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(54) Fremgangsmade til fremstilling af sarcosinoxi-
dase

Opfindelsen angdr en fremgangsmide til fremstilling af sar-
cosinoxidase,

Sarcosinoxidasé (BEC. 1.5.3.1 sarcosin: oxygen~oxidureductase
(demethylerende)) er et kendt emzym, som virker efter ligningen:

Sarcosin + H,?.O + O2 2 glycin + HCHO + HZO?.

Enzymet er blevet fremstillet ud fra lever eller nyrer fra
mus eller en dyrkningsmasse af mikroorganismer af slsgten
Corynebacterium.

Det har nu vist sig, at et enzym, som katalyserer den oven-
“for illustrerede reaktion, produceres i bakteriestammen B-0618
hsrence til slmgten Bacillus, som er isoleret fra en jordprave
fra Sasaki, Fukuchiyama, Kyoto, Japan, og man har isoleret et
renset enzyn,

Premgangsméden ifslge opfindelsen er i overensstemmelse
hermed ejendommelig ved det i krav 1's kendetegnende del anferte.
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Stammen B-0618 har folgende taxonomiske egenskaber:
Macroskopisk iagttagelse pa& forskellige medier ved dyrkning

ved 30°C i 18-24 timer.

(1)

(2)

(3)

(&)

Bouillonagarskraflade:
Vaekst: god, filamenteret.
Farve af koloni: gralighvid til blegbrun,
nesten intet diffusibelt pigment.
Glukosebouillonagarskraflade:
Vaeksts god, filamenteret.
Farve af koloni: grélighvid til blegbrun,
mindre diffusibelt pigment.
Bouillonvaeske:
Dyrket veske: uklar og med sediment, ingen filmdannelse.

Lakmusmelks

. Mkalisering i lebet af 1-2 uger.

(5)

Bouillongelatineplade:
Vekst: vekst p& overfladen, svag, men tragtformet forflyd-

ning.

Mikroskopiske iagttagelser:

(1)

(2)
(3)
(&)

(5)
(6)

Form og sterrelse af celler: store og retlinede stave,
1.0 = 1.5 x 2.0 - 5 u, rund kant, enkelt eller dobbelt
sammenbinding, undertiden korte k=zder.

Polymorphisme: ingen.

Motilitet: peritrisk bevmgelse (iagttaget pd bouillonagar-
skréflademedium ved 26°C, 18 timers dyrkning).

Spore: cylindrisk eller oosferisk (elliptisk) ved center
eller nz=r kant af celle. Ingen kveldning ved spore.

0.8 - 1.0 x 1.2 - 1.6 u.

Gram-farvning: positiv.

Syrefast farve: negativ.

Fysiologiske egenskaber:
Nitratreduktion: negativ.
Denitrifikationsreaktion: negativ.

MR-test: negativ.
VP-test: negativ.
Indoldannelse: negativ.

Hydrogensulfatdannelses: positiv.

Stivelseshydrolyses negativ.
Gelatinehydrolyse: positiv.



146224

Caseinhydrolyse: negativ.

Esculinhydrolyse: negativ.

Cellulosehydrolyse: negativ.

Citratudnyttelse, Simons-medium: negativ.

Christensen-mediums: positiv,

Nitratudnyttelse: positiv.

Ammoniumudnyttelse: negativ.

Dannelse af ammonium fra nitrat: positiv.

Vekst-pH: 6.4 - 9.6,

Vzksttemperatur: 10 - 42°¢,

Halogentolerance: NaCl 6.0%.

Opfersel i oxygen: aerob.

0-F-test (Hugh Leifson-medium): NT.

0-F-test x: O (oxidativ dekomposition).

