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(57) Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung pordser
Enzym=Polystyrol=Komplexe filr den grofitechnischen Einsatz in der
Lebensmittelindustrie sowie in der chemischen und pharmazeutischen
Industrie. Ziel der Erfindung ist es, Okonomisch glinstig '
Enzym-Polystyrol-Komplexe mit hoher Aktivitdt herzustellen, die den
Anforderungen beim Einsatz in grofitechnischen Prozessen gerecht
werden. Aufgabe der Exfindung ist es, den Prozef der :
Copolymerenherstellung so zu beeinflussen, daB ohne zusidtzliche
Arbeitsschritte stark pordse Produkte entstehen. Erfindungsgemdfl
wird das dadurch erreicht, dag fir die llerstellung des Copolymeren
ein Verhiltnis zwischen den Monomeren mit einer Vinylgruppe und den -
Monomeren mit mehreren Vinylgruppen von 8 : 2 bis 9,5 : 0,5 Gewichts-
teilen eingesetzt und das ein porenbildender Inertstoff in

einer Menge von 0,75 bis 0,90 Gewichtsteilen pro Gewichtsteil der
Monomeren verwendet wird. Als Inertstoffe finden aliphatische
XKohlenwasserstoffe oder ein Aliphatengemisch mit einem Siedebereich
von 80 bis 300 ©C, insbesondere von 17¢ bis 225 Cc, nnwendung.

Die Copolymerisation wird in wid8riger Phase durchgefiihrt. Nach
Funktionalisierung der Copolymeren an den aromatischen Kernen und der
‘Aktivierung erfolgt die Enzymbindung. Das erfindungsgemdsf
hergestellte pordse Copolymere ist fir die Bindung von Glucoamylase
besonders gut geeignet. Ihr Einsatz zur enzymatischen IHydrolyse von

Stdrke fihrt zuvqualitativ hochwertigerxr Gluqose.
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Titel der Exfindung

Verfahren zur Herstellung pordser Enzym-Polystyrol-Kom-
plexe

Anwendungsgeblet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung po-
réser Inzym-Polystyrol-Komplexe fiir den Einsatz in der Le=-
bensmittelindustrie sowle in der chemischen und pharmazeu-
tischen Industrie. Das porose Tridgermaterial eignet sich
besonders fur die Herstellung von Glucoamylase-Polystyrol-
Komplexen, die beim Einsatz in der Stérkeindustrie die )
Bildung qualitativ hochwertiger Glucose bewirken.

Charekteristik der bekannten technischen Losungen

In den DD-PS 141 977 und 142 131

ein Verfghren zur Bindung von Enzymen an
hochpolymere Trédger auf Basis von vernetztem Polystyrol
beschriecben und nachgewiesen, da8 die Anwendung von Enzy=
men in immobilisierter Form eine technologisch und Skono-
misch ginstige Art der Durchfiihrung biochemischer Reaktio-
nen ist. Die DD-PS 144 558 beinhaltet ein
Verfahren zur Steigerung der Aktivitst von Enzym-Polysty-
rol-Komplexen durch Ultraschallbehandlung des Trigermate-
rlals vor der Beladung mit Enzym., Die genannten Verfaghren

haben den Nachtell, daB die erzeugten Produkte beim Ein-

satz in technischen Prozessen, z. B. bel der Starkekonver-
tierung, noch nicht zu befriedigenden Ergebnissen fiihren.
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Die Ultraschallbéhandlung des Trigermaterials bewirkt
zwar eine Aktivitdtserhohung der Enzym—Tréger-Komplexe,
wirkt sich aber durch den zusétzlichen Arbeitsschritt
konomisch ungiinstig auf den HerstellungsprozeB aus.

