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(54) Verfuhren zur Herstellung von Enzym-Tréger-Komplexen

(67) Es wird ein Verfahren zur Herstellung von Enzym-Triger-Komplexen beschrieben, mit dessen Hilfe es maglich ist,
in ein im wesentlichen aus vinylaromatischen Monomeren hergestelites Polymer gleichzeitig Aminomethyl- und
Aldehydgruppen einzufiihren und an dasselbe Enzyme oder Proteine kovalent zu binden. Das Verfahren besteht darin,
daB in das Polymere durch aufeinanderfolgende polymeranaloge Reaktionen zundchst Chlormethy!- und dann
Hexamethylentetraaminomethyl-Gruppen eingefiihrt werden und diese dann durch Einwirkung einer nicht zu ihrer
vollstindigen Umsetzung zu Aminomethylgruppen ausreichenden Menge Séure simuitan zum Teil zu Aldehyd- und
zum Teil zu Aminomethy!-Gruppen umgesetzt werden. Derart gemischt funktivnalisierte Polymere konnen direkt mit
Enzymen oder anderen Biokatalysatoren zur Reaktion gebracht werden, wodurch letztere kovalent an das Polymere
gebunden werden. Mit Hilfe der immobilisierten Enzyme konnen chemische Umsetzungen, die fiir die Lebensmittel-
und Pharmaindustrie Bedeutung haben, speziell der enzymatische Abbau vorhydrolysierter Starke zu Glucose, die
Invertierung von Saccharose und die Gewinnung verschiedener L-Aminosauren aus ihren synthetisch hergestellten
D,L-Formen, besonders vorteilhaft durchgefiihrt werden.
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Erfindungsanspriiche:

1. Verfahren zur Herstellung von Enzym-Triger-Komplexen, gekennzeichnet dadurch, daR ein im
wesentlichen aus Benzylhexamethylentetraamino-Einheiten bestehendes Copolymeres mit einer
.nicht zur vollstandigen Umsetzung derselben in Benzylamin-gruppen ausreichenden Mengen
S#ure in einem organische 1 Lésungsmittel behandelt und anschlieBend ohne weitere Aktivierung
mit einem Enzym oder Protein {iber kovalente Bindungen beladen wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daB die zur Zersetzung der
Benzylhexamethylentstraamino-Gruppen verwendete Séuremenge geringer ist, als 4 Mol fir eine
dem Molekulargewicht der Monomereneinheit entsprechende Gewichtsmenge des trockenen
Polymeren.

3. Verfahren nach den Anspriichen 1 und 2, gekennzeichnet dadurch, da zur Zersetzung der
Brinzylhexamethy' entetraamino-Gruppen Salzséure angewendet wird.

4. Verfahren ach d.n Anspriichen 1 bis 3, gekennzeichnet dadurch, daB ein mit Glucoamylase
beladenes funktionalisiertes Polymeres zur enzymatischen Spaltung von Stérke oder deren
Vorhydrolysaten verwendet wird.

5. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 4, gekennzeichnet dadurch, daB ein mit Invertase beladenes
funktionalisiertes Polymeres zur enzymatischen Spaltung von Saccharose in Glucose und Fructose
verwendet wird. »

6. Verfahren nach den Anspriichen 1 bis 5, gekennzeichnet dadurch, daR ein mit Arinoacvlase
beladenes funktionalisiertes Polymeres zur Gewinnung verschiedener L-Aminoséuren aus ihren
synthetisch herstellbaren D, L-Formen verwendet wird.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung funktionalisierter Polymerer auf Styrenbasis, an die Enzyme oder andere
Biokatalysatoren ohne weitere Vorbehandlung kovalent gebunden werden kénnen. Die so herstellbaren Enzym-Triiger-
Komplexe kénnen in der Lebensmittelindustrie sowie in der chemischen und pharmazeutischen Industrie angewendet werden.
Solche Anwendungsfille sind beispielsweise die enzymatische Spaltung vorhydrolysierter Stérke zu hochwertiger Glucose, die
Invertierung von Saccharose und die Herstellung verschiedener L-Aminoséuren aus ihren D, L-Formen.

