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SPOSOB IZOLOWANIA NOWEGO ENZYMU POCHODZENIA MIKROBIOLOGICZNEGO
O WLASNOSCIACH KOAGULUJACYCH KAZEINE MLEKA

Wynalazek dotyczy sposobu izolowanla nowego enzymu pochodzenia mikrobiologicznego
o wtasciwoéciach koagulujacych kazein¢ mleka z przeznaczeniem dla przemystu mleczarskiego
do produkcji seréw doJrzewaJjacych,

Zdolno$é do koagulacJi mleka wykazuJe wiele enzyméw pochodzenia zwlerzgcego, roSlinne-
go 1 mikrobiologicznego, Stosowany od dawna preparat podpuszczki izolowany z 20tgdkéw cie-
lat, Jest obecnie coraz trudnieJ dostepny. Wzrost produkcji seré6w twardych, Jak 1 ograni-
czenie uboju clelgt stwarza potrzebg poszukiwania substytutéw zwierzgced renniny. Knight
/Canad. J, Microbiol. 1966, 12, 420/ przebadal szereg grzybowych enzyméw posiadajacych
zdolnoé¢ do Scinania mleka, a wéréd nich tekich rodzajéw grzybéw Jak: Penicillium chryzo-
genum, Fusarium moniliforme i Byssochlamys fulva. JednakZe autor ten nle podat Zadnych
blizszych informacJi dotyczacych enzymu z Fusarium moniliforme, ani te2 skladu ptynu
hodowlanego.

Natomiast grzyb Byssochlamys fulva produkowal enzym o najwyzsze]J aktywnoscl koagulujg-
ceJ mleko 1 stal si¢ przedmiotem dalszych badan, Réwniez Endothia parasitica Jest odpowied-
nim grzybem produkujgcym w duzeJ 1lo$ci enzym, o wtasciwoSciach koaguluJacych kazeing
/3. L. Sardinas Appl. Microbiol, 1968, 16.248/, W Japonii w skali przemystoweJ stosuje sig
preparat enzymu z plesSni Mucor pusillus. Zastgpujgcy podpuszczkg preparat "Fromazy" produ-
kowany Jest we Francji z Mucor miehei., W USA firma Pfizer produkuje podobny enzym z Endo-
thia parasitica,

Dotychczas znane sposoby postg¢powania prowadzgce do wytworzenia enzyméw koagulujacych
mleko sg przedstawione w opisach patentowych USA nr 2 936 265; nr 3 151 039; nr 3 275 453.
W opisanych w nich sposobach post¢powania enzymy koagulujace kazeing mleka otrzymywano
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2 grzybéw-redzaju Endothla-parasitlea-lub Mucer pusillus Lindt, i proces ich produkcli po- :
lega na hodowli tych grzybéw w Srodowisku zawieraJacym Zrdédio wqglowodanéw.-azotu i1 nieorga-
nicznych soli, w odpowiednim pH i temperaturze,

Znany Jest Jedynie sposéb hodowania grzyba z Fusarium moniliforme Sheldon /M. Kolaczko«—
ska, A, Polanowskl, St, Czaplifiska; Hod. Ro$l., Akl. Nas. 198C, 24, 1/. Natomiast nie Jest
'znany sposéb wyodr¢bnienia enzymu z ptyndéw pohodowlanych Fusarium moniliforme Sheldon,
Wzrost grzyba Fusarium moniliforme prowadzono na ptynneJ pozywce mineralno-organicznej
o skiadzie g/1: mgka sojowa - 2,0, KH 5F0, = 1,0, MgSO, x 7H,0 - 0,5, glukoza - 10.0,

CaCI2 x 6H20 - 0,05 o pH 5,0, ktdérg zakazano wodng zawiesinq zarodnikéw w ilodci 30 x 10 /1
Pozywkg wytrzgsano w temp, 30° C, - przez 4 dnl, a nastgpnie wirowano przez 20 minut przy 3 tys.
obrotdéw/minutg. Otrzymany pryn chociaz koaguluje kazeing mleka, nie nadaje sie do wytwarzanla
serdw, gdyz wykazuje niskg aktywnosé /34 j/ml/.

