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@  Verfahren  zur  Herstellung  wasserunlöslicher  Enzympräparate  und  danach  hergestellte  Enzympräparate. 

Gegenstand  der  Erfindung  ist  ein  Verfahren  zur  Her-stel- 
lung  von  wasserunlöslichen  Enzympräparaten. 

Erfindungsgemäß  werden  anorganische  Träger  mit 
unterschiedlichem  häufigsten  Porendurchmesser  zunächst 
nach  an  sich  bekannten  Verfahren  mit  zur  Bindung  des 
Enzyms  an  den  Träger  befähigten  funktionellen  Gruppen 
versehen  und  aus  den  so  funktionalisierten  Trägern  nach  an 
sich  bekannten  Verfahren  Enzympräparate  hergestellt, 
indem  man  den  unterschiedlichen  Trägern  unterschiedliche 
Mengen  an  Enzym  anbietet.  Dabei  zeigt  sich,  daß  die  abso- 
lute  Aktivität  der  erhaltenen  Präparate  ungeachtet  der  an  sie 
gebundenen  Enzymmenge  vom  häufigsten  Porendurchmes- 
ser  des  Trägers  abhängig  ist  und  für  einen  bestimmten 
häufigsten  Porendurchmesser  ein  Maximum  durchläuft. 

Anschließend  werden  aus  dem  hinsichtlich  seines 
häufigsten  Porendurchmessers  ermittelten  optimalen  Träger 
Enzympräparate  hergestellt,  indem  man  diesem  Träger 
unterschiedliche  Mengen  an  Enzym  anbietet.  Dabei  zeigt 
sich,  daß  bei  einem  bestimmten  Enzymangebot  die 
spezifische  Aktivität  des  Präparats  der  spezifischen  Aktivität 
des  Enzyms  im  freien  Zustand  nahekommt  oder  diese 
erreicht. 

Es  läßt  sich  somit  die  für  ein  Präparat  mit  maximaler 
Aktivität  benötigte  Enzymmenge  optimieren. 

Gegenstand  der  Erfindung  sind  außerdem  nach  dem 
Verfahren  hergestellte  Enzympräparate  mit 
Amyloglucosidase-  bzw.  Glucoseisomerase-Aktivität. 



Die  E r f i n d u n g   b e t r i f f t   e i n   V e r f a h r e n   z u r   H e r s t e l l u n g  

w a s s e r u n l ö s l i c h e r   E n z y m p r ä p a r a t e   und  d a n a c h   h e r g e s t e l l t e  

E n z y m p r ä p a r a t e .  

Es  i s t   b e k a n n t ,   Enzyme  d u r c h   B i n d u n g   an  o r g a n i s c h e   o d e r   a n -  

o r g a n i s c h e   T r ä g e r   zu  i m m o b i l i s i e r e n ,   d . h .   w a s s e r u n l ö s l i c h  

zu  m a c h e n ,   so  d a s s   d i e s e   w i e d e r v e r w e n d b a r   s i n d   und  in   k o n t i -  

n u i e r l i c h   a r b e i t e n d e n   V e r f a h r e n   e i n g e s e t z t   w e r d e n   k ö n n e n .  

O r g a n i s c h e   M a t e r i a l i e n   ( z . B .   Z e l l u l o s e ,   N y l o n ,   P o l y a c r y l a m i d )  

w e i s e n   a l s   T r ä g e r   e r h e b l i c h e   N a c h t e i l e   a u f ,   da  s i e   k e i n e   a u s -  
r e i c h e n d e   m e c h a n i s c h e   S t a b i l i t ä t   b e s i t z e n ,   vom  L ö s u n g s m i t t e l  

a n g e g r i f f e n   w e r d e n   k ö n n e n ,   g e g e n ü b e r   w e c h s e l n d e n   p H - W e r t e n  

und  I o n e n s t ä r k e n   e m p f i n d l i c h   s i n d   und  t e i l w e i s e   zum  M i k r o -  

b e n b e f a l l   n e i g e n ,   w o d u r c h   d i e   B i n d u n g   zum  Enzym  g e l ö s t   w e r -  

den  k a n n .  

D e s h a l b   w u r d e n   a n o r g a n i s c h e   S u b s t a n z e n   a l s   T r ä g e r   v o r g e -  

s c h l a g e n ,   a u f   d e n e n   Enzyme  a d s o r p t i v   o d e r   k o v a l e n t   g e b u n d e n  

w e r d e n .   Die  b e v o r z u g t e   A r t   d e r   B i n d u n g   h ä n g t   von  d e r   A r t   u n d  

den  E i n s a t z b e d i n g u n g e n   des   Enzyms  und  d e r   B e s c h a f f e n h e i t   d e s  

S u b s t r a t e s   ab .   L i e g t   das   S u b s t r a t   b e i s p i e l s w e i s e   in   e i n e r  

s t a r k e n   S a l z k o n z e n t r a t i o n   v o r ,   i s t   d i e   A d s o r p t i o n s m e t h o d e  

n i c h t   a n w e n d b a r ,   da  e i n e   D e s o r p t i o n   d e r   a d s o r b i e r t e n   E n z y m -  

m o l e k ü l e   m ö g l i c h   i s t .   D e s h a l b   w i r d   d i e   k o v a l e n t e   B i n d u n g  

des   Enzyms  an  den  T r ä g e r   v o r g e z o g e n .   Die  T r ä g e r o b e r f l ä c h e  

muss   dann   s p e z i f i s c h e   f u n k t i o n e l l e   G r u p p e n   e n t h a l t e n ,   d i e  

e i n e   B i n d u n g   des   Enzyms  g e w ä h r l e i s t e n .   Da  d e r   T r ä g e r   d i e s e  

f u n k t i o n e l l e n   G r u p p e n   in   den  m e i s t e n   F ä l l e n   n i c h t   b e s i t z t ,  

i s t   e i n e   V o r b e h a n d l u n g   d e r   O b e r f l ä c h e   e r f o r d e r l i c h .   B e k a n n t  

i s t   b e i s p i e l s w e i s e   d i e   B e l e g u n g   von  a n o r g a n i s c h e m   M a t e r i a l  

m i t   S i l a n e n ,   w o d u r c h   d i e   O b e r f l ä c h e   o r g a n i s c h   f u n k t i o n e l l e  

G r u p p e n   ( z . B .   A l k y l a m i n )   e r h ä l t ,   d i e   mi t   o r g a n i s c h e r   S u b -  



s t a n z   e i n e   k o v a l e n t e   B i n d u n g   e i n g e h e n .   W e i t e r h i n   i s t   d i e  

B e h a n d l u n g   a n o r g a n i s c h e r   T r ä g e r   m i t   S u l f u r y l c h l o r i d ,  

T h i o n y l c h l o r i d   o d e r   C y a n u r c h l o r i d   e r p r o b t   w o r d e n .   A u s s e r -  

dem  i s t   es  m ö g l i c h ,   d i e   T r ä g e r o b e r f l ä c h e   m i t   e i n e m   w a s s e r -  

u n l ö s l i c h e n   P o l y m e r   zu  ü b e r z i e h e n ,   das   f r e i e   f u n k t i o n e l l e  

G r u p p e n   a u f w e i s t ,   wie   z . B .   P o l y a c r o l e i n ,   das   z w i s c h e n   1 0  

und  70 %  f r e i e   A l d e h y d g r u p p e n ,   b e z o g e n   a u f   d i e   A n z a h l   d e r  

m o n o m e r e n   M o l e k ü l e ,   b e s i t z t .  

