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Opfindelsen angdr en fremgangsmade til fremstilling
af et i vand uopleseligt enzympraparat, hvorved man
bringer en uorganisk barer, som har en gennemsnitlig
porediameter mellem 100 og 1000 A og indeholder funk-
tionelle grupper til kovalent binding af et enzym, i
kontakt med en oplesning af et enzym, binder enzymet
til bareren ved i sig selv kendte fremgangsmader oq
isolerer de opndede enzympraparater. '

Det er kendt at immobilisere enzymer ved bindingrtil
organiske eller uorganiske barere, dvs. gere dem vand-
uopleselige, sdledes at de kan genanvendes og anvendes
ved kontinuerligt arbejdende fremgangsmader.

Organiske materialer (f. eks. cellulose, nylon, polyacryl-
amid) udviser som barere betydelige ulemper, da de ikke
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har tilstrekkelig mekanisk stabilitet, kan angribes af
oplesningsmidler, er felsomme overfor vekslende pH-ver-
dier og ionstyrker og delvis er tilbgjelige til at bli-
ve angrebet af mikroorganismer, hvorved bindingen til
enzymer kan lgsnes.

Derfor blev der som bzrere foresliet uorganiske stoffer,'
hvortil enzymerne bindes adsorptivt eller kovalent. Den
foretrukne art af bindingen afhmnger af enzymets art

og anvendelsesbetingelserne og af substratets beskaffen-
hed. Hvis f.eks. substratet foreligger i en sterk salt-
koncentration, er adsorptionsmetoden ikke anvendelig,

da en desorption af de adsorberede enzymmolekyler er
mulig. Derfor foretrmkkes den kovalente binding af en-
zymer til bsreren. Bsmreroverfladen md da indeholde speci-
fikke funktionelle grupper, som frembringer en binding af
enzymet, Da bereren i de fleste tilfelde ikke er i besid-
delse af disse funktionelle grupper, kreves en forbehand-
ling af overfladen. Kendt er f.eks. belsgningen af uorga-
nisk materiale med silaner, hvorved overfladen fir organisk
funktionelle grupper (f.eks. alkylamin), som indgdr en
kovalent binding med organisk stof. Endvidere er behand-
lingen af uorganiske bzrere med sulfurylchlorid, thionyl-
chlorid eller cyanurchlorid blevet prevet. Desuden er det
muligt at overtrekke bereroverfladen med en vanduoplgselig
polymer, som indeholder frie fumktionelle grupper, som
f.eks. polyacrolein, som har mellem 10 og 70% frie aldehyd-
grupper, beregnet pd antallet af monomere molekyler.

Som materiale for uorganiske bmrere er foresliet aluminium-
oxider, nikkeloxid, jernoxid, titanoxid, zirconoxid, hydroxyl-
apatit, silicater og porgst glas, hvis porestruktur muligger
enzymets og substratets tilgengelighed til den indre overfla-
de, men om hvis yderligere enskverdige egenskaber, som

f.eks. optimal porefordeling og overfladesterrelse, der fore-
ligger meget forskellige angivelser.
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Det er ikke med nogen af de navnte barere, uanset den
anvendte bindingsart, lykkedes at immobilisere enzymer
saledes, at deres specifikke aktivitet kommer ner til

den specifikke aktivitet i fri tilstand. Efter angivelser
af D.L. Latigue (Immobilized Enzymes for Industrial
Reactors, London 1975, side 127) foreligger selv under
bedste immobiliseringsbetingelser kun maksimalt 80%

af det pd bareren paferte enzym i aktiv form.

Fra US patentskrift nr. 3 850 751 kendes immobiliserede
enzympraparater bestdende af et enzym adsorberet til

den indre overflade af en porss i hovedsagen ikke-sili-
ciumholdig keramisk bzrer. Det anferes i patentskrif-

tet spalte 3, linie 56 - 61, at de fleste enzymer kan
bindes effektivt i porerne af bzrere med en gennemsnit-
lig porediameter mellem 100 og 1000 A, fortrinsvis mellem
100 og 500 A, og at den ideelle gennemsnitlige porester-
relse af en bzrer for et givet enzym afhanger direkte

af enzymets og/eller substratets sterrelse. Det anfores
endvidere i spalte 6, linie 31 - 35, at enzymet, som

skal adsorberes, sattes til de vAade bererpartikler i

en koncentration pr. vagtenhed af bareren, som vil tillade
optimal adsorption af enzymet eller maksimal belastning

i betragtning af det til rddighed varende overflade-

areal.

