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Opfindelsen angdr en glucoseisomerase, der
er ejendommelig ved, at den er identisk med den glu-
coseisomerase, der dannes ved dyrkning af stammen
Bacillus coagulans NRRL B 5650 under aerobe betingelser
og under anvendelse af et dyrkningsmedium omfattende en
nitrogenkilde, en carbonkilde og smd& mangder uorganiske
salte, ved en pH-vaerdi mellem 5 og 9 og en temperatur
mellem 40°C og 65°C.

Sirupper indeholdende en blanding af glusoce
og fructose anvendes i vid udstrakning i industrien
pd grund af deres s¢de smag og deres ringe tendens til
krystallisation. S&danne sirupper fremstilles fortrinsvis
ud fra glucosesirupper under anvendelse af et enzym til
katalyse af isomeriseringen af glucose til fructose. Det
er vigtigt for gkonomien ved denne proces, at enzymomkost-
ningerne er lave, og at der kun dannes biprodukter i
negligerbar grad, idet der her tankes pd biprodukter, som
m& fjernes, inden siruppen kan anvendes.

Enzymer, der er i stand til at isomerisere glucose
til fructose, kan fds fra et stort antal forskellige
mikroorganismearter, og enzymernes egenskaber varierer fra
art til art. Enzymegenskaber, der er sarligt vigtige for
anvendelsen ved isomeriseringsprocessen, er stabilitet ved
hgje temperaturer og aktivitet ved lave pH-vardier.

Ved en enzymatisk isomerisering af glucose til
fructose er fglgende betingelser af betydning:
pH-verdi: En pH-vaerdi, der er s& lav som muligt, er
gnskelig til undgdelse af den alkali-katalyserede blprodukt-
dannelge, dvs. under pH=7. En pH-vardi pad 5-7 reprasenterer
et passende omréde.

Temperatur: Enzymet bgr vere stabilt ved en temperatur pa
fra ca. 55°C til ca. 750C, hvilket er den sadvanlige reak-
tionstemperatur.

Oplgselighed: I mange tilfelde er det gnskeligt at anvende

mikroorganismecellerne, som indeholder enzymet intracellu-
lart, til isomeriseringen. Det er derfor meget betydnings-
fuldt, at s& lidt som muligt af enzymet tranger ud i reak-

tionsblandingen under isomeriseringen eller under héndteringen
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af cellerne efter isomeriseringen. Det er endvidere af
betydning ved fremstillingen af enzympraparatet, at
cellerne let kan tgrres p& en s&dan made, at enzymet ikke
tranger ud af cellerne.

Ved andre metoder er et oplgseligt enzym ¢gnskeligt.
Dette kan anvendes enten direkte, eller det kan ggres uop-
1gseligt ved kobling til en uoplgslig bzrer. Ved denne
proces er det betydningsfuldt, at enzymet let kan ekstra-
heres fra cellerne.

Da prismargenen mellem glucose og isomeriseret
glucose er meget lille, er det endvidere yderst vigtigt,
at produktionsudbyttet af enzymet er hojt, sdledes at
prisen pd enzympraparatet kan blive tilstrekkeligt lav.

Det har nu vist sig, at glucoseisomerasen ifglge
opfindelsen, som pd reproducerbar mdde kan fremstilles
ved dyrkning af stammen Bacillus coagulans NRRL B 5650,
har en yderst god varmestabilitet og et meget lavt pH-
-optimum.

Den omhandlede mikroorganisme er en aercb, spore-
dannende, stavformet bakterie. Den mad klassificeres som
hgrende til en termofil Bacillus-art, og den kan mere
specifikt identificeres som en atypisk Bacillus coagulans,
som adskiller sig fra de typiske Bacillus coagulans-stam-
mer ved en evne til at vokse ved 65°C og en evne til at
vokse pd uorganiske nitrogenkilder.