A l s   M a t e r i a l   f ü r   a n o r g a n i s c h e T r ä g e r   w u r d e n   A l u m i n i u m o x i d e ,  

N i c k e l o x i d ,   E i s e n o x i d ,   T i t a n o x i d ,   Z i r k o n o x i d ,   H y d r o x y l a p a -  

t i t ,   S i l i k a t e   und  p o r ö s e s   G l a s   v o r g e s c h l a g e n ,   d e r e n   P o r e n -  

s t r u k t u r   d i e   Z u g ä n g l i c h k e i t   des   Enzyms  und  des   S u b s t r a t e s  

z u r   i n n e r e n   O b e r f l ä c h e   g e w ä h r l e i s t e t ,   ü b e r   d e r e n   w e i t e r e  

w ü n s c h e n s w e r t e   E i g e n s c h a f t e n ,   wie   z . B .   o p t i m a l e   P o r e n v e r -  

t e i l u n g   und  O b e r f l ä c h e n g r ö s s e   j e d o c h   s e h r   u n t e r s c h i e d l i c h e  

A n g a b e n   v o r l i e g e n .  

Mi t   k e i n e m   d e r   g e n a n n t e n   T r ä g e r   g e l a n g   e s ,   u n a b h ä n g i g   v o n  

d e r   a n g e w a n d t e n   B i n d u n g s a r t ,   Enzyme  so  zu  i m m o b i l i s i e r e n ,  

d a s s   i h r e   s p e z i f i s c h e   A k t i v i t ä t   d e r   s p e z i f i s c h e n   A k t i v i t ä t  

im  f r e i e n   Z u s t a n d   n a h e k o m m t .   Nach  A n g a b e n   von  D . L . L a t i g u e  

( I m m o b i l i z e d   E n z y m e s   f o r   I n d u s t r i a l   R e a c t o r s ,   L o n d o n   1 9 7 5 ,  

S.  127)   l i e g e n   a u c h   u n t e r   b e s t e n   I m m o b i l i s i e r u n g s b e d i n g u n -  

gen   n u r   m a x i m a l   80 %  des   a u f   dem  T r ä g e r   a u f g e b r a c h t e n   E n z y m s  

in   a k t i v e r   Form  v o r .  

Der   E r f i n d u n g   l i e g t   d a h e r   d i e   A u f g a b e   z u g r u n d e ,   d i e   b e k a n n -  

t e n   V e r f a h r e n   z u r   H e r s t e l l u n g   w a s s e r u n l ö s l i c h e r   E n z y m p r ä p a -  

r a t e ,   b e i   d e n e n   man  e i n e n   a n o r g a n i s c h e n   T r ä g e r   m i t   f u n k -  

t i o n e l l e n   G r u p p e n   z u r   k o v a l e n t e n   B i n d u n g   m i t   e i n e r   E n z y m -  

l ö s u n g   i n   B e r ü h r u n g   b r i n g t ,   so  zu  v e r b e s s e r n ,   d a s s   b e i   m i -  

n i m a l e m   E n z y m a u f w a n d   e i n   m a x i m a l   a k t i v e s   P r ä p a r a t   e r h a l t e n  

w i r d .  



Die  L ö s u n g   d i e s e r   A u f g a b e   g e l i n g t   g e m ä s s   d e r   E r f i n d u n g   d a -  

d u r c h ,   d a s s   man  e i n e n   T r ä g e r   m i t   e i n e m   s o l c h e n   h ä u f i g s t e n  

P o r e n d u r c h m e s s e r   a u s w ä h l t ,   d e r   u n g e a c h t e t   d e r   an  i h n   g e -  
b u n d e n e n   E n z y m m e n g e   e i n   P r ä p a r a t   m i t   m a x i m a l e r   A k t i v i t ä t  

e r g i b t ,   und  d a s s   man  den   so  a u s g e w ä h l t e n   T r ä g e r   m i t   e i n e r  

E n z y m l ö s u n g   in   B e r ü h r u n g   b r i n g t ,   d i e   n u r   so  v i e l   E n z y m  

e n t h ä l t ,   d a s s   d i e   s p e z i f i s c h e   A k t i v i t ä t   des   d a m i t   h e r g e -  

s t e l l t e n   P r ä p a r a t s   d i e   s p e z i f i s c h e   A k t i v i t ä t   des   E n z y m s  

in   f r e i e m   Z u s t a n d   e r r e i c h t   o d e r   i h r   n a h e k o m m t .  

Bei   d e r   L e h r e   n a c h   d e r   E r f i n d u n g   w e r d e n   z u n ä c h s t   T r ä g e r  

m i t   u n t e r s c h i e d l i c h e n   h ä u f i g s t e n   P o r e n d u r c h m e s s e r n   n a c h  

b e k a n n t e n   M e t h o d e n   m i t   K u p p l u n g s m i t t e l n   v e r s e h e n ,   d i e   s o -  

wohl   a u s r e i c h e n d   f e s t   am  T r ä g e r   h a f t e n ,   i n s b e s o n d e r e   e i n e  

k o v a l e n t e   B i n d u n g   zum  T r ä g e r   e i n g e h e n ,   a l s   a u c h   zu  e i n e r  

k o v a l e n t e n   B i n d u n g   m i t   dem  Enzym  b e f ä h i g t   s i n d .   A l s   g e -  

b r ä u c h l i c h s t e   M e t h o d e   h a t   s i c h   in   d e r   V e r g a n g e n h e i t   f ü r  

a n o r g a n i s c h e   T r ä g e r   d i e   S i l a n i s i e r u n g   d u r c h g e s e t z t ,   e s  

s i n d   a b e r ,   wie  s c h o n   a u s g e f ü h r t ,   a u c h   a n d e r e   K u p p l u n g s -  

m i t t e l   e i n s e t z b a r .   Die  A n z a h l   d e r   K u p p l u n g s g l i e d e r   am 

T r ä g e r   muss   h i n r e i c h e n d   g r o s s   s e i n   und  h ä n g t   w e i t g e h e n d  

von  de r   O b e r f l ä c h e   des   T r ä g e r s   a b .  

Den  so  v o r b e h a n d e l t e n   T r ä g e r n   w e r d e n   dann   u n t e r s c h i e d l i c h e  

E n z y m m e n g e n   a n g e b o t e n ,   i n d e m   man  s i e   m i t   E n z y m l ö s u n g e n  

u n t e r s c h i e d l i c h e r   K o n z e n t r a t i o n   in   B e r ü h r u n g   b r i n g t   u n d  

n a c h   b e k a n n t e n   M e t h o d e n   e i n e   k o v a l e n t e   B i n d u n g   des   E n z y m s  

zum  K u p p l u n g s g l i e d   und  d a m i t   zum  T r ä g e r   h e r s t e l l t .   N a c h .  

