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1. UVOD

Moderné biologické technologie predstavuju novu fazu vyuzivania biochemického potencialu
organizmov, najméd mikroorganizmov aich stcasti, v najrozmanitejSich oblastiach T'udskej ¢innosti.
Mozu mnohondsobne zvySovat produktivitu vyroby, inovovat priemyselné vyrobky aumoziuju
velkoobjemova produkciu latok, ktoré boli v minulosti vyrdbané iba v malych mnozstvach na
vyskumné ucely. Cestou k moznosti vyuzivania biologickych procesov boli predovsetkym objavy
biochémie, genetiky a mikrobiologie v 60. a 70. rokoch 20. storocia.

V rdmci potravinarskeho priemyslu sa biotechnologické postupy uplatiuju najma v kvasnom,
mliekarenskom, pekarenskom a Skrobarenskom priemysle, pri niektorych konzervarenskych
technologiach, pri vyrobe alkoholickych a nealkoholickych napojov, ale aj v textilnom a papierenskom
priemysle, pri vyrobe detergentov a v kfmnych zmesiach pre hospodarske zvieratd. Zakladom
vSetkych tychto biotechnologickych postupov je vyuzitie enzymovych systémov produkénych
mikroorganizmov (kvasiniek, baktérii, vlaknitych hub) na pozadovanu premenu vychodiskovych

surovin alebo zlepsenie kvality uz jestvujticich produktov.

2. PREHEAD O SUCASNOM STAVE RIESENEJ PROBLEMATIKY
2.1 CHARAKTERISTIKA PROTEOLYTICKYCH ENZYMOV

Proteolytické enzymy tvoria sucast’ 3. triedy enzymov, t.j. hydrolaz, a katalyzuju Stiepenie
peptidovych vizieb réznych bielkovin. Rychlost’ a Specifita Stiepenia peptidovych vizieb zavisi od
aktivity enzymu a zarovefi od aktudlnej Struktiry polypeptidového substratu (Skarka a Feren¢ik,
1992).

Peptidazy st rozdelené do dvoch hlavnych skupin v zavislosti od miesta ich u¢inku na
exopeptidazy a endopeptidazy a z hl'adiska Struktary katalytického centra na serinové, cysteinové,
aspartatové, metalopeptidazy a zatial’ neklasifikované peptidazy.

Serinové peptiddzy tvoria najrozsirenejSiu skupinu komeréne dostupnych a v agropotravinarstve
aplikovanych peptidaz. Delia sa na dve skupiny: prvu tvoria traviace enzymy trypsin, chymotrypsin a
elastaza, druhtl tvoria mikrobidlne peptidazy. Samostatni rozsiahlu skupinu Ser-peptidaz tvoria
subtiliziny produkované rodom baktérii Bacillus.

Vyroba proteolytickych enzymov v celosvetovom meradle predstavuje najvacsi objem
biotechnologickej produkcie. Je to dané Sirokymi moZnost'ami vyuzitia peptidaz ako v zdravotnictve,
v chemickom priemysle, tak aj v potravinarstve a krmovinarstve.

Mikroorganizmy su vyznamnym zdrojom enzymov vzhladom na ich vysoku regenerac¢nu
schopnost’, vysokl vytaznost produktu, relativne nizSiu naro¢nost’ pri izolacii enzymu v porovnani
s rastlinnymi a Zivo¢iSnymi peptidazami, $irokl biochemicku diverzitu producentov a vhodnost’ ich

vyuzitia na genetické manipulécie.



22 VYZNAM A VYUZITIE PROTEOLYTICKYCH ENZYMOV YV POECNOHOSPODARSTVE

A VPOTRAVINARSTVE

Vyuzitie hydrolytickych, a hlavne proteolytickych enzymov v pol'nohospodarstve, nachadza
uplatnenie predovsetkym v krmivarskom priemysle. Na zaklade mnohych vyzivarskych pokusov vo
vykrme monogastrickych zvierat bolo dokazané, ze pridavok proteolytickych enzymov, ale i
preparatov dalSich hydrolaz, ktorymi su predovSetkym amylolytické enzymy, fosfatdza alebo
xylandzy, zvySuje stravitelnost’ bielkovinovych a sacharidovych substratov krmiva, ¢o pozitivne
vplyva na ekonomiku vyroby zivocisnych produktov (Karlubik et al., 1992, Michalik et al., 1994,
Paska et al., 1995, Angelovicova a Michalik 1998, Mikulski et al., 1999).

