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PRIPRAVA KVASNICNEHO POLYSACHARIDU ZYMOZANU

A. GINTEROVA, L. MITTERHAUSZEROVA, M. GRODOVSKY

Ustredny vyskumny tstav potravindrskeho priemyslu v Bratislave

Tym, ze kvasniény polysacharid zymozan nasiel svoje upotrebenie v medi-
cine, stipol i jeho vyznam a zvysil sa dopyt po fiom. V Ceskoslovensku sa
doteraz zymozan nevyraba a pracovnici ustavov, ktori ho pri svojej praci
potrebuji, obyéajne si ho pripravuji sami. Tym sa vSak stiva, ze takyto
pripravok nemé Standardnu kvalitu, a vysledky, ktoré sa s jednotlivymi pri-
pravkami ziskajd, nie s navzajom dobre porovnatelné. Kedze sa uvazuje
o vyrobe zymozanu aj v naSej republike, preverili sme si niektoré etapy jeho
pripravy v spolupraci s pracovnikmi drozdiarne, kde sa ma vyroba zymozanu
zaviest. Tato praca mala teda prispiet k vypracovaniu technologického postupu
vyroby zymozanu u nas a pre tento ucel boli aj jednotlivé pokusy zamerané.

Experimentalna cast

Vychddzali sme z postupu pripravy, ktory vypracoval L. Pillemer [1]. Zamerali
sme sa predovSetkym na tieto uiseky: spésob natravovania bielkovin, udrziavanie steri-
lity, separdcia a spdsob premyvania, suSenie vyrobku, uchovdvanie hotového vyrobku,
pripadné odstraiovanie bielkovin fenolom.
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Obr. 1. Narastanie hladiny rozpustného
dusika v priebehu proteolyzy.

Spbsob natravovania

Natravovanie bielkovin trypsinom je podla Pillemera znaé¢ne zdihavé (16 dni), priom
niektori dalsi autori [2, 3], ktori pripravovali zymozdn podla tejto metdédy, uvddzaji
potrebu 20 i viac dni. Trypsin sa 1., 3., 6. a 10. deil natravovania pridéva v rovnakych
mnozstvéch. Ako ukazuju vysledky na obr. 1, intenzita natravovania s ¢asom klesd,
pretoze ubtida substrét. Na obrdzku st vynédSané stupajtice koncentrécie rozpustného
dusika v zdvislosti od dasu. Modifikovali sme preto priddvanie trypsinu tak, ako je to
uvedend v ndvode vyroby na konci tejto prace. Podstatnti ast trypsinu sme presunuli
do prvych fdz natravovania. Pri intenzivnej$ej proteolyze viak velmi klesé pH, a preto ho
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treba upravovat dvakréat denne. Pri takto upravenom spésobe sa proteolyza skondi
za 10 i menej dni, ¢o mé znaény vyznam s ohladom na to, Ze v zmesi treba udrziavat
sterilitu a teplotu za sustavnej kontroly pH po cely éas natravovania. Sledoyali sme
i vplyv materidlu nddoby, v ktorej prebieha varenie a proteolyza, na kvalitu koneéného
vyrobku. Ukdzalo sa, Ze najvhodnejs$im materidlom na varenie je sklo, kedze sa ziskali
prepardty najlepSej farby, ale vyhovuje i nehrdzavejica ocel. Hlinfk ddva pripravky
znad¢ne Sedé, o je pochopitelné vzhladom na pH, pri ktorom sa zmes vari.

UdrZiavanie sterility

Pri zavedeni vyroby zymozénu by bolo potrebné zaviest automatickd reguldciu pH,
&éim by sa problém sterility znaéne znizil. Treba dbat na to, aby toluén, ktorym sa zalieva
povrch zmesi pri natravovani, tvoril na povrchu kompaktny film. Preto sa mnozstvo
toluénu riadi velkostou povrchu. Zistili sme dalej, Ze v pripade kontamindcie, ak tdto
velmi nepokrodila (k ¢omu nemdze ddjst, ak sa denne kontroluje sterilita), stadi zmes
znovu sterilizovat povarenim a po vychladnuti pridat nova dévku trypsinu.