En biokemisk forskel, der er af betydning for den
foreliggende opfindelse, er, at glucoseisomerase—enzy-
met fra den atypiske Bacillus coagulans NRRL B 5650
rent faktisk adskiller sig fra glucoseisomerasen fra
(typisk) Bacillus coagulans, navnlig med hensyn til ter-
misk stabilitet og virkningen af pH og temperatur pa ak-
tiviteten. Glucoseisomerasen ifglge den foreliggende op-
findelse er mere termostabil, og dens aktivitet ved
pH=5-7 er lige s& god, om ikke bedre. Alt i alt er det

givet, at der er tale om et andet enzym.
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Glucoseisomerasen ifglge opfindelsen udviser
siledes overraskende, betydningsfulde fordele i sammen~
ligning med det kendte eﬂzymprodukt, der er mest beslagtet
med enzymet ifglge opfindelsen, nemlig det enzymprodukt,
der er beskrevet i dansk patentansggning nr. 6265/71, idet
den mest igjenfaldende forskel er det foreliggende enzyms
termofile karakter. Fordelene ved enzymet ifglge opfindelsen
fremgér tydeligt af de i det fglgende refererede sammen-
ligningsfors¢g:

Den termofile, atypiske Bacillus coagulans NRRL ’
B 5650 er sammenlignet med den typiske Bacillus coagulans
NRRL B 5350 (jfr. nr. 6265/71).

1. NRRL B 5650 har optimal vakst ved 55-60°C, og den mak-
simale vzksttemperatur er 65°C.
NRRL B 5650 vokser udmzrket pd mineralske substrater

uden organisk nitrogen.

2. NRRL B 5350 (en typisk B. coagulans) har optimal
vaekst ved 45—50°C,og den maksimale vaksttemperatur er
55°¢C. |

NRRL: B 5350 vokser meget d&rligt p& mineralske sub-
strater; hvis der ikke er organiske nitrogenkilder til
stede.
3. De to navnte bakteriestammer blev dyrket i ryste-
kolber, som angivet i ansggningens eksempel 2, den termofile,
atypiske NRRL B 5650 ved 50°¢ og den typiske NRRL B 5350
ved 40°C. Efter 24 timers inkubering blev bakterierne
centrifugeret fra substratet, og de frysetgrrede celler
indeholdende glucoseisomerase-enzymerne blev anvendt til.
de sammenligningsforsgg, hvis resultater fremgdr af de
f@lgende tabeller:

Tabel I
Henstandsforsgg til sammenligning af glucose-
isomerasernes stabilitet ved 70°C og ved 80°C. Bakterierne
blev suspenderet‘i 0,9%'s NaCl, s8ledes at enzymaktiviteten
i de 2 suspensioner var af samme stgrrelsesorden.
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Henstand Restaktivitet af'glucoseisomerase fra:
' NRRL B 5350 NRRL B 5650 (iflg. opfind-
' ) elsen)
_ (termofil, atypisk
ved: timer: (typisk B.coagulans) B.coagulans)
o
70°C 6 65% 90%
24 60% 85%
o -
80°C 6 17% 75%
24 0% 50%
Tabel ITI

Sammenligning af glucoseisomerasernes termo-
stabilitet*ved to forskellige pH-verdier (0,1 M phos-

phatpuffer) .

Henstand - Restaktivitet af glucoseisomerase fra:
NRRL B 5350 NRRL B 5650 (iflg.
opfind-
) : elsen)
_|ved:| pH|timer: (typisk) (termofil, atypisk)
, 4 80% 80%
6,5] 24: 65% 75%
70%¢| 4 708 100%
© o |7,0f 24 708 100%
4 20% 75%
6,5| 24 0% 60%
80°¢ 4 20% 80%
7,0] 24 0% 20%

Det ses, at omend den typiske B.coagulans pro-

ducerer en ret stabil glucoseisomerase, er den termofile

variants enzym langt mere termostabil.
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Tabel III

Sammenligning af de to glucoseisomerasers akti-
vitet ved en rzkke forskellige pH-vardier og hp¢j temperatur
(80°¢)

Reaktionstid 30 min: ¢ aktivitet af maksimum

PH
Temperatur (phosphatpuffer) INRRL B 5350 | NRRL B 5650

(iflg. opfindelsen)

, 0 45

80°¢ 6,0 0 65
, 0 95

0 100

T7il fremstilling af glucoseisomerasen ifglge op—-
findelsen dyrkes Bacillus coagulans NRRL B 5650 eller en
anden atypisk Bacillus coagulans, der danner en glucose-
isomerase, der er identisk med den af Bacillus coagulans
NRRL B 5650 dannede glucoseisomerase, aerobt pd medier
indeholdende sadvanlige salte og carbon- og nitrogenkil-
der ved en pH-vardi mellem 5 og 9.

