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(54) Zpisob vyroby exocelulérnich enzymd

Vynslez se tyké zplsobu vyroby exoceluldrnich enzymﬁ pomoci vhodnych kmend bakterli

aktlnomycet.

Dosavadn{ zplisoby vyroby exocelulérnich enzymd spo¥fvaly v tom, %e vhedné kultury bak-

terif{ nebo jinych mikroorgsnismd byly kultivovény 24 a%¥ 72 hodin nebo i déle ve sloZitych ‘

kultivaénich médifch.Béhem ridstu nebo po jeho. skonXeni produkovsly tyte mikroorganismy de

prostfedi enzymy.Uvedeny postup mé nevyhody v tom, Z%e produkce enzyml je jednordzovd, e

b&hem dlouhé doby kultivece trvajicl 24 8% 72 hodin je &4st enzymd inaktivovéne a Ze jejich

purlflkace je ztf%ens p¥{tomnost{ balastnich l&tek v mediu (US patent 3,345.269, US petent
-3, 748 233, US patent 3,127.327).

Tyto nevyhody odstranuje zplsob vyroby exoceluldrnich enzy.d podle vyndlezu, jeho¥ pod-

statou je, Ze kulturs mikroorganismi, s vyhodou Bacillus megaterium nebo Streptomyces Gri-

seus, vytvorend v prib&hu vyiroby enzymd, nebo vyprodukovand zé_jinyu ﬁéelen, nap¥iklad pro

tvorbu bflkovin, vitamind nebo antibiotik, se po skon&eni plvodn{ fermentace 0dd¥lf od pre-

véiné asti %ivné pddy a potom se inkubuje ve vodi, ve z¥edéném roztoku soli, nebo z¥eddném

roztoku organickych %ivin, poptipad¥ roztoku dalich létek pot¥ebnych pro tvorbu enzymu, po

dobu 10 minut a% 24 hodin nalei se mikroorganismy od tekutého prostied! oddélf a vytvofony

» enzym nebo enzymy s¢ bud ddle purifikujf nebo ponechajf v supernatantu a zpracuji ovyklym

zplsobem, napfikled sudenim. Oddslenf mikroorganismd od tekutého média a Jejich nésledné
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inkubace ve vod¥, ve zFfedéném roztoku aoli nebo zbedéném roztoku ergenickych Zivin,popripa-

d¥ roztoku dal#ich 1£tek pot¥ebnyeh pro tvorbu enzymu se mohou nékolikrit za sebou opakevat.

Protoie velkd 3éet exocelulérnich enzymd je kontrolovéna represi, dojde_zn téchto podmi-
‘nek k iejiéh intensivn{ tvorbé.?okud se jedné o induktivnl enzyly, pridi se do prontredi
pf1sludny induktor Mikrooz-g.niny za t¥chto podminek vyulin.]:( k produkc1 enzymd aminokyse-'
lin 8 daliich 1étek uvelnénych ze svych lakrOlolekul v pribéhu Jeizch turnoveru, zbytkd #i-
vin p!ineaonych aspolu s bionasou z pfedchtzejiciho kultlvaéniho lédia, nebe Zivin dodanych

" v resuspenznim médiu.

Reéuspendoian‘ kulturs se inkubuje za vhodné teploty, napPfklad od 25 do 45 ° ¢, pii pH

6 ai_é,s a za aerace po  dobu 10 minut a%-24 hodin.Jskmile gktivita eniynu v prostFfedf dossh-
ne ﬁ‘ddgé‘fblikostiy pikrobidlaf biomesa se od prost¥edf opét oddélf.Tento postup l.ze niko-
likrét opskovat. . o ' o | ‘

Vyhody tohdto zpﬂaobu vyroby proti dosavadnimu jsou zejména:

s ) Opskovsné- poutitf ji% vyrostlé biomasy . '

b) ﬁapora.zivin pri nésTedné fer;entaci, protozd tato-lﬁZe.probihnt=v chudém médiu, pop¥fi-
pedé i v Zisté vods, nebof odat?edéné~bionaia obsahuje destatek Zivin i pre dels{ ndsled-
né fermentace enzymu. | J o

c ) Zkrécent inkubaZnif doby tiikrét a% vice ne% stokridt.

a) Zjednoduieni purifikace, protoée médium poublté pfi ndaledné produkc1 enzymu neohaahuje
balastnt létky bud vibec, nebo jen v nepatrnél mnoZstvi.

