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En varmeresistent adenylatkinase har en aktivitet efter
inkubering i en bufferoplgsning ved ca. 50°C i ca. 15
minutter p& mindst ca. 80% af den oprindelige aktivitet
forud for inkuberingen. Denne adenylatkinase kan opnis
ved dyrkning af en bakterie tilh¢rende slagten Bacillus
og opsamling af adenylatkinasen fra den fremkomne dyrk-
ningsblanding. Dette varmeresistente enzym er meget sta-
bilt imod varme og kan derfor, efter isolering, lagres i
et langt tidsrum sammenlignet med sadvanlig adenylatki~
nase. Et stabilt, immobiliseret adenylatkinase-kombina-
tionsprodukt opnds ved binding, navnlig covalent binding,
adsorbering eller indeslutning af den varmeresistente
adenylatkinase til eller i en vanduoplgselig barer.
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Opfindelsen angar en hidtil ukendt varmeresistent
adenylatkinase og en fremgangsmdde til fremstilling
heraf. Opfindelsen angar desuden et stabilt, immobili-
seret adenylatkinase-kombinationsprodukt og en frem-
gangsmade til fremstilling heraf.

I den seneste tid er enzymer i udbredt grad ble-
vet anvendt som industrielle katalysatorer pa grund
af deres substratspecificitet, reaktionsspecificitet og
stereokemiske specificitet samt milde reaktionsbetingel-
ser. Sa&danne enzymatiske katalysatorer er imidlertid be-
greanset til hydrolaser, som ikke kraver nogen energikil-
de, sésom amylase, der hydrolyserer stivelse til saccha-
rider, og L-aminosyreacylase, der omdanner N-acyl-L-ami-
nosyrer til L—aminoéyrer.

Biosynteser in vivo udfgres ved hijelp af synte-
tase, der hovedsageligt udnytter adenosin-5'-triphosphat
(ATP) som energikilde, dvs. en kemisk energi, der fri-
ggres, ndr ATP hydrolyseres til adenosin-5'-diphosphat
(ADP) og orthophosphorsyre eller adenosin-5'-monophos-
phat (AMP) og pyrophosphorsyre. Med henblik pd at udbre-
de den industrielle anvendelse af enzymer er det derfor
blevet forsggt at udvikle et nyt fremstillingssystem, i
almindelighed kaldet en "bioreaktor", i hvilken de samme
biosynteser som in vivo udfgres in vitro, ved at man
binder en sadan syntetase eller oxidoreduktase og til-
sztter ATP og lignende. I bioreaktorsystemet kraves der
en stor mengde ATP som energikilde, og det er endvidere
ngdvendigt at gendanne ATP'et fra ADP'et eller AMP'et.

Til gendannelsen af ATP fra ADP eller AMP kendes en
fremgangsmide, som udnytter et enzym, nemlig adenylat-
kinase, der katalyserer den fglgende reaktion, som be-
skrevet i f.eks. Enzyme Engineering, vol. 2, side 209 og
217 (1974).

AMP + ATP Adenylatkinase 2 ADP (1)

Y
7

ADP + acetylphosphat Acetatkinase ATP + eddike-
> syre (2)
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Fra (1) + (2) x 2.bliver den fglgende ligning mulig.

AMP + 2 acetylphosphat —% ATP + 2 eddikesyre (3)

Det vil sige, at selv om ATP omdannes til ADP el-
ler AMP i bioreaktorsystemet, bliver gendannelsen af ATP

mulig ved kombinationen (ligning (2) eller (3)) af disse
enzymer. '

Ved den praktiske udnyttelse af sddanne reaktioner
kraves det, at disse enzymer er stabile og tilstrakke-
ligt holdbare til industrielle anvendelser. Den hidtil
kendte adenylatkinase er imidlertid et meget ustabilt
enzym, som opnds fra gar og fra dyremuskler. Som det
eneste eksempel er det beskrevet i "Computer Abstract
of English Translation from Doklady Akademii Nauk SSSR
Ser Biokhim", Vol. 203 (1-6), 1204-6 (1972), at ade-
nylatkinase opndet fra fremuskel fra freen Rana ridi-
bunda har fortrinlig varmeresistens. Der er imidlertid
ikke hidtil blevet opndet adenylatkinase med god varme-
resistens fra mikroorganismer, der er til radighed til
industriel anvendelse som fglge af hej produktionseffek-
tivitet. Acetatkinasen, som kan opnds fra Escherichia
coli, er ogsd meget ustabil, hvilket lange har varet
kendt.

Imidlertid er det for nylig blevet offentliggjort
i japansk patentansggning (OPI) nr. 25088/77 (den heri
anvendte betegnelse "OPI" henviser til en "offentlig-
gjort ikke-forundersggt japansk patentansggning"), at der
kan opsamles varmeresistent acetatkinase fra en termofil
Bacillus stearothermophilus. Det har siledes varet ¢n-
sket at opn& adenylatkinase med hg¢j stabilitet, sisom
den der forefindes hos den i japansk patentansggning
(OPI) nr. 25088/77 beskrevne acetatkinase.

Ved den kommercielle syntetisering af forbindel-
ser under anvendelse af disse enzymer er det i praksis
meget vanskeligt at genvinde enzymet efter reaktionen
til genanvendelse deraf og til at bevirke en kontinuerlig
enzymatisk reaktion. Med henblik pd at overvinde si&danne
ulemper er der udfgrt forskellige undersggelser, og der
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er blevet fremsat flere forslag. Et sadant forslag er
at binde et enzym til en vanduoplgselig bzrer ved en pas-
sende fremgangsmdde for at ggre enzymet vanduoplgseligt,
sdledes at det kan anvendes gentagne gange. F.eks. giver
"Immobilized Enzyme" af Oskar Zaborsky, CRC Press (1973)
og "Koteika Koso" ("Immobilized Enzyme") af Ichiro Chiba-
ta, Kodansha (1975) eksempler pd immobilisering af amino-
acylase med ionbytterharpiks ved adsorption, immobilise-
ring af dextranase med cellulose ved covalent binding og
immobilisering af aspartase med polyacrylamidgel ved in-
deslutning. En s&dan immobilisering af enzymer er en ty-
pisk fremgangsmidde, som muligggr en gentagen og kontinu-
erlig anvendelse af enzymer.

Det er f.eks. blevet foresldet at foretage immo-
bilisering til den kommercielle udnyttelse af acetatki-

nase (se "Hakko to Kogyo" ("Fermentation and Industry"),
vol. 35, nr. 1, side 3-10 (1977)). Det har imidlertid
vist sig, at nar et coliformt enzym immobiliseres med
cyanobromid ifglge Whitesides et al., "Enzyme Enginee-
ring", vol. 2, side 217 (1974), redigeret af E. Kendall
et al., Plenum Press, er restaktiviteten (udtrykt som %)
kun adskillige % i fravarelse af en stabilisator, lang-
tidsstabiliteten er meget ringe, og det immobiliserede
enzym er overhovedet ikke egnet til den kommercielle ud-
nyttelse deraf.

Blandt de faktorer, der hammer den kommercielle
udnyttelse af enzymer, kan navnes det forhold, at nasten
alle enzymer er meget ustabile, samt problemet med vand-
oplgselighed. Selv om der kendes eksempler, i hvilke im-
mobiliseringen forgger stabiliteten af den katalytiske
funktion, kendes der ogsd eksempler, i hvilke stabilite-
ten af den katalytiske funktion nedsattes. F.eks. konklu-
derede I. Chibata, som et resultat af sammenlignende un-
dersggelser af enzymstabiliteten fg¢r og efter immobili-
seringen, at der ikke kunne findes nogen regelbundethed
mellem en immobiliseringsfremgangsmade og stabiliteten af
det immobiliserede enzym, og at det derfor et meget van-
skeligt at forudsige, hvilken fremgangsmdde der kan for-
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¢ge enzymstabiliteten (se I. Chibata, "Koteika Koso"

("Immobilized Enzyme"), side 107, Kodansha, Tokyo (1975)).

Det vides ogsa, at de egenskaber, som et enzym oprinde-~
ligt har f¢r immobiliseringen, i visse tilfalde gar tabt
ved immobiliseringen, og specificiteten @ndres ved im-
mobiliseringen (se "Hakko to Kogyo" ("Fermentation and
Industry"), vol. 35, side 7 (1977)).

Et enzyms egenskaber hidrgrer fra dets komplice-
rede og hgjere ordens struktur. Enzymets hgjere ordens
struktur pavirkes naturligvis af immobiliseringen. Med
henblik p& at vide, om der kan opnids et stabilt immobi-
liseret enzym ved immobiliseringen, er det derfor ngd-
vendigt at bestemme dette ved at prgve sig frem med
hvert enzym.

Enzymets molelylare struktur varierer afhangigt
af den type mikroorganisme, der danner enzymet, og end-
videre @ndres denne komplicerede molekylare struktur let
afhengigt af de betingelser, under hvilke det enzymati-
ske protein anbringes. Det er derfor vanskeligt for fag-
manden at forudsige de egenskaber, s&som specificitet,
katalytisk aktivitet og langtidsstabilitet, som enzymet
har efter immobilisering ud fra de egenskaber, som en-
zymet har inden immobilisering. N&r immobilisering ud-
féres under anvendelse af et enzym af en anden art, har
det derfor ikke varet muligt at anvende immobiliserings-
fremgangsméden og ~-betingelserne p& enzymet af den anden
art, selv om enzymet falder ind under den samme kategori.
Med henblik p& at opnd et immobiliseret enzym med en
hgj restaktivitet og langtidsstabilitet, har det derfor
varet ngdvendigt at udfgre undersggelser ved at prgve
sig frem med hvert enzym. P& denne baggrund har det lan-
ge varet ¢gnsket at udvikle en fremgangsmide, der mulig-
ggr bestemmelsen af en passende immobiliseringsfremgangs-
made og passende immobiliseringsbetingelser uden at ve-
re afhengig af at skulle prgve sig frem.