Fra DE offentliggerelsesskrift nr. 2 514 225 kendes

en fremgangsmade til binding af enzymer til porese uor-
ganiske barere ved hjelp af et koblingsmiddel. I dette
offentliggorelsesskrift er det pa side 5, linie 4 -

7 anfert, at det som almen regel gazlder om at valge

den gennemsnitlige porevidde sa& lille som muligt, mindst
s4 stor som enzymet eller substratet, dvs. det sterste
af de to, og i omradet 100 - 1000 A.
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I intet af disse skrifter er det angivet, hvordan man
inden for det alment anvendelige omrade p& 100 - 1000

A kan finde en gennemsnitlig poresterrelse, som for

et bestemt enzym uanset enzymbelastningen giver den
maksimale aktivitet af enzympraparatet; tvertimod tales
kun om en tilpasning af poresterrelsen efter enzymets

og substratets molekylsterrelse. Det er heller ikke

blot antydet, at der for en bzrer med en given poresteor-
relse kan findes en optimal enzymbelastning, som giver

. b&de maksimal aktivitet af enzympraparatet og maksimal
specifik aktivitet af det bundne enzym, dvs. nar ved
100% af enzymets specifikke aktivitet i den frie tilstand.

Opfindelsens formdl er derfor at forbedre de kendte
fremgangsmédder til fremstilling af vanduopleselige enzym-
preparater, hvorved man bringer en uorganisk barer med
funktionelle grupper i berering med en enzymoplgsning
til kovalent binding, pd en sddan mdde, at der ved mini-
malt enzymforbrug opnds et maksimalt aktivt preparat.

Dette opnids med fremgangsméden ifglge opfindelsen, som
er ejendommelig ved det i krav 1's kendetegnende del an-
forte.

Ifplge opfindelsens lare forsynes barere med forskellige
hyppigste porediametre feorst ifelge kendte metoder med
koblingsmidler, som bade hafter tilstrakkeligt fast til
bzreren, iszr indgadr en kovalent binding til bazreren, og er
i stand til at indgad en kovalent binding med enzymet. Som
sadvanligste metode er hidtil for uorganiske bzrere

blevet anvendt silaniseringen, men der kan som allerede
anfert ogsd anvendes andre koblingsmidler. Antallet

af koblingsled pd bzreren md vare tilstrzkkeligt stort

og afhenger i vid udstrakning af barerens overflade.
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De s&ledes forbehandlede barere tilbydes derpd forskellige
enzymmengder, idet man bringer dem i bergring med enzym-
oplesninger af forskellig koncentration og efter kendte
metoder frembringer en kovalent binding af enzymet til.
koblingsleddet og dermed til bwreren. Efter bestemmelse

af det sdledes opndede praparats aktivitet viser det sig,
at preparatets aktivitet uanset den dertil bundne enzym-
mengde afhmnger af den hyppigste porediameter og gennemlgber
et maksimum. Det har derved desuden vist sig, at bmrerens
kornstorrelse er uvigtig for maksimets beliggenhed men gver
indflydelse p& dettes absolutte verdi, Bererens kornster-
relse har derfor kun en underordnet betydning for opfindel-
- sens lmre og retter sig i vid udstrzkning efter den pdtmnk-
te anvendelse, f.eks. substratets viskositet, arbejdsméden

og lignende.

Den pa4 denne méde med hensyn til den hyppigste porediameter
fundne optimale bzrer tilbydes derpd igen forskellige mzng-
der enzym. Derved viser det sig, at der ved bestemte en-
zymkoncentrationer opnds preparater, hvis specifikke aktivi-
tet kommer n@r til eller ndr enzymetz specifikke aktivitet
i fri tilstand, dvs. preparatets relative aktivitet ndr en

verdi p& 100%.

Ved bzrere, som er fremstillet ud fra en SiOz-gel, kan den
optimale bzrer ifelge en fordelagtig udferelsesform af op-
findelsen opnds ved, at man efter indstilling af et alkali-
metalindhold i gelen pd 0,1-0,5 vegtpct., beregnet som

Na2
5 - 10 timer i en vanddampholdig luftstrem ved 400 -
850 °C, fortrinsvis ved 570 - 750 °C.

O pd basis af terstof, og terring gleder gelen i

Hensigtsmessigt foregdr teorringen i vanddampmettet luft
ved 180-200°C. Til gledningen har en vanddampholdig luft-
strom med en relativ fugtighed p& 40-80% vist sig fordel-

agtig.
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Den sdledes fremstillede barer udviser en hyppigste pore-
diameter p& 17,5-300 nm, fortrinsvis 25-6Cnm, og mest
optimalt omkring 34 nm.

Tmmobiliseringsfremgangsmdden ifglge opfindelsen er an-
vendelig til alle teknisk og analytisk vigtige enzymer,
f.eks. til hydrolaser (f.eks. amylaser, glycosidaser,

proteaser), oxidoreductaser (glucoseoxidase, katalase),
isomeraser (glucoseisomeraser) og transferaser (dextan-

sucrase).

I det tilfxlde at enzymet er amyloglucosidase, som 1

fri tilstand har en specifik aktivitet pd 10-15 enheder/mg,
opnds det optimale prmparat derved, at man bringer den
optimale bmrer i bersring med en oplesning, som indehol-
der 25-75 mg, fortrinsvis 50 mg amyloglucosidase pr. g
berer.

