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@ Verfahren zur Herstellung wasserunidslicher Enzympréparate und danach hergestellte Enzympriparate.

@ Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstel- Gegenstand der Erfindung sind auBerdem nach dem
lung von wasserunldslichen Enzympréaparaten. Verfahren hergestellte Enzympraparate mit
Erfindungsgem&R werden anorganische Trager mit Amyloglucosidase- bzw. Glucoseisomerase-Aktivitat.
unterschiedlichem haufigsten Porendurchmesser zunéchst
nach an sich bekannten Verfahren mit zur Bindung des
Enzyms an den Trager befahigten funktionellen Gruppen
versehen und aus den so funktionalisierten Tragern nach an
sich bekannten Verfahren Enzympréparate hergestellt,
indem man den unterschiedlichen Tragern unterschiedliche
Mengen an Enzym anbietet. Dabei zeigt sich, dal’ die abso-
lute Aktivitat der erhaltenen Praparate ungeachtet der an sie
gebundenen Enzymmenge vom haufigsten Porendurchmes-
= ser des Tragers abhéngig ist und fir einen bestimmten
< héufigsten Porendurchmesser ein Maximum durchlauft.
AnschlieBend werden aus dem hinsichtlich seines
haufigsten Porendurchmessers ermittelten optimalen Tréger
g Enzympraparate hergestelit, indem man diesem Trager
unterschiedliche Mengen an Enzym anbietet. Dabei zeigt
sich, dall bei einem bestimmten Enzymangebot die
spezifische Aktivitat des Praparats der spezifischen Aktivitat
o des Enzyms im freien Zustand nahekommt oder diese
erreicht.
(-] Es 1aRt sich somit die fiir ein Praparat mit maximaler
Aktivitat bendtigte Enzymmenge optimieren.
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Verfahren zur Herstellung wasserunloslicher

Enzymprdparate und danach hergestellte Enzymprédparate

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung
wasserunloslicher Enzymprdparate und danach hergestellte
Enzymprdparate.

Es ist bekannt, Enzyme durch Bindung an organische oder an-
organische Trdger zu immobilisieren, d.h. wasserunloslich

zu machen, so dass diese wiederverwendbar sind und in konti-

nuierlich arbeitenden Verfahren eingesetzt werden konnen.

Organische Materialien (z.B, Zellulose, Nylon, Polyacrylamid)
weisen als Trédger erhebliche Nachteile auf, da sie keine aus-
reichende mechanische Stabilitdt besitzen, vom Losungsmittel
angegriffen werden konnen, gegeniiber wechselnden pH-Werten
und Ionenstdrken empfindlich sind und teilweise zum Mikro-
benbefall neigen, wodurch die Bindung zum Enzym geldst wer-
den kann,

Deshalb wurden anorganische Substanzen als Triager vorge-
schlagen, auf denen Enzyme adsorptiv oder kovalent gebunden
werden. Die bevorzugte Art der Bindung hdngt von der Art und
den Einsatzbedingungen des Enzyms und der Béschaffenheit des
Substrates ab. Liegt das Substrat beispielsweise in einer
starken Salzkonzentration vor, ist die Adsorptionsmethode
nicht anwendbar, da eine Desorption der adsorbierten Enzym-
molekiile moglich ist. Deshalb wird die kovalentie Bindung

des Enzyms an den Trdger vorgezogen. Die Tridgeroberfldche
muss dann spezifische funktionelle Gruppen enthalten, die
eine Bindung des Enzyms gewdhrleisten. Da der Trager diese
funktionellen Gruppen in den meisten Fdllen nicht besitzt,
ist eine Vorbehandlung der Oberfldche erforderlich. Bekannt
ist beispielsweise die Belegung von anorganischem Material
mit Silanen, wodurch die Oberfldche organisch funktionelle

Gruppen (z.B. Alkylamin) erhdlt, die mit organischer Sub-
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stanz eine kovalente Bindung eingehen. Weiterhin ist die
Behandlung anorganischer Trdger mit Sulfurylchlorid,
Thionylchlorid oder Cyanurchlorid erprobt worden., Ausser-
dem ist es moglich, die Trdgeroberfldche mit einem wasser-
unloslichen Polymer zu iiberziehen, das freie funktionelle
Gruppen aufweist, wie z.B, Polyacrolein, das zwischen 10
und 70 % freie Aldehydgruppen, bezogen auf die Anzahl der
monomeren Molekiile, besitzt.

