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Ved en fremgangsmade til krystallisation af glucoseisomerase
gds der frem pa den mide, at

(a) pH-vardien af et delvist renset glucoseisomerasepraparat
justeres til et interval fra 5,7 til 8,0,

(b) prazparatet afkeles tjl1 ca. 16°C eller derunder,

(c) ammonium- og/elelxr magnesiumsulfat tils=zttes i en koncen-
tration fra ca. 5C til ca. 170 g pPT. liter przparat, og

() der afkeles til nar frysepunktet for blandingen for at

lette krystaldannelsen.
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Den foreliggende opfindelse angar en fremgangsmade
til krystallisation af glucoseisomerase, hvilken fremgangs-
made er ejendommelig ved det i krav 1's kendetegnende del
angivne. Hensigtsmzssige udfgrelsesformer for fremgangsmaden
ifplge opfindelsen er angivet i krav 2-6.

Anvendelse af glucoseisomerase til isomerisering af
glucose til fructose er en kendt industriel metode, ved
hvilken enzymet ofte anvendes i immobiliseret form. Ved
mange af de kommercielle metoder, som er i anvendelse, frem-
stilles det immobiliserede enzymprzparat ved en separat
proces, ved hvilken enten enzymet immobiliseres pd bzreren
ved hjzlp af adsorptionsteknik, eller hele den mikrobielle
cellemasse med enzymet immobiliseres, sdledes at der fas en
matrix. Reaktorkolonnen fyldes med fardigt, immobiliseret
enzym. NAr enzymet er opbrugt, temmes kolonnen og fyldes
igen med frisk, immobiliseret enzympraparat.

Det er kendt, at et renset enzym adsorberes langt
bedre pa en bzrer end et ikke-renset raprazparat (US patent-
skrift nr. 4.347.322). Problemet har vazret at fremstille et
sadant stabilt, let handterligt enzymprzparat, der er let
at opbevare, og som kan anvendes £il immobilisering af en-
zymet pd bareren i en kolonne.

Et bundfald eller en krystalmasse, der fas ved glu-
coseisomeraserensningsprocesser, der er baseret pa fzld-
ning eller krystallisation, indeholder mindst 60 vagt% vand,
der ikke kan fjernes uden at gdelzgge enzymstrukturen. Kry-
stalmassen er i sig selv ikke mikrobiologisk stabil, og den
er vanskelig at handtere og dosere. En alternativ metode er
at oplese krystalmassen til en oplesning, hvis koncentration
fortrinsvis skal vare sd hej som mulig med henblik pa op-
bevaring, stabilitet og transport. En nzrliggende metode
ville vere at oplese enzymkrystallerne i vand eller i en
fortyndet saltople¢sning. Det har imidlertid vist sig i prak-
sis, at det pad grund af glucoseisomerases forholdsvis ringe
oplgselighed ikke er muligt at fremstille en tilstrazkkelig
koncentreret oplesning af isomerasen ved at oplese krystaller
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i vand. Den fortyndede vandige isomeraseoplgsning er yderst
ustabil og mister sin aktivitet pa grund af mikrobiologisk
og kemisk forringelse i lgbet af fa dage.

Det har ogsad varet foresldet, at enzymet kunne oplgses
i et organisk oplgsningsmiddel (US patentskrift nr.
4.077.842). Det er imidlertid ikke tilradeligt at anvende
organiske oplgsningsmidler i en fremgangsmade til fedevare-
fremstilling, og derfor er denne teknik kun darlig egnet
til et enzym, der anvendes direkte til fremstilling af na-
ringsmidler. Hvis derimod enzymet ikke skulle anvendes til
fpdevarer, kunne de stoftyper, der kunne anvendes til oplgs-
ning, udvides.

Der findes en righoldig litteratur vedrgrende frem-
stilling, rensning og anvendelse af glucoseisomerase, fordi
glucoseisomerase er et af de vigtigste enzymer, der anvendes
for g¢jeblikket. Imidlertid er alle de kendte rensningsproces-
ser ret komplicerede og giver som regel temmelig lave udbyt-
ter.