Hvis der som enzym anvendes glucoseisomerase, som i

fri tilstand har en specifik aktivitet pd 50-70 enheder/mg,
opndr man det optimale preparat, ndr den optimale bzrer
bringes i bersring med en oplgsning, som indeholder 20-50 mg,
fortrinsvis 25 mg glucoseisomerase pr. g bxrer.

De efterfolgende éksempler tjener til nermere belysning
af fremgangsmédden ifglge opfindelsen.

EKSEMPEL 1

Til fremstilling af bzreren 1 blev en af natriumsilicat-
oplesning med svovlsyre udfeldet SiOz—gel med et Na20-
indhold pa 0,3 wvegtpct. terret ved 180°C i vanddampmzttet
Iuft i 3 timer. 1 kg af dette materiale blev gledet i

6 timer ved 730°C i en luftstrem pd 2 1/min., som havde
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‘et relativt fugtighedsindhold p& 80%. Efter demne behand-

ling havde siliciumdioxidet en hyppigste porediameter pd
140 nm. Bzreren 1 blev ved sigtning skilt i fraktioner.
Den yderligere praparation foregik med fraktionen 0,25-
0,5 mm.

150 g af denne bemrerfraktion blev kogt i 8 timer med 4 1

af en 10 pcts. oplesning af y-aminopropyltriethoxysilan
i benzen under tilbagesvaling og efter afkeling vaske?l
3 gange med hver gang 1000 ml benzen og med hver gang
1000 ml acetone. Efter afddampning af oplgsningsmidlet
ved stuetemperatur i vakuum blev bmzreren vasket 2 gange
med 0,05 M phosphatpuffer (pH 7) og 3 gange med dobbelt
destilleret vand. Terringen foregik over P205 i vakuum,

Beregnet pd basis af middelverdien af C- og N-bestemmelsen

indeholdt bereren 1 0,13 makv. silan/g.

10 g af denne bazrer blev suspenderet i 20 ml oplesning
af 1 g amyloglucosidase (Merch 1330) i 0,05 M phosphat-
puffer (pH 7). Amyloglucosidasens aktivitet var 11,75
enheder/mg, hvorved der som aktivitetsenhed benyttedes
dannelsen af 1 /umol glucose/min. ved 25 °C. Suspensio-
nen blev holdt i 20 minutter under vakuum, igen luftet
og efter 2 timer endnu en gang evakueret i 20 minutter.
Efter 4 timer foregik adskillelsen af bzrer og oplesning
ved filtrering, efterfelgende 3 ganges vaskning med
dobbelt destilleret vand og til slut 3 ganges vaskning
med 0,01 M phosphatpuffer (pH 5). Den fzrdige preve

1.1 blev opbevaret i phosphatpuffer (pH 5) ved 4 °C.
C-N-analysen gav et proteinindhold pa 16,5 mg/g.

Til fremstilling af preven 1.2 blev 10 g af den silanise-

rede berer 1 suspenderet i 20 ml oplegsning af 0,5 g amy-

loglucosidase (Merck 1330) i 0,05 M phosphatpuffer (pH 7).

Den videre arbejdsmdde svarede til prmparationen af pro-
ven 1.1. C-N-analysen af den fardige preve 1.2 gav et
proteinindhold p& 9,0 mg/g.
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EKSEMPEL 2

Til fremstilling af bzreren 2 blev en af natriumsilicat-
oplesning med svovlsyre udfeldet Si02-gel med et NaZO-
indhold p& 0,3 wvegtpct. torret som beskrevet i eksempel 1.
1 kg af dette materiale blev gledet i 6 timer ved 680°C

i en luftstrem pd 2 1/min., som havde et relativt fugtig-
hedsindhold pd 80%. Efter denne behandling havde silicium-
dioxidet en hyppigste porediameter pd 34 nm. Bereren 2
blev ved sigtning adskilt i fraktioner. Den videre przpara-

“tion foregik med fraktionen 0,25-0,5 mm.

150 g af denne bmrerfraktion blev behandlet i 8 timer
med 4 1 af en 10 pcts. oplesning af y -aminopropyltri-
ethoxysilan i benzen svarende til den i eksempel 1 an-
givne arbejdsméde.

Bereren 2 indeholdt, beregnet pd basis af middelverdien
af C- og N-bestemmelsen, 0,19 mzkv. silan/g.

10 g af denne bzrer blev suspenderet i 20 ml oplegsning
af 1 g amyloglucosidase (Merck 1330) i 0,05 M phosphat-
puffer (pH 7) og prepareret som beskrevet i eksempel 1.
Den ferdige preve 2.1 udviste efter C-N-analysen et pro-
teinindhold pd 30,8 mg/g.

