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69 Verfahren zur Fixierung einer biologisch aktiven Substanz auf einem porosen Trigermaterial.

@ Das vemnetzbare biologisch aktive Material wird in

den Poren eines Triigermateriales dauerhaft fixiert
und unbeweglich gemacht, indem man es zunichst in den
Poren des Trigermateriales unléslich macht, und dann
darin vernetzt. Das biologisch aktive Material kann da-
bei bereits in seiner biologisch aktiven Form vorliegen
oder als aktivierbarer Vorliufer, der dann vor der Ver-
wendung aktiviert werden kann.

Das so erhaltene, im Trigermaterial fixierte biolo-
gisch aktive Material kann mit Vorteil zur Durchfiihrung
von Reaktionen mit Substraten verwendet werden.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur Fiexierung einer vernetzbaren biologisch
aktiven Substanz oder eines Vorldufers der biologisch akti-
ven Substanz auf einem Trigermaterial, indem man die bio-
logisch aktive Substanz, bzw. den Vorldufer, in das Trager-
material einfiihrt und dort durch Vernetzung unbeweglich
macht, dadurch gekennzeichnet, dass man die biologisch
aktive Substanz oder deren Vorldufer in die Poren eines po-
rosen Trigermaterials einfiihrt, die biologisch aktive Sub-
stanz oder deren Vorliufer unldslich macht, damit sie wih-
rend der Vernetzung im wesentlichen nicht aus den Poren
verdriingt wird, und die biologisch aktive Substanz oder deren
Vorliiufer vernetzt, und wobei die Einfiihrung der biologisch
aktiven Substanz oder deren Vorliufers, deren Unldslichma-
chung und deren Vernetzung so erfolgt, dass der Haupiteil
der biologisch aktiven Substanz oder deren Vorldufers in den
Poren des Triigermaterials, und nicht an dessen dusserer
Oberfliche fixiert ist.

2. Verfahren nach Patentanspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Unléslichmachen der biologisch aktiven
Substanz in den Poren des pordsen Trigermaterials erfolgt,
indem man die biologisch aktive Substanz aus einer Losung
der biologisch aktiven Substanz ausfallt.

3. Verfahren nach Patentanspruch 2, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das Ausfillungsverfahren und die Vernetzung
nacheinander durchgefiihrt werden, indem man die Losung
der biologisch aktiven Substanz in den Poren mit einem Aus-
fillungsmittel behandelt und anschliessend die biologisch
aktive Substanz mit einem Vernetzungsmittel behandelt.

4. Verfahren nach Patentanspruch 3, dadurch gekenn-
zeichnet, dass das pordse Triigermaterial zunéchst mit einer
konzentrierten Lésung der biologisch aktiven Substanz ge-
triinkt wird, wobei die Losung in die Poren des pordsen Tré-
germaterials eindringt, und dass man dann anschliessend eine
Behandlung mit einem Ausféllungsmittel, welches die biolo-
gisch aktive Substanz nicht denaturiert, durchfiihrt, um die
biologisch aktive Substanz in den Poren auszufillen, und an-
schliessend die Behandlung mit dem Vernetzungsmittel durch-
fiihrt, um die biologisch aktive Substanz zu versetzen und in
den Poren des pordsen Triigermaterials unbeweglich zu ma-
chen.

5. Verfahren nach Patentanspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man die biologisch aktive Substanz vor dem
Unléslichmachen einer Vorbehandlung unterwirft, um eine
Vorvernetzung zu erreichen.

6. Verfahren nach Patentanspruch 1 oder 2, dadurch ge-
kennzeichnet, dass die biologisch aktive Substanz zunéchst in
die Poren des pordsen Trigermaterials eingebracht wird, und
man sie dann gleichzeitig mit einem Ausfallungsmittel und
einem Vernetzungsmittel oder mehreren derartigen Mitteln
behandelt.

7. Verfahren nach Patentanspruch 1 oder 2, dadurch ge-
kennzeichnet, dass man ein pordses Trédgermaterial mit einer
konzentrierten Losung der biologisch aktiven Substanz trénkt,
um diese Lésung in die Poren des pordsen Tréigermaterials
einzufiihren, die biologisch aktive Substanz in den Poren des
pordsen Trigermaterials gefrietrocknet und dann das pordse
Trigermaterial mit der gefriergetrockneten biologisch akti-
ven Substanz mit einem Vernetzungsmittel behandelt, und
zwar unter solchen Bedingungen, dass praktisch nichts von
der gefriergetrockneten Substanz in Losung geht, wobei durch
die Vernetzung der biologisch aktiven Substanz diese in den
Poren des pordsen Trigermaterials unloslich gemacht wird.

8. Verfahren nach Patentanspruch 7, dadurch gekenn-
zeichnet, dass nach dem Gefriertrocknen der biologisch akti-
ven Substanz in den Poren des porésen Trigermaterials aber
vor der Vernetzung derselben weitere Mengen an der biolo-
gisch aktiven Substanz in die Poren des pordsen Tragermate-

rials eingefiihrt werden, indem man dieses in eine konzen-
trierte Losung der biologisch aktiven Substanz einbringt, und
die biologisch aktive Substanz, durch Behandlung mit einem
Fillungsmittel in den Poren ausfillt.

5 9. Verfahren nach einem der Patentanspriiche 3, 4, 6
oder 8, dadurch gekennzeichnet, dass man als ausfillendes
Mittel Tanninsiure in Athanol, Tanninsiure in Aceton, Tan-
ninsiure in einer Mischung aus Wasser und Isopropanol, ein
synthetisches Polyphenol in Aceton, Aceton, ein ausflocken-

10 des Mittel oder eine wissrige Losung von Tanninséure, Sal-

minsulfat, Alginsiure, Protaminsulfat, Pektin, Gallussaure,

Pyrogaliol, Polyithylenglycol, Didthylaminoéthyl-dextran,

Dextransulfat, Polygalacturonsiure oder Poly4thylenimin ver-

wendet.

10. Verfahren nach einem der Patentanspriiche 1 bis 9,
dadurch gekennzeichnet, dass man die Vernetzung des ver-
netzbaren, biologisch aktiven Materials durchfiihrt, indem
man als Vernetzungsmittel Glutaraldehyd, Formaldehyd, Di-
#thylpyrocarbonat, Glyoxal oder ein Bis-diazoniumsalz ver-
20 wendet, oder die Vernetzung durch alkalische Oxydation

durchfiihrt.

11. Verfahren nach einem der Patentanspriiche 1 bis 10,
dadurch gekennzeichnet, dass das verwendete pordse Tré-
germaterial ein aus Teilchen aufgebautes pordses Tréger-

25 material ist, so dass die vernetzbare biologisch aktive Sub-
stanz in die Poren einer Vielzahl von getrennten Teilchen des
pordsen Trigermaterials eindringt.

12. Verfahren nach einem der Patentanspriiche 1 bis 11,
dadurch gekennzeichnet, dass man als porGses Trigermaterial
30 porose Titandioxidkiigelchen, porSse Calciumphosphatkiigel-
chen, pordse Aluminjiumoxidkiigelchen, pordse Zirkonoxid-
kiigelchen, pordses Glas mit eingestellter Porengrosse, zerstos-
senes poroses, aus Asche, Zement und Sand erzeugtes Isolier-
material, Teilchen eines Aluminiumsilikat-katalysators, bzw.
35 eines entsprechenden verbrauchten Katalysatormaterials oder
pordse natiirliche Erden verwendet, wobei von diesen Zeolith
bevorzugt ist, und ferner solche Titandioxidkiigelchen, die
einen durchschnittlichen Teilchendurchmesser von 500 . be-
sitzen und bei denen 60% der Poren einen Durchmesser im
40 Bereich von 2 700 bis 10000 A aufweisen.

