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ved en fremgangsmide til udvinding af et enzym fra en op-
1¢sning deraf, der er opniet ud fra en enzymproducerende
mikroorganisme, gir man frem pi den mide, at man

(a) koncentrerer den enzymholdige ople¢sning til overmat-
ning, idet det overmattede koncentrat har en pH-vardi i
et omrdde nazr ved enzymets isoelektriske punkt,

(b) fremkalder krystallisation oqg

(¢} udvinder et enzymkrystal-slutprodukt.

Enzymerne kan opnds fra enhver enzymproduccrende mikro-
orxganisme, f.eks. bakterier, fungi o7 garsvampe, og frem-
gangsmiden er sarlig effektiv til vdvinding af varmesta~-
bil a-amylase pd krystallinsk form.
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Opfindelsen angar en sarlig fremgangsmade til ud-
vinding af a-amylase i form af rene krystaller, nzrmere
betegnet en fremgangsmade til udvinding af a-amylase udskilt
under reguleret fermentering af en bakterie af arten Bacil-
lus licheniformis i et egnet vandigt dyrkningsmedium til
dannelse af en a-amylase-oplgsning indeholdende biomasse

og lavmolekylzre urenheder fra dyrkningen af bakterien.
Enzymer virker som biokatalysatorer, idet de re-

gulerer mange af de kemiske reaktioner, der naturligt
forekommer i levende organismer. N&r enzymerne er 1iso-
lerede, har de ogsd mange industrielle anvendelser samt
medicinske anvendelser. Eksempelvis anvendes enzymer i
garvnings-, naringsmiddel- og detergent-industrien.

Der er blevet udfgrt megen forskning vedrgrende
metoder til faeldning af enzymer. Eksempelvis beskrives
det af Chiang, Alter og Sternberg, "purification and
Characterization of a Thermostable Alpha-Amylase from
Bacillus licheniformis", Starke, Vol 31, nr. 3, side
86-92 (1979), at der kan udfgres ammoniumsulfat-feldning
af TAKA-THERMY , et varemerke for Miles Laboratories, Inc.,
Elkhart, Indiana, for carbohydrase-enzymer. I det navnte
litteratursted er den anvendte TAKA-THERM® alpha-amylase
isoleret fra Bacillus licheniformis BLM 1777. Fzldningen
efterfglges af rensning ved hjalp af cellulosechromato-
grafi. Dernast kombineres der fraktioner og koncentreres
ved ultrafiltrering. Enzymkoncentratet dialyseres dernast,
hvorpd der tilsattes ammoniumsulfat, indtil der fremkom-~
mer uklarhed (begyndelse af faldning).

Dixon et al., "Enzymes", Academic Press, 3. udga-—
ve, side 1-40 (1979), diskuterer ammoniumsulfat-krystal-
lisation af enzymer og en variation af denne metode, der
omfatter ekstraktion af en ringe mengde af det faldede

enzym med kold, fortyndet ammoniumsulfatoplgsning.
I Yokoyama et al., "Production and Crystalliza-

tion of Acid Carboxypeptidase of Penicillium janthinel-
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lum and Mode of Action on Peptides and Proteins, and
Anti-Inflammatory Activities of the Enzyme", Amino Acid
Nucleic Acid, bind 35, side 64-75 (1977) diskuteres der
kombination af s¢jlechromatografi med ammoniumsufat-fazld-
ning til udvinding af sur carboxypeptidase.

Uwajima et al., "Production, Purification and
Crystallization of Creatinine Deiminase of Corynebacte-
rium lilium", Studies on Creatinine Metabolism by
Microorganisms, Part II, Tokyo Research Laboratory,
Kyowa Hakko Kogyo Company, Ltd., Machida-shi, Tokyo,
Agric. Biol. Chem., 41(2) (1977), side 339-344, beskri-
ver en fremgangsmiade til opndelse af krystalliseret
creatinin-deiminase, besti&ende af ammoniumsulfat-frak-
tionering, protamin-behandling og cellulosechromatogra-
fi.

