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Den foreliggende opfindelsen angdr en fremgangsmade til
fremstilling af et i adskilte partikler af et bazremateriale immo-
biliseret proteinholdigt biologisk aktivt stof, wved hvilken en
oplgsning af det proteinholdige biologisk aktive stof indfgres i
porerne i et porgst baremateriale, og det proteinholdige biologisk
aktive stof tverbindes.

Proteinholdige biologisk aktive stoffer, sdsom enzymer, er
nyttige som katalysatorer ved visse fremgangsmader (f.eks. amylo-
glucosidase ved fremstillingen af glucose ud fra stivelse). I
praksis viser det sig imidlertid ofte, at proteinholdige biologisk
aktive stoffer kun kan f8s i former, sdsom enzympreparater, der er
vandoplgselige. Dette betyder, at et s&dant stof ikke kan isoleres
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p& gkonomisk mdde ved afslutningen af en proces, sadledes at stoffet
enten gdr tabt i spildvasken eller forurener produktet.

Det kan derfor vare fordelagtigt at immobilisere et protein~
holdigt biologisk aktivt stof p& eller i et baremateriale, sdledes
at det kan fraskilles fra reaktionsmediet ved fysiske metoder,
sédsom filtrering eller sedimentering. Desuden er proteinholdige
biologisk aktive stoffer, der er immobiliserede pad eller i et
baremateriale, til r&dighed til "lokaliseret" anvendelse, f.eks.
som et leje i en kolonne.

Et biologisk aktivt stof anses for at vare immobiliseret pa
eller i et baremateriale, hvis det er fikseret derpd eller deri
pd en s&dan mdde, at i det mindste stgrstedelen af stoffet til-
bageholdes p& barematerialet under de sarlige procesbetingelser,
hvorunder barematerialet og det biologisk aktive stof anvendes.

Der er tidligere blevet foresliet forskellige fremgangsmader
til "fiksering" eller "immobilisering" (ofte betegnet som "uoplgse-
ligggrelse"”) af biologisk aktive stoffer pd eller i bazrematerialer.
Disse fremgangsmider er imidlertid utilfredsstillende derved, at de
opndede produkter har forskellige ulemper. F.eks. sker der enten en
"udvaskning” af det biologisk aktive stof fra barematerialet, nar
det er i anvendelse, og/eller>den fysiske, kemiske eller mikro-
biologiske stabilitet af stof/baremateriale-kombinationen er util-
fredsstillende med det resultat, at stoffet ikke er disponibelt
til forudsat genanvendelse over lengere tidsrum.

Disse ulemper undgds ved fremgangsméden ifglge cpfindelsen,
der er ejendommelig ved, at adskilte partikler af det porgse bare-
materiale fgrst gennemvades i en koncentreret oplgsning af protein-
holdigt biologisk aktivt stof, og det proteinholdige biologisk
aktive stof i porerne derefter uoplgseligggres inden tvarbindingen
ved behandling med en oplgsning i vandig acetone, ethanol eller
isopropanol af et udfeldningsmiddel, fortrinsvis garvesyre.

Det er ganske vist kendt at fremstille et i et baremateriale
immobiliseret biologisk aktivt protein, nemlig et lactase-praparat,
ved at behandle en oplgsning af lactase i narverelse af et porgst
bzremateriale, nemlig filterhjzlpemidlet "Celiixac>", med garvesyre
som udfzldningsmiddel og glutaraldehyd som tvarbindingsmiddel. Dette
er offentliggjort ved et mgde forud for den foreliggende opfindelses
prioritetsdag og senere offentliggjort i en artikel af A.C. Olson
og C.L. Cooney: "Immobilized Enzymes in Food and Microbiological
Processes", Proceedings of a Symposium on Immobilized Enzymes held
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at the 166th National Meeting of the American Chemical Society,
Chicago, Illinois, 1973, Plenum Press, New York, 8/74, side 54-61,
isar side 55, 3.afsnit. Det ved denne kendte fremstillingsmade
opnéede produkt er imidlertid en blanding af organisk gel og
filterhjelpemiddel, i hvilken blanding der mellem fine partikler
af filterhjzlpemiddel er omrdder af sammentrykkelig organisk
gel, og dette produkt gav ved anvendelse i f.eks. kolonner angive-
ligt anledning til visse vanskeligheder med hensyn til sammenpak-
ning, og det har da heller ikke bare tilnarmelsesvis samme karak-
ter af et produkt bestdende af adskilte partikler af et bazremate-
riale som det ved fremgangsmidden ifglge opfindelsen opndede pro-
dukt, hvori stgrstedelen af det immobiliserede proteinholdige
biologisk aktive stof er tilvejebragt i barematerialets porer
under optimal udnyttelse af porevolumenet. Hertil kommer, at man
ved fremgangsmaden ifglge opfindelsen alt efter det patankte
anvendelsesomride kan benytte egnede barematerialer som nzrmere
beskrevet nedenfor, siledes at der opnds et i praksis anvendeligt
produkt bestiende af robust baremateriale med aktiv gel beskyttet
i dettes porer.

