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En immobiliseret, enzymatisk aktiv substans med forbedret sta-
bilitet af enzymatisk aktivitet omfatter en enzymatisk aktiv substans,
der er indesparret i en gelmatrix af et polysaccharid, hvori der er
indfgrt en eventueit substitueret aminogruppe, og med mindst 10
vagt/vagt $ sulfatrest i molekylet. Den immobiliserede, enzymatisk
aktive substans fremstilles ved sammenblianding af den enzymatisk
aktive substans og en vandig op'@sning af polysaccharidet med efter-
fgigende geldannelse af polysaccharidet.
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Den foreliggende opfindelse angdr en hidtil ukendt, immobiliseret,
enzymatisk aktiv substans og en fremgangsmide til fremstilling af samme.

Enzymatiske reaktioner er blevet benyttet ved fremstiiling af for-
skellige verdifulde materialer og ved dekomponering af forskellige ugn-
skede materialer eller stofskifteprodukter, der er skadelige for menne-
sker og husdyr, og for effektivt at udfgre enzymatiske reaktioner er der
ved reaktionerne blevet anvendt immobiliserede, enzymatisk aktive sub-
stanser sasom enzymer eller mikrobielle celler.

Der kendes forskellige fremgangsmader til fremstilling af immobili-
serede, enzymatisk aktive substanser. Ved én sidan fremgangsmade inde-
sperres en enzymatisk aktiv substans i en gelmatrix af et polysaccharid
sasom agar eller carragenan ved afkeling af en vandig blanding af sub-
stansen og polysaccharidet til opndelse af et immobiliseret preparat. Et
sidant immobiliseret prazparat har imidlertid nogle ulemper. Fx. er det
jmmobiliserede prazparat, der opnds ved anvendelse af agar, tilbgjeligt
ti1 at miste sin netvarkstruktur og blive omdannet til sol inden for et
kort tidsrum, nir det anvendes i en enzymatisk reaktion ved hgj tempera-
tur. Nir der anvendes carragenan, er gelmatrixen i det resulterende prea-
parat ustabil og fordrsager udsivning af den enzymatisk aktive substans
fra preparatet, hvilket resulterer i en senkning af den enzymatiske ak-
tivitet under anvendelse af przparatet.

Opfinderne har tidligere fundet ud af, at en immobiliseret, enzyma-
tisk aktiv substans med udmerkede egenskaber uden de ovenfor nzvnte
ulemper kan opnas ved at indespazrre en enzymatisk aktiv substans i en
gelmatrix af et polysaccharid med mindst 10 vagt/vegt % sulfatrest
(—SOBH) i molekylet under specielle betingelser, bl.a. ved tilstedeve-
relse af ammoniumioner eller en vandoplgselig amin under gelatineringen,
og har indleveret patentansggninger, der angir den immobiliserede sub-
stans og dens fremstilling (US patentskrift nr. 4.138.292 svarende til
japansk offentliggerelsesskrift nr. 6483/1978).

Som et resultat af yderligere intensive studier har narvarende op-
findere nu fundet ud af, at stabiliteten af immobiliserede substansers
enzymatiske aktivitet kan forgges bemerkelsesvardigt ved som gelmatrix
for disse at anvende et polysaccharid med mindst 10 vagt/vegt % sulfat-
rest i molekylet, til hvilket der covalent er bundet eventuelt substitu-
erede aminogrupper.

I overensstemmelse hermed tilvejebringer opfindelsen en immobilise-
ret, enzymatisk aktiv substans, hvor en enzymatisk aktiv substans er
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indesparret i en gelmatrix af et polysaccharid med mindst 10 vagt/vagt %
sulfatrest i molekylet, hvilken immobiliserede, enzymatisk aktive sub-
stans er ejendommelig ved, at der covalent er bundet eventuelt substitu-
erede aminogrupper til polysaccharidet.

Fremgangsmaden ifglge opfindelsen er ejendommelig ved, at man sam-
menblander en enzymatisk aktiv substans og en vandig oplgsning af et po-
lysaccharid, hvortil der er bundet en eventuelt substitueret aminogrup-
pe, og med mindst 10 vagt/vegt % sulfatrest i molekylet, og derefter 1la-
der polysaccharidet danne gel i blandingen, saledes at den enzymatisk
aktive substans indesparres i den resulterende gelmatrix.

Den ifglge opfindelsen anvendte gelbasis er et polysaccharid med
mindst 10 vagt/vagt %, sedvanligvis ca. 10 til 65 vagt/vegt % sulfatrest
(-SO3H) i molekylet, hvortil der er bundet en aminogruppe eller substi-
tueret aminogruppe. Eksempler pa polysaccharider med mindst 10 vagt/vagt
% sulfatrest i molekylet indbefatter carragenan, furcellaran og cellulo-
sesulfat. Carragenan er et polysaccharid med 20 ti1 30 vagt/vaegt % sul-
fatrest, som opnas ved raffinering af en ekstrakt af alger tilhgrende
Rhodophyceae sasom Gigartinaceae og Solievianceae. I forbindelse med
nerverende opfindelse kan der anvendes kommercielt tilgengelig carrage-
nan, fx. "GENU® GEL WG", "GENU® GEL CWG" og "GENU® VISCO J" (dette er
handelsbetegnelser for carragenan fremstillet af Kgbenhavns Pektinfabrik
A/S). Furcellaran er et polysaccharid med 12 ti1 16 vagt/vegt % sulfat-
rest, som opnas ved at ekstrahere en type alger, der tilhgrer Rhodophy-
cease, dvs. Furcellaria fastigiata, og der kan fx. anvendes furcellaran
fremstillet af Litex Co., Danmark. Et eksempel pa cellulosesulfat er
"KELCO SCS" fremstillet af Kelco Co.