Uwajima et al., "Production, Purification and
Crystallization of III Alpha-Hydroxysteroid Dehydrogenase
of Pseudomonas Putida", Tokyo Research Laboratory, Kyowa
Hakko Kogyo Company, Ltd., Machida-shi, Tokyo, Agric.
Biol. Chem., bind 42, nr. 8, side 1577-1583 (1978) be-
skriver en metode til opndelse af dehydrogenase omfat-
tende fraktionering med ammoniumsulfat og s@¢jlechromato-

grafi pd DEAE-cellulose, Sephadex G-100 og hydroxylapatit.
McCary beskriver i US patentskrift nr. 3.642.582

en fremgangsmade til opndelse af a-amylase, og denne frem-
gangsmade omfatter forst fjernelse af polyvalente anioner
fra a-amylase-przparater, hvorefter praparaterne bringes i
kontakt med fibrest aluminiumoxid.
Fremgangsmdden ifglge opfindelsen er ejendommelig
ved, at den i det vasentlige bestar af fplgende trin:
(a) udszttelse af det vandige dyrkningsmedium for
veske/fast stof-adskillelsesteknik til adskil-
lelse af biomassen fra vaskefasen,

(b) udszttelse af vaskefasen for ultrafiltrering ved

en temperatur fra 5 til 15°C, indtil dens rum-
fang udger ca. 10 til ca. 50% af begyndelses-
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rumfanget, til fjernelse af lavmolekylare ur==-
heder, og, uden yderligere rensning,

(c) inddampning af vaskefasen under vakuum ved ==
temperatur mellem 25 og 39°C under opretholc=_se
af en pH-vardi mellem 6,8 og 8,1, indtil kor-
centratets rumfang udger fra ca. 10 til ca.

20% af, hvad det var efter ultrafiltreringer.
til fazldning af e-amylasen i form af rene k==~
staller. '

Formilet med den foreliggende opfindelse er at
tilvejebringe en enkel fremgangsmade til udvinding af -
-amylase pa krystallinsk form. Fremgangsmaden udger en
forenkling i forhold til kendte metoder til opnaelse af
enzymkrystaller derved, at den enzymholdige oplegsning fc==3
for induktionen af krystallisation ikke negdvendigvis ska_
vere rem, dvs. fri for i det vesentligt alle oplgselige
faste stoffer. Endvidere indfgres der ifglge den kendte
teknik salte eller organiske oplgsningsmidler til induktZ:mn
af krystallisation af enzymer, o9 dette kan om onsket ge—=s,
men er ikke ngdvendigt i forbindelse med fremgangsmaden
ifplge den foreliggende opfindelse. Nar salte og/eller
organiske oplesningsmidler anvendes ved fremgangsmaderne
ifelge den kendte teknik til induktion af fzldning af et
enzymkospleks, anvendes fzldningen ofte ikke som slutprc-
dukt, men blot som et trin i en samlet proces, der resui-
terer i et flydende slutprodukt. overmztnings-metoden ifzlg3
den foreliggende opfindelse eliminerer sidledes mange prc-—
blemer, der er forbundet med de typiske flydende produkts==
indeholdende industrielle enzymer, f.eks. produktstabiliz==z,
mikrobiel forurening, lav aktivitet, stort rumfang og he-=

o
3

transportomkostninger.
ved fremgangsmaden ifglge opfindelsen anvendes c¢=T

ultrafiltrering til nedszttelse af indhold af de oplegsei-z=
faste stoffer sialedes, at der ved inddampning kan nds er
tilstand over overmztning. Den kendte teknik angiver ikks

og indeholder ingen antydning om muligheden for at udvircs
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rent, Kkrystallinsk a-amylaseenzym ud fra et urent praparat
ved anvendelse af den omhandlede teknik. Det er kendt, at
urenheder i en enzymoplesning kan interferere med dannelsen
af enzymkrystaller eller kan udfzldes sammen med enzymet.
Man har sdledes ment, at det til effektiv krystallisation
af et enzym fra en oplesning var ngdvendigt at fjerne alle
urenheder fra oplesningen, f.eks. ved se¢jlechromatografi.
Den foreliggende opfindelse viser, at den rd fermenterings-
vaske kan behandles ved vaske/fast stof-separationsteknik,
f.eks. centrifugering, til fjernelse af biomassen, hvorpa
vasken ultrafiltreres til understetning af evnen til for-
dampning for at bringe oplgsningen op over dens overmzt-
ningspunkt sdledes, at enzymet kan fzldes ved formindskelse
af mediets volumen ved inddampning.

