DK 151636 B

199y DANMARK
(12) FREML/EGGELSESSKRIFT 1151636 B

PATENTDIREKTORATET
K@BENHAVN

(21) Patentansegning nr.: 5406/81 1) intcls  C12 N 11/08
(22) Indleveringsdag: 07 dec 1981

(41) Alm. tilgeengelig: 09 jun 1982

(44) Fremlagt: 21 dec 1987

(86) International ansggning nr.: -

(30) Prioritet: 08 dec 1980 US 214218

(71) Ansager: *MILES LABORATORIES INC.; 1127 Myrtle Street; Elkhart; Indiana 46515, US
(72) Opfinder: Donald Frederick *Hershberger; US, Moshe M. *Sternberg; US

(74) Fuldmeegtig: Ingenigrfirmaet Budde, Schou & Co.

(54) Fremgangsmade til immobilisering af en enzymproducerende mikroorganisme eller det af denne pro-
ducerede enzym

(56) Fremdragne publikationer

(67) Sammendrag:

SAMMENDRAG. 5408'81

En enzymproducerende mikroorganisme eller det af denne pro-
ducerede enzym immobiliseres ved, at man fremstiller et re-
aktionsprodukt p& den mide, at man bringer et vandigt medium
indeholdende enzymet eller en masse af bakterieceller med
biokatalytisk aktivitet i kontakt med tannin, et kationisk
flokkuleringsmiddel i form af en langkadet polyamin og et
tvarbindingsmiddel, og at man skiller reaktionsproduktet

fra det vandige medium.

Reaktionsproduktet er meget hirdere end de ved de kendte me-
toder fremstillede produkter, og den biokatalytiske aktivi-
tet af det immobiliserede materiale pdvirkes ikke.
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Anvendelsen af enzymer hidrgrende fra mikrobielle
celler til gennemfgrelse af specifikke kemiske omdannelser
er velkendt. Ved gennemfgrelsen af sddanne omdannelser kan
der som kilden til biokatalysator anvendes det cellefri en-
zympraparat, sprangte celler eller hele celler. Det fri en-
zym eller cellerne kan anvendes effektivt ved processer af
batch-typen, men er ikke anvendelige til kontinuerlige pro-
cesser i industriel mdlestok. Denne vanskelighed har fgrt
til en forgget interesse for fremstillingen af forskelli-
ge former for immobiliserede enzymer.

I USA-patentskrift nr. 3.779.869 (patent udstedt
d. 18. december 1973) beskrives stabiliseringen af glucose-
isomeraseaktivitet ved behandling af hele bakterieceller
med glutaraldehyd. Anvendelsen af glutaraldehyd til immo-
bilisering af sprangte celler til tilvejebringelse af et ko-
herent, fast produkt med glucoseisomeraseaktivitet er be-
skrevet i USA-patentskrift nr. 3.980.521 (patent udstedt
d. 14. september 1976).

USA-patentskrift nr. 4.060.456 (patent udstedt d.
29. november 1977) omhandler stabiliseringen af mikrobi-
elt cellemateriale med glucoseisomeraseaktivitet ved be-
handling heraf med et kationisk, polyelektrolyt-flokku-
leringsmiddel, f.eks. en polyethylenimin eller polyvinyl-
pyrrolidon. Anvendelsen af polyelektrolyter sdsom polyami-
ner og kationiske polyacrylamider ved stabiliseringen af
mikrobielle celler med aktive enzymer associeret dermed er
beskrevet i USA-patentskrift nr. 3.989.596 (patent udstedt
d. 2. november 1976).

Ono et al. beskriver i Agric. Biol. Chem., 42 (10),
1847-1853 (1978) immobiliseringen af naringinase fra As-
pergillus niger ved adsorption af enzymet til tannin-amino-
hexylcellulose fremstillet ved omsatning af aminohexylcel-
lulose med cyanogenbromid-aktiveret kinesisk gallustan-
nin.

Ohba et al. beskriver i Biotechnology and Bioengi-
neering, Vol. XX, pp. 665-676 (1978), at pullulanase med
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held kan immobiliseres ved tilsatning af garvesyre til
kurturfiltratet af thermofil Streptomyces flavochromo-
genes til dannelse af et tannin-pullulanase-addukt, som
derefter kan bindes til TEAE-cellulose.

I USA-patentskrift nr. 4.212.943 (patent udstedt d.
15. juli 1980) er der beskrevet et bakteriecelleaggregat
med forgget partikelhardhed, som fremstilles ved at brin-
ge en bakteriecellemasse i kontakt med et tvarbundet reak-
tionsprodukt af glutaraldehyd eller cyanursyrehalogenid
og en kationisk polymer fremstillet ved polymerisation af
en epihalohydrin og en alkylenpolyamin.

Den foreliggende opfindelse angdar en fremgangsmade
til immobilisering af en enzymproducerende mikroorganisme
eller det af denne producerede enzym, og denne fremgangs-
mé&de er ejendommelig ved, at man fremstiller et reaktions-
produkt pa den made, at man (a) bringer et vandigt medium
indeholdende enzymet eller en masse af bakterieceller med bio-
katalytisk aktivitet i kontakt med tannin, et kationisk flok-
kuleringsmiddel i form af en langkadet polyamin og et tvarbin-
dingsmiddel, og at man (b) skiller reaktionsproduktet fra det
vandige medium og, om ¢@gnsket, efterbehandler dette.

Den her omhandlede immobiliseringsteknik har vist
sig at tilvejebringe et meget hardere reaktionsprodukt
end de relevante, kendte metoder, idet den biokatalyti-
ske aktivitet af det immobiliserede materiale ikke pé-
virkes. Den uventede forbedring af fysisk styrke, som
tilvejebringes med den foreliggende opfindelse, afbgder pro-
blemer, der opstdr med svagere systemer, ndr disse anven-
des i udstrakte tidsrum i en kolonnelagsreaktor, eftersom
materialer med mindre styrke har tendens til blgdggring
eller opsvulmning, hvilket kan resultere i strgmningsbe-
gransning eller tilstopning og/eller kanaldannelse.

