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1 
Изобретение относится к производст-

ву микробиальных заменителей сычужно-
го фермента для сыродельной промышлен-
ности. 

Известен способ получения фермента 
медицинского назначения Руделнна, пре>- 5 

^усматривающий культивирование проду-
цента Лоб5и 1а 4есо)огаПБ (штамм 2) на 
жидкой питательной среде, в состав ко-
торой вводят 5,0-20 г/л кукурузной 
муки. После осаждения эталоном белко-
вый раствор смешивают с фракциониро-
ванной микрокристаллической целлюло-
зой из расчета 8,5-11,5 г/л и фильтру-
ют с использованием нетканых материа-
лов ич полипропилена, а фильтрат под- " 
вергают ультрафильтрации £1] . 

Недостаток известного способа -
сложность технической схемы, обуслов- ^ 
ленная необходимостью получения высоко-
активного препарата, а также низкая 
эффективность процесса ультрафильтра-
ичи водных экстрактов фермента. 

2 
Наиболее близким к предлагаемому 

по технической сущности является спо-
соб получения молокосвертывающего фер-
ментного препарата Руссулин, предус-
матривающий культивирование его проду-
цента ftussula decolorans (штамм 2) на 
жидкой питательной среде, содержащей 
источники углерода, азота, необходим 
ше минеральные соли в условиях аэра-
ции с последующим выделением целевого 
продукта из фильтрата культуральной 
жидкости и его сушкой [ 2 ] . 

Недостаток известного способа — 
его низкая эффективность и небольшой 
выход фермента. 

Целью изобретения является упроще-
ние способа и увеличение выхода фер-
мента . 

Поставленная цель достигается тем, 
что согласно способу, предусматриваю-
щему культивирование его продуцент» 
Russui a idecblorans (штамм 2) на жид-
кой питательной среде, содержащей ис-
тоняики'углерода, 'азота, необходимые 
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минеральные соли в условиях аэрации 
с последующим выделением целевого про-
дукта из фильтрата культуральной жид-
кости и его сушкой, выделение фермент-
ного препарата проводят путем ультра-
фильтрации фильтрата культуральной 
жидкости до содержания сухих веществ 
4-6% с последующей распылительной 
сушкой ультраконцентрата при рН 5 ,0 -
5,5, причем для мембран на основе аце-
тата целлюлозы рН ультрафильтрации ус -
танавливают 5 ,5 -5 ,7 . 

Кроме того, при содержании фермента 
в грамме сухих веществ фильтрата куль-
туральной жидкости 30-60 тыс. ед. по-
лученный ультраконцентрат диафильтру-
ют водой с рН, равным рН ультраконцен-
трата, до удельной активности фермента 
125-130 тыс. ед./г с последующей ульт-
рафильтрацией диаконцентрата или его 
непосредственной подачей на сушку. 

Технология способа состоит в сле-
дующем . 

Культура высшего базидиального гри-
ба Russule decolorans (штамм 2) выра-
щивается на питательной среде, содер-
жащей, %: кукурузная мука 1,0-1,8; 
гидролизные дрожжи 0 ,2 -0 ,3 ; калий 
хлористый 0,1; калий фосфорнокислый 
одноэамещенный 0 ,4-0,06; калий фосфор-
нокислый двухзамещенный 0,02—0 ; 
магний сернокислый 0,05-0,07; натрий 
азотнокислый 0-0 ,3 ; рН питательной 
среды 5,3-5 ,5 , температура фермента-
ции 25-26°С, избыточное давление 0,03-
0,05 МПа, подача стерильного воздуха 
в количестве 0,5 объема на один объ-
ем среды в минуту. Продолжительность 
процесса ферментации 110-150 ч. 