I tilfelde af adenylatkinase har det desuden vist
sig, at ndr det skal immobiliseres til den kommercielle

udnyttelse deraf, m& immobiliseringsfremgangsmaden og
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immobiliseringsbetingelserne ogsd bestemmes ved, at man

prgver sig frem. Dette har hazmmet immobiliseringen af
adenylatkinase og den kommercielle udnyttelse deraf al-
vorligt. Der er faktisk kun udfgrt £& undersggelser af
immobiliseringen af adenylatkinase. Som en af det be-
gransede antal fremgangsmider, der hidtil er blevet be-
skrevet, kendes der f.eks. en fremgangsmdde, ved hvilken
man immobiliserer adenylatkinase fra svinemuskel i en
polyacrylamidgel, der indeholder en N- hydroxysuccinimi-
dogruppe deri (se "Methods in Enzymology", vol. 44, side
887 (1976), redigeret af K. Mosbach, Academic Press). I-
fglge denne kendte fremgangsmdde kraves der en kompli-
ceret og vanskelig procedure, sidledes at enzymets akti-
vitet ikke forringes, dvs. at der i lgbet af immobilise-
ringen sattes adenylatkinase til en ikke-oxiderende at-
mosfare i flere sekunder, indtil acrylamidet er stgrknet.
Immobiliseringen af adenylatkinasen og anvendelsen deraf
har varet underkastet tydelige begransninger. Tillige
mister adenylatkinase fra svinemuskel, som ikke kan immo-

‘biliseres pa en barer, sadvanligvis dets aktivitet ved

immobiliseringsfremgangsmdden i en sddan grad, at det
praktisk talt er umuligt at genvinde og genanvende. I
overensstemmelse med disse sadvanlige fremgangsmdder har
immobiliseringen af adenylatkinase og dannelsen af ade-
nin-cofaktorer under udnyttelse af det immobiliserede
adenylatkinase derfor ikke varet praktisk mulig. Selv
hvis adenylatkinase immobiliseres uden hensyn til sd-
danne operationelle og gkonomiskeulemper, gir aktivite-
ten i det vasentlige tabt, ndr immobiliseringen udfgres
ved stuetemperatur (20O til BOOC), og derfor mad immobi-
liseringen udfgres ved lav temperatur, f.eks. nar 0°c.
I denne henseende har fremstillingen af et immobiliseret
adenylatkinase-kombinationsprodukt veret uigennemfgrlig
set fra et operationelt og gkonomisk synspunkt.

Et af opfindelsens formal er at tilvejebringe
adenylatkinase, som er stabiliseret imod varme og beva-
rer dens aktivitet over et langt tidsrum, samt en frem-

gangsmade til fremstilling heraf.
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Et andet af opfindelsens formil er at overvinde

de ovenfor beskrevne ulemper, som man mgder ved immobi-
liseringen af adenylatkinase ved den sa&dvanlige frem-
gangsmade, og at tilvejebringe en immobiliseringsfrem-
gangsmade, der har fortraffelige gkonomiske og operatio-
nelle egenskaber, samt en hidtil ukendt immobiliseret
adenylatkinase, som forbliver stabil over et langt tids-
rum.

Som et resultat af omfattende undersggelser til
opnaelse af de ovennavnte formil har det vist sig, at
adenylatkinase med de ovenfor beskrevne egenskaber fin-
des i cellen af en mikroorganisme tilhgrende slagten Ba-
cillus, og endvidere at adenylatkinasen er et hidtil u-
kendt enzym, som let kan oprenses 0g har overraskende
hgj stabilitet sammenlignet med den adenylatkinase, der
findes i ge®r og lignende.

Som et resultat af undersggelser af immobilise-
ringen af en sddan varmeresistent adenylatkinase ved, at
man prgver sig frem, har det endvidere overraskende vist
sig, at uden hensyn til arten af den anvendte immobili-
seringsfremgangsmidde har det immobiliserede adenylatki-
mase-kombinationsprodukt altid en katalytisk evne og be-
varer denne stabil over et langere tidsrum i modsatning
til den sadvanlige adenylatkinase. Som et resultat af
yderligere undersggelser har det i tilfzlde af adenylat~
kinase vist sig, at hvis immobiliseringen udfgres under
anvendelse af et enzym, som tiler en bestemt varmeresi-
stensprgve, bevarer den immobiliserede adenylatkinase
stabilt dens aktivitet over et langt tidsrum.

Den varmeresistente adenylatkinase ifslge opfin-
delsen er ejendommelig ved, at dens aktivitet efter inku-
bering i en bufferoplesning ved ca. 50°C i ca. 15 minut-
ter er mindst ca. 80% af den oprindelige aktivitet
forud for inkuberingen, at den har en molekylvagt pa& ca.
22.000 (mélt ved gelchromatografi), antager en optimal
pH-vaerdi pd ca. 7,5 ved 30°C og fungerer ved en tempera-
tur pd fra ca. 25°C til 65°C ved ca. pPH 7,5, idet navnte
adenylatkinase er identisk med den adenylatkinase, der
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fremkommer ved dyrkning af en stamme af Bacillus stearo-
thermophilus.

Fremgangsmaden ifelge opfindelsen til fremstil-
ling af den omhandlede varmeresistente adenylatkinase
er ejendommelig ved, at man dyrker en bakterie tilherende
arten Bacillus stearothermophilus og derfra opsamler den
varmeresistente adenylatkinase. En hensigtsmassig ud-
ferelsesform for denne fremgangsmade er angivet i krav 3.

Det stabile, immobiliserede adenylatkinase-kom-
binationsprodukt ifelge opfindelsen er ejendommeligt
ved, at det er fremstillet ved covalent binding af
varmeresistent adenylatkinase ifelge opfindelsen til
en vanduopleselig barer. En hensigtsmaessig form for
dette kombinationsprodukt er angivet i krav 5.

Fremgangsmaden ifelge opfindelsen til fremstil-
ling af det omhandlede stabile, immobiliserede adenylat-
kinase-kombinationsprodukt er ejendommelig ved, at man
covalent binder en varmeresistent adenylatkinase ifelge
opfindelsen til en vanduopleselig bazrer. Hensigtsmessige
udferelsesformer for denne fremgangsmdde er angivet i
krav 7, 8 og 9.

Den omhandlede adenylatkinase er meget stabil over
for varme og kan derfor efter isolering af enzymet lag-
res i et langt tidsrum, sammenlignet med de kendte ade~-
nylatkinaser.

Det ifglge opfindelsen fremstillede stabile, im-
mobiliserede adenylatkinase-kombinationsprodukt kan beva-
re dets aktivitet over et langt tidsrum, og det
er derfor muligt at tilvejebringe en fremgangsmdde til
omdannelsen af adenin-cofaktorer. .

Derfor er det muligt at udfgre det sdkaldte bio-
reaktorsystem, sédledes at in-vivo-biosyntesen udfgres in
vitro i kommerciel milestok.

Opfindelsen beskrives narmere under henvisning
til tegningen, hvorpa

fig. 1 er en grafisk afbildning, der viser rest-
aktiviteten af den omhandlede adenylatkinase (kurve A)
og adenylatkinase opnaet fra gar (kurve B) efter opvarm-
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ning i 15 minutter til forskellige temperaturer, og

fig. 2 er en grafisk afbildning, der viser rest-
aktiviteten af den omhandlede adenylatkinase (kurve C)
og adenylatkinase opnéet fra gar (kurve D) efter hen-

5 stand ved 30°cC.

Niar den behandles i ca. 15 minutter i en buffer-
oplgsning, der holdes ved. ca. SOOC, bevarer den om-
handlede adenylatkinase en restaktivitet, som er mindst
ca. 80%, fortrinsvis mindst ca. 90%, og mest foretrukket

10 ca. 100%, af den oprindelige aktivitet. Navnlig er akti-
viteten efter en behandling i ca. 15 minutter i en buf-
feroplgsning, der holdes ved ca. 57°C, mindst ca. 80%
af den oprindelige aktivitet. I det fglgende betegnes
alle disse egenskaber som "varmeresistente egenskaber".

15 Bufferoplgsningens koncentration og pH-vardi er
ikke kritisk. I almindelighed er koncentrationen imid-
lertid fra 5 mM (millimoler) til 500 mM, og pH-vardien
er fra 7 til 10,5. Det er navnlig foretrukket at anvende
en 50 mM phosphatbufferoplesning med en pH-verdi pa

20 ca. 7,5.
Den omhandlede adenylatkinases foretrukne fysiske

og kemiske egenskaber beskrives nedenfor:
(1) Enzymfunktion:
Den katalyserer den fglgende reaktion:
25 AMP + ATP ;:f 2 ADP

(2) Substratspecificitet:
Michaelis-konstanterne (km vaerdier) til AMP, ATP
og ADP er henholdsvis 0,017 mM, 0,04 mM og 0,05 mM.
30 (3) Optimal pH:
Ca. 7,5 (temperatur: 30°C)
(4) stabilt pH-omréade:
Der sker n®sten ingen inaktivering ved
behandling inden for et pH-omrade fra 7,0 til 10,5
35 ved 4°C i 24 timer.
(5) Optimalt temperaturomride:
Aktiviteten forgges ved en forggelse i temperatur
fra 25°C til 65°C ved pH 7,5. Reaktionen udfgres typisk
ved 30°cC.
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(6) Varmeresistens:

Den bevarer en aktivitet péd 99% imod opvarmning
ved 57°C i 15 minutter og forbliver stabil.

(7) Molekylvagt:

Ca. 22.000, som bestemt ved gelchromatografi un-
der anvendelse af Sephadex G-100.

(8) Bestemmelse af aktivitet:

Til en imidazol-saltsyrebufferoplgsning (75 mM;
pPH p& 7,2) sazttes 1,5 mM AMP, 1,2 mM ATP, 1 mM magnesi-
umsulfat, 135 mM kaliumchlorid, 0,4 mM phosphoenol~-
pyrodruesyre, 0,2 mM reduktions-type nicotinamidadenin-
dinucleotid (NADH), 5 enheder (E)/ml pyrovatkinase og 10
enheder (E)/ml lactatdehydrogenase til fremstilling af
en blaﬁdet oplgsning. Der sazttes en passende mangde (0,1
til 0,002 enheder pr. 1 ml af den blandede oplgsning)
adenylkinase til den blandede oplgsning, hvorpid absor-
bansen af NADH ved 340 nm nedszttes med tiden. En enzy-
matisk aktivitet til nedsatning af absorbansen ved 340
nm i et forhold svarende .til 2 micromol NADH pr. minut
betegnes som "&n enhed".

