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f6r dess framstdllning

Tém& keksint$ koskee uutta lémpdé ja happoja kestévédd alfa-amylaasi-entsyy-
mié ja menetelméd sen valmistamiseksi.

Alfa-emylaasi-entsyymi-valmisteita kéytet&dsn hydrolysoimaan, nesteyttéméén
Ja/tail muuttamaan térkkelyspitoisia aineita térkkelys-hydrolysaateiksi; niité ké&y-
tetdén myds pesuainekoostumuksissa. Alfa-asmylaasi-entsyymejé kaytetédén térkkelys-—
pitoisten aineiden késittelyyn monien térkkelyshydrolysaattien, kuten malto-dekst-
riinien, maissisiirapin, dekstroosin, levuloosin, ja maltoosin valmistuksessa.
Alfa-amylaasi-entsyymi hydrolysoi té&rkkelysmolekyylejéd pilkkoen ne erilaisiksi mole-
kyylipainoltaan keskikokoisiksi fragmenteiksi, joista k&ytetdén nimitystd malto-
dekstriinit. Maltodekstriinejd k#sitelléén sen jélkeen yhdelld tai useammalla muul-
la entsyymivalmisteella, esim. glukoamylaasilla, beta-emylaasilla ja/tai glukoosi-
isomeraasilla, halutun lopputuotteen ssamiseksi. Vaihtoehtoisesti monias t&llaisia
entsyymivalmisteita voidean lisété samanasikaisesti t&rkkelys-raaka-sinelietteeseen,
jotta saataisiin suorsan haluttua térkkelyshydrolysaattia.

Alfa-amylaasi-entsyymejé saadaan hyvin erilaisista l&hteistd. Suurin osa
alfa-amylaasi-entsyymeisté velmistetaan bakteerien, kuten lajien Bacillus subtilis,
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Bacillus licheniformis, Bacillus stearothermophilus tuottamina, joita viljell&én
sopivassa viljelyliemess&, minkd j&lkeen tuotetut solut hajotetaan ja entsyymi-
valmiste erotetaan viljelyliemestd ja puhdistetaan.

Monet nykyisin tuotetuista kaupan olevista alfa-amylaasi-entsyymeistéd on
saatu Bacillus subtilis-mikro-organismiviljelmistéd. Kun n&it& entsyymejd kéyteté&sn
muuttamaan térkkelys térkkelyshydrolysaatiksi, niin optimil&mpdtila on yleensé& noin
800—8500, ja optimi-pH noin 6,0. Entsyymin tehokkaan kiytén kannalta n&illé 1&mpd-
tila- ja pH-olosuhteilla on kaksi varjopuolta. Ensimmdkin jos té#rkkelys muutetaan
entsyymin avulla pH:n ollessa noin 6 ja lémpdtilan ollessa noin 800-8500, osa tark-
kelyksen pelkisté@visti pafiteryhmisti isomeroituu ja seuraavassa konversioprosessis-
sa muodostuu maltuloosia, joka pienent&a# halutun tuotteen, esim. dekstroosin, levu-
loosin tail maltoosin saantoa. Toiseksi konversiossa ja sokeriksi muuttamisproses—
sissa k#ytettavién glukoamylaasin optimi-pH on tavallisesti noin 4,5 kun kyseessé
ovat Aspergillus niger-tyyppiset entsyymit, ja noin 5,0 kun kysesssé ovat Rhizopus-
tyyppiset entsyymit. Sen vuoksi nesteyttémisvaiheen piityttyd kéytettidessd alfa-
amylaasi-entsyymid, pH on siédettavi vilille noin 64,5 tai 5,0. Téméd pH:n s8&td
lis&i ionikonsentraatiota ja kiytettdessé ionivaihtajahartseja lopputuotteen puhdis-
tuksessa puhdistuskulut kasvavat,

Viime vuosina on kehitetty erilaisia 1#&mpdéd kestéviéd alfa-amylsasi-entsyyr
mejé. Esimerkkejd t&llaisista 1l#mpdd kestévistd alfa-amylaasi-entsyymeistd ovat
entsyymit, joita on tuotettu mikro-organismin Bacillus stearothermophilus kannoilla
[Ogasavara et al., J. Biol. Chem., 67, 65, 77 ja 83 (1970); G.B. Manning ja
L.L. Campbell, J. Biol. Chem., 236, 2952, 2958 ja 2962 (1961); S.L. Pfueller ja
W.H. Elliot, J. Biochem, 2Lk 6 L8 (196917. Askettdin on markkinoille ilmestynyt tava-—
ramerkills Thermamyl -~ alfa-amylaasi-entsyymejd, joita valmistaa Novo Industri A/S
ja joiden lémmdnkest&vyys on hyvi neutraaleissa tal heikosti alkalisissa liuoksissa.
Niit4i valmistetaan viljelem#lld lajia Bacillus licheniformis, kuten on selostettu
julkaisuissa GB-patenttijulkaisussa n:o 1 296 839, Die Stérke, 25, 304, 305 ja
308 (1973) je Shigemasa Saito, ABB, 155, 290 (1973). Vaikkakin lajista Bacillus
licheniformis per#isin olevat alfa-amylaasi-entsyymit ovat suhteellisen hyvin lé&m-
po& kestavii neutraaleissa ja heikosti alkalisissa liuoksissa, niin niiden stabii-
lisuus ei ole kidytdn taloudellisuuden kannalta riittévé happamissa olosuhteissa.

Keksinndn kohteena on siten alfa-amyleasi-entsyymi, jonka 1Zmmdnkesté&vyys
ja stabiilisuus happamissa olosuhteissa on hyvé, ja jota voidaan kéytt&3 olosuhteis-—
sa, joita voidaan verrata muiden amylaasien, kuten esimerkiksi gluko-amylaasin
kayttdolosuhteisiin.

Keksinndén mikaiselle alfa-amylaasi-entsyymille on tunnusomaista, ettd se on
valmistettu viljelem&lld mikro-organismin Bacillus stearothermophilus- kantaa

ATCC 31 199 ja ettéd sillid on seuraavat ominaisuudet:
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(1) molekyylipaino méiritettyns natriumdodekyylisulfaatti-levy-elektro-
foreesilla on noin 90 000 - 100 000;

(2) sen alkuperiisestid alfa-amylaasi-aktiivisuudesta on jaljelld vahint&én
n. 70 % 10 minuutin kuumennuksen j&lkeen 9OOC:ssa pH-arvossa 6,0 ilman kalsium-—
ioni-lis&ysté&;

(3) sen alkuperdisests alfa-amylaassi-aktiivisuudesta on j&ljelld vahint&én
noin 50 % 30 minuutin kuumennuksen jalkeen 85°C :ssa pH-arvossa 4,5 véaliaineessa,
Jonka kalsium-ionipitoisuus on 0,005-m ja té#rkkelyspitoisuus 22,5 paino-%;

(4) sen alkuperdisesti alfa—amylagsi-aktiivisuudesta on jaljelld vahintéén
noin 50 % 60 minuutin kuumennuksen j&lkeen 90°C:ssa pH-arvossa 6,0 ilman kalsium-
ionilis&ysti; ja

(5) sen alkuperdisests alfa-amylassi-sktiivisuudesta on jdljelld vahintidn
noin 50 % 10 mimmtin kuumennuksen jalkeen 80°C:ssa pH-arvossa 4,5 viliaineessa,
jonka kalsium-ionipitoisuus on 0,005-m.

Keksinndn mukaiselle alfa-amylaasi-entsyymille on myés omimaista, ettéd sillé
el esiinny oleellista protesasi-sktiivisuutta, esimerkiksi sen proteaasi/alfa-
amylaasi-suhde on pienempi kuin 3, ja l#éhinni pienempi kuin 1.

Kuvio 1 esitt&i keksinndn mukaisen entsyymin ja Thermamyl-slfa-amylaasin
optimi pH-alueet.

Kuvio 2 esitt 34 keksinndn mukaisen entsyymin ja Thermamyl-alfa-amylaasin
optimilémpdtilat.

Kuvio 3 esitt&i keksinndn mukaisen entsyymin ja Thermamyl-alfa-amylaasin
lémpéstabiiliutta 80°Cissa pHin ollessa 4,5 kun lésnd on 5 mmoolia Ca++—ione,ja.