Déle j=pu uvedeny priklady vyroby exocelu‘érnich enzxgﬁ-dvou typd protetz- anlz se visk

pfedmét vyndlezu omezuje pouze na tyto typy enzymd, nebe na pouZité mikroorgenismy.

‘P¥{kled 1 : o -

Vyroatlé mycelium Streptomyces griseus bylo po skondeni laboratorni feruentace antibio-
tike odstredéno, jednou promyto vodou a rosuependov‘ne ve vodé& obsahujfci 2,5 =M CaCly ns
o hustotu - odpovidnjici 4,8 mg sué1ny/n.40 m suspenze bylo 1ndukovino na trep:cin stroji v
500 n varné banco 24 hodin pf: 28 ° C. Proteolytickd aktivite. bylﬁ atnn!vovina Ansonovou
metodou ( Anaon H.L.,J.Gencrdl Physiol., 22, 79, 1938 ) v supernatnnté PO od&tfedéni mycelia

a je vyjaarovina v tyrouinovyeh Jednotkich - TU/ | Y ; o
Proteolyticky aktivita po 24 hodinich odpovidnla 0 394 TU/h .

P¥{klad 2 , . )
Mvceliun streptomyces griseus pripn&vné podle p¥ikladu 1l ) bylo relu;pendovino na husto~

tu odpovidajici 4,8 mg susdiny /m v roztoku obsahujicim 0,2 % peptonu, 0,2 % glukézy & CaCl,
2,5 mM o pH 7,5 « 40°m suspenze bylo inkubovinovna tPepacim stroji v 500 m varné bance 24

" hodim pii 28 o c. rrateolttiekd aktivita byla stanovovéna Anuonovou metodou po 5 a 24 hodi=
‘néch. 1 m supernatantu vzorku odebreného po 5.hodindch obsahoval 0,087 TU, po 24 hodindch
0,900 TU, o o |

Priklad 3 .
Vyrostld kultura asporogenni varianty Bacillus megaterium KU vyprodukované jako zdroj

bilkovin, se po skoncené kultuyaci odd8lile od ndia centrifugaci & desiment byl resuspendo-
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vén 38 hustotu 2,5 a¥ 2,7 mg sudiny / m v bezdusikovém médiu ndsledujiciho slofeni
nznro4 - 121,0 1,5 %, KH,?0, 0,3 %, NaCl 0,3 %, bezvody Na2504 0,0125 %, MgCl, 0,08 % ,
;Ghﬂla 0,011 %, glukoza 0,5 % o pH 7,5 + Inkubace 50 m kultury probihele v 500 Erlenmayrovych
'bankdch na tFepacim stroji psi 35 © ¢ 1 hodimu. Potom byla “kul ture odst¥eddhna a v superhatan“
“tu byla stanovovéna proteolytické ektivita s azokaseinem jako substrdtem ( ‘Charney J .,Toma- f
relli R.M, JeBioleChems 171 3 50, 1947 . Jedna jednotka - Jeodpovidd 1 /U8 substrdtu roz-
tépendho za 1 minutu pri 37°¢ .- ' - ¥ ‘
Suspenze a.megaterium vytvorila za uvedenych podmirek za 30 minut enzym o aktivité odpo—
vidajfof 66,0 jednotek neutrdln{ metaloprotedzy / m . . —
Pé{klad 4 B
Suspenze Bacillus megneterium KM vyros?lé & zpracovéna, jek je uvedeno v p¥ikladu 3 byle
inkubovéne v médiu-popsaném v p¥ikladu 3, ale ~doplnéném NaNO4 na koncentraci 0,4 %. Inkuba-
ce probihele za podminek uvedenych v p¥ikladu.3 30 minut. Potom byla kultura odstredena a
opét resuspendovéna v Serstvém médiv tého¥ slozenl. Resuspendovana kultura bylea trepéna
daldich 30 minut. Tento postup byl t¥ikrdt opakovén. Supernatanty byly uchovdny odd¥lend =
byla v nich uvedenym zpisobem stanovena prcteolytieké aktivita.

