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Vyndlez ¥e¥i zplsob vyroby mikrobisl-
niho syridla pro potfeby mlékérenského -
primyslu, prilem? podstatou je pouziti
kmene plisné Rhizomucor sp. MX CCF 1863
(Mezinér. federace sbirek &, 182), ktery
je uloZen ve Sbirce kultur plisni a hub,
katedra botaniky ni%3ich rostlin Kearlovy
university, Praha 2, Bendtskd 2, a sou-
gasn& zplsob izolace enzymu. Vy88{ tech-
nickf u&inek spolivé v néhrad& nedostat-
kového klasického syridla z telecich Za-
ludkd.
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Vynédlez se tyké& zplsobu vyroby mikrobidlniho syridla, pro-
dukovaného nové izolovanym a popsanym plisﬁovjm kmenem Rhizo-—
mucor sp. MX (CCF 1863).

Nedostatek pFirozenych zdrojd klasickych sy¥idel pFredeviim
chymosinového typu (EC 3.4.23.4) vedl k hleddni vhodné ndhrady
mezi proteolytickymi enzymy,\produkovanjmi riznymi mikroorga-

nismy. A% dosud je reaslizovdna prumyslové vyroba mikrobidlnich
syFidel nejdast¥ji pomoci plisni Rhiwomucor miehei (Cooney a
‘Emerson) Schipper, Endothia parasitice a Rhizomucor pusillus
(Lindt) Schipper.

Nevyhodou syridla z pllsneEndothla paras1tlca Je jeho po-
mérné nizkd tepelnd stabilita, nebot pfi pokojové teploté doché-
2{ bshem 10 hodin ke 40 % ztrdtd enzymové ektivity, dédle nizké
rozmezi sfability enzymu v pomdru k pH a ndrocnost na purifi-
kaci vzhledem k simulténné produkovenym toxinim a antlblotlkum
ve fermentadnim médiu. Nevyhodnost pouziti plisné Rhizomucor
pusillus k vyrobé syridla gpolivd v nizké produkci enzymu za
podminek obvyklé submersni kultivace v michaném fermentoru nebo

v kultiva&nich bankdch na tiepacim stroji. M.A.A. SCHIPPER
(Studles in Mjcology, No 17, str. 61, Centraalbureau voor
Schlmmelcultures, Bearn, Dec. 1978) s odvoldnim na dalsi autory
uvddi, Ze vytéZek syridlového enzymu u Rhizomucor pusillus &i-
ni nejvyse 4 % vytézku, dosahovanych p¥i pouZiti plisné Rhizo-
mucor miehei. |

Uvedené nedostatky odstranuae zpusob podle vynalezu, jehot
podstatou je zjisténi, Ze pomoci nové izolovanédho a niZe popsa-
ného kmene plisnd Rhizomucor sp.MX &. CCF 1863 se ziskd velké
mo¥stvi sy¥idlového enzymu, ktery méd pomérné nizkou nespecifickou
proteolytickou a lipolytickou ektivitu vedle vysoké syrivé
(koaguladni) ektivity, viz. teb.1., p¥i_CemZ se postupuje tak,
%e produkdni kmen po&le vyndlezu se kultivuje na vhodném Zivném .
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prost¥edi a vyprodukovany enzym se izoluje.

Tab.1 Enzymovd aktivite plisﬁového syridlae podle vyndlezu ve

srovndni s komerdnim prepardtem Rennifase NOVO

Produkéni Oznadeni | Syriva Nespecifickd |Ljpolyticka
kmen prepardtu| (koaguladni) | proteolytickd aktivita
ktivit tivit

- RSy im T §§J. =% XXXJ:E;:j 3
Rhizomucor sp.| MK Sarze
MX &.CCF 1863 3 45.714 290 154
Rhizomucor Rennifase
miehei NOVO 58.400 310 286

X gJ.ml™! - Soxhletovy jednotky. Mirou sy¥ivé (koaguladni)
aktivity, uvedené v tab. 1 a 3 je mnoZstvi enzymu,
které zkoaguluje 1 ml mléka p¥i teplotd 35 °C za
40 minut,