Kuvio 4 esitt&i keksinndn mukaisen entsyymin ja Thermamyl-alfa-amylaasin
lémpdstabiiliutta 90°C:ssa ja pHin ollessa 6,0.

Kuvio 5 esitt&éd keksinndn mukaisen entsyymin ja Thermamyl-alfa-amylaasin
l&mpdstabiiliutta 9OOC:.ssa. pH:n ollessa 6,0 kun l#snd on 1 mmooli Ca++-—ioneja.

Kuvio 6 esitt#d keksinndn mukaisen entsyymin ja Thermamyl-alfa-amylaasin
18mpdstabiiliutte 85°C:ssa ja pHin ollessa 4.5 kun lésné on 22,5 % térkkelysti.

Kuvio 7 esitt#i keksinndn mukaisen entsyymin js Thermamyl-alfa-amylaasin
l#mpSstabiiliutta 85°C:ssa pH:n ollessa 4.5 kun l&snd on 22,5 % t#rkkelystid ja
5 mmoolia Ca++—ione,ja.

Kuvio 8 esittdd graafisesti keksinndn mukaisen entsyymin molekyylipainon
maéritysté natriumdodekyylisulfaatti-levy-elektroforeesi-menet elmallé.

Kuvio 9 esittéd keksinndn mukaisen entsyymin ja Bacillus stearothermo-
philus-lajista per&isin olevien kahden tunnetun alfa-amylaasin pH:n ja entsyymiak-
tiivisuuden suhdetta.

Kuvio 10 esitt8i keksinndn mukaisen entsyymin ja Bacillus stearothermo-

philus-lajista perdisin olevan tunnetun alfa-amylaasin lémpdtilan ja entsyymi-
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aktiivisuuden suhdetta.

Kuvio 11 esittdd timén keksinndn mukaisen entsyymin ja lajeista Bacillus
subtilis ja Bacillus licheniformis per&isin olevien aikaisempien alfa-amylaasien
deaktivoitumiskdyriéd niité késiteltdessd 80°C:ssa pH:n ollessa L4,5 kun 1l&snd on
5 mmoolia kalsium—ioneja.

Kuvio 12 esittds témén keksinndn mukaisen entsyymin ja lajeista Bacillus
licheniformis ja Bacillus stearothermophilus peréisin olevien aikaisempien alfa-
amylaasien deaktivoitumiskédyrid niitéd késiteltéessé 90°C:ssa ja pH:n ollessa 6,0
ja kalsium-ioneja lis&Zmétta.

Eri mikro-organismien kykyd tuottae lammdnkestévéd alfa-amylaasia tutkit-
tiin viljelemdl14 niitd kohoavissa lampstiloissa (37°C, 45°C, 55°C ja 70°%C),
eri pH-arvoissa (5,0 ja 7,0) ja viljelyliemissé. Todettiin, ettd eristetyt termo-
fiiliset séddesienet tuottavat BSOC:ssa ja termofiiliset sienet hSOC:ssa suurella
saannolla termolabiilia alfa-smylaasia, kun taas termofiiliset bakteerit tuotta-
vat YOOC:ssa alhaisella saannolla termostabiilia alfa-amylaasia, N&iden alku-
tutkimusten perusteella suoritettiin mikro-organismien seulontaa alfa-amylaasin
happo- ja lémpdstabiiliuden perusteella suorittamalla viljelyt 55°C:ssa ja
70°C: ssa.

Eri paikoista koottiin kaikkiaan 550 mikrobiologista néytettd, kuten
multa-, kuumaldhdevesi-, komposti- jne. ndytteitd.

Happo- ja lémpdstabiilius saatiin m8&ritt&méllé viljelmdsuodosten alfa-—
amylaasiaktiivisuus ennen 10 minuutin késittelyd SOOC:ssa, pH-arvossa 5,0 Ca-
ionien l&ésndollessa (10 mmoolia), ja késittelyn jélkeen,

Alfa-amyleasi-aktiivisuus médritettiin seurasavasti:

Viikottain valmistettiin 0,2-painoprosenttista liukoisen térkkelyksen
liuosts seuraavalla tavalla: 200 mg liukoista térkkelystéd 50 ml:ssa 0,2-m
asetaattipuskuria (pH 4,5), jossa oli 0,013 moolia CaCl,. 2H2O:ta, l&mmitettiin
100°C: een kiehuvassa vedessd, ja saatu liuos laimennettiin samalla puskurilla
100 ml:ksi. Putkea, jossa oli 0,1 ml entsyymiliuosta ja 0,3 ml O,2-painoprosent-—
tista liukoisen térkkelyksen liuoste inkuboitiin 5 minuuttia 60°C:ssa. Resktio
pyséytettiin lis&&m&114 1,0 ml 0,5-n etikkahappoa. Lisdttiin 3,0 ml 0,015~-paino-
prosenttista jodiliuosta, sekoitettiin ja optinen tiheys luettiin H20:ta vasten
aaltopituudella 700 pm. Entsyymid sisdlt&métdén putki toimi sokeakokeena ja sen
optinen tiheys 700 pm:n kohdalla merkittiin merkilld ODb' Yksi entsyymiyksikkd
oli se mdéra, joka katalysoi sinisen vérin 10 %:n laskun minuuttia kohden edellé

selostetuissa o%osuhteissa.
(ODb - OD) x 100

ODb x 5 x 10

MWML-yksikdt =

Ellei toisin ole mainittu, ilmoitettu alfa-amylaasi-aktiivisuus on mééri-

tetty edelld esitetylld menetelmdlld (NML-yksikkdin&). Milloin alfa-amylaasi-
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sktiivisuus on merkitty CPC-alfa-amylaasi-yksikk&ind, CPC-yksikkd on suunnilleen
1/140 NML-yksik&sté.

CPC-aplfa-amyleasi-aktiivisuusyksikét on mé8ritetty seuraavalla menetelmil-
1&:

Yksi millilitra sopivasti laimennettua entsyymiliuosta lisét&én 10 ml:aan
l-prosenttista liukoisen térkkelyksen liuosta 0,03-molaarisessa etikkahappo-
puskuriliuoksessa (pH 6,0) ja reaktio suoritetaan 10 minuutin kuluessa 60°C:ssa.
Yksi millilitra reaktioliuosta pannaan 100 ml:n asteikolla varustettuun pulloon,
jossa on 50 ml 0,02-n suolahappoliuosta, lis8téén 3 ml 0,05-prosenttista jodi-
liuosta, ja kokonaistilavuus séédetéén vettd lis&&mdlla 100 ml:ksi, Mitataan
kehittyvd sinisen vérin absorbanssi aaltopituudella 620 jm.. Entsyymimédri, joka

tarvitaan hajottamsan 10 mg térkkelystd minuutin aikans mé&ritetéin 1 CPC-yksi-

kdksi.
D -D 50 . .
1 CPC-yksikks = Do s . Tox1o * (laimennuskerroin)
o

jossa

DO = kontrolliliuoksen absorbanssi (entsyymiliucksen asemesta on lisdtty

vettd)
DS = reaktioliuoksen absorbanssi

Seulontatutkimuksessa kéytetyt olosuhteet ja ravintoliuokset on koottu

taulukkoon 1,

Ensimmidisen ja toisen seulontatutkimuksen tulokset on i1lmoitettu taulukos-

sa 2.



Taulukko 1

Viljely-olosuhteet Jja ravintoliuokset
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Olosuhteet
e (1) .. . .o (2 - 3
Mgljaviljelys Viistopintaviljelys Pulloviljelys
a) 55°C pH 5 55°C, pH 5 50°C, pH 6
b) 55°C, PH T 55°C, ©pH T 50°C, pH T
c) 70°%, pH 5 70°%, pH 5 60°C, pH 6
a) 70°C, pH 7 70%, ©pH T 60°c, pH T
(1) Maljaviljelyksen (2) Viistopinta- (3) Pullovilje-
ravintoliuos viljelyksen lyksen ravinto-
(B-B) ravintoliuos 1liuos
(3-D) - (B-M)
Amylopektiini 0,02 % Liukoinen térkkelys 1,0 % 3,0 %
(NH), ) JHPO), 0,025 % Bacto-tryptoni 0,5 % 0,5 %
(Difco)
Hiivauute 0,025 % Hiivauute 0,5 % 1,0 %
Na-sitraatti 0,01 % CaCl,+ 2H,0 0,05 % 0,05 %
MgSO),+ TH,0 0,05 % MnCl,- 4H,O0 0,05 % -
Ko 1 0,15 %  MgS0),* TH,O0 - 0,05
CaCl,+2H,0 0,05 % K, PO, 0,1 % 0,1 %

Agar 2,0 % Agar 2,0 %
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Noin 25 %:1la termofiilisistd 55°C:ssa eristetyistéd sidesienistd alfa-
amylaasi-tuotanto oli 100-2 500 yksikk&& viljelyliemen millilitras kohden,mutta
aktiivisuutta ei ollut jaljelld lainkaan limpdkésittelyn jélkeen (80°C, 10 minuut-
tda, pH 5,0).