Ziel der Erfindung

Ziel der Erfindung ist es, dkonomisch giinstig Enzym-Poly-
styrol-Komplexe mit hoher Aktivitidt herzustellen, die den
Anforderungen beim Einsatz in groB8technischen Prozessen
gerecht werden., ' '

Darlegung des Wesens der Erfindung

Aufgabe der Exrfindung ist es, den Prozel der Copolymeren-
herstellung so zu beeinflussen, daB ohne zusitzliche Ar—
beitsschritte stark pordse Produkte entstehen. Diese Pro-
dukte missen hohe Enzymaktivitdten binden konnen und so
abriebfest sein, daB sie asuch in gepackten Saulenreakto=-
ren im technischen MaBstab eingesetzt werden kdnnen.

ErfindungsgemiB lassen sich diesoe Copolymeren herstellen
durch Umsetzung von Styrol und/oder einem substituierten
Styrol und/oder anderen Monomeren mit einer Vinylgruppe

. mit einer Divinylverbindung, wie z. B. Divinylbenzol, und/

oder einer anderen Verbindung mit zwei oder mehr Vinyl-
gruppen in Gegenwart eines Hilfsstoffes, der unter den Be-
dingungen der Polymerisation nicht reagiert, mit den lLo-
nomeren mischbar ist, das Polymere aber nicht lost. Die
Struktur (ausgewiesen z. B. durch dle spezifische Ober-
fldche, das Gesamtporenvolumen und die PorengroBSenvertei-
lung) des Copolymeren 1ldBt sich durch das gegenseitige
Massenverhdltnis der monofunktionellen Monomeren (z. B.

Styrol), der polyfunktionellen Monomeren (z. B, Divinyl-

benzol) und des Hilfsstoffes (z. B. aliphatischer Kohlene
wasserstoff oder Aliphatengemisch im Siedebereich 80 bis
300 °c, insbesondere 170 bis 225 °C), steuern. Das Verhilt-
nis zwischen den Monomeren mit einer und den Monomeren
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nit mehreren Vinylgruppen soll in den Grenzen 8: 2 und
9,5: 0,5 Gewichtsteilen liegen und dér inerte, porenbil-
dende Hilfsstoff soll in einer Menge von 0,75 bis 0,90
Gewichtsteilen pfovGewichtsteil der Monomeren eingesetzt
werden. '

Das so hergestellte Copolymere ist charakterisierbar
durch eine spezifische Oberfliche von 50 t 5 mz/g. Es
188t sich durch polymeransloge Reaktionen an den aromabi-
schen Kernen leicht funktionalisieren, wodurch sie als
Irgger fir Enzyme geeignet werden. Durch die polymerana-
logen Resktionen bleibt der portse Charakter prinzipiell
erhalten, obwohl sich die einzelnen MeBwerte, durch die
die Porositdt charakterislert wird, quantitativ in einer
fir Art und Unfang der Funktionalisierung charakteristi-
schen Weise verandern. '

In Falle der als Belspiel herangezogenen Nutzung eines
Irigerpolymeren eauf Styrol-Divinylbenzol-Basis zur Immo-
bilisierung von Glucoamylase kommen als polymeranaloge
Reaktionen die Chlormethylierung des Copolymeren (z. B.
it Monochlordimethylédther) und die Aminierung mit Ammo-
nisk oder verschiedenen Aminen in Frage. Bel der Aminie-~
rung sel als eine Variante die Umsetzung mit Hexamethy-
lentetramin (Urotropin), die Nachaminierung mit Ammoniak -
und die Zersetzung mit methanolischer Salzsiure als Mit-
tel zur Herstellung eines Trigerpolymeren mit Aminome-
thylgruppen aus einem chlormethylierten Styrol-Divinyl-
benzol-Copolymeren genannt. Bei diesen Reakbtionen vermin-
dert sich z. B, die spezifische Oberfliche des Ausgengs-
polymeren auf 50 %. : '

Es wurde festgestellt, daB auf dem erfindungsgemi#B herge-
stellten Trégermaterial fixierte Glucoamylase bei der Hy-
drolyse einer mit Sdure oder &lpha-Amylase vorhydroly-
sierten Stérke zu Glucose neben einem hohen Umsatz prb
Zelteinhelt eln so reines Reakiionsprodukt erzeugt, da8 -
keine Reinigungsoperationen (z. B. Umkristallisationen)
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‘mehx nétig sind, bzw. der Umfang dieser Reinigungsopera=-

tionen geringer ist als bel einem Produkt, das durch An-
wendung fixierter Glucoamylase auf einem bekannten Triger
entstenden ist,