Rensning af enzymer og proteiner ved hjzlp af krystal-
lisation er i og for sig kendt, og f.eks. i handbogen Enzymes
(M. Dixon og E.,C. Webb, Enzymes, 3. udg., Longman Group
Ltd., Bungay 1979, side 1116) vises 192 fotografier af en-
zymkrystaller. Det er desuden kendt, at ammoniumsulfat i
mange tilfalde er egnet som middel til at fremkalde krystal-
lisation, og det nedsztter opleseligheden. Desuden kan am-
moniumsulfatkrystallisation ofte udfegres ved hjzlp af et
andet salt eller organisk oplgsningsmiddel, sasom acetone
eller alkohol. Inden for dette omrdde af kemien medgives
det i reglen, at det aldrig er indlysende, at et bestemt
enzym eller et andet protein eventuelt kan krystalliseres
ved hjzlp af et eller andet, i og for sig kendt, fzldnings-
middel. Der kendes talrige proteiner og enzymer, som indtil
nu ikke har kunnet krystalliseres, selv om rensningsprocesser
inden for biokemien har undergdet en voldsom udvikling.
Leren om enzymkrystallisation (som faktisk maske snarere er
en kunst) er sdledes yderst empirisk, og blot fordi visse
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metoder har vist sig at vere resultatrige til krystallisering
af ét enzym, betyder det ikke, at de samme metoder kan anven-
des i bred almindelighed til krystallisation af andre en-
zymer.

Anvendelsen af fraktioneret sulfatfzldning (ammonium-
og/eller magnesiumsulfat) som rensningsmetode til glucose-
jsomerase eller som en del af en sadan fremgangsmade er
kendt fra flere publikationer [US patentskrifterne nr.
4.237.231 og 4.077.842, Agr. Biol. Chem. 45, 619-627 (1981),
id. 28, 1123-1128 (1965), id. 34, 1795-1804 (1970), id. 23,
1129-1134 (1965), og Biochem. Biophys. Acta. 151, 670-680
(1968) 1.

De sulfatkoncentrationer, der anvendes ved disse
rensningsmetoder til isomeraser, har varet forholdsvis hgje.
Saledes fazldes ved fremgangsmadden ifelge US patentskrift
nr. 4.237.231 ferst de ungdvendige proteiner ud fra isomera-
seoplesningen ved en metningsgrad pa 40% ammoniumsulfat, og
derpa fzldes isomerasen selv ved en hejere meztningsgrad (op
til 60%).

Nar der anvendes hgje ammoniumsulfatkoncentrationer
£il fraktioneret fzldning, udfzldes der altid sammen med
isomerasen en overflod af andre proteiner, og jo hejere
ammoniumsul fatkoncentration der anvendes, jo flere yderligere
proteiner vil der udfzldes, medmindre isomerasen allerede
er blevet renset pad en eller anden made ved hjelp af en
anden metode.

Ved rensningsprocesser baseret pa fraktioneret fzld-
ning er resultatet i reglen et amorft bundfald, som er meget
vanskeligt eller direkte umuligt at fraskille fra modervasken
i godt udbytte ved hjzlp af centrifuger eller separatorer
beregnet til industriel brug.

Det amorfe bundfald er som regel en blandet udfeld-
ning, som foruden isomerasen ogsa indeholder andre proteiner,
is®r hvis ramaterialet er en mikrobiel cellevaske, som ikke
er blevet renset i forvejen. Et sadant amorft bundfald er
vanskeligt at adskille fra modervasken, og udfzldningen giver
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ikke den o¢nskede rensningsvirkning for isomerasens vedkom-
mende.

Krystallisation af glucoseisomeraser ved hjzlp af
ammoniumsulfat, andre salte eller organiske oplgsningsmidler
er beskrevet i flere publikationer [Biochem. Biophys. Acta
151, 670-680 (1968), Agr. Biol. Chem. 34, 1795-1804 (1970),
id. 45, 619-637 (1981), og id. 33, 1527-1534 (1969)]. Karak-
teristiske trzk ved de i disse publikationer beskrevne kry-
stallisationsmetoder er lavt udbytte, meget lang krystalli-
sationstid eller forholdsvis stort forbrug af kemikalier. I
alle disse tilfzlde har formalet varet at fremstille en
lille mengde ren isomerase til grundforskningsformal. Iso-
merasen er saledes fgrst blevet renset ved hjzlp af en eller
anden metode (ekstraktion med et organisk oplegsningsmiddel,
DEAE-"Sephadex®"—s¢jlechromatografi, ammoniumsul fatfeldning,
dialyse), hvorefter der er udfert krystallisation af den
rensede isomerase ud fra ren vandoplgsning med ammoniumsul-
fat, phosphatpuffer eller acetone.