Den substituerede aminogruppe, der bindes til polysaccharidet med
mindst 10 vagt/vegt % sulfatrest i molekylet, kan fx. vare en monoalkyl-
aminogruppe med 1 til 12 carbonatomer i alkyldelen sasom en monomethyl-
aminogruppe, en monoethylaminogruppe, en monopropylaminogruppe eller en
monobutylaminogruppe, og en dialkylaminogruppe med 1 til1 12 carbonatomer
i alkyldelen sasom en dimethylaminogruppe, en diethylaminogruppe, en di-
propylaminogruppe eller en dibutylaminogruppe.

Aminogruppen eller den substituerede aminogruppe kan fx. bindes til
polysaccharidet med mindst 10 vegt/vegt % sulfatrest i molekylet, ved
aktivering af polysaccharidet med en epoxyforbindelse (fx. epichlorhy-
drin) eller et cyanhalogenid (fx. cyanbromid) og omsztning af det akti-
verede polysaccharid med ammoniumhydroxid, en monoalkylamin eller en di-
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alkylamin. Hvis man anvender en epoxyforbindelse, gennemfgres indfgring-
en fortrinsvis ved fx. omsztning af polysaccharidet med en epoxyforbind-
else ved pH ca. 7 til 14 ved 5 til 85%C i ca. 10 minutter til 48 timer
og efterfgigende omsztning af det resulterende aktiverede polysaccharid
med ammoniumhydroxid, en monoalkylamin eller en dialkylamin ved pH ca. 7
£i1 14 ved 5 ti1 85°C i ca. 10 minutter til 72 timer. Hvis der anvendes
et cyanhalogenid, gennemfgres indfgringen fortrinsvis ved fx. at ind-
stille pH af en vandig oplgsning af polysaccharidet til ca. 8 til 12,
tilsette en passende mengde af et cyanhalogenid, yderligere indstille pH
af den resulterende blanding til ca. 8 til 12 og dernzst omsztte bland-
ingen med ammoniumhydroxid, en monoalkylamin eller en dialkylamin ved
ca. 5 ti1 30°C i ca. 1 til 24 timer.

Indholdet af aminogruppen eller den substituerede aminogruppe i det
resulterende polysaccharid med mindst 10 vagt/vagt % sulfatrest i mole-
kylet, hvori der er indfgrt en sidan gruppe, er normalt sdledes, at
mengden af nitrogen pr. 1 g (ter vegt) af polysaccharidet er 0,1 til 20
mg, fortrinsvis 1 til 10 mg.

Den ifslge opfindelsen anvendte enzymatisk aktive substans kan vare
enzymer, mikrobielle celler o.1.

Enzymerne, der anvendes ifélge opfindelsen, er ikke specificerede
og omfatter fx. oxidoreduktaser (fx. aminosyreoxidase, uricase, catala-
se, etc.), transferaser (fx. aspartatacetyltransferase, glycinamino-
transferase, aminosyretransferase, etc.), hydrolaser (fx. asparaginase,
acetylcholinesterase, aminoacylase, etc.), lyaser (fx. fumarase, aspar-
tatdecarboxylase, aspartase, citratlyase, etc.), isomeraser (alaninrace-
mase, glucoseisomerase, glutamatracemase, etc.) og lygaser (fx. aspara-
ginsyntetase, glutathionsyntetase, glutaminsyntetase, etc.).

De mikrobielle celler, der anvendes ifglge opfindelsen, er heller
ikke specifierede, for sd vidt de kan anvendes som enzymkilder. Eksemp-
Ter pd mikrobielle celler omfatter mikrobielle celler af bakterier, gar,
skimmelsvampe, lav og protozoer indeholdende de ovenfor navnte enzymer.
De mikrobielle celler kan vare levende celler, frysetgrrede celler eller
celler opndet ved nedfrysning og optgning af levende celler, ved behand-
Ting af levende celler med acetone eller ved opvarmning af levende cel-
ler.

Den enzymatisk aktive substans, der anvendes ifglge opfindelsen,
kan have et enkelt enzymsystem eller et multipelt enzymsystem. Ydermere
kan der anvendes to eller flere enzymatisk aktive substanser pad samme
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Ved udfgrelsen af fremgangsmaden til fremstilling af de immobilise-
rede, enzymatisk aktive substanser ifglge opfindelsen fremstilles fx.
forst en vandig oplgsning af polysaccharidet, hvortil der er bundet en
eventuelt substitueret aminogruppe, og med mindst 10 vegt/vegt % sulfat-
rest i molekylet. Fremstillingen af den vandige oplgsning kan let gen-
nemfgres ved tilsztning af polysaccharidet til varmt vand ved 30 til
90°c. Polysaccharidets koncentration i opl#sningen er fortrinsvis 0,1
til 20 vagt/vegt %, iser ca. 1 til 10 vaegt/vagt %. Den enzymatisk aktive
substans settes si til den resulterende vandige oplgsning af polysaccha-
ridet til opnaelse af en blanding. Det foretrzkkes at fremstille bland-
ingen ved at oplgse eller suspendere den enzymatisk aktive substans i
vand, en fysiologisk saltvandsopigsning eller en passende pufferoplgs-
ning (pH 1 ti1 13, fortrinsvis 5 til 9) og blande den resulterende op-
1gsning eller suspension med den vandige oplgsning af polysaccharidet.
Mengden af den enzymatisk aktive substans, der skal anvendes, afhznger
af den specielle substans, der valges, det specielle substrat, der skal
behandles 0.1., men generelt kan det gnskede resultat opnas ved at an-
vende substansen i en mengde pd 0,001 til 50 g pr. 1 g polysaccharid.