Hydrolyza bielkovin pritomnych v substratoch vyznamne ovplyviluje textaru, nutricné,
senzorické a d’alSie vlastnosti nielen potravinarskych surovin, medziproduktov, ale aj finalnych
produktov. Enzymovou modifikaciou bielkovin je mozné znizit’ alebo odstranit’ ich alergénny ucinok
v potravinach uréenych pre dojcata, ako aj v Specidlnych diétnych doplnkoch. Enzymaticky pripravené
hydrolyzaty vykazuja dobra nutriéni hodnotu, vhodné senzorické a dietetické vlastnosti (Silhankova,
1995, Krkoskova, 1998, Hrckova et al., 2002).

Peptidazy rastlinného, ZzivocisSneho a mikrobidlneho pdévodu sa uplathuji vo viacerych
vyrobnych odvetviach potravinarskeho priemyslu ako mliekarensky a pekarensky priemysel, vyroba
piva, mésovy priemysel, vyroba sdjovych hydrolyzatov, odstranovanie horkej chuti a pod. (Clemente,

2000, Hrékova et al., 2002).

2.3 TECHNOLOGIA PRiIPRAVY PROTEOLYTICKYCH ENZYMOV

Proteolytické enzymy sa spravidla pripravuju submerznou kultivaciou produkéného kmena rodu
Bacillus (Bacillus subtilis alebo Bacillus licheniformis). V tomto smere je dolezité vyuzit' vysoko
produkény kmen, zabezpecit' optimalizaciu kultivacie vratane zlozenia zivného média, teploty, pH a
aeracie prostredia a aplikovat’ i¢inny metodicky postup izolacie a purifikacie enzymového preparatu.

Bunky bakterialnej kultary (Bacillus sp.) vylucuji do kultivaéného média extracelularne
peptidazy na konci exponencialnej fazy rastu, o ma priaznivy vplyv na technologicky postup izolacie
enzymu (Michalik et al., 1993, Sharipova, 2002, Al-Shehri et al., 2004, Do Nascimento a Martins,
2004).

Enzymovy preparat sa z kultivaéného prostredia ziskava centrifugaciou alebo filtraciou po
separacii bakteridlnych bunieck od média s naslednym zrdzanim anorganickymi solami alebo
organickymi rozpustadlami. Ziskany precipitat sa d’alej purifikuje chromatografickymi metédami, ako

gélova filtracia, ionomenicova a afinitna chromatografia.



Enzym sa skoncentruje zahustenim na vakuovej odparke alebo ultrafiltraciou. Jeho stabilita sa
zvySuje pridanim vapenatych soli, bielkovin alebo $krobovych hydrolyzatov (Juhasz et al., 1990, Lee,
2002).

2.4 NAJVYZNAMNEJSI SVETOVI VYROBCOVIA KOMERCNYCH ALKALICKYCH PEPTIDAZ

V dnesnej dobe peptidazy predstavuju priblizne 40% celkového predaja enzymov. Medzi najvacsie
biotechnologické spolo¢nosti na svete v sucasnosti patria Novo Nordisk (Dansko), Genencor
International a Enzyme Development (USA), Nagase Biochemicals a Amano Pharmaceuticals

(Japonsko) a eurdpski vyrobcovia Gist-Brocades a Solvay Enzymes (Gupta et al., 2002, http 3).

3. Ciel’ prace

1. experimentalne overit’ variabilitu produkénej schopnosti 5 testovanych produkénych kmenov
Bacillus licheniformis (L-1 — L-5) z hl'adiska produkcie bakterialnej proteazy

2. urdit’ optimalne podmienky submerznej kultivacie produkéného kmena Bacillus licheniformis
v podmienkach laboratérneho 15 1 kultivaéného zariadenia firmy MBR Sulzer (Svajéiarsko)
s ohl'adom na komponentné zloZenie zivnej pddy a pH

3. rozpracovat’ technologicky postup izolacie a purifikicie enzymového preparatu, vratane
vyuzitia metod a technik gélovej filtracie, ionomenicovej a afinitnej chromatografie, zhodnotit’

Cistotu a vyt'aznost’ produktu
4. MATERIAL A METODY

4.1 Vyber vhodného produkéného kmeia Bacillus licheniformis

V praci sme vyber vhodného produkéného kmena uskutocnili z 5 kmenov Bacillus
licheniformis: L-1 (CCM 1722), L-2 (CCM 5/79), L-3 (CCM 7/79), L-4 (CCM 2145), L-5 (CCM

2216) ziskanych zo Statni sbirky mikroorganismi1 v Brne.