-1 _ M (ml 2400 (s)
SJ.ml "'E‘%Eé%ﬁf7 - TS . 1000

M = ml mléka ; E = mnoZstvi enzymu; T = doba po-
catku koagulace mléka

XX J.ml - 1 azokaseinova jednotka = 1 ng rozstépenédho azoka-
seimu . h™! p#i 37 °C

XXX73  ml - jednotky relativni k miliekvivalenttm rozdtépeného

substrdtu (tributyrin)

Kmen plisn& Rhizomucor sp. MX byl izolovédn z bramborovych
hliz, nepadenych hnilobou, a uloZen ve Sbirce kultur plisni a
hub (ilezindr. federace sbirek §.182), katedra boteniky niZsich
rostlin Karlovy university Praha 2, Bendtskd 2, pod &. CCF 1863,
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PouZity kmen Rhizomucor sp. MK ~ CCF 1863 lze chgrakteri-
zovat takto : :
p¥i kultivaci ne sladinovém agaru p#i teplotd 37 °C vznikaji
kolonie 143 mie vysoké, zprvu Sedomodré, pozdéji hnédoSedé aZ
. tmavo$edé. Rhizoidy slab& vyvinuty, sporangiofory vétvené,
5,7 a%z 9,0 pm silné. Sporangia k45-50 um) s inkrustovanou sté-
nou ve zralosti praskajici, kolumely opskvejdité, ndkdy aZ hrus-
kovitého tvaru (30«35 pm), sporangiospory Siroce ovdlné, vétsi-
nou tém&% kulovité, 2,9 & 3,9 um v priméru. Zygospory nebyly
spatieny, stolony 10 aZ 20 pm silné. Azyggspory rovné¥ nebyly
nalezeny. Dob¥e roste i sporuluje p¥i 30 C, p¥i 37 °C je rlst
rychly. Pouzity kmen podle vyndlezu se odliSuje od typové kul-
tury Rhizomucor pusillus (Lindt) Schipper mnoZstvim tvorby a
tepelnou stabilitou sy¥idlového enzymu, hydrolyzou kaseinu a
velikosti sporangifi. Dalsi zneky, jako nepritommnost zygospor,
azygospor, rustovd nezdvislost na thjaminu, Sifka stolonl, ve-
likost kulumely, rist na sachardoze, brani zabadit kmen podlé
vyndlezu do skupiny druhu Rhizomucor miehei (Cooney et Emerson)
Schipper. Souhrn znakl je uveden v tab.c.2. B

Zptsob podle vyndlezu je bliZe objasnén v ndsledujicich
p¥ikladech fermentece & izolace nového mikrobidlniho syridla,
aniZ se témito priklady omezuje rozsah ochrany.

Vihody zptsobu podle vyndlezu spocivaji v jednoduchosti
provedeni, prilem# se ziskdvé enzymovy prepardt neobvyklé Sisto-
ty, s dobrym vyt&%kem syridlové (koaguladni) ektivity - viz.
tab. 3. ‘

P¥{klad uchovavdni produkcéniho kmene,

Kulture Rhizomucor sp. MX (CCF 1863) se uchovavd na Sikmém
sladinovém agaru nebo ve zkumavkdch se sterilnimi bramborovymi
klinky, zalitymi 2 & 3 ml tekuté Czapek - Doxovy pldy. Kulture
se nechd narist a vysporulovat pri 30 aZ 37 °c, potom se uloZf
do chladirny o teplotd + 5 °C. Preolkovani se provddl po 3 a& .
6 mssicich. |
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Tab.2 Morfologické a fyziologické znaky typovych kultur
Rhizomucor pusillus a Rhizomicor mieheli ve vztahu
k¥ vlastnostem kultury Rhizomucor sp. MX (CCF 1863)

Morfologické
fyziologické

8
znaky

Rhizomucor
pusillus {Lindt)
Schipper

Rhizomucor miehei
(Cooney and Emer-
son) Schipper

Rhizomucor
5p «MX
CCF 1863

Vyska kolonie
stolony &iYka
rhizoidy

sporangiofory
(velikost)

sporangia
(primér)

kolumela

sporangiospory

ZygOSPOTY

thjramin-dependence

+/hydrolyza kaseinu

+/sachardoza jako
C~zdro] '

Pvorba syridlového
enzymu za stan-
dardni-. kultivace
/KUNITZ_§e§net
Units.1l '/
1,108,287

Tepelnd stabilite -

syridlového enzym

|do 17 pm

USA pat.

