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Immobiliseret enzymprodukt og anvendelse deraf.

Det immobiliserede enzymprodukt er tiltankt anvendt i
en enzymtisk proces, hvorved enzymproduktet suspénderes i
substratet, hvorefter den enzymatiske proces bringes til at
forlobe og enzymproduktet fjernes fra substratet ved veske-
faststof-separation, og det omfatter ud over enzym en polyamin
og et salt med en anion, der har 3-6 ioniserbare grupper. Det
immobiliserede enzymprodukt er meget billigt, det udviser ingen
enzymlzkning, og det udviser overlegen filtrerbarhed og
suspenderbarhed. '
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Opfindelsen angdr en fremgangsmade til fremstilling af
et immobiliseret enzymprodukt.

Anvendelse af opleselige enzymer horer til kendt tek-
nik, idet fordelen hovedsageligt er en simpel drift, eftersom man
ikke behover nogen s¢jle med ledsagende tryktab og tilstopning
(Fo 1), og idet ulempen hovedsageligt er det forhold, at enzymet
(aktivt eller inaktiveret) foreligger i det udgédede materiale,
som er det gnskede reaktionsprodukt (Vo 1).

Anvendelsen af immobiliserede enzymer herer ogsad til
kendt teknik, hvorved fordelen hovedsageligt er den gode gkonomi,
der hidrgrer fra den gentagne anvendelse (i modsetning til
anvendelsen af opleselige enzymer, som kun anvendes en gang) (Fu
1); pa den anden side er enzymudbyttet i det immobiliserede
produkt relativt lavt, og det immobilliserede produkt er relativt
dyrt (Uu 1), hvortil kommer, som tidligere anfert, at s@jlepro-
cessen er ret vanskelig at udfere, iser over lange tidsrum (Uu
2).

Det er muligt at kombinere de to anvendelser ved at
gore brug af en meget billig immobilisering (billig bade hvad
angar immobiliseringsudbytte ©og immobiliseringsparametre), hvor-
ved det immobiliserede enzym ikke nodvendigvis foreligger som i
fysisk henseende stabile partikler, men f.eks. som en filterkage
eller en flydende suspension, hvorved de eneste krav ud over en
minimal enzymlaekage fra det immobiliserede enzym under drift er
evnen af det immobiliserede enzym til at blive suspenderet i og
kunne filtreres fra substratet; herved opnas en simpel drift, god
okonomi og udelukkelse af enzymet i det udgdede materiale, hvis
det immobiliserede enzym fjernes (ved filtrering eller
centrlfugerlng) efter den enzymatiske reaktion.

P2 denne made tilvejebringes der et produkt, som ud-
viser alle de angivne fordele (Fo 1, Fu 1), og som ikke udviser
nogen af de angivne ulemper (Uo 1, Uu 1, Uu 2). Et produkt af
denne art er beskrevet i DE offentliggarelsesskrift nr. 2522484,
selv om det ikke definitivt fremgadr af dette offentligggrelses—
skrift, at det immobiliserede enzym skulle vare meget billigt og
at det skulle vare tilsigtet, at det kun blev anvendt en gang.
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En ulempe, der knytter sig til immobiliserede enzympro-
dukter af denne art, er den kendsgerning, at suspenderbarheden og
filtrerbarheden deraf ikke er tilfredsstillende, sdledes at der
foreligger et behov for forbedring deraf.

Opfindelsens formal er saledes tilvejebringelsen af en
fremgangsmade til fremstilling af et immobiliseret enzymprodukt,
der skal anvendes i en enzymatisk proces, hvorved enzymproduktet
suspenderes i substratet, hvorefter den enzymatiske proces
gennemfgres og enzymproduktet fjernes fra substratet ved vaske-
torstof-separation, hvilket enzymprodukt skal vaere yderst billigt
og ikke-lzkkende samt udvise en overlegen filtrerbarhed og
suspenderbarhed. -

Fremgangsmaden ifglge opfindelsen er ejendommelig ved
det i den kendetegnende del af krav 1 angivne.

