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Hidtil ukendt a-amylase-pullulanaseenzym produceres af clostridium
thermohydrosul furicum-bakterier. Det opleselige enzym fremstilledes
ved at dyrke Clostridium thermohydrosul furicum-stammer. Maltose og

maltotriose kan fremstilles ud fra stivelse ved anvendelse af

enzymet.
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1) standards: glucose-maltoheptaosidis
2) amylose + 1X 1,24 h; 3) pullulanase + 1X 1,24 h;
4) corn starch + 1X 1,24 h; 5) corn starch - 1X 11,24 h;
6) corn starch + 10X 11,24 h;
7) corn starch + 10X 11,48 h; 3) standards:
qlucose - maltoheptaosidi.
1 and 11 are two homogenous fraotioss obtained in
enzyme purification.
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Opfindelsen angar et hidtil ukendt a-amylase-pullulanaseenzym 0g en
fremgangsmade til fremstilling heraf.

Glucoseenhederne i stivelse er hovedsagelig bundet til hinanden ved
hjelp af a-1,4-glucosidbindinger og danner lange kader. Ydermere har
stivelse a-1,6-glucosidbindinger, og der findes en sadan binding ved
hvert forgreningssted pa kaderne.

a-Amylaser spalter 1,4-bindinger i stivelse tilfeldigt langs kader-
ne, hvorimod B-amylaser spalter de samme bindinger ved de ikke-re-
ducerende ender af kaderne. Hvad angar pullulanaser, er de "afgre-
nings"-enzymer, som spalter 1,6-bindinger ved forgreningsstederne.

Maltosesirupper fremstilles ved hydrolysering af stivelse ved hj=2lp
af plante-g-amylaser eller ved at tillade en sukkerdannende skimmel-
svampe-a-amylase yderligere hydrolysering af en stivelse, som er
blevet gjort flydende ved anvendelse af bakteriel a-amylase. Ved
begge procedurer opnas der en maltosesirup, som indeholder ca. 60%
maltose. Maltoseudbytter, som er hgjere end disse, opnds under
anvendelse af p-amylase sammen med pullulanase. Maltosesirupper
anvendes hovedsagelig inden for slik- og bageriindustrier pa grund
af deres typiske, milde, sede smag, lave viskositet, lave hygrosko-
picitet og hgje termiske stabilitet.

Det er fordelagtigt for stivelseshydrolyseprocessen, hvis det
anvendte enzym er aktivt og stabilt ved hgje temperaturer. B-Amyla-
ser, skimmelsvampe-a-amylaser og kommercielt opndelige pullulanaser
fra Klebsielle pneumoniae og Bacillus sp. kan imidlertid ikke
anvendes ved tempereturer over 60°C. Det vil sdledes vare fordelag-
tigt at have et maltogent enzym med hgjere termostabilitet til
fremstilling af maltosesirup.

Hvis der anvendes flere enzymer ved hydrolyse af stivelse er det
almindeligvis nedvendigt at foretage kompromiser med hensyn til
aktivitetskravene til enzymerne eller alternativt at anvende enzy-
merne efter hinanden og at Jjustere processen derimellem. Under
hensyntagen til enkelthed og gkonomi ville det vere bedre, hvis et
enkelt enzym var tilstrekkeligt ved fremgangsmiden. Af denne grund
bgr det ideelle enzym, som anvendes ved fremstilling af
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maltosesirup, have flydendeggrende, sukkerdannende 0g
stivelsesafgreningsaktivitet.

Hyun og Zeikus (1985, J. Bacteriol. 49, 1168) undersggte nedbryd-
ningen af stivelse med Clostridium thermohydrosulfuricum-stamme E39
(ATCC 33223) isoleret fra den varme Octopus-kilde i Yellowstone
National Park i USA. Denne stamme producerede cellebundet pullula-

nase og glukoamylase, men ikke a-amylase. De prazparater, som blev
opndet fra stamme E39, hydrolyserede stivelse under dannelse af
glucose, uden at der blev observeret maltose, maltotriose eller
maltotetraose som mellemprodukter.