Kusfiihrungsbeispiele

Die folgenden Beispiele demonstrieren die Herstellungs-
weise des Trdgers und die Immobilisierung des Enzyms 50
wie die Prifung der biokatalytischen Wirksamkeit des Tra-
ger-Enzym-Komplexes und geben die Konsequenzen an, die o

-eine Abweichung von der erfindungsgemidBen. Rezeptur fir

die Aktivitdt des Komplexes und andere anwendungstechnisch
wichtige Eigenschaften hat.

Beispiei 1'

Herstellung des erfindungsgemiBen Tréger-Enzym-Komplexes:

Herstellung dex Polymermatrix

In einem heizbaren GefiaB mit regelbarem Rihrwerk und Rick-
fluBkihler werden 500 ml Wasser vorgelegt und darin 20 g
NaCl sowle 5 g lgS0, « 7 H,0 aufgeldst. Dann wird durch
Zuggbe von 1 75 g NaOH elne Mg(OH)z-Suspension hergestellt,
zu der bel 65 % ein Gemisch aus 114,0 g Styrol; 25,3 g
eines technischen Divinylbenzols, das 54,2 Gew.-% Divinyl-
benzol und 38,5 Gew.-~% Athylvinylbenzol enthdlt; 112,5 g
eines Gemisches aus aliphatischen Kohlenwasserstoffen im
Siedebereich 170 bis 225 °c und 0,75 g Azobisisobutyroni-
tril zugegeben wird. Dieses Gemisch wird durch Riihren zu
Tropfchen von etwa 0,35 mm mittlerem Durchmesser verteilt.

~ Unter fortgesetztem Rihren wird 4 Stunden bei 70 °¢ und

dann 4 Stunden bei 190 ¢ polymerisiert. Dann wird das Po-

‘lymerisat durch Filtration abgetrennt, mit verdiinnter Siu~

re und mit Wasser gewaschen und in ein Filtexrohr mit
Dampfmantel gebracht. Sowohl der Mantel wie auch das Poly-
nerisat werden dann so lange mit Wasserdampf von etwa 1,2
at Druck durchstrdmt, bis im Kondensat des Dampfes, der .
das Polygerisat durchstromt hatte, keine organischen Stof-
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fe mehr nachweiskar sind, Das nun kreidig weiB aussehen-
de Polymerisat wird bei 90 °C getrocknet und die Korn-
fraktion 0,2 bis 0,5 mm zur welteren Verwendung abgesiebt.
Als Kontrolle fiir die Erreichung der gewlinschten Struktur
wird die spezifische Oberfliche des Polymerisats nach der
von Haul und Diimbgen (Chem. Ing. Techn. 32,(1960), 349
wnd 35, (1963), 586) angegebenen Methode gemessen. Sie
8011 50 £ 5 m2/g betragen. o

Funktionalisierung der Polymermatrix

50 g des, wie oben beschrieben, hergestellten pordsen Sus-
pensionspolymerisats werden mit 250 ml Monochlordimethyl-
- &ther und 10 g Zinntetrachlorid 6 Stunden bei 58 °C unter
RickfluBkiihlung geriihrt. Dann wird das chlormethylierte
Polymerisat abfiltriert und nacheinander mit Methanol und
Aceton gewaschen. Das lufttrockene Material wird dann in
ein Gemisch von 360 ml Methanol und 60 g Hexamethylente-
tramin (Urotropin) gegeben und 8 Stunden bei 30 °C ge-
rithrt. Dann wird es wieder abfiltriert, mit Methanol ge~
waschen und mit 400 ml 25 %iger Ammonlaklosung 6 Stunden
unter Rickflufkiihlung geriihrt. Nach erncutem Abfiltrieren
und Waschen mit Wasser wird das Material schlieBlich mit
einem Gemisch von 300 ml Methanol und 150 ml konzentrier-
ter (nindestens 30 %iger) Salzsdure 6 Stunden unter Rihren
am RickfluB gekocht. Es wird erneut abfiltriert und das
pun mit Aminomethylgruppen substituierte Polymerisat mit
Wasser siurefrel gewaschen.

