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Sposéb wytwarzania nowych enzymé6w proteolitycznych

Przedmiotem wynalazku jest sposéb wytwarzania nowych enzymdéw proteolitycznych, powodujacych in
vivo korzystniejszg lepkos¢ wydzieliny §luzowatej jelit, oskrzeli i szyjki macicy.

Staty rozwdj intensywnej hodowli zwierzat w krajach uprzemystowionych i powazny brak biatek
zwierzecych w krajach rozwijajacych sie powoduje coraz wiekszg konieczno$é badari w celu zwigkszenia
szybkosci wzrostu zwierzat i zmniejszenia wskaZnika spozycia paszy. '

Dotychczas badano wptyw dodatku do mieszanin paszowych dla zwierzat réznych pospolitych entyméw
(proteolitycznych, lipolitycznych i amylolitycznych) utatwiajacych trawienie gtéwnych sktadnikéw tych pasz
(biatek, ttuszczéw i cukréw). Przypuszczano, ze te enzymy egzogenne dodane w celu uzupetnienia enzymoéw
endogennych beda utatwiaty trawienie in vivo i tym samym wzrost zwierzat. Badania te nie doprowadzity do
uzyskania wynikéw praktycznie waznych: polepszenie lekkostrawnosci i zmiana szybko$ci wzrostu oraz wskazni-
ka spozycia, ktore czasami stwierdzono, okazaty si¢ stabe izmienne bez wzgledu na warto$é¢ dodanych
enzymow,

Btona s§luzowa jelit, nietrwata jak wszystkie btony $luzowe, ochraniana jest przed dziataniem Srodowiska
zewnetrznego przez warstwe lepkiej cieczy: wydzieliny §luzowatej jelit. Lepko$é tej wydzieliny sluzowatej wiaze
si¢ z obecno$cia makromolekut mucyny i mukopolisacharydéw, ktére potaczone sq pomiedzy sobg mostkami
biatkowymi tworzacymi zwartg strukture siateczkowa. Wydzielina $luzowata jelit tworzy w ten spos6b rodzaj
bariery ochronnej pomigdzy btong $luzowq i masq rozdrobnionego podczas trawienia pokarmu. Ta bariera
ochrania Scianke jelita przed bezpo$rednim kontaktem z duzymi czasteczkami enzymoéw endogennych (trypsyny, .
chymotrypsyny), ktére przeprowadzajq trawienie pokarmu lecz mogq nastepnie atakowaé btony $luzowe. Ta
bariera powinna dziataé wybiérczo przepuszczajac poprzez $cianke jelita mate czasteczki pochodzace ze
strawionego pokarmu w celu wtaczenia ich w obieg krwi,

Jezeli wydzielina $luzowata jelit jest nadmiernie lepka hamuje przenikanie do krwi czasteczek pochodza-
cych z pokarmu, jeZeli wykazuje ona niedostateczng lepkosé przestaje spetniaé role czynnika ochraniajacego
btone $luzowa. Mozna przypuszczaé, ze pomigedzy tymi dwoma stanami najkorzystniejsza lepkosé¢ ustala sie
bardzo rzadko. ‘
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Pospolite enzymy proteolityczne uprzednio juz wyprébowane w zywieniu zwierzat lecz bez sukceséw,
wykazaty wptyw na lepkosé wydzieliny sluzowatej albo niedostateczng albo nadmierna, W pierwszym przypadku
szybkos¢ absorpcji przez Scianke jelita pozostawata bez zmian. W drugim przypadku nadmierne dziatanie
enzymoéw jak inne dzialanie draznigce, powoduje zwigkszenie szybkosci gromadzenia si¢ wydzieliny $luzowatej
w gruczotach $luzowych i niepozadane nadmierne wydzielanie jej na zewnatrz,

Istnienie enzymdw proteolitycznych zdolnych do powodowania korzystniejszej lepkosci wydzieliny $luzo-
watej jelit, to jest zdolnych do znacznej redukcji tej lepkosci bez obawy nadmiernego wydzielania nie byto
oczywiste a priori. Podczas dtugiego przechodzenia przez jelita, pokarm jest zawsze catkowicie absorbowany
i jak wykazaty doswiadczenia nie pozostaje w kale. Jednak, ta absorpcja nie jest dostatecznym kryterium korzys-
tnego zuzycia pokarmu. Mozna przypuszczaé, ze odpowiednia absorpcja powodowata jednoczesnie dostateczne
stezenie we krwi wszystkich czynnikéw syntezy anabolicznej. Lecz tylko doswiadczenie mogto potwierdzi¢
prawo, ktore nie byto oczywiste a priori: dla szybkosci wzrostu lepiej jest otrzymacé we krwi maksymalne steze-
nie czgsteczek strawionego pokarmu w stosunkowo krétkim czasie, niz stezenie srednie podczas bardzo dtugie-
go czasu jezeli w obydwu przypadkach catkowita ilos¢ przechodzacego do krwi pokarmu jest taka sama.

- Celem wynalazku jest taki sposéb wytwarzania produktéw enzymatycznych aby produkty te optymalizo-
waty lepkos¢ Sluzu w Zywym organizmie, w konsekwencji zwiekszaty predkosé pochtonigcia pokarmu podda- .
wanego trawieniu. ¢

Stwierdzono, ze enzymy proteolityczne wytwarzane z nowych szczepéw mikroorganizméw, a mianowicie
szczepu 1998 2019 Streptomyces fradiae ztozonych w Narodowym Muzeum Przyrodniczym w ParyZu
w dn, 16.01.1969 i 12.03.1969 spetniajg to zadanie.

Szczepy Streptomyces fradiae nr 1998 i 2019 charakteryzuja sie nastepujacymi cechami morfologicznymi
i fizjologicznymi: .

