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£t formet bakteriecelleaggregat med forgget h&rdhed fremstilles ved at
tilsxtte tidligere fremstillet, tgrret, findelt bakteriecelleaggregat til et
bakteriecelleaggregat efter dets dannelse, men fgr dets formning.
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Den foreliggende opfindelse angdr en fremgangsmade  til
fremstilling af et formet aggregat af bakterieceller, ved hvilken
fremgangsmdde en bakteriecellemasse kontaktes med et tveerbindings-
middel. De fremstillede bakteriecelleaggregater kan finde anvendelse
til udfgrelse af enzymatiske processer, is@r hvis bakteriecellerne
indeholder glucoseisomeraseaktivitet.

Glucoseisomerase er et enzym, som kan anvendes til at
katalysere omdannelsen af glucose (dextrose) til fruktose (levulose).
Det er kendt, at glucoseisomerase kan fremstilles ved fermentering

med visse organismer, s3som Streptomyces flavovirens, Streptomyces

echinatur, Streptomyces achromogenus, Streptomyces albus, Strepto-
myces olivaceus, Bacillus coagulans og lignende i passende narings-
medier. Glucoseisomerasen dannes inden i bakteriecellerne, som
vokser, medens det produceres. Cellerne kan filtreres fra
fermentationsmediet og anvendes direkte som glucoseisomerasekilde.
Direkte kommerciel anvendelse af sddanne enzymholdige bakterieceller
har imidlertid varet besvarliggjort af en vasentlig ulempe. Cellerne
mistede enzymaktiviteten under anvendelsen, og derved reduceredes
cellernes brugstid. Denne ulempe blev overvundet ved at behandle
bakteriecellerne med glutaraldehyd som beskrevet i beskrivelsen til
US patent nr. 3.779.869. Andre metoder til immobilisering af
enzymaktiviteten i bakterieceller samt til dannelse af aggregater af
disse enzymholdige bakterieceller er beskrevet f.eks. i beskrivelsen
til US patent nr. 3.821.086 og US reissue patent nr. 29.130 og
29.136 samt i beskrivelsen til sydafrikansk patent nr. 73/5917.
Beskrivelserne til ovennavnte US patenter angar anvendelsen af
visse anioniske og Kkationiske polyelektrolytflokkuleringsmidier. |
beskrivelsen til det sydafrikanske patent omtales forskellige
kombinationer af bindemidler, forsterkningsmidler og tvarbindings-
midler. Skgnt ovennavnte teknik tilvejebragte bakteriecelle-
aggreéater‘, der almindeligvis bevarede deres enzymaktivitet under
anvendelsen, var der stadig behov for at gge aggregaternes hérd-
hed, siledes at de kunne anvendes kommercielt i reaktionsiag med
stgrre dybde. | beskrivelsen til US patent nr. 3.935.069 er der
beskrevet en tilsetning af visse metalliske forbindelser i forbindelse
med polyelektrolytflokkuleringsmidler til forbedring af hardheden.
Denne teknik har imidlertid begrenset anvendelighed.

Ved fremstillingen af formede bakteriecelleaggregater dannes en
vis meengde findelt produkt, der har en partikelstgrrelse, som er for
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lille til kommerciel brug. Forskeliige metoder til udnyttelse af disse
smapartikler er blevet foresldet. | beskrivelsen til US patent nr.
4.060.456 er der omtalt en recirkulation af produktpartikler til en
flokkuleringstank, hvor der tilsesttes et flokkuleringsmiddel til
dannelse af bakteriecelleaggregater. Medens denne teknik tilveje-
bringer en anvendelse af recirkulerede smistykker ved fremstilling
af et flokkuleret aggregat, er der ikke navnt noget om nogen effekt
pd produktets h8rdhed. Anvendelse af recirkulerede enzymbarere er
ogsd omtalt i beskrivelserne til US patenterne nr. 4.002.576,
4.078.970 og 4.087.330, men i intet tilfaelde er der en omtale af eller
et forslag om, at sddanne recirkulerede materialer kan hjzipe med til
at forbedre hdrdheden af de formede produkter.