Det md& forstéds, at det er tilsigtet, at betegnelsen
"enzym" skal dzkke alle arter af enzymer, herunder enzympulver,
levende, enzymholdige celler og homogeniserede celler. Opfindel-
sen er principielt heller ikke begrznset til nogen specifikke
enzymgrupper; ikke begrznsende eksempler pa enzymer, som kan
anvendes i fremgangsmaden ifglge opfindelsen, er glucose-
isomeraser, glucoseoxidaser, amyloglycosidaser, proteaser,
amylaser, isar termostabile a-amylaser, lipaser, pullulanaser,
invertaser, inulinaser, a-acetolactat-decarboxylaser (ALDC),
fructosyl-transferaser og nitrilaser.

Betegnelsen "polyamin" omfatter i denne beskrivelse med
krav alle polymere, der indeholder et stegrre antal aminogrupper,
enten primafé, sekundzre, tertizre eller quarternzre, enten i
deres frie form eller som salte. Ikke begransende eksempler er
chitosan, polyethyleniminer, polyvinylaminer og cationiske
flokkuleringsmidler.

Ikke begraznsende eksempler pa salte, der har en anion
med 3-6 ioniserbare grupper, er fglgende: phosphater, herunder
hypo- og pyrophosphater, tripolyphosphater, thiophosphater,
trimetaphosphater, polymetaphosphater, phosphomolybdater,
citrater, ferri- og ferro-cyanider, silicater og EDTA.

Det har overraskende vist sig, at bade suspenderbarhed
og filtrerbarhed af enzymproduktet i he¢j grad foreges ved til-

sztning af saltet med en anion med 3-6 ioniserbare grupper til
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den flokkulerede masse omfattende polyamin og enzym. Hvis saltet
med en anion med 3-6 ioniserbare grupper erstattes med et salt
med mere end 6 ioniserbare grupper (f.eks. alginater eller poly-
acrylater) eller et salt med en anion med mindre end 3 ioniser-
bare grupper, bliver suspenderbarheden og filtrerbarheden af
enzymproduktet ikke forbedret vaesentligt.

I europaisk patentanspgning med publikationsnummer
35121 er der beskrevet et immobiliseret enzym omfattende chitosan
og et polyphosphat. Dette kendte immobiliserede enzym er ikke let
suspenderbart som det immobiliserede enzym ifglge opfindelsen, og
det ville ogsd frembyde hej diffusionsmodstand, ligeledes i
modsetning til det immobiliserede enzym ifplge opfindelsen.

En foretrukket udfegrelsesform for fremgangsmaden ifelge
opfindelsen til fremstilling af det immobiliserede enzymprodukt
er ejendommelig ved det i den kendetegnende del af krav 2
angivne. Det har vist sig, at denne selektion af chitosan og
tripolyphosphat er serlig velegnet for AMG hvad angar den for-
pedrede suspenderbarhed og filtrerbarhed. Hvis chitosan anvendes
som polyaminen og enzymet er AMG, har det vist sig, at
enzymudbyttet udviser et optimum for et vist forhold

chitosan/AMG.
En foretrukket udferelsesform for fremgangsmaden til

fremstilling af det immobiliserede enzymprodukt ifelge opfind-
elsen er ejendommelig ved det i den kendetegnende del af krav 3
angivne. Herved opnas et meget billigt, men alligevel effektivt
produkt.

Opfindélsen skal illustreres yderligere ved de folgende
eksempler. Eksempel 1 illustrerer fremstillingen af det immobi-
liserede enzympraparat ved fremgangsmaden ifglge opfindelsen,
eksempel 2 illustrerer anvendelsen af det immobiliserede
enzympreparat fremstillet ved fremgangsméden ifplge opfindelsen,
og i eksempel 3 pavises virkningen pd lzkagen af saltet med en

anion med 3-6 ioniserbare grupper.
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Eksempel 1