1. Morfologia. Torebki zarodnikowe rozgatezione zrosniete, proste lub falujace. Formy spiralne obserwo-
wane tylko na niektérych typach pozywek, wyjatek stanowi szczep 1998 wykazujacy formy silnie skrecone.
Nitki grzybni wegetatywnej maja $rednice rzedu 0,5 u. Zarodniki powstajg przez podziat wtdkien powietrznych
grzybni na cylindryczne fragmenty, ktdre osiagajac dojrzatosé przyjmujg ksztatt owalny. Wymiary ich s rzedu
od 0,5do 0,7 una 1,25 do 1,50 u.

2. Wtasciwosci fizjologiczne.,

a) Wtasciwosci proteolityczne Streptomyces fradiae okreslone zostaty na pozywce kazeinowej na mieku,
Zelatynie, L-tyrczynie. Stwierdzono, ze szczep 2019 rozwija sie punktowo — wytwarzanie zarodnikéw jest
szybkie z jednoczesnym bardzo wyraznym rdzowo-lila zabarwieniem. Brak zabarwienia czarnego, spéd kolonii
jasno pomarariczowo-26+tty. Szczep 1998 rozwija sie wolniej, grzybnia powietrzna rézowo-lila, spéd pomarariczo-
wy, brak barwnika czarnego. ‘

b) Redukcja azotanéw. Nie obserwowano zauwazalnej redukcji azotanéw do azotynéw.

c) Skrobia. Rozwdj organizmu badanego na plastrach kartofli jest ograniczony, wytwarzanie zarodnikéw
pojawia sie nie zawsze; natomiast na ptatkach owsianych rozwéj obydwdéch szczepéw przebiega bardzo dobrze.
W obydwaéch przypadkach obserwowana byta wyrazna czynnosé diastatyczna.

d) Produkcja siarkowodoru. Nie wystepuje. ,

Sposob wytwarzania nowych enzymow proteolitycznych wedtug wynalazku, przeznaczonych do optymali-
zacji lepkosci $luzu jelitowego, oskrzelowego i szyjnego polega na tym, 2e szczep 1998 lub 2019 Streptomyces
fradiae poddaje sie hodowli w znany sposob, to znaczy na pozywce zawierajgcej zrédto azotu i soli mineralnych,
przy napowietrzaniu Srodowiska hodowlanego tak dfugo dopdki koricowe miano srodowiska fermentacyjnego nie
osiggnie 3000 j. Ansona na 1 ml, po czym otrzymane produkty koncentruje sie i oczyszcza znanymi metodami.

Jako pozywke wykorzystuje si¢ srodowisko ciekte, zawierajace: 30 g/l maki sojowej, 30 g/I glukozy, 0,8 g/I
fosforanu dwupotasowego, 10 g/l weglanu wapniowego.

Fermentacje prowadzi sie w temperaturze 28°C, przy pH = 7,0 iprzy doprowadzaniu 0,3 objetosci
powietrza na 1 objetos¢ pozywki na minute. Okres fermentacji wynosi 60—84 godzin.

Jednostkg Ansona (lub w skrécie U.A.) jest ilos¢ enzymu, ktéra przy inkubacji w ciggu 10 minut
w temperaturze 25°C ipH 7,5 w obecnosci zdenaturowanej hemoglobiny uwalnia ekwiwalent 1 ug tyrozyny
"oznaczanej metoda absorpcji na fotometrze przy dtugosci fali 2800 u w przesgczu nieoczyszczonym kwasem
tréjchlorooctowym.

W wyniku fermentacji otrzymuje sie produkty enzymatyczne obnizajace lepkosé $luzu jelitowego
w granicach od 35 do 65% i jednoczesnie niewrazliwe na inhibitory trypsyny.

Produkty enzymatyczne wytwarzane sposobem wedtug wynalazku wywotuja w Zywym organizmie
adekwatng optymalizacje $luzu. W poréwnaniu z fermentami naturalnymi o dziataniu optymalizujgcymi trypsyne
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i chemotrypsyne — ich dziatanie optymalizujace jest wyzsze. Poréwnanie z tymi fermentami przeprowadza sie
w probdwce za pomocq testu ograniczonej redukcji lepkosci (w skrécie test RMV),

Enzymy wytwarzane sposobem wedtug wynalazku powoduijace in vivo odpowiednio korzystniejsza lepko$é
wydzieliny sluzowatej jelit byty czeéciowo scharakteryzowane przez poréwnanie ich dziatania in vitro-
w obecnosci wydzieliny $luzowatej jelit z dziataniem dwu enzyméw proteolitycznych: trypsyny i chymotrypsy-
ny. Badania poréwnawcze przeprowadzono wedtug testu ograniczonej redukcji lepkosci (w skrécie tekst RMV)
i ich niewrazliwosci na inhibitory trypsyny, te ostatnie badania przeprowadzono in vivo.

Redukcja lepkosci wydzieliny sluzowatej jelit przez enzymy wytwarzane sposobem wedtug wynalazku

'moze by¢ poréwnana w przyblizeniu t5% w odniesieniu do lepkosci wymienionej wydzieliny $luzowatej jelit, na

ktérg nie dziatano enzymami, pomiedzy wartosciami redukcji lepkosci przez trypsyne i chymotrypsyne, to jest
odpowiednio pomiedzy 60 + 5 = 65% i 40 — 5 = 35% w odniesieniu do Iepkoém wydzieliny §luzowatej jelit, na
ktéra nie dziatano enzymami, w warunkach opisanych dalej.

Redukcja in vitro lepkosci wydzieliny $luzowatej jelit przez enzymy otrzymane sposobem wedtug
wynalazku jest zawarta dok%adme pomiedzy redukcja wywotywang przez trypsyne ichymotrypsyne
(60%—40%).