Det biokatalytiske materiale, der skal immobili-
seres ved den her omhandlede fremgangsmade, kan vare et
helt fermenteringsudbytte eller et filtrat derfra eller
et partielt renset materiale afledt deraf. Hele eller spreng-
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te celler samt fri enzymer kan immobiliseres under anvendel-
se af det her omhandlede system.

Det kationiske flokkuleringsmiddel i form af en lang-
kedet polyamin kan hensigtsmassigt omsattes med et overskud
af tvarbindingsmiddel til dannelse af et tvaerbindingsmiddel-
-flokkuleringsmiddel-addukt inden deres kontakt med bioka-
talysatoren.

Egnede kationiske polyamin-materialer er polyacryl-
amid, polyethylenimin, poly-(2-hydroxypropyl-1-N-methylammo-
niumchlorid) , poly—(2—hydroxypropyl—l,l—N-dimethylammonium—
chlorid), poly-(N-(dimethylaminomethyl)-acrylamid), poly-

- (diallyldimethylammoniumchlorid), poly-(N,N-dimethylamino-
ethyl-methacrylat) eller poly- (N-dimethylaminopropyl) -me-
thacrylamid.

Et pd grund af dets godtgjorte kompatibilitet med
neringsmiddelbehandling foretrukkent flokkuleringsmiddel
er en epihalohydrin-polyamin-copolymer, der er kommer-
cielt tilgangelig under varemarket BETZ 1180 fra Betz La-
boratories, Inc., Trevose, Pennsylvania. BETZ 1180 har en
molekylvagt pd under 1 million, indeholder ca. 0,288 mil-
limol aminogrupper pr. gram oplgsning (baseret pad en nin-
hydrinbestemmelse) og markedsfgres som en oplgsning inde-
holdende 30 vagtprocent faste stoffer, beregnet pa total-
vagten af oplgsningen. Denne forbindelse er beskrevet i
USA-patentskrifterne nr. 3.915.904 og nr. 953:.330. Forbin-
delsen beskrives dé&r som en vandoplgselig, kationisk po-
lymer fremstillet ved polymerisation af en epihalohydrin
med en alkylenpolyamin med formlen RlRZNRNHz, hvor R er
en lavere alkylengruppe med fra 2 til ca. 6 carbonato-
mer, og R; 09 R2 hver for sig betyder en lavere alkyl-
gruppe med fra ca. 1 til ca. 6 carbonatomer, idet mol-
forholdet mellem epihalohydrin og polyamin ligger fra ca.
0,60:1 til ca. 2,7:1, hvorhos polymerisationen omfatter
omsatning af alkylenpolyaminen med fra ca. 50 til ca. 90
procent af den mangde epihalohydrin, der skal pélymerise-
res, hvorpi reaktionen far lov at fortsatte, indtil reak-

tionsmediet n&r en praktisk taget ensartet viskositet, og
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den resterende del af epihalohydrinen omsattes portions-
vis til dannelse af den kationiske polymer, idet poly-
merisationstemperaturen ligger fra ca. 60 til ca. 120°c.
Egnede tvarbindingsmidler omfatter multifunktio-
nelle aldehyder sdsom glutaraldehyd eller dialdehydstivelse,
multifunktionelle organiske halogenider sdsom cyanursyre-
chlorid eller 1,5-difluor-2,4-dinitrobenzen, multifunktio-
nelle anhydrider sdsom pyromellitsyreanhydrid eller en
ethylen-maleinsyreanhydrid-copolymer, multifunktionelle azo-
forbindelser sdsom diazobenzidin, multifunktionelle isocya-
nater sdsom hexamethylendiisocyanat, multifunktionelle iso-
thiocyanater sdsom 4,4'-B-diisothiocyanatobiphenyl-2,2'~di-
sulfonsyre og dehydrative kondensationsreaktionsmidler sa-
som ethylchlorformiat, Woodward's reagent K, N,N'-dicyclo-
hexylcarbodiimid eller N-hydroxysuccinimid. Tvarbinding
kan gennemfgres ved sarskilt tilfgrsel af flokkulerings-
midlet og tvarbindingsmidlet til det biokatalysatorholdige
medium, eller, som navnt ovenfor, fortrinsvis ved en for-
-reaktion, ved hvilken der tilvejebringes et addukt til til-
setning til mediet. Reaktionspotentialet for det materiale,

der skal immobiliseres, versus tvarbindingsmidlet bgr bestem-

" mes, fordi overskud af tvarbindingsmiddel kan resultere i tab

af biokatalytisk aktivitet eller ungdvendige omkostninger.
N&r der anvendes et multifunktionelt aldehyd som tvarbin-
dingsmiddel, anvendes der en procedure betegnet formol-ti-
trering til bestemmelse af reaktiviteten med aldehyd. Den-
ne procedure, der indikerer mezngden af let reagerbart amin-
indhold i det materiale, der skal immobiliseres med al-
dehyd, udfgres som fglger:

En portion pd 1 dl af materialet anbringes i et
250 ml bagerglas. Der tilsattes fra 50 til 75 ml vand
til fortynding af materialet med henblik p& let omrgring.
Der anvendes en magnetomrgrer, og materialet indstilles pé
en pH-verdi pé& 8,5 under anvendelse af et pH-meter og na-
triumhydroxidoplgsning. Nar pH-vardien er stabil ved 8,5
(idet der gives nogle minutter til intracellular udveks-
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ling), tilsattes der 3,0 ml 37%'s (vegt/vegt) formalde-
hyd af reagenskvalitet, stabiliseret med 10-15% (vagt/-
vagt) methanol. pH-vardien falder derpd pd grund af
oms@tning mellem de frie amingrupper med aldehydet.

