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Trigergebundenes Enzym, Verfahren zu seiner Herstellung und Verfahren fiir seine Regeneration.

@ Das trigergebundene Enzym enthdlt ein basisches

stickstoffhaltiges, Tonenaustauschergruppen aufwei-
sendes Anionenaustauscherharz des Styrol-Divinylbenzol-
Typs, das eine macroreticulare Struktur hat und dessen
stickstoffhaltige Ionenaustauschergruppen alle frei von
aktivem Wasserstoff sind, wobei in die Macroporen dieses
Anionenaustauscherharzes durch einen polyvalenten
Aldehyd vernetztes Enzym eingelagert ist.
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PATENTANSPRUCHE

1. Tragergebundenes Enzym, dadurch gekennzeichnet,
dass es ein basisches stickstoffhaltige Ionenaustauscher-
gruppen aufweisendes Anionenaustauscherharz des Styrol-
Divinylbenzol-Types als Tréger enthélt, welches eine macro-
reticulare Struktur hat und dessen stickstoffhaltige Ionenaus-
tauschergruppen frei von aktivem Wasserstoff sind und
innerhalb der Macroporen des Anionenaustauscherharzes
durch einen polyvalenten Aldehyd intermolekular vernetztes
Enzym vorhanden ist.

2. Tréagergebundenes Enzym gemiss Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dass das basische Anionenaustauscherharz
des Styril-Divinylbenzol-Types einen mittleren Macroporen-
radius von 10 - 200 nm aufweist, und dass sein Macroporen-
volumen 0,1 ml/g oder mehr betrégt.

3. Trigergebundenes Enzym geméss Anspruch 2, dadurch
gekennzeichnet, dass das basische Anionenaustauscherharz
vom Styrol-Divinylbenzol-Typ einen mittleren Macroporen-
radius von 20 - 100 nm aufweist, und dass sein Macroporen-
volumen 0,2 - 1,0 ml/g betrégt.

4. Trigergebundenes Enzym gemiss Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dass der polyvalente Aldehyd ein gesittigter
aliphatischer Dialdehyd mit 2 - 10 C-Atomen ist.

5. Tragergebundenes Enzym gemaiss Anspruch 1, dadurch
gekennzeichnet, dass das Enzym ausgewahlt ist aus der
Gruppe, bestehend aus Oxidoreductase, Transferase, Hydro-
lase, Lyase, Isomerase und Ligase.

6. Tragergebundenes Enzym gemdss Anspruch 5, dadurch
gekennzeichnet, dass das Enzym ausgewahlt ist aus der
Gruppe bestehend aus Glucose-isomerase, Glucoamylase,

Wasserstoff aufweist. In den Macroporen des Harzes ist inter-
molekular durch eine polyvalente Aldehydgruppe mitein-
ander vernetztes Enzym vorhanden.
Unter Verwendung einer Adsorptionsmethode wurden

s bisher zur Herstellung eines gebundenen Enzyms enthal-
tenden Harzmaterials macropordse oder macroreticulare
Anionen- oder Kationenaustauscherharze verwendet. Die
auf diese Weise erhaltenen Harze zeigten jedoch eine Anzahl
von Problemen.

10 Zum Beispiel ist in einem Verfahren unter Verwendung

von «Duolite» A7, welches ein schwachbasisches Anionen-
austauscherharz eines Polyphenoltypes ist (ungepriifte,
publizierte JP-PA 80 160/1974) die Elution schwierig und
somit ebenfalls die Regeneration schwierig, da die Adsorp-

15 tion sehr stark ist. Aus diesem Grund wurde vorgeschlagen,

die Adsorptionskrafte aufgrund der hydrophoben Eigen-
schaften durch die weitere Einfiihrung von hydrophilen
Gruppen schwicher zu machen (ungepriifte publizierte
JP-PA 85 890/1978), dieser Vorschlag erwies sich jedoch als

20 nicht zweckmissig.

Andererseits wird in einem Verfahren, worin «Amberlite»
IRA-904, ein schwachbasisches Anionenaustauscherharz des
Styrol-Divinylbenzol-Typs, verwendet wird (ungepriifte pu-
blizierte JP-PA 53 584/1975), das Enzym im allgemeinen

25 schwach adsorbiert und 16st sich wihrend des Gebrauchs gra-

duell ab, dabei findet ebenfalls die bevorzugte Adsorption

von Polysacchariden statt (ungepriifte JP-PA 147 992/1979).
In einer kontinuierlichen Methode, welche ein fixiertes

Enzym verwendet, wird die Kontamination mit infektiosen

30 Mikroben in einem Reaktor oft zu einem Problem, wobei als

Fumarase, Aspartase, Lipase, Invertase, Protease, Ureaseund  Gegenmassnahmen dafiir Bedingungen mit einer hohen Sub-

Aminosdure-oxidase.

