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Verfahren zur Immobilisierung von Glucoamylase an schwerldsliche Trdgermaterialien, dadurch
gekennzelchnet, daf3 die Bindung der Glucoamylase, gegebenenfalls tiber eine Ankersubstanz, an
Tragermaterialien erfolgt, die an inneren oder &ulReren Oberflachen lonen mehrwertiger Metalle
enthalten, wobei die Bindung der Glucoamylase oder gegebenenfalls der Ankersubstanz, mittels
heterobifunktioneller Reagenzien erfolgt, in denen eine funktionelle Gruppe, gegebenenfalls unter
Verwendung eines Aktivierungsreagenz, mit der zu immobilisierenden Glucoamylase oder
gegebenenfalls der Ankersubstanz und die zweite Gruppierung mit den Metallionen der Matrix
reagiert und daf? gegebenenfalls die Oberflache des Tragers durch Nachbehandlung mit einer
weiteren bifunktionellen Verbindung modifiziert wird.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf} die verwendeten Trdgermaterialien
anorganische Materialien, organische Materialien oder Composite aus beiden sind, bei denen sich
an der &uReren Oberfldche und/oder an der Oberflache von Poren im Innern des Materials,
gegebenenfalls als nachtréglich aufgebrachte Uberzugsschicht, lonen mehrwertiger Metalle
befinden. :

Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dal® die metallionenhaltige
Uberzugsschicht auf dem Tragermaterial durch dessen Umsetzung mit einer metallorganischen
Verbindung, einem Metallsalz, einem Metallkomplex, sinem Metallhalogenid, einem Oxy- oder
Hydroxysalz erzeugt wird. '

Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dafl die anorganischen
Tragermaterialien schwer lsliche natlrliche oder synthetisch hergestellte Oxide, Salze,
Mineralien, Glaser oder Keramiken sind.

. Verfahren nach Anspruch 1, 2 und 4, dadurch gekennzeichnet, da? das Tragermaterial ein

ferromagnetisches Materio! ist oder ferromagnetische Bereiche enthilt.

. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB als organische Tragermaterialien

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

. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daR? die Trdgermaterialien

anorganisch-organische Composite sind, in denen die Eigenschaften der anorganischen Tréger,
wie Abriebfestigkeit oder Verformbarkeit durch das organische Material, insbesondere durch
Polymere verbessert werden, wobei dieses organische Material ein Trdgermaterial 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 gakernzeichnet, dal die Tragermaterialien

anorganisch-organische Composite sind, in denen ein org::nisches Trégermaterial nach
Anspruch 6 durch Zusétze von anorganischem Material in s .inen Eigenschaften, wie zum Beispiel
Druckfestigkeit verbessert wird, wobei das organische Material nach Anspruch 6 zur
Immobilisierung von Enzymen genutzt wird,

. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daf die mehrwertigen Metallionen an

der Oberflache der Tréger lonen von Elementen der zweiten bis flinften Haupt- oder der
Nebengruppen des Periodensystems, einschlieBlich der Lanthaniden sind.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB ein heterobifunktionelles Reagenz
verwendet wird, das als eine funktionelle Gruppe, die mit der Glucoamylase oder der .
Ankersubstanz direkt reagiert, eine Séureazid-, eine Sdurehalogenid-, eine Sdureanhydrid-, eine
Isocyanat-, eine Isothiocyanat-, eine aktivierte Ester-, eine Disulfid-, eine Aldehyd- oder eine
Diazogruppe enthilt,

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB ein heterobifunktionelles Reagenz
verwendet wird, das als eine funktionelle Grupps, die nach Reaktion mit einem
Aktivierungsreagenz mit der Glucoamylase oder gegebenenfalls 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 enthélt.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, daR ein heterobifunktionelles Reagenz
verwendet wird, das als zweite funktionelle Gruppierung eine chelatbildende Gruppierung enthilt,
die aus einer oder mahreren Gruppen mit der Fahigkeit zur Bildung von Hauptvalenzbindungen
und mindestens einer Gruppe mit der Fahigkeit zur Bildung von Nebenvalenzbindungen bestsht.
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13. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, dadurch gekennzelchnet, daR die chelatbildende Gruppierung
Molekiilbereiche mit Strukturen nach Formel I-XXil im heterobifunktionellen Reagenz besitzt.
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wobei R den Molekiilteil darstellt, an dem sich iiber aliphatische, aromatische oder
heterocyclische, gegebenenfalls substituierte oder Heteroatome enthaltende Gruppierungen
gebunden, die zur kovalenten Enzymbindung notwendige funktionelle Gruppe befindet, und

X: -O0R;,-SR;,~NR;Rz,-NO,-NR;OH,~R40H,

Y: —COOR,,—R,;—COOR,,-O—R.,—COOR,,—NH—RrCOOR1,—S—R4—COOR1,—CONR1R2,
—~CONHOH, ~PO3H3;, -R4~PO3H;, ~NHOH,-SO3H,-OH, -H,

Z2: =0,=8, =NH,=NOH, =N-in einem heterocyclischen Ring,

Ri: -H,ein Alkylrest,

R,: —H,=NH,, ein Alkylrest, ein cyclischer Molekiilrest,

Rs: einaromatischer oder heterocyclischer Molekilrest,

Rs: ein Alkylen-, Arylen-oder Aralkylenrest,

Rs: eine~N=N-oder eine—CH=N-Gruppe und

C, und C, Teile eines Kettenmolekiils, eines Ringes oder Ringsystems sein kdnnen.
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14. Verfahren nach Anspruch 1 12 und 13, dadurch gekennzeichnet, daf} als chelatbildende
Gruppierungen Molekilstrukturen genutzt werden, bei denen die Ausbildung von Haupt- und
Nebenvalenzen zwischen der chelatbildenden Gruppisrung und Metallionen des Trégers zu einer
fiinf- oder sechsgliedrigen Ringstruktur fihrt.

16. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daf? das heterobifunktionelle Reagenz
zunéchst (ber die Chelatbildung mit dem Tréger reagiert und dann mit der Glucoamylase zur
Reaktion gebracht wird.

16. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR das heterobifunktionelle Reagenz
zunéchst an die Glucoamylase gebunden wird und anschliefiend durch In-Berlihrung-Bringen des
Tragers mit der so modifizierten Glucoamylase die Immobilisierung vollzogen wird.

17. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da3 zunéchst Ankermolekiile an den Tréger
immobilisiert werden und daf die Giucoamylase anschlieBend in bekannter Weise durch
intermolekulare Wechselwirkungen oder kovalente Bindung an diese Ankermolekiile gebunden
wird.

18. Verfahren nach Anspruch 1und 17, dadurch gekennzeichnet, dafl als Ankermolekiile Molekiile
von Substanzen benutzt werden, die in affinitdtschromatographischen Trennprozessen an
Festphasen gebunden zur Isolierung oder Reinigung von Glucoamylase eingesetzt werden.

19. Verfahren nach Anspruch 1 und 17, dadurch gekennzeichnet, da als Ankermolekiile natirliche
oder synthetische Poiymere eingesetzt werden, an die in bekannter Weise das Enzym gebunden
wird, die gegebenenfalls durch Wechselwirkung mit Substraten oder dem Enzym die
Reaktionsgeschwindigkeit erh6hen und/oder durch Wechselwirkung mit dem Reaktionsmedium
zu einer bevorzugten Anreicherung des Biokatalysators in einer Phase fllissiger
Mehrphasensysteme fiihren,

20. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da3 die bifunktionelie Verbindung zur
Nachbehandlung des Triigers eine chelatbildende Gruppierung nach Anspruch 12-14 und eine
Gruppierung enthalt, die die Loslichkeit des Tragers im Reaktionsmedium verringert, die das
Verte'lungsgleichgewicht feinverteilter Tragerpartikel in fllissigen Zweiphasensystemen
beeinfluRt und/oder durch Wechselwirkungen mit dem Enzym oder mit Suhstratmolekiilen die
Reaktionsgeschwindigkeit und/oder Selektivitat des Biokatalysators beeinfluf3t.

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

Anwendungsgebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Immobilisierung von Glucoamylase an schwerldsliche Trédgermaterialien.
Anwendungsgebiet der Erfindung ist die Hersteliung von Immobilisaten, die in der Biotechnologie {Stérkeverzuckerung und
Enzymelektroden) eingesetzt werden.

Charakteristik des bekannten Standes der Technik

Esist bekannt, daB Glucoamylase an schwerldsliche Feststoffe durch Adsorption, lonenaustausch oder kovalente Bindung
immobilisiert werden kann. Die letztere Methode ist besonders gut zur Erzeugung stabiler Bindungen geeignet. Kovalente
Bindung erfolgt nach siner chemischen Modifizierung (Aktivierung) des Feststoffes und/oder der zu immobilisierenden
Glucoamylase. Als Feststoffe werden natiirliche Stoffe (Mineralien, Chitin, Zellulose u.a.) und synthetische anorganische Stoffe
(Glas, Silikate u.a.) oder organische Polymere eingesetat. Fiir kontinuierliche technisch durchgefiihrte Prozesse werden
anorganische Feststoffe als Trigermaterialien aufgrund ihrer guten mechanischen Eigenschaften bevorzugt. Sie erfordern
jedoch als ersten Schritt der Inmobilisierung in der Regel eine Funktionalisierung durch reaktionsfahige Uberziige.

Es sind Verfahren zum Aufbringen organischer Beschichtungen auf organische oder anarganische Feststoffe 1ekannt, die unter
Verwendung von bifunktionellen Silanen zu einer Funktionalisierung fiihren. Dabei wird ein Silan der allgeme.nen Formel
(R,0)3SiR; (mit R, einem Alkyl-, Rz einem Vinyl-, y-Aminopropyl-, Epoxi-, Alkyl-, SH- oder anderem Rest) in or¢ anischer oder
wiaBrig-organischer Lésung eingesetzt und das Primérprodukt unter Bildung von C-0-Si, Metali-0-Si- und/uder Si-O-Si-
Bindungen bei erhdhter Temperatur kondensiert. Beides, die Verwendung organischer Losungsmittel und Kondensation bei
erhohter Temperatur sind relativ kostenaufwendig ebenso wie die Herstellung der Silane (U. Deschler, P.Kieinschmitt und
P.Panster Angew. Chem.98 [1986] 237-253).
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Die Immobilisierung von Biomakromolekiilen an derart silanisierte Tréger erfolgt durch direkte Kopplung (z.B. Reaktion von
Aminogruppen des Biomakromolekiils mit Epoxisilan), nach Modifizierung der Uberzugsschicht (z. B. y-Aminopropylsilan durch
bifunktionelle Verbindungen wie Dialdehyde, Carbodiimide, Chinone u.a.) oder nach Modifizierung der Glucoamylasa (z.B.
durch Perjodatoxidation der Kohlehydratanteile des Enzyms, durch Einfilhrung von polymerisierbaren Doppelbindungen u.a.).
Nachteil dieses Verfahrens ist der mehrstufige ProzeR der Silanisierung und Kondensation.

