DK 158522 B

19) DANMARK AN
_ | P 2%
» FREML/EGGELSESSKRIFT 158522 B

PATENTDIREKTORATET
TAASTRUP
(21) Patentansegning nr.: 2264/86 1) ntcls €12 N 9/26
(22) Indleveringsdag: 15 maj 1986 C 12 P 7/06
C 12 P 19/22

(24) Lebedag: 13 sep 1985

(41) Aim. tilgeengelig: 15 maj 1986

(44) Fremlagt: 28 maj 1990

(86) International ansegning nr.: PCT/US85/01774
(86) International indleveringsdag: 13 sep 1985
(85) Videreferelsesdag: 15 maj 1986

(83) Deponering af mikroorganismer

(30) Prioritet: 18 sep 1984 US 652585
(?1) Ansager: *MICHIGAN BIOTECHNOLOGY INSTITUTE; 276 Bessey Hall; Michigan State University; East Lansing; Michigan 48824,

Us
(72) Opfinder: Joseph Gregory *Zeikus; US, Hyung-Hwan *Hyun; US

(74) Fuldmeegtig: Larsen & Birkeholm A/S Skandinavisk Patentbureau

(54) Beta-amylase, samt fremstilling og anvendelse deraf

(56) Fremdragne publikationer

57) S drag:
(57) Sammendrag 1264-86

En termostabil og termoaktiv, ekstracelluler B-amylase
bliver frembragt af Clostridium thermosulfurcgenes.

Fx dder til fr i1ling af B-amylasen og an-
vendelse af den ved omdannelse af stivelse til maltose
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Opfindelsen angdr en p-amylase, dennes fremstilling

samt anvendelse deraf.

1 fodevare- Og drikkevareindustrierne bliver enzymet
pB-amylase (EC 3.2.1.41) hovedsageligt benyttet til at
omdanne stivelse til oplgsninger af maltose. Pp-amyla-
se hydrolyserer a—l,4—glucosidbindingerne pad en eks-
tern made, idet hydrolysen pabegyndes i den ikke re-
ducerende ende af substrater af stivelsestype 0Q
frembringer bade maltose med den f-anomere konfigura-
tion og B—gransedekstriner ud fra stivelse. Den B-a-
mylase, der bliver benyttet ved de fleste industri-
elle anvendelser, far man fra planter. Der er blevet
gjort forseg pa at fa et mere aktivt, termostabilt og
ekstracellulart enzym ud fra mikroorganismer. Imid-
lertid er de kendte mikrobielle B-amylaser ikke akti-
ve eller termostabile nok til at kunne tjene som er-
statning for planteenzymet. Man bliver derfor ved med
at bruge plante-g-amylaser til fremstilling af malto-
se, selvom de er dyre og forholdsvis ustabile.

Kun fa enzymer, der er af industriel interesse i oje-
plikket, er blevet isoleret og karakteriseret ud fra
termoanaerober. De termostabile og aktive enzymer,
der til dato er karakteriseret og hidre¢rer fra termo-
anaerober, inkluderer en endoglucanase fra Clostri-
dium thermocellum, en alkoholdehydrogenase fra Ther-
moanaerobium brockii og Cc. thermohydrosulfuricum og
en polygalacturonathydrolyase fra C. termosulfuroge-
nes. Det er abenbart, at det ville vare ¢nskeligt at
have en B-amylase, der er mere termostabil end de,

der i ¢jeblikket er tilgzngelige.
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Formdlet med den narvarende opfindelse er at beskrive

B-amylase og en fremgangsmade til fremétilling deraf.

Dette formdl opnds ved at lade organismen Clostridium
thermosulfurogenes producere en R-amylase. Denne f-
amylase ifplge opfindelsen er ekstracellular og den
er ejendommelig ved, at den har temperaturoptimum pa
ca. 75°C, er stabil op til 70°C i fraver af substrat

og op til 80°C ved tilstedevaerelse af 5% stivelse,

har pH-optimum i omrddet ca. 5,5 til 6,0, er stabil
ved pH ca. 3,5 til ca. 6,5, og kan fremstilles ved
dyrkning af Clostridium thermosulfurogenes ATCC 33743
(DSM 2229) i et passende naringsmedium og pafgplgende.
isolering af den dannede B-amylase med de ovennavnte

egenskaber fra kulturvaesken.