Udtrykket "proteinholdigt biologisk aktivt stof" som anvendt
i nerverende beskrivelse omfatter som navnt f.eks. enzymer, og
omfatter bide stoffer, der er biologisk aktive i sig selv, og stoffer,
der ikke er det, men som kan aktiveres efter immobilisering, sdledes
at de bliver biologisk aktive.

Ved immobilisering af proteinholdigt biologisk aktivt stof ved
fremgangsmidden ifglge opfindelsen sker der fgrst en uoplgseligggrel-
se af stoffet i barematerialets porer, sédledes at en vasentlig kon-
centration af stoffet star til rddighed til at immobiliseres i bare-
materialet ved tvarbinding. Udtrykket "uoplgseligggrelse’anvendes
for at skelne mellem karakteren af den derved opndede tilbageholdel-
se af stoffet i harematerialet og den ved tvarbinding opndede mere
permanente immobilisering.

Medens der under den ved uoplgseligggrelsen opnaede tilbage-
holdelse kan ske adsorption af det proteinholdige biologisk aktive
stof til barematerialet, har det vist sig, at anvendelse af adsorp-
tion alene til opndelse af tilbageholdelse giver et lavt udbytte

af f.eks. immobiliseret enzym.
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Selv om en del af det proteinholdige biologisk aktive stof
kan immobiliseres pd den ydre overflade af barematerialet, tilsig-
tes det ved fremgangsmdden ifplge opfindelsen at opna, at stgrste-~
delen af det immobiliserede proteinholdige biologisk aktive stof
er til stede i det porgse barematerialets porer, idet der herved
immobiliseres en stgrre mengde af det biologisk aktive stof. Der-
for skal det porgse baremateriales porestgrrelse og porestruktur
vere siledes, at det tillader en passage af det stof, der skal
- immobiliseres, foruden naturligvis i sidste ende en passage af
- stoffet, hvormed det immobiliserede stof skal reagere.

En hensigtsmassig udfgrelsesform for fremgangsmaden ifglge
opfindelsen bestadr i, at det proteinholdige biologisk aktive stof i porerne
behandles éamtidiq med oplgsningen af udfeldningsmiddel og et
tverbindingsmiddel eller flere sddanne midler. Denne udfgrelsesform
vil vere henSigtmessig i tilf=lde af enzymer (f.eks. amyloglucosi-
dase), hvor den tid, det tager for tverbindingen at komme i stand,
langt overstiger den tid, det tager at udfzlde enzymeﬁ.

En anden hensigtsmessig udfgrelsesform bestdr i, at det
proteinholdige bioclogisk aktive stof i porerne forbehandles til
fremkaldelse af en vis grad af tverbinding fgr udfzldningen.
Herved kan den ved uopldseligaggrelsen opndede tilbageholdelse af
det proteinholdige biologisk aktive stof i visse tilfalde lettes.

En yderligere hensigtsmaessig udfgrelsesform for fremgangs-—
mdden ifglge opfindelsen bestdr i, at man til uoplgseligggrelse af
det proteinholdige biologisk aktive stof i det porgse baremateriales porer
kombinerer behandlingen med udfzldningsmidlet med en forudgiende
~ frysetgrring.

