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(54) Zphsob vjroby mikrobidiniho syfidla ;

Vynalez ‘se tyka zpusobu vyroby mikrobidlIniho
syrndla na bdzi smési exoprotedz s vysokym obsa-
"hem neutrdlni protedzy, kultivaci mikroorganismu
Bacﬂlus subtljla za aerobnich podminek, v tekuté
- Zivné ptd& obsahujici zdroje aslmllovotelneho

uhhku a du5|ku

Jako - syrudlcu bylo pouznicno a stole se jesté
pouZiva rennetu, extraktu ze Zaludkl narozenych
- telat. AvSak jiz koncem 19. stoleti ‘bylo popséno
G&inné mikrobidlni syfidlo (H. W. Conn, Centr.
-Bact. 12, 223,-1892; C. Conm, Riv. Ing. Sanit. 3,
527, 1892). Novejl byla popsdna syfidla produko-
vand mlkroorgqmsmy Aspergillus sp., Mucor sp.,
Penicillium sp. a. Eurotium .oryzae (americky pat.
“spis & 1,391 219) Jakoi | bakterie, které produkuji
enzymy vhodn ro poutiti v syrafstvi (G J. Wah-
hn J. Bact. 16, §5 1928). .

.| kdy# rennet zdstavé. hlavnim syndlem je stale
vnce nahrgzovgn. syrldly Jlneho puvodu nebot je
vyrobné draidi a néstadi zvydujici se vyrobé syrd.
. Stdle stoupajici. pocet pubhkccn svéd¢i o tom, ze
“se vyzkum. zaméfuje na otazky vyroby syndel
mlkrobmlmho plvody:. ' R

Syrldlo bcktenalmho pavodu je smés exopro-
tedz produkovand na zadatku sporulaéniho stadia
cyklu burky. Vhodnou kombinaci genetickych
vlcstnostl a je]lch pozmenemm lze ziskat stabilni
smés exoprotedz, je vyhovuje viem poiadavkim
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kladenym na syfidlo. DileZitou sloikou smési exo-
protedz slouzici jako syfidlo je protedza s enzy-
matickou aktivitou pfi neutrdIni hodnoté pH
(neutrdlni protedza). le proto dilefité vést kulti-
vaci vhodného mikroorganismu za takovych pod-
minek, aby se dosdhlo maximdini produkce neu-
trélni protedzy. Tomuto Géelu je nutno pfizplsobit
podmmky aerace, ponévadz vy$si obsah neutrd!-
ni proteazy je kromé genetlckeho zaloZeni kmene
zdvisly i na mnoistvi vzduchu pouzivaného pfi
kultivaci. V laboratornim méfitku lze optimdlnich
podminek dosdhnout pfi kultivaci v Erlenmayero-
vych bankdach o objemu 750 ml s 80 ml média
a na reciproké tfepacce. ZvySeni aerace ma sice
za nasledek zvySeni celkového mnozstvi produko-
vanych exoproteaz (mereno synvou oktnvutou) ale
obsah neutrdlIni protedzy je nizsi.

Schopnost produkovat vysokd mnoiZstvi smési
‘exoprotedz se zvysenym podilem neutrdlni pro-
tedzy se priznivé projevuje na piddch s krmnou
pseniénou moukou jako zdrojem uhliku v koncen-
traci 8 az 3 9, hmot., a to v laboratornich pod-
minkdch na reciproké tfepaéce a 96 kyvech/min
s vikyvem 9 cm, v provoznich podminkdch pak
v 5 m® tanku za michdni 300 obr;/min a vzdu$néni
do 16. hodiny 1000 | vzduchu/min a po 16. hodiné
1400 | vzduchu/min.