(9) Ensartethed:

En oprenset prgve bevager sig mod anoden ved acryl-
amidskiveelektroforese og giver et ensartet b&nd. Selv
ved natriumdodecylsulfat (SDS)gelelektroforese giver den

et ensartet band.
(10) Analyse:

Aminosyreindholdet er anfgrt nedenfor (mol%).

Asparaginsyre 10,24%, threonin 3,65%, serin 1,87%,
glutaminsyre 12,05%, prolin 6,06%, glycin 9,74%, alanin
7,64%, cystin (cystein) 0,80%, valin 7,37%, methionin
2,94%, isoleucin 10,55%, tyrosin 3,28%, phenylalanin
2,98%, lysin 5,86%, histidin 2,52%, arginin 7,17%, tryp-
tophan 0,65%.
(11) Krystalstruktur:

Ikke bestemt, idet den endnu ikke er blevet kry-
stalliseret.

Den omhandlede adenylatkinase kan fremstilles ved

dyrkning af en mikroorganisme tilhorende arten Bacillus
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stearothermophilus og ved opsamling af adenylatkinasen
fra det resulterende dyrkningsprodukt.

Enhver bakterie tilherende arten Bacillus stearo-
thermophilus, som kan danne den omhandlede adenylatki-
nase, kan anvendes ved opfindelsen. Typiske eksempler pa
saddanne stearothermophilus omfatter ATCC nr. 7953, 7954,
8005, 10149, 12980, NCA 1503 og UK-788 (FERM-P 5141).

Eksempler p& carbonkilder, som kan anvendes ved
dyrkningen af s&danne bakterier, omfatter saccharider,
s8som glucose, saccharose, fructose, hydrolyserede sti-
velsesprodukter, melasse og spildvasker fra sulfitpulp;
organiske syrer, sisom eddikesyre og melkesyre; samt al-
koholer, lipider, alifatiske syrer, glycerol og lignende,
som kan assimileres af de anvendte bakterier. Eksempler
P& nitrogenkilder, som kan anvendes, omfatter organiske
0g uorganiske forbindelser, s&som ammoniumsulfat, ammo-
niumchlorid, ammoniumphosphat, ammoniak, aminosyrer, pep-
ton, k¢dekstrakt og garekstrakt. Tillige kan man som u-
organiske salte anvende salte af kalium, natrium, phos-
phorsyre, zink, jern, magnesium, mangan, kobber, calcium,
cobalt og lignende, og om ngdvendigt kan man anvende smi
mengder metalsalte, majsstgbevand, vitaminer, nuclein-
syrer og lignende. Sazdvanligt naringsmedium kan anvendes
til udfgrelse af den omhandlede fremgangsméde.

Under anvendelse af det sdledes fremstillede dyrk-
ningsmedium dyrkes bakterien tilherende arten Bacillus
stearothermophilus almindeligvis ved fra 20°C til 80°C, for-
trinsvis fra 40°C til 70°C, og mest foretrukket ved ca. 60°C, i fra
ca. 2 til 6 timer under beluftede betingelser. Nar den arhandlede
fremgangsméde udferes i kommerciel malestok, foretrakkes det
at uvdfgre dyrkningen kontinuerligt ved indstilling af
fortyndingsforholdet (i det fglgende simpelt hen beteg-
net som “D"), som defineret i det fglgende, pa 0,9 eller
mere gange Mnax for den ved fremgangsmdden anvendte bak-
terie. Nar dyrkningen udferes kontinuerligt, medens D
holdes pa 0,9 eller mere gange Mhax for den ved frem-
gangsmadden ifelge opfindelsen anvendte bakterie, over-
skrider adenylatkinaseindholdet i de dannede celler den mak-
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simale veerdi af adenylatkinase pr. celleenhed,opndet ved en por-
tionsvis fremgangsmade. Endvidere foreges cellernes produktivitet.
Isar forgges cellernes adenylatkinaseindhold, ndr D hol-
des nar y,..» til sd meget som 1,3 gange det, der op-

5 nds ved en portionsvis fremgangsmadde. P& den anden side
er cellernes adenylatkinaseindhold, nar der udfgres kon-
tinuerlig dyrkning, medens D holdes under 0,9 gange

mindre end det, der opnds ved en portionsvis

Ymax/
fremgangsmade.
10 Det omhandlede fortyndingsforhold, D, udtrykkes
ved den fglgende ligning:
_E
D=3 (1)
hvor

D: fortyndingsforhold (1/time)

15 F: den hastighed, hvormed en fgdevaske tilfgres
til en garingstank, hvilket er den samme ha-
stighed, hvormed et dyrkningsprodukt udtages
fra geringstanken (2/time)

V: vaskemengde i geringstanken (%).
20 Symbolet "Umaxu , som benyttet heri, betegner en

bakteries maksimale specifikke vaksthastighed (1/time)
under kontinuerlige dyrkningsbetingelser; dvs. en speci-

fik propageringshastighed, som bestemt, ndr D foreges
ved hjzlp af en kemostat (se Herbert, Elsworth og Tel-
25 1ling, "Journal of General Microbiology", vol. 14, nr. 8,
side 601-622 (1956)), og cellekoncentrationen ikke kan
holdes p& et konstant niveau, dvs. det sdkaldte "ud-
vasknings-fenomen".
Bestemmelsen af Max under anvendelse af en stam-

30 me af Bacillus stearothermophilus udferes som fglger:

En 2 til 30 liters geringstank pafyldes 1,5 til
20 liter af et naringsmedium, som derpd podes med bakte-
rien, idet temperaturen holdes p& 40 til 75°C, og for-
trinsvis pa 48 til 61°¢, og pH-vardien pa 4,5 til 9,0,
35 fortrinsvis pd 6,0 til 8,0. Den sidledes podede bakterie
dyrkedes portionsvis. Nar bakteriens vakst begynder, og

mengden af carbonkilden i dyrkningsvaesken nedsattes til
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0,01 vagt? eller mindre, pabegyndes den kontinuerlige
dyrkning, ved hvilken carbonkilden alene er en vakst-
hzmmende faktor, under anvendelse af et naringsmedium,
der har den samme sammensatning som det, der fyldtes i
geringstanken. Ved at g& s&ledes frem kan man etablere
en kemostat. Efter at den kontinuerlige dyrkning har ni-’
et en ligevagt, medens D forgges trinvis, er der en tids-
forskel mellem cellekoncentrationen i kulturen og rest-
me&ngden af carbonkilden. D forgges yderligere gradvis.
Nér D overskrider bakteriens specifikke propageringsha-
stighed, begynder cellekoncentrationen, som har et sta-
bilt niveau, at mindskes, og koncentrationen af carbon-
kilden begynder omvendt at forgges. Den hastighed, ved
hvilken den kontinuerlige dyrkning ikke kan holdes ved
en ligevagt, hvis D forgges yderligere, kaldes udvask-
ning ("wash-out"). Denne specifikke propageringshastig-
hed betegnes "umax"‘

Selv om man anvender den samme stamme, varierer
verdien af Vhax Teget, afhengigt af typen af det an-
vendte naringsmedium og dyrkningsbetingelserne. Hvis
imidlertid kombinationen er den samme, har p en vis

max
konstant verdi. Hvis derfor Umax &n

gang er bestemt, er den pélidelig over et langt tidsrum.

Indstillingen af D kan opnas ved
en fremgangsmide, ved hvilken dyrkningen udfgres ved den
sadvanlige for-dyrkning og portionsvise dyrkning, indtil
den ¢gnskede cellekoncentration er ndet, og derefter ud-
fgres den kontinuerlige dyrkning. Den kontinuerlige dyrk-
ning kan pabegyndes til enhver tid i lgbet af dyrknings-
perioden. Det er imidlertid gunstigt, at den kontinuerli-
ge dyrkning pdbegyndes pi et senere trin i den logarit-
miske vakstfase under den portionsvise dyrkning og om-~
gdende fastlzgges ved den forudbestemte vardi af D.

En udfgrelsesform af opfindelsen, ved hvilken der
benyttes Bacillus stearothermophilus NCA 1503, beskrives
i det fglgende.

Under anvendelse af et neringsmedium med glucose
som carbonkilde etableredeskemostaten i en 30 liters ge-
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ringstank (pafyldt 20 liter) ved den optimale temperatur

(57°¢C) og pH-vardi (6,8), og M oax maltes og fandtes at
vere 1,1 (1/time). S&ledes kan den kontinuerlige dyrkning
ved D = up .o udf¢res'ved en fremgangsmdde, ved hvilken
man kontinuerligt fgrer nyt nzringsmedium med den samme
sammensatning, til en garingstank, under anvendelse af
en pumpe, i en mengde pa 1,1 gange den padfyldte mangde
pr. time, dvs. med en hastighed p& 22 %/time ifglge lig-

ningen (1), samtidig med at man fjerner dyrkningsblandin-

gen med den samme hastighed.