Als Material fiir anorganischeTrédger wurden Aluminiumoxide,
Nickeloxid, Eisenoxid, Titanoxid, Zirkonoxid, Hydroxylapa-
tit, Silikate und poroses Glas vorgeschlagen, deren Poren-
struktur die Zugdnglichkeit des Enzyms und des Substrates
zur inneren Oberfldche gewdhrleistet, iiber deren weitere
wiinschenswerte Eigenschaften, wie z.B. optimale Porenver-
teilung und Oberfldchengriosse jedoch sehr unterschiedliche
Angaben vorliegen.

Mit keinem der genannten Trdger gelang es, unabhdngig von
der angewandten Bindungsart, Enzyme so zu immobilisieren,
dass ihre spezifische Aktivitdt der spezifischen Aktivitdt
im freien Zustand nahekommt. Nach Angaben von D.L.Latigue
(Immobilized Enzymes for Indusirial Reactors, London 1975,
S. 127) liegen auch unter besten Immobilisierungsbedingun-~
gen nur maximal 80 % des auf dem Trdger aufgebrachten Enzyms
in aktiver Form vor,

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, die bekann-
ten Verfahren zur Herstellung wasserunlislicher Enzymprapa-
rate, bei denen man einen anorganischen Trdger mit funk-
tionellen Gruppen zur kovalenten Bindung mit einer Enzym-
l1osung in Beriihrung bringt, so zu verbessern, dass bei mi-
nimalem Enzymaufwand ein maximal aktives Pridparat erhalten

wird.
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Die Losung dieser Aufgabe gelingt gemdss der Erfindung da-
durch, dass man einen Trdger mit einem solchen hdufigsten
Porendurchmesser auswdhlt, der ungeachtet der an ihn ge-
bundenen Enzymmenge ein Prédparat mit maximaler Aktivitdt
ergibt, und dass man den so ausgewdhlten Trdger mit einer
Enzymlosung in Beriihrung bringt, die nur so viel Enzym
enthdlt, dass die spezifische Aktivitdt des damit herge-
stellten Prdparats die spezifische Aktivitdt des Enzyms

in frejem Zustand erreicht oder ihr nahekommt.

Bei der Lehre nach der Erfindung werden zundchst Tridger
mit unterschiedlichen hdufigsten Porendurchmessern nach
bekannten Methoden mit Kupplungsmitteln versehen, die so-
wohl ausreichend fest am Trédger haften, insbesondere eine
kovalente Bindung zum Trédger eingehen, als auch zu einer
kovalenten Bindung mit dem Enzym befdhigt sind. Als ge-
brduchlichste Methode hat sich in der Vergangenheit fiir
anorganische Tridger die Silanisierung durchgesetzt, es
sind aber, wie schon ausgefiihrt, auch andere Kupplungs-
mittel einsetzbar. Die Anzahl der Kupplungsglieder am
Trdager muss hinreichend gross sein und hdngt weitgehend
von der Oberfldche des Trdgers ab.

Den so vorbehandelten Trdgern werden dann unterschiedliche
Enzymmengen angeboten, indem man sie mit Enzymlosungen
unterschiedlicher Konzentration in Beriihrung bringt und
nach bekannten Methoden eine kovalente Bindung des Enzyms
zum Kupplungsglied und damit zum Trédger herstellt. Nach .
Bestimmung der Aktivitdt der so erhaltenen Praparate zeigt
sich, dass die Aktivitdt der Prédparate ungeachtet der an
sie gebundenen Enzymmenge von dem hdufigsten Porendurch-
messer abhidngt und ein Maximum durchlauft, Es hat sich da-
bei ausserdem gezeigt, dass die Korngrosse des Trégers Tfiir
die Lage des Maximums unerheblich ist und allenfalls dessen

Absolutwert beeinflusst. Die Korngrosse des Trdgers hat
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daher fiir die Lehre nach der Erfindung nur eine unterge-
ordnete Bedeutung und richtet sich weitgehend nach dem vor-
gesehenen Einsatzzweck, beispielsweise der Viskositdt des
Substrats, der Verfahrensfiihrung und dgl.

