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(54) Immobiliseret forsukringsenzymprodukt og frem-
gangsmade til fremstilling heraf

opfindelsen angdr et partikelformet, immobilise-
ret forsukringsenzymprodukt, i hvilket forsukringsenzymet
pestar af amyloglucosidase eller maltosedannende alfa-amy-
lase, som begge sedvanligvis udvindes ved dyrkning af svam-
pe, samt en fremgangsmade til fremstilling af et sadant

produkt.

Immobilisering af extracellulare og intracelliule-
re, vandoplgselige enzymer, d.v.s. binding af katalytisk
aktive (native) enzymer i et uoplgseligt fast eller halv-
fast, formbart eller formet produkt har i de senere ar faet
stor gkonomisk betydning, fordi denne teknologi har mulig-
gjort dels genbrug af enzymer i en batch-proces, dels gjort
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enzymer egnede for anvendelse i en kontinuerligproces i en
i sékaldt enzymreaktor. I de seneste 4r har bestrabelserne
vaeret koncentreret om udviklingen af immobiliseringstekno-
logien i stivelsesindustrien i forbindelse med fremstillin-
gen af sadanne produkter som glucosesirup og isomeriseret
glucosesirup (i det fglgende benzvnt isosirup), idet forst-
navnte sadvanligvis er betegnelsen for en vandig glucoseop-
lgsning med et terstofindhold pa mindst 30%, og sidstnavnte
en glucose-fructose—opl¢sning med et lignende tgrstofind-
hold og et fructoseindhold pé& mindst 42% af totalindholdet
af monosaccharider. Isosirup er i lgbet af de seneste &r
blevet et vigtigt produkt for levnedsmiddelindustrien som
en fordelagtig erstatning for saccharose og for glucosesi-
rup (hvoraf sidstnavnte har mindre spdeevne end isosirup).
Andre typer sukkersirup, som er baseret pa stivelseshydro-
lyse og kendetegnet ved at have et hejt indhold af maltose,
nemlig hegj-maltosesirup og sdkaldt hgjkonverteret sukkersi-
rup bruges i stadig stgrre mdlestok, f.eks. i henholdsvis

konfekture~- og konservesindustrien.

Den industrielle konvertering af stivelse til
glucosesirup og derefter til isosirup omfatter tre proces-
trin, nemlig forflydning af stivelsen til dextriner, hvil-
ken proces katalyseres af syre eller/og af bakterie-alfa-
amylase, .efterfulgt af forsukring til glucosesirup og der-
efter isomerisering af denne til isosirup, idet de sidst-
nzvnte procestrin er katalyseret af hver sit specifikke
enzym, nemlig henholdsvis amyloglucosidase og glucoseisome-
rase. De seneste &rs teknologiske udvikling har medfgrt, at
kontinuerlige processer er til rddighed for bide forste og
tredie trin af ovennavnte produktionsproces. Derimod er den
industrielle forsukringsproces stadig hovedsageligt en
batchproces Udgangsproduktet for hgj-maltosesirup er ogsa
forflydet stivelse, fremstillet som oven for angivet. I
dette tilfelde udfgres den efterfglgende forsukringsproces,
der resulterer i en sukkersirup med hgjt maltoseindhold (og

sedvanligvis indeholdende en relativt ringe mengde glucose)




ved hjzlp af en maltosedannende amylase, fortrinsvis en
svampe-alfa~amylase. For denne forsukringsproces galder
ligeledes, at den sadvanligvis udfgres som en batch-proces

ved hjelp af det opleste enzym.

Til trods for at fordelen ved en helt igennem
kontinuerlig bruttoproces er indlysende, er udviklingen af
enzymreaktorteknikken i forbindelse med brugen af immobili-
seret amyloglucosidase i forsukringstrinnet kun pa begyn-

delsesstadiet.

En rzkke metoder til immobilisering af amyloglu-
cosidase, f.eks. ved binding af enzymet til et uopleseligt
uorganisk eller organisk bzremateriale, er kendt fra
teknikken. Imidlertid synes kun fa af disse metoder at vare
udviklet ud over laboratorieskala. Af metoder, som gjensyn-
ligt har passeret dette stadium, kan navnes immobiliserin-
gen af amyloglucosidase ved covalent binding af dette til
porgse partikler af glas eller keramisk materiale. I denne
forbindelse henvises til en artikel publiceret af D.D. Lee
et al. i "Die Starke", vol. 27 (1975) pp. 384 - 387.

I en kontinuerlig proces i halvteknisk (pilot
plant) skala, i hvilken en kolonne blev pakket med et
sddant enzymprodukt og derefter tilfert oplgsninger af kom-
mercielt tilgengelige dextriner, opndedes en konverterings-
grad til glucose, der narmede sig den i en batch-vis for-
sukringsproces med oplgselig amyloglucosidase tilstrabte
konverteringsgrad pd mindst 92% (idet dog en konvertering
til 93% og derover naturligvis er at foretrzkke). Imidler-
tid viste produktanalyser, at reversions-reaktioner, d.v.s.
repolymerisation af glucose til maltose, isomaltose og
hojere oligomere, katalyseret af amyloglucosidase, forekom-
mer i hgjere grad i kolonneprocessen end i den batch-vise

proces med det frie enzym.
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Den omstandighed, at reversion finder sted i
hgjere gfad med det immobiliserede enzymprodukt, synes at
vere en ulempe, som tildels henger sammen med brugen af et
porgst baremateriale for enzymet. Det er klart, at den
porgse struktur yder et vasentligt bidrag til det totale
overfladeareal, som er til radighed for binding af enzymet
og, som fglge deraf, til den maximalt opndelige enzymakti-

vitet i det immobiliserede enzymprodukt.