Dernzst fir polysaccharidet i den ovenfor opndede blanding Tov til
at danne en gel, sdledes at den enzymatisk aktive substans indesparres i
den resulterende gelmatrix af polysaccharidet. Denne geldannelse kan Tet
gennemfgres ved at afkgle blandingen af polysaccharidet og den enzyma-
tisk aktive substans. Fx. danner polysaccharidet gel, nar blandingen far
lov til at henstd ved ca. 0 til 10°C i ca. 30 minutter til 4 timer, og
den enzymatisk aktive substans indesparres samtidig i den resulterende
gelmatrix af polysaccharidet. Den saledes opniede gel kan udformes i en
passende form.

Igvrigt kan geldannelsen ogsd gennemfgres ved, at man bringer
blandingen af polysaccharidet og den enzymatisk aktive substans i kon-
takt med en metalion med et atomvagt pd mindst 24, sasom en kaliumion,
magnesiumion, calciumion, aluminiumion o.1., ved at man bringer bland-
ingen i kontakt med en forbindelse med to eller flere basisk funktionel-
e grupper i molekylet, sdsom methylendiamin, ethylendiamin, p-phenylen-
diamin 0.1., eller ved at man bringer blandingen i kontakt med et vand-
blandbart organisk oplgsningsmiddel, sasom acetone, methanol, ethanol,
propanol, dioxan, tetrahydrofuran, dimethylsulfoxid o.1.

Den siledes opniede immobiliserede, enzymatisk aktiv substans ifgl-
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ge opfindelsen kan anvendes ved forskellige enzymatiske reaktioner med
substrater pd samme mide som konventionelle immobiliserede praparater.
Det immobiliserede preparat ifglge opfindelsen udviser et forgget hgjt
niveau af enzymatisk aktivitet i sammenligning med konventionelle immo-
biliserede praparater, da den enzymatisk aktive substans nasten ikke si-
ver ud fra gelmatrixen af polysaccharidet, nar den anvendes ved en enzy-
matisk reaktion. Yderligere kan den immobiliserede, enzymatisk aktive
substans ifglge opfindelsen vedblivende anvendes over et Tangt tidsrum i
en enzymatisk reaktion, da den overgar konventionelle immobiliserede
praparater med hensyn til formbestandighed, styrke, elasticitet o.1.
Iser kan den immobiliserede, enzymatisk aktive substans ifglge opfindel-
sen, endda i fravar af et gelformbevaringsmiddel sdsom kaliumion, op-
fylde sin normale funktion uden at gelstrukturen gar i stykker, da dens
gel-sol transformationstemperatur bliver ekstremt hgj. Ydermere kan den
immobiliserede, enzymatisk aktive substans ifglge opfindelsen anvendes
selv under sidanne betingelser, hvor det er ngdvendigt at gennemfgre en
enzymatisk reaktion i narvarelse af et organisk oplgsningsmiddel sasom
ethanol eller acetone, som denaturerer den enzymatisk aktive substans,
da stabiliteten af det immobiliserede praparat over for det organiske
oplgsningsmiddel er hgj. Desuden har den immobiliserede, enzymatisk ak-
tive substans ifslge opfindelsen en hgj stabilitet over for et protein-
denaturerende middel sisom urinstof, guanidinhydrochlorid eller lignen-
de. Desuden kan en enzymatisk reaktion gennemfgres ved forhgjet tempera-
tur, da den immobiliserede, enzymatisk aktive substans ifglge opfindel-
sen selv ved forhgjet temperatur har en enzymatisk aktivitet af hgj sta-
bilitet, og derved kan produktiviteten af det gnskede produkt per time-

enhed forgges.
Opfindelsen belyses nzrmere ved de efterfglgende eksempler og for-

$@g.

Eksempel 1

(1) Fremstilling af carragenan, hvortil der er bundet aminogrupper
"GENU® GEL WG" (carragenan fremstillet af Kgbenhavn Pektinfabrik
A/S) (5,0 g) suspenderedes i 1 N kaliumhydroxid (50 ml). Epichlorhydrin
(185 mg) sattes til den resulterende suspension, og b]and1ngen rystedes
ved 60°C i 30 minutter. Efter afkgling af reaktionsblandingen ti1 5%
sattes afkglet (5 C) ethanol (50 m1) ti1 blandingen. Det resulterende
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bundfald frafiltreredes og vaskedes med afkglet (5°C) ethanol (20 ml x
3) til opnaelse af en epoxyaktiveret carragenan. Den epoxyaktiverede
carragenan suspenderedes i 0,9 M ammoniumhydroxid (40 ml), og suspensio-
nen rystedes ved 60°C i 2 timer. Ethanol (50 ml) sattes til reaktions=
blandingen, og det resulterende bundfald frafiltreredes. Bundfaldet va-
skedes med ethanol indeholdende 0,1 N natriumhydroxid (20 ml x 2) og
ethanol (flere gange) til opnaelse af carragenan, hvortil der er bundet
aminogrupper (4,3 g, tor vagt).