Dem auf diese Weise hinsichtlich des hdufigsten Porendurch-
messers ermittelten optimalen Tridger werden uann wiederum
unterschiedliche Mengen Enzym angeboten. Dabei zeigt sich,
dass bei bestimmien Enzymkonzentrationen Prédparate erhalten
werden, deren spezifische Aktivitdt der spezifischen Akti-
vitdt des Enzyms im freien Zustand nahekommt oder diese er-—
reicht, d.h, die relative Aktivitdt des Prdparats erreicht
einen Wert von 100 %.

Bei Trdgern, die aus einem SiO2—Gel hergestellt sind, ldsst
sich gemdss Weiterbildung der Erfindung der optimale Trédger
erhalten, wenn man das Gel nach Einstellung eines Alkali-
gehalts, berechnet als Na20 und bezogen auf Trockensubstanz,
von 0,1 bis 0,5 Gew.-%, und Trocknung, 5 bis 10 Stunden in
einem wasserdampfhaltigen Luftstrom bei 400°C bis 85000,
vorzugsweise 570°C bis 750°C,glﬁht.

Zweckmidssigerweise erfolgt die Trocknung in wasserdampfge-
sdttigter Luft bei 180°C bis 20000. Fiir das Gliihen hat sich
ein wasserdampfhaltiger Luftstrom mit einer relativen Feuch-
te von 40 bis 80 % als vorteilhaft erwiesen.

Der so hergestellte Tridger weist einen hdufigsten Poren-
durchmesser von 175 bis 3.000 R, vorzugsweise 250 bis 600 X,
optimalerweise etwa 340 &, auf.

Das erfindungsgemédsse Immobilisierungsverfahren ist fiir alle
technisch und analytisch wichtigen Enzyme anwendbar, bei-
spielsweise fiir Hydrolasen (z.B. Amylasen, Glycosidasen,
Proteasen), Oxydoreductasen (Glucoseoxidase, Katalase),
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Isomerasen (Glucoseisomerase), Transferasen (Dextran-
sucrase).

Fiir den Fall, dass das Enzym Amyloglucosidase ist, welche
im freien Zustand eine spezifische Aktivitdat von 10 bis 15
Einheiten/mg aufweist, wird das optimale Prdparat dann er-
halten, wenn man den optimalen Tréger mit einer Losung in
Beriihrung bringt, die 25 bis 75 mg, vorzugsweise 50 mg,
Amyloglucosidase pro Gramm Trédger enthdlt.

Wird als Enzym Glucoseisomerase eingesetzt, die im freien
Zustand eine spezifischeAktivitdt von 50-70 Einheiten/mg
aufweist, erhdlt man das optimale Prdparat, wenn der opti-
male Trager mit einer Losung in Beriihrung gebracht wird,
die 20-50 mg, vorzugsweise 25 mg Glucoseisomerase pro Gramm
Trager enthdlt,

Die nachfolgenden Beispiele dienen der Erlduterung der Er-

findung.

Beispiel 1

Zur Herstellung des TrHdgers 1 wurde ein aus Natriumsilikat-
losung mit Schwefelsdure gefdlltes SiO2—Gel mit einem Na20—
Gehalt von 0,3 Gew.,-% bei 180°C in wasserdampfgesdttigter
Luft drei Stunden getrocknet. 1 kg dieses Materials wurde
sechs Stunden bei 730°C in einem Luftstrom von 2 1/min,

der einen relativen Feuchtigkeitsgehalt von 80 % aufwies,
gegliiht. Nach dieser Behandlung hatte das SiO2 einen hau-
figsten Porendurchmesser von 1400 X. Der Tradger 1 wurde
durch Siebung in Fraktionen getrennt. Die weitere Pradpara-

tion erfolgte mit der Fraktion 0,25 bis 0,5 mm.
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150 g dieser Trédgerfraktion wurde 8 Stunden mit 4 1 einer
10 %igen Losung von P-Aminopropyltridthoxysilan in Benzol
am Riickfluss gekocht und nach Abkiihlung mit je 1000 ml
Benzol und mit je 1000 ml Aceton dreimal gewaschen,

Nach Abdampfen des Liosungsmittels bei Raumtemperatur im
Vakuum wurde der Trdger zweimal mit 0,05 m Phosphatpuffer
(pH 7) und dreimal mit bidest. Wasser gewaschen. Die Trock-
nung erfolgte iiber P205 im Vakuum. Berechnet auf Basis des
Mittelwertes der C— und N-Bestimmung enthielt der Tridger 1
0,13 m Aq Silan/g.