Ingen af de i ovennavnte publikationer beskrevne
metoder har varet anvendt i industriel mdlestok pa grund af
deres ringe gkonomi.

Et stabilt glucoseisomerasekoncentrat indeholder
glucoseisomerase oplest i en koncentreret vandig oplesning
indeholdende sukker eller sukkeralkohol.

Det har vist sig, at dette koncentrat er bade kemisk
og mikrobiologisk stabilt og er szrlig anvendeligt til frem-
gangsmader, ved hvilke glucoseisomerasen immobiliseres pa
et bazrermateriale. Egnede sukkerarter og sukkeralkoholer er
alle sadanne forbindelser, der er let opleselige i vand.
Sukkerforbindelser, glycerol, polypropylen eller ethylengly-
col er ogsd egnede. Sazrligt egnede er sukkerforbindelser,
som anvendes som naringsmidler i sig selv, samt sukkeralkoho-
ler, der er tilladte fgdevareadditiver. Eftersom isomerise-
ringsslutproduktet er en glucose-fructose-sirup, er blandin-
gen af disse sukkerforbindelser, dvs. invertsukker, yderst

egnet til formalet.
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Det samlede terstofindhold i koncentratet ber vare
et sddant, at det i sig selv er mikrobiologisk stabilt,
dvs. terstofindholdet ber vzre fra ca. 60 til ca. 70 vagt%
(dvs. vandets aktivitet skal vare tilstrazkkelig lav).

GClucoseisomerasekoncentratet indeholder 5-20 vegt%
glucoseisomerase, fortrinsvis 5-15 vagt% glucoseisomerase,
30-60 vagt% af en i vand opleselig sukker eller sukkeralko-
hol, sasom glucose, maltose, fructose, saccharose, sorbi-
tol, xylitol eller en blanding heraf, f.eks. invertsukker,
glucosesirup eller isomeriseret glucosesirup, ikke over 15
vegts af et egnet salt, sasom ammonium- og/eller magnesium-
sulfat, og/eller en puffer (pH-verdi 5,0-8,0), f.eks. natri-
um-kalium~-phosphatpuffer, carbonatpuffer eller en puffer
fremstillet af et organisk salt (f.eks. et salt af en amino-
syre) eller en blanding af puffere, og resten vand.

Koncentratets pH-verdi er 5,0-8,0, og enzymaktiviteten
er 500-10.000 GIU/g koncentrat, pH-vardien fortrinsvis 6,0-
8,0 og enzymaktiviteten fortrinsvis 2000-5000 GIU/g kon-
centration (GIU = glucoseisomeraseenheder) .

I det folgende er anfgrt nogle eksempler pa egende
enzymkoncentrater af den nzvnte art:

1. 50 vagt% glycerol,

30 vagt% vand,
15 vaegt% enzym,
5 vagt% ammoniumsulfat.

2. 50 vagt% invertsukker,
30 vegt% vand,
15 vegt% enzym,
1 vagt% puffer (Na-K-phosphat),
4 vegt% ammoniumsulfat.

3. 50 vagt% sorbitol,
40 vegt% vand,

10 vegt% enzym.
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4. 50 vagt% saccharose,
30 vegt% wvand,
15 vegt% enzym,
5 vagt% puffer (natriumphosphat).

Sammensztningen af koncentratet kan imidlertid varie-
res efter behov, idet der drages omsorg for, at den samlede
koncentration er tilstrzkkelig hej, men at oplegsningen alli-
gevel i flydende form er let at handtere.

Glucoseisomerasekoncentrater af den her omhandlede
art er rene, stabile og lette at handtere og dosere. Enzymak-
tiviteten kan justeres. Alt efter anvendelsen ligger et
passende aktivitetsinterval fra 2000 til 10.000 GIU/g prepa-
rat.