4.2 Kultivacia produkénych kmeriov Bacillus licheniformis v laboratéornych

podmienkach

Kultivaciu bakterialnych kmenov Bacillus licheniformis sme uskuto¢nili v kultivaénych
bankach, s objemom 1 000 cm’, na zavesnej rotacnej trepacke s 280 ot.min™', po dobu 48 hodin pri
37°C. Pouzili sme tri rozne Zivné pddy v objeme 100 cm’. Najvhodnejsiu Zivna pddu a bakterialny
kmen s najvyssou aktivitou sme kultivovali v podmienkach laboratérneho 15 1 bioreaktora $vajéiarskej
firmy MBR-Sulzer. ZloZenie testovanych zivnych pod:

ZP & 1 (%): pSeniény skrob (1,0), kukuriéna muka (2,0), kazein (1,5), torula (0,2), corn-steap (20
cm’), alfa-amylaza (0,1), (NH4),PO, (0,05), Na,CO;(0,2), pH 8,0



ZP &. 2 (%): psenicny skrob (1,0), srvatka (20 cm®), sdjova muka (1,5), (NH4).POy (0,1), FeSO,.7H,0
(0,05), KC1(0,02), CaCO; (0,002), MgS04(0,02), alfa-amylaza (0,1), pH 8,5

ZP &. 3 (%): penitné otruby (1,0), kukuri¢ny 8krob (0,5), susené mlieko (1,5), kvasniény autolyzat
(0,6), sladinka (2,7), pH 7,5

4.3 STANOVENIE PROTEOLYTICKEJ AKTIVITY ,,Q-TEST PROTEAZA UNIVERZAL®

Proteolytickt aktivitu sme stanovovali tabletovym testom ,,Q-test proteaza univerzal® v ktorom
jednotka proteolytickej aktivity U zodpoveda aktivite, ktora zhydrolyzuje 1 mg chromolytického
bielkovinového substratu za 1 hodinu, ako i metédou podla Ashu (1993), v ktorej substratom bol
kazein a jednotka protedzovej aktivity je definovand ako mnozstvo enzymu, ktoré uvolni 1 pg

tyrozinu za 1 minttu pri 37°C.

4.4 STANOVENIE KONCENTRACIE BIELKOVIN PODIA WHITAKERA A GRANUMA

Na stanovenie koncentréacie bielkovin sa vyuziva rozdiel absorbancii pri vinovej dizke 235 nm a
280 nm (Whitaker a Granum, 1980) a koncentracia bielkovin sa vypocitala podl'a rovnice:

cp (mg.cm™) = (Asss — Ango) : 2,51

4.5 SUBMERZNA KULTIVACIA BUNIEK BACILLUS LICHENIFORMIS V PODMIENKACH

LABORATORNEHO KULTIVACNEHO ZARIADENIA

Submerzna kultivacia bakteridlneho kmena Bacillus licheniformis sa uskuto¢nila v 15 1
laboratornom kultivacnom zariadeni SvajCiarskej firmy MBR-Sulzer s automatickou regulaciou
ota¢ok miesadla, teploty a pH a ru¢nou regulaciou pO, a pCO,, na zivnej pdde zloZenej z kukuriéného
Skrobu, suseného mlieka, kvasni¢ného autolyzatu, sladinky a vodovodnej vody v objeme 8 1. Pre
submerznu kultivaciu v bioreaktore sme pouzili vegetativne inokulum, ktoré tvorila suspenzia
bakterialnych buniek vo vhodnom kultivatnom médiu rozmnozena do exponencialnej fazy rastu.

Kultivécia trvala 23-25 hodin.
4.6 IZOLACIA A PURIFIKACIA ENZYMU

Izol4cia a purifikacia enzymu:
a) separécia bakterialnej kultury od média na laboratornej odstredivke
b) zrazanie bielkovin organickymi rozpustadlami (Et-OH a aceton)
c) geélova filtracia na Sephadexoch G-25 a G-100
d) zahustovanie vo vakuovej odparke
e) ionomeni¢ova chromatografia na ECTEOLA-celuloze
f) afinitna chromatografia na p-aminobenzamidin-Sepharose
a bacitracin-Sepharose

g) elektroforéza na SDS-PAGE



5. VYSLEDKY PRACE
5.1 VYBER PRODUKCNEHO KMENA

Vysledky kultivacie 5 kmenov Bacillus licheniformis (L-1 — L-5) na troch rdznych typoch
zivnej pddy potvrdili, Ze najvyssiu produkciu vykazuje kmen L-5 na Zivnej pode €.3. V nadvéznosti na
vyber produkéného kmena sme realizovali optimalizaciu komponentného zlozenia Zivnej pody pre

podmienky laboratorneho kultivaéného zariadenia.
5.2 OPTIMALIZACIA KOMPONENTNEHO ZLOZENIA ZIVNEJ PODY

V suvislosti s dosiahnutymi vysledkami sme v d’alSom postupe kultivovali kmen L-5 s vyuzitim
zivne] pody ¢.3. Pre ziskanie Co najvacSiecho vytazku peptidazy bolo potrebné optimalizovat
vzajomny pomer zivin v zivnej pdde a podmienky kultivacie daného produkéného kmena. Uskuto¢nili
sme optimalizaciu pdvodného zloZenia Zivnej pddy ¢€.3, s tym, ze sme testovali obsah nasledovnych
zloziek: pSeni¢né otruby (do 3,5%), kukuri¢ny Skrob (do 1%), susené¢ mlieko (do 2,5%), kvasni¢ny
autolyzat (do 1%) a lyofilizat sladinky (do 5,4%).