(2) Fremstilling af immobiliseret Brevibacterium flavum cellepreparat

Brevibacterium flavum ATCC 14067 podedes i et medium (pH 7,0, 500
m1) indeholdende majsstgbevaske (2,0 %), malonsyre (2,0 %), diammonium-
citrat (0,5%), monokaliumphosphat (0,2 %) og magnesiumsulfatheptahydrat
(0,05 %) og inkuberedes under rystning ved 30°C i 48 timer. Dernast op-
samledes de mikrobielle celler ved centrifugering. Cellerne (8,0 g, vad
vegt) suspenderedes i en fysiologisk saltvandsopligsning (8 ml), og sus-
pensionen tilsattes 5% vandig oplgsning af den ovenfor i (1) (34 ml) op-
nidede carragenan, som forinden var opvarmet til 50°C. Blandingen omrgr-
tes grundigt og henstilledes ved 4°C i 30 minutter. Den siledes opnaede
gel udformedes som terninger med en kantlangde pa 3 mm. Terningerne dyp-
pedes i 1 M vandig natriumfumaratopigsning (120 ml) indeholdende 0,6 %
galdepulver og henstilledes ved 37°C i 24 timer. Terningerne vaskedes
med 2% vandig kaliumchloridoplgsning til opnaelse af et immobiliseret
Brevibacterium flavum cellepraparat med fumaraseaktivitet (50,0 g, vad
vegt).

1 M vandig natriumfumaratoplgsning (pH 7,0, 40 ml) sattes til det
ovenfor opniede immobiliserede Brevibacterium flavum cellepraparat (6,35
g) og fik lov til at reagere ved 37°C under rystning. 15 og 30 minutter
efter pabegyndelse af reaktionen opsamledes en 1 ml prgve af reaktions-
blandingen. Saltsyre sattes til prgven for at udfelde uomsat fumarsyre,
og L-malonsyre-indholdet i den resulterende supernatant bestemtes kolo-
rimetrisk ved at omsatte den med 2,7-naphthalendiol. Nar fumaraseaktivi-
teten beregnedes pa basis af en forggelse i mengden af L-zblesyre i re-
aktionsblandingen i 1gbet af et tidsrum pa 15 minutter, var den 1140 p
mol/h/ml gel. Dette svarede til 63% af den enzymatiske aktivitet af de
anvendte mikrobielle celler.




10

15

20

25

30

35

DK 160997 B

Eksempel 2

1) Fremstilling af carragenan, hvortil der er bundet monoethylamino-

grupper

Ved at fglge samme fremgangsmade som beskrevet i eksempel 1 (1) op-
niedes den gnskede carragenan, hvortil der er bundet monoethylaminogrup-
per (4,0 g, tor vegt) ved anvendelse af "GENU® GEL WG" (5,0 g), epi-

chlorhydrin (247,5 mg) og monoethylamin (1,62 g).

(2) Fremstilling af immobiliseret Brevibacterium flavum cellepreparat

Den samme fremgangsmade som beskrevet i eksempel 1 (2) blev gentag-
et, med undtagelse af, at 5% vandig oplgsning af den ovenfor opnaede
carragenan, hvortil der er bundet monoethylaminogrupper, (34 ml1) anvend-
es i stedet for 5% vandig oplgsning carragenan, hvortil der er bundet
aminogrupper, (34 ml) til opndelse af et immobiliseret Brevibacterium
flavum cellepreparat med fumaraseaktivitet (50,2 g, vad vaegt). Dets fu-
maraseaktivitet var 909 p mol/h/ml gel, og dette svarede til 50% af den
enzymatiske aktivitet af de anvendte mikrobielle celler.

Eksempel 3

(1) Fremstilling af carragenan, hvortil der er bundet diethyl-
aminogrupper
Ved at folge samme fremgangsmide som beskrevet i eksempel 1 (1) op-
niedes den gnskede carragenan, hvortil der er bundet diethylaminogrup-
per, (4,4 g, tor vagt) ved at anvende "GENU® GEL WG" (5,0 g), epichlor-
hydrin (247,5 mg) og diethylamin (2,63 g).

(2) Fremstilling af immobiliseret Brevibacterium flavum cellepraparat

Samme fremgangsmade som beskrevet i eksempel 1 (2) blev gentaget
med undtagelse af, at 5% vandig oplgsning af den ovenfor opndede carra-
genan, hvortil der er bundet diethylaminogrupper, (34 m1) anvendtes i
stedet for 5% vandig oplgsning af carragenan, hvortil der er bundet ami-
nogrupper, (34 ml) til opndelse af et immobiliseret Brevibacterium fla-
vum celleprazparat med fumaraseaktivitet (50,3 g, vad vagt). Fumaraseak-
tiviteten var 956 g mol/h/ml gel, og dette svarede til 53% af den en-
zymatiske aktivitet af de anvendte mikrobielle celler.
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Eksempel 4

