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Stabil og vand-uoplgselig immobiliseret lactase med
en hgj lactose-hydrolyserende aktivitet fremstilles ved
immobilisering af en lactase fra Aspergillus oryzae pa en
makroporgs phenol-formaldehyd-baseret anionbytterharpiks,
som har et speficikt overfladeareal pad mindst 5 m“/g, et
samlet makroporevolumen med en porediamter pd 100-2000 A
pé mindst 0,2 cm3/g og en anionbytterkapacitet pd mindst
1 mekv/g hidrerende fra aminogrupper og/eller cuistituerede
aminogrupper.

Immobiliseringen sker ved, at lactasen adsorberes pi
verestoffet, f.eks. ved neddypning af dette i en lactaseop-
lesning med en pH-verdi pi 4,0-6,5, hvorefter berestoffet med
den adsorberede lactose behandles med glutaraldehyd, f.eks.
ved nedaypning i en glutaraldehydoplesning med en pH-verdipd
3,5-7,0. A

Det foretrzkkes, at adsorptionen og glutaraldehydbehand-
lingen gennemfares ved 0-50°C, og iser at adsorptionen udfores

ved hejere temperatur end glutaraldehydbehandlingen.
Den immobiliserede lactase muligggr en kontinuerlig

katalytisk reaktion af lactosehydrolysen i mazlk, valle og
vallepermeat.
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Den foreliggende opfindelsen angdr en immobiliseret
lactase. Narmere betegnet angdr opfindelsen en stabil og
vanduopleselig, immobiliseret lactase med he¢j lactosehydroly-
serende aktivitet, som kan fremstilles ved immobilisering
af en lactase afledt fra Aspergillus oryzae pa en makroporegs
phenol-formaldehyd-baseret anionbytterharpiks.

Nir et enzym, som i sig selv er katalysator for en
reaktion i en homogen vandig oplesning, immobiliseres, bliver
det muligt at anvende det gentagne gange og kontinuerligt.
I betragtning af en sadan anvendelighed af et immobiliseret
enzym til industrielt formdl er der i den seneste tid blevet
udviklet et antal metoder til immobilisering af enzymer,
jfr. C.R. Zarborsky: Immobilized Enzymes, C.R.C. Press
(1973), og Ichiro Chihata: Immobilized Enzymes, Kodansha
(1975) .

Kendte metoder til fremstilling af immobiliserede
enzymer kan groft opdeles i fglgende fire metoder:

1) Adsorptionsmetoden.

2) Covalent bindings-metoden.

3) Indfangningsmetoden.

4) Tverbindingsmetoden.

Da metoderne hver isar har bade fordele og ulemper i
forhold til de andre, er det vanskeligt at sige, hvilken
der er den bedste. Desuden er der endnu ikke tilvejebragt
et bazrestof eller en metode til immobilisering af enzymer,
som er anvendelige til alle mulige forskellige enzymer. I
praksis mad man individuelt vazlge et egnet bazrestof og en
metode afhzngigt af det specifikke formdl, siledes at man
kan fa et fortrinligt immobiliseret enzym til det beregnede
formal.

Desuden bgr man vare opmerksom pa, at selv de enzymer,
som er klassificeret i samme kategori og har faet samme
enzymnummmer i overensstemmelse med "Report of the Commision
on Enzymes of the International Union of Biochemistry",
1964, kan vare ret forskellige fra hinanden med hensyn til
molekylvegt og enzymatiske egenskaber, hvis de har forskellig
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oprindelse. I sa&danne tilfzlde er det ganske naturligt, at
kombinationen af et bestemt enzym med et bazrestof og en
fremgangsmade, hvorved der fas et sardeles fordelagtigt
immobiliseret enzym, varierer afhangigt af enzymernes oprind-
else, selv om disse har fidet samme enzymnummer og samme navn.

Lactase (B-galactosidase, enzym-nummer 3.2.1.23) er
det enzym, som hydrolyserer lactose til glucose og galactose.
Det er kendt, at dyr, planter, bakterier, svampe og gar
producerer lactase. Lactase er et typisk eksempel pa enzymer
med et navn, hvorunder der er mange slags enzymer, som er
forskellige med hensyn til deres egenskaber bortset fra én
fzlles egenskab, nemlig at de hydrolyserer lactose til gluco-
se og galactose. Eksempelvis kan nzvnes, at blandt enzymerne
fra bakterier er lactase fra Escherichia coli (i det fglgende
benzvnt "E. coli") et intracellulart enzym, hvis molekylvagt
ligger i omradet fra 52 x 104 til 54 x 104, hvis optimale
pH-verdi er 7,3, og hvis Michaelis' konstant, Ky (som angiver
dissociationskonstanten af enzym-substrat-komplekset), er
9,5 x 10™4M [substrat: ortho-nitrophenyl-g-D-galactosepyrano-
sid (ONPG)] og 7,5 x 1073M (substrat: lactose).

P& den anden side er lactase afledt fra gazr, f.eks.
Saccharomyces fragilis eller Saccharomyces lactis, ogsa et
intracellulzrt enzym, hvis molekylvagt er sa lille som 20 x
104, mindre end halvdelen af molekylvagten af lactase fra
E. coli. Lactase fra gzr har en optimal pH-vardi pa 6,5 til
7,0, og Kp-vardierne (substrat: ONPG og lactose) er meget
forskellige fra vardierne for lactase fra E. coli.

Desuden er lactase fra svampen Aspergillus niger et
ekstracellulzrt enzym, hvis optimale pH-verdi er sa lav som
3,5, og hvis molekylvaegt ligger i omradet fra 10 x 104 ti1l
11 x 10%4. Lactasen fra en lignende svamp, Aspergillus oryzae,
adskiller sig pa mange punkter fra lactose fra Aspergillus
niger, herunder den optimale pH-vardi, som er 4,5 til 5,0
(C.D. Boyer: The Enzymes, 3. udg., bd., 7, 617-663).

Man kan sadledes nappe forestille sig, at lactaserne,
hvis oprindelser er forskellige, har samme kemiske struktur
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og egenskaber og er den samme forbindelse. De har Kkun én
fzlles egenskab, som bestar i, at de alle hydrolyserer lacto-
se til glucose og galactose eller aryl- eller alkyl-g-D-
galactosid til en alkohol og galactose.

Man kan derfor sige, at det enzym-immobiliserings-
pzrestof og den enzym-immobiliserings-metode, der er egnet
til ét bestemt enzym, ikke nedvendigvis kan anvendes pa
alle andre enzymer.

Eksempelvis er der i US patentskrift nr. 3.767.531
beskrevet en fremgangsmade til immobilisering af lactase
fra Aspergillus niger pa phenol-formaldehyd-harpiks, som
kun har phenoliske hydroxylgrupper og methylolgrupper, men
ikke andre funktionelle grupper, sdsom amino- eller substi-
tuerede aminogrupper eller carboxymethylgrupper. Disse bzre-
stoffer og den anferte fremgangsmade er imidlertid ikke
nedvendigvis egnet til alle typer af enzymer.

