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Sposéb przygotowywania poiywki do symtezy izomerazy glukozowej

Przedmiotem wynalazku jest sposOb przygotowywania pozywki do syntezy izomerazy glukozowej przy
zastosowaniu bakterii z rodzaju Streptomyces. Enzym ten ma zastosowanie przy produkcji fruktozy i
charakteryzuje si¢ 2zdolnoscig przeksztaicania glukozy w fruktoz¢. Syntetyzowany jest w warunkach hodowli
wglebnej przez szereg bakterii promieniowc6éw, migdzy innymi przez okreflone szczepy z rodzaju Streptomy-
ces bacillus, Actinoplanes i inne.

W produkcji izomerazy glukozowej metoda wgikbng stosowane s§ pozywki, w skiad ktérych wchodzg
giéwnie: ksyloza, ksylon oraz surowce naturalne, stanowigce Zrédto ksylozy, ktéra speinia rol¢ induktora
wytwarzania tego enzymu. Znane s3 tak2e po2zywki z ograniczong iloécig ksylozy, lecz wowczas stosuje si¢
odpowiedniec mutanty drobnoustrojéw, u ktérych zdolno$¢ syntezy izomerazy glukozowej _mt genetycznie
uwarunkowana. Tak na przykiad wedlug sposobu podanego w opisic patentowym RFN nr 2001 627 do
syntezy izomerazy glukozowej za pomocg mutanta Flavobacterium arborescens NRRLL—11,022 stosuje si¢
pozywke, w ktdrej sklad wchodzi hydrolizat biatka zwierz¢cego Bacto-Tryptone (firmy Dioco), 1% wyciqgu
namoku kukurydzanego, 1% fosforanu potasu dwuzasadowego 1% fosforanu potasu jednozasadowego
oraz odpowiedni weglowodan w ilosci 2%.

W szwajcarskim opisic patentowym nr 576 523 podany jest skiad pozywkido symctyzowama izomerazy
glukozowe;j dla szczepu Streptomyces olivochromo-genes. W skiad tej pozywki wchodz: 1% ksylozy, 0,1%
glicyny, 2% syropu kukurydzianego, 3,6% namoku kukurydzianego, 0,2% NHWNO,; i 0,003%
MgSO.X7H0. '

Natomiast w opisic patentowym Standw Zjednoczonych Ameryki nr 3616 221 przedstawiono spos6b
syntetyzowania izomerazy glukozowej przy pomocy szczepu Streptomyces albus w pozywce zawierajacej: 1%
ksylozy, 2% enzymatycznego hydrolizatu kazeiny, 1% MgSO«X7H,0, 0,024% COCl;X6HO i
0,3% K;HPO.. :

Znane i opisane w literaturze przedmnotu pozywki przéznaczone do hodowli drobnoustrojéw majacych

zdolno$¢ syntetyzowania izomerazy glukozowej s3 na ogét bardzo drogie, co w duzym stopniu rzutuje na =

ekonomikg¢ procesu otrzymywania preparatu. Celem wynalazku jest wigc opracowanie sposobu przygotowy-
wania podloza do syntetyzowania enzymu izomerazy glukozowej w oparciu o odpadowe surowce roflinne,
stanowigce jednoczes$nie Zrédio ksylozy. Po przeprowadzeniu badaf empirycznych stwierdzono, ze cel ten
mozna osiagnal, stosujac zarébwno do przygotowywania materiatu posiewowego, jak i do samej syntezy
izomerazy glukozowej pozywke zawierajacg jako Zrédio weglowodanéw i jednoczeénie skiadnik 6w stymulu-
jacych wzrost drobnoustrojéw enzymatyczne hydraolizaty nieuzytecznych odpadéw przemystu miynar-
skiego, zwane potocznie pylami zbozowymi.
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Sposob postgpowania wedtug wynalazku jest nast¢pujacy: Pyly zbozowe nawilza si¢ wodg korzystnie w
stosunku |:5i ogrzewa do temperatury okoto 120°C w ciggu 30-60 minut, utrzymujac temperaturg na tym
samym poziomie. Nast¢pnie po schlodzeniu do temperatury 50-80°C, optymalnej dla dzialania okreslonego
enzymu, korzystnie 70°C, dodaje si¢ enzym — a-amylazy lub enzym celulolityczny lub enzym pektynolity-
czny lub enzym z grupy hemicelulaz w ilo$ci od 0,1-4% w przeliczeniu na sucha mas¢ surowca. Wymienione
enzymy, otrzymane w drodze mikrobiologicznej, moga by¢ dodawane badZ w postaci cieczy pohodowlanej,
badZ w postaci roztworow enzymatycznych, badz? tez w postaci proszku. Z kolei calo$¢ schiadza si¢ do
temperatury pokojowej i oddziela si¢ czgéci stale od cieczy. Hydroliz¢ enzymatyczng prowadzi si¢ przez
0,5-1,5 godziny.