10 g dieses Tridgers wurden in 20 ml Losung von 1 g Amylo-
glucosidase (Merck 1330) in 0,05 m Phorphatpuffer (pH 7)
suspendiert. Die Aktivitdt der Amyloglucosidase betrug
11,75 U/mg, wobei als Aktivitdtsmass U die Bildung von

l/u Mol Glucose/min bei 2500 benutzt wurde. Die Suspension
wurde 20 Minuten unter Vakuum gehalten, wieder beliiftet
und nach zwei Stunden nochmals fiir 20 Minuten evakuiert,
Nach vier Stunden erfolgte die Trennung von Tridger und
Losung durch Filtration, anschliessend dreimalige Waschung
mit bidest. Wasser und schliesslich eine dreimalige Wa-
schung mit 0,01 m Phosphatpuffer (pH 5). Die fertige Pro-
be 1.1 wurde in Phosphatpuffer (pH 5) bei 4°C aufbewahrt.
Die C-N-Analyse ergab einen Proteingehalt von 16,5 mg/g.

Zur Herstellung der Probe 1.2 wurden 10 g des silanisierten
Trigers 1 in 20 ml Losung von 0,5 g Amyloglucosidase (ﬁerck
1330) in 0,05 m Phosphatpuffer (pH 7) suspendiert. Die wei-
tere Verfahrensweise enisprach der Pridparation der Probe 1.1.
Die C-N-Analyse der fertigen Probe 1.2 ergab einen Protein-

gehalt von 9,0 mg/g.
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Beispiel 2

Zur Herstellung des Trédgers 2 wurde ein aus Natriumsilikat-
losung mit Schwefelsdure gefdlltes SiOQ—Gel mit einem Na20—
Gehalt von 0,3 Gew.-%, wie im Beispiel 1 beschrieben, ge-
trocknet. 1 kg dieses Materials wurde sechs Stunden bei 680°C
in einem Luftstrom von 2 1/min, der einen relativen Feuch-
tigkeitsgehalt von 80 % aufwies, gegliiht. Nach dieser Be-
handlung hatte das 5102 einen hdufigsten Porendurchmesser
von 340 R. Der Trdger 2 wurde durch Siebung in Fraktionen
getrennt. Die weitere Prdparation erfolgte mit der Fraktion
0,25 bis 0,5 mm,

150 g dieser Trdgerfraktion wurde acht Stunden mit 4 1
einer 10 %igen Losung von y-Aminopropyltridthoxysilan in
Benzol entsprechend dem im Beispiel 1 angegebenen Verfah-
ren behandelt,

Der Tradger 2 enthielt, berechnet auf Basis des Mittelwertes
der C-und N-Bestimmung, 0,19 m Aq Silan/g.

10 g dieses Tradgers wurden in 20 ml Losung von 1 g Amylo-
glucosidase (Merck 1330) in 0,05 m Phosphatpuffer (pH 7)
suspendiert und, wie im Beispiel 1 beschrieben, prépariert,
Die fertige Probe 2.1 wies nach der C-N-Analyse einen Pro-

teingehalt von 30,8 mg/g auf.

Weitere 10 g des silanisierten Tragers 2 wurden in 20 hl
Losung von 0,5 g Amyloglucosidase (Merck 1330) in 0,05 m
Phosphatpuffer (pH 7) suspendiert und, wie im Beispiel 1
(Probe 1.2) beschrieben, behandelt.