Det enzym, som er beskrevet i narvarende beskrivelse, er forskellig
fra de hidtil beskrevne amylaser, idet dette enzym er en amylase af
en helt ny type, a-amylase-pullulanase, hvori to adskilte enzymakti-
viteter, a-amylaseaktivitet og pullulanaseaktivitet, er til stede i
samme proteinmolekyle. a-Amylase-pullulanaseenzymet, som er beskre-
vet i den foreliggende beskrivelse, nedbryder stivelse til maltose
og maltotriose.

Fra beskrivelsen til EP patentansggning nr. 188.049 kendes et
pullulanaselignende enzym, som besidder a-amylaseaktivitet, til
hydrolyse af stivelse til maltose og maltotriose. Enzymet produceres
ud fra en stamme af slazgten Bacillus subtilis.

Enzymet ifglge narverende opfindelse er bl.a. forskelligt fra det
kendte pullanaselignende enzym ved at besidde et hgjere temperatur-
optimum og bedre termostabilitet. Dette er fordelagtigt ved hydro-
lyse af stivelse, idet processen forenkles og der opnds et mere
pgkonomisk resultat ved at anvende et enzym, der har flydendeggrende,
sukkerdannende og stivelsesafgreningsaktivitet samt hgj termostabi-
Titet.

Opfindelsen angar saledes et e¢-amylase-pullulanaseenzym, der er
ejendommeligt ved, at dets relative molekylvegt, som bestemt ved
polyacrylamidgelgradientelektroforese, er 185.000 + 40.000 i narvar-
else af natriumdodecylsulfat, at ét og samme proteinmolekyle har
bide a-amylaseaktivitet og pullulanaseaktivitet, og under hvis
indvirkning stivelse nedbrydes til maltose og maltotriose, at
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temperaturoptimum for begge enzymaktiviteter ligger pa mellem ca. 80
og 90°C, fortrinsvis pa ca. 85°C, at pH-optimum ved 85°C er 5-6,
fortrinsvis ca. 5,6, og ved 60°C 4,5-5,5, fortrinsvis ca. 5,2, at
enzymet eller DNA-sekvensen, som koder for dette, hidrgrer fra en
stamme af slagten Clostridium, og at enzymet kan fremstilles ved
dyrkning af en stamme af Clostridium thermohydrosulfuricum.

Opfindelsen angar desuden en fremgangsmide til fremstilling af
enzymet, hvilken fremgangsmide er ejendommelig ved, at en stamme af

Clostridium thermohydrosulfuricum dyrkes pa et substrat indeholdende
stivelse eller et stivelsehydrolysat ved en temperatur pa 42-78°C,
fortrinsvis 55-75°C og ved et pH pa 6-8, fortrinsvis ca. pH 7, og at
det dannede enzym indvindes.

Dannelse af a-amylase-pullulanasen ifglge den foreliggende opfind-
else er blevet observeret i forbindelse med Clostridium thermohydro-
sulfuricum -stamme E 101-69 (DSM 3783) og E 100-69 (DSM 567), som
blev isoleret i @strigske roesukkerfabrikker i 1969 (Hollaus &
Klaushofer, 1973, Int. Sugar J., I8, 237-241 og 271-275). Stamme E
100-69 er en neotypestamme af bakterien Clostridium thermohydrosul-
furicum. C. thermodydrosulfuricum-stamme E 101-69 blev deponeret i
overensstemmelse med Budapest Traktaten den 3. juni 1986 hos "Deut-
sche Sammlung von Mikroorganismen" under ovenngvnte deponeringsnr.
DSM 3783. Stamme E 100-69 var tidligere blevet deponeret af dens
opdager hos samme deponeringsmyndighed. C. thermohydrosulfuricum-
stammer kan skelnes fra andre thermofile Clostridium-stammer pa
grundlag af deres ca. 10°C hgjere maksimale vaksttemperatur og deres
hexagonalt arrangerede celleoverfladeproteiner. Desuden kan C.
thermohydrosulfuricum-stammerne DSM 3783 og DSM 567 skelnes fra
andre C. thermohydrosulfuricum-stammer pa grundlag af DNA-homologi
og fermenteringsforsgg med stivelse, amygdalin, raffinose og lac-
tose. Stammerne DSM 3783 og DSM 567 kan skelnes fra hinanden pa
grundlag af DNA-homologi (Matteuzzi, Hollaus & Biauati, 1978, Int.
J. Syst. Bacteriol., 28, 528-531; Hollaus & Klaushofer, 1973, Int.
Sugar J., 15, 237-241 og 71-275).