Weiterhin sind suit einigen Jahren Verfahren zum Patent angemeldet worden, in denen die Silanisierung durch Anwendung
heterobifunktioneller Verbindungen ersetzt wird (EP218508, EP 273768, DDR-Patentanmeldungsn: WP ¢ 12N/3045800 und
-5786). Diese heterobifunktionellen Verbindungen enthalten im Molekill mindestens eine reaktive Gruppe, die direkt oder nach
Aktivierung mit der Glucoamylase reagiert sowie eine oder mehrere phosphorhaltige Gruppen, die mit einem
metailiongnhaltigen Trigermaterial wenig dissoziierende Verbindungen ergeben {Chelate). Mit diesem Verfahren sind gute
Immobilisierungsausbeuten erzielt worden. Die Auswaschstabilitit der immobilisierten Glucoamylase ist aber nicht
ausreichend.

Dariiber hinaus ist es gelungen (EP 273756) durch kurzkettige Phosphonséiurederivate einen nachtriglichen Oberflichenschutz
von oxidischen Oberflichen zu erzielen, der die Auflésung von Trégermaterialien bei niedrigen und hohen pH-We ten
weitgehend unterdrickt.

Bei Chelatbildnern, die keinen Phosphor enthalten, ist bekannt, daB 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 geférbter Textilien mit Metallsalzen, vorwiegend Aluminiumsalzen, schwerlésliche und stabile ,Farblacke”
erzeugt werden. Zur Immobilisierung von Glucoamylase wurden derartige Verbindungen nicht eingesetat.

2iel der Erfindung

Das Ziel dar Erfindung basteht darin, ein Verfahren 2ur Immobilisierung von Glucoamylase zu entwickeln, das zu
wiederverwendbaren Biokatalysatoren mit hoher Fixierungsausbeuten und Auswaschstabilitiiten fiihrt,

Darlegung des Wesens der Erfindung

Aufgabe der Erfindung ist es, die Auswaschbestandigkeit der immobilisierten Glucoamylase durch geeignete Kombination
chelatbildender Gruppen im Kopplungsreagenz bel gleichzeitig hohen Immobilisierungsausbeuten zu verbessern.
ErfindungsgemaB wird Glucoamylase oder gegebenenfalis eine Ankersubstanz zur nachtriglichen Bindung der Glucoamylase,
iber heterobifunktionelle Verbindungen an schwerlésliche Trigermaterialien gebunden, die an inneren oder duReren
Oberfliéchen 1onen mehrwertiger Metalle enthalten. Als heterobifunktionelie Verbindungen werden Verbindungen benutzt, bei
denen eine funktionelle Gruppe, gegebenenfalls unter Verwandung eines AXtivierungsreagenz, mit der zu immobilisierenden
Glucoamylase oder gegebenenfalls der Ankersubstanz und eine zwsite Gruppierung mit den Metallionen der Matrix reagiert.
Gegebenenfalls wird die Oberfliche des Triigers durch Nachbehandlung mit einer weiteren bifunktionellen Verbindung
modifiziert. Als Trégermaterialien werden anorganische Materialien, organischs Materialien oder Composite aus beiden
verwandt, bei denen sich an der #uBeren Oberfliche und/oder an der Oberfldche von Poren im Innern des Materials,
gegebenenfalls als nachtréglich aufgebrachte Uberzugsschicht, lonen mehrwertiger Metalle befinden.

Metallionenhaltige Uberzugsschichten auf dem Tréigermaterial werden durch dessen Umsetzung mit einer metallorganischen
Verbindung (2.B. Tetraethoxyzirkonat), sinem Metallsalz (z.B. Ammoniummolybdat), einem Metallkomplex (z.B. Eisen-{lI)-
hexacyanoferrat-(ll)}, einem Metallhalogenid (z. B. Titantetrachlorid), einem Oxy- oder Hydroxysalz (2. B. Zirkonoxychlorid)
orzeugt.

Anorganische Trigermaterialien sind schwer 16sliche natiirliche oder synthetisch hergestelite Oxide, Salze, Mineralien, Glaser
oder Keramiken, die gsgebenenfalls aus einem ferromagnetischen Material bestehen oder ferromagnetische Bereiche enthalten.
Als organische Trgermaterialien werden Polymere eingesetzt, die mit den beschriebenen Metallverbindungen unter Bildung
einer metallionenhaltigen Uberzugsschicht reagieren.