13. Verfahren nach einem der Patentanspriiche 1 bis 11,
dadurch gekennzeichnet, dass man als poroses Trigermaterial
Holz, Viscose, ein vernetztes Dextran oder ein Polyacryl-
amidgel verwendet.

14. Verfahren nach einem der Patentanspriiche 1 bis 13,
dadurch gekennzeichnet, dass die verwendete vernetzbare
biologisch aktive Substanz oder deren Vorldufer ein Protein
enthaltendes Material, insbesondere ein Enzym ist.

15. Verfahren nach Patentanspruch 14, dadurch gekenn-
50 zeichnet, dass das Enzym Amyloglucosidase, Lactase, a-Amy-
lase, Chymotrypsin, Trypsin, Urease, Glucose-oxidase, Lipoxi-
dase, Glucose-isomerase oder Papain ist.

16. Nach dem Verfahren gemiss Patentanspruch 1 herge-
stellte immobilisierte biologisch aktive Substanz.

17. Immobilisierte biologisch aktive Substanz geméss Pa-
tentanspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass sie immobili-
sierte Amyloglucosidase ist.

18. Verwendung der immobilisierten Amyloglucosidase
gemiiss Patentanspruch 17 zur Hydrolyse von Stirke.
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Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur
65 Fixierung einer vernetzbaren biologisch aktiven Substanz
oder einer noch nicht aktiven Vorstufe derselben in den Po-
ren des Trigermaterials. Im zweitgenannten Fall kann dann
die durch Vernetzung unbeweglich gemachte biologisch akti-



ve Substanz jederzeit in die biologisch aktive Substanz iiber-
gefiihrt werden.

In der USA-Patentschrift Nr. 3 804 719 wird bereits ein
Verfahren zum Unbeweglichmachen von Enzymen auf Tri-
germaterialien beschrieben. In dieser Patentschrift (s. bei-
spielsweise Sp. 2, Zeile 54 bis Spalte 3, Zeile 9) wird erldutert,
dass dann wenn das Trigermaterial mit einer wéssrigen Lo-
sung des Enzymes getrinkt wird, und dann eine wissrige L&-
sung eines Vernetzungsmittels angewandt wird, um das En-
Zym zu vernetzen, grosse Mengen an Enzym verloren werden
und die Aktivitit des so auf dem Trigermaterial unbeweg-
lich gemachten Enzymes sehr gering ist. Deshalb wurde dort
ein kompliziertes aus zwei Phasen bestehendes fliissiges
System angewandt, um das Enzym unléslich zu machen.

Im Gegensatz dazu wurde nun ein neues Verfahren ent-
wickelt, bei dem ohne Anwendung von zwei fliissigen Pha-
sen ein biologisch aktives Material in den Poren eines Tri-
germaterials vernetzt und unbeweglich gemacht wird, und bei
dem eine grosse Menge des biologisch aktiven Materials in
diesen Poren verankert werden kann. Diese Vorteile werden
beim erfindungsgemissen Verfahren dadurch erreicht, dass
das biologisch aktive Material zuniichst in den Poren unlés-
lich gemacht und dann durch Vernetzung dauerhaft darin
fixiert wird.

Biologisch aktive Substanzen, wie zum Beispiel Enzyme,
sind als Katalysatoren in verschiedenen Arbeitsverfahren
niitzlich, wie zum Beispiel die Amyloglucosidase, die zur Her-
stellung von Glucose, ausgehend von Stirke, verwendet wer-
den kann. Bei der praktischen Durchfiihrung derartiger Ar-
beitsverfahren hat es sich jedoch herausgestellt, dass die bio-
logisch aktiven Substanzen oft nur in solchen Formen zur
Verfiigung stehen, die wasserlSslich sind, wie zum Beispiel in
Form von Enzympriparaten. Dies bedeutet, dass eine der-
artige Substanz nicht in wirtschaftlich giinstiger Weise nach
dem Ablaufen des gewiinschten Arbeitsverfahrens isoliert wer-
den kann und dadurch verliert man entweder die biologisch
aktive Substanz in dem Abwasser oder diese Substanz verun-
reinigt das hergestellte Produkt.

Aus diesen Griinden kann es vorteilhaft sein, die biolo-
gisch aktive Substanz auf einem Triigermaterial unbeweglich
zu machen, d.h. sie zu immobilisieren, so dass dann das die
aktive Substanz enthaltende Trigermaterial aus dem Reak-
tionsmedium durch physikalische Arbeitsverfahren abgetrennt
werden kann, beispielsweise durch eine Filtration oder durch
eine Sedimentation. Ausserdem sind biologisch aktive Sub-
stanzen, die sich in unbeweglicher Form auf einem Triger-
material befinden, geeignet, um lokalisiert zur Anwendung zu
gelangen, beispielsweise in Form eines Bettes oder in einer
Séule.

Eine biologisch aktive Substanz wird dann als auf einem
Trigermaterial unbeweglich gemacht betrachtet, wenn sie auf
dem Trigermaterial in solcher Weise fixiert ist, dass zumin-
dest der Hauptteil dieser Substanz auf dem Triigermaterial
unter den speziellen Arbeitsbedingungen, die bei dem Verfah-
ren herrschen, in dem das mit der biologisch aktiven Substanz
versehene Trigermaterial eingesetzt wird, zuriickgehalten
werden,

Verschiedene Arbeitsverfahren zur Fixierung oder zum
Unbeweglichmachen, das auch hiufig als «Unléslichmachen»
von biologisch aktiven Substanzen auf Trigermaterialien be-
zeichnet wird, wurden bisher in der Literatur beschrieben.
Diese bisher bekannten Verfahren sind jedoch nicht befriedi-
gend, weil die nach ihnen erhaltenen Produkte bestimmte
Nachteile aufweisen. Beispielsweise wird die biologisch aktive
Substanz entweder bei der Verwendung des Produktes von
dem Trigermaterial ausgelaugt, wenn dieses verwendet wird,
und/oder die physikalische, die chemische oder die mikro-
biologische Bestindigkeit der Kombination aus biologisch
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aktiver Substanz und Trigermaterial ist nicht befriedigend.
Dies fithrt dazu, dass die Verwendung der Substanz fiir eine
fortgesetzte erneute Verwendung wihrend langer Zeitriume
schwierig ist.
5 Ziel der vorliegenden Erfindung war es daher, ein Ver-
fahren zur Fixierung einer biologisch aktiven Substanz oder
eines Vorldufers der biologisch aktiven Substanz auf einem
Trégermaterial zu entwickeln, bei dem das erhaltene Pro-
dukt eine sehr gute physikalische chemische und mikrobio-
logische Bestiindigkeit besitzt, und bei dessen Verwendung
ferner die biologisch aktive Substanz nicht ausgelaugt wird.
Es zeigte sich, dass diese angestrebten Ziele dadurch erreicht
werden konnen, dass man bei dem Herstellungsverfahren
solche Arbeitsschritte anwendet, dass der Hauptteil der bio-
logisch aktiven Substanz oder deren Vorliufers in den Poren
des Trégermaterials und nicht an dessen dusserer Oberfliche
fixiert ist.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein
Verfahren zur Fixierung einer vernetzbaren biologisch akti-
ven Substanz oder eines Vorldufers der biologisch aktiven
Substanz auf einem Trigermaterial, indem man die biolo-
gisch aktive Substanz, bzw. den Vorliufer, in das Triger-
material einfiihrt und dort durch Vernetzung unbeweglich
macht, das dadurch gekennzeichnet ist, dass man die biolo-
gisch aktive Substanz oder deren Vorliufer in die Poren eines
pordsen Trigermaterials einfiihrt und die biologisch aktive
Substanz oder deren Vorldufer unldslich macht, damit sie
wihrend der Vernetzung im wesentlichen nicht aus den Po-
ren verdringt wird, und die biologisch aktive Substanz oder
deren Vorldufer vernetzt, und wobei die Einfiihrung der bio-
logisch aktiven Substanz oder deren Vorliufer, deren Unlds-
lichmachung und deren Vernetzung so erfolgt, dass der Haupt-
teil der biologisch aktiven Substanz oder deren Vorldufers
in den Poren des Trigermaterials, und nicht an dessen dus-
35 serer Oberfldche fixiert ist.