1 (€2) mm

slabé vyvinuty

do 11e(15)pm

do 80a(100)pm

do 45x38 pm
z¥idka vétsi

3a4 pm

% 300

L
15 /65°C  10%
aktivity

1 mm
do 9 um

slabé vyvinuty

do 7 pm

do 50(g60)pm

do 28x25 um
z¥idke vétsi

34 pm
+

+

(+)

¥ 10000

15°/65°¢
sktivity

50%

1q 3 mm
10¢20 um
slabé vyvinuty]

5,7¢9,0 pm

45450 pm
30x35 pm

2,943,9 pm

+

11.428

15°/65 °C
53% aktivity

+ H.J. SCHOLLER, E. MJLLER :

Path.Microbiol. 29 (1966) 7304741

M.A.A. SCHIPPER,: Studies in Mycology, No 17, Dec. 1978,
Baarn, str. 5370 ‘

++ G.A. SOMKUTI, F.J. BABEL: J.Bacteriol., 95 (1968) 140751414
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P¥{klad p¥ipravy inokulae 1
P¥iprave inokule pro 1. stupen submersni fermentace (100 1) se
provede tim zpisobem, Ze bramborové kostky, pripravenéd z pedlivé
umytych, loupanych bramboy se vpravi do 11 Erlenmayerovych be-
nék se Sirokym hrdlem & zvlhdi Czapek-Doxovym médiem.
Ster§lizace 30 min. p¥i 121 °¢ v autokldvu. Po sterilizecl se
banky zaodkuji suspenzi Spor e kultivuji 34 5 dnl p¥l 3Qn37°C.

P¥{kled pripravy inokula 2
Pripravae inokula submersni kultiveci na rotadnim t¥epacim stroji
v 500 ml varnych benkdch s obsahem 100 ml #ivného média, ndsle-
dujiciho sloZeni

s0jovd mouka 1%

bramborovd moudka 1%

jedny &rot 1%

melasové vypelky (60% sus.) 1%

KH,PO, 0,5%

Ca003 0,5%
K p¥ipravé se pouzije vodovodni voda asi 50 °c tepld, v niZ se
rozpusti 0,1% bakteriilni amylasy (B.subtilis). Po cca 30445 min.
hydrolyze se Zivnd plda rozplni a sterilizuje 30 min prl 121 ¢
v autokldvu. Po zaodkovéni vychlazenych banék suspensi spor a
kultivaci po dobu 108 hodin vzrostl obsah syridlového enzymu

v kultivednim médiu na 3636 SJ.ml‘1.

P¥{klad fermentace v objemu 100 1
P¥iprava fermentace se provede tek, Ze do 100 1 vodovodni vodys,
50 °C teplé, ve fermentoru, se pFidd asi 100 g bakteridlni emy-
14sy (B.subtilis-BOLAMYLASA - Slov. Skrobdrme, n.p. Trnava) a
za michdni se dodaji delsi ziviny : '

3 kg so0jové mouka

3 kg ovesné mouka

1 kg, sladovy vitaZek o sudiné 65 %

0,5 kg plaveny CaCO3

0,3 kg KH,PO,
Po 60 minutédch hydrolyzy se p¥idad 25¢50 ml sojového olege a- pu—
da se sterilizuje 1 hodinu pri 1214 123 °¢. Po ochlazeni ferhg
mentoru na 37 ¢ 40 °¢ se provede zaodkovdni kulturou MK na bram—
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borovych kostkdch podle vyse uvedeného prikladu. Do 6 banék s
dobfe narostlou kulturou se nelévd po 500 ml sterilni vody tek,
aby se zabrdnilo préseni spor. Obseh 6 bandk se asepticky pro-
michd & pYevede do fermentoru. Po zsolkovéni se nastavi inten-
zi{vni vzdudnéni média (0,05 . mwin™') a v p¥ipadd nutnosti p¥ri-
ddvé odpdnovaci tuk. Fermentadni teplota se udriuje p¥i 35 °c.
"Po dosa¥eni maximdlni produkce enzymi ase fermentace ukonli.
V 1 litru prokvaseného média z laboratornihe fermentoru byl
zjigtén obsah sy¥idlového enzymu v rozmezi hodnot 4700 aZ