7. Verfahren zur Herstellung eines trigergebundenen
Enzyms nach einem der Anspriiche I - 6, dadurch gekenn-
zeichnet, dass man ein basisches Anionenaustauscherharz
vom Styrol-Divinylbenzol-Typ mit stickstoffhaltigen Ionen-
austauschergruppen, welches eine macroreticulare Struktur
aufweist, und dessen stickstoffhaltige Ionenaustauscher-
gruppen alle frei von aktivem Wasserstoff sind, mit einer
Losung, die ein Enzym enthélt, in Kontakt bringt, um das
Enzym am Harz zu adsorbieren, und dann das enzymbhaltige
Harz mit einer Losung eines Substrates fiir das Enzym und
nachher mit einer Losung eines polyvalenten Aldehydes, der
das Enzym intermolekular vernetzt, in Kontakt bringt.

8. Verfahren zur Regenerierung eines trigergebundenen
Enzyms gemdss Anspruch 1, das nach mehrmaligem
Gebrauch zur Durchfiihrung einer Reaktion erschopft ist,
dadurch gekennzeichnet, dass man dasselbe mit einer wiss-
rigen Mineralsdureldsung, die pro Liter 0,2~5 mol Salz ent-

stratkonzentration und ein Medium mit hohen Tempera-
turen verwendet werden. Die Gegenmassnahmen jedoch
fithren oft zu einer Verschlechterung des Harzes (z.B. Ver-

35 hinderung des Kontaktes eines Substrates mit dem Enzym

wegen den irreversibel adsorbierten Polysacchariden stc.).
Es ist nun gefunden worden, dass es unter den vorstehend

genannten Umstdnden durch die vorliegende Erfindung

moglich ist, ein gebundenes Enzym enthaltendes Harzmate-

40 rial zu erhalten, welches der kontinuierlichen Verwendung

eines Mediums mit hoher Temperatur standhalten kann und
regeneriert und wiederverwendet werden kann, indem ein
basisches Anionenaustauscherharz vom Styrol-Divinyl-
benzol-Typ ausgewahlt wird, welches schwierig zu zerstéren

45 ist und auf welchem eine reversible Adsorption méglich ist

und der Nachteil der schwachen Adsorption durch intermo-
lekulare Vernetzung des Enzyms mit einem polyvalenten
Aldehyd behoben wird ist.

Das polyvalente Aldehyd vernetzt die Enzyme durch

hilt, in Kontakt bringt, wobei das Enzym unter gleichzeitiger s0 chemische Kombination mit Funktionellen Gruppen, insbe-

Aufldsung der Vernetzungen desorbiert wird, das erhaltene
Harz mit einer enzymhaltigen Losung in Kontakt bringt und
das enzymbhaltige Harz mit einer Lésung eines Substrates fiir
das Enzym und dann mit einer Lésung eines polyvalenten

sondere Aminogruppen in den Enzymen. In diesem Hinblick
ist es notwendig,dass keine funktionelle Gruppe, die Stick-
stoff enthélt,aktiven Wasserstoff enthilt.

Gegenstédnde der vorliegenden Erfindung sind somit das

Aldehydes, der das Enzym intermolekular vernetzt, in Kon- 55 im Patentanspruch 1 definierte trigergebundene Enzym, das

takt bringt.

BESCHREIBUNG
Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein trigerge-
bundenes Enzym, auf ein Verfahren zu seiner Herstellung
und auf ein Verfahren zu seiner Regeneration. Der Triger
enthdlt ein basisches Anionenaustauscherharz des Styrol-
Divinylbenzol-Types mit einer macroreticularen Struktur,
das stickstoffhaltige lonenaustauschergruppen ohne aktiven

Verfahren zu seiner Herstellung geméss der Definition in
Patentanspruch 8, sowie das Verfahren zu seiner Regenerie-
rung gemiss der Definition in Patentanspruch 9.

Im einzelnen wird die vorliegende Erfindung im nachste-

60 henden Text ndher beschrieben.

