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Zplisob vyroby syfidlového enzymového preparitu
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Vyndlez se tyké vyrooy syfidlového preyardtu kultiva-

ci vybranych druhu streptomycet.

Dosud se vyrdbi p¥irodni syfidlo z telecicn Zaludkd,
obsahujicich prevaZné jake syPfidlovy enzym chymosin a z
veprovych Zaludkl, keere obsahuji prevainé pepsin. repsi-
nové syridlo lze samostatné pouZit jen k vyrobé tvarohd a
mékkych syrd, zatimco chymosinového syfidla stéle ubyvé
pro nedostatek telecich Zaludkd na trhu. froto jsou kondny
pokusy a vyvijena sybidla mikrobidlni, kterd maji take
koagulaéni schopnost, aniZ by se zvySdvala kyselost. <& po-
kusnym vyrobsm mikrobiélniho syridla oylo pouzito rady
rdznych mikrobd. V né.icrych pripadech byl tento vyvoj
ukonden, pouziti mikrobislnich druhﬁ a kmenﬁ‘popséno, pri-
padné pateﬁtovéno. Tak je patentovdna vyrooa syiidla mi-
krobidlniho plvodu za pouziti sSacillus subtilis, ocacillus
megaterium, sacillus polymy..a, mucor puscillus, wucor mieZ
hei, zndothia parasitica, nékter;eh'drﬁhﬁ aub z tdidy sa-
sidiomycetes a dalsich. Také u streptomycet oyly konény

pokusy se ziskénim enzymi s koaguladni aktivitou.

lhedostatkem mikrooidlnich syPidel, vyrooenych za po-
uziti vyde uvedenych mikroorganismﬁ, Je méné vyhodné a pre-
véind vyss{ proteolytické aktivita oproti prirodnimu sy-
*fidlu chymosinovému. ovelikoZ proteolytickd i koaguladni
aktivita jsou prévdépodobné realisovény Jednim enzywem, e

malé pravdépodoonost isolace takové mutanty, ktera by
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vykazovala podstatné zvysenou koaguladni aktivitu a naopak
sni¥enou aktivitu proteolytickou. Nevhodnd, popiipedé vy-
gokd proteolytickd aktivita, pFedeviim jsou-1i vytvé¥eny
v pPevaze alkalické protedzy, méd pPi vyrobd syri za ni-
sledek ho¥kost, Spatmou konzistenci a rychlé pFezrdvini v

distribuci.

VySe uvedené nedostatky se odstrani pouZitim zpisobu
podle vyndlezu, jehoZ podstata spodivd v tom,'ie se kulti-
vuji kmeny Streptomyces rimosus, Laktoflora &. 950 a/nebo
Streptomyces albogriseolus, Laktoflora &. 951 v prostiedi
obsahujicim vyu?itelné zdroje uhliku a dusiku a Zivné soli,
p?i teploté 26 a% 28 %¢ g poddtednim pH 6,9 a% 7,0, po dobu
24 a¥% 144 hodin, nade? se vyprodukovany sy¥idlovy prepe-
rét od kultivedniho media 0dd81li a koncentrace sy¥idlovych
enzymi se zvySi napfiqud odpe¥enim, vysolenim a/nebo mem-
branovymi metodemi. P¥ipadné je moZno ziskat preparat prasko-
vy vhodnym suSenim, nap¥iklad vakudvim, kryodesikadénim ne -

bo fluidnim.

thody zpisobu podle vyndlezu spoéivaji v tom, ‘e vy-
robeny syiidlovi prepardt méd ve vhodném poméru koaguladni
a proteolytickou ektivitu a zajidfuje vhodny rozklad ka-
seinovych, frakci. Koaguledni ektivita ziskaného syridlové-
ho preperdtu i proteolytické vlastnosti jsou podobné
vlastnostem p¥irodniho sy#idle chymosinového, ziskaného 2z
telecich 7aludkd. Pii vyrob& syridlového prepardtu kme-

nem Streptomyces rimosus, oznalenym v Ceskoslovenské s:ir-
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ce uikroorganismt Laktoflora &. 950 , a kmenem otrepto-

myces albogriseolus, Laktoflora &. 951 , bylo ddsaienob
pfekvapivého zvySeného technického ddinku tim, Ze ziskany
syridlovy prepardt md podobné vlastnosti jako piirodni sy-
¥idlo chymosinové a svou koaguladni a pfedevdim proteoly-
tickou aktivitou zajidfuje daleko vhodn&jsi jakost syrd

a tvarohl, neZ dosud znémd mikrobidlni syiidla.

rostup vyroby syridlového enzymového prepardtu je

zFejmy 2z ndsledujicich pr¥ikladd.

