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Immobiliseret enzymprodukt fremstilles ved, at man overtrekker et
partikelformet materiale med hej msssefylde, f.eks. sand med gela-
tine og derpd behandler det overtrukne materiale med hej massefyl-
de med glutaraldehyd. Man fremstiller en pasta omfattende et enzym-
produkt og en vandig oplesning af polyethylenimin, og blander det
med gelatine overtrukne og med glutaraldehyd behandlede, partikel~
formede materiale med pastaen til dannelse af en pastaagtig dlan-
ding, som behandles med glutaraldehyd til dannelse af en masse,

so0m graruleres og torres,

Enzymproduktet er slidresistent og er velegnet til anvendelse i
ekspanderede eller fluidiserede lejer.
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Opfindelsen angar en fremgangsmade til fremstil-
ling af et immobiliseret enzymprodukt, der er velegnet til
anvendelse i et ekspanderet eller fluidiseret leje.

Det er kendt, at man kan tilskrive anvendelsen af
immobiliserede enzymer i et ekspanderet eller fluidiseret
leje mange fordele i sammenligning med anvendelsen af immo-
biliserede enzymer i en fast masse. S&danne fordele er
anfert i U.S.A. patent nr. 3.928.143. De vigtigste fordele
ved driften i et fast leje er, at man totalt undgar forstop-
pelse i et ekspanderet eller fluidiseret leje, og at det er
muligt at anvende substrater med partikelformede materialer
i et ekspanderet eller fluidiseret leje.

P4 trods af disse fordele gennemfgres nasten alle
industrielle kontinuerlige processer, hvori man anvender
immobiliserede enzymer, i fast leje, blandt andet fordi
partiklerne med den enzymatiske aktivitet i et ekspanderet
eller fluidiseret leje slides ned under drift som resultat
af kollisioner meliem de individuelle partikler.

Der foreligger sdledes et behov for immobilisering
af enzymholdige partikler, der er velegnet til anvendelse i
et ekspanderet eller fluidiseret leje, som har bedre slidre-
sistens end de tidligere kendte, immobiliserede enzymholdige
partikler, der er velegnet til anvendelse i et ekspanderet
eller fluidiseret leje.

Fremgangsmdden ifplge opfindelsen er ejendommelig
ved det i den kendetegnende del af krav 1 angivne.

Det har overraskende ifglge opfindelsen vist sig,
at overtrazkningen af det partikelformede materiale med hej
massefylde med gelatine og behandlingen af det sédledes over-
trukne, partikelformede materiale med h¢j massefylde med
glutaraldehyd i kombination med anvendelsen af polyethylen-
imin og den senere behandling af den pastaagtige blanding
med glutaraldehyd frembringer et immobiliseret enzymprodukt,
hvori enzymerne binder yderst starkt til det partikelformede
materiale med hgj massefylde, og som udviser en exceptionelt

hej slidresistens.
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Man kender ganske vist fra U.S.A. patent nr.

- 3.796.634 en fremgangsmdde til fremstilling af et immobili-
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seret enzYmprodukt, hvor et enzym adsorberes p& et partikel-
formet materiale, sasom silica, overtrukket med en tvarbun-
det polyamin, hvorpa enzymet tvarbindes, fortrinsvis med
glutaraldehyd, men ved denne kendte fremgangsmdde foreligger
der en rzkke begransninger, der ikke foreligger ved frem-
gangsmdden ifglge opfindelsen, javnfer de felgende forskelle
1), 2) og 3). 1) I henhold til U.S.A. patentet krydsbindes
det til bzreren adsorberede enzym ved indvirkning af et
krydsbindingsreagens, fortrinsvis glutaraldehyd. Det er

sédledes en forudsatning for bevarelse af enzymets biologiske

- aktivitet, at krydsbindingsreagenset ikke inaktiverer enzy-
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met. Glutaraldehyd vil i almindelighed inaktivere enzymer,

