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" Sposéb biotechnicznego wytwarzania preparatu enzymatycz-
nego, majacego glownie zdolnos¢ wytracania biatka mleka lub
dzialajacego przede wszystkim proteolitycznie

. 1

Przedmiotem wynalazku jest biotechniczny spo-
s6b wytwarzania preparatu enzymatycznego, wy-
tracajacego bialko . mleka albo wywierajacego
przede wszystkim dzialanie proteoli'tyczpe. En-
zym ten moze znalb2Z¢é zastosowanie przy pro-
dukeji ser6w: zamiast podpuszczki, w przemy-
§le pralniczym i przemys$le skérzanym, jak row-
niez i 'w medycynie.

-Istnieja wskazéwki  w literaturze, ze kazdy
enzym majgcy zdolno§é §cinania biatka w mileku
przejawia roéwnoczeSnie pewne dzialanie prote-
olityczne. Nie stwierdzono jednak dotychczas, ze
stosunek cbu tych komponentéw enzymu moze
by¢ zmieniany przez zmiane warunké6w hodowla-
nych podczas wytwarzania enzymu, a zwlasz-
cza przez zmiane skladu pozywki hodowlanej.

Wynalazek ma na celu opracowanie sposobu
wytwarzania preparatu: enzymatycznego, ktéry
glownie Scina bialko mleka lub wywiera przede
wszystkim dzialanie proteolityczne. Cechg spo-
sobu wedlug wynalazku jest to, Zze przez odpo-
wiednie przechowywanie mikroorganizméw wy-
twarzajacych' enzym i hodowanie inoculum w  ta-
kim samym §rodowisku, w jakim przechowuje
sie¢ mikroorganizmy, w nastepnym $rodowisku
produkcyjnym wuzyskuje sie zgodnie z wyna-
lazkiem enzym z wysoka wydajno$cia. Zmienia-
jac sklad Srodowiska produkcyjnego wytwarza
sie preparat silniéj S§cinajacy Dbiatko mleka
i o stabszych - wlaSciwosciach protealitycznych
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lub preparat o silnych wlaSciwoéciach proteoli-

‘tycznych i stabej zdolno$ci §cinania bialtka ‘mle-

ka.

Zmieniajagc warto§¢ pH S§rodowiska, w ktérym
stosuje sie preparat, mozna dalej zwiekszaé. lub
zmniejszaé ~proteolityczne dzialamie tego prepa-
ratu. Mianowicie, preparat wytwarzany sposobem
wedlug wynalazku wykazuje najsilniejsze dzia-
tanie proteolityczne przy stosowaniu go w §rodo-
wisku o warto$ci pH 6,0—8,5, podczas gdy w S§ro-
dowisku' o wartoS¢i pH 4,0—6,0 dzialanie pro-
teolityczne preparatu jest stabsze niZz 2dolno$é
§cinania bialka mieka.

Zgodnie z wynalazkiem jako S$rodowisko do
przechowywania bakterii grupy Mesentericus sub-
tilis, wytwarzajgcych preparat enzymatyczny
i jako érodowisko do przjgotow‘yWania szczepion-
ki stosuje sie odtluszczone Swieze -mleko. Dzieki
przechowywaniu w mleku mikroorganimméw wy-
twarzajacych enzym pobudza sie bowiem dzia-
tanie tych mikroorganizméw. W zaleznodci od
zadanej” skuteczno$ci enzymatycznej - preparatu
stosuje sie réiny sklad Srodowiska produkcyj-
nego. W celu wytwarzania preparatu, kiéry glow-
nie §cina biatko mleka, stosuje si¢ Srodowisko
produkcyjne zawierajace oprécz - odtluszczonego
Swiezego mileka $rute owsiana lub jeczmiennas,
otreby pszenne i sole nieorganiczne. Natomiast
przy wytwanzaniu enzymu o -dzialaniu- gtéwnie
proteolitycznym stosuje sie $§rodowfisko produk-
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cyjne zawierajace surowe ziemniaki, §rute jecz-
mienng, otreby pszenme, $rute owsiana, wywar
kukurydziany, krochmal ziemniaczany i s61 mi-
neralng.