(1) Fremstilling af immobiliseret Brevibacterium ammoniagenes
cellepraparat
Brevibacterium ammoniagenes IAM 1645 podedes i et medium (pH 7,0,
500 m1) indeholdende glukose (2,0 %), fumarsyre (0,5 %), urinstof (0,2
%), monokaliumphosphat (0,2 %), magnesiumsulfatheptahydrat (0,05 %) og
majsstebevaske (1,0 %) og inkuberedes under rystning ved 30°C i 48 ti-
mer. Dernast opsamledes de mikrobielle celler ved centrifugering. Cel-

lerne (8,0 g, vad vaegt) suspenderedes i en fysiologisk saltvandsoplgs-
ning (8 ml), og til suspensionen sattes 5% vandig oplgsning (34 ml) af
den i eksempel 2 (1) opnaede carragenan, hvortil der er bundet mono-
ethylaminogrupper, hvilken forinden var opvarmet til 50°C. Blandingen
omrgrtes grundigt og henstilledes ved 4°C i 30 minutter. Den siledes op-
niede gel udformedes som terninger med en kantlzngde pa 3 mm. Terninger-
ne vaskedes med 2% vandig kaliumchloridoplgsning til opnaelse af et im-
mobiliseret Brevibacterium ammoniagenes cellepreparat med fumaraseakti-
vitet (50,0 g, vad vagt). L-zblesyreproduktiviteten af det immobilise-
rede praeparat var 525 p mol/h/ml gel, og dette svarede til 60% af den
enzymatiske aktivitet af de anvendte mikrobielle celler.

Forsgg 1
De efterfgligende tests A til E gennemfgrtes under anvendelse af det

i eksempel 1 (2) opniede immobiliserede Brevibacterium fiavum cellepra-
parat (herefter kaldet praparat A), det i eksempel 2 (2) opndede immobi-
liserede Brevibacterium flavum cellepreparat (herefter kaldet praparat
B), det i eksempel 3 (2) opndede immobiliserede Brevibacterium flavum
cellepreparat (herefter kaldet praparat C) og, som kontrol, et immobili-
seret Brevibacterium flavum cellepraparat opndet ved anvendelse af en
carragenan uden indfgring af en aminogruppe eller substitueret amino-
gruppe (herefter kaldet prazparat D).

Det som kontrol anvendte praparat D fremstilledes som fglger:

De mikrobielle celler, der var opndet pa samme mdde som beskrevet i
eksempel 1 (2) (8,0 g, vad vagt) suspenderedes i en fysiologisk salt-
vandsoplgsning (8 ml), og til suspensionen sattes 5% vandig oplgsning af
"GENU® GEL WG" (34 ml), der forinden var opvarmet til 50°C. Blandingen
omrgrtes grundigt og henstilledes ved 4°C i 30 minutter. Den siledes op-
ndede gel udformedes som terninger med en kantlzngde pa 3 mm. Terninger-
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ne dyppedes i 1 M vandig natriumfumaratoplgsning (120 m1) indeholdende
0,6 % galdepulver og henstilledes ved 37°C i 24 timer. Terningerne va-
skedes med 2% vandig kaliumchloridoplgsning til opndelse af praparat D
(50,0 g, vad vagt). Nar fumaraseaktiviteten af preparat D bestemtes pa
samme made som beskrevet i eksempel 1 (2), var den 900 p mo1/h/ml gel,
og dette svarede til 49% af den enzymatiske aktivitet af de anvendte mi-

krobielle celler.

Test A
Stabilitet ved kontinuert enzymatisk reaktion

Preparater A til D underkastedes en kontinuert enzymatisk reaktion
ved at pakke hver enkelt preparat (6,3 g) i en sgjle (1,6 cm x 12 cm)
med kappe og kontinuert lede 1 M vandig natriumfumaratoplgsning (pH 7,0)
gennem sgjlen ved 379C med en stregmningshastighed pa 6 ml/h i nogle
dggn. Eluatet opsamledes lejlighedsvis, og preparatets fumaraseaktivitet
bestemtes i.h.t. den ovenfor nzvnte fremgangsmide. Ydermere beregnedes
det antal dage, der var ngdvendigt for at reducere preparatets enzymati-
ske aktivitet til 50% af dets begyndelsesaktivitet (halveringstid)

i.h.t. felgende formel:

n
Kd _ 2,303 log 0 t, = 0,693
t n 2 Kd

hvori Kd er forringelseshastighedskonstanten (dag'l), t er reak-
tionstiden (dage), ng er den indledende enzymatiske aktivitet, n er den
enzymatiske aktivitet efter t dage, og t, er halveringstiden (dage).
Resultaterne er vist i tabel I. 2
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Tabel I
Przparater Den foreliggende opfindelse Kontrol
A B C D
Gruppe bundet til amino monoethyl-  diethyl- ingen
carragenan amino amino
1 1140 909 956 900
9 1095 899 928 873
15 1095 895 908 844
Fumarase- Kon- 21 1050 887 898 . 820
aktivitet tinuert 30 1015 850 870 791
(p mol/ drifts- 42 969 828 833 745
h/ml gel) periode 50 946 801 800 723
(dage) 64 901 780 771 674
80 855 760 735 620
100 798 712 692 584
Halveringstid af
fumaraseaktivitet (dage) 194 241 216 160

Test B
Varmestabilitet

Preparater A til D (2,0 g af hvert) dyppedes hver iser i 0,1 M ka-
Tiumphosphatpufferoplgsning (pH 7,0, 2 ml) og opvarmedes til 60°C i 15
timer. Efter opvarmning bestemtes fumaraseaktiviteten af hvert preparat,
og graden af resterende fumaraseaktivitet beregnedes i.h.t. fglgende

formel:

Grad af Fumaraseaktivitet

resterende %) = efter opvarmning % 100
fumarase- fumaraseaktivitet

aktivitet fér opvarmning

Resultaterne er vist i tabel II.
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Tabel 11
Preparater Gruppe bundet Grad af resterende
til carragenan fumaraseaktivitet (%)