Adskillige stammer af geren Saccharomyces cerevisiae er i stand til
at anvende maltose og maltotriose som deres carbonkilde ved frem-
stilling af ethanol (Stewart & Russel, 1983, i VYeast Genetics,
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Fundamental and Applied Aspects, side 461, eds. J. Spencer, D.
Spencer og A. Smith, Springer-Verlag, New York). Idet a-amylase-
pullulanase specifikt nedbryder stivelse til en blanding af disse
sukkerarter, kan ethanol fremstilles ud fra stivelse ved hjzlp af
ger under anvendelse af a-amylase-pullulanase som meskeenzym.

Eksempler

Pé de tilhgrende tegninger, som angir eksemplerne, er der pi figur-
erne afbildet egenskaberne for a-amylase-pullulanasen ifglge den
foreliggende opfindelse som fglger:

Figur 1 viser temperaturens indflydelse pa aktiviteten af a-amyla-
se-pullulanase.

Figur 2 viser pH’s indflydelse pa aktiviteten af a-amylase-puliula-
nase ved 85°C (A) og 60°C (B).

Figur 3 viser inaktiveringen af ca-amylase-pullulanase ved forskel-
lige temperaturer i en puffer uden substrat og calcium.

Figur 4 viser stabiliseringen af a-amylase-pullulanase med calcium
ved hgje temperaturer.

Figur 5 viser stivelseshydrolyse med oprenset a-amylase-pullulanase
ved forskellige temperaturer.

Figur 6 viser tyndtlagskromatografi af de endelige produkter, som
dannes af a-amylase-pullulanase.

Bestemmelse af enzymaktiviteter

a-Amylase- og pullulanaseaktiviteterne blev bestemt ved at mile
omfanget af reducerende sukkerarter, som blev frigjort ved hjzlp af
disse fra ren amylose (type III: fra kartoffel, Sigma Chemical Co.
Ltd., St. Louis, MO 63178, USA) og fra pullulan (Sigma). 25 g1 Enzym
blev sat til 1 ml 0,5% substrat i en 100 wM natriumacetatpuffer
Justeret til1 pH 5,6 indeholdende 2 mM CaC]Z, 0,1 mM NaZ-EDTA og 50mM
NaCl. De reducerende sukkerarter blev bestemt ved hjalp af Nelson-
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Somogyi - fremgangsmaden (Nelson, 1944, J. Biol. Chem., 153, 375,
Somogyi, 1952, J. Biol. Chem., 195, 19) efter at rgrene var blevet
inkuberet i 15 min ved g5%c. 1 ovennzvnte analyse svarede den
reducerende sukker, som blev frigjort af en a-amylase- eller pullu-
Tanaseenzymenhed, til et nanomol vandfri glucose. Amylosen blev
bragt i oplesning med 1 M NaOH, som var neutraliseret med HC1, der
blev tilsat puffer, og til slut blev oplgsningen filtreret under
anvendelse af et 1,2 pm RAWP membranfilter (Millipore Corp., Ashby
Road, Bedform, MA 01730, USA).

Protein blev bestemt ved fremgangsmaden ifglge Lowry (Lowry et al.,
1952, J. Biol. Chem., 193, 256) med ®galbumin (fraktion V, Sigma)

som standard.

Sammensetning af det anvendte medium

Bestanddel g, |

Oplgselig stivelse (ifglge Zulkowsky) ,

(E. Merck, Darmstadt, Vesttyskland) 20,0
Gerekstrakt

(Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA) 5,0
Trypton (Difco) 10,0

K¢dekstrakt (Lab-Lemco),

(Oxoid 1td., Basingstoke, Hampshire, England) 5,0
KH,PO, 6,8
KZHP04-3H20 11,4
FeSO4'7HZO 0,02
MgSO4-7H20 0,01

CaC12-2H20 0,01
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Karakterisering af raenzym

