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Den foreliggende opfindelse angdr et proteinagtigt
preparat og en fremgangsméde til fremstilling heraf.
Den proteinagtige forbindelse i preparatet er for-
trinsvis et katalytisk aktivt enzym. Andre protein-
agtige stoffer som antistoffer eller antigener kan

dog ogsé@ anvendes.

Som det er veldokumenteret, er enzymer'proteinagtige for-
bindelser, generelt med hej molekylevegt, der virker som
biologiske katalysatorer, der er i stand til at fremme en
lang rakke kemiske reaktioner, eksempelvis reagerer glu—
cose med enzymet glucose-isomerase til fremstilling af
fructose. Uheldigvis er de fleste enzymer oplaselige i
vand, hvilket ger det vanskeligt at fjerne dem fra op-
iesningen for gentagen brug og/eller vedligeholde deres
katalytiske virkning over lang tid. Desuden er enzymer
hyppigt temmelig kostbare at fremstille i kommercielle
mengder. Som felge deraf er mange teknikker blevet fore-
sléet til at immobilisere enzymer og gere dem uopleselige,
og det geres typisk ved at binde eller koble dem til et
uvopleseligt barestof. Udtrykket "immobil" eller "immobi-
liseret" betyder, nadr det anvendes pd enzymer, at det
drejer sig om enzymer, der i det vesentlige er blevet
gjort vanduoplaeselige ved binding til eller indkapsling

i en vanduopleselig berer pa en sédan made, at de bibe-
holder deres virkning og let kan fjernes fra den reakti-

ve oplesning og kan anvendes igen.

Tidligere forseg pa at udfere katalytiske reaktioner un-
der anvendelse af immobiliserede enzymer har haft mere
eller mindre held, afhangigt af den koblings- eller bin-
dingsmetode, der er anvendt til at koble eller binde
enzymet til den uopleselige berer, arten af, samt fysiske
og kemiske egenskaber af selve barestoffet og endvidere

den massetransportmekanisme ved hvilken et substrat brin-
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ges i kontakt med enzymbarestoffet. Udtrykket "substrat"
anvendes heri til at angive et stof, hvorpa enzymet rea-

gerer katalytisk.

For eksempel har man adsorberet enzymer pé siliciumhol-
dige barestoffer, sasom porsse glaskugler, se USA-patent-
skrift nr. 3 556 945, eller man har kemisk koblet enzymer-
ne til sddanne porese glaskugler ved et silankoblingsmid-
del (USA-patentskrift nr. 3 519 538). Porese keramiske
kugler har vaeret foresléet i stedet for glas, hvor enzy-
met pakobles via adsorption (USA-patentskrift nr. 3 850 751).
Da imidlertid de fer navnte porese glaskugler eller kera-
miske kugler er meget sma af sterrelse, er det nadven-
digt for at udfare en enzYmatiske reaktion at lade substa-
tet stromme igennem et pakket leje af mange s&danne dis-
krete partikler. En reaktor med et fast enzymleje er dyr,
kan nemt stoppe til eller danne kanaler, har relativ stor
stremningsmodstand og har tendens til at tilbageholde sub-
stratet i porerne pa grund af sidstnavntes relativt lille
sterrelse, hvilket siledes giver et forureningsproblenm,
nar en rakke forskellige substrater eller prever ledes
igennem det pakkede leje, og nar enzymreaktionen er en

relativt hurtig reaktion.

Som tidligere rapporteret i litteraturen (USA-patentskrift
nr. 3 824 150) har enzymer ligeledes varet immobiliseret ved
mekanisk indeslutning i .en semi-permeabel barer, sdsom en
membran, eller ved kemisk kobling igennem et mellempro-
dukt til naturlige eller syntetiske polymere stoffer om-
fattende cellulosematerialer i form af filterpapir. I
membranreaktoren eller den mekaniske indesluttende reak-
tor sker den enzymatiske reaktion kun ved diffusion af
substratoplesningen gennem bazreren, og endvidere giver an-
vendelsen af sédanne barere ofte ikke nogen ekstra stabi-
litet for enzymet. Anvendelse af cellulosefilterpapir og

lignende organiske bazrestoffer, der har enzymer koblet
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dertil.eller péd anden vis bundet til bareren, lider af

de ulemper, der er indbygget, nar man anvender sadanne
stoffer, idet disse sadvanligvis er skere og er felsomme
over for kemiske og mikrobielle angreb og ikke uden vide-

re kan steriliseres uden at blive asdelagt.

Endvidere er det kendt at anvende et vanduopleseligt po-
lymert overtrak, der har nitrilo, syre-amido eller ureido-
grupper til en enkelt fase makropores polymer barer, o0g
dernest koble enzymerne ved adsorption til den overtrukne
overflade af en sadan bzrer (USA-patentskrift nr. 3 705 084).
Fremstilling af séadanne overtrukne reaktorer er imidler-

tid tidskrzvende og dyr. Endvidere er mengden af enzymer,
der kan faestes til en volumenenhed af den fremkomne reak-

tor, begrenset af det faktum, at bazreren er makropores.

Det er nu formalet med den foreliggende opfindelse

at tilvejebringe et inmobiliseret -proteinagtigt prapareat,
fortrinsvis enzympreparat og en fremgangsmade til fremstil-
ling af samme, hvilket praparat ikke nedbrydes biclogisk og
er kemisk modstandsdygtigt. Det har endvidere et stort over-
‘fladeareal, hej permeabilitet, glimrende fysiske styrkeegen-
skaber, kan nemt steriliseres, o0g det er sidst men ikke

mindst billigt at fremstille.