A amino 30
Den foreliggende B monoethylamino 47
opfindelse C diethylamino 26
Kontrel : D ingen 12
Test C

Stabilitet i oplgsning med pH 4,5

Preparaterne A til D (2,0 g af hvert) dyppedes hver iszr i 0,5 M
acetatpufferoplgsning (pH 4,5, 5 ml) og henstilledes ved 379%C i 1 time.
Efter behandling med pufferoplgsningen bestemtes fumaraseaktiviteten af
hvert preparat, og graden af resterende fumaraseaktivitet beregnedes

i.h.t. felgende formel:

Fumaraseaktivitet
Grad af resterende efter behandling
fumarase %) = med pufferoplgsning x 100
aktivitet fumaraseaktivitet
fer behandling med
pufferoplgsning

Resultaterne er vist i tabel III.
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Tabel III
Preparater - Gruppe bundet Grad af resterende
til carragenan fumaraseaktivitet (%)

A amino 100
Den foreliggende B monoethylamino 93
opfindelse c diethylamino 83
Kontrol D ingen 3

Test D
Stabilitet i ethanolholdig oplgsning

Preparaterne A til D (2,0 g af hvert) dyppedes hver iser i 2% van-
dig kaliumchloridoplgsning (2,0 ml) indeholdende ethanol (0,46 g) og
henstilledes ved 37°C i 30 minutter. Efter behandling med den ethanol-
holdige oplgsning bestemtes fumaraseaktiviteten af hvert praparat, og
graden af resterende fumaraseaktivitet beregnedes i.h.t. fglgende for-
mel:

Fumaraseaktivitet
Grad af resterende efter behandling med
fumarase (%) = ethanolholdig opl@gsning % 100
aktivitet fumaraseaktivitet

for behandling med
ethanolholdig oplgsning

Resultaterne er vist i tabel IV.
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Tabel IV
Praparater Gruppe bundet Grad af resterende
til carragenan fumaraseaktivitet (%)

A amino 88
Den foreliggende B monoethylamino 83
opfindelse C diethylamino 85
Kontrol D ingen 73

Test E
Stabilitet i urinstofholdig opldsning

Preparaterne A til D (2,0 g af hvert) dyppedes hver isar i 2% van-
dig kaliumchloridopigsning (2,0 ml) indeholdende urinstof (0,36 g) og
henstilledes ved 37°C i 30 minutter. Efter behandling med den urinstof-
holdige oplgsning bestemtes fumaraseaktiviteten af hvert praparat, og
graden af resterende fumaraseaktivitet beregnedes
i.h.t. fglgende formel:

Fumaraseaktivitet
Grad af resterende efter behandling med
fumarase (%) = urinstofholdig oplgsning x 100
aktivitet fumaraseaktivitet

fer behandling med
urinstofholdig oplgsning

Resultaterne er vist i tabel V.
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Tabel V
Preparater Gruppe bundet Grad af resterende
til carragenan fumaraseaktivitet (%)

A amino 70
Den foreliggende B monoethylamino 93
opfindelse c diethylamino 65
Kontrol D ingen 56

Forsgg 2
De folgende tests F til I gennemfgrtes under anvendelse af det i

eksempel 4 (1) opniede, immobiliserede Brevibacterium ammoniagenes cel-
lepraeparat (herefter kaldet przparat E) og som kontrol et immobiliseret
Brevibacterium ammoniagenes celleprazparat opndet under anvendelse af
carragenan uden indfering af en aminogruppe eller substitueret amino-
gruppe (herefter kaldet praparat F).

Det som kontrol anvendte praparat F fremstilledes som fglger:

De mikrobielle celler, der blev opndet pd samme made som beskrevet
i eksempel 4 (1), (8,0 g vad vagt) suspenderedes i en fysiologisk salt-
vandsoplgsning (8 ml) og oparbejdedes pa samme mdde som przparat D i
forsgg 1 til opnaelse af przparat F (49,7 g, vad vagt). L-zblesyre-pro-
duktiviteten af praparat F var 509 g mol/h/ml gel, og dette svarede til
58% af den enzymatiske aktivitet af de anvendte mikrobielle celler.

Test F
Stabilitet ved kontinuert enzymatisk reaktion

Pa samme mide som beskrevet i forsgg 1, Test A, underkastedes hvert
af praparaterne E og F (6,3 g af hvert) en kontinuert enzymatisk reak-
tion. Fumaraseaktivitet og halveringstid af hvert preparat bestemtes som
i forsgg 1, Test A.

Resultaterne er vist i tabel VI.
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Tabel VI
Preparater Opfindelsen Kontrol
5 E F
Gruppe bundet Monoethylamino Ingen
til carragenan
10 1 525 509
9 499 477
15 478 441
Fumarase- Kontinuert 21 458 418
aktivitet drifts- 30 437 383
15 (p mol/h/ periode 42 410 344
ml gel) (dage) 50 401 308
64 366 266
80 341 231
100 303 198
20
Halveringstid for
fumaraseaktivitet (dage) 127 75
25 Test G

Stabilitet i oplgsning med pH 4,5
Preparaterne E og F (2,0 g af hvert) dyppedes hver isar i 0,5 M
acetatpufferoplgsning (pH 4,5, 5 m1) og henstilledes ved 37°C i 1 time.
Efter behandling med pufferoplgsningen bestemtes fumaraseaktiviteten af
30 hvert preparat, og graden af resterende fumaraseaktivitet beregnedes
i.h.t. samme formel som i forsgg 1, Test C. Resultaterne er vist i tabel

VII.