Ved anvendelse af en standardoplgsning af natri-
umhydroxid, f.eks. en 1,0 N oplgsning, bringes pH-verdi~-
en tilbage til 8,5 og opretholdes, indtil den er stabil
i 5 minutter (der kraves en samlet tid pd ca. 20 til ca.
25 minutter). Den mengde alkali, der kraves, er formol~-

-titreringsvaerdien udtrykt som meq/dl.

Mazngden af ¢nsket flokkuleringsmiddel til den maksi-

male aggregering af materialet bestemmes ved en foretruk-
ken fremgangsmade. Der anvendes en trinvis tilsetningstek-
nik, og den maksimale flokkulering verificeres ved yder-
ligere tilsatninger til supernatanter opnédet ved centri-
fugering af det flokkulerede materiale. En pH-verdi nar
neutralpunktet er sadvanligvis bedst til denne bestem~
melse, skgnt nogen variation kan tillades, sé&fremt der
er begransninger pd grund af biokatalysatorens stabilitet.

Det materiale, der skal flokkuleres, kan vare ma-
terialet som sidant eller efter tannin-tilsatning og/el-
ler tilsatning af tvarbindingsmiddel. Flokkuleringsmid-
let kan vere en polyamin eller reaktionsproduktet af po-
lyaminen med tvarbindingsmiddel. Den optimale fremgangs-
méde bgr vere baseret pd& resultaterne af den fglgende pro-
cedure til bestemmelse af flokkuleringsmiddel-krav til op-
nielse af maksimal flokkulering og adskillelighed af den
gnskede biokatalysator fra den uvedkommende veske.

Der udtages en portion pd 500 ml af det materiale,
der skal flokkuleres, og dets pH-vardi indstilles pa 7,0
med 2 N natriumhydroxidoplgsning eller med 2 N saltsyre-
oplgsning. Flokkuleringsmidlet tilsettes dernast gradvis

i en kendt mengde, idet pH-vardien holdes pa 7. Der fortsat-

tes med tilsatningen, indtil flokkulering opnds, og blan-
dingen f&r lov at blive omrgrt i ca. 10 minutter. Der ud-

tages sm& prgver (to prgver pd hver 1,7 ml), som centri-
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fugeres ved 10.000 G i 5 minutter. Supernatanterne haldes
af 1 smd reagensglas.

Der foretages en yderligere lille tilsatning af
flokkuleringsmiddel til &n af supernatanterne, idet der
blandes og observeres omhyggeligt. Safremt der iagttages
yderligere flokkulering, sattes der mere flokkuleringsmid-
del til hovedportionen under omrgring og opretholdelse af
en pH-vardi pd 7 (denne tilsatning bgr vere 10 eller 20%
af den fgrst tilsatte mengde). Efter 10 minutters blan-
ding gentages prgveudtagningen og centrifugeringen.

.Denne proces gentages, indtil der ikke langere iagt-
tages nogen yderligere flokkulering ved yderligere tilsat-
ning af flokkuleringsmiddel til supernatanten. Nar flokku-
leringsmidlet er i overskud, kan den anden udtagede prg-
ve af supernatanten kontrolleres ved tilsatning af en 1il-
le mengde af de oprindelige materialer, der skulle flokku-
leres, eller ved tilsatning af fortyndet tanninoplgsning.

Ved denne procedure opnads der en god bedgmmelse
af den optimal mangde flokkuleringsmiddel, der skal an-
vendes. Hvis biokatalysatoren er et oplgseligt, extra-
cellulert stof, kan proceduren varieres med hensyn til
pH-vardi og kontrol af supernatanterne for biokatalytisk
aktivitet, eftersom maksimal udfeldning af biokataly-
satoren ikke behgver at falde sammen med maksimal aggre-
gering af hovedparten af materialet.

Den her anvendte betegnelse "tannin" omfatter séa-
vel den hydrolyserbare som den kondenserede type. Egnede
tanninkilder er trazet eller barken af kastanien og frg-
kappen af pekan samt mandelskaller. Quebracho er den fore-
trukne kilde til tannin, hvilket skyldes gkonomiske grun-
de. Udover geubracho-tannin er garvesyre (molvagt 3100~
-3400), gambir-tannin (molvagt ca. 520) og myrobalan-
-tanniner (molvagt 1900) egnede.

Ved udvalgelse af den bestemte tannin, der skal an-
vendes, er det ¢gnskeligt at bestemme de relative stgkio-
metriske forhold for det polykationiske flokkuleringsmid-
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del og tannin med hensyn til deres co-flokkulering og re-
aktivitet med tvarbindingsmidlet.

Polyamin-flokkuleringsmidlets aktivitet med al-
dehyd kan bestemmes ved en lille modifikation af den for-
an beskrevne formol-titreringsmetode. I stedet for en
prgve pd 1 dl af flokkuleringsmiddel skal der anvendes
en portion p4 3 ml (eller gram), og denne fortyndes med
vand til 150-175 ml. Resten af proceduren er den samme,
idet den endelige titer udtrykkes som meg/ml eller gram
flokkuleringsmiddel.

Co-flokkuleringszkvivalentet af tannin for flok-
kuleringsmidlet bestemmes ved en modifikation af den o-
venfor beskrevne procedure til bestemmelse af den optima-
le mengde flokkuleringsmiddel. 1 ml (eller gram) flok-
kuleringsmiddel fortyndes til 500 ml med vand, og pH-ver-
dien indstilles pd 7 med 2 N natriumhydroxidoplgsning el-
ler med 2 N saltsyreoplgsning. Under opretholdelse af en
pH-vardi pd 7 under omrgring foretages tilsztningen af en
4 g/dl-oplgsning af tannin ud fra en kendt mengde, indtil
udfzldning sker. Efter 10 minutter udtages der to prgver
p& hver 1,7 ml, og de centrifugeres ved 10.000 G i 5 mi-
nutter. Supernatanterne udhzldes i smd reagensglas, og
der foretages yderligere sma tilsatninger af fortyndet
flokkuleringsmiddel eller af tanninoplgsningen, idet
der observeres for udfzldning til bestemmelse af det ma-
teriale, der er i overskud i oplgsningen, tannin eller
flokkuleringsmiddel. Tilsa@tningerne fortsattes, indtil
den yderligere tilsatning af tanninoplgsning ikke giver
nogen yderligere faldning. Den tilsatte maengde tannin kan
derpd udtrykkes som @kvivalent til co-flokkulering af 1
ml (eller gram) flokkuleringsmiddel.