Det har nu vist sig, at hardheden af et formet bakteriecelle-
aggregat kan forbedres ved fremgangsmaden ifglge opfindelsen, som
er ejendommelig ved, at bakteriecellemassen kontaktes med et tveer-
bindingsmiddel, som er et reaktionsprodukt af (1) et materiale
udvalgt fra klassen bestdende af glutaraldehyd, cyanursyrehalid eller
kombinationer heraf og (2) en vandoplgselig kationpolymer opnet
ved polymerisation af en epihalohydrin med en alkylenpolyamin, der
har formlen R1R2NRNH2, hvor R er en alkylengruppe, der har fra 2
til ca. 6 carbonatomer, og R,] og R2 hver er en alkylgruppe med fra
1 til'ca. 6 carbonatomer, hvor molforholdet epihalohydrin til polyamin
er péd fra ca. 0,60:1 til ca. 2,7:1, hvilken polymerisation omfatter,
at der med alkylenpolyaminen omsattes fra ca. 50 til ca. 90% af den
mangde epihalohydrin, der skal polymeriseres, idet reaktionen far
lov til at fortsette, indtil reaktionsmediet opndr en i alt vasentligt
jevn viskositet, og at den resterende portion af epihalohydrinet
omsattes trinvis til opnelse af den kationiske polymer, idet poly-
merisationstemperaturen er p8 fra ca. 60°C til ca. 120°C, hvorpd det
resultrende aggregat tilssettes en portion tidligere fremstillet, tgrret
findelt bakteriecelleaggregat af samme sammensatning med en par-
tikelstgrrelse mindre end 0,71 mm sigtemaskestgrrelse, hvorefter
blandingen formes, tgrres, formales og adskilles til frembringelse af
de gnskede partikler med en partikelstgrrelse over ca. 0,71 mm
sigtemaskestgrrelse og partikler med en partikelstgrrelse under ca.
0,71 mm sigtemaskestgrrelse, som recirkuleres.

Fremgangsmaden er navnlig nyttig, nar det resuiterende
aggregat tgrres og derefter rehydreres til efterfglgende brug.

I beskrivelsen til dansk patentansggning nr. 1223/79 er der be-
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skrevet en fremgangsmade til fremstilling af et aggregat af bak-
terieceller, ved hvilken fremgangsmade en bakteriecellemasse
kontaktes med et tvarbindingsmiddel, hvorpd det resulterende
aggregat udvindes og, om gnsket, tgrres, hvorhos tverbindings-
midlet er et reaktionsprodukt af (1) et materiale udvalgt fra en
klasse betstdende af glutaraldehyd, cyanursyrehalid og kombinationer
heraf og (2) en vandoplgselig kationisk polymer tilvejebragt ved
polymerisation af en epihalohydrin med en alkylenpolyamin, som har
formlen R1R2NRNH2,
ca. 6 carbonatomer, og R1 og R2 hver er en alkylgruppe med fra 1
til ca. 6 carbonatomer, hvor molforholdet epihalohydrin til polyamin
er p8 fra ca. 0,60:1 til ca. 2,7:1, hvilken polymerisation omfatter,

hvor R er en alkylengruppe, der har fra 2 til

at der med alkylenpolyaminen omsattes fra ca. 50 til ca. 90% af den
mangde epihalohydrin, der skal polymeriseres, idet reaktionen far
lov til at fortsaette, indtil reaktionsmediet opnér en i alt vasentligt
jevn viskositet, og at den resterende portion epihalohydrin omsattes
trinvis til opndelse af den kationiske polymer, hvor polymerisations-
temperaturen er pd fra ca. 60°C til ca. 120°C. - Denne fremgangs-
méde udggr dog kun § 2.2.2. teknik i forhold til den foreliggende
opfindelse.

Fremgangsmaden ifglge den foreliggende opfindelse kan
anvendes til forskellige enzymholdige bakterieceller, og resten af
beskrivelsen vil angd anvendelse af fremgangsmaden til bakterieceller
indeholdende glucoseisomeraseaktivitet.

De glucoseisomeraseaktivitetsholdige baktericeller, der er an-
vendelige ved fremgangsmaden ifglge den foreliggende opfindelse,
kan tilvejebringes ved velkendte procedurer. De foretrukne enzym-
holdige celler frembringes ved under submerse, aerobe forhold at
dyrke en kultur af Streptomyces olivaceus NRRL 3583 eller mutanter
heraf i et medium, der indeholder passende naringsstoffer. Dette er
beskrevet 1 beskrivelsen til US patent nr. 3.625.828. De
resulterende baktericeller separeres fra fermentationsmediet ved

filtrering eller centrifugering.