Die C-N-Analyse der fertigen Probe 2.2 ergab einen Protein-
gehalt von 17,4 mg/g.
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Beispiel 3

Zur Herstellung des Trdgers 3 wurde ein aus Natriumsilikat-
losung mit Schwefelsdure gefdlltes SiOz—Gel mit einem Na20-
Gehalt von 0,3 Gew.-%, wie im Beispiel 1 bescuarieben, ge-
trocknet, 1 kg dieses Materials wurde sechs Stunden bei
640°C in einem Luftstrom von 2 1/min, der einen relativen
Feuchtigkeitsgehalt von 60 % aufwies, gegliiht. Nach dieser
Behandlung hatte das SiO2 einen hdufigsten Porendurchmesser
von 180'ﬂu Der Trdger 3 wurde durch Siebung in Fraktionen
getrennt. Die weitere Prdparation erfolgte mit der Fraktion
0,25 bis 0,50 mm,

150 g diesexr Tragerfraktion wurde acht Stunden mit 4 1

einer 10 %igen Losung von y-Aminopropyltridthoxysilan in

Benzol entsprechend dem im Beispiel 1 angegebenen Verfahren
behandelt.

Der Trédger 3 enthielt, berechnet auf Basis des Mittelwertes
der C- und N-Bestimmung 0,51 m Aq Silan/g.

10 g dieses Trdgers wurden in 20 ml Losung von 1 g Amylo-
glucosidase (Merck 1330) in 0,05 m Phosphatpuffer (pH 7)
suspendiert und, wie im Beispiel 1 beschrieben, pripariert,

Die fertige Probe 3.1 wies nach der C-N-Analyse einen Pro-
teingehalt von 26,2 mg/g auf.

Weitere 10 g des silanisierten Tridgers 3 wurden in 20 ml
Losung von 0,5 g Amyloglucosidase (Meérck 1330) in 0,05 m
Phosphatpuffer (pH 7) suspendiert und, wie im Beispiel 1
(Probe 1.2) beschrieben, behandelt.

Die C-N-Analyse der fertigen Probe 3.2 ergab einen Pro-
teingehalt von 12,7 mg/g.
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Beispiel 4

Um den Nachweis zu fiilhren, dass das Kupplungsmittel auf die
Aktivitdt des Prdparates keinen Einfluss hat, wurde von dem
Triager 2 (hdufigster Porendurchmesser 340 X) die Fraktion
0,25-0,5 mm ausgesiebt und davon 50 g in 500 ml 12,5 %iger
widfliriger Glutardialdehydlosung 5 Minuten bei Raumtemperatur
geriihrt, Anschliessend erfolgte ein Zusatz von 500 ml ge-
sattigter NH401—Lﬁsung. Nach vierstiindigem Riihren bei Raum-
temperatur wurde die Probe mit Wasser bis zur Chloridfrei-
heit gewaschen und iiber P205 im Vakuum getrocknet.

10 g dieses Trdgers wurden in 20 ml Losung von 1 g Amylo~
glucosidase (Merck 1330) in 0,05 m Phosphatpuffer (pH 7)

suspendiert und wie im Beispiel 1 beschrieben, prédpariert.

Die fertige Probe 4,1 wies nach der C~N-Analyse einen Pro-
teingehalt von 29,8 mg/g auf.

Weitere 10 g des Tridgers 2 wurden in 20 ml Losung von 0,5 g
Amyloglucosidase (Merck 1330) in 0,05 m Phosphatpuffer (pH 7)
suspendiert und wie im Beispiel 1 (Probe 1.2) beschrieben,
behandelt.

Die C-N-Analyse der fertigen Probe 4.2 ergab einen Protein-
gehalt von 17,9 ng.

Beispiel 5

10 g des Trigers 1 (hiaufigster Porendurchmesser 1400 %)
wurden in 40 ml einer 0,05 m Phosphatpufferlosung (pH 7),
die 0,5 g Glucoseisomerase (Y.Takasaki, Agr.Biol.Chem.33,
Nr. 11, 1527-153%4 (1969))enthielt, suspendiert.
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Die Reaktionszeit betrug bei Raumtemperatur 30 Minuten.
Nach jeweils 10 Minuten wurde das Reaktionsgefdss evakuiert
und rdach Beendigung der Reaktion die Restldsung abgesaugt.
Dann erfolgten 3 Waschungen mit Wasser und 0,05 m Phosphat-
puffer (pH 7).

Die fertige Probe 5.1 wies nach der C-N-Analyse einen Pro-
teingehalt von 4,8 mg/g auf.

