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S6jové Zivné médium a gpdsob jeho vyroby

(57) Nové séjové Zivné médium spadd do odbo-
ru priemyselnej mikrobiolégie. Toto médium
pozostdva z oligopeptidov a aminokyselin
vo forme &ireho sterilného %ltohnedého roz-
toku vyznacujice sa tym, Ze pozostédva, po-
&itane ako su¥ina, z 52,0 aZ 57,0 hmotnost=-
nych % dusikatych l4tok, z ktorych 15,0 aZ
17,0 hmotnostnych % tvoria peptidické ale-
bo volné aminokyseliny, zo 16,5 a% 19,0
hmotnostnych % chloridu sodného, zo 16,4 -
- 16,6 hmotnostngych % fosfore&nanového

pufra, z 2,2 a% 2,5 hmotnogtyh

% redu-

kujdcich cukrov, z 1,0 aZ 1,25 hmotnost-
nych % glukdézy a z 3,65 a% 11,9 hmotnost-
nych % bezdusikatych latok vyfaZkovych,
mastnych kyselin, glycerolu a minerdl-

nych létok.

RieSenia sa dosiahne kombinovanym proteo-
lytickym d&inkom fylogeneticky sa liSia-
cich enzymov papaim: a pankreatinu. Zara-
denim papafnu du enzymetickej hydrolyzy
s6jovych bielkovin k pankreatinu Stiepia
pankreatické protedzy papainom pripravené
vy3§ie a strednomolekuldrne peptidy aZ na
oligopeptidy a aminokyseliny, pridom opti-
milne reak&né podmienky pre papain sd na
hodnote pH = 7,0 upravovaného pomocou hy-
droxidu sodného a optimélne reak&né pod-
mienky pre pankreatin sd na hodnote

pH - 7,5 - 8.2,
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Vynélez sa tgka sdjového Zivného média na bazi oligopeptidov a aminokyselin vo
forme sterilného Zltohnedého roztoku a spdsobu jeho vyroby.

Rie¥end problematika patri do oblasti vyroby veterindrnych bakteridlnych vakcin.

Doteraj¥ie metddy enzymatickej hydrolyzy bielkovinovych substrdtov sa tykajd apli-
kééii len ¥ivodiZnych, rastlinnych, &i mikrobidlnych enzymov vo velkovyrobe sdlovo. Ta~
kymi sG pepsinové Ztiepenie bielkovin rastlinného pbvodu (pepticky pepton pre VF bujén,
pepticky riasovy pepton), trypsinové Stigenle rastlinnych bielkovin (trypticky sdjovy
pepton) , trypsinové 3tiepenie Zivo&iBnych bielkovin (mdsopeptdnové bujonové zdklady, ka-
zeinové tryptické hydrolyzdty). V uvedenych prikladoch ide o pbdsobenie jedného druhu,
pripadne jedného enzymového systému na jeden substrdt, Podstatne ndroénejfie je viak
vstupovaf do toho istého hydrolytického procesu s dvoma enzymami, pripadne enzymovymi -
sistavami.

vyS%ie uvedené nedostatky za pouZitia jedného enzymového systému boli vyriefené
pripravou nového séjového ¥ivného média z oligopeptidov a aminokyselin vo forme &freho
sterilného Zltohnedého roztoku, které pozostdva, poditanéd ako sudina, z 52 aZ 57 hmot-
nostngch percent dusikatych létok, z ktorgch 15 a¥ 17 hmotnostnych $ tvoria peptidické
alebo volné aminokyseliny, zo 16,5 a¥ 19,0 hmotnostnych % chloridu sodného, zo 16,4 aZ
16,6 hmotnostnych % fosforednanového pufra, z 2,2 a% 2,5 hmotnostnych % redukujicich
cukrov, z 1,0 a¥ 1,25 hmotnostnych % glukdézy a =z 3,65 a¥ 11,9 hmotnostngch % bezdusi-
katych latok vyta¥kovych, mastnych kyselin, glycerolu a minerdlnych latok.
Novy spdsob v§roby séjového Zivného média sa vyznaduje tym, %e vychodzi substrét -~ so-
jovy protefn a velkomolekulové peptidy sa $tiepia endopeptiddzou papainom v neutrdlnej
oblasti pH, prifom vznikajdi strednomolekulérne peptidy, ktoré sa dalej pankreatickymi
peptiddzami hydrolyzujd na oligopeptidy a aminokyseliny, zatial &o Gfinkom pankreatickej
amylédzy a lipdzy sa zo $krobu a tuku uvolhuji glukdza a glycerdl s mastnymi kyselinami,
pridom po spotrebe ur&itého mnofstva hydroxidu sodného s koncentrdciou 5 mol.l-l za Gde-
lom udr¥ovania optimdlnej hodnoty pH v hydrolyzdte sa dalej upravuje nastavenim pH, &iri
sedimentédciou a filtrdciou a sterilizuje filtrdciou a autoklévovanim.

Podstatou vyndlezu je zmena fyzikdlnych a biochemickych parametrov technologického po-
stupu vyroby séjového %ivného média. Rozhodujdcou zmenou je poufitie rastlinnych proteéz
vo forme komer&ného prepardtu papin a ¥ivo&i3ného mulktienzymového prepardtu pancreatin,
ktoré sa biochemicky vhodne doplfaji pri enzymatickej hydrolyze vodného extraktu séjovej
delipidizovanej miky. Ide o podobnd biochemickd interakciu, akd jestvuje medzi pepsinom
a pankreatickymi enzymami, avBak v pripade papainu sa mo¥no vyhnif nizkej hodnote pH,
ktord nielen komplikuje technologicky postup predlZovanim, ale zniZuje aj kvalitu Zivného
média v porovnani s papinom.