Imidlertid er det uundgdeligt, at den hgje kon-
centration af amyloglucosidase, som er bundet til over-
fladen i bzrematerialets porer, og den nedsatte diffusions-
hastighed i selve porerne i forening medfgrer, at der
lokalt opstdr heje glucosekoncentrationer. Dette indebarer
gunstige betingelser for fremskyndelsen af enzymprocesser
med hoje Km—vardier, hvilket netop karakteriserer de
ugnskede reversionsreaktioner, og iszr dem, der forer til

dannelsen af isomaltose og isomaltotriose.

Et immobiliseret maltosedannende alfa-amylasepro-
dukt, fremstillet ved binding af det oplgselige enzym til
aminoethylcellulose ved hjalp af glutaraldehyd, er omtalt i
U.S. patentskrift nr. 4.011.137 (Thompson et al.).
Imidlertid er brugen af det immobiliserede enzym begranset
til at gge konverteringsgraden af dextrin til glucose med
en pd lignende made immobiliseret amyloglucosidase, idet
forsukringsprocessen gennemfgres ved hjelp af en blanding
af de to immobiliserede enzymer. Det pagzldende patent om-
handler overhovedet ikke brugen af immobiliseret maltose-
dannende alfa-amylase til fremstillingen af hgjmaltosesi-

rup.

Det er fra dansk patentskrift nr. 133.380 kendt
at fremstille et partikelformet, immobiliseret forsukrings-
enzymprodukt, i hvilket enzymet er krydsbundet til et gele-
rende protéin, hvorved enzymet forefindes hovedsageligt
homogent fordelt i partikler med en §0r¢s eller netformet

struktur.
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Alle dextriner, uanset om de er fremstillet ved
sur eller enzymatisk hydrolyse af stivelse, indeholder
vasentlige mengder af oligomere af glucose, idet forflyd-
ningsprocessen sadvanligvis standses, nar den gennemsnit-
lige kazdel®ngde af hydrolysatet svarer til 6 - 10 glucose-
rester. Dette medfgrer, at sterisk hindring hemmer diffu-
sionen af de storre dextrinmolekyler til enzymcentre, som
ligger under en vis dybde i den porgse eller netformede
partikelstruktur og dermed utilfredsstillende udnyttelse af

enzymet.

Formdlet med denne opfindelse er at overvinde
eller i det mindste at formindske de vasentligste ulemper
ved de kendte immobiliserede forsukringsenzymprodukter ved
tilvejebringelse af et immobiliseret produkt med i alt
vesentligt lignende proceskarakteristika som det oplgselige
enzym, uanset om det immobiliserede produkt bruges i en

batch-vis eller kontinuerlig proces.

For den immobiliserede amyloglucosidases vedkom-
mende indebzrer denne betingelse normalt, at der ved en
kontinuerlig fosukringsproces, gennemfgrt under industriel-
le procesbetingelser (1 henseende til dextrin-substratets
sammensatning og tillgbshastighed til kolonnen), opnds en
glucosekoncentration i udlgbet pa mindst 92%, og at den
totale koncentration af disaccharider (maltose og isomalto-
se) og trisaccharider (hovedsagelig panose og isomaltotri-

ose) ikke overstiger henholdsvis 4 og 1%.

For den immobiliserede maltosedannende alfa-amy-
lases vedkommende vil de tilstrazbte konverteringsparametre
tilsvarende vaere: 40 - 60% maltose, 25 - 35% maltotriose

og, fortrinsvis, mindre end 10% glucose.

Da kommercielt tilgzngelige, oplgselige forsuk-
ringsenzymer er relativt billige og sardeles aktive, ma der

tilvejebringes gkonomisk konkurrencedygtige immobiliserede
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produkter. En forudsztning herfor er anvendelsen af rela-
tivt billige, kommercielt tilgazngelige barematerialer og
andre hjzlpestoffer, samt bibeholdelsen af en vaesentlig del
af enzymaktiviteten under immobiliseringsprocessen. Derud-
over er det ngdvendigt, at alle anvendte materialer er
utoxiske og godkendte til anvendelse i levnedsmiddelindu~

strien.

Forspg pd fremstilling af immobiliserede produk-
ter med et proteinagtigt lag bestdende af forsukringsenzy-
met alene, krydsbundet med glutaraldehyd, gav darlige
resultater. Uanset valget af bazremateriale fgrte de til
ufuldstandigt immobiliserede produker med et deraf fglgende
udtalt tab af enzymaktivitet under brug. Lignende vanske-
ligheder opstod med et udvalg af vanduoplgselige, partikel-
formede barematerialer af uorganisk (f.eks. mineralsk eller
keramisk) oprindelse eller under anvendelse af visse pro-
teinerr(som f.eks. granuleret soyaprotein). Arsagen hertil
ma formentlig seges i manglen pa et tilstrakkeligt stort
antal for krydsbinding tilgengelige grupper pa overfladen

af sadanne partikler.

Det har nu overraskende vist sig, at de fysiske
og enzymatiske egenskabér af sadanne produkter i hej grad
forbedres, s&fremt det anvendte baremateriale bestdr af
kaseingranuler og, ydermere, at krydsbindingen af enzymet
med glutaraldehyd i overstrakslaget foregar i nzrvarelse af
det vandopleselige, ikke~enzymatiske protein zggehvide som
binder, idet disse materialer &benbart udger en gunstig
kombination for tilvejebringelsen af et tilstrakkeligt

antal enzymstabiliserende krydsbindinger.

Det partikelformede, immobiliserede forsukrings-
enzymprodukt if@lge opfindelsen, i hvilket forsukringsenzy-
met er amyloglucosidase eller maltosedannende alfa-amylase,
er i overensstemmelse hermed ejendommeligt derved, at bare-

materialet'bestér af kaseingranuler, som er overtrukket med
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et vaskegennemtrazngeligt, proteinagtigt lag, i hvilket for-
sukringsenzymet og @ggehvide er krydsbundet ved reaktion

med glutaraldehyd.