Stamme E 101-69 blev dyrket i en 2-liter kolbe uden omrgring i 30
timer under anaerobe forhold ved 68°C pa ovennzvnte medium, hvortil
der var blevet sat resazurin 1 mg/1 og thioglycolsyre 200 gl1/1.
Cellerne blev fjernet ved centrifugering, hvorefter rapraeparatet af
a-amylase-pullulanase blev pracipiteret fra dyrkningsmediesuper-
natanten, hvis a-amylaseaktivitet var 520 U/ml og pullulanase-
aktivitet var 1550 U/ml, ved at ggre den 70% mzttet med hensyn til
ammoniumsulfat. Nogle af de vasentligste egenskaber ved enzymet blev
karakteriseret under anvendelse af dette rapraeparat med en a-amyla-
seaktivitet pa 12.000 U/ml og en pullulanaseaktivitet pa 37.000
U/mil.

Begge aktiviteter af enzymet havde deres temperaturoptimum ved 85°C
(figur 1), nar a-amylase- og pullulanase-aktiviteterne af det
fortyndede raenzym (1.200 U/ml a-amylase og 3.700 U/ml pullulanase)
blev bestemt ved ovennavnte fremgamgsmade (side 3), men ved anven-
delse af forskellige temperaturer.

pH-optimum for begge aktiviteter var 5,6, nar bestemmelserne blev
udfgrt ved 85°C (figur 2A), og 5,2, nar bestemmelserne blev udfert
ved 60°C (figur 2B). I figuren er der anfgrt en verdi pa 100 for de
hgjeste aktiviteter ved begge temperaturer. 25 pl Fortyndet raenzym
(30 U @-amylase og 90 U pullulanase) blev sat til 1 ml af en 100 mM
natriumcitratpuffer justeret til forskelilige pH-vardier og indehol-
dende 0,5% amylose eller pullulan, 50 mM NaCl og 10 mM CaClz. Rgrene
blev derefter inkuberet i 15 minutter ved 85°C eller 60°C, og de
reducerende sukkerarter, som var blevet frigjort, blev bestemt.

Begge aktiviteterne var stabile ved 60°, men de blev inaktiveret pa
samme made ved hgjere temperaturer, nar de blev inkuberet i en 100
mM natriumacetatbuffer, pH 5,6, ved forskellige temperaturer,
hvorunder den endelige koncentration af a-amylase var 800 U/ml og
puliulanase 2.400 U/mi. De resterende a-amylase- og pullulanaseakti-
viteter blev bestemt ved ovennzvnie fremgangsmade under anvendelse
af 50 pl prgver, som blev udtaget pa de tidspunkter, der er anfert
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Calciumioner stabiliserede begge aktiviteter pa samme made ved hgje
temperaturer (figur 4). Der blev tilsat rienzym til opnaelse af en
endelig koncentration pd 800 U/ml a-amylase og 2.400 U/ml pullula-
nase i en 100 millimoler natriumacetatpuffer, pH 5,6, indeholdende
forskellige calciummengder. Disse blev inkuberet i 2 timer ved
temperaturer pa 85°C, 90°C og 95°C. De resterende a-amylase- og
pullulanase-aktiviteter blev bestemt ved ovennzvnte fremgangsmade
(side 3) under anvendelse af 50 L1 prever.

Oprensning af enzymet

Det oplgselige a-amylase-pullulanaseenzym blev oprenset fra dyrk-
ningsboullionen af stamme E 101-69 som felger. Stammen blev dyrket
anaerobt i 40 timer ved 68°C i en 22-liters kolbe uden omrgring i
det. medium, som er beskrevet pa side 4. Efter at cellerne var blevet
fjernet ved centrifugering, blev der sat 15 g hvedestivelse/1 (BDH
Chemicals Ltd., Broom Road, Poole BHI12 4NN, England) og 200 mg/1
natriumacid til den kolde supernatant, som blev omrgri under afke-
Tling i 90 timer til absorption af enzymet i stivelsen. Derefter fik
stivelsen lov til at bundfelde i 24 timer, supernatanten blev
fjernet, og stivelseskagen, som var bundfzldet, blev vasket ved at
opslemme den i 2 1 iskoldt vand og centrifugering. Det adsorberede
enzym blev skilt fra stivelsen ved ekstraktion af det i et varmt bad
ved at blande det med to 0,5 1 portioner 60°C vand og centrifuge-

ring.