In der vorliegenden Beschreibung versteht man unter dem
Ausdruck «Vorldufer der biologisch aktiven Substanz» Pro-
dukte, die selbst noch nicht biologisch aktiv sind, die jedoch
nach dem Unbeweglichmachen auf dem Trigermaterial jeder-
zeit aktiviert werden konnen, um sie biologisch aktiv zu ma-
chen. Beispiele fiir derartige selbst noch nicht aktive Vor-
laufer von biologisch aktiven Substanzen sind in der Litera-
tur beschrieben. Als Beispiel fiir einen derartigen Vorliufer
einer biologisch aktiven Substanz sei Merkuripapain genannt,
das durch Behandiung mit Athylendiamintetra-essigsiure in
das entsprechende aktive Enzym Papain umgewandelt wer-
den kann.
Aus Griinden der Einfachheit werden in der Folge die ein-
zelnen Arbeitsschritte zum Unldslichmachen und Vernetzen
der biologisch aktiven Substanz hauptsichlich anhand der
biologisch aktiven Substanz selbst erliutert, wobei jedoch aus
dem oben angegebenen zu ersehen ist, dass ein Vorléufer der
biologisch aktiven Substanz in der gleichen Weise entspre-
chend fixiert werden kann.
Beispiele fiir biologisch aktive Substanzen, die nach dem
erfindungsgemaissen Verfahren fixiert werden kénnen, sind
proteinhaltige Materialien, beispielsweise Enzyme, und auch
solche Substanzen die in der Lage sind an spezifischen Wech-
selwirkungen tejlzunehmen, wobei zu derartigen Substanzen
60 beispielsweise Produkte biologischen Ursprungs gehdren und
diejenigen, die auf den lebenden Organismus einwirken. Sub-
stanzen synthetischen Ursprungs, die an Reaktionen teilneh-
men konnen, die spezifische Wechselwirkungen umfassen, die
analog denjenigen sind, die bei natiirlich auftretenden Sub-

65 stanzen vorkommen, sind auch unter dem Begriff «biologisch
aktive Substanzen» zu verstehen.

Bei der Durchfiihrung des erfindungsgemissen Verfahrens

kann das Unléslichmachen der biologisch aktiven Substanz
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in den Poren des pordsen Triigermaterials erfolgen, indem oder ein Bis-diazoniumsalz verwendet, oder es ist auch mog-
man die biologisch aktive Substanz aus einer Losung der bio- lich die Vernetzung durch alkalische Oxydation zu erreichen.
logisch aktiven Substanz ausfilit. Es ist dabei moglich das Das verwendete pordse Trigermaterial kann ein aus Teil-
Ausfillungsverfahren und die Vernetzung nacheinander chen aufgebautes pordses Trigermaterial sein, und die ver-
durchzufiihren, indem man die Lésung der biologisch aktiven s netzbare biologisch aktive Substanz in die Poren einer Viel-
Substanz in den Poren mit einem Ausfiilungsmittel behan- zahl von getrennten Teilchen des pordsen Trigermaterials
delt, und anschliessend die biologisch aktive Substanz mit eingefiihrt und dort unldslich gemacht werden, wobei durch
einem Vernetzungsmittel behandelt. Beispielsweise kann das Vernetzung das biologisch aktive Material in den Poren des
pordse Triigermaterial zunfichst mit einer konzentrierten L6- aus einzelnen Teilchen aufgebauten Trigermaterials unbeweg-
sung der biologisch aktiven Substanz getrinkt werden, wobei 10 lich gemacht wird.

die Losung in die Poren des pordsen Trégermaterials ein- Beispiele fiir verwendbare pordse Trigermaterialien sind
dringt, und anschliessend wird dann eine Behandlung mit pordse Titandioxidkiigelchen, pordse Calciumphosphatkiigel-
einem Ausfillungsmittel, welches die biologisch aktive Sub- ~  chen, portse Aluminiumoxidkiigelchen, portse Zirkonoxid-
stanz in den Poren nicht denaturiert, durchgefiihrt, um die kiigelchen, pordses Glas mit eingestellter Porengrosse, zer-
biologisch aktive Substanz in den Poren auszufillen, und 15 stossener «Thermalite» (ein pordses, aus Asche, Zement und
daran anschliessend wird dann die Behandlung mit dem Ver- Sand erzeugtes Isoliermaterial der Firma Thermalite Ltd.,
netzungsmittel durchgefiihrt um die biologisch aktive Substanz ~ Birmingham, GB), Teilchen eines Aluminjumsilikat-katalysa-
zu vernetzen und in den Poren des pordsen Trigermaterials tors, bzw. eines verbrauchten Katalysatormaterials oder pordse
unbeweglich zu machen. natiirliche Erden. Von diesen sind speziell bevorzugt Zeolith

Gemiss einer anderen Ausfilhrungsart des erfindungsge- 49 und ferner solche Titandioxidkiigelchen, die einen durch-
missen Verfahrens kann das Unloslichmachen der biologisch schnittlichen Teilchendurchmesser von 500 p besitzen und
aktiven Substanz in den Poren erfolgen, indem man sie in die bei denen 60% der Poren einen Durchmesser im Bereich von

Poren des pordsen Triermaterials einbringt und gleichzeitig 2700 bis 10 000 A aufweisen. Weitere Beispiele fiir verwend-
mit einem Ausfillungsmittel und Vernetzungsmittel oder meh-  bare pordse Trégermaterialien sind Holz, Viskose, ein ver-
reren derartigen Mitteln behandelt. 25 netzbares Dextran oder ein Polyamidgel. Ein bevorzugtes

Es sei darauf hingewiesen, dass es auch moglich ist, dass Beispiel fiir eine verwendbare vernetzbare biologisch aktive
die biologisch aktive Substanz bereits zu einem gewissen Aus-  Substanz oder deren Vorldufer ist ein Protein enthaltendes
mass vorvernetzt ist ehe sie in den Poren des pordsen Tri- Material, und insbesondere ein Enzym. Wie bereits erwéhat,
germaterials ausgefillt wird. Dabei ist jedoch zu beachten, kann auch in diesem Fall nach der Vernetzung des Vorldufers
dass die Vorvernetzung nicht so stark sein darf, dass das Ein- 3o dieser unter Bildung des aktiven Enzyms aktiviert werden.
dringen der biologisch aktiven Substanz in die Poren des Spezielle Beispiele fiir Enzyme, die unter Verwendung des
porésen Trigermaterials behindert wird. Ausserdem darf erfindungsgemiissen Verfahrens fixiert werden konnen, sind
du‘rch die§e Vo.rvernet.zung auch in k.einer Weise die Fihig- Amyloglucosidase, Lactase, a-Amylase, Chymotrypsin, Tryp-
keit der biologisch aktiven Substanz in den Poren ausfillbar sin, Urease, Glucose-oxidase, Lipoxidase, Glucose-isomerase
zu sein behindert werden. 35 oder Papain.