hvor SH- eller NHp-grupper er essentielle i det katalytisk

~ aktive center. I henhold til opfindelsen blandes enzym og
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polyethylenimin til en pasta. S&ledes kan selv enzymer, hvis
aktivitet er meget fglsom overfor glutaraldehyd, immobilise-
res uden vasentligt tab af aktivitet, idet reaktionen i

disse tilfzlde fortrinsvis kan bringes til at foregd mellem

' glutaraldehyd og polyethylenimin. 2) U.S.A. patentet angar

en adsorption af enzymet til en passende ladet partikelover-

-flade, -og aktiviteten af det kendte immobiliserede enzym er

derfor begraznset af barepartiklernes adsorptionskapacitet.
Ifplge opfindelsen foreligger der ikke en sadan begransning,
idet den overtrukne barepartikel blandes med en pasta inde-
holdende enzymet og polyethylenimin, og herved kan man frit
velge mengdeforholdene mellem bazrer og enzym. 3) Ifglge
U.S.A. patentet er valget af krydsbindingsreagens afhangigt
af det protein, der gnskes immobiliseret. S&ledes ma man

velge andre krydsbindingsreagenser end det foretrukne glu-

. taraldehyd, hvis proteinet har en utilstrzkkelig aminfunkti-

onalitet. Ifplge opfindelsen kan glutaraldehyd anvendes som

. krydsbindingsreagens uanset hvilket protein, der ¢nskes
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immobiliseret, idet den nedvendige aminfunktionalitet opnés

ved passende tilsztning af polyethylenimin til proteinet.
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Man kender ganske vist ogsd fra Developments in
Industrial Microbiology, vol. 17 (4) 1976, side 241 ~ 246 en
fremgangsmdde til fremstilling af et immobiliseret enzympro-
dukt, men denne bestdr udelukkende i fiksering af levende
mikroorganismer pa en barer, mens fremgangsmaden ifglge
opfindelsen ikke kan anvendes til dette formdl.

Ved udgvelsen af opfindelsen gennemfgrer man szd-
vanligvis overtrzkningen med gelatine ved at udblgde gelati-
nen i vand, kassere overskud af vand, smelte gelatinen og
blande den sdledes smeltede gelatine med det varme, parti-
kelformede materiale med hgj massefylde. Herved dannes der
et pastaagtigt materiale. Dette pastaagtige materiale
behandles med glutaraldehyd, hvorved gelatineovertrakket
hzrdes og de enkelte partikler falder fra hinanden. Pastaen
af enzym- og polyethyleniminoplgsning dannes ved at blande
enzymproduktet og polyethyleniminoplesningen. Nar denne
pasta blandes med det med gelatine overtrukne, med glutaral-
dehyd hazrdede, partikelformede materiale med hej massefylde,
dannes der en anden pasta, men efter behandling af denne
pasta med glutaraldehyd falder pastaen fra hinanden i enkel-
te granulzre partikler, hvorved tilsyneladende hver granuler
partikel fortrinsvis indeholder to eller flere partikler af
materiale med hej massefylde. De individuelle partikler af
materiale med hej massefylde synes at vare sammenbundet ved
hjelp af polyethylenimin og glutaraldehyd. Det sluttelige
immobiliserede produkt bestdr sdledes af en enhed, i hvilken
styrken og slidresistensen hidrgrer fra de partikelformede
partikler med hgj massefylde, hvilke danner de ydre granse-~
linier for den granulare partikel, og hvori enzymaktiviteten
hidrerer fra den tverbundne masse af enzymholdigt materiale,
som er beskyttet af det partikelformede materiale med hgj
massefylde, der fungerer som et skjold for den (mindre slid-
resistente) masse af enzymholdigt materiale.