Dette bekrzftes ved en sammenligning af hydrolyseakti-
viteten af lactase immobiliseret ifglge ovennavnte US patent-
skrift og lactasen ifplge den foreliggende opfindelse. Ved
hydrolyse af lactose ifelge nedenstdende eksempel 1 og 2
opnds der rumhastigheder pa hhv. 4,5 og 4,9 time'l, medens
runhastigheden ifelge US patentskrift nr. 3.767.531, eksempel
2, ikke kan komme op over 1,8 time~1l, nar der tilstrabes en
acceptabel hydrolysegrad (75-100%), medmindre man he&ver
temperaturen, hvilket i sig selv er en omkostningsforggende
faktor, som man kun anvender, hvis den ikke kan undgas.
Alene dette viser, at den omhandlede, immobiliserede lactase
er 2-3 gange si effektiv som den kendte, og denne forskel
vokser til mere end det dobbelte, nar man tillige tager i
betragtning, at der med lactasen ifglge opfindelsen behandles
en 7%'s (vegt/vol) lactoseoplgsning, hvor den kendte teknik
behandler ca. 3%'s oplgsning.

Medens det ifelge US patentskrift nr. 3.767.531 er
lactase fra Aspergillus niger, som immobiliseres, kendes
der fra FR offentliggerelsesskrift nr. 2.581.059 en lactase
fra Aspergillus oryzae immobiliseret pa en pullulangel,
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altsd en helt anden geltype end den nedenfor omtalte ionbyt-
terharpiks. De i dette FR offentliggerelsesskrift beskrevne,
immobiliserede lactaser har aktiviteter fra 68 umol til 264
umol pr. minut pr. g katalysator (eksempel 7 hhv. 12). Hvis
den immobiliserede lactase fra nedenstdende eksempel 1 afprg-
ves under samme betingelser (5%'s lactoseoplgsning, pH-verdi
4,5, 30°C) opnas en aktivitet pa 4,53 pmol/mg.min, svarende
til 462 umol pr. g katalysator pr. minut, dvs. nasten det
dobbelte af den bedste, kendte, immobiliserede lactase.
Under anvendelse af en immobiliseret lactase fremstil-
let ved adsorbering af en lactase fra Bacillus circulans pa
"Doulite® ES-762", en phenol-formaldehydharpiks med phenolis-
ke hydroxylgrupper og methylolgrupper, man ingen andre ion-
byttergrupper, efterfulgt af behandling med glutaraldehyd,
har man forsegt at hydrolysere lactose i melk i en prop-
strgmme-reaktor (sopjle), men det er svart at bibeholde akti-
viteten. Aktiviteten falder sa& hurtigt, at halveringstiden
er mindre end 6 dage, selv ndr en lactoseoplgsning i en
koncentration pa 4,8% anvendes som substrat. [Rapport fra
Torii et al., side 38, Symposium af the Agricultural Chemical

‘Society of Japan, afholdt i Tokyo i april 1979; Rapport fra

Matsuno, side 14, det andet foredragsmgde for Enzyme Techno-
logical Studies, 1979]. Lignende vises ogsd med de sammenlig-
ningseksempler, som gives senere.

En vasentlig industriel anvendelse af lactase er til
hydrolyse af lactose i m®lk til personer, der ikke kan tdale
lactose i m®lk, og en anden anvendelse af lactase er hydroly-
se af lactose i valle. Som en fglge heraf har der varet gjort
betydelige forseg pa at udvikle lactaser fra mikroorganismer,
der er egnet til disse to vasentlige industrielle anvendel-
ser, samt en fremgangsmade til immobilisering af disse lacta-
ser (Immobilized Enzyme Technology, udgivet af H.H. Weetall
og S. Suzuki, Plenum Press, New York (1975), Immobilized
Enzymes in Food and Microbial Processes, udgivet af A.C.
Olson og C.L. Cooney, Plenum Press, New York, (1974)).

Iszr har de seneste udviklinger af en membranteknik
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gjort det muligt uden vanskeligheder at adskille valle i en
proteindel med hegj molekylvagt og en del med forbindelser
med lav molekylvagt, som hovedsageligt indeholder lactose.
Med henblik herpa har der varet foretaget mange forskellige
undersggelser af hydrolyse af lactose med en immobiliseret
lactase samt anvendelse af produktet inden for fgdevareindu-
strien.

Nesten ingen af disse undersegelser er imidlertid
kommet i praktisk anvendelse. Arsagen hertil kan vare, at
meget f& lactaser virker bdde pa malk og sur valle, og at
der er et problem med produktinhibering pd grund af galactose
og lignende. Blandt &arsagerne hertil kan iszr navnes, at
kun f& lactaser er stabile, hejaktive over for lactose og
tilgazngelige til en rimelig pris.

Som tidligere navnt betragtes en immobiliseret lactase
som verende af stor betydning set ud fra en industriel an-
vendelse af lactase, men der foreligger ikke én enkelt immo-
biliseringsmetode, som er alment anvendelig pad alle slags
lactaser uanset oprindelse. For at fremstille en fortrinligt
immobiliseret lactase er det ngdvendigt omhyggeligt at udvzl-
ge den bedste kombination af (1) en lactase, dvs., lactase-
type med hensyn til oprindelse, (2) et barestof og (3) en
immobiliseringsmetode. Med andre ord er det ngdvendigt at
udvazlge den bedste lactase ud fra et praktisk synspunkt og
at beslutte sig til det mest egnede barestof og immobilise-
ringsmetode under hensyntagen til den industrielle anvendel-
sesmadde for slutproduktet. Dette gzlder naturligvis for et
hvilket som helst andet, immobiliseret enzym.

Ud fra dette standpunkt er der tilvejebragt fortrin-
lige immobiliseringsbarestoffer (som beskrevet i f.eks. JP
offentliggerelsesskrifter nr. 67091/1979 og nr. 119084/1979).

