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(54) Vanduoplgseligt enzympreeparat samt frem-
gangsmade til dets fremstilling

Opfindelsen angdr et vanduoplgseligt enzympreparat pd basis
af til et barerprotein ved hjzlp af glutardialdehyd covalent fikse-
ret enzym. Yderligere angdr opfindelsen en fremgangsmide til frem-

stilling af et s&dant vanduoplgseligt enzympraparat.
I fag- og patentlitteraturen er der i de senere ar blevet om-

talt adskilligé fremgangsmdder til fiksering af enzymer pd vanduop-
lgselige barerstoffer. En sammenfattende oversigt giver f.eks. R.A.
Messing (udgiver): Immobilized Enzymes for Industrial Reactors, Aca-
demic Press, New York, 1975. Fundamentalt kommer der, efter hvad der
er kendt,nu fire bindingsmetoder i betragtning til at ggre et enzym
uoplgseligt: 1. Adsorption, 2. den ioniske binding, 3. indkapsling

og 4. den kovalente binding til et barerstof eller af enzymer til hin-
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anden. Ogs& kombinationer af disse immobiliseringsgrundtyper er vel-
kendte.

Enzymer, der er bundet til en enzymfri barer ved adsorption,
som f.eks. aktivt kul eller polysaccharid, har iszr den ulempe, at
det p& grund af den forholdsvis svage adsorptive binding let kommer
til desorption. Dersom der indtrader endringer af ionkoncentrationen
og temperaturen, kan der frem for alt let ske en lgsning af adsorp-
tionsbindingen og forekomme sikaldt "udblomstring” af enzymet.

Nar det drejer sig om en ionisk binding af enzymet til et po-
lyanionisk eller polykationisk barerstof (som f.eks. ionbytterharpik-
ser) ,forekommer der ligeledes ulemper i form af relativ svag binding
mellem det polyioniske barerstof og enzymet, da enzymet som regel
kun frembyder svagt ioniske grupper. En fremherskende ulempe er ogsd
de ved mange reaktioner forstyrrende ionbyttervirkninger af de sé-
ledes fikserede enzymer, som i lgbet af anvendelsen ved f.eks. be-
handling af drikkevarer fgrer til, at der utilsigtet fjernes visse
ioner fra drikkevaren.

Enzymer, som er indesluttet (indkapslet) i polymere stoffer
(f.eks. tvarbundet polyacrylamid), har som hovedulempe den relativ
dérlige diffusion gennem indkapslingsmaterialets molekylarsi. Den
tilsyneladende Michaelis-konstant af det siledes indesluttede enzym
bliver herved ogs& forgget allerede over for lavmolekylare substra-
ter. Yderligere bestdr den fare, at de indkapslede enzymer pd grund
af deres elasticitet kan trange gennem indkapslingsmaterialets po-

rer og sdledes "udblomstre".
Ved den fjerde navnte fikseringstype er enzymet bundet cova-

lent og dermed meget fast til en reaktionsdygtig gruppe af et vand-
uoplgseligt barerstof. Langt de fleste publikationer om enzymfikse-
ring og ligeledes den foreliggende opfindelse drejer sig om

denne form for immobilisering. En hel rakke af siledes fremstillede
kendte praparater er dog allerede p& grund af gkonomisk-tekniske for-
‘hold ikke anvendelige,fordi der m& anvendes for dyre koblingsreagen-
ser eller bazrersubstanser eller for kostbare fremstillings-

m&der. Ved kobling efter de hidtil kendte fremgangsmdder m& der nem-
lig som regel arbejdes med et betydeligt enzymoverskud, fordi den
overvejende del af enzymet inaktiveres ved koblingsproceduren. De

fleste fremgangsmader muligggr ogs& kun en ringe mengde enzym pr. barer-
stof, fordi bazrerstofferne kun kan besattes p& deres overflader med

enzymprotein. Dette kan ganske vist delvis afhjalpes ved en fin for-
maling (mikrconisering) af de fardige produkter, men disse praparater
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kan kun vanskeligt passeres af en vaskestrgm pd grund af deres fin-
hed ved anvendelse i pakkede sgjler (packed bed-reaktorer). En yder-
ligere ulempe ved de fleste fremgangsmader til enzymfiksering er, at
barerstofferne (f.eks. glas, diatoméjord) er bundet til visse forud-
givne former, og det er ikke muligt at fremstille dem i kugle-,
splint- eller membranform eller som overtrazk over andre materialer
(f.eks.sigter). Mange barerstoffer og koblingsreagenser er ogsd be-

tznkelige pd qgrund af deres toksisitet.
Nogle af de fremherskende ulemper ved kendte fikserede enzymer

overvindes, hvor det drejer sig om ikke-proteolytiske enzymer, ved
den hidtil kendte teknik ved, at man kobler disse enzymer, f.eks.