B-amylasen ifglge den narverende opfindelse synes at
vaere sarligt egnet til brug ved industrielle anven-
delser, idet B-amylasen er termostabil i langt hgjere
grad end de i ¢jeblikket tilgangelige.

B-amylasen kan fremstilles ved at dyrke C. thermo-
sulfurogenes anaerobt pa& et substrat bestdende af
stivelse i et naringsmedium, der indeholder essenti-
elle vitaminer, mineraler og vakstfaktorer, indtil
der kan pévises en vasentlig enzymatisk aktivitet,

hvorefter pB-amylasen bliver isoleret. p-amylasen

. fremstilles ekstracellulart og kan derfor let adskil-

les fra cellerne og isoleres pa en renset form, der i
alt vesentligt er fri for enzymatisk aktivitet, der

griber forstyrrende ind.

Opfindelsen angdr ogsd en fremgangsmdde til at frem-
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stille B-amylasen, hvilken fremgangsmade er saregen
ved, at en stamme af arten Clostridium thermosulfuro-
genes dyrkes anaerobt i et passende neringsmedium,

hvorpd B-amylasen isoleres fra kulturvasken.

B-amylasen far man fra den cellefri supernatant, der
i alt vaesentligt er fri for enzymatisk aktivitet, der

griber forstyrrende ind.

En fordelagtig anvendelse af B-amylasen ifglge opfin-
delsen er at anvende den til fremstilling af maltose

ud fra stivelse.

Ligeledes er det fordelagtigt at anvende B-amylasen
ifplge opfindelsen til fremstilling af alkohol ud fra

stivelse.

En detaljeret beskrivelse af fremstillingen og karak-
teriseringen af pB-amylasen er givet i det fglgende:

Organisme og dyrkning.

C. thermosulfurogenes stamme 4B blev isoleret fra
matten af alger og bakterier i Octopus Spring i Yel-
lowstone National Park. Den blev deponeret i bade
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen (DSM 2229) og
American Type Culture Collection, Rockville, Maryland
(ATCC 33743), og deponeringerne er foretaget i
henhold til Budapesttraktaten. Strengt anaerobe dyrk-
ningsteknikker blev benyttet ved mediefremstilling og
dyrkning. Organismen blev rutinemessigt dyrket ved
60°C i 26 ml anaerobe trykrgr, der indeholdt 10 ml
TYE medium (24) med 0,5% glucose eller oploselig sti-
velse og N,-CO, (95:5) gas i rummet oven over vasken.



10

15

20

25

30

DK 1585228

Dyrkningsmediet blev autoklaveret i 45 minutter for
at opnd sikkerhed for, at man opndede destruktion af
ekstremt varmebestandige sporer af termoanaeroberne.

Til bestemmelse af stivelseshydrolysereaktionen pa
Petri skale, blev der lavet stregkulturer i et anae-
robt kammer p& plader af TYE medium, der indeholdt
1,0% oplgselig stivelse og 3,0% renset agar. Pladerne
blev anbragt i en anoxisk lukket beholder under ni-
trogen og inkuberet ved 60°C i 4 d¢gn. Pladerne blev
fjernet fra beholderen og overhzldt med iodoplegsning
(1% I, og 2% KI i H,0) og hydrolysezonerne blev iagt-

taget visuelt.
Fremstilling af enzym.

Vaskede celler og cellefri supernatant som kilder til
amylasen blev fremstillet ved dyrkning af stammen i
hatteflasker, der indeholdt 50 ml TYE medium med et
indhold pé 0,5% oplgselig stivelse. Kulturer med sta-
tionzr fase blev derpd centrifugeret ved 12.000 x g i
10 minutter. Cellesuspensioner blev fremstillet ved
at vaske to gange med 20 mM natriumacetatbuffer (pH
6,0) og derpd suspendere cellerne i buffer. Dyrkning
i stor skala til fremstilling af koncentreret ekstra-
celluler amylase blev udfert i et fermenteringskar pa
14 liter, hvilket fermenteringskar indeholdt 10 liter
LPBB medium med 1,0% maltose og 0,02% gerekstrakt un-