Ved en foretrukken udfgrelsesform for opfindelsen
er det partikelformede materiale med hepj massefylde sand.
Herved tilvejebringes der et billigt, partikelformet materi-

ale med hgj massefylde.
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Ved en anden foretrukken udfgrelsesform for opfin-

delsen har det partikelformede materiale med hgj massefylde

~en partikelstgrrelse pd mellem 0,1 og 1 mm. Dette partikel-

stgrrelsesinterval er passende for de fleste ekspanderede
eller fluidiserede lejer.

Ved en anden foretrukken udfgrelsesform for opfin-
delsen har det partikelformede materiale med hej massefylde

en massefylde over 4 g/cm3, og fortrinsvis er det partikel-

. formede materiale med hej massefylde titandioxid. Ved at
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anvende partikelformede materialer med hgj massefylde med en

sédan massefylde kan den enzymatiske proces i det ekspande-

rede eller fluidiserede leje bedre kontrolleres, og man kan
behandle vasker med hgjere massefylde uden vanskelighed. Det
partikelformede materiale med hej massefylde bgr udvalges pa
en sadan made, at massefylden deraf er desto hgjere, jo
hpjere massefylden er af den vaske, der skal behandles i det
ekspanderede eller fluidiserede leje. Man foretrzkker titan-
dioxid, fordi det er billigt og i hgj grad indifferent.

Ved en anden foretrukken udfgrelseform for opfin-

delsen andrager vegten af gelatinen i det med gelatine over-

~ trukne, partikelformede materiale med h¢j massefylde mellem
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0,2 og 5 vagt-% af det partikelformede materiale med hoj
massefjlde, fortrinsvis mellem 0,5 og 2% deraf. Denne gela-
tinemzngde er optimal hvad angdr opndelsen af en stark adha-
sion af enzymet til partikler pd det partikelformede materi-
ale med hej massefylde.

Ved en anden foretrukken udferelsesform for opfin-
delsen andrager vagten af det glutaraldehyd, hvormed det med
gelatine overtrukne, partikelformede materiale med hgj mas-
sefylde behandles, mellem 2 og 25 vagt-% af gelatinen, for-
trinsvis mellem 10 og 20 vagt-% af gelatinen. Denne mzngde
af glutaraldehyd er optimal hvad angdr opndelsen af stark
adhazsion mellem enzymet og partiklerne af det partikelforme-
de materiale med hgj massefylde. 7

Ved en anden foretrukken udfgrelsesform for opfin-

delsen er enzymet urease. Ved tilveijebringelse af et immobi-

liseret ureaseprodukt kan man dekomponere urinstofholdigt
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spildevand, for det kloakeres, hvorved man pd en simpel og
billig made kan opfylde de miljpmessige renhedskrav.

Ved en anden foretrukken udfgrelsesform for opfin-
delsen er enzymet urease, der er fremstillet ad mikrobiel
vej ved hjzlp af Bacillus pasteurii. Denne urease er veleg-
net til det formdl, der er angivet i det foregdende afsnit,
fordi den har god temperaturstabilitet og god aktivitet ved
de pH-vazrdier, som findes i det urinstofholdige spildevand.

Ved en anden foretrukken udfgrelseform for opfin-
delsen er enzymet lactase. Herved er det muligt kontinuer-
ligt at konvertere lactosen i valle til glucose og galactose
ved drift i ekspanderet eller fluidiseret leje.

Ved en anden foretrukken udfgrelsesform for opfin-
delsen er enzymet inulinase. Herved er det muligt at kon-
vertere inulin til fructose pd en simpel og billig made.

Ved en anden foretrukken udfgrelsesform for opfin-
delsen bestdr enzymproduktet af terre, enzymholdige, hele
bakterieceller blandet med de ledsage- og fyldstoffer, der
er normale bestanddele af industrielle enzymprodukter. Dette
er en meget billig metode, fordi det ikke er ngdvendigt at
behandle bakteriecellerne, der er isoleret fra enzymgarings-
vasken. Ved en anden foretrukken udfgrelsesform for opfin-
delsen bestar enzymproduktet af torre, enzymholdige bakte-
rieceller, der er delvist eller totalt homogeniseret og
blandet med de ledsage- og fyldstoffer, der er normale
bestanddele af industrielle enzymprodukter. Hvis det onskes
at homogenisere bakteriecellerne, kan denne metode hensigts-
messigt anvendes, og dette medfegrer den fordel, at det ikke -
er ngdvendigt at anvende det betydeligt dyrere, rensede
enzym.