Zur Herstellung der Probe 5.2 wurden weitere 10 g des Tri-
gers 1 in 40 ml einer 0,05 m Phosphatpufferlésung (pH 7),
die 0,25 g Glucoseisomerase enthielt, suspendietxt.

Die weitere Verfahrensweise entsprach der Prdparation 5.1.

Die C-N-Analyse der fertigen Probe 5.2 ergab einen Protein-
gehalt von 2,0 mg/g.

Beispiel 6

10 g des TrégersQ(héufigster Porendurchmesser 340 R) wurden
in 40 ml einer 0,05 m Phosphatpufferliésung (pH 7), die 0,5 g
Glucoseisomerase enthielt, suspendiert.

Die weitere Behandlung entsprach Beispiel 5. Die fertige
Probe 6.1 wies nach der C~N-Analyse einen Proteingehalt
von 22,0 mg/g auf.

Zur Herstellung der Probe 6.2 wurden weitere 10 g des Tri-
gers 2 in 40 ml einer 0,05 m Phosphatpufferltsung (pH 7),
die 0,25 g Glucoseisomerase enthielt, suspendiert, Die wei-
tere Behandlung entisprach Beispiel 5. Die C-N-Analyse der
fertigen Probe 6,2 ergab einen Proteingehalt von 10,2 mg/g.
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Beispiel 7

10 g des Tridgers 3 (hdufigster Porendurchmesser 180 %)
wurden in 40 ml einer 0,05 m Phosphgtpufferltsung (pH 7),
die 0,5 g Glucoseisomerase enthielt, suspendiert.

Die weitere Behandlung entsprach Beispiel 5. Die fertige
Probe 7.1 wies nach der C-N-Analyse einen Proteingéhalt
von 11,2 mg/g auf,

Zur Herstellung der Probe 7.2 wurden weitere 10 g des Tra-
gers 3 in 40 ml einer 0,05 m Phosphatpufferlssung (pH 7),
die 0,25 g Glucoseisomerase enthielt, suspendiert. Die
weitere Verfahrensweise entsprach der Prédparation 5.1.

Die C-N-Analyse der fertigen Probe 7.2 ergab einen Protein-
gehalt von 5,1 mg/g.

Beispiel 8

10 g des im Beispiel 4 genannten Trédgers (hdufigster Poren~
durchmesser 340 by , behandelt mit wdBriger Glutardialdehyd-
losung) wurden in 40 ml einer 0,05 m Phosphatpufferldsung
(pH 7), die 0,5 g Glucoseisomerase enthielt, suspendiert.
Die weitere Behandlung entsprach Beispiel 5, Die fertige
Probe 8.1 wies nach der C-N-Analyse einen Proteingehalt
von 21,3 mg/g auf.

Zur derstellung der Probe 8.2 wurden weitere 10 g des glei-
chen Trdgers in 40 ml einer 0,05 m Phosphatpufferlosung

(pH 7), die 0,25 g Glucoseisomerase enthielt, suspendiert.
Die weitere Verfahrensweise entsprach der Pridparation 5.1,
Die C-N-Analyse der fertigen Probe 8.2 ergab einen Prote-
ingehalt von 9,8 mg/g.
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Beispiel 9

Die Aktivitdt der in den Beispielen 1 bis 4 beschriebenen
Prédparate 1.1, 1.2; 2.1, 2.2; 3.1, 3.2; 4.1, 4.2 sowie die
des zur Fixierung eingesetzten Enzyms (Amyloglucosidase,
Merck 1330) wurde nach der Dinitrosalizylsduremethode (vergl.
Rick, W., Stegbauer, H.P. in: Bergmeyer, H.U, "Meth. d.
Enzymatischen Analyse", Verlag Chemie 1970 S. 848 ff) be-
stimmt. Eine Aktivitdtseinheit (U) entspricht der Enzymmen-
ge, die unter Inkubationsbedingungen 1/u Aquivalent redu-
zierende Gruppen (berechnet als Glucose) pro Minute frei-

setzt.

Inkubationsbedingungen

2 %ige Substratiosung (Zulkowsky-Stdrke Merck 1257) in 0,1 m
Acetatpuffer pH 5,0, 30 Minuten, 25°C.