ved hjalp af glutardialdehyd, til kollagen. De sadledes fremstillede
preparater er imidlertid mikrobielt meget lidt modstandsdygtige, og
deres specifikke aktivitet er ringe. P4 samme mdde forholder det sig med
praparater, der er opndet ved tverbinding af enzymer med geldannende
protein (sammenlign DT-0S 22 46 002). Herved opstar en homogen blan-
ding, da enzymet og det geldannende protein tvarbindes tilfaldigt med
hinanden. Disse praparater er ganske vist mikrobielt stabilere, men
deres virkning er dog mangelfuld, da enzymet ligger fordelt ensartet
over hele det samlede partikeltvarsnit. Til opnéelse af en hgj akti-
vitet kan der kun foretaces en forholdsvis svag tverbinding. Dette fgrer
til s& svage praparater, at det ved anvendelsen, f.eks. i en sgjle, fgrer
til tilstoppelse og til udblomstring af enzymet. Dersom der foregar
en sterkere tvarbinding, sker der inaktivering pd grund af starkere
binding og pa grund af indeslutning af i det indre liggende enzymmole-
kyler. En betydelig ulempe ved den sidstnavnte fikseringsfremgangs-
méde er ogsd, at den ikke kan anvendes til proteolytiske enzymer.

Den foreliggende opfindelse har derfor til hensigt at tilveje-
bringe vanduoplgselige ikke-proteclytiske og proteolytiske enzymer,
der samtidig i ste@rst mulig orad indebarer fglgende fordele:

billig fremstillingsmetode,

hgj aktivitet bdde ved fikseringsproceduren, men ogsad ved lan-

gere eller gentagne anvendelser,

stor resistens over for mikroorganismer,

stor formvariabilitet af barermaterialet,

godegennemstrgmningsegenskaber ved anvendelse i pakket form,

hgj specifik aktivitet,

lav tilsyneladende Michaelis-konstant,

ingen ugnskede ionbytter- eller adsorptionsegenskaber,

acceptable, toksisk uskadelige barerstoffer.
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' Det har vist sig, at alle de foranstdende kriterier opfyldes
af det vanduoplgselige enzympraparat ifglge opfindelsen, der er
ejendommelig ved, at enzymet eller en enzymblanding er bundet til
med formaldehyd hardet gelatine eller zggehvide, der har en vandop-
tagelsesevne pd to til otte gange dens tgrvagt.

Fremgangsmaden if¢lge opfindelsen til fremstilling af det
vanduoplgselige enzympraparat er ejendommelig ved, at med formalde-
hyd hardet gelatine eller aggehvide, som eventuelt har veret under-
kastet en efterfglgende tgrrende varmebehandling, og som udviser en
vandoptagelsesevne pd to til otte gange dens tgrvagt, tilsattes en
s8dan mangde enzymholdig vaske, at vasken opsuges fuldstandig af den
hardede gelatine eller @ggehvide under kvaldning, og at der derefter
tilszttes en oplgsning af glutardialdehyd i en enzymfaldende vaske.

Herved f&s praparater i hvilke enzymet "fastggres" ensartet
p& bestemte steder pd ydersiden og indersiden af det hgjmolekylare-
porgse barerprotein med forudgiven struktur.

De anvendte proteiner kan eventuelt modificeres sddan ved
yderligere behandling (f.eks. denaturerende temperaturindvirkning),
at de opndr en i det vasentlige uforandret vandoptagelsesevne mellem
0 og 100°¢ p& to til otte gange deres tgrvagt. Kvaldningsegenskaber-
ne af de ubehandlede udgangsproteiner kan derimod vare forskellige.
Tgrret gelatine optager f.eks. i koldt vand kun 10% (= 1/10 af dets
tgprvagt) vand, medens flydende zggehvide er fuldstandig uoplgselig
i koldt vand. Det er dog muligt ud fra disse proteiner pa simpel
‘mide at fremstille et hardet protein med de gnskede egenskaber, idet
man oplgser udgangsproteinet i vand ved en passende temperatur,
tvarbinder med formalin og derefter underkaster det en tgrrende var-
mebehandling. P& denne mdde er fremgangsmdden ifglge opfindelsen ik-
ke henvist til anvendelsen af relativt dyre, geldannende proteiner,
men der kan anvendes ogsd mindrevardige proteiner, f.eks. gelatine
med lavt bloomtal eller ogs& flydende affaldsgelatine helt uden ge-
leringsevne samt andre ikke-gelerende gelatine- eller eggehvidepro-
dukter.