Bei Tragermaterialien aus anorganisch-organischen Compositen werden erstens Composite benutzt, bei denen die
Eigenschaften der anorganischen Triger, wie Abriebfestigkeit vder Verformbarkeit durch das organische Material verbessert
werden, wobei dieses organische Material einen metallionenhaltigen Uberzug 2ur Immoblhslerung von Glucoamylase besitzt
oder ein nicht reaktives Material ist, das lediglich als Fillistoff dient oder ein Material ist, in dem oder an dem nach bekannten
Verfahren Enzyme oder andere Biomaterialien {z.B. Zellen, Proteine, Polysaccharide u.a.) immobilisiert sind.

Als Tragermaterialien werden zweitens anorganisch-organische Composite benutzt, in denen ein organisches Material einen
Metallioneniiberzug erhélt, der zur immobilisierung von Glucoamylase benutzt wird. Durch Zusatz der anorganischen
Komponente wird der Compasit in seinen Eigenschaften, zum Beispliel der Druckfestigkeit, verbessert.

Metallionen an der Oberfliche der Tragermaterialien sind lonen von Elementen der zweiten bis fiinften Haupt- oder der
Nebengruppen des Periodensystems, einschlieBlich der Lar.thaniden.

Das heterobifunktionelle Reagenz enthait als funktionelle Gruppe, die mit der Glucoamylase oder der Ankersubstanz direkt
reagiert, eine Séureazid-, eine Séurehalogenid-, eine Saureanhydrid-, eine Isocyanat-, eine Isothiocyanat-, eine aktivierte Ester-,
eine Disulfid-, eine Aldehyd- oder eine Diazogruppe.

Das heterobifunktionelle Reagenz enthiilt als funktionelle Gruppe, die nach Reaktion mit einem Aktivierungsreagenz mit der
Glucoamylase oder gegebenenfalls der Ankersubstanz reagiert, eine Amino-, Hydrazino-, Siureamid-, -hydrazid-, -halogenid-,
-anhydrid-, -thioamid-, -imid-, Ester-, Lactam-, Lacton-, Carboxyl-, Carbonyl-, Nitril-, Oxim-, Hydroxyl-, Sulfhydryl-, Halogen-,
Alken-, Alkin- oder eine CH-acide Gruppe.

Das heterobifunktionelle Reagenz enthilt als zwsite funktionelle Gruppierung eine chelatbildende Gruppierung, die aus einer
oder mehreren Gruppen mit der Fahigkeit zur Bildung von Hauptvalenzbindungen und mindestens einer Gruppe mit der
Féhigkeit zur Bildung von Nebenvalenzbindungen besteht. Derartige chelatbildende Gruppierungen enthaltsn Molzaklbereiche
mit Strukturen nach Formel I-XXlI der folgenden Abbildung:
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wobei R den Molekiiiteil darstalit, an dem sich iiber aliphatische, arcmatische oder heterocyclische, gegebenenfalls substituierte
oder Heteroatome enthaitende 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,,-0-Ri~COOR,,-NH-R~COOR,,-S-R,—COOR;,—~CONR;Rz,~CONHOH, -PO3H3,-R4—~P03;H;, ~NHOH,
~S03H,-0H,-H,

2: =0,=S,=NH, =NOH, =N-in einem heterocyclischen Ring,

Ry: -H,einAlkylrest,

Ry:  —H,—NH,, ein Alkyirest, ein cyclischer Molekiilrest,

Rs: einaromatischeroder heterocyclischer Molekiilrest,

Rs: einAlkylen-, Arylen- oder Aralkylenrest,

: eine—N=N-odereine-CH=N-Gruppe und

C; und C, Teile eines Kettenrnolskiils, eines Ringes oder Ringsystems sein kénnen.

Wesentlich ist, daB als chelatbildende Gruppierungen Molekillstrukturen genutzt werden, bei denen die Ausbildung von Haupt-
und Nebenvalenzen zwischen der chelatbildenden Gruppierung im heterobifunktionellen Reagenz, gegebenenfalls
chelatbildender Gruppen im Enzymmolekiil und Metallionen des Trigers zu einer fiinf- oder sechsgliedrigen Ringstruktur fiihrt.
Bevorzugt werden als chelatbildende Gruppierungen eingesetzt: 1-Hydroxy- oder 1-Amino-1,1-bisphosphonséuren,
Malonséurederivate (1), Sideramine {il), Alphaketocarbonsiuren, Dithiocarbamate (I}l}, 2-Hydroxy-, 2-Sulfhydryl- oder 2-Amino-
séuren nach Formel (1), (i), Diketone oder Bis-chinone, deren Mono- oder Dioxime (V), Alphahydroxyketcne, -ketoxime,
Heterocyclen mit zum Ringstickstoff benachbarten Hydroxylgruppen, z.B. 8-Hydroxychinolin (V1), 2-Nitrosonaphtol, Salicylate,
Sulfosalicylate, Aluminaon, Eriochromcyanin R (VII), Acetessigester-, Acetylaceton- oder Malonesterderivate (VIil),
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Chromotrops#ure, Hydroxynaphtoesaure, Eriochromschwarz T {IX), Aminoalkohole (X: ~R4OH) (X), Imincessigséduren oder
Iminabisphosphonsiéuren (X1), quartdre Ammoniumverbindungen {XIl}, Tricarbon- oder Triphosphonsiurederivate,
gegebenenfalls Uber Ether oder Thioetherbriicken gebunden (XIll}, aromatische Dicarbons#uren, z.B. 2-Nitro-4,3', 5'-
diphenylethertricarbons#ure (XIV), Alizarin S, Gallocyanin (XV), Brenzkatechin, -violett, Pyrogallol oder -rot (XVI), BAL-(Britisch
Anti Lewisit) derivate (XVH), Benztriazol, 2-{o-Hydroxyphenyllbenzoxazol, o-substituierte Diazoverbindungen oder Schiffsche
Basen (XVIIl), Mercaptobenzthiazol, Mercaptophenylthiodiazolon oder Cyanursdurederivate (X1X), Formazane, Dithizon- oder
Cyanessigsaurederivate {XX), p-Dimethylaminobenzylidenrhodanin (XXi) oder