Z analyzy ziskanych vysledkov a ich konfronticie sinymi autormi (Kuzmova et al., 1990,
Michalik et al., 1994, 1995, Sam et al., 2001, Adinarayana et al., 2003, Al-Shehri et al., 2004)
vyplyva, ze rézne kmene preferuji odlisné zdroje uhlika ako aj dusika. Tieto vysledky potvrdzuju
opodstatnenost’ testovania zdrojov zivin pre konkrétne podmienky kultivacie.

Z vysledkov testovania obsahu jednotlivych komponentov a pociatocného pH zivnej pody
mozeme s ohladom na maximalizaciu produkcie peptidazy definovat' nasledné zloZenie Zivného
média: kukuriény Skrob 0,5%, susené mlieko 1,0%, kvasni¢ny autolyzat 0,3%, lyofilizovana sladinka
2,7% a pociatocné pH zivnej pody 8,5.

Produkciu peptidaz na optimalizovanej zivnej pode sme realizovali v 15 1 kultivanom zariadeni
firmy MBR Sulzer (Svajéiarsko) s automatickou regulaciou otacok miesadla, teploty a pH a ru¢nou
regulaciou pO, a pCO,. Pre submerznu kultivaciu v bioreaktore sme pouzili vegetativne inokulum,
ktoré tvorila suspenzia bakteridlnych buniek vo vhodnom kultivacnom médiu rozmnozena do
exponencialnej fazy rastu. Kultivacia trvala 23-25 hodin. Zivn podu sme po separacii bakterialnej
kultry pouzili na izoldciu enzymu. Enzym sme zo supernatantu ziskali vyzraZzanim organickym
rozptstadlom, acetdnom, schladenym na -18°C v objemovom pomere 1:2 s naslednou lyofilizaciou.
Lyofilizovany preparat bol pouzity pre d’alSie purifikacné postupy metédami gélovej, ionomenicove;j
a afinitnej chromatografie.

Z nasich predchadzajucich vysledkov modelovych pokusov so Specifickymi inhibitormi
peptidaz vyplyva, ze DPFP a PMSF spdsobuji uplnt inhibiciu peptidazovej aktivity analyzovaného
enzymového preparatu, z ¢oho usudzujeme, ze extracelularna zasadita peptidaza patri do skupiny Ser-

peptidaz subtilizinového typu (Michalik et al., 1994, 1995).



Preparat enzymu ziskany po zrazani acetonom sme pouzili na stanovenie jeho charakteristiky
z hladiska vplyvu pH na proteazovi aktivitu. Pouzili sme univerzalny tlmivy roztok podl'a Theorella
a Stenhagena v rozpati pH 2 — 12. Zistili sme, ze kultivovany kmen Bacillus licheniformis L-5

produkuje extracelularnu alkalicku peptidazu, ktora dosahuje maximum aktivity pri pH 9,0.

5.3 GELOVA FILTRACIA PEPTIDAZY NA SEPHADEXE G-25 A SEPHADEXE G-100

Z purifikacnej tabulky (Tab.1) vyplyva, Ze purifikdciou na géli Sephadex G-25 sme dosiahli
1,55-nasobné precistenie s vytazkom 48,30% a na kolone s nosiCom G-100 bol enzym precisteny
14,36-nasobne s vytazkom 13,33%, ¢o koresponduje s vysledkami nasich predchadzajucich prac, kde
aktivita peptiddzy bola po precisteni na G-100 priblizne 10-krat vysSia v porovnani so surovym

enzymom (Michalik et al., 1994).
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Gélova filtracia peptidaz na Sephadexe G-100
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V ziskanych frakcidch sme urcili koncentraciu bielkovin a stanovili sme proteolyticku aktivitu.
Na koldne Sephadexu G-25 sa najvysSia koncentracia bielkovin a proteolyticka aktivita nachadzali vo
frakciach ¢. 15-22 (Obr.1). Pri purifikacii enzymu na Sephadexe G-100 sa najvys$Sou koncentraciou
bielkovin vyznacovali frakcie ¢. 10-30 a niz$i obsah bielkovin sa nachadzal vo frakciach ¢. 45-52, kym

proteolyticka aktivita bola sustredend do frakeii ¢. 15-30 (Obr.2).

