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Patentanspriiche:
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11.
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Verfahren zur Immobilisierung von Enzymen an schwerlbsliche Trigermaterialien, dadurch
gekennzeichnet, daB die Bindung des Enzyms, gegebenenfalls Gber eine Ankersubstanz, an
Tragermaterialien erfolgt, die an inreren oder uBBeren Oberflichen lonen mehrwertiger Metalle
enthalten, wobei die Bindung der Enzyme oder gegebenenfalls der Ankersubstanz, mittels
heterobifunktioneller Reagenzien erfolgt, in denen eine funktionelle Gruppe, gegebenenfalls unter
Verwendung eines Aktivierungsreagenz, mit dem zu immobilisierenden Enzym oder
gegebenenfalls der Ankersubstanz und die 2weite Gruppierung mit den Metallionen der Matrix
reagiert und dal gegebenenfalls die Oberfliche des Trigers durch Nachbehandlung mit einer
weiteren bifunktionellen Verbindung modifiziert wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da die verwendeten Trégermaterialien
anorganische Materialien, organische Ma*arialien oder Composite aus beiden sind, bei denen sich
an der BuBeren Oberfliche und/oder an der Oberfliche von Poren im Innern des Materials,
gegebenenfalls als nachtraglich aufgebrachte Uberzugsschicht, lonen mehrwertiger Metalle
befinden.

Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, da die metallionenhaltige
Uberzugsschicht auf dem Trigermaterial durch dessen Umsetzung mit einer metallorganischen
Verbindung einem Metallsalz, einem Metallkomplex, einem Metallhslogenid, einem Oxy- oder

Hydroxysalz erzeugt wird.

. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dal die anorganischen

Tragermaterialien schwer i6sliche natirliche oder synthetisch hergestelitse Oxide, Salze,
Mineralien, Glédser oder Keramiken sind.

. Verfahren nach Anspruch 1, 2 und 4, dadurch gekennzeichnet, daB das Trgermaterial ein

ferromagnetisches Material ist oder ferromagnetische Bereiche enthalt.

. Verfahren nach Anspruch 1und 2, dadurch gekennzelchnet, daB als organische Trégermaterialien

Polymere eingesetzt werden, die mit Metallverbindungen nach Anspruch 3 unter Bildung einer
metallionenhaltigen Uberzugsschicht reagieren.

. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dall die Tréigermaterialien

anorganisch-organische Composite sind, in denen die Eigenschaften der anorganischen Tréger,
wie Abriebfestigkeit oder Verformbarkeit durch cas organische Material, insbesondere durch
Polymere verbessert werden, wobei dieses organische Material ein Trigermaterial nach
Anspruch 6 oder ein nicht reaktives Material oder ein Material ist, in dem oder an dem nach
bekannten Verfahren Enzyme oder andere Biomaterialien immobilisiert sind.

. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Trigermaterialien

anorganisch-organische Composite sind, in denen ein organisches Tragermaterial nach
Anspruch 6 durch Zusitze von anorganischem Material in seinen Eigenschaften, wie zum Beispiel
Druckfestigkeit verbessert wird, wobei das organische Material nach Anspruch 6 zur
Immobilisierung von Enzymen genutzt wird.

Verfahren nach Anspruch 1und 2, dadurch gekennzeichnet, da8 die mehrwertigen Metallionen an
der Oberfliche der Trager lonen von Elementen der zweiten bis funften Haupt- oder der
Nebengruppen des Periodensystcms, einschlieBlich der Lanthaniden sind.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB ein heterobifunktionelles Reagenz
verwendet wird, das als eine funktionelle Gruppe, die mit dem Enzym oder der Ankersubstanz
direkt reagiert, eine Séureazid-, eine Saurehalogenid-, eine Siureanhydrid-, eine Isocyanat-, eine
Isothiocyanat-, eine aktivierte Ester-, eine Disulfid-, eine Aldehyd- oder eine Diazogruppe enthalt.
Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daBi ein heterobifunktionelies Reagenz
verwendet wird, das als eine funktionelle Gruppe, die nach Rezktion mit einem
Aktivierungsreagenz mit dem Enzym oder gegebenenfalis der Ankersubstanz reagiert, eine
Amino-, Hydrazino-, Sdureamid-, -hydrazid-, -halogenid-, -anhydrid-, -thioamid-, -imid-, Ester-,
Lactam-, Lacton-, Carboxyl-, Carbonyl-, Nitril-, Oxim-, Hydroxyl-, Sulfhydryl-, Halogen-, Alken-,
Alkin- oder eine CH-acide Gruppe enthiit.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzsichnet, daB ein heterobifunktionelle Reagenz
verwendet wird, das als zweits funktionelle Gruppisrung eine chelatbildende Gruppierung enthalt,
die aus einer oder mehreren Gruppen mit der Fahigkeit zur Bildung von Hauptvalenzbindungen
und mindestens einer Gruppe mit der F&higkeit zur Bildung von Nebenvalenzbindungen besteht.
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3. Verfahren nach Anspruch 1und 12, dadurch gekennzeichnet, dal die chelatbildende Gruppierung
Molekiilbereiche mit Strukturen nach Formel -XXIl im heterobifunktionellen Reagenz besitzt,
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wobei R den Molekilteil darstellt, an dem sich (iber aliphatische, aromatische oder

heterocyclische, gegebenenfalls substituierte oder Heteroatome enthaltende Gruppierungen

gebunden, die zur kovalenten Enzymbindung notwendige funktionelle Gruppe befindet, und

X: -OR,,-SR;,-‘NR;R;,~-NO,-NR,OH,-R,OH,

Y: -COOR,,—-R~COOR,,—O-R~COOR,, -NH-R~COOR,,~S~R,COOR,,—CONR:R;,
—~CONHOH, =PO;H;, —R~PO;3H;, -NHOH, =SO3H, -OH, -H,

Z: =0,=S,=NH, =NOH, =N-ineinem heterocyclischen Ring, '

Ry:  =H, ein Alkylrest,

Ry;: —H,—NH,, ein Alkylrest, ein cyclischer Molekiirest,

Ry: einaromatischer oder heterocyclischer Molekiilrest,

R.: einAlkylen-, Arylen-cder Aralkylenrest,

Rs: eine—N=N-odereine—CH=N-Gruppeund

C, undC,Teile eines Kettenmolekils, eines Ringes oder Ringsystems sein kdnnen.