Gemiss einer weiteren Ausfithrungsart des erfindungsge- Des weiteren betrifft die vorliegende Erfindung eine nach
missen. Verfahrens wird ein pordses Trigermaterial mit einer dem erfindungsgemissen Verfahren in den Poren eines pord-
konzentrierten Losung der biologisch aktiven Substanz ge- sen Trigermaterials durch Vernetzung unbeweglich zurick-
trinkt um die Losung in die Poren des pordsen Trigerma- gehaltene, biologisch aktive Substanz.
terials einzufiihren, worauf dann die biologisch aktive Sub- 4  Die in den Poren eines pordsen Trdgermaterials durch
stanz in den Poren des pordsen Trigermaterials gefrierge- Vernetzung unbeweglich gemachte biologisch aktive Substanz
trocknet wird und dann das pordse Trigermaterial mit der kann zur Durchfiihrung einer Reaktion zwischen einem Sub-
gefriergetrockneten biologisch aktiven Substanz mit einem strat und der in den Poren in unbeweglicher Form vorlie-
Vernetzungsmittel behandelt wird, und zwar unter solchen genden biologisch aktiven Substanz verwendet werden.

Bedingungen, dass praktisch nichts von der gefriergetrockne- 45 Bei dieser Verwendung kann man das Trégermaterial mit
ten Substanz in Losung geht, wobei durch die Vernetzung der  der in seinen Poren in unbeweglicher Form fixierten, biolo-

biologisch aktiven Substanz diese in den Poren des porfsen gisch aktiven Substanz in einem Substrat dispergieren, oder
Trigermaterials unldslich gemacht wird. in Form eines Fliessbettes mit dem Substrat in Berithrung
Dabei ist es moglich nach dem Gefriertrocknen der bio- bringen, oder in Form eines Festbettes mit dem Substrat in
logisch aktiven Substanz in den Poren des pordsen Tréger- so Beriihrung bringen, beispielsweise als Saulenfiillung anwen-
materials, aber vor der Vernetzung derselben, weitere Mengen  den, iiber die das Substrat geleitet wird.
an biologisch aktiven Substanzen in die Poren des Trigerma- Wiihrend eine Adsorption der biologisch aktiven Substanz
terials einzufiihren, indem man dieses in eine konzentrierte durch das Trigermaterial wihrend des Zeitraumes der tem-
Lésung der biologisch aktiven Substanz einbringt und diese poriren Zuriickhaltung auftreten kann, hat es sich heraus-
durch Behandlung mit einem Fiéllungsmittel in den Poren ss gestellt, dass die Verwendung eines reinen Adsorptionsvor-
ausfillt. ganges zur Erreichung einer temporiren Zuriickhaltung nur
Bei der Durchfiihrung des erfindungsgeméssen Verfah- zu einer geringen Menge an unbeweglich gemachten Enzymen
rens kann als ausfillendes Mittel beispielsweise Tanninsiure fiihrt. Dementsprechend wird nach dem erfindungsgemissen
in Athanol, Tanninsiure in Aceton, Tanninsdure in einer Verfahren in sehr vorteilhafter Weise eine Behandlung der
Mischung aus Wasser und Isopropanol, ein synthetisches 0 Substanz durchgefiihrt, so dass mehr als eine blosse adsorp-

Polyphenol in Aceton, Aceton, ein ausflockendes Mittel oder tive Zuriickhaltung dieser Substanz durch das Trigermaterial
eine wissrige Losung von Tanninsiure, Salminsulfat, Alginin-  erreicht wird.

saure, Protaminsulfat, Pektin, Gallussiure, Pyrogallol, Poly- Die temporire Zuriickhaltung der biologisch aktiven Sub-

ithylenglycol, Didithylamino4thyl-dextran, Dextransulfat, stanz auf dem Trigermaterial kann erreicht werden, indem

Polygalacturonsiure oder Polyithylenimin verwendet werden. g5 man beispielsweise eine Ausfillung aus einer Losung einer
Die Vernetzung des biologisch aktiven Materials kann biologisch aktiven Substanz unter Verwendung eines ausfl-

auch durchgefiihrt werden, indem man als Vernetzungsmittel lenden Mittels durchfiihrt. Andererseits kann auch eine Ge-
Glutaraldehyd, Formaldehyd, Didthylpyrocarbonat, Glyoxal friertrocknung in Verbindung mit einem Ausfillungsmittel



angewandt werden, um eine temporére Zuriickhaltung zu er-
zielen.

Auch eine Gefriertrocknung allein kann angewandt wer-
den, um eine temporire Zuriickhaltung zu erreichen, es hat
sich jedoch herausgestellt, dass dies weniger wirksam sein
kann, als wenn ein Fillungsmittel verwendet wird.

Obwohl ein Anteil der biologisch aktiven Substanz auf der
dusseren Oberfliche des Trigermaterials unbeweglich ge-
macht werden kann, werden dennoch erfindungsgemiiss die
Poren eines pordsen Trigermaterials zu diesem Zweck ver-
wendet, denn auf diese Weise kann das Verhiltnis von Ober-
fliache zu Volumen des Trégermaterials sehr stark vergrossert
werden, und dementsprechend kann eine grossere Menge an
biologisch aktiver Substanz auf einer bestimmten Menge an
Tréermaterial unbeweglich gemacht werden. Die Porengrdsse
und die Porenform des pordsen Trigermaterials sollen so aus-
gewihlt werden, dass ein Eintreten der biologisch aktiven
Substanz, die unbeweglich gemacht werden soll, erreicht wird,
und ferner soll die Porengrosse und die Porenform auch so
sein, dass das Eintreten derjenigen Produkte, die mit der un-
beweglich gemachten biologisch aktiven Substanz in Wechsel-
wirkung treten sollen, mdglich ist.

Das erfindungsgemisse Verfahren erméglicht, dass die
biologisch aktive Substanz in den Poren des pordsen Triger-
materials unbeweglich gemacht wird. Wenn dann nach der
tempordren Zuriickhaltung und der Vernetzung die biologisch
aktive Substanz auf dem pordsen Trigermaterial unbeweglich
gemacht ist, dann wird diese Substanz in den Poren des Tri-
germaterials und ebenfalls an der dusseren Oberfliche des
Trigermaterials anwesend sein. Wenn man beispielsweise ein
aus Teilchen aufgebautes porGses Triigermaterial verwendet,
dann kann man annehmen, dass der Hauptteil der unbeweg-
lich gemachten Substanz sich in den Poren befindet, und nicht
an der dusseren Oberflidche des aus Teilchen aufgebauten
Trégermaterials.