Separdcia a premyvanie

Pri zavedeni vyroby zymozénu bude treba uvaZovat o vykonnych separdtoroch.
Domnievame sa, Ze na tento \cel by sa velmi hodili malé hydroeyklény, ktoré by mohli
premyvat zymozdn v studenej a teplej obycajnej vode, pripadne i v destilovanej vode.
Pretoze nemdme potrebné zariadenie, separovali sme zymozdn iba na laboratérnej
odstredivke. Odstredovanim moZno zymozdn zahustit na 10—13 9( suSiny. Za pouZitia
hydrocyklénu by bolo vhodnejsie zymozdnové mlieko zahustovat vdkuovou filtrdciou.
Z naSich pokusov vyplyva, Ze dlhy das premyvania, ktory navrhuje Pillemer, mozno
velmi skrdtit a nahradit ho zvySenym mnozstvom premyvacich kvapalin. Koniec pre-
myvania sa podla Pillemera deteguje nepritomnostou volnych cukrov. PretoZze sme
zistili, Ze i po odstréneni volnych cukrov (za medzu postrehu) ddva eSte premyvacia
kvapalina pozitivny test na aminokyseliny, testovali sme koniec premyvania vo vodo-
vodnej vode spot-testom s ninhydrinom.

Sudenie

SusSenim rozumieme vSetky préace spojené s pripravou od tej doby, ked sa skonéilo
premyvanie v destilovanej vode. Zistili sme, Ze ddvky bezvodého alkoholu, uvedené
v névode pripravy podla Pillemera, st velmi vysoké. Ekonomickejsie je pouzivat mensie
dévky alkoholu a zasuntit do pripravy viae stupfiov dehydratécie. Dehydratécia mokrého
zymozénu, teda toho, ktory sa ziska po separovani z destilovanej vody, moéze sa robit
i 96 9, etanolom. Absolitnym alkoholom zadiname premyvat az vtedy, ked supernatant
z 96 % alkoholu nezniZil koncentréciu. V ndvode, uvedenom na konci tejto zprévy,
uvddzame mnoZstvé alkoholu, ktoré sme v naSich pokusoch pouzili. Pred suSenim
vo vékuu je vyhodné zymozén filtrovat vakuovym filtrom. Na filtri sa vysus$i na prédok,
ktorého dostSanie netrvé ani tretinu ¢éasu potrebného na suSenie zymozdnu po centri-
fugovani. Podobne sme postupovali i pri sueni zymozdnu po horucej extrakeii alkoholom
pod refluxom. Ak bol supernatant po tejto extrakeii zlty, opakovali sme extrakeciu.

Uchovdvanie hotového pripravku

Niektori autori uvddzaji, Ze pripraveny zymozén treba uchovdvat vo vékuu, aby
nestratil aktivitu. Porovndvali sme uchovédvanie vo vékuu s uchovédvanim v zdbrusovych
prachovni¢kéch. Po troch mesiacoch biologicky test neukazoval zhorSenie kvality ani
jedného pripravku. Ak sme vSak bez vékua uchovédvané prepardty znovu podrobili
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hortcej extrakeii bezvodym alkoholom, zdé sa, Ze sa ich kvalita mierne zvy$ila. Preto by
sndd pre vyrobné podmienky bolo vhodné skladovat zymozdn v tom §téddiu, ked sa kondi
prvé dehydratédcia a precipitat sa vysusi (bod 9), a az pred expediciou uskutoénit extrakeiu
za hortca a potom vysuSené pripravky expedovat. Nedomnievame sa vSak, Ze uchova-
vanie bez vdkua by znizilo kvalitu zymozanu. Podobné vysledky ziskaliaj E. N. Volus-
kaja a spolupracovnici [2].