14. Verfahren nach Anspruch 1, 12 und 13, dadurch gekennaeichnet, daBl als chelatbildende
Gruppierungen Molekdlstrukturen genutzt werden, bei denen die Ausbildung von Haupt- und
Nebenvalenzen zwischen der chelatbildenden Gruppierung, gegebenenfalls chelatbildender
Gruppen im Enzymmolekil und Metallionen des Trégers zu einer finf- oder sechsgliedrigen
Ringstruktur fGhrt. ,
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15. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dal das heterobifunktionelle Reagenz
zuniichst Gber die Chelatbildung mit dem Tréger reagiert und dann mit dem Enzym zur Reaktion
gebracht wird.

16. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da das heterobifunktionelle Reagenz
zunichst an das Enzym gebunden wird und anschlieend dur -h In-BerGhrung-Bringen des Trégers
mit dem so modifizierten Enzym die Immobilisierung vollzogen wird.

17. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dald zunichst Ankermolekile an den Tréger
immobilisiert werden und daB die Enzymmolekiile anschlieBend in bekannter Weise durch
intermolekulare Wechselwirkungen oder kovalerite Bindung an diese Ankermolekile gebunden
werden,

18. Verfahren nach Anspruch 1 und 17, dadurch gekennzelchnet, daB als Ankermolekile Molek(le
von Substanzen benutzt werden, die in affinitdtschromatographischen Trennprozessen an
Festphasen gebundon zur Isolierung oder Reinigung von Enzymen eingesetzt werden.

19. Verfahren nach Anspruch 1 und 17, dadurch gekennzeichnet, daB8 als Ankermolekile natirliche
oder synthetische Polymere eingesetzt werden, an die in bekannter Weise das Enzym gebunden
wird, die gegebenenfalls durch Wechselwirkung mit Substraten oder dem Enzym die
Reaktionsgeschwindigkeit erhdhen und/oder durch Wechselwnrkung mit dem Reaktionsmedium
zu einer bevorzugten Anreicherung des Biokatalysators in einer Phase flassiger
Mehrphasensysteme tihren.

20. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekonnzolchnot. daR die bifunktionelle Verbindung zur
Nachbshandiung des Trégers eine chelatbildende Gruppierung nach Anspruch 12-14 und eine
Gruppierung enthiilt, die die Léslichksit des Trégers im Reaktionsmedium verringert, die das
Verteilungsgleichgewicht feinverteilter Trégerpartikel in fiissigen Zweiphasensystemen
beeinfluBt und/oder durch Wechselwirkungen mit dem Enzym oder mit Substratmolekilen die
Reaktionsgeschwindigkeit und/oder Selektivitat des Biokatalysators beeinfluB3t.

21, Verfahren nach Anspruch 1 und 20, dadurch gekennzeichnet, daB die bifunktionelle Verbindung
2ur Nachbehandlung des Triégers neben der Chelatgruppe nach Anspruch 12-14 einen
aliphatischen oder einan aromatischen Kohlenwasserstoffrest, einen heterocyclischen Rest, eine
ionenaustauschende Gruppe, eine chelatbildende Gruppe, sine optisch aktive Gruppe, eine
Gruppe, die Cofaktoren binden, reduzieren oder oxydieren kann, einen Kohlehydratrest, eine
Ester- oder Amidgruppe enthéit.

Anwendungsgebiet der Erfindung

Dis Erfindung betrifft ein Verfahren zur Immobilisierung von Enzymen an schwerldsliche Trigermaterialien. Anwendungsgebiet
der Erfindung ist die Herstellung von Immobilisaten, die in der Biotechnologie (Stoffwandlung und Festphasendiagnostik)

eingesetrt werden.

Charakteristik des bekannten Standes dor Technik

Es ist bekannt, dal Biomakromolekiile an schwerldsliche Feststoffe durch Adsorption, lonenaustausch oder kovalente Bindung
immobilisiert werden. Die letztere Methode ist besonders gut 2ur Erzeugung stabiler Bindungen geeignet. Kovalente Bindung
erfolgt nach oiner chemischen Modifizierung (Aktivierung) des Feststoffes und/oder der 2u immobilisierenden Verbindung. Als
Feststoffe werden natiurliche Stoffe (Mineralien, Chitin, Zellulose u.s.) und synthetische anorganische Stoffe (Glas, Silikste u.a.)
oder organische Polymere eingesetzt. Fir kontinuierliche technisch durchpefiihrie Prozesse werden anorganische Feststoffe als
Trigermaterialien aufgrund ihrer guten mechanischen Eigenschaften bevorzugt. Sie erfordern jedoch als ersten Schritt der
Immobilisierung in der Regel sine Funktionalisierung durch reaktionsfihige Uberziige.