Es hat sich herausgestellt, dass es moglich ist, einige bio-
logisch aktive Substanzen gleichzeitig mit einem Ausfillungs-
mittel und einem Vernetzungsmittel oder mehreren derartigen
Mitteln zu behandeln. Ein derartiges Arbeitsverfahren ist
beispielsweise bei Enzymen mdoglich, wie zum Beispiel bei
der Amyloglucosidase, wo die Zeit, die fiir das Ablaufen der
Vernetzung benétigt wird, wesentlich linger ist, als diejenige,
die zur Ausfillung des Enzymes erforderlich ist.

Es kann vorteilhaft sein die vernetzbare biologisch aktive
Substanz vor ihrem Unléslichmachen einer Vorbehandlung
zu unterwerfen, um eine Vorvernetzung zu erreichen. Dabei
darf jedoch die Vorvernetzung nur so stark sein, dass dadurch
das Eindringen der biologisch aktiven Substanz in die Poren
des pordsen Tridgermaterials in keiner Weise behindert wird.
Anschliessend an diese Vorvernetzung erfolgt dann das Un-
I8slichmachen, beispielsweise eine Ausfillung der biologisch
aktiven Substanz.

Vorzugsweise wird bei der Durchfiihrung des erfindungs-
gemissen Verfahrens das pordse Trigermaterial zuerst mit
einer konzentrierten Losung der biologisch aktiven Substanz,
beispielsweise einem Enzym, getrinkt und dann anschliessend
eine Behandlung mit einem ausfillenden Mittel durchge-
fiihrt, welches zu keiner Denaturierung der biologisch aktiven
Substanz fiihrt, wobei durch diesen Ausfillungsschritt die bio-
logisch aktive Substanz wihrend eines gewissen Zeitraumes
auf dem porosen Tragermaterial zuriickgehalten wird, worauf
dann eine Behandlung mit einem Vernetzungsmittel erfolgt,
um die biologisch aktive Substanz zu vernetzen und auf dem
pordsen Trigermaterial unbeweglich zu machen.

Man sieht, dass bei der Ausfiihrung des erfindungsgemis-
sen Verfahrens unter Verwendung eines pordsen Trigerma-
terials die biologisch aktive Substanz in Form einer Losung
in dieses Trégermaterial eingefiihrt werden kann und zwar
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so, dass das Porenvolumen des Trigermaterials gefiilit wird,
worauf dann eine nachfolgende Behandlung durchgefiihrt
wird und zwar in einer solchen Weise, dass wesentliche Men-
gen des biologisch aktiven Materials nicht aus den Poren ver-

5 dringt werden, wobei durch diese Behandlung erreicht wird,
dass die biologisch aktive Substanz aus der Lsung heraus-
kommt und eine zeitweilige Zuriickhaltung dieser Substanz
auf dem Trigermaterial erreicht wird. Die temporir zurtick-
gehaltene biologisch aktive Substanz ist also auf dem Triger-

10 material lokalisiert und anschliessend erfolgt eine Vernetzung,
um die biologisch aktive Substanz in den Poren unbeweglich
zu machen.

Unter Anwendung des erfindungsgemissen Verfahrens
wurde Amyloglucosidase unbeweglich gemacht, indem man

15 Tanninsdure als ausfillendes Mittel verwendete und Glutar-
aldehyd als Vernetzungsmittel einsetzte, wobei die in der
Folge genannten anorganischen Materialien als Beispiele
fiir verwendbare Trigermaterialien angefiihrt sind:

pordse Titandioxid-Kiigelchen, pordse Calciumphosphat-

20 Kiigelchen, porése Aluminiumoxid-Kiigelchen, pordse Zir-
konoxid-Kiigelchen, pordses Glas mit bestimmten Porengros-
sen, wie zum Beispiel die Corning Glastypen CPG10-240,
10-370, 10-1250, 30-370 und 30-2000, zerstossene Therma-
liteblocke, verbrauchter Laporte-Katalysator, verbrauchter

25 Crosfield-Katalysator (die verbrauchten Laporte-Katalysato-
ren und Crosfield-Katalysatoren enthalten pordse Alumino-
silikat-Teilchen).

Es sei jedoch darauf hingewiesen, dass auch andere Ma-
terialien als die vorhin angegebenen speziellen Beispiele als

30 Trigermaterialien zur Durchfiithrung des erfindungsgeméssen
Verfahrens verwendet werden konnen. Beispielsweise kénnen
pordse natiirliche Erden, wie zum Beispiel Zeolith in geeigne-
ter Weise als Trigermaterialien eingesetzt werden, und En-
zyme wurden nach dem erfindungsgeméssen Verfahren auf

35 pordsen Kiigelchen, die aus Zeolith hergestelit waren, unbe-
weglich gemacht. Ferner konnen auch organische Materialien,
wie zum Beispiel Holz, Viskose, Sephadex (ein vernetztes
Dextran) und Bio-gel (ein Polyacrylamidgel) als Trigerma-
terialien verwendet werden. Beispielsweise wurde Amyloglu-

40 cosidase auf Holzspanen unter Verwendung von Tanninsdure
als ausfillendes Mittel und Glutaraldehyd als Vernetzungs-
mittel unbeweglich gemacht. Es ist sehr wiinschenswert, wenn
die eingesetzten Trigermaterialien im wesentlichen unter den
beim Verfahren angewandten Bedingungen und in den zur

45 Durchfiihrung der Reaktion angewandten Medien in welchen
das Tragermaterial und die biologisch aktiven Materialien
eingesetzt werden, unldslich sind.

In der Folge werden Beispiele fiir biologisch aktive Sub-
stanzen angefiihrt, die auf pordsen Titandioxid-Kiigelchen,

so die einen Teilchendurchmesser von 500 p besassen und bei
denen 60% der Poren einen Durchmesser im Bereich von
2700 - 10000 A hatten, unbeweglich gemacht werden. Zu
diesem Unbeweglichmachen der biologisch aktiven Substan-
zen auf den Titandioxid-Kiigelchen wurde als Féllungsmittel

ss Tanninsdure eingesetzt und als Vernetzungsmittel Glutar-
aldehyd. Die biologisch aktiven Materialien waren: Amylo-
glucosidase (4 Arten dieses Enzyms), Lactase (4 Arten dieses
Enzyms), a-Amylase, Chymotrypsin, Trypsin, Urease, Glu-
cose-oxidase, Lipoxidase, Glucose-isomerase und Papain.

60  Mehr als eine einzige biologisch aktive Substanz kann auf
dem gleichen Trigermaterial nach dem erfindungsgemissen
Verfahren unbeweglich gemacht werden. Dementsprechend
kann man auf dem Trigermaterial beispielsweise gemeinsam
Amyloglucosidase und ¢-Amylase unbeweglich machen.