Prikled 1
a) Priprave laboratornich kultur produkéniho mikroorganismu

Kmen Streptomyces rimosus Laktoflora &é. 950 Dbyl
kultivovén 10 dni pri teploté 28 °C na egarové pid&, ob-

sahujici :

Bacto-yeast-extract o« o« o o s o o o o o s 0 o o o 4,0 &
Bacto malt-extract « o o o ¢ o ¢ ¢ o ¢ o o o o o 10,0 g
BlUKOSA « o o o o ¢ o o o o o o o o ¢ o o0 o o o 4,0 g
8gar OX01d NOe 3 « o o o o o o o o o o o o ¢ o » 30,0 g

destilovand voda « « « o « ¢ o o ¢ o s o o o o1 000,0 ml

pi pddy oylo pred sterilisaci upraveno na 7,J) .
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Vyrostlé kultury byly uchovdvdny pfi 4 °c a pouz{vdny
pro pffipravu vegetativnfho inokula‘nejdéle po dobu 2 mésicd.
Dvoustupnovd submersni kultivace kmene byla provedena na
reciprokém t¥epacim stroji s frekvencf 1,6 Hz, tj. s 96 kyvy(min
a délkou kyvu 10 cm, pii 28 OCc v 500 ml varnych bunk&ch, obsahu-

jfcich 80 ml tekutého ¥ivného prostfed{ nésledujic{ého sloZen{:

GlUKOS@ « « - « & o o o o o o « o« o« o o o s o« o « « « « 10,049
EKrob rozpustny . . « « o « o o o + 4 o o o+ s o . . . 15,09
cornsteep /Su8./ . « « 4 « o s o s s 4 e e e e . . . . 5049
/NH4/ZSO4 T P
NaCl e e e o o o o & s o 4 o e e s e a4 e s s s s e «5,0g9
Caco3.................;.......5,0g

destilovand voda . « '« « « « + « o+ « o« o 25 & « « 1 000,0 ml

pH pidy pted sterilizac{ bylo upraveno na 6,95.

Prvn{ vegetativn{ generace, o&kovand inokulem z agarové
kultury, byla kultivovdna 26 h. Druhd generace, olkovand 4 ml

kultury 1. vegetativni generace, byla kultivbvéna 96 h.

b/ Pifiprava syfidlového enzymového prepardtu

71 fermentaéni tekutiny, zfskané spojenim 90 paralelnich
submerznfich kultur 2. generace, starych 96 h, bylo centrifugo-
vdno 20 min pf¥i 5 000 ﬁ. Syfidlovy enzymovy prepardt byl isolo-
védn ze supernatantu trojstupnovou frakcionaci siranem amonnym
p.a.:

1. stupen: balastn{ bflkoviny, nemajic{ poZadovanou koagula&-
n{ aktivitu, byly odstran&ny vysolenim siranem amonnym p.a. do

‘stupné nasycenf 50 % za stdlého michdni. SraZenina byla po usta-
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ven{ rovnovdzného stavu, tj. po 4 h stdn{ pfi 4 °C, oddélena

centrifugac{ 20 min p¥i 5 000 g.

2. stupen: supernatant, zbaveny v pfedchoz{m stupni balastniho
bilkovinného podflu, byl ddle frakcionovdn siranem amonnym

do stupné nasycenf{ 75 %. Po ustavenf rovnovdZného stavu byla
sra¥enina oddélena centrifugacf 20 min pfi 5 000 g. Z{skand
bilkovinnd frakce byla rozpust&na v destilované vod&, jeji%
mnoZstvi odpovidalo 1/50 plivodnimu objemu fermentadni tekutiny,

a roztok byl dialysovdn proti destilované vodé 12 h p¥i 4 c.
Cisty syfidlovy enzymovy prepardt, éiskani ve stupni 2, vykazoval

koagulaé¢ni aktivitu 6 000 Hansendvich jednotek.