Det immobiliserede proteinagtige preparat er ifelge
opfindelsen ejendommligt ved, at det bestdr af en
mikropores bazrer omfattende en binder af polyvinyl-
chlorid eller hard gummi og en mangde findelte sili-
ciumdioxidholdige partikler dispergeret i binderen

og en proteinagtig forbindelse bundet til i det mind-
ste nogle af de siliciumdioxidholdige partikler dis-
pergeret i binderen, hvorhos den mikroporese bzrer om-
fatter et netverk af i det vesentlige forbundne mikro-
porer, hvis sterrelsesfordeling ligger fra 0,0l/u til

lDU/U bestemt ved kviksslvintrusionsmetoden.
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Fremgangsmédden ifslge opfindelsen til fremstilling af
ovennavnte preparat er ejendommelig ved, at den prote-
inagtige forbindelse kemisk bindes til i det mindste
nogle af de dispergerede siliciumdioxidholdige partik-
ler i den mikroporese barer omfattende en binder af po-
lyvinylchlorid eller hard gummi og en mangde findelte

siliciumdioxidholdige partikler dispergeret i binderen,
hvorhos den mikroporsse barer omfatter et netverk af i

det vesentlige forbundne mikroporer, hvis sterrelses-
fordeling ligger fra 0,0l/u til 100/u bestemt ved kvik-
selvintrusionsmetoden.

Det mikroporsse materiale, som er sarligt egnet og der-
for sarligt foretrukkent til anvendelse som immobilise-
ret enzymberer er beskrevet i USA-patentskrift nr.

3 B62 030. Som det fremgar af navnte patent, bestir sa-
danne mikroporase materialer af polyvinylchlorid og
findelte hydrofile fyldstofpartikler af siliciumdioxid,
dispergeret i formstofmatrixen, og af et netverk af
forbundne mikroporer dannet i materialet. Netverket

af forbundne mikroporer bestdr af mikroporer dannet
mellem nabopartikler af det dispergerede uorganiske
fyldstof, mellem partikler af dispergeret fyldstof

og Formgtofmatrix og i selve formstofmatrixen

med en sterrelsesfordeling, der ligger fra 0,01 /U

til lOO/U, hvor middelporediameteren af mikroporerne ty-
pisk er ca. 0,l/u - D,Z/U, hvilket bestemmes poresimetrisk

ved kviksglvintrusionsmetoden. Endvidere er den totale

poresitet i et sddant materiale typisk af starrelsesorde-

nen 50 - 70%. S&danne mikroporese materialer har varet

anvendt tidligere, f.eks. ved fremstilling af batterise-
paratorer som beskrevet i USA-patentskrift nr. 3 696 061
eller for nylig som filtermedium beskrevet i USA-patent-
skrift nr.-3 862 030.

I stedet for en termoplastisk binder beskrevet i navnte
patentskrift kan syntetiske eller naturlige termohardende

gummipolymere eller copolymere deraf anvendes som binder.
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Hvis det mlkropornse materiale dannes af en gummiagtig
polymer, blandes 51dstnevnte med tllsmtnlngsmldler, sa-

som antidegraderingsmidler, tverblndlngsmldler, inerte

_fyldstoffer'eller lignende, der normalt anvendes af fag-

manden ved fremstilling af termohardende forbindelser,
grundigt under anvendelse af kendte metoder med et fyld-
stof, sasom silicahydrogel eller udfeldet hydratiseret
siliciumoxid, f.eks. kiselsyre (n sloznh 0), hvor n

og m er hele tal, og hvor sidstnavnte er kommer01elt til-
gengelig, f.eks. under handelsnavnet Hi-Sil fra PPG
Industries. Den fremkomne forbindelse formes derefter til
folie, fortrinsvis ved kalendrering pa en egnet bearer,
f.eks. papir eller en tynd metalfolie eller en perfore-
ret folie, vindes op pé spoler af passende storrelse og
vulkaniseres herefter under hydrostatiske betingelser

i en dampautoklav til en passende vulkaniseringsgrad un-
der anvendelse af overtryksdamp som varmekilde. Den vul-
kaniserede folie terres i varm ter luft, som ogsé tjener
til at dehydratisere siliciumoxiden. En s&dan dehydrati-
sering medfsrer dannelse af mikroporer i folien forarsa-
get ved sammenskrumpning af siliciumoxiden, hvorved der

dannes en normal hydrofil mikropores artikel.

I den endelige udferelse bestér en typisk termohardet gum-
milignende polymerbaseret mikropores folie af 1 del gummi-
polymer og ca. 0,5 dele siliciumoxid pr. vegt og har en
volumenporesitet pd 60%. Poresterrelsesfordelingen er
typisk temmelig stor og varierer fra ca. 0,05 til lo/u

for de fleste, hvor middelporestsrrelsen typisk er 1,4/u
Sadanne termohardede gummilignende polymerfolier er nor-
malt hydrofile, og vand suges hurtigt ind i materialet og
lgber igennem uden at p&fere tryk, hvilket indikerer,

at mikroporerne i det vaesentlige er bundet sammen. Sadan-
ne folier og fremgangsmdden til fremstilling af disse er
kendt.
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Fyldstofpartikler af siliciumdioxid dispergeret i binderen
eller i matrixen af.det. mikroporese materiale anvendes som de

aktive steder, hvortil enzymerne kobles. P& grund af den po-

rese opbygning og dispergering af fyldstofpartiklerne i

matrixen eller bindepen har sé&danne mikroporese materia-
ler en temmelig stor overflade, typisk af sterrelsesor-
denen 80 mz/g, og antallet af tilgengelige enzymkoblings-
steder er relativt stort, hvilket betyder, at belastnings-
faktoren eller den mangde enzymer, der kan kobles pr. vo-
lumenenhed af et sadant mikroporest materiale, er tilsva-
rende stort. Da fyldstofpartiklerne endvidere omhylles af
det tvaerbundne netvark af forskellige sterrelser mikropo-
rer, vil et substrat i form af en flvdende eller vandig
strem, der for eksempel stremmer igennem et relativt

tyndt lag af mikroporest materiale, hvortil er koblet en-
zymer, umiddelbart komme i kontakt eller finde vej til

et stort antal enzymsteder, hvorved der tilvejebringes

en ekstremt hurtig enzymatisk reaktion og en hej omseat-
ningsgrad af produktet. Hvis s8ledes reaktionsvirknings-
graden af enzymet er relativt hsj, kan folien laves tem-
melig tynd, og en i det vesentlige fuldstendig reaktion
kan foregd nasten momentant ved passage af substratet
igennem folien. P& lignende m&de nsdvendigger et mindre
reaktivt enzym en lidt tykkere folie og lidt lzngere re-’
aktionstid for at f& en nasten fuldstandig omdannelse.