Z uvedenych poznatkl vychdzi a optimdlnim
podminkdm je prizptsoben zplsob vyroby mikro-
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bidlniho syfidla na bazi-smési exoprotedz s vyso-.

kym obsahem neutrdini protedzy, kultivaci mikro-
organismu Bacillus subtilis za aerobnich podmi-
nek'v tekuté Zivné pidé obsahujici zdroje asimi-
lovatelného uhliku a dusiku podle vynédlezu, jehoz
podstata spoéivéd v tom, Ze se kultivace provadi
v tekuté Zivhé pGdé&, obsahujici jako zdkladni
zdroje Zivin- krmnou pseni¢nou mouku, suené
mléko, sladinu a kvasnice nebo kvasniény extrakt,
pfi teploté 30 az 40 °C, s vyhodou pfi 36 ai 38 °C,
za vzdusnéni 33 az 40 9, obj. vzduchu/min v ris-
tové fazi mikroorganismu a 48 az 55 9, obj. vzdu-
chu/min v produkéni fézi vztazeno na objem Zivné
pudy, po ukonéené kultivaci se z vyfermentované
pldy oddéli biomdza, filtrat se za snizeného tlaku
zahusti na 20 az 30 9, plvodniho objemu a z kon-
centrdtu se odstrani balasty sraZenim rozpustnou
vapenatou soli, s vyhodou chloridem vapenatym,
nebo organickym s vodou misitelnym rozpoustéd-
dlem, s vyhodou ethanolem, pfi teploté 30 ai
40°C, s vyhodou 35 ai 38°C, a pfi hodnoté pH
5,3 az 6,5, s vyhodou 5,6 az 6,2, nadei se ziskany
koncentrat, je-li to Zddouci, zpracovévd na suchy
produkt, napriklad rozpraovacim susenim.

V literatufe jsou popisovény rizné zplsoby izo-
lace mikrobialniho syfidla, zdvislé na druhu po-
uzitého produkéniho mikroorganismu a na slozeni
kultivaéniho média. lzolace a &isténi produktu
z kultivaéniho média-je moiné riznymi zphsoby
a je zdsadné ovlivnéno poiadavkem na &istotu
a kvalitu prepardtu, popfipadé i tim, zda findlni
produkt ma byt kapalny nebo pevny. Jsou popiso-
vany pfevainé srdzeci metody pfi izoelektrickém
bodé, popfipadé v kyselé oblasti pH s pfidavkem
soli. Dalsi pfipadné ¢isténi se obvykle provadi na
iontoménicich, gelovou filtraci, dialyzou a fraké-
nim srdzenim.

Pfi studiu rlznych zpGsobi izolace s pfihlédnu-
tim ke kvalité koneéného produktu bylo zjisténo,
Ze pfi daném slofeni fermentaéni pldy se. opti-
mdlnjho. vysledku izolace dosdhne po oddéleni
biomdzy produkéniho mikroorganismu, zahusté-
nim supernatantu, frakénim srdzenim rozpustnych
bilkovin q .odstranénim nerozpustnych balastnich.
latek a vépenatych soli kyselin za definované hod-
noty pH a teploty, pfiéemz G&innd ldtka zdstdvd
v roztoku, ktery po pfipadné konzervaci a filtraci
predstavuje findlni produkt, tj. vysoce stabilni
mikrobidlni syfidlo. Jako nejvyhodnéjsi se ukdzalo

frakéni sraieni chloridem vdpenatym, na druhém.

misté bylo srazeni ethanolem.

_ Bliz3i podrobnosti zpisobu podle vyndlezu jsou
patrny z pfikladl provedeni, které tento zplsob
pouze ilustruji, ale nijak neomezuiji. -

Priklad 1

Kulturou kmene Bacillus subtilis, vyrostlou na
sikmém nasopeptonovém agaru pfi 37 °C za dobu
4 ai 5 dni a pak uloienou v chladniéce pfi 5°C,
se pomoci klicky zao&kuje .80 ml pidy v 750 ml
Erlenmayerové barice, je md toto slozeni (v 9,
hmot.): o '

krmnd pseniénd mouka - 80
zahusténd sladina 5,2
odtuénéné susené mléko 1,25
kvasniény extrakt

-nebo susené kvasnice 0,6

pH se neupravuje, po sterilizaci mé hodnotu ko-
lem 6,0. Sterilizuje se pfi 120 °C 30 minut. Suené
mléko se jako 100/, roztok sterilizuje zvldst pfi:
120°C 20 minut a po sterilizaci se pfidava do
pidy. Do kultivaénich ban&k se rozdéluje po
80 ml. Kultivuje 'se na reciproké trepaéce o 95 ky-
vech/min, s vychylkou 9 em. Vzorky pro stanoveni
syfivé aktivity se odebiraji po 24 hodindch. Maxi-
malnich hodnot se dosahuje v 72. hodiné a déle
se jiz neméni., Timto postupem se doséhne pro-
dukce exoprotedz syfivou aktivitou okolo 4000 SRN
a obsahu 75 9; hmot. neutrdIni protedzy.