‘der N,~-CO, (95:5). En cellefri supernatant fik man ud

fra kulturer dyrket ved 60°C indtil den sene ekspo-
nentielle fase, idet der blev brugt et centrifugesy-
stem med kontinuerlig gennemstrgmning. Supernatanten
(10 1iter) blev koncentreret ved forst at udfszlde
proteiner med 2 rumfang kold ethanol (20 liter), der-
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pad filtrere gennem trazkulspulver for at opsamle ud-
fzldningen, derefter suspendere udfzldningen i 300 ml
20 mM natriumacetatbuffer (pH 6,0) og dernest til-
sette ammoniumsulfat op til 70%. De udfazldede prote-
iner blev centrifugeret ved 15.000 x g og derpa sus-
penderet i 100 ml af den samme buffer som ovenfor.
Denne suspension blev atter centrifugeret for at
fjerne uopleselige materialer og derpa udfzldet med 2
rumfang kold acetone. Denne sidste udfaldning blev
suspenderet i 100 ml af den samme buffer, og derpa
blev 100 ml af enzymopl¢sningen dialyseret mod 4 1li-
ter dobbelt destilleret vand i 24 timer.

Den specifikke aktivitet for den koncentrerede amyla-
sesupernatant var 60 enheder pr. mg protein.

Celler blev dyrket og indhgstet til fremstilling af
celleekstrakter ved den samme metode som beskrevet
ovenfor, med den undtagelse, at der blev benyttet TYE
medium suppleret med 0,5% opleselig stivelse. Celle-
ekstrakter blev fremstillet anaerobt ved at suspende-
re 3 g vad cellepasta i 12,5 ml 20 mM natriumacetat-
buffer (pH 6,0). Denne suspension blev behandlet ved
37°C i 1 time med 5 mg lysozym fra kyllingeazggehvide
og afbrudt ved passage gennem en fransk trykcelle ved
20.000 1b/in?. Supernatanten blev opsamlet ved cen-
trifugering ved 30.000 x g i 30 minutter ved 4°C.

Proteinkoncentration blev bestemt.
Enzymstyrkebestemmelser.
Styrken af amylase- eller B-amylaseaktiviteten blev

bestemt ved maling af mengden af reducerende sukker-

arter frigjort ved den reaktion, hvori stivelse ind-
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gik. Reaktionsblandingerne (4 ml) indeholdt 10% op-
lgpselig stivelse, 1 ml 0,5 M natriumacetatbuffer (pH
6,0) og 3 ml enzymoplgsning, der var blevet fortyndet
med vand. Reaktionen blev standset ved afkeling pa is
efter 30 minutters inkubation ved 60°C. Den reduce-
rende evne blev mdlt ved hjelp af dini-

trosalicylsyremetoden.

Til styrkebestemmelse af pullulanaseaktiviteten be-
stod reaktionsblandingen af 0,5 ml 2% pullulan i en
0,2 M natriumacetatbuffer (pH 6,0) og 0,5 ml enzymop-
lg¢sning. Efter inkubation ved 60°C i 30 minutter,
blev reaktionen standset ved afke¢ling pad is og ved
tilsatning af 4 ml 3,5-dinitrosalicylsyre.

En enhed af amylase, B-amylase eller pullulanase er
defineret som den me&ngde enzym, der frembragte 1 pmol
reducerende sukkerart i form af en glucosestandard
pr. minut under de ovenfor angivne betingelser.

Styrken af glucoamylaseaktiviteten blev bestemt wved
inkubering af 1 ml reaktionsblanding, der indeholdt
1% oplgselig stivelse, 0,1 M natriumacetatbuffer (pH
4,8) og fortyndet enzymoplgsning ved 60°C i 30 minut-
ter. Reaktionen blev ¢@jeblikkelig standset ved afke-~
ling pd is og derpa ved kogning pd et dampbad i 10
minutter. Disse reaktionsblandinger blev centrifuge-

ret for at fjerne uoplegselige udfaldninger, hvorefter

-den frigjorte glucose blev bestemt wved hexokinase og

glucose-6~phosphatdehydrogenasemetoden. En enhed af
glucoamylase er defineret som den mengde enzym, der
frembragte én pmol glucose pr. minut under styrkebe-
stemmelsens betingelser.
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Kvalitativ og kvantitativ analyse af stivelsehydroly-

seprodukter.

Enzym (12 enheder) blev anbragt i 20 ml1 0,1 M natri-
umacetatbuffer (pH 6), der indeholdt 1% oplgselig
stivelse, og inkuberet ved 65°C. Prover blev udtaget
med mellemrum og indholdet af reducerende sukkerart
og glucose blev bestemt som beskrevet ovenfor.