P& grund af den hsje poresitet og den hydrofile natur af
de dispergerede fyldstofkonstituenter befugtes det mikro-
porese materiale let og er temmelig permeabelt for vasker,
der stremmer igennem. Der kraves sdledes et realtivt lavt
hydraulisk tryk for at lede substratet igennem materialet.
Som anfert i fernavnte patentskrift nr. 3 862 030 har man op-
naet gennemstremningshastigheder p& 17 liter/mz/min. - 375
liter/mz/min. igennem folier med det foretrukne mikropo-
rose materiale, der har en tykkelse pa& 0,5 mm under en
trykgradient pad 0,7 kg/cm2 og med et fyldstof/binder-

forhold af sterrelsesordenen 1/1 - 2/1. Generelt vil en
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forsgelse af fyldstof til binderforholdet fere til en
foreget permeabilitet i materialet. Som felge heraf er
den immobiliseredeé enzymberer ifelge opfindelsen sarlig
egnet til anvendelse 1 form af en sakaldt gennemstrem-

ningsreaktorkerne, dvs. en reaktorkerne, hvori substrat-

‘oplesningen gennemtreznger en overflade af det enzymhol-

dige materiale, hvorved .det katalytisk omsattes ved
enzymet, og det omdannede produkt samt uomsat substrat
gar ud gennem den samme eller den anden overflade af ma-

terialet.

Opfindelsen angar sdledes ogsd en anvendelse af det immo-
biliserede proteinagtige praparat ifelge opfindelsen, hvor
den proteinagtige forbindelse er et katalytisk aktivt

enzym, hvilken anvendelse er ejendommelig ved det i krav 23's

kendetegnende del anferte.

Da porestsrrelsesfordelingen som neavnt ovenfor af den mi-
kroporgse barer er relativt bred (fra ca. O Ul/u til ca.

100 u), og da mikroporerne i det vesentlige er bundet sam-
men, indeholder materialet en lang razkke kanaler af til-
strzkkelig sterrelse, hvori bade substrat og/eller omdan-
net produkt nemt kan stremme. Produktudstremningen fra
materialet er sdledes temmelig hurtig og kan afsluttes i

det vesentlige samtidig med, at man stopper for tilfer-
selen af substrat igenenm bazrematerialet. De katalytiske
reaktioner, der udferes med de omhandlede enzymbarere,

har med andre ord en sardeles skarp afslutning, og som felge
deraf kan mange forskellige substrater ledes igennem den
samme immobiliserede enzymbezrer i hurtig felge efter hin-
anden uden fare for forurening mellem efterfelgende pro-
dukter, hvilket er en -umadelig fordel, nér immobilisere-

de enzymer anvendes til at udfere successive katalytiske
reaktioner pa en rakke forskellige substrater, som det anven-
des i forbindelse med medicinske eller. industrielle analyti-

ske instrumenter.

Det fernazvnte udger en betydelig fordel ved den forelig-

gende opfindelse, da poresterrelsen i andre kendte immo-
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biliserede enzymreaktorer, sé&som reaktorer med pakket

leje af porese glaskugler, eller membranreaktorer, er kon-

trolleret til at vere ret.ensartet og er af sa lille en ster

relse, at massetransporten gennem reaktoren sker ved diffu-
sion. I s&danne diffusionsbegransede enzymreaktorer kan
den totale udstremningstid for produktet vere betydeligt
efter det tidspunkt, hvor substrattilferselen er afslut-
tet, hvilket giver et forureningsproblem, hvis en efter-

felgende substratprove ledes til reaktoren for hurtigt.

Foruden de foregéende fordele har det mikroporese enzym-
barestof ifelge opfindelsen serdeles gode styrkeegenska-
ber og har typisk en trazkstyrke pa& ca. 28 kg/cm2 0g en
forlangelse p& under 20% 6g kan siledes handteres nemt
under de forskellige behandlingstrin, der er nedvendige
for at binde eller knytte enzymet til bareren, som det
vil blive forklaret i detaljer nearmere nedenfor. Pa grund
af den serdeles gode dimensionsstabilitet og styrke kan

det mikroporese materiale modstd sammenpresning under hy-

" draulisk tryk og er derfor sarlig egnet til anvend-

else i stor skala i massefremstillingsreaktorer, hvar

‘store enzymreaktionsomréder skal anvendes, og hvor

store dynamiske krafter udeves pa enzymbzreren, sasom
f.eks. i kommercielle industrielle eller kemiske
processer, hvor der anvendes enzymreaktioner. Desuden

er det mikroporsse materiale modstandsdygtigt over for
angreb af kemikalier, sasom syrer og alkoholer, og

f.eks. er det i stand til at udsazttes for hpje tempe-
raturer, uden at de fysiske egenskaber pavirkes. Hvad an-
gar sidstnavnte,.har det vist sig muligt f.eks. at varme-

sterilisere det foretrukne mikroporese materiale ved at

.udsette det for en dampstrem ved ca. 1 ato og 115 °C i

30 minufter; uden at den dimensionelle stabilitet eller

de fysiske egenskaber af materialet er blevet edelagt.

Som fuldstendigt beskrevet i det fernavnte patentskrift kan
det serligt foretrukne mikroporsese materiale fremstilles ved
at blande passende mengder af et findelt polyvinylchlorid—

formstof, et findelt siliciumdioxid dannende fyldstof, et

"oplesningsmiddel (f.eks. cyclohexanon) og et ikke-oples-
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ningsmiddel (F.eké.'vand) under betingelser med lave for-
skydningsspendinger til dannelse af et stabilt, fugtigt
og fritflydende pulver. Pulverblandingen kan herefter ex-
truderes og kalandreres fortrinsvis til dannelse af en

i det vaesentlige plan struktur eller folie af de snskede
dimensioner, der herefter kan ledes gennem et vandigt bad
til at udvaske oplesningsmidlet, hvorefter den feres gen-

nem en luftopvarmet ovn til fjernelse af alle spor af

fugtighed.