. X O=-F-testmedium: modificeret medium.
Som fglge af; at der ikke er nogen syredannelse fra glu-
kose og ikke er nogen eller kun svag dannelse af syre fra
andet saccharid, benyttes glycerol som sukker. NH4H2P04
1.0 g, KC1 0.2 g, Mgsoq, 7H20 0.2 g, gzrekstraktpulver
1.0 g, agarpulver 3.0 g, bromthymolblét (10%'s vandig
oplesning) 10 ml, destilleret vand 1000 ml, pH-verdi

7.2 = T.h.
Syre- og gasdannelse fra sukker: xx (ingen gasdannelse iagt-
tages).
L-arabinose: - cellobioses: - dulcitol: -
erythritol: - fructose: + (syre) galactose: -
glukose: - glycerol: + (syre) inositel: -
lactose: - maltose: - mannitol: + (syre)
mannose: - melezitose: - melibiose: -
raffinose: - L-rhamnose: =~ salicin: =~
L-sorbose: - sorbitols - stivelse: -
saccharose: - trehalose: - xylose: -

. Basismediums NH4H2P04 1.0 g, KC1 0.2 g, MgSOA, 7H20

0.2 g, gerekstraktpulver 1.0 g, agarpulver 3.0 g, bromthy-

molbldt (10%'s vandig oplesning) 10 ml, destilleret vand

1000 ml, pH-verdi 7.2 - 7.k,

Der tilszttes 10 g sukker,

Under henvisning til Bergey's Manual of Determinative Bacte-

riology, 8. udgave, 1974, bestemmes stammen B-0618 med de ovenfor
angivne taxonomiske egenskaber - iser Gram-positiv, sporedannende
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stor bacillus, pmeritrisk bevesgelse, aerobbakterier og syredannelse
fra glukose - som herence til slagten Bacillus.

Sammenligning af stammen B-0018 med andre lignende bakterier,
Bacillus badius, Bacillus freudenreichii og Bacillus macroides,
udferes som Ielger:

Bacillus badius ATCC-14574 (typekultur).

Bacillus freudenreichii ATCC-7053 (ikke-typekultur, ikke-

 original stamme).

Bacillus macroides ATCC~12905 (typekultur).

. ! Bacillus -

| Bacillus freuden- . Bacillus
: Stammeg badius reichii , macroides
B-0618 | ATCC-1457L4 | ATCC-7053 : ATCC-12905 Bemzrkninger
i i
ingen | .ingen ingen : 1ingen
R syre- | syre- syre- , syre- : Hugh~Leifson--
O-F—test dan- ~  dan- dan- . dan- : medium
nelse | nelse nelse nelse
: f ingen ingen 0-F-test,
O-F-test 0 : 0 syre— -  Syre- beskrevet
R : : dan- dan~ ovenfor
g f [ nelse nelse
catalase 4+ i o+ : + : +
oxidase : + : + % + =
urease + ' + ] + +
gelatine- : :
Forflyé-  + + (+) <
ning : ,
stivelses—; . - . .
hycrolyse ’ \ : : :
esculin- - . . . .
hydrolyse - (+) - - -
indol- . . . R
Gannelse )
cinnelse o * ’ = -
acetone— CoL - . ’ .
dannelse : : . ) :

FR-test . - . - - -




Tabel fortsat:
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nitrat-
reduktion

o~

citrat-

udnyttelse

dannelse af

syre fra
sukker:

arabinose
fructose
galactose
glucose
glycerol

inositol
lactose
maltose
mannitol
mannose
- sorbitol

saccharose

trehalose
xylose

+
¥
|

X senere alka-
linisering

BEgenskaberne pé
Stammen B-0618:
ATCC-145T74:
ATCC~7053:
ATCC-12905:

bouillonmedium er som fzlger:
svag vekst, uldagtigt sediment.

ensartet uklar, partielt sediment.
svag vekst, uldagtigt sediment.
svag vekst, ensartet uklar, partielt sedinent.

Folgelig afviger de taxonomiske egenskaber af stammen B-0618

p& flere punkter fra sammenligningsstammerne, nemlig som felger:

Bacillus badius ATCC-14574:

dennelse af urease, syredannel-

se fra glycerol (syredannelse og senere alkalinisering) og

mannitol.

Bacillus freudenreichii ATCC-7053: - vakst pd flydende kultur

og ureasedannelse (svag lighed).

dannelse fra fructose, glycerol og mannose.