Bindung des Enzyms an den Tréger

1 g aminiertes Polymerisat wird mit 100 mg Benzochinon

in 8 ml Methanol 1 Stunde bei Rsumtemperatur geriihrt und
enschlieBend gewaschen (J. Fischer, R, Ulbrich, A. Schel-
~lemberger (1978), Acta Biol. Med. Germ. 37, 1413 - 1424),
Das aktivierte Polymere wird dann 3 Stunden mit einer
Glucoamylaseldsung (580 U in 6 ml 0,1 M Phosphatpuffer,
pH 7,0) geriihrt und mit Phosphatpuffer - 1 M NaCl - so-
lange gewaschen, bis im Waschwasser keine Enzymaktivitat
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mehr nachweisbar ist. Ausgewaschene Aktivitit 17 U.

Bestimmng der enzymabtischen Aktivitiat des Tréger-Enzym=—
Komplexes ‘ ' '

- Zur Axtivititsbestimmung wird das Enzymharz mit 1 %Ziger
Zulkowsky-Stirke in 25 mM Acetatpuffer, pH 4,5,beli 45 %
geriihrt. Die Aktivitsat (286 U/g Enzymharz) wird aus der
gebildeten Glucosemenge berechnet,

Reinheit des erzeugten Produktes

Der Endwert der Hydrolyse von 30 Ziger sdureverfliissigter
Stédrke in Glucose betridgt bei Verwendung der lmmobili-
sierten Glucoamylase 97 bis 99 DE (maximal erreichbar 100
DE) und bei Einsatz der Enzym-Triger-Komplexe gemiB den

~ im Stend der Technik angegebenen Verfghren 89 bis 91 DE.

Tabelle 1 zeigt die Aktivitdten von Aminomethylpolystyrol—
Glucoamylase~Komplexen (Benzochinonaktivierung der Tré-
ger). :

Zusammensetzung
Divinylbenzol Inertstoff Aktivitats
Beispiel (Gew.~%) (Gew.=%) (U/e)
2 . 50 30 1,5
3 50 50 12,1
4 15 - 50 63,3
5 21,5 53 144,0

Tabelle 2 zeigt dlie Aktivitdten von Athylendiaminomethyl-
polystyrol-Glucoanylase~-Komplexen (Benzochinonaktivierung
dexr Triger). ’

Zusemmensetzung ,

. Divinylbenzol Inertstoff Aktivitat
Beispiel (Gewo~%) (Gewr, 2. (U/e)
7 50 _ 30 8,0
8 50 .50 15,2
9 15 .50 51,0

10 21,5 53 130, 4
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_ Beispiele 2 bis 5 | | |

Die Beispiele 2 bis 5 (Tabelle 1) demonstrieren den Ab-
fall der enzymatischen Aktivitit des Triger-Enzym-Komple=
xes bel Abweichungen von der erfindungsgemiBen Rezeptur
fir die Polymermatrix,

In der gleichen Weise, wie im Beispiel 1 beschrieben, wer-
den Polymerisate aus den in Tabelle 1 angegebenen Gemi~-
schen von Divinylbenzol und Hilfsstoffen hergestellt, un-
ter den ebenfalls dort angegebenen Bedingungen funktiona-
lisiert, mit Enzym beladen und auf ihre Aktivitiat geprift.
Die Angabén der enzymetischen Aktivitdt in Tabelle 1 be-

~ wolsen, daB slle anderen Rezepturen zu schlechteren Ergeb- .
nissen als die Rezeptur gemiB Beispiel 1 fiihren. Das nach
Beisple} 5 hergestellte Trigermaterial ist so pords, daB
es zwischen den Fingern zerreibbar, also fiir praktische
Zwecke nicht anwendbar ist,