Den fremkomne artikel i form af en mikropores, dimensio-
nelt stabil, halvstiv, uopleselig, flydende permeabel
barer behandles herefter p& en sddan mide, at den protein-
agtige forbindelse isar enzymet kobles eller binces.

Som det er generelt kendt, er det muligt at binde eller
knytte enzymer til en uopleselig barer ved direkte at ad-
sorbere enzymet pa barestoffet eller ved indirekte adsorb-
tion eller kovalent binding af enzymet til barestoffet
igennem et mellem-koblingsmiddel. Primert pa grund af den
dispergerede siliciumdioxid-fyldstofkomponent har man
fundet, at den mikroporese bazrer ifslge opfindelsen

har en netto negativ ladning, hvilket ses ved en
vesentlig adsorption af proteiner ved pH-vardier under
det isoelektriske punkt for det adsorberede protein. Selv
om en direkte adsorption af enzymer til det dispergerede
fyldstofmateriale er mulig, har det vist sig, at den ad-
sorptive interaktion (direkte) er utilstrakkelig til at
hindre en relativt hurtig desorption under anvendelsen og

medfelgende tab af enzymaktivitet fra enzympraparatet.

Ved udsvelsen af opfindelsen foretrekkes det derfor, at

det mikroporese materiale behandles p& en sédan made, at
der opnads en kemisk binding mellem det katalytisk aktive
enzym og det uopleselige mikroporsse berestof. I ubehand-

let tilstand mangler det mikroporgse materiale den orga-
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niske funktion, der er nedvendig for at udvirke den ke-
miske binding til det proteinagtige materiale, og der--
for kan enhver kendt teknik til at give den pakrazveénde

funktionalitet til det mikroporese materiale anvendes.

_De fleste kendte enzymer kan immobiliseres ved kovalent

kobling eller tverbinding af fri aminogrupper p& enzym-
molekylet, som ikke-er vesentlige for den enzymatiske
virkning af enzymet, til barestoffets overflade inde-
holdende alifatiske primazre eller sekundazre amino- eller
hydroxylgrupper eller -rester. Andre kendte enzymer kan
herudover kovalent kobles eller tvaerbindes til barestof-
fets overflade p& lignende made via andre funktionelle
grupper, sasom Carbokyl, isonitril, aldehyd eller keton-

gruppen, eller via en anion for at navne nogle fa.

Enrforetrukken udferelsesform for fremgangsmaden ifel-
ge opfindelsen er ejendommelig ved det i krav 9 og

iser i krav 10 anferte. Her tilfores det mikroporsse
udgangsmateriale en organisk funktionel gruppe iser

en alifatisk primer aminfunktion ved kovalent at bin-
de direkte til de dispergerede fyldstofpartikler i det
mikroporese materiale, et tverbindende middel fortrins-
vis i form af en organosilan, sésom gamma-aminopropyl-
triethoxysilan. En alternativ foretrukken udferelses-
form for fremgangsméaden ifslge opfindelsen er ejendom-
melig ved det i krav 16 og iser krav 17 anferte. Her
tilferes det mikroporbse materiale et mellemkoblings-
middel fortrinsvis i form af en makromolekyler poly-
elektrolyt sasom polyethylenimin (PEI) ved irreversibel
kemisk adsorption direkte til de dispergerede fyld-

stofpartikler i det mikroporsse materiale. Enzymer kan

149312
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herefter kovalent bindes eller tverbindes til det ke-
misk modificerede mikroporsse materiale og mere speci-
elt til de alifatiske primere amingrupper, der er til-
fort overfladematerialet ved hjelp af fernavnte tver-

bindingsmidler.

Nar eksempelvis et tverbindingsmiddel, sasom gamma-amino-
propyltriethoxysilan anvendes, mener man som navnt,

at sidstnazvnte er bundet kovalent direkte til de hydro-
file uorganiske fyldstofpartikler dispergeret i det po-
lymere bindemiddel, som udger det mikroporese materiale.
Alment er anvendelsen af en silan som tverbindende mid-
del for at binde eller knytte enzymer til silicium-
oxidholdige materialer kendt og er f.eks. beskrevet i
fernevnte USA-patentskrift nr. 3 519 583. N&r der an-
vendes et tverbindingsmiddel, s&som polyethylenimin,
mener man, at sidstnevnte er knyttet eller bundet til

de dispergerede hydrofile uorganiske fyldestofbestand-

149312

dele i det mikroporese materiale via starke kemiske adsorp-

tive krefter. Generelt er anvendelsen af en makromolekyler

polyelektrolyt eller polyamin som tverbindingsmiddel for
at binde eller knytte enzymer til overfladen -af kolloide
partikler af siliciumoxid eller til fibres cellulose
kendt og er beskrevet f.eks. i USA patentskrifterne nr.

3 796 634 og 3 741 871.

I begge tilfelde tvarbindes enzymet fortrinsvis til tver-
bindingsmidlet -ved hjelp af et bifunktionelt elektrofilt
stof, sédsom glutaraldehyd eller bisimidatestre til frem-
bringelse af den snskede kovalente binding af enzymet til
de funktionelle amingrupper, der er tilfert de eksterne
overflader af de hydrofile fyldstofpartikler dispergeret

i den mikfoporase berer via tverbindingsmidlet.
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Nar der anvendes et adsorptivt tverbindingsmiddel i form
af fernazvnte polyethylenimin eller et tverbindingsmiddel,

der kovalent bindes til barerens overflade, sésom fer-

" navnte gamma-aminopropylethoxysilan, kan den kovalente

binding mellem enzym og barestof udferes i et enkelt el-
ler i to trin. N&r den udferes i et enkelt trin, behand-
lés det kemisk modificerede bazrestof pd én gang med et
bifunktionelt elektrofilt middel og enzymet for at opné
den samtidige intermolekylare tvaerbinding af den barestof-
overfladereaktive polymer og enzymet. Kommercielle renheds-
grader af glutaraldehyd, der er et typisk bifunktionelt
middel som navnt ovenfor, indeholder betydelige mangder

af opleselige polymere forbindelser dannet ved intermole-
kylere aldolkondensationer af det monomere dialdehyd, og
derfor vil hvert kondensationssted fere til en sardeles
reaktiv alfa-beta umattet aldehyddel, der hurtigt vil un-
dergéd additionsreaktioner af Michael-typen, der involverer
nucleophiler; sasom alifatiske aminer eller andre rest-

grupper, der forekommer pé overfladen af enzymerne. Des-

- uden kan frie alifatiske aldehydgrupper, der er til ste-

~de pa den reaktive polymers overflade, ogsd deltage i

tverbindingsreaktionerne ved kombination med alifatiske
aminogrupper i bareren eller i enzymet til dannelse af