Yderligere 10 g af den silaniserede bzrer 2 blev suspen-
deret 1 20 ml oplgsning af 0,5 g amyloglucosidase

(Merck 1330) i 0,05 M phosphatpuffer (pH 7) og behandlet
som beskrevet i eksempel 1 (preve 1.2). C-N-analysen af
den ferdige preove 2.2 gav et proteinindhold p& 17,4 mg/g.

'EKSEMPEL 3

Til fremstilling af bsreren 3 blev en af natriumsilicat-
oplgsning med svovlsyre udfeldet SiOZ-gel med et NaZO—
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indhold p& 0,3 vagtpct. terret som beskrevet i eksempel 1.

1 kg af dette materiale blev gledet i 6 timer ved 640°C

i en luftstrem pd 2 1/min., som havde et relativt fugtigheds-
indhold p& 60%. Efter denne behandling havde siliciumdioxidet
en hyppigste porediameter p& 18 nm. Bmreren 3 blev ved sigt-
ning adskilt i fraktioner. Den videre preparation foregik
med fraktionen 0,25-0,50 mm.

150 g af demne bmrerfraktion blev behandlet i 8 timer med

4 1 af en 10 pcts. oplesning af3’-aminopropyltriethoxysilan
i benzen svarende til den i eksempel 1 angivme arbejdsméde.
Bereren 3 indeholdt, beregnet pd basis af middelverdien

af C- og N-bestemmelsen, 0,51 mzkv. silan/g.

10 g af denne barer blev suspenderet i 20 ml oplegsning
af 1 g amyloglucosidase (Merck 1330) i 0,05 M phosphat-
puffer (pH 7) og prapareret som beskrevet i eksempel 1.

Den fmrdige preve 3.1 udviste efter C-N-analysen et pro-
teinindhold p& 26,2 mg/g.

Yderligere 10 g af den silaniserede bzrer 3 blev suspen-
deret i 20 ml oplesning af 0,5 g amyloglucosidase (Merck
13%30) i 0,05 M phosphatpuffer (pH 7) og behandlet som
beskrevet i eksempel 1 (preve 1.2). C-N-analysen af den
ferdige prove 3.2 gav et proteinindhold pé 12,7 mg/g.

EKSEMPEL 4

For at pdvise, at koblingsmidlet ikke har nogen indflydel-
se pd preparatets aktivitet, blev fra bzreren 2 (hyppigste
porediameter 34 nm) sigtet fraktionen 0,25-0,5 mm, og deraf
blev 50 g udrert i 500 ml 12,5 pcts. vandig glutardialde-
hydoplesning i 5 minutter ved stuetemperatur. Derefter fore-
gik en tilsetning af 500 ml mettet NHQCl—oplzsning. Efter
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4 timers omrgring ved stuetemperatur blev preven vasket med
vand til chloridfrihed og terret over P205 i vakuum. 10 g
af denne bzrer blev suspenderet i 20 ml oplgsning af 1 g
amyloglucosidase (Merck 1330) i 0,05 M phosphatpuffer (pH 7)
og prepareret som beskrevet i eksempel 1.

Den ferdige prove 4.1 udviste efter C-N-analysen et prote-
inindhold p& 29,8 mg/g.

Yderligere 10 g af bzreren 2 blev suspenderet i 20 ml op-
lgsning af 0,5 g amyloglucosidase (Merck 1330) i 0,05 M
phosphatpuffer (pH 7) og behandlet som beskrevet i eksempel
1 (preve 1.2). C-N-analysen af den ferdige prove 4.2 gav et
proteinindhold pd 17,9 mg/g.

EKSEMPEL 5

10 g af bezreren 1 (hyppigste porediameter 140 nm) blev
suspenderet i 40 ml af en 0,05 M phosphatpufferoplegsning
(pH 7), som indeholdt 0,5 g glucoseisomerase (Y. Takasaki,
Agr.Biol.Chem.33, Nr. 11, 1527-1534 (1969)).

Reaktionstiden udgjorde ved stuetemperatur 30 minutter.
Hvert 10. minut blev reaktionsbeholderen evakueret, og
efter reaktionens afslutning blev restoplgsningen suget
fra. Derpd foregik 3 vaskninger med vand og 0,05 M phos-
- phatpuffer (pH 7).

Den ferdige preve 5.1 udviste efter C-N-analysen et pro-
teinindhold pd 4,8 mg/g.

Til fremstilling af preve 5.2 blev yderligere 10 g af bz-
reren 1 suspenderet i 40 ml af en 0,05 M phosphatpuffer-
oplesning (pH 7), som indeholdt 0,25 g glucoseisomerase.
Den yderligere arbejdsmidde svarede til preparationen 5.1.

C-N-analysen af den fzrdige prove 5.2 gav et proteinind-
hold p& 2,0 mg/g.
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EKSEMPEL 6

10 g af bereren 2 (hyppigste porediameter 34 nm) blev sus-
penderet i 40 ml af en 0,05 M phosphatpufferoplesning (pH 7),
som indeholdt 0,5 g glucoseisomerase.