' Fremgangsmiden til fremstilling af den hardede gelatine eller
@ggehvide, p& hvilken enzymet skal fikseres, kan variere inden for
vide granser, afhangig af det anvendte udgangsprotein,
den givne apparative indretning, den ¢nskede barer-
stofform (f.eks. spaner, kugler, membraner, sier osv.). Eksemplerne
angiver nogle almindelige muligheder, hvis andringer i ¢vrigt ligger

inden for fagmandens h&ndverksmassige kunnen.
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Ved anvendelse af formaldehyd som proteinhardningsmiddel kan
der p& det hardede protein bindes en stgrre enzymaktivitet end f.eks.
pé et ved hjzlp af glutardialdehyd hardet protein. Yderligere har
f.eks. et med glutardialdehyd tvarbundet barerstof en yderligere of-
te ugnsket garvestofadsorberende virkning, som formaldehydhardet
protein ikke har. Ogsd af gkonomiske grunde er formaldehydhardning
af proteinerne at foretrakke.

Ifglge en sarlig foretrukken udfgrelsesform for fremgangsma-
den ifglge opfindelsen oplgses den vandoplgselige gelatine eller &g-
gehvide til fremstilling af barerstoffet fgrst i den tre- til ti-
foldige vandmangde (udregnet p& proteinmengden), hvorefter blandin-
gen opvarmes til 40 til 80°C. Denne proteinoplgsning tilsettes der-
efter en formaldehydoplgsning (f.eks. formalin) i en sadan mengde,
at man opndr ca. 2-5% formaldehyd i oplgsningen udregnet pa den an-
vendte proteintgrstofsubstans. Den omrgrte oplgsning stgrkner efter
nogen tid, idet stgrkningstiden sadvanligvis kan forkortes ved an-
vendelse af s& hgj temperatur som mulig, ved anvendelse af en pH-
verdi, der er s& nar som mulig 8-10, og ved anvendelse af stor form-
aldehydtilsatning. Sazdvanligvis gnsker man dog ikke en alt for hurtig
stgrkning, da en homogen gennemblanding af proteinformaldehyd-vand-
blandingen ellers besvarligggres. Desuden frembyder en forlanget
stgrkning en god mulighed for at bringe barerstoffet pd en gnsket
s@rlig form. F.eks. kan det ved neddypning af genstande (rgrere,
sigter) anvendes som overtrzk pd disse genstande, eller det kan brin-

ges i form af fine kuglepartikler ved sprgjtetgrring.
For at pékoble enzymet, tilsattes de hardede barerstoffer i

tgr tilstand de vandige oplgste enzymer i en sadan meng-—

de, at den samlede enzymholdige vaske opsuges under det vanduoplgse-
lige barerstofs kvaldning. P4 denne made befugtes de ydre og indre
overflader af barerstofferne med enzymoplgsning. Dernast tilsattes
en almindelig enzymfzldende vaske, i hvilken glutardialdehyd er op-
lgselig,sammen med det i denne oplgste glutardialdehyd som koblings-
reagens. Ifglge opfindelsen anvendes som enzymfaldende vaske for-
trinsvis en lavere alifatisk alkohol og/eller en keton, f.eks. aceto-
ne, ethanol eller isopropanol. Efter at bindingen af enzymet har fun-
det sted, udvaskes praparatet grundigt fortrinsvis med vand, hvor-
efter det enten tgrres pd egnet mdde (f.eks. med oplgsningsmidler el-
ler ved sprgjtetgrring) eller opbevares i fugtig form, eventuelt un-
der tilsatning af stabiliserende midler, fortrinsvis en stabilise-
rende polyalkohol, som f.eks. glycerin, sorbit eller propylengly-



