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Sposdb otrzymywania preparatu enzymatycznego B-galaktozydazy

Przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania aktywnego rozpuszczalnego preparatu enzymatycznego
B — galaktozydazy z drozdzy, uzdolnionych do syntezy tego enzymu, oddzielonych od podtoza hodowlanego
w postaci biomasy. '

B — galaktozydaza znajduje zastosowanie do produkcji napojéw mlecznych, koncentratéw mlecznych
z roztozong laktoza do glukozy i galaktozy oraz coraz wigksze zastosowanie w technologii mleczarskiej w celu
przyspieszenia dojrzewania seréw, skracanie fermentacji napojéw mlecznych aktywizacji rozwoju bakterii fer-
mentacji mlekowej i innych.

Do celéw przemystowych B — galaktozydaze otrzymuje sie z drobnoustrojéw. B — galaktozydaza pocho-
dzenia mikrobiologicznego w zaleznosci od rodzaju drobnoustrojéw, wykorzystywanych do ich biosyntezy, rézni
si¢ wtasciwosciami, takimi jak: optimum pH, temperatury, aktywnoscia hydrolizy laktozy otaz stabilnoscig.

Znany jest sposéb otrzymywania ‘B — galaktozydazy z bakterii Escherichia coli. W tym celu wysuszong
i sproszkowana mase bakterii wytrzasa si¢ z buforem fosforanowym o pH=7,3, piaskiem kwarcowym i alkoho-
lem etylowym w temperaturze 0°C i poddaje wirowaniu, uzyskujac ztoty roztwor. Nastepnie z roztworu usuwa
si¢ kwasy nukleinowe, a B — galaktozydaze wytraca alkoholem, ktéry usuwa si¢ przez wirowanie, a uzyskany
osad zawiesza w buforze fosforanowym i poddaje wirowaniu, otrzymujac czysty roztwér. Do uzyskanego roztwo-
ru dodaje si¢ bardzo powoli ciagle mieszajac nasycony roztwor siarczanu amonu w proporcji 1:1. Suspensj¢
poddaje si¢ ponownie wirowaniu, a osad rozpuszcza w buforze fosforanowym i prowadzi dializ¢ przez 48 godz.
Do ptynu po dializie dodaje si¢ mieszaning eteru i etanolu przy stalym mieszaniu w temperaturze zamarzania.
Suspensje¢ natychmiast odwirowuje si¢, a otrzymany osad stanowi aktywne biatko B — galaktozydazy. W celu
zachowania aktywnosci enzymu przechowuje si¢ go w temperaturze minus 30°C.

Stwierdzono, ze B-galaktozydaza, otrzymana z bakterii Escherichia coli, wykazuje tylko 27% aktywnosci
hydrolizy, stwierdzonej w roztworze czystej laktozy.

Znana jest réwniez B-galaktozydaza, otrzymywana z plesni, ale ze wzgledu na wysoka stabilnos¢ termiczna
i niskie optimum pH dziatania znajduje tylko zastosowanie do hydrolizy laktozy w ukwaszonej serwatce.

Znany jest sposob otrzymywania plonu biomasy drozdzy syntetyzujacych B-galaktozydaze, ale metoda
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otrzymywania preparatu B-galaktozydazy z biomasy drozdzy jest nieujawniona przez producentéw tego enzymu.
W technologii otrzymywania enzyméw wewnatrzkomérkowych, do ktérych nalezy réwniez B-galaktozyda-

-za, jedna z gtéwnych trudnosci jest opracowanie skutecznego sposobu zniszczenia struktury komdrkowej drobno-

ustrojéw bez obnizenia aktywnosci wydzielonych enzymdw i sposobu izolowania aktywnych biatek enzyma-
, tycznych z komorek. .

W wyniku dotychczas stosowanych metod dezintegracji struktury komdrkowej i otrzymywania preparatow
enzymatycznych uzyskuje si¢ preparaty o daleko posunigtej denaturacji biatek enzymatycznych oraz niskiej
rozpuszczalnosci preparatu enzymatyczriego w substracie. Ponadto sposoby te nie pozwalajag na otrzymywanie -
preparatu enzymatycznego B — galaktozydazy o standartowej aktywnosci.

. Wedtug wynalazku B-galaktozydaze otrzymuje si¢ z biomasy drozdzy, ktdra rozprowadza sie woda, uzu-
petniona jonami potasu i magnezu, a uzyskana suspensj¢ komérek drozdzy dezintegruje si¢ za pomoca schtodzo-
nego acetonu lub alkoholu etylowego. Nastepnie z otrzymanego roztworu wydziela si¢ aktywne biatko enzyma-
tyczne jedng ze znanych metod, po czym traktuje si¢ eterem etylowym i acetonem, a wydzielone aktywne biatko
enzymatyczne dosusza sie.

Wedtug wynalazku preparat enzymatyczny B-galaktozydazy otrzymuje si¢ réwniez przez dezintegracje

mechaniczna biomasy drozdzy, rozprowadzonej woda, wzbogacona jonami potasu i magnezu. Po dezintegracji
komoérek drozdzy oddziela si¢ btony komérkowe, a aktywne biatko enzymatyczne utrwala przez zamrazanie,
liofilizacje lub suszy metoda rozpytowa, dostosowana do suszenia substancji biologicznie czynnyeh. -
’ Istotng zaleta sposobu wedtug wynalazku jest uzyskanie preparatu enzymatycznego B — galaktozydazy
o standardowej aktywnosci i wysokiej rozpuszczalnosci w substratach. Enzym ten jest przydatny do hydrolizy
laktozy nie tylko w mleku, ale i w serwatce, otrzymanej przy produkcji seréw i blalczanow Ponadto w opraco-
wanej metodzie stopienl denaturacji biatek enzymatycznych jest znikomy. ‘

* Badania wykazaty, ze B — galaktozydaza, otrzymana z komdrek drozdzy, wykazuje zblizong aktywnosc,
zaréwno gdy substratem jest roztwor czystej laktozy, jak i w przypadku gdy substratem jest laktoza, wystepujaca
w mleku.