65  Eine Anzahl an unterschiedlichen Reagenzien wurden
verwendet, um die Ausfiliung bei der Durchfiihrung des er-
findungsgemassen Verfahrens durchzufiihren. Wenn man
Glutaraldehyd als Vernetzungsmittel einsetzt, dann kann eine
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kiuflich erhiltliche Amyloglucosidase, die unter dem Namen
«Agidex» im Handel ist, auf pordsen Titandioxid-Kiigelchen,
die die oben angegebene Teilchengrdsse und Porengrdsse
besitzen, unbeweglich gemacht werden, wobei bei diesem
Verfahren die in der Folge als Beispiele angefiihrten Aus-
fillungsmittel eingesetzt wurden:

Tanninsdure in 70% Athanol,

Tanninsdure in 50% Aceton,

Tanninsiure in einer Mischung von 2 Teilen Wasser und
1 Teil Isopropanol,

synthetische Polyphenole in 50% Aceton
(diese Produkte sind unter dem Handelsnamen Tannia, Fixo-
flex, Fixin, Hysolad von der Harshaw Chemicals Ltd. er-
hiltlich),

Aceton,

LT 24 Floccular (ein Ausflockungsmittel, das von der
Allied Colloids Ltd., erhiltlich ist),

wiissrige Losungen von Tanninsiure,

Salmin-sulphat,

Algininsdure,

Protaminsulfat,

Pektin,

Gallussdure,

Pyrogallol,

Polyithylenglycol,

DEAE-dextran,

Dextransuifat,

Polygalacturon-siure und

Polyithylenimin.

Die Amyloglucosidase der Handelsbezeichnung Agidex
wurde auch nach dem erfindungsgeméssen Verfahren auf
pordsen Titandioxid-Kiigelchen der oben angegebenen Teil-
chengrésse und Porengrdsse unbeweglich gemacht, indem man
Formaldehyd als Vernetzungsmittel und Tanninséure als aus-
fillendes Mittel verwendete und ferner auch indem man Di-
iithylpyrocarbonat als Vernetzungsmittel einsetzte und jedes
der in der Forme angefiihrten Beispiele fiir ausfillende Mittel
verwendete: wiissrige Tanninsiure, Salminsulfat, Alginin-
siure, Protaminsulfat, Pektin sowie Tanninsdure in 70%
Athanol. Ausserdem wurde Amyloglucosidase der Handels-
bezeichnung Agidex auf pordsen Titandioxid-Kiigelchen der
oben angegebenen Teilchengrisse und Porengrdsse unbeweg-
lich gemacht, indem man Tannins#ure als ausféllendes Mittel
einsetzte und eine alkalische Oxydation zur Durchfiihrung
der Vernetzung verwendete. Beispiele fiir andere verwendbare
Vernetzungsmittel sind Glyoxal und Bis-diazoniumsalze.

Nach dem erfindungsgemissen Verfahren wurde auch Glu-
cose-oxidase auf Titandioxid-Kiigelchen unbeweglich ge-
macht, indem man Tanninsiure und Didthylpyrocarbonat
verwendete und ferner wurde Papain auf Titandioxid-Kiigel-
chen unbeweglich gemacht, indem man Tanninsdure und
Formaldehyd verwendete.

Die optimalen Bedingungen, die angewandt werden, um
eine biologisch aktive Substanz nach dem erfindungsgemés-
sen Verfahren auf einem Trigermaterial unbeweglich zu
machen, sind zumindest teilweise von den biochemischen Ei-
genschaften der biologisch aktiven Substanz abhéngig. So
sind beispielsweise die Auswahl des Ausféllungsmittels und
des Vernetzungsmittels sowie die Vernetzungszeit durch Vor-
versuche auf die optimalen Verhltnisse abzustellen.

Die Zeit, die zum Unbeweglichmachen der biologisch ak-
tiven Substanz benétigt wird, kann beispielsweise zwischen
ungefihr einer halben Stunde und 24 Stunden liegen, wobei
diese Zeit von der eingesetzten biologisch aktiven Substanz
abhingig ist.

Das erfindungsgemisse Verfahren wird vorzugsweise bei
einer Temperatur von etwa 4°C ausgefiihrt. Es hat sich her-
ausgestellt, dass eine Inaktivierung bestimmter biologisch ak-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

tiver Substanzen auftreten kann, wenn man hohere Tempera-
turen verwendet. Jedoch hiingt auch die Arbeitstemperatur
von der eingesetzten biologisch aktiven Substanz ab und ho-
her liegende Temperaturen oder tiefer liegende Temperaturen
kénnen gegebenenfalls auch geeignet sein.

Es hat sich herausgestellt, dass dann, wenn man Amylo-
glucosidase, némlich das Handelsprodukt Agidex, auf pordsen
Titandioxid-Kiigelchen der oben angegebenen Teilchengrdsse
und Porengrosse durch Ausfillung und Vernetzung unbeweg-
lich macht, die besten Ergebnisse vom Gesichtspunkt der
Enzymaktivitit des unbeweglich gemachten Enzymes erreicht
werden, indem man als Ausfillungsmittel Tanninsdure in
Aceton verwendet und als Vernetzungsmittel Glutaraldehyd
einsetzt. Beispielsweise hat es sich gezeigt, dass bei der An-
wendung dieser speziellen Kombination an ausfillendem Mit-
tel und Vernetzungsmittel die erreichte Enzymaktivitit der
Amyloglucosidase (Agidex) die auf den pordsen Titandioxid-
Kiigelchen unbeweglich gemacht wurde bis zu 20% der En-
zymaktivitit eines wissrigen Enzympréparates, das als Quelle
fiir Amyloglucosidase eingesetzt wird, betragen kann.

Indem man 5% Tanninsdure in einer Mischung aus
5 Teilen Aceton und 1 Teil Wasser als ausfillendes Mittel
verwendete und Glutaraldehyd als Vernetzungsmittel ein-
setzte, wurde ein Ansatz von Amyloglucosidase auf pordsen
Titandioxid-Kiigelchen unbeweglich gemacht, wobei die Kii-
gelchen die oben angegebene Teilchengrdsse und Porengrosse
besassen, und als Ausgangsmaterial ungefshr 110 g Titan-
dioxidkiigelchen und 30 ml Agidex verwendet wurden, wobei
man diese Materialien in eine Siule gab, die 60 cm hoch war
und ein Volumen von 100 ml besass, so dass sich ein Bett
ausbildete.

Eine mit Saure verdiinnte Stirkeldsung wurde durch die
Siule mit einer Geschwindigkeit zwischen 52 und 230 ml
pro Stunde geleitet. Die Séule wurde 8 Tage lang bei 60°C
belassen und wihrend dieser Zeit wurden 9 Liter der mit
Sture verdiinnten Stirkeldsung behandelt.

Das Dextrose-Aquivalent des Produktes, das aus der
Siule abgezogen wurde, was so hoch wie dasjenige, das er-
wartet wurde, wenn ein I8sliches Enzym in dem gleichen Um-
wandlungsverfahren eingesetzt worden wire. Das Dextrose-
Aquivalent wird in der Fachsprache auch als «D.E.» abge-
kiirzt, und es handelt sich dabei um ein in der Stirke-indu-
strie angewandtes Mass fiir das Ausmass der Hydrolyse von
Glucosepolymeren, beispielsweise Stirkehydrolysaten. Dabei
bedeutet ein Dextrose-Aquivalent von 100 vollstindige Hy-
drolyse. Das Ausmass der Hydrolyse des Produktes war wih-
rend 7 Tage dauernder Verwendung der Siule konstant.