Charakteristik der bekannten technischen Ldsungen

In den DD-PS 141977, 142131 und 149679 sind Verfahren zur Herstellung von Trgern auf Styrenbasis und zur Bindung von
Enzymen an dieselben beschrieben. Ferner wird an dieser Stelle dargestellt, daR die Anwendung von Enzymen inimmobilisierter
Form besondere technische und skonomische Vorteile bedingt, die sich vor allem in einer wesentlichen Enzymersparnis, einer
Stabilisierung der Enzyme, einer srhdhten Endprodukt-Reinheit, erheblich kiirzeren Reaktions- und Verweilzeiten sowie in der
Méglichkeit einer kontinuierlichen ProzeBfiihrung mit den damit verbundenen Vorteilen &uBern.

Bei der Immobilisierung von Enzymen muB nun aber auf jeden Fall solchen Verfahren der Vorzug gegeben werden, bei denen
das Enzym durch Hauptvalenzverbindungen an den Tréger gebunden ist, weil erfahrungsgem#B nur so eine Inaktivierung des
Enzym-Triiger-Komplexes durch alimahliches Auswaschen des Enzyms verhindert werden kann.

Derartige Verfahren sind in der Literaiur vielfach beschrieben (G. BAUM, Biotechnol. Bioeng. 17, (1975, 2563-270; G. MANECKE,
W.BEIER, Angew. Makromol. Chem, 97, {1981), 23-33; G.P.ROYER, Reviews in Catal. Rev.-Sci. Eng. 22, (1980}, 29-73;
G.MANECKE, H. G.YOGT, Biochemie 62, [1980), 603-813; R. GOLDMAN, L. GOLDSTEIN, €. KATCHALSKIin ,Biuchemical Aspects
of Reactiors un Solid Supports [Stark, G.A.Ed.}, Acad. Press, New York [1971]), wobei speziell die Bindung des Enzyms tiber am
Tréger fixierte Aldehydgruppen, die durch Umsetzung eines Aminogruppen enthaitenden Polymeren mit Gutaraldehyd
eingefiihrt werden, zu giinstigen Tragern fiihrt (vgl. o.g. Verdffentlichung von BAUM und DD-PS 1439679).

Bei der Herstellung solcher Trégermaterialien existiert aber der Nachteil, daB die beispielsweise als Zwischenprodukt bei der in
DD-PS 79152 beschriebene Synthese relativ leicht zugéinglichen Polymeren mit Aminomethylgruppen noch einem zusétzlichen
Syntheseschritt, némlich der Behandlung mit Glutaraldehyd unterworfen werden missen. Andere Verfahren zur Aktivierung
von Trégern zwecks kovalenter Bindung von Enzymen sind 2.B. von GOLDMAN et al. .Biochemical Aspects of Reactions on Solid
Supports” (G.A.Stark Ed.), Acad. Press, New York (1971); WELBOECK und JAWOREK (Chmia 29 {1975}, 109); MANECKE (Chimia
28{1974], 467) und LYNN (.Immobilized Ezymes, Antigenes, Antibodies and Peptides”, (H. H.Waeetall Ed.), Marcel Dekker Inc.,
New York [1975], 1, 1) angegeben. Sie alle bestehen darin, daB der bereits funktionalisierte Trager mit einem Agens behandelt
wird, das mit ihm hauptvalenzméBig reagiert und zusétzlich eine reaktive chemische Gruppierung enthiilt, die das spiter
zugegebene Enzym kovalent bindet.

Die bekannten Verfahren zur effektiven Bindung des Enzyms an den Triger erfordern also grundsitzlich die Anwendung eines
Hiflsstoffes wie Glutaraldehyd usw. und eines zusétzlichen Arbeitsganges. Dabei mu eventuell mit toxikologisch bedenklichen
Substanzen wie Chinonen oder Triazinderivaten gearbeitetwerden, so daB der Einsatz des gebildeten Enzym-Tréger-Komplexes
nicht 2ur Herstellung oder Behandiung von Lebensmitteln oder Pharmazeutika geeignet ist oder nur nsch aufwendigen
Reinigungsoperationen mdglich wird.
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Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung eines Tragers fiirimmobilisierte Enzyme, das 8konomisch ginstig und ohne
zusitzliche Aktivierung des Trégers Enzyme stabil und in aktiver Form zu binden vermag.

Darlejung des Wesens der Erfindung

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, die oben genannten Nachteile der bisher bekannten technischen Problemlésungen
dadurch zu vermeiden, daB ein Triger verwendet wird, der von vornherein direkt an das Polymergeriist gebundene
Aldehydgruppen enthilt, mit denen funktionelle Gruppen des zu bindenden Enzyms unter Ausbildung von
Hauptvalenzbindungen reagieren kénnen, und d.88 ein den oben angegebenen Zwecken entsprec hendns Tragerpolymerisat
neben den Aldehydgruppen noch primére oder sexunddre Aminogruppen enthalt.