De relative mzngder af de indgaende konstituenter
i form af forsukrinsenzym, kasein og azggehvide kan variere
inden for ret vide graznser, bl.a. afhengigt af aktiviteten
(som defineret nedenfor) af det oplgselige forsukrings-
enzym, der bruges som udgangsmateriale. I et foretrukket
produkt ifplge den foreligende opfindelse er vagtforholdet
mellem forsukringsenzym og kasein beliggende i omradet fra
1:200 til 1:2, fortrinsvis 1:25 til 1:5, idet mzngden af
amyloglucosidase og maltosedannende alfa-amylase er bereg-
net pd basis af et produkt med en enzymaktivitet pa hen-
holdsvis 10.000 og 3.000 enheder pr. g. P& samme made fore-
trakkes et vagtforhold mellem forsukringsenzym og &gge-
hvide, der er beliggende i omraddet fra 1:5 til 1:0.05 og

fortrinsvis i1 omradet fra 1:2 til 1:0.2.

Fremgangsmaden ifgplge opfindelsen er ejendommelig
ved, at et baremateriale af kaseingranuler overtrazkkes med
en reaktionsblanding af forsukringsenzymet, &ggehvide og
glutaraldehyd som, ndr reaktionen er tilendebragt, danner
et vaeskegennemtrazngeligt proteinagtigt lag, i hvilket for-
sukringsenzymet og ®ggehvide er krydsbundet ved reaktion
med glutaraldehyd, hvorefter det opnaede produkt, om
pnsket, yderligere behandles.

Ved udgvelse af fremgangsmdden kan en te¢r blan-
ding af kaseingranulat og zggehvidepulver under kraftig
omrgring befugtes med en vandig blanding bestdende af for-
sukringsenzymet og glutaraldehyd oplgst ved pH 4 - 7;
efterfulgt af et trin, i hvilket den resulterende befugtede
blanding henstdr, szdvanligvis ved stuetemperatur, indtil
krydsbindingsprocessen er afsluttet. Befugtningsprocessen
kan udfgres enten manuelt, f.eks. ved omhyggelig blanding

og =ltning i en morter, eller mekanisk, f.eks. i et med
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horizontalt placeret, plovformet omrgrer forsynet blande-
apparat af en type, som f.eks. leveres af Gebr. Lodige
Maschinenbau G.m.b.H., Paderborn, Vesttyskland. Fremgangs-
maden kan, om gnsket, varieres pé& den mdde, at aggehvide-
pulveret bringes i oplgsning sammen med enzymet i stedet
for at blive blandet i ter tilstand med kaseinet.

Vagtforholdet mellem glutaraldehyd (der sa:dvan-
ligvis tilsattes som en 50 vagt % vandig oplesning) og
overtrzkslagets proteiner (enzym + zggehvide) kan variere
betydeligt, idet dog det foretrukne interval er 0.1 til 1.

Vandindholdet af den totale reaktionsblanding inklusive

kaseingranulat tilpasses sadvanligvis til at ligge i inter-

vallet fra 10 til 50 vagt %.

Egenskaberne af det kaseingranulat, der valges
som bazremateriale, er af betydning for opndelsen af opfin-
delsens formdl. Det er sdledes nedvendigt, at kaseingranu-
lerne besidder en fysisk stabilitet der er tilstrazkkelig
til at modstd en vasentlig deformation, nar de udbledes
under trykbetingelserne i en pakket kolonne. Derudover ma

kvaldningsgraden i vand have en rimelig gvre grznse, som

fortrinsvis ikke overstiger 200%. Et eksempel pa et produkt

der opfylder disse betingelser er syrefaldet kaseingranu-
lat. Et sadant produkt, godkendt til levnedsmiddelbrug og

med en partikeldiameter overvejende i intervallet fra 100 -

500 u, er kommercielt tilgazngeligt, f.eks. fra det franske
firma Scerma S.A. Undersegelse af sadanne partikler ved
hjaelp af scanning elektronmikroskopi (SEM) viser, at deres
overflade har en meget ujavn og uregelmessig foldet struk-
tur, som har visse lighedspunkter med det makroskopiske
udseende af pimpsten. Det er sandsynligt, at en overflade
med en mikrostruktur af denne type blotlazgger et stort
antal grupper, der er egnede til krydsbinding med glutar-
aldehyd.
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Det er vigtigt for udfgrelsen af fremgangsmaden
ifplge opfindelsen, at en vasentlig fraktion af det som
binder benyttede @ggehvide gdr nasten gjeblikkeligt i op-
lgsning i vand. Denne egenskab forefindes szdvanligvis hos
kommercielt tilgzngelige kvaliteter af spraytorret agge-

hvide, som derfor er foretrukket.

Blandingsprocessen medfgrer sadvanligvis en vis
grad af sammenklumpning af de overtrukne partikler, sdledes
at resultatet efter krydsbindingsreaktionens afslutning er
et grovkornet og klumpet produkt. Dette produkt kan under-
kastes spnderdeling, f.eks. ved granulering, med det formadl
at frembringe et partikelformet produkt med partikelster-
relser inden for et foretrukket interval. Granuleringen kan
udfgres ved hjzlp af et oscillerende granuleringsapparat af
en type, som leveres af flere firmaer (Diaf, Kgbenhavn
eller Manosty, Liverpool). Det granulerede produkt, der har
passeret granuleringsapparatets sigte (i hvilken sigtehul-
lerne kan have en diameter pa 1 - 2 mm), kan befries for
fine partikler p& konventionel vis. Det sdledes opnéede
produkt kan, hvis det onskes, vaskes og derefter tgrres til

gnsket vandindhold.