De ingredienser, som anvendes ved tvarbindingen er let
opngelige. Glutaraldehyd og cyanursyrehalid, sdsom cyanursyretri-
chlorid, cyanursyretribromid, cyanursyretriiodid og lignende, er
kommercielt tilgengelige eller kan fremstilles ved velkendte metoder.
Den specielle epihalohydrin-polyaminpolymer, der anvendes ved tveer-
bindingen, er kommercielt opngelig under varemarket BETZ 1180 fra
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Betz Laboratories, Inc. Trevose, Pennsylvania. BETZ 1180 har en
molekylvaegt pa mindre end en million, indeholder ca. 0,288 millimol
aminogrupper pr. gram oplgsning (baseret pa en ninhydrinanalyse)
og markedsfgres som en oplgsning, der indeholder 30 vegtprocent
tgrstof baseret pa oplgsningens samlede vegt. Denne forbindelse er
beskrevet i beskrivelsen til US patent nr. 3.915.904. Forbindelsen er
deri beskrevet som en vandoplgselig kationisk polymer, der opnas
ved polymerisation af en epihalohydrin med en alkylenpolyamin, som
har formlen R1R2NRNH2, hvor R er en lavere alkylen med fra 2 til
ca. b carbonatomer, og R1 og R2 hver er et lavere alkyl pé fra ca.
1 til ca. 6 carbonatomer, hvor molforholdet epihalohydrin til polyamin
er pd fra ca. 0,60:1 til ca. 2,7:1, hvilken polymerisation omfatter,
at der med alkylenpolyaminen omsettes fra ca. 50 til ca. 90 procent
af den meengde epihalohydrin, der skal polymeriseres, idet reak-
tionen f3r lov til at fortsmtte indtil reaktionsmediet opnar en i alt
vasentligt jevn viskositet, og at den resterende portion af
epihalohydrinen omsettes trinvis til opndelse af den Kkationiske
polymer, idet polymerisationstemperaturen er p& fra ca. 60°C til ca.
120°C. Dette materiale vil herefter blive omtalt som "polyamin-
polymeren".

Glutaraldehydet og/eller cyanursyrehalidet, som kollektivt
identificeres som komponent (1), omsattes med polyaminpolymeren,
der identificeres som komponent (2), ved et pH omkring 6 til 10 og
ved ca. 0° til 30°C i ca. 0,5 til 2,5 timer. Det samlede
tvarbindende reaktionsprodukt indeholder fra ca. 12 til 77 veegt-
procent af komponent (1) og fra ca. 23 til ca. 88 vagtprocent af
komponent (2) baseret pa den samlede vagt af de aktive bestanddele
i komponenterne (1) og (2). Reaktionsproduktets glutaraldehyd-
indhold er pa fra ca. 0 til ca. 77 vegtprocent, og cyanursyrehalid-
indholdet er pa fra ca. 0 til ca. 22 vegtprocent baseret pa den
samlede vagt af de aktive bestanddele i komponenterne (1) og (2).

Reaktionen mellem glutaraldehyd og polyaminpolymeren udfgres
fortrinsvis ved pH 8 til 9 og ved ca. 18° +til 25°C i ca. 0,5 time.
Glutaraldehydet bgr vare til stede i et molforhold pd mindst ét mol
pr. mol aminogruppe i .polyaminen for at undgd ugnsket tvearbinding
af polyaminpolymeren med glutaraldehyd.

Reaktionen mellem cyanursyrehalid alene og polyaminpolymeren
udfgres fortrinsvis ved pH 8 til 9 og ved 0° til 10°C i ca. 1 til 2
timer. Cyanursyrehalidet bgr vare til stede i et molforhold pa mindst
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ét mol pr. mol aminogruppe i polyaminpolymeren for at undga
ugnskelig tveerbinding af polyaminpolymeren med cyanursyrehalid.
Cyanursyrehalider, s8som cyanursyretrichlorid, har tre halogen-
reaktive steder. Et af disse steder vil reagere ved 0°c eller
derover. Efter omsatning ved det fgrste sted vil det andet sted
reagere ved 30° til 50°C , og det sidste sted vil reagere ved 90° til
100°C. Det er gnskeligt indledningsvis kun at omsatte det fgrste
sted pad8 cyanursyrehalidet med polyaminpolymeren. Nér det
resulterende tvarbindende reaktionsprodukt senere omsattes med
bakteriecellerne og opvarmes til hgjere temperaturer under tgrring
vil de tilbagevarende reaktive steder pé cyanursyrehalidet derpa
reagere med polyaminpolymeren til tilvejebringelse af yderligere
tveerbinding til bakteriecelleaggregatet.

Reaktionen mellem polyaminpolymeren og kombinationen af gluta-
raldehyd og cyanursyrehalid udfgres i trin. Fgrst omseettes cyanur-
syrehalidet med polyaminpolymeren ved pH 8 til 9 og 0° it 10%C i
ca. 1 til 2 timer. | denne situation har reaktanterne fortrinsvis et
molforhold p& 1 mol cyanursyrehalid til 2 mol aminogrupper pa poly-
aminpolymeren. Derpd tilsasttes en overskydende mangde glutaral-
dehyd, og reaktionen fortsettes ved samme pH- og temperatur-
betingelser i ca. 0,5 time. '

Det tvarbindende reaktionsprodukt, som anvendes ved dannel-
sen af bakteriecelleaggregatet, er ikke en Kkationisk polyelektrolyt,
eftersom de aminogrupper pd polyaminpolymeren, der initialt tilveje-
bragte den kationiske Kkarakter, er blevet omsat med glutaraldehydet
og/eller cyanursyrehalidet og s8ledes ikke lengere er til radighed.