Séledes kan stammen ikke tilhere -en ny art.

Esculinhydrolyse, syre-
ATCC-T7052-
stammen er hverken typekultur eller original sterme,
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Stammen B-0618 omtales som Bacillus sp. og betegnes som
Bacillus sp. B-0618. Denne stamme er deponeret i Institute for
Microbial Industry and Technology, Agency of Industrial Science
and Technology, Japan, under deponeringsnr. FERM-P nr. 4049.
Stammen er ogsd deponeret i ARS, U.S.A. som NRRL nr. B-11380 samt
i Deutsche Sammlung von Mikro-Organismen, Vesttyskland, som nr.

IS 1383. 7 o , ,
Opfindelsen skal forklares nzrmere i forbindelse med tegnin-

gen, hvor

fig., 1 viser optimal pH-verdi for sarcosinoxidasen, der

f&s ved fremgangsmiden ifelge opfindelsen,
- fig. 2 optimal temperaftur for garcoginoxidasen,

fig. 3 pH-stabilitet. af sarcosinoxidasen,

fig., 4 varmestabiliteten af sarcosinoxidasen,

fig. 5 resultatet af kvantitativ analyse af sarcosin ved
bestemmelse af formaldehyd, og

fig, 6 resultatet af kvantitativ analyse af sarcosin ved

. bpestemmelse af hydrogenperoxid.

Bacillus sp. B-0618 FERM-P nr. 4049 dyrkes 1 et konventionelt
medium til antibioticum- eller enzymfremstilling. Luftet submers-
dyrkning foretrskkes til industriel produktion.

Der benyttes fortrinsvis et konventionelt medium %il mikro-
organismer. Med hensyn til nitrogenkilder kan der benyttes aggi-
milerbare nitrogenkilder sdsom majsstobevaske, sojabennepulver,
pepton, kedekstrakter, gzrekstrakter, ammoniumsulfat, ammoniumklo-
rid eller lignende. Der benyttes assimilerbare carbonkilder
sdsom glucose, melasse, stivelseshydrolysater og lignende. Der
kan valgfrit benyttes forskellige uorganiske salte sdsom natri-
umklorid, kaliumklorid, magnesiumsulfat, kaliumhydrogenfosfat
eller kaliumdihydrogenfosfat, Tils=ztning af creatin til mediet,
fortrinsvis 0,5-1%, stimulerer dannelsen af sarcosinoxidase.

" Dyrkningstemperaturen kan variere inden for omrédet for
vzkst af de mikrobielle celler og produktion af enzym og er for-
trinsvis 26-33°C, Dyrkningstiden kan =ndres afhzngende af be-
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tingelserne og er normalt 15-25 timer. Dyrkningen ber naturlig-
vis afsluttes, ndr dannelsen af sarcosinoxidase i hovedsagen er
fuldstendig.

Sarcosinoxidase eksisterer i mikroorganismecellerne.

Tn udferelsesform for ekstraktion af sarcosinoxidase fra

dyrkningsmassen er som felger: Den dyrkede masse centrifugeres,
og de vAde celler suspenderes i en stedpudeoplesning sésom
tris-HCl-stedpude og iturives ved behandling med lysozym, ultra-
lydbehandling eller presning. Det s&ledes opndede ra sarcosin-
oxidase renses ved gengse isolations- og rensningsmetoder for
proteiner og enzymer. F.eks. kan der om fornsdent efter fjernel-
sen af nucleinsyre ved tilsetning af protaminsulfat benyttes
fraktioneret udfzldning med acetone, methanol, ethanol eller iso-
propanol og udsaltning med ammoniumsulfat. Yderligere rensning
kan opnds ved f.eks. chromatografi, hvor den rd sarcosinoxidase
opleses i tris-HCl-stedpude og chromatograferes under anvendelse
af anionbyttere sésom diethylaminoethylcellulose- eller -dextran-
gel og gelfiltreringsmidler sdsom dextrangel eller polyacrylamid-
gel. Den rensede sarcosinoxidase kan opbevares som et lyophili-
seret pulver.