Den videre behandling svarede til eksempel 5. Den fardige
prove 6.1 udviste efter C-N-analysen et proteinindhold

péd 22,0 mg/g.

Til fremstilling af preven 6.2 blev yderligere 10 g af
bereren 2 suspenderet i 40 ml af en 0,05 M phosphatpuffer-
oplesning (pH 7), som indeholdt 0,25 g glucoseisomerase.
Den videre behandling svarede til eksempel 5. C~-N-analysen

af den fmrdige preve 6.2 gav et proteinindhold pd 10,2 mg/g.

EKSEMPEL 7

10 g af bmreren 3 (hyppigste porediameter 18 nm) blev
suspenderet i 40 ml af en 0,05 M phosphatpufferoplesning
(pH 7), som indeholdt 0,5 g glucoseisomerase.

Den videre behandling svarede til eksempel 5. Den fardige
prove 7.1 udviste efter C-N-analysen et proteinindhold

p& 11,2 mg/g.

Til fremstilling af preven 7.2 blev yderligere 10 g af
bsreren 3 suspenderet i 40 ml af en 0,05 M phosphatpuffer-
oplesning (pH 7), som indeholdt 0,25 g glucoseisomerase.
Den videre arbejdméde svarede til preparationen 5.1.

C-N-analysen af den ferdige preve 7.2 gav et proteinindhold
P 5,1 mg/g. 1
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EKSEMPEL 8

10 g af den i eksempel 4 nmvnte bzrer (hyppigste poredia-
meter 34 nm, behandlet med vandig glutardialdehydoplesning)
blev suspenderet i 40 ml af en 0,05 M phosphatpufferoplss-
ning (pH 7), som indeholdt 0,5 g glucoseisomerase. Den videre
behandling svarede til eksempel 5. Den fardige pregve 8.1
udviste efter C-N-analysen et proteinindhold pd 21,3 mg/g.

Til fremstilling af preven 8.2 blev yderligere 10 g af

den samme bzrer suspenderet i 40 ml af en 0,05 M phosphat-
pufferoplssning (pH 7), som indeholdt 0,25 glucoseisomerase.
Den videre arbejdsmdde svarede til preparationen 5.1. C-N-
analysen af den.fardige prove 8.2 gav et proteinindhold pd

9,8 mg/g.

EKSEMPEL 9

Aktiviteten af de i eksemplerne 1l-4 beskrevne preparater
1.1, 1.2, 2.1, 2.2, 3.1, 3.2, 4.1, 4,2 samt af det til
fikseringen anvendte enzym (amyloclugosidase, Merck 1330)
blev bestemt efter dinitrosalicylsyremetoden (jvf. Rick,
W., Stegbauer, H.P. i: Bergmeyer, H.U. "Meth. d. Enzyma-
tischen Analyse", Verlag Chemie 1970 side 848 ff). En
aktivitetsenhed svarer til den enzymmzngde, som under inku-
bationsbetingelser frisztter 1 /u gkv. reducerende grupper
(beregnet som glucose) pr. minut.

Inkubationsbetingelser

2 pcts. substratoplesning (Zulkowsky-stivelse Merck 12257)
i 0,1 M acetatpuffer pH 5,0, 30 min., 25 °C.
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Bererfikserede praparater blev under de ovenfor anferte
betingelser suspenderet i en 40 ml reaktor ved en omrg-
ringshastighed pad 600 omdr. /min. (Produk:dannelseshastig-
hed uafhengig af omreringshastigheden).

Peparaternes proteinindhold blev bestemt pa basis af
middelverdierne af C-N-bestemmelsen. Bererens hyppigste
porediameter blev bestemt af porefordelingen (md1lt med
hejtryksporosimeter).

I den folgende tabel 1 er sammenstillet resultaterne
for preverne 1l-4. De anvendte symboler defineres som fol-

gers:

Hyppigste porediameter D (nm) ,
Enzymoptagelse g (mg enzym/g berer)
Aktivitet U (enh./g preve)

Spec. aktivitet U, = U/cE (enh./mg enzym)
Spec. aktivitet i fri tilstand Usp (enh./mg enzym)
Relativ aktivitet U,;=100 .05 (%)

SF
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Tabel 1 (Fixeret amyloglucosidase)

149757

Prove Hyppigste pore-  Enzymop- Aktivitet
diameter tagelse
D °g U Us Urel USF
1.1 140 16,5 98,4 5,9 51 11,75
1.2 9,0 100,5 11,16 95
2.1 34 30,8 208,8 6,77 58
2.2 17,4 203,9 11,71 100
3.1 18 26,2 150,0 -5,72 49
3.2 12,7 149,5 11,77 100
4.1 34 29,8 199,7 6,70 57
4,2 17,9 209,4 11,70 100
EXSEMPEL 10

Aktiviteten af de i eksemplerne 5-8 beskrevne przparater
5.1, 5.2, 6.1, 6.2, 7.1, 7.2, 8.1, 8.2 samt af den til
fikseringen anvendte glucoseisomerase blev bestemt efter

Takasaki-metoden (jvf. Y. Takasaki: Agr.Biol.Chem. Vol.30,
Nr. 12, 1247-1253, 1966 og Z.Dische og E. Borenfreund: J.Biol.
Chem.192, 583, 1951). En aktivitetsenhed er defineret som

den enzymmzngde, som under inkubationsbetingelser danner

1 mg fructos

Inkubationsbetingel ser

e.