146446
6

- col, eller overfgres til videre forarbejdning.
Fortrinsvis opretholdes fglgende betingelser ved pdkoblings-—

processen af enzymet: den vandige enzymoplgsning tilsattes indtil
otte gange mangden af barerstoffets tgrvaegt. Enzymfaldende
vaeske anvendes i en sidan mangde, at det enzym, hvis fiksering er
gnsket, i det vasentlige ikke mere gdr i oplgsning fra barerstofferne.
Afhangig af enzymet og afhengig af feldningsmidlet svinger disse
mengder naturligvis meget starkt, men de kan dog pé enkel made af=~
prgves af fagmanden for hvert ¢gnsket enzym. Glutardialdehyd tilsattes
ertrinsvis i en s&dan mzngde, at koncentrationen i reaktionsblan-
dingen ligger mellem 0,5 og 5%. Hele koblingsreaktionen gennemigres
fortrinsvis ved stuetemperatur i lgbet af fra 5 minutter til 5 timer.
Ved fremgangsmidden ifglge opfindelsen kan ogsa proteolytisk
‘aktive enzymer bindes i modsztning til de hidtil kendte fremgangsma-
der. Ved hardningen af barerstoffet lykkes det nemlig at gg¢re prote-
inerne s& resistente over for den proteolytiske nedbrydning af de

proteaser, der skal bindes, at fikseringen kan foretages uden gde-
lzggelse af barerstoffet. Til dette formil anvendes som barerstof

fortrinsvis med formaldehyd hazrdet gelatine eller zggehvide med en
vandoptagelsesevne pd to til fire gange dens tgrvagt. Barerstoffer
med fire til otte gange vandoptagelsesevne egner sig dog ogsd til
visse proteolytiske enzymer, f.eks. til et lgbeenzym. Fastlaggelsen
af de passende graznser i hvert enkelt tilfelde kan udfgres af fag-
manden. Eventuelt kan bazrerstoffet yderligere ogsd beskyttes mod
proteolytisk angreb af proteaserne fgr tilsaztningen af enzymfaldende
virkende substans ved f.eks. lave temperaturer. Efter glutaraldehyd-
koblingsreaktionen er der ikke mere fare for nedbrydning af barer-
stoffet.

De ved fremgangsmdden ifglge opfindelsen barerfikserede enzy-
mer egner sig i almindelighed til gennemfgrelse af de samme biotek-
niske reaktioner, som de tilsvarende oplgselige enzymer er egnede
til. berudover er de ogs& velegnede til gentagen eller kontinuerlig
anvendelse samt ved tilfalde, hvor man ¢gnsker atter at fjerne enzy-
met fra reaktionsblandingen, f.eks. fra drikkevarer, eller hvor det
er foreskrevet ved lov. Til den gentagne og langtidsanvendelsen er
den hgje resistens af praparaterne over for mikroorganismerne sarlig
gunstig, samt deres evne til let at kunne desinficeres med alminde-
lige desinfektionsmidler, f.eks. kvaternare ammoniumforbindelser,
oplgsningsmidler osv.

Fglgende eksempler tjener til narmere at belyse opfindelsen.
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Den i eksemplerne 1, 7 og 8 anvendte handelstilgangelige glucose-
oxidase-katalaseblanding, er det under navnet "Glucox R" forhandlede
produkt, medens den i eksempel 3 anvendte glucoseoxidase er det un-

der navnet "Glucox P" forhandlede produkt.

Eksempel 1

1 kg pulvergelatine (alkalisk oplukket, 80 Bloom) anbragtes
i 6 liter koldt vand og opvarmedes til 60°C. Herved oplgstes gelati-
nen. Derefter tilsattes 150 ml formalin (= 35 vagt-% formaldehydop-
lgsning) under omrgring. Efter 2 minutter og 30 sekunder stgrknede
massen til en gel. Den gelerede masse kgrtes gennem en kgdmaskine,
s8ledes at man fik grove fugtige gelspdner. I ca. 5 cm hg¢jt lag te¢r-
redes gelspdnerne pa& metalstativer i tgrreskab i 15 timer med omrg-
ring af luft ved 115°C. De siledes tgrrede partikler formaledes pad
en blesemglle med siindsats, s8ledes at man opndede en partikelstgr-
relse, der i overvejende grad 14 mellem 50 og 100 um. De spanformede
partikler var vanduoplgselige og havde en vandoptagelsesevne fra 4,8
gange deres tgrvagt.