55°C: ssa eristetyistd 1061 termofiilisestd bakteerikannasts yhteensé
35 kannan alfa-amylaasi-tuotanto oli 100-1000 yksikkd&, ja ndistd kannoista 10
tuotti termostebiilia alfa-smylaasia. Ldhes kaikki 70%C:ssa eristettyjen termo-
fiilisten bakteerien tuottamista alfa-amylaaseista olivat happo— ja l&mpdstabii-
leja; perhaiten tuottavat saatiin pH 5,0:ssé eristetyisté.

YOOC:ssa pH-arvossa 5,0 eristettyjen 219 kannan aktiivisuuden ja kirk-
kaan alueen koon suhdetta tutkittiin. Tulokset on esitetty taulukossa 3, josta
voidaan ndhdi, ettd 90 %:1la ndistd kannoista kirkkaan alueen lépimitta oli pie-
nempi kuin 3 cm ja ettd ne tuottivat 0-200 yksikkdd alfa-amylaasia. Suurin tuotan-
to saatiin kannoilla, joilla kirkkaan alueen lépimitta oli suurempi kuin 3 cm,

mutta ndiden mé#rd oli vain 10 % kokeillulsta kannoista.

Taulukko 3

Eristetyn kannan aktiivisuuden ja kirkkaan alueen koon vélinen suhde

Kirkkaan alueen koko eristyslevyltd
(lapimitta senttimetreini)

Aktiivisuus
pullossa
(yks./ml) {2 2-3 3-4 2L yhteensé
0 - 100 153 Lo 15 0 208

- 200 3 2 1 0 6

- 500 0 0 2 0 2

- 1000 0 0 1 0 1

- 1500 0 0 1 1 2
Yhteensé 156 Lo 20 1 219

Voidaan todetas, ettd erinomainen seulontamenetelmé sellaisten mikro-
organismien 10ytémiseksi, jotka pystyvét suurella sgannolla tuottamaan hapon-
ja lammonkestévdd alfa-amylaasia, kdsittédé bakteerien eristémisen edelld olevissa
kokeissa pesékkeistid, joiden kirkkaan alueen lépimitta on yli 3 cm.

Témén seulonnan tuloksena hapon- ja lémménkestévid alfa-amylaasi-entsyy-
mejé tuottavista kannoista valittiin parhaiten tuottava.

Témé kanta on talletettu American Type Culture Collection (ATCC):n vaki-
naiseen kokoelmaan, 12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland 20852, josta se

on vapaastl saatavissa.
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Talletettu organismi

NML-kanta n:o ATCC n:o
Bacillus stearothermophilus B-968 31 199

ATCC: ssi talletetun kannpan bakteriologiset ominaisuudet ovat seuraavat:

(1) Morfologiset ominaisuudet:

A. Solujen muoto ja koko: 0,6 x 2-3 pmj sauvabakteeriyksildité harvoin

ketjuissa
B. Pleomorfisuus: negatiivinen
C. Liikkuvuus: liikkuvia ja niissé on flagelloja
D. Itis: 0,6 x 1,5 pm, munan muotoinen: tennismailan
miotoinen itidrunko
Gram-vér jays: positiivinen
Haponkest &vyys? negatiivinen

(2) Kasvu erilaisissa ravintoalustoissa:

A. Ravinto-agar-levy: aktiivisesti leviivid yhdyskuntia, joiden pinta
karkea ja reuna epdtasainen

B. Ravinto-agar—viisto-
pinta: nyva kasvu, samean valkea, aktiivista leviémisté,
kampamaisia kasvannaisia

C. Ravintoliemi-

viljelmé: lipinékyvan ruskea, valkea himmed pinta
D. Ravintogelatiini- nest eytyminen
pistoviljelmé&:

E. Ravinto-gelatiini-
agar—-levy: leved kirkas alue

F. Suwola-ravinto-

nesteviljelmé: kasvun estyminen kun suolaa 2 %
G. Maito-agar-levy: kirkas alue kaseiinin hydrolysoituessa
Glukoosi-agar -~viisto-
pinta: hyvé kasvu, samanlaisia yhdyskuntia kuin ravinto-
agarilla

I. Proteosi-peptoni-agar-
viistopinta: Ei kasvua

(3) Fysiologiset ominaisuudet:

. Nitraatin pelkistyminen: positiivinen
Katalaasi-koe: positiivinen
Voges-Proskauer-reaktio: positiivinen
Sitruunshapon hyviaksikéyttd: positiivinen
Rikkivedyn muodostuminen: positiivinen

. Tarkkelyksen hydrolysoituminen: voimekasta hydrolysoitumista

Q Y MmUY QW >

. Hapon ja kaasun muodostuminen: glukoosista, ksyloosista, arabinoosista,
mannitolista muodostuu happoa mutta ei kaasua
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H. Lémpdtilan ja pH:n vaikutus kasvuun:

ATCC n:o 31 199

(B-968)
50~70°C hyvd kasvu
Kasvulle edullinen pH-alue 5-8
Optimi-pH 6-7

Edelld mainitut kokeet suoritettiin julkaisujen "Laboratory Methods'in
Microbiology", W.F. Harrigan ym., ja "Manual of Microbiological Methods", julkai-
sija American Bacteriological Association, mukaisesti.

Edell&mainitut ominaisuudet omsava kanta identifioitiin Bacillus stearo-
thermophilus-kannaksi Bergey'n teoksen Manual of Determinative Bacteriology, 8.pai-
nos, mukaisesti.

Té&mé kanta puhdistettiin edelleen levyviljelm&ll&. Valitun kannan eristys-,
viljely- ja puhdistusolosuhteet on koottu taulukkoon 4., Kuten taulukosta 4 voidaan
néhdé, puhdistettu kanta ATCC nio 31 199 (B-968) tuottaa 2111 NML-yksikkd& alfa-—

amylaasi-aktiivisuusyksikkSd millilitraa kohden viljelylientd (noin 15 CPC-yksikkda).
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Keksinndn muksists alfa-smylaasi-entsyymig tuotetaan viljelemdllé
Bac illus stearothermophilus—kantaa ATCC nio 31 199 sen viljelyyn sopivassa
ravintoslustassa, joka sisdlt#id assimiloituvaa hiili- ja typpiléhdettd sekd mui-
ta tarvittavia ravinteita.

Sopivia assimiloituvia hiilildhteitéd ovat hiilihydraatit kuten térkkelyk-
set, maissijauho, vehndjauho. Ravintoalustassa kéytettévén hiilihydraatin mééré
voi vaihdells laajoissa rajoissa, sen méérd voi olla esim. noin 1 % (paino/til.)-
25 % (paino/til), ja edullisesti se on noin 10 % (paino/til.) - 20 % (paino/til.),
(prosentit on laskettu dekstroosing). Edullisia assimiloituvia hiilihydraatteja
ovat térkkelys ja osittain hydrolysoitu térkkelys (painoprosentteina niiden kéyt-
téméérd on 1-5 paino-%).

Ravintoaslustan typpilédhde voi olla epdorgaaninen ja/tai orgaaninen. Sopi-
via eplorgasnisia typpildhteitd ovat ammoniumsuolat ja epiorgaaniset nitraatit.
Sopivia orgeanisia typpiléhteitd ovat peptoni, lihauute, entsyymiuute, kaseiini,
maissinliotusneste, mallasuute, soijapapujauho, kuorittu maito.

Liséksi ravintoalustan tulee sisélt#é tavanomaisia hivenaineita kuten
epéorgaanisia suoloja, joita ovat kalsiumkloridi, magnesiumsulfaatti, fosfaatit,
natriumkloridi, kaliumkloridi.