Ved en anden foretrukken udfgrelsesform for opfin-
delsen forstgvningstgrres enzymproduktet. Det er simpelt og
hensigtsmessigt at anvende et tgrt enzymprodukt, og et for-
stgvningstgrret produkt er billigt og velegnet til frem-
gangsmaden ifplge opfindelsen.

Ved en anden foretrukken udfgrelsesform for opfin-

delsen andrager vaegten af polyethyleniminet mellem 2 og 50%
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af enzymproduktet, fortrinsvis mellem 5 og 15% af enzympro-
duktet. Med mindre polyethylenimin end 2% af enzymproduktet

dannes der ikke noget immobiliseret produkt med tilstrzkke-
lig kohzrens, og mere polyethylenimin end 50% af enzympro-

duktet vil ikke give anledning til dannelsen af nogen gavn-
lig effekt.

Ved en anden foretrukken udfgrelsesform for opfin-

~delsen har polyethylenimin en molekylvegt mellem 300 og

100.000. Disse polyethyleniminer er i stand til at danne et
immobiliseret produkt med den bedste kohazrens.

Ved en anden foretrukken udfprelsesform for opfin-
delseh andrager vagten af det glutaraldehyd, hvormed den
pastaagtige blandihg behandles, mellem 10 og 1000% af vegten
af polyethyleniminen, fortrinsvis mellem 50 og 200% af veg-
ten af polyethyleniminen. Med en mindre glutaraldehydmzngde
end 10% af vagten af polyethyleniminen vil der ikke dannes
noget immobiliseret produkt med tilstrazkkelig slidstyrke, og
mere glutaraldehyd end 1000% af vegten af polyethyleniminen

vil ikke have nogen gavnlig effekt.

Ved en anden foretrukken udfgrelsesform for opfin-

delsen gennemfgres tgrringen i fluidseret leje. Denne tor-

7 ringsmetode er billig, effektiv og fuldt ud tilfredsstil-

25

lende.
Opfindelsen skal nu illustreres under henvisning

til de fglgende eksempler.

Ekéempel 1
1,8 g gelatine blev udbledt i demineraliseret vand

i 10 - 15 minutter, overskuddet af vand blev hzldt fra, og

30

gelatinen blev smeltet i et vandbad. )
180 g strandsand blev opvarmet til 60°C pd vand-

bad.

Derpa blev strandsandet hzldt i gelatinen under

 omrgring for at danne en homogen pasta. Det med gelatine pd

35

denne m3de behandlede sand blev delt i to dele og behandlet
med henholdsvis 0,2 og 0,1% glutaraldehyd (20 og 10% i for-

hold til gelatinemzngden).
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Efter tilsetningen af glutaraldehyd omrgrtes,
indtil massen gelerede, og der dannedes et partikelformet
materiale med partikler af ensartet sterrelse. Geleringsti-
den var ca. 1 minut.

2 g forstgvningsterret urease med en aktivitet pa
6250 ureaseenheder/g og fremstillet ved hjzlp af Bacillus
pasteurii NCIB 8841 blev blandet med (1) 2 ml 5% PEI 600
(polyethylenimin med molekylvagt 40.000 - 60.000, kebt fra
Dow Chemical Co.), (2) 2 ml 10% PEI 600 og (3) 3 ml 10% PEI
600, alle ved pH 7; nar der dannedes en pasta, tilsattes 10
g af det strandsand, der var behandlet som ovenfor angivet,
blandeprocessen fortsattes, og immobiliseringsprocessen blev
gennemfprt ved tilsztning af 1,25, 1,75 eller 2,25 ml 25%
glutaraldehyd og ved at blande grundigt. Det dannede produkt
blev sammenpresset forsigtigt, hvorved det faldt fra hinan-
den som et granulat.