I 0,5 kg af barerstofpulveret rgrtes 1,5 liter af en oplgs~
ning, der indeholdt 0,1 liter handelstilgangeligt flydende glucose-
oxidase-katalaseblanding og 1,4 liter destilleret vand. Den handels-
tilgangelige glucoseoxidase-katalaseblanding havde en glucoseoxidase-
aktivitet p& 1780 Sarrett-enheder/ml og en katalaseaktivitet pd 880
Baker~enheder/ml. Herefter tilblandedes blandingen 2 liter acetone
og 200 ml 25%'ig glutardialdehydoplgsning. Reaktionsblandingen hen-
stod herefter 60 minutter ved 30°C. Efter dette tidsforlgb filtrere-
des, og de faste partikler vaskedes grundigt pa et filter med ca. 50
liter destilleret vand. Den tilbageblevne fugtige filterkage havde
en vagt pd& 1,95 kg. Under tilsetning af 1,05 kg glycerol opslemmedes
massen fint, hvorefter den opbevaredes til videre anvendelse i kgle-
skab.

Fgr afprgvning af aktiviteten samt fgr yderligere undersg-
gelser vaskedes glyceroloplgsningen hver gang med vand. Tabel 1 angi-

ver de vigtigste analysedata for praparatet.
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Tabel 1
Enzym-tgrstofindhold [g/100 g] 17,6
Glucoseoxidaseaktivitet [sU/g TS] 178
Katalaseaktivitet [BU/g TS] 96

For at afprgve praparatets udvaskningsstabilitet vaskedes 10
g i en sgjle kontinuerligt med destilleret vand. Med 1 dags mellem-
rum afprgvedes aktiviteten af enzympartiklerne. Det viste sig, at

-der ikke fandt noget signifikant aktivitetsfald sted i lgbet af 14
dage. P& samme m&de forholdt det sig, ndr man anvendte ¢l i stedet
for vand som udvaskningsvaske.

Michaeliskonstanten af det fikserede enzympraparat samt af
den oplgselige glucoseoxidase mdltes over for glucose. Der viste sig
ikke nogen signifikant forskel mellem den oplgste og den fikserede
enzymform. Tegningen viser den relative reaktionshastighed af det op-
lgselige og det immobiliserede enzym i afhangighed af glucosekoncen-

trationen.

Eksempel 2
3 g tgrret aggehvide forhandlet under navnet "Hiklar"oplgstes i 10 ml vand

ved 40°%C og tilsattes 0,3 mi formalin.Denne blanding tg¢rredes i vakuumtgrreskab
ved lOOOC og 10-20 Torr. Det tgrrede kunststof formaledes til en kornstgr-

" relse p& 100 til 200 um og sigtedes. Det var vanduoplgseligt og hav=-
de en vandoptagelsesevne pd 4 gange dets tgrvegt.

0,1 g af en handelstilgengelig lactase fra Aspergillus flavus,
der havde en lactaseaktivitet p& 520 LU/g, oplgstes i 1,5 ml destil-
leret vand. I denne enzymoplgsning rgrtes 0,5 g af det ovenfor be-
skrevne kunststofpulver. Herefter tilsattes under omrgring 3 ml ace-
tone og 0,25 ml 25%'ig glutardialdehydoplgsning. Denne blanding hen-
stod i 60 minutter ved 250C, hvorefter den filtreredes. Det som f£il-
terrest tilbageblevne bundne enzym vaskedes godt med destilleret vand.
Det havde en aktivitet p& 42 LU/g tgrsubstans. Den samlede tgrsub-
stansmengde af det bundne enzympreparat androg 0,61 g.

Eksempel 3
1 kg pulvergelatine (surt oplukket, 80 Bloom) udrgrtes i 5 li-
ter koldt vand og opvarmedes til 45°C. Efter at gelatinen var oplgst,
tilsattes 100 ml formalin. Oplgsningen holdtes ved 45°C, 0og spray-
tgrredes i en laboratoriespraytgrrer med tostofdyse ved 210° luft-
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indgangstemperatur og 100°¢ luftudgangstemperatur og en luftmangde
fra 500 Nm3/time. Man fik et vanduoplgseligt fint pulver med en vand-
optagelsesevne péd 7 gange dets vagt.

0,50 ml1 af en katalasefri glucoseoxidaseoplgsning med en ak-
tivitet p& 750 Sarrett-enheder/ml tilsattes 1 ml destilleret vand. Der-
efter rgrte man 0,5 g af det ovenfor beskrevne pulverformige kunststof
i denne blanding. Blandingen rgrtes med 2 ml acetone og 0,2 ml 25%'ig
glutardialdehydoplgsning, hvorefter den henstod 60 minutter ved stue-
temperatur. Herefter udvaskedes przparatet pd et filter grundigt med
destilleret vand. Man fik i alt 0,59 g fikseret enzymtgrstof, der
havde en glucoseoxidaseaktivitet pd& 290 Sarrett-enheder pr. g tg¢r-

stof.