Bakteriecelleaggregaterne fremstilles ved at kontakte en bak-
teriecellemasse med det tveerbindende reaktionsprodukt, der er
fremstillet som beskrevet ovenfor, ved pH ca. 8 til 9 og ved ca. 0°
til 30°C i ca. 0,5 til 1,5 time. Det tvarbindende reaktionsprodukt
anvendes i en si3dan mangde og koncentration, at bakteriecellerne
kontaktes med fra ca. 4,5 til ca. 60 vagtprocent af de aktive
bestanddele i det tvarbindende reaktionsprodukt baseret pa cellernes
tgrvaegt.

Efter at ovennavnte reaktion har fundet sted, anbringes den
resulterende bakteriecelleaggregatopsla@mning fordelagtigt i en op-
bevarings- eller strgmmetank anbragt opstrgms for et filtrerings-
apparat, sasom et roterende vakuumfilter. Opslemningen filtreres
derefter til dannelse af en filterkage af fugtigt bakteriecelleaggregat.

DK 151638B
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Dette fugtige bakteriecelleaggregat bliver derefter udpresset eller pa
anden made formet til de gnskelige former og derefter tgrret ved
omkring 60°C i adskillige timer.

Det ovenfor fremstillede tgrrede aggregat sgnderdeles og
stgrrelsessorteres til frembringelse af de gnskede aggregatpartikier
med en stgrrelse, der passerer gennem en sigte med maskedbninger
pa 1,19 mm, men tilbageholdes af en sigte med maskedbninger pa
0,71 mm. Det produktmateriale, der har en partikelstgrrelse, som er
stgrre end 1,19 mm, sgnderdeles igen, medens det produktmateriale,
der har en partikelstgrrelse mindre end ca. 0,71 mm og et
fugtindhold p& omkring 12 vagtprocent, recirkuleres i overens-
stemmelse med den foreliggende opfindelse.

Det tidligere fremstillede tgrrede findelte bakteriecelleaggregat
eller -findele, som passerer igennem 0,71 mm sigten, tilsattes til
bakteriecelleaggregatet efter at det er dannet, men fgr det formes,
s8som ved udpresning. Dette kan bekvemt opnds pa i det mindste to
mader. Ved en procedure blandes findelene med bakteriecelle-
aggregatopslamningen i opbevarings- eller strgmmetanken anbragt
opstrgms for filteret. Ved en anden procedure kan findelene blandes
med det fugtige bakteriecelleaggregat, fgr det kommer ind i

strengpressen.
Det tgrrede findelte bakteriecelleaggregat tilsattes til bakterie-
celleaggregatet i en mangde pa op til omkring 70 vegtprocent

baseret p& den samlede vagt af blandingstgrstofferne. Fortrinsvis
tilsettes findelene til bakteriecelleaggregatet i en mangde pd fra
omkring 5 til omkring 70 veegtprocent baseret pad den samlede vagt
af blandingstgrstofferne. Allerhelst tilszttes findelene I en mengde
pd fra omkring 30 vagtprocent, baseret pd den samlede vegt af
blandingstgrstofferne.

Blandingen af findelt og fugtigt bakteriecelleaggregat formes,
fortrinsvis ved at extrudere denne blanding gennem en matrice med
reduceret tvaersnitsareal, den formede blanding eller extrudat tgrres,
og det tgrrede aggregat sgnderdeles og adskilles til frembringelse af
dét ¢nskéde partikelstgrrelsesomrade. Alle frembragte smapartikler
kan ifglge denne opfindelse recirkuleres. En extruderingsmatrice,
der har 8bninger p& omkring 3,18 mm (1/8 in.) til omkring 1,59 mm
(1/16 in.) foretreekkes p@ nuvarende tidspunkt.

Det resulterende tgrrede aggregat kan opbevares indtil det skal

bruges i en enzymatisk proces. P3 dette tidspunkt rehydreres det
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tgrrede aggregat og Kkonditioneres til brug. En illustrativ kondi-
tioneringsproces er beskrevet i beskrivelsen til US patent nr.
3.974.036.

En hovedfordel ved den foreliggende opfindelse er en forggelse
af h3rdheden af bakteriecelleaggregatet efter rehydrering sammen-
lignet med de hidtil kendte bakteriecelleaggregater. Hardheden
sattes | relation til bakteriecelleaggregatpartiklernes modstand mod
komprimering. En Instron Universal Tester Model 1102 blev brugt pa
lignende made som det er beskrevet i beskrivelsen til US patent nr.
3.935.089. Dette instrument kan leveres fra Instron Corporation,
Canton, Massachusetts.