Wytwarzanie enzyméw proteolitycznych sposobem wedtug wynalazku kontrolowane jest testem RMV.
Proces fermentacji zostaje zakoriczony gdy wymagane substancje enzymatyczne dajg redukcje lepkosci wydzieli-
ny $luzowatej jelit rzedu pomiedzy dziataniem chymotrypsyny obnizonym o 5% idziataniem trypsyny
podwyzszonym o 5% (wartosci procentowe oznaczane byty w stosunku do lepkosci wydzieliny sluzowatej jelit,
na ktéra nie dziatano enzymami). Sposéb wedtug wynalazku obejmuje takze stosowanie metod koniecznych do
oczyszczenia otrzymanych preparatéw, ktére nie sq wrazliwe na inhibitory trypsyny.

Mikroorganizmy stosowane do wytwarzania enzyméw wybiera si¢ sposréd tych, ktére daja preparaty
enzymatyczne odpowiadajace 2 warunkom: test RMV dodatni i brak wrazliwosci na inhibitory trypsyny. Sposréd
mikroorganizméw odpowiednich do stosowania w sposobie wedfug wynalazku interesujace sq organizmy
z rodzaju Streptomyces szczegdlnie gatunek Streptomyces fradiae.

Test RMV przeprowadza sie w sposdb nastepujecy:

a) Przygotowanie preparatu enzymatycznego do badari. Fermentacje przeprowadza sie klasycznym
sposobem stosujac mikroorganizm wytwarzajacy duzg ilos¢ mieszaniny enzymoéw proteolitycznych. Po zakoricze-
niu fermentacji ptyn saczy sie, zageszcza, liofilizuje lub suszy rozpytowo; w ten sposdb otrzymuje sie surowy
preparat enzymatyczny; korzystniej po przesaczeniu i zageszczeniu mozna otrzymac preparat przez stracenie
siarczanem amonowym i wysuszenie w prézni. Mozna tez preparat poddaé¢ chromatografii lub elektroforezie.
Takie preparaty oznaczone klasyczng metodq Anson’a zawierajq zaleznie od sposobu obrébki 100, 1000, 10000,
50000 jednostek na 1 mg.

Jako substrat do po.miaru lepkosci stosuje si¢ wydzieline sluzowata jelit cielecia lub swini. Natychmiast po
uboju zwierzecia bedacego na diecie od 24 godzin pobiera sie od czesci wychodzacej z zotadka 3 kolejne odcinki
jelita, okoto 1 metra kazdy. Przewigzuje si¢ koniec jelita i poddaje sig je stabemu cisnieniu w wyniku czego przez
drugi koniec wyciska sie powierzchniowa wydzieling sluzowatg i odrzuca, nastepnie jelito poddaje sie silnemu
ci$nieniu lub oskrobuje $cianke wewnetrzna jelita uprzednio rozcietego pobierajac wydzieling $luzowata
gteboka, oddziela sie substancje rozpuszczalne przez sptukiwanie 3 objetosciami wody i wiruje. Przecietnie
przygotowuje sie 50 ml wydzieliny Sluzowatej z jednego zwierzecia i mozna jq przechowywac w ciagu wielu dni
w temperaturze 20°C lub uzywac bezposrednio do badari lepkosci.

Do tych badari stosuje sie¢ mikrowiskozymetr Brookfield'a pozwalajacy na prace z 1 g nierozpuszczalnej
wydzieliny $luzowatej. Szybkosé ruchomego walca wynosi na ogét 12 obrotéw na minute i temperatura 37°C.
Skala stopni od 0 do 100 pozwala oznaczy¢ lepkos$é wzgledna przez bezposredni odczyt. Strzatke wiskozymetru
ustawia sie na 100 z sama wydzieling $luzowatq i nastepnie dodaje 0,1 ml roztworu buforowego o wartosci pH
7,5 zawierajacego badany preparat enzymatyczny. JeZeli ten preparat jest aktywny, lepkosé zmniejsza sie szybko
i mozna wykreslié krzywa redukcji. Trypsyna i chymotrypsyna stosowane sa w postaci preparatéw o wysokiej
czystosci odpowiednio 16000 i 20000 j/mg. Powoduija one silng redukcje lepkosci ustajaca po 30 minutach, tak
Ze czas trwania pomiaru ustalono na 30 minut. Enzymy te w stezeniu 50 jednostek na gram wydzieliny
$luzowatej powodujq redukcje lepkoéci o 20%. W stezeniu 5 razy wiekszym 250 j/g albo jeden albo drugi enzym
powoduje redukcje lepkosci odpowiednio 60% i40%. Wydzielina $luzowata jelit cielgcia lub swini, zwierzat
réznigcych sie od siebie, moze dawaé wyniki w zaleznosci od uzytej proby wydzieliny sluzowatej. W przypadku
uzyskania wynikéw o zbyt odlegtych wartosciach od uprzednio otrzymanych mozna eliminowaé prébki lub
poddaé frakcjonowanemu wytraceniu i ponownie zawiesi¢ w celu odnalezienia przyblizonych wartosci.

Z tego rodzaju probka wydzieliny $luzowatej oznacza si¢ redukcje lepkosci powodowana przez 250
jednostek badanej substancji enzymatycznej na 1g wydzieliny $luzowatej. Jezeli wartos¢ redukcji zawarta jest
pomiedzy 40% i 60% i bardziej ogdlnie pomigdzy 35% i 65% preparat enzymatyczny zalicza si¢ jako odpowiedni
wedtug testu RMV i zdolny do powodowania korzystniejszej lepkosci wydzieliny sluzowatej.
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Dziatanie enzyméw na wydzieline Siuzowatq jest przedstawione na fig. 1; gdzie czas podano w minutach
i warto$¢ redukcji w procentach. Ten rysunek przedstawia krzywe otrzymane z trypsyna (krzywa 1) i chymotryp-
syng (krzywa 2), z enzymem, ktéry nie jest odpowiedni wedtug testu RMV mianowicie z papaing (krzywa 3),
z enzymem, ktory jest $cisle odpowiedni wedtug testu RMV (enzym Streptomyces fradiae czastka 2, krzywa 4)
i z enzymem, ktéry nie jest odpowiedni wedlug testu RMV przez nadmierne dziatanie (enzym u Bacillus subtilis,
krzywa 5).