Den omhandlede adenylatkinase isoleres fra dyrk-
ningsblandingen. F.eks. kan adenylatkinasen isoleres fra
ethvert produkt, sasom en dyrkningsblanding, isolerede
céller, forarbejdede produkter af isolerede celler, r&-
enzym, oprenset enzym og lignende, som damnes ved dyrknings—- og op—
rensningstrinnene. Til oprensningen kan en sadvanlig enzym-
oprensnings-fremgangsmide anvendes (se Alan Wiseman et
al., "Handbook of Enzyme Biotechnology", Ellis Horwood
Ltd., (1975)). F.eks. kan celler opsamles ved centrifu-
galseparation eller lignende fremgangsméder og sgnderde-
les ved hjalp af en Manton Gaulin, en Dyno-mglle, en
fransk presse eller en ultralydsbehandling. Derpa f jernes
cellebrudstykkerne ved centrifugalseparation for s&ledes
at opnd en celleekstrakt. Den sdledes opndede celleeks-
trakt underkastes streptomycinsulfat- eller protaminsul-
fatbehandling til udfaldning af nucleinsyrer. Endvidere
anvendes ammoniumsulfatfzldning, acetonefeldning, varme-
behandling og lignende. Til oprensningen kan man anvende
ionbytningschromatografi under anvendelse af en DEAE-
cellulosesgjle osv., absorptionschromatografi under an-
vendelse af en hydroxyapatitsgjle osv., gelfiltrerings-
chromatografi, sidsom Sephadex-chromatografi, og lignen-
de i kombination med hverandre. P& denne m&de kan den
omhandlede adenylatkinase isoleres og oprenses.

Da den omhandlede adenylatkinase er meget stabil
over for varme, kan den efter isoleringen oplagres i et
langt tidsrum sammenlignet med de kendte adenylatkinaser.
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Det omhandlede, hidtil ukendte, immobiliserede
adenylatkinase-kombinationsprodukt er fremstillet ved
covalent binding af den ovenfor beskrevne adenylatki-
nase til en vanduopleselig barer. Til covalent binding
af adenylatkinasen til den vanduopleselige barer kan
der anvendes den kendte covalent-bindingsfremgangsmade
eller ionbindingsfremgangsmdde som beskrevet i f.eks.

I. Chibata, "Koteika Koso" ("Immobilized Enzyme"),
Kodansha, Tokyo (1975). Tillige kan der anvendes en
sarlig covalent-bindingsfremgangsmdde, ved hvilken man
anvender et T-alkyl-2-halogenpyridiniumsalt.

Eksempler pa& sadanne covalent-bindingsfremgangs-
méder omfatter: en fremgangsmdde, ved hvilken man behand
ler en vanduoplgselig barer, som f.eks. indeholder en
carboxylgruppe, med et l-alkyl-2-halogenpyridiniumsalt,
séledes at det kan omsattes med en aminogruppe, en hy-
droxylgruppe og en carboxylgruppe, og adenylatkinasen
bindes derpd dertil; en fremgangsmide, ved hvilken man
omdanner en vanduoplgselig barer, der indeholder en aro-
matisk aminogruppe, til et diazoniumsalt, og adenylatki-

nasen diazo-kobles dertil; en fremgangsmade, ved hvilken
man omdanner en bazrer, der indeholder en carboxylgruppe,

til et derivat, sasom et azid, chlorid, carbodiimid el-
ler isocyanat, og adenylatkinasen bindes dertil gennem
en peptidbinding ; en fremgangsmide, ved hvilken adeny-
latkinasen bindes til en vanduoplgselig barer, der inde-
holder en aktiv fraspaltelig gruppe, s&som halogen; en
fremgangsmade, ved hvilken man behandler en vanduoplgse-
lig barer, der indeholder en hydroxylgruppe, med cyano-
halogenid, og adenylatkinasen bindes til en vanduoplgse-
lig barer ved anvendelse af et mindst to-funktionelt rea-
gens, f.eks. et l-alkyl-2-halogenpyridiniumsalt, toluen-
diisocyanat, epichlorhydrin, glutaraldehyd og 2-amino-
4 ,6-dichlor~-s~tolyazin.

Denne immobilisering kan udfgres ved en sadvanlig
fremgangsmade, ved hvilken man blander en vandig oplgs-
ning af den varmeresistente adenylatkinase og en vandu-

oplgselig barer eller dens precursor, om ngdvendigt under
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tilstedevaerelse af en polymeriseringsinitiator. Ved op-
findelsen er det imidlertid ikke ngdvendigt at styre ud-
fgrelsestemperaturen, sédledes at udfgrelsen sker ved la-
ve temperaturer, hvilket er ngdvendigt ved den sadvanli-

ge fremgangsmidde. S&ledes kan den omhandlede immobilise-

ring udfgres ved normale temperaturer (f.eks. 20°c-30°C) .
Dette er en af opfindelsens hovedfordele.

Det omhandlede, stabile,immobiliserede adenylat-
kinase-kombinationsprodukt er fremstillet ved en cova-
lent~bindingsfremgangsmédde, hvilket er sarlig ensket, da
bindingskraften mellem adenylatkinasen og den vanduopleselige barer
er stor, og aktiviteten derfor er meget vedvarende,f.eks. kan ade-
nin-cofaktorer omdannes stabilt over et langt tidsrum. Iszr fore-
trakkes en covalent-bindingsfremgangsmdde, ved hvilken der anven-
des et reagens, som indeholder en mindst to-funktionel
gruppe, navnlig et l-alkyl-2-halogenpyridiniumsalt,da der
kan anvendes milde immobiliseringsbetingelser, under
hvilke der sjeldent sker inaktivering af adenylatkinasen,
og restaktiviteten er hgj. Navnlig foretrakkes isar en
fremgangsmade, ved hvilken man omsztter en vanduoplgsel ig
barer,som i forvejen indeholder en carboxylgruppe, med
et l-alkyl-2-halogenpyridiniumsalt under tilstedevarel-
sen af et syrefjernende middel, og den varmeresistente
adenylatkinase bindes covalent dertil.

Fremstillingen af et immobiliseret adenylatkinase-
kombinationsprodukt under anvendelse af 1-alkyl-2-halo-
genpyridiniumsaltet kan udferes som fglger:

En vanduoplgselig barer, indeholdende en carboxyl-
gruppe og fra 1 til 1000, fortrinsvis fra 2 til 200,
mest foretrukket fra 2 til 20 mol, pr. mol af carboxyl-
gruppen af et syrefjernende middel, blandes med et vand-
frit organisk oplgsningsmiddel. Derpd omsattes l-alkyl-
2-halogenpyridiniumioner hermed i et forhold p& 1,2 til
1200, fortrinsvis pa& 2,4 til 480 mol, og mest foretruk-
ket pd 2,4 til 24 mol, pr. mol af carboxylgruppen. Om-

'setningen kan udfgres inden for et omrdde fra normal tem-—

peratur til den temperatur, ved hvilken oplgsningsmidlet
koger. Efter opretholdelse af reaktionen i mere end 10 minutter,
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og fortrinsvis mere end 1 time, vaskes reaktionsproduk-

tet gentagne gange med et vandfjernende oplgsningsmid-
del, der kan oplgse det syrefjernende middel. S&ledes
kan man opnd en vanduoplgselig bazrer med en enzymbinden-
de evne.

Den siledes opndede barer blandes med en vandig
oplgsning af den varmeresistente adenylatkinase under
betingelser, hvor temperaturen er fra 0°c ti1 SOOC, for-
trinsvis fra 0°C til 30°C, og mest foretrukket fra 0°C
til 20°c, og ved en pH-verdi fra 6 til 10, fortrinsvis
fra 7 til 9, og mest foretrukket fra 7 til 8, til frem-
stilling af et immobiliseret adenylatkinase-kombinations-
produkt. Den ovennavnte blandingsbehandling udfgres i et
tidsrum pd 2 minutter eller mere, fortrinsvis fra 5 mi-
nutter til 10 timer, og mest foretrukket fra 10 minutter
til 2 timer.

Alternativt kan et immobiliseret adenylatkinase-kombina-
tionsprodukt, under anvendelse af 1~alkyl-2-halogenpyridiniumsaltet,
fremstilles ved en fremgangsmdde, ved hvilken man direk-
te blander en vanduoplgselig barer indeholdende en carb-
oxylgruppe, fra 1,2 til 240, fortrinsvis fra 2,4 til
120, og mest foretrukket fra 2,4 til 48 mol pr. mol af
carboxylgruppen, af l~alkyl-2-halogenpyridiniumioner, fra
2,4 til 480, fortrinsvis fra 4,8 til 240, og mest fore-
trukket fra 4,8 til 98 mol pr. mol af carboxylgruppen,
af et syrefjernende middel,samt adenylatkinase med en
blanding af vand og organisk oplgsningsmiddel. Den heri
anvendte mangde adeny%atkinasg er fra 106 til 10lO en-

heder, fortrinsvis 10° til 10° enheder, og mest foretruk-

ket fra 107 til 108 enheder, pr. mol af carboxylgruppen
pd den vanduoplgselige barer. pH-Vazrdien i blandingen af
vand og organisk oplgsningsmiddel er fra 6 til 9, for-
trinsvis fra 6 til 8, og mest foretrukket fra 6,5 til
7,5. Temperaturen er almindeligvis fra 0°c til 50°C,
fortrinsvis fra 0°C til 30°C, og mest foretrukket fra
0° til 20°c. Behandlingstiden er fra 2 minutter til 5
timer, fortrinsvis fra 2 minutter til 2 timer, og mest

foretrukket fra 5 minutter til 2 timer. Med hensyn til
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forholdet mellem vand og oréanisk oplgsningsmiddel til-
sattes det organiske oplgsningsmiddel i en mzngde p& fra
0,6 til 6 volumendele, og fortrinsvis fra 0,8 til 1,2

volumendele pr. volumendel vand.
Ved fremstillingen af et immobiliseret adenylatki-
nase-kombinationsprodukt kan forskellige 1-alkyl-2-halo-

genpyridiniumsalte anvendes.
Eksempler pd& alkylgrupper, som kan anvendes, om-

fatter ligekadede alkylgrupper, sdsom methyl, ethyl, n-
propyl, n-butyl og n-dodecyl; alkylgrupper, der inde-
holder sidekader, s&som isopropyl, tert-butyl og neopen-
tyl; 1-alkyl-gruppen 1 ovennavnte salt kan erstattes af
cycliske alkylgrupper, sdsom cyclopentyl og cyclohexyl, og aromati-
ske ringe, der indeholder de ovennezvnte alkylgrupper, f.eks. phenyl
og naphthyl, og/eller umettede alkylgrupper, f.eks. vinylbutynyl og
isobutynyl. Halogenatomet i 2-positionen i 1-alkyl-2-
halogenpyridiniumsaltet kan vare fluor, brom, chlor og iod.
Eksempler pé modioner, der indgdr i pyridiniumsal-

tet, omfatter halogenioner, nemlig fluor, brom, chlor og
iod, organiske anioner, sisom tosylat og prosylat, samt

+ koordinationstype-anioner, sisom fluorsulfat og tetra-

fluorborat.
Eksempler pa syrefjernende midler, som kan anven-

des, omfatter baser, som ikke indeholder noget aktivt

hydrogen, f.eks. triethylamin, trimethyl~
amin, methyldiethylamin, pyridin og lutidin, samt super-

baser, f.eks. 1,8-diazabicyclo[5,4,0]-7-undecen og 1,5~
diazabicyclo[4,3,0]-5-nonen.