7 I forbindelse med sidstnavnte udfgrelsesform er det end-
videre hensigtsmessigt, at der efter frysetgrring af stoffet i det

';por¢se bazremateriales porer, men f@gr tverbinding, indfgres yderlige-

~re proteinholdigt biologisk aktivt stof i det porgse bzremateriale
ved neddypning i en koncentreret oplgsning af stoffet, som der-
efter udfaldes ved behandling med oplgsningen af udfeldningsmid-
del.

Ved anvendelse af fremgangsmaden ifglge opfindelsen er amylo-
glucosidase blevet immobiliseret under anvendelse af garvesyre som
udfazldningsmiddel og glutaraldehyd som tverbindingsmiddel pa fglgende

uorganiske materialer, der er anfgrt som eksempler:
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porgse titanoxidkugler, porgse calciumphosphatkugler, porgse alumini-
umoxidkugler, porgse zirconiumoxidkugler, kontrolleret poreglas (Cox-
ning glastyper CPG10-240, 10-370, 10-1250, 30-370 og 30-2000), knust
thermalitblok, brugt Laporte-katalysator og brugt Crosfield-kataly-
sator (brugte Laporte- og Crosfield-katalysatorer indeholder porgse
aluminiumsilicatpartikler). Det skal bem@rkes, at andre materialer
end de ovenfor som eksempler anfgrte er egnede til anvendelse 525 ba-
" eg-
nede som bzrematerialer, og enzymer er blevet immobiliseret ved frem—

rematerialer. F.eks. er porgse naturlige jordarter, sdsom "Celite=

gangsmaden ifglge opfindelsen péd porgse kugler fremstillet af "Celite™".
Endvidere kan organiske materialer, sasom tra,"Viscose", "Sephadex " (en
tvaerbundet dextran) og"Bio-gel" (en polyacrylamidgel) anvendes som ba-
rematerialer. F.eks. er amyloglucosidase blevet immobiliseret pa tra-
spaner under anvendelse af garvesyre som udfazldningsmiddel og glutar-
aldehyd som tverbindingsmiddel. Barematerialet skal selv-

sacgt vare i det vasentlige uoplgseligt under behandlingsbetingel-
serne og i de reaktionsmedier, hvori bazrematerialet og det biologisk
aktive stof anvendes.

Det fglgende er eksempler pd biologisk aktive stoffer, der er
blevet immobiliseret pé& porgse titanoxidkugler (med en partikelstgr-
relse p& 500u i diameter og med 60% af porerne i omradet fra 2700 -
10.000 & i diameter) under anvendelse af garvesyre som udfaldnings-
middel og glutaraldehyd som tvarbindingsmiddel: amyloglucosidase
(fire typer), lactase (fire typer), a-amylase, chymotrypsin, trypsin,
urease, glucoseoxidase, lipoxidase, glucoseisomerase 09 papain.

Mere end &t biologisk aktivt stof kan immobiliseres pa den
samme barer ved fremgangsmiden ifglge opfindelsen. S&ledes er amylo-
glucosidase og a~amylase blevet immobiliseret sammen.

En rakke forskellige reagenser er blevet anvendt som udfald-
ningsmiddel ved udfgrelsen af fremgangsmdden ifglge opfindelsen. Un-
der anvendelse af glutaraldehyd som tverbindingsmiddel er sdledes en
i handelen g&ende amyloglucosidase (der f&s under navnet "Agidex")
blevet immobiliseret p& porgse titanoxidkugler (partikelstgrrelse og
porestgrrelse som anfgrt ovenfor) under anvendelse af fglgende ek-

sempler pd udfzldningsmidler: garvesyre i 70% ethanol, garvesyre i

50% acetone, garvesyre i en 2:l-blanding af vand og isopropanol og
syntetiske polyphencler i  50% acetone (der f&s under navnene

"Tannia", "Fixoflex", "Fixin" og "Hysolad" fra Harshaw Chemicals
Ltd.).
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Amyloglucosidase ("Agidex") er ogsd blevet immobiliseret ved
fremgangsmaden ifglge opfindelsen pd porgse titanoxidkugler (parti-
kel- og porestgrrelse som anfgrt ovenfor) under anvendelse af form-
aldehyd eller diethylpyrocarbonat som tvarbindingsmiddel. Desuden

er amyloglucosidase ("Agidex") blevet immobiliseret pd porgse
titanoxidkugler (partikelstgrrelse og porestgrrelse som anfgrt
ovenfor) under anvendelse af garvesyre som udfzldningsmiddel og
anvendelse af alkalisk oxidation til fremkaldelse af tvarbinding.