Det tgrrede enzymprodukt udbledes sadvanligvis i
en vandig oplesning forud for dets anvendelse. En vis ud-
sivning af enzymet iagttages undertiden pa dette trin og
ligeledes i den efterfplgende fgrste fase af forsukrings-
processen. Dette tab af enzymaktivitet kan reduceres
vaesentligt ved at indskyde endnu en krydsbindingsproces, om
pnsket i1 forbindelse med udblgdningsprocessen. I henhold
til en udfgrelsesform for fremgangsmaden ifplge opfindelsen
udferes forbehandlingen af enzymproduktet derfor i en
vandig oplesning, der indeholder passende mzngde glutaral-
dehyd, fortrinsvis 0.5 - 5 vegt %, efterfulgt af fjernelsen
af overskud af reagenset ved udvaskning og, om gnsket, gen-

vinding af det terrede produkt.
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Det er iagttaget, at forbehandling af enzympro-
duktet med et salt af svovlsyrling kan medfgre en vasentlig-
pgning af konverteringsgraden af det forsukrede produkt
(udtrykt i % dextrose zkvivalent eller DE-vardi). Der har
veret fremsat den teori, at virkningen af sulfit beror pa
en "oplukning" af visse i det proteinagtige, enzymatisk
aktive lag forekommende netagtige strukturer, som abenbart
ikke omfatter bindingen af enzymet, men som letter adgangen
af de hgjere oligosaccharider til enzymets aktive centre.
Endnu en udfgrelsesform af fremgangsmaden ifplge opfindel-
sen omfatter derfor behandlingen af enzymproduktet med en
fortyndet, vandig oplesning af natriumsulfit, fortrinsvis
en 0.1 - 2 % oplesning med pH 4 - 5. Sulfitbehandlingen
udferes fortrinsvis ved stuetemperatur og afsluttes for-
trinsvis efter 2 timer ved vaskning med vand, om gnsket
efterfulgt af genvinding af det t¢rrede produkt. Efter sul-
fitbehandlingen forekommer yderligere udsivning af enzymet

sadvanligvis ikke.

De partikelformede enzymproduker ifglge opfindel-
sen kan anvendes til gentagen batch~vis forsukring, idet
enzymproduktet efter hver enkelt batch-proces fraskilles og
genbruges, eller til kontinuerlig forsukring, f.eks. i en

kolonneproces.

Foretrukne amyloglucosidaser til anvendelse ifgl-
ge den foreliggende opfindelse fas ved dyrkning af svampe-

stammer tilhgrende Aspergillus eller Rhizopus, f.eks.

Aspergillus niger eller Rhizopus delemar. Foretrukne

maltosedannende alfa-amylaser fas p& lignende made fra

stammer af Aspergillus oryzea.

Bestemmelse af aktiviteten af amyloglucosidase.

Aktiviteten af sével opleselig som immobiliseret amyloglu-
cosidase, defineret som den mengde enzym eller enzympro-
dukt, der hydrolyserer en vandig oplgsning indeholdende 30%

(vegt/volumen) maltose med en begyndelseshastighed péd 1
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p mol maltose pr. minut, bestemmes under standardbetingel-
ser, som er pH 4.5 og en temperatur pa 55.0°C. Aktiviteten
af det immobiliserede enzymprodukt bestemmes i en batch-
proces, i hvilken preven holdes suspenderet ved hjzlp af en

rysteanordning.

Bestemmelse af aktiviteten af svampe-alfa-amy-
lase. Aktiviteten af savel oplgselig som immobiliseret
alfa-amylase, defineret som den mengde enzym eller enzym-
produkt, der hydrolyserer en vandig oplgsning indeholdende
opleselig stivelse (Merck Amylum solubile, DAB, Erg. B VI),
(6.95 g pr. 1000 ml) med en begyndelseshastighed pad 5.26 mg
stivelse pr. time, bestemmes under standardbetingelser, som
er pH 5.6 - 5.7, en temperatur pa 37.0°C ¥ 0.05°C og 1 ner-
verelse af 4.3 mmoler Ca++ion. Reaktionen fglges ved hjzlp

af den bld farve, der dannes med jod, og som under nedbryd-

ningen af stivelsen gradvis bliver svagere og skifter til
rgdbrun. Farvezndringen bestemmes visuelt ved sammenligning
med standarder af farvet glas. Aktiviteten af det immobili-
serede enzymprodukt bestemmes under betingelser, der er

analoge med de for amyloglucosidase angivne.

De oplgselige forsukringsenzymer er kommercielt
tilgengelige. Som eksempler pé& sadanne produkter kan navnes
AMYLOGLUCOSIDASE NOVO 150 (der salges som en vandig oples-
ning) og FUNGAMYL 1600G§ (der s®lges i pulverform). Enzymer
i vandig oplgsning omdannes sadvanligvis til et spray-teor-
ret pulver forud for deres anvendelse ifglge den forelig-
gende opfindelse. Forud for tegrringsprocessen kan, om
gnsket, indskydes en ultrafiltrering, sadvanligvis kombine-
ret med en vaskeproces med det formdl at fjerne lavmole-
kylere forureninger. Under anvendelse af sddanne fremgangs-
mader for koncentrering og rensning, som alle er velkendte
fra teknikken, opnds med lethed et amyloglucosidaseprodukt
i fast form med en aktivitet pa 5000 enh./g eller hgjere.
Det kommercielle produkt FUNGAMYL 1600 (med en aktivitet pa
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1600 enh./g) er direkte anvendeligt som udgangsmateriale.
Aktiviteten af produktet kan, om gnsket, gges ved koncen-

trering og rensning som omtalt ovenfor.

Den totale genvinding af enzymaktivitet ved immo-
biliseringsprocessen vil afhznge af de betingelser, hvor-
under denne gennemfgres, men er sadvanlig ikke under 40% og

ofte hgjere.