Inkuberingstemperaturen for gzringen ligger mel-
lem 40 og 65°C, sadvanligvis omkring 50°C. Aerobe be-
tingelser opretholdes under dyrkningen ved gennemblas-
ning af luft gennem mediet, f.eks., med en hastigﬁed pé
ca. 1 rumfangluft pr. rumfang vaske pr. minut.

Enzymet dannes intracellulart, og rensnings-
proceduren bestdr sadvanligvis i indhgstning af cellerne
ved centrifugering eller filtrering og om gnsket
tgrring af cellecremen ved frysetgrring, spraytgrring
eller ved en anden proces, som ikke gdelagger enzymak-
tiviteten. Inden tgrringen kan cellerne behandles med-
oplgsninger af cobaltsalte, slledes at enzympraparatet
vil indeholde en mengde Co++, der er ngdvendig til

aktivering af enzymet.
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De indhgstede celler kan endvidere varmebe-
handles ved en temperatur mellem ca. 70 og ca. 80% i
et tidsrum, der er tilstrakkeligt til destruktion af de
lytiske enzymsystemer inden i cellerne.

Under dyrkningen kan mengden af glucoseiso-
merase, der er til stede i cellerne, midles med mellem-

rum ved bestemmelse af den mzngde fructose, som dannes

"ud fra glucose under standardbetingelser. Nar der ikke er

nogen yderligere stigning i aktivitet, indhgstes cellerne.
Séfremt der ¢gnskes et oplgseligt enzymprodukt,

- vil det vare muligt at gennemfgre fermenteringen sa-

lédés} at det meste af enzymet tranger ud af cellerne
til garingsvasken. Dette kan f.eks. ggres ved at have
ge@ringstemperaturen til 60°C under hele garingsperioden
eller blot under den senere del deraf.

) Et enzympraparat kan fremstilles ud fra denne
geringsvaske ved anvendelse af de sadvanlige metoder
til fremstilling af extracellulare enzymer, dvs. rensning
af vaesken ved centrifugering eller filtrering og kon-
centrering af den enzymholdige oplgsning ved inddamp-
ning:éller ved omvendt osmose, hvorved der fas et flydende
enzymprodukt, eller ved udfaldning af enzymet fra garings-—
vaesken eller den koncentrerede garingsvaske ved hjzlp af
salte eller vandoplgselige oplgsningsmidler og til slut
tgrring af bundfaldet.

Et oplgseligt enzym kan ogséd fremstilles ud fra
de isolerede celler ved at lade disse autolysere, ved
tilsetning af lytiske enzymer, f.eks. lysozym, eller
ved tilsa®tning af overfladeaktive midler. Endvidere kan
man benytté sig af mekanisk s¢nderrivning af cellerne,
f.eks. ved hjalp af ultrasoniske metoder eller ved an-
vendelse af mekaniske homogeniseringsanordninger. En-
zympraparater kan fremstilles ud fra celler behandlet
p& denne m&de ved hjzlp af de ovenfor omtalte metoder.

Normalt vil mikroorganismerne producere et antal

5porer under garingen.Hvis der ¢nskes et sporefrit pra-
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parat, bgr der til dyrkningen anvendes en asporogen
mutant. Metoder til isolering af asporogene mutanter

er velkendte for fagmanden, og det er let at isolere denne
type mutanter.

Om gnsket kan enzympraparatet ifglge opfindelsen
indlejres i en matrix eller insolubiliseres ved hjelp af
enhver kendt metode, ved hvilken enzymaktiviteten ikke
gar tabt.