N&r flokkuleringsmidlet anvendes som dets reak-
tionsprodukt med tvaerbindingsmidlet, vil flokkulerings-
styrken vere noget reduceret i forhold til det uomsatte
materiale. Tanninzkvivalentet kan bestemmes direkte ved
anvendelse af reaktionsproduktet ved den ovenfor omtalte

procedure.
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Anvendelsen af de ovenfor omtalte titreringsmeto-
der til bestemmelse af mengderne af reagens ville v&re

gnskelige forud for immobiliseringen af kommercielt pas-
sende mangder af biokatalysatoren. Nar deres anvendelse
ikke er praktikabel, kan der imidlertid opnas en tet til-
nermelse til de optimale mengder ved anvendelse af 0,5-
-1,0 g tannin pr. liter, 1,0-1,5 g flokkuleringsmiddel
pr. liter og 0,7-2,5 g tvaerbindingsmiddel pr. liter for
hver 10 gram pr. liter af materiale, der kan udvindes
fra det vandige medium ved flokkulering.

~ Den her omhandlede fremgangsmade til biokatalysa-
tor-immobilisering har vist sig at vare effektiv, uaf-
hengigt af, om biokatalysatoren er i form af hele celler,
sprangte celler eller frit enzym. Enzymproducerende mikro-
organismer (og af disse producerede enzymer), der kan immo-
biliseres ved fremgangsmdden, omfatter Streptomyces oli-
vaceous, S.griseus, S.olivochromogenes, S.phaeochromoge-
nes, Bacillus licheniformis, B.amyloliquefaciens, B.coa-
gulans, B.awamori, B.subtilis, Aspergillus niger, A.
oryzae og Protaminobacter rubrum.

Den praktiske udfgrelse af den her omhandlede frem-

gangsmdde belyses narmere i de fglgende eksempler.

Eksempel 1

Biokatalysatorpartikler fra fermentationsfiltrat

(oplpseligt enzym)

Et rekonstitueret glucoamylase-filtrat fremstilles
ved oplgsning af 30 g pulverformigt glucoamylasepraparat
i 2000 ml vand. En portion pd 1900 ml af den resulteren-
de oplgsning flokkuleres med 11 ml af en 5 g/dl-oplgs-
ning af polyethylenimin i vand ved en pH-vardi indstillet
pd& 7 ved anvendelse af eddikesyre. Denne mezngde poly-
ethylenimin (PEI) er i 20%'s overskud i forhold til den

mengde, der er bestemt som vaerende ngdvendig til flokku-

lering.
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Til den flokkulerede opslamning szttes der 9,6 ml
af en 4 g/dl-oplgsning af garvesyre (NR-kvalitet) i vand.
Dette er den mengde garvesyre, der findes at vare akviva-
lent til flokkulering af det anvendte overskud af PEI.

Glutaraldehyd (3 meq) tilsattes som en fortyn-
ding af 0,6 ml 25%'s (w/w) glutaraldehydoplgsning i
ca. 100 ml vand. Denne mangde er baseret pd det stgkio-
metriske krav som bestemt ved formol-titrering.

Den endelige pH-verdi indstilles pa fra 6,5 til 7,5
under anvendelse af en 1 N natriumhydroxidoplgsning, og
efter 1 times henstand ved stuetemperatur udvindes de
aggregerede faste stoffer ved centrifugering ved ca.
10.000 x G i 15 minutter. De fugtige faste stoffer eks-
truderes derpd, og de spaghettiformede partikler tgrres
i en vakuumovn med en svag indtagning af luft ved 50°C
i 16 timer. Det fremkomne, tgrrede ekstrudat opbrydes i
partikler. Partiklerne viser sig at indeholde den gnskede
biokatalytiske aktivitet (glucoamylase), ndr de anbringes
i en oplgsning af 1 g/dl af maltose i 0,1 M natriumace-
tatpuffer ved en pH-verdi pa 4,2 ved 50°C. Den biokata-
lytiske aktivitet bestemmes ved en forggelse i koncentra-
tionen af glucose i substratet som bestemt ved kontrol med
DEXTROSTIX - reageﬁsstrimler. Glucosekoncentrationen
stiger fra ca. 0 mg/dl til 20 mg/dl i lgbet af 2 minut-
ter ved stuetemperatur i en blanding af 507ml.substrat
med 200 mg af biokatalysatoren. Blandingen inkuberes
derpd under omrgring ved 50°C. Efter 40 minutter er glu-
cosekoncentrationen stgrre end 250 mg/dl.

Partiklerne filtreres, vaskes og overfgres til en
frisk portion af det ovenfor beskrevne substrat, hvor de i-
gen udviser den ¢gnskede biokatalytiske aktivitet, ved
hvilken glucosekoncentrationen forgges til mere end 250
mg/dl i lgbet af 40 minutter. Et inkuberet kontrolsub-
strat viser en vardi pd ca. 0 mg/dl i lgbet af 40 minut-
ter. Ved fortsat ophold i substratet bibeholder partik-
lerne deres fysiske integritet uden signifikant blgdgg-

ring.
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EksemEel 2

Biokatalysator-partikler fra hel fermentations-

indhgstning

I dette eksempel anvendes der portioner af en fer-
mentering med en mutantstamme af Streptomyces olivaceous
indeholdende intracellular glucoseisomerase. Den tgrre
vagt af celleindhold er 7,5 g/liter. En formol-titer for
reaktionen med formaldehyd ved en pH-verdi pad 8,5 bestemmes
til at vare 7,4 meg/liter.