Wynalazek zilustrowano przyktadami nie ograniczajacymi jego zakresu,

Prz vkt ad I. Mikroorganizm Streptomyces fradiae — poddano klasycznej fermentacji w temperaturze
28°C przy pH 7,5. 2 produktéw fermentacji wybrano te, dla ktérych test RMV byt dodatni iu ktérych
stwierdzono brak wrazliwodci na inhibitory trypsyny. Ptyn fermentacyjny podzielono na 4 partie, z ktérych
w ré2ny sposéb przygotowano 5 produktéw: A, B,C, D i E.

Produkt A: ptyn po fermentacjl sqozy sie i zagqszczl w pré2ni, otrzymuje si¢ surowy ptynny produkt
60000 J/ml,

Produkt B: z czesci produktu A w wyniku suszenla rozpytowego otrzymuje sie staty produkt enzymatycz-
ny o mocy 100 j/mg,

Produkt C: z czesci produktu A przez wytracenie siarczanem amonowym i wysuszenie w prézni otrzymuje
sie czesciowo oczyszczony produkt enzymatyczny o mocy okoto 1000 j/mg.

Produkt D: z czesci produktu A w wyniku serii wytrgceri siarczanem amonowym i rozpuszczeri w acetonie
oraz w wyniku wysuszenia w prézni koricowego produktu otrzymuje sie srednio czysty produkt enzymatyczny
o mocy 10000 j/mg wykazujacy stosunkowa jednorodno$é elektroforetyczng.

Produkt E: z czesci produktu D w stanie ciektym w wyniku elektroforyezy lub chromatografii na
kolumnie, dializy lub liofilizacji oddziela sie enzym wysokiej czystosci o mocy oko’ro 50000 j/mg wykazujacy
catkowitg jednorodno$¢ elektroforetyczna.

Wszystkie te produkty odpowiadaty testowi RMV,

Przydatnos¢ tych produktéw w praktyce opisano w dalszych przykfadach.,

Przyktad Il. Badanie wptywu enzyméw na zmniejszenie lepkosci wydzieliny sluzowatej i na wzrost
szczuréw.

Trzytygodniowe biate szczury — albinosy o cieZarze ciata okoto 40 g, umieszcza sie¢ w klatkach po
5 samcéw lub 5 samic. Otrzymujg one dowolny pokarm jak réwniez wode do picia; sq one wazone oddzielnie 2
razy w tygodniu w ciggu 3 tygodni; sredni przyrost dzienny cigzaru ciata jest wigc okreslany przez grupe 10
zwierzat (5 samcow i 5 samic). Grupa kontrolna otrzymuje pokarm Mc Collum.

Grupy doswiadczalne otrzymujg taki sam pokarm uzupefniony enzymami w ilosci 100 j/g i 1000 i/a.
Przyjmujac, ze jeden hodowany szczur spozywa dziennie pokarm odpowiadajacy 1/10 ciezaru jego ciata (10 g
pokarmu dziennie na jednego 100 g szczura). Te dawki zawieraja odpowiednio 10000 i 100000 jednostek na kg
ciezaru ciata na dzien.

Stosowano te enzymy, ktérych dziatanie scharakteryzowane jest na fig. 1. Oprécz enzymu z S.F. czastka 2
(S.F. = Streptomyces fradiae) powodujacego zmniejszenie lepkosci wydzieliny sluzowatej o 50%, stosuje sie
enzymy z S,F. czastka 1 i S.F. czastka 3, ktore zmniejszajg lepko$é o 40% i 60%. Kazdy z tych enzymow jest
odpowiedni wedtug testu RMV w dosé szerokim zakresie poniewaz powoduje obnizenie lepkosci od 36% do 65%.
Natomiast enzym z S.F. czastka 2 jest odpowiedni wedfug testu RMV w wezszym lecz wystarczajgcym zakresie.
Te 3 enzymy odpowiadajq produktowi C i maja moc okoto 2000 j/mg.

Otrzymane wyniki przedstawiono w tablicy .

Tablica l

Wptyw enzymdw na zmniejszenie lepkosci wydzieliny sluzowatej
i na wzrost szczuréw

- i Wzrost szczuréw
Enzym Zmniejszenie | Bez enzymu r z 100 j/g paszy 2 1000 j/g paszy
lepkosci- g/dzienrh i g/dzieni % g/dzieri %
: 0 2,85 ‘
Papaina 30 ' 2,85 100 2,85 100
S.F. czastka 1 ' 40 ' 3,45 121 3,40 119
S.F. czastka 2 50 4,15 145 4,05 142
S.F. czastka 3 60 3,25 114 2,95 103
B.S. 80 ' ' 3,0 105 2,40 84
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S.F.: enzym ze Streptomyces fradiae
B.S.: enzym z Bacillus subtilis

" Enzym ze S.F. czastka 2, ktérego dziatanie na wydzieline sluzowatq znajduje sie pomiedzy dziataniem
trypsyny ichymotrypsyny (redukcja lepkosci: 50% stymuluje szybko$¢ wzrostu szczuréw o 40%—45% po
zastosowaniu 2 dawek.

W przypadku zastosowania enzymu z S.F. czastka 1 dziatanie na wydzieling §luzowata jest poréwnywalne
z dziataniem chymotrypsyny (redukcja lepkosci 40%). Ta stymulacja jest stabsza i osiaga 20% po zastosowaniu
2 dawek.,

W przypadku zastosowania enzymu z S.F. czastka 3, ktérego dziatanie zblizone jest do dziatania trypsyny
(redukcja lepkosci 60%) stymulacja wzrostu jest rzedu 14% po dodaniu stabej dawki, natomiast po zastosowaniu
silnej dawki nie zaobserwowano zadnych zmian.