35
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Tabel VII
Preparater Gruppe bundet Grad af resterende
til carragenan fumaraseaktivitet (%)
Den foreliggende E monoethylamino 47
opfindelse
Kontrol F ingen 12
Test H

Stabilitet i ethanolholdig opl@gsning

Praeparaterne E og F (2,0 g af hvert) dyppedes hver iser i 2% vandig
kaliumchloridoplgsning (2,0 m1) indeholdende ethanol (0,46 g) og hen-
stilledes ved 37°C i 30 minutter. Efter behandling med den ethanolholdi-
ge oplgsning bestemtes fumaraseaktiviteten af hvert preparat, og graden
af resterende fumaraseaktivitet beregnedes i.h.t. samme formel som i
forssg 1, Test D. Resultaterne er vist i tabel VIII.

Tabel VIII
Preparater Gruppe bundet Grad af resterende
til carragenan fumaraseaktivitet (%)
Den foreliggende E monoethylamino 28
opfindelse
Kontrol ~F ingen 3
Test I

Stabilitet i urinstofholdig oplgsning

Praeparaterne E og F (2,0 g af hvert) dyppedes i 2% vandig kalium-
chloridoplgsning (2,0 m1) indeholdende urinstof (0,36 g) og hen-
stilledes ved 37°C i 30 minutter. Efter behandling med den urinstofhol-
dige oplgsning bestemtes fumaraseaktiviteten af hvert praparat, og gra-
den af resterende fumaraseaktivitet beregnedes i.h.t. samme formel som i
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forsgg 1, Test E. Resultaterne er vist i tabel IX.

Tabel IX
Praparater Gruppe bundet Grad af resterende
til carragenan fumaraseaktivitet (%)
Den foreliggende E monoethylamino 81
opfindelse
Kontrol F ingen 13
Forsgg 3

De fglgende tests A til C udfgrtes under anvendelse af det i eksem-
pel 1 (2) opniede immobiliserede Brevibacterium flavum cellepraparat
(gelbasis: carragenan, hvortil der er bundet aminogrupper, i det fglgen-
de kaldet praparat A), det i eksempel 2 (2) opniede immobiliserede Bre-
vibacterium flavum cellepreparat (gelbasis: carragenan, hvortil der er
bundet monoethylaminogrupper, i det fglgende kaldet preparat B), det i
eksempel 3 (2) opniede immobiliserede Brevibacterium flavum celleprapa-
rat (gelbasis: carragenan, hvortil der er bundet diethylaminogrupper, i
det folgende kaldet praparat C), og som kontrol de ved fremgangsmaden
beskrevet i US patentskrift nr. 4.138.292 opnaede immobiliserede Brevi-
bacterium flavum celleprzparater (gelbasis: carragenan uden indfgring af
aminogruppe eller substitueret aminogruppe, i det fglgende kaldet prepa-
rat G, H, I og J).

De som kontrol anvendte preparater G til J fremstilledes som fgl-
ger:

De mikrobielle celler, der var opniet pi samme midde som beskrevet i
eksempel 1 (2) (8,0 g, vad vagt), suspenderedes i en fysiologisk salt-
vandsoplgsning (8 ml1), og til suspensionen sattes 5% vandig oplgsning af
"GENU® GEL WG" (34 ml1), der forinden var opvarmet til 500C. Blandingen
omrgrtes godt og sattes drabevis til en vandig 0,3 M ammoniumchToridop-
1gsning (preparat G), ethylendiaminoplgsning (praparat H), N-ethyl-ethy-
lendiaminoplgsning (praparat I) eller N,N-diethyl-ethylendiaminoplgsning
(preparat J). De resulterende gelpartikler (ca. 3 mm i diameter) opsam-
ledes ved filtrering. Perlerne dyppedes i 1 M vandig natriumfumaratop-
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1gsning (120 m1) indeholdende 0,6% gallepulver og henstilledes ved 37°C
i 24 timer. Perlerne vaskedes med 2% vandig kaliumchloridoplgsning til
opnidelse af de respektive preparater G til J (50 g, vad vagt). Nar fuma-
raseaktiviteten af praparat G til J bestemtes pa samme made som beskre-
vet i eksempel 1 (2), var den hhv. 803 (G), 760 (H), 765 (I) og 755 (J)
pmol/h/ml gel, og dette svarede til hhv. 47% (G), 41% (H), 42% (I) og
42% (J) af den enzymatiske aktivitet af de anvendte mikrobielle celler.

Test A
Stabilitet ved kontinuert enzymatisk reaktion

Preparaterne A til C og G ti1 J underkastedes en kontinuert enzyma-
tisk reaktion som beskrevet under Forsgg 1, Test A.

Resultaterne fremgar af den efterfglgende tabel (X).

Test B
Varmestabilitet

Preparat A til C og G til J underkastedes en test for varmestabili-
tet som beskrevet under Forsgg 1, Test B.

Resultaterne fremgar af tabel (XI).