.Der foretages fglgende tilsztninger til en por-
tion p& 1 liter af fermenteringen: ialt 1,0 g quebracho-
ekstrakt-tannin tilsattes efter forudgéende oplgsning i
vand i en koncentration pd 4 g/dl. Dette ggres ved den
oprindelige pH-vardi pa 5,15 for indhgstningen. pH-vardi-
en instilles derpd pa 9,0 med 2 N natriumhydroxidoplgs-
ning.

Et praparat af en epihalohydrin-polyamin-copoly-
mer (BETZ 1180 fra Betz-Laboratories, Inc.), i det fgl-
gende betegnet som polyamin-flokkuleringsmiddel, blandes
med glutaraldehyd ved tilsztning af polyaminen til en van-
dig oplgsning af glutaraldehyd med en koncentration pd ca.
3,5% (w/w). Polyaminen er i forvejen fortyndet i vand til
et indhold p& ca. 2% faste stoffer, og pH-verdien er ind-
stillet p& 9,0, som opretholdes under tilsatningen af
aminen. Den endelige blanding er sammensat af 1,77 g/dl
glutaraldehyd og 1,3 g/dl polyamin, der giver et over-
skud af aldehyd pd 0,34 meq. Blandingen af glutaralde-
hyd og polyamin sazttes til den til en pH-vardi pa 9 ind-
stillede fermenteringsindhgstning indeholdende tannin pa
et niveau pd& 112,5 ml pr. liter oprindeligt indhgstet rum-
fang. Dette findes at vere det sadvanlige krav til flok-
kulering af s8danne fermenteringer. Den endelige glutaral-
dehydkoncentration er i overskud i forhold til det stg-

kiometriske krav med 30 meqg/liter.
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Efter tilsatning af polyamin-glutaraldehyd-adduk-
tet indstilles pH-vardien igen pa 9. Blandingen henstilles
i ca. 3 timer, og de aggregerede faste stoffer skilles
fra ved filtrering under anvendelse af vakuum og opsam-
les pd papirskiver. Den fremkomne filterkage fjernes
fra papiret og ekstruderes manuelt under anvendelse af en
10 cm3 plastsprgjte med en &bning med diameter pa 1,5
mm. Ekstrudatet tgrres i nogle f£3& timer under et aftrak
med moderat luftstrgmning og derefter i en ovn med force-
ret luftgennemstrgmning ved 60°C i 8 timer.

Til sammenligning fremstilles der andre pr&pa-
rater, hvor &t af reagenserne er udeladt, eller hvor kun
tanninet eller glutaraldehydet anvendes til udvinding af
aggregatet. I disse tilfalde er de dannede aggregater of-
te ikke let udvindelige ved filtrering og centrifugeres
og dehydratiseres derfor til sammenlignelige fugtige fil-
terkager ved presning mellem lag af papir. De gvrige be-
tingelser for udvindingen forbliver de samme. N&r enten po-
lyaminen eller glutaraldehydet udelades, fremstilles ad-
duktet ikke, men reagenserne anvendes i de samme for-
tyndinger som addukt-praparatet. Tannin selv evalueres
ogsé ved en pH-vardi p& 7, hvilket giver bedre flokku-
lering end ved en pH-verdi pd 9.

De som ovenfor fremstillede tgrrede materialer
formales forsigtigt manuelt med morter og pistil, og det
formalede materiale ledes gennem en nr. 24 mesh Tyler-

-sigte eller en dermed zkvivalent sigte og opsamles pa en
nr. 28 mesh Tyler-sigte eller en dermed &kvivalent sigte.
Materialet bedgmmes for styrke efter rehydratisering i en
kompressionscelle, og den relative styrke bestemmes ud fra
det arbejde, der er ngdvendigt for at komprimere en prgve
til en brgkdel af rumfanget af det oprindelige rehydra-
tiserede rumfang.

Hirdheden udtrykkes i relation til modstandsdyg-
tighed mod komprimering for bakteriecelleaggregatpartik-
lerne. Der anvendes en Instron Universal Tester Model
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1102 pd en made svarende til den i USA-patentskrift nr.
3.935.069 beskrevne. Dette instrument kan fas fra In-
stron Corporation, Canton, Massachusetts.

Den belastnings- eller prg¢gvecelle, der anvendes
i den ovennavnte Instron Tester, bestdr af en transparent
acrylplastcylinder med en indre diameter pd 4,37 cm, en
ydre diameter pd 6,54 cm og en hgjde pa 21,8 cm. Bund-
delen har et trin med en tykkelse pd 0,635 cm med en ab-
ning pa 3,81 cm til dannelse af en understgtning for
et mikrofilter. Et bekvemt mikrofilter er en spindedyse,
der anvendes ved tekstilspinding og har 14.500 abninger
med diameter ca. 00,2032 mm.

Et rustfrit stdlstempel af type 304 med diameter
4,3 cm og langde 13,66 cm monteres saledes, at det kan
bevaege sig koaksialt i den navnte cylinder. Passende tegn
er anbragt langs belastningscellen til markering af en
prgvedybde pd 10,17 cm. Der forefindes ogsa udstyr til
pasetning af formindsket tryk eller vakuum ved bunden af
belastningscellen og udstyr til opsamling af enhver vas-
ke, der passerer gennem mikrofilteret.

Hvis en prgve af bakteriecelleaggregat anbringes
i den ovennavnte belastningscelle, og der pasattes tryk
pé& prgven gennem stemplet, komprimeres prgven.

Det tryk, der kraves til en given komprimering af
prgven, er et udtryk for prgvens hardhed.