Mozna stwierdzi¢, Ze czagsteczki enzyméw 2z S.F. odpowiednie sq wediug testu RMV w sposéb
niejednoznaczny iwykazujg korzystny lecz nieréwnomierny. wptyw na wzrost szczuréw. W przypadku
prowadzenia fermentacji niezgodnie ze sposobem wedtug wynalazku otrzymuje sie¢ enzymy nieodpowiednie
wedtug testu RMV i wykazujace wyraznie niekorzystny wptyw na wzrost szczuréw.

Papaina, ktéra nie jest odpowiednia wed{ug testu RMV nie wykazuje wptywu na wzrost szczuréw.

Pewien enzym z Bacillus subtilis nie jest odpowiedni wedtug testu RMV w nadmiarze, podany w niewielkiej
dawce wykazuje korzystny wptyw na wzrost szczurdéw. Jednak przy podaniu wiekszej dawki wptyw ten jest
znikomy, Podczas autopsji stwierdzono, ze $ciana jelita szczuréw po tej silnej dawce wykazuje hipersekrecje co
wystarczajaco tftumaczy zwolnienie tempa wzrostu.

’ Trypsyna i chymotrypsyna wywotuja niewielkie i zmienne zwiekszenie szybkosci wzrostu szczuréw
wahajace sie ponizej 10%. Te enzymy trzusiki, ktdre in vitro dziataja na wydzieling $luzowatg podobnie jak
enzymy z S.F.; in vivo wptywaja na wzrost szczuréw znacznie gorzej. Te anomalie moze ttumaczy¢é fakt, Zze
trypsyna i chymotrypsyna stosowane w nadmiarze sq podatne na blokowanie in vivi przez endogenne inhibitory
takie jak inhibitor trzustkowy Kunitz’a, natomiast enzym dominujgcy w czastkach 1, 2 i3 otrzymany ze
Streptomyces fradiae jest praktycznie niewrazliwy na te inhibitory jak ina inhibitory egzogenne takie jak
inhibitor sojowy.

Przyktad Ill. Wptyw enzyméw proteolitycznych na wzrost szczuréow przy karmieniu ich pokarmem
bogatym w biatka sojowe,

Pokarm ten stosowany zwykle w hodowli kurczat ma nastepujacy sktad: maka kukurydziana 60%, maka
sojowa 33%, t6j 3%, mieszanka mineralna i witaminowa 4%. Doswiadczenie jest prowadzone w grupach po 10
szczuréw samcow, ogélnie w takich samych warunkach jak w doswiadczeniach poprzednich,

Grupa kontrolna ma $redni przyrost ciezaru ciata 5,25 g/dzien.

Grupa do$wiadczalna 1 otrzymujgca taki sam pokarm uzupetniony enzymem z S.F. czastka 2 w ilosci 1000
j/g (dawka ta odpowiada w przyblizeniu 100000 j na kg cigzaru ciata dziennie) wykazuje taki sam przyrost
dzienny jak grupa kontrolna.

Grupa doswiadczalna 2 otrzymujaca taki sam pokarm, lecz réwniez wode do picia z rozpuszczonym
enzymem S.F. czastka 2 w ilosci 500 j/ml (dawka ta odpowiada w przyblizeniu 100000 j na kg ciezaru ciata
dziennie) wykazuje sredni przyrost 7,3 g/dzieri, co odpowiada zwiekszeniu cigzaru ciata o 39%.

Niepowodzenie obserwowane w grupie doswiadczalnej 1 nie jest spowodowane obecnoscia w soi inhibitora
Northrop, poniewaz jest on uprzednio zniszczony podczas obrobki termicznej dokonywanej zwykle przed
podaniem substratu. To niepowodzenie wiaze sig raczej z faktem, ze enzym wykazuje powinowactwo do biatek
sojowych, ktére dodawane do pokarmu w zwiekszonym stgzeniu moga wigza¢ caty enzym, co z kolei eliminuje
jego dziatanie na biatka wydzieliny $luzowatej, ktérej lepkos$c nie ulega redukcji. W przypadku dodania enzymu
do wody pitnej zamiast do pokarmu problem ten bedzie czesciowo wyeliminowany i stad uzyskuje si@ sukces
w grupie doswiadczalnej 2. Lepiej jest wigc podawaé enzym w wodzie pitnej. ' Wyniki doswiadczer wykazuijg, ze
stabilpo$¢ enzymu w roztworze jest dobra, co pozwala na zastosowanie tej metody w hodowli przemystowej. -

4 Przyktad |V. Wptyw enzyméw proteolitycznych na wzrost szybkosci wchtaniania pokarmu przez
sciany jelitowe.

" Operacje przeprowadza sie na 5 szczurach bedacych na diecie w ciagu 24 godzin, wazacych okoto 150 g,
znieczulonych uretanem. Po otworzeniu jamy brzusznej izoluje si¢ okoto 10 cm jelita cienkiego i taczy koniec
sonda ze srodowiskiem zewnetrznym, po przemyciu jelita wprowadza si¢ 0,4 ml roztworu hydrolizatu kazeiny
zawierajacego 2,5 mg azotu i pozostawia w jelicie w ciggu 10 minut, po zebraniu roztworu kazeiny wprowadza sig
w roztwér ptukanki, ktdry nastepnie takze odciaga sie.
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Na tym samym szczurze przeprowadzono identyczne doswiadczenie wprowadzajgc jednak uprzednio
0,05 ml roztworu zawierajacego 0,5 mg/ml enzymu S.F. czastka 2, co odpowiada okoto 50 jednostek.

Stwierdzono, ze w prdébkach kontrolnych bez enzymu procent absorbowanego azotu jest zmienny
urdznych zwierzat i wynosi $rednio 5%. W prabach doswiadczalnych procent ten jest mniej zmienny i bardziej
zwiekszony osiagajac srednig wartosé 17%.