Desuden er der blevet udviklet en immobiliseret lacta-
se ved hjzlp af adsorptions-immobilisering af en lactase
fra Aspergillus oryzae pa et bazrestof, som er en makroporegs,
phenol-formaldehyd-baseret, amfoter ionbytterharpiks med
bade anion- og kationbyttergrupper, dvs., usubstituerede og
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substituerede aminogrupper og carboxylgrupper, og som har
specifikke fysiske egenskaber, (JP patentskrift nr. 56-
26189), og en immobiliseret lactase ved hjzlp af covalent
binding ved en glutaraldehydbehandling (JP patentskrift nr.
56-51984). Den fgrstnavnte lactase, som er immobiliseret
ved hjzlp af adsorption-immobilisering, og som har et hoijt
enzymindhold pr. vagtenhed bazrestof og hej aktivitet, mulig-
gor en kortere fremstillingstid, idet immobiliseringen af
enzymet sker hurtigere ved adsorption end ved covalent bin-
ding. Den sidstnavnte lactase, som er immobiliseret ved
hjzlp af covalent binding, er stabil uden at forarsage elue-
ring af enzymet, selv om et substrat indeholder en stor
koncentration af salt. P4 grund af den optimale pH-vardi,
som er szregen for en lactase fra Aspergillus oryzae, er
disse immobiliserede lactaser desuden virksomme indenfor et
pH-verdi-omrade, som er bredere end pH-verdiomraderne for
de immobiliserede enzymer, som er fremstillet ud fra lactaser
fra gzr og lactaser fra Aspergillus niger, og de er virksomme
over for sur valle, vallepermeat og melk. Sdledes kan lacta-
sen, der immobiliseres ved covalent binding af en lactase
fra Aspergillus oryzae pa den makroporgse, phenol-formalde-
hyd-baserede, amfotere ionbytterharpiks, siges at vare serde-
les overlegen, set fra et industrielt synspunkt. Hvis der
imidlertid skal peges pa nogle ulemper, kan fremstillingen
og konditioneringen af bzrestoffet vare vanskeligt, fordi
den ionbytterharpiks, der anvendes som bzrestof, er amfoter.

~ Aktivering af en sddan harpiks giver problemer, fordi tilste-

devarelsen af bade anion- og kationbytteraktivitet medfegrer,
at harpiksen skal vaskes skiftevis med sure og basiske oplgs-
ninger.

Ved den foreliggende opfindelse er det alvorligt
blevet forsegt at forbedre ulemperne, og det har nu overras-
kende vist sig, at indholdet af immobiliseringsenzym pr.
vegtenhed af barestoffet, hvis der til immobiliseringen
anvendes en anionbytterharpiks, og der ikke glutaraldehydbe-
handles, vil vazre noget lavere, men elueringen af enzymet
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vil vezre lettere sammenlignet med den makroporgse, phenol-
formaldehyd-baserede, amfotere ionbytterharpiks, som anven-
des til immobiliseringen, hvorimod en immobiliseret lactase,
som har en hej aktivitet pr. enhed (dvs. specifik aktivitet),
og som er s& stabil, at intet enzym elueres fra bzrestoffet,
kan opnas, hvis immobiliseringen udfgres med en glytaralde-
hydbehandling under anvendelse af en aminosubstitueret,
makropores, phenol-formaldehyd-baseret anionbytterharpiks
med de specielle fysiske egenskaber, som fremgar af det
fplgende.

Formalet med den foreliggende opfindelse er derfor
at tilvejebringe en immobiliseret lactase, som muligger en
enkel og effektiv anvendelse af lactase i en kontinuerlig
katalytisk reaktion af substratet, lactose, og som er fri
for de ovenfor nzvnte ulemper.

Formalet med den foreliggende opfindelse opnds med
den her omhandlede immobiliserede lactase, som er ejendomme-
1lig ved, at den er en lactase fra Aspergillus oryzae, som
har felgende egenskaber:

1) den optimale pH-verdi er 4,5 til 5,0 (substrat: lactose),
idet forholdet mellem aktiviteterne ved pH-vardierne 6,65
og 4,5 (begge ved 30°C) er 0,45 * 0,05,

2) Michaelis' konstant K = 0,1 * 0,05 mol/liter (pH-verdi
= 4,5, 30°C, substrat: lactose) og 0,3 * 0,15 mol/liter (pH-
verdi = 6,65, 30°C, substrat:lactose),

3) en inhiberingskonstant Kj ved galactose pa (6 * 3) x
103 mol/liter (pH-verdi = 4,5, 30°C, substrat: lactose) og
(4 + 3) x 10”3 mol/liter (pH-vardi = 6,65, 30°C, substrat:
lactose),

og som er immobiliseret ved hjzlp af covalent binding ved
en glutaraldehydbehandling pa et berestof af en makroporgs,
aminosubstitueret, phenol-formaldehyd-baseret anionbytterhar-
piks med et specifikt overfladeareal pa 5 mz/g eller derover,
et samlet volumen af makroporer, der har en porediameter pa
fra 100 til 2000 A, pa 0,2 cm3/g eller derover og en anion-
bytterkapacitet, der hidrerer fra aminogrupper, substituerede
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aminogrupper eller en kombination deraf, pa 1 mzkv/g eller
derover. '

Den her omhandlede, immobiliserede lactase fremstilles
ved, at lactase fra Aspergillus oryzae adsorberes pd oven-
navnte bzrestof, hvorefter det resulterende bzrestof, hvorpa
lactasen er adsorberet, behandles med glutaraldehyd.

Den her omhandlede, immobiliserede lactase, som er
fremstillet ved covalent binding, har fordele set ud fra
synspunktet industriel fremstilling, og den har tilstrakkelig
hgj aktivitet og stabilitet set ud fra synspunktet industriel
udnyttelse.

Den makroporgse, phenol-formaldehyd-baserede anionbyt-
terharpiks, der indgdr i den immobiliserede lactase ifglge
opfindelsen, kan vare en vilkarlig harpiks fremstillet ved
en hvilken som helst metode, nar blot harpiksen har oven-
nzvnte egenskaber. Harpiksen kan derfor fremstilles ved en
kendt metode, f.eks. som beskrevet i JP patentskrift nr.
53-85890, og nogle af de ionbytterharpikser, som har oven-
nezvnte egenskaber, er kommercielt tilgzngelige.

Harpiksen kan vare formet som granuler eller perler,

_og sterrelsen er fortrinsvis i omradet fra 1410 um til 250

um. Det er ikke at foretrzkke at anvende en harpiks af for
stor storrelse, da hulrumsvolumenet er stort i forhold til
harpikssterrelsen, og som en fglge deraf bliver aktiviteten
pr. volumenenhed mindre. En for lille harpikssterrelse er
heller ikke at foretrzkke, da trykfaldet over f.eks. en
kolonne bliver for stort, eller fordi adskillelsen af reak-
tionsoplgsningen fra det immobiliserede enzym er vanskelig.
Den lactase, der anvendes ved fremstillingen af den
immobiliserede lactase ifplge den foreliggende opfindelse,
fis fra en stamme he¢rende til Aspergillus oryzae som ekstra-
cellulart enzym og har de ovenfor anfgrte karakteristika.
lLactasen er endvidere pH-vardistabil, idet det, nar
lactasen neddyppes i en pufferople¢sning med vekslende pH-
verdi ved 40°C i 1 time, viser sig, at der ikke sker nogen
formindskelse af aktiviteten i pH-verdi-omradet fra 4,0 til
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Lactasen er ogsi temperaturstabil, idet den, nar den
neddyppes i en pufferoplesning med en pH-verdi pa 4,5 og
6,5 ved 50°C eller mindre i 30 minutter, slet ingen aktivitet
mister. Folgende tabel viser enzymets residualaktivitet,
efter at det har vzret neddyppet i en oplesning ved pH-vardi
4,5 og 6,5 ved 55°C eller hgjere i 30 minutter.