Resultaterne af dette forsgg fremgar af den f@l-
gende tabel I:
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Tabel T

Relativ
Prgve styrke
Den beskrevne behandling = 100
Tannin udeladt 68
Glutaraldehyd udeladt 49
Polyamin udeladt ingenX
Glutaraldehyd alene ingenx
Tannin alene (pH = 9) ingenx
Tannin alene (pH = 7) ingen™

Zdisse prgver mister integritet i deres partik-
ler ved rehydratisering og har utilstrakkelig

styrke til egentlig afprgvning.

Alle de ovennavnte partikler udviser den ¢gnskede bioka-

talytiske (glucoseisomerase)-aktivitet.

Eksemgel 3

Biokatalysator-partikler fra fermenterings-ind-

hgstning

I dette eksempel pd udvindingen af en fermentations-
-indhgstning fra en mutantstamme af Streptomyces olivaceous
formindskes glutaraldehyd-overskuddet fra 30 meq/liter til
4 meqg/liter i den endelige blanding.

Den anvendte metode er tilsatning af kun en del af
polyamin-glutaraldehyd-adduktet, efterfulgt af mere poly-
amin (med samme fortynding) til fremkaldelse af flokkule-
ring.

Der foretages garvesyretilsatninger pa 0,5 g og
1,0 g pr. liter oprindelig indhgstning under anvendelse
af en vandig opl¢gsning med 4 g/dl. Andre udvindingsbetin-
gelser er som 1 det foregdende eksempel. De resulterende

styrker af de rehydratiserede partikler fremgadr af tabel II.
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Tabel II
Relativ
Prgve styrke
Garvesyre udeladt = 100
1 g/liter garvesyrekoncentration 110
0,5 g/liter garvesyrekoncentration 111
Garvesyre udeladt, 30 meg/liter 94

aldehydoverskud

1 g/liter-niveauet for garvesyre er &kvivalent
med co-flokkulering af 27% af polyamin-glutaraldehyd-ad-
duktet (13,5% for 0,5 g/liter-niveauet). '

Alle partiklerne udviser den ¢gnskede biokataly-

tiske (glucoseisomerase) aktivitet.

Eksempel 4
Biokatalysator-partikler fra fermenterings-ind-

hgstning

En fermenterings-indhgstning af en mutantstamme af
Streptomyces olivaceous er udgangsmaterialet ved dette
forsgg. Det har et tgrcelleindhold p& 7,35 g/liter, en
pH-vardi p& 7,3 og en aldehyd-reaktiv kapacitet péd 44,7
meq/liter ved en pH-vardi pa 8,5.

En portion pd 227 liter af fermenterings-indhgst-
ningen behandles med 2,5 N natriumhydroxidoplgsning til
opnielse af en pH-vardi pd 9,0. 25 liter af et polyamin-
-glutaraldehyd-addukt fremstillet som i eksempel 2 til-
sattes derpd gradvist under sammenblanding. Den endelige
pH-vardi er 8,8. Efter 1 times forsigtig omrgring udvin-
des de aggregerede faste stoffer ved filtrering. Den af
faste stoffer bestdende- filterkage ekstrudereé derefter,
tgrres i en forceret luftstrgm ved 600C og formales til
grove partikler.

P8 lignende mide sattes der til 257 liter af ind-
hg¢stningen 257 g quebracho-tanninekstrakt i form af en
3,9 g/dl-oplgsning i vand. 1 time efter indblandingen
indstilles pH-verdien fra 7,2 til 9,0 med 2,5 N natrium-
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hydroxidoplgsning. Der tilsattes derpa 28,3 liter af po-
lyamin-glutaraldehyd-adduktet gradvist og under sammen-
blanding.

Efter udvinding som ved den fgrste portion uden
tannin bedgmmes partikler af tilsvarende stgrrelse med
hensyn til mekanisk styrke efter rehydratisering. Prgven
uden tannin tildeles en relativ styrke pa 100, medens
prgven med tannin findes at have en relativ styrke p& 190.

Disse partikler udviser den ¢gnskede biokataly-

tiske (glucoseisomerase) aktivitet.

Eksemgel 5

Biokatalysator-partikler fra fermenterings-ind-

hgstning.

Der anvendes en anden fermentering af den i eksem-
pel 4 beskrevne type, hvor tgrcelleindholdet er 6,26 g/li-
ter, og pH-vardien er 5,3. Indholdet af aldehyd-reaktivt
materiale ved en pH-verdi pd 8,5 er 32,1 meq/liter. Un-
der anvendelse af en lignende procedure som i det fore-
gdende eksempel findes det, at mezngderne af reagenser er

som fglger:

Portion 1: 200 liter indhgstet materiale
18,8 liter polyamin-glutaraldehyd

Portion 2: 189 liter indhgstet materiale
189 g quebracho-tanninekstratet
17,7 liter polyamin-glutaraldehyd

Portioner af hver batch med samme partikelstgrrel-

se bedgmmes for styrke efter rehydratisering.

Relativ
Prgve styrke
Uden tannin = 100
Med tannin-tilsetning 224

Partiklerne udviser den ¢gnskede biokatalytiske

(glucoseisomerase) aktivitet.
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Eksempel 6

Biokatalysator—partikler fra fermenterings-ind-

hgstning

En fermenterings-indhgstning af en mutantstamme af
Bacillus licheniformis ATCC 31604 dekanteres til adskil-
lelse deraf fra nogle ikke-cellulare, tatte faste stof-
fer. Det aldehyd-reaktive indhold, bestemt ved formol-titre-
ring ved en pH-vardi pd 8,5, er 91,3 meq/liter.

Der udtages en portion pa 500 ml, Og pH-vardien ind-
stilles p& 8. Dernest tilsattes der 150 ml af et polyamin-
—eplhalohydrln og glutaraldehyd addukt som fremstillet 1
eksempel 2. Denne mangde udggr i nogen grad et overskud
i forhold til den mengde, der kraves til den bedste flok-
kulering. Der tilsattes derpa quebracho-tanninekstrakt i
form af 10 ml af en 4 g/dl-oplgsning. Efter henstand i 1
time isoleres de aggregerede faste stoffer ved centrifu-
gering og ekstruderes derefter under anvendlese af en plast-
sprgjte, og der tgrres ved 60°C i en ovn med forceret luft-
gennemgang .