Ekstrakterne blev gjort 20 millimolzr under anvendelse af stark
natriumacetat justeret til pH 5,6 og blev derpa sat pa en 2,6 x 15
cm DEAE cellulosesgjle (DE 52, Whatman Ltd., Springfield Mill, Maid-
stone, Kent, England), der var zkvilibreret under anvendelse af
samme puffer. Sgjlen blev vasket med zkvilibreringspufferen og derpa
forst elueret med 100 mM og derefter med 200 mM natriumchlorid i
samme puffer. De eluater, som blev opndet under anvendelse af det
stzrkere salt, blev forenet og koncentreret til 21 ml ved anvendelse
af et ultrafiltreringskammer (Amicon Corp., Damvers, Massachusetts,
USA) forsynet med en PM 10 membran.
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Prgven blev dialyseret mod en 10 mM kaliumphosphatpuffer, pH 7,0, og
blev derpa sat pa en 2,6 x 13 cm hydroxyapatitsgjle (Bio Gel HT, Bio
Rad, 1414 Harbour Way South, Richmond, California 94804, USA), der
var gkvilibreret under anvendelse af samme puffer. Sgjlen blev fgrst
vasket med zkvilibreringspufferen og derpid elueret under anvendelse
af en 10-400 mM kaliumphosphatgradient, pH 7,0. Enzymet blev elueret
som en top, der blev fulgt af en skulder med en tydeligt lavere
specifik aktivitet. De fraktioner, som blev elueret i toppen, blev
forenet og koncentreret, som nzvnt ovenfor, til et volumen pa 1 ml.

De koncentrerede prgver blev i 200 pl-portioner fgrt gennem kombi-
nerede Superose® 12 og 6 gelfiltreringssgjler (Pharmacia Fine
Chemicals, Uppsala, Sverige) i en 50 mM ammoniumacetatpuffer, pH
6,5, ved en hastighed pa 6 ml/time. Enzymet blev elueret som to
nerliggende toppe, og materialet (I og II), som var indeholdt i
disse, blev frysetgrret. Den specifikke «-amylaseaktivitet af
preparat I var pa dette trin 39 kU/mg og den specifikke pullula-
naseaktivitet var 101 kU/mg, hvor de respektive specifikke aktivi-
teter af preparat II var 36 kU/mg og 90 kU/mg.

Begge preparater blev derefter gelfiltreret under anvendelse af en
Superose® 6 sgjle under denaturerende forhold i narverelse af 6 M
guanidinhydrochlorid og B-mercaptoethanol. Det er blevet observeret,
at under disse forhold mister proteiner almindeligvis hele deres
ikke-kovalente struktur og dissocierer til deres underenheder
(Tanford, 1968, Advan. Protein Chem., 23, 121). Fgr gelfiltreringen
blev prgverne oplgst i en prgvepuffer med fglgende sammensztning:
7,3 M guanidinhydrochlorid, 0,1 M natriumacetat, 0,02 M EDTA, 0,5 M
B-mercaptoethanol og et pH pa 8,1. Prgverne blev inkuberet ved 50°C
i 4 timer, pH blev justeret til 5,0, og prgverne blev derpa fort
igenmem i 200u1 portioner ved en strgmningshastighed pa 1 ml/time,
hvor pufferen bestod af 6 M guanidinhydrochlorid, 100 mM natriuc-
acetat, 20 mM B-mercaptoethanol og med et pH pa 5,0. De fraktioner,
hvori enzymet blev elueret, blev forenet og omhyggeligt dialyseret
mod en 20 mM ammoniumhydrogencarbonatpuffer, pH 7,9. De saledes
opnaede renaturerede enzympreperater (I og II), som var homogene
ifglge bade SDS-polyacrylamidgelgradientelektroforese (jvf. brochu-
ren, "Calibration kits for molecular weight determination using
electrophoresis" , Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Sverige, 1982)
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og gelfiltrering udfgrt i guanidinhydrochlorid, blev anvendt til
yderligere karakterisering af enzymet.