Organiske oplgsningsmidler, som kan anvendes,
omfatter carbonhydrider, sdsom benzen, toluen, xylen og
cyclohexan, alkoholer, sdsom methanol, ethanol, amylalkohol, cyc-
lohexanol, ethylenglycol, glycerol, ethylenglycolmono-
methylether og diethylenglycol, ethere, s&som diethyl-
ether , diamylether, benzylether, dioxan, tetrahy-
drofuran oc ethylenglycoldimethylether, ketoner, sasom
acetone, methylethylketon og cyclohexan, estere, sasom
ethylacetat, propylpropionat, butylformiat og butylace-~
tat, halogenerede carbonhydrider, sdsom chloroform,
methylenchlorid, carbontetrachlorid og triethylenbromid,
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nitroforbindelser, s&som nitrobenzen og nitromethan, ni-
triler, s&som acetonitril og benzonitril, og amider, sa-
som diethylformamid, dimethylacetamid og N-methylpyrro-
lidon.

Den vanduoplgselige barer, som anvendt heri, be-
tegner en forbindelse, som i al vasentlighed er uoplgse-
lig i vand. Eksempler p& s&danne vanduoplgselige barere
omfatter derivater af polysaccharider, sasom cellulose,
dextran, agarose og stivelse; cellulosepolyacetat; visse
derivater af polyvinylalkohol (f.eks. tvarbundne, yand-
uoplgselige derivater); polymere fremstillet ud fra mo-
nomere, som indeholder umattede carbonatomer, sasom po-
lystyren, polypropylen, polyethylen, polyvinylchlorid,
polymethylmethacrylat, polybuten, polypenten, polyvinyli-
denchlorid, polyacrylsyre, polyaminostyren, polybutadien,
polyisopren, poly(maleinsyremonoester), tvaerbundet poly-
acrylamid, polyvinylamin, poly(dialkylaminoethylmetha-
crylat), poly(dialkylaminomethylstyren), poly(vinylpyri-
din), poly(vinylpyrrolidon), poly(acrylsyreanhydrid),
poly (methacrylsyreanhydrid) , poly(maleinsyreanhydrid),
polymethacrylonitril, poly(trifluorethylen), poly(tetra-
fluorethylen), poly(divinylbenzen), poly(a-methylstyren),
poly (N-vinylamin) , poly(tetramethylenglycoldivinylether),
polyvinylsulfon, polyvinylsulfoxid, polyacrolein og po-
ly (methylvinylketon); polyethere, sdsom polyphenylenoxid,
polymethylenoxid, polyethylenoxid og polytetramethylen-
oxid; polypeptider, sdsom polyalanin og polyphenylalaninj;
polyamider, sdsom nylon-3, nylon- 4, nylon-5, nylon—G,
nylon-7, nylon-11, nylon-12, nylon-6,6, nylon-6,10, poly-
(m-phenylenisophthalamid) og poly (p-phenylenterephthal-
amid) ; polyestere fremstillet ud fra polycarboxylsyrer,
f.eks. terephthalsyre, isophthalsyre, adipinsyre, malein-
syre, fumarsyre og trimellitsyre samt polyoler, f.eks.
ethylenglycol, propylenglycol, butylenglycol, pentaeryth-
ritol og bisphenol A; polyestere fremstillet ud fra gly-
cerinsyre, malkesyre og hydroxypivalinsyre; silicongum-
mier, sdsom dimethylpolysiloxan, methylphenylpolysilo-
xan, methylvinylpolysiloxan, cyanoalkylmethylpoiysiloxan
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og fluoralkylmethylpolysiloxanj; polyurethaner fremstil-~
let ud fra polyisocyanater, f.eks. toluendiisocyanat,
phenylendiisocyanat, ethylendiisocyanat, diphenylmethan-~
diisocyanat og toluentriisocyanat, samt polyoler, f.eks.
polyethylenglycol, polypropylenglycol og polyestere inde-
holdende OH-endegrupper; formaldehydharpikser, sdsom en
phenol-formaldehydharpiks, en xylen-formaldehydharpiks,
en urinstof-formaldehydharpiks og en melamin-formalde-
hydharpiks; polyimider; polymere indeholdende 4-leddede
ringe, s&som polybenzimidazol og polythiazol; polycarbo-
nater; polysulfoner; uorganiske derivater, sésom glas,
asbest, ler, glimmer, hydroxylapatit, aktivt kul, sili-
cagel og aluminiumoxid; samt syntetiske uorganiske poly-
mere, sasom polyphosphergen.

Nogle af den omhandlede fremgangsmades hovedfor-
dele er opremset nedenfor:

(1) Man kan undg& den ulempe, at man skal bestem-
me en passende immobiliseringsfremgangsmdde for hver ade-
nylatkinase ved at prgve sig frem, som det er ngdvendigt
ved sadvanlige fremgangsméder,

(2) Der kraves ingen komplicerede sarlige frem-
gangsmdder til immobiliseringen.

(3) Adenylatkinase, som ikke er immobiliseret pa
en bazrer, kan genvindes og anvendes til det naste immo-
biliseringstrin.

Det ved den omhandlede fremgangsmdde fremstillede
stabile, immobiliserede adenylatkinase-kombinationspro-
dukt kan anvendes i forskellige former} f.eks. i form af
granulater, fibre, et hulmateriale, en film, en belagt
film eller lignende, dvs. i en omrgringstank, en pafyld-
ningstank, en vasketank, en reaktor af rgr- eller film-
typen eller lignende til omdannelse af adenin-cofakto-
rer.

Da det ved den omhandlede fremgangsmade fremstil-
lede stabile immobiliserede adenylatkinase-kombinations-
produkt bevarer dets aktivitet over et langt
tidsrum, er det muligt at tilvejebringe en fremgangsmade
til omdannelse af adenin-cofaktorer under anvendelse af
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en reaktor som beskrevet ovenfor. Det bliver siledes
muligt at etablere det sékaldterbioreaktorsystem, sdle-
des at de samme biosynteser som in vivo udfgres in vi-
tro i kommerciel mdlestok. Det omhandlede stabile immo-
biliserede adenylatkinase-kombinationsprodukt bidrager
vasentligt til oprettelsen af et s&dant system i kommer-
ciel mdlestok.

Opfindelsen belyses narmere ved hj=lp af de efter-
fglgende eksempler.

Eksempel 1 og sammenligningseksempel 1

Der fremstilledes et dyrkningsmedium, der omfatte-
de 0,5 g/dl (deciliter) polypepton, 0,5 g/dl garekstrakt,
1,0 g/dl saccharose, 0,13 g/dl kaliumsulfat, 0,644 g/dl
dinatriumphosphat, 0,027 g/dl magnesiumsulfat, 0,032 g/dl
citronsyre, 0,0007 g/dl ferrosulfat og 0,015 g/dl mangan-
sulfat, og pH-verdien indstilledes p& 7,00. Derpid ste-
riliseredes 250 liter af det sdledes fremstillede dyrk-
ningsmedium ved 115°C i 10 minutter og podedes med Ba-
cillus stearothermophilus stamme NCA 1503. Dyrkningen
udfgrtes under aerobe betingelser ved 60°c og ved et
tryk p& 0,5 kg/m°G i 3 timer.

Efter dyrkningen opsamledes cellerne straks ved
hjzlp af en centrifugalseparator af De-Laval-typen under
afkgling med vand, og sdledes opndedes 700 g celier. De
sédledes opndede celler oplagredes i frossen tilstand.
300 g af de frosne celler suspenderedes i en 0,1 M phos-
phatbufferoplgsning (pH 7,5), hvis volumen var ca. 2
gangé de frosne cellers volumen, og cellerne sgnderdel-
tes fuldstandigt under anvendelse af en fransk presse.
Efter fjernelse af cellerester ved centrifugalsepara-
tion opndedes en raekstrakt, som indeholdt adenylatki-
nase.