Sukkerforbindelserne, sukkeralkoholerne og saltene,
der skal anvendes, er fortrinsvis af fgdevarekvalitet (f.eks.
Food Chemicals Codes-standard). Enzymet skal renses passende
ved krystallisation eller ved hjzlp af en anden metode.

Et egnet bazrermateriale til adsorption af glucoseiso-
merase er et materiale med ionbytterkapacitet, f.eks. glas-
perler, ionbytterharpiks eller en bazrer baseret pa silicium-
oxid. Szrlig egnede er diethylaminoethyl-(DEAE)-derivater,
som vides at adsorbere proteiner, sdasom DEAE-cellulose og
DEAE-dextran. Der er beskrevet et stort antal bzrermaterialer
i litteraturen.

Nar der anvendes DEAE-cellulose som bzrer, er det
let at opnad en aktivitet pa over 1000 IGIU/g immobiliseret
enzym. (IGIU = immobiliseret glucoseisomeraseaktivitet).

En fremgangsmade til fremstilling af det ovenfor
beskrevne stabile glucoseisomerasekoncentrat udfgres som
felger:

(a) tilsztning af et egnet salt til en delvis renset
glucoseisomeraseoplgsning, der er opndet ved fermentering,
sa at glucose-isomerasen krystalliseres,

(b) afkeling af oplegsningen for at fremme glucose-

isomerasens krystallisation og fraskillelse af den dannede



10

15

20

25

30

35

DK 169587 B1

7

krystalmasse og derefter, eventuelt en eller flere omkry-
stallisationer, og

(c) tilsaztning af en sukker eller en sukkeralkohol
eller en koncentreret vandig oplgsning deraf til den frem-
stillede krystalmasse, som oplgses, hvorved der fas et sta-
bilt glucoseisomerasekoncentrat.

Ifelge den foreliggende opfindelse kan glucoseisome-
rase-enzymet renses yderst effektivt ved at krystallisere
det ud fra en saltoplesning. Egnede salte er alle sadanne
ikke-toksiske salte, der ikke inaktiverer enzymet. Ved frem-
gangsmaden ifplge den foreliggende opfindelse anvendes ammo-
nium- og/eller magnesiumsulfat.

Fzldning af glucoseisomerase ved hjzlp af et salt er
i og for sig en gangs metode, der er beskrevet i f.eks.
Agr. Biol. Chem. 29, 1129-1134 (1965) (Isumre og Sato). Imid-
lertid har der ikke tidligere varet beskrevet en fremgangs-
mide, ved hvilken dannelsen af krystaller finder sted. Ved
ovennzvnte kendte fremgangsmdde dannes et amorft bundfald.

Afhazngigt af betingelserne kan der fas enten et amorft
pundfald eller et krystallinsk bundfald ud fra isomerasen
ved anvendelse af det samme kemiske ammoniumsulfat eller
magnesiumsulfat. Det er almindelig kendt, at talrige enzymer
opferer sig pa samme made.

Et karakteristisk og overraskende trazk ved fremgangs-
méden er, at glucoseisomerasen udfzldes som et krystallinsk
stof og for alle andre stoffer, der eventuelt udfzldes. Ved
fremgangsmaden anvendes ngje udvalgte betingelser og en sa
lav ammoniumsulfatkoncentration, at ingen andre stoffer
udfeldes fra oplesningen. I denne henseende afviger frem-
gangsmiden vasentligt fra det, der er beskrevet i litteratu-
ren pd dette omrdde. Tidligere blev glucoseisomerase ikke
krystalliseret direkte og alene som eneste fazldningskompo-
nent fra en cellevaske eller et cellevaeskekoncentrat fra en
produktionsmikrobe. Fremgangsmaden giver ogsad et meget hejt
udbytte, der afviger vasentligt fra det, der tidligere har

veret anfert i litteraturen.
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Det er almindelig kendt, at enzympraparaters opbeva-
ringskvalitet og -stabilitet kan foreges, f.eks. ved hjzlp
af glycerol, polyalkocholer og sukkerforbindelser. Sadanne
enzymprzparater fremstilles i reglen ved at tilsztte det
nevnte stof til en koncentreret enzymoplesning.