После ферментации получаем культу-
ральную жидкость с грибным запахом, 
светло-коричневого цвета., имеющую во 
взвещенном состоянии гифы мицелия гри-
ба в виде шариков или нитей различной 
величины в количестве 4-7 г/л, рН 3,5-
5,0; молокосвертывающая активность 
^МА) 400-200 ед/мл. Культура гриба 
охлаждается до 18-20°С и освобождает-
ся от мицелиальной массы фильтрацией 
через плотную ткань типа "бязь" . От-
деленную от культуральной жидкости 
биомассу сушат с целью ее дальнейшего 
использования в сельском хозяйстве, а 
фильтрат подвергают очистке от взве-
шенных частиц сепарированием с после-
дующей его холодной стерилизацией че-
рез асбестоцеллюпозные пластины мар-
ки СФ, причем для мембран на основе 
аиетата целлюлозы /'например, полимер-

20 

25 

иые пленки типа "Владипор" маркц УАМ-
'100? перед сепарированием фильтрат 
культуральной жидкости доводят кон-
центрированным раствором МаОН до рН 

$ 5,5-5,7. 
Фильтрат культуральной жидкости 

после предварительной обработки с со-
держанием сухих веществ 0,4-0,6%, 
ХПК 1300-I500 мг02/л подают на ульт-

»0 рафильтрацию через полупроницаемые 
мембраны, на 98-100% задерживающие 
молекулы фермента Руссулин, например 
мембраны марки УАМ-100. Во избежание 
термической инактивации фермента тем-

15 пература фильтрата культуральной жид-, 
кости в процессе ультрафильтрации 
поддерживается равной 18-20°С. 

Ультрафипьтрацию проводят до содер-
жания сухих веществ 4-6%. При этом в 
ультрафильтрат проходит 95-98% всего 
объема фильтрата культуральной жидкос-
ти, 50-70% низкомолекулярных соедине-. 
ний и балластных белков, в результате 
чего удельная активность фермента воз-
растает в 2-3 раза. 

Если начальное содержание фермента 
в грамме сухих веществ фильтрата куль-
туральной жидкости 60-100 тыс. ед/г, 
ультраконцентрат доводят ледяной уксус 
ной кислотой или концентрированным 
раствором едкого натра до*рН 5,0-5,5 
и подают на распылительную сушку с тем 
пературой на входе 120-130^0, на выхо-
де 60-70°С, причем ультраконцентрат, 
полученный на ацетатцеплкшоэных мемб-
ранах подается на сушку непосредствен-
но после ультрафильтрации. После суш-
ки получают мелкодисперсный, однород-

- *ный порошок светло-коричневого цвета, 
1 г которого растворяется в течение 

40 10 мин в 100 мл воды при 35°С, что 
соответствует требованиям, предъявля-
емым сыродельной промышленностью к 
микробиальным заменителям сычужного 
фермента. Препарат стандартизуют по-

45 варенной солью до МА. 100 + 5 тас. ед/і 
а ультрафильтрат, имеющий ХПК 400 -
500 мг02?л и СВ 0,3-0,6%, частично 
используют для приготовления исходной 
питательной среда или подают на биоло-

50 гическую очистку. 
Если начальная удельная активность 

фильтрата культуральной жидкости со-
ставляет 30-60 тыс. ед/г, полученный 

.ультраконцентрат диафильтруют водой 
$5 с рН, равным рН ультраконцентрата, 

до удельной активности фермента 125-
130 тыс. ед/г. Диаконцентрат допол-
нительно ультрафильтруют до СВ 4-6% 

30 

33 
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ультрафильтрата (выход фермента на 
стадии дополнительной ультрафильтрации 
98%^. Ультрафильтрот подают на распы-
лительную сушку, в результате которой 
получают 126 г ферментного препарата $ 
с МА 105 тыс. ед/г (выход фермента 
на стадии сушки 72%), а диафильтрат и 
оба ультрафильтрата смешивают (ХПК-
смеси 390 мг 0 2/л, СВ 0,38%) и направ-
ляют на биологическую очистку. Общий <0 
выход фермента 65% (с дополнительной 

74 8 
ультрафильтрацией 60%), выход фермент-
ного препарата по весу в пересчете на 
стандарную активность составляет 
1,7 г/л культуральной жидкости. 