Schiff-baser. Selv om den grad med hvilken en snsket ko-
valent konjugering af enzymerne konkurrerer med uenske-
de uproduktive reaktioner, der ferer til en simpel pro-

teinmodifikation og tverbinding af barestofoverfladen,

" kan bestemmes empirisk ved at variere forsegsbetingel-

serne, sasom pH, proteinkoncentration og koncentration
af tverbindingsmiddel, er det vanskeligt selektivt at

kontrollere disse usnskede, konkurrerende reaktioner,

‘da det bifunktionelle tvarbindingsmiddel altid er til

stede i et vasentligt molart overskud under reaktionen.
I visse tilfalde kan enkelttrins-metoden derfor fere til
en delvis eller total enzyminaktivering pa grund af for
vidtgdende kemiske modifikationer af enzymet eller til

kemiske modifikationer af de vesentlige aktive steder.
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I de situationer, .hvor kemiske modifikationer ferer til
udbredt enzyminaktivering, anbefales totrinsmetoden, hvori
des kemisk modificerede barer ferst tvarbindes med det
bifunktionelle middel og herefter inkuberes med enzymet.
Ved at anvende en passende hej koncentration af tver-
bindingsmiddel kan de bimolekylere reaktioner blive ud-
konkurrerende for overflade-aminogrupperne i forhold til
intermolekylazre reaktioner, sadsom tverbinding. Dette fo-
rer til en stor overfladetazthed af grupper, der er i
stand til at reagere med de nucleophile sidekader i en-
zymerne. Efter fjernelse af overskud af uomsat tverbin-
dingsmiddel kan det pagazldende enzym herefter inkuberes
med den modificerede bazrer, og dette ferer til en kova-
lent konjugation af enzymet og barer. De to trin har vist
sig at fere til en minimal modifikation af enzymet, idet
kun grupper i narheden af kontaktomradet mellem enzym og

bezrestof bersres.

Det er klart, at andre metoder inden for kemien end
anvendelsen af elektrofile bifunktionelle reagenser

kan bruges til kovalent at binde enzymer til de orga-
niske funktionelle grupper pa de siliciumdioxidholdige
partikler i bzrestofferne. Saddanne alternativer kan
f.eks. vere acylering af den alifatiske aminogruppe pa
den reaktive barers overflade med ravsyreanhydrid til
opnaelse af en tilsvarende alifatisk carboxylgruppe, der
herefter omszttes med enzymernes nucleophile sidekade-
grupper i narvarelse af et vandopleseligt carbodiimid.
Direkte reaktion mellem aminogruppen pa bzrestoffets
reaktive overflade og sidekade-carboxylgrupper i enzy-
merne i nerverelse af et vandopleseligt carbodiimid;
acylering af aminogruppen p& den reaktive overflade med
p-nitrobenzoylchlorid, reduktion af arylnitro til aryla-
min via natriumdithionit, oxidation af arylaminogruppen

til et aryldiazoniumsalt vis salpetersyrling og péafelg-
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ende omsatning med en aromatisk sidekadegruppe i protein-
erne til dannelse af en stabil azobinding; acylering af
aminogruppen p& barestofoverfladen med terephthaloyl-
chlorid, omsztning af det tilsvarende p-benzoylsyre-
halogenid med hydrazid til et benzoylazid og pafelgen-

de omsaztning med enzymernes nucleophile sidekadegrupper.

Nar enzymet omsattes med den kemisk modificerede berer,
forefindes enzymet fortrinsvis i en pufferoplesning, og
reaktionen udferes ved en temperatur, der er tilstrakke~
lig lav til at undgéd deaktivering af enzymet eller en va-
sentlig endring af sidstnavntes tilstand. Generelt ligger
temperaturen pa ca. 5 til ca. 50 °C. Som det er kendt in-
den for enzym-videnskaben, kan pH af enzymreaktionsoples-
ningen kontrolleres til et onsket niveau ved at valge eg-
nede puffere, afhangigt af det sazrlige enzym, der anven-
des. P& lignende made kan koncentrationen af enzym i den
pufrede, reaktive oplesning, og dermed den udstrakning
med hvilken den kemisk modificerede barer vil blive fyldt
med enzymer, velges afhangigt af enzymets omdannelsesha-
stighed, substratkoncentration og stremningshastigheden

for substratet gennem reaktorkernen.

Opfindelsen illustreres nazrmere i de felgende eksempler, hvor
eksempel 1-3 omhandler fremstillingen af bareren (udgangs-

materialet.

EKSEMPEL 1

Fremstilling af ubehandlet enzymbarer

En plade af mikroporest materiale behandledes ved farst

at blande 9,1 kg Conoco{& 5385 et polyvinylchloridformstof
med en partikelsterrelse p& ca. 80 mesh og 18,2 kg Hi Sil
233, et udfeldet hydratiseret silica, i en Patterson
Kelley-blandemaskine med lille fbrskydningsspending til
blanding af vesker og faststof i ca. 3 minutter. Heref-
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ter tilsattes undér omrering 24,8 kg oplesningsmiddel
(cyclohexanon) i lebet af 20 minutter ved hjelp af en
pumpe. 26,8 kg vand blev tilsat til blandingen, og der
omrertes i yderligere 20 minutter til dannelse af et
fugtigt, stabilt, fritflydende pulver. Dette blev ind-
fort i en skrue-extruder med en cylindertemperatur pa