Unter den basischen Anionenaustauscherharzen vom
Styrol-Divinylbenzol-Typ, die eine macroreticulare Struktur
und Stickstoffhaltige lonenaustauschergruppen ohne aktiven
Wasserstoff aufweisen, sind diejenigen bevorzugt, die einen

65 mittleren Macroporenradius von 10 - 200 nm, insbesondere

20 - 100 nm aufweisen und das Macroporenvolumen
0,1 ml/g oder mehr, insbesondere 0,2 - 1,0 ml/g, betrigt, z.B.
Imac A20S, A20R, (Warenname von Duolite International



Co. (France)), Lewatit MP500A (Warenname von Bayer AG
(BRD)), Duolite A378, A369, A368 (Warenname von Dia-
mond Shamrock Co. (USA)) und Diaion HPA7S5, HPA25
(Warenname von Mitsubishi Chemical Industries Co., Ltd.
(Japan)).

Die zu verwendenden polyvalenten Aldehyde sind nicht
spezifisch begrenzt, umfassen jedoch vorzugsweise alipha-
tische Dialdehyde mit 2-10 C-Atomen, wie Glyoxal, Malo-
naldehyd, Succinaldehyd, Glutaraldehyd und Adiopoal-
dehyd.

Die im Rahmen der vorliegenden einzusetzende Enzyme
sind nicht spezifisch begrenzt und umfassen Oxidoreductase,
Transferase, Hydrolase, Lyase, Isomerase, Ligase etc.. Insbe-
sondere sind Glucoseisomerase, Glucoamylase, Fumarase,
Aspartase, Lipase, Invertase, Protease, Urease, Aminosiureo-
xidase etc. besonders zweckmassig.

Die Herstellung von erfindungsgeméssem Harzmaterial ist

nachstehend beschrieben. Das Harzmaterial kann erhalten
werden, indem ein basisches Anionenaustauscherharz vom
Styrol-Divinylbenzol-Typ, welches eine macroreticulare
Struktur mit Stickstoffhaltigen Ionenaustauschergruppen
aufweist und worin jede Stickstoff enthaltende Ionenaustau-
schergruppe frei von aktiven Wasserstoff enthilt, in Kontakt
mit einer Enzymlésung gebracht wird, um das Enzym auf
dem Harz zu adsorbieren, und dann das Harz in Kontakt mit
einer Losung eines Substrates fiir das genannte Enzym
gebracht wird, und iberdies das Harz in Kontakt mit einer
Lésung eines polyvalenten Aldehydes gebracht wird.

Als enzymenthaltende Losungen kdnnen beispielsweise
folgende verwendet werden: Eine mikrobische Zellfraktions-
fliissigkeit oder ein Filtrat davon, eine Losung eines rohen
Enzyms in Wasser oder einer Pufferlgsung, wobei das rohe
Enzym durch Ausfillung mit Ammoniumsulfat oder einem
Losungsmittel aus dem Filtrat erhalten worden ist, eine
Losung erhalten durch weitere Dialyse der Losung, eine
Losung des gereinigten Enzyms etc..

Geeignete Bereiche der Enzymkonzentration in der
Lésung sind 0,01 - 200 mg/1 als Protein.

Der Anteil des verwendeten Harzes kann als Anteil des
adsorbierten Enzyms beschrieben werden und liegt zweck-
missigerweise im Bereich von 0,1 - 100 mg Protein/ml Harz.

Die Adsorption des Enzyms wird im allgemeinen im Batch
durchgefiihrt unter Riihren bei 0-40°C wihrend 30 min bis
72 h. Alternativ kann die Adsorption ebenfalls durch eine
Siulenpassage der Enzymlosung durchgefiihrt werden, wobei
die Siule mit einem Harz gepackt ist.

Der pH-Wert wird in einem pH-Bereich von 4-10 gehalten,
worin das Enzym stabil ist, wobei der pH-Wert mit einer Puf-
ferlosung eingestellt wird.

Anschliessend wird mit oder ohne Fest-Fliissigtrennung
das Harz in Kontakt mit einer Losung eines Substrates fiir
das Enzym gebracht. Diese Behandlung dient dazu, dass ver-
hindert wird, dass die aktiven Zentren in der nachfolgenden
Behandlung mit einem polyvalenten Aldehyd beeintrichtigt
werden, indem die aktiven Zentren mit dem Substrat tem-
porir kombiniert werden. Der Kontakt kann im Batch oder
in der Siule durchgefiihrt werden, dhnlich wie die Adsorp-
tion des Enzyms.