Det her omhandlede enzym har egenskaber, der er
meget favorable for glucose-isomerisering under de favor-
able kommercielle betingelser svarende til pH=5-7. Det
kan anvendes ved fra 55 til 85°C uden vasentligt tab af
aktivitet ned til pH-verdier pd ca. 5,0. Det er yderst
varmestabilt, idet det bibeholder meget af aktiviteten ved
85°c over hele pH-omrddet fra 5 til 7. I modsatning her-
til mister den kendte Bacillus coagulans-glucoseisomerase
sin aktivitet ved temperaturer over 70%¢ og udviser
praktisk taget ingen aktivitet ved 8500, jfr. de foran-
stiende sammenligningsforsgg. Enzymets overlegne egen-
skaber ggr det sardeles gkonomisk fordelagtigt at dyrke
mikroorganismen pd uorganisk nitrogen. |

Til narmere belysning af opfindelsen skal der
henvises til de f¢lgende udfgrelseseksempler.

Eksempel 1
Isolering af en glucose-isomeriserende organisme

fra naturen.

En 10%'s suspension af havejord i sterilt vand udspredes
pd plader, der indeholder et agarmedium med fglgende sam-—
mensetning i gram pr. liter destilleret vand:

(NH

4) 250, 3
K,HPO, 1

Mgs0,, 7 H,0 0,5
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8
KCl 0,5
FeSO4 0,01
Agar 20
Xylose 5 (autoklaveres sarskilt

og tilsattes aseptisk lige inden udhaldningen af pladerne).
Pladerne inkuberes ved 60-65°C i 2 dage, og
de udviklede kolonier overfgres til et medium med

fplgende sammensatning i gram pr. liter destilleret

vand:
Pepton 10
Trypton
Gzrekstrakt
NaZHPO4, 12 HZO 18
MgS0,, 7 H,0 0,2
KH2P04 7
Agar : 20
Xylose 10-20 (autoklaveres

sarskilt og tilsattes aseptisk lige inden udhaldningen
af pladerne).

S&fremt kulturen viser sig at vare uren, gen-
anbringes den p& det fgrste medium og overfgres igen til
det rige medium. Denne procedure gentages, indtil der
opnds en ren kultur.

Kulturerne p& det rige medium inkuberes i 1-2
dage ved 60°C og afprgves derpad for evne til at isomerisere
giucose til fructose pa fglgende made:

Cellerne suspenderes i 0,9 %'s NaCl. 1 ml
af cellesuspensionen inkuberes ved 70°C med 1 ml af den

fdlgende oplgsning:

Glucose 80 gram pr. liter
TRIS 0,1 mol pr. liter
Chloroform 2 ml

MgSO4, 7 HZO 5 gram pr. liter
CoClz, 6 H20 0,5 gram pr. liter

pH-vardien indstilles pd 6,5 under anvendelse af HCI.
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Efter 4 timers inkubering overfgres der 1
dridbe af reaktionsblandingen til et ark chromato-
grafipapir (Whatman No.l) ved hjzlp af en Pasteur-pipette.
Dr8berne anbringes sdledes, at der bliver plads til 50-
100 driber pr. ark papir. Efter tgrring fugtes papiret
i fglgende oplgsning:

Naphthalendiol-1,3 250 mg
Ethanol 250 ml
Konc. HC1 20 ml

Efter tgrring i mindst 30 minutter ved stue-
temperatur opvarmes papiret til 60°C i 1-20 minutter.
Hvis reaktionsblandingen indeholder mindst 0,5% fructose,
bliver der en brun plet synlig efter denne behandling.

En kultur, der giver positiv reaktion for fructo-
se ved anvendelse af denne metode, er blevet isoleret.
Kulturen er deponeret i Northern Regionai Research Labora-
tory, Peoria, Illinois, USA (NRRL) under numrene NRRL
B-5650.

Denne stamme har fglgende egenskaber:

Morfologi:

gvarer til morfologien af arter i Bacillus sub-
tilis-gruppen.

Biokemiske reaktioner:

Temperatur for vakst: 40-65°C, optimum 55-60°C.

Veksten inhiberes af hgje koncentrationer af
protein (over 3%) og carbonhydrater (1%) . Syre dannes ud

fra glucose, xylose, fructose, ribose og glycerol (ingen

gasdannelse) . Arabinose forgares ikke.