Es sind Verfahren zum Aufbringen organischer Beschichtungen auf organische oder anorganische Feststoffe bekannt, die unter
Verwendung von bifunktionelien Silanen zu einer Funktionalisierung fiihren. Dabei wird ein Silan der aligemeinen Formet
{R,0),SiR; (mit R, einem Alkyl-, R; einem Vinyl-, y-Aminopropyl-, Epoxi-, Alkyl-, SH- oder anderem Rest) in organischer oder
widrig-organischer Ldsung eingesetzt und das Primlrprodukt unter Bildung von C-0O-Si, Metali-O-Si- und/oder Si-O-Si-
Bindungen bei erhdhter Temperatur kondensiert. Beides, die Verwendung organischer Ldsungsmittel und Kondensation bei
erhdhter Temperztur sind relstiv kostenaufwandig ebenso wie die Hersteliung der Silane (U. Deschler, P.Kieinschmitt und
P.Panster Angew. Chem. 88 |1986] 237-253).

Die Immobilisierung von Biomakromolskdlon an derart silsnisierte Trdger erfoigt durch direkte Kopplung (2.8. Reaktion von
Aminogruppen des Biomakromolekiils mit Epoxisilan), nech Modifizierung der Uberzugsschicht (2. 8. y-Aminopropyisilan durch
bifunktionells Verbindungen wie Dialdehyde, Carbodiimide, Chinone u.a.) oder nach Modifizierung des Biomakromolekils (2.8,
Peijcdatoxidation von Glycoproteinen zu aldshydhaltigen Proteinen, EinfOhrung von polymerisierbaren Doppelbindungen u.a.).
Nachteil dieses Verfahrens ist der mehrstufige ProzeR der Silanisierung und Kondensation.
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Woiterhin sind seit sinigen Jahren Verfahren zum Pstent angemelidet worden, in denen die Silanisierung durch Anwendung
heterobifunktioneller Verbindungen ersetrt wird (EP 218506, EP 273758, DDR-Pat. WP ¢ 12 N/304 5800 und WP ¢ 12 N/3045786).
Diese heterobifunktionellen Verbindungen enthalten im Molekd) mindestens eine reaktive Gruppe, die direkt oder 1.ach
Aktivierung mit dem Enzym reagiert sowie sine oder mahrere phosphorhaltige Gruppen, die mit einem metallionenhaltigen
Tragermaterial wenig dissoziierende Verbindungen ergeben (Chelate). Mit diesem Verfahren sind gute
immobilisierungsausbeuten erzielt worden. Die Auswaschstabilitdt der immobilisierten Enzymae ist aber nicht ausreichend.
Dariber hinaus ist es gelungen (EP 273756) durch kurzkettige Phosphonsiiurederivate einen nachtriglichen Oberflichenschutz
von oxidischen Oberflichen 1u erzieien, der die Aufldsung von Tragermaterialien bei niedrigen und hohen pH-Werten
weitgehend unterdrickt.

Bei Chelatbildnarn, die keinen Phosphor enthalten, ist bekannt, dall besonders stabile Komplexe entstehen, wenn die Bildung
der Komplexe unter Ausbildung von 5- und 8-Ringstrukturen verliuft. Dieser Effekt wird in der Firberei genutzt, wo durch
Nachbehandlung gefirbter Textilien mit Metallsalzen, vorwiegend Aluminiumsalzen, schwerlSsliche und stabile Farblacke”

erzeugt werden,
Zur Immobilisierung von Biokatalysatoren wurden derartige Verbindungen nicht eingesetzt.

Ziei der Erfindung

Das Ziel der Erfindung besteht darin, ein Verfahren zur Immobilisierung von Enzymen zu entwickeln, das zu wiederverwendbaren
Biokatalysatoren mit hohen Fixierungsausbeuten und Auswaschstabilitéten fGhrt.

Dariegung des Wesens der Erfindung

Aufgabe der Erfindung ist es, die Auswaschbestindigkait der immobilisierten Enzyme durch gesignete Kombination
chelatbildender Gruppen im Kopplungsreagenz bei gleichzeitig hohen immobilisierungsausbeuten zu verbessern.
ErfindungsgemiB wird ein Enzym oder gegebenenfalls eine Ankersubstanz zur nachtriglichen Bindung des Enzyms, Ober
heterobifunktionelle Verbindungen an schwerldsliche Trigermaterialien gebunden, die an inneren oder SuBeren Oberflichen
lonen mehrwertiger Metalls enthalten. Als heterobifunktionelle Verbindungen werden Verbindungen benutzt, bei denen eine
tunktionelle Gruppe, gegebenenfalis unter Verwendung eines Aktivierungsreagenz, mit dem zu immobilisiersnden Enzym oder
gegebenenfalls der Ankersubstanz und eine rweite Gruppierung mit den Metaltionen der Matrix reagiert. Gegebenenfalis wird
die Oberfliche des Trégers durch Nachbehandiung mit einer weiteren bifunktionelien Verbindung modifiziert.

Als Trigermaterialien werden anorganische Materialien, orgenische Materialien oder Composite aus beiden verwandt, bei
denen sich an der Bulleren Oberfischo und/oder an der Obarfiiche von Poren im Innern des Materlals, gegebenenfalls als
nachtriglich aufgebrachte Uberzugsschicht, lonen mehrwertiger Metalie befinden.

Metallionenhaltige Uberzugsschichten auf dem Triigermaterial werden durch dessen Umsetzung mit einer metallorganischen
Verbindung (2. B. Tetraethoxyzirkonat), sinem Metallsalz (z.8. Ammoniummolybdat), einem Metallkomplex (2. B. Eisen-(1ll)-
hexacyanoferrat-(ll})), einem Metalihalogenid (z.B. Titantetrachiorid), einem Oxy- oder Hydroxysaiz (2.B. Zirkonoxychlorid)
erzeugt.