Tragerfixierte Pridparate wurden unter o.,a. Bedingungen in
einem 40 ml Reaktor bei einer Rilhrgeschwindigkeit von 600
min_1 (Produktbildungsrate unabhidngig von Rﬁhrgeschwindi%r

keit) suspendiert.

Der Proteingehalt der Prdparate wurde auf Basis der Mittel-
werte der C-N-Bestimmung ermittelt. Der hiufigste Poren-
durchmesser der Tridger wurde aus der Porenverteilung (ge-

messen mit Hochdruckporosimeter) bestimmt.

In der folgenden Tabelle 1 sind die Ergebnisse der Proben
1-4 zusammengestellt., Die verwendeten Kenngrossen werden

wie folgt definiert:

Hiufigster Porendurchmesser D (2)
Enzymaufnahme (mg Enzym/g Triéger)

Aktivitat (Units/g Probe)

°E
U
Spez. Aktivitdt U, = U/cE (Units/mg Enzym)
U
U

(Units/mg Enzym)
_ . Us (g

Spez.Aktivitdt i.freien Zustand

Relative AktivitHt
rel
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Tabelle 1 (Fixlerte Amyloglucosidase)
Probe Haufigster Enzym- Aktivitagt
Porendurchm., aufnahme
D Cg U Ug Ure1 Usr
1.1 1400 16,5 08,4 5,96 51 11,75
1.2 9,0 100,5 11,16 95
2.1 340 30,8 208,8 6,77 58
2.2 17,4 203,9 11,71 100
3.1 180 26,2 150,0 5,72 49
3.2 12,7 149,5 11,77 100
4,1 340 29,8 199,7 6,70 57
4,2 17,9 209,4 11,70 100

Beispiel 10

Die Aktivitat der in den Beispielen 5-8 beschriebenen Pré-
parate 5.1, 5.2; 6.1, 6.2; 7.1, 7.2; 8.1, B.2 sowie die der
zur Fixierung eingesetzten Glucoseisomerase wurde nach der
Takasaki-Methode (vgl. Y.Takasaki: Agr.Biol.Chem. Vol, 30,
Nr.12, 1247-1253, 1966 und Z.Dische u.E.Borenfreund: J.Biol,
Chem.192, 583, 1951) bestimmt. Eine Aktivitdtseinheit (U)
ist definiert als die Enzymmenge, die unter Inkubations-~
bedingungen 1 mg Fructose bildet.

Inkubationsbedingungen

Temperatur ' 65°C
Reaktionszeit 1 h
Substrat 0,1 m Glucose xH,0 (Merck 8342)

in 0,05 m Phosphatpuffer, pH 8,0
mit 0,0004 m MgSOL1
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Die tragerfixierten Prédparate wurden wie im Beispiel 9 be-

schrieben unter Standardbedingungen im Riihrreaktor suspen-

diert.

Der Proteingehalt der Prédparate wurde auf Basis der Mittel-

werte der C-N-Bestimmung ermittelt.

In der folgenden Tabelle 2 sind die Ergebnisse der Proben

5~

8 zusammengestellt,

Die Definition der verwendeten Kenngrossen ist im Beispiel 9

angegeben.

Tabelle 2

(Fixierte Glucoseisomerase)

Probe Haufigster Enzym-
Porendurchm, aufnahme

Aktivitédt

D Cg U Ug Urel Usr
5.1 1400 4,8 115,4 24,0 51 58,9
5.2 2,0 117,3 58,7 99
6.1 340 22,0 558,5 25,4 43
6.2 10,2 556,1 54,5 93
7,1 180 11,2 291,0 26,0 Yy
7,2 5,1 292,3 57,3 97
8.1 350 21,3 543,2 25,5 53
8.2 g,8 544,0 55,5 94

Die Ergebnisse zeigen:

1.

Die Aktivitat U der untersuchten Proben verlduft iiber

ein Maximum, das vom hdufigsien Porendurchmesser des

Trdgers abhdngig ist.
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2. Die spezifische Aktivitdt Us hdngt von der Enzymaufnahme
ab und erreicht bei einer bestimmten Enzymkonzentration
Ck den Wert der Aktivitdt des Enzyms im frelen Zustand
USF’ so dass Urel = 100 wird. Wird diese Enzymmenge
iiberschritten, sinkt die spezifische Aktivitdt ab, wo-
bei das Produkt aus Us und Cg konstant bleibt.