Eine Siule, die pordse Titandioxid-Kiigelchen enthielt,
auf denen Amyloglucosidase unbeweglich gemacht worden
war, wurde kontinuierlich verwendet, um eine Dextrinldsung
wihrend eines Zeitraumes von 75 Tagen zu hydrolysieren.
Das aus der Stule abgezogene Produkt hatte einen konstan-
ten Wert beziiglich des Dextrose-Aquivalentes, und daraus
sieht man, dass eine beinahe volistindige Umwandlung des
Ausgangsmaterials in der Siule stattfindet. Anschliessend
wurde die Siule so lange gewaschen, bis sie frei von Dex-
trinlosung war und sie wurde 5 Wochen lang bei Zimmer-
temperatur gelagert und dann zur Durchfiihrung des gleichen
Hydrolyseverfahrens erneut eingesetzt. Der Wert des Dex-
trose-Aquivalentes des aus der Siule bei der erneuten Ver-
wendung abgezogenen Produktes stellte sich als gleich mit
demjenigen heraus, der bei der ersten Verwendung erhalten
wurde. Anschliessend wurde die Saule noch weitere 11 Wo-
chen lang gelagert und es zeigte sich, dass auch dann keine
drastische Abnahme beziiglich der Aktivitit des Enzymes
auftrat.

Es wurde ferner gefunden, dass Titandioxid-Kiigelchen,
auf denen Amyloglucosidase nach dem erfindungsgeméssen



Verfahren unbeweglich gemacht worden war, entweder in
einem festgepackten Bett, wie es oben beschrieben wurde,
verwendet werden konnen, oder auch in einem Fliessbett-reak-
tor oder in einem geriihrten Tank-reaktor. Man kann anneh-
men, dass derartige Ergebnisse bei vielen aus Teilchen auf-
gebauten Trigermaterialien, auf welchen biologisch aktive
Substanzen nach dem erfindungsgemissen Verfahren unbe-
weglich gemacht wurden, der Fall sein werden.

Amyloglucosidase wurde auf pordsen Titandioxid-Kiigel-
chen der oben angegebenen Teilchengrosse und der oben an-
gegebenen Porengrosse unbeweglich gemacht, indem man zu-
néichst eine Gefriertrocknung durchfiihrte und dann ein aus-
fillendes Mittel einsetzte, um eine zeitweilige Zuriickhaltung
des Enzymes zu erreichen und anschliessend Glutaraldehyd
zur Vernetzung verwendete.

Enzyme wurden in situ auf einer Siule, die pordse Titan-
dioxid-Kiigelchen enthielt, unbeweglich gemacht.

Wihrend dieser in situ Immobilisierung kann ein Uber-
schuss an biologisch aktiver Substanz, der nicht temporir auf
dem Trdgermaterial zuriickgehalten wird, wiedergewonnen
werden und erneut eingesetzt werden, indem man das Tri-
germaterial wiischt, beispielsweise unter Verwendung von
Tanninsgure in Aceton, ehe man die Vernetzungsreaktion
durchfiihrt.

Verbrauchtes unbeweglich gemachtes Enzym wurde aus
den Titandioxid-Kiigelchen entfernt und diese Kiigelchen
wurden dann zu einem weiteren Unbeweglichmachen von
Enzymen erneut verwendet. Konzentrierte Salpetersiure, kon-
zentrierte Natronlauge oder ein Erhitzungsvorgang in einem
Brennofen sind geeignete Arbeitsverfahren, um Enzym von
den Kiigelchen zu entfernen.

Sehr viele unterschiedliche biologisch aktive Substanzen
konnen nach dem erfindungsgemiissen Verfahren aus sehr
vielen unterschiedlichen Trigermaterialien unbeweglich ge-
macht werden. Dementsprechend stellt das erfindungsgemisse
Verfahren den Vorteil einer Beweglichkeit und guten Anpas-
sungsfahigkeit gegeniiber bekannten Verfahren zur Unbeweg-
lichmachung dar, und zwar dahingehend, dass das Triiger-
material aus einem weiten Bereich unterschiedlicher Mate-
rialien ausgewihlit werden kann, je nach den erwiinschten
Eigenschaften, die fiir das jeweilige Anwendungsgebiet beson-
ders gut geeignet sind.

Die Erfindung sei nun anhand von Beispielen niher er-
liutert:

Beispiel 1

1 ml an Agidex-I.6sung wurde zu 3 ml Kiigelchen aus
pordsem Titandioxid zugegeben, wobei die Kiigelchen eine
durchschnittliche Teilchengrdsse von 500 p. besassen und
60% ihrer Poren einen Porendurchmesser im Bereich von
2700 bis 10000 A aufwiesen. Die Lésung wurde zu den pord-
sen Titandioxid-Kiigelchen unter Kiihlung mit einem Eisbad
gegeben und man liess die Losung sich gleichmissig iiber
simtliche Kiigelchen verteilen. Anschliessend wurden 1,5 ml
einer 5%igen Losung von Tanninséure in einer Mischung
aus 5 Teilen Aceton und 1 Tejl Wasser in einem Eisbad ge-
kiihlt und man gab dann diese gekiihlte Lsung zu der oben
beschriebenen Mischung zu und anschliessend 0,25 ml einer
50%igen wissrigen Losung von Glutaraldehyd. Sobald séimt-
liche Losungen zugegeben worden waren, lag der Fliissig-
keitsspiegel gerade oberhalb der Oberfliche der pordsen
Titandioxid-Kiigelchen. Nach 5 Stunden wurden die Kiigel-
chen aus dem Eisbad entfernt, man wusch sie und fiillte sie
in eine Siule ein, damit die Enzymaktivitit dieser Kiigelchen
untersucht werden konnte. Eine L&sung von Dextrin wurde
zu der Untersuchung der Eigenschaften der Siule herangezo-
gen und wenn man die Aktivitit der als Ausgangsmaterial
cingesetzten Agidex-Ldsung mit 100% annimmt, dann stellte
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sich die offensichtliche Aktivitiit des auf der Séule unbeweg-
lich gemachten Enzymes als 20% heraus.

Beispiel 2

4,5 ml einer Agidex-L6sung wurden auf 15 ml pordsen
Titandioxid-Kiigelchen gleichmiissig verteilt, wie dies in Bei-
spiel 1 beschrieben ist. 6,75 ml einer gekiihlten 2%igen L&-
sung von Tanninsédure in Aceton, in die knapp vorher 1,05 ml
einer 50%igen wissrigen Losung an Glutaraldehyd einge-
mischt wurden, setzte man zu und der dabei erhaltene steife
Brei wurde griindlich durchgemischt. Nach 5 Stunden wusch
man die Kiigelchen und die Enzymaktivitit wurde in der
gleichen Weise, wie dies in Beispiel 1 beschrieben ist, getestet.
Die aufscheinende Enzymaktivitit des unbeweglich gemach-
ten Enzyms stellte sich als dhnlich heraus, wie diejenige, die
in Beispiel 1 erhalten wurde.

Beispiel 3

8 ml einer Agidex-Losung, die im Verhiltnis 1:1 mit
Wasser verdiinnt war, verteilte man gleichméssig auf 10 ml
Titandioxid-Kiigelchen, die die gleiche Teilchengrésse und
die gleiche Porengrisse besassen, wie dies in Beispiel 1 be-
schrieben ist und dann fiihrte man eine Gefriertrocknung
(Lyophilisierung) durch. 1,5 m! Agidex-Lésung wurde gleich-
missig iiber 5 ml dieser lyophisilierten Kiigelchen verteilt und
dann setzte man 2,25 ml einer gekiihiten 2 %igen Losung von
Tanninséure in Aceton und 0,35 ml eines 50%igen Glutar-
aldehydes zu und zwar in der gleichen Weise, wie dies in Bei-
spiel 2 beschrieben ist. Die offensichtliche Aktivitit des un-
beweglich gemachten Enzymes stellte sich als um 15% hoher
heraus, als die Aktivitit von unbeweglich gemachtem Enzym,
das unter Verwendung von pordsen Titandioxid-Kiigelchen,
jedoch ohne Anwendung eines Gefriertrocknungsschrittes er-
halten wurde.