5.4 IONOMENICOVA CHROMATOGRAFIA PEPTIDAZY NA ECTEOLA-CELULOZE

Z vysledkov chromatografického spektra na ECTEOLA-celuléze (Obr.3) vyplyva, Ze najvyssia
koncentracia bielkovin je vo frakciach ¢. 8-11, avSak najvyssiu proteolytickt aktivitu vykazuju frakcie
¢. 14-19. Ionomenicova chromatografia na ECTEOLA-celuléze potvrdila, ze enzymovy preparat
purifikovany gélovou filtraciou na kolénach G-25 a G-100 obsahuje d’alSie kontaminanty (bielkoviny
a peptidy). Touto purifikaciou na slabom anexe sme dosiahli priblizne 18-nasobné precistenie s 10%-

nym vytazkom.

Obrazok 3
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5.5 AFINITNA CHROMATOGRAFIA PEPTIDAZY NA P-AMINOBENZAMIDIN-SEPHAROSE

A BACITRACIN-SEPHAROSE

Aplikacia afinitnej chromatografie vyzadovala pripravu Specifickych nosiCov. V suvislosti
s tymto sme uskutocnili naviazanie p-aminobenzamidinu na aktivovani CH-Sepharose 4B. Pripraveny
nosi¢ sme pouzili pre afinitni chromatografiu peptidazy, ktora bola preCistena gélovou filtraciou
a ionomenic¢ovou chromatografiou. Z vysledkov uvedenych na obrazku 4 je viditelny ciasto¢ny
nestlad medzi frakciami s vysokym obsahom bielkovin a frakciami, v ktorych sme stanovili
protedazovu aktivitu. Maximum enzymovej aktivity pripada na frakcie ¢.7-10. Tymto postupom sa

dosiahlo priblizne 58-ndsobné zvysenie proteazovej aktivity s vytazkom enzymu 4,89% (Tab.1).

Obrazok 4
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Nase vysledky su porovnatel'né s pracami inych autorov, ktori pouzili pre purifikaciu peptidaz
nosi¢e s benzamidinom (Preetha a Boopathy, 1997, Zeng a Ruckenstein, 1998, Joo et al., 2001a,
2001b, Todorova a Stoyanov, 2000, De-Simone et al., 2005).

NajcastejSie pouzivanym nosi¢om pri purifikacii peptiddz metdédami afinitnej chromatografie je
bacitracin-Sepharose (Mignon et al., 1998, Bonants et al., 1995, Markaryan et al., 1994).

Nosic¢ bol pripraveny naviazanim bacitracinu na aktivovani CH-Sepharose 4B (www.apbiotech.com)
anasledne pouzity pre afinitni chromatografiu peptidazy, ktora bola preistena v dvoch
predchadzajucich chromatografickych purifikacnych krokoch (gélovou filtraciou a ionomenicovou
chromatografiou). Zistili sme, ze maximum aktivity protedz je identické s maximalnym obsahom
bielkovin v eluovanych frakciach (Obr.5). Takto preCisteny enzym vykazoval priblizne 63-nasobné

zvysenie Cistoty pri 5,04%-nej vytaznosti enzymu (Tab.1).

Obrazok 5
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na bacitracin-Se pharose
2,5 12000
- 2 1 10000 &
S =
+ 8000 £
< is Z.
E
£ 16000 ¢ <
S 1 =
2 4000 g
B 05 L2000 £
0 e 0
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25
frakcie

—=— bielkoviny —e— proteazova aktivita

Vysledky purifikacie enzymoveho preparatu Kolonovou afinithou chromatografiou na nami
pripravenom nosici bacitracin-Sepharose poukazuju na dobré deliace schopnosti prislusného nosica.
Dosiahla sa lepSia homogenita enzymu v porovnani s izoldciou na p-aminobenzamidin-Sepharose.
Vhodnost’ pouzitia bacitracinu ako ligandu pre ucely purifikdcie hlavne serinovych peptidaz bola
potvrdena viacerymi autormi (Fadeev et al., 1992, Rudenskaya, 1994, Bonants et al., 1995, Mignon et
al., 1998, Faisal et al., 1999, Kulakova et al., 1999, Bogacheva et al., 2001, Khan et al., 2003,
Glowacka et al., 2005).

Testovanim rdznych izolaénych a purifikacnych technologickych postupov pripravy
precisteného enzymového preparatu sme tento, po separacii supernatantu, pouZili na izolaciu enzymu
zraZzanim acetonom schladenym na -18°C. K d’al$im krokom patrila gélova filtracia na Sephadexoch
G-25 a G-100, ionomeni¢ova chromatografia na ECTEOLA-celuloze a afinitnd chromatografia na

p-aminobenzamidin-Sepharose a bacitracin-Sepharose (Tab.1).
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Tabulka 1 Vplyv purifikacnych postupov na stupen precistenia a vytaznost’ enzymového preparatu.