Temperatur (°C Residualaktivitet (%)
55 96 - 97
60 80
65 20

Man fandt ikke nogen forskel mellem resultaterne fra
forsggene ved pH-verdi 4,5 og pH-verdi 6,5.

Lactasens aktiveringsenergi, E5, viser ved en afbild-
ning ifglge Arrhenius (substrat: 13,3%'s (vagt/vol) lactose-
oplgsning, pH-verdi = 4,5) en let krumning, og E5-vaerdien
ved 30°C til 40°C er 9 * 3 kal/mol. )

De ovenfor anfgrte vardier inkluderer naturligvis
forsggsusikkerheder, som er tilladelige ved maling af enzyma-
tiske reaktioner. For s& vidt de ovenfor navnte karakteristi-
ka er tilfredsstillet, er fremgangsmaden til fremstilling
af lactase ikke specielt begraznset. Lactasen opbevares szd-
vanligvis i form af pulver eller oplgsning. Hvad angdr akti-
viteten, har et enzym med lav aktivitet ingen mening ifelge
formilet med den foreliggende opfindelse. Som en fplge heraf
foretrzkkes det at anvende et enzympulver, hvis enzymatiske
aktivitet ikke er mindre end 15 ILU pr. mg af det ikke-immo-
biliserede enzympulver, fortrinsvis ikke mindre end 40 ILU/-
ng.

I den foreliggende beskrivelse er 1 ILU defineret
som den mengde lactase, der producerer 1 pumol glucose pr.
minut ved pH-verdi 4,5 ved 30°C, ndr der som substrat anven-
des en 13,3%'s (vagt/vol) lactoseoplgsning. Mzngden af den
siledes fremstillede glucose defineres ved anvendelse af
glucoseoxidase-peroxidase-farvesystemet. Nar mdlingen af
aktiviteten (enhed) udfgres ved en anden pH-verdi eller
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temperatur, vil pH-vardien eller temperaturen blive specielt
anfert i hvert tilfazlde.
Den immobiliserede lactase ifglge den foreliggende

opfindelse kan fremstilles ved en hvilken som helst frem-

gangsmade, for si vidt det resulterende immobiliserede enzym
ligger inden for de ovenfor specificerede rammer. Fplgende
fremgangsmidde betragtes imidlertid som varende praktisk:

Bazrestoffet neddyppes i en lactaseoplgsning i en
pufferoplesning (pH-verdi 4,0 til 6,5), hvorved lactasen
adsorberes pd bazrestoffet. Derpd behandles bazrestoffet, som
adsorberer lactasen, med glutaraldehyd ved neddypning af
bzrestoffet i en vandig glutaraldehydoplesning indstillet
pa pH-verdi 3,5 til 7,0, og blandingen omrgres til dannelse
af immobiliseret lactase. Derefter vaskes ikke-reageret
glutaraldehyd bort. Det antages, at glutaraldehyd tvarbinder
mellem enzymet og bzrestoffet, hvorved enzymet immobiliseres
pa barestoffet med en covalent binding. Faktisk elueres
enzymet ikke fra bzrestoffet, selv nar der anvendes en sub-
stratoplesning med hgj saltkoncentration.

Ved denne immobiliseringsproces skal det bemzrkes,
at ikke-adsorberet lactase vaskes bort efter afslutningen
af adsorptionsprocessen, sdledes at der ikke dannes tvarbin-
dinger mellem de ikke-adsorberede frie enzymer. Hertil kom-
mer, at behandlingen med glutaraldehyd efter adsorptionen
fortrinsvis udfeores indenfor en pH-vardi pa 4,0 til 6,5,
hvorved den adsorberede lactase ikke elueres under glutaral-
dehydbehandlingen.

Med hensyn til immobiliseringstemperaturen kan den
for den vandige oplgsning ligger over frysepunktet, men
ikke over 50°C. Adsorptionen og reaktionen med glutaraldehyd
kan fortrinsvis udferes ved en temperatur mellem 5°C og
45°C. Det foretrzkkes at udfere adsorptionen ved en tempera-
tur lidt hejere end den, hvorved behandlingen med glutaral-
dehyd foregdr, f.eks. kan adsorptionen udfgres ved 30°C og
behandlingen med glutaraldehyd ved 20°C, hvorved adsorptions-
hastigheden bliver hej, og der sker nasten ingen eluering
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under glutaraldehydbehandlingen.

Egende glutaraldehydkoncentrationer, der anvendes
ved lactaseimmobiliseringen, er 0,1 til 5%, fortrinsvis ca.
0,2 til 2%.

Den tid, der er ngdvendig til adsorption og behandling
med glutaraldehyd, afhanger af temperaturen i den enkelte
proces, men er almindeligvis fra ca. 0,5 til 20 timer for
hver proces. I de tilfazlde, hvor adsorptionen og behandlingen
med glutaraldehyd udferes ved en temperatur fra ca. 15°C
til 40°C, er 1 til 6 timer lange nok til hver proces.

Den mengde pulveragtig lactase, der skal immobilise-
res, er ca. 200 mg/g tert barestof. Selv om bade mzngde og
procentdel af immobiliserings-enzymet er mindre end hos den
immobiliserede lactase, der er beskrevet i JP patentskrift
nr. 56-51984, er der ingen problemer i praksis. Den immobili-
serede lactase ifglge den foreliggende opfindelse er overle-
gen i fremstillingens lethed og bazrestoffets tilgengelighed.

Det er vigtigt at vaske den immobiliserede lactase
grundigt med en pufferoplesning med en hej saltkoncentration
og vand til fjernelse af al den lactase, som ikke er til-
strzkkelig bundet og derfor sandsynligvis vil skilles fra.
Det enzym, som ikke skilles fra ved en sadan behandling, er
netop den her omhandlede, immobiliserede lactase.

De enzymatiske egenskaber af foretrukne udfgrelses-
former for den her omhandlede, immobiliserede lactase er
anfert i det felgende:

1. Optimal pH-verdi og pH-vardi-afhzngighed:

Den optimale pH-verdi er fra 4,5 til 5,0, nar substra-
tet er lactose, og der observeres nasten ingen e#ndring i de
optimale pH-vardier ved immobiliseringen. Forholdet mellem
aktiviteten ved pH-verdi 6,65 og aktiviteten ved pH-vaerdi
4,5 er 0,45 * 0,05, dvs. som ovenfor anfert.

2. Michaelis' konstant Kp:
Ky = 0,2 * 0,1 mol/liter (bade ved pH-verdi 4,5, 30°C, sub-
strat: lactose, og ved pH-vardi 6,5, 30°C, substrat: lacto-

se) .
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3. Inhiberingskonstant K; ved galactose:
Ki = (8 £5) x 10~2 mol/liter (pH-vardi 4,5, 30°C, substrat:
lactose) og Ky = (3 % 2) x 1072 mol/liter (pH-vardi 6,65,
30°C, substrat: lactose).