En 1%'s protaminsulfatoplgsning sattes til ra-
ekstrakten i en mengde pd 300 ml pr. 600 ml af rdeks-
trakten, og det-blandedes derpéd fuldstendigt. Efter til-
strakkelig omrgring fjernedes udfazldninger ved centri-
fugalseparation , og der opndedes en protaminsuperna-
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tantveske. Til den siledes opndede supernatantvaske sat-
tes gradvis fast ammoniumsulfat indtil 60%'s matning
(4°C) . Dannede udfzldninger opsamledes ved centrifugal-
separation og oplgstes igen i 20 ml af en 0,1 M phosphat-
bufferoplgsning (pH 7,5) og dialyseredes og afsaltedes
mod 4 liter af en 0,1 M phosphatbufferoplgsning (pH 7,5).
Den ovenfor fremstillede raenzymoplgsning passe-
redes gennem en DEAE-cellulosesgjle, som var blevet ek-
vilibreret med en 20 mM phosphatbufferoplgsning (pH 7,5)
indeholdende 2 mM mercaptoethanol og 2 mM natriumethy-
lendiamintetraacetat og elueredes derfra med en buffer-
oplgsning fremstillet ved tilsztning af kaliumchlorid
til den ovennavnte bufferoplgsning. Nar en kaliumchlo-
ridkoncentration p& 0,14 M elueredes den ¢gnskede adeny-
latkinase. Denne fraktion opsamledes, koncentreredes,
afsaltedes,passeredes gennem en hydroxyapatitsgjle, som
var blevet ekvilibreret med en 10 mM phosphatbufferop-
l#sning (pH 7,5), og elueredes med en phosphatbufferop-
lgsning med en linear gradient fra 10 mM til 250 mM.
Nar en koncentration pd 120 mM elueredes den ¢nskede
adenylatkinase. Denne aktive fraktion koncentreredes,
afsaltedes og underkastedes Ultrogel ACA-34 chromatogra-
fi under anvendelse af en 50 mM Tris-saltsyrebufferop-
lgsning indeholdende 0,1 M kaliumchlorid som eluerings-
middel. Den sédledes eluerede aktive fraktion passeredes
gennem en DEAE-Sephadex A-50 sgjle, som var blevet ekvi-
libreret med en 30 mM phosphatbufferoplgsning (pH 7,7)
indeholdende 2 mM mercaptoethanol og 2 mM natriumethylen-
diamintetraacetat og elueredes med en oplgsning fremstil-
let ved tilsatning af kaliumchlorid til den ovennavnte
bufferoplgsning. Som resultat elueredes der renset ade-
nylatkinase nzr en kaliumchloridkoncentration pad 0,2 M.
Den sdledes opnidede adenylatkinase bevagede sig
mod anoden under anvendelse af acrylamidskiveelektrofo-
rese og gav et enkelt badnd. Endvidere gav den en enkelt
top med en molekylvagt pd ca. 22.000 ved Sephadex~G-100

chromatografi.
Udbyttet var ca. 6 mg og der opndedes eh aktivitet.pd
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ca. 500 enheder pr. milligram af enzymet. ,

Derefter udfgrtes en sammenlignende undersggelse
med hensyn til stabilitet af den sdledes opndede adeny-
latkinase med adenylatkinase opndet fra ger (sammenlig-
ningseksempel 1).

Resultaterne er vist i fig. 1 og 2 p& tegningen.
Fig. 1 er en grafisk afbildning, der viser adenylatkina-
sens restaktivitet, ndr den opvarmes i en 50 mM phos-
phatbufferoplgsning med en pH-vardi pa 7,5 i 15 minutter
ved forskellige temperaturer. I fig. 1 angiver kurverne
A og B henholdsvis adenylatkinase fra eksempel 1 og sam-
menligningseksempel 1. Fig. 2 er en grafisk afbildning,
der viser andringen i adenylatkinasens restaktivitet med
tiden, ndr den oplagres i en 50 mM phosphatbufferoples-
ning med en pH-verdi pa 7,5 ved 30°C. 1 fig. 2 betegner
kurverne C og D henholdsvis adenylatkinase fra eksempel
1 og sammenligningseksempel 1.

Som det tydeligt fremgdr af disse resultater,
mistede den fra gar opniede adenylatkinase nasten fuld-
stendigt dens aktivitet irreversibelt, n&r den inkubere-
des ved 50°%C i 15 minutter, hvorimod den omhandlede ade-
nylatkinase ikke mistede aktiviteten overhovedet ved in-
kubering ved 50°C. Ved en temperatur pa 30°C mistede den
fra gar opndede adenylatkinase i al vasentlighed aktivi-
teten efter 10 til 20 dage, hvorimod der overhovedet ik-
ke observeredes nogen nedszttelse af aktiviteten for den
omhandlede adenylatkinase selv efter 50 dage.

Det kan sadledes ses, at den omhandlede adenylat-
kinase er overraskende stabil over for varme og kan op-
lagres i et langt tidsrum. Der findes ingen mikrobielle
adenylatkinaser med siddanne egenskaber.

Eksempel 2-5
Anvendt stamme:

Bacillus stearothermophilus NCA 1503.

Sammensetning af naringsmedium:

Fremstillet under anvendelse af glucose som car-
bonkilde og ved oplgsning af de fglgende bestanddele i
1000 ml ledningsvand: 1,3 g glucose, 1,0 g garekstrakt



10

15

20

25

30

35

DK 165702 B

23

(fremstillet af Oriental Yeast Co., Ltd.), 0,5 g pepton
(fremstillet af Difco Co., Ltd.), 0,5 g KH2PO4, 0,5¢g
NaHPO,*12H,0, 0,1 g MgSO,*7H,0, 0,01 g ZnSO,.7H,0, 0,01

g MnSO4'7H20, 0,01l g CuSO4-5H20 og 0,01l g CoC12'6H20.

Fgrste dyrkning
Neringsmediet med den ovennavnte sammensatning

deltes i to portioner. En portion pd 20 ml af narings-
mediet fyldtes i en 100 ml Erlenmeyerkolbe,og en anden
100 ml portion af naringsmediet fyldtes i en 500 ml Er-
lenmeyerkolbe. Efter tilpropning af kolberne med vat
dampsteriliseredes disse naringsmedier under tryk ved
121° og 1 kg/cm2 i 10 minutter. Efter afkg¢ling podedes
100 ml Erlemmeyerkolben sterilt med ca. 5 ml frysetgr-
rede celler opndet fra American Type Culture Collection
(ATCC). Under anvendelse af en rotationsomryster (frem-
stillet af Takasaki Seisakusho Co., Ltd.) udfgrtes dyrk-
ning under rotationsomrystning (160 o/m) ved 55°C i et
dggn. Cellernes vakst iagttoges, og turbiditeten forgge-
des. Absorbansen ved 660 nm (bestemt ved anvendelse af
et Model 101 Spektrofotameter fremstillet af Hitachi Corp.,
herefter betegnet som "OD 660 nm") ndede op pd fra 0,8
til 1,0. Saledes podedes 500 ml Erlenmeyerkolben med

ca. 5 ml af udsadskulturen fra 100 ml Erlenmeyerkolben.
Med den siledes podede 500 ml Erlenmeyerkolbe udfgrtes
dyrkning under rotationsaomrystning under de samme betingelser sam
anvendt ‘i tilfeldet for 100 ml Erlenmeyerkolben i flere
timer. Da OD 660 nm ndede op p& ca. 1,0, blev dyrkaningen
med rotationsomrystning afbrudt,og den siledes fremstil-
lede kultur anvendtes som udsadskultur til den fglgende

hoveddyrkning.

Hoveddyrkning
20 liter af det ovenfor fremstillede naringsmedi-

um fyldtes i en 30 liters garingstank og steriliseredes
ved 121°% ogl kg/cm2 i 15 minutter. Dyrkningsbetingel-
serne blev fastlagt til en temperatur pa 55tl°C, en pH-
verdi p& 6,5 til 7,0 (indstillet med 4 N NaOH), en be-
luftningsmengde pd 20 liter luft/minut (luft), med en
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omrgringshastighed p&d 900 o/m. Derpéd pbdedes geringstan-
ken med ca. 1 liter af udsadskulturen som fremstillet
ovenfor, og portionsvis dyrkning padbegyndtes. Efterhi&nden
som dyrkningen skred frem, dannedes der skum, og derfor
sattes en lille m@&ngde skumdampningsmiddel (KM-70 frem-
stillet af Shin-etsu Chemical Co., Ltd.) dertil. Efter
ca. 2,5 timer fra dyrkningens pdbegyndelse ndede OD 660 nm
op pa en vardi pd 1,2 (0,56 g tgrcellemasse/liter), og
nasten al glucosen i dyrkningsmediet var opbrugt, og glu-
coseindholdet var formindsket til 0,01l vagt% eller min-
dre. Sdledes pabegyndtes den kontinuerlige dyrkning
straks. Den foreliggende stammes Upax ! Som i forvejen
var blevet bestemt, var 1,4 (1/time). Ved kontinuerlig
tilfgrsel af det i forvejen steriliserede naringsmedium
med en hastighed p& 28,0 2/time og udtagelse af dyrk-
ningsblandingen fra garingstanken med den samme hastig-
max derfor til 1,00 (eké-
empel 2). Under anvendelse af fem gange s& meget narings-

hed som ovenfor, reguleredes u

medium som vaeske i garingstanken, udfgrtes kontinuerlig
dyrkning til opndelse af celler.

Derpd @ndrededes D trinvis til 0,9 (eksempel 3;
tilfgrsels- eller udtagelseshastighed: 25,2 1l/time) og
til 0,75 gange umax (eksempel 4; tilfgrsels- eller ud-
tagelseshastighed: 21,0 2/time), og der udfgrtes konti-
nuerlig dyrkning til opnédelse af celler.

Med de sialedes opndede celler maltes adenylatki-
naseindholdet. Resultaterne er angivet i tabel 1. Tabel
1 angiver ogsa det ved portionsvis dyrkning opndede ade-
nylatkinaseindhold (eksempel 5), som er adenylatkinase-
indholdet i de celler, der er opndet ved den portionsvi-

se dyrkning forud for den kontinuerlige dyrkning.
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Tabel 1
Fortyn-
dings-
Fks- hastig- Adenylkinase~ Produktivitet Produktivitet af
empel hed (D) indhold af celler adenylatkinase
hhax) (enheder/g (g tgr celle- (enheder/g/time)
tgrcelle- masse/L/time)
masse)
2 1,0 590 0,65 384
3 0,9 430 0,59 254
4 0,75 390 0,54 ~° 211
5 (batch- 410 0,23 94
vis)

Som det tydeligt fremgar af tabel 1, er adenylat-
kinaseindholdet i de celler, der er dannet under betin-
gelser, hvor D er 0,9 eller mere gange Mnax ! stgrre end
det, der opnés ved den portionsvise fremgangsmidde.