Aktivita po prvém pfenosu 44, 5 jeneutrdlni metaloprotedzy / m
druhém. 37,2 §
t¥etim 36,33
&tvrtém ' 38,5 § o
PFiklad 5

Kultura Bacillus megaterium vyrostld v’ syrovdtce jako zdroj bilkovin byle po skoncené
kultuvaci odst¥edéne a resauspendovéna v 1 1litru roztoku obsahujiciho 0 5 % NaCl ,0,001 %
¥gll, , 0,022 % CaCl, a 0,5 % glukozy. Hustote suspenze bakteridlni kultury odpovidala 20
mg sudiny / m , pH prost¥edi bylo 7,0 . Inkubace probihala v laboratornim tanku p¥i 30 © ¢
pri vzdusnéni 1 vzduchu / 1 média za 1 minutu & michdni 600 otdek za 1 minutu . Inkubace
trvala 40 minut. Potom byle suspenze bunék odstredena 8 v supernatanté stanovena proteclytie—
kd ektivita Ansonovou metodou. Aktivita neutraln1 me taloprotedzy v 1 m odpovidala 2 ,00 TU
P¥iklad 6 A o

Kulture Bacillus megaterium vyrostld jak je.uwé&eno v p¥ikladé 5 ) byla resuspendovéna
na hustotu 20 mg suSiny /m v 1 média sloZeného z 9.,d71§ roztoku uvedendho v pfikladu 5 ) .
z néhoZ byla vypudténa glukoza a Bednoho dilu supernatantu vzniklého ze syrovdtkového média
po odstieddni buddk po skoneni plivodni kultuvace. Inkubace probihals 20 minut za podmfnek
uvedenych v p¥ikladu 5 , Proteolytické aktivita v 1 m supernatentu stanoveng podle Ansone
odpov1dala 1, 42 TU, _

Proteolytické enzymy jsou vyu¥itelné zejména v koieluéstvi, pri vyrobe pracich présk§ a
v potravinérském primyslu, zejméne mlékdrenském pri vyrobd syrg.
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PEEDMETD VYNKLEZU

1. Zpgsod vyroby exocelulérnich\enzymn, vﬁznaéeny tim, Ze kulturs mikroorganismj, e fiﬁw
hodou Bacillus megaterium nebo Streptomyces griseus, vytvofené v pribéhu vyroby epzymﬁ, iehﬁ
vyprodukovand za jinym uSelem, nap¥iklad bro tvorbu bilkovin, vitaminﬁ nebo antibiofik, s§
po skondeni pivodni fermentace odd¥li od pFevéiné ddsti Zivné pldy a ﬁotom se 1nkubﬁje ve
vodd, ve zi¥edéném roztoku soli, nebo z¥edéném roztokﬁ orgenickyeh #ivin, popiipeds daléieh
1£tek{pot§ebnjch pro tvorbu enzymu, po dobu 10 nfinut a% 24 hodin nadef se mikroorganismy od
tekutého prostredi o0ddéli a vytvo¥eny enzym nebo-enzymy se bud ddle purifikujf nebo ponecha~
ji v supernatantu a zpracuji obvyklym zplsobem, nap¥iklad suSenim.

2. Zﬁﬁaob podle bodu 1,.v§znaﬁedj tim, Ze odcéleni mikroorganismi od tekutého média a
Jejich inkubace ve vodé, ve z¥edéném roztoku soli, nebo zfeddném roztoku organickych Zivin,
p#ipadnd roztoku dal¥ich l4tek poti#ebnfch pro tvorbu enzymu se ndkolikrdt za sebou opakujie
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