Sarcosinoxidase ifslge opfindelsen har fglgende fysisk-kemi-
ske egenskaber:

(1) Enzymvirkning:

Bt mol sarcosin forbruger et mol HQO og et mol oxygen og
frembringer et mol glycin, et mol formaldehyd og et mol hydrogen-
peroxid. Enzymet katalyserer oxidationen af sarcosin til dannelse
af glycin og formaldehyd:

CHBNHCHZCOOH + 02 + HZO > HZNCHZCOOH + HCHO + H202

Enzymbestemmelsen udferes som folger:

Til en reaktionsblanding (0.5 ml) bestdende af 0.2 mol tris-
HCl-stedpude (pH-verdi 8.0, 0.05 ml), 4-aminoantipyrin (3 mg/ml,
0.05 ml), 0.2% phenol (0.05 ml), peroxidase (0.5 mg/ml, 0.05 ml),
1 mol sarcosin (0.1 ml) og destilleret vand (0.2 ml) szttes en-.
zymoplesningen (10 HBl), og man inkuberer ved 37°C i 5 min.
Ethanol (2.5 ml) tilssttes til stendsning af reaktionen. Dannel-
sen -af hydrogenperoxid miles ved colorimetri igennem absorptions-
evne ved 480 nm,

Tn enhed (1 enh.) enzymaktivitet defineres som den mengde en-
zym, som frembringer 1 pmol hydrogenperoxid pra min.
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(2) Substratspecificitet:

Til en reaktionsblanding (0.5 ml) bestdende af 0.2 mol tris-
—HC1l-stodpude (pH-verdi 8.0, 0.05 ml), 4-aminoantipyrin (3 mg/ml,
0.05 ml), 0.2% phenol (0.05 ml), peroxidase (0.5 mg/ml, 0.05 ml),
destilleret vand (0.2 ml) og fwlgende substrat {0.5 mol, 0.20 ml)
se=ttes sarcosinoxidase (0.5 enheder), og man inkuberer ved 37°C
i 5 min. Der tilsmttes ethanol (2.5 ml) til standsning af reak-
tionen, og man bestemmer colorimetrisk ved 480 nn.

Den relative aktivitet p& forskellige substrater er som fgl-

ger:
Substrat Relativ aktivitet

T Sarcosin ' 100.0

- Cholin 0

Betain 0.03
Dimethylglycin 0.01
Glycin 0.06
Serin , 0
Threonin 0
Alanin ' 0]
Valin 0
Lysin o 0.09
N-methylethanolamin 0
N-dimethylethanolamin 0

(3) Optimal pH-verdi:

Til undgdelse af en virkning af 4—éminoantipyrin,phenol~og
peroxidase p& chromogen bestemmes dannelsen af aldehyd ved acetyl-
acetonemetoden. Resultatet er vist i fig. 1, hvor den optimale
pH-verdt er 8.0 - 9.5. '

De benyvttede stodiiudeoplosninger er: pH-verdi 4 - 7: dime-
thylglutaratstedpuce, pH-verdi 6 - 8: phosfatstedpude, pH-verdi

7.5 = G: +tris-HCl-stedpude, pH-verdi 9 - 10: glycin - NaOH-
stedpude og pH-vmrdi 10 - 11: natriumcarbonat-borat-stsdpude.
(4) Optimal temperatur:

Ca. 50°C som vist i fig. 2. Substrat: sarcosin.

(5) pH-stabilitet:

Dinethylglutaratstedpude for pH-verdi 5 - 7, phosfatstedpude
for pH-varci 6 - 8, tris-HCl-stedpude Zor pH-verdi 7.5 - 9, gly-
cin-HalOE-stedpute Zor pH-verdi 9 - 10 og natriumcarbonat-borat-
stsdpude Ior pH-verdi 10 - 11 benyttes. Til 0.1 ml af hver stod-
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bude settes 100 pl enzymoplesning (protein 100 pg/ml), og men la-
der henstd i 60 min. ved 37°C. Efter indstilling af pH-~verdien
ved tilsmtning af 1.0 mol tris-HCl-stedpude (pH-verdi 8.0, 0.3 ml)
udtages en prgve pd 20 pl, og enzymaktiviteten bestemmes. Sarco-
sin benyttes som substrat, og som vist i fig. 3 er den stabile
pH-verdi 6.0 - 10.0.
(6) Varmestabilitet:

Varmestabiliteten af enzymet bestemmes ved inkubering af
10 mmol tris-HCl-stedpude (0.5 ml, pH-vsrdi 8.0) indeholdende en~-
zym (protein 20 pg/ml) med forskellige temperaturer i 10 min. un-
der anvendelse af sarcosin som substrat. Som det fremgér af fig.
L4, er enzymet stabilt under 40°¢.
(7) Molekylvagt:

40,000, nd8lt ved gelfiltreringsmetoden.
(8) Isoelektrisk punkt:

L.7 ved elektrophorese under anvendelse af ampholyt af bs-
rertype.
(9) Identifikation og bestemmelse af reaktionsprodukter:

I) Identifikation af glycin:

Reaktionsblanding:

0.2 mol tris-HCl-stedpude (pH-vardi 8.0) 1.0 ml
1 mmol sarcosin 1.0 ml
catalase 200 enh.
sarcosinoxidase 5 enh,
destilleret vand 8.0 ml
total 10.0 ml

Ovenstdende reaktionsblanding (10 ml) inkuberes ved 37°C i
60 min., hvorefter reaktionen standses ved opvarmning til 100°C i
5 min. De dannede udfzldninger fjernes ved centrifugering, og den
overliggende vmske inddampes 10 gange og anbringes pletvis pa fil-
trerpapir. Der udvikles et chromatogram med vandmettet phenol
natten over, og man farver ved opvarmning efter spregjtning med
ninhydrinoplesning. Den iagttagne Rf-verdi er 0.26.

Autentiske prover af sarcosin og glycin har Rf-verdier pa
henholdsvis 0,66 og 0.26, s& at pletten med ovennsvnte Rf-verdi
identificeres som glycin.

II) Bestemmelse af formaldehyd:

Reaktionsblanding:
0.2 mol tris-HC1 -stedpude (pH-verdi 8.0) 0.05 ml
sarcosin med alikvot koncentration . 0.10 ml
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catalesse 200 enh.
sarcosinoridase 3.0 enh.
destilleret vand 0.35 ml
totel 0.50 ml

neahulonsblgnu1n"en inkuberes ved “7 C i 20 nin. Reaktionen
standses ved opvarmning i 5 nin., og elfter arksling tilsmttes der
acetatstedpude (pH-verci 5.5, 1,5 ml) samt den nedenfor angivne
chromogenonplasning (20 ml)., Efter 50 minutters inkubation ved
379C miles oplosningen colorimetrisk ved 412 nm. Resultatet frem-
gdr af fig. 5, hvor dannelsen af formaldehyd svarer til koncenira-

tionen af sarcosin.

Chromogen:
ammoniumacetat 15 g
eddikesyre 0.3 ml
acetylacetone ' 0.2 mL
vand ad 100 ml

©  III) Bestemmelse af hydrogenperoxid:
Hydrogenperoxid bestemmes= :kvantitativt ved kombination

af L-aminoantipyrin, phenol og peroxidase.

Reaktionsblanding:

0.2 mol tris-HCl-stedpude (pH-verdi 8.0) 0.05 ml

% mg/ml f-aminoantipyrin 0.05 ml

0.25 phenol ' , 0.05 ml

0.5 ng/ml peroxidase 0.05 ml

sarcosin af alikvot koncentration 0,10 ml
sarcosinoxidase 3.0 -enh,

. gestilleret vand _ 0.2 ml

- total 0.5 ml

, reaktionsblandingen inkubgres ved 37°C i 20 min. ZEfter til-
setning af ethenol (2.5 ml) mdles blandingen colorimetrisk vec
480 nm. Som vist i fig. 6 svarer cannelsen af hydrogenperoxid

)

til koncentrationsn af sarcosin.