P4 tegningen vises der en grafisk afbildning af en
udferelsesform for opfindelsen, hvor enzymet er a-amylase
(TAKA—THERM@). P4 tegningen er Brix-verdien og procentvar-
dien for krystallisation sammenlignet med et multiplum af
koncentrationen.

Ifplge den foreliggende opfindelse gdr man ud fra
en a-amylaseholdig oplesning, og enhver af de forskellige
kendte vaske/fast stof-separtionsmetoder til fjernelse af
biomassen, cellefragmenter, uopleselige faste stoffer og
lignende, kan anvendes. _

Centrifugering kan f.eks. anvendes til fjernelse
af biomassen, hvorved der tilvejebringes en oplesning, der

er et cellefrit filtrat indeholdende enzymet.
Fremgangsmaden ifglge den foreliggende opfindelse

omfatter desuden anvendelsen af overmatnings-teknik ved
koncentrering af den enzymholdige oplgsning. Om gnsket
kan den enzymholdige oplgsning fgrst fortyndes med vand,
og fortyndingen kan efterfglges af anvendelsen af over-
metnings-metoder ved koncentrering af oplgsningen. En
overmettet oplgsning er en sadan, der indeholder en
stgrre mangde oplgst stof, end det normalt er muligt
for den mettede oplgsning ved den pagzldende tempera-
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tur, og sadanne overmattede oplgsninger er instabile.

Et pludseligt chok, stgvpartikler eller skrabning pa

den indre overflade af beholderen indeholdende oplgsnin-
gen kan virke som et centrum, hvor krystallisationen kan
begynde. Der mad sdledes drages omsorg for at opretholde
den overmattede tilstand, indtil det er #nskeligt, at
krystallisationen skal begynde, jvf. Pierce, Sawyer og
Haenisch, "Quantitative Analysis", 4. udgave, side 349

(januar 1961).
overmeztningen opnés ved hjzlp af en kombination af

ultrafiltrering (UF) og inddampning. UF udferes ved fra 5
til 15°c, indtil rumfanget er fra ca. 10 til ca. 50% af
rumfanget af den oprindelige, enzymholdige oplesning.

Inddampningen udfgres under vakuum ved en temperatur
mellem 25 og 39°C, indtil koncentratet er overmzttet. Ved
den foretrukne fremgangsmade gennemfgres fordampningen
under et vakuum ved 32°C og ved et trykdifferentiale pa
fra ca. 500 til ca. 760 mm Hg. Fordampningen under vakuum
fortsazttes, indtil rumfanget af koncentratet er ca. 10 til
ca. 20% af rumfanget efter ultrafiltrering.

Koncentreringen tilvejebringer en overmzttet til-
stand i oplesningen, i hvilken Brix-vardi-afleasningen ber
ligge pa fra ca. 8 til ca. 60% ved 22°C. Brix-verdien an-
giver mzngden af opleselige faste stoffer i oplegsning i
relation til sucrose som standard. I en udfgrelsesform
ligger Brix-vardien mellem ca. 30 og ca. 40% ved 22°C.

