznejSie v pode s laskavcom metlinafggenicou, pohankou, ovsom a séjovym
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Srotom. Z komemného Wadiska pre ziskanie dostatych vytazkov amylaz a peptidaz nie je
potrebné vyuziva zakladné plodiny ako pSenicu,ciaen, kukuricu a ryZzu, vhodnejSimi
zdrojmi Zivin sU alternativne suroviny typu zenua& Supky, pohanka a laskavec metlinaty,
je vSak potrebné zameraa aj na spravny vyber mikroorganizmov.
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