N&iti hiilildhteitd, typpiléhteitd ja epéorgaanisia suoloja voidaan kédyt-
t&8 yksin tai sopivina seoksina. Lisgksi kasvun ja bakteerien tuottavuuden lis#d-
miseksi voidaan kdyttdd pienid médrid metallisuoloja, vitemiineja, aminohappoja.

Taméin keksinndn alfa-smylaasi-entsyymin valmistuksessa kéytettévét vilje-
lyolosuhteet ovat samoja, joita normaalisti kéytetdan termofiilisia bakteereja
viljeltdessé. Lahinnd kantaa viljelléén submersisti viljelyliemessd sekoittamalla
ja ilmastoimalla 1-5 vuorokautta SOOC—TOOC:ssa pH:n ollessa 5-9. Entsyymi kertyy
viljeltyyn ravintoliuckseen.

Keksinndn mukaisen alfa-amylaasi-entsyymin valmistuksen jélkeen mikrobi-
solut poistetaan tavanomaisin keinoin kuten esim. sentrifugoimalla. Sitten entsyy-
min ssostamiseksi ja konsentroimiseksi suodoksesta lis&téén epdorgaanisia suoloja
kuten smmoniumsulfaattia, natriumsulfaattia tai magnesiumsulfaattia, Ja/tal veteen
sekoittuvia orgaanisia liuottimia kuten asetonia, etanolia, 2-propanolia. Alfa-
amyleasi voidaan saada talteen myds 1is&imalld tdrkkelystd suodokseen siten, etté
alfa-amylaasi absorboituu térkkelykseen.

Entsyymin puhdistamiseksi entsyymié sisaltévastd suodoksesta suodosta kési-
telld#dn kylmdlléd asetonilla, jota kdytetééin suodokseen verrattuna kaksinkertainen
tilavuus, jolloin entsyymi saostuu. Saostunut entsyymi liuotetaan 0,05-molaariseen
tris-suolahappo-puskuriliuokseen (pH 8,5) ja liuos saa valua DEAE-selluloosa~
kolonnin 1l&pi, Jjoka on tasapainoitettu samalla puskuriliucksella (pH 8,5).

Suurin osa alfa-amylaasista j&& liuokseen. Muut proteiinit, pigmentit jne. absor-

boituvat DEAE-selluloosasn. Alfa-amylaasi-entsyymid siséltévéstd suodoksesta kéy-
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tetdsn tdssi nimitystd "osittain puhdistettu entsyymi". Osittain puhdistettu ent-
syymi voidaan puhdistas edelleen dialysoimalla 0,01 tris-suclahappo-puskuriliuosta
(pH 7,9) vastaan ja laskea sen jélkeen hydroksiapatiitti-kolonnin lédpi, joka on
tasapainoitettu samalla puskuriliuoksella. Entsyymi absorboituu tésséd vaiheessa
kolonniin. Absorboitunut entsyymi eluoidaan lis#&&m#éllé ammoniumsulfaatin konsentraa-
tiota lineaarisesti O-molaarisesta 0,5-molaariseksi.

N&in saatu osittain puhdistettu entsyymi johdetaan konsentroinnin jélkeen
Sephadex G-150-kolonnin l&pi. Entsyymi absorboituu heikosti Sephadex'iin ja se
uutetaan fraktioon, jonka molekyylipaino on pienempi kuin 100 000. T&ll& tavalla
saadun puhdistetun entsyymin aktiivisuus on kasvanut alkuperdiseen suodokseen ver-—
rattuna 100-kertaiseksi, mutta levyelektroforeesissa alfa-amylaasi-entsyyminauhan
ohella on havaittavissa myds muutamien muiden proteiinien nauhoja, eiki entsyymi
ole vield kiteinen.

Seuraavan esimerkin tarkoituksena on kuvata t&ydellisemmin edelld selostet-
tua menetelm#i ja esittidi parhaaksi katsottu taps keksinnén eri kohteiden toteut-
tamiseksi.

Esimerkki

Viljelyvéliaineeseen, jossa oli 3 % maissitérkkelystd, 0,5 % peptonia, 1 %
maissinliotusnestettd, 0,05 % kalsiumkloridia, 0,05 % mangaanikloridia, 0,05 %
magnesiumkloridia ja 0,05 % kaliumkloridia, pH s&&dettiin 7,5:ksi. 50 ml:n néyte
tastd viljelméravintoliuoksesta pantiin 500 ml:n erlenmmeyer-pulloon ja steriloitiin
15 minuuttia 121°C:ssa. Steriloituun ravintoliemeen ympittiin Bacillus Stearother-
mophilus-kantaa ATCC n:o 31 199 (B-968) ja sekoitettiin I vuorokautta 55°C: ssa.
Viljelyn jélkeen mikrobisolut poistettiin sentrifugoimalla. Suodoksen alfa-amylaasi
aktiivisuus oli 14 CPC-yksikkd&/ml. Alfa-amylaasi saostettiin lis&&m&ll& suodoksen
méfr&8n nihden kaksinkertainen tilavuus 2-propanolia. Sakka lyofilisoitiin kuivaksi
jauheeksi. Raaka entsyymijauhe liuotettiin 0,05-mooliseen tris-HCl-puskuriin
(pH 8,5), Jja liuos johdettiin DEAE-selluloosakolonnin l#pi, joka oli tasapainoitet-
tu samalla puskuriliucksella. Alfa-smylaasi-—entsyymi ei absorboitunut DEAE-sellu-
loosasn, kun taas useimmat muut proteiinit, pigmentit jne. absorboituivat DEAE-sel-~
luloosean ja saatiin néin poistetuiksi. N&in saatu osittain puhdistettu entsyymi
konsentroitiin, mink# jélkeen se johdettiin Sephadex-G-150-kolonnin l&pi. Entsyymi
absorboitui heikosti Sephadex'iin ja se eluoitiin siitd fraktioksi, jonka molekyyli-
paino oli pienempi kuin 100 000. N&in saatu puhdistettu entsyymi lyofilisoitiin,
ja sen suhteellinen aktiivisuus oli 230 CPC-yksikk3&/mg proteiinia.

Eristetylld kannalla kokeiltiin l&mpdtilan ja pH:n vaikutusta alfa-amylaasin
muodostumiseen. Alfa-amylaasi-aktiivisuus ilmoitettiin kolmen kokeen huippuaktiivi-
suuksien keskiarvona. Sekd esiviljelyssd ettid padviljelyssi kdytetty ravintoliuok-—
sen koostumus oli sama kuin taulukossa 1 esitetty (B-M-ravintoliuos). N&iden kokei-

den tulokset on koottu taulukkoon 5.
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Taulukko 5
Lémpdtilan ja pH:in vaikutus Of-amylassin muodostumiseen.
LampStila Aktiivisuus yks./ml viljelyaika

ATCC (°c) pH 5,5 pH 6,0 pH 6,5 pH 7,0 pH 7,5  pH 8,0
n:o .
31 199 L5 143 (139) 133 (139) 113 (139) 115 (139) 86 (139)

50 686 (139) 663 (139) sh3 (139) 1493 (139) L9l (139)

55 1 608 (43) 1 365 (43) 1 267 (43) 1 025 (43) 9u6 (43)

60 1 L85 (L3) 1 457 (43) 1295 (43) 1 15k (43) 1 117 (L3)

65 0 (65) 0 (65) 0 (65) 0 (65) 0 (65)

Taulukosta 5 voidaan nghdé, etté kannan ATCC n:io 31 199 viljelyssd ravinto-
liuoksen optimi-pH-arvo on 5,5 limpdtilassa 55-60°C.

Taulukossa 6 on yhteenveto eristetyn kannan alfa-amylaasi-tuotannosta.
Kokeissa kéytettiin ensin viistopinta—alustoja, ja kantaa siirrettiin 9-11 kertaa
kahden tyyppiselle viistopinta—alustalle, mink#é j#lkeen viljely tapahtui nesteessé.
Néin loydettiin sopiva viistopinta-ravintoliuos, joka pystyi yllépit&m&&n jatkuvaa
alfa-amylaasin tuotantoa. Taulukossa T on mé&ritelty ravintoliuoksen tilavuuden
vaikutus alfa-amylaasin muodostumiseen. Ilmastuksen vaikutusta alfa-amylaasin muo-

dostumiseen tutkittiin vaihtelemalla ravintoliuoksen tilavuutta 500 ml:n pulloissa.