Применение ультрафнльтрацни с по-
следующей распылительной сушкой ульт-
раконцентрата в технологии получения 
молокосвертывающего ферментного пре-
парата Руссулин позволит увеличить вы-
ход фермента и снизить затраты на его 
производство. 

Стадии получения ферментно-
го препарата 

Выделение препа-
рата методом осаж-
дения 

Веделекие препара-
та методом ультра-
фильтрации 

• Выход по 
МА на ста-
дии, % 

Общий 
выход по 
МА, % 

Выход по 
МА ста-
дии, % 

Общий 
выход по 
МА, % 

Предварительная обработка 
перед вакуум-выпариванием 
(отделение мицелия гриба, 
сепарирование) 97-93 97-93 

Предварительная обработка 
перед ультрафильтрацией 
(отделение мицелия гриба, 
сепарирование, осветление) 95-92 95-92 а 

Вакуум-выпаривание фильтра-
та культуральной жидкости 90-80 87-74 - -

Ультра- и диафильтрация 
фильтрата культуральной 
жидкости — — 96-88 91-81 

Осаждение фермента эти-
ловым спиртом, отделение 
осадка, экстрагирование 
фермента водой 70-60 61-44 

• 

Лиофильная сушка концентра-
та 80-70 49-31 • -

Распылительная сушка кон-
центрата 75-70 68-57 ' 

Стандартизация, фасовка и 
упаковка готового продукта 99-98 48-30 99-98 67-56 

П р и м е ч а н и е : Данные по выходу промежуточных продуктов 
спиртоосажденного ферментного препарата взяты из опытно-промышленного 
регламента на производство ферментного препарата Ренниноруссулин 
Г 10 X, М., 1979. 
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Формула изобретения 

I . Способ получения молокосверты-
вакнцего ферментного препарата''Руссу-
лин, предусматривающий культивирова-
ние его продуцента Russula decolorans 
(штамм 2} на жидкой питательной среде, 
содержащей источники углерода, азота, 
необходимые минеральные соли в услови-
ях аэрации с последующим выделением 
целевого продукта из фильтрата куль-
туральной жидкости и его сушкой, 
о т л и ч а ю щ и й с я тем, что, с 
гель» упрощения способа и увеличения 
зыхода фермента, выделение ферментно-
го препарата проводят путем ультра-
фйльтрацни фильтрата культуральной 
жидкости до содержания сухих веществ 
- -65 с последующей распылительной 
хуткой ультраконцентрата при рН 5 ,0 -
5 , 3 , причем для мембран на основе аце 

5174 ю 
тата целлюлозы pH ультрафильтрации 
устанавливают 5,5-5,7. 

2. Способ по п. I , о т л и ч а -
ю щ и й с я тем, что при содержании 

$ фермента в грамме сухих веществ фильт-
рата культуральной жидкости 30 -
60 тыс. ед., полученный ультраконцент— 
рат диафильтруют водой с pH, равным 
pH ультраконцентрата, до удельной ак-

»© тивности фермента 125-130 тыс. ед,/г 
. с последующей ультрафильтрацией дна-

концентрата или его непосредственной 
подачей на сушку. 

Источники информации, 
15 принятые во внимание при экспертизе 

1. Авторское свидетельство СССР 
по заявке IP 2794095/28-13, 
кл. С 12 N 9/50, 1979. 

2. Авторское свидетельство СССР 
» 9 522230, кл, С 12 0 13/10, 1972 

(прототип). 
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СПОСІБ ОТРИМАННЯ МОЛОКОЗГОРТАЛЬНОГО ФЕРМЕНТНОГО ПРЕПАРАТУ 

РУСУЛІН 
Винахід відноситься до виробництва мікробних замінників сичужного ферменту для 

сироварної промисловості. 
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