Temperatur
Reaktionstid
Substrat

65°C

l1h

0,1 m glucose xH;0 (Merck 8342)
i 0,05 M phosphatpuffer, pH 8,0

med 0,0004 M MgSO0,,

De bzrerfikserede prsparater blev suspenderet under standard-
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betingelser i omrgringsreaktoren som beskrevet i eksem-
pel 9.

Preparaternes proteinindhold blev bestemt pd basis af
middelverdierne af C-N-bestemmelsen.

I den feolgende tabel 2 er resultaterne af proverne 5-8
sammenstillet.

Definitionen af de anvendte symboler er angivet i eksem-
pel 9.

Prove Hyppigste po- Enzymop- Aktivitet
rediameter tagelse

D CE v Us Urel USF

5.1 140 4,8 115,4 24,0 41 58,9
5.2 2,0 117,3 58,7 99
6.1 34 22,0 558,5 25,4 43
6.2 10,2 556,1 54,5 93
7.1 18 11,2 291,0 26,0 L4
7.2 5,1 292,3 57,3 97
8.1 34 21,3 543,2 25,5 43
8.2 9,8 544,0 55,5 94

Resultaterne i de foranstdende eksempler viser:

1. De undersggte preovers aktivitet U forlgber over et
maksimum, som er afhzngigt af bmrerens hyppigste pore-
diameter.

2. Den specifikke aktivitet US afhsnger af enzymoptagel-
sen og bevarer op til en bestemt enzymkoncentration Cq
vardien for enzymets aktivitet i fri tilstand USF’ saledes
at Urel bliver 100. Overskrides denne enzymmengde, synker
den specifikke aktivitet, hvorved produktet af U, og

cE forbliver konstant.




148767

16

3. Den af bzreren optagne enzymmzngde er en funktion af
den hyppigste porediameter. Systemet enzym/berer udviser
maksimal aktivetet ved den mindst mulige enzymmsngde, ndr
den optimale bzrer 2 (hyppigste porediameter 34 nm) har
optaget 17,4 mg amyloglucosidase/g eller 10,2 mg glucose-
isomerase/g (preverne 2.2 hhv. 6.2). '

4, De undersggte prevers enzymoptagelse og aktivitet er
- uafhmngige af koblingsmidlet.

Dette skal i det felgende belyses nermere med henvisning
til de vedfpjede tegninger, pa hvilke fig. 1 - 3 viser
tre diagrammer, der bygger pa enzympraparater med amylo-

glucosidase-aktivitet.

Ifplge diagrammet i fig. 1 omsattes fem forskellige

bzrere, nemlig

1. en bzrer med en hyppigste porediameter pa 180 A (svarer
til bzrer 3 ifelge eksemplerne 3 og 7),

'72. en barer med en hyppigste porediameter pa 340 A (svarer
til barer 2 ifelge eksemplerne 2 og 6),

3. en bzrer med en hyppigste porediameter pa 550 4,
4. en bzrer med en hyppigste porediameter pa 660 A,

5. en bzrer med en hyppigste porediameter pa 1400 A

(svarer til bzrer 1 ifslge eksemplerne 1 og 5)
hver for sig med

a) en enzymoplesning, som indeholder 25 mg amylogluco-
sidase pr. g bzrer (25 mg/g).
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For de sdledes opndede fem enzympraparater bestemtes

den absolutte aktivitet U, dvs. aktiviteten pr. g enzym-
praparat, og de opndede aktivitetsvardier blev indfert

i diagram 1 over for de hyppigste porediametre. Vardierne
giver tilsammen den nedre kurve i diagram 1. Kurven
viser, at bareren med en hyppigste porediameter pa 340

A ved det nevnte enzymtilbud har givet praparatet med

den hojeste absolutte aktivitet.
Nar man omsatter de samme fem barere hver for sig med

b) en enzymoplesning, som indeholder 50 mg amylogluco-
sidase pr. g barer (50 mg/g),

bestemmer de opndede praparaters absolutte aktivitet,

og indferer de opndede verdier i diagram 1, s& far man
den evre kurve. Ogsd denne kurve viser, at bzreren med
en hyppigste porediameter p& 340 A ved det nzvnte enzym-
tilbud har givet prazparatet med den hesjeste absolutte
aktivitet.