B e s t i m m u n g   d e r   A k t i v i t ä t   d e r   so  e r h a l t e n e n   P r ä p a r a t e   z e i g t  

s i c h ,   d a s s   d i e   A k t i v i t ä t   d e r   P r ä p a r a t e   u n g e a c h t e t   d e r   a n  

s i e   g e b u n d e n e n   E n z y m m e n g e   von  dem  h ä u f i g s t e n   P o r e n d u r c h -  

m e s s e r   a b h ä n g t   und  e i n   Maximum  d u r c h l ä u f t .   Es  h a t   s i c h   d a -  

b e i   a u s s e r d e m   g e z e i g t ,   d a s s   d i e   K o r n g r ö s s e   des   T r ä g e r s   f ü r  

d i e   Lage  des   Maximums  u n e r h e b l i c h   i s t   und  a l l e n f a l l s   d e s s e n  

A b s o l u t w e r t   b e e i n f l u s s t .   Die  K o r n g r ö s s e   des   T r ä g e r s   h a t  



d a h e r   f ü r   d i e   L e h r e   n a c h   d e r   E r f i n d u n g   n u r   e i n e   u n t e r g e -  

o r d n e t e   B e d e u t u n g   und   r i c h t e t   s i c h   w e i t g e h e n d   n a c h   dem  v o r -  

g e s e h e n e n   E i n s a t z z w e c k ,   b e i s p i e l s w e i s e   d e r   V i s k o s i t ä t   d e s  

S u b s t r a t s ,   d e r   V e r f a h r e n s f ü h r u n g   und  d g l .  

Dem  a u f   d i e s e   W e i s e   h i n s i c h t l i c h   des   h ä u f i g s t e n   P o r e n d u r c h -  

m e s s e r s   e r m i t t e l t e n   o p t i m a l e n   T r ä g e r   w e r d e n   d a n n   w i e d e r u m  

u n t e r s c h i e d l i c h e   M e n g e n   Enzym  a n g e b o t e n .   D a b e i   z e i g t   s i c h ,  

d a s s   b e i   b e s t i m m t e n   E n z y m k o n z e n t r a t i o n e n   P r ä p a r a t e   e r h a l t e n  

w e r d e n ,   d e r e n   s p e z i f i s c h e   A k t i v i t ä t   d e r   s p e z i f i s c h e n   A k t i -  

v i t ä t   des   Enzyms   im  f r e i e n   Z u s t a n d   n a h e k o m m t   o d e r   d i e s e   e r -  

r e i c h t ,   d . h .   d i e   r e l a t i v e   A k t i v i t ä t   des   P r ä p a r a t s   e r r e i c h t  

e i n e n   W e r t   von  100  %. 

Be i   T r ä g e r n ,   d i e   a u s   e i n e m   S i 0 2 - G e l   h e r g e s t e l l t   s i n d ,   l ä s s t  

s i c h   g e m ä s s   W e i t e r b i l d u n g   d e r   E r f i n d u n g   d e r   o p t i m a l e   T r ä g e r  

e r h a l t e n ,   wenn  man  das   Gel  n a c h   E i n s t e l l u n g   e i n e s   A l k a l i -  

g e h a l t s ,   b e r e c h n e t   a l s   Na20  und  b e z o g e n   a u f   T r o c k e n s u b s t a n z ,  

von   0 , 1   b i s   0 , 5   G e w . - % ,   und  T r o c k n u n g ,   5  b i s   10  S t u n d e n   i n  

e i n e m   w a s s e r d a m p f h a l t i g e n   L u f t s t r o m   b e i   4000C  b i s   8 5 0 ° C ,  

v o r z u g s w e i s e   5700C  b i s   7 5 0 ° C ,  g l ü h t .  

Z w e c k m ä s s i g e r w e i s e   e r f o l g t   d i e   T r o c k n u n g   i n   w a s s e r d a m p f g e -  

s ä t t i g t e r   L u f t   b e i   1 8 0 ° C   b i s   2 0 0 ° C .   F ü r   d a s   G l ü h e n   h a t   s i c h  

e i n   w a s s e r d a m p f h a l t i g e r   L u f t s t r o m   m i t   e i n e r   r e l a t i v e n   F e u c h -  

te   von   40  b i s   80  %  a l s   v o r t e i l h a f t   e r w i e s e n .  

Der   so  h e r g e s t e l l t e   T r ä g e r   w e i s t   e i n e n   h ä u f i g s t e n   P o r e n -  

d u r c h m e s s e r   von  175  b i s   3 . 0 0 0   Å,  v o r z u g s w e i s e   250  b i s   600  Å ,  

o p t i m a l e r w e i s e   e t w a   340  Å,  a u f .  

Das  e r f i n d u n g s g e m ä s s e   I m m o b i l i s i e r u n g s v e r f a h r e n   i s t   f ü r   a l l e  

t e c h n i s c h   und  a n a l y t i s c h   w i c h t i g e n   Enzyme  a n w e n d b a r ,   b e i -  

s p i e l s w e i s e   f ü r   H y d r o l a s e n   ( z . B .   A m y l a s e n ,   G l y c o s i d a s e n ,  

P r o t e a s e n ) ,   O x y d o r e d u c t a s e n   ( G l u c o s e o x i d a s e ,   K a t a l a s e ) ,  



I s o m e r a s e n   ( G l u c o s e i s o m e r a s e ) ,   T r a n s f e r a s e n   ( D e x t r a n -  

s u c r a s e ) .  

F ü r   den   F a l l ,   d a s s   das   Enzym  A m y l o g l u c o s i d a s e   i s t ,   w e l c h e  

im  f r e i e n   Z u s t a n d   e i n e   s p e z i f i s c h e   A k t i v i t ä t   von   10  b i s   1 5  

E i n h e i t e n / m g   a u f w e i s t ,   w i r d   d a s   o p t i m a l e   P r ä p a r a t   d a n n   e r -  

h a l t e n ,   wenn   man  den   o p t i m a l e n   T r ä g e r   m i t   e i n e r   L ö s u n g   i n  

B e r ü h r u n g   b r i n g t ,   d i e   25  b i s   75  mg,  v o r z u g s w e i s e   50  m g ,  

A m y l o g l u c o s i d a s e   p r o   Gramm  T r ä g e r   e n t h ä l t .  

Wi rd   a l s   Enzym  G l u c o s e i s o m e r a s e   e i n g e s e t z t ,   d i e   im  f r e i e n  

Z u s t a n d   e i n e   s p e z i f i s c h e A k t i v i t ä t   von   5 0 - 7 0   E i n h e i t e n / m g  

a u f w e i s t ,   e r h ä l t   man  das   o p t i m a l e   P r ä p a r a t ,   wenn   d e r   o p t i -  

m a l e   T r ä g e r   m i t   e i n e r   L ö s u n g   i n   B e r ü h r u n g   g e b r a c h t   w i r d ,  

d i e   2 0 - 5 0   mg,  v o r z u g s w e i s e   25  mg  G l u c o s e i s o m e r a s e   p r o   Gramm 

T r ä g e r   e n t h ä l t .  

Die   n a c h f o l g e n d e n   B e i s p i e l e   d i e n e n   d e r   E r l ä u t e r u n g   d e r   E r -  

f i n d u n g .  

B e i s p i e l   1 

Zur   H e r s t e l l u n g   des   T r ä g e r s   1  w u r d e   e i n   a u s   N a t r i u m s i l i k a t -  

l ö s u n g   m i t   S c h w e f e l s ä u r e   g e f ä l l t e s   S i 0 2 - G e l   m i t   e i n e m   N a 2 0 -  
G e h a l t   von   0 , 3   Gew. -%  b e i   1800C  i n   w a s s e r d a m p f g e s ä t t i g t e r  

L u f t   d r e i   S t u n d e n   g e t r o c k n e t .   1  kg  d i e s e s   M a t e r i a l s   w u r d e  

s e c h s   S t u n d e n   b e i   7300C  in   e i n e m   L u f t s t r o m   von  2  1 / m i n ,  

d e r   e i n e n   r e l a t i v e n   F e u c h t i g k e i t s g e h a l t   von   80  %  a u f w i e s ,  

g e g l ü h t .   Nach  d i e s e r   B e h a n d l u n g   h a t t e   d a s   S iO2  e i n e n   h ä u -  

f i g s t e n   P o r e n d u r c h m e s s e r   von  1400   Å.  Der   T r ä g e r   1  w u r d e  

d u r c h   S i e b u n g   in   F r a k t i o n e n   g e t r e n n t .   Die   w e i t e r e   P r ä p a r a -  

t i o n   e r f o l g t e   m i t   d e r   F r a k t i o n   0 , 2 5   b i s   0 , 5   mm. 