Belspiel 6

Eine gemiB Beisplel 1 hergestellte Polymermatrix wird, wie
doxrt beschrieben, chlormethyliert, aber dann folgenderma-
Ben mit Athylendiaminomethylgruppen substituiert:

Das gemif Beispiel 1 hergestellte chlormethylierte Poly~-
merisat wird bei 60 °C getrocknet und dann mit einem Ge-
misch von 375 g Athylendiamin und 125 g Wasser 16 Stunden
bei 95 °C unter RickfluBkiihlung geriihrt. Dann wird es gb-
filtriert, nacheinander mit Wasser und mit Methanol gewa=
schen und an der Luft getrocknet. Die Beladnng mit dem
Enzym erfolgt wie in Beispiel 1 beschrieben. Die eben-
falls gemiB Beispiel 1 durchgefiihrte Aktivitatsprifung er-
- gibt einen Wert von 230 U/g. Die Reinheit des erhaltenen
Produktes bei der Hydrolyse von 30 %iger sdureverfliissig-
ter Stidrke betrigt 98 bis 99 DE,

Beispiele 7 bis 10

Polymermatrices gem#B den Beispiclen 7, 8; 9 und 10 werden
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in der in Beispiel 6 beschriebenen Weise mit Athylendiami-

nomethylgruppen substituiert und mit Enzym beladen. Ta-
belle 2 zeigh, daB auch bei diesem Trdgertyp die Rezeptur
fir die Polymermatrix gemiB Beispiel 1 zu der hochsten
enzymatischen Aktivitit des Trédger~-Enzym-Komplexes und zu
einem Produkt hoher Reinheit fiihrt. Die mechanisch unzu-
léngliche Variante gemidB Beispiel 40 bleibt fiir den prak-
tischen Einsatz ausgeschlossen (Tabelle 2),
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Erfindungsansprﬁche
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2.

3.
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Verfahren zur Herstellung pordser Enzym-Polystyrol-Kom-
plexe durch Copolymerisation von Monomeren mit einer und
Monomeren mit mehreren Vinylgruppen in Gegenwart eines

- Inertstoffes, Funktionalisierung des Copolymeren an den

aromatischen Kernen, Aktivierung und Enzymbindung, da-
durch gekennzeichnet, daB fiir die Herstellung des Copoly-

meren ein Verhiltnis zwischen den Monomeren mit einer und

den MNonomeren mit mehreren Vinylgruppen von 8 : 2 bis

9,5 :0,5 Gewichtsteilen gewdhlt und der Inertstoff in
einer Menge von 0,75 bis 0,90 Gewichtsteilen pro Gewichbs~
teil der Monomeren verwendet wird, die Funktionalisierung
des pordsen Copolymeren mittels polymeranaloger Reaktio-
nen und Aktivierung sowie Enzymbindung auf bekannte Welse
erfolgen., |

Verfahren nach Punkt 1, dadurch gekennzeichnet, daB ein
Copolymerisat aus Styrol, Athylvinylbenzol und Divinylben-
zol verwendet wird. e

Verfehren nach den Punkten 1 und 2, dadurch gekennzeich~-
not, daB els Inertstoff ein aliphatischer Kohlenwasser-
stoff oder ein Aliphatengemisch mit einem Siedebereich
von 80 bis 300 °C, insbesondere von 170 bis 225 °C, ver- .
wendet wird.

Verfahren nach den Punkten 1 bis 3, dadurch gekennzeich-
net, daB die Copolymerisation in wédBriger Suspension
durchgefihrt wird.

Verfahren nach den Punkten 1 bis 4, dadurch gekennzeich=-
net, daB8 durch polymeranaloge Reaktionen in das Copolyme-
re Aminomethylgruppen oder Athylendiaminomethylgruppen
oder andere Polyalkylenpolyamilnomethylgruppen eingefiihrt
werden.
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6. Verfahren nach den Punkten 1 bis 5, dadurch gekennzeich-
net, daB das mit Glucoamylase beladene funktionalisierte
Copolymere zur enzymatischen Hydrolyse von Stirke oder’
deren Teilhydrolysaten verwendet wird.
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