Ureaseaktiviteten (bade for opleselige og immobi-
liserede przparater) mdles pd folgende made. Analysen gen-
nemfgres i en pH-stat ved pH 7,0 og 30°C med 3% (0,5 M)
urinstof i 0,2 M phosphat som substrat. Reaktionen kan

reprasenteres ved reaktionsskemaet

NH2
+ urease + -
¢ =0+ H30 + Hy,0 ~—~———92NH4 + HCO3
pH 7,
NH2

1 urease-aktivitetsenhed spalter pr. definition 1
pmol urinstof pr. minut under de ovenfor angivne reaktions-
betingelser. '

Den felgende tabel viser immobiliseringsbetingel-
serne og aktivitetsparametrene af de dannede produkter.

Den fysiske styrke af alle immobiliserede produk-

ter blev bedgmt som god, da man ikke kunne lagttage nogen



146481

fysisk nedbrydning efter 60 timer pd& et rystebord. En grove-
re manuel behandling af produket viste, at produkterne nr. 3

og 5 var lidt svagere end de andre produkter. Produkt nr. 6

er noget starkere end de gvrige.
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Produkterne blev underspgt som den aktive masse i
et fluidiseret leje med en vandig oplgsning indeholdende 1%
urinstof som substrat. Urinstoffet blev nedbrudt pa til-

fredsstillende made.

Eksempel 2

2 g lyophiliseret lactase med en aktivitet pa 973
lactaseenheder/g og fremstillet ved hjzlp af Bacillus
sp:NRRL B-11, 299 blev blandet med 3 ml 10% PEI 15 T (poly-
ethylenimin med molvaegt 700, kebt fra Taihei Sangyo Kaisha)
ved pH 7,0. Da der var dannet en pasta, tilsattes 10 g gela-
tinebehahdlet sand, fremstillet som beskrevet i eksempel 1.
Blandeprocessen fortsattes, og immobiliseringen gennemfgrtes
ved tilsztning af 1,75 ml 25% glutaraldehyd. Produktet blev
sammenpresset forsigtigt, hvorved det faldt fra hinanden som
et granulat. Efter terring var aktiviteten 25,5 lactaseenhe-
der/g, og aktivitetsudbyttet var 16,3%.

Lactaseaktiviteten blev mdlt pd fplgende made.
Analysen gennemfgres i et rystevandbad ved 60°C og pH 6,5
med 10% lactose i mzlkestpdpude som substrat. Reaktionen
afsluttes ved kogning i 10 minutter i tilfszlde af, at man
gnsker at bestemme aktiviteten af den oplgselige lactase, og
ved filtrering af enzympartiklerne i tilfzlde af, at man
gnsker at bestemme aktiviteten af den immobiliserede lacta-
se. Den mazngde glucose, der friggres i supernatanten,
bestemmes ved hijzlp af glucoseoxidase-peroxidase-metoden
(Tech. Bull. no. 510, Sigma Chemical Co.). 1 lactase-aktivi-
tetsenhed friger pr. definition 1 pmol glucose pr. minut
under de ovenfor angivne reaktionsbetingelser.

Man kunne ikke konstatere nogen nedbrydning af
partiklerne af immobiliseret lactase ved visuel inspektion

efter kontinuerlig rystning i 20% lactoseoplgsning i en uge.
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Eksempel 3

2 g sprogjtetgrret inulinase med en aktivitet pa
105 inulinaseenheder/g og fremstillet ved hjalp af Kluyvero-
myces fragilis (NRRL Y 1156) blev blandet med 3 ml neutrali-
seret 10% polyethyleniminoplgsning (PEI 15 T, Taihei Sangyo
Kaisha). Da der dannedes en pasta, tilsattes 10 g gelatine-
og glutaraldehydbehandlet sand, fremstillet som angivet i
eksempel 1. Blandeprocessen blev fortsat, og immobilise-
ringsreaktionen blev gennemfgrt ved tilsatning af 1,75 ml
25%~-oplesning af glutaraldehyd og grundig blanding. Produk-
tet blev forsigtigt sammenpresset, hvorved det faldt fra
hinanden som et granulat, og luftterredes.