3. Die vom Trdger aufgenommene Enzymmenge ist eine Funktion
des hdufigsten Porendurchmessers.
Das System Enzym/Triéger weist maximale Aktivitdt bei
kleinstmoglichem Enzymeinsatz auf, wenn der optimale
Triger 2 (hdufigster Porendurchmesser 340 %) 17,4 mg
Amyloglucosidase/g bzw. 10,2 mg Glucoseisomerase/g auf-
genommen hat (Proben 2.2 bzw. 6.2).

4, Enzymaufnahme und Aktivitdt der untersuchten Proben sind
vom Kupplungsmittel unabhédngig.

Da die Enzymkosten betrdchtlich sind und mit dem geforderten
Reinheitsgrad sehr stark ansteigen, fiir den wirtschaftlichen
Einsatz also eine erhebliche Rolle spielen, ist mit dem er-
findungsgemidssen Verfahren erstmals die Moglichkeit geschaf-
fen worden, auch teure Enzyme technisch anzuwenden, da es
das Verfahren gestattet, bei Einsatz des erfindungsgemidssen
Trdgers, die fiir maximale Aktivitat bendtigte Enzymmenge

zu optimieren,
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Patentanspriiche

Verfahren zur Herstellung eines wasserunléslichen Enzym-
praparates, bei dem man einen anorganischen Trager mit
funktionellen Gruppen zur kovalenten Bindung mit einer
Losung eines Enzyms in Beriihrung bringt, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man einen Trdger mit einem solchen hiu-
figsten Porendurchmesser auswdhlt, der ungeachtet der

an ihn gebundenen Enzymmenge ein Prdparat mit maximaler
Aktivitdt ergibt, und dass man den so ausgewdhlten Trid-
ger mit einer Enzymlosung in Beriihrung bringt, die nur
so viel Enzym enthdlt, dass die spezifische Aktivitdt
des damit hergestelltien Prédparats die spezifische Ak~
tivitdt des Enzyms in freiem Zustand erreicht oder ihr
nahekommt,

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass
man einen Trdger aus einem SiOZ—Gel auswdhlt, das nach
Einstellung eines Alkaligehalts, berechnet als Na20, auf
0,1 bis 0,5 Gew.-% und Trocknung 5-10 Stunden in einem
wasserdampfhaltigen Luftstrom bei 400°C bis 85000, vor-
zugsweise 570°C bis 750°C, gegliiht ist.

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass
die Trocknung in wasserdampfgesdttigter Luft bei 180°¢C
bis 200°C erfolgt.

~

Verfahren nach einem der Anspriiche 2 oder 3, dadurch-ge-
kennzeichnet, dass das Gliihen in einem wasserdampfhal-
tigen Luftstrom mit einer relativen Feuchte von 40 bis
80 % erfolgt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch ge-
kennzeichnet, dass als Enzym Amyloglucosidase verwendet

wird.
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Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass
bei Verwendung einer Amyloglucosidase mit einer spezi-
fischen Aktivitdt im freien Zustand von etwa 10 bis 15
Einheiten/mg der Tridger mit einer Losung in Beriihrung
gebracht wird, die 25 bis 75 mg, vorzugsweise 50 mg,
Amyloglucosidase pro Gramm Tradger enthalt.

Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch ge-
kennzeichnet, dass als Enzym Glucoseisomerase verwendet
wird.

Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass
bei Verwendung einer Glucoseisomerase mit einer spezi-
fischen Aktivitdt im freien Zustand von etwa 50 bis 70
Einheiten/mg der Trdger mit einer Lisung in Beriihrung
gebracht wird, die 20 bis 50 mg, vorzugsweise 25 mg,
Glucoseisomerase pro Gramm Triger enthidlt.

Enzympriaparat, hergestellt nach einem der Anspriiche 1
bis 8.

Enzympradparat mit Amyloglucosidase-Aktivitdt, hergestellt

nach einem der Anspriiche 1 bis 6.

Enzymprédparat mit Glucoseisomerase—-Aktivitdt, herge-
stellt nach einem der Anspriiche 1 bis 4, 7, 8.
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