Qtrzymany hydrolizat w przypadku hodowli inocularnych wzbogaca si¢ namokiem kukurydzianym,
peptyng flub ekstraktem drozdzowym oraz solami mineralnymi, a w przypadku hodowli produkcyjnych
dodaje si¢ nieznaczng ilo$é ksylozy i koryguje si¢ pH do wartosci 6,8-7,5, korzystnie 7,0. Po rozlaniu do kolb
sterylizuje si¢ w temperaturze 110-120°C przez 30-60 minut.

Kolby lub fermentory szczepi si¢ zawiesing bakterii z rodzaju Streptomyces i prowadzi si¢ hodowl¢ w
warunkach aerobowych w temperaturze 25-35°C, w czasie od 15 do 40 godzin. Po zakoficzeniu procesu
biomas¢ oddziela si¢ od cieczy i poddaje si¢ dalszej obrObce, zmierzajacej do stabilizacji aktywnosci
izomerazy glukozowej. :

Przyktad. (dla pozywki inocularnej). Do 1 litra wody wodociggowej dodaje si¢ 100 graméw pyléw
zbo2owych, ustalajgc pH $rodowiska na pozomie 6,2. Calo$¢ podgrzewa si¢ do temperatury 117°C utrzymu-
jac jg w ciagu 30 minut. Nast¢pnie po schiodzeniu catodci do temperatury 70°C dodaje si¢ enzymu a-amylazy.
Hydroliz¢ enzymatyczng prowadzi si¢ w ciggu 45 minut po czym tak przygotowang zawiesing podgrzewa si¢
a2 do zagotowania i po ostudzeniu do temperatury pokojowej oddziela si¢ na wiréwce czgéci state od cieczy.

Plynny hydrolizat stanowi produkt koncowy procesu, ktéry — po uprzednim skorygowaniu pH do
wartosci 7,4 i dodaniu namoku kukurydzianego oraz soli mineralnych — sterylizuje si¢ w temperaturze
121°C w ciqggu 60 minut.

Zastrzezenia patentowe

1. Spos6b przygotowania pozywki do syntezy enzymu izomerazy glukozowej przy uyciu bakterii
Streptomyces, znamieany tym, ¢ jako ghowny skiadnik pozywki stosuje si¢ odpady przemystu mlynarskiego,
zwane pylami zbozowymi, ktére po nawilzeniu, ogrzaniu do temperatury okoto 120°C w ciggu 30-60 minut i
nast¢pnie ochlodzeniu do temperatury 50-80°C poddaje si¢ hydrolizic enzymatycznej w ciggu 0,5-1,5
godziny, dodajgc enzym a-amylazy lub celulolityczny lub pektynolityczny lub enzym z grupy hemicelulaz lub
mieszaning tych enzymoéw w ilodci 0,1-4,0% w przeliczeniu na suchg mas¢ surowca, po czym po czym po
zakonczeniu procesu i ochlodzeniu tak otrzymanego hydrolizatu do temperatury pokojowej oddzicla si¢
wyciag od czedci statych i koryguje pH do wartodci 6,8-7,5, korzystnie 7,0.

2. Spos6b wedlug zastrz. |, zaamienmy tym, z¢ w przypadku przygotowania pozywki dla hodowli
inocularnych wzbogaca si¢ otrzymany hydrolizat namokiem kukurydzianym oraz solami mineralnymi.

3. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienay tym, ze w przypadku przygotowywania pozywki dla hodowli
produkcyjnych wzbogaca si¢ otrzymany hydrolizat nieznaczng iloscig ksylozy.
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