150  g  d i e s e r   T r ä g e r f r a k t i o n   w u r d e   8  S t u n d e n   m i t   4  1  e i n e r  

10  % i g e n   L ö s u n g   von   H - A m i n o p r o p y l t r i ä t h o x y s i l a n   i n   B e n z o l  

am  R ü c k f l u s s   g e k o c h t   und  n a c h   A b k ü h l u n g   m i t   j e   1 0 0 0   m l  

B e n z o l   und   m i t   j e   1 0 0 0   ml  A c e t o n   d r e i m a l   g e w a s c h e n .  

Nach   A b d a m p f e n   d e s   L ö s u n g s m i t t e l s   b e i   R a u m t e m p e r a t u r   i m  

Vakuum  w u r d e   d e r   T r ä g e r   z w e i m a l   m i t   0 , 0 5   m  P h o s p h a t p u f f e r  

(pH  7)  und   d r e i m a l   m i t   b i d e s t .   W a s s e r   g e w a s c h e n .   Die   T r o c k -  

n u n g   e r f o l g t e   ü b e r   P205  im  Vakuum.   B e r e c h n e t   a u f   B a s i s   d e s  

M i t t e l w e r t e s   d e r   C-  und  N - B e s t i m m u n g   e n t h i e l t   d e r   T r ä g e r   1 

0 , 1 3   m  Äq  S i l a n / g .  

10  g  d i e s e s   T r ä g e r s   w u r d e n   i n   20  ml  L ö s u n g   von  1  g  A m y l o -  

g l u c o s i d a s e   ( M e r c k   1 3 3 0 )   i n   0 , 0 5   m  P h o f p h a t p u f f e r   (pH  7 )  

s u s p e n d i e r t .   D ie   A k t i v i t ä t   d e r   A m y l o g l u c o s i d a s e   b e t r u g  

1 1 , 7 5   U /mg ,   w o b e i   a l s   A k t i v i t ä t s m a s s   U  d i e   B i l d u n g   v o n  

1 / u   Mol  G l u c o s e / m i n   b e i   25°C  b e n u t z t   w u r d e .   D ie   S u s p e n s i o n  

w u r d e   20  M i n u t e n   u n t e r   Vakuum  g e h a l t e n ,   w i e d e r   b e l ü f t e t  

und  n a c h   z w e i   S t u n d e n   n o c h m a l s   f ü r   20  M i n u t e n   e v a k u i e r t .  

Nach   v i e r   S t u n d e n   e r f o l g t e   d i e   T r e n n u n g   von   T r ä g e r   u n d  

L ö s u n g   d u r c h   F i l t r a t i o n ,   a n s c h l i e s s e n d   d r e i m a l i g e   W a s c h u n g  

m i t   b i d e s t .   W a s s e r   und  s c h l i e s s l i c h   e i n e   d r e i m a l i g e   W a -  

s c h u n g   m i t   0 , 0 1   m  P h o s p h a t p u f f e r   (pH  5 ) .   D ie   f e r t i g e   P r o -  

be  1 . 1   w u r d e   i n   P h o s p h a t p u f f e r   (pH  5)  b e i   4°C  a u f b e w a h r t .  

D ie   C - N - A n a l y s e   e r g a b   e i n e n   P r o t e i n g e h a l t   von   1 6 , 5   m g / g .  

Zur   H e r s t e l l u n g   d e r   P r o b e   1 . 2   w u r d e n   10  g  d e s   s i l a n i s i e r t e n  

T r ä g e r s   1  i n   20  ml  L ö s u n g   von  0 , 5   g  A m y l o g l u c o s i d a s e   ( M e r c k  

1 3 3 0 )   i n   0 , 0 5   m  P h o s p h a t p u f f e r   (pH  7)  s u s p e n d i e r t .   D ie   w e i -  

t e r e   V e r f a h r e n s w e i s e   e n t s p r a c h   d e r   P r ä p a r a t i o n   d e r   P r o b e   1 . 1 .  

Die   C - N - A n a l y s e   d e r   f e r t i g e n   P r o b e   1 . 2   e r g a b   e i n e n   P r o t e i n -  

g e h a l t   von   9 , 0   m g / g .  



B e i s p i e l   2 

Zur   H e r s t e l l u n g   des   T r ä g e r s   2  w u r d e   e i n   a u s   N a t r i u m s i l i k a t -  

l ö s u n g   m i t   S c h w e f e l s ä u r e   g e f ä l l t e s   S i 0 2 - G e l   m i t   e i n e m   N a 2 0 -  
G e h a l t   von  0 , 3   G e w . - % ,   wie   im  B e i s p i e l   1  b e s c h r i e b e n ,   g e -  

t r o c k n e t .   1  kg  d i e s e s   M a t e r i a l s   w u r d e   s e c h s   S t u n d e n   b e i   6 8 0 ° C  

in   e i n e m   L u f t s t r o m   von  2  1 / m i n ,   d e r   e i n e n   r e l a t i v e n   F e u c h -  

t i g k e i t s g e h a l t   von  80  %  a u f w i e s ,   g e g l ü h t .   Nach   d i e s e r   B e -  

h a n d l u n g   h a t t e   das   S iO2  e i n e n   h ä u f i g s t e n   P o r e n d u r c h m e s s e r  

von   340  Å.  Der  T r ä g e r   2  w u r d e   d u r c h   S i e b u n g   in   F r a k t i o n e n  

g e t r e n n t .   Die   w e i t e r e   P r ä p a r a t i o n   e r f o l g t e   m i t   d e r   F r a k t i o n  

0 , 2 5   b i s   0 , 5   mm. 

150  g  d i e s e r   T r ä g e r f r a k t i o n   w u r d e   a c h t   S t u n d e n   m i t   4  1 

e i n e r   10  % i g e n   L ö s u n g   von  H - A m i n o p r o p y l t r i ä t h o x y s i l a n   i n  

B e n z o l   e n t s p r e c h e n d   dem  im  B e i s p i e l   1  a n g e g e b e n e n   V e r f a h -  

r e n   b e h a n d e l t .  

Der   T r ä g e r   2  e n t h i e l t ,   b e r e c h n e t   a u f   B a s i s   des   M i t t e l w e r t e s  

d e r   C - u n d   N - B e s t i m m u n g ,   0 , 1 9   m  Äq  S i l a n / g .  

10  g  d i e s e s   T r ä g e r s   w u r d e n   i n   20  ml  L ö s u n g   von  1  g  A m y l o -  

g l u c o s i d a s e   ( M e r c k   1 3 3 0 )   i n   0 , 0 5   m  P h o s p h a t p u f f e r   (pH  7 )  

s u s p e n d i e r t   u n d ,   wie   im  B e i s p i e l   1  b e s c h r i e b e n ,   p r ä p a r i e r t .  