Stosujac te samg technike mozna bada¢ szybko$¢ wchtaniania innych pokarméw i ewentualne zwiekszenie
wchtaniania pod wptywem enzymu. Stwierdzono, ze zjawisko to zachodzi w wiekszym stopniu przy
wchtanianiu biatek niz cukréw czy ttuszczéw. Zwigkszenie szybkosci wzrostu pod wp{'ywem enzymu znajduje
odbicie raczej w obrazie migsni niz w tworzeniu sie substancji zapasowych, Mozna wiec powiedzieé, ze wzrost
zwierzecia nalezy rozpatrywaé jako korzy$¢ jakosciowa i ilosciowg.

Stosujac te samg technike mozna rowniez badaé szybkos¢ wchtaniania lekarstw, ktdrych przenikanie przez
$ciany jelit moze by¢ lub nie by¢ uzaleznione od specyficznych przenos$nikéw. Stwierdzono, ze szybko$é
wchtaniania lekarstw w przypadku zastosowania enzymu zwigksza sie lecz w spos6b nierébwnomierny.

Przyktad V. Wptyw enzymow proteolitycznych na przyrost wagi kurczat.— Kurczeta hodowane
sgq na ziemi, Kurczeta — samce gatunku Arbor-Acres najpierw hodowane w grupie otrzymuja taki sam pokarm.
Kurczeta 12-dniowe rozdziela si¢ na 4 grupy po 25 szt. o takim samym Srednim ciezarze ciata (124 g) i o takim
samym odchyleniu standardowym (3,28)).

Grupa kontrolna 1 otrzymuje pokarm, ktérego podstawa jest kukurydza i soja 0 matym stezeniu biatka
(16%). W 46 dniu doswiadczenia $redni cigzar ciata 58-dniowych kurczat wynosi 1430 g a wskaZnik spozycia
(stosunek cigzaru pokarmu spozytego do cigzaru ciata zwierzat) wynosi 2,30.

Grupa doswiadczalna 1 otrzymuje taki sam pokarm uzupetniony 4 g/kg substancji B powyzej okreslonej
omocy 100 j/mg; dawka enzymu wynosi w ten sposéb 400 j/kg pokarmu co odpowiada w przyblizeniu
40000 j/kg ciezaru ciata na dzied. Pod koniec doswiadczenia sredni ciezar wynosi 15563 (—8%) a wskaznik
spozycia 2,15 (=7%).

Grupa kontrolna 2, otrzymuje pokarm, ktdrego podstawg jest kukurydza i soja, zawierajacy normalne
stezenie biatka (22%), pod koniec doswiadczenia Sredni cigzar ciata wynosi 1676 g a wskaznik spozycia 2,09.

Grupa doswiadczalna 2 otrzymuje taki sam pokarm uzupetniony dawka 400 j/kg pokarmu. Pod koniec
doswiadczenia $redni cigzar wynosi 1772 g (—6%) a wskaznik spozycia 1,98 (—5%).

Przyktad VI Wptyw enzyméw proteolitycznych na przyrost wagi kurczat hodowanych
w inkubatorach z oswietleniem.

s Doswiadczenie przeprowadzone jest w 2 grupach okoto 600 kurczat gatunku Vavguard-Garrison
w klatkach. Grupa kontrolna otrzymuje pokarm handlowy, ktérego podstawag jest soja i kukurydza, zawierajacy
21% biatka i 5% ttuszczu. Pokarm ten zawiera 8 mg penicyliny prokainowej i 256 mg/kg tetracykliny. Grupa
doswiadczalna otrzymuje taki sam pokarm uzupetniony 400 mg/kg produktu C okreslonego powyzej; dawka
enzymu wynosi w ten sposéb 800 j/kg pokarmu, co odpowiada w przyblizeniu 8000 j/kg ciezaru ciata dziennie.

W 30 dniu doswiadczenia kurczeta wykazywaty w dwu grupach pozornie taki sam rozwdj, lecz pojedyncze
kurcze spozywato srednio 1080 g w grupie kontrolnej a w grupie doswiadczalnej tylko 903 g, co stanowi okoto
16% oszczednosci pokarmu. )

W 40 dniu wybuchta w catej hodowli epidemia, ktérg o wiele lepiej przetrwata grupa doswiadczalna.
W 60 dniu doswiadczenia $miertelno$é w grupie kontrolnej wynosita 5% a w grupie doswiadczalnej tylko 1,6%.
Sredni ciezar ciata wynosi 1346g i 1319g. To niewielkie wahanie ciezaru ciata w grupie do$wiadczalnej
ttumaczy fakt, ze w grupie tej zwierzeta o stabszej budowie przezyty epidemie i zawdzieczaja to obecnosci
enzymu w pokarmie. Wskazniki spozycia wynoszg 2,8 i 2,68 co stanowi okoto 6,56% oszczednosci pokarmu
w grupie doswiadczalnej. '

Rachunek ekonomiczny wyraznie wskazuje, ze zysk z 1000 kurczat wynosi odpowiednio 64 F i 260 F nie
wliczajac kosztu enzymu,

Doswiadczenie kontrolne: na poczatku gtdéwnego doswiadczenia z kazdej grupy hodowlanej na ziemi
przeniesiono po 25 kurczat do odizolowanego pomieszczenia zapewniajac w ten sposéb zwierzgtom jak najlepsze
warunki sanitarne, $miertelno$¢ w tych grupach jest znikoma. Sredni cigzar ciata w grupie kontrolnej wynosi
1603 g a w grupie doswiadczalnej 1746 g (+9%) wskazniki spozycia réwnajq sie¢ odpowiednio 2,68 i 2,41
(—10%).

Przyktad VII. Wptyw enzyméw wytwarzanych w/g wynalazku na smiertelnos¢ i aktywnosé
plemnikéw.

Postgpowano jak w przyktadzie VI, z tg réznicg, ze doswiadczenie z kurczetami przeprowadzono raz
w lecie podczas duzych upatow, drugi raz w jesieni w bardziej ustabilizowanych warunkach klimatycznych,

W koricu doswiadczenia w 60 dniu $miertelnosé¢ w grupie kontrolnej wynosi 7,9% i4,8% w grupie
doswiadczalnej.
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Srednie cigzary wynosza szacunkowo 1338 gi 1356 g.