- Bei dem Versuch, Trigerpolymere auf Styren-Basis .um Zv.eck der Immobilisierung von Enzymen an denselben herzustellen,

die am Polymergeriist nebeneinander Aldehydo-uppen zur kovalenten Bindung dieser Enzyme und (vorziiglich primé e’
Aminogruppen enthalten sollten, ergab sich iiberraschenderweise, daB es geniigt, bei dem in DD-PS 149679 genannten und an
sich bekannten (DD-PS 79 162) Verfahren der Zersetzung eines Reaktionsproduktes aus mit Divinylbenzsn vernetztem
Poly(chlormethylstyren) mit Hexamethylentetramin {Urotropin) mittels Siure die angewandte Séiuremenge gezielt
herabzusetzen, um in einem Reaktionsschritt das in erwiinschter Weise gemischt funktionalisierte Trégermaterial zu erhalten.
Wéhrend man mit dem Ziel, ein nur Aminomethylgruppen enthaltendes Polymeres (d. h. vernetztes Poly{aminom:ethylstyrenl),
2u erhalten, eine Menge an Umsetzungsprodukt aus vernetztem Poly{chlormethylistyren) mit Urotropin, die einer molaren
Menge der Monomereinheit entspricht, mit mindestens 500 ml konzentriertar Salzséure in einem geeignoten Lésungsmittel (z.B.
Methanol) durch Kochen am RiickfluB umsetzt, bewirkt eine Senkung der Salzséuremenge auf weniger als 50% der angegebenen
Menge eine nachweisbare Bildung von Aldehydgruppen; bei einer Senkung auf weniger als 25% der oben angegebenen Menge
treten Aldehyd- und Aminomethylgruppen in vergleichbaren Mengen auf.

Es konnte festgestellt werden, daB die so gewonnenen gemischt funktionalisierten Trégerpolymeren in der gleichen Weise zur
Bildung eines Enzym-Tréger-Komplexes mit technisch ausnutzbarer Aktivitit befahigt sind, wie die nach sinem herkémslichen
Verfahren hergestellten und ausschlieBlich Aminomethylgruppen snthaltenden Polymeren nach einer Aktivierung mit
Glutaraldehyd, Benzochinon oder anderen Mitteln. Dabei wurde eine &hnliche Abh&ngigkeit der Aktivitat des Enzym-Tréger-
Komplexes von der physikalischen Struktur des Trégerpolymeren beobachtet, wie sie in DD-PS 149679 beschrieben ist,d.h.es
ergab sich, da8 nur pordse Trégerpolymere eine technisch ausnutzhare Aktivitat vermittoln, und unter ihnen solche, deren
Po:enstruktur durch Verwendung von 0,75 bis 0,90 Gew.-Teilen eines porenbildenden Hilfsstoffes pro Gew.-Teil Monomare, die
sich wiederum aus vinylaromatischen Stoffen mit einer Vinylgruppe und vernetzenden Monomeren mit mindestens zwei nicht
konjugierten Vinylgruppen im Massenverhiltnis 8:2 bis 9,5:0,5 zusammensetzten, determiniert wird, die besten Ergebnisse
zeigen,

Cie Herstellung der erfindungsgem#Ben Triigerpolymere fiirimmobilisierte Enzyme geht dementsprechend folgendermaRen
vor sich:

Es wird ein Gemisch aus monovinylaromatischen Verbindungen und vernetzender Monomeren, dem vorzugsweise eii
rorenbildender Hilfsstoff zugesetzt wird, wobei fiir diese drei Komponenten vorteilhaft die oben angegebenen gegenseitigen
Verhiltnisse eingeha'ten werden, hergestelit. Als monovinylaromatische Komponenten kommen vorziiglich Styran oder sin
Alkylderivat desselben in Frage, als Vernetzer vorziiglich Divinylbenzen oder eine andere Verbindung mit zwei oder mehr nicht
konjugierten Doppelbindungen. Als porenbildender Hilfsstoff kommt jeder Stoff in ftage, der mit den Monomeren mischbar ist,
aber das entstehende Polymere nicht 15st und so wenig quillt, da bei der Polymerisation eine Phasentrennung eintreten muR.
Es werden vorziiglich paraffinischs Kohlenwasserstoffe im Siedebereich von 336 bis 523K (auch als Gemische) verwendet.