Ingen vakst i 3%'s NaCl.

vakst ved pH=5,7: positiv,

vakst pd glucose-naringsagar bedre end vakst pa
neringsagar. God vakst péd sojabgnneagar.

Hydrolyse af casein og stivelse positiv ved af-
prgvning ved 4OOC, men svag eller negativ ved prgvning

efter vakst ved 50°¢C.

145503
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Negativ hydrolyse af gelatine.
Anaerob vakst i glucosemedium negativ (svag) .

Eksempel 2.
Fremstilling af glucoseisomerase i rystekolber.

T afskazrmede 500 ml Erlenmeyerkolber fremstilles

der 100 ml af et medium med fglgende sammensatning (i gram

pr. liter ledningsvand):

Majsstgbevaske 80
Gzrekstrakt
KZHPO4

(NH,) ,S50,
Xylose
MgSO4, 7 H20

MnSO4, HZO

2
:05

O O s 0 = U

Xylose, MgSO, og MnSO4 autoklaveres sarskilt
og sattes aseptisk til efter afkgling til stuetemperatur.
pH-verdien indstilles aseptisk pd 7,0 under anvendelse
af steriliseret 4 N NaOH.

Kolberne podes med 1 ml af en suspension af
celler i sterilt destilleret vand fremstillet ved af-
skrabning af vakst fra portioner af det rige medium, der
er omtalt i eksempel 1.

' De podede kolber inkuberes pd et roterende
rystebord (220 o/min.) ved 50°c. Efter 40 timers in-
kubering centrifugeres indholdet af kolberne, og de i
faldningen opndede celler anvendes til isomerisering af
glucose p& fglgende made:

I en reaktionsbeholder udstyret med organer til
opretholdelse af en konstant temperatur, nitrogenatmos-
fere, pH-regulering og omrgring anbringes der 0,5 liter
af en 40%'s (vagt/vagt) oplgsning af dextrose, HZO i
destilleret vand, hvortil der er sat 0,5 g MgSO4, 7H20
og 0,05 g CoSO4, HZO'

145503
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Glucoseisomerase-holdige celler fra 1 liter
medium sattes til oplgsningen, og isomeriseringsprocessen
forlgber under fglgende betingelser: temperatur 80°¢;
pH=6,2; tid 10 timer.

Den dannede mangde fructose bestemmes pola-
rimetrisk, og isomeriseringsgraden bestemmes som %
fructose dannet i forhold til oprindelig % dextrose.

Der fas fglgende resultater:

Stamme NRRL nr. % omdannelse
B 5650 44

Eksempel 3.
Termofil Bacillus NRRL nr B 5650 dyrkes natten

over i naringsvaske ved 48°c. 1 ml af denne kultur over-
fores til en 500 ml afskarmet Erlenmeyerkolbe indeholdende
100 ml af fglgende medium (i gram pr. liter destilleret

vand) :
NaZHPO4, 2 HZO 9
KH2P04 7
MgSO4, 7 HZO 0,5
KCl 0,5
FeSO4 0,01
Antifoam 0,1
(NH4)ZSO4 3
Xylose 5 (autoklaveres

sarskilt og tilsattes aseptisk inden podning).

Kolben inkuberes p& et roterende rystebord ved
48% 1 1-2 dage.

Den glucose-isomeriserende aktivitet afprgves

som beskrevet i eksempel 2. Resultatet er 32%'s omdannelse.
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Patent krayv

‘ - Glucoseisomerase, k ende tegne t ved,
at den er identisk med den glucoseisomerase, der dannes
ved dyrkning af stammen Bacillus coagulans NRRL B 5650
under aerobe betingelser og under anvendelse af et
&yrkningsmedium'omfattende en nitrogenkilde, en carbon-
kilde og sm& mzngder uorganiske salte, ved en pH-verdi
mellem 5 og 9 og en temperatur mellem 40°%¢ og 65°¢.

Fremdragne publikationer:

DK ansegning nr. 6265/71.
Chem.Abstr., bind 72, 1970, 20616 w.
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