Den belastnings- eller prgvecelle, der blev anvendt til den
ovenfor navnte Instron Tester bestar af en gennemsigtig acrylsyre-
plastcylinder, der har en indre diameter pa& 4,37 cm, en
yderdiameter pa 6,45 cm og en hgjde p8 21,8 cm. Bunddelen har en
afsats med en tykkelse pd 0,635 cm og en 8bning pé 3,81 cm, som
danner en stgtte for et mikr‘dfilter. Et bekvemt mikrofilter er en
spindeplade, der anvendes til tekstilspinding, og som har 14500
Sbninger med en diameter pd omkring 0,2032 mm.

Et 304-type rustfri stdlpressestempel med en diameter pa 4,3 cm
og en lengde pa 13,66 cm monteres s3ledes, at den bevager sig
koaksialt ind i den ovenfor navnte cylinder. Passende marker er
anbragt langs belastningscellen til at vise en prgvedybde pa 10,17
cm. Der er ogs3 draget omsorg for at kunne péfgre bunden af
belastningscellen reduceret tryk eller vakuum og for at kunne
opsamle eventuel veaske, der passerer gennem mikrofilteret.

Hvis en prgve af bakteriecelleaggregat placeres i den ovenfor
navnte belastningscelle og prgven pafgres tryk  gennem
pressestemplet, vil prgven blive komprimeret. Det tryk, der behgves
for at Kkomprimere prgven i et vist omfang, er en indikation for
prgvens hardhed.

Det efterfglgende er genhydreringshardhedsprgveproceduren,
som den anvendes i eksemplerne i narvaerende beskrivelse:

En 33 vagtprocent vandig oplgsning af glucose justeres til pH
8,1. En portion pa 130 g tgrret bakteriecelleaggregat blandes med
1300 ml af denne glucoseoplgsning ved forsigtig omrystning ved 24°c
i en time. Den resulterende blanding dreanes over en sigte med
maskesbninger p3 0,84 mm i omkring 30 sekunder. De faste stoffer

resuspenderes derefter i en frisk portion af den ovenfor nzvnte
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glucoseoplgsning og omrgres i fem minutter ved 24°C. Den
resulterende opslemning bundfaldes i 5 minutter og dranes derefter
som ovenfor beskrevet. De faste stoffer resuspenderes derefter i en
frisk portion af den ovenfor navnte glucoseoplgsning og omrgres i 5
minutter ved 24°C. Omkring halvdelen af den resulterende op-
slemning haldes derefter over i prgvecellen til en hgjde af 10,17 cm.
Et reduceret tryk eller vakuum p& 2,54 cm kviksglv pafgres bunden
af prgvecellen i 3 minutter for at suge vasken gennem mikrofilteret.
Pressestemplet bliver derefter sanket indtil det netop rgrer toppen
af prgven. Krydshovedet p& Instron instrumentet sattes fast p3
pressestemplet og den bliver sat til at bevage sig nedad med en
hastighed pa 1,27 cm/min og stopper ved en indtraengning p3d 2,54
cm. Optegningspapirhastigheden settes til 12,7 cm /min. Efter ind-
trengningen tillades pressestemplet en hvileperiode p@ ngjagtig 1
minut. Pressestemplet placeres igen i kontakt med toppen af prgven
og Instron instrumentet sattes til at stoppe ved en indtraengning pa
2,54 cm. Det tryk, der er ngdvendigt for at opnd den anden ind-
traeengning, er mélet for prgvens hirdhed.

Opfindelsen bliver beskrevet i yderligere detaljer I de efter-’
fglgende illustrative eksempler.

EKSEMPEL 1

En oplgsning af polyaminpolymer blev tilberedt ved at fortynde
1750 g af en BETZ 1180 oplgsning indeholdende 525 g af aktivt
materiale med destilleret vand til frembringelse af ialt 15 liter. pH
Blev justeret til 9. En oplgsning af glutaraldehyd blev tilberedt ved
at fortynde 2670 ml af en 25 vegtprocent glutaraldehyd indeholdende
667 g aktivt materiale med destilleret vand til ialt 15 liter. pH Blev
justeret til 9. Disse to oplgsninger blev derefter 'sammenblandet og
destilleret vand blev tilsat til ialt 42 liter. Reaktionen fandt sted ved
et pH pd omkring 9 og en temperatur pd omkring 25°C i ca. 0,5
time. Det resulterende produkt blev dannet fra en reaktionsblanding
indeholdende 56 vagtprocent glutaraldehyd og 44 vegtprocent poly-
aminpolymer baseret pa den samlede vagt af glutaraldehyd
(komponent 1) og polyaminpolymeren (komponent 2).