Eksempel 4

20 g pulvergelatine (surt oplukket, 80 Bloom) oplgstes i 100
ml destilleret vand under omrgring ved 60°C. Den oplgste gelatine
tilsattes 2 ml formalin. Herefter dyppedes en godt affedtet vingeom-
rgrer med en overflade pa 20 cm2 i gelatine-formalin-blandingen og
fjernedes straks. Overskydende gelatine-formalin-blanding lod man
dryppe af, og rgreren anbragtes herefter i 5 timer i et tgrreskab
ved 105°C til tgrring og tvarbinding af formalin-gelatine-blandingen.
Herefter lod man den nu med et tyndt kunststoflag overtrukne omrgrer
afkgle, og dyppede den i en oplgsning af 20 g lgbe "original kalvelab"
(Hauser) i 100 ml vand i 1 minut. Derefter lod man den nu med lgbe-
enzym tvarbundne omrgrer std i en oplgsning af 70 ml acetone, 30 ml
vand og 10 ml 25%'ig glutardialdehyd i 60 minutter, hvorefter man va-
skede den i 60 minutter i rindende vand.

For at afprgve lgke-aktiviteten anbragtes omrgreren for lang-
somt at omrgre i 200 ml frisk fuldmzlk. Efter ca. 60 sekunders for-
1¢b indtrddte der en stark caseinudfeldning, som viste, at omrgreren
udviste lgbe-aktivitet. Omrgreren blev herefter vasket
og atter anvendt til langsom omrgring i 200 ml frisk fuldmelk. Det
viste sig ved 10 gentagne behandlinger p& denne made, at der hver
gang indtr&dte en stark caseinfeldning efter 50-70 sekunder.

Eksempel 5
10 kg pulvergelatine (alkalisk oplukket, 80 Bloom) tilsattes
60 liter vand pé ca. 20°¢ og opvarmedes i lgbet af 30 minutter til
50°C. Derved gik gelatinen i oplgsning. Herefter tilsatte man 3,5
liter formalin under omrgring. Efter ca. 2 minutter stgrknede massen
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til en gel, som kgrtes gennem en kgdmaskine, hvorefter man tgrrede
i ca. 5 cm hgje lag pd metalbakkestativer i lufttgrreskab ved 108°c

i 24 timer. De tgrrede partikler formaledes pd en blasemglle med si-

indsats, sdledes at man opndede et barerstofpulver med en partikel-
stgrrelse p& fra 50 til 100 um. De spanformede partikler var vandu-
oplgselige og havde en vandoptagelsesevne pé 3,2 gange deres tgrvagt.
Til 5 kg af barerstofpulveret sattes ved 0°c 13 liter af en
til 0°C afkglet oplgsning, der indeholdt 0,5 kg handelstilgangeligt
papain med en aktivitet pa 45000 NF-enheder pr. mg. Herefter iblan-
dedes 30 liter isopropanol og 1 liter 25%'ig glutardialdehyd. Denne
reaktionsblanding opvarmedes i lgbet af 5 minutter til 25°C, hvoref-
ter den henstod 60 minutter ved denne temperatur. Efter dette tids-
rum filtreredes, og man vaskede grundigt med ca. 200 liter afioniseret
vand. Den tilbageblevne ca. 18 kg tunge filterkage resuspenderedes i
20 liter afioniseret vand og tgrredes over en laboratoriespraytgrrer
med tostofdyse ved 180°¢ luftindgangstemperatur og 85°¢ luftudgangs-
temperatur og en luftgennemstrgmning pa 450 Nm3/time. Herved fik man
‘5,35 kg barerfikseret t¢fpraparat med en aktivitet pad 520 NF-enheder

pr. mg.