Proces fermentacji prowadzi sie¢ jako hodowle
wglebng z zastosowaniem napowietrzania, przy
czym do tank6w fermentacyjnych doprowadza
sie w ciggu 1 minuty 0,25—0,50, a korzystnie 0,3
litra powtietrza na 1 litr roztworu hodowlanego,
- stosujac mieszadlo o 100—250, a korzystnie o 150
obrotach/minute i majgce S$rednice, ktérej sto-
sunek do $rednicy tanku 'wymosi 1:3. Roztwor
zawierajacy enzym odwirowuje sie i zageszcza
pod obnizopym ..ciSnieni w stosunku 1:8 do
1:14, 4§ korzystnie *17%10: {Preparat wedlug wyna-
lazku 't:osuje sie w p fci takiego koncentratu
lub tez wytraca sie enzym Znanymi sposobami
z roszoru potemhen’cacyp ego i suszy. Przy sto-
sowarmu spo:sohm‘ wynalazku wydajnosé
~enzymu juz po uplywie 28 godzin fermentacji
jest tak wysoka, ze proces ten nadaje sie na
skale przemystowa. Praktyka wykazala, Zze otrzy-
many sposobem wedlug wynalazku preparat en-
zymowy do stracania bialka mleka, zastosowany
do wytwarzania twarogu do celéw spozywczych,
przewyisza znany preparat pepsynowy.

Wynalazek jest blizej wyjasniony w nizej po-
danych przyktadach.

Przyktad I. Przyklad ten omawia wytwa-
rzanie na skale laboratoryjna preparatu enzy-
matycznego o dziataniu gléwmie Scinajgcym bial-
ko mleka.

Aktywny szczep bakterii grupy Mesentericus
subtilis posiewa sie na odtluszczone mieko i in-
kubuje jako hodowle stojaca w temperaturze
30°C. Po 30 godzinach inkubacji przesiewa sie
do kolb na trzesawce, zawierajacych r6éwniez
odtluszezone mleko. Gdy przy zaczynajgcej sie
peptonizacji mleka w hodowli trzesawkowej
osigga sie liczbe bakterii 108/ml, woéwezas. stosu-
je sie ten material jako inoculum dla $rodowi-
ska produkcyjnego © nastepujacym skladzie: 209
odtluszczonego mleka, 1% S&ruty owsianej, 1%
otrab pszennych, 1% $§ruty jeczmiennej, 0,01%
KH,POy4, 0,05% (NEy)2SOy, 0,01°/¢ MgSO4, maja-
cego warto§¢ pH po wy;alovwemu okoto 6,8.
Ilo§é materialu potrzebna do posiewu wynosi
19, Jako naczynia do fermentacji stosuje =sie
kuliste kolby stojace o mpojemno$ci po 500 ml,
zawierajace po 150 ml pozywki. Po posianiu in-
. kubuje si¢ hodowle w ciagu 24 godzin na trze-
sawce przy okolo 220 wstrzgsach na minute.
Nastepnie pobiera sie prébki i oznacza aktyw-
no§é Scinania biatka odtluszczonego mileka w za-
lezno$ci od czasu.

Przyklad II. Preparat enzymatyczny, maja-
cy przede wszystkim wtasSciwogci proteolityczne.
W celu ofrzymania enzymu o przewazajacym
dzialaniu proteolitycznym, postepuje si¢ w spo-
s6b podobny do opisanego w przykladzie I, ale
stosuje si¢ poiywke zawierajaca 1% §ruty jecz-
miennej, 0,8% otrab pszennych, 0,7% S&ruty
owsianej, 1,2% utartych surowych ziemniakéw
i 0,01% CaCl,.
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Przykiad III. Preparat enzymatyczny, ma-
jacy przede wszystkim zdolnos¢ wy'bracania bial-
ka mlecznego, wytwarzany na skale przemyslo-
wg. Jako naczynia fermentacyjne sbosuje: sie 500
litrowe tanki ze stali V2-A, w ktérych przygo-
towuje si¢ pozywke o podanym ponizej sktadzie
i stale mieszajgc za pomoca mieszadla o 150
obrotach/minute wyjatawia w  temperaturze
120°C w ciggu okolo 45 minut. Sklad pozywki:
1% $ruty jeczmiennej, 1% $ruty owsianej, 20%
odtluszczonego stodkiego mleka, 0,5 krochmalu
ziemniaczanego, 0,02°/0 CaCOg3, 0,019y MgSOy4, przy
czym warto§¢ pH po wyjalowieniu wynosi 65—
7,0, a przewaznie 6,8.

Po posiewie hodowla otrzymana w. spos6b opi-
sany w przykladzie I, w tanku znajduje sie ogé-
tem. 250 litré6w cieklej hodowli, ktérg  przewie-
trza sie przy ciaglym mieszaniu za pomocg mie-
szadla o 120 obrotach/minute. Ilo§¢é powietrza
mierzona przy odlocie wynosi 90 litréw/minute.
Powstawaniu piany podczas procesu fermentacji
zapobiega sie za pomocg olejéw lub tluszczéw
roflinnych albo zwierzecych lub odpieniaczy si-
likonowych. Najwieksza ‘zawarto$é enzymu osigga
sie po 18—28, a przewaznie po 24 godzinach.
Wowczas przesacza si¢ hodowle i przesgcz za-
geszcza dziesieciokrotnie lub bardziej, otrzymu-
jac odpowiedni dla przemystu mleczarskiego kon-
centrat o aktywno$ci 1:10000 do 1:20000, a prze-
waznie 1:12000, albo produkt strgcony o mocy
podpuszczkowej 1:100000.