Piiklad 2

Kultivace za tychi podminek a na té¥e pidé
jako v piikladu 1, pouze objem pidy v kultiva&ni
bafice se sniii na 40 ml (zvySend aerace). Pro-
dukce méfend syfivou aktivitou je 4500 SRN a ob-
sah neutrdlni protedzy se snizi na 38 9, hmot.

Priklad 3

- Kulturou kmene jako v ptikladu 1 se zaogkuje
plda tohoto sloZeni (v %/ hmot.):

krmnd pSeniénd mouka 30
zahusténé sladina . 52
odtuénéné susené mléko 2,0
kvasnicovy extrakt nebo

- suSené kvasnice . 0,3

Pfiprava a sterilizace puidy, ockovani a kultivace
a-stanoveni syfivé aktivity je stejné jako v prikla-
du 1. Maximdlni produkce se dosdhne v 72. ho-
diné kultivace, syrivé aktivity 4200 SRN a obsahu
75 %/ hmot. neutrdlni protedzy.

Piiklad 4

Kultivace a plGda jako v piikladu 3, pouze
objem pady v kultivaénich bafikéch se snii.na
40 ml. Produkce méFend syfivou aktivitou je
4200 SRN a podil neutrdini protedzy se snisi az
na 30 %, hmot. o :

Piiklad 5

Pro kultivaci v 5 m® tanku se v prvnim stupni
pouzije 24 hod. staré vegetativni inokulum (16 ba-
nék po 80 ml), vyrostlé na pidé podle pFikladu 1,
iimz se naockuje 100 litrG pady ve 250litrovém
ockovacim tanku. Pida md toto slozeni (v 9,
hmot.) ' \

krmnd pieniénd mouka 8,0
zahuiténd sladina ' 52
odtuénéné sulené mléko 1,25
suSené kvasnice : 0,6

" smés sojového a silikonovéh
oleje (6:1) . - 02

pH se neupravuje, po sterilizaci md hodnotu 5,8
az 6,2. Sterilizuje se 40 minut pfi 120 °C. Suené
mléko se sterilizuje zvlast jako 109, roztok 20 mi-
nut pfi 120°C. Ockovaci tank se o¢kuje 0,5 9/,
vegetativniho  inokula pfipraveného - kultivaci
v bankach na reciproké tfepaéce (96 kyvii/min,
s vychylkou 9-cm) po dobu 24 h pii 37 °C. V o&ko-
vacim tanku se kultivuje pFi 37°C £ 1°C, vzdus-
néni 100 I/min a michdni 200 obr./min po dobu
24 h. Odpéfovéni neni nutné. Po-ukon&ené kulti-
vaci se ziskanym inokulem v mnoZstvi 100 | na-
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ockuje 2500 | pldy (stejného sloZeni jako v ocko-
vacim tanku) v 5 m® produkénim tanku. Kultivace
probihd pfi 37°C £+ 1°C a michéani 300 obr./min.
Do 16 hodiny se vzdu$ni 1000 I/min, od 16 hod.
1400 If/min. Pokud je nutno odpénovat, pouziva se
smési séjového a silikonového oleje (6:1). Syfiva
aktivita se sleduje obvykle po 6., 24., 30., 36. a
42. hodiné. Kultivace je ukonena mezi 30. oZ
42, hodinou, kdy syfiva aktivita dosdhne maxima
a ji se ddle neméni.