Eksempel 6

1 kg handelstilgangeligt amyloglucosidase fra Aspergillus ni-
ger med 1070 glucoamylaseenheder pr. g oplgstes i 14 liter afionise-
ret vand. Herefter iblandedes 5 kg barerstofpulver, der var fremstil-
let som beskrevet i eksempel 1. Efter enzymoplgsningens cpsugning
gennem barerstofpulveret tilsattes 20 liter acetone og 1 liter glu-
tardialdehyd under omrgring, hvorefter man lod blandingen henstad i
60 minutter ved 30°C. Efter dette tidsrum filtreredes og vaskedes
med 300 liter wvand. Den tilbageblevne filterkage resuspenderedes i
ca. 30 liter afioniseret vand og t@drredes gennem en laboratoriespray-
tgrrer med tostofdyse med 170° luftindgangstemperatur, 85°C luftud-
gangstemperatur og 400 Nm3/time luftgennemstrgmning. Herved f£ik man
5,20 kg barerfikseret tgrpraparat med en aktivitet pd 162 glucoamy-
laseenheder pr. g.

5 liter humlet lyst @¢lbryg tilsattes 20 ml tykgrgdet glgar
(stamme Rh fra fors@ggs—- og lereranstalten for bryggerier i Berlin) og
1 g af det ovenfor beskrevne fikserede amyloglucosidasepraparat. Pa-
rallelt hermed blev en anden forsggsmengde pd samme mdde , dog uden
amyloglucosidasepraparat sat op. Begge forsgg lod man forgare i tem-
pereret vandbad i 7 dage ved 8°c. Herefter frasugedes ¢llet, og for-
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garingsgraden bestemtes pd sadvanlig made ved centrifugering. Den
afsatte glger med eller uden alymoglucosidasepraparat blev fjernet
for hver 20 ml, og hver gang anvendt til fremstilling af endnu en ¢l-

forgaring. P& denne mdde foretoges fire overfgrsler af garen. Nar

det drejede sig om gar, der var tilsat amyloglucosidasepartikler vi-
ste det sig som forholdsvis simpelt at overfgre disse partikler fuld-
stzndigt til den naste garcharge, fordi de efter vaskning af garaf-
lejringen hver gang afsattes p& bunden. Tabel 3 viser de opndede for-
garingsgrader med og uden amyloglucosidasepraparat ved de fire over-

forsler.
Tabel 3
uden przparat med praparat
Forgaringsgrad, l.overfgrsel 78,2% 89,3%
" 2. " 78,5% 86,5%
" 3. " 77,9% 87,6%
" 4. " 78,0% 84,8%
Eksempel 7

25 g affaldsgelatine i flydende form uden geleringsevne med
70% tgrstofindhold oplgstes i 100 ml afioniseret vand ved 50°C. Den
oplgste gelatine tilsattes 3 ml formalin. Herefter udhzldtes reak-
tionsblandingen pd en glasplade, der var aftgrret med en fedtet klud,
og herefter fordelte man reaktionsblandingen i et tyndt lag. Glas-
pladen med reaktionsblandingen tgrredes i et lufttgrreskab ved 105°¢C.
Efter tgrring kunne det tvarbundne barerstof aftages fra glaspladen
som en membran.

En 5 x 5 cm stor bazrerstofmembran af 0,1 mm tykkelse dyppedes
i 2 minutter i en oplgsning af 10 mm handelstilgzngelig flydende glu-
coseoxidase-katalase (som i eksempel 1) og 50 ml destilleret vand.
Herefter lagdes membranen ved stuetemperatur i 60 minutter i en blan-
ding af 70 ml acetone, 30 ml vand og 12 ml 25%'ig glutardialdehyd.
Efter dette tidsrum vaskede man membranen grundigt med vand. Heref-
ter opbevaredes den under glycerol til senere anvendelse. Aktivitets-
bestemmelse p& en del af membranen viste en glucoseoxidaseaktivitet
pa 112 SU/g tgrstof og en katalaseaktivitet pd 96 BU/g tgrstof.
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Eksempel §

20 g pulvergelatine (surt oplukket, 80 Bloom) oplgstes i 100
ml destilleret vand under omrgring ved 60°C. Den oplgste gelatine
tilsattes 2 ml formalin. Herefter dyppedes en affedtet rundsi af
adelst&l med en diameter p& 5 cm, en maskevidde pd 1 mm og en trad-
styrke p&d 0,1 mm i denne reaktionsoplgsning, hvorefter man fjernede
den. Overskydende reaktionsblanding fjernedes med en luftstrgm, sa-
ledes at trdden blev overtrukket ensartet af et tyndt reaktionsblan-
dingslag. Herefter blev sien i denne tilstand tgrret i 4 timer ved
105°C i et lufttgrreskab. Herefter dyppedes den nu med et fint barer-
stoflag overtrukne si 2 minutter i en oplgsning bestdende af 10 ml
handelstilgengelig flydende glucoseoxidase-katalase og 50 ml destil-
leret vand. Herefter anbragtes sien ved stuetemperatur i 60 minutter
i en blanding af 70 ml acetone, 30 ml vand og 15 ml 25%'ig glutardi-
aldehyd. Efter dette tidsrum fulgte en grundig afvaskning med vand
af sien.