En kultur af en mutant af Streptomyces olivaceus NRRL 3583

blev dyrket i en omrystet, gennemluftet fermentor indeholdende et
passende naringsmedium som beskrevet i beskrivelsen til US patent
nr. 3.625.828. Den resulterende fermentorsuppe indeholdende en

bakteriecellemasse blev justeret til pH 8-9 ved tilsetning af passende
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puffermateriale. Den ovenfor navnte oplgsning blev tilsat til fermen-
torsuppen i en mangde pd 6 ml pr. gram celletgrvaegt for at give 17
vaegtprocent totalreaktionsprodukt baseret pd tgrvaegten af bakterie-
cellerne. Efter en reaktionstid p& ca. 30 min. ved 25°¢ og pH 8-9
blev den behandlede suppe indeholdende bakteriecelleaggregatet
anbragt i en opbevaringstank, fra hvilken den blev fgrt videre til et
roterende vakuumfilter. Den resulterende vade filterkage blev skaret
i mindre stykker pad omkring 1 c:m2 i en ituskarer. De ituskdrne
fugtige filterkagestykker, der havde et fugtighedsindhold pa omkring
76 vagtprocent, blev derefter opdelt i 4 portioner. En portion blev
derefter extruderet gennem en matrice med 6 abninger med en
diameter p& 3,18 mm (1/8-in.) under anvendelse af en ikke-
komprimerende extruderingssneg! med en skruerotation pa 100
omdr/min. Det resulterende extruderede bakteriecelleaggregat blev
derefter tgrret ved 60°C i 4 til 6 timer og formalet. De sgnderdelte
partikler blev derefter adskilt til opsamling af den gnskede fraktion,
som passerede gennem en sigte med maskedbninger pa 1,19 mm, men
som blev tilbageholdt pad en sigte med maske3bninger p8 0,71 mm.
Findelene, som passerede gennem 0,71 mm sigten, blev opsamlet til
efterfglgende brug. -1,19 mm + 0,71 mm Fraktionen blev betegnet
som “"Kkontrol". Dens indhold af glucoseisomeraseaktivitet blev ved
anvendelse af den analysemetode, der er beskrevet i beskrivelsen til
US patent nr. 3.779.869, malt til at veare 430 glucoseisomerase-
enheder (G.1.U.) pr. gm. Dens héardhed blev ogsd malt ved den
ovenfor beskrevne genhydr‘er‘ingshé’\rdhedspr¢veprocedur‘e. De
resterende 3 portioner fugtig bakteriecelleaggregatfilterkage blev
derefter individuelt blandet i en blander med kontrolleret mangde af
tidligere tgrret Streptomyces olivaceus bakteriecelleaggregat, der
havde en partikelcelle p&@ mindre end omkring 0,71 mm, og som havde
et fugtindhold p& 12 veagtprocent. Hver af de tre blandede portioner
(préve 1B, 1C og 1D) blev derefter individuelt extruderet, tgrret,
sgnderdelt og adskilt som ovenfor beskrevet for kontrollen til

dannelse af portioner af bakteriecelleaggregat, der havde en partikel-
stgrrelse, som passerede gennem en sigte med maske3bninger pa 1,19
mm og blev tilbageholdt pd en sigte med maske3bninger pa 0,71 mm.
Hirdheden og enzymaktiviteten af hver portion produkt blev derefter
malt. Resultaterne er vist nedenfor i tabel I.

Prgvernes hardhed er udtrykt som procentforggelse i forhold til

hardheden af kontrolprgven.
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TABEL |
Prgve Total fugtindhold  Vagtprocent baseret pé total tgrstof Procent forgget hérdhed Aktivitet G.1.U./gm
Recirkulerede

Vaegtprocent findele Filterkage
1A (kontrol) 76,0 0 100 - 430
1B 69,5 28,1 71,9 42,46 459
1C 56,5 60,1 39,9 49.01 433

1D 43,5 77,9 22,1 133,15 231
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Reduktionen af enzymaktiviteten i prgve 1D formodes at skyldes
inaktivering forarsaget af forhgjet temperatur og tryk frembragt i
extruderen ved det lavere fugtighedsindhold. Det fremgar, at en
tilstning af findele p& op til omkring 70 wvegtprocent baseret pa
total tgrstof kan benyttes uden at svakke enzymaktiviteten.