Andre tvarbindingsmidler omfatter glyoxal og bis-diazoniumsalte.

Ved fremgangsmdden ifplge opfindelsen er endvidere glucoseoxi-
dase blevet immobiliseret p& titanoxidkugler under anvendelse af gar-
vesyre og diethylpyrocarbonat, og papain er blevet immobiliseret pa
 titanoxidkugler under anvendelse af garvesyre og formaldehyd.

De optimale betingelser for immobilisering af biologisk aktive
stoffer ved fremgangsmiden ifglge opfindelsen afhanger i det mindste
delvis af stoffets biokemiske egenskaber. Det optimale valg af f.eks.
udfazldningsmiddel, tverbindingsmiddel og tverbindingstid findes sa-
ledes ved forsgg.

immobiliseringstiden kan variere mellem f.eks. 1/2 time og 24
timer afhangig af det biologisk aktive stof.

Fremgangsmdden ifglge opfindelsen udfgres fortrinsvis ved ca.
4°c. Det har vist sig, at der kan indtrade inaktivering af visse bio-
logisk aktive stoffer ved hgjere temperaturer. Dette afhanger imid-
lertid af stoffet, og hgjere eller lavere temperaturer kan vare pas-
sende.

Det har vist sig ved immobilisering af amyloglucosidase ("Agi-
dex") p& porgse titanoxidkugler (partikelstgrrelse og porestgrrelse
som anfgrt ovenfor) ved udfazldning og tvarbinding, at den bedste ud-
fgrelse set ud fra et synspunktom enzymaktivitet opnas ved anvendelse
af garvesyre i acetone som udfzldningsmiddel og glutaraldehyd som
- tverbindingsmiddel. Ved anvendelse af denne sarlige kombination af
udfaldningsmiddel og tvarbindingsmiddel har det f.eks. vist sig, ét
den tilsyneladende enzymaktivitet af amyloglucosidase ("Agidex") im-
" mobiliseret pd porgse titanoxidkugler kan vare op til 20% af enzym-
aktiviteten af det som kilde for amyloglucosidase anvendte vandige
enzympraparat.

Under anvendelse af 5%'s garvesyre i en 5:1-blanding af ace-

tone og vand som udfzldningsmiddel og glutaraldehyd som tvarbindings-—
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middel fremstilledes der en portion amyloglucosidase immobiliseret
pd porgse titanoxidkugler (partikelstgrrelse og porestgrrelse som an-
fgrt ovenfor) ud fra ca. 110 g titanoxidkugler og 30 ml "Agidex",
hvilken portion pakkedes i en g0 cm hgj kolonne med et volumen p& 100
ml til dannelse af et leje.

En med syre fortyndet stivelsesoplgsning passeredes gennem ko=
lonnen med en hastighed p& mellem 52 og 230 ml/time. Kolonnen holdtes
ved 60°C i 8 dage, i hvilket tidsrum der behandledes 9 liter af op-
lgsningen. '

Dextrosezkvivalentet (D.E.) af produktet fra kolonnen var lige
s8 hgjt,som det kan forventes, ndr der anvendes et oplgseligt enzym
til den samme omdannelsesproces. Produktets hydrolysegrad var kon-
stant under 7 dages vedvarende anvendelse af kolonnen.