Nédr man endelig omsaztter de samme fem bzrere hver for

sig med

c) en enzymoplesning, som indeholder 100 mg amyloglucosi-

dase pr. g barer (100 mg/g),

bestemmer de opndede praparaters absolutte aktivitet,
og indferer de opndede verdier i diagram 1, sd far man
en kurve, som falder sammen med den ovre kurve. Ogsé
denne tredje kurve viser, at bareren med en hyppigste
porediameter pad 340 A ved det n:vnte enzymtilbud har
givet praparatet med den hgjeste absolutte aktivitet.

Kurverne i diagrammet i fig. 1 viser altséd, at det er
muligt blandt flere i betragtning kommende bzrere at

udvalge den optimale bazrer allerede med nogle f& enzymop-

148757
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losninger af forskellig koncentration - ja endog med
enzymoplesninger af samme koncentration - og at enzym-
koncentrationen ikke spiller nogen udslaggivende rolle
for udvalgelsen af den optimale barer.

Rurverne i diagram 1 viser imidlertid ogsa, at det ikke

148757

er tilstrakkeligt for at nd til et optimalt enzympraparat

kun at udvelge den optimale bzrer, men at ogsad enzym-

koncentrationen spiller en rolle.

Derved synes det forst at vere nzrliggende, at prapara-
tet bliver mere aktivt, jo mere enzym der ved fremstil-
lingen af przparatet tilbydes bareren. Dette modsiges
imidlertid af den kendsgerning, at kurverne 2 og 3,

som blev opndet ved et enzymtilbud pa henholdsvis 50

og 100 mg enzym/g bzrer, falder sammen. Disse kurver
viser, at "mere" enzym ikke ubetinget giver "mere" ak-

tivitet.

Denne erkendelse tydeliggeres i diagrammet i fig. 2.

Ifelge diagram 2 blev den optimale bzrer med en hyppigste

porediameter pd 340 A tilbudt henholdsvis

1. 25 mg amyloglucosidase/g barer,

2. 50 mg amyloglucosidase/g barer (svarer til eksempel
2.2),

3. 100 mg amyloglucosidase/g bzrer (svarer til eksem-
pel 2.1),

4. 150 mg amyloglucosidase/g bzrer.

Af det navnte enzymtilbud har bareren ved omsztningen
gjort brug pd den made, at det fardige enzympraparat
har optaget
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tilfelde 1: 9,3 mg enzym/g barer (cE = 9,3 mg/g),
tilfaelde 2: 17,4 mg enzym/g barer (cE = 17,4 mg/qg),
tilfzlde 3: 30,8 mg enzym/g bzrer (c_ = 30,8 mg/g),
44 mg/qg).

O A
=)

tilfalde 4: 44 mg enzym/g barer (cE

N&r man nu bestemmer den absolutte aktivitet U af de
opndede enzympraparater og indferer dem i diagrammet
over for enzymoptagelsen Cpr S€r man, at aktiviteten
i begyndelsen ligeledes stiger med stigende enzymop-
tagelse, men at en sterre enzymoptagelse fra et bestemt
enzymtilbud eller en bestemt enzymoptagelse ikke langere

medforer nogen aktivitetsstigning.

Dette modsiger alle os bekendte publikationer, ifelge
hvilke der altid er arbejdet efter mottoet "meget giver
meget". Kurven viser imidlertid, at fra et bestemt enzym-
tilbud eller en bestemt enzymoptagelse er enhver forggel-
se i enzym et spild af enzym, da denne forggelse ikke

bidrager til aktiviteten.

Optimum nds, ndr man (som vist ved amyloglucosidase)
pr. g barer tilbyder 50 mg enzym svarende til at 1 g
bzrer har optaget 17,4 mg enzym.

Dette tydeliggeres ogsd af diagrammet i fig. 3, hvori

den relative aktivitet Urel er indfegrt over for enzym-
optagelsen cp for de samme prazparater som i diagrammet

i fig. 2.

Den relative aktivitet Urel er resultatet af en regne-
operation og giver forholdet mellem den specifikke akti-
vitet US (dvs. aktiviteten pr. mg bundet enzym) og den
specifikke aktivitet i fri tilstand Ugp (dvs. aktiviteten

pr. mg enzym i fri-ubundet tilstand), udtrykt i procent.

148757
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Diagram 3 viser, at ved lavt enzymtilbud henholdsvis

lav enzymoptagelse forst alt bundet enzym er lige sa
aktivt som enzymet i fri tilstand, dvs. den relative
aktivitet er 100% eller nasten 100%, men at den rela-
tive aktivitet fra et bestemt enzymtilbud henholdsvis
fra en bestemt enzymoptagelse falder meget starkt, dvs.
at en stadig sterre andel af det bundne enzym foreligger
" i inaktiv form, eller udtrykt pd en anden made, at en
stadig sterre andel af det bundne enzym ikke kan udfolde
nogen aktivitet, hvad der, som forklaret ovenfor, bety-

der spild af enzym.

