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Eljérds héstabil alfe-amilész eldallitéséra

GREAT LAKES CHEMICAL CORPORATION, WEST LAFAYETTE,
INDIANA, AMERIKAI EGYESULT ALLAMOK

A bejelentés napja: 1989, 06, 19.

ElsSbbséges 1988, 06. 21. /209 426/
AMERIEAT BGYESULP ALLAMOK

A talédlmany targya eljaras héstabil
alfa-amildz elS4llitésara, mely szerint B, lichenifo
ATCC 53722 tirsset olyan tapkizegben tenyésztiink, amely
elsbdleges szénforrasként az alfa-amilédz szintésisét
gatlé szénhidrétot, mint glukést, keményitShidrolisé-
tumot, glicerint, xilézt, mannitot vagy szacharézt tar—
talmaz; e szénforrdst s tenyésztés folyamén adjuk a
tapoldathoz; a tenyésztéa sorén fejl8ds CO, szintjét
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az elmend gézban mintegy 4,5~6,5 % kizdtt tartjuk
0,5~1,0 levegbtérfogat/tapoldattértogat/perc levegiz~—
tetés mellett, az elsbdleges szénforrds adsgolési se-
bességének a szabdlyozésa utjén; és a vapoldat pH-JatL
6,5 68 7,0 kizdtt tartjuk,
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A taldlminy tArgya ttkéletesitett oljé~
rés az alfa~amilés enzim elS4llitéséra,

Az alfes-amilés kereskedésbeli tisztisdanysgok,
mint mosdészerek és edénymosogstdk detergenseiben hasz~
nélatos jél ismert ensim, Alkalmes tovabbé keményitének
visoldhaté szénhidrétokks t8rténd atalakithséra, kils-
nésen kiildnb¥sd viszkozitédsu keményitSssirptkké, szsll-
cukor- és timény gylimbilcscukor-ssdrpikké valé kémisi
vagy entimes Atalakitédséra,

As alfa-amilést mikrobilégisi uton &llit-
Jék el8 bisonyos Bacillus ligheniformis tSrssek ¥e-
ayésztése utjhn, Ilyen eljérdet és t8rsscket ismertet
az 1 296 839 ssému brit szebadalmi leirds. Més el.
Jardat ém tirsseket irnak le a 4 473 645 szému Amerikai
Egyesiilt Allamok~beli ssabadalmi leirdsban. As ismert
eljérésokkal mintegy 50-2000 likvefon/ml enzimaktivi-
tdsu fermentlé nyexhetS. Exzekben az eljirédsokban 4l-
taldban mono=, di~ és polissacharidokat, mint piruvh-
tot, glukondtot, arabinést, ribdést, galaktést, maltéss,
laktést, oldhaté keményitdt vagy mannitot hassndlnak,
de eldnyben részesitett ssénforrés & laktés., Bar vi-
ssonylag k8ltséges és nehezen alakul &t, mégis ellny-
ben résszesitik a laktést, minthogy nem gitolja as
alfs-amilds szintésisét. Mésrészrél a glukdz, keményi-~
%0, keményité-hidrolizdtum és a glukés kristalyoesitésa
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utén visszamaradd kiilénbdgd termékek, mint a "DL-70"
/8taley~Continental Foods termékének mérkaneve/ viszony-
lag olcsék és gyorsan &talakulnak, de mindezideig nem
haszndlték Oket szénforrésként as alfa-emiléz mikro—
biolégiai el6411itéséndl,; mivel az alfa~amildz szinté-
gis ismert gatléi /lasd Fukumoto I, és munkatarsai,
Nature 180, 438 /1957//.

Talédlmanyunk kikiissoboli a korédbbi el-

Jardsok hatrényait, uj eljarast alkalmazva az alfa-
amiléz el8allitéséra. A talélmény szerint héstabil
alfa-smiddst 4llitunk el& Bacillus licheniformis ATCC
53722 mikroorgsnizmust olyan tépkizegben tenyésztve,
smely elsddleges szénforrisként sz alfa-amilés szin-
tézisét esokdsosan visszaszoritéd szénhidrétot tartal-
mas; az elsldleges szénforrést a t&pkdzeghez a te-
nyésztés folyamén adjuk hozsd; az elsSdleges szénforrss
adagolési iitemének szabdlyozédsa utjan & $4pkdzeghll
fejl8d8 CO, segintjét az elmend ghs 4,5~6,5 szészaléka
kbzott tartjuk a tenyésztés soradn, amikor a levegd
dramlési sebessége 0,5-1,0 levegitérfogat/tapkizeg—
térfogat/perc; 68 a tapkidzeg pH=jat 6,5-7,0 kizbts
tartjuk,