Begge vardier for Ky og Kj af det immobiliserede
enzym er tilbgjelige til at stige med en forggelse af koncen-
trationen af glutaraldehydoplesningen, der anvendes til

‘behandlingen, og ydermere er det, ved mdlingen deraf, szrde-

les svaert at opna resultaterne med god reproducerbarhed.
Den ovennavnte vardi for K, og Kj skal derfor ses under
hensyntagen hertil.

4, pH-vaerdi-stabilitet:

Nar det immobiliserede enzym neddyppes i pufferoples-
ning med forskellig pH-vardi ved 40°C i 1 time, er det immo-
biliserede enzym stabilt, og der observeres ingen formind-
skelse i aktiviteten i pH-verdi-omradet fra 2,0 til 7,0.

Den her omhandlede, immobiliserede lactase besidder
de ovenfor nzvnte, -enzymatiske egenskaber, og nogle supple-
rende, egenskaber, som beskrives i det fglgende.

1. Aktiviteten pr. vagtenhed (specifik aktivitet)
Aktiviteten pr. g ter, immobiliseret lactase (specifik akti-
vitet) er ikke specielt begrznset, men en lactase med en
for lav aktivitet er vardiles set ud fra formalet med den
foreliggende opfindelse. (To¢r, immobiliseret lactase benzvnes
i det fplgende "IML"). Lactasen med ca. 200 ILU/g-IML eller
derover ved pH-vardi 4,5 ved 30°C foretrzkkes i praksis. I
den foreliggende opfindelse opnds der let lactaser med en
aktivitet s& he¢j som ca. 500 til 1000 ILU/g-IML.

2. Modstandsevne mod kemikalier.

Nar den her omhandlede, immobiliserede lactase neddyppes i
en 300 gange si stor mzngde 10%'s vagt/vol benzalkoniumchlo-
ridoplegsning, et desinfektionsmiddel, "Osuban" (som sazlges
af Takeda Chemical Industries, Ltd.), og far lov at sta i 3
maneder ved 4°C, observeres nasten ingen formindskelse i
aktiviteten. Den her omhandlede, immobiliserede lactase ses
sdledes at vare yderst resistent over for kemikalier.
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3. Stabilitet i en kontinuerlig reaktion.

Som belyst i detaljer i eksemplerne udferes hydrolyse af
lactose pd& fglgende made: Den her omhandlede, immobiliserede
lactase med f.eks. en specifik aktivitet pa 615 ILU/g-IML
ved pH-vardi 4,5 ved 30°C pakkes i en s¢jle, som er forsynet
med en kappe, og en 7%'s vagt/vol lactoseoplesning (pH-verdi
4,5) ledes kontinuerligt gennem se¢jlen, der holdes pa 40°C
ved en rumhasighed (SV) pa 4,5 time~l i 100 dage. I dette
tilfzlde forbliver hydrolyseforholdet 98 til 100%, og der
observeres ingen formindskelse i aktiviteten. Det er sdledes
tydeligt, at den her omhandlede lactase er meget stabil i
den kontinuerlige reaktion.

Den foreliggende opfindelse belyses i narmere detaljer
i de fplgende eksempler.

Betingelserne for malingerne af aktiviteten af den
immobiliserede lactase ifelge den foreliggende opfindelse
forklares 1 det fglgende.

1. Fremgangsmade til mdling af aktiviteten af den immobilise-
rede lactase:

Den immobiliserede lactase (0,1 til 0,3 ml) suspenderes i
en 0,05 M acetatpufferoplesning (pH-vardi 4,5). Til denne
oplesning szttes en oplesning af lactose i samme pufferoples-
ning som ovenfor, sdledes at der opnds en 13,3%'s (vegt/vol)
lactoseoplesning. Oplegsningen omrystes ved 30°C i 15 minutter
med en omryster (100 omdr. pr. min., rystebredde: 3,5 cm) .
Efter fjernelse af den immobiliserede lactase ved filtrering,
bestemmes indholdet af glucose i filtratet under anvendelse
af glucoseoxidase-, peroxidase- og farvestofsystemet. Mzngden
af enzymet, der producerer 1 pmol glucose i lgbet af 1 minut,
defineres som 1 enhed (1 ILU). pH-Niveauet og temperaturen
ved mdlingen af aktiviteten vil blive anfgrt i hvert enkelt
tilfelde i beskrivelsen.

2. Maling af vagten af den immobiliserede lactase og bzre-
stoffet:

Den immobiliserede lactase eller barestoffet spredes ud i
et hejst 2 mm tykt lag og terres under formindsket tryk (5
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mm Hg eller derunder) ved 50°C i mindst 8 timer, indtil der

er opndet en konstant vagt. Derefter anbringes den immobili-
serede lactase eller bzrestoffet, der skal undersdges, i en
ekssikkator ved stuetemperatur (18 til 25°C) i 1,5 timer
eller mere, hvorefter vagten heraf bestemmes. Denne vagt
betragtes som varende vazgten i ter tilstand. Alle vagtangi-
Velser i den foreliggende beskrivelse er denne torvagt.

Eksempel 1 7
Frémstilling af immobiliseret lactase samt dens sammensztning
Et tort lactasepulver fra Aspergillus oryzae-(7,5 g)
(fremstillet af Shinnihon Kagaku Kogyo Co.,raktiviteten ved
pH-vardi 4,5 ved 30°C: 58 ILU/mg, K, ved pH-vardi 4,5 ved
30°C: 0,10 mol/liter) oplgses i 375 ml af en 0,05 M acetat-
pﬁfferopl¢sning (pH-vardi 5,5). I denne oplesning neddyppes
50 g af en makroporgs, phenol-fdrmaldehyd-baseret anionbyt-
terharpiks med en partikelstgrrelse pad 250 til 840 um, et
spécifikt overfladeareal pa 31 m?/g, et samlet volumen af
makroporer med en porediameter pa 100 til 2000 A pd 0,52
cm3/g og en anionbytterkapacitet, der hidrerer fra primezre
aminogrupper og sekundzre aminogrupper, pa 7,5 makv/g (kom-
mercielt tilgzngeligt "Duolite®a-7", fremstillet af Diamond
Shamrock). Den resulterende blandihg omrgres ved 30°C i 4
timer ved ca. 150 omdr/min. til udferelse af adsdrptions—
proéessen. Derefter vaskes produktet grundigt med en 0,2 M
acetatpufferoplesning (pH-vardi 5,5) og afioniseret vand,
indtil intet enzym er til stede i vaskevasken. Mzngden af
adsorberet enzym beregnes til at vare 103 mg/g paerestof ud
fra proteinindeholdet i vaskevzskerne. Det sdledes fremkomne
barestof med adsorberet lactase neddyppes i 375 ml af en
0,8%'s glutaraldehydoplgsning (indstillet pd pH-vardi 4,5)
og omrgres i 3 timer ved 150 omdr/min., medens temperaturen
holdes pa 20 til 21°C. Den résulterende harpiks vaskes grun-
digt med en 0,2 M acetatpufferoplesning af afioniseret vand.
Mzngden af immobiliseret enzym beregnes til at vare 102
mg/g bazrestof. Aktiviteten af den siledes opnéede, immobili-



10

15

20

25

30

35

DK 160841B

15

serede lactase viser sig at vare 615 ILU/g-IML ved pH-vaerdi

4,5 ved 30°C.