Eksempel 6

Et dyrkningsmedium, fremstillet ved oplgsning af
1,3 g glucose, 1,0 g ammoniumsulfat, 0,5 g g=zrekstrakt,
0,5 g kaliumphosphat, 0,5 g dikaliumphosphat og 0,1 g
magnesiumsulfat i 1 liter ledningsvand fyldtes i en 30
liters geringstank i en mazngde p& 20 liter og dampste-
riliseredes ved 121°C og et tryk pd 1 kg/cm2 i 15 minut-
ter. Dyrkningsbetingelserne fastlagdes til en temperatur
pad 57°C, en pH-verdi pi 6,5 til 7,0 (indstillet ved til-
setning af 4 N NaOH), en beluftningsmangde pd 20 liter
luft/minut og en omrgringshastighed. Derefter podedes
dyrkningsmediet med 1 liter udsadskultur, som var blevet
fremstillet ved for-dyrkning af Bacillus staerothermo-
philus stamme ATCC 12980 i det samme dyrkningsmedium
som ovenfor, og hvis absorbans ved 660 nm niede op pi
ca. 1,0. Til at begynde med udfgrtes der portionsvis
dyrkning i ca. 2,5 timer. N&r absorbansen ved 660 nm
néede op pd 1,0, tilfgrtes der kontinuerligt det steri-
liserede nzringsmedium med den samme samménsatning som
ovenfor til g@ringstanken med en hastighed pd 24,0 &/ti-
me under anvendelse af en kvantitativ pumpe, og dyrk-
ningsblandingen blev udtaget fra garingstanken med den
samme hastighed som ovenfor. Saledes udfgrtes der konti-
nuerlig dyrkning under anvendelse af 100 liter af na-
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ringsmediet til opndelse af en dyrkningsblanding. Den
sdledes opndede dyrkningsblanding skiltes straks fra under
anvendelse af en centrifugalseparator af De-Laval-typen
under kg¢ling med vand til opndelse af 400 g celler.

De sédledes opndede celler suspenderedes i 600 ml
af-en 0,1 M phosphatbufferoplgsning og sgnderdeltes un-
der anvendelse af en Dyno-mglle. Efter fjernelse af uop-
lgseligt materiale ved centrifugalseparation opniedes
en raekstrakt indeholdende adenylatkinase. Derpa sattes
200 ml af en 10%'s streptomycinsulfatoplgsning til 400
ml af réekstrakten.-Dannede udfaeldninger fjernedes ved
centrifugalseparation til opndelse af en streptomycin-
supernatantvaske. Denne supernatantvaske underkastedes
ammoniumsul fatfraktionering, og der opn&edes en fraktion
fra 308 (4°C) til 60%'s (4°C) mztning. Denne fraktion
oplgstes i en 50 mM Tris- saltsyrebufferoplgsning (pH
8,0) og passeredes gennem en DEAE-Sephadex ~-sgjle, som
var blevet ekvilibreret med den samme bufferoplgsning
som ovenfor, og derefter elueredes den med en oplgsning
fremstillet ved tilsztning af natriumchlorid til den
ovennavnte bufferoplgsning. Nzr en natriumchloridkoncen-
tration pd 0,2 M elueredes den gnskede adenylatkinase.
Den sdledes eluerede fraktion underkastedes hydroxyapa-
titchromatografi under de samme betingelser som i eksem-
pel 1, passeredes gennem en Sephadex G-75 sgjle og elu-
eredes med en 30 mM Tris-saltsyrebufferoplgsning (pH
8,0) indeholdende 0,1 M natriumchlorid til opn8else af
en adenylatkinaseprgve, som gav et enkelt ba&nd ved acryl-
amidskiveelektroforese, som i tilfzldet i eksempel 1.
Som i eksempel 1 gav adenylatkinaseprgven endvidere en
enkelt top med en molekylvagt pd ca. 22.000, som be-
stemt ved Sephadeégb—loo chromatografi.

Udbyttet var ca. 10 mg, og aktiviteten var ca.
500 enheder pr. milligram af enzymet. )
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Eksempel 7 og sammenligningseksempel 2
5 g CNBr-aktiveret SepharoséBZB (fremstillet af
Pharmacia Co.) vaskedes oc kvaldedes til det tredobbelte
volumen p& et glasfilter med 1000 ml 1 mM saltsyre og
5 opslemmedes i en 50 mM phosphatbufferoplgsning (pH 8,3,
100 ml). Den i eksempel 2 opndede adenylatkinase oplg-
stes i 1 ml af den ovennavnte bufferoplgsning (5000 en-
heder) og omsattes i 30 minutter under langsom omrgring
ved 40°C. Reaktionsblandingen filtreredes p& et glas-—

10 filter. Det s&ledes opndede immobiliserede adenylatkina-
se-kombinationsprodukt vaskedes tre gange med 200 ml por-
tioner af en 50 mM Tris-saltsyrebufferoplgsning (pH 8,0)
indeholdende 0,5 M KCl. Filtrater opndet pa alle trin
samledes, og aktiviteten af filtratet og den immobilise-

15 rede adenylatkinase méltes.

. Uafhengigt gentoges den samme prgve som ovenfor
under anvendelse af adenylatkinase opndet fra svinemuskel
(fremstillet af Boehringer Mannheim GmbH). Resultaterne
er anfgrt i tabel 2.

20 Tabel 2
Enzymkilde Regyndel- Immobiliseret BAktivitet genvun-
sesakti~ aktivitet det 1 filtrat
vitet
(enheder) (enheder) (enheder)
25 Eksempel 7 Bacillus
stearo—-
th _ 5000 2000 2800
philus
Sammen- Svine-
30 lignings- muskel 5000 50 200

eksempel 2

Det si3ledes fremstillede immobiliserede adenylat-
kinase-kombinationsprodukt opslemmedes i en 500 mM phos-
phatbufferoplgsning (pH 7,3) og henstod ved 30°C. Endrin-

35 gen i aktivitet med tiden fulgtes. Resultaterne er an-
fert i tabel 3. '

Det kan af tabel 3 ses, at kombinationsproduktet,
som er fremstillet af den fra Bacillus stearothermophi-
lus opndede adenylatkinase, er overraskende stabilt. Den

40 i filtratet genvundne adenylatkinase kan genanvendes.
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Tabel 3 _
Enzymkilde Lige efter Efter Efter Efter
immobili- 1 3 6
sering maned mineder méneder

(enheder) (enheder) (enheder) (enheder)
Eksempel 7 Bacillus

Stearo- 2000 1900 2100 2000

thermo-

philus
Sammenlig~ Svine- __
ningseksem- muskel 50 0,2 0,05
pel 2

Eksempel 8
500 enheder af den i eksempel 1 opndede adenylat-

kinase vaskedes og kvzldedes (til tre gange det oprinde-

lige volumen) pd et glasfilter med 300 ml 1 mM saltsyre,
og derpad sattes det til 20 g aktiveret CH-Sepharose 4B
(fremstillet af Pharmacia Co.), som var blevet obslemmet
i 50 ml af en 50 mM boratbufferoplgsning. Den resulte-
rende blanding omsattes i 1 time under langsom omrgring
ved 30°cC. Reaktionsblandingen vaskedes pd samme mide
som i eksempel 7. Derpa mdltes aktiviteten af det immo-
biliserede adenylatkinase-kombinationsprodukt og filtra-
tet og fandtes at vare henholdsvis 280 enheder og 210
enheder.

Det immobiliserede adenylatkinase-kombinations-
produkt opslemmedes i en 50 mM phosphatbufferoplgsning
(pH 7,3) og henstod ved 30°C. Endringen i aktivitet med
tiden miltes. Resultaterne er anfgrt i tabel 4. Af tabel
4 kan det ses, at det immobiliserede adenylatkinase-kom-
binationsprodukt har fortraffelig stabilitet som i til-
feldet i eksempel 7.

Tabel 4
Total aktivitet Efter Efter Efter Efter
lige efter immo- 1 méned 3 mineder 6 mineder 12 méneder
bilisering

(enheder) (enheder) (enheder) (enheder) (enheder)
280 290 275 280 280
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Eksempel 9

En 10%'s oplgsning af tetrafluorborsyretriethyl-
oxoniumsalt i dichlormethan, holdt ved en temperatur pa
30°c, cirkuleredes gennem en nylonslange med en indre
diameter p& 0,2 mm med en strgmningshastighed pa 0,1
ml/mm i 2 timer. Slangen vaskedes derpd, ved at man lod
dichlormethan cirkulere med en strgmningshastighed pé
0,2 ml/mm i 5 minutter. Derpd cirkuleredes en 20%'s van-
dig hexamethylendiaminoplgsning gennem slangen med en
strgmningshastighed pd 0,1 ml/mm og en temperatur pa 30¢
i 1 time. Derpd vaskedes slangen med en 50 mM boratbuf-
feroplgsning (pH 8,3), og en 5%'s (w/v) dimethylsuber-
imidatoplgsning, oplgst i samme bufferoplgsning som oven-
for, cirkuleredes gennem slangen med en str¢mningshastig—
hed p& 0,1 ml/mm og en temperatur pa 30°C i 15 minutter.
Efter vask af slangen med methanol i 5 minutter cirkule-
redes en 50 mM borafbufferoplgsning (pH 8,3), indeholden-
de 1000 enheder af den i eksempel 2 opndede adenylatki-
nase, gennem slangen ved 309C. Efter 2 timers cirkule-
ring vaskedes slangen med den ovennavnte bufferoplgsning.
Den siledes genvundne aktivitet var 300 enheder, og den
samlede aktivitet, som var immobiliseret p& slangen, var
630 enheder.

Med det immobiliserede adenylatkinase-kombinati-
onsprodukt fulgtes @ndringen i aktivitet med tiden pa
samme mide som i eksempel 7. Resultaterne er anfgrt i
tabel 5. Af tabel 5 kan det ses, at adenylatkinasen har
fortreffelig stabilitet.

Tabel 5

Total aktivitet Efter Efter Efter
lige efter immo- 1 mdned 3 méneder 6 mdneder
bilisering

(enheder) (enheder) (enheder) (enheder)
630 640 600 640

Eksempel 10
Til 5 ml af en 20 mM phosphatbufferoplgsning (pH
7,5), indeholdende 0,29 g/ml acrylamid, 6 mg/ml N,N'-
methylenbisacrylamid og 0,1 mg/ml riboflavin, sattes 10
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enheder af en phosphatbufferoplgsning (pH 7,5) af den i
eksempel 6 opndede adenylatkinase, og det blandedes fuld
stendigt ved 0°C. Derpd sattes 50 ul af en 50 mg/ml ka-
liumsulfatoplgsning dertil. Den resulterende blanding
henstod i 2 timer under en 20 W fluorescenslampe. Den
sédledes opnaede gel, indeholdende immobiliseret adeny-
latkinase, pulveriseredes med en mglle og vaskedes der-
pé tre gange med 10 ml portioner af en 20 mM phosphat-
bufferoplgsning. Som resultat var aktiviteten af den im-
mobiliserede adenylatkinase 8,3 enheder, og aktiviteten
af vaskevasken var ca. 1,5 enheder.