Der f&s partikler ved forsigtig formaling af det
tgrrede materiale. Nar disse partikler rehydratiseres i en
40%'s (w/w) glucoseoplgsning, bibeholder de deres fysiske
integritet og biokatalytiske (glucoseisomerease) aktivitet

efter fortsat nedsankning ved 70°C i 24 timer.

Eksempel 7

Tmmobilisering af biomasse indeholdende palatinose-

~dannende enzymaktivitet

Der udfgres fermenteringsstudier i lille skala i to
14 liters Chemapec LF-14 fermenteringsbeholdere (arbejds-
rumfang 10 liter). Hver fermenteringsbeholder er udstyret
med apparatur til m&ling af oplgst oxygen og pH og kobles
periodisk via rgrforbindelser til en Perkin-Elmer MGA-1200
procesgasanalysator til mdling af COZ’ argon, oxygen, nitro-
gen, H20 og NH3 i den ved fermenteringen udviklede gas. C02

er naturligvis af primer interesse.
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Fermenteringsmediet bestdr af roetyksaft i en kon-
centration pa 5° Brix, suppleret med 0,1% (NH4)2HPO4 og
2,0% majstgbevaske.

Fermenteringsbeholderen podes med 100 ml af et Prot-
aminobacter rubrum-podemateriale opndet ved dyrkning af en
forradskultur i det ovenfor beskrevne medium, som dernast
inkuberes ved 30°C under omrgring ved 290 o/min. i en ro-
terende omrgrer i 24 timer inden podningen. Efter ca. 15
timer udvindes den biomasse, der er anvendt i det pafglgen-
de stabiliseringsforsgg, fra fermenteringsbeholderen.

En immobiliseringsprocedure (metode 2), der fal-
der inden for den foreliggende opfindelses rammer, og fi-
re metoder, der falder uden for opfindelsens rammer, ud-
fores med den ovenfor beskrevne fermenteringsvaske, hvis

formol-titreringsvaerdi er 0,61 meg/liter.

Immobiliseringsmetoder

Metode 1

500 ml hel fermenteringsvaske indstilles pa& en pH-
-vaerdi pa fra 6,5 til 4,95 med 1,0 N NaOH. Hertil sattes
der 55 ml glutaraldehyd-polyamin-addukt, der er fremstillet
som fglger:
1. 11,67 g BETZ 1180 fortyndes til 100 ml i H,0.
2. pH-verdien indstilles pa 9,0.
3. 17,8 ml 25%'s glutaraldehyd fortyndes til 100 ml i H20.
4. BETZ 1180-oplgsning sattes langsomt til glutaraldehyd.
5. pH-verdien genindstilles pa 9,0.

Herefter fir kombinationen lov at reagere ved 25°¢

i 1 time. .

Metode 2

Til 500 ml hel fermenteringsvaske sattes der lang-
somt 12,5 ml af en 4,0 g/dl-oplgsning af quebracho-tannin,
indtil der sker flokkulering af cellerne. Oplgsningen hol-
des ved 25°C i 30 minutter, hvorpa oplgsningens pH-vardi
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indstilles pa 6,5 med 1,0 N NaOH, og 65 ml af glutaralde-
hyd-polyamin-oplgsningen, fremstillet som under metode 1,
tilsattes. Oplgsningen holdes derpa ved 259C i 1 time.

Metode 3

Til 500 ml hel fermenteringsvaeske sattes der 12,5
ml 4,0%'s (w/v) gquebracho-tannin. Efter indstilling af
pH-verdien pa& 6,5 med 1, 0 N NaOH tilsattes der 60 ml
1,67%'s glutaraldehyd, og oplgsningen holdes ved 25°¢C.

Metode 4

Til 500 hel fermenteringsvaske sattes der 2,5 ml
10%'s polyethylenimin (PEI). Vasken holdes ved 25°C i 30
minutter. Oplgsningens pH-verdi indstilles pd 6,5 med 1,0
N NaOH, og der tilsattes 50 ml 1, 67%'s (w/v) glutaralde-
hyd. Den fremkomne blanding holdes ved 25°C i 1 time.

Metode 5

500 ml hel fermenteringsvaske titreres til en pH-
—vezrdi p& 5 med en oplgsning af 10%'s PEI. Oplgsningen hol-
des ved 25°Cc i 30 minutter, hvorpd der tilszttes 50 ml
1,67%'s (w/v) glutaraldehyd.

Ved alle de ovennavnte metoder far de flokkulerede
celler lov at afsatte sig, og supernatanten dekanteres. Re-
sten af opslamningen centrifugeres ved 10.000 o/min. i 10
minutter ved 25°c i en Sorvall RC-2B-centrifuge under an-
vendelse af et centrifugehovede af typen GSA. Den fikserede,
feldede biomasse ekstruderes derpd gennem en standard 100
ml-injektionssprgjte, idet man ved tryk med hédnden presser
pastaen gennem sprgjtedbningen (1,1-1,5 mm) uden nogen nal
eller kanyle pasat derpa. Det spaghetti-lignende ekstru-
dat tgrres ved 40°C i en tgrreovn med forceret luftgennem-
gang og opbrydes i partikler af passende stgrrelse til y-~
derligere afprgvning. Resultaterne af de udfgrte afprgv-

ninger er samlet i tabel III.
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Patentkrarv.

1. Fremgangsmdde til immobilisering af en enzym-
producerende mikroorganisme eller det af denne produce-
rede enzym, k end e t egne t ved, at man fremstil-
ler et reaktionsprodukt pa den made, at man
(a) bringer et vandigt medium indeholdende enzymet eller
en masse af bakterieceller med biokatalytisk aktivitet i
kontakt med tannin, et kationisk flokkuleringsmiddel i form
af en langkadet polyamin og et tverbindingsmiddel, og at man
(b) skiller reaktionsproduktet fra det vandige medium og,
om gnsket, efterbehandler dette.