Podla vyndlezu sa dosiahne viacero vyhod. Predovietkym sa dosiahne vyrazné zvySenie
po&tu baktdr il Erystipelothrix rhusiopathiae - kmefi WR - 2 v 1 ml séjového Zivného média
podstatnym zvySenim jeho v§Zivnej hodnoty z pdvodnych min. 1 . 107 K77 v 1 ml na min.

1. 108 KTJ v 1 ml séjového %ivného média. Poufitim papairu v tandeme s pankreatinom pri

dedtrukcii séjového protelnu sa ukdzalo, Ze peptidové ¥t&py po papaine ako endopeptidéze ¥
sl pankreatinovej karboxypeptiddze, ako exopeptiddze dostupnejlie priestorove a kvanti-

tativne. Podobne aj serfinovym protedzam pankreatinu sd fylogeneticky dostupnejsie pepti=

dové Stepy, hoci aj s vy8Sou molekulovou hmotnosfou, ne¥ nenadtiepeny polypeptid (bielko-

vina). 2 deklarovangch hodndt je pozoruhodné zvgSenie obsahu celkového dusfka z minimdl-

ne 2 400 mg . 17! na min. 3 000 ng . 17! a obsah aminodusfka z min. 500 mg 17! na

min., 700 mg . 1"1. Ako testalny kmen bola pouZitd baktéria E, r. - WR - 2 vybrané preto,

Ze vykazuje najvy$#iu obtia¥nosf pri povrchovych i submerznych kultivdciach z dbvodov

vysokej citlivosti na inhibitory bakteridlneho rastu.
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Priklad 1

Vodnd suspenzia sdjovej delipidizovanej miky sa upravi na pH = 8,0, &im sa zalina
studend alkalick& extrakcia. Po jej skonfeni sa proteinovy substrdt pasterizuje pri tep-
lote 70 °C po&as 30 minut. Krdtko nato sa teplota stabilizuje na 60 °C a upravi sa
Etartovné pH = 7,0. Zaroveh sa priddva protedzovy stimuldtor - CaCl, = 0,01 %. Papainovd
suspenzia sa priddva v koncentrdcii 0,7 - 1,0 % v zdvislosti od enzymatickej aktivity.
Papainovd hydrolyza trvd 1 hodinu a pH sa upravuje pomocou C (NaOH) = 5 mol . 1—1. Po
jej skoneni sa zni¥i teplota na 44 °c a priddva sa pankreatinovd suspenzia v koncentré-
cii 2,0 - 2,5 % opdt v z&vislosti na enzymatickej aktivite. Pankreatinovd hydrolyza
txvd 2 hodiny a pH sa udrZuje v rozpéat{i 7,5 - 8,2 opidf pomocou C (NaOH) = 5 mol . 17,
Po skon&eni hydrolyzy sa %ivné médium pred finalizdciou stabilizuje pridavkom fosforel-
nanového pufra. Finalizdcia zahtna sedimentdciu, separdciu supernatantu, filtréciu,

sterilizdciu, inkubdciu, vystupni kontrolu a skladovanie.

Vyndlez pontka nové kultiva&né mo¥nosti najmid pri kultivdcii novoizolovanych bak~
térif{ s vyuZitim jak vo veterindrnej medicfine tak v potravindrskom, ¢i krmivérskom
priemysle (kvasné potravindrske vyrobky, konzervovanie sil&Z{ mikrobidlnou fortifik&-
ciou a pod.).

PREDMET VYNALEZU

1. Sdéjové Zivné médium na bdze oligopeptidov a aminokyselin vo forme &freho steril-~
ného #Zltohnedého roztoku vyznalujlice sa tym, Ze pozostéva, poéitahé ako su$ina, z 52 aZ
57 hmotnostnych % dusikatych ldatok, z ktorgch 15 - 17 hmotnogtnyh % tvoria peptidické
alebo volné aminokyseliny, zo 16,5 a% 19,0 hmotnostnych % chloridu sodného, zo 16,4 a¥
16,6 hmotnostnych % fosfore&nanového pufra, z 2,2 a% 2,5 hmotnostnych % redukujicich
cukrov, z 1,0 aZ 1,25 hmotnostnych % glukdzy a z 3,65 a¥ 11,9 hmotnostnych % bezdusika-
tych ldatok vytaZkovych, mastnYch.kyselin, glycerolu a minerdlnych l&tok.

2. Spbsob vyroby sbéjového Zivného média podla bodu 1, vyznadujici sa tgm, Ze vy-
chodz!{ substrédt sbéjovy protein a velkomolekulové peptidy sa Stiepi endopeptidédzou papai-
nom v neutrdlnej oblasti pH, pridom vznikajdce strednomolekuldrne peptidy sa dalej pan-
kreatickymi peptiddzami hydrolyzujui na oligopeptidy a aminokyseliny, zatial &o G&inkom
pankreatickej amyldzy a lipdzy sa zo Skrobu a tuku uvolfiujd glukdza a glycerol s mastny-
mi kyselinami, pridom po spotrebe urditého mnoZistva hydroxidu sodného za Gfelom udrZova-
nia optimdlnej hodnoty pH v hydrolyzéte sa tento dalej upravuje nastavenim pH, &iri se-
dimentdciou a filtrdciou a sterilizuje filtrdciou a autoklavovanim.
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