Ved en foretrukken udferelsesform pabegyndes kon-
centreringen ved UF til ca. 25 til ca. 50% af rumfanget af
den oprindelige, enzymholdige oplesning, og der fortszttes
dernest ved inddampning.

pH-verdien skal befinde sig mellem 6,8 og 8,1,
dvs. ved et niveau nar enzymets isoelektriske punkt. Forud
for koncentreringen til overmztning kan pH-verdien af den
oprindelige, a-amylaseholdige oplgsning allerede ligge i det
enskede omrade nar ved enzymets isoelektriske punkt. Yder-
ligere pH-indstilling kan sdledes vare ungdvendig. Safremt
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pa den anden side pH-vardien ikke allerede befinder sig i
det gnskede omrade nar ved enzymets isoelektriske punkt,
ma pH-vardien pa et eller andet tidspunkt under eller efter
koncentreringen indstilles pa et punkt inden for det enskede
omrade. Selv om pH-vardien allerede kan vare i det gnskede
omrade, kan den imidlertid ogsa indstilles enten nzrmere
eller endog fjernere fra det isoelektriske punkt, sa lange
der er tale om et punkt inden for det gnskede omrade. Det
isoelektriske punkt for a-amylase er ca. 7,2, og der anven-
des typisk ammoniak eller kaliumhydroxid til pH-indstilling.
Efter koncentreringen fremkaldes der krystallisa-
tion. Til tider er bevagelsen under UF og inddampningen
tilstrzkkelig til at fordrsage, at krystallisationen begyn-
der spontant, nidr koncentreringen afsluttes. Szdvanligvis
opnds fremkaldelsen af krystallisation imidlertid ved hjzlp
af f.eks. podning, lydpavirkning, omrgring eller skrabning
af beholderens indre overflade. Typisk omrgres koncentratet
med et omrgrerorgan af propeltypen i et tidsrum, der er
tilstrzkkeligt til at bevirke krystallisation af enzymet
ved den herskende temperatur. Omrgring som her anvendt
skal omfatte alle metoder til at give oplesningen bevagelse
og omfatter, men er ikke begrznset til langsom omre¢ring,
agitation (hurtig omrering) og omrystning, samt den strem-

mende bevagelse af oplgsningen under UF og inddampning.
Almindeligvis udfgres omrgringen med et blad af

propeltypen, der roterer med fra 50 til 400 omdrejninger
pr. minut i 24 til 120 timer og ved en temperatur fra 5
til 60°C. Fortrinsvis udfgres omrgringen ved en tempera-
tur over stuetemperatur. En typisk temperatur ligger fra
23 til 32°. En temperatur omkring 25°C og et tidsrum
omkring 72 timer er mest ¢gnskeligt for a-amylase. Kry-
stallerne udfzldes og kan dernast udvindes ved hjzlp

af enhver kendt vaske-faststof-adskillelsesmetode, f.eks.

centrifugering med dekantering eller filtrering.
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Fremgangsmaden ifgplge opfindelsen illustreres nar-

mere i de fplgende eksempler.
Varmestabil a-amylase kan fas pd fglgende made: Et neae-

ringsmedium, der er egnet til fermentering af oa-amylase,
kan fremstilles ved tilsatning af fglgende bestanddele
£il en 1000 liter garingsbeholder:

Calciumchlorid-dihydrat 0,2-1,0 kg
Mono- og dikaliumphosphat 15-24 kg
Ammoniumsulfat 2-7 kg
Natriumcitrat 0-5 kg
En sukkerart 100-200 kg
Bomuldsfrgmel 25-40 kg
Sojamedier 30-50 kg
Antiskummiddel 8-13 liter
vVand til 1000 liter

Mediet podes med levedygtige celler af Bacillus
licheniformis og far lov at fermentere i 70 til 90 timer
ved 40 til 45°c, idet pH-vardien holdes omkring neutral-
punktet. Efter denne fermentering flokkuleres mediet med
SEPARAN AP—30® til hjelp ved biomassefjernelse. SEPARANC)
ap-30® er et flokkuleringsmiddel, hvis hovedbestanddel er
anionisk polyacrylamid, og dette produkt leveres af Dow
Chemical Company. Biomassen fjernes ved centrifugering,
og centratet renses ved gennemlgb gennem DicaliteY FW-6
(en diatoméjord, der leveres af Eagle Pitcher Company),
for-overtrukket pa et vakuumtromlefilterapparat, hvor-
ved der fas 1000 liter af et cellefrit filtrat med en
aktivitet pad 50.000 MWU pr. ml som bestemt ved "Manual
Liquefying Alpha-Amylase Assay", der er en modifikation
af den metode, der er beskrevet af Wohlgemuth i Biochem.,