Odstratiovanie bielkovin fenolom

V literature s uvedené aj iné metdédy pripravy polysacharidov z mikroorganizmov nez
odburanie bielkovin enzymatickou cestou. VyskaSali sme jeden sp6sob rozpustania
bielkovin fenolom, kde sme v podstate pouzili metédu O. Westfala a spolupracovni-
kov [4]. Pouzivali sme extrakény systém fenol—voda. Predestilovany fenol, zriedeny
vodou na 90 9%, sme pridédvali do drozdia s obsahom ca 25 9, suSiny v pomere 1 1.
Zmes sme nechali na pieskovom kupeli pri 50 °C asi 20 hodin. Potom sme odstredovali
a premyvali podobne ako predtym, kym sa neodstrénili zvysky fenolu. Premyvanie
trvalo ovela dlhSie nez po tryptickej digescii, a ked test na fenol bol negativny (s Fe?"),
boli negativne i testy na volné cukry a aminokyseliny. ZvySky fenolu sa na konci pre-
myvania odstranovali extrakeiou éterom. Pripravky ziskané fenolizdciou boli na vzhlad
krajsie, mali vSak vysoky obsah dusika. Tento nedostatok mozno odstrédnit opakovanou
fenolizdciou. Takéto priprava zymozénu je ovela kratSia, pretoze odpadd dlhé enzyma-
tické natravovanie bielkovin a pripravky maju priemernt kvalitu. Zvézenie vSetkych
okolnosti vSak vedie k tomu, Ze této cesta vyroby zymozénu by pre drozdiaren nebola
vhodné z viacerych dévodov. Ide o ldtku jedovatd, pomerne drahu, s ndkladnou regene-
rdciou, priéom odpad by sa musel vyhadzovat. Po natravovani kvasiniek trypsinom
a po odseparovani zymozdnu sa ziskaju luhy bohaté na fosfor a volné aminokyseliny,
teda idedlne substrdty, ktoré sa mézu vyuzit vo vyrobe drozdia.

Charakteristika naSich pripravkov

V obsahu fosforu sa nase pripravky uplne zhoduji s tdajmi v literatire.
Iba fenolizovany zymozan mé enormne nizky obsah fosforu. V obsahu dusika
mame vysledky vysSie, nez sa uvadza v literatire. Je v8ak mozné, ze rozdiely
st len relativne vysoké, pretoZe sme sa v literatdre nestretli s udavanim susiny
zymozénu. I tie najlepSie vysuSené vzorky totiz pri 105 °C stracaji eSte na
véahe asi 10 %,.

V tab. 1 st uvedené vzorky s velmi réznym obsahom dusika a fosforu. Ak
porovnivame tieto udaje s ddajmi pre kvalitu, vidime, Ze tu niet nijakého
vztahu. Kvalitu v tabulke oznalujeme len troma pojmami: dobry, stredny
a slaby, pretoZe pri v8etkych vzorkach sa nerobili vSetky varidcie biologického
testu (properdin-zymozdnovy komplex, hemolytickd reakcia, vizba C’3,
porovnavanie so $tandardnym zymozanom). Z tabulky i tak vidiet, ze v hod-
noteni zymozanu sa autori vidy nezhoduji. Z toho vyplyva, Ze sa ned4 vycle-
nit ukazovatel, podla ktorého by sa dala predbezne hodnotit kvalita zymozanu
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Tabulka 1
Dusik v 9, P,0; v 9% Fosfor Kvalita
Yrprie v Susina
sislo vo v vo v v : v 1. labo- | v 2. labo-
vzorke susine vzorke susine susine | ratoériu ratériu
Ila 4,11 4,64 4,64 5,24 1,128 88,62 stredny | stredny
1b 4,49 5,03 4,70 5,26 1,150 89,31 dobry dobry
2 4,81 5,40 2,91 3,26 0,713 89,03 dobry stredny
3 4,26 4,73 5,23 5,80 1,266 90,16 slaby dobry
I 4,49 4,97 2,22 2,46 0,532 89,79 dobry dobry
II 5,10 5,64 1,56 1,73 0,377 90,40 dobry stredny |
111 4,49 5,03 4,70 5,27 1,150 89,31 dobry dobry
fenolizo- 8,50 9,43 0,557 0,518 0,135 90,10 stredny | stredny
vany