6480 SJ.m1”",

Priklaed izolace syridlového enzymu 1

K izolaci syPidlového (koaguladniho) enzymu z fermentedniho
médis se pouZije vesddkovy zpisob iontoménné sorpce na slaby ka-
tex OSTION-KM (UNICHEM, n.p. Osti u.L.) (Amberlit XE 64), 0,315
mesh, pripraveny v HYeyklu., K 2400 ml filtrdtu fermentedniho
média, zbavenédho mycelu, se pridd 500 ml vlhkého iontoménice.
Po 30 min. michdnl smési dojde k poklesu pH z hodnoty 5,4 na 3;5
a k ukondeni sorpce. Matelny roztok se odfiltruje nebo odstrant
dekentaci, 1x proumyje destilovenou vodou & k sorbentu se naleje
250 ml 0,5 mol roztoku NaCl. Hodnota pH se upravi z 3,0 na
5,5a% 6,0 roztokem 30 % NaOH a smés se 30 min michd. Katex se
odd81f filtraci pFes nud., Vzhledem k tomu, %e enzym je stabilni
v Sirokém rozmezi pH (3,0 7,0), upravi se eludt pouze p¥idev-
kem 0,05 mol 03012 a pH se nastavi pomoci HC1l ne hodnotu 4,0 -
4,2, Enzymovy koncentrat se konzervuge 10 % NaCl a O 142 0,2 %
benzoanu sodnédho. Vysledky znazornuae tabaCole

Pfiklad izolace gyridlového enzymu 2
vfﬁvné médium se po fermentaci plisné zbavi suSpenznioh podild
s mycelem filtraci nebo odst¥edénim. Za michdni se pH filtrdtu
gni?i z hodnoty 5,% na 4,0 pomoci z¥edéné kyseliny chlorovodi-
kové. K 2400 ml filtrétu (5217 SJ.ml™') se ddle p¥idaji 3 g
zesiténé polyakrylové kyselit\;\rj nap¥. Carbopol 934 (GOODRICH)
a v michdni se pokracuje. Po 30 minutdch se vytvorend sraZenina
odst¥edi a supernatant dekantuje. Aktivni sediment se reéuspen—
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duje ve 200 ml destilované vody. Po dokonalé homogenizaci se do
roztoku nasype 30 g plaveného Ca003 a smés se michd dals8ich 30
minut. VytvoFfeny komplex nerozpustné vdpenaté soli kyseliny poly-
akrylové se odstrani filtraci nebo centrifugaci. Giry, koncentro-
veny roztok enzymu se konzervuje piidavkem 10 % kuchyﬁské soli
a 0,25 % Na-benzoanu po sniZeni hodnoty pH ne 4,0 a?% 4,5 zredénou
kyselinou chlorovodikovou. Vysledny koncentrdt obsahoval 86 %
pavodni sy¥ivé (koagulaéni) aktivity.

Enzym je mo¥né z fermentalniho média oddélit teké pouZitim
sorbentu DEAE-celulosy. V tom pfipadé viak se ne iontoménicé .
vare i vét#{ podil pigmentu, takZe vysledny koncentrdt obsahuje
vice ne&istot. Rovnd¥ ztrity v disledku ireverzibilni vazby na
DEAE-celulbze jsou vyssi ne%Z na sorbentu Ostion KNM.
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Zpﬁsobkviroby mikrobidlniho syridle, vyznaleny tim, Ze se
na zivném médiu, obsahujicim jeko C - zdroj 0,5 aZ 6,0 %hed.
cukri, s vyhodou hydrolyzovaného &krobu, 0,2 aZ 3,1 % kmedl.
zdroje organickych dusikatych ldtek, s vyhodou sladového
vjtaiku a séjové’mouky, kultivuje submerznim nebo povrcho-
vym zplsobem p¥i teplot& 25 a% 40 °C & pH 4,8 a% 7,2 pli-
sen Rhizomucor sp. MX CCF 1863, a vyprodukovany enzym se
izoluje. ‘

Zpusob podle bodu 1, vyznaleny tim, Ze se syr¥idlovy enzym
0ddéli z fermentalniho média iontoménnou sorpei (vylukou)
ne slabém katexu z iontoménné prysky¥ice vsddkovim zpliso-
bem nebo sloupcovou chromatografii,




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