En kolonne af amyloglucosidase immobiliseret pd porgse titan-
oxidkugler anvendtes kontinuerligt til hydrolyse af en dextrinoplgs-
ning over et tidsrum p& 7 1/2 dag. Produktet fra kolonnen havde en
konstant D.E.-verdi, hvilket angav nasten total omdannelse af
udgangsmaterialet. Derefter vaskedes kolonnen fri for dextrinoplgs-
ning, oplagredes i 5 uger ved stuetemperatur og genanvendtes til den
samme hydrolyseproces. D.E.-vardien af produktet viste sig at vare
den samme som den tidligere opnédede. Kolonnen oplagredes i yderligere
11 uger, og det viste sig, at der ikke var sket noget alvorligt tab i
enzymaktivitet.

Det har vist sig, at porgse titanoxidkugler med deri ved fremgangs—
mdden ifglge opfindelsen immobiliseret amyloglucosidase kan anvendes
enten i et pakket leje som beskrevet ovenfor, i en reaktor med fluidi-
seret leje eller i en omrgrt tankreaktor. Det ma forventes, at det
vil forholde sig p& samme md&de for mange partikelformede porgse bare-
materialer, hvori der er immobiliseret proteinholdige biologisk akti-
ve stoffer i overensstemmelse med fremgangsmdden ifglge opfindelsen.

Amyloglucosidase er blevet immobiliseret pé porgse titanoxid-
kugler (partikelstgrrelse og porestgrrelse som anfgrt ovenfor) under
anvendelse af frysetgrring og et udfaldningsmiddel til fremkaldelse
af uoplgseligggrelse og glutaraldehyd til fremkaldelse af tvar-
binding.

Enzymer er blevet immobiliseret in situ p& en kolonne af po-
rgse titanoxidkugler.

Ved in-situ-immobilisering kan overskud af biologisk aktivt

stof, der ikke er blevet uoplgseliggjort i bazrermaterialet,
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genvindes til recirkulation ved vaskning af barematerialet (f.eks.
med acetone/garvesyre) £¢r tvarbinding.

Brugt immobiliseret enzym er blevet fjernet fra titanoxidkug-
ler, og kuglerne er blevet genanvendt til yderligere immobilisering.
Koncentreret salpetersyre, koncentreret natriumhydroxidoplgsning eller
opvarmnlng i en ovn var egnet til fjernelse af enzym fra kuglerne.

En lang razkke proteinholdige biologisk aktive stoffer kan immobiliseres
pad en lang rakke barematerialer i overensstemmelse med fremgangsmaden
ifglge opfindelsen. Fglgelig frembyder opfindelsen en fordel i for-
hold til kendte "immobiliseringsfremgangsméder" med hensyn til fleksi-

"bilitet, idet der kan valges et baremateriale blandt en lang rakke
‘materialer p& basis af dets egenskaber, sdledes at de egner sig til

en sarlig anvendelse.
Fremgangsmidden ifglge opfindelsen belyses narmere ved hjzlp

af de efterfglgende eksempler.

Eksempel 1

1 ml "Agidex"-oplgsning sattes til 3 ml porgse titanoxidkug-
ler (500u partikelstgrrelse og med 60% af porerne i omrddet fra 2700-
10.000 & i diameter) i et isbad, og man lod oplgsningen fordele sig
helt gennem kuglerne. 1,5 ml af en 5%'s oplgsning af garvesyre ien
5:1-blanding af acetone og vand, hvilken oplgsning pd forhand var af-
kglet i et isbad, tilsattes efterfulgt af 0,25 ml af en 50%'s vandig
oplgsning af glutaraldehyd. Vaskeoverfladen stod derefter lige over
overfladen af de porgse titanoxidkugler. Efter 5 timers forlgb fier-
nedes kuglerne fra isbadet, vaskedes og pakkedes i en kolonne, sdle-
des at enzymaktiviteten kunne undersgges. Der anvendtes en oplgsning
af dextrin til undersggelse af kolonnens egenskaber, og idet aktivi-
teten af den oprindelige "Agidex"-oplgsning sattes til 100%, viste
den tilsyneladende aktivitet af det immobiliserede enzym i kolonnen

sig at vare 20%.