bez biologickych testov. Skutoénost, Ze naSe zymozany, i ked mali obsah
dusika vysoky, mali podobnu kvalitu ako zahraniéné, nas opraviuje tvrdit,
ze chemické zlozenie zymozanu nie je pre jeho aktivitu rozhodujice. Toto
tvrdenie by podporovalo i to, Ze mnohi autori sa pokusali najst nejaky vztah
medzi chemickym zloZenim zymozanu a jeho biologickou aktivitou bez klad-
nych vysledkov. Vytaznost v naSich pokusoch sa pohybovala okolo 4 9%,
&o je dvojnasobok vytaznosti, ktord uddva Pillemer. Ciastoéne to zdévodiiuje-
me vysokym obsahom dusika, teda balastnych latok.

Pod mikroskopom sa zymozan javi ako drobné telieska, zvrastené bunky,
zbavené vnutorného obsahu, u ktorych je eSte zrejma bunkovd Struktira.
Skutoénost, ze od zaéiatku boli bunky vedené v silne hypertonickom roztoku
a tak fixované povarenim, svedéi o tom, zZe pre aktivitu zymozanu bude rozhe-
dujica jeho povrchova Struktira a adsorpéna schopnost.

Navrh na spdsob vyroby

Uvédzame len davky prepoditané na 1 kg drozdia, pretoZe naSe zariadenie
ndm nedovolovalo pouzit vysSie davky. Predpokladame, Ze v prevddzkovych
podmienkach sa mézu pomery trochu pozmenit:

1. 1 kg drozdia suspendovat v 41 0,6 m-Na,HPO, (716,3 g) a varit 3 hodiny
v nadobe s vmontovanym mieSadlom.

2, Po vychladnuti na 37 °C upravit pH na 7,8—8,0 a pridat 0,5 g trypsinu
(Lachema 1 75) prvy den, 0,3 g treti den, 0,2 g Siesty den. pH upravovat
lihom na 7,8—8,0 prvy az treti den dvakrat denne, potom raz denne. Hladinu
zmesi zaliat toluénom, aby vytvaral na povrchu kompaktny film. Podla moz-
nosti, i ked velmi pomaly, stile mieSat vmontovanym mieSadlom. Zmes
udrziavat pri 37 °C.
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3. Po 9—11 dnoch (podla biuretovej skisky) odstredit, zachytit usadeninu,
supernatant inaktivovat varom a vyuzit vo vyrobe droZdia.

4. Sediment premyvat vodovodnou vodou. Najlepsie by bolo premyvat
protipridnym systémom, aby sa zrazenina dostala dobre do styku s vodou.
Kvapaliny pre protipriidne premyvanie pouzif aspon osemndsobok objemu
poévodnej zmesi. Odstredit na mlieénu konzistenciu.

5. Premyvanie opakovat hortcou vodou a testovat na cukry, pripadne
aminokyseliny, o je jednoduch$ie. Ak st reakcie pozitivne, premyvanie
opakovat.

6. Premyvanie opakovat destilovanou vodou za pouzitia asi §tvorndsobku
objemu pdévodnej zmesi. Sediment odstredit o mozno do sucha.

7. Sediment suspendovat v 11 96 9, etanolu a centrifugovat alebo filtrovat
s podtlakom. Dvakrat opakovat.

8. Sediment suspendovat v 11 absolitneho alkoholu, mieSat pol hodiny,
centrifugovat alebo filtrovat. Premyvanie opakovat, kym supernatant nie je
99,8 %,

9. Sediment odfiltrovat do sucha a susit vo vakuu.

10. Suchy prasok suspendovat v 500 ml, absolitneho alkoholu, 2 hodiny
varit pod refluxom, centrifugovat alebo filtrovat. V pripade, Ze je supernatant
zIty, opakovat horticu extrakciu. Sediment predsusit na filtri a dosusit
vo vakuu.