De immobiliserede enzymprodukter ifplge opfindel-
sen kan som substrat anvende et hvilket som helst oligo-
saccharid, som forsukres i nerverelse af det tilsvarende
oplpselige enzym. Eksempler pd foretrukne substrater er
dextriner med DE-vardier i omradet fra 5 til 40, fremstil-
let ved syre- og/eller enzymkatalyseret forflydning.af
stivelse; maltosesirupper (DE fra 35 til 60); og tilbage-
blivende oligosaccharider i moderluden fra krystallisation-
en af dextrose eller i sdkaldt raffinatlud fra fructose-
glucosefraktionering. De immobiliserede forsukringsenzym-
produkter er sarligt anvendelige til forsukring af dextrin-
oplgsninger med et tgrstofindhold i omradet fra 20 til 55%

(vegt/volumen) .

Opfindelsen beskrives i det fglgende nzrmere

under henvisning til de anfgrte eksempler.
Eksempel 1

Et forholdsvis groft saltsyrefazldet kaseingranu-
lat (9 g "caséine alimentaire" (Scerma S.A., Frankrig) med
en partikelstgrrelse pd 100 - SOOVu, hvoraf fraktionen pa
300 - 500 p udgjorde ca. 60%) blev blandet med spray-tor-
ret ®ggehvide (1.2 g). Til denne blanding blev tilsat en
forud fremstillet oplgsning af amyloglucosidase i pulver-
form (6.5 ml af en 18.5% (vagt/volumen) vandig oplgsning)
og glutaraldehyd (1.2 ml af en 50% vandig oplgsning). Amy-
loglucosidasen var et ultrafiltreret, spray-tegrret produkt,
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fremstillet ud fra AMYLOGLUCOSIDASE NOVO (NOVO INDUSTRI
A/S, Danmark). Blandingen blev omhyggeligt @ltet i en
morter og hensat ved stuetemperatur i 1 time. Det resulte-
rende sammenklumpede produkt pulveriseredes i en morter til
et granuleret produkt, som tgrredes i et deggn ved stuetem-

peratur.

Det tgrrede granulat (11.4 g) havde en aktivitet
pé& 425 enh./g, hvilket reprasenterer et genvindingsudbytte
pé 38.8%.

Eksempel 2

Saltsyrefaeldet kaseingranulat (1500 g af typen
M60 (Scerma S.A.) med en partikelstgrrelse pd 100 - 500 p,
hvoraf fraktionen pd 150 - 350 p udgjorde ca. 70%) blev
blandet i tdr tilstand med en handelsvare af spray-terret
®ggehvide (120 g) i1 et 20 liter blandeapparat forsynet med
en horizontalt placeret omrgrer af plovtypen (Gebr. Lodige

Maschinenbau, G.m.b.H., Vesttyskland).

Et ultrafiltreret koncentrat af amyloglucosidase,
fremstillet ud fra AMYLOGLUCOSIDASE NOVO (650 g af en op-
lgsning med et torstofindhold pad ca. 25% og indeholdende
ca. 3200 enh. af oplgselig amyloglucosidase/g koncentrat)
blev blandet med glutaraldehyd (180 ml af en 50%
(vegt/volumen) vandig oplesning) ved pH 4.9 og en tempera-
tur pd 18°C. Den fardige oplesning blev sat til terblan-
dingen i blandeapparatet. Der fortsattes med kraftig om-
roring i 1/2 - 1 minut, hvorefter det befugtede granulat
fjernedes fra blandeapparatet og henstod i ro i ca. 45
minutter indtil krydsbindingsprocessen var tilendebragt.

Herved opstod et produkt bestdende af grove klumper.
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Produktet granuleredes i et oscillerende granule-
ringsapparat (f.eks. af en type fremstillet af Diaf A/S,
Kegbenhavn) gennem en sigte med 1.5 mm huller.

Granulatet blev vasket med afioniseret vand (10
liter) i 10 minutter, frafiltreret og teorret i en opadret-
tet luftstrem (fluid-bed-metoden). Det tegrrede produkt
(1600 g, 450 amyloglucosidase enh./g) blev befriet for

smapartikler ved sigtning.
Eksempel 3

En oplgsning af spray-terret pulver af amyloglu-
cosidase (105 g, aktivitet: 11.400 enh./g, fremstillet som
beskrevet i eksempel 1) og spray-terret ®ggehvide (105 g) i
vandvaerksvand (400 ml) henstilledes natten over i kgleskab

ved 6 - 7°C. Oplgsningens pH var 5.4

Glutaraldehyd (100 ml af en 50% (vegt/vegt) van- -

dig oplesning) blev tilsat, hvorefter denne blanding i
lgbet af 3 minutter blev sat til en kraftig omrprt portion
af saltsyrefeldet kaseingranulat (725 g af samme type som i
eksempel 2). Den fardige blanding omrgrtes kraftigt i fa
minutter, hvorefter den henstod i ro indtil krydsbindings-

reaktionen var tilendebragt efter ca. 1 time.

Det resulterende, uregelmzssigt sammenklumpede
produkt blev granuleret i et oscillerende granulerinsappa-

rat gennem en sigte med 2 mm huller.

Granulatet blev vasket med en vandig oplgsning af
natriumacetat (pH 4.2) efterfulgt af vacuumtgrring ved
35°C.

Det terrede, granulerede produkt (925 g) havde en
aktivitet p& 800 enh./g, hvilket reprasenterer et udbytte

ved immobiliseringsprocessen pd 67.8%.

146417
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Eksempel 4

Det immobiliserede amyloglucosidaseprodukt (20
g), fremstillet som i eksempel 3, blev udbledt i en time
ved stuetemperatur i en vandig oplesning af glutaraldehyd
(500 ml af en 1% oplesning af glutaraldehyd indstillet pa
pH 7), efterfulgt af genvinding af det terrede produkt (20

g).