Die Polymerisationsreaktion wird radikalisch initiiert, indem das beschriebene Gemisch in Gegenwart eines in der Warme in
Radikale zerfallenden Stoffes vie Dibenzoylperoxid oder Azo-bis{isobuttersauranitril) auf Temperaturen zwischen 323 und 423K
erwdrmt wird. Diese Polymerisation wird vorzugsweise nach der bekannten Technologie der Suspensions-(Perl-)polymerisation
durchgefiihrt. In das entstandene vernetzte Polymere werden nach bekannten Methoden an den aromatischen Kern gebundene
Chlormethylgruppen eingefiihrt, wobei vorzugsweise die in GB-PS 654706, 700470, 649851 und 679852 beschriebene Reaktion
mit Monochlordimethylether in Gegenwart von Friedel-Crafts-Katalysatoren benutzt wird.

Das so erhaltene chlormethylierte Polymere wird dann in einem organischen Lsungsmittel bei 303 bis 373K mit
Hexamethylentetramin umgesetzt. Als L8sungsmittel kommen vorzugsweise niedere Alkohole und Halogenkohlenwasserstoffe
in Frage, die bei einer Reaktionstemperatur sieden, so daB die Umnsetzung unter RiickfluB vor sich geht. AnschlieBend wird das
so umgaesetzte Produkt mit einern organischen Lésungsmittel {vorziiglich Methanol) oder mit Wasser gewaschen und dann auf
die erfindungsgeméBe Weise zersetzt; der Zeisetzung kann eine Nachaminierung mit Ammoniak zur Uberfiihrung der bei der
Reaktion mit Hexamethylentetramin nicht umgesetzten Chlormethylgruppen zu Aminomethylgruppen vorangehuon:

Eine Menge des feuchten Harzes, die 100g Trockensubstanz enthélt, wird mit weniger als 120 {vorzugsweise 30 bis 70) mi
konzentrierter Salzsdure in etwa 500 ml Methanol mindestens 2 (vorzugsweise 4 bis 8) Stunden unter Erwérmen bis zum RiiakfluB
geriihrt. Dann wird es von der Fliissigkeit getrennt und mit Wasser s8urefrei gewaschen. Das so hergestelite Trigerpolymare,
das in Form wasserfeuchter opaker Kiigelchen {vorzugsweise im KorngréBenbereich von 0,2 bis 0,8mm) vorliegt und in dem
IR-spektroskopisch oder nach znderen Methoden der organischen Analyse Aldehydgruppen und Aminomethylgruppen
nebeneinander nachgewiesen werden kdnnen, wird folgendermaBen mit dem zu immobilisisrenden Enzym beladen:

Eine gegebene Menge des feuchten Trigermaterials wird in einer dem jeweiligen Enzym angepaBten Pufferl§sung mit einer
entsprechenden Enzymmange mindestens vier Stunden bei Raumtemperatur gerithrt. Nach vier- bis fiinfmaligem Waschen mit
einem Puffersystem (vorzugsweise Natriumacetatpuffer pH 5,0/1 M NaCl) wird die Probe unter Wasser bei 277K aufbewahrt.
Die Priifung der Aktivitit des Enzym-Tréger-Komplexes erfolgt nach einer fir den jeweiligen Fall spezifischen Methnde; bei
immobilisierter Glucoamylase wird beispielsweise folgende Arbeitsweise angewendet:

Der feuchte Enzym-7véiger-Komplex wird in einer temperierbaren Fritte mit 1%iger Stérkeldsung geriihrt, und die entstandene
13lucose durch Umsetzung mit 3,5-Dinitrosalicylsdure besti. 1mt.
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Es ist bemerkenswert, daB schon sehr geringe relative Mengen an Aldehydgruppen, wie sie bei Anwendung von
Salzs#iuremengen, die an der oberen Grenze des angegebenen Beraiches liegen, erhaltun werden, fiir eine kovalente Bindung
hefriedigender Enzymaktivitéten ausreichen. Ferner ist es interessant, caB bei den erfindungsgemaBen Trégerpolymeren die
bisher fibliche Umsetzung mit einem die Bindung des Enzyms vermittelnden Agens richt nur unndtig, sondern sogar in bezug
auf die Aktivitét das Enzym-Tréger-Komplexes schiidlich ist.