29,1 (1908).
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Eksempel 1
Koncentrering ved ultrafiltrering af TAKA—THERMC)-

-g-amylase-cellefrit filtrat med en aktivitet pd 50.000
MWU pr. ml udfgres i et Romicon HF-4-filterapparat med en

adskillelsesmembran med en molekylvagt pa 10.000 ved 10°%
til opndelse af et koncentrat med et rumfang pd 300 liter
og en aktivitet pa 150.000 MWU pr. ml.

Koncentreringen fortsattes under inddampning un-
der vakuum i en flash-inddamper (Buffalo enkelttrinsfor-
ceret cirkulationsvakuuminddamper), med trykdifferentialet
indstillet pa 500 til 760 mm Hg ved 32°C, indtil rumfan-
get af koncentratet er nedbragt til 50 liter med en akti-
vitet p4d 900.000 MWU pr. ml.

Der fas herved et overmattet koncentrat. Koncen-
tratets pH-vaerdi indstilles p& 7,6 under anvendelse af
20%'s kaliumhydroxidoplgsning, og der omrgres derpa ved
300 omdrejninger pr. minut med et omrgrerorgan af pro-
peltypen i 72 timer ved 25°C, hvorved der dannes enzym-
krystaller. De fremkomne enzymkrystaller udvindes ved
centrifugering, og overskuddet af vaske dekanteres fra.
Enzymudbyttet i krystallerne er 92% af det inddampede
koncentrats totale aktivitet. De tgrre krystaller ifglge
dette eksempel har en aktivitet pa 8.000.000 MWU pr.
gram tgrt materiale og 12.000.000 MWU pr. gram protein.

Eksempel 2

Et TAKA—THEEMC)-filtrat pd 1000 liter fas fra en
fermentering svarende til den, der anvendes i eksempel 1
til fremstilling af a-amylase-krystaller ved fermentering
af Bacillus licheniformis. Filtratet p& 1000 liter koncen-
treres til forskellige vardier fra 2 til 20 ganges koncen-
trering ved UF ved 10°C under anvendelse af et Romicon-fil-
terapparat med en adskillelsesmembran med en molekylvagt

pa 10.000. De ultrafiltrerede koncentrater koncentreres
yderligere ved inddampning pa& en roterende flash-inddamper
(Brinkman-Buchi Rotovapor-R) ved en temperatur pa 32°C,
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siledes at alle koncentraterne har en gennemsnitlig ind-
ledende koncentrataktivitet pd ca. 650.000 MWU pr. ml,
dvs. i omradet fra 565.000 til 738.000 MWU pr. ml. Dette
resulterer i et overmattet koncentrat. Koncentraternes
pH-vardier indstilles pa 7,6 med 20%'s kaliumhydroxid-
oplgsning efter vagt pr. rumfangsenhed. Koncentraterne
omrgres ved 300 omdrejninger pr. minut med en motordre-
vet blander i 72 timer ved stuetemperatur (22 °c). Kry-
stallerne og den ovenstédende vaeske adskilles ved cen-
trifugering og dekantering. Aktiviteterne i krystallerne
og i den ovenstaende vaeske bestemmes ved hjelp af Modi-
fied Wohlgemuth-bestemmelseSmetoden (MWU) , og de er an-
givet sammen med den indledende koncentrataktivitet 1
den fplgende tabel.