Produktets aktivitet var 625 enh./, hvilket 7
representerer et udbytte pa 78% i andet immobiliserinstrin
og et totaludbytte pa 53% beregnet pa oplest amylogluco-

sidase.

Eksempel 5

En vandig oplesning af maltosedannende alfa-amy-
lase (2 ml af en 5% (vegt/volumen) oplgsning af FUNGAMYL
1600 (NOVO INDUSTRI A/S, Danmark) i afioniseret vand ved pH
6.2) blev blandet med en vandig oplegsning af glutaraldehyd
(0.3 ml af en 50% (vagt/vegt) oplesning) og hurtigt sat til
en ter blanding af syrefzldet kaseingranulat (4.0 g af
typen M60) og en handelsvare af spray-terret ®ggehvide (0.5
g). Efter gennemzltning i en morter blev det fzrdige pro-
dukt hensat 1 time ved stuetemperatur. Klumper blev knust i

en morter, hvorefter produktet blev tgrret ved stuetempera-

tur i et degn.
Eksempel 6

En kolonne med en indre diameter pd 15 mm, for-
synet med en kappe med cirkulenrende, 55°C varmt vand, blev
pakket med det immobiliserede amyloglucosidaseprodukt (5.7
g), fremstillet i henhold til eksempel 1. En 30%
(vegt/volumen) dextrinoplesning, fremstillet af en
syre/enzymhydrolyseret dextrin (CPC Snow Flake Maltodextrin
01915, DE ca. 20) med fglgende omtrentlige sammen sztning:



hvori yderligere var oplgst 0.2% (vegt/volumen) af natrium-

sulfit efterfulgt af indstilling af pH pa 4.5, blev tilfert

glucose (DPl):

le6

disaccharider (DP2):

trisaccharider (DP3):

tetra- og oligosaccharider (DP4+)

%
4-5
8-9
6-17

79-82

kolonnen som en nedadrettet fodestrgm med en konstant

strgmningshastighed pd 15 ml pr. time.

Udlepbet fra kolonnen, der blev analyseret ved
hjzlp af hojtryks-veskechromatografi (HPLC), havde fglgende

sammensatning:

|Dage | DP, | DP,% | DP,% | DP, % | Beregnet|
| | I I I I DE |
I | | I | | |
| 1 | 92.0 | 5.6 | 0.7 | 1.7 | 95.3 |
I | I | 1 1
| 4 | 93.2 | 4.2 | 0.6 | 2.0 | 95.8 I
| I I I | I I
| 5 | 92.9 | 3.9 | 0.7 i 2.5 | 95.4

| I I I I | |
| 7 | 93.6 | 3.2 | 0.6 ] 2.5 | 95.8 |
I | I | I | |
| 9 | 93.3 | 3.1 | 0.7 | 2.9 | 95.5 [
I | I | | I I
| 11 | 92.6 | 3.2 | 0.8 | 3.3 | 94.9 |
| l | l | I I
| 13 | 92.6 | 2.9 | 0.9 | 3.6 | 94.9 |
| | I I I | I

146417
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Eksempel 7

En kolonne med en indre diameter pa 25 mm, for-
synet med en kappe med cirkulerende, 55°C varmt vand, blev
pakket med det immobiliserede amyloglucosidaseprodukt (20
g), fremstillet i henhold til eksempel 2.

En opadrettet fgdestrgm med samme koncentration,
sammensatning og pH som den i eksempel 6 anvendte blev til-
fort kolonnen med en konstant strgmningshastighed pa 50 ml
pr. time. Kolonneudlgbets glucoseindhold (% DPl), bestemt
efter hexokinasemetoden, varierede pa fplgende mdde over en

periode p& 8 dage:

| Dage | DP; % |
| | |
l 1 l
! 1 | 89.0 |
| | l
| 4 I 93.6 |
| l |
| 6 | 93.6 |
| l l
| 8 1 93.1 |
| | |

Eksempel 8

En kolonne med en indre diameter pa 25 mm, for-
synet med en kappe med cirkulerende, 55°C varmt vand, blev
pakket med det immobiliserede amyloglucosidaseprodukt (25
g), fremstillet i henhold til eksempel 2. Der anvendtes en
opadrettet fpdestrgm af samme sammensetning som den i eksem-
pel 6 angivne. Oplgsningens tgrstofindhold var 30%
(vegt/volumen), pH var indstillet pd 4.5 og kaliumsorbat (2
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g/liter) var tilsat som konserveringsmiddel. Strgmningshas-
tigheden blev reguleret pd en sddan made, at der opndedes en

tilnzrmelsesvis konstant konverteringsgrad.

Udlgbet fra kolonnen blev analyseret ved hjzlp af
HPLC og viste fglgende konvertering til glucose (DPj) i af-
hezngighed af tiden:

| | | Strgmnings- |
| Dage | DP ;% | hastighed I
| | | ml/time |
| 1 | 92.6 | 115 |
I 2 | - I 112 I
I 3 | 92.4 | 101 |
| 4 |  92.0 | 82 |
| 5 | 92.2 | 75 |
| 6 | 92.3 | 70 |
| 7 | 92.1 | 66 |
| 8 | 92.6 | 64 |
| 9 I - I 60 I
| 10 | 92.0 | 57 |

Efter kolonneprocessens afslutning kunne der ikke
konstateres @=ndringer i kolonnematerialet, hverken med hen-

syn til dets hardhed eller andre fysiske egenskaber.