Anorganische Tragermaterialien sind schwer l8sliche natiirliche oder synthetisch hergestelite Oxide, Saize, Mineralien, Gliser
oder Keramiken, die gegebenenfalls aus einem ferromagnetischen Material bestehen oder ferromagnetische Bersiche enthalten.
Als organische Trigermaterialien werden Polymere singesetzt, die mit den beschriebenen Metaliverbindungen unter Bildung
einer metallionenhaltigen Uberzugsschicht reagieren.

Bei Tragermaterialien sus anorganisch-organischen Compositen werden erstens Composite benutzt, bei denen die
Eigenschaften der anorganischen Triger, wie Abriebfestigkeit oder Verformbarkeit durch das organische Materisl verbessert
warden, wobei dieses organische Material einen metallionenhaltigen Uberzug zur Immobilisierung von Enzymen besitrt oder
#in nicht reaktives Material ist, das lediglich als Fiillstoff dient oder ein Material ist, in dem oder an dem nach bekannten Verfahren
Enzyme oder andere Biomaterialien (z.8. Zelien, Proteine, Polysaccharide u.a.) immobilisiert sind.

Als Tebgermaterialien werden zweitens anorganisch-organische Composite benutrt, in denen ein organisches Material einen
Metallioneniiberzug erhilt, der zur Immobilisierung von Enzymen benutzt wird. Durch Zusatz der anorganischen Komponente
wird der Composit in seinen Eigenschafien, zum Beispiel der Druckfestigkeit, verbessert.

Metallionen an der Oberfliche der Trigermaterislien sind lonen von Elementen der rweiten bis finften Haupt- oder der
Nebengruppen des Periodensysteims, einschlieBlich der Lanthsniden.

Das heterofunktionelle Reagenz enthilt als funktionelie Gruppe, die mit dem Enzym oder der Ankersubstan: Zirekt reagiert, eine
Saureazid-, eine SSurehalogenid-, eine Sdureanhydrid-, eine Isocyanat-, eine Isothiocyanat-, eine aktivierte Ester-, eine Disulfid-,
eine Aldehyd- oder eine Diazogruppe.

Das haterobifunktionelle Reagenz enthilt als funktionelle Gruppe, die nach Reaktion mit sinem Aktivierungsreegenz mit dem
Enzym oder gegebenenfalls der Ankersubstanz reagiert, eine Amino-, Hydrazino-, Skuresmid-, -hydrazid-, -halogenid-,
-anhydrid-, -thioamid-, -imid-, Ester-, Lactam-, Lacton-, Carboxyl-, Carbonyl-, Nitril-, Oxim-, Mydroxyl-, Sulfnydryl-, Halogen-,
Alken-, Alkin- oder eine CH-acide Gruppe.

Das heterobifunktionelle Resgenz enthiit als rweite funitioneile Gruppierung eine chelatbildende Grupplerung, die aus einer
oder mehreren Gruppen mit der Fihigkeit zur 8ildung von Hauptvalenzbindungen und mindestens einer Gruppe mi cer
Fahigkeit zur Bildung von Nebenvalenzbindungen besteht. Derartige chelatbildende Gruppierungen enthahen Molekilboreiche
mit Strukturen nach Forme! I-XXIi der folgenden Abbildung:
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wobei R den Moleklteil darstelit, an dem sich iiber aliphatische, aromatische oder heterocyclische, gegebenenfalis substituierte
oder Heteroatome enthaltende Gruppierungen gebunden, die zur kovalenten Enzymbindung notwendige funktionelle Gruppe

befindet, und

X: -0R1,-SR|,-NR1R3,-NO,“NR‘OH,—RAOH,

Y: —COOR,,-RCOOR,,~-O—R~COOR,, ~NH-R~COOR,,-S~R~COOR;, -CONR, Rz, ~CONHOH, —PO, H,, —R~PO,H,,
~NHOHN,-SO;H,~-H,

Z: =0, =S, »NH, =NOH, = N-in einem heterocyclischen Ring,

R,: —H, ein Alkylrest,

R;:  —H,~NH,, vin Alkylrest, ein cyclischer Molek{irest,

Ry: ein aromatischer oder heterocyclischer MolekUirest,

Re: ein Alkylen-, Arylen- oder Aralkylenrest,

Rg: eine —N=N-oder eine —CH=N- Gruppe und

C, und C, Teile einas Kettenmolekils, sines Ringes oder Ringsystems sein kdnnen.