Det har overraskende vist sig, at nar der blandes
vandfri polyalkohol eller sukker (fortrinsvis glucose) i en
koncentreret isomerase-krystalsuspension eller i en fast
krystalmasse med den hgjest mulige aktivitet pa ca. 10.000
GIU/g, oplegses isomerasekrystallerne, og der fremstilles en
&gte klar oplesning. En sddan oplesning er stabil, nar dens
vandkoncentration er tilstrzkkelig lav, og ndr dens isomera-
seaktivitet er tilstrazkkelig hej. Oplesningen kan indeholde
salte afledt ud fra Krystallisationsmetoden eller salte,
som er blevet tilsat bagefter, og som i sig selv har en
virkning, der foreger den mikrobiologiske stabilitet. Poly-
alkoholen eller sukkeret har imidlertid en vasentlig betyd-
ning med hensyn til oplesningen af isomerasekrystallerne,
for at der kan opnds en sa hej isomeraseaktivitet i oplgsnin-
gen som muligt.

I den kendte teknik findes der ingen eksempler pa
isomerase-oplesninger med en enzymatisk aktivitet, der er
s& hej som det ovenfor beskrevne glucoseisomerasekoncentrats,
og der er heller ikke beskrevet fremgangsmader til fremstil-
ling af sadanne oplgsninger.

Fremstillingen af glucoseisomerasekoncentratet fore-
tages fortrinsvis pa felgende made hvoraf trin b) - g) il-
lustrerer fremgangsmadden ifplge opfindelsen:

(a) Der fremstilles en cellevaske ud fra organismen
Streptomyces rubiginosus ved hjalp af lyse (USA patentskrift
nr. 4.410.627) og ud fra cellevasken fremstilles ved ultra-
filtrering et koncentrat indeholdende isomerase som ramate-
riale til krystallisationsprocessen; en foretrukket isome-
rasekoncentration i koncentratet er 200-800 GIU/g.

(b) Isomeraseoplesningens pH-vardi justeres til inter-

vallet 5,7-8,0, fortrinsvis 7,0.
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(c) Oplesningen afkeles til ca. 16°C eller derunder.

(d) Der szttes ammonium- og/eller magnesiumsulfat
til oplesningen i en koncentration fra ca. 50-170 g pr.
liter oplesning. Den mangde sulfat, der skal tilsattes,
afhznger af den oprindelige isomerasekoncentration og af
krystallisationens sluttemperatur. Den mest foretrukne mzngde
sulfat, der tilszttes, er sddan en mangde, ved hvilken kun
isomerasen krystalliseres, medens de gvrige proteiner endnu
ikke begynder at udfzldes.

(e) Tilsztningen af sulfaterne sker fortrinsvis grad-
vis, sdledes at tilsaztningen af hele mzngden varer 2-4 timer,
selv om der ogsd kan opnds et acceptabelt resultat ved at
tilsztte hele me#ngden pa én gang, men i sd tilfzlde forbliver
storrelsen af isomerasekrystallerne ugunstigt lille.

(f) Oplgsningen afkeles fortrinsvis i flere timer,
fortrinsvis til nzr den pagzldende blandings frysepunkt,
hvilket ved de lavest afprevede sulfatkoncentrationer er
ca. -2°C og ved de hgjeste -6°C. Afkeplingen kan pabegyndes,
enten samtidig med at sulfattilsztningen pabegyndes, eller
ferst nar sulfattilsztningen er afsluttet; ved hjzlp af
gradvis afkeling opnads en afkeling-krystallisationsvirkning,
som forgger storrelsen af isomerasekrystallerne pa en gunstig
mdde, og desuden har keling en oplgselighedssaznkende virk-
ning, hvilket igen foreger udbyttet.

(g) Isomerasekrystallerne fraskilles fra oplesningen,
ved at de faAr lov at bundfzlde sig pd bunden af beholderen,
ved at de frafiltreres, eller i stor skala bedst ved at de
fracentrifugeres ved hjzlp af en kontinuerlig separator.