Eksempel 9

Ved anvendelse af fremgangsmidden i henhold til
eksempel 7, idet dog det immobiliserede amyloglucosidasepro-
dukt fremstillet ifglge eksempel 2 erstattedes med det til-
svarende fremstillet efter eksempel 4, opnaedes fglgende

resultater:
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| Dage | DP; % |
I I |
| | |
| 1 | 90.3 |
I | I
| 2 | 92.9 |
| I I
| 4 | 93.7 I
I I |
| 13 | 93.3 |
| | |

Eksempel 10

En kolonne, udstyret med en kappe med cirkuleren-
de, 45°C varmt vand, blev pakket med det immobiliserede mal-
togene alfa-amylaseprodukt (4 g), fremstillet ifglge den i
eksempel 5 beskrevne fremgangsmdde. En nedadrettet fodestrgm
af en dextrinoplgsning (CPC Snow Flake Maltodextrin 01913),
indeholdende 30% (vaegt/volumen) terstof og natriumsulfit
(0.2%) fortes til kolonnen. Oplgsningens pH var indstillet
pad 4.5 og strgmningshastigheden pda 15 ml/time. Idet DP, i
alt vasentligt reprasenterer indholdet af maltose, viser
tabellen, at kolonneudlgbets sammensaztning svarer til sam-

mensaetningen af en hgj-maltosesirup:

146417
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|Dage | DPﬁ | DP % | D%% | D%+% | Beregnet|
| I | I I | DE |
I I | | | I I
| 1 I 5.3 | 45.4 | 21.0 | 28.3 | 42.5 |
I I I | I I I
| 2 | 5.0 | 44.9 | 21.6 | 28.5 | 42.1

| I I I I I I
| 3 | 4.7 | 44.1 | 22.0 | 29.2 | 41.7 |
I | | I I | I
| 4 | 4.4 | 43.5 | 22.7 | 29.4 | 41.2 |
| | | | | I |

Eksempel 11

A. En kolonne med en 15 mm indre diameter, forsy-
net med en kappe med cirkulerende, 55°C varmt vand, blev
pakket med immobiliseret amyloglucosidase (12 g), fremstil-
let efter den 1 eksempel 2 angivne metode. En vaskestrom
bestdende af en dextrinoplgsning (31% (vagt/vegt) baseret pa
tgrstofindholdet), blev ledt til kolonnen i nedadgdende
retning. Den anvendte dextrin var fremstillet ved forflyd-
ning af stivelse med TERMAYL ® 160 (NOVO INDUSTRI, Danmark)

og havde fglgende sammensatning:

%
glucose (DPl): 1
disaccharider (DPZ): 7-8
trisaccharider (DPg): 10-12
tetra—~ og oligosaccharider (DP4+): 79-82

DE 21
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Oplgsningen indeholdt natriumsulfit (0.2%

vagt/volumen) som konserveringsmiddel og havde pH 4.5.
Strgmningshastigheden reguleredes pd en sadan made, at der

opretholdtes en konstant konverteringsgrad (i form af % DPl)'
Analyse af kolonneudlgbet ved hjzlp af HPLC gav fglgende

resultater:

| page | DP, %-[ DP, % | DP; % | DP,, % |strgmningshastig- |
| | | | | |hed ml/time |
| | 92.1 | 4. | | | 35 |
|7 |1 92.3 | 3.6 | | I 33 l
| 14 | 92.2 | | | | 27 |
| 28 | 92.4 | | | | 18 |
| 56 | 92.1 | | | . | 15 |
| l | | I | |

den under

B. Et dextrinsubstrat, fremstillet i henhold til

(A) beskrevne metode havde fglgende sammensatning:

%
glucose (DPl): 1.1
disaccharider (DP 2): 6.8
trisaccharider (DP 3): 11.0
tetra- og oligosaccharider (DP 4+ ): 81.0

Oplgsningen blev behandlet med 0.01% (baseret pa

det totale tgrstofindhold) maltogen alfa-amylase (FUNGAMYL
1600, NOVO INDUSTRI A/S) ved pH 5.0 og 50°C i 2 timer. Efter

denne behandling havde oplgsningen fglgende sammensatning:
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%
glucose (DPl): 1.3
disaccharider (DP2 ) 13.9
trisaccharider (DP3 ): 22.3

tetra- og oligosaccharider (DP4+ ): 62.5

2 kolonner, hver med 15 mm indre diameter og forsy-
net med kapper med cirkulerende, 55°C varmt vand, blev pakket
med immobiliseret amyloglucosidase (10 g, fremstillet i hen-
hold til eksempel 2, til hver). Oplgsninger, der hver inde-
holdt 30% (vagt/vegt) af de to typer af dextrin og yderligere
var tilsat 0.2% (vegt/volumen) af kaliumsorbat, efterfulgt af
justering af pH til 4.5, blev tilfert kolonnerne i nedadgaen-
de retning. Analyse af glucoseindholdet i hver af de to

kolonneudlgb gav fplgende resultat til sammenligning:

|substrat| for FUNGAMYL efter FUNGAMYL behand-|

|
| : | behandling | ling |
| | | l
|Udlgbets | 92.7 | 93.3 |
|maximale| | |
“Ipx, % | | |

Eksempel 12

Portioner (hver pa 10 g) af immobiliseret
amyloglucosidase, fremstillet i henhold til den i eksempel 2
angivne metode, blev udblgdt i oplgsninger (3 100 ml), i
nezrverelse af oplgst natriumsulfit i forskellige koncen-
trationer. Opl@sningernes pH var forud indstillet pé& 4.5 ved
tilsetning af eddikesyre. Efter udblgdning i 2 timer ved
stuetemperatur blev enzymprgverne vasket med afioniseret
vand og pakket i kolonner med 15 mm indre diameter, forsynet
med kapper gennemstrgmmet af 55°C varmt vand. Som tilledning

til kolonnerne anvendtes en dextrinoplesning
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(30% (vagt/vagt)), fremstillet ifglge den i eksempel 11 A
givne metode. Dextrinoplesningen var tilsat kaliumsorbat
(0.2% (vegt/volumen)) efterfulgt af indstilling af pH til
4.5