Przyktad IV. Preparat enzymatyczny, ma-
jacy przede wszystkim dziatanie proteolityczne,
wytwarzany na skale przemystowsa. Powtarza sie
postepocwanie cpisane w przykladzie III, lecz sto-
suje sie pozywke zawierajacg 1% Sruty jeczmien-
n2j, 1% §ruty owsianej, 1% otrgb pszennych, 1%
utartych surowych ziemniakéw, 0,05 namoku ku-
kurydzianego o zawartoSci 50%0 suchej substancji,
0,2% glukozy i 0,01°/0 CaCly. Jako inoculum sto-
suje sie 20-godzinng hodowle trzesawlkowa na od-
tluszczonym mieku stodkim, Hodowla do posiewu
posiada przed posianiem brazowe zabarwienie,
a liczba bakKterii wynosi 3 X 108/ml. Korzystnie jest
utrzymywaé warto§¢ pH Srodowiska 6,5. Ilo§é po-
wietrza doprowadzanego w ciggu 1 minuty do
tanku o pojemno$ci 500 litré6w, wykonanego Zze
stali V2-A, przy 300 obrotach/minute mieszadla
wynosi 0,3 litra na 1 litr roztworu hodowlanego.

Po osiggnieciu maksymalnej zawarto§ci enzymu
przerywa sig fermentacje i oddziela ciecz hodow-
lang od bakterii, substancji zawieszonych i czeSci
stalych. Ciecz te zageszcza sie w lagodnych wa-
runkach, wytraca acetonem w temperaturze 4°C,
odsgcza i suszy. Wytrgcony produkt moze znalezé
nastepnie zastosowanie w przemy$le pralniczym
i paszowym. Do zastosowan medycznych prepara-
té6w enzyméw proteolitycznych konieczne sg dal-
sze stopnie oczyszczania. :

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b biotechnicznego wyfwarzania preparatu
enzymatycznego, majgcego gléwnie zdolnofé
wytrgcania bialka mleka lub dziatajacego prze-
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de wszystkim proteolitycznie, na drodze hodowli
bakterii z grupy Mesentericus subtilis w $ro-
dowisku odiywczym, znamienny tym, Ze jako
Srodowisko do przechowywania bakterii wy-
twarzajacych enzym i jako §rodowisko do przy-
gotowywania inoculum stosuje sig¢ odtluszczone
Swieze mleko, a enzym wytwarza sie w &rodo-
wisku produkcyjnym na drodze wglebnej ho-
dowli napowietrzmej, przy czym doprowadza
si¢ do tanku w ciagu 1 minuty korzystnie 30
litrbw powietrza na 100 litr6w roztworu ho-
dowlanego i miesza za pomocy mieszadia o ko-
rzystnie 150 obrotach/minute i majacego §re-
dnice, ktérej stosunek do $rednicy tanku wy-
nosi 1:3, po czym roztw6ér hodowlany zawie-
rajacy enzym odwirowuje sie i zateza pod
zmniejszonym cifnieniem w stosunku 1:14,
a korzystnie 1:10 lub wytraca enzym z roz-
tworu hodowlanego znang metodg i suszy.

10

2.

6

Spos6b wedlug zastrz. 1, znamienny tym, Ze
jako Srodowisko produkcyine do wytwarzania
preparatu majgcego gléwnie wilasciwosci $ci-
nania bialka mbaka stosuje sie mieszanine za-
wierajaca 20% odtluszczonego $wiezego mleka,
1% otrgb pszemnych, 1% $ruty jeczmiennej,
1% $ruty owsianej, 0,01% KH2P0.4, 0,05%
(NH,)3SO4 i 0,019 MgSOy,.

Sposéb wedlug zastrz. 1, znamienny tym, ze
jako Srodowisko produkcyjne do wytwarzania
preparatu majacego gléwnie wlasciwosci pro-
teolityczne stosuje sie mieszanine zawierajgcyg
1,5% utartych surowych ziemniekéw, 1% Sru-
ity jeczmiennej, 1% otragb pszennych, 1% §ruty
owsianej, 0,03% namoku kukurydzianego, 0,05
krochmalu ziemniaczanego i 0,02°% CaCl,.
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