(h) Den fraskilte krystalmasse oplgses ved, at der
tilsazttes et tert carbonhydrat eller en Koncentreret vandig
ople¢sning heraf, hvorved isomerasekrystallerne oplgses, og
der fas et stabilt glucoseisomerasekoncentrat.

om ¢nsket kan krystallisationen gentages, og i sa
fald ber krystalmassen oplgses efter fraskillelsen (trin
(g)) i en rigelig mzngde vand ved en forholdsvis hej tempera-
tur (20~30°C). I denne forbindelse er en passende vandmengde
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en sadan, at oplegsningens isomeraseaktivitet er 500-2000
GIU/ml, med andre ord, vagten af den vandmezngde, der bruges,
er i reglen 4-10 gange krystalmassens vagt.

som udtrykket anvendes her, er GIU forkortelsen for
glucoseisomeraseenhed og er den mzngde enzym, der omdanner
1 pmol glucose til fructose pr. minut i en oplesning, der
til at begynde med indeholder 2 mol glucose pr. liter, 0,02
mol MgSO, og 0,001 mol CoCl; pr. liter ved pH-verdien 6,84-
6,85 (0,2 molart natriummaleat) malt ved omgivelsernes tem-
peratur og ved en temperatur pa 60°C. Glucoseisomerasemalin-
gerne er udfert ved hjzlp af den metode, der er beskrevet
af N.E. Lloyd m.fl. i Cereal Chem. 49, nr. 5, side 544-553
(1972) .

opfindelsen vil i det folgende blive nzrmere belyst
ved hjzlp af eksempler.

Eksempel 1
Et bad pa ca. 40 m3 af mikroorganismen Streptomyces

rubiginosus fermenteres som beskrevet i US patentskrift nr.
4.410.627. Cellemassen lyseres pa kendt mdde (samme referen-
ce). Celleresterne og andet terstof fjernes ved filtrering
ved hjzlp af et gzngs tromlefilter med kiseljord, hvorved
der fas 32 tons isomeraseholdigt filtrat. Dette filtrat
filtreres ved hjzlp af et "PCI"-ultrafilter (Patterson-Candy,
Inc.), hvorved der fds 3000 kg isomeraseholdigt koncentrat,
hvis aktivitet er 960.000.000 GIU. Permeatet, der har pas-
seret ultrafiltreringsmembranen, fjernes.

Der szttes 120 kg magnesiumsulfat og 300 kg ammonium-
sulfat ((MgSO4)7H,0 og (NHy),SO4, fedevarekvalitet) til
koncentratet. Blandingen afkeles til 10°c for at fremme
krystallisation. De dannede krystaller skilles fra ved dekan-
tering, og krystallisationen gentages ved at tilsztte 411 kg
ammoniumsulfat. Krystallerne fraskilles atter ved dekante-
ring. Krystalmassen opleses ved tilsaztning af 402 kg vand,
og oplgsningens pH-vardi justeres ved hjzlp af en 1 molar
ammoniakoplesning til 6,5. Oplesningen filtreres med et
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pladefilter, og krystallisationen gentages endnu en gang
ved hjzlp af 16 kg magnesiumsulfat og 40 kg ammoniumsulfat.

Der fas et udbytte pd 90 kg krystalmasse, hvoraf 29
kg er enzym, 3,7 kg salte (MgSO,, (NH3);SO04) og resten vand.
Til krystalmassen szttes 45 kg glucose og 45 kg fructose
samt 20 kg invertsukker med et te¢rstofindhold pa 70 vagtl.
P& denne made fas 200 kg af et enzymprzparat, hvis sammen-
éetning er felgende:

29,2 vagt% vand,

52,0 vagt% sukkerforbindelser,

14,5 vagt% glucoseisomerase,

4,3 vegty salte (magnesium-ammoniumsulfat).
Enzymkoncentratets glucoseisomeraseaktivitet er 4500

GIU/g.