Maltose blev identificeret i stivelseshydrolysaterne
ved hjelp af h¢jtryksvaskechromatograf (HPLC). Ad-
skillelsessystemet bestod af en vaskechromatograf
udstyret med en datastation, en brydningsindeksdetek—
tor og en oligosaccharidanalysekolonne (300 x 7,8 mm)
forsynet med en “microgtiard“ forkolonne (40 x 4,6
mm) . Stivelseshydrolysatprgver blev centrifugeret ved
5.000 x g og sat pd kolonnen (50 ml).

Bestemmelse af reducerende verdi og blavardikurve.

En reaktionsblanding, i hvilken der blev brugt enzym
og 0,25% amyloseoplgsning i 0,1 M natriumacetatbuffer
(pH 6,0), blev inkuberet ved 65°C. Prover (0,5 ml)
blev udtaget med 5 minutters mellemrum og blev place-
ret i reagensglas, der indeholdt 2 ml 0,1 M HC1l til
bestemmelse af blaverdi. Efter blanding blev 0,5 ml
prover udtaget og sat til 5 ml iodopl¢sning (0,05 g
iod og 0,5 g kaliumiodid pr. liter). Derpd blev ab-
sorbansen malt ved 620 nm i et spektrofotometer, i
hvilket der blev brugt iod-vand blindprover. Blaver-
dien blev beregnet ved at dividere nedbrydningspro-
duktets absorbans med absorbansen for substrat-iod
blindproven og multiplicere med 100. En anden 0,5 ml
prove af reaktionsblandingen blev udtaget til bestem-
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melse af den reducerende vaerdi. Den reducerende evne
blev bestemt ved hjzlp af Nelsons kolorimetriske kob-
bermetode. Den totale carbohydratstyrke blev bestemt
ved hjalp af phenol-svovlsyremetoden.

Undersepgelse af den optiske rotation.

En reaktionsblanding (5 ml), der bestod af en 1% op-
lgpsning af stivelse i 0,1 M natriumacetatbuffer (pH
6,0) og enzym, blev tilsat en 10 cm celle. Den oOp-
tiske rbtation blev malt ved stuetemperatur i‘et po-
larimeter under anvendelse af natriumlinien. Da den
optimale rotation var blevet omtrentlig konstant,
blev der tilsat ca. 20 mg fast natriumcarbonat, og

blandingens mutarotation blev malt.
Enzymkarakterisering.

Grundige undersggelser af enzyminhibering og -kinetik
blev udfoert under de stan-
dardstyrkebestemmelsesbetingelser, der er beskrevet
ovenfor. Ved de grundige undersggelser af stabilite-
ten blev der benyttet en oplg¢sning af enzym (ca. 40
enhéder/ml) i 0,1 M natriumacetatbuffer (pH 6,0) un-
der de beskrevne betingelser.

Lokalisering og type af amylaseaktiviteter.

- Under forelgbige forspg blev der fundet store re¢dlige

farvezoner pd en bla baggrund rundt omkring kolonier
pd stivelse-agar plader, der var blevet farvet med
iodoplgsning. Dette resultat indebar, at C. thermo-
sulfurogenes frembringer amylaser, der ikke er i

stand til at hydrolysere stivelse fuldstandigt.
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I tabel 1 er resultaterne fra forseg, der viser den
cellulare lokalisering og typerne af forskellige amy-
laseaktiviteter hos C. thermosulfurogenes, opsumme-
ret. Organismen frembragte ekstracellular amylase,
hvis aktivitet vil blive klassificeret nedenfor som
g-amylase, men ikke ekstracellular pullulanase eller
glucoamylase under dens vakst. Desuden blev der pa-
vist en til cellen knyttet glucoamylase- 0Og amylase-,
men ikke pullulanaseaktivitet. Hverken amylase- eller
glucoamylaseaktiviteterne blev inhiberet af aerobe

styrkebestemmelsesbetingelser.