, , , Obj cmova Bielkoviny, Sp eglﬁcka Stupen Vytaznost’,
Enzymovy preparat aktivita, 1 aktivita, . o
U.ml” mg.ml Umg’! precistenia %
Surovy enzymovy preparat 50 841 2,63 19331 1,00 100
Gélova filtracia na
Sephadexe G-25 37 684 1,26 29 908 1,55 48,30
Gélova filtracia na
Sephadexe G-100 30 250 0,109 277 523 14,36 13,33
Ionomenicova
chromatografia na 26 500 0,076 348 684 18,04 10,00
ECTEOLA-celuloze
Afinitna chromatografia na
p-aminobenzamidin- 11 000 0,0098 1122 449 58,06 4,89
Sepharose
Afinitma chromatografiana | 4 59 0,0086 1220930 63,16 5,04
bacitracin-Sepharose

5.6 STANOVENIE MOLEKULOVEJ HMOTNOSTI PEPTIDAZ METODOU SDS-PAGE

Enzymovy preparat ziskany afinitnou chromatografiou sme pouzili pre stanovenie molekulove;j
hmotnosti metodou SDS-PAGE.

Vysledky elektroforézy SDS-PAGE s vyuzitim Standardov potvrdili, Ze molekulova hmotnost’
purifikovaného enzymového preparatu je priblizne 29 kDa.

Analyzované vysledky koreSponduju so zavermi viacerych autorov, ktori pre serinové alkalické
peptidazy produkované baktériami uvadzaju hodnoty molekulovej hmotnosti v rozsahu 15 — 35 kDa

(Wethmar a Kleinow, 1993, Michalik et al., 1994, Phadatare et al., 1997, Bustos et al., 1999).

6. NAVRH NA VYUZITIE POZNATKOV V PRAXI A PRE DALSI ROZVOJ VEDY

Medzi najdélezitejsie zdroje rastlinnych bielkovin, sacharidov, mineralnych latok, vitaminov a
vlakniny patria zminy (strukoviny a obilniny). Bielkoviny zrnin, okrem strukovin, sa z vyzivového
hl'adiska pokladaju za neplnohodnotné, pretoze sa vyznacuju nizkou biologickou hodnotu spdsobenou
nizkym obsahom esencidlnych aminokyselin a ich nevyrovnanym zastpenim, dalej nizkou
rozpustnostou a hydrolyzovateI'nostou enzymami traviaceho traktu, co sposobuje ich nedostatoc¢nu
stravitelnost’.

Pre vyrobu premixov s obsahom proteolytickych enzymov, pre potreby aditivacie kfmnych
zmesi, sa vyuzivaju bakteridlne Ser-peptidazy trypsinového alebo subtilizinového typu. Vo
vSeobecnosti je zname, ze bakterialne peptidazy prednostne hydrolyzuju peptidové vizby tvorené
lyzinom alebo argininom s inou aminokyselinou.

Zasobné bielkoviny zrna obilnin su zastipené prolaminmi a glutelinmi, na ktoré pripada

minimalne 70% z celkového obsahu bielkovin. Najmi prolaminy sa vyznacuju charakteristickou
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skladbou aminokyselin, pre ktoru je typicky nizky podiel ako lyzinu, tak aj argininu. Z uvedeného

dovodu frekvencia prednostne Stiepenych peptidovych vézieb, t.j. Lys — ind AA a Arg — ind AA je

vel'mi mald, ¢o je aj jednou z pric¢in nizkej hydrolyzovatel'nosti gluténu a tym aj jeho stravitelnosti

monogastrickymi zvieratami. Uvedené okolnosti by mali nasmerovat’ orientdciu vyskumnych

programov na vyuzitie proteolytického komplexu lokalizovaného v kli¢iacej rastline obilnin. Pocas

klicenia zrna je proteolyticka aktivita schopna zabezpecit' prakticky uplnt hydrolyzu bielkovinového

komplexu zrna, vratane prolaminovych bielkovin. Z uvedeného dévodu rieSenie pripravy a aplikacie

ucinnych preparatov peptidaz vo vyzive HZ vyzaduje riesit’ izolaciu peptidazovych génov zrnin a ich

transformaciu do bakterialneho genomu.

7. ZAVERY

Z dosiahnutych vysledkov dizerta¢nej prace je mozné formulovat’ nasledovné zavery:

1.

Z vysledkov testovania piatich bakteridlnych kmefiov Bacillus licheniformis, kultivovanych na
troch roznych zivnych pddach, sa najvy$Sou produkciou alkalickej serinovej peptidazy
subtilizinového typu vyznacoval kmen L-5 na Zzivnej pdde ¢.3, ktory bol pouzity pre d’alSie
rieSenie pripravy enzymového preparatu.