A talsdlmény szerinti eljéréssal el84lli-
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tott alfa~amildz héstabilitdedazonos rendil a 4 473 645
sgému Amerikei Egyesiily Allamok~beli szabadalmi leinds
szerint nyert ensimével. A kapott enzim stabil alacsony
koncentréeiéju Ca2*-ion jelenlétében és miikddSképes
alacsonyabb iizemelési pH-értékekndl /5,2/, mint s ke~
reskedelmi forgelomban levd legszokvényosabdb alfa-
amilézok. A taldlminy szerinti eljardssal elSallitott
alfa-amiléz minden funkciondlis elbnye azonos e

4 4973 o645 szému Amerikai Egyesiilt Allamok_ beli szaba-
dalmi leirdsban kbzilt smildzéval, vagy szt feliil-
mlja. A taldlmany sserint ellnyben résszesitett eljarés
segitaégével legaldbb hiaromszoros mennyiségii alfa-
amilédz képzbdik a tapkiszeg 1 ml~ére vonatkoztatve,
mint Usssehasonlithatd tenyésztési 148 alatt a

4 473 645 ssému Amerikei Egyesiilt Allsmok-beli szsba~
dslml leibésban kizdlt eljéréssal,

A talélminy szerinti eljarastB, liche~
~niformis tirzs haszndlata utjén hajtjuk végre, melynek
életképes kulturdit az "American Type Culture Collection"-
nél /ATCC/ az 53772 ssémon helyeztek letétbe.

A taldlmény sgerinti eljarés sordn s
fermentéoidét 3-6 napon &t folybatjuk 38°-44°C, elényd-
sen 42°C hémérsékleten. A fermentaciét serob kirilmé-
nyek kosdtt hajtjuk végre 0,5-1 levegbtérfogat/tap-
kizegtérfogat/perc levegdztetést alkalmazva.
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Az alkalmes primer szénforrésok gyorsan
dtalakulnsk és dltalédban gitoljék az alfs—~amiléz szin-
tésisédt; kizéjik tertozik a glukés, xilés, mannés,
ssacharés, glicerin és keményitShidrolizédtum, A szén-
hidrét kezdeti mennyisége a tépkizeg 0-~20 szdzalékit
/tbmeg per térfogat/ képesi.

As elsldleges szénforréson kivil a tap~
kézeg nitrogénforrést és mis esszencidlis tipsnysgokat
tartalmaz, smelyek & sseakember el8tt ismeretesek /lésd
példdul a 4 473 645 ssému Ameriksi Egyesiilt Allamok~
beli szeabadelmi leirdst/. Az alkslmas nitrogénforrisok
szervetlenek lehetnek, mint oldhatéd nitrédtok vagy
smméniumsdk, vagy szervesek, mint élessztSkivonat, ku-
koricalekvir, fildimogyorédara, monondtrium-glutamit,
8z6jaliszt, gyapotmagdars, gyspotmaglisst és egyéd
ss0kdsos, & szakember elStt ismert nitrogénforrésok,

A talélmény eldnyben részesitett megva-
1ésitésénd]l a primer szénforrés glukézx, a nitrogénfor-
r4s kukoricalekvir és s fermentécid folysmén sz elmend
ghs eoh-taztaln&t H=6 szésalék kisitt tartjuk a glukés
adagolési sebességének szabélyozésa utjén, 0,5~1,0
levegltérfogat/tapkisegtérfogat/perc leveglrtetés alkal~
masésakor. A pH-t amménla /vizmentes vagy vizes/ vagy
marénbtron /vises nétrium-hidroxid-oldat/ hozszdaddshval
olbnylsen 6,7 értéken tartjuk.