Wskazniki spozycia réwnajq si¢ odpowiednio 2,73 i 2,38, co stanowi okoto 12,4% oszczednosci pokarmu
w grupie doswiadczalnej. v

Rachunek ekonomiczny wyraznie wskazuje, Zze zysk z 1000 kurczat wynasi 77 F i 469 F nie wliczajac
kosztéw enzymu. ¢

Doswiadczenia na kurczetach byty przeprowadzone przed wysunigciem zatozer o wiazaniu enzymu przez
biatka sojowe i przed podjeciem zapobiegawczych czynnosci polegajacych na dodawaniu enzymu do wody pitnej
tak jak w przyktadzie |l. Dodanie enzymu do wody pitnej zamiast do pokarmu, wptywa korzystnie na wyniki
a szczegdlnie na stymulacm wzrostu, co pokrywa sie zuzyskanymi uprzednio wynikami w przyktadzie Il
(+39%).

Doswiadczenia na cleletach. Oprécz dziatania podstawowego na wydzieling §luzowats jelit, substancja
enzymatyczna wytworzona sposobem wedtug wynalazku moze wywierad takie du2y wptyw na sam pokarm.
Pomiedzy momentem, gdy mleko przeznaczone dla cielgt jest umieszuzone w terperaturze 37°C | momentem
gdy jest ono spo2yte przez cielqta, uptywa czgsto okoto 1/2 godziny, Okres ten jest wystarczajacy do czgsciowej
degradacji biatka mleka w $rodowisku ptynnym w temperaturze 37°C przez substancje enzymatyczna, co moze
w pewnym stopniu przyczynié¢ sie do ogdlinej poprawy wzrostu cielgt.

Przyktady VI i VIl wskazuja, Ze w hodowli przemystowej $miertelnosé jest wyraznie zmniejszona w grupie
doswiadczalnej. Fakt ten mozna réznie interpretowac.

Wiadomo, ze mikroorganizmy patogenne posiadaja czasem gruba otoczke $luzowatg a kokcydy lub inne
pasoZyty moga przyczyniaé sie do tworzenia zagtebiert w jelitach, w ktérych umiejscowiaja sie. Gruba warstwa
ochronna zbyt lepkiej otoczki $luzowatej mikroorganizméw, kokeyddéw !ub pasoZytéw, moze eliminowad
dziatanie antybiotykéw, kokcydiostatykow lub zwiazkéw przeciwpasozytniczych dodawanych zwykle do
pokarmu. Enzymy zdolne do zmniejszania lepkoszi wydzieliny $luzowatej jelit moga spetniac role aktywatoréw
antybiotykéw, kokcydiostatykéw i zwigzkow przeciwpasozytniczych., Fakt ten moze ttumaczyé czesciowe
zmniejszenie $miertelnosci w grupie doswiadczalnej. Substancje enzymatyczne wytworzone sposobem wedtug
wynalazku mogga pozwolié na ograniczenie dawki antybiotykéw, kokcydiostatykéw i zwigzkéw
przeciwpaso2ytniczych dodawanych zwykle do pokarmu dla zwierzat bez zmniejszenia roli ochronnej
zapewhianej przez te 3 typy zwigzkéw.

Z drugiej strony, substancje enzymatyczne wytworzone sposobem wedtug wynalazku utatwiaja
wchtanianie pewnych lekarstw dla zwierzat, co zostato przedstawione w przyktadzie 1. Substancje te s wiec
uzywane do przygotowywania roznych mieszanek dla zwierzat.

Mieszanki paszowe dla zwierzat zawieraja przynajmniej jedng z substancji A, B lub C. Stosowane sg w ilosci
od 1000 do 20000 j na kg ciezaru ciata na dzieri. Dla substancji enzymatycznych stosuje sig przed ich uzyciem
zwiazki balastowe albo state jak laktoza albo ptynne, badz otoczki ochronne.

Mieszanki dla zwierzat dziatajace na wydzieling sluzowatg jelit w celu utatwienia wchtaniania lekarstw
zawieraja przynajmniej jedng z substancji A, B lub C, ktdre sg podawane w ilosci od 5000 do 200000 j/Kg cigzaru
ciata na dzied.

W obydwu przypadkach najlepszym sposobem podawania jest podawanie doustne. Wyniki uzyskane na
materiale zwierzgcym moina wykorzysta¢ w medycynie. W tym przypadku mozna zapewnié¢ maksimum
bezpieczeristwa stosujac zamiast surowej lub czesciowo oczyszczonej substancji enzymatycznej, substancje
wzglednie oczyszczong np. substancje D. Mieszanki dietetyczne zawierajg przynajmniej jedna z substancji D lub E
stosowanych w dawkach od 1000 do 20000 j/kg ciezaru ciata na dzien.

Mieszanki farmaceutyczne dziatajace na wydzieling $luzowata jelit, zwiekszajq anabolizm i efektywnos$é
lekarstw dzigki obecnosci przynajmniej jednej z substancji D lub E stosowanej w ilosci od 5000 do 200000 j/kg
ciezaru ciata na dzien.

Wydzielina $luzowata jelit jak réwniez wydzielina $luzowata oskrzeli zawdziecza czesciowo swa lepkosé
obecnosci makromolekut mucyny potaczonych miedzy sobq mostkami biatkowymi.

W lecznictwie drég oddechowych (oskrzeli) zaproponowano stosowanie trypsyny i chymotrypsyny lecz za-
stosowanie ich zostato ograniczone z réznych powodéw, a szczeg6inie z powodu obecnosci w wydzielinie $luzo-
watej oskrzeli inhibitoréw trypsyny, zreszta innych niz inhibitor Kunitz'a.