o-Hydroxybenzyliminodiessigsduredsrivate (XXIi).

Die DurchfGhrung der Immobilisierung der Glucoamylase oder geyebenenfalls siner Ankersubstanz erfolgt entweder in der
Waeiss, dafl, das heterobifunktionelle Reagenz zunéchst mit dem Tréger reagiert und dann mit der Glucoamylase oder der
Ankersi;outanz zur Reaktion gebracht wird oder daB das heterobifunktionelle Reagenz zunédchst an die Glucoamylase oder die
Anksrsubstanz gebunden wird und anschlieBend durch In-Berlhrung-Bringen des Trégers mit der so modifizierten
Glucoamylase oder der Ankersubstanz die Immaobilisierung vollzogen wird.

Wenn zunéichst Ankermolekiile an den Tréger immobilisiert werden, lassen sich die Glucoamylasemolekiile anschlieBend in
bekannter Weise durch intermolekulare Wechselwirkungen oder kovalente Bindung an diese Ankermolekiile binden. Als
Ankermolekiile fiir die Glucoamylasebindung diber intermolekulare Wachsslwirkungen werden Molekiile von Substanzen
benutzt, die in affinititschromatographischen Trennprozessen, an Festphasen gebunden, zur Isolierung oder Reinigung von
Glucoamylase eingesetzt werden. Bevorzugt werden Lektine, Mono-, Di- oder Polysaccharide sowie basische Gruppen
eingesetzt. Weiterhin werden als Ankermolekiile natiirliche oder aynthetische Polymere (z. B. Dextrane, Polyole) eingesetzt, die
gegebenenfalls durch Wechselwirkung mit Substraten oder der Glucoamylase die Reaktionsgeschwindigkeit erhéhen und/oder
durch Wechselwirkung mit dem Reaktlonsmedlum zu einer bevorzugten Anreicherung des Biokatalysators in einer Phase
fllissiger Mehrphasensysteme fiihren.

Als bifunktionelle Verbindungen zur Nachbehandlung des Trigers werden Substanzen eingesetzt, die eine chelatbildende
Gruppierung und eine Gruppierung enthalten, die die L&slichkeit des Trégers im Reaktionsmedium verringern, die das
Verteilungsgleichgewicht feinverteilter Trégerpartikel in flissigen Zweiphasensystemen beeinflussen und/oder durch
Waechselwirkungen mit der Glucoamylase oder mit Substratmolekiilen die Reaktionsgeschwindigkeit und/oder Selektivitét des
Biokatalysators beeinflussen. Derartige Gruppierungen sind ionenaustauschende Gruppen, chelatbildende Gruppen, optisch
aktive Gruppen, Borverbindungen Kohlenwasserstoff- oder Kohlehydratreste.

Die erfindungsgemiB hergesteliten Glucoamylaseimmobilisate werden in sehr guten Ausbeuten (bei eingesetzten
Glucoamylasemengen die unterhalb der Grenze fiir eine monomolekulare Belegung der zur Verfligung stehenden
Trigeroberfliche liegen: 100%) und bei hoher Auswaschstabilitét in den gebréuchlichen Substratiésungen (abhédngig von der
Komplexbildungskonstante zwischen Chelatgruppe und Metallion des Trégers) erhalten.

Sie werden in der kontinuierlichen Stérkehydrolyse 2.B. in S#ulen- oder Tankreaktoren und in der Analytik, 2.B. in
DurchfluBreaktoren oder in Enzymelektroden eingesetzt.

Nachfolgend soll die beanspruchte Erfindung anhand von Ausfiihrungsbaispielen néher erldutert werden.