Az enzimet a kivant enzimaktivitési szin-
tek elérése utén izoldljuk a tapoldatbél. A kinyerési
eljarésok jO61 ismertek; ilyen példdul a kicsapds nit-
rium=-szulféattal, emménium-szulféttal, acetonnal vagy
etanolal, amit centrifugilés vagy szirés, majd a csa~
padék sgéritésa kdvet, A legdltalanossbban kaphaté
kereskedelmi alfs~amilaz készitményeket folyékony
termékek formédjdban izolaljék; a B, licheniformis mik-
roorganizmust & teljes taptalajbél szlirédssel tavolit-
Jék el, majd a sziirletet meghatdrozotit alfs—emiléz
sktivitds eléréséig koncentraljik bephrlés vagy ultra-
s8zilrés utjén.

A kdvetkezd példdk a taldlminy tovabbi
bemutataséra szolgélnak.

1, példa

A, Bzilérd ferde taptala; készitése
By licheniformis ATCC 53772-t tax-

talmazéd friss ferde taptalajt készitilink alkalmsas
isemi torzstenyészetbll standard mikrobiolégiai tech-
nikék segitségével. A megfeleld iizemi tirzstenyéssze-
teket lefagyasztott Allapotban liofilizé&lt kulturdk
vagy killén ferde téptalajos kultura formadjébasn tart-
juk fenn, A ferde téptalaj jellemzben 0,5% /ttmeg pex
térfogat/ kukoricakeményitdt tartalmazé "Difco Anti-



blotic Medium Fo, 3"-bél 411. A fiiss ferde tiptalajt
25-30 6rén &% 37%-on tenyésxtjik, mielStt a sszaporitsé
fermentor beoltésédrs felhassznélnénk,

B._Ssaporité fermentox

A £riss ferde taptslaj baktérium-
tenyésgetét kismennyiségii "Difco Antibiotic Medium
No. 3%“~ban ssuszpendidljuk, majd kdzvetlenill 4tvissz~
sslik a szaporité fermentorba, amely
2% kukoricakeményitss, |
1,5% glukéss,

8% kukoricalekvért,
0,1% Masu DF-37C~% é8
0,3% KHéP0¢-ot tartalmas,

A fermentécids 25-30 ér&n 4t 42%C-on
hajtjuk végre, 0,6 levegitérfogat/saptalajtérfogat/pere
leveglztetés kisben. A keverés sebessége fiigz s fer~
mentor méretétdl, de jellemzlen a 150-1000 fordulas
per perc tartoményba esik, E példdban a keverési se-~
besség 750 fordulat/perc 14 liter sdpfolyadéket tar~
talmazé 20 literes edényben., A pH~t 6,5 értéken vagy
ef818%¢ tartjuk, ssiikség esetén amménisgds alkalmasé-
sa utjén,

Ce Zexmelés

A termeld fermentorhos a kesdeti be—



olvott térfogat >%-4nak megfeleld inokulumot adunk, Ha
példdul a kivint termeld fermentor térfogata 100 000
litexr, ugy 3000 liter oltétenyészetet visziink be

97 000 liter temmel8 taptalajba. A termeld téptala]
terzetétele:

4% kukoricakeményitd

6% kukoricalekvéar

0403% CaCl,,.2H,0

0,1% MgSO, . 7E,0

0,25% Magu DF-37C

nyomnyi mennyiségi MnSO,

0,67% K, HPO,

0,5% KHFO,

2,4% glukdz.

A kdlium~-foszfat-sbdkat kiilén sterili-
zéljuk és aspeptikus kirilmények kozdtt adjuk a steril
termeld tapoldat t5bbi alkotdédrészéhez, Miutén e kez-
deti szénhidrat teljesen felhasznéilédott - smit e GO~
£0j16dés hirtelen megsziinése és a pH emelkedése Jeles - ,
elkesdjiik egy 70%~o0s glukézoldat /DI~70, keményitd-
hidrolizédtum vegy ezek kombinicidja/ folysmatos hozszé-
adésat. A levegbztetéa sebessége 0,6 levegdtérfogat/tap-
oldattorfogat/perc. A glukézoldatot olyan iitemben ada-
goljuk, hogy a £ejlédd szén-dioxid az elmend gis 5-6
sz4zalékdt képeszze. Altaldban a glukdésadagoelés a téap-
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oldat pH-Jjénak osdkkendéséhes veset, exért a pH-~t sziik-
ség esetén amméniaghs bevezetésével 6,7 értéken vagy
825168 tartjuk,

A fermentéaiét 116 6rén &t Lolytatjuk.
76 éral fermentédléds utén a tapoldatban az slfa-amilés
aktivitésa 6064 likvifon/ml /a 4 473 645 szému Ameri-
kai Egyesiillt Allamok-beli szabadalmi leirdsban kisdlt
meghatarosés alapjan/. 116 6rai fermentéeid utén as
aktivisés 7965 likvifon/ml.