Taulukko 6
-amylaasin muodostuminen kéytettédessd useita siirroksia viistopinta-
alustoille.
ATCC Ravintoliuos Pulloviljelmd
n:io ja siirrosten
lukumé &ré Aktiivisuus, Olosuhteet
vks./ml lémpdtila H
(viljelyaika, t) (°C) p
31199 m* 2 1163 (uk) 55 5,5
BD, 9 1013 (68) 55 5,5
2
w* g 75 (68) 55 5,5
%1 Viistopinta-ravintoliuos %2 Ravinto-agarjviigtopinta
seulontaa varten Bacto-peptoni (Difco) 0,5 %
Liukoinen térkkelys 1,0 % Bacto-héré&nlihauute
Bacto-tryptoni (Difco) 0,5 % (Difco) 0,3 %
Hiivauute 0,5 % Agar 2,0 %
CaCl, + 2 H,0 0,05 % pH 1,2 %
MnC1.¢ 4 H,0 0,05 %
KH,PO), 0,1 %
Agar 2,0 %

pH 5,0
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Taulukko T

Ravintoliuocksen tilavuuden vaikutus amylaasin muodostumiseen

Pulloviljelmé
ATCC Viistopinta-— Olosuht eet Ravintoliuoksen Aktiivisuus,
n:o siirrgﬁt:en Lémpstila pH  tilavuus ml1/500 ml:n yk§.(ml .
lukum&&ri (°C) pullo (viljelyaika, t)

30 1131 (bb)

Lo 1 240 (Lk)
31 199 BD-2 55 555 50 1163 (kL)

60 1 054 (68)

70 1 224 (68)

Témén keksimndn kanta (ATCC numero 31 199) puhdistettiin ja sen tuottaman
alfa-amylaasin ominaisuuksia verrattiin puhdistetun Thermamyl Liquid 60, Batch
AN 1005:n ominaisuuksiin alla selostetulla menetelmdllA.

Alfa—amylaasi-entsyymi saostettiin ATCC 31 199:n viljelysuodoksesta tai
Thermamyl -alfa-amylaasista (laimennettu kahdesti) lis&#m&lld kaksi tilavuusosaa
kylméé asetonia. Sakka koottiin talteen sentrifugoimalla ja liuotettiin 0,025-mooli-
seen kalsiumasetaattiliuokseen. Liuokseen lis#ttiin liukoists térkkelyst& siten,
ettd saatiin 20-prosenttista térkkelyssuspensiota. TAtd suspensiota lémmitettiin
30 minuuttia 85°C:ssa ja sakka poistettiin sentrifugoimalla. Sitten liuos dialysoi-
tiin 0,05-m tris-HCl-puskuria (pH 8,5) vastaan, jossa oli 10 mmoolia Ca++—ioneja,
vaihtamalla puskuri kahdesti. Dislysaattia késiteltiin DEAE-selluloosa-kolonnissa,
Jjoka oli tasapainoitettu dialyysipuskurilla. Alfa-amylaasi el absorboitunut kolon-
niin ja eluoitiin samalla puskurilla. Fraktiot, joilla oli alfa-smylaasi-aktiivi-
suutta, koottiin ja alfa-amylaasi-entsyymi konsentroitiin saostamalla asetonilla.
Alfa-amylaasi-aktiivisuus médritettiin edelld selostetulla CPC-menetelm&lld. Puhdis-

tusmenetelmést & on yhteenveto taulukossa 8.
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Tgulukko 8

ol-amylaasin puhdistus

Puhdistus-— Viljelyliemi Asetoni- Lé&mpd-— DEAE-
menet elmé tai raska- saostus késittely selluloosa
olamylsasi entsyymi-
valmiste

ATCC n:o 31 199

Kokonaisaktiivisuus

(CPC-yksikkod) 9 910 8 210 7 214 2 310

Kokonaisprot eiiniméérs

(mg) Lo1k 1969 1206 33

Ominaisaktiivisuus

(yks./mg) 2,0 4,2 6,0 70

Saanto (%) 100 82,8 72,8 23,3

ThermamylGD

(valmistaja Novo Industri

A/S)

Kokonaisaktiivisuus

(CPC-yks.) 12 100 9 400 9 540 2 410
Kokonaisproteiini-

madréd (mg) 684 286 183 2l
Ominaisaktiivisuus

(yks./mg) 17,7 32,9 52,1 100,k
Saanto (%) 100 77,7 78,8 19,9

Kannan ATCC n:o 31 199 tuottamam osittain puhdistetun alfa-amylaasi-velmis-
teen ja Thermanyl-alfa-amylsasin (jossa oli T yks./ml) hapon- ja l#&mm&nkestévyydet
médritettiin inkuboimalla 60 mimuuttia seuraavissa olosuhteissa:

(a) 90°C, pH 6,0, Ca** 0 tai 1 mmooliaj

(b) 80°C, pH 4,5 ca' 5 mmooliaj Jje

(c) 85°C, pH 4,5, ca’’ 1 mmoolis tai 5 mmoolia, 22,5 % liukoista térkkelysta.

x5 ml alfa-smylaasi-valmistetta dialysoitiin Visking 8/32 selluloosaputkes—
sa 0,05-moolista kalsiumasetaatti-puskuria (pH 4,5-6,0) vastaan, jossa oli 0-5 mmoo-
lia kalsiumasetasttia, kolmen tunnin ajan hOC:ssa, vaihtaen puskuria kahdesti. Sit-
ten 4 ml dialysaattia pantiin pieniin koeputkiin ja inkuboitiin ilmoitetussa 1&mps-
tilassa vesihauteessa. Putket jadhdytettiin nopeasti j#ivesihauteessa ja médritet-
tiin jéljelld oleva alfa-amylaasi-sktiivisuus.

110’3 ml dialysoitua alfa-amylaasin entsyymiliuosta, 0,5 ml l-mool. kalsium-

asetaatti-puskuria, 0,2 ml 0,5-mool. CaCl,ia ja 3,0 ml 30-%:sta liukoisen térkke-
lyksen lietettd pipetoitiin koeputkeen, Seosta inkuboitiin sen jé&lkeen 85°C:ssa

30 mimmttia jatkuvasti sekoittaen, Sitten koeputket jaaéhdytettiin nopeasti jéd#vesi-
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haut eessa ja jialjelld oleva alfa-amylaassi-aktiivisuus médritettiin,

Jéljelld olevat alfa-emylaasi-sktiivisuudet médritettiin kun inkuboinnista
oli kulunut 5, 10, 20, 30 ja 60 minuuttia.

ATCC 31 199:n alfa-amylaasin ja Thermamyl'in alfa-amylaasin pH-optimi ja
optimi-l&mpdtila mé#ritettiin muuten edelld selostetuissa CPC—koeolosuhteissa
paitsi ettd reaktioseoksen pHita tal l&mpStilaa muutettiin. Kokeiden tulokset on
esitetty piirroksissa 1 ja 2. ATCC n:o 31 199:n alfa-amylaasin pH-optimi oli vé&lil-
14 4,0-5,2 ja Thermamyl'in alfa-emyleasin 4,5. Thermamyl'in alfa-amylaasin todet-
tiin sailyttdvén suuren entsymaattisen aktiivisuuden neutraalissa ja alkalisessa
pH-alueessa.

ATCC n:o 31 199:n alfa-amylaasin optimilémpdtila oli 75°C ja Thermamyl'in
alfa—-amylaasilla 85°C. Entsymaattisen aktiivisuuden ja reaktiolémpdtilan suhde oli
ATCC n:o 31 199:n alfa-amylaasilla ja Thermamyl'in alfa-amylaasilla hyvin erilainen.
Todettiin, etti Thermamyl-alfa-emylaasin alfa-amylaasiaktiivisuus lisdéntyi 20-

30 %:1la kun sitd inkuboitiin 85°C:ssa ja pH:n ollessa 6,0 térkkelyksen ja catt-
ionien lésnéollessa. T#md tosiasia voi selitt#dd eroavuuden entsymaattisen aktiivi-
suuden ja reaktiol#mpdtilan suhteessa ATCC n:o 31 199:n alfa-amylaasin ja
Thermamyl 'in alfa-amylaasin v&lilla.