Kontinuerlig hydrolyse af lactose
Den her omhandlede, immobiliserede lactase (10 ml)

pakkes i en sg¢jle (indvendig diameter 12 mm), som er forsynet
med en kappe. En 7%'s lactoseoplgsning, indstillet pa pH-
verdi 4,5 med en 0,05 M acetatpufferoplesning, ledes konti-
nuerligt gennem sgjlen, som holdes ved 40°C, i 100 dage ved
en rumhastighed pa 4,5 time~l. Den hydrolyserende mzngde
beregnes ud fra glucoseindeholdet i den eluerende oplgsning
og viser sig at vere holdt inden for 98 til 100% i lgbet af
de 100 dage. Der iagttages sdledes ingen formindskelse i
aktiviteten. Den immobiliserede lactase i s¢jlen steriliseres
én gang hver anden uge med en 500 gange sd stor mengde af
et kommercielt tilgazngeligt desinfektionsdetergens "Diazan"
(fra Asahi Garasu K.K.).

Kontinuerlig hydrolyse af lactose i skummetmelk

En s¢jle (indvendig diameter 14 mm) pakket med 15 ml
af den her omhandlede, immobiliserede lactase anbringes i et
rum ved 4°C, og en 12%'s vagt/vol skumnetmzlksoplesning (sam-
jet sukkerindhold: 5% vagt/vol, pH-vardi 6,65) ledes kontinu-
erligt gennem sgjlen i 85 dage ved en rumhastighed pa 0,75
time~l. Selv om den hydrolyserende mezngde lactose er betrag-
telig ujevn straks efter hydrolysens pabegyndelse, viser
gennemsnitsmengden sig at vare henholdsvis 72,5% og 70,4%
for de forste 5 dage efter begyndelsen og de sidste 5 dage
fra den 80. dag til den 85. dag. Sdledes viser formindskelsen
i aktiviteten sig at vare meget lille, hvis der overhovedet
er nogen. I dette forseg vaskes den immobiliserede lactase
gennemsnitlig én gang hver 5. dag med en 200 gange sd stor
mengde "Diazan" til forebyggelse af forradnelse af skummet-
mzlk, hvilket er tilbgjeligt til at forekomme, nar den ledes

gennem sg¢jlen.
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Kontinuerlig hydrolyse af lactose i valle
En s¢jle (indvendig diameter 12 mm) pakket med 10 ml

af den her omhandlede, immobiliserede lactase anbringes i
et rum ved 4°C. Vallepulver (fremstillet i New Zealand)
oplgses som en 7%'s vagt/vol oplgsning med et lactoseindhold
pa 4,9%, indstilles pa pH—Vardi 4,4, frigeres for det uoplgs-
te materiale ved centrifugering, hvorefter der tilsazttes
120 ppm n-propyl-p-hydroxybenzoat til forebyggelse af forrad-
nelse. Oplgsningen ledes gennem sgjlen ved en rumhastighed
pa 2,4 time™l. Den gennemsnitlige hydrolyserende mengde'
lactose i 5 dage efter hydrolysestarten viser sig at vare
87%. Efter at hydrolysen er udfert kontinuerligt i 120 dage,
viser den hydrolyserende mengde sig at vere 78%. Denne for-
mindskelse har ikke nogen vasentlig praktisk betydning. '

I dette forseg steriliseres den immobiliserede lactase
én gang hver anden uge med en 500 gange s& stor mengde "Dia-

zan".

Maling af Ky od Kj

Kp— og Kj-vardierne af den her omhandlede, immobilise-
rederlactase beregnes ud fra Lineweaver-Burk-afbildninger
under anvendelse af en lactoseoplegsning som substrat. Kp-
verdien viser sig at vare 0,21 mol/liter ved pH-vardi 4,5
ved'30°c, og Kj-verdien viser sig at vare 6,7 x 1072 mol/li-
ter ved tilsatning af en 0,15 M galactoseoplgsning, hvorimod
Kp-verdien var 0,22 mol/liter ved pH-vardi 6,65 ved 30°C,
og Kj-vardien var 2,5 x 10"2 mol/liter ved tilsztning af en
0,1 M galactoseoplgsning. '

Temperaturstabilitet 7
Temperaturstabiliteten af den her omhandlede, immobi-

liserede lactase bestemmes ved pH-vardi 4,5 under anvendelse
af en 13,3%'s lactoseopleosning som substrat, hvorved afbild-
ninger ifglge Arrhenius viser en svag krumning mellem 0°C
og 50°C. Hver aktiveringsenergi ved cé. 30°C til 40°C og .
ca. 5°C viser sig at vare henholdsvis 71 * 2 kcal/mol og 11
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+ 2 kcal/mol.

Eksempel 2

Fremstilling af immobiliseret lactase samt dens sammensetning
Et teort lactasepulver fra Aspergillus oryzae (2,3 g)

(aktiviteten og Kp-vardien ved pH-verdi 4,5 ved 30°C er
henholdsvis 73 ILU/mg og 0,11 mol/liter) opleses i 150 ml
0,05 M acetatpufferoplesning (pH-vardi 5,5). I denne oplgs-
ning neddyppes 20 g af en makroporegs, phenol-formaldehyd-
baseret anionbytterharpiks med en partikeldiameter pa 250
til 840 um, et specifikt overfladeareal pa 68 m?/g, et samlet
volumen af mikroporer med en porediameter pd 100 til 2000 A
pad 0,56 cm3/g og en anionbytterkapacitet hidrgrende fra
tertizre aminogrupper pa 4,4 mzkv/g (kommercielt tilgazngeligt
"pDuolite®a-4", fremstillet af Diamond Shamrock). Omregringen
af blandingen fortsattes ved en vasketemperatur pa 35 * 2°C
i 3 timer ved ca. 150 omdr/min. til adsorbering af lactasen
pa bzrestoffet. Produktet vaskes successivt og grundigt med
en 0,3 M acetatpufferoplesning (pH-vardi 5,5) og afioniseret
vand, og den lactaseimmobiliserende harpiks neddyppes deref-
ter i 150 ml af en 1,0%'s glutaraldehydoplesning (indstillet
pa pH-verdi 4,5). Omrering af blandingen fortszttes ved en
vesketemperatur pa 20°C i 4 timer ved 150 omdr/min. til
udfgrelse af glutaraldehydbehandlingen. Mazngden af immobili-
seret enzym beregnes til at vare 74 mg/g-barestof. Aktivite-
ten af den sdledes opndede, immobiliserede lactase viser
sig at vare 635 ILU/g-IML ved pH-vardi 4,5 ved 30°C.