Na zaklade vysledkov optimalizacie zivnej pody mozeme definovat’ nasledovné findlne zloZenie
zivného média pre kultivaciu Bacillus licheniformis kmen L-5 (hmotnostné %): 0,5% kukuri¢ny
Skrob, 1% susené mlieko, 0,3% kvasni¢ny autolyzat a 2,7% lyofilizovana sladinka. Pociatocné pH
zivnej pody bolo 8,5.

Testovanim roznych izolacnych a purifika¢nych technologickych postupov pripravy precisteného
enzymového preparatu sme tento, po separacii supernatantu, pouZili na izolaciu enzymu zrazanim

acetonom schladenym na -18°C. K d’al§im krokom patrila gélova filtracia na Sephadexoch G-25
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a G-100, ionomenic¢ova chromatografia na ECTEOLA-celuléze a afinitnda chromatografia na
p-aminobenzamidin-Sepharose a bacitracin-Sepharose.

4. Pre ucely vyuzitia metoédy afinitnej chromatografie sme pripravili nosi¢e imobilizaciou
$pecifickych ligandov (p-aminobenzamidin a bacitracin) na aktivovani CH Sepharose 4B.

5. Afinitnou chromatografiou sme na nosi¢i p-aminobenzamidin-Sepharose ziskali homogénnu
peptidazu s 58-nasobnym precistenim a 4,89%-nym vytazkom. Najvyssi stupen precistenia, 63,16
s vytazkom 5,04%, sme dosiahli afinitnou chromatografiou na nosic¢i bacitracin-Sepharose.

6. Molekulova hmotnost’ purifikovaného enzymového preparatu stanovena metdédou SDS-PAGE je
priblizne 29 kDa.

7. Na zaklade doterajSich skusenosti ndsho pracoviska, ale aj poznatkov inych autorov, pre kfmne
ucely (aditivacia kimnych zmesi pre monogastrov) je vhodné vyuzit' surovy enzymovy preparat,
ktory ziskame po odstraneni bakteridlnej kultiry a po extrakcii organickym rozpustadlom

acetonom.
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ABSTRAKT

Ciel'om doktorandskej dizerta¢nej prace bolo rozpracovat technoldgie pripravy proteolytickych
enzymov s vyuzitim mikrobialnych producentov. Splnenie tohto ciela vyzadovalo riesit’ technologie
kultivacie produkéného kmena, izolacie a purifikacie enzymatického preparatu. Na overenie
variability produk¢nej schopnosti sme testovali 5 kmenov Bacillus licheniformis kultivovanych na
troch réznych zivnych pédach. Najvyssou produkciou alkalickej peptidazy sa vyznacoval kmen L-5 na
zivnej pode ¢.3. V d’alSich experimentoch sme urcovali optimalne podmienky submerznej kultivacie
produk¢éného kmefia Bacillus licheniformis L-5 v bankiach na trepacke atiez v podmienkach

laboratorneho 15 1 bioreaktora firmy MBR Sulzer (Svajéiarsko), s oh’'adom na komponentné zloZenie
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zivnej pody a pH. Optimalizaciu povodného zloZenia zivnej pddy €. 3 sme realizovali v Siestich
optimaliza¢nych stupiioch. Optimalizovali sme koncentraciu pSeni¢nych otrab, kukuri¢ného skrobu,
susené¢ho mlieka, kvasni¢ného autolyzatu, lyofilizovanej sladinky a urcili sme vhodné pociatocné pH
zivného média. Zistili sme, ze zvySenie koncentracie susené¢ho mlieka a kvasni¢ného autolyzatu nad
povodné hodnoty, t.j. nad 1,0 a 0,6%, ako aj pridavok pSeni¢nych otrib malo za nasledok zniZenie
produkcie peptidaz. Optimalna zivna pdda pre kultivaciu Bacillus licheniformis L-5 mala nasledovné
zlozenie (hmotnostné %): 0,5% kukuri¢ny $krob, 1% susené mlieko, 0,3% kvasni¢ny autolyzat a 2,7%
lyofilizovana sladinka. Pociatoéné pH zivnej pody bolo 8,5, pricom pocas kultivacie pH nebolo
upravované. Na zaklade naSich predchadzajucich poznatkov, boli d’alSie technologické parametre
nastavené nasledovne: aeracia kyslikom do 80% nasytenia Zivnej pddy, teplota 37°C, rychlost
miesania 500ot.min.” a Gas kultivacie 23 — 25 hodin. Surovy enzymovy preparat sme ziskali
odstranenim bakteridlnej kultiry a precipitaciou peptidizy acetonom schladenym na -18°C. Ziskany
enzym sme purifikovali viacerymi chromatografickymi metédami na réznych nosi¢och: gélovou
filtraciou na Sephadexe G-25 a Sephadexe G-100, ionomeni¢ovou chromatografiou na ECTEOLA-
celuloze a afinitnou chromatografiou na p-aminobenzamidin-Sepharose a bacitracin-Sepharose.
Gélovou filtraciou na Sephadexe G-25 sme odstranenim nizkomolekulovych latok ziskali 1,55-
nasobne precisteny enzym s vytazkom 48,3% a na kolone so Sephadexom G-100 sme dosiahli 14,36-
nasobné precistenie enzymu s vytazkom 13,33%. V pripade aplikacie chromatografie na ECTEOLA-
celuloze sme dosiahli priblizne 18-nasobné precistenie s 10%-nym vytazkom. Pouzitim metody
afinitnej chromatografie pre ucely purifikdcie enzymu precisteného gélovou a ionomeniCovou
chromatografiou, sme na nosici p-aminobenzamidin-Sepharose ziskali, podla vysledkov elektroforézy
v SDS-PAGE, homogénnu peptidazu s 58-nasobnym precistenim a 4,89%-nym vytazkom. Najvyssi
stupen precistenia, 63,16 s vytazkom 5,04%, sme dosiahli po afinitnej chromatografii na nosici
bacitracin-Sepharose. Molekulova hmotnost’ purifikovaného enzymového preparatu ur¢ena metdédou
SDS-PAGE bola priblizne 29 kDa. Takto pripraveny enzymovy preparat alkalickej Ser-peptidazy je