Ved at indstille stregmningshastigheden for hver
kolonne til den maximalt opndelige DX-verdi i kolonneudlgbet

opnaedes fglgende resultater:

|Natriumsulfit | o0 | ©0.01 | 0.1 | 0.2 | 0.5 | 1.0 |
|9/100 ml | | | i | | |
| l | | I | | |
|Maximum DX | 90.3 | 90.2 | 91.2 | 91.7 | 91.9 | 92.4 |

| I I | | | |

l

Eksempel 13

Den opsamlede hegj-maltosirup (DE ca. 42) fra
FUNGAMYL-kolonnen i eksempel 10 anvendtes som fgdestrgm for
en kolonne med immobiliseret amyloglucosidase i henhold til
eksempel 6. Strgmningshastigheden indstilledes pa en sadan
vardi (ca. 73 ml/time), at der opnédedes en sammensatning af
kolonneudlgbet svarende til sammensetningen af en hgjkonver-

teret sirup (DE ca. 65):

3

glucose (DPl ): 38.1
disaccharider (DP 2): 39.6
trisacchariderxr (DP3 ): 2.8

tetra- og oligosaccharider (DP 19.6

4 )G
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Eksempel 14

En kolonne med 25 mm indre diameter, forsynet med
en kappe med cirkulerende, 55°C varmt vand, blev pakket med
et immobiliseret amyloglucosidase-produkt (20 g) fremstillet
i henhold til eksempel 3.

En oplesning bestdende af moderluden (ogsa kaldet
raffinat) fra fraktioneringen af fructose og glucose med

fplgende sammensztning:

%
fructose 3.25
glucose 85.71
disaccharider 9.17
trisaccharider 1.42
polysaccharider 0.54

med pH 4.5 og med et tgrstofindhold pa 25% (vagt/vegt) blev

ledet til kolonnen i opadgdende retning. Sammensatningen af

kolonneudlgbet, der opsamledes ved en strgmningshastighed pa
250 ml pr. time, bestemtes ved hjzlp af HPLC.

fructose 3.25
glucose 91.16
disaccharider 4.14
trisaccharider 1.15

polysaccharider 0.30
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PATENTKRAV

1. Partikelformet, immobiliseret forsukringsenzympro-
dukt, i hvilket forsukringsenzymet er amyloglucosidase eller
maltosedannende alfa-amylase, k ende tegnet ved,
at bzrematerialet bestdr af granuleret kasein, som er over-
trukket med et vaskegennemtrazngeligt, proteinagtigt lag, i
hvilket forsukringsenzymet og @ggehvide er krydsbundet ved

reaktion med glutaraldehyd.

2. Produkt ifplge krav 1, kende tegnet

ved, at vagtforholdet mellem forsukringsenzym og kasein er
beliggende i omrddet fra 1:200 til 1:2, fortrinsvis fra 1:25
til 1:5.

3. Produkt ifelge krav 1, kendetegnet

ved, at vaegtforholdet mellem forsukringsenzym og aggehvide
er beliggende i omrddet fra 1:5 til 1:0.05, fortrinsvis fra
1:2 til 1:0.2.

4. Produkt ifplge krav 1, k ende tegnet

ved, at partikeldiameteren af det granulerede kasein er fra

100 til 500 p.

5. Produkt ifplge krav 1, k ende t egnet

ved, at det granulerede kasein er syrefalﬁet kasein.

6. Fremgangsmade til fremstilling af et partikelfor-
met, immobiliseret forsukringsenzymprodukt ifglge krav 1, i
hvilket forsukringsenzymet er amyloglucosidase eller malto-
sedannende alfa-amylase, k ende tegnet ved, at et
baeremateriale af granuleret kasein overtrzkkes med en reak-
tionsblanding af forsukringsenzymet, &ggehvide og glutaral-
dehyd, som, nar reaktionen er tilendebragt, danner et vaske-

gennemtrangeligt proteinagtigt lag, i hvilket forsukringsen-

146417
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zymet og @ggehvide er krydsbundet ved reaktion med glutaral-
dehyd, hvorefter det opndede produkt, om gnsket, yderligere
behandles.

7. Fremgangsmide ifplge krav 6, k ende tegnet
ved, at der anvendes et vagtforhold mellem forsukringsenzym
og kasein i omrddet fra 1:200 til 1:2, fortrinsvis fra 1:25

til 1:5.

8. Fremgangsmade ifglge krav 6, k ende tegnet
ved, at der anvendes et vagtforhold mellem forsukringsenzym
og zggehvide i omradet fra 1:5 til 1:0.05, fortrinsvis fra

1:2 il 1:0.2.

9. Fremgangsmdde ifglge krav 6, kende tegnet
ved, at der anvendes granuleret kasein med en partikeldia-
meter fra 100 til 500 u.

10. Fremgangsmdde ifplge krav 6, k ende tegnet
ved, at det anvendte granulerede kasein er syrefaldet
kasein.

11, Fremgangsmide ifplge krav 6, k ende tegnet

ved, at forholdet mellem vagtmengden af glutaraldehyd og den
samlede vagtmazngde af forsukringsenzym og ®ggehvide, som er
inkorporeret i det proteinagtigt lag, er beliggende i omra-
det fra 0.1 til 1.

12. Fremgangsmade ifelge krav 6, k ende tegnet
ved, at det opndede immobiliserede forsukringsenzymprodukt
yderligere behandles med en vandig oplgsning af glutaralde-
hyd, eller med en vandig oplgsning af et salt af svovlsyr-

ling, eller med begge dele.

Fremdragne publikationer:
DK patent nr. 133380.
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