Som Torklaret ovenior talyserer enzymet sarcosinoxicdase
oridationsresktionen, hvor sarcosin omszttes med oxygen (idet der
~orbruges 1 mol vend Ffor hvert mol sarcosin), og der dannes gly-
cin, FormalcehyG og hydrogenperoxid. Derifor bekreftes enzymet

om vsrence enzymet for BC.1.5.3.1 sarcosin: oxygen oxidoreduc-

tase (demethylerende).
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Sarcosinoxidase kan benyttes som enzymatisk diagnostisk rea-
gens sdsom til bestemmelse af creatinin 1 blod eller urin ved
kombination med creatinase og creatininase. Endvidere kan sarco-
sinoxidase benyttes til bestemmelse af aktiviteten af creatini-

nase,
Nedenst8ende eksempel illustrerer fremgangsméden ifelge Op-—

findelsen.

Eksempel 1
Tt medium (100 ml) indeholdende creatin (0.5%), opleselig

fiskeekstrakt (0.5 %), gerekstrakt (0.2%), KC1 (0.3%), K,HPO,
(0.1%) og MgS0y,, TH,0 (0.05%) i en 500 ml Erlenmeyerkolbe sterili-
seres ved 120°C i 20 min. Man poder Bacillus sp. B=0618 FERM-P
nr., 4049 deri og dyrker den ved 30% i1 dag som en podekultur,
som overferes til samme steriliserede medium (20 1) i eﬁ 30-1liter
forgmringsbeholder, hvor man dyrker ved 30°C i 20 timer ved 200
omdrejninger pr. min. og under luftning med 20 1/min. Ved cen-
trifugering samlede bakterieceller (12 g) vaskes med 10 mmol
phosfatstedpude (pH-verdi 7.0), og man suspenderer i samme sted-
pudeoplesning, og der tilszttes lysozym (slutkoncentration

0.2 mg/ml), og man omrgrer ved 37°C i 30 min. Den ved centrifuge-
ring ved 5000 omdrejninger pr. min., 1 15 min. opnéede overliggen-
de vaeske samles (sarcosinoxidaseaktivitet: 1400 enh.). Til den
s3ledes opndede overliggende vmske sattes 2% protaminsulfatoples-
ning (2.5 ml), og nucleinsyreudfzldningen skilles fra.

Til den overliggende veske szttes mettet ammoniumsulfat, og
man samler udfsldningen af fraktionerne af 505 - 70% ammoniumsul-
fatkoncentration.

Udf=ldningen opleses i 10 mM tris-HCl-stedpude (pH~verdi 8.0,
20 ml) og afsaltes gennem en Sephadex G-25-szjle (indregistreret
varemsrke) (3.5 x 30 cm). Den afsaltede oplssning anbringes pa
en DEAB-cellulosessjle (2.0 x 18cm), 10 mM tris-HCl-stedpude,
pH-varci 7.0) til adsorption af enzymet, og man vasker med samme
stadpudeoplasning indeholdende 0.1 mol KCl og eluerer ved en gra-
dient af 0.1 M - 0.5 M KCl-oplesning.

Den aktive fraktion, som elueres med 0.36 M KCl, samles og
dialyseres i 10 timer mod oplesningen af 10 mM tris-HCl-stadpude
(pH-v2rdi 8.0), hvorpid man fryseterrer til opndelse af et pulver
af sarcosinoxidase. '

?otal aktivitet: 540 enheder, protein: &3 mg, specifik akti-
vitet: 12.7 enh./mg, udbytte 38.6%.
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Patentkrarvw,

1. TFremgangsmide til fremstilling af sarcosinoxidase,
kendetegnet ved, at man dyrker stammen
~ Baeillus sp. B-0618, FERM-P nr. 4049 i et neringsmedium, og
at man isolerer den s3ledes dannede sarcosinoxidase fra dyrk-
ningsmassen.

2, Fremgangsmide ifelge kravl, kende tegnet
ved, at dyrkningsmediet indeholder creatin.

Fremdragne publikationer:
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