Piirros 3 kuvaa ATCC nio 31 199:n alfa-amylaasin ja Thermamyl'in alfa-amylaa-
sin inaktivoitumisk&yrid kun niitd on inkuboitu 80°C:ssa pHin ollessa 4,5 ja lésnd

on ollut 5 mmoolia CaCl.:a. ATCC n:o 31 199:n alfa-amylaasin lampdstabiilisuus oli

suurempi kuin Therma.myle'in alfa-emylaasin 1impdstabiilisuus nédissé olosuhteissa.
Piirros 4 kuvaa ATCC n:o 31 199:n alfa-amylaasin, Thermamyl'in alfa-amylaa-
sin ja Bacillus stearothermophilus'in tuottaman alfa-amylaasin (selostaneet Ogasawara
ym., J. Biochem., 67, 65, 77, 83 (1970)) imaktivoitumisk&yri& kun niit& inkuboitiin
90°C: ssa pHin ollessa 6,0 ca't-ionien poissacllessa (Ogasawara'n ymin selostamat)

inkubointiolosuhteet olivat samanlaiset kuin ne, joita on kéytetty téssé kokeessa).

Kuten piirroksesta 4 voidaan nihdd, t&mén keksinndn alfa-amylaasin 1&mpd-
stabiilisuus oli paljon suurempi kuin sekd Thermamyl'in alfa-amylasasin ettd
Ogasawara'n et. al. alfa-amylsasin (vaikka myds keksinnén mukainen alfa-emylaasi
kuuluu Bacillus stearothermophilus-lajin tuottamsan).

Piirros 5 kuvaa ATCC n:o 31 199:n alfa-amylaasin ja Thermamyl'in alfa-amylasa-
sin inaktivoitumisk&yri& muuten samoissa olosuhteissa kuin edelld piirroksen 4 yh-
teydessid on selostettu (esim. 90°%¢ ja pH 6,0), mutta ravintoliuoksessa oli 1 mmooli
Ca++—ioneja. Tamén keksinndn alfa-amylaasin lémpéstabiilisuus oli yh& suurempi kuin
Thermamyl 'in alfa-amylaasin, mitta ero ei ollut yht& suuri kuin inkuboitaessa ilman
CaH—ione,ja. N&mi tosiasiat ovat omiaan osoittamean, ettd ATCC nio 31 199 alfa-
amylaasi sitoo ca™t-ionit lujemmin kuin Thermamyl'in alfa-amylaasi, ja sen vuoksi
ne tarvitsevat vahemmén Ca++—ione,ja prot eiinimolekyylin stabiloimiseen kuin

Thermamyl'in alfa-amylaasi.
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Piirrokset 6 ja 7 kuvaavat ATCC n:o 31 199:n alfa-amylaasin ja Thermamyl'in
alfa-amylaasin inaktivoitumiskéyrid kun niit& inkuboitiin 85°C:ssa pH:n ollessa
4,5 liukoisen térkkelyksen (22,5 % kuiva-ainetta) ja catt-ionien (1 mmooli Ca++-
ioneja, kuten on kuvattu piirroksessa 6 ja 5 mmoolia Ca++-ioneja, kuten on kuvattu
piirroksessa T) lésnéollessa. ATCC n:o 31 199:n alfa-amylaasin lémpdstabiilisuus
oli parempi kuin Thermamyl'in alfa-amylaasin sekd piirroksen 6 ettid piirroksen 7
olosuhteissa. Koska piirroksissa 6 ja T kuvatut edelld esitettyjen kokeiden olosuh-
teet ovat samanlaisia kuin monissa teollisisss térkkelyksen nesteytt#misolosuhteis-—
sa, on odotettavissa, ettd t&mén keksinndn alfa-amylaasin lémpdstabiilisuus osoit-
tautuu paremmaksi happamella pH-slueella teollisessa térkkelyksen nesteyttémisessa
ja konversiossa.

ATCC n:o 31 199:n alfa-amylaasin molekyylipainoiksi mé&&ritettiin 96 000
mitattuna Weber'in ja Osborn'in menetelméllé, J. Biol. Chem., 24L, L4406 (1969) nat-
riumdodekyylisulfaatti-levyelektroforeesilla. Merkki-proteiineina olivat albumiini
(mp. 67 000), ovalbumiini (mp. 45 000), kymotrypsiini (mp. 25 000) ja sytokromi c
(mp. 12 500). Témén keksinndn alfa-amylaasin asema polyakryyliamidi-geelilld m&éri-
tettiin panemalla geelid amyloosi-Azure-agar-levylle ja inkuboimalla sité 37%:ssa.
Témin kokeen tulokset on kuvattu piirroksessa 8.

Témén keksinndn alfa-amylaasin molekyylipainoksi saatu arvo 96 000 on paljon
suurempi kuin niiden Bacillus stearothermophilus'in tuottamien alfa-amylaasien
molekyylipaino-arvot, joita ovat ilmoittaneet Ogasawara ym., J. Biochem., 67, 65,
77, 83 (1970) (molekyylipainoksi ilmoitettu 48 000) ja Manning ym., J. Biol. Chem.,
236, 2952, 2958, 2962 (1961) (molekyylipainoksi ilmoitettu 15 600).

Eristetyn kannan proteaasi-sktiivisuus tutkittiin koska proteaasin tai pro-
teolyyttisen entsyymin ollessa lésnd alfa-amylaasin joukossa entsyymit pyrkivét
reagoimaan monissa t#rkkelysraaka-aineissa olevien erilaisten proteiinien kanssa
muodostaen vesiliukoisia proteiinihydrolysaatteja kuten aminohappoja. Téstd syysté
proteasasi-entsyymin ldsnéolo epépuhtautena alfa-asmylaasi-entsyymin joukossa on
haitallinen térkkelysraaka-aineiden tehokkaan hydrolysoitumisen kannalta. Eriste-
tyn kannan tuottaman alfa-smylaasientsyymin proteaasi-aktiivisuus mééritettiin
viljelysuodosten asetonisakoista vaiheessa, jolloin alfa-amylaasin muodostuminen
oli huipussaan, kdyttém#ll: modifioitus Anson--Hagiwara-menetelméd.

Saatuja tuloksia verrattiin Thermamyl'in alfa-amylaasin ja CPC-bakteeri-
alfa-amylaasin entsyymivalmisteisiin. Kuten seuraavassa on esitetty, Thermamyl'in
viljelysuodokset sisdlsivit suuria mééri#é proteaasia. Toisaalta t&mén keksinndn

termostabiilia alfa-amylaasia tuottavat kannat eivét muodostaneet merkitté&via

proteaasiméérii,
Alfa-amylaasin proteasasi-aktiivisuus
Entsyymi Proteaasi/alfa-amylaasi
suhde
ATCC n:o 31 199 0,06
CPC~BLA 6,2

Thermamyl 60 36,5
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Kuten edelld olevista tuloksista voidaan n#éhdi, té&mén keksinndén alfa-amylaa-—
sissa el ole merkittévid m#drid proteaasi-aktiivisuutta. Ta&m& on merkittdvé etu

kdytettdessd entsyymid térkkelysraska-aineiden hydrolysointiin.

Keksinndn mukaisen alfg-amylassin kdyttdkoe

Seuraavassa kayttdkokeessa kuvataan keksinndn mukaisen alfa-amylaasi-entsyy-
min kayttdsd tarkkelyksen nesteyttidmiseen,

Kolmekymmentd grammaa perunatéirkkelystid suspendoitiin 70 ml:aan vettd, lisét-
tiin 75 mg kalsiumklorididihydraattia ja pH s&idettiin b4,5:ksi, T&hén lietteeseen
liségttiin 50 CPC-yksikkdé puhdistettua, jauhettua, esimerkissé saatua entsyymia
térkkelyksen nesteyttémiseksi 85°C:ssa 30 minuutin kuluessa. Nesteytetyn liuoksen
hydrolysoitumisnopeus (D.E) oli noin 21 ja pH oli 4,3. Kun l&mpdtila oli laskettu
GOOC:een, lisdttiin Aspergillus niger'in tuottamaa glukoamylaasi-entsyymid ja liuos-—
ta sokeroitiin ja konvertoitiin 60°C:ssa 48 tuntia. Sokeriksi muutetun ja konver-
toidun liuoksen D.E. o0li 97,5 ja sen dekstroosipitoisuus oli 96,0 %.