Wesentlich ist, daB als chelatbildende Gruppierungen Molekiistrukturen genutzt werden, bei denen die Ausbildung von Haupt-
und Nebenvslenzen zwischen der chelstbildenden Gruppierur.j im heterobifunktionelien Reagenz, gegebenenfalls
chelatbildender Gruppen im Enzymmoleki! und Metallionen des Trigers xu einer fonf- oder sechegliedrigen Ringstruktur fdhrt.
Bevorzugt werden als chelstbildende Gruppierungen eingesetzt: 1-Hydroxy- odsr 1-Amino-1,1-bisphosphonsiuren,
Malonsaurederivate {1}, Sideramine (i1}, Alphaketocarbonsauren, Dithiocarbamate (lll), 2-Hydroxy-, 2-Sulthydryl- oder 2-Amino-
s3uren nach Formel (1) (IV), Diketone oder Bis-chinone, deren Mono- oder Dioxime {V), Alphahydroxyketone, -ketoxime,
Heterocyclen mit zum Ringstickstoff benachbarten Hydroxylgruppen, 2.B. 8-Hydroxychinolin (Vi), 2-Nitrosonaphthol, Salicylste,
Sulfosalicylate, Aluminon, Eriochromcyanin R (Vil), Acetessigester-, Acetylaceton- oder Malonesterderivate (VIII),
Chromotropsure, Hydroxynaphthoesdure, Eriochromschwarz T (IX), Aminoslkohole (X: =R,OH) (X), iIminoessigsuren oder
Iminobisphosphonsduren (X1), quartdre Ammoniumverbindungen (Xil), Tricarbon- oder Triphosphonsiurederivate,
gegebenentaslls Gber Ether- oder Thioetherbricken gebunden (XIH1), sromatische Dicarbonsliuren, 2.B. 2-Nitro-4,3',5'-
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diphenylethertricarbonsdure (XIV), Alizarin S, Gallocyanin (XV), Brenzkatechin, -violett, Pyrogaliol oder -rot (XVI), BAL- (Britisch
Anti Lewisit) derivate (XVIl), Benztriazol, 2-(o-Hydroxyphenyl)benzoxazol, o-substituierie Diszoverbindungen oder Schiffsche
Basen (XVIII), Mercaptobenzthiazol, Mercaptophenylthiodiazolon oder Cyanursiurederivate (XIX), Formazane, Dithizon- oder
Cyanessigsiurederivate (XX), p-Dimethylaminobenrylidenrhodsnin {XXI) oder o-Hydroxybenzyliminodiessigs8urederivate (XXIi),
Die Durchfiihrung derimmobilisierung der Enzyme oder gegebenenfalls einer Ankersubstanz erfolgt entweder in der Weise, dall
das haterobifunktionelle Reagenz zunichst mit dem Trger reagiert und dann mit dem Enzym oder der Ankersubstanz zur
Reaktion gebracht wird oder dal das heterobifunktionelle Reagenz zundchst an das Enzym oder die Ankersubstanz gebunden
v:ird und anschlieBend durch Inberihrung tringen des Trigers mit dem so modifizierten Enzym oder der Ankersubstanz die
Immobiiisierung vollzogen wird.

Wenn zuniichst Anuermolekile an den Triger immobilisiert werden, lassen sich die Enzymmoleklle anschii~Bend in beksnnter
Waeise durch intermolskulare Wechselwirkungen oder kovalente Bindung an diese Ankermolekile binden. Als Ankermolekile
fir die Enzymbindung Uber intermolekulare Wechseiwirkungen werden Molek{le von Substanzen benutzt, die in
affinitAtschromatographischen Trennprozessen, an Festphasen gebunden, 2ur Isolierung oder Reinigung von Enzymen
singesetzt werden. Bevorzugt werden Lektine {07 Giycounzyme, hydrophobe Molekdle fir membranstindige Enzyme und
Cyanurs3urefarbstoffe (2. B. Cibachronblau) fiir Dehydrogenasen singesetzt. Weiterhin werden als AnkermolekGie natirliche
oder synthetische Polymere singesetrt, die gegebenenfalls durch Wechselwirkung mit Substraten oder dem Enzym die
Reaktionsgeschwindigkeit erhShen und/oder durch Wechselwirkung mit dem Reaktionsmedium zu einer bevorzugten
Anreicherung des Biokatalysators in einer Phase filssiger Mehrphasensysteme flhren.

Als bifunktionelle Verbindungen zur Nachbshandiung des Trigers werden Substanzen singesetzt, die eine chelstbiidende
Gruppierung und eine Gruppierung snthatten, die die Ldslichkeit des Trigers im Reaktionsmedium verringern, die das
Verteilungsgleichgewicht feinverteilter Trigerpartikel in fllssigen Zweiphassnsystemen beeinflussen und/oder durch
Woechselwirkungen mit dem Enxym oder mit Substratmolekilen die Reaktionsgeschwindigkeit und/oder Selektivitit des
Biokatalysators beeinflussen. Derartige Gruppierungen sind aliphatische oder aromatische Kohlenwasserstofireste,
heterocyclische Reste, ionenaustauschende Gruppen, chelatbildende Gruppen, optisch aktive Gruppen, Gruppen, die
Cofaktoren binden, reduzieren oder cxydieren knnen, Kohlehydratreste, Ester- oder Amidgruppen sowie Cofaktoren oder
snaloge Strukturen.

Die erfindungsgemiB hergesteliten Enzymimmobilisate werden in sehr guten Ausbeuten (bel eingesetzten Enzymmengen dio
unterhalb der Grenze fiir sine monomolekulare Belegung der zur Verfilgung stehenden Trigeroberfliche liegen: 100%) und bei
hoher Auswaschstabilitt in den gebriuchlichen Substratidsungen (sbhingig von der Komplexbildungskonstante zwischen
Chelatgruppe und Metallion des Trigers) erhalten,

Siewerden in der priparativen Biotransformation z. B. bei der Penicillinspaltung oder bei Umesterungen, als Hilfskatalysatoren,
2.B. bei der Sauerstoffversorgung in Bioreaktoren mit immabilisierter Ketalase/Wasserstoffperoxid und in der Analytik, 2.B. in
DurchfluBraskioren zur Harnstoffbestimmung mit immobilisierter Uresse singesetst.

Nachfoigend soll die beanspruchte Erfindung anhand von Ausflhrungsbeispielen nher erllutert werden.