Als Substrate kdnnen verwendet werden: Substrate fiir die
entsprechenden Enzyme, z.B. Fumar-, Apfelsiure, Natrium,
Ammonium und Kaliumsalze davon etc. fiir das Enzym
Fumarase; Glucose, Fructose etc. fiir das Enzym Glucoseiso-
merase; und 1dsliche Stiirke, Maltose, Glucose, Matrotriose
etc. fiir das Enzym Glucoamylase. Als Substratiésung kann
eine wiissrige Losung, eine Pufferlosung etc. des Substrates
eingesetzt werden.

Die Konzentration des Substrates beim Kontakt betrigt
0,1 mM-1,0 M und falls das Substrat ein Elektrolyt ist,
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betrigt die Konzentration vorzugsweise 0,2 M oder weniger,

um die Desorption des Enzyms wegen des Elektrolyten zu

verhindern.

Der Anteil des verwendeten Substrates liegt zweckmés-

5 sigerweise im Bereich von 10-1000 mal dem molaren Anteil
des verwendeten polyvalenten Aldehydes, unter Beriicksich-
tigung, dass das Substrat das aktive Zentrum im Wettbewerb
mit dem polyvalenten Aldehyd schiitzt.

Die Behandlungstemperatur, der pH-Wert etc. sind

10 dhnlich wie die entsprechenden Werte bei der Adsorption des

Enzyms und die Zeit kann von 10 min bis 10 h variieren,

abhiingig von den Anteilen des Substrates und des polyva-

lenten Aldehydes;im allgemeinen betrégt die Zeit

30-60 min.

Anschliessend wird die Mischung in Kontakt mit der
Losung des polyvalenten Aldehydes ohne Fest-Fliissigtren-
nung gebracht. Als Kontaktmethode kann eine &hnliche aus-
gewihlt werden, wie diejenige fiir die Substratbehandlung.
Die Losung des polyvalenten Aldehydes ist eine wéssrige
20 Losung eines polyvalenten Aldehydes, oder falls dieser in

Wasser spirlich 16slich ist in Losungen, wie Methanol,

Ethanol oder dgl., wobei die Konzentration beim Kontakt

zweckmissig 1-100 mM betrigt. Der Anteil des polyvalenten

Aldehydes liegt im Bereich von 0,001-1 mM pro mg des Pro-
25 teins.

Die Behandlung mit dem polyvalenten Aldehyd wird bei
0-40°C wihrend 1 min bis 48 h durchgefiihrt. Dabei wird der
pH-Wert vorzugsweise im stabilen Bereich des Enzymes kon-
stant gehalten unter Verwendung von beispielsweise einer

30 Pufferldsung. '

Nach der Behandlung mit dem polyvalenten Aldehyd wird
das Harz gewaschen, z.B. mit Wasser, Methanol oder
Ethanol, um das nicht umgesetzte polyvalente Aldehyd, das
nicht-umgesetzte Protein etc. zu entfernen, wobei das enzym-

35 gebundene Harzmaterial erhalten wird.

Das vorliegende trigergebundene Enzym zeigt eine vor-
ziigliche Aktivitit und verursacht keine wesentlichen
Nebenreaktionen. Im iibrigen wurde das vorliegende Harz-
material ebenfalls in der Wirmeresistenz verbessert, z.B.

40 wird die Aktivitiit sogar bei kontinuierlichem Gebrauch bei
40-70°C wihrend einer langen Periode aufrecht erhaiten,
z.B. mindestens 3-10 Monate im Falle des fumarasegebun-
denen Harzmaterials.

Uberdies kann das trigergebundene Enzym regeneriert

45 werden, indem das beeintrichtigte, Harzmaterial nach der
Verwendung fiir eine bestimmte Zeit mit einer wéssrigen
Mineralsiureldsung in Kontakt gebracht wird, die 0,2-5 M
Salz enthilt, um die durch das polyvalente Aldehyd gebil-
deten Vernetzungen zu zerschneiden, und das Enzym zu

50 desorbieren.

Als Salze werden beispielsweise folgende verwendet:
Starkes oder schwaches Alkalisalz einer starken Sdure, vor-
zugsweise ein starkes Alkalisalz. Beispielsweise werden Alka-
limetallsalze (z.B. Natriumchlorid, Natriumsulfat), Erdalka-

s5 limetallsalze (z.B. Calciumchlorid) und Ammoniumsalze

(z.B. Ammoniumchlorid) von Schwefelsdure, Salzsdure oder

Phosphorsiure bevorzugt.

Als Mineralsiure werden Schwefel-, Salz-, oder Phosphor-
siure bevorzugt verwendet.