Eksempel 2
4,5 ml "Agidex"-oplgsning fordeltes fuldstandigt gennem 15 ml
porgse titanoxidkugler som i eksempel 1. 6,75 ml af en afkglet 2%'s
oplgsning af garvesyre i acetone, hvori der kort forinden var blan-
det 1,05 ml af en 50%'s vandig oplgsning af glutaraldehyd, tilsattes,
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og den opnéede stive opslemning blandedes grundigt. Efter 5 timers
forlpb vaskedes kuglerne, og enzymaktiviteten afprgvedes som i eksem-
pel 1. Den tilsyneladende enzymaktivitet af det immobiliserede enzym

viste sig at ligge p& samme niveau som det i eksempel 1 opnaede.

Eksempel 3

8 ml "Agidex"-oplgsning, fortyndet i forholdet 1l:1 med vand,
fordeltes fuldstandigt gennem 10 ml porgse titanoxidkugler (partikel-
stgrrelse og porestgrrelse som i eksempel 1) og frysetgrredes (lyo-
filiseredes). 1,5 ml "Agidex"-oplgsning fordeltes fuldstandigt gen-
nem 5 ml af disse lyofiliserede kugler, og 2,25 ml af en afkglet 2%'s
oplgsning af garvesyre i acetone og 0,35 ml 50%'s glutaraldehyd til-
sattes pd samme mdde som i eksempel 2. Den tilsyneladende aktivitet
af det immobiliserede enzym viste sig at vare 15% stgrre end aktivi-
teten af immobiliseret enzym fremstillet under anvendelse af porgse

titanoxidkugler, men uden frysetgrringstrinnet.

Eksempel 4

2 ml "Agidex"-oplgsning sattes til og fordeltes fuldstandigt
gennem 5 ml porgse glaspartikler ("Corning CPG 10-1250", 36-75u parti-
kelstgrrelse) i et isbad. 3 ml af en afkglet 5%'s oplgsning af garve-
syre i en 5:1-blanding af acetone og vand tilsattes efterfulgt af 0,5
ml af en 50%'s vandig oplgsning af glutaraldehyd. Efter 5 timers for-
1gb vaskedes glaspartiklerne, og enzymaktiviteten undersggtes ien
lille omrgrt batchreaktor. Den tilsyneladende aktivitet af det immo-
biliserede enzym var 93% af aktiviteten af enzym immobiliseret pa po-
rg¢se titanoxidkugler af den i eksempel 1, 2 og 3 anvendte type.

Eksempel 5

1 ml "Agidex"-oplgsning fordeltes fuldstandigt gennem 3 ml po-
rgse titanoxidkugler som i eksempel 1. 1,5 ml af en afkglet 10%'s op-
lgsning af "Fixoflex" (en syntetisk polyphenol) i en 5:1-blanding af
acetone og vand tilsattes efterfulgt af 0,25 ml af en 50%'s vandig
oplgsning af glutaraldehyd. Efter 5 timers forlgb vaskedes kuglerne,
og ndr det immobiliserede enzym afprgvedes som i eksempel 1, viste
det sig at have 82% af aktiviteten af immobiliseret enzym fremstillet

med garvesyre i en blanding af acetone og vand som udfzldningsmiddel.



148484
10

*'Eksempel 6
1 ml af en vandig oplgsning af lactase ("Maxilacéﬁh75 mg/ml)
. sattes til og fordeltes fuldstendigt gennem 3 ml porgse titanoxidkug- '
ler. 1,5 ml af en afkglet 0,25%'s oplgsning af garvesyre i en 5:1~-
blanding af acetone og vand tilsattes efterfulgt af 0,1 ml af en 20%'s
vandig oplgsning af glutaraldehyd. Efter 20 minutters forlgb vaskedes
- kuglerne og pa@kedes i en kolonne. Den tilsyneladenderaktivitet af

. det immobiliserede enzym var 11% af aktiviteten af det oplgselige en- .

zym, ndr der san substrat anvendtes o-nitrophenyl-p~D-galactosid.