Kuten edelld olevasta ilmenee, témé#én keksinndn alfa-amylaasi-entsyymi hydro-
lysoi ja nesteytt#d térkkelystd. Sit# voidaan kayttdi konvertoimaan liukoista térk-
kelystéd, amyloosia, amylopektiinid, glykogeeni&, jne., alentamaan nopeasti n&iden
substraattien viskositeettia. Témin keksinnén entsyymin reagoidessa liukoisen t&rk-
kelyksen kanssa pH:n ollessa 4,5 60°C:ssa, térkkelys—-jodi-reaktio h&vi&di hydrolysoi-
tumisnopeuden (D.E.) ollessa noin 15 ja lopullinen D,E.-nopeus on 32-36. Hydrolysoi-
tuneen tuotteen sokerit analysoitiin ja siind oli maltoosia, maltotriocosia, malto-
tetroosia Jja muita malto-oligosakkarideja pienen glukoosim##drédn kera. Pelkistetyn
sokerituotteen mutarotaation on todettu olevan negatiivinen. T#im&n mukaisesti t#mén
keksinndn entsyymi on tyypilt&&n nesteyttévid alfa-amylaasi-entsyymi ja se hydroly-
soi esteettdmisti térkkelyksen alfa-l,4-sidoksia.

Témén keksinndén entsyymid kéyttden tapahtuvan nesteytymisen (suhteellinen
arvo) ja suorituksessa kidytettévin pH:n suhde on esitetty piirroksessa 9 ja sité
on verrattu vastaavaan suhteeseen Bacillus stearothermophilus'in tuottamien tunnet-—
tujen alfa-amylaasi-entsyymien osalta.

Kuten piirroksessa 9 on esitetty, t&mén keksinndn entsyymin osalta optimi-pH
on 4,2-5,2. Témén keksinndn entsyymi ei menetd aktiivisuuttaan vaikka se jatet&&n
2L tunniksi huoneen lamp&tilaan pH:n ollessa valilld 3-11.

Témén keksinnén entsyymid kdytettdesséd tapahtuvan nesteytymisen (suhteelli-
nen arvo) ja suorituksessa kéytettévén pH:n suhde on esitetty piirroksessa 10 ja
sité on verrattu vastaavaan suhteeseen Bacillus stearothermophilus'in tuottaman
alfa-amylaasin osalta, jota ovat selostaneet Ogasawara ym. Kuten piirroksessa 10
on esitetty, t&mén keksinndn entsyymin osalta ensisijainen kdyttdlaémpdtila on noin
80°c. '

Kuten edelléd olevasta ilmenee, t&min keksinndén alfa-amylaasi-entsyymié
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voidaan k&ytté&d tarkkelyksen nesteytykseen ja konversioon térkkelystd sokeriksi
muuttavassa teollisuudessa, tekstiiliteollisuudessa liisterin poistamiseen ja lisé-
aineina pesuainekoostumuksissa samalla tavalla kuin tavallisesti kidytetiin baktee-
ri-alfa-amylaasi-entsyymeja.

Témén keksinndn alfa-emylaasi-entsyymi soveltuu erityisesti térkkelyksen
nesteytykseen ja konversioon tuotettaessa maltodekstriineji my8hempdid dekstroosin
valmistusta varten kédyttéden gluko-amylaasia, silld molekyylien pi#teryhmén isome-
roituminen voidaan véltt&i,koska entsyymii voidaan k&yttéd tehokkaasti pH:n ollessa
happamella puolella (so. pH:n ollessa 4,5-5,0), mikd lis#& t#ten dekstroosin saan-—
toa. Témén uuden entsyymin kéytt&minen pienent&i myds puhdistusprosessin ioninvaih-
tokuormitusta,koska pH:ta el tarvitse s##t&s ennen glukoamylaasientsyymillid suori-
tettavaa sokeriksi muuttamista ja konversiota.

Er&éssd t&mén keksinndn glfa-amylaasi-entsyymin edullisessa kayttdtavassa
entsyymid kéytetddn konvertoimaan térkkelys térkkelyshydrolysaatiksi, jolloin j&l-
jelle jédinyt konvertoitumaton térkkelys pysyy rakeisessa muodossaan. N&it& proses-—
seja on selostettu US-patenteissa 3 992 1963 3 922 197; 3 922 198; 3 922 199;

3 922 200 ja 3 922 201, jotka kaikki on julkaistu marraskuun 25. pnd 1975. Néissé
rakeista t#rkkelysti kiyttden suoritettavissa menetelmissé térkkelystd késitelldédn
suhteellisen alhaisissa l&mpStiloissa, so. lémpdtilassa, joka on té#rkkelyksen gela-
tinoitumisen glkamisl&mpdtilan alapuolelta térkkelyksen todelliseen gelatinoitumis-
lémpdtilaan. N&issd prosesseissa glukoamylaasi-entsyymid kéytetéén edullisesti yh-
dessd alfa-amylaasi-entsyymin kanssa. Tém&n keksimdn entsyymi soveltuu erityisesti
kéytettévaksi téssd menetelmésséd, koska sillé on sama optimaslinen pH-alue kuin
glukoamylsasilla,

Keksinndn mukaista alfa-amylaasi-entsyymié voidaan mySs edullisesti ké&yttaa
US-patentissa n:o 3 912 590 esitetyssé menetelmésséd vdhintdén 25 paino-% térkkelys-
t4 sisdltévan térkkelyslietteen, kuten maissitérkkelyslietteen, nesteyttdmiseen
késittelemdlld noin 100°C-115°C:ssa, edullisesti 105°-110°C:ssa 1-60 minuuttia,
edullisesti 5-10 minuuttia, ja sitten 80-100°C:ssa, edullisesti 90-100°C:ssa, jol-
loin ohennetun liucksen viskositeetti on pienempi kuin 300 c¢P. mitattuna 95°%C:ssa.
Verrattomana etuna keksinndn slfa-amylaasi-entsyymin k&ytOlla tédssid menetelméssi
on se, ettd voidaan k&ytt&d alhaisempaa pH:ita, joten seuraavassa glukoamylaasilla
suoritettavassa sokeroimisessa pH:ita tarvifsee muuttaa vain véh&n tai ei lainkaan.

Témén keksinndn alfa-amylaasi-entsyymin ensisijaisessa kaytSssi tarkkelys-—
lietettd kdsitelldsn térkkelyksen nesteyttémiseksi, entsyymilld, pH-alueella noin
3,5-6,5, edullisesti 4-5, lampdtilavililla noin 50°C-100°C, edullisesti 60°C-95°C.
Kun kyseesséd on rakeisen térkkelyksen edelld selostetut hydrolysointimenetelmét,
lémpdétila—alue ulottuu normaalista gelatinoitumisen alkamisl émpbtilasta téarkkelyk-
sen todelliseen gelatinoitumisen alkamisl#mpdtilaan, joka maissitérkkelykselld on

noin 60°C. Kun on kysymyksessd suora nesteyttimismenettely, entsyymid sis&dltaviaa
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térkkelyslietettd léammitetddn térkkelyksen nesteyttémiseksi esim. suihkukuumenti-
mells, lémpdtilav&lilld noin 85°C - noin 9500 ja edullisesti noin 90°C - 92OC:ssa.
Alkuliuotuksen (kuten rakeisen térkkelyksen hydrolyysissi) tai nesteytyksen jilkeen
lietettd késitellddn edullisesti "lé&émpdisku"-késittelylld yli 100°C:n lémpdtilassa,
edullisesti noin 110°C - noin 15OOC:ssa, mahdollisten j&ljelld olevien tirkkelys-
rakeiden nesteyttémiseksi. Sen jdlkeen nesteytetty tdrkkelysliete jiiZhdytetddn ja
sitd k&sitelldédn lis#&iam&l18 1lisds alfa—amylaasia, yksindén tal muiden entsyymien,
kuten esim. glukoamylaasin, beta-amylaasin, pullulanaasin, glukoosi-isomeraasin
kera perdkkdin tal samanaikaisesti. Jos alfa-amylaasia kéytet&fin yksindén, toisessa
entsyymikdsittelyvaiheessa l&mpStila on léhinn& v&lilla noin 80°C - noin 90°¢ ja
mieluimmin noin SSOC, mik 4 on t&mén keksinnén entsyymien osalta optimilémpdtila.
Jos lésné on muita entsyymej& kuten glukoamylaasia ja/tai glukoosi-isomeraasia,
lémpdtila on hiukan alhaisempi, so. 55-75°¢C ja lihimnna noin 60°C.