ca. 49 °C, og extrudatet ledtes igennem et par kalandre-
ringsvalser til opnaelse af en i det vesentlige flad pla-
de med en tykkelse pa 0,5 mm. Pladen ledtes gennem et
ekstraktionsbad af vand ved 77 °C, og herefter terredes
det i en terreovn ved ca. 110 °C i 6 minutter. Den fer-
dige mikroporese plade havde en relativ bred porestar-
relsesfordeling, nemlig fra 0,01 til ca. lUD/u, og en
middelporediameter pé ca. 0,15/u - U,ZS/U bestemt ved
kvikselvintrusions-metoden. Desuden var den totale po-
resitet af materialet ca. 65 volumen-%, og den disperge-
rede fyldstofkomponent udgjorde ca. 56 vegt-%. Vand blev
hurtigt opsuget i materialet uden at anvende tryk, hvil-

ket viser, at mikroporerne i det vesentlige er forbundet
fra overflade til overflade. Ud fra den ferdige, i det

vesentlige flade, halvstive, mikroporese plade blev ud-
skaret en lang razkke ubehandlede barere med en sterrelse
pd 5 x 5 cm. Disse varmesteriliseredes ved neddypning 1

et dampbad i 1 time, hvorefter de fik lov at afkele og

torredes i fri luft.

EKSEMPEL 2

Kemisk modificering ved kovalent binding

En ubehandlet bazrer fremstilledes som i eksempel 1 inku-
beredes i en 10% vol./vol. vandig oplesning af gamma-
aminopropyltriethoxysilan indeholdende 1% (vol./vol.) kon-
centreret saltsyre i 24 timer. Den behandlede bearer va-
skedes med vand og 1M natriumchlorid for at fjerne uom-
satte reaktanter. Tilstedevarelsen af alifatiske primare

aminogrupper blev herefter kvalitativt undersegt ved at
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omsatte den behandlede bzrer med 0,5% (vagt/volumen) tri-
nitrobenzensulfonsyre i 0,1M natriumtetraboratpuffer ved
21 °C, og der kunne observeres et starkt orangefavret tri-
nitrophenyiaminderivat ved overfladen af den behandlede

bezrer. En-anden ubehandlet bzrer fremstillet som i eksem-

pel 1 blev undersegt pa samme made, men viste ingen reak-

tion overfor denne prove. Grundstofanalyse af den behand-
lede barer gav 0,5% nitrogen pé& terstofbasis mere end i
den ubehandlede barer. Stabiliteten af aminofunktionen i
den behandlede bazrer konstateredes ved et meget ringe ni-
trogentab efter lagring i vand i en periode pé& 12 méaneder.

Den behandlede barer havde samme stremningsegenskaber som

" den ubehandlede bazrer og var ikke felsom over for forskel-

le i typen af puffere eller ionstyrke.

EKSEMPEL 3
Kemisk modificering ved kemisk adsorption

En anden ubehandlet bazrer fremstillet som i eksempel 1
inkuberedes i en 5% (vagt/volumen) vandig oplesning af en
forgrenet polyethylenimin (PEI) med molvegt p& 50 000 ved
stuetemperatur i en time. Den behandlede bzrer blev skyl-
let med vand og 1M natriuméhlorid for at fjerne spor af
ikke-absorberet PEI. Der blev udfert den samme analyse
med trinitrobenzensulfonsyre som i eksempel 2, og et
sterkt orangefarvet trinifrophenylaminderivat kunne obser-
veres pa overfladen af den behandlede bazrer, hvilket vi-
ste tilstedevaerelsen af den alifatiske aminofunktion. Ni-
trogenoptagelsen pa den behandlede barer blev bestemt ved
grundstofanalyse, og indholdet var 1,25% nitrogen p& ter-
vegtsbasis imod 0,2% nitrogen p& tervegtsbasis i den ube-
handlede barer. Den kemiske adsorption af PEI p& den be-
handlede berer synes fuldstandigt irreversibel, idet
stoffet ikke kunne fjernes ved inkubering med oplssninger
med hej ionstyrke (f.eks. 1M natriumchlorid eller 1M

K, HP04/KH2P04) ved pH-verdier mellem 3 og 9. Kun ved
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sterkt sure betingelser (inkubering i 1M saltsyre i 2
timer) var der en delvis desorption svarende til 50% af
nitrogenindholdet bestemt ved grundstofanalyse. Overflade-
arealet af den behandlede barer ved standard BET-metoden
var 55,4 mz/g imod 81,1 m2/g for kontrolpreven. Bzreren
behandlet med PEI havde samme stremningsegenskaber som

den ubehandlede bzrer, uanset hvilken puffer eller ion-

styrke der anvendtes.

EKSEMPEL 4

Enzymkoblingsreaktion (glucoseoxidase)

Bereren behandlet som i eksempel 3 inkuberedes en time i
en 10% (volumen/volumen) vandig oplesning af glutaralde-
hyd ved pH 7. Bareren rensedes med vand og inkuberedes en
time i en oplesning af glucoseoxidase, der var renset fra
Aspergillus niger. Betingelserne ved enzymkoblingsreaktio-
nen var felgende: Glucoseoxidasekoncentration 20 mg/ml i
0,1M KZHPUA/KHZPUA -puffer ved pH 6,0 ved stuetemperatur.
Direkte pumpning af enzymoplesningen igennem bareren under
et positivt hydraulisk tryk forbedrede ikke enzymoptagel-
sen i forhold til det, der kunne opnés ved simpel inkube-
ring. Temperaturen ved koblingsreaktionen synes ikke at
vere kritisk, dog md den ikke overskride den termiske in-
aktiveringstzrskel pad 50 °C for glucoseoxidase. Bzreren
vaskedes herefter med rigeligt vand og 1M natriumchlorid
for at fjerne uomsat enzym. Fjernelse af elektrofile
grupper i barerne blev opndet ved inkubering af det immo-
biliserede enzymsystem med 0,1M ethanolamin ved pH 7
indeholdende 50 mmol NaCNBHB. Det immobiliserede enzym
synes at kunne lagres i uendelig lang tid, nar det lagres

ved &4 °C i 0,1M KZHPUA-puffer ved pH 6.
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EKSEMPEL 5

Enkeltenzymreaktor

Folgende reaktion udfsrtes ved at anvende et par skiver
med en diameter p& 1,5 cm fremstillet som i eksempel 4 og
anbragt oven p& hinanden i en gennemstremningsreaktor,

hvori stremningsvektoren af substratet i det vasentlige

- var lodret i forhold til hver skives plan. Tversnittet af

hver skive var 79'mm2. Glucoseoxidase (F.C.1.1.3.4) kata-

lyserer den aerobe oxidation af glucose.