Til optimal udnyttelse af enzymets egenaktivitet mé

der altsd tilstrazbes en relativ aktivitet U1 af det
bundne enzym pd nar ved eller lig med 100% (hvad der
ifplge diagram 3 er tilfeldet for den viste amylogluco-
sidase ved en enzymoptagelse Cp pd op til 17,4 mg/g
bazrer), men samtidig m& der ogsd med henblik pd en sterst
mulig omsztning i praktisk brug (dvs. maksimalt rum-tid-
udbytte) tilstrabes en maksimal absolut aktivitet af
praparatet (hvad der ifplge diagram 2 er tilfaldet for
den viste amyloglucosidase ved en enzymoptagelse pa

fra 17,4 mg/g bzrer).

Man har sdledes fundet den bestemte poresterrelse af
bareren og det bestemte enzymtilbud, som skal anvendes
for at fremstille et maksimalt aktivt enzympraparat

ved ringest muligt enzymforbrug.

Da enzymomkostningerne er betragtelige og stiger starkt
med den krazvede renhedsgrad, ‘altsd spiller en betydelig
rolle for den ogkonomiske indsats, er der med fremgangs-
maden ifelge opfindelsen for ferste gang skabt mulig-

hed for ogsd at anvende dyre enzymer teknisk, da fremgangs-
mdden gor det muligt ved anvendelse af den ifwlge opfin-
delsen udvalgte barer at optimere den for maksimal aktivi-

tet nedvendige enzymmangde.
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Patentkrav:

1. Fremgangsmade til fremstilling af et i vand uoplese-
ligt enzympraparat, hvorved man bringer en uorganisk
barer, som har en gennemsnitlig porediameter mellem

100 og 1000 A og indeholder funktionelle grupper til

til kovalent binding af et enzym, i kontakt med en oples-—
ning af et enzym, binder enzymet til bareren ved 1 sig
selv kendte fremgangsmdder og isolerer de opndede enzym-
prazparater, k ende tegnet ved, at man ferst
bringer bazrere, der adskiller sig fra hverandre ved
deres hyppigste porediameter inden for de ovennzvnte
granser pa& 100 - 1000 A, i kontakt med enzymoplgsninger,
der adskiller sig fra hverandre ved deres enzymindhold,
binder enzymet til bazrerne, isolerer enzympraparaterne,
bestemmer deres aktivitet og blandt de benyttede barere
udvalger den med en bestemt hyppigste porediameter,

som uanset den dertil bundne enzymmengde har givet pra-
paratet med den hejeste aktivitet, og at man derpd brin-
ger den udvalgte barer i kontakt med enzymoplesninger,
der adskiller sig fra hverandre ved deres enzymindhold,
binder enzymet til bareren, isolerer enzympraparaterne,
bestemmer deres aktivitet og specifikke aktivitet og

af de benyttede forskellige enzymoplesninger udvalger
den, som har givet praparatet med den maksimale aktivi-
tet og en specifik aktivitet ner ved eller lig med enzy-

mets specifikke aktivitet i den frie tilstand.

2. Fremgangsmdde ifelge krav 1, k endetegnet

ved, at man som bazrer udvalger en Si02—gel, som efter

149757

indstilling af et alkalimetalindhold p& 0,1 - 0,5 vagtpct.,

beregnet som Nazo, og terring er gledet i 5 - 10 timer
i en vanddampholdig luftstrem ved 400 - 850 °C, fortrins-
vis ved 570 - 750 °C.
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3. Fremgangsmadde ifslge krav 2, kend et egnet
ved, at terringen er udfert i vanddampmzttet luft ved
180 - 200 °cC.

4. Fremgangsmide ifelge krav 2 eller 3, k end e -
tegnet. ved, at gledningen er udfert i en vanddamp-
holdig luftstrem med en relativ fugtighed pd 40 - 80%.

5.7Fremgangsméde ifeolge ethvert af kravene 1-4, k e n d e-
t egnet ved, at der som enzym anvendes amyloglucosidase.

6. Fremgangsmade ifglge krav 5, kendetegnet ved,
at bzreren ved anvendelse af en amyloglucosidase med en spe-
cifik aktivitet i fri tilstand pd fra omkring 10 til omkring
15 enheder/mg bringes i kontakt med en oplesning, som inde-

holder 25-75 mg, fortrinsvis 50 mg amyloglucosidase pr. g

barer.

7. Fremgangsmidde ifelge ethvert af kravene 1-4, k e n d e-
tegnet ved, at der som enzym anvendes glucoseisomerase.

8. Fremgangsmade ifglge krav 7, kendetegnet ved,
at bzreren ved anvendelse af en glucoseisomerase med en spe-
cifik aktivitet i fri tilstand pad fra omkring 50 til omkring
70 enheder/mg bringes i kontakt med en oplesning, som inde-

holder 20-50 mg, fortrinsvis 25 mg glucoseisomerase pr. g

barer.

Fremdragne publikationer:

DK patent nr. 120432
DE offentliggerelsesskrift nr. 2514225
US patenter nr. 3850751, 3892580.
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