Celem wynalazku Jest otrzymanie enzymu pochodzenia mikrobiologicznego nadajgcego si¢ do
produkcJi seréw doJrzewajgcych, a wigc preparatu wysokoaktywnego 1 dajacego wtasciwg konsy-
stencJ¢ skrzepéw kazelny mleka nadajacych sig¢ do ich dalsze] obrébki,

Istota wynalazku polega na wykorzystaniu ptyndéw pohodowlanych z Fusarium moniliforme
Sheldon i wyodrg¢bnieniu z nich wytworzonego aktywnego enzymu. Sposcbem weditug wynalazku
plyn pohodowlany kontaktuje sig z kationitem zwtaszcza takim Jak CM-Sephadex C 50 lub C 25,
Cm celluloza, SP-Sephadex C 50 lub 25, a nast¢pnie zaadsorbowany enzym eluuje si¢ buforem
octanowym 0,05 - 1,0 Mo pH 4,4 - 4,6 =zawierajacym 0,2 - 0,4 M NaCl, korzystnie 0,1 M bu-
forem octanowym o pH 4,4 zawierajacym 0,3 M NaCl. -

Enzym uzyskany z hodowli grzyba Fusarium moniliforme charakteryzuje si¢ nast¢pujacymi
wtasciwodclami fizyko-chemicznymi: cig2ar czgsteczkowy jego wynosi 38,000, punkt izoelek-
tryczny 4,9, zbudowany Jest z 321 amipokwaséw 1 nalezy do typu aspartylowych proteinaz.
Izolowanie enzymu koaguluJacego kazeing mleka wediug wynalazku, zostanie blizeJ obJjasnione
w przyktadach wykonania.

Przyktad 1. 15 1 odwirowanego ptynu po 4-dnioweJ hodowli grzyba Fusarium moni-
liforme Sheldon doprowadzono do pH 4,4. Do ptynu dodawano CM-Sephadex C 50 zrdéwnowazony
0,1 M buforem octanowym o pH 4,4 w 1loSci 2 g/l1. AdsorpcJe przeprowadzono w zlewce w tempe-
raturze pokoJjoweJj, przy clagtym mieszaniu przez 1,5 godziny. Nastgpnie ptyn po przesgczeniu
na leJku Blichnera, przez pdjedyficza warstwg fliseliny, przy uzyciu pompy wodne], odrzucano.
Niezaadsorbowane bialka, pozbawione aktywnoéci koagulujgcej, wymywano z CM-Sephadex 0,1 M bu-
forem octanowym o pH 4,4 a2 do zaniku reakc)i na biatko, Obecno$é biatka kontrolowano przez
odczyty na spektrofotometrze przy 280 nm. Zaadsorbowany na kationicie enzym eluowano przez
wzrost sity JonoweJj.

¥ tym celu zasto=owano O, 1 M bufor octanowy o pH 4,4 z 0,4 M NaCl. FrakcJe o ekstyncji
przy 280 nm powyzeJ 0,2 taczono i oznaczono aktywno$é koaguluJjacq wg fou, Tamura /Bioch.
Bioph, Acta. 1969, 171, 138/. W tak przedstawionym postgpowaniu uzyskano preparat o Wyso-
kieJ aktywnosci koagulujacej okolo 2000 J/ml, nadajacy sle do produkc)i seréw dojrzewajg-
cych, CM - Sephadex stosowany do adsorpcJi enzymu po regeneracJji polegajacej na przemyciu
0,1 M NaOH, 1 M NaCl i zawieszaniu w buforze, nadaje si¢ do wielokrotnego uzycia. Z 15 1
plynu pohodowlanego otrzymuje si¢ takg 1lo$é, ktéra wystarcza do skoagulowania okolo 50 1
mleka, Z takieJ porcji mleka mozna wyprodukowaé 2-3 seréw twardych o wadze okolo 2 kg kazdy.

Przyk?tad II, Powtérzona jJest procedura przyktadu I. Ré2nica polega na zasto-
sowaniu innego kationitu, a mianowicle SP-Sephadex C 50, Zaadsorbowany enzym eluuae sig
0,05 M buforem octanowym o pH 4,6 zawlera)acym 0,2 M NaCl,
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Sposéb i1zolowania nowego enzymu pochodzenia mikrobiologicznego o wtasnos$ciach kKougulu-
Jacych kazelng mleka, nadajacego si¢ do produkcji serdéw doJrzewajacych, zn amienny
t y m, 2e plyny pohodowlane z Fusarium moniliforme Sheldon kontaktuje sif¢ z kationitem
zwtaszcza takim Jak CM-Sephadex C 50 lub C 25, Cm celluloza, SP-Sephadex C 50 lub C 25,

a nast¢pnle zaadsorbowany enzym eluuje sie buforem octanowym 0,05 - 0,1 M o pH 4,4 - 4,6,
zawlerajacym 0,2 - 0,4 M NaCl, korzystnie 0,1 M buforem octanowym o pH 4,4 zawierajg-
cym 0,3 M NaCl,
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