Eksempel 2
Der fremstilles et ultrafiltreret fermentat pad den i

eksempel 1 beskrevne made. Til 4000 kg ultrafiltreret fermen-
tat sattes 244 kg krystallinsk ammoniumsulfatoplesning,
hvori der er oplest 600 kg salt i 900 kg vand. Oplesningen
afkgles til 13°C og holdes pa denne temperatur i 20 timer.
Den dannede krystalmasse fraskilles ved hjzlp af en "West-
falia® NA 7"-separator. Krystallerne opleses i vand, og
oplesningen filtreres. Filtratetmzngden er pa 2000 liter.
Krystallisationen gentages ved hjzlp af 122 kg krystallinsk
ammoniumsulfat og ammoniumsulfatople¢sning, der indeholder
300 kg ammoniumsulfat oplgst i 460 liter vand. Den opnaede
krystalmasse fraskilles igen ved hjzlp af en separator. Til
krystalmassen (525 Kkg) sattes samme mengde Krystallinsk
fructose, hvorved massen opleses, og fructosen isomeriseres
delvis til glucose. P& denne made fas et stabilt enzymkon-
centrat, hvis sammensztning er fglgende:

50,0 vegt$ sukkerforbindelse (glucose og fructose),

11,2 vagt% enzym,

3,5 veagt ammoniumsulfat,

35,3 vegt% vand.
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Koncentratets glucoseisomeraseaktivitet er 3000 GIU

Pr. d.
Eksempel 3

Et ultrafiltreret fermentat fremstilles pa samme
nade som beskrevet i eksempel 1. Til krystallisationen af
glucoseisomerasen anvendes 4000 liter ultrafiltreret fermen-
tat med en aktivitet pa 2.400.000.000 GIU. Oplgsningens pH-
vaerdi justeres ved hjzlp af en 5%'s NaOH-oplgsning til pH
7,0, og oplesningens temperatur justeres til 12°C. Til kry-
stallisationen af glucoseisomerasen szttes 500 kg ammonium-
sulfat oplest i 750 liter vand til oplgsningen i 1lgbet af
to timer med jzvn tilledningshastighed. Derpa afkeles oples-
ningen til -2°C, og oplgsningen omrgres i 24 timer. Glucose-
isomerasekrystallerne fraskilles ved hjzlp af en "Westfalia®
NA-7"-separator. Udbyttet er 390 kg krystalmasse med et
torstofindhold pa 23,6 vagt% og en aktivitet pa 2.300.000.000
GIU. Der sazttes 30 kg natriumchlorid og 180 kg glucose til
krystalmassen, og det opndede enzymkoncentrats pH-verdi
justeres ved hjzlp af en 5%'s NaOH-oplesning til 7,0. Under
disse omstzndigheder isomeriseres glucosen delvis. Herved
fas 600 kg stabilt enzymkoncentrat, hvis sammensatning er
fglgende:

49,7 vagt% vand,

30,0 vagt% sukkerforbindelser (glucose/fructose),

12,8 vegt% enzym,

2,5 vegt% ammoniumsulfat,
5,0 vagt% natriumchlorid.

Enzymkoncentratets glucoseisomeraseaktivitet er 3400

GIu/g.

Eksempel 4
Der fremstilles et ultrafiltreret fermentat pd den i

eksempel 1 beskrevne made. Til krystallisation af glucoseiso-
merasen anvendes 4000 liter ultrafiltreret fermentat med en
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aktivitet p& 2.400.000.000 GIU. Oplgsningens pH-verdi juste-
res ved hjalp af en 5%'s NaOH-oplgsning til pH 7,0. Oplesnin-
gens temperatur indstilles p& 12°C. Til krystallisation af
glucoseisomerasen szttes 500 kg ammoniumsulfat oplest i 750
liter vand til oplegsningen i 1lgbet af to timer med javn
tilledningshastighed. Derpd afkeles oplesningen til -2°C og
onmrgres i 24 timer. Glucoseisomerasekrystallerne fraskilles
ved dekantering. Udbyttet er 230 kg Kkrystalmasse med et
torstofindhold pa 40,0 vagt% og en aktivitet pa 2.300.000.000
GIU. Til krystalmassen szttes 115 kg glucose og 115 kg fruc-
tose samt 50 kg invertsukker med et terstofindhold pa 70%.
P4 denne made fas 510 kg enzympraparat, hvis sammensztning
er felgende:

30,0 vegt% vand,

52,0 vagt% sukkerforbindelser (glucose, fructose),

15,1 vegt% enzym,

2,9 vegt% ammoniumsulfat.
Enzymkoncentratets glucoseisomeraseaktivitet er 4500

GIU/g.