For at afprgve den enzymatiske virkning anbragtes sien i 100
ml 3,5%'ig glucoseoplgsning, som gennemventileredes kraftigt gennem
en fritte. pH-vardien af denne oplgsning holdtes automatisk konstant
ved en titrator. Man mdlte det i tabel 4 anfgrte forbrug af 0,01l N
NaOH.

Tabel 4
Tid [min.] Forbrug 0,01 N NaOH [ml]

0 0,00
15 0,35
30 0,85
45 1,41
60 1,85
75 2,41
90 2,96
105 3,58
120 ' 4,19

Enzymaktivitetsbestemmelser.

Bestemmelserne af enzymaktiviteten skete pd de nedenfor an-
fgrte méder. Dersom det drejede sig om fikserede enzymer, blev in-
kubationsme&ngden omrgrt eller omrystet, ogsd selv om det ikke var an-

givet i originalforskriften.
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Katalaseaktivitet: efter First Suppl. Food Chem. Codex, 2. udgave,
s. 67.68, Forlag National Academy of Sciences, Washington, 1974.

Glucoseoxidaseaktivitet: efter First Suppl. Food Chem. Codex, 2. ud-
gave, s. 78-79, Forlag National Academy of Sciences, Washington, 1974.

Lactaseaktivitet: efter First Suppl. Food Chem. Codex, 2. udgave,
s. 81-83, Forlag National Academy of Sciences, Washington, 1974.

Amyloglucosidaseaktivitet: efter H.J.Pieper, Mikrobielle Amylasen
bei der Alkoholgewinnung, s. 48-49, Forlag Ulmer, Stuttgart.

Papainaktivitet: efter First Suppl. Food Chem. Codex, 2. udgave,
s. 86-87, Forlag National Academy of Sciences, Washington, 1974.
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PATENTZEXKRAYV

1. Vanduoplgseligt enzympra@parat pd basis af til et barer-
protein ved hjzlp af glutardialdehyd covalent fikseret enzym,
kendetegnet ved, at enzymet eller en enzymblanding er
bundet til med formaldehyd hardet gelatine eller aggehvide, der har
en vandoptagelsesevne pad to til otte gange dens tgrvagt.

2. Enzympraparat ifglge krav 1, kende tegnet ved,
at enzymet er en protease, der er bundet til med formaldehyd hardet
gelatine eller aggehvide med en vandoptagelsesevne pad to til fire
gange dens tgrvagt.

3. Enzymprzparat ifglge krav 1, kendetegnet ved,
at enzymblandingen indeholder glucoseoxidase og katalase.

4. Enzymprzparat ifglge krav 1, kendetegnet ved,
at enzymet er et lgbeenzym.

5. Enzympraparat ifglge et vilkarligt af de foregdende krav,
kendetegnet ved, at det yderligere indeholder en stabili-
serende polyalkohol.

6. Fremgangsmdde til fremstilling af et enzympraparat ifglge
krav 1, k end et e gnet ved, at med formaldehyd hardet gela-
tine eller zggehvide, som eventuelt har varet underkastet en efter-
fglgende tgrrende varmebehandling, og som udviser en vandoptagelses-
evne p& to til otte gange dens tgrvagt, tilszttes en sddan mangde
enzymholdig vaske, at vaesken opsuges fuldstandig af den hardede gela-
tine eller aggehvide under kvaldning, og at der derefter tilsattes
en oplgsning af glutardialdehyd i en enzymfzldende veske.

7. Fremgangsmide ifglge krav 6, k ende tegnet ved,
at den enzymfzldende vaske er en lavere alifatisk alkohol og/eller
keton.

8. Fremgangsmdde ifglge krav 6 eller 7, k endetegnet
ved, at glutardialdehyd tilsattes i en sadan ﬁangde, at koncentra-
tionen i reaktionsblandingen ligger mellem 0,5 og 5%.

9. Fremgangsmide ifglge et vilkdrligt af kravene 6-8, k e n-
detegnet ved, at koblingsreaktionen gennemfgres i lgbet af

5 minutter til 5 timer.

Fremdragne publikationer:
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