Ausfihrungsbelspiele

Beispiel 1

10g einer makropordsen Zirkondioxid enthaltenden Keramik werden mit 50ml einer wéRrigen Losung von 6-Amino-1-hydroxy-
1,1-bisphosphonséure (50mM, Formel |, Y: -PO3H,, X: ~OH) 1 hin einem rotierenden Gef4R behandelt. Das Produkt wird solange
mit Wasser gewaschen, bis die Leitfihigkeit in der Waschl$sung konstant bleibt. Danach werden 20ml einer 5%igen
Glutaraldehydiésung in Natriumhydrogenkarbonatpuffer (pH = 7,5) zu dem abfiltrierten Triger gegeben und 48h bei
Raumtemperatur {unter Rotation) gehalten. Der aktivierte Trager wird griindlich mit Wasser gewaschen und dann zu 30 ml einer
Lésung von Glucoamylase (1001E/ml = 100 internationale Einheiten/ml) in Karbonatpuffer (pH = 7,5) gegeben. Nach
24stiindiger Rotation wird das Produkt gewaschen und zur kontinulerlichen Starkehydrolyse eingesetzt. Die Fixierungsausbeute
betrégt 30 %.

Technische Einzelheiten, wie sorgfiltige Entgasung der Tréger unter Vakuum, nach Méglichkeit im Ultraschallfeld, sowie
Behandlungsschritte unter ,Uberkopfrotation” und intensive Waschvorgénge, d.h. mindestens 10x 20min, gelten fiir alle
Beispiele gemeinsam.

Belispiel 2

500mg Glucoamylase werden in Acetatpuffer (50mM, pH4,5) mit Perjodat oxydiert (s. M. Marek et al., Biotech. Bioeng. 26 1223
(1984)) und dialysiert. Der Riickstand wird mit 20mg Desferrioxamin B (Formel ll, X: -OH, Y: ~COR,, R enthilt eine primére
Aminogruppe) versetzt und iiber 48 h bei 4°C zur Reaktion gebracht. Gleichzeitig wird aus quimolaren Mengen von Eisen-lI- und
Eisen-lll-sulfat in einar 1%igen Dextranlésung mit Ammoniakiiberschu ein magnetisches Eisenoxid (Fe;0,) geféllt, das durch
Dextran als Schutzkolloid stabilisiert ist. Dieses Eisenoxidsol wird mit der modifizierten Glucoamylase versetzt und 1h bei
Zimmertemparatur geriihrt. Nach mehraren Waschungen mit magnetischer Abtrennung wird das Produkt in einem wiBrigen
2-Phasen-System (Stérke-Polyethylenglycol) zur Stérkehydrolyse eingesetzt, wobei sich der Katalysator in der Stiirkeldsung
anreichert und die entstehende Glucose in beiden Phasen gleich verteilt ist und aus der PEG-Phase durch Ultrafiltration
abgetrennt werden kann.

Beisplel 3

500mg N-{4-Hydroxyphenyl)-dithiocarbamat (Formel lll, X: =SH, Z: =S) werden in wiBriger Losung mit 10g einer Eisen-lll-oxid
enthaltenden Keramik geschiittslt. Das Produkt wird gewaschen und sorgféitig getrocknet. AnschlieBend wird es mit 30ml einer
2%igen Loésung von Toluendiisocyanat in trockenem Toluen aktiviert und mit getrockneten Losungsmitteln (Toluen, Aceton)
reagenzienfrei gewaschen und getrocknet. Die abschlieBende Glucoamylasekopplung erfolgt durch Eintragen des aktivierten
Trégers in eine wiRrige Losung von Glucoamylase {30001E/30ml).
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Belsplel 4

400mg 3,4-Epoxy-1,2-dihydroxybutan-1,1-bisphosphonsiéure werden an 10g Aluminiumsilikat adsorbiert und anschlieRend mit
einer Ldsung von Glucoamylase (3001E/50ml Karbonatpuffer, 100mmol/l, pH: 8,5) umgesetzt. Nach 5h bei 4°C wird die
Immobilisierung abgebrachen und das Produkt gewaschen und fiir die Maltosebestimmung genutzt.

Belspiel 5

5ml Glucoamylase in einer Glycerol-Acetatpuffermischung (20% Glycerol, 0,1 mol/l Acetatpuffer, pH: 4,5) werden mit 30ml
einer wirigen L&sung von 5-Diazo-8-hydroxychinolin (10 mmol/l) umgesetzt und der ReagenziiberschuR in einer Epidexsiule
abgetrennt. 10g makroportises Aluminiumoxidpulver werden mit der aktivierten Glucoamylase 2 h bei Raumtemperatur
geschittelt, abfiltriert und gewaschen. Dann werden 2g Béckerhefe in 20 m! 3%iger Natriumalginatlésung suspendiert, mit dem
feuchten Triigermaterial versetzt und die Mischung tropfenweise in eine Calciumchloridlésung geprefBt. Die entstehenden
Kugeln werden vorsichtig getrocknet und anschliefend in einem S3ulenreaktor zur kontinuierlichen Vergérung von
Stérkevorhydrolysat eingesetzt,

Belispiel 6

10g Schaumbeton werden nacheinander mit Lésungen von Eisen-lll-hexacyanoferrat und Eisen-ll-ammoniumsulfat {jeweils
20mmol/l, pH: 6,5) behandelt. Das tiefblane Produkt wird gewaschen und anschlieBend mit 30 ml einer Lésung von 3-Hydroxy-4-
carboxy-benzoesdureazid (10mg/ml, pH: 4,0, Forma! Vi, Y:~COOH, X: ~OH) 10min bei 0°C geschiittelt und anschlieRend sofort
mit einer Lésung von Glucoamylase in Acetatpuffer (30001E/60mi lonenstérke: 0,1 mol/I, pH: 4,5) versetzt. Nach 2h wird der
Tréger gewaschen und bis zur Verwendung in o.g. Puffer aufbewahrt,