AusfOhrungsbeisplele

Beispiel 1
109 einer makropordsen Zirkondioxid enthatenden Keramik werden mit 50 ml einer wiiBrigen L8sung von 8-Amino-1-hydroxy-

1.1-bisphosphonsiure (50mM, Formel I, Y: —PO,H,, X: —OH) 1 h in sinem rotierenden GefiB behandeit. Das Produkt wird solange
mit Wasser gewaschen, bis die LeitfAhigkeit in der Waschldsung konstant bleibt. Densch werden 20ml einer 5%igen
Glutaraldehydidsung in Natriumhydrogenkarboneatpuffer (pH = 7,5) zu dem abfiltrierten Triger gegeben und 48h bei
Raumtemperatur (unter Rotation) gehalten, Der aktivierte Triger wird griindlich mit Wasser gewaschen und denn zu 30ml einer
Ldsung von Trypsin (1001E/ml = 100 internationale Einheiten/ml) in Karbonatpuffer (pH = 7,8) gegeben. Nach 24stlindiger
Rotation wird das Produkt gewaschen und zur kontinuierlichen Peptidhydrolyse singesetzt. Die Fixierungsausbeute betrigt 30 %.
Technische Einzslheiten, wie sorgfiitige Entgasung der Triiger unter Vakuum, nach Maglichkeit im Ultraschalifeld, sowie
Behendlungsschritie unter ,Uberkopfrotation® und intensive Waschvorgiinge, d. h. mindestens 10x 20min, gelten fir slle

Beispiele gemeinsam,

Belspiel 2 ¢

500mg Glucosmylase werden in Acetatpuffer (50mM, pH 4,5) it Perjodat oxydiert (s. M. Marek et al., Biotech. Bioeng. 26 1223
{1984]) und dialysiert. Der Riickstand wird mit 20mg Desferrioxamin B (Formel Il, X: <OH, Y: ~COR,, R enthit eine primire
Aminogruppe) versetrt und Gber 48 h bei 4°C zur Reaktion gebracht. Gleichzeitig wird sus dquimolaren Mengen von Eisen-il- und
Eisen-lli-sulfat in siner 1%igen Dextranidsung mit AmmoniakiberschuB ein magnetisches Eisenoxid (Fe,0,) gefilit, das durch
Dextran als Schutzkolloid stabilisiort ist. Dieses Eisenoxidsol wird mit dem modifizierten Enzym versetzt und 1h bei
Zimmertemperatur geriihrt. Nach mehreren Waschungen mit magnetischer Abtrennung wird das Produkt in einem wiiBrigen
2-Phasensystem (Stiirke-Polyethyienglyzol) zur Stirkehydrolyse eingesetrt, wobei sich der Katalysstor in der Stirkeldsung
anreichert und die entstehende Glucose in beiden Phasen gleich verteilt ist und sus der PEG-Phase durch Ultrefiltration

abgetrennt werden kann.

Beispiel 3

500mg N-(4- Hydroxyphenyl)-dithiocarbamat (Formel lll, X: ~SH, Z: =S) werden in wiiSriger LOsung mit 10g einer Eisen-lil-oxid
enthalienden Keramik geschittett. Das Produkt wird gewaschen und sorgfilitig getrocknet. AnechlieSend wird es mit J0mi einer
2%igen Losung von Toluendiisocyanat in trockenem Toluen aktiviert und mit getrockneten L3sungsmittein (Toluen, Aceton)
reagenzienfrei gawaschen und getrocknet. Die abschlieBende Enzymkopplung ufolm durch Eintragen des aktivierten Triigers in

eine wilRrige Ldsung von Leucinaminopeptidase (30001E/30ml).
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Beisplel &
400mg 3,4-Epoxy-1,2-dihydroxybutan-1 .1-bisphosphonsbure werden an 10g Aluminiumsilikat adsorblert und snschlieSend mit

einer Ldsung von Uricase (3001E/50 m! Karbonatputfer, 100mmol/l, pH: 8,5) umgesetxt. Nach 5d bei 4°C wird die
Immobilisierung abgebrochen und das Produkt gewaschen und fir dis Harnslurebestimmung genutrt.

Beisplel 5
10g einer por8sen Keramik mit 20 % Nickeloxid werden mit 200 mi einer Lsung von 20mmol/t Cyclohexan-1,2-diondioxim-4-

essigsiure (Formel V, Z: =NOH) in Citratpuffer (10mmol/I, pH: 6,0) 1h geschitteit. Danach werden 3000IE Katalase in 50mi
salzsaure Natriumchlorididsung (0,1 mol/l, pH: 4,5) 2u dem abfilirierten Triger gegeben. Nach 24 hwerden 200mg N-Ethyl-N’-(3-
dimethyl-aminopropyl)-carbodiimid zugegeben und 2h bel Rsumtemperatur geschitteit. Das Produkt wird zur
Sauerstofferzeugung aus Wasserstoffperoxid in Enzymreaktoren singesetst.

Belsplel 6
§ml invertase In einer Glycerol-Acetatpuffermischung (20% Glycarol, 0,1 mol/l Acstatpuffer, pH: 4,5) werden mit 30ml einer

wiBrigen L8sung von 5-Diazo-8-hydroxychinolin (10mmol/l) umgesetzt und der ReagenziberschuB in einer Epidexsiule
sbgetrennt.

10g makropordses Aluminiumoxidpulver werden mit dem aktivierten Enzym 2 h bel Raumtemperatur geschittelt, abfiltriert und
gewaschen. Dann werden 29 Biickerhefe in 20mIi 3%iger Natriumalginatidsung suspendiert, mit dem feuchten Trigermasterisl
versetzt und die Mischung tropfenweise in eine Calciumchiorididsung gepreGt. Die entstehenden Kugein werden vorsichtig
getrocknet und anschiieBend in einem Slulenreaktor zur kontinuleriichen Vergirung von Saccharose singesetrt.