EKSEMPEL 2

Fremgangsmaden 1 eksempel 1 blev gentaget med fglgende
@ndringer. Tre portioner af den fugtige filterkage blev individuelt
blandet med 46,8 vegtprocent recirkuleret bakteriecelleaggregat-
findele baseret p8 total tgrveegt. Disse tre portioner blev derefter
separat extruderet gennem matricer med 6 abninger med en diameter
pd 3,18 mm (1/8-in.), 8 &bninger med en diameter pd 1,59 mm (1/26
in.) og 10 8bninger med en diameter pd 1,19 mm ( 3/64-in.).
Resultaterne er vist i den efterfglgende tabel II.
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Procent forgget

TABEL 11
Prgve Fugtindhold Vagtprocent baseret pé total tgrstof Stempeldiameter
Veegtprocent Genbrugt findele Filterkage mm
2A (kontrol) 80,32 0 100 3,18
2B 73,87 46,8 53,2 3,18
2C 73,87 46,8 53,2 1,59
2D 73,87 46,8 53,2 1,19

(inch) hardhed

(1/8) -
(1/8) 36,22
(1/16) 53,58
(3/64) 14,82

Aktivitet

G.1.U./gm.
576
542
557
533
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Den foretrukne matricediameter pad 3,18 mm (1/8-in.) til 1,59
mm (1/16-in.) giver en gnskelig hgj forggelse af hardheden uden
samtidig tab af aktivitet.

EKSEMPEL 3

Fremgangsmaden i eksempel 1 blev gentaget med fglgende
@ndringer. Tre portioner af den fugtige filterkage blev individuelt
blandet med 60,1 vegtprocent recirkulerede bakteriecelleaggregat-
findele baseret pa8 samlet tgrstof. Alle 4 portioner blev derefter
extruderet gennem 8 3bninger med diameter pa 1,59 mm (1/16-in.).
Kontrolportionen (prgve 3A) blev extruderet ved at bruge en ikke
komprimerende snegl roterende med 60 omdr/min. Den fgrste portion
(prgve 3B) blandet med findele blev extruderet under de samme
betingelser som kontrollen. En anden portion (prgve 3C) blandet med
findele blev extruderet under anvendelse af et enkeltgevind 3:1
kompressionssnegl ved 40 omdr/min. En tredie portion (prgve 3D)
blandet med findele blev extruderet under anvendelse af et dobbelt-
gevind 3:1 kompr‘essionssnegl-" ved 30 omdr/min. Resultaterne er vist

i den efterfglgende tabel II1.
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TABEL |1
Prgve Fugtindhold Vagtprocent baseret pé total tgrstof Procent forgget hardhed Aktivitet G.1.U./gm
Recirkulerede findele Filterkage
3A (kontrol) 78,30 0 100 - 650
3B 58,11 60,1 39,9 114,58 506
3C 58,11 60,1 39,9 117,20 517

3D 58,11 60,1 39,9 178,01 484
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Alle prgver med recirkulerede findele havde gnskelige forggelser

af hi3rdheden under bibeholdelse af acceptable aktivitetsniveauer.
EKSEMPEL 4

Fremgangsmdden i eksempel 1 blev gentaget med fglgende
@ndringer. En portion (prgve 4B) af den fugtige filterkage blev
blandet med 46,8 vegtprocent recirkulerede bakteriecelleaggregat-
findele baseret p§ samlet tgrvaegt. En anden prgve (prgve 4C) blev
tgrret ved 60°C i 10 min forud for extrudering. En yderligere prgve
(prgve 4D) blev tgrret ved 60°C i 20 min fgr extrudering. Endnu en
anden del (prgve 4E) biev tgrret ved 60°C i 30 minutter fgr
extrudering. En slutprgve (prgve 4F) blev tgrret ved 60°C i 40 min
fgr extrudering. En ubehandlet kontrolportion (prgve 4A) og de
andre behandlede prgver blev alle extruderet gennem 8 &bninger med
en diameter p3 1,59 mm (1/16-in.) ved at anvende en ikke-
komprimerende snegl med 80 omdr/min. Resultaterne er vist i den

efterfglgende tabel 1V.
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TABEL 1V
Prgve Fugtindhold Veaegtprocent baseret pa total tgrstof Procent forgget hardhed Aktivitet G.1.U./gm

Vagtprocent Recirkulerede findele Filterkage

4A (kontrol) 74,36 0 100 - 440
4B 61,69 46,8 53,2 58,14 440
4C 68,90 0 100 -21,65 446
4D 67,20 0 100 2,29 465
4E 65,10 0 100 9,22 471
4F 57,00 0 100 18,37 452
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Det ses af de ovenfor anfgrte data, at alene tgrring af
filterkagen, uden recirkulerede findele, ikke kan preastere den
forggede hardhed, der frembringes ved kontrolleret tilssetning af
findele.

| alle de ovennavnte eksempler er recirkulerede findele tilsat
den fugtige filterkage lige fgr extrudering. Det efterfgigende
eksempel beskriver effekten af at tilsette recirkulerede findele ftil
bakteriecelleaggregater fgr filtrering.