Ausfahrungskeispiele

Das folgende Beisplel dernonstriert das erfindungsgeméBe Verfahren und seinen Effekt, ohne den Umfang der Anwz:ubarkeit
der Erfindung baschreiben zu wollen:

In einem beheizbaren GefdR mit regelbarem Rihrwerk und RiickfluBkiihler werden 500 ml Wasser vorgelegt und darin 20g NaCl
sowie 5g MgSO, - 7H,0 aufgelbst. Dann wird durch Zugabe von 1,75g NaOH eine Mg{OH),-Suspension hergestellt, :u der bel
338K ein Gemisch aus 114,0g Styren; 25,3 g eines technischen Divinylbenzens, des 54,2 Gew.-% Divinylbenzen und 38,5 Gew.-%
Ethylvinylbenzen enthélt; 112,5g eines Gemisches aus aliphatischen Kohlenwasserstoffen im Siedebereich von 443 bis 498K
und 0,75¢g Azo- bis (isobutterséurenitril) gegeben wird. Dieses Gemisch wird durch Riihren 2u Trépfchen von etwa 0,35mm
mittlerem Durchmesser vertsilt. Unter fortgesetztem Riihren wird 4 Stunden bei 343K und 4 Stunden bei 373K polymarisiert.
Dann wird das Polymerisat abgetrennt, mitverdiinnter Séure und mit Wasser gewaschen und in ein Filterrohr mit Dampfmantel
gebracht. Sowohl durch den Mantel, wie auch durch das Polymerisat werden Wasserdampf von etwa 0,12 MPa Druck geleitet, bis
das Kondensat des Dampfes, der das Polymerisat durchstrémt hatte, keine organischen Bestandteile mehr enthélt. Das nun
kreidig weil sussehende Polymerisat wird bei 363K getrocknet und dis Kornfraktion von 0,2 bis 0,5 mm zur weiteren
Verwendung abgesiebt. ‘

50g dieses Polymerisates werden mit 260 ml Monochlordimethylether und 10g Zinntetrachlorid 8 Stunden unter
RickfluRkiihlung geriihrt. Dann wird das chlormethylierte Polymerisat abgetrennt und mit Methanol gewaschen, bis der Ablauf
s#urefrei ist. Das lufttrockene Material wird dann in ein Gemisch von 360m| Methano! und 80g Hexamethylentetramin ¢iegeben
und 8 Stunden bei 303K geriihrt. Dann wird es wiader abgetrennt, mit Methanol gewaschen und mit 400mi 25%iger
Ammoniakidsung 6 Stunden bei 313K geriihrt. Nach erneutem Abfiltrieren und Waschen mit Wasser wird das Material
schlieBlich mit einem Gemisch aus 360l Methanol und 40ml konzentrierter Salzsdure (etwa 30%ig) 8 Stunden unter Rihren am
RiickfluB gekocht. Dann wird es erneut abfiltriert und mit ‘Wasser sdurefrei gewaschen.

Das so erhaitene Polymermaterial enthéit nach der IR-spektroskopischen Untersuchung einen Antell an Aldehydgruppen, der
mit dem an Aminomethylgruppen vergleichbar ist. Der Gehalt an erstaren wurde nach R, ULBRICH, A. SCHELLENBERGER, Z.
Chem. 19(1979), 261 bestimmt. Der anteilige Gehalt an letzteran geht aus einer Bestimmung der Anionenaustauschkapazitit, die
zu einem Wert von 2,79 mol pro g Trockensubstanz filhrte und damit auswies, daB nur etwa 2/ der nach dem elementaranalytisch
gemessenen Umsetzungsgrad bei der Chlormethylierung bei vollstindiger Zersetzung zu erwartenden Aminomethylgruppen
entstanden waren, hervor.

Das aldehydgrunnenhaitige Trégerpolymerisat wurde folgendermaBen mit Glucoamylase beladen:

400mg des feuchten Tragermaterials wurden in 3ml Phosphatpuffer nach SORENSEN pH 7,0 gegeben, Nach Hinzufiigen von
50l Glucoamylase (Firma NOVO Industries) (EC 3.2.1.3.}—was einem Aktivititsangebot von etwa 1500U/g entsprach — wwurde
die Probe 4 Stunden bei Raurntemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde (iber eine Fritte kurz abgesaugt und finfmal mit 25mM
Natriumacetatpuffer pH 5,6/1 M NaCl gewaschen, Zum Schiu wurde kurz abgesaugt und die so vorbereitete Probe unter Wasser
bei 277K aufbewahrt, )