Als Kontaktart wird das Arbeiten im Batch unter Riihren
oder die Passage einer Regenerationsfliissigkeit durch eine
mit erfindungsgeméssem, trigergebundenem Enzym
gepackte Siule, angewendet.

Der Kontaktvorgang wird zweckmissigerweise bei einer
65 Mineralsiurekonzentration von 0,5-6 N und bei 40-95°C

durchgefiihrt.

Wenn das regenerierte Harz einer enzymbindenden Ope-
ration, dhnlich der vorstehend beschriebenen, unterworfen

15

60
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wird, erhdlt man ein trdgergebundenes Enzym, in welchem 0,5 N Schwefelsdure mit 0,5 M Natriumchlorid wird zum

die Aktivitat und die Charakteristiken auf nahezu der Harz gegeben, und die Mischung wird auf 70°C erwirmt und
gleichen Stufe wie bei neuem Harz liegen werden. Uberdies wéhrend 2 h auf dieser Temperatur gehalten. Das Harz wird
sind ahnliche Charakteristiken auch nach zwei- oder dreima-  mit entionisiertem Wasser gewaschen und das Enzym wird

liger Regeneration und Wiederverwendung vorhanden. 5 wiederum darauf fixiert, in gleicher Weise wie in Beispiel 1
Beziiglich der Regeneration und Wiederverwendung exi- beschrieben. Namentlich die rohe Enzymsuspension wird in
stiert bereits ein Verfahren worin mit wissriger Elektrolyt- gleicher Weise wie in Beispiel 1 hergestellt, und die Enzymsu-
salzlosung und Sdurebehandlung gearbeitet wird (ungepriifte  spension wird in einem Verhiltnis von 200 U promldes
publizierte JP-PA 70 871/1976), erfindungsgemiss wird Adsorptionsharzes fiir das Enzym mit dem Harz in Kontakt
jedoch das Losen der Vernetzungen mit einer wassrigen 10 gebracht. Die Anteile des adsorbierten Proteins sind 90% mit
Mineralsdurel6sung, die ein Salz enthilt, durchgefiihrt, dem Trager A und 40% mit dem Triger B. Ahnlich wird eine
einem vom genannten Regenerationsverfahren fundamental Natriumfumaratl§sung dazugegeben, eine Vernetzung unter
verschiedenen Verfahren. Verwendung von Glutaraldehyd durchgefiihrt wie in Beispiel
Die vorliegende Erfindung wird im einzelnen durch die 1 beschrieben, um das Enzym zu fixieren. Die enzymgebun-
nachstehenden Beispiele erldutert. 15 denen Tréger A bzw. B werden sorgfiltig gewaschen und in

10 ml Saulen gefiillt und anschliessend ldsst man 1 M wiss-
rige Natriumfumaratldsung mit einer Raumgeschwindigkeit

Beispiel 1 SV = 0,3 durch jede Siule fliessen. Die Umwandlung zu

Zuerst werden 300 ml eines Mediums, enthaltend 10% Apfelsdure in der ausfliessenden Fliissigkeit kann bei 80%
Glucose, 0,5% Natriumdihydrogenphosphat, 0,6% Harnstoff, 20 wihrend 20 Tagen mit dem Tréiger A gehalten werden, wih-
0.05% Magnesiumsulfat (Heptahydrat), 2% Pepton, 0,05% rend sie mit dem Triger B am ersten Tag schnell auf 25%
Fleischextrakt und 50y/1 Biotin, in einen 2000 ml Erlen- fallt, auf 15% am zehnten Tag und auf 11% am zwanzigsten
meyer-Kolben gegeben und ein Fumarase produzierender Tag.
Mikroorganismus, Corynebacterium Flutamicum ATCC Danach wird die Regeneration und Wiederverwendung
21513 wird inokuliert und kultiviert unter Schiitteln bei einer s des enzymfixierten Trégers A in gleicher Weise wie oben
Kulturtemperatur von 30°C wihrend 48 h. Die mikroben wiederholt mit dem Resultat, dass bei der zweiten und dritten
Zellen werden aus der Kulturfliissigkeit gewonnen, gewa- Wiederverwendung die Umwandlung in Apfelsdure im Aus-

schen und gefriergetrocknet, wobei 9 g mikrobische Zellen fluss wihrend 20 Tagen auf 80% gehalten werden kann.

erhalten werden. Die mikrobischen Zellen werden in 0,IM .