Die   f e r t i g e   P r o b e   2 . 1   w i e s   n a c h   d e r   C - N - A n a l y s e   e i n e n   P r o -  

t e i n g e h a l t   von  3 0 , 8   m g / g   a u f .  

W e i t e r e   10  g  des   s i l a n i s i e r t e n   T r ä g e r s   2  w u r d e n   i n   20  m l  

L ö s u n g   von  0 , 5   g  A m y l o g l u c o s i d a s e   ( M e r c k   1 3 3 0 )   i n   0 , 0 5   m 

P h o s p h a t p u f f e r   (pH  7)  s u s p e n d i e r t   u n d ,   wie   im  B e i s p i e l   1 

( P r o b e   1 . 2 )   b e s c h r i e b e n ,   b e h a n d e l t .  

D ie   C - N - A n a l y s e   d e r   f e r t i g e n   P r o b e   2 . 2   e r g a b   e i n e n   P r o t e i n -  

g e h a l t   von   1 7 , 4   m g / g .  



B e i s p i e l   3  

Zur   H e r s t e l l u n g   d e s   T r ä g e r s   3  w u r d e   e i n   a u s   N a t r i u m s i l i k a t -  

l ö s u n g   m i t   S c h w e f e l s ä u r e   g e f ä l l t e s   S i 0 2 - G e l   m i t   e i n e m   N a 2 0 -  
G e h a l t   von   0 , 3   G e w . - % ,   wie   im  B e i s p i e l   1  b e s c h r i e b e n ,   g e -  
t r o c k n e t .   1  kg  d i e s e s   M a t e r i a l s   w u r d e   s e c h s   S t u n d e n   b e i  
6 4 0 ° C   i n   e i n e m   L u f t s t r o m   von  2  l / m i n ,   d e r   e i n e n   r e l a t i v e n  

F e u c h t i g k e i t s g e h a l t   von   60  %  a u f w i e s ,   g e g l ü h t .   Nach   d i e s e r  

B e h a n d l u n g   h a t t e   d a s   S i 0 2   e i n e n   h ä u f i g s t e n   P o r e n d u r c h m e s s e r  

von   1 8 0  Å .   Der   T r ä g e r   3  w u r d e   d u r c h   S i e b u n g   i n   F r a k t i o n e n  

g e t r e n n t .   Die   w e i t e r e   P r ä p a r a t i o n   e r f o l g t e   m i t   d e r   F r a k t i o n  

0 , 2 5   b i s   0 , 5 0   mm. 

150  g  d i e s e r   T r ä g e r f r a k t i o n   w u r d e   a c h t   S t u n d e n   m i t   4  1 

e i n e r   10  % i g e n   L ö s u n g   v o n  y - A m i n o p r o p y l t r i ä t h o x y s i l a n   i n  

B e n z o l   e n t s p r e c h e n d   dem  im  B e i s p i e l   1  a n g e g e b e n e n   V e r f a h r e n  

b e h a n d e l t .  

De r   T r ä g e r   3  e n t h i e l t ,   b e r e c h n e t   a u f   B a s i s   d e s   M i t t e l w e r t e s  

d e r   C-  und   N - B e s t i m m u n g   0 , 5 1   m  Äq  S i l a n / g .  

10  g  d i e s e s   T r ä g e r s   w u r d e n   i n   20  ml  L ö s u n g   von   1  g  A m y l o -  

g l u c o s i d a s e   ( M e r c k   1 3 3 0 )   i n   0 , 0 5   m  P h o s p h a t p u f f e r   (pH  7 )  

s u s p e n d i e r t   u n d ,   w i e   im  B e i s p i e l   1  b e s c h r i e b e n ,   p r ä p a r i e r t .  

D ie   f e r t i g e   P r o b e   3 . 1   w i e s   n a c h   d e r   C - N - A n a l y s e   e i n e n   P r o -  

t e i n g e h a l t   von   2 6 , 2   m g / g   a u f .   , 

W e i t e r e   10  g  d e s   s i l a n i s i e r t e n   T r ä g e r s   3  w u r d e n   i n   20  m l  

L ö s u n g   von   0 , 5   g  A m y l o g l u c o s i d a s e   ( M e r c k   1 3 3 0 )   i n   0 , 0 5   m 

P h o s p h a t p u f f e r   (pH  7)  s u s p e n d i e r t   u n d ,   w i e   im  B e i s p i e l   1 

( P r o b e   1 . 2 )   b e s c h r i e b e n ,   b e h a n d e l t .  

D ie   C - N - A n a l y s e   d e r   f e r t i g e n   P r o b e   3 . 2   e r g a b   e i n e n   P r o -  

t e i n g e h a l t   von  1 2 , 7   m g / g .  



B e i s p i e l   4 

Um  den  N a c h w e i s   zu  f ü h r e n ,   d a s s   das   K u p p l u n g s m i t t e l   a u f   d i e  

A k t i v i t ä t   des   P r ä p a r a t e s   k e i n e n   E i n f l u s s   h a t ,   w u r d e   von   d e m  

T r ä g e r   2  ( h ä u f i g s t e r   P o r e n d u r c h m e s s e r   340  Å)  d i e   F r a k t i o n  

0 , 2 5 - 0 , 5   mm  a u s g e s i e b t   und  d a v o n   50  g  i n   500  ml  1 2 , 5   % i g e r  

w ä ß r i g e r   G l u t a r d i a l d e h y d l ö s u n g   5  M i n u t e n   b e i   R a u m t e m p e r a t u r  

g e r ü h r t .   A n s c h l i e s s e n d   e r f o l g t e   e i n   Z u s a t z   von  500  ml  g e -  

s ä t t i g t e r   N H 4 C 1 - L ö s u n g .   Nach   v i e r s t ü n d i g e m   R ü h r e n   b e i   R a u m -  

t e m p e r a t u r   w u r d e   d i e   P r o b e   m i t   W a s s e r   b i s   z u r   C h l o r i d f r e i -  

h e i t   g e w a s c h e n   und  ü b e r   P205  im  Vakuum  g e t r o c k n e t .  

10  g  d i e s e s   T r ä g e r s   w u r d e n   in   20  ml  L ö s u n g   von  1  g  A m y l o -  

g l u c o s i d a s e   ( M e r c k   1 3 3 0 )   in   0 , 0 5   m  P h o s p h a t p u f f e r   (pH  7 )  

s u s p e n d i e r t   und  w i e   im  B e i s p i e l   1  b e s c h r i e b e n ,   p r ä p a r i e r t .  

D ie   f e r t i g e   P r o b e   4 . 1   w i e s   n a c h   d e r   C - N - A n a l y s e   e i n e n   P r o -  

t e i n g e h a l t   von  2 9 , 8   m g / g   a u f .  

W e i t e r e   10  g  des   T r ä g e r s   2  w u r d e n   in   20  ml  L ö s u n g   von   0 , 5   g  

A m y l o g l u c o s i d a s e   ( M e r e k   1 3 3 0 )   i n   0 , 0 5   m  P h o s p h a t p u f f e r   (pH  7 )  

s u s p e n d i e r t   und  wie   im  B e i s p i e l   1  ( P r o b e   1 . 2 )   b e s c h r i e b e n ,  

b e h a n d e l t .  

Die   C - N - A n a l y s e   d e r   f e r t i g e n   P r o b e   4 . 2   e r g a b   e i n e n   P r o t e i n -  

g e h a l t   von  1 7 , 9   m g .  