Aktiviteten af produktet wvar 13,5 inulinaseen-
heder/g, svarende til et aktivitetsudbytte pd 77%.

Aktiviteten af det oplgselige enzym blev malt som
umol reducerende sukker dannet pr. minut ved pH 4,7 og 50°C
med en 2,5% oplesning af inulin som substrat.

Aktiviteten af det immobiliserede enzym blev malt
som pmol reducerende sukker dannet pr. minut ved pH 4,7 og
50°C p& basis af 5%-oplesning af inulin ved reaktion i et

rystebad.
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PATENTKRAV

1. Fremgangsmdde til fremstilling af et immobiliseret
enzymprodukt, k e nde t egnet ved, at man overtrazkker
et partikelformet materiale med hej massefylde med gelatine,
at man derp& behandler det sdledes overtrukne materiale med
hoj massefylde'med glutaraldehyd, at man fremstiller en
pasta omfattende et enzymprodukt og en vandig oplesning af
polyethylenimin, at man blander det med gelatine overtrukne,
glutaraldehydbehandlede, partikelformede materiale med pas-
taen til dannelse af en pastaagtig blanding, at man derpa
behandler den sdledes dannede, pastaagtige blanding med
glutaraldehyd til dannelse af en masse, og at man granulerer
og te@rrer massen.

2. Fremgangsmdde ifplge krav 1, k ende tegnet

ved, at det partikelformede materiale med hgj massefylde er
sand.
- 3. Fremgangsmade ifglge krav 1 eller 2, k e n d e-

tegnet ved, at det partikelformede materiale med hej
massefylde har en massefylde pa over 4 g/cm3.

4. Fremgangsmade ifolge krav 1 - 3, kende t e g-
n et ved, at vagten af gelatinen i det med gelatine over-
trukne, partikelformede materiale med hgj massefylde andra-
ger mellem 0,2 og 5 vagt-% af det partikelformede materiale
med hgj massefylde.

5. Fremgangsmade ifeplge krav 1 - 4, k en de t e g-
n et ved, at vegten af det glutaraldehyd, hvormed det med
gelatine overtrukne, partikelformede materiale med hej mas-
sefylde er behandlet, andrager mellem 2 og 25 vagt-% af
gelatinen.

6. Fremgangsmdde ifglge krav 1 - 5, ken de t e g-
net ved, at enzymet er urease.

7. Fremgangsmide ifglge krav 1 - 6, k en de t e g-
n et ved, at enzymproduktet bestar af enzymholdige bakte-
rieceller, der er blandet med de ledsage- og fyldstoffer,

der er normale bestanddele af industrielle enzymprodukter.
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8. Fremgangsmade ifplge krav 1 - 7, kende teg -
net ved, at enzymproduktet bestdar af enzymholdige bakte-
rieceller, der er delvist eller totalt homogeniserede, blandet
med de ledsage- og fyldstoffer, der er normale bestanddele af
industrielle enzymprodukter.

9. Fremgangsmade ifplge krav'l -~ 8, kende teg -
net ved, at vegten af polyethylenimin andrager mellem 2 og
50% af enzymproduktet.

10. Fremgangsmade ifglge krav 1 - 9, k en de t e g-
net ved, at vegten af det glutaraldehyd, hvormed den pasta-
agtige blanding behandles, andrager mellem 10 og 1000% af
vegten af polyethyleniminen. :

Fremdragne publikationer:

US patent nr. 3796534
Developments in Industrial Microbiology, bind 17 (4), 1976,

side 241-246,




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	SEARCH_REPORT