Kontinuerlig hydrolyse af lactose
En s¢jle (indvendig diameter 12 mm) forsynet med en

kappe pakkes med 10 ml af den her omhandlede, immobiliserede
lactase. Lactose oplegses 1 en 0,05 M acetatpufferoplesning
indeholdende 150 ppm n-propyl-p-hydroxybenzoat til dannelse
af en 7%'s vagt/vol lactoseoplgsning. Den resulterende oplgs-
ning ledes kontinuerligt gennem den ovennzvnte spjle ved

30°C, en pH-vardi pa 5,5 og en rumhastighed pa 4,9 time™l.
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I den kontinuerlige hydrolyse i 88 dage var formindskelsen
i den hydrolyserende mzngde kun fra 75% til 71 % 2%. I dette
forsgg steriliseres den immobiliserede lactase i sgjlen én

gang hver anden uge med en 300 gange sa stor mzngde "Osuban".

Eluering af enzym med en oplgsning med hej saltkoncentration
En 0,3 M phosphatpufferoplesning (pH-verdi 6,65)
ledes gennem en med kappe forsynet spjle fyldt med 10 ml af
den her omhandlede, immobiliserede lactase ved en s¢jletem-
peratur p4 40°C i én uge ved en rumhastighed pa 5,0 time™1.
Pufferoplesningen har samme pH-vardi og samme elektriske
ledningsevne som melk. Mzngden af ehzym og protein, som
elueres i lgbet af denne tid, er kun 2,8%, baseret pa vagten
af det immobiliserede enzym, og formindskelsen af aktiviteten
er ogsd kun 3% (den fundne aktivitet er 615 ILU/g-barestof).
Nir mulige forsggsusikkerheder tages i betragtning, kan det
havdes, at der ingen formindskelse af aktiviteten sker.

Hydrolyse af lactose i valle
En sgjle (indvendig diameter 14 mm) forsynet med en
kappe pakkes med 8 ml af den her omhandlede, immobiliserede

~lactase. En 7%'s vagt/vol-oplesning af vallepulver (fremstil-

let i New Zealand) indeholdende 150 ppm n-propyl-p-hydroxy-
benzoat centrifugeres ved 5000 G til fjernelse af det uoples-
te materiale. Den ovenstdende vaske (indstillet pad pH-vardi
4,5) var noget emulgeret, da substratoplesningen blev ledet
igennem sgjlen ved en s¢jletemperatur pa 40°C i 8 uger ved
en rumhastighed pa 8,5 time~l. Bade substratoplesningen og
produktoplesningen afkegles til ca. 2°C for ‘at forebygge
forradnelse i steorst mulig udstrzkning, og det immobiliserede
enzym i s¢jlen steriliseres ogsda én gang hver ugé med en
300 gange s& stor mzngde af et desinfektion-detergens, "Osu-
ban". Lige for sterilisationen er aktiviteten synligt for-
mindsket, men den genvindes @jeblikkelig efter sterilisation-
en. Trods alt viser den hydrolyserende mzngde lactose sig i
den forste uge at vare 86% i gennemsnit, og i den 8. uge
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85%. Der iagttages saledes ingen formindskelse i lgbet af
dette tidsrum.
Maling af Kp-verdi

Under anvendelse af lactose som substrat males Kp-
verdien ved pH-vardi 4,5 ved 30°C og ved pH-vzrdi 4,5 ved
40°C og beregnes ud fra Lineweaver-Burk-afbildninger til at
vazre henholdsvis 0,27 mol/liter og 0,34 mol/liter.

Eksempel 3
Fremstilling af immobiliseret lactase samt den sammensetning

Ft tort lactasepulver fra Aspergillus oryzae (3,0 9)
(fremstillet af Shinnihon Kagaku Kogyo Co., aktivitet: 80
IIU/mg ved pH-vardi 4 5 ved 30°C, Km-verdl. 0,10 mol/liter
ved pH-vardi 4,5 ved 30°C) oplgses i 150 ml af en O, 05 M
acetatpufferoplgsning (pH-vardi 5,2). I denne oplesning ned-
dyppes 20 g af en makropores, phenol-formaldehyd-baseret
anionbytterharpiks med en partikeldiameter pa 250 til 1000
pm, et specifikt overfladeareal pa 95 m2/g, et samlet volu-
men af makroporer med en porediameter pa 100 til 2000 A pa
0,66 cm3/g og en anionbytterkapacitet hidregrende fra sekundaz-

re aminogrupper og tzrtizre aminogrupper pa 4,3 nmzkv/g (kom-
mercielt tilgzngeligt "puolite®s-37", fremstillet af Diamond
Shamrock), og adsorptionsprocessen udfores ved 30°C i 4
timer. Efter tilstrzkkelig vaskning beregnes den adsorberende
mengde enzym til at vare 99 mg/g-berestof. Den lactaseadsor-
berende harpiks neddyppes successivt i 150 ml1 af en 1,5%'s
glutaraldehydoplegsning (indstillet pa pH-vardi 4,5) og holdes
ved 15°C i 4 timer. Mazngden af den immobiliserede lactase
viser sig at vare 97 mg/g-bzrestof, og aktiviteten af den
immobiliserede lactase er 680 ILU/g-IML ved pH~-verdi 4,5
ved 30°C.

Optimal pH-verdi og pH-verdi-afhengighed af aktiviteten
Under anvendelse af en 13,3%'s vagt/vol lactoseoples-—

ning mdles pH-vardi-afhzngigheden af aktiviteten hos den

her omhandlede, immobiliserede lactase ved 30°C. Den optimale
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pH-vardi er frar4,5 til 5,0, og forholdet mellem aktiviteten
ved pH-vardi 6,65 og pH-vardi 4,5 er 0,44.

Opbevaringsstabilitet

En del af den her omhandlede, immobiliserede lactase
holdes ved 35°C under formindsket tryk, indtil vandindholdet
nadr 50%. Den saledes terrede, immobiliserede lactase (som
sd ter ud) forsegles i luften og holdes i en termostat ved
30°C i 2 maneder. Da den derefter blev malt ved pH-vardi
4,5 ved 30°C var aktiviteten forblevet 630 ILU/g-IML. Opbeva-
ringsstabiliteten er sdledes gunstig.