B e i s p i e l   5 

10  g  des   T r ä g e r s   1  ( h ä u f i g s t e r   P o r e n d u r c h m e s s e r   1400   Å )  

w u r d e n   in   40  ml  e i n e r   0 , 0 5   m  P h o s p h a t p u f f e r l ö s u n g   (pH  7 ) ,  

d i e   0 , 5   g  G l u c o s e i s o m e r a s e   ( Y . T a k a s a k i ,   A g r . B i o l . C h e m . 3 3 ,  

Nr .   11,  1 5 2 7 - 1 5 3 4   ( 1 9 6 9 ) ) e n t h i e l t ,   s u s p e n d i e r t .  



Die   R e a k t i o n s z e i t   b e t r u g   b e i   R a u m t e m p e r a t u r   30  M i n u t e n .  

N a c h   j e w e i l s   10  M i n u t e n   w u r d e   das   R e a k t i o n s g e f ä s s   e v a k u i e r t  

und  n a c h   B e e n d i g u n g   d e r   R e a k t i o n   d i e   R e s t l ö s u n g   a b g e s a u g t .  

Dann  e r f o l g t e n   3  W a s c h u n g e n   m i t   W a s s e r   und  0 , 0 5   m  P h o s p h a t -  

p u f f e r   (pH  7 ) .  

Die   f e r t i g e   P r o b e   5 . 1   w i e s   n a c h   d e r   C - N - A n a l y s e   e i n e n   P r o -  

t e i n g e h a l t   von   4 , 8   m g / g   a u f .  

Zur   H e r s t e l l u n g   d e r   P r o b e   5 . 2   w u r d e n   w e i t e r e   10  g  des   T r ä -  

g e r s   1  i n   40  ml  e i n e r   0 , 0 5   m  P h o s p h a t p u f f e r l ö s u n g   (pH  7 ) ,  

d i e   0 , 2 5   g  G l u c o s e i s o m e r a s e   e n t h i e l t ,   s u s p e n d i e r t .  

Die   w e i t e r e   V e r f a h r e n s w e i s e   e n t s p r a c h   d e r   P r ä p a r a t i o n   5 . 1 .  

Die   C - N - A n a l y s e   d e r   f e r t i g e n   P r o b e   5 . 2   e r g a b   e i n e n   P r o t e i n -  

g e h a l t   von  2 , 0   m g / g .  

B e i s p i e l   6  

10  g  des   T r ä g e r s 2 ( h ä u f i g s t e r   P o r e n d u r c h m e s s e r   3 4 0  A )   w u r d e n  

i n   40  ml  e i n e r   0 , 0 5   m  P h o s p h a t p u f f e r l ö s u n g   (pH  7 ) ,   d i e   0 , 5   g  

G l u c o s e i s o m e r a s e   e n t h i e l t ,   s u s p e n d i e r t .  

D ie   w e i t e r e   B e h a n d l u n g   e n t s p r a c h   B e i s p i e l   5.  Die   f e r t i g e  

P r o b e   6 . 1   w i e s   n a c h   d e r   C - N - A n a l y s e   e i n e n   P r o t e i n g e h a l t  

von   2 2 , 0   m g / g   a u f .  

Zur   H e r s t e l l u n g   d e r   P r o b e   6 . 2   w u r d e n   w e i t e r e   10  g  des   T r ä -  

g e r s   2  i n   40  ml  e i n e r   0 , 0 5   m  P h o s p h a t p u f f e r l ö s u n g   (pH  7 ) ,  

d i e   0 , 2 5   g  G l u c o s e i s o m e r a s e   e n t h i e l t ,   s u s p e n d i e r t .   D ie   w e i -  

t e r e   B e h a n d l u n g   e n t s p r a c h   B e i s p i e l   5.  Die   C - N - A n a l y s e   d e r  

f e r t i g e n   P r o b e   6 . 2   e r g a b   e i n e n   P r o t e i n g e h a l t   von   1 0 , 2   m g / g .  
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10  g  d e s   T r ä g e r s   3  ( h ä u f i g s t e r   P o r e n d u r c h m e s s e r   180  i )  

w u r d e n   i n   40  ml  e i n e r   0 , 0 5   m  P h o s p h a t p u f f e r l ö s u n g   (pH  7 ) ,  

d i e   0 , 5   g  G l u c o s e i s o m e r a s e   e n t h i e l t ,   s u s p e n d i e r t .  

Die   w e i t e r e   B e h a n d l u n g   e n t s p r a c h   B e i s p i e l   5.  Die   f e r t i g e  

P r o b e   7 . 1   w i e s   n a c h   d e r   C - N - A n a l y s e   e i n e n   P r o t e i n g e h a l t  

von  1 1 , 2   m g / g   a u f .  

Zur   H e r s t e l l u n g   d e r   P r o b e   7 . 2   w u r d e n   w e i t e r e   10  g  des   T r ä -  

g e r s   3  i n   40  ml  e i n e r   0 , 0 5   m  P h o s p h a t p u f f e r l ö s u n g   (pH  7 ) ,  

d i e   0 , 2 5   g  G l u c o s e i s o m e r a s e   e n t h i e l t ,   s u s p e n d i e r t .   D i e  

w e i t e r e   V e r f a h r e n s w e i s e   e n t s p r a c h   d e r   P r ä p a r a t i o n   5 . 1 .  

Die   C - N - A n a l y s e   d e r   f e r t i g e n   P r o b e   7 . 2   e r g a b   e i n e n   P r o t e i n -  

g e h a l t   von   5 , 1   m g / g .  
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10  g  des   im  B e i s p i e l   4  g e n a n n t e n   T r ä g e r s   ( h ä u f i g s t e r   P o r e n -  

d u r c h m e s s e r   340  Ä ,   b e h a n d e l t   m i t   w ä ß r i g e r   G l u t a r d i a l d e h y d -  

l ö s u n g )   w u r d e n   i n   40  ml  e i n e r   0 , 0 5   m  P h o s p h a t p u f f e r l ö s u n g  

(pH  7 ) ,   d i e   0 , 5   g  G l u c o s e i s o m e r a s e   e n t h i e l t ,   s u s p e n d i e r t .  

D ie   w e i t e r e   B e h a n d l u n g   e n t s p r a c h   B e i s p i e l   5.  Die   f e r t i g e  

P r o b e   8 . 1   w i e s   n a c h   d e r   C - N - A n a l y s e   e i n e n   P r o t e i n g e h a l t  

von  2 1 , 3   m g / g   a u f .  

Zur   H e r s t e l l u n g   d e r   P r o b e   8 . 2   w u r d e n   w e i t e r e   10  g  des   g l e i -  

c h e n   T r ä g e r s   i n   40  ml  e i n e r   0 , 0 5   m  P h o s p h a t p u f f e r l ö s u n g  

(pH  7 ) ,   d i e   0 , 2 5   g  G l u c o s e i s o m e r a s e   e n t h i e l t ,   s u s p e n d i e r t .  

Die   w e i t e r e   V e r f a h r e n s w e i s e   e n t s p r a c h   d e r   P r ä p a r a t i o n   5 . 1 .  

