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Sposéb otrzymywania enzyméw, zwlaszcza proteolitycznych

Przedmiotem wynalazku jest spos6b otrzymywania enzyméw, zwtaszcza proteolitycznych, na drodze
biosyntezy za pomoca grzybdéw nitkowatych zrodzaju Aspergillus, majacych zastosowanie miedzy innymi:
w przemysle piwowarskim, piekarniczym, paszowym, rybnym, farmaceutycznvm, garbarskim,

Enzymy proteolityczne stanowia kompleks, sktadajacy sie gtéwnie z proteinaz i peptydaz, i nale2q do
grupy hydrolaz, katalizujgcych wigzania peptydowe,

Znane sy sposoby wytwarzania enzyméw na drodze biosyntezy metoda hodowli powierzchniows] ..

i wgtebnasj, przy czym coraz czesciej stosuje sie metode wgtebng. -

Wed+fug znanych metod hodowli wgtgbne] po2ywke, zawierajaca #rédta wegla, azotu oraz sole mlnuralno,
sterylizuje sie pod cisnieniem na przyktad w fermentorach, a nastepnie chtodzi do temperatury optymainej dla
rozwoju uZytego organizmu, po czym szczepi przygotowanym uprzednio inoculum i prowadzi sie biosynteze
przy statym napowietrzaniu i mieszaniu érodowiska hodowlanego. .

Pozywki ciekte, stosowane do biosyntezy enzyméw proteolitycznych metodq wgtebnq, zawierajq zwykle

jako zrédto wegla: otreby pszenne lub ryzowe, melasg, a jako 2rédto azotu: ekstrakty kukurydziane, dro2dtowe

lub miesne, make rybna, mocznik, peptony i kietki jeczmienne.

| tak na przyktad wedtug sposobu, opisanego w opisie patentowym St. Zjedn. Amerykl nr 2848371, do
biosyntezy enzyméw proteolitycznych 2a pomoca szczepu Aspergillus saitoi, Aspergillus usamii i innych czarnych
szczepbw 2 rodzaju Aspergillus stosuje sig pozywke cloktq, nwloralch w stosunku do ulyte] wody: 2% otrab
pszennych i 2% odttuszczonej sol.

Wedtug innego sposobu, opisanego w opisie patentowym francuskim nr 1481031, biosyriteze enzyméw
proteolitycznych za pomoca grzyba Aspergillus niger var. macrosparus prowadzl si@ w potywce, zawierajgce]

skrobig, namok kukurydziany, make sojowa oraz ryt.

et

Znane i opisane w literaturze podywki sq drogie, a ponadto ich przygotowanie, mugolnlow skall przemy-
+ stowe], moZe nastreczaé trudnosci technologiczne. _ .
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Celem wynalazku jest opracowanie prostego, nadalgcego sig szczegdinie do stosowania w skali przemysto-
we] sposobu biosyntezy enzyméw na drodze hodowli wgtebnej grzybéw nitkowatych z rodzaju Aspergillus
w warunkach aerobowych w pozywkach, opartych na tanich | tatwo dostepnych surowcach przy jednoczesnym
zapewnieniu maksymalnej aktywnosci enzyméw oraz ustalenie warunkéw blosyntezy w skréconym czasie
hodowli. :

Stwierdzono, Ze cel ten mozna osiagnaé stosujac, zaréwno do przygotowania inoculum, jak i do samej
biosyntezy enzyméw, zwtaszcza proteolitycznych, poiywke, w sktad ktérej obok otrab pszennych i soli
minerainych wchodzg zarodki zbozowe, ktére znacznie podnoszg aktywno$é enzyméw oraz przyspieszajq proces
hodowli. W tym celu przygotowang poZywke o nastepujacymn sktadzie procentowym w stosunku do uzyte}
wody: 1—6% otrgb pszennych, 0,1-4% soli mineralnych, oraz 0,1—5% zarodkéw zboZowych, zakwaszong do
poziomu pH w granicach 3—6, szczepi sig¢ zawiesing grzybni Aspergillus, wyhodowang na wy2ej przedstawionej
potywce, dodang w ilosci 5—12% w stosunku do ilosci pozywki produkeyijnej i prowadzi sie proces biosyntezy
w temperaturze 25—35°C przez 48—120 godzin przy statym napowietrzaniu i mieszaniu $rodowiska hodowlane-
go. : .
Po zakoficzeniu procesu grzybnie oddziela sie od ptynu, klaruje i zageszcza na przyktad na wyparce
cienkowarstwowe| i wytrgea w znany sposdéb aktywne biatko. Otrzymany w takie] postaci enzym stanowi
produkt koricowy procesu, ktéry odznacza sig aktywnoscia w granicach 200 000—500 000 JH/g.

, Przyktad. Do 10 litrbw wody wodociagowej dodaje sie¢ 0,5 kg otrgb pszennych, 0,4 kg zarodkéw

zbotowych, 0,3 kg chlorku sodu oraz 0,01 kg fosforanu amonu i ustala pH érodowiska na poziomie 5,5 przez
dodanie kwasu siarkowego. Nastepnie pozywke sterylizuje sie w fermentorze pod ciénieniem 0,6 at w ciagu 40
minut i po ochtodzeniu szczepi zawiesing grzybni Aspergillus niger, w iloéci 6%, wyhodowang w kolbach
Erlenmayera. . ]

Hodowle wgtebng prowadzi sig w temperaturze 36°C przy ciagtym napowietrzaniu i mieszaniu w ciggu
80 godzin, Po zakoriczeniu hodowli grzybnie oddziela sig przez wirowanie, ptyn kiaruje na filtrze i zageszcza na
wyparce cienkowarstwowsj, a nastgpnie wytraca blatko za pomocq etanolu.

Zastrzeienia patentowe

1.Sposdb otrzymywania enzyméw, zwlaszcza proteolitycznych, metody hodowli wgtebnej grzybéw
" nitkowatych z rodzafu Aspergilius w warunkach aerobowych, znamienny tym, 2eJako pgdtota hodowla-
ne do przygotowania inoculum | jako podtoZe do biosyntezy enzyméw stosuje sig pozywke w postaci zawiesiny
wodnej, w ktérej sktad wchodzq otrgby pszenne, zarodki zbo2owe oraz sole mineralne, przy czym biosyntez¢
enzyméw prowadzi sig przy poziomie pH pozywki, ustalonym w granicach 3—8 i temperaturze 26-36°C, przy
ciggtym napowietrzaniu | mieszaniu drodowisks hodowlanego, dostosowanym do stanu fizjologicznego, organiz-
mu, przez 48-120 godzin,

2.Sposdb wedtug zestrz. 1, znamienny tym, 2e stosuje si¢ potywkq, w ktére] sktad wehodzl,
w stosunku do u2yte] wody: 1-6% otrab pszennych, 0,1-6% 2srodkéw zbozowych oraz 0,1—4% sktadnikéw
‘mineralnych. o

Prac. Poligraf, UP PRL nektad 120418
Cena 10 2¢



	PL93902B2
	BIBLIOGRAPHY
	CLAIMS
	DESCRIPTION