Eksempel 4

Fremstilling af immobiliseret lactase samt dens sammensztning
Det samme teorre lactasepulver, som er anvendt i eksem-

pel 2 (1,5 g), oplgses i 75 ml af en 0,05 M acetatpufferop-
lgsning (pH-verdi 5,2). I denne oplgsning neddyppes 10 g af
en makropore¢s, phenol-formaldehyd-baseret anionbytterharpiks
med en partikeldiameter pa 250 til 1000 um, et specifikt
overfladeareal pa 90 m2/g, et samlet volumen af makroporer
med en porediameter pad 100 til 2000 A& pa 0,6 cm3/g og en
anionbytterkapacitet hidregrende fra kvaternzre ammoniumgrup-
per (fremstillet ved reaktion mellem en kommercielt tilgange-
lig “Duolite®S—30"—harpiks produceret af Diamond Shamrock
og 3-chlor-2-hydroxypropyltrimethylammoniumchlorid til ind-
foring af kvaternzre ammoniumgrupper i harpiksen) pa 1,9
mekv/g. Omrgringen af blandingen fortszttes ved 150 omdr/min.
i 5 timer, medens vesketemperaturen holdes pa 25°C til adsor-
bering af lactasen pa bazrestoffet. Efter at vare vasket
grundigt med 0,3 M acetatpufferoplesning (pH-vardi 5,2) og
afioniseret wvand, neddyppes barestoffet, som har enzymet
immobiliseret ved adsorption, i 75 ml af en 2%'s glutaralde-
hydoplesning (indstillet pa pH-verdi 4,4), og omrgringen
fortszttes i 4 timer ved 150 omdr/min., medens vasketempera-
turen holdes pa 18 til 22°C, og derefter udfgres glutaralde-
hydbehandlingen. Mzngden af det immobiliserede enzym viser
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sig at vare 89 mg/g-barestof, og aktiviteten heraf er 630
ILU/g-IML ved pH-vardi 4,5 ved 30°C.

Modstandsevne mod kemikalier

Den her omhandlede, immobiliserede lactase, som er
delt i 4 dele, som hver isazr svarer til en mengde pad ca. 1
g lactase, neddyppes i henholdsvis en 200 gange sa stor
me&nge "Diazan" en 200 gange sa stor mengde "Osuban'", en
mzlkesyreoplgsning med pH-vaerdi 2,5 og en melkesyre-natrium-
hydroxidoplgsning med pH-verdi 3,0 og far derefter lov til
at sta ved 4°C i 1 maned. Derefter mdles hver aktivitet ved
pH-verdi 4,5 ved 30°C og viser sig at vare henholdsvis 605,
625, 620 og 600 ILU/g-IML. Der iagttages sdledes nasten

ingen formindskelse i aktiviteten.

Sammenligningseksempel 1
Et tort lactasepulver fra en gzr, Saccharomyces (Kluy-

veromyces) lactis, adsorberes ved pH-vardi 6,65 pa det i
eksempel 1 omhandlede bzrestof, og derefter behandles det
med en 1,5%'s glutaraldehydoplesning (indstillet pa pH-verdi
6,65) til immobilisering ved covalent binding. Derefter males
aktiviteten ved pH-vaerdi 6,65, som svarer til malks pH~-vaerdi,
ved 30°C under anvendelse af en 13,3%'s vagt/vol lactoseop-
l¢sning som substrat, og den viser sig kun at vare 1 ILU/g-
IML eller mindre. Der er altsd fremstillet en immobiliseret

lactase med nasten ingen aktivitet af praktisk betydniné.

Sammenligningseksempel 2
Tmmobilisering pd et barestof, der hverken har amino- eller

carboxylgrupper.

Eksempel 1 gentages, idet dog processen udfgres i
1/5 skala, under anvendelse af en kommercielt tilgzngelig
phenol-formaldehyd-harpiks, "puolite® ES-762" (fremstillet
af Diamond Shamrock), uden andre ionbyttergrupper end pheno-
liske hydroxylgrupper og methylolgrupper som bzrestof til
immobilisering af enzymet. Mzngden af immobiliseret enzym




10

15

DK 1608418

22

viser sig at vare 49 mg/g-bzrestof ved pH-verdi 4,5 ved
30°C, og aktiviteten er kun 270 ILU/g-IML, hvilket er halv-
delen af den i eksempel 1 fremkomne.

Sammenligningseksempel 3
En kommercielt tilgzngelig lactase af industriel

renhed (aktivitet 5 ILU/g-IML ved pH-vardi 4,5, 30°C) fra
Aspergillus niger adsorberes pad det i eksempel 1 anvendte
bzrestof i en mzngde pd 150 mg lactase pr. g bzrestof og
behandles derefter med en 1,5%'s glutaraldehydoplesning
(indstillet pd pH-vardi 4,5). Aktiviteten af den resulteren-
de, immobiliserende lactase er mindre en 1 ILU/g-IML ved
pH-vardi 6,65, hvilket er den samme pH-verdi som for mzlk,
og 45 ILU/g-IML selv ved pH-vardi 4,0 ved 30°C. Denne immo-
biliserede lactase har sdledes en meget lav aktivitet og
ingen vardi af praktisk betydning.
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PATENTEKRAV
1. Immobiliseret 1lactase, kendetegnet

ved, at den er en lactase fra Aspergillus oryzae, som har

fplgende egenskaber:
1) den optimale pH-vardi er 4,5 til 5,0 (substrat: lactose),
idet forholdet mellem aktiviteterne ved pH-vardierne 6,65
og 4,5 (begge ved 30°C) er 0,45 + 0,05,
2) Michaelis' konstant Ky = 0,1 £ 0,05 mol/liter (pH-verdi
= 4,5, 30°C, substrat: lactose) og 0,3 * 0,15 mol/liter
(pH-verdi = 6,65, 30°C, substrat:lactose),
3) en inhiberingskonstant Kj ved galactose pa (6 * 3) X
1073 mol/liter (pH-verdi = 4,5, 30°C, substrat: lactose) og
(4 + 3) x 1073 mol/liter (pH-vardi = 6,65, 30°C, substrat:
lactose),
og som er immobiliseret ved hjazlp af covalent binding ved
en glutaraldehydbehandling pa et bazrestof af en makropores,
aminosubstitueret, phenol-formaldehyd-baseret anionbytterhar-
piks med et specifikt overfladeareal pa 5 m2/g eller derover,
et samlet volumen af makroporer, der har en porediameter pa
fra 100 til 2000 A, p& 0,2 cm3/g eller derover og en anion-
bytterkapacitet, der hidregrer fra aminogrupper, substituerede
aminogrupper eller en kombination deraf, pa 1 mzkv/g eller
derover.
2. Immobiliseret lactase ifplge krav 1, k e n d e-
t egnet ved, at den har felgende enzymatiske egenskaber:
1) den optimale pH-vardi = 4,5 til 5,0 (substrat: lactose),
idet forholdet mellem aktiviteterne ved pH-vardierne 6,65
og 4,5 (begge ved 30°C) er 0,45 * 0,05, og
2) Michaelis' konstant K = 0,2 * 0,1 mol/liter (pH-verdi =
4,5, 30°C, og pH-vardien = 6,65, 30°C, substrat: lactose).
3. Immobiliseret lactase ifplge krav 1, k e nd e-
tegnet ved, at den har en inhiberingskonstant Kj pa
galactose pa (8 £ 5) x 10”2 mol/liter (pH-verdi = 4,5, 30°C,
substrat: lactose) og (3 * 2) x 1072 mol/liter (pH-verdi =
6,65, 30°C, substrat: lactose).
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