11. Hotovy pripravok netreba uskladiiovat vo vakuu, ale v zdbrusovych
nadobach.

Pripadné obmena bodu 9: VysuSeny prasok uskladnovat v prachovniciach,
dast premyt horicim alkoholom, ako je uvedené pod bodom 10, a nechat
urobit biologicky test. Pred expediciou uskuto¢nit postup, uvedeny pod
bodom 10, s ostatnym pripravkom.

Pre zvySenie aktivity vyrobku je potrebné suchy praSok rozotriet a pre-
osiat cez jemné sito.

Biologické testy sa vykonali na Ustave hematoldgie a krvnej transfizie a na Ustave
epidemioldgie a mikrobioldgie v Prahe.

Sahrn

Preverovali sa jednotlivé fazy pripravy kvasniéného polysacharidu zymo-
zdnu s ohladom na jeho predpokladani vyrobu v naSej republike. Experimen -
talne sa Studoval predovietkym sp6sob natravovania, udrziavanie sterility,
premyvanie zymozanu, suSenie a uchovavanie hotového pripravku. Skisala sa
aj metéda pripravy zymozanu za odstranovania bielkovin systémom fenol —
voda. Na zdklade vysledkov pokusov autori poddvaji navrh na spdsob vyroby
Zymozanu.
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MMPUTOTOBJIEHNE OPOAGHEBOI'O IIOJIMCAXAPHIA
3MMO3AHA

A. THHHTEPOBA, JI. MUTTEPXAY3EPOBA, M. 'POJLOBCKRH

IlenTpaaBRLI 1CCIIC/OBATCILCKMH NHCTHTYT IHHICBOII IIPOMBIILIIIEHHOCTH
B Bparucmase

Brisoul

Doliiu IIpoBEPEeHKI OTjieilbHLIC (ha3L TPUIOTOBIICHM ;! JIPOAHCBOIO LHOJMCAXapULA 3MMO3aHA
B OTHOLICHMM TIpEJ(II0/IaraeMoro IIPOM3BOJICTBA €0 B Halleir pecnyOnuke. OKcmepn-
MeHTaJbHO Oblil HM3yueH cmocod mnepeBapHBaHUs, Y/IEPHABAHMC CTePHJILHOCTH, IIPO-
MblBaHHE 3UMO3aHA, CyUICHHE M XpaHeHHe ToToBoro mnpenapara. Taxe ObiI HCOBITaH
MeToj, IPHUTOTOBIICHMsI 3MMO3aHA cIocobom ypaiemus O6eilkoB cHCTeMOl (eHOT—BOJA.
Ha ocHoBaHMM pe3yJLTATOB MHCHBITAHAI ABTOPHI NPENTIATAIOT CMOCO0 [JIA IPOM3BOJCTBA
3MMO3aHa.
IMocTynuiio B pejawiuio 27. 3. 1961 r.

HERSTELLUNG DES HEFEPOLYSACCHARIDS ZYMOSAN

A. GINTEROYA, L. MITTERHAUSZEROVA, M. GRODOVSKY

Zentrales Forschungsinstitut fiir die Nahrungsmittelindustrie
in Bratislava

Zusammenfassung

Die Autoren untersuchten die einzelnen Phasen der Herstellung des Hefepolysaccharids
Zymosan im Hinblick auf dessen voraussichtliche Erzeugung in der CSSR. Experimentell
wurden besonders das Verfahren des Abbaus, der Erhaltung der Sterilitdt, das Durch-
waschen des Zymosans, das Trocknen und das Aufbewahren des fertigen Préparats
studiert. Es wurde auch die Methode der Herstellung des Zymosans unter Beseitigung
der Eiweissstoffe mittels des Systems Phenol—Wasser gepriift. Auf der Grundlage der
gewonnenen Versuchsergebnisse unterbreiten die Autoren einen Vorschlag fiir ein Ver-
fahren zur Herstellung des Zymosans.

In die Redaktion eingelangt den 27. 3. 1961
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