B-D~glucose + 02 —— D-gluconolacton + H202

Enzymaktiviteten i reaktoren blev bestemt ved at male oxy-

genfaldet neden for reaktoren med en Biological Oxygen

" Monitor, Model No. 53, forhandlet af Yellow Springs

Instrument Company. En oplesning af 0,15 mmol glucose

i anomerisk ligevegt i luft mettet med 0,1M natrium-

~acetatpuffer ved pH 5,5 pumpedes igennem reaktoren med

en stremningshastighed p& 2 ml/min. Omdannelsen af det
begrensende substrat, p-D-glucose, var kvantitativ ud-
trykt ved oxygenkoncenfrationsnedgangen efter reaktoren.
Opholdstiden i reaktoren var ca. 1,6 sekunder. Den inte-
grerede form for hastighedsligning for glucoseoxidase
under disse eksperimentelle betingelser er kendt expli-
cit, og det kan beregnes, at den nedre grense for den
immqbiliserede enzymkoncentration er 10 mg/ml. Den usad-
vanlige heje aktivitet i denne reaktor skyldes, at der
ikke findes interne massetransportvirkninger, dvs; man
kunne ikke observere nogen tegn p& begraznsning af masse-

transporten i denne reaktor.

Et andet set stablede skiver blev fremstillet som i eksem-
pel 4 og anbragt i en gennemstromningsreaktor, Skiverne
blev imidlertid fremstillet med vesentligt reducerede kon-

centrationer af immobiliseret enzym, dvs. med en faktor
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10. En 1 mmol glucoseoplesning i 0,1M natriumacetatpuffer
ved pH 5,5 pumpedés igennem denne anden reaktor med en
stremningshastighed, der var tilstrekkelig hurtig til, at
reaktoren kun virkede s&ledes, at man kun fik en partiel
omdannelse af glucose til gluconolacton. Ligevegtsniveau-
et for substratomdannelsen i reaktoren under disse betin-
gelser fandtes at vere meget foelsom over for enzymkoncen-
trationen. Kontinuerlig drift i en periode p& 4 timer gav
ingeﬁ gzndring i ligevegtsomdannelsesniveauet, hvilket vi-
ser, at der ikke er noget tab i den enzymatiske virkning

fra reaktoren.

EKSEMPEL 6

Enzymkoblingsreaktion (alkoholdehydrogenase)

En anden bzrer behandlet som i eksempel 3 inkuberedes en
time i en 10% (volumen/volumen) vandig oplesning af glu-
taraldehyd ved pH 7. Bareren rensedes med vand og inkube-'
redes i en time i en oplesning af alkoholdehydrogenase.
Betingelserne ved enzymkoblingsreaktionen var felgende:
Alkoholdehydrogenasekoncentration 5 mg/ml i 0,1M K HPD /
KH PO4 puffer ved pH 6,0 indeholdende 0, 1 mmol EDTA og lD
/

stuetemperatur. Bereren vaskedes derefter grundigt med

umol NADH (reduceret nicotinamidadenindinucleotid) ved

reaktionspufferen og 1M natriumchlorid for at fjerne uom-
sat enzym. Ureagerede elektrofile grupper i bareren blev
blokeret ved inkubering af det immobiliserede enzymsystem
med 0,1M ethanolamin ved pH 7,0 indeholdénde 50 mmol
NaCNBHB.
ved at mdle forsgelsen i nitrogen pa bzreren inden omsat-

Enzymoptagelsen var 11 mg/g barer- og beregnedes
ning med ethanolamin.

Alkoholdehydrogenase (EC 1.1.1.1) katalyserer den rever-
sible oxidation af primezre alkoholer ifelge ligningen

Alkohol + NAD® aldehyd + NADH + H®

—
e
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Den enzymatiske aktivitet i reaktoren med de stablede ski-
ver vurderedes ved en spektrofotometrisk maling af dannel-
sen af NADHC 340 nm efter reaktoren med en gennemstrom-

ningsmodel af Model UA-5 absorbans monitor, forhandlet af
Instrumentation Specialties Co. En enkelt 1,5 cm skive af
det immobiliserede enzym anbragtes i gennemstremningsreak-

toren som i eksempel 5. En oplesning af 50 mM ethanol og

0,5 mM NAD@ i 0,1M Kszoa/KHzpoa puffer ved pH 7,4 inde-

holdende lD/UM EDTA pumpedes igennem reaktoren med en
stremningshastighed p& 1 ml/min. Den beregnede ligevegts-
omdannelse ved omsaztningen under disse betingelser er 16%
af udgangs NAD@—koncentrationen. Fuldstendig ligevegt kun-
ne observeres, hvilket viser, at nogle f& millisekunders
kontakt med det immobiliserede enzym var tilstrakkelig
til at opnd reaktionens termodynamiske graznse. For at
vise stabiliteten af det immobiliserede enzym valgtes et
szt betingelser, ved hvilke reaktoren blev kert i 24 ti-
mer. Da omdannelsen af substratet til produkter er sar-
deles folsom over for katalysatoraktiviteten under disse
betingelser, betyder en nedgang i omdannelsesniveauet

tab af eller inaktivering af enzymet. Betingelserne un-
der forseget var 5 mM ethnaol og 50/UM NAD® i 0,1 M
KZHPUA/KHZPUa puffer ved pH 7,0 indeholdende lU/UM EDTA.
Denne oplesning pumpedes igennem reaktoren ved en strem-
ningshastighed p& 1 ml/min. i 24 timer under kontinuerlig
maling og registrering af omdannet substrat. Forsaget vi-
ste, at omdannelsen forblev konstant under denne periode,
hvilket viser en fuldstendig bevarelse af det immobilise-

rede enzymsysten.