Belsplel 7

109 Schaumglas werden mit einor 5%igen Ldsung von Acrylamid-Methylenbisacrylamid-Riboflavin (zur Gelherstellung)
getréinkt und durch UV-Bestrahlung mit einem Uberzug von Polyacrylamid versehen. Das getrocknete Produkt wird mit einer
Lésung von Titantetrachlorid in Tetrachlorkohlenstoff 2h geschiittelt, mit Aceton und Wasser gewaschen und anschlieend mit
einer L&sung von 60mg N-(2-Hydroxysthyllaminomalonsiure (Formel Vill, Z: =0, R,: ~OH) in 30 mi Wasser versetzt. Nach
2stiindiger Rotation der Mischung wird der funktionalisierte Tréiger mit Wasser gewaschen, unter Vakuum getrocknet und mit
Chlorameisens#urenorbornylester in bekannter Weise die endstédndige Hydroxylgruppe in den aktivierten Ester (iberfiihrt.
AbschlieBend wird die Kopplung von Glucoamylase {3000IE In Karbonatpuffer, 50mmol/l, pH: 7,0) durch Zugabe von 30m|
Glucoamylaselésung zu dem getrockneten Triger vollzogen. Das Produkt wird in DurchfluRanalysatoren singesetat.

Beispiel 8

300mg Glucoamylase und 50mg 1,8-Dihydroxynaphthalin-3,6-disulfonsure werden bei pH7,5 in Karbonatpuffer mit 256mg
Bis-diazobenzidinhydrochlorid versetzt und unter schwacher Riihrung 1h bsi Raumtempsratur gehalten. Das entstehende
Glucoamylasederivat (Formel [X, X: —~OH, Y: ~N=N-) wird mit5ml 10%iger Polyacrylsiure und 3g fein verteiltem Eisen-li,N-oxid
versetzt und in eine Losung von 2g Chromammoniumalaun in 30 ml Wasser getropft. Das Produkt wird getrocknet und bei 4°C
bis zur Verwendung aufbewahrt,

Beisplel 9

109 Poly-vinylalkohol-divinylbenzen (98:2) werden mit einer wiBrigen Lésung von Zirkonoxychlorid (2 g in 50ml, pH: 3,5) 1 h auf
60°C erwérmt, anschlieBend griindlich gewaschen und miteiner Lésung von 200mg Triethanolamin in 50 ml Wasser weitere 3h
auf 60°C erwdrmt, Das Produkt (Formel X, R = X: ~CH;-CH,~OH) wird mit Cyanurchlorid (50 ml, 506 mmol/l, Acetonlésung) 5h bei
Siedetemperatur aktiviert, mit Aceton und Wasser gewaschen und anschlisBend mit einer Lésung von 50mmol Glucose in
Karbonatpuffer (50 ml, 50mmol/i, pH: 8,0) 3h bei Zimmertemperatur behandelt.

Der Tréger wird gewaschen und an die immobilisierte Ankersubstanz werden 3000IE Glucoamylase aus Acetatpuffer (50m!
0,1mol/l, pH: 4,5) adsorptivimmobilisiert.

Beisplel 10

10g pordses Glas {,, Trisoperl”) werden 5 h unter Rilckflug in siner Ammoniummolybdatldsung (10mmol/, pH = 5,0} gekocht.
Danach wird abfiltriert und mit 100ml einer 1%igen Lésung von 2-(N,N-diethylphosphonsiure)-aminoacetaldehyd (R: ~-CH,~
CHO, Y: —~CH-CH-PO3H,, Formel X} in Karbonatpuffer (pH = 7,5} versetzt. Nach 1h wird abfiltriert und gewaschen. Der Triger
wird dann mit 30ml siner L6sung von Glucoamylase {1001E/ml) in Acetatpuffer (10mmol/I, pH = 5,6) 24 h bei Raumtemperalur
behandelt, anschiieBend gewaschen und in Acetatpuffer aufbewahrt.

Beisplel 11-

109 pordses Titandioxid werden mit 20m! einer Lésung von 10mM N,N’,N"-Tris-(2-phosphonatoethylamino)-acetaldehyd
(Formel Xill, Y: ~N-CH,-CHz-PO3H,) in destilliertem Wasser 1 h rotiert, gewaschen undin die Lésung von 3000IE Glucoamylase
in 30ml Karbonatpuffer (0,1 mol/l, pH: 7,0) gebracht. Nach 2stiindiger Rotation ist die Immobilisierung beendet. Das Produkt
wird abfiltriert, gewaschen und in Acetatpuffer bei pH4,5 aufbewahrt.