, Eksémpel 7 ,

1,5 ml "Agidex"-oplgsning sattes til 5 ml porgse titanoxidkug-
ler (500u) i et isbad og fordeltes fuldstazndigt gennem kuglerne. 2,25
ml af en afkglet 2%'s oplgsning af garvesyre i acetbhe tilsattesref—
terfulgt af 0,35 ml af en 37%'s vandig oplgsning af formaldehyd. Ef-
ter 5 timers forlgb vaskedes kuglerne, og det immobiliserede enzym
afprgvedes som i eksempel 1. Det viste sig at have en enzymaktivitet
péd 56% af aktivitéten af et lignende immobiliserét enzym fremstillet

under anvendelse af glutaraldehyd som tvarbindingsmiddel.

7 S Eksempel 8

1ml “Agidex“—opl¢sning fordeltes fuldstendigt gennem en por-
'tibnrbl¢de traspéner, der optog et rumfang pad 3 ml, i et isbad. 1,5
- ml af en afkglet 2%'s oplgsning af garvesyre i acetone, hvori der
kort forinden var blevetrblandet 0,25 ml af en 50%'s vandig oplgsning
af glutaraldehyd, tilsattes, og reagenserne blandedes grundigt. Efter
5 timers forl¢b Vaskedes—spanerne og pakkedes lgst i en lille kolonne,
siledes at enzymaktiviteten kunne afprgves som i eksempel 1. Sp&ner-
ne havde en enzymaktivitet, der var 74 % af aktiviteten af det immo-

-biliseréde eniym i eksempel 2.

- Eksempel 9
~ Man lod 1,5 ml af en vandig oplgsning af glucoseisomeraseenzym
(opndet ved vandig ekstraktion af'wbxazwmfalgr'l4.000 celler) gennem-
vade 5 g porgse titanoxidkugler (partikelstgrrelse 500u i diameter
~og med 60% af porerne i omrddet fra 2.700-10.000 A i diameter) i et

isbad."
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Enzymet blev udfaldet og tvarbundet ved hjelp af 2,25 ml af
en oplgsning af 3% garvesyre i acetone og 0,05 ml 50%'s vandig glutar-
aldehyd.

Efter omsaetning i 1 1/2 time i et isbad vaskedes kuglermne, og
enzymaktiviteten bestemtes.

Det viste sig, at kuglerne indeholdt 35% af den aktivitet, der
var til stede i udgangsoplgsningen af enzymet.

PATENTEKRAYV

1. Fremgangsmide til fremstilling af et i adskilte partikler af et
bzremateriale immobiliseret proteinholdigt biologisk aktivt stof,
ved hvilken en oplgsning af det proteinholdige biologisk aktive
stof indfgres i porerne i et porgst baremateriale, og det protein-
holdige biologisk aktive stof tverbindes, k endetegnet
ved, at adskilte partikler af det porgse bzremateriale fgrst
gennemvades 1 en koncentreret oplgsning af proteinholdigt biolo-
gisk aktivt stof, og det proteinholdige biologisk aktive stof
i porerne derefter uoplgseliggpres inden tvarbindingen ved behand-
ling med en oplgsning i vandig acetone, ethanol eller isopropanol
af et udfeldningsmiddel, fortrinsvis garvesyre.

2. Fremgangsméde ifglge krav 1, k endetegnet ved,
at det proteinholdige aktive stof i porerne behandles samtidig
med oplgsningen af ddfaldningsmiddel og et tverbindingsmiddel eller
flere siddanne midler.

3. Fremgangsmdde ifglge krav 1 eller 2, k endetegnet
ved, at det proteinholdige biologisk aktive stof i porerne forbe-
handles til fremkaldelse af en vis grad af tverbinding f¢r udfeld-
ningen,

4, Fremgangsmade ifglge et vilkdrligt af de foregdende krav,
kendetegnet ved, at man til uoplgseligggrelse af det
proteinholdige biologisk aktive stof i det porgse baremateriales
porer kombinerer behandlingen med udfzldningsmidlet med en forud-
gaende frysetgrring.

5. Fremgangsmdde ifglge krav 4, k ende tegnet ved,
at der efter frysetgrring af stoffet i det porgse bazremateriales
porer, men f@¢r tverbinding, indfgres yderligere proteinholdigt
biologisk aktivt stof i det porgse baremateriale ved neddypning
i en koncentreret oplgsning af stoffet, som derefter udfazldes ved

behandling med oplgsningen af udfaldningsmiddel.
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