vhodny pre krmivarske a potravinarske aplikacie.

ABSTRACT

The aim of the dissertation was to work out technologies of preparation of proteolytic enzymes
using microbial producers. Fulfilling this aim demanded to deal with technologies of cultivation of
production strain, isolation and purification of the enzymatic preparation. We tested five Bacillus
licheniformis strains in three different mediums to verify the wvariability of their production ability.
The strain L-5 on cultivating medium 3 showed the maximum production of alkaline peptidase. In the
next experiments we determined the optimal conditions of the submerged cultivation of the production
Bacillus licheniformis strain L-5 in flasks on the shaker and under conditions of a laboratory 15 L

cultivation reactor (MBR-Sulzer, Switzerland). Our monitoring was aimed at component concentration
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of broth and pH. Optimization of primary consistence of medium 3 was carried out in six optimization
steps. We optimized the concentration of wheat grit, corn starch, milk powder, yeast autolysate, malt
and we determined suitable initial pH of nutrient medium. We found that an increase in the
concentrations of milk powder and yeast autolysate over original values, i.e. over 1.0 and 0.6%, as
well as an addition of wheat grit resulted in a decrease of peptidase in the production. The optimal
medium for cultivation of Bacillus licheniformis L-5 had the following composition (weight %): 0.5%
corn starch, 1% milk powder, 0.3% yeast autolysate and 2.7% lyofilized malt. The initial pH of broth
was 8.5 and it was not adjusted during cultivation. Based on our previous pieces of knowledge, the
next technological parameters were adjusted as follows: aeration by oxygen to 80% saturating of
medium, temperature 37°C, stirring speed 500 rpm and cultivation time 23 — 25 hours. We obtained
the crude enzyme preparation by removing bacterial culture and by precipitation of enzyme by acetone
cooled to -18°C. The enzyme obtained was purified by different chromatographical methods on
various carriers: by gel filtration on a Sephadex G-25 and a Sephadex G-100, by ionexchange
chromatography on an ECTEOLA-cellulose and by affinity chromatography on a p-amino-
benzamidine-Sepharose and a bacitracin-Sepharose. By gel filtration on a Sephadex G-25 we removed
the low-molecular substances and we obtained 1.55-fold purified peptidase with the enzyme yield of
48.3% and on a Sephadex G-100 column we achieved 14.33-fold purification of enzyme with the
48.3% yield. In case of the application of chromatography oo ECTEOLA-cellulose we achieved
approximately 18-fold purification and the yield was 10%. When we used the affinity chromatography
method for the purposes of purification of enzyme purified by gel and ionexchange chromatography,
we obtained on a p-aminobenzamidine-Sepharose homogeneous peptidase on the basis of the results
of electrophoresis in a SDS-PAGE. This enzyme was 58-fold purified and the yield was 4.89%. We
achieved the highest degree of purification, 63.16, and the yield of 5.04%, by affinity chromatography
on a bacitracin-Sepharose. The molecular weight of the purified enzyme preparation determined by the
SDS-PAGE method was approximately 29 kDa. The enzyme preparation of alkaline Ser-peptidase

prepared like this is suitable for feed and food applications.
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