Belsplel 12

10g pordse Perlcellulose werden 4 h mit einer alkoholischen Lésung von Zirkontetraethylat (2g in 50 ml) unter RiickfluB auf
Siedetemperatur erhitzt, anschlieBend mit Ethanol und Wasser gewaschen. Zu dem feuchten Triger werden 200mg
2-Aminodiphenylether-4,3',5'-tricarbonséure (Formel XIV, Y: ~COOH) in neutraler wéBriger Losung gegeben und unter Rotation
im Verlauf einer Stunde adsorbiert. 50mg Linsenlektin als Ankersubstanz werden wie in Beispiel 2 mit Perjodat oxidiert und
anschlie8end bei pH7,0 (nautralisiert mit Hydrogenkarbonat) an den funktionalisierten Trager gebunden. AbschlieRend werden
30mg Glucoamylase in 20m! Wasser gelést und zu dem Lektinimmobilisat gegeben. Nach den iblichen Waschschritten ist das
Produkt zum Einsatz in analytischen Reaktoren gesignet.
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Belsplel 13

10g Aluminlumsilikat werden mit einer Lésung von 2g Alizarin S in 30 mi Natronlauge (1 mmol/l) 2h unter Rotation umgesetazt,
der Tréger gewaschen und getrocknet. Zu dem trockenen Trger wird eine Mischung von 20mmol Terephtaloylchlorid und
20mmol Pyridin in 30ml Toluen gegeben und innerhalb von 2h bei 60°C die B-OH-Gruppe des Alizarin S verestert. Der
funktionalisierte Trager wird mit Toluen, Aceton und Wasser gewaschen und sofort danach mit 30001€ Glucoamylase in
Karbonatpuffor (10mmol/l, pH: 7,0) versetzt. Nach 3h Ist die Immobilisierung beendet.

Belsplel 14

Glucoamylase (30001E) wird in Karbonatpuffer (s.0.) mit 20ml o-Chinon {(3mmoi/l) und nach 4h mit 10ml Hydrazinsulfat
(10mmol/l, pH6,5) umgesetzt, wobei ein Brenzkatechinderivat (Formel XVI, X: ~OH} entsteht. 10g pordses Aluminiumoxid
werden 4h mit der Reaktionsldsung behandelt, gewaschen und zur Spaltung von Kartoffelstirke eingesetzt.

Beisple! 15

100mmol o-Phenylenbisdiazoniumchlorid werden bei pH9,0 mit 200mmol p-Aminophenol gekuppelt und das Produkt
(Formel XVIiI, Y: -OH, Rg: ~N=N-CgH,~-N=N-) wird erneut diazotiert, danach an 10g poréses Aluminiumsilikat adsorbiert und
sofort mit einer Ldsung von 3000E Glucoamylase in 0.g. Karbonatpuffer umgesetzt. Das Produkt wird mit Wasser und
Acetatpuffer gewaschen.

Beispiel 16

500mg Glucoamylase aus Asp.-niger werden mit einer Lésung von 20mmol Cyanurséurechlorid in 3ml Aceton umgesetat,
danach wird das Prodi-kt getrocknet und in Wasser aufgenommen, Die restlichen Chloridatome werden in Karbonatpuffer
abhydrolysiert und das Produkt (Formel XiX, X: ~OH) wird an 10g eines porosen Titansifikates adsorbiert. Der entstandens
Katalysator wird zur Starkespaitung eingesetzt.

Belsplel 17 .

Aus o-Hydrazinobenzoeséure und p-Chlormethylbenzaldehyd wird ein Formazan hergestellt (Formel XX, Rg: ~N=N-,
Y:-COOH), an ein Eisen-lli-silikat adsorbiert und das Chlor durcki NHyOH in eine Aminogruppe tiberfiihrt. Der Trager wird dann
durch Behandlung mit einem UberschuB von Benzochinon in Karbonatpuffer {3mmol/l) aktiviert. Die abschlieRende
Glucoamylaseimmobilisierung erfolgt durch Zugabe von 3000IE Glucoamylase in 26m| Acetatpuffer, pH: 5,6.

Beisplel 18

8-Chlorchinolin-3-carbonséuremethylester wird mit Glycin zu der N-substituierten Aminoessigsaure umgesetzt und
anschlieBend mit Hydrazin und Nitrit in das Azid tiberfilhrt. 0,1 g dieser Verbindung (Formel XX, Z: =N-im Ring, =0) werden
mit 1g Glucoamylase bei pH7,0 in Karbonatpuffer umgesetzt und anschlieBend an 10g Zirkondioxid adsorbiert.

Beisplel 19

200mg N-(2-hydroxy-5-aminobenzyl)iminodiessigsture (Formel XXII, X: ~OH, Y: -CH,~-COOH) werden diazotiert und nach
Neutralisation 2u einer Mischung aus Glucoamylase und Glucoseoxidase {jeweils 30001E) in 20ml Karbonatpuffer pH: 8,9
gegeben. Nach 4h bei 0°C ist die Kopplung beendet, und das Produkt wird mit 10g Eisen-Ii,ll-oxid versetzt. Unter Rotation
werden die modifizierten [ 'zyme adsorbiert (12h), das Produkt wird gewaschen und magnetisch abgetrennt. Der Katalysator
wirdmit 10ml einer 10%igen Polyvinylalkoholldsung vermischt und auf einer Glasplatte zu einer Membran ausgestrichen. Nach
Trocknung wird die Membran vor die Platinspitze einer amperometrischen Elektrode gespannt. Die entstehende Enzymelektrode
ist zur Bestimmung von Glucose und Maltose einsetzbar.
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