Delapiel 7
10g Schaumbeton werden nacheinander mit Ldsungen von Eisen-li-hexacyanoferrat und Eisen-ll-ammoniumsulfst jeweils

20mmol/l, pH: 6,5) behandeit. Das tisfblaue Produkt wird gewsschen und anschlieBend mit 30 mi einer Ldsung von 3-Hydroxy-4-
carboxy-benzoesBureazid (10mg/ml, pH: 4,0, Formel VI, Y: ~COOH, X: ~OH) 10min bei 0°C geschittelt und anschlieflend scfort
miteiner Ldsung von f-Galactosidase in Acststpuffer (3000IE Enzym, lonenetiirke: 0,1mol/l, pH: 4,8) versetst. Nech 2hwird der
Triger gewsschen und bis sur Verwendung in 0.9. Puffer sufbewahrt.

Delpisl 8

10g Schaumgiss werden mit siner 8%igen LOsung von Acrylamid-Methylenbisacrylamid-Riboflavin (zur Gelherstellung)
getrnkt und durch UV-Bestrahlung mit einem Uberaug von Polyacrylamid versehen. Das getrocknete Produkt wird mit siner
L3sung von Titantotrachlorid in Tetrachlorkohlenstof! 2h geschttelt, mit Aceton und Wasser gewaschen und snechlieend mhi
siner LOsung von G9mg N-{2-Hydroxysthyllaminomalonsiure (Formel Vilt, Z.: =0, R;: =OH) in 30mi Wasser versetzt. Nech
2stdndiger Rotation der Mischung wird der funktionalisierte Triger mit Wasser gewaschen, unter Vakuum getrocknet und mit
Chlorameisensiurenorbornylester in bekannter Weise die endstindige Hydroxyligruppe in den sktivierten Ester OberfOhrt.
AbschlieBend wird die Kopplung von Glutamatdshydrogenase (3000IE in Karbonatpufier, 50 mmol/l, pH: 8,0) durch Zugabe von
30mi Enzymidsung zu dem getrockneten Triger vollzogen. Das Produkt wird in Durchfiuisnalysstoren singesetst.

Beispiel 9 .

300mg Penicillinacylsse und 50 mg 1,8-Dihvdroxynaphthalin-3,6-disulfonsiure werden bei pH 8,5 in Karbonatpuffer mit 25mg
Bisdiazobenzidinhydrochlorid versetrt und unter schwacher RObrung 1 h bel Reumtemperstur gehalten. Das entstehende
Enzymderivet (Formel IX, X: =OH, Y: =N=N-) wird mit 5mi 10%iger Polyacryisure und 39 fein verteiitem Eisen-l, lil-oxid
versetzt und in eine LBsung von 2g Chromsmmoniumalisun in 30mi Wasser getropft. Des Produkt wird getrocknet und bei 4°C
bis zur Verwendung sufbewahrt.

Beispiel 10

10g Poly-vinylsikohol-divinylbenzen (88:2) werden mit einer wilBrigen Ldsung von Zirkonoxychlorid {2gin80ml, pH:3,8) 1hauf
80°C erwlrmt, anschlieBend grindiich gewaachen und mit einer Ldsung von 200mg Triethenolamin in 80 mi Wasser weitere 3h
auf 60°C erwirmt. Das Produkt (Formel X, R = X: <CH~CHy~OH) wird mit Cibachronblau (50ml, 2mmol/i, Karbonatpufter,
50mmol/l, pH: 8) als Ankersubstanz umgesetzt (4 h, 20°C, Rotation), gewaschen und zur immobilisierung von
Lactatdehydrogenase eingesetat, die an den modifizierten Triger ohne weitere Reagentien koppelt.

Delsplel 11
10g pordses Glas (. Trisoperi”) werden 5 h unter RickfluB in einer Ammoniummolybdatidsung (10mmoi/l, pH = §,0) gekocht.

Danach wird abfiltriert und mit 100mi einer 1%igen LBsung von 2-{N,N-diethyiphosphonsiure)-sminoscetaidshyd (R: -CHr-
CHO, Y: <CH,~CHy~PO,H,, Formel XI) in Karbonatpufier (pH = 7.5) versetzt. Nach 1 h wird sbfittriert und gewaschen. Der Triger
wird denn mit 30mi einer LBsung von invertase (100IE/ml) in Acetstpufier (10mmoi/l, pH = 8,8) 24 h bei Rsumtemperatur
behandelt, snechliieSend gewaschen und in Acstatpuffer sufbewshrt.

Belepiel 12
10 sines Composites sus 89 Ton und 2g Polysthylen werden mi S80mi elner neutralen wiSrigen L3sung von 500mg

Cetyhtrimethylemmoniumbromid (Formel XN, X: =Chy) 43h unter Rotstion bel 48°C inkublert. Die Cotyiketie wirlt sle
Ankersubstanz fOr lyydrophobe Enzyme. Die immobilisierung von Lipsee erfoigt durch Behandiung des Trigers mit einer
neutralen L3sung von 3000IE Pankreasiipase in verddnntem Karbonatpufter {1 mmol/l, pH: 8,0) bei 30°C Qber 48h sowle
nachfolgenden Waschschritten.
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Selsplel 13

10g pordses Titandioxid werden mit 20ml einer L3sung von 10mM N.N’,N"-Tris-{2-phosphonatoethylamino)-scetaidehyd
(Formel Xiil, Y: ~N—CH;~CHz~PO,H;) in destilliertem Wasser 1h rotiert, gewaschen und in die L3sung von 30001E Chymotrypsin
in 30mi Karbonatpuffer (0,1 mol/I, pH: 8,0) gebracht. Nach 2stGndiger Rotation ist die Immobilisierung beendet und das Produkt
wird abfiltriert, in Hexan Oberfihrt und in dieser L3sung zur Umesterung von niedermolekularen Fettslureestern singesetzt.