Die   C - N - A n a l y s e   d e r   f e r t i g e n   P r o b e   8 . 2   e r g a b   e i n e n   P r o t e -  

i n g e h a l t   von  9 , 8   m g / g .  
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Die   A k t i v i t ä t   d e r   i n   den   B e i s p i e l e n   1  b i s   4  b e s c h r i e b e n e n  

P r ä p a r a t e   1 . 1 ,   1 . 2 ;   2 . 1 ,   2 . 2 ;   3 . 1 ,   3 . 2 ;   4 . 1 ,   4 . 2   s o w i e   d i e  

des   z u r   F i x i e r u n g   e i n g e s e t z t e n   Enzyms   ( A m y l o g l u c o s i d a s e ,  

M e r c k   1 3 3 0 )   w u r d e   n a c h   d e r   D i n i t r o s a l i z y l s ä u r e m e t h o d e   ( v e r g l .  

R i c k ,   W.,  S t e g b a u e r ,   H . P .   i n :   B e r g m e y e r ,   H.U.   " M e t h .   d .  

E n z y m a t i s c h e n   A n a l y s e " ,   V e r l a g   C h e m i e   1 9 7 0   S.  848  f f )   b e -  

s t i m m t .   E i n e   A k t i v i t ä t s e i n h e i t   (U)  e n t s p r i c h t   d e r   E n z y m m e n -  

ge ,   d i e   u n t e r   I n k u b a t i o n s b e d i n g u n g e n   1 µ   Ä q u i v a l e n t   r e d u -  

z i e r e n d e   G r u p p e n   ( b e r e c h n e t   a l s   G l u c o s e )   p r o   M i n u t e   f r e i -  

s e t z t .  

I n k u b a t i o n s b e d i n g u n g e n  

2  %ige   S u b s t r a t l ö s u n g   ( Z u l k o w s k y - S t ä r k e   M e r c k   1 2 5 7 )   in   0 , 1   m 

A c e t a t p u f f e r   pH  5 , 0 ,   30  M i n u t e n ,   2 5 ° C .  

T r ä g e r f i x i e r t e   P r ä p a r a t e   w u r d e n   u n t e r   o . a .   B e d i n g u n g e n   i n  

e i n e m   40  ml  R e a k t o r   b e i   e i n e r   R ü h r g e s c h w i n d i g k e i t   von   6 0 0  
m i n  1   ( P r o d u k t b i l d u n g s r a t e   u n a b h ä n g i g   von  R ü h r g e s c h w i n d i g -  

. 
k e i t )   s u s p e n d i e r t .  

Der   P r o t e i n g e h a l t   d e r   P r ä p a r a t e   w u r d e   a u f   B a s i s   d e r   M i t t e l -  

w e r t e   d e r   C - N - B e s t i m m u n g   e r m i t t e l t .   Der  h ä u f i g s t e   P o r e n -  

d u r c h m e s s e r   d e r   T r ä g e r   w u r d e   a u s   d e r   P o r e n v e r t e i l u n g   ( g e -  

m e s s e n   m i t   H o c h d r u c k p o r o s i m e t e r )   b e s t i m m t .  

In  d e r   f o l g e n d e n   T a b e l l e   1  s i n d   d i e   E r g e b n i s s e   d e r   P r o b e n  

1-4   z u s a m m e n g e s t e l l t .   Die  v e r w e n d e t e n   K e n n g r ö s s e n   w e r d e n  

wie   f o l g t   d e f i n i e r t :  
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Die   A k t i v i t ä t   d e r   in   den   B e i s p i e l e n   5 -8   b e s c h r i e b e n e n   P r ä -  

p a r a t e   5 . 1 ,   5 . 2 ;   6 . 1 ,   6 . 2 ;   7 . 1 ,   7 . 2 ;   8 . 1 ,   8 . 2   s o w i e   d i e   d e r  

z u r   F i x i e r u n g   e i n g e s e t z t e n   G l u c o s e i s o m e r a s e   w u r d e   n a c h   d e r  

T a k a s a k i - M e t h o d e   ( v g l .   Y . T a k a s a k i :   A g r . B i o l . C h e m .   V o l . 3 0 ,  

N r . 1 2 ,   1 2 4 7 - 1 2 5 3 ,   1966  und  Z . D i s c h e   u . E . B o r e n f r e u n d :   J . B i o l .  

C h e m . 1 9 2 ,   583 ,   1 9 5 1 )   b e s t i m m t .   E i n e   A k t i v i t ä t s e i n h e i t   ( U )  

i s t   d e f i n i e r t   a l s   d i e   E n z y m m e n g e ,   d i e   u n t e r   I n k u b a t i o n s -  

b e d i n g u n g e n   1  mg  F r u c t o s e   b i l d e t .  

I n k u b a t i o n s b e d i n g u n g e n  



Die   t r ä g e r f i x i e r t e n   P r ä p a r a t e   w u r d e n   w i e   im  B e i s p i e l   9  b e -  

s c h r i e b e n   u n t e r   S t a n d a r d b e d i n g u n g e n   im  R ü h r r e a k t o r   s u s p e n -  
d i e r t .  

Der   P r o t e i n g e h a l t   d e r   P r ä p a r a t e   w u r d e   a u f   B a s i s   d e r   M i t t e l -  

w e r t e   d e r   C - N - B e s t i m m u n g   e r m i t t e l t .  

In  d e r   f o l g e n d e n   T a b e l l e   2  s i n d   d i e   E r g e b n i s s e   d e r   P r o b e n  

5-8   z u s a m m e n g e s t e l l t .  

Die   D e f i n i t i o n   d e r   v e r w e n d e t e n   K e n n g r ö s s e n   i s t   im  B e i s p i e l   9  

a n g e g e b e n .  

Die   E r g e b n i s s e   z e i g e n :  

1.  Die   A k t i v i t ä t   U  d e r   u n t e r s u c h t e n   P r o b e n   v e r l ä u f t   ü b e r  

e i n   Maximum,   das   vom  h ä u f i g s t e n   P o r e n d u r c h m e s s e r   d e s  

T r ä g e r s   a b h ä n g i g   i s t .  



2.  Die   s p e z i f i s c h e   A k t i v i t ä t   Us  h ä n g t   von   d e r   E n z y m a u f n a h m e  

ab  und  e r r e i c h t   b e i   e i n e r   b e s t i m m t e n   E n z y m k o n z e n t r a t i o n  

cE  den   W e r t   d e r   A k t i v i t ä t   d e s   Enzyms   im  f r e i e n   Z u s t a n d  

USF,  so  d a s s   U r e l  =   100  w i r d .   Wi rd   d i e s e   E n z y m m e n g e  

ü b e r s c h r i t t e n ,   s i n k t   d i e   s p e z i f i s c h e   A k t i v i t ä t   a b ,   w o -  

b e i   das   P r o d u k t   a u s   Us  und  cE  k o n s t a n t   b l e i b t .  

3.  Die   vom  T r ä g e r   a u f g e n o m m e n e   E n z y m m e n g e   i s t   e i n e   F u n k t i o n  

des   h ä u f i g s t e n   P o r e n d u r c h m e s s e r s .  

Das  S y s t e m   E n z y m / T r ä g e r   w e i s t   m a x i m a l e   A k t i v i t ä t   b e i  

k l e i n s t m ö g l i c h e m   E n z y m e i n s a t z   a u f ,   wenn  d e r   o p t i m a l e  

T r ä g e r   2  ( h ä u f i g s t e r   P o r e n d u r c h m e s s e r   340  Ä)  1 7 , 4   mg 

A m y l o g l u c o s i d a s e / g   bzw.   1 0 , 2   mg  G l u c o s e i s o m e r a s e / g   a u f -  

g e n o m m e n   h a t   ( P r o b e n   2 . 2   bzw.   6 . 2 ) .  