EKSEMPEL 7

Dobbeltenzymreaktor

Der konstrueredes et reaktorsystem, hvori anbragtes tre

forskellige immobiliserede enzympreparater til brug ved
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katalyse af reaktionerne vist nedenfor

(EC 3.2.1.26)

sucrose + HZO a-D-glucose + fructose

(EC 5.1.3.3)

o-D-glucose f-D-glucose

(EC 1.1.3.4)

B-D-glucose + 0, >&-D-gluconolacton + H,0
Glucoseoxidasen var homogen og fremstillet ud fra Asper-
gillus niger, aldose-l-epimeraseenzymet (EC 5.1.3.3) blev
fremstillet ud fra svinenyrer og var 20% (veagt/vegt) ren-
hed og a-D-fructo-furanoidase (EC 3.2.1.26) var et sar-
deles rent preparat fra Candida utilis. Hver af de fer-
neavnte enzymer var kovalent immobiliserede til et par 1,5
cm skiver som beskrevet i eksempel 4 med en enzymkoncen-
tration pa 20 mg/ml. Aldehydhamningsreaktionen blev ikke
anvendt. To sat af disse tre skiver, hvor hver skive i
hvert szt svarer til en af de tre enzymer i den koblede
reaktion og i den viste rekkefelge, blev anbragt i gen-
nemstromningsreaktoren i eksempel 5 oven pa hinanden. En
1l mM oplesning af ultraren sucrose i 0,05 M KZHPO4 med pH
6,0, luftmettet ved 25 °C, pumpedes igennem reaktoren med
en stromningshas@ighed pd 12 ml/min. Omdannelsen mélt

ved oxygentabet efter reaktoren var 10% af det teoretiske
baseret pa den kendte stekiometri for totalreaktionen.
Den maksimale omdannelse, der kunne opnés, var imidlertid
25%, da det opleste oxygen er det begraznsende substrat
(250/qm01). Under betingelserne anvendt i dette eksempel
er aldose-l-epimerase det hastighedsbegrznsende enzym.
Ved lavere stremningshastighed og dermed langere reak-

tionstid i reaktoren nzrmede den ma&lte omdannelse sig 25%.,
EKSEMPEL 8
Immobilisering af glucoseisomerase pa& mikropores bearer

Glucoseisomerase (EC 5.3.1.5) katalyserer den reversible
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omdannelse af B-D-fructose til a-D-glucose ifelge reak-

tionen

B-D-fructose (EC 5'3'1'5)>a—D-g1ucose
ya

&

Fire skiver med en diameter pa 26 mm blev udskaret fra en
plade af mikroporest materiale (eksempel 1) og behandlet
som i eksempel 3, hvorefter de blev stablet i pyramide-
stilling i en standardholder til et Millipore filter uden
pakningsholdere for at udgere en gennemstremningsreaktor.
Den PEI-holdige bazrer blev modificeret ved at pumpe glu-
taraldehyd (10% vegt/volumen, pH indstillet til 8,0) i-
gennem reaktoren med recirkulering fra et 100 ml reser-
voir i 1 time. Bareren rensedes herefter in situ ved at
pumpe 500 ml (ca. en halv time) ionbyttet vand igennem

og 200 ml af en puffer af typen Hepes eller tilsvarende
(dvs. 2 g/l SUQ.7H20 og 0,2 g/1 C0504.7H20 pH 7,0 - 7,5

i ionbyttet vand) igennem reaktoren. En oplesning af glu-
coseisomerase ved pH 7,5 (30 ml indeholdende 0,43 enhe-
der/ml) ledtes igennem et Millipore filter 0,65/u og cir-
kuleredes igennem reaktoren en time ved stuetemperatur.
Udtrykket "enheder" anvendt heri refererer til aktivitets-
enheder og er defineret som den mengde enzym, der kataly-
serer omdannelsen af et /umol B-D-fructose til o-D-glucose
pr. minut ved 25 °C. Reaktoren rensedes med ca. 500 ml
Hepes puffer, indtil der ikke kunne observeres protein i
effluenten. Glucoseisomeraseenzymet, der er immobilise-
ret i dette eksempel, opnéedes som et lyofiliseret hel-
celle homogenat af Streptomyces albus fra Nove Enzyme
Corporation og rensedes ved opleselig proteinisolering

og fraktionering med ammoniumsulfat. Selv om fraktione-
ringen delvis afhanger af begyndelseskoncentrationen af
protein i den ovenstdende vaske opndet ved proteinisole-
ringstrinnet, findes hoveddelen af glucoseisomeraseaktivi-
teten i de.- 70 = 65% ammoniumsulfatpellets. Disse proteinpel-

lets indeholdende hoveddelen :af aktiviteten-.oplsses i 20 -



10

15

20

149312

23

30 ml Hepes-puffer og dialyseres mod 4 liter puffer i 24
timer ved 4 °C, idet der anvendes standard-celluloseace-
tatdialysemembraner. Selv om enzympraparatet pa dette
punkt eventuelt er egnet til immobilisering, kan oven-

nevnte enzymkoncentration renses yderligere ved standard-

gelpermeeringsmetoden. Proteinanalyse af rensegennemstr@m-'

ningsvesken udfertes ved at anvende felgende reaktions-

sekvens
GI
a. Pp-D-fructose > a-D-glucose
Y hastighedsbegransende
b. a-D-glucose aldose-l-epinerase 4 5_p_glucose

hurtig

0 glucoseoxidas$

c. B-D-glucose + 1/2 9 hurtig D-gluconolacton +

1/2

catalas
d. 2H202——33;€5532H20 + 02

Som navnt katalyserer glucoseisomerase den reversible om-
dannelse af p-D-fructose til a-D-glucose. Ved 25 °C er
ligevagtkonstanten for denne reaktion ca. 1 og vil fare
til en ca. 50 - 50 blanding af B-D-fructose og c-D-glucose
Den spontane epimerisering af mellemproduktet wm-D-glucose
til B-D-glucose er ikke tilstrakkelig hurtig under for-
segsbetingelserne til at hindre akkumulering af dette mel-
lemprodukt, og derfor sattes aldose-l-epimerase til for-
segsoplesningen for at lette denne mellemproduktreaktion.
Den reaktion, man kan analysere, er den