Carbohydrat bundet til enzymet

Det oprensede a-amylase-pullulanase indeholdt carbohydrat. Efter
hydrolyse frigjorde enzymet sukkerarter med samme mobilitet som
mannose, glucose, galactose og ramnose ved tyndtlagskromatografi pa
en Silicagel 60 plade (nr. 5553, E. Merck) mettet med 0,2 M NaH2P04,
med en blanding af n-butanol, acetone og vand (4:5:1, volumen/volu-
men) som elueringsmiddel. Mengden af neutrale hexoser blev bedgmt
ti1 10% af den totale mengde af protein og neutrale hexoser, nar de
neutrale hexoser blev bestemt ved Antron-fremgangsmaden (Spiro,
1965, Methods in Enzymology, vol. 8, side 3) med mannose som stan-
dard.

Molekylevaqt af enzymet

SDS-po]yacry]amidge1gradiente1ektoforese med PAA 4/30 geler (Phar-
macia Fine Chemicals) viste, at a-amylase-pullulanase bestod af
underenheder af kun en type med en eksceptionel hgj molekylevagt.
Den relative molekylevagt, som blev observeret for enzymunderenhe-
den, var 190.000 + 30.000 ved anvendelse af preparat I og 180.000 %
30.000 ved anvendelse af praparat II. Under naturlige funktions-
forhold med samme geler var den relative molekylevegt, som biev
opniet for det renaturerede a-amylase-pullulanaseenzym 370.000 =
85.000 ved anvendelse af prazparat I og 330.000 85.000 ved anvend-
else af preparat II. De band, som blev opndet fra enzymet ved
gelgradientelektroforese, var meget diffuse. P den anden side blev
der ved guanidinhydrochloridgelfiltrering opnidet en skarp, symme-
trisk top pd et punkt, der svarer til en relativ molekylvegt pa
9275.000 + 50.000. Denne fremgangsmade skelnede ikke mellem preparat-
erne I og II i en prgve, som jndeholdt begge.

Hydrolyse af stivelse ved forskellige temperaturer

Tilstedevaerelse af substrat stabiliserede a-amylase-pullulanase
siledes, at det var muligt at anvende enzymet til hydrolyse af
stivelse ved 80°C savel som ved 60°C (figur 5). Oprenset a-amylase-
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pullulanase med 480 U m]'l a-amylase og 1.100 U m]’l puliulanase

- blev fyldt i rgr, i en 100 mM natriumacetatpuffer, som indeholdt

0,5% majsstivelse (Sigma), 2 mM CaC]z, 0,1 mM NaZ—EDTA, 50 mM NaCl
og med et pH pd 5,6. Rérene blev inkuberet ved temperaturer pa 60°C,
70°C og 80°C og deres indhold af reducerende sukkerarter blev
bestemt ud fra prgver, som blev udtaget ved de pa figuren anviste
tidspunkter. Hydrolyseprocentdelen blev beregnet ved at sammenligne
mengden af reducerende sukkerarter, som var til stede i prgverne,
med mengden af reducerende sukkerarter, som var til stede i et
substrat, der var hydrolyseret til glucose ved anvendelse af for-
tyndet syre (0,5 N HC1, 100°C, 3 timer).

Slutprodukter, som dannes ved hizlp af enzymet

De slutprodukter, som dannes ved hjzlp af a-amylase-pullulanase,
blev bestemt som fglger. Der blev fremstillet 0,5% oplgsninger ud
fra amylose (type III: fra kartoffel), pullulan og majsstivelse
(alle fra Sigma) i en puffer (100 mM natriumacetat, 2 mM CaC]z, 0,1
mM NaZ-EDTA, 50 mM NaCl, pH 5,6), der blev sat oprenset a-amylase-
pullulanasepraparat I eller II til oplgsningerne, og de blev inkube-
ret ved 80°C. Enzymet blev anvendt i 2 koncentrationer, 480 U m]’l
a-amylase og 1.100 U m]’l pullulanase (= 1 X) og 10 gange stzrkere
(= 10 X). Prgver, der blev udtaget fra hydrolysaterne efter 24 timer
og 48 timer, blev afpipeteret pa silicagel 60-plader (nr. 5553, E.
Merck) og elueret med en blanding af 2-propanol, acetone og vand
(2:2:1, volumen/volumen).