EKSEMPEL 5

Fremgangsmaden i eksempel 1 blev fulgt til fremstilling af en

bakteriecelleaggregatopslemning i en opbevaringstank fgr filteret.
Recirkulerede findele af bakteriecelleaggregat blev derefter tilsat til
en portion af tankens indhold i en mengde pa 30 vegtprocent

baseret p8 den samlede tgrvagt. Den resulterende blanding savel
som den ubehandlede portion blev separat filtreret, extruderet
gennem 8 huller med en diameter pd 1,59 mm (1/16-in.) under
anvendelse af en ikke-komprimerende snegl med 80 omdr/min, tgrret,
formalet og adskilt ifglge eksempel 1. Den behandlede prgve, der fik
tilfgrt recirkulerede findele, havde en h3rdhed der var 45,15% stgrre
end den ubehandlede kontrol. Det ses saledes, at tilsatning af
recirkulerede findele af bakteriecelleaggregat efter dannelsen og fgr
extrudering af et bakteriecelleaggregat vasentligt kan forbedre
h3rdheden af de resulterende, formede aggregatpartikler.
Bakterieaggregater fremstillet pd den made, der er beskrevet
ovenfor, var alle i stand til at omdanne glucose til fructose. Glucose-
isomeraseaktiviteten var ikke svakket ved brug af denne nye

metode.
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Patentkrayv

1. Fremgangsmade til fremstilling af et formet bakteriecelle-
aggregat, hvor en bakteriecellemasse kontaktes med et tveerbindings-
middel, kendetegnet ved, at bakteriecellemassen kontaktes
med et tvarbindingsmiddel, som er et reaktionsprodukt af (1) et
materiale udvaigt fra klassen bestdende af glutaraldehyd, cyanur-
syrehalid eller kombinationer heraf og (2) en vandoplgselig
kationpolymer opndet ved polymerisation af en epihalohydrin med en
alkylenpolyamin, der har formlen R1R2NRNH2, hvor R er en alkylen-
gruppe, der har fra 2 til ca. 6 carbonatomer, og R1 og R2 hver er
en alkylgruppe med fra 1 til ca. 6 carbonatomer, hvor molforholdet
epihalohydrin til polyamin er pd fra ca. 0,60:1 til ca. 2,7:1, hvilken
polymerisation omfatter, at der med alkylenpolyaminen omsettes fra
ca. 50 til ca. 90% af den mengde epihalohydrin, der skal
polymeriseres, idet reaktionen far lov til at fortsatte, indtil
reaktionsmediet opndr en i alt vasentligt jevn viskositet, og at den
resterende portion af epihalohydrinet omsettes trinvis til opnaelse af
den kationiske polymer, idet polymerisationstemperaturen er pa fra
ca. 60°C til ca. 120°¢ , hvorpd det resulterende aggregat tilszttes en
portion tidligere fremstillet, tgrret findelt bakteriecelleaggregat af
samme sammensatning med en partikelstgrrelse mindre end 0,71 mm
sigtemaskestgrrelse, hvorefter blandingen formes, tgrres, formales og
adskilles til frembringelse af sigtede gnskede partikler med en
partikelstgrrelse over ca. 0,71 mm sigtemaskestgrrelse og partikler
med en partikelstgrrelse under ca. 0,71 mm sigtemaskestgrrelse, som
recirkuleres. .

2. Fremgangsmade ifglge krav 1, k en detegnet ved,
at det tgrrede, findelte bakteriecelleaggregat tilsettes til bakterie-~
celleaggregatet i en mangde p& op til ca. 70 vagtprocent baseret pa
blandingens samlede tgrstofveagt.

3. Fremgangsmade ifglge krav 1, ke n detegnet ved,
at det tgrrede, findelte bakteriecelleaggregat tilseettes til bakterie-
celleaggregatet i en mangde pd fra ca. 5 til ca. 70 veagtprocent
baseret pd blandingens samlede tgrstofvagt.

4. Fremgangsmide ifglge krav 1, kendetegnet ved,
at det tgrrede, findelte bakteriecelleaggregat tilsattes til bakterie-
celleaggregatet i en mangde pd omkring 30 veegtprocent baseret pa
blandingens samlede tgrstofveegt.
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5. Fremgangsmide ifglge krav 1, kendetegnet ved,
at bakteriecellerne er af arten Streptomyces olivaceus.

6. Fremgangsmide ifglge krav 1, kendetegnet ved,
at tvarbindingsmidlet er fremkommet ved omsatning af fra ca. 12 til
ca. 77 vagtprocent af komponent (1) og fra ca. 23 til ca. 88 vagt-
procent af komponent (2) baseret pa den samlede vegt af de aktive

ingredienser i komponenterne (1) og (2).
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