100 ml kommercielt AMG-przparat 200 L blev fortyndet
med afioniseret vand til 400 ml og derpd koncentreret i en Amicon
ultrafiltreringscelle model 402 til 60 ml. Der skal henvises til
NOVO publikation AMG (B 020i-GB 2500 April 1984). 4 ml af dette
koncentrat blev fortyndet til 100 ml med afioniseret vand, 8 g
kaolin, 4 ml 10% w/v glutaraldehyd, hvis pH var indstillet pa 6,0
med KOH, og 50 ml 0,5% chitosan i 0,1% eddikesyre blev tilsat i
den angivne rzkkefplge, alle komponenter under konstant omrgring,
og man lod blandingen omrgre i to timer. 60 ml 1% natriumtripoly-
phosphat blev derpd tilsat, og omreringen blev fortsat i yderli-
gere en time, hvorefter partiklerne blev opsamlet ved vacuumfil-
trering, hvorved der opndedes 30,8 g vadt przparat. Til glbehand-
ling (se eksempel 2) anvendte man ca. 75 mg af det vade praparat
(svarende til ca. 3 oprindelige enheder enzym, se NOVO publika-
tion AMG (B 020i-GB 2500 April 1984)) per 100 ml urt.

Eksempel 2

Urtkoncentrat af typen sterk pilsner blev kebt fra
MATAS. Det blev fortyndet med afioniseret vand, filtreret, og
indstillet pd& 12° Balling. Derpa blev det afkglet til 15°C i et
bad, og presset Sacch. carlsbergensis g@r blev tilsat med en
hastighed af 2 g per 100 ml urt, sammen med enten oplgseligt
enzym (kommerciel AMG 200 L, 0,005 ml1/100 ml urt) eller det immo-

biliserede enzymprodukt fra eksempel 1 (en mzngde svarende til 3

oprindelige enheder per 100 ml urt). Man gennemforte parallelle
forseg bade med beholdere, hvori der ikke fandt nogen omrgring
sted, og med beholdere, hvori der fandt omrgring sted. Der blev
udtaget prover med regelmessige intervaller, der blev kogt,
filtreret og analyseret for indholdet af kulhydrater. Som det
fremgdr af tabel 1, kunne det immobiliserede enzymprodukt konkur-

rere rimeligt godt med det oplgselige enzym.
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% nedbrydning af DP,+ fraktioner

160 timer 320 timer
enzym ikke omrgrt omrgrt ikke omrgrt omrgrt
opleseligt 54 56 74 77
immobiliseret 50 59 66 79
Ved DP,+ forstds kulhydrater med en polymerisationsgrad over 4.

Ved slutningen af geringen blev der udtaget prever, der
blev filtreret uden kogning, og der blev analyseret for AMG-
aktivitet. Man fandt ca. 100% af den oprindelige aktivitet i
forspogene med det oplgselige enzym, medens man ikke kunne konsta-

tere nogen aktivitet i forsegene med det immobiliserede enzym.

Eksempel 3

For at pavise virkningen af visse salte pa lzkagen
gentog man metoden i eksempel 1 med et antal praparater, hvor man
anvendte andre medier end polyphosphatopl¢sninger til behandling .
af de med chitosan flokkulerede masser. Hvert af praparaterne
blev derpa undersegt for aktivitet og lzkage, som beskrevet i

eksempel 2, med folgende resultater:
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H20
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* Tabel 2

$ aktivitets-
udbytte

72

72

73

72

72

73

_* natriumtripolyphosphat
** patriumtripolyphosphat indstillet til pH 6 med HCL
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$ aktivitets-
lzkage

2,1

0,6

0,5

0,4

0,2

0,2
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PATENTKRAV

1. Fremgangsmide til fremstilling af et immobiliseret-
enzymprodukt til brug ved en enzymatisk proces, hvori enzym- '
produktet suspenderes i substratet, hvorefter den enzymatiske
proces gennemfgres O9g enzymproduktet fjernes fra substratet ved
veske-tprstof-separation, kendetegnet ved, at man til en
oplgsning af enzymet tilsztter et fyldstof, et tverbindingsmiddel
og en polyamin, hvorpd man under omrgring tilsetter et salt med“
en anion med 3-6 ioniserbare grupper, hvorefter det immobili-

serede enzymprodukt isoleres som en flokkuleret masse.

2. Fremgangsmdde ifelge krav 1, kendetegnet ved, at
enzymet er AMG, at polyaminen er chitosan og at saltet med en

anion med 3-6 ioniserbare grupper er et tripolyphosphat.

3. Fremgangsmade ifplge krav 1 eller 2, kendetegnet
ved, at tvarbindingsmidlet er glutaraldehyd og/eller at fyld-

stoffet er kaolin.
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