Priklad 6

2500 | fermentované pady, pfipravené podle
prikladu 5, o aktivité kolem 4000 SRN, se ochladi
na teplotu 15°C a po pfidavku 5 kg krystalického
chloridu vépenatého se oddéli produkéni bio-
mdza na sedimentaéni odstfedivce. Ziskany su-
pernatant se vakuové zahusti na filmové odparce
na objem 650 litrQ, pfidd se 16,2 kg chloridu va-
penatého, po rozpusténi se upravi pH na hodnotu
6,0 a koncentrat se zahfivd na teplotu 37°C po
dobu 2 hodin. Po ochlazeni koncentrétu na 15°C
se vyloueny kal oddéli na sedimentaéni odstfe-
divce a ziskany, témér Ciry filtrat se po pridavku
18 g eugenolu a 18 g thymolu zfiltruje pfes bakte-
ridini filtr a rozplni. Uéinnost takto pripraveného
tekutého produktu je 20000 SRN. Vytéiek izolace
(vztazeno na obsah (¢inné latky ve fermentované
pidé&) je 70 Y,. Stejného vysledku bylo dosaieno
pfi zpracovdni fermentaéni pldy sloZeni jako v pfi-

kladu 3.

Piiklad 7

130 | koncentrdtu po zahusténi na filmové od-
parce z pfikladu 5 se smichd se 40 | ethanolu
a po 1 hodiné mirného michdni pri teploté 35°C
se vylouéeny sediment odfiltruje na rotaénim va-
kuovém filtru, filtrat se zahusti ve vakuové obé-
hové odparce na objem 90 I, ochladi na 15°C
a zfiltruje pfes baokteridini filtir. Ziskany tekuty
prepardt md uéinnost 28000 SRN, vytézek izo-
lace je 72 9.

Priklad 8

2 | tekutého produktu z prikladu 6 se ususi na
laboratorni rozprasovaci su$drné pfi teploté 120/
[75°C. Ziskd se 0,32 kg pevného prepardtu ve
vytézku 51 9.

Ptiklad 9

2 | tekutého prepardtu z prikladu 7 se rozmi-
chaji se 2 | methanolu, po oddéleni vylouéenych
balastnich latek odstfedénim se ze ziskaného
supernatantu vysrdzi dal$i pfisadou 1,6 az 1,8 |
methanolu produkt, ktery se odfiltruje, promyje
100 ml methanolu, pak 100 ml izopropanolu a vy-
susi ve vakuu. Ziskd se 72,5 g suchého produktu
o U&innosti 500 000 SRN ve vytéiku 65 9.

PREDMET VYNALEZU

Zplsob vyroby mikrobidlniho syfidla na bazi
exoprotedz s vysokym obsahem neutrdlni protedzy,
kultivaci mikroorganismu Bacillus subtilis za ae-
robnich podminek v tekuté Zivné pGdé obsahujici
zdroje asimilovatelného uhliku a dusiku, vyzna-
¢ujici se tim, Ze se kultivace provadi v tekuté
Zivné padé obsahujici jako zdkladni zdroje Zivin
krmnou pSeniénou mouku, susené miéko, sladinu
a kvasnice nebo kvasniény extrakt, pfi teploté 30
af 40°C, s vyhodou pfi 36 az 38°C, za vzdusnéni
33 ai 40 9/, objemovych vzduchu/min v ristové
fazi mikroorganismu a 48 az 55 9, objemovych/min

v produkéni fdzi, vztaZeno na objem Zivné pudy,
po ukonéené kultivaci se z vyfermentované pady
oddéli biomaza, filtrdt se za snizeného tlaku za-
husti na 20 az 30 9/, pdvodniho objemu a z kon-
centratu se odstrani balasty srdZzenim rozpustnou
vdpenatou soli, s vyhodou chloridem vapenatym,
nebo organickym, s vodou misitelnym rozpoustéd-
lem, s vyhodou ethanolem, pfi teploté 30 az 40 °C,
s vyhodou 35 oz 38 °C, a pfi hodnoté pH 5,3 az 6,5
s vwhodou 5,6 az 6,2, nadei se ziskany koncentrat
popfipadé zpracovdvd na suchy produkt, napfi--
klad rozprasovacim susenim,
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