2. Fremgangsmade ifglge krav 1, k ende teg -
net ved, at det materiale, der immobiliseres, er et
frit enzym.

3. Fremgangsmade ifglge krav 1, k end e teg -

n et ved, at det materiale, der immobiliseres, er i form
af hele eller sprangte mikroorganismeceller.

4. Fremgangsmide ifglge krav l, k en deteg -
net ved, at der som det kationiske flokkuleringsmiddel
anvendes polyacrylamid, polyethylenimin, poly-(2-hydroxy-
propyl-1-N-methylammoniumchlorid), poly-(2-hydroxypropyl-
-1,1-N-dimethylammoniumchlorid), poly-(N-(dimethylamino-
methyl)-acrylamid), poly-(diallyldimethylammoniumchlorid),
poly- (N,N-dimethylaminoethyl-methacrylat) eller poly-(N-
-dimethylaminopropyl) -methacrylamid.

5. Fremgangsmade ifglge krav 1, k end e t e g -
net ved, at der som flokkuleringsmidlet anvendes en
vandoplgselig, kationisk polymer fremstillet ved polymeri-
sation af en epihalohydrin med en alkylenpolyamin med form-
len R,R,NRNH

172 27
2 til ca. 6 carbonatomer, og Rl og R2 hver for sig er en

hvor R er en lavere alkylengruppe med fra

alkylgruppe med fra 1 til ca. 6 carbonatomer, -idet molfor-

holdet mellem epihalohydrin og polyamin ligger fra ca.
0,60:1 til ca. 2,7:1, hvorhos polymerisationen omfatter
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omsatning med alkylenpolyaminen af fra ca. 50 til ca.
90% af den maengde epihalohydrin, der skal polymeriseres,
idet reaktionen fir lov at fortsette, indtil reaktions-
mediet ndr en praktisk taget ensartet viskositet, og den
resterende portion af epihalohydrinen omsattes portions-
vis til fremstilling af den kationiske polymer, hvorhos
polymerisationstemperaturen ligger fra ca. 60 til ca.
120°C.

6. Fremgangsméde ifglge krav 1, k end e t eg =
net ved, at der som tvarbindingsmidlet anvendes et
multifunktionelt aldehyd, et multifunktionelt halogenid,
et multifunktionelt anhydrid, en multifunktionel azofor-
bindelse, et multifunktionelt isocyanat, et multifunktio-
nelt isothiocyanat eller et dehydrativt kondensationsreak-
tionsmiddel.

7. Fremgangsmdde ifglge krav 1, kend e t eg -
net ved, at der som tverbindingsmiddel anvendes glutar-
aldehyd.

8. Fremgangsmade ifglge krav 1, k end et eg -
n et wved, at der anvendes gquebracho-tannin.

9. Fremgangsmade ifglge krav 1, k end e t e g =
n et ved, at der som tannin anvendes garvesyre.

10. Fremgangsmédde ifplge krav 1, k end e t e g -
net ved, at det kationiske flokkuleringsmiddel og tvar-
bindingsmidlet for-reageres til dannelse af et addukt
inden deres kontakt med biokatalysatoren.

11. Fremgangsmdde ifglge krav l, k end e t e g -
net ved, at den enzymproducerende mikroorganisme er
Streptomyces olivaceous, S.griseus, S.olivochromogenes,
S.phaeochromogenes, Bacillus licheniformis, B.amyloli-
quefaciens, B.coagulans, B.awamori, B.subtilis, Asper-
gillus niger, A. oryzae eller Protaminobacter rubrum.

12. Fremgangsmade ifglge krav 1 til immobilise-
ring af Streptomyces olivaceous, k end e t egnet

ved, at man i rakkefglge gennemfgrer fglgende trin:
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(a) tilvejebringelse af et vandigt medium indeholdende
hele celler af mikroorganismen,

(b) tilsatning af quebracho-tannin til det vandige medium,
(c) tilsatning af et addukt af glutaraldehyd og en epi-
halohydrin-polyamin-copolymer til det vandige medium til
dannelse af et reaktionsprodukt,

(d) fjernelse af reaktionsproduktet fra det vandige me-
dium, og

(e) torring af reaktionsproduktet ved en forhgjet tempe-
ratur.

13. Fremgangsmade ifglge krav 1 til immobilise-
ring af Bacillus licheniformis, kendetegnet
ved, at man i rakkefglge gennemfgrer fglgende trin:

(a) tilvejebringelse af et vandigt medium indeholdende mi-
kroorganismecellerne,

(b) tilsatning af glutaraldehyd og en epihalohydrin-poly-
amin-copolymer til det vandige medium,

(c) tilsetning af quebracho-tannin til det vandige medium
til dannelse af et reaktionsprodukt,

(d) fjernelse af reaktionsproduktet fra det vandige medium,
og

(e) tgrring af reaktionsproduktet ved en forhgjet tempera-
tur.

14. Fremgangsmdde ifglge krav 1 til immobilisering
af Protaminobacter rubrum, k end et egnet ved, at
den omfatter fglgende trin:

(a) tilvejebringelse af et vandigt medium indeholdende mi-
kroorganismecellerne,

(b) tilsatning af tannin til det vandige medium,

(c) tilsztning af et addukt af glutaraldehyd og en epiha-
lohydrin-polyamin-copolymer til det vandige medium til dan-
nelse af et reaktionsprodukt,

(d) fjernelse af reaktionsproduktet fra det vandige medium,
og

(e) tgrring af reaktionsproduktet.
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15. Fremgangsmade ifglge krav 14, k en d e -
tegnet ved, at der som tannin anvendes quebracho-

-tannin, og at dette sattes til det vandige medium inden
adduktet.
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