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Sposéb wytwarzania enzymu izomerazy glukozowej

Przedmiotem wynalazku jest spos6b wytwarzania enzymu izomerazy glukozowej, majgcego zastosowa-
nie w przemysle spozywczym, przy produkcji syropéw fruktozowych. Enzym ten katalizuje odwracalne
procesy izomeryzacji D-glukozy, D-fruktozy i D-ksylozy. Jego oficjalna nazwa, zgodnie z ustaleniami
Mi¢dzynarodowej Unii Biochemicznej, brzmi: katolo-izomeraza D-ksyloza 5.3.1.5.

Wedlug znanych sposobéw izomerazg glukozowg wytwarza si¢ na drodze hodowli drobnoustrojéw
majacych zdolno$¢ syntetyzowania tego enzymu, jak na przyklad: Streptomyces, Arthrobacter, Aerobacter,
Bacillus, Microbispora, Thermopolyspora, Pscudonocardina, w potywkach, ktére obok ksylozy zawieraja
jako Zrodto wegla kwasne, alkaliczne lub enzymatyczne wyciagi z otrab, tusek kukurydzianych, miazgi
ryzowej, a ponadto: ekstrakty drozdzowe, ekstrakty mig¢sne, namok kukurydziany oraz niezbg¢dne sole
azotowe, fosforowe i magnezowe. Niezaleinie od wyzej wymienionych skladnikéw, do pozywek tych
wprowadza si¢ sole kobaltu, kt6re sa regulatorami procesu syntezy izomerazy glukozowej. I tak wedtug
sposobu przedstawionego w opisie patentowym RFN nr 2209 041 izomeraz¢ glukozowg syntetyzuje si¢ w
drodze hodowli szczepu Streptomyces sp. ATCC—21175 w pozywce zawierajacej 1% ksylozy, 4% namoku
kukurydzianego. 1% sorbitu, 0,7% glukozy i 0,024% CoCl,-6H ;0. Natomiast wedlug opisu patentowego
japonskiego nr 179248 z 1976r. szczep Streptomyces albus hoduje si¢ w pozywce zawierajgcej 3% otrab
pszennych, 4% namoku kukurydzianego, 2,025% CoCl; - 6H:0 oraz 0,1% MgSO.-TH:O.

Wada znanych i opisanych w literaturze pozywek jest to, 2¢ zawierajg one sole kobaltu. Obecnoé
bowiem kobaltu przyswajalnego przez komoérki enzymu izomerazy glukozowej stawia pod znakiem zapyta-
nia mozliwo$¢ stosowania tego enzymu w przemysle spozywczym — ze wzgledu na toksyczny charakter
kobaltu.

Celem wynalazku jest opracowanie sposobu produkcji enzymu izomerazy glukozowej metodg aero-
bowg w pozywkach pozbawionych soli kobaltu, opartych na fatwo dost¢pnych i tanich surowcach, oraz
ustalenie warunkéw prowadzenia hodowli.

Stwierdzono, 2e cel ten mozna osiagnac, stosujgc zamiast nieorganicznych soli kobaltowych witaming
Bi; Witamina B,;zawiera bowiem takze zwiazki kobaltu, ktory jest niezbedny do biosyntezy tego cnzymu w
formie organicznej, przyswajalnej przez organizm ludzki bez ujemnych nastepstw.

Typowe podloze do syntezy izomerazy glukozowej wedtug wynalazku zawiera, oprécz witaminy B,
enzymatyczny hydrolizat roslinnych surowcéw odpadowych, wyciagg namoku kukurydzianego fosforan
dwuamonowy, siarczan magnezu oraz odpowiedni weglowodan, jak na przykiad glukozg, i w mc\wclklch
ilo§ciach ksylozg.
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Wedtug sposobu bedgeego przedmiotem niniejszego wynalazku czystg witaming B2 lub paszowa, np.
tirmy La Roche, wprowadza si¢ jalowo do tanku fermentacyjnego, zawierajacego ochlodzong pozywkg.
Naste¢pnie szczepi si¢ ja odpowiednim szczepem mikroorganizmu majacego zdolnos$é syntetyzowania
enzvmu izomerazy glukozowej. Proces hodowli prowadzi si¢ w warunkach aerobowych, przy pH srodowiska
ustalonym w granicach 7. Ilo§¢ wytworzonej izomerazy glukozowej uzalezniona jest od stosowanego
seczepu. odpowiedniego dobrania Zrodta wegla 1 pozostatych skladnikow, w tym — ilosci witaminy B ..
dodanej do pozywki.

Przyktad I. Do wysterylizowanej pozywki o nast¢pujacym skiadzie: enzymatyczny hydrolizat pytow
zbozowych, wyciag namoku kukurydzianego, sole mineralne i niewielka ilos¢ ksylozy, dodaje si¢ czysta
witaming B2 w ilosci od 10 do 100 mg/ 100 ml. Tak przygotowang pozywke szczepi sig bakteriami Streptomy-
ces olivaceus i prowadzi si¢ hodowl¢ w kolbach Erlenmayera na wytrzasarce w warunkach aerobowych, w
temperaturze 27°C, w ciagu 48 godzin. Po zakoniczeniu hodowli bakterie odwirowuje si¢, a uzyskana biomasa
stanowi produkt koncowy procesu.

Przyktad Il. Do wysterylizowane) pozywki, o skiadzie jak wyze), dodaje si¢ paszowg witaming B, w
ilosci od 0,010 do 0.10g/100ml, a nast¢pnie prowadzi si¢ proces jak w przykladzie I.

Jak wykazaly badania, aktywnoé¢ enzymu izomerazy glukozowej otrzymanej sposobem wedtug wyna-
lazku jest duzo wyzsza od aktywnosci enzymOw izomerazy glukozowej uzyskanych w pozywkach syntety-
cznych z zawartoscig nieorganicznych soli kobaltu. Tak na przykiad aktywno$¢ enzymoéw otrzymanych w
pozywce syntetycznej, w skiad ktérej wchodzi czysty kobalt (opisanej w Applied Microbiology 1971,t. 21, nr
4, s. 588), wynosi 2700 J.1.G./j.ss. Natomiast aktywno$¢ enzymu otrzymanego sposobem wediug wynalazku
przy zastosowaniu czystej witaminy B, wynosi 5160 J.1.G./j.ss., a przy zastosowaniu witaminy B,; paszowej
— 4600 J.1.G./).ss.
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Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b wytwarzania enzymu izomerazy glukozowej metodg mikrobiologiczng w drodze aerobowe;j
hodowli drobnoustrojéw majgcych zdolno$¢ syntetyzowania tego enzymu, zmamienny tym, ze hodowle
prowadz si¢ w poZzywce zawierajgcej witaming B, ktdra spetnia rol¢ induktora syntezy przy czym proces
hodowli prowadzi si¢ w ciaggu 4648 godzin, w temperaturze 27-30°C i przy pH $rodowiska hodowlanego
okoto 7. '

2. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze witaming B,z dodaje si¢ do pozywki w ilosci 0,005-0,01%
objgtosciowo.

3. Sposéb wedlug zastrz. |, znamienny tym, ze witaming B stosuje si¢ w postaci proszku, roztworu lub
wyciagu z naturalnych jej Zrédet.
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