Die Leistungsféhigkeit des so gewonnenen Enzym-Triger-Komplexes wurde in folgend beschriebener Weise gepriift:

a) Aktivitdtstest

30mg des mit Enzym beladenen feuchten Trigermaterials wurden in eine temperierbare, mit einem Glasriihrer versehsne Fritte
gegeben, Nach Zugabe von 20 ml 1%iger Zulkowsky-Starkeldsung in 25 mM Natriumacetatpuffer pH 4,6 wurde bei 310K 1Emin
schnall geriihrt und dann abgesaugt. Von dsr Probe wurden 2ml abgenommen und die Anzahl der reduzierenden Grupper mit
3,5-Dinitrosalicylsdure (P.BERNFELD, Methods Enzymol. 1{1955), 145) bestimmt. Die Aktivitit des Glucoamylase-Polystyran-
Komplexes betrigt 210U/g.

b) Stabilitétstest -

Zum Zwecke der Ermittlung der Temperaturstabilitét wurden Proben des Enzym-Triger-Komplexes nach obiger Beschreibung
bei erhéhten Temperaturen (315-370K) inkubiert und deren Aktivitit gemessen. AuBerdem erfolgte im batch-Versuch die
Umsetzung einer Probe des Enzym-Tréger-Komplexes mit Vorhydrolysat von séureaufgeschlossener Maisstérke. AnschlieBond
wurde die Aktivitat der Probe nach der oben beschriebenen Verfahrensweise bestimmt,

Die Stabilitat ist besser, als die eines auf konventionellem Wege hergesteliten Triger-Enzym-Komplexes.

Das gleiche, nebsneinander Aldehyd- und Aminomethylgruppen enthaltende Trégermaterial wurde folgendermaBien mit
Invertase beladen:

500¢y des feuchten Tréigermaterials wurden in einer Lésung von 30rag Invertase (EC 3.2.1.26) aus Saccharomyces cerevisiae (Fa.
Boehringer Mannheim, 140U/mg Lyophilisat) in 6,0ml SORENSEN-Phosphatpuffer pH 7,0 4 Stunden bei Raumtemperatur
geriihrt. Nach Absaugen der Enzymldsung iber eine Fritie wurde der Enzym-Tréger-Komplex fiinfmal mit 1M NaCl/0,025M
Natriumacetatpuffar pH 5,0 und dreimal mit 0,025 M Natriumacetatpuffer pH 5,0 gewaschen und bei 277K unter Wasser aufbewahrt.
Die Aktivitit des horgestellten Invertase-Polystyren-Komplexes betriigt 1130U/g. wobei das einer relativen Aktivitét von 99%
entspricht. .

Die Aktivitat des erfindungsgemiR hergesteliten Invertase-Polystyren-Komplexes wurde in einer 0,15M Saccharoseldsung in
0,025M Natriumacatatpuffer pH 4,5 bei 297K durch enzymatische Bestimmung der freigesetzten Glucosemenge mit Hiife der
GOD-POD-Methode ermittelt, wobei 1U die Freisetzung von 1Mol Glucose/min und 1 pMol Fructose/min unter den oben
angegebenen Bedingungen katalysiert.
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Das erfindungsgeméBe aldehydgruppenhaltige Tragermaterial wisrde wie folgt mit Aminoacylase beladen:

5009 feuchtes Tragermaterial wurden in einer L8sung von 50mg Aminoacylase (EC 3.4.1,14) aus Schweinenieren (Fa. Serva,
Heidelberg, 15U/mg) in 6,0ml 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,0 bei 283K 4 Stunden geriihrt. Nach dem Abtrennen der Enzymldsung
vom Trégermaterial mit Hilfe einer Fritto wurde dor Enzym-Tréger-Komplex fiinfmal mit 1M NaCl/0,1 M Phosphatpuffer pH 7,0
und dreimal mit 0,1 M Phosphatpuffer pH 7,0 gewaschan und anschlieBerd bei 277 K unter Wasser aufbewahirt.

Zur Aktivitiitsbestimmung des Enzym-Triiger-Komplexes diente eine 0,1 M N-Acetyl-L-alaninlésung mit 1mM CoCl,in 0,M
Phosphatpuffer pH 8,0 bei 310K unter Ermittlung der Menge an fr¢igesetztem L-Alanin mmit Hilfe der Ninhydrin-Methode
(S.MOORE, W.H.STEIN [1954], J. Biol. Chem. 211, 907), wabei 1V die Freisetzung von 1Mol L-Alanin unter den oben
angagebenen Bedingungen katalysiert.

Die Aktivitit des erfindungsgemR hergestellten Aminoacylase-Polystyren-Komplexes betriigt 85U/g.
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