Tabel 1: Amylolytiske enzymaktiviteter og cellular
lokalisering hos C. thermosulfurogenes®

LOKALISERING ~ AKTIVITET

styrkebe- cellefri
stemmel- super- vaskede ekstrakter
sesbeting- natant celler (E/mg
enzym elser (E/ml) (E/ml) protein)
amylase aerob 5.5 0.07 0.26
anaerob 5.5 0.07 0.26
pullulanase aerob 0.00 0.00 0.00
anaerob 0.00 0.00 0.00
glucoamylase aerob 0.00 0.02 0.07
anaerob 0.00 0.02 0.07

ac. thermosulfurogenes blev dyrket op til den sene
eksponentielle fase pa et TYE medium, der indeholdt
0,5% oplgselig stivelse som carbonkilde. Anaerobe
styrkebestemmelsesbetingelser blev etableret via til-
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setning af dithiothreitol (2 mM) og gennemledning af
N, gas under fremstillingen af enzymoplgsningen og
alle reaktanterne.

HPLC analyse af stivelseshydrolysater dannet ved
hjelp at ekstracelluler amylase afslgrede, at det u-
delukkende var maltose, der blev frembragt som et pa-
viseligt produkt ud over oligosaccharider med hg¢j mo-
lekylvaegt (dvs. graznsedekstriner). Selv om der blev
benyttet en langvarig inkubation, blev der kun pavist
reducerende sukkerarter, men ikke glucose ved kvanti-
tativ analyse af stivelseshydrolysater. Enzymatisk
hydrolyse af maltotriose og maltotetraose blev ogsa
undersgpgt grundigt. Kun maltose (8 mg/ml) blev frem-
bragt som et resultat af inkubering af 1% maltotetra-
ose i 0,1 M natriumacetatbuffer med 12 enheder af en-
zymet ved 65°C i 3 timer. Under de selv samme betin-
gelser gav enzymatisk hydrolyse af maltotriose (1%)
bédde glucose (0,4 mg/ml) og maltose.

Udlgsningen af den reducerende evne og formindskelsen
af iodfarvningskapaciteten ved enzymets indvirkning
pd amylase blev bestemt. Den langsomme nedgang i bléa-
verdien taget i forhold til den reducerendé verdi i
sammenligning med den, som man fandt for a-amylase-
kontrollen, viser, at enzymet er en eksternt virkende
amylase. Ved grundige underspgelser af mutarotatio-
nen, i hvilke unders¢gelser der blev benyttet a-amy-
lase som kontrol, finder man, at der fremkommer en
opadgdende forskydning i den optiske rotation ved
tilsatningen af base til stivelseshydrolysatet, der
er dannet ved hjalp af C. thermosulfurogenes enzymet,
hvilken opadgaende forskydning viser, at hydrolyse-
produkterne har en B-anomer konfiguration. De ovenfor
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angivne data tilvejebragte beviset for, at den eks-
tracellulare amylaseaktivitet isoleret fra C. thermo-

sulfurogenes var en B-amylase.
B-amylases fysisk kemiske egenskaber.

Virkning af temperaturen pad B-amylaseaktiviteten blev
bestemt. Den optimale temperatur for enzymaktiviteten
var 75°C og 85% af den maksimale aktivitet blev malt
ved 80°C. Da Arhennious kurver for den specifikke ak-
tivitet over for 1/temperaturerne var blevet tegnet
op (er ikke angivet), blev der beregnet Q,, verdier
pad 1,7 for B-amylase, hvor Q,,, temperaturkoefficien-
ten, er forholdet med reaktionshastigheden ved en
bestemt, valgt temperatur og ved en temperatur, der
er 10°C lavere end forstnavnte temperatur.

Temperaturens pavirkning af stabiliteten af B-amylase
i fraver af substrat blev -ogsd8 bestemt. Enzymet var
fuldstendigt stabilt op til 70°C, og 83% af dets op-
rindelige aktivitet blev bibeholdt efter behandling
ved 75°C i 1 time. Enzymet blev nasten fuldstandigt
destrueret indenfor 20 minutter ved 80°C i fraver af
stivelse, men tilsatning af stivelse til enzymoplos-
ningen fore¢gede varmestabiliteten i et stort omfang
taget i forhold til koncentrationen af stivelse. En-
zymet var fuldstendigt stabilt ved 80°C i narvarelse

af 5% stivelse.