Oprenset a-amylase-pullulanase (1 X) nedbrgd pullulan til maltotri-
ose, hvorimod miade kartoffelamylose og majsstivelse blev nedbrudt
til maltose og maltotriose (figur 6). Nar den hgjere enzymkoncentra-
tion blev anvendt (10 X), blev det observeret, at maltotriose blev
nedbrudt yderligere (figur 6). I dette tilfelde blev der produceret
77% maltose, 15% glucose og 4% maltotiriose af majsstivelse ved en 48
timers hydrolyse. Maltosen og maltotriosen blev kvantificeret ved
vaskekromatografi i en sgjle, der var pakket med Nucleosil 5 C18
omvendt-fasemateriale (Macherey-Nagel, D-5160 Diiren, Vesttyskland),
med vand som elueringsmiddel, og glucosen blev kvantificeret enzy-
matisk (UV-forsggskit nr. 716.251, Boehringer-Mannheim, Mannheim,
Vesttyskland). Procentdelene af hydrolyseprodukierne blev beregnet
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ved at sammenligne deres mengder med den substratmengde, der blev
hydrolyseret til glucose ved anvendelse af fortyndet syre (0,5 N
HC1, 100°C, 3 timer).

Sammenlianing af enzympreparater fra stammerne F 101-69 oq E 100-69

Stammerne E 101-69 og E 100-69 blev dyrket anaerobt uden rystning
ved 68°C i 24 timer pa ovennavnte medium, hvortil der var blevet sat
1 mg resazurin pr. 1 og 200 4l thioglycolsyre pr. 1. Cellerne blev
fjernet ved centrifugering, og fra supernatanten blev der med
stammen E 101-69 frembragt delvis oprenset a-amylase-pullulanase-
preparater med en specifik a-amylaseaktivitet pa 21 kU mg-1 0og en
specifik pullulanaseaktivitet pd 63 kU mg'1 og respektive specifikke
aktiviter pa 20 kU mg'l og 56 kU mg'1 med stammen E 100-69. Efter at
have fert disse praparater gennem SDS-polyacrylamidgeler viste begge
kun nogle fa meget svage band ud over et sterkt diffust band, som
bevegede sig med samme mobilitet som a-amylase-pullulanase fra
stamme E 101-69, som tidligere var blevet oprenset i homogen form.
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Patentkrayv

1. a-Amylase-pullulanaseenzym, kendetegnet ved, at dets
relative molekylvegt, som bestemt ved polyacrylamidgelgradient-
elektroforese, er 185.000 + 40.000 i nazrverelse af natriumdodecyl-
sulfat, at ét og samme proteinmolekyle har bade a-amylaseaktivitet
og pullulanaseaktivitet, og under hvis indvirkning stivelse nedbry-
des til maltose og maltotriose, at temperaturoptimum for begge
enzymaktiviteter ligger pa mellem ca. 80 og 90°C, fortrinsvis pa ca.
85°C, at pH-opiimum ved 85°C er 5-6, fortrinsvis ca. 5,6, og ved
60°C 4,5-5,5, fortrinsvis ca. 5,2, at enzymet eller DNA-sekvensen,
som koder for dette, hidreérer fra en stamme af slzgten Clostridium,
og at enzymet kan fremstilles ved dyrkning af en stamme af

Clostridium thermohydrosulfuricum.

2. Fremgangsmide til fremstilling af et a-amylase-pullulanaseenzym
ifglge krav L, kendetegnet ved, at en stamme af Clostri-
dium _thermohydrosulfuricum dyrkes pd et substrat indeholdende
stivelse eller et stivelsehydrolysat ved en temperatur pa 42-78°C,
fortrinsvis 55-75°C og ved et pH pa 6-8, fortrinsvis ca. pH 7, og at
det dannede enzym indvindes.
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' 1) Standarder: glucose-maltoheptaosidi;
2) Amylose + 1X I,24 timer;
3) pullulan + 1X 1,24 timer;
4) Majsstivelse + 1X 1,24 timer;
5) Majsstivelse + 1X 11,24 timer;
6) Majsstivelse + 10X 11,24 timer;
7) Majsstivelse + 10X II,48 timer;
8) Standarder: glucose - maltoheptaosidi.

I og II er to homogene fraktioner, som opnas ved
enzymoprensningen,
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