3. stupen: k supernatantu, 7f{skanému ofedchozi{ frakcionaci, byl
pfiddn za stdlého michdni{ siran amonny p.a. do stupné& nasyceni
lOO‘%. Dal3i postup byl stejny jakb ve stupni 2. Vysledny &isty
sytidlovy enzymovy prepardt vykazoval koagula&nf aktivitu 8 300
Hans novych jednotek. |

Takto pfipra&ené syfidlo?é enzymové prepardty po 2. a 3.
stupnl frakcionace, obsahujfci pfevdZné kyselé a neutrdln{ proteasy
/stanoveno metodou dle Turkové a sp. Biochim.Biophys.Acta, 173:

100-111, 1969/ lze pfimo pouzit pro vyrobu syri.
P¥ri{iklad 2
a/ Priprava kultur produk&niho mikroorganismu

Kmen Streptomyces albogriseolus Laktoflora &. 951 byl kulti-
. € ‘

vovdn 10 dni pii teploté 28 °C na adarové pidé stejného sloZen{

jako v prikladu 1.
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Dvoustupfiovd submersn{ kultivace kmene probfhala p¥i 28 °c
na rotadnfm t¥epacim stroji p¥i 220 ot&&kdch za jednu minutu
s 5 cm excentritou v 500 ml varnyeh bankd&ch, obsahujfcfch 80 ml

produk&énfho Zivného méﬁia, a ve fermentoru 50 dm3

. Fermentor
byl vybaven membrédnovym distributorem.vzduchu, lopatkovym mi-
chadiem a mechanickym odpénovaem. Vzdudnén{ bylo naffzeno na
0,5 az 0,75 VVM a poet obrdtek v potdte&n{ fdzi na 150, pozdé-

ji na 300 za 1 minutu. U obou stupnd kultivace mé&lo produk&ni

Zivné méhium ndsledujici sloZen{:

SAChAYOZA + « « « o « o o o o o o o« s o« o o o & « « 55,0

oe
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.

corn steep 55 8,4
melasa . . .+ ¢ ¢ o o o o0 O I
SOJOVE MOUKA & & & o &« o o o o o o s o o o o o .'._.V34,0

NaCl . & & v v v o o o o o o o o o o o o o s e . 2,5

CaCOB . . . . . . . . . . . . . . . . . . L] . . L] . . 9 'O

/NH4/2504 . .

Qg u au ’u g

.
.
.
.
0
.
.
.
.
.
.
.
.
.
[=))
-
(S2]

MnsO4 . 4 Hzo . . . . . . . 3 . . . . . . . . . . . . 30'0 mg
ZnSO, . TH0 o o v v e s e e . u e o . ..o .. . 20,0mg

MgSO4 L ] 7 Hzo L] [ ] [ ] £ ) * - L] . . L] L] L] . - . L] L ] . L] 4. * 50'0 mg
cocl, . 6 H:0 .+ .

destilo?ané

‘”j. Gt e e e e e e e e e 4 e s+ 21 000,0ml
pH pldy pfed sterilizac{ bylo upraveno na 6,9.

Prvn{ vegetatiﬁni generace, ocfkovand inokulem z agarové
kultury, byla kultivovdna 24 hodin, druh& 96 hodin.
b/ P¥{prava syfidlového enzymového prepardtu

Fermentaénfftgkutipa, ziskand z fermentoru 50 dm3, byla

ihned po 96 hodinové kultivaci odstfedéna na odstfedivce pri
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5 000 g po dobu 30 minut. Z{skany supernatant byl zahu&tén
v odparce na jednu p&tinu svého pivodniho objemu.
z{skany syfidlovy enzymovy prepardt obsahoval koagula&ni{

aktivitu 6 000 Hansenovych jednotek.
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Zpisob vyroby syridlového prepardtu, vyznaceny tim,

Ze se kultivuji lkmeny Streptomyces rimosus, Laktoflora

8. 950 a/nebo Streptomyces albogriseolus, Lektoflora

&. 951 v prostiedi, obsahujicim vyuZitelné zdroje uhliku
a dusiku a Zivné soli, za aerace, p¥i teploté 26 aZ 28 ¢
é poddtednim pH 6,0 aZz 7,0 po dobu 24 aZz 144 hodin, nadeZ
se vyprodukovany syFidlovy prepardt od kultivaéniho media
0ddéll a koncentrace sy¥idlovych enzymi se zvySi napiiklad

odpafenim, vysolenim a/nebo membrdnovymi metodami.
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