Beispiel 4

2 ml Agidex-Losung wurden zu 5 m! pordsen Glasteilchen
unter Kithlung mit einem Eisbad gegeben und auf diesen
gleichmissig verteilt. Die verwendeten Glasperlen waren Cor-
ning CPG 10-1250 mit einer Teilchengrdsse von 36 bis 75 .
3 ml einer gekiihlten 5%igen L&sung von Tanninsiure in
5 Teilen Aceton plus 1 Teil Wasser wurden zugesetzt und an-
schliessend 0,5 ml einer 50 %igen wiissrigen Losung von Glu-
taraldehyd. Nach 5 Stunden wurden die Glasteilchen gewa-
schen und die Enzymaktivitit untersucht, indem man ein
kleines Reaktionsgefiss fiir ansatzweises Arbeiten verwende-
te. Die festgestellte Aktivitiit des unbeweglich gemachten
Enzymes betrug 93% der Aktivitiit des gleichen Enzymes,
das unter Verwendung von Titandioxid-Kiigelchen desjenigen
Typs, wie er in den Beispielen 1, 2 und 3 angewandt wurde,
unbeweglich gemacht worden war.

Beispiel 5

1 ml einer Agidex-Ldsung wurde gleichmissig auf 3 ml
Titandioxid-Kiigelchen nach dem in Beispiel 1 beschriebenen
Verfahren verteilt. 1,5 ml einer gekiihlten 10%igen Losung
von Fixotlex in einer Mischung aus 5 Teilen Aceton plus
1 Teil Wasser wurde dann zugesetzt und anschliessend gab
man 0,25 ml einer 50%igen wissrigen Losung an Gluatr-
aldehyd zu. Das eingesetzte Fixoflex ist ein synthetisches
Polyphenol. Nach § Stunden wurden die Kiigelchen gewa-
schen und dann priifte man das unbeweglich gemachte En-
zym in der gleichen Weise, wie dies in Beispiel 1 beschrie-
ben ist. Es stellte sich heraus, dass das unbeweglich gemachte
Enzym 82% der Aktivitit eines unbeweglich gemachten En-
zymes besass, das unter Verwendung von Tanninsiure in
einer Mischung aus Aceton und Wasser als Ausfillungsmittel



629251 8

nach einem entsprechenden Verfahren unbeweglich gemacht betrug und das Material unter Verwendung eines Eisbades
worden war. gekiihlt wurde. 1,5 ml einer gekiihlten 2 %igen Losung von
Tanninsiure in Aceton, in die man 0,25 ml einer 50%igen
Beispiel 6 wissrigen Losung von Glutaraldehyd unmittelbar vorher ein-
1 mi einer wissrigen L3sung von Lactase (das Produkt s gemischt hatte, wurden zugesetzt und die Materialien wurden
Maxilact 7§ mg/ml) wurde zu 3 mi pordsen Titandioxid- gut durchgemischt. Nach 5 Stunden wurden die Holzspéne
Kiigelchen zugesetzt und auf diesen Kiigelchen gleichmissig gewaschen und lose in eine kleine Séule eingefiillt, damit die
verteilt. Anschliessend gab man 1.5 ml einer gekiihlten 0,25%-  Enzymaktivitit in derjenigen Weise iiberpriift werden konnte,
igen Losung von Tanninsiure in 5 Teilen Aceton plus 1 Teil wie dies in Beispiel 1 beschrieben ist. Die so behandelten
Wasser zu und dann setzte man 0,1 ml einer 20%igen wiss- 10 Holzspéne hatten eine Enzymaktivitit, die 74% derjenigen
rigen Lésung von Glutaraldehyd zu. Nach 20 Minuten wur- Aktivitit entsprach, die das nach dem Verfahren gemiss Bei-
den die Perlen gewaschen und in eine Séule eingefiillt. Die spiel 2 unbeweglich gemachte Enzym besass.

erhaltene Aktivitit des unbeweglich gemachten Enzymes be-
trug 119 der Aktivitit des loslichen Enzymes, wenn man

o-Nitro-phenyl-3-D-galactosid als Substrat zur Testung der 15 Beispiel 9
Aktivitit verwendete. 1,5 ml einer wissrigen Losung des Enzymes Glucose-
isomerase wurden auf 5 g pordsen Titandioxid-Kiigelchen un-
Beispiel 7 ter Verwendung eines Eisbades zur Kithlung aufgesaugt. Das
1,5 ml einer Agidex-Losung wurden zu 5 ml porésen verwendete Enzympriparat der Glucose-isomerase wurde

Titan-dioxid-Kiigelchen eines durchschnittlichen Kugel- 50 durch wissrige Extraktion von Maxazyme - GI 14,000 Zel-

durchmessers von 500 . gegeben, wobei man mit einem Eis- len erhalten. Maxazyme - GI Zellen sind Zellen, die Glu-

bad kiihite und die Lésung gleichmiissig iiber die Kiigelchen cose-isomerase enthalten. Die Herstellung derartiger Zellen

verteilte. 2,25 ml einer gekiihlten 2%igen Losung an Tannin- ist in der USA-Patentschrift Nr. 3 834 988 beschrieben. Die
siiure wurden dann zugesetzt und anschliessend 0,35 ml einer verwendeten Titandioxid-Kiigelchen besassen einen durch-
37%igen wiissrigen Losung von Formaldehyd. Nach 5 Stunden 25 schnittlichen Teilchendurchmesser von 500 y und 60% ihrer

wurden die Kiigelchen gewaschen und das unbeweglich ge- Poren hatten einen Durchmesser von 2 700 bis 10000 A.
machte Enzym wurde in der gleichen Weise getestet, wie dies Das Enzym wurde ausgefillt und vernetzt, indem man
in Beispiel 1 beschrieben ist. Es stellte sich heraus, dass dieses 2,25 ml einer 3 %igen Losung von Tanninsiure in Aceton und
eine Enzymaktivitit von 56% derjenigen besass, die ein in 0,05 ml einer 50%igen wissrigen Losung von Glutaralde-
#hnlicher Weise unbeweglich gemachtes Enzym aufwies, das  3p hyd verwendete.
unter Verwendung von Glutaraldehyd als Vernetzungsmittel Man liess die Materialien 114 Stunden lang unter Ver-
unbeweglich gemacht worden war. wendung eines Eisbades reagieren und wusch die Kiigelchen
dann und tberpriifte sie auf ihre Enzymaktivitit.
Beispiel 8 Es stellte sich heraus, dass die Kiigelchen 35 % derjenigen

1 ml Agidex wurde gleichmissig tiber einen Pfropfen aus 35 Enzymaktivitit besassen, die in der als Ausgangsmaterial

weichen Holzspinen verteilt, wobei das Spanvolumen 3 ml eingesetzten Enzymlosung vorhanden war.
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