Virkningen af pH pa B-amylases aktivitet og stabili-
tet blev bestemt. Optimumsaktiviteten blev iagttaget
ved pH 5,5 til 6,0, og aktiviteten faldt gradvis ved
mere alkaliske eller sure pH verdier. En aktivitet
storre end 43% af den maksimale aktivitet blev pa-
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vist ved pH verdier mellem 2,5 og 9,0. Enzymet var
stabilt i pH intervallet 3,5 til 6,5, men ustabilt
under pH 3,0 og over pH 7,5.

virkningerne af sulfhydrylreagenser, metalioner og
Schardinger dekstriner (a- og B-cyclodekstriner) pa
B-amylaseaktivitet blev underse¢gt. B-amylaseaktivite-
ten blev kraftigt inhiberet af Cu', Hg" og p-chlor-

mercuribenzoat (PCMB), men svagt inhiberet af hydro-
genperoxid, 5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoesyre, N-e-
thylmaleimid (NEM), iodeddikesyre og 2zn''. Inhibe-
ringerne kunne forhindres og genoprettes ved tilsat-
ning af dithiothreitol (10 mM). Mod forventning inhi-
berede Schardinger dekstrinerne ikke enzymaktiviteten
og de blev ikke hydrolyseret af B-amylasen. Under de
brugte styrkebestemmelsesbetingelser blev enzymakti-
viteten ikke pavirket af tilsatningen af 1 til 30 mM

calciumion.

Tabel 2: Virkninger af sulfhydrylreagenser, metalio-
ner og Schardinger dekstriner pd B-amylaseaktivitet.

Koncentration af tilsat reagens % resterende
(mM) aktivitet *
Ingen 100
Hydrogenperoxiddase - 1 98
5 86
5,5'-dithiobis-2-nitrobenzoe

syre (DTNB) - 0,2 96
N-ethylmaleimid (NEM) - 1 93
5 54
Iodacetat (IA) -1 100

5 52
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p-chlormercuribenzoesyre - 0,02 0,2
(pcMB) - 0,1 0,0
CuCl, - 1 1,8
HgCi, - 1 0,0
ZnCl, - 1 93
-10 73
CaCl, - 5 100
-30 100
a-cyclodekstrin - 10 100
B-cyclodekstrin - 10 100

®100% svarer til 24,4 enheder/mg protein under stan-

dardstyrkebestemmelsesbetingelserne.

Virkningerne af ethanol p& enzymaktiviteten og -sta-
biliteten blev ogsd underse¢gt. R-amylaseaktiviteten
blev ikke kendeligt pavirket af tilstedevaerelsen af
3% (v/v) ethanol, men den faldt langsomt i forhold
til ethanolkoncentrationen, nar ethanolkoncentratio-
nen var ste¢rre end 3% (v/v). Ved tilstedevarelsen af
10% (v/v) ethanol blev 65% af den maksimale aktivitet
iagttaget. Denne virkning er tillagt udfaldningen af
stivelsessubstrat fordrsaget af ethanol, fordi B-amy-
lase er fuldstandigt stabilt ved 65°C i 1 time ved
tilstedevarelse af 10% (v/v) ethanol inden aktivitet-

bestemmelsen.
B-amylases kinetiske egenskaber.
De tilsyneladende kinetiske konstanter blev bestemt

for B-amylase pé& stivelse kontra amylose ved bestem-

melse af kurver, der fremstiller produktdannelses-
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hastigheden som funktion af tiden. Det blev vist, at
afhezngigheden for hastigheden for den enzymatiske
hydrolyse af substratkoncentrationen fulgte kinetik-
ken ifplge Michaelis-Menten, og man fik linezre sam-
menhznge for 1/V som funktion af 1/ S . Den tilsyne-
ladende S ,;, Og V,,, som bestemt ud fra den to
gange reciprokke graf for stivelse kontra amylose
var: 1 mg/ml og 60 E/mg protein kontra henholdsvis
1,67 mg/ml og 30 E/mg protein.

Alment har man, at de forudgdende data godtger, at C.
thermosulfurogenes frembringer bade cellebundet glu-
coamylase- og ekstracellulzre p-amylaseaktiviteter.
B-amylasen bliver frembragt i stort udbytte som en
primer metabolit under dyrkning pa& stivelse. B-amyla-
sen besidder en h¢j termisk stabilitet, som kan go¢re
den industrielt anvendelig ved brygning og stivelses-
forarbejdning.