Eksempel 5
Der fremstilles et ultrafiltreret isomerasekoncentrat

pd den i eksempel 1 beskrevne made. Der sattes 50 g ammonium-
sulfat til 0,95 liter af et isomerasekoncentrat med en akti-
vitet pa& 600 GIU/ml og en temperatur pa 25°C. Der dannes
intet bundfald i oplgsningen pa dette stadium. Oplesningen
afkeles i lgbet af 16 timer til 0°C og holdes pa denne tempe-
ratur under svag, konstant omrering.

Isomerasen begynder at krystallisere i lgbet af 2
dage, og krystallisationen fortsztter, sdledes at 97,5 vagts
af isomerasen foreligger i krystallinsk form i modervasen
efter 5 dages forlgb. Krystallerne skilles fra oplesningen
ved hjzlp af en laboratoriecentrifuge. Herved udvindes 56 g
vad krystalmasse.

Ifelge dette eksempel er det muligt at krystallisere
isomerasen med en meget lav ammoniumsulfatkoncentration i
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forhold til de typiske mzngder, der er kendt fra litteratu-
ren. Samtidig er det et eksempel pad ren kelekrystallisation.
P4 baggrund af dette eksempel er det let at forsta, at isome-
rasen, hvis fzldningen ved hjzlp af ammoniumsulfat udfgres
hurtigt, og bundfaldet derpa fraskilles straks ved hjelp af
en centrifuge, f.eks. i lgbet af 15 minutter, hvilket er
tilfzldet ved fremgangsmdden ifplge US patentskrift nr.
4.237.231, forbliver fuldstzndig i oplgsningen, nir ammonium-
sulfatkoncentrationen er lav, og der vil, hvis den udfzldes,
ikke iagttages krystallisation, og fordelene herved forbliver
uudnyttede. En krystalmasse fremstillet ifgplge det forelig-
gende eksempel kan oplgses ngjagtig pa samme made som i de
andre eksempler.

Koncentrater fremstillet som her beskrevet har vist
sig at vare stabile over for mikrobiel og kemisk inaktivering
i tidsrum pa op til 10 méneder.
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Patentkrav:
1. Fremgangsmade til krystallisation af glucoseisome-

rase, kendetegnet ved, at

(a) pH-vardien af et delvist renset glucoseisomerase-
przparat justeres til et interval fra 5,7 til 8,0,

(b) przparatet afke¢les til ca. 16°C eller derunder,

(c) ammonium- og/eller magnesiumsulfat tilsattes i
en koncentration fra ca. 50 til ca. 170 g pr. liter praparat,
og

(d) der afkeples til nar frysepunktet for blandingen
for at lette krystaldannelsen.

2. Fremgangsmidde ifelge krav 1, kendeteg-
net ved, at den yderligere omfatter, at krystallerne
skilles fra oplesningen.

3. Fremgangsmade ifplge krav 2, kendeteg-
n et ved, at krystallisation gentages ved at oplegse de
fraskilte krystaller i en vandmzngde, der er fra ca. 4 til
ca. 10 gange vagten af krystalmassen, ved en temperatur pa
fra ca. 20 til ca. 30°C, og trinnene i krav 1 gentages.

4. Fremgangsmade ifplge krav 1, kendeteg-
net ved, at trin (c) udferes gradvis, og der tilszttes
ammonium- og/eller magnesiumsulfat i fast og/eller flydende
form.

5. Fremgangsmade ifplge krav 1, kendeteg-
net ved, at trin (d) udferes sidelgbende med trin (c).

6. Fremgangsmade ifplge krav 1 til krystallisation
af glucoseisomerase, k ende tegne t ved, at glucose-
isomeraseprzparatet er opnaet ud fra lyserede celler efter-
fulgt af ultrafiltrering,

(a) pH-vardien justeres til ca. 7,0,

(b) przparatet afkgles til ca. 16°C eller derunder,
og

(c) ammonium- og/eller magnesiumsulfat tilszttes 1
en mengde fra ca. 50 til 170 g pr. liter przparat i lebet
af ca. 2 til ca. 4 timer, i hvilket tidsrum

(d) blandingen afkgles til nzr dens frysepunkt for
at lette krystaldannelsen.
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