4.  E n z y m a u f n a h m e   und  A k t i v i t ä t   d e r   u n t e r s u c h t e n   P r o b e n   s i n d  

vom  K u p p l u n g s m i t t e l   u n a b h ä n g i g .  

Da  d i e   E n z y m k o s t e n   b e t r ä c h t l i c h   s i n d   und  m i t   dem  g e f o r d e r t e n  

R e i n h e i t s g r a d   s e h r   s t a r k   a n s t e i g e n ,   f ü r   den   w i r t s c h a f t l i c h e n  

E i n s a t z   a l s o   e i n e   e r h e b l i c h e   R o l l e   s p i e l e n ,   i s t   m i t   dem  e r -  

f i n d u n g s g e m ä s s e n   V e r f a h r e n   e r s t m a l s   d i e   M ö g l i c h k e i t   g e s c h a f -  

f e n   w o r d e n ,   a u c h   t e u r e   Enzyme  t e c h n i s c h   a n z u w e n d e n ,   da  e s  

das   V e r f a h r e n   g e s t a t t e t ,   b e i   E i n s a t z   des   e r f i n d u n g s g e m ä s s e n  

T r ä g e r s ,   d i e   f ü r   m a x i m a l e   A k t i v i t ä t   b e n ö t i g t e   E n z y m m e n g e  

zu  o p t i m i e r e n .  



1.  V e r f a h r e n   z u r   H e r s t e l l u n g   e i n e s   w a s s e r u n l ö s l i c h e n   E n z y m -  

p r ä p a r a t e s ,   b e i   dem  man  e i n e n   a n o r g a n i s c h e n   T r ä g e r   m i t  

f u n k t i o n e l l e n   G r u p p e n   z u r   k o v a l e n t e n   B i n d u n g   m i t   e i n e r  

L ö s u n g   e i n e s   Enzyms  i n   B e r ü h r u n g   b r i n g t ,   d a d u r c h   g e k e n n -  

z e i c h n e t ,   d a s s   man  e i n e n   T r ä g e r   m i t   e i nem  s o l c h e n   h ä u -  

f i g s t e n   P o r e n d u r c h m e s s e r   a u s w ä h l t ,   de r   u n g e a c h t e t   d e r  

an  i h n   g e b u n d e n e n   E n z y m m e n g e   e i n   P r ä p a r a t   m i t   m a x i m a l e r  

A k t i v i t ä t   e r g i b t ,   und  d a s s   man  den  so  a u s g e w ä h l t e n   T r ä -  

g e r   m i t   e i n e r   E n z y m l ö s u n g   i n   B e r ü h r u n g   b r i n g t ,   d i e   n u r  

so  v i e l   Enzym  e n t h ä l t ,   d a s s   d i e   s p e z i f i s c h e   A k t i v i t ä t  

des   d a m i t   h e r g e s t e l l t e n   P r ä p a r a t s   d i e   s p e z i f i s c h e   A k -  

t i v i t ä t   des   Enzyms  i n   f r e i e m   Z u s t a n d   e r r e i c h t   o d e r   i h r  

n a h e k o m m t .  

2.  V e r f a h r e n   n a c h   A n s p r u c h   1,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   d a s s  

man  e i n e n   T r ä g e r   aus   e i n e m   S i 0 2 - G e l   a u s w ä h l t ,   das   n a c h  

E i n s t e l l u n g   e i n e s   A l k a l i g e h a l t s ,   b e r e c h n e t   a l s   Na20 ,   a u f  

0 ,1   b i s   0 , 5   Gew.-%  und  T r o c k n u n g   5 - 1 0   S t u n d e n   i n   e i n e m  

w a s s e r d a m p f h a l t i g e n   L u f t s t r o m   b e i   400°C  b i s   8 5 0 o C ,   v o r -  

z u g s w e i s e   570°C  b i s   7 5 0 o C ,   g e g l ü h t   i s t .  

3.  V e r f a h r e n   n a c h   A n s p r u c h   2,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   d a s s  

d i e   T r o c k n u n g   i n   w a s s e r d a m p f g e s ä t t i g t e r   L u f t   b e i   1 8 0 ° C  

b i s   200°C  e r f o l g t .  

4.  V e r f a h r e n   n a c h   e i n e m   d e r   A n s p r ü c h e   2  o d e r   3,  d a d u r c h - g e -  

k e n n z e i c h n e t ,   d a s s   das   G l ü h e n   in   e inem  w a s s e r d a m p f h a l -  

t i g e n   L u f t s t r o m   m i t   e i n e r   r e l a t i v e n   F e u c h t e   von  40  b i s  

80 %  e r f o l g t .  

5.  V e r f a h r e n   n a c h   e i n e m   d e r   A n s p r ü c h e   1  b i s   4,  d a d u r c h   g e -  

k e n n z e i c h n e t ,   d a s s   a l s   Enzym  A m y l o g l u c o s i d a s e   v e r w e n d e t  

w i r d .  



6.  V e r f a h r e n   n a c h  A n s p r u c h   5,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   d a s s  

b e i   V e r w e n d u n g   e i n e r   A m y l o g l u c o s i d a s e   m i t   e i n e r   s p e z i -  

f i s c h e n   A k t i v i t ä t   im  f r e i e n   Z u s t a n d   von  e twa   10  b i s   15  

E i n h e i t e n / m g   d e r   T r ä g e r   m i t   e i n e r   L ö s u n g   in   B e r ü h r u n g  

g e b r a c h t   w i r d ,   d i e   25  b i s   75  mg,  v o r z u g s w e i s e   50  m g ,  

A m y l o g l u c o s i d a s e   p ro   Gramm  T r ä g e r   e n t h ä l t .  

7.  V e r f a h r e n   n a c h   e i n e m   d e r   A n s p r ü c h e   1  b i s   4,  d a d u r c h   g e -  

k e n n z e i c h n e t ,   d a s s   a l s   Enzym  G l u c o s e i s o m e r a s e   v e r w e n d e t  

w i r d .  

8.  V e r f a h r e n   n a c h   A n s p r u c h   7,  d a d u r c h   g e k e n n z e i c h n e t ,   d a s s  

b e i   V e r w e n d u n g   e i n e r   G l u c o s e i s o m e r a s e   m i t   e i n e r   s p e z i -  

f i s c h e n   A k t i v i t ä t   im  f r e i e n  Z u s t a n d   von  e twa   50  b i s   7 0  

E i n h e i t e n / m g   d e r   T r ä g e r   m i t   e i n e r   L ö s u n g   in   B e r ü h r u n g  

g e b r a c h t   w i r d ,   d i e   20  b i s   50  mg,  v o r z u g s w e i s e   25  m g ,  
G l u c o s e i s o m e r a s e   pro   Gramm  T r ä g e r   e n t h ä l t .  

9.  E n z y m p r ä p a r a t ,   h e r g e s t e l l t   n a c h   e i n e m   d e r   A n s p r ü c h e   1 

b i s   8 .  

10.  E n z y m p r ä p a r a t   m i t   A m y l o g l u c o s i d a s e - A k t i v i t ä t ,   h e r g e s t e l l t  

n a c h   e i n e m   d e r   A n s p r ü c h e   1  b i s   6 .  

11.   E n z y m p r ä p a r a t   m i t   G l u c o s e i s o m e r a s e - A k t i v i t ä t ,   h e r g e -  

s t e l l t   n a c h   e i n e m   d e r   A n s p r ü c h e   1  b i s   4,  7,  8 .  




	Bibliographie
	Beschreibung
	Ansprüche
	Recherchenbericht