Przedmiot wynalazku przedstawiony jest blizej w przyktadach wykonania.

Przyktad I Do wilgotnej biomasy drozdzy dodaje si¢ buforu fosforanowego o pH=6,5, zawierajacego
0,15% potasu oraz chlorku magnezu, zawierajacego 0,05% magnezu i doktadnie miesza w celu otrzymania jedno-
rodnej suspensji drozdzy. Do otrzymanej suspensji drozdzy ciagle mieszajac dodaje si¢ cienkim- strumieniem
aceton w temperaturze minus 20°C i zawarto$¢ przetrzymuje w temperaturze minus 18°C do minus 10°C przez
kilkanascie minut, okresowo mieszajac. Po tym okresie oddziela si¢ aktywne wydzielone biatko od pozostatego
roztworu przez odwirowanie. Oddzielone aktywne biatko ponownie rozprowadza si¢ schtodzonym acetonem,
natychmiast ponownie oddziela bfatko od acetonu. Uzyskane aktywne bialko enzymatyczne przemywa sie
eterem etylowym, a nastgpnie acetonem, po czym doktadnie filtruje i dosusza w temperaturze, nie przekracza-
jacej 20°C. Otrzymuje si¢ enzym B — galaktozydaze w postaci proszku o barwie kosci stoniowej. Przechowuje si¢
go szczelnie w zamknigtym opakowaniu w temperaturze 5°C. Aktywno$é enzymatyczna preparatu ustala si¢ po
uptywie tygodnia. Aktywnos¢ preparatu, otrzymanego weditug wynalazku, wynosi 20000 jednostek orto-ni-
tro-fenylo-beta-D-galaktopiranozydu (gam preparatu).

Przyktad II. Do wilgotnej biomasy dodaje si¢ wode z dodatkiem jonéw potasu o stezeniu 0,15%
i magnezu w ilosci 0,05% o pH=6,5 i doktadnie miesza w celu uzyskania jednolitego roztworu bez zawiesiny.
Cato$¢ schiadza sie mozliwie szybko do temperatury 1—3°C ipoddaje dezintegracji mechanicznej, uzywajac
urzadzeri pozwalajacych na maksymalne rozrywanie struktury komérkowej. Uzyskany roztwor po dezintegracji
komérek mozliwie jak najszybciej poddaje si¢ wirowaniu w celu oddnelema bton komdrkowych drozdzy od
roztworu, zawierajacego aktywne biatko enzymatyczne. _

W celu pelnego utrwalenia wyjsciowej aktywnosci obecnej w roztworze B — galaktozydazy roztwdr podda-"
je sie jednej z nastepujacych operacji: zamrazaniu, liofilizacji lub suszeniu rozpytowemu.

Zamrazanie prowadzi si¢ w temperaturzé od minus 20°C do minus 40°C w opakowaniach z tworzyw
sztucznych. Roztwdr przechowywany w stanie zamrozenia zachowuje dobra rozpuszczalno$¢ iwyjsciows
aktywnos¢ enzymatyczna, to jest 180 jednostek orto-nitro-fenylo-beta-D- galaktopiranozydu/gram preparatu.

Liofilizacj¢ prowadzi si¢ z dodatkiem nos$nikéw biatka enzymatycznego w postaci skrobi lub laktozy,
wzyskujac preparat enzymatyczny, ktory przechowywany w temperaturze S°C zachowuje aktywnosc 10000

~ jednostek orto-nitro-fenylo-beta-D- galaktopiranozydu/gram preparatu.

Suszenie rozpylowe prowadzi si¢ z dodatkiem nosnikéw biatka enzymatycznego przy uzyciu suszarek,
pozwalajacych na petne zachowanie aktywnosci enzymatycznej preparatu. Wysuszony preparat B-galaktozydazy
w postaci proszku wykazuje 80% rozpuszczalnosci i przechowywany w temperaturze 5°C zachowuje aktywno$é
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12000 jednostek orto-nitro-fenylo-beta-D- galaktopiranozydu/gram preparatu.

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b otrzymywania preparatu enzymatycznego B-galaktozydazy,znamie nn y ty m, Ze biomasg
drozdzy rozprowadza si¢ woda, wzbogacona jonami potasu i magnezu, nastgpnie uzyskana suspensj¢ komorek
drozdzy dezintegruje si¢ za pomoca schtodzonego acetonu lub alkoholu etylowego, a z otrzymanego roztworu
wydziela si¢ aktywne biatko enzymatyczne jedng ze znanych metod, po czym traktuje si¢ eterem etylowym
i acetonem, a wydzielone aktywne biatko enzymatyczne dosusza sig.

2. Sposéb otrzymywania preparatu enzymatycznego B-galaktozydazy, znamienny tym, Ze rozpro-
wadzong biomase drozdzy w wodzie z dodatkiem .jonéw potasu imagnezu dezintegruje si¢ mechanicznie,
nastepnie oddziela btony komdrkowe, a aktywne biatko enzymatyczne utrwala przez zamrazanie, liofilizacj¢ lub
suszy metoda rozpytowa, dostosowana do suszenia substancji biologicznie czynnych.



	PL107655B1
	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS
	DESCRIPTION