Belsplel 14
10g pordse Pericellulose werden 4h mit einer slkoholischen Losung von Zirkontetraathylst (29 In 80 M) unter RuckfiuB auf

Siedetemperatur erhitzt, anschlieBend mit Ethanol und Wasser gewaschen. Zu dem feuchten Triger werden 200mg
2.Aminodiphenylether-4,3" 5'-tricarbonsliure (Formel XIV, ¥: —COOH) in neutrater wiBriger Ldsung gegeben und unter Rotation
im Veriauf einer Stunde adsorbiert. 50mg Linsenlektin als Ankersubstanz werden wie in Beispiel 2 mit Perjodat oxidiert und
anschlieSend bei pH 7,0 (neutralisiert mit Hydrogenkarbonat) an den funktionalisierten Triger gebunden. AbschiieSend werden
30mg Meerrettichperoxidase in 20m| Wasser geldst und zu dem Lektinimmobilisat gegeben. Nach den Oblichen Waschschritten
ist das Produkt zum Wasserstoffperoxidnachweis gesignet.

Beispiel 18

10g Aluminiumailikat werden mit einer Ldsung von 2g Alizaria S in 30ml Natronlauge {1 mmol/1) 2h unter Rotation umgesetat,
der Triger gewaschen und getrocknet. Zu dem trockenen Triger wird eine Mischung von 20mmol Terephtaloyichiorid und
20mmol Pyridin in 30mi Toluen gegeben und Innerhalb von 2h bei 50°C in p-OH-Gruppe des Alizarine verestert. Der
funktionalisierte Triger wird mit Toluen, Aceton und Wasser gewsschen und sofort danach mit 30001E Hexokinsse in
Karbonatpuffer (10mmoi/l, pH: 8,0) versetzt. Nach 3h ist die immobilisierung beendet.

Beleplel 16
Penicillinacylsse {3000 |E) wird in Karbonatpuffer (s.0.) mit 20ml o-Chinon (3mmoi/l) und nach 4h mit 10m| Hydrazinsulfst

{10mmoi/l, pH 6,8) umgesetzt, wobei ein Brenzkatechinderivat (Formel XV1, X: —~OH) entsteht. 10g porbees Aluminiumoxid
werden 4h mummmmmwmmmmm

Belsplel 17
10g pordees Nickeloxid werden mit sinem UberschuB von 2,3-Dimercaptopropanol in Form einer 2%igen wiBrigen L8sung

umgesetzt (Formel XVII, X: —SH, ~OH). Nach Auswaschen des Uberachusses werden 30m! einer L3sung von Oipyridin-2,2'-
disulfid (3mmoi/l) in Wasser zugegeben und damit ein Teil der SH-Gruppen am Triger in Disulfidgruppen umgewandelt. Nach
Entfernen des Reagenziiberschusses wird der aktivierte Triiger mit der L3sung von 500mg Urease in 30 mi Karbonatpufler nach
Belspiel 15 4h behandett und abuchiieBend gewaschen. Das Produkt wird in der Harnstoffanalytik singesetst.

Beispial 18
100 mmol o-Phenylenbisdiatoniumchlorid werden bei pH 8,0 mit 200mmol p-Aminophenol gekuppeit und das Produkt

(Formel XVIII, Y: ~OH, Rg: =N a=N—C¢He=N=N-) wird erneut diazotiart. danach sn 10g por8ses Aluminiumsiliket adsorbiert und
sofort mit einer LAsung von 3000IE Penicillinacylase in o.g. Karbonatpuffer umgesetzt.

Beispilel 19

500mg Lipase aus Candida Cylindraces werden mit einer LAsung von 20mmol CyanursBurechiorid in 3ml Aceton umgesetat,
danach wird das Produkt getrocknet und in Wasser aufgenommen. Die restlichen Chioridstome werden in Karbonatpuffer
abhydrolysiert und das Produkt (Formet XIX, X: ~OH) wird an 10g eines pordsen Thansilikates adsorbiert. Der entstandene
Kstalysator wird zur Fettsynthese singesetzt.

Belsplel 20 .

Aus o-Hydrazinobenzoesure und p-Chiormethyibenzaldehyd wird ein Form szan hergestelit (Formel XX, Ry: ~-N=N-, Y:
~COOH), an ein Eisendil-silikst adsorbiert und das Chior durch NH,OH in sine Aminogruppe GberfOhrt. Der Triger wird dann
durch Behandiung mit sinem UberachuBl von Benzochinon in Karbonatpufter (3mmol/l) sktiviert. Die sbechlieBende
Enzymimmobilisierung erfolgt clurch Zugabe von 30001E Glucoseoxidase in 28 m! Acetatpuffer, pH: 8.8.

Beicpiel 21

8-Chiorchinolin-3-carbonsluremethylester wird mit Glycin zu der N-substitulerten Aminoessigsliure umgesetzt und
anechiieend mit Hydrazin und Nitrit in des Azid Oberflhrt. 0,19 dieser Verbindung (Formel XX, Z: =N-im Ring, =0) werden mit
1oMﬁmnbﬂpﬂ.ﬁthMMMQMMwoawm

gegeben. Nach 4h bdotmdbxopﬂungwMduﬁoduhw!rdmltwoiwjl-oﬂmummm
die modifizrierten Enzyme sdsorbiert (12h), das Produkt wird gewsschen und magnetisch abgetrennt. Der Katatysstor wird mit
10mi einer 10%igen Polyvinylatkoholldsung vermischt und auf einer Glarplstte zu siner Membran ausgestrichen. Nach
Trocknung wird die Membran vor die Platinspitze einer amperometrischen Elektrode gespannt. Die entstehende Enzymelektrode

ist 2ur Bestimmung von Glucose und Mattose sinsetzbar.
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