De prgver med et rumfang pd hver 20 ml, der ind-
samles, og som er angivet i tabellens s¢jle nr. 2, er
medtaget, eftersom de anvendes som basis ved bestemmelse
af den procentvise udvinding, dvs. disse indledende vear-
dier betegnes som 100%. Rumfangene i s¢jle nr. 4 er de
tilbageblivende rumfang af den ovenstdende vaske, efter
at enzymkrystallerne er fjernet. Enzymaktiviteten i sgjle
nr. 5 er saledes aktiviteten i MWU pr. ml, der er tilbage
i den ovenst&ende vaske, efter at krystallerne er fjernet,
og ud fra disse verdier beregnes den procentvise enzymak~
tivitetudvinding i den ovenstiende veske i sgjle nr. 6.
Rumfangene i sgjle nr. 7 er de totale rumfang, der anvendes
efter oplgsning af enzymkrystallerne i H,O0, hvorved man sa-
ljedes far enzymaktiviteten af krystallerne i MWU pr. ml i
sgjle nr. 8. Dernast beregnes den procentvise udvinding
af krystallerne i sgjle nr. 9 efter den sadvanlige metode

under anvendelse af den formel, der angivet under tabellen.
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Ogsé ved en gennemsnitlig begyndelseskoncentrat-
aktivitet pa 600.000 MWU pr. ml er resultaterne opsummeret
grafisk p& tegningen. Ud fra kurven kan det ses, at en gen-
nemsnitlig aktivitet p& 600.000 MWU pr. ml med en 6,7 gan-
ges koncentrering ved ultrafiltrering resulterer i, at
fra ca. 85 til ca. 86% af enzymet er pa krystalliseret
form. Yderligere ultrafiltrering ud over 6,7 ganges kon-
centrering forgger ikke krystaldannelsen, men krystalli-
sationen nedsazttes derimod drastisk, efterhidnden som
Brix-vaerdien ved 22°c formindskes. Ved en 2 ganges kon-
centrering ved UF med 600.000 MWU pr. ml er ca. 52 til
ca. 53% af enzymet p& krystallinsk form.

Brix-verdien viser mangden af oplgselige faste
stoffer, der er til stede i oplgsningen, i relation til
sucrose som en standard. Kurven viser derfor, at der ved
ultrafiltrering fjernes oplgselige faste stoffer, som in-
terfererer med krystallisationen. Safremt tilstrekkeligt
af de oplgselige faste stoffer ikke fjernes, kan TAKA-THERMC)'
-filtratet ikke inddampes til en koncentration, der er he3j
nok til, at krystallisation kan forekomme. I stedet vil
oplgsningen blive sa viskos, at yderligere inddampning ik-
ke kan udfgres. Brix-verdierne pd kurven viser det punkt,
ved hvilket en tilstrzkkelig mzngde oplgselige faste
stoffer er fjernet, sdledes at inddampningen kan fort-
sattes tilstrzkkelig langt til opnaelse af overmatning
til krystallisation som anvendt i dette eksempel.
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Patentkrav,

Fremgangsmade til udvinding af a-amylase udskilt

under reguleret fermentering af en bakterie af arten Bacil-
lus licheniformis i et egnet vandigt dyrkningsmedium til
dannelse af en a-amylase-oplgsning indeholdende biomasse
og lavmolekylzre urenheder fra dyrkningen af bakterien,
kendetegnet ved, at denne fremgangsmade i det
vesentlige bestar af felgende trin:

(a) udszttelse af det vandige dyrkningsmedium for
veske/fast stof-adskillelsesteknik til adskil-
lelse af biomassen fra vaskefasen,

(b) udsazttelse af veskefasen for ultrafiltrering ved
en temperatur fra 5 til 15°C, indtil dens rum-
fang udger ca. 10 til ca. 50% af begyndelses-
rumfanget, til fjernelse af lavmolekylzre uren-
heder, og, uden yderligere rensning,

(c) inddampning af vaskefasen under vakuum ved en
temperatur mellem 25 og 39°C under opretholdelse
af en pH-vardi mellem 6,8 og 8,1, indtil kon-
centratets rumfang udger fra ca. 10 til ca.

20% af, hvad det var efter ultrafiltreringen,
til fzldning af a-amylasen i form af rene krystaller.
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