Wyniki doswiadczeri wykazuja, Ze te mhnbntory nie maja zadnego wptywu na substancje enzymatyczne
wytwarzane sposobem wedtug wynalazku. Substancje te sq wigc stosowane do umiarkowanej redukcji lepkosci
wydzieliny $luzowatej oskrzeli co przyczynia sie do usunigcia nadmiaru tej wydzieliny i utatwia dziatanie
antybiotykdéw.

Oczyszczone substancje enzymatyczne takle jak substancja D dla zwierzat lub E dla ludzi sg bardziej
korzystne dla btony $luzowej oskrzeli, ktéra jest bardziej delikatna i mniej rozlegta niz btona jelitowa.
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Substancje te stosowane sg w mniejszych dawkach 500 i 50000 j/kg ciezaru ciata na dzien.

Tak samo jak wydzielina sluzowata jelit, wydzielina Sluzowata szyjki macicy zawdzigcza swa lepkoscé
obecnosci makromolekut potaczonych migdzy soba mostkami biatkowymi. Dziatanie ograniczajace lepkosé
wydzieliny $luzowatej jest wiec dziataniem ograniczonym na biatka.

Wyniki badahi nad lepkoscia wydzieliny sluzowatej szyjki macicy majg istotne znaczenie przy stosowaniu
sztucznego zaptodnienia u bydta rogatego. Powodzenie pierwszej interwencji wynosi $rednio 65% i wigze sie
czesciowo z faktem, Zze wydzielina $luzowata szyjki macicy o zbyt duzej lepkosci powoduje tworzenie sie czopéw
doprowadzajacych do zablokowania szyjki macicy co utrudnia wedréwke plemnikéw. Ponadto wiadomo, ze
powodzenie zaptodnienia jest czesciowo uwarunkowane obecnoscia w nasieniu dostatecznej aktywnosci
trypsynowej zapewniajgcej zdolnos¢ plemnikéw do zaptadniania. Wiadomo jest réwniez, ze w wydzielinie
sluzowatej szyjki macicy wystepujq pewne inhibitory trypsyny.

Produkty enzymatyczne nalezace do grupy powyzej okre$lonej iwykazujgce wtasciwosci trypsynowe
i niewrazliwe na inhibitory trypsyny mogq powodowaé ograniczong redukcje lepkosci wydzieliny sluzowatej
szyjki macicy, co ma pewien wptyw na zwigkszenie aktywnosci plemnikéw. Substancje te mogq takZe utatwiac
leczenie antybiotykami choréb drég ptciowych i zwiekszaé skutecznosé sztucznego i naturalnego zaptadniania.

Oczyszczone substancje enzymatyczne stosowane sq w preparatach dopochwowych i tak substancja D dla
zwierzat i D lub E dla ludzi isq bardziej korzystne dla bton sluzowych pochwy i macicy, ktdre sa bardziej
delikatne i mniej rozlegte niz btony $luzowe jelit. Substancje te stosowane sg w dawkach wzglednie stabszych (na
og6t pomiedzy 500 i 50000 j/kg ciezaru ciata na dzieri).

ZastrzeZenia patentowe

1. Sposdb wytwarzania nowych enzyméw proteolitycznych zdolnych do optymalizacji in vivo lepkosci
wydzieliny Sluzowatej jelit, oskrzeli i szyjki macicy, poprzez hodowle producenta mikroorganizméw na pozywce
zawierajacej zrédto azotu, wegla i soli mineralnych przy napowietrzaniu $rodowiska hodowlanego, znamien-
ny tym, Ze poddaje si¢ hodowli szzzepy 1998 i 2019 Streptomyces fradiae ze zbioru Narodowego Muzeum
Przyrodniczego w Paryzu tak dtugo dopoki koricowe miano srodowiska nie osiagnie 3000 jednostek Ansona na
1 ml, po czym otrzymane produkty fermentacji koncentruje si¢ i oczyszcza znanymi metodami lub poddaje innej
obrébce dla otrzymania odpowiedniej postaci docelowego produktu, przy czym otrzymuje sie enzymy
niewrazliwe na inhibitory trypsyny i zdolne do redukgji lepkosci wydzieliny $luzowatej od 35 do 65%.

2. Sposdb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, 2e hodowle prowadzi sie w temperaturze 28°C
w srodowisku ciektym, w sktad ktérego wchodzi 30 g/l maki sojowej, 30 g/l glukozy; 0,8 g/l fosforanu dwu
potasowego, 10 g/t weglanu wapniowego, przy pH 7,0 z napowietrzaniem wynoszgcym 0,3 objetosci powietrza
na objetosé pozywki na minute w czasie 60—84 godzin,

3. Sposéb wedtug zastrz. 1; znamienny tym, e ptyn fermentacyjny po przesaczeniu zageszcza sie
w prézni do otrzymania stezenia produktu enzymatycznego okoto 50000 j/ml.

4. Sposéb wg zastrz. 1, znamienny tym, ze koncentrat produktu enzymatycznego poddaje sie
rozpytowemu suszeniu i otrzymuje staty produkt o mocy 100 j/mg. -

5. Sposéb wg zastrz. 1, znamienny tym, Ze roztwér fermentacyjny zadaje sie siarczanem
amonowym i wytracany produkt enzymatyczny suszy w prézni do uzyskania statego produktu enzymatycznego
o mocy 1000 j/mg.

6. Sposoéb wedtug zastrz. 5, znamienny tym, ze produkt enzymatyczny wytraca sie z roztworu
fermentacyjnego siarczanem amonowym, zawiesza w acetonie i suszy w prézni do uzyskania produktu enzyma-
tycznego o mocy 10000 j/mg.

7. Sposéb wedtug zastrz. 6, znamienny tym, Ze po straceniu siarczanem amonowym i zawieszeniu
w acetonie produkt enzymatyczny poddaje sie elektroforezie lub chromatografii i otrzymuje sie staty produkt
enzymatyczny o mocy 50000 j/mg.
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