Az ATCC 53772 mikroorganizmuson kivill a
taldlmény sserint eldnyben részesitett eljarésban as
ATCC 53772 muténssl és varidnssi, valamint a beldle
.ssédrnasd genetikaileg transzformélt mikroorganismusok
is alkslmaghaték,

Noha a fentieket az eldnylis megvalisités
éa annak slternativii szempontjabél irtuk le, a szak-
ember elStt érthetSen a fentebb leirtak médosithaték
és vAltozstathaték a taldlminy szellemétll és hatdkbré-
t61 vald eltéxés nélkill, Minden ilyen médosités és
viltostatds a taldlmény réssének tekintendl,
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Sgabadalmi igénypontok

l. Eljarés héstabil slfa-amiléz elldl-
lithsérs, szzel Jel leme zve , hogy

Baeillus licheniformis ATCC 53772
térzset olyan tépkizegben tenyésstiink, amely elsdd-
leges szénforrédsként az alfe~-amilédz szintézisés szo-
kisosan gatld szénhidrdtot tartalmas;

as elsbdleges szénforrést a tenyéss-
%68 folyamén hozzéadjuk a tédpkizeghesx;

a tapkbzegbll a tenydsztés sordn
f0J18648 ssén-dioxid szintjét as elmend gézban 4,5-6,5
sgézalék kizdtt tertjuk 0,5-1,0 levegitérfogat/tap-
oldattéxfogat/perc levegliztetés mellett, az elsidleges
szénforrés adagol&ni sebességének a szabdlyogédsa ut-
Jan; és

a tédpoldat pHB~Jjat 6,5 és 7,0 kBzdte
tartjuk.

2e Az 1. igénypont szerinti elJjérés,
azzal J el lemecz v e , hogy elsddleges szénfor-
résként glukédzs, keményitShidrolizétumot, glicerint,
xiléz%, mannitot / v:fzharbst hasznélunk, vagy ezek
keverékét alkalmszsuk,
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3« Az 1. igénypont szerinti eljaras,
aszal jellemez v e, hogy a taptalajban nitrogén-
forrésként sz6jalisztet, kukoricalekvart, gyapotmeg-
lisztet, élesztbkivonatot, fildimogyordlisztet, oldha-
€6 nitrédtokat vegy amméniumsékat alkalmazunk, vagy
ezek keverékeit haszniljuk.

4. A 2. igénypont szerinti eljérés, ez~
zal jelleme zve , hogy a thpkbzegben nitrogén=-
forrasként széjalisstet, kukoricalekvart, gyapotmag-
lisgstet, élesztékivonatot, féldimogyorédlisztet, oldha-
t6 nitrdtokat vagy emméniumsdkat hasznélunk, vagy ezek
keverékeit alkalmazsuk,

5 Az 1. igénypont szerinti eljimés,
azzal Jellemes ve, hogy a tenyéestdst 72-144
éra alatt hajtjuk végre.

6. Az 1. igénypont szerinti eljarés, asz-
zal Jellenpesxzve, hogy a tenyssstéat 38%449%
hémérsékleten hajtjuk végre.
| 7« Az 1. igénypont szerinti eljérés, as-
sal jellemez ve, hogy a tApfolyadék pH~jat
amménia hozséadésa utjén 6,5 és 7,0 kosdtt tartjuk,

8. A 2, igénypont szerinti eljirés, ss—
2l Jellome s vVve, hogy & tenyésztést 72-144
6ra alatt hajtjuk végre.
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9. A 2, igénypont szerinti eljarés, sz~
28l Jellemes ve , hogy a tenyésztést
38%44°%C némérsékleten hajtjuk végre.

10, A 2. igénypont szerinti eljarés,
azzal JellemezvVve, hogy a thpkzeg pH~-jat
amménia hogzdaddsa utjan 6,5 és 7,0 kizdtt tartjuk,
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