Phosphatpuffer (pH-Wert 6,0) bei einer Konzentration von 3

50 g/1 dispergiert und einer Ultraschallbehandlung unter- Beispiel 3

worfen. Zuerst werden 25 g nasse Mikrobenzellen Streptomyces
Als Tréager werden verwendet «Imac» A20S (Duolite Inter- phaeochromogenes IFO 3105 in einer 0,02 M Phosphatpuf-

national Co., France) als Trager der vorliegenden Erf: indung  ferlésung (pH-Wert 8) autodigeriert, und anschliessend wird

und Duolite A6 (Diamond Shamrock Co.,USA) als Kon- 35 die Mischung filtriert, wobei eine Glucose-isomerase-Enzym-
trolle. Jeder Triger wird griindlich mit entionisiertem Wasser 18sung erhalten wird.

gewaschen und anschliessend mit 0,1 M Phosphatpuffer Auf einen pH-Wert von 8 gepuffertes «Duolite» A378
(pH-Wert 6,0) gepuffert. Danach wird die hergestellte rohe (Diamond Shamrock Co., USA) wird in der Enzymlosung
Enzymsuspension mit dem Harz in Kontakt gebracht, in suspendiert und die Suspension wird auf einen pH-Wert von
einem Verhaltnis von 200 U (als Aktivititswert) promi Harz 4 8,2 eingestellt und anschliessend méssig bei Zimmertempe-
bei Zimmertemperatur wihrend 16 h. Der Anteil des adsor- ratur wiahrend 16 h geriihrt.

bierten Proteins betriigt 90% oder mehr in beiden Fallen. Anschliessend wird der Uberstand verworfen und 50 ml
Anschliessend wird einer dem Harz gleicher Anteil 0,1 M einer 1%igen wéssrigen Glucoseldsung wird dem Harz beige-
wassriger Natriumfumaratlésung als Stabilisator fiir das fiigt. Die Mischung wird wihrend 10 min missig geriihrt und

Enzym zugegeben. Der Uberstand wird verworfen und dann 45 dann wird der Uberstand verworfen. Dann werden 50 ml
wird ein dem Harz gleicher Anteil 0,2% wiissrige Glutaralde-  einer 0,2%igen wissrigen Glutaraldehydlsung zum Harz

hydlésung zum Harz zugegeben, und die Reaktion bei Zim- gegeben, und die Mischung wird bei Zimmertemperatur

mertemperatur wihrend 30 min durchgefiihrt. wéhrend 30 min geriihrt, um die Vernetzung durchzufiihren.
Jedes Harz wird griindlich gewaschen, wobei trigergebun- Das Harz wird in eine Saule gefiillt und mit Wasser

dene Enzyme A («Imac» A20S) bzw. B («Duolite» A6) 50 griindlich gewaschen. Eine 0,5 M Glucoseldsung, die 0,05 M

erhalten werden. Jedes gebundene Enzym wird in eine MgSO4und 5 x 104 M CoClz enthilt, wird durch die Siule mit

ummantelte 10 ml Saule abgefiillt und dann wird eine 1 M unldslichem Enzym fliessengelassen, mit einer Geschwindig-

wissrige Natriumfumaratlésung auf die Sule gegeben, keit von 500 ml pro h (SV = 10) bei 60°C. Die Fructose in der

wobei die Bedingungen so gewihlt sind, dass diese Losungbei  ausfliessenden Fliissigkeit weist eine Koizentration von
50°C mit einer Raumgeschwindigkeit SV = 0,3 (Aufgabevo- 55 30 mg/ml auf, bestimmt durch die Cystein-carbazol-
lumen/Trégervolumenh) durch die Saule fliesst. Umwand-  Methode.

lungen von Apfelsiure von 80% mit dem Tréiger und 78% mit Bei einem Durchtritt mit einer Raumgeschwindigkeit von
dem Tréger B werden wéiihrend 20 Tagen erhalten, was zeigt, 4 betrigt die Konzentration der Fructose 46 mg/ml und die-
dass eine kontinuierliche Herstellung mdglich ist. Jenige der Glucose 44 mg/ml, bestimmt durch die Glucoseo-

60 xidase-Methode und folglich wird ein Isomerisationsgrad
von 51% erhalten. Wenn im weiteren die Zuckerlosung konti-