Test C
Stabilitet i oplesning med pH 4,5
Preparaterne A til C og G til J underkastede en test for stabilitet
i oplgsning med pH 4,5 som beskrevet under Forsgg 1, Test C.
Resultaterne fremgar af tabel (XII).
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Tabel XI
Varmestabilitet
Preparater Gruppe bundet Geldannelses- Grad af reste-
til carragenan midler rende fumarase-
aktivitet (%)
Den amino --- 30
foreliggende monoethyl-
opfindelse amino --- 47
diethylamino --- 26
--- NH, " (NH,CT) 13
--- ethylendiamin 10
Kontrol --- N-ethylethylen-
diamin 12
--- N,N-diethyl-
ethylendiamin 10
Tabel XII
Stabilitet i oplgsning med pH 4,5
Preparater Gruppe bundet Geldannelses- Grad af reste-
til carragenan midler rende fumarase-
aktivitet (%)
Den amino --- 100
foreliggende monoethyl-
opfindelse amino --- 93
diethylamino --- 83
--- NH4+(NH4C1) 8
--- ethylendiamin 4
Kontrol --- N-ethylethylen-
diamin 3
--- N,N-diethyl-
ethylendiamin 4
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Som det fremgar af resultaterne af ovenstdende forseg er prapara-
terne A til C ifolge opfindelsen 1,34 til 2,15 gange bedre end prapara-
terne G til J opniet ved fremgangsmaden beskrevet i US patentskrift nr.
4.138.292 hvad stabiliteten ved kontinuert enzymatisk reaktion angar,
2,3 ti1 4,7 gange bedre hvad varmestabiliteten angar, og 10,3 til 33,3
gange bedre hvad stabiliteten i oplgsning med pH 4,5 angar. Endvidere
har prazparaterne A til C hgjere begyndelsesaktivitet (909 til 1140
umol/h/ml gel) end preparaterne G til J (755 til 803 pmol/h/ml gel).
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PATENTKRAY

1. Immobiliseret, enzymatisk aktiv substans, hvor en enzymatisk ak-
tiv substans er indesparret i en gelmatrix af et polysaccharid med
mindst 10 vagt/vegt % sulfatrest i molekylet, KENDETEGNET ved, at der
covalent er bundet eventuelt substituerede aminogrupper til polysaccha-
ridet.

2. Immobiliseret, enzymatisk aktiv substans ifglge krav 1, KENDE-
TEGNET ved, at indholdet af eventuelt substituerede aminogrupper i poly-
saccharidet er sialedes, at mengden af nitrogen per 1 g (ter vagt) poly-
saccharid er 0,1 til 20 mg.

3. Immobiliseret, enzymatisk aktiv substans ifglge krav 1, KENDE-
TEGNET ved, at den til polysaccharidet bundne, eventuelt substituerede
aminogruppe er amino, monoalkylamino eller dialkylamino, hvor hver al-
kyldel indeholder 1 til 12 carbonatomer.

4. Immobiliseret, enzymatisk aktiv substans ifglge krav 1, KENDE-
TEGNET ved, at polysaccharidet er carragenan, hvortil der er bundet en
amino-, monoalkylamino- eller dialkylaminogruppe, hvor hver alkyldel har
1 ti1 12 carbonatomer.

5. Immobiliseret, enzymatisk aktiv substans ifglge krav 1, 2, 3 el-
Ter 4, KENDETEGNET ved, at den enzymatisk aktive substans er mikrobielle
celler.

6. Immobiliseret, enzymatisk aktiv substans ifglge krav 5, KENDE-
TEGNET ved, at polysaccharidet er carragenan, hvortil der er bundet en
aminogruppe, en monoethylaminogruppe eller en diethylaminogruppe.

7. Fremgangsmade til fremstilling af en immobiliseret, enzymatisk
aktiv substans ifglge krav 1, KENDETEGNET ved, at man sammenblander en
enzymatisk aktiv substans og en vandig oplgsning af et polysaccharid,
hvortil der er bundet en eventuelt substitueret aminogruppe, og med
mindst 10 vagt/vaegt % sulfatrest i molekylet og derefter lader polysac-
charidet danne gel i blandingen, saledes at den enzymatisk aktive sub-
stans indesparres i den resulterende gelmatrix.
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8. Fremgangsmade ifslge krav 7, KENDETEGNET ved, at den vandige op-
1#sning af polysaccharidet fremstilles ved, at man sztter polysacchari-
det til varmt vand ved 30 ti1 90°C til opnidelse af en oplgsning inde-
holdende 0,1 til 20 vagt/vegt % af polysaccharidet.

9. Fremgangsmade ifslge krav 7, KENDETEGNET ved, at man oplgser el-
Ter suspenderer den enzymatisk aktive substans i vand, en fysiologisk
saltvandsoplgsning eller pufferoplgsning og sd blander den med den van-
dige oplgsning af polysaccharidet.

10. Fremgangsmade ifglge krav 7, KENDETEGNET ved, at geldannelsen
gennemfgres ved, at man Tader blandingen af den enzymatisk aktive sub-
stans og polysaccharidet henstd ved ca. 0 til 10°C i ca. 30 minutter til

4 timer.

11. Fremgangsmade ifglge krav 7, KENDETEGNET ved, at den til poly-
saccharidet bundne, eventuelt substituerede aminogruppe er amino, mono-
alkylamino eller dialkylamino, hvor hver alkyldel indeholder 1 til 12

carbonatomer.

12. Fremgangsmide ifglge krav 7, KENDETEGNET ved, at polysacchari-
det er carragenan, hvortil der er bundet en amino-, monoalkylamino- el-
Ter dialkylaminogruppe, hvor hver alkyldel indeholder 1 til 12 carbon-

atomer.

13. Fremgangsmade ifglge krav 7, 8, 9, 10, 11 eller 12, KENDETEGNET
ved, at den enzymatisk aktive substans er mikrobielle celler.
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