Stabiliteten af det sdledes fremstillede immobili-
serede adenylatkinase-kombinationsprodukt mdltes pd sam-
me made som i eksempel 8. Resultaterne er anfgrt i tabel
6. Af tabel 6 kan det ses, at det immobiliserede adeny-
latkinase-kombinationsprodukt har fortraffelig stabili-
tet.

o Tabel 6
Lige efter Efter Efter . Efter
immobilisering 1 méned 3 méneder 6 méneder
(enheder) (enheder) (enheder) (enheder)
8,3 8,5 - 8,0 8,3

Eksempel 11

20 g carboxymethylcellulose (0,5 mmol COOH) va-
skedes tre gange med 1000 ml tetrahydrofuran, hvorfra
vandet var blevet fjernet med molekylarsigter 4A, og det
blandedes derpd med 1000 ml tetrahydrofuran. Derpd om-
sattes 10 mmol triethylamin og 12 mmol l-methyl-2-chlor-
pyridiumiodid hermed under omrgring. .Reaktionsblandingen
filtreredes derpa. Dannede krystaller vaskedes ti gange
med 1000 ml vandfrit chloroform og ti gange med 1000 ml
vandfrit tetrahydrofuran. Til det sdledes fremstillede
aktiverede carboxymethyleellulose sattes under omrgring 5000 en-
heder af den i eksempel 2 opndede adenylatkinase, som
var blevet oplgst i en 50 mM boratbufferoplgsning (pH
8,0), og det omsattes ved 30°C i 1 time. Reaktionsblan-
dingen adskiltes ved filtrering. Det sdledes opndede im-
mobiliserede adenylatkinase-kombinationsprodukt vaskedes
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med 1000 ml vand og 1000 ml af en boratbufferoplgsning
(pH 8,0). Kombinationsproduktet gennemvadedes i 100 mnl
af en 500 mM ethanolamin-saltsyrebufferoplgsning (pH
8,0) i 4 timer og vaskedes derefter med 1000 ml af en 50
mM phosphatbufferoplgsning (pH 7,3) tre gange. Zndringen
med tiden af den immobiliserede aktivitet og af aktivi-
teten som bestemt ved den i eksempel 7 beskrevne frem-
gangsmiéde mdltes, og resultaterne er anfgrt i tabel 7.

Tabel 7
Lige efter Efter Efter Efter
immobilisering 1 mé&ned 6 maneder 12 mé&neder
(enheder) (enheder) (enheder) (enheder)
3000 3000 2950 3100

Eksempel 12

30.000 enheder af den i eksempel 1 opniede adeny-
latkinase og 10 g CH—Sepharosegzfremstillet af Pharmacia
Co.), som var blevet vasket og kvaldet med 500 ml 1 mM
saltsyre og derpd med 1000 ml destilleret vand til det
tredobbelte volumen, opslemmedes i en blandet oplgsning
af 250 ml af en 50 mM boratbufferoplgsning og 250 ml ace-
tonitril. Derpé sattes 2,5 mmol tri-tert-butylamin og
1,2 mmol l-chlor-2-ethylpyridiniurbromid dertil, og den re-
sulterende blanding omsattes ved 20°C i 30 minutter un-
der omrgring. Reaktionsblandingen passeredes gennem et
glasfilter. Det s3ledes opndede immobiliserede adenylat-
kinase-kombinationsprodukt vaskedes med 1000 ml af en
500 mM ethanolamin-saltsyrebufferoplgsning og derpd fem
gange med 500 ml portioner af en 50 mM Tris-saltsyrebuf-
feroplgsning, indeholdende 0,5 M KCl (pH 8,0) .Slutteligt
vaskedes kombinationsproduktet tre gange med 500 ml por-
tioner af en 50 mM phosphatbufferoplgsning. Filtrater
fra alle trin samledes, og aktiviteten af filtratet og
af det immobiliserede adenylatkinase-kombinationsprodukt
miltes. Den sdledes fremstillede immobiliserede adenylat-
kinase opslemmedes i en 50 mM a-glycerophosphatbufferop-
lg¢sning (pH 7,0) og henstod ved stuetemperatur. Efter 6
maneder miltes aktiviteten. Resultaterne er anfgrt i ta-
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bel 8. Det kan ses, at det omhandlede adenylatkinase-kom-
binationsprodukt er overraskende stabilt. Den i filtra-

tet genvundne adenylatkinase kan genanvendes.

Tabel 8

Begyndelses~ Immobilise- Aktivitet Aktivitet af
aktivitet ret aktivitet genvundet kombinations-
i filtrat produkt efter

6 maneder

(enheder) (enheder) (enheder) (enheder)
30.000 18.000 10.000 17,500

Eksempel 13

10.000 enheder af den i eksempel 6 opndede ade-
nylatkinase oplgstes i 500 ml af en 5 mM phosphatbuffer-
oplgsning (pH 7,1l) under omrgring i 1 time, og 1 g DEAE-
Sephadex~A-25 (fremstillet af Pharmacia Co.) sattes der-
til. Den resulterende blanding omrgrtes ved stuetempera-
tur i 2 timer. Den saledes fremstillede opslemning hald-
tes pd et ‘sinterglasfilter og filtreredes. Det siledes
opndede uoplgselige materiale vaskedes fem gange med 500 .
ml portioner destilleret vand. Filtrater fra alle trin
samledes, og aktiviteten af filtratet og af det immobi-
liserede adenylatkinase-kombinationsprodukt mdltes. Det
sédledes fremstillede immobiliserede adenylatkinase-kom-
binationsprodukt opslemmedes i en 50 mM phosphatbuffer-
oplgsning (pH 7,1) og henstod ved stuetemperatur. Efter
6 méneder og efter &t &r mdltes aktiviteten. Resultater-
ne er anfgrt i tabel 9. Af tabel 9 kan det ses, at det
omhandlede adenylatkinase-kombinationsprodukt bevarer
dets aktivitet stabilt selv efter &t &r.

Tabel 9

Begyndelses- Immobiliseret Aktivitet Aktivitet Aktivitet
aktivitet aktivitet genvundet af kombi- af komhi-
i filtra- nations- nations-
tet produkt produkt
efter 6 efter
méneder &t &r

(enheder) (enheder) (enheder) (enheder) (enheded
10.000 7.000 2.800 6.500 6.300

Under anvendelse af den i filtratet genvundne
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adenylatkinase (2800 enheder) anvendtes fremgangsmaden
ifglge det foreliggende eksempel pa 0,5 g frisk DEAE-Se-
phadex@%—zs. Som resultat opnaedes et adenylatkinase-
kombinationsprodukt, i hvilket der var immobiliseret
2000 enheder aktivitet, og det kunne genanvendes med

stor effektivitet.

PATENTIEKRAV

1. Varmeresistent adenylatkinase, k end e -
t egnet ved, at dens aktivitet efter en inkubering
i en bufferoplesning ved ca 50°C i ca. 15 minutter er
mindst ca. 80% af den oprindelige aktivitet forud for
inkuberingen, at den har en molekylvagt pa ca. 22.000
(mdlt ved gelchromatografi), antager en optimal pH-vardi
pa ca. 7,5 ved 30°% og fungerer ved en temperatur pa
fra ca. 25°C til 65°C ved ca. pH 7,5, idet nzvnte adeny-
latkinase er identisk med den adenylatkinase, der fremkom-
mer ved dyrkning af en stamme af Bacillus stearothermophilus.

2. Freméangsméde til fremstilling af en varmere-
sistent adenylatkinase ifelge krav 1, k ende t e g-
n et ved, at man dyrker en bakterie tilherende arten
Bacillus stearothermophilus og derfra opsamler den varme-
resistente adenylatkinase.

3. Fremgangsmade ifelge krav 2, k end e t e g-
n et ved, at dyrkningen foretages kontinuerligt under
sddanne betingelser, at fortyndingshastigheden (D) til-
fredsstiller det matematiske udtryk (a):

Ihv

D 0,9 1 (a)

max

hvori D betegner et fortyndingsforhold, og p betegner

det maksimale specifikke vakstforhold (l/timZ?xfor bak-
terien under kontinuerlige dyrkningsbetingelser.

4. Stabilt, immobiliseret adenylatkinase-kambinationsprodukt
kendetegnet ved, at det er fremstillet ved
covalent binding af varmeresistent adenylatkinase ifelge

krav 1 til en vanduopleselig bzrer.
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5. Kombinationsprodukt ifelge krav 4, k e n d e-
tegnet ved, at den varmeresistente adenylatkinase
er en varmeresistent adenylatkinase dannet af Bacillus
stearothermophilué.

6. Fremgangsmdde til fremstilling af et stabilt,
immobiliseret adenylatkinase-kombinationsprodukt ifelge krav 4,
kendetegnet ved, at man covalent binder en
varmeresistent adenylatkinase ifelge krav 1 til en
vanduopleselig barer.

7. Fremgangsmade ifelge krav 6, k end e t e g-
net ved, at den covalente binding udferes under anven-
delse af et multifunktionelt reagens.

8. Fremgangsmidde ifelge krav 7, k end e t e g-
n et ved, at det multifunktionelle reagens er et 1-
alkyl-2-halogenpyridiniumsalt.

9. Fremgangsmade ifglge krav 6, k end e t e g-
net ved, at man covalent binder en barer, som er frem-
stillet ved omsztning af en vanduopleselig bazrer, der
indeholder en carboxylgruppe, med 1-alkyl42—halogenpyri-
diniumsaltet under tilstedeverelse af et syrefjernende
middel, til den varmeresistente adenylatkinase.
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