Den ekstracellulzre amylase blev klassificeret som en
B-amylase pa basis af visse kriterier. Indvirkningen
af enzymet pd stivelse gav kun maltose som et pavise-
ligt produkt ved siden af graznsedekstrin med h¢j mo-
lekylvagt, men ikke glucose eller andre lavmolekylare
maltosaccharider. Maltotetraosehydrolyse gav kun mal-
tose, og maltotriose gav glucose og maltose. Enzymet
var inaktivt over for pullulan, sucrose, cellobiose,
trehalose, Schardinger dekstriner og maltose. En
kraftig udlasning af reduceringsevne sammen med en
forholdsvis 1lille formindskelse af iodfarvningsevnen
ved hydrolyse af amylose og den opadgdende mutarota-
tion af stivelsesnedbrydningsprodukt efter tilsatning
af alkali viste, at enzymet virker pa en ekstern made

og producerede maltose med den B-anomere konfigura-
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tion. I disse henseender lignede den ekstracellulare
amylase fra C. thermosulfurogenes de péavirknings-
mgnstre, der er knyttet til planteamylase og andre

mikrobielle B-amylaser.

B-amylasen har industrielle anvendelser ved fremstil-
lingen af oplegsninger af forskellige sukkerarter el-
ler alkoholer ud fra stivelse pé& grund af dens nye
karakteristika. Enzymet er ekstracellulart, en primer
metabolit og det er aktivt og stabilt ved hepj tempe-
ratur. Enzymet fremviser en hg¢j maksimumstemperatur
(75°C) for enzymaktivitet og er stabilt op til 80°C
ved tilstedevarelse af substrat. B-amylasen er ogsé
aktiv og stabil over et bredt interval for pH. Den
har en optimal aktivitet (pH 5,5-6,0) og stabilitet
(pH 3,5-6,5) i det sure omrade, hvilket adskiller den
fra de fleste andre B-amylaser, der fremviser optimal
aktivitet og stabilitet omkring et neutralt pH. B-a-
mylasen kan ogsa& have nye anvendelser ved produktion
af maltosesirupper sammen med en pullulanase, der er
aktiv ved nasten det samme pH og i nasten det samme

temperaturinterval.

B-amylaser fra hg¢jere planter og mikroorganismer er
sulfhydrylenzymer og bliver inaktiveret af sulfhy-
drylreagenser og oxidation. De narvarende data viser,
at C. thermosulfurogenes B-amylase ogsa bliver inak-
tiveret af sulfhydrylreagenser (dvs. PCMB, NEM). I-
midlertid kunne denne inhibering forhindres eller
vendes om ved hjazlp af tilsatning af reduktionsmiddel
(dithiothreitol). Ogsad metalioner (f.eks. Cu”, Hg"",

og Fe'') inhiberede B-amylasen. Imidlertid inhiberede
Schardinger dekstriner, der er betydningsfulde kon-
kurrerende inhibitorer over for andre pB-amylaser
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(5,6), ikke p-amylasen fra C. thermosulfurogenes.

p-amylaseaktiviteten og -stabiliteten blev kun pavir-
ket meget 1lidt af ethanol, selv om vaksten af denne
mikroorganisme var meget fglsom (dvs. ingen vakst ved

tilstedevarelse af 2% ethanol).
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PATENTIKRAYV

1. B-amylase, kendetegnet ved, at den
har temperaturoptimum pd ca. 75°C, er stabii op til
70°C i fraver af substrat og op til 80°C ved tilste-
devarelse af 5% stivelse, har pH-optimum i omradet
ca. 5,5 tilrca. 6,0, er stabil ved pH ca. 3,5 til ca.
6,5, og kan fremstilles ved dyrkning af Clostridium
thermosulfurogenes ATCC 33743 (DSM 2229) i et passen-
de naringsmedium og pafeplgende isolering af den dan-
nede B-amylase med de ovennavnte egenskaber fra kul-

turvasken

2. Anvendelse af pB-amylasen ifgplge krav 1 til at

fremstille maltose ud fra stivelse.

3. Anvendelse af B-amylasen ifplge krav 1 ved frem-
stillingen af alkohol ud fra stivelse.

4. Fremgangsmdde til fremstilling af B-amylasen i-
folge krav 1, kendetegnet ved, at en
stamme af arten Clostridium thermosulfurogenes dyrkes
anaerobt i et passende naringsmedium, hvorpd B-amyla-

sen isoleres fra kulturvaesken.
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