Beispiel 2 nuierlich durch die Kolonne durchtritt mit einer Raumge-
Werden die Operationen mit den Tréigern gemdss Beispiel schwindigkeit (SV = 4) wiihrend 20 Tagen, betrigt der Isome-
I wihrend einem weiteren Monat fortgesetzt, werden die risationsgrad am 20. Tag 49%. Dann wird das Harz aus der
Umwandlungen reduziert auf 78% mit dem Tréiger A und 65 Sdule ausgestossen und griindlich mit Wasser gewaschen,
75% mit dem Tréger B, wobei jedoch keine Kontamination und 0,5 N Schwefelsdure, enthaltend 0,5 M Natriumchlorid
wegen Infektiosen Mikroben festgestellt werden kann. dazugegeben. Die Mischung wird wihrend 2 h auf 70°C

Anschliessend wird das Harz der Siule entnommen, und erwirmt. Das Harz wird gewaschen und die Wiederfixierung



wird in der gleichen Weise wie in der ersten Operation durch-

gefiihrt. Wenn die gleiche Zuckerlosung wie oben durch den
wiederfixierten Triager mit SV = 10 durchtritt, betrégt die
Konzentration der Fructose in der ausfliessenden Fliissigkeit

5 666 905

zehnten Tag, Im weiteren wird ein enzymgebundenes «Duo-
lite» A7-Harz in gleicher Weise wie vorstehend beschrieben
hergestellt, und eine 10%ige wissrige Losung von loslicher
Stiarke wird mit einer Raumgeschwindigkeit von 1,0 bei 40°C

31 mg/ml, woraus ersichtlich ist, dass das wiederfixierte Harz s durchfliessen gelassen. In diesem Fall wéchst die Kontamina-

den gleichen Aktivititsgrad wie das neue Harz aufweist.

Beispiel 4

Glucoamylase (hergestellt durch Nagase Sangyo Co., Ltd.)
wird in einem 0,1 M Acetatpuffer mit einem pH-Wert von 4,5
aufgeldst, wobei eine Losung hergestellt wird, die 14 mg
Enzym als Protein pro ml enthélt. Dann werden 10 ml der
Losung zu 5 ml HPA75-Harz (hergestellt durch Mitsubishi
Chemical Industries Co., Ltd.) zugefiigt, und die Mischung
wird in einem Thermostat wihrend 16 h bei 37°C geschiittelt,
wobei 22 mg des Proteins pro ml des Harzes adsorbiert wird.

Weiter wird das Harz gewaschen, der Uberstand ver-
worfen, 5 ml einer 1%igen wissrigen Losung von 16slicher
Stérke zum Harz zugegeben und die Mischung méssig
geriihrt. Dann wird der Uberstand verworfen, 5 ml einer
0,2%igen wissrigen Glutar aldehyd-Lésung zum Harz zuge-
geben und die Mischung méssig bei Zimmertemperatur wah-
rend 30 min geriihrt, um eine Vernetzung zu bewirken.

Das Harz wird in eine Séule transferiert, griindlich mit
Wasser gewaschen, und eine 10%ige wissrige Losung von 16s-
licher Stérke wird bei 50°C mit einer Raumgeschwindigkeit
von 1,0 durchfliessen gelassen. Die Glukosekonzentration in
der ausfliessenden Fliissigkeit betrigt 85 g/l am dritten Tag
und 83 g/1am 10. Tag.

Danach nach 50 tdgigem Durchfluss wird die Glucosekon-
zentration etwas reduziert auf 80 g/1, jedoch wurde keine
merkliche Kontamination mit infektiésen Mikroben beob-
achtet. Anschliessend wird das Harz aus der Séule ausge-
stossen und dann wird 0,5 N Schwefelsdure, enthaltend 0,5 M
Natriumchlorid zum Harz zugegeben. Die Mischung wird
wihrend 2 h auf 70°C erwarmt. Das Harz wird gewaschen
und die Wiederfixierung wird in der gleichen Weise wie bei
einem neuen Harz durchgefiihrt. Das erhaltene Harz wird in
eine Siule transferiert und eine 10%ige wissrige Losung von
loslicher Starke wird durch die Siule mit dem insolubili-
sierten Enzym mit einer Raumgeschwindigkeit von 1,0 bei
einer Temperatur von 50°C durchfliessen gelassen. Die Glu-
cosekonzentration in der ausfliessenden-Fliissigkeit betrigt
am dritten Tag 85 g/l und am 10 Tag 83 g/I.