Johtopéddtds

T&mén keksinndn alfa-amylassi-entsyymi voidaan erottaa selvédsti aikaisemmin
tunnetuista alfa-amylaaseista, joita on saatu eldimisti, kasveista, hiivoista,
Fungi imperfekti-sienist& ja homeista, koska n#éiden aikaisemmin tunmnettujen entsyy-
mien lidmpdstabiilisuus on niin alhainen, ett& ne menettévét aktiiviswutensa tdydel-
lisesti kun niit# kéisitelldén 5 minuuttia 70°C:ssa pH:n ollessa 6,0. Piirroksessa
12 on verrattu keksinndn mukaisen glfa-amylaasin lénpfista.biilisuutta {kdytetyt ar-
vot ovat paf@asiallisesti samat kuin piirroksessa 6) tunnettujen alfa-amylaasien
lémpdstabiilisuuteen., Voidaan havaita, ettd keksinndén mukaisella alfa-amylaasi-
entsyymilléd on paljon par empi hapon- ja lémmdnkestévyys kuin aikaisemmilla alfa-amy-—
laasi-entsyymeilld. Piirroksesta 12 ilmenee myds, ettd t&mén keksinnén mukainen
alfa-amylaasi sdilytt#8 ainakin 90 % alkuperdisestd aktiivisuudestaan sitd kuumen-
nettaessa 9OOC:ssa, pH:n ollessa 6,0, 10 mimwutin ajan ilman Ca-ioneja ja ainakin
noin 50 % alkuperdisestd alfa-amylaasi-aktiivisuudestaan siti kuumennettaessa
90°C:ssa, pH:n ollessa 6,0, 60 minuutin ajan. Piirroksesta 11 n&hdédn, etté keksin-
ndén mukainen alfa-smylaasi sé#éilytt&d ainakin noin 50 % alkuperadisestd alfa-amylaasi-
aktiivisuudestaan sit# kuumennettaessa 10 minuuttia 80°C:ssa pH:n ollessa L 5, kun
lasni on 5 mmoolia kalsium-ioneja.

Taulukossa 9 esitt#&d témén keksinndn alfa-emylaasin ja teollisesti kaytet-—
tyjen Bacillus subtilis'in ja Bacillus licheniformis'in tuottamien alfa-amylaasi-
entsyymien, sekd kirjallisuudesta tunnetun Bacillus stearothermophilus'in tuotta-

mien alfa-amylaasi-entsyymien aktiivisuuden riippuvuutta pH:sta ja lémpdtilasta.
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Taulukko 9
Testatut Optimaalinen Sopiva tydskentely- Molekyyli-
ent syymit tydskentely— lampdtila paino

pH

ATCC nio 31 199 4,0-5,2 80°c 96 000
B. subtilis'irlx tuottama o 5
alfa-amylaasi 4,5-6,5 L5-60°C 49 000
B. licheniformis'in o 5
tuottama alfa-amylaasi 5,0-9,0 76-78"C 22 500
B. stearothermo-
philus'in tuottama
alfa-amylsasi
a) Ogasawara ym.1 5,0-6,0 65-70°C 48 000
b) Campbell ym.> 4,8 55-70°C 15 600"

1Ogasawa,ra. ym., J. Biochem., 67,(1970).

2Shigemasa Saito ABB, 155, 290 (1973).

3Campbe11 ym., J. Biol. Chem. 236, 2952 (1961).

hCampbell ym., J. Biol. Chem., 236, 2958 (1961).

>

GB-patentissa n:o 1 296 839 ilmoitetaan B. licheniformis'in tuottaman

alfa-amylaasin molekyylipainoksi 18 000-20 000 ja B. subtilis'in tuotta-

man alfa-amylaasin molekyylipainoksi 96 000.

Kuten er#it muut tunnetut alfa-amylaasi-entsyymit, t&mén keksinndn entsyy-

mi inhiboituu elohopean ja EDTA:n vaikutuksesta, mutta kalsium stabiloi sité.
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Patenttivaatimukset:

1. Lémmdn- ja haponkest&vi alfa-amylaasi-entsyymi, t unn et t u siité,
ettd se on valmistettu viljelemdlld mikro-organismin Bacillus stearothermophilus
kantaa ATCC 31 199 ja ettd silli on seuraavat ominaisuudet:

(1) molekyylipaino mé&ritettynd natriumdodekyylisulfaatti-levy-elektro-
foreesilla on noin 90 000-100 000;

(2) sen alkuperéisesti alfa-amylaasi-aktiivisuudesta on j#ljelld vdhintidan
noin 70 % 10 mimutin kuumenmksen j&lkeen 90°C:ssa pH-arvossa 6,0 ilman kalsium-
ionilisdystis

(3) sen alkuperédisestad alfa-amylaasi-aktiivisuudesta on j&dljella véhint één
noin 50 % 30 minuutin kuumennuksen j&lkeen 85°C:ssa pH-arvossa 4,5 vdliaineessa,
jonka kalsium-ionipitoisuus on 0,005-m ja térkkelyspitoisuus 22,5 paino-%;

(k) sen alkuperéisestd alfa-amylaasi-aktiivisuudesta on jéljelld vahint&én
noin 50 % 60 minuutin kuumennuksen jélkeen QOOC:ssa pH-arvossa 6,0 ilman kalsium-
ionilis&ystéd; Jja

(5) sen alkuperdisestd alfa-amylaasi-aktiivisuudesta on j&ljelld vahint&in
noin 50 % 10 minuutin kuumennuksen jilkeen 80°C:ssa pH-arvossa L,5 viliaineessa,
jonka kalsium—-lonipitoisuus on 0,005-m.

2. Menetelmi patenttivaatimuksen 1 mukaisen l1&mdn— ja haponkestévian alfa-
amylaasi-entsyymin valmistamiseksi, t unn et t u siitd, ettd viljelléén mikro-
organismin Bacillus stearothermophilus kantas ATCC 31 199 viljelyliemesséd, joka
sisdltdd assimiloituvaa hiili- ja typpiléhdettd, pH-arvossa 5-9 lémpdtila-alueella

noin 50-70°C 1-5 vrk.
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Patentkrav:

1. Vérme- och syrastebilt alfa-amylasenzym, k &nn et ec kn at dérav,
att det &r framst&llt genom odling av mikroorganismens Bacillus stearothermophilus
stam ATCC 31 199 och att det har féljande egenskaper:

(1) molekylvikten best #md med natriumdodecylsulfatskivelektrofores ar ca
90 000-100 0003

(2) det har efter 10 minuters upphettning vid 90%C i pH-~vérdet 6,0 utan
kalciumiontillsats kvar minst ca 70 % av sin ursprungligas alfa-amylasaktivitet;

(3) det har efter 30 mimiters upphettning vid 85°C i pH-vardet 4,5 i ett
medium med en kalciumionhalt av 0,005-m och en stérkelsehalt av 22,5 vikt-% kvar
minst ca 50 % av sin ursprungliga alfa-amylasaktivitet;

(4) det har efter 60 minuters upphettning vid 90°C i pH-vardet 6,0 utan
kalciumiontillsats kvar minst ca 50 % av sin ursprungliga alfa-emylasaktivitetj

(5) det har efter 10 minuters upphettning vid 80°C i pH-vardet 4,5 i ett
medium med en kalciumionhalt av 0,005-m kvar ca 50 % av sin ursprungliga alfa-
amylasaktivitet.

2. Fdrfarande foér framstdllning av vérme— och syrastabilt alfa-emylas-
enzym enligt patentkravet 1, k &nn et ec k na t dérav, att man i 1-5 dygn
odlar mikroorganismens Bacillus stearothermophilus stam ATCC 31 199 i ett odlings-
medium, som innehd8ller kol- och kvévek#llor som kan assimileras, vid pH-vidrdet 5-9

i temperaturomrédet ca 50-70°C.

Viitejulkaisuja—-Anforda publikationer

CA 80 (1974) 1u21sk 4
83 (1975) 3107 g
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