Als Kontrolle wurde die oben beschriebene Fixierungsope-
ration unter Verwendung von «Duolite» A7-Harz wieder-
holt. Das erhaltene, enzymgebundene Harz wird in eine
Siule gefiillt und eine 10%ige wissrige Losung von 16slicher
Stiarke wird mit einer Raumgeschwindigkeit von 1,0 bei 50°C
durchfliessen gelassen. Die Glucosekonzentration in der aus-
fliessenden Fliissigkeit betrdgt am dritten Tag 80 g/l und am
zehnten Tag 78 g/1. Am zwanzigsten Tag vermindert sie sich
auf 40 g/1. Anschliessend wird die Regeneration und Wieder-
fixierung in gleicher Weise wie in den obenbeschriebenen
Beispielen durchgefiihrt. Die Glucosekonzentration in der
ausfliessenden Fliissigkeit zeigte bei der Wiederfixierung
eines Enzyms keine befriedigenden Resultate fiir die Wieder-
verwendung; d.h. 30 g/l am dritten Tag und 25 g/1am

tion mit infektidsen Mikroben graduell, und die Glucosekon-
zentration wird von 75 g/l am dritten Tag auf 60 g/l am
zehnten Tag reduziert. Ahnliche Resultate werden bei der
Verwendung von «Imac» A20SU-Harz anstelle von «Duo-

10 lite» A7-Harz im gleichen Verfahren und unter den gleichen
Bedingungen wie oben, erhalten.

Im weiteren wird ein Vergleich einer Fixierungsmethode
gemacht unter Verwendung eines «Duolite» A7-Harzes,
jedoch nicht unter Verwendung von Glutaraldehyd. Dabei

15 werden 10 m! «Duolite» A7-Harz mit 20 ml Glucoamylaseld-
sung gemischt, mit einer Konzentration von 14 mg/ml als

"Protein, hergestellt unter Verwendung eines 0,1 M Acetatpuf-
ferlosung (pH-Wert 4,5). Die Mischung wird bei 37°C wih-
rend 16 h geschiittelt, um die Fixierung des Enzyms zu

20 erwirken, wobei 23 mg Protein adsorbiert wird. Je 5 ml Harz
werden in zwei Sdulen gefiillt und gewaschen und eine
10%ige wasserlosliche Stirkeldsung wird durch jede der
Siulen mit dem unléslichen Enzym mit einer Fliessgeschwin-
digkeit von 1,0 durchfliessengelassen. Eine Sdule wird auf

25 eine Temperatur von 50°C gehalten (Experiment A) und die
andere bei 40°C (Experiment B). Im Falle des Experimentes
A betrigt die Glukosekonzentration in der ausfliessenden
Fliissigkeit 78 g/l am dritten Tag und 65 g/1 am zehnten Tag,
was einen grossen Abfall der Enzymaktivitit darstellt. Beim

30 Experiment B wird die Glucosekonzentration auf 73 g/l am
dritten Tag und auf 58 g/l am zehnten Tag reduziert, wobei
ebenfalls eine Kontamination mit infektidsen Mikroben
beobachtet wird.

Die Regeneration und Wiederfixierung wird durchgefiihrt

35 unter Verwendung der beiden Tréger in den beiden Experi-
menten A und B. Die Regenerierungsbedingungen sind ein
Verfahren zur Erwdrmung des verwendeten Harzes in 0,5 N
Schwefelsiure, enthaltend 0,5 M Natriumchlorid bei 70°C
(Experimente A-1 und B-1) und ein Verfahren zur Erwér-

40 mung des gebrauchten Harzes in 4 N Natriumhydroxid bei
60°C (Experimente A-2 und B-2). Die regenerierten Harze
werden in gleicher Weise wie bei der ersten Fixierung wieder-
fixiert. Die Anteile des adsorbierten Proteins sind 10 mgin
A-1, 10 mgin B-1, 15 mg in A-2 und 13 mg in B-2, womit die

45 Adsorptionsfahigkeit im Vergleich mit dem ersten mal redu-
ziert wird. Bei der Abfiillung der Harze in Sdulen und den
Durchfluss einer 10%igen wasserloslichen Stirkeldsung bei
40°C und einer Raumgeschwindigkeit von 1,0, betragen die
Keonzentrationen von Glucose in der ausfliessenden Fliissig-

50 keit bloss 20 mg/ml in A-1, 18 mg/ml in B-1, 25 mg/ml in A-2
bzw. 20 mg/ml in B-2 am dritten Tag.

Beispiel 5
Das gleiche Verfahren wie in Beispiel 1 wird mit der Aus-
nahme wiederholt, dass «Lewatit» MP500A anstelle von
«Imac» A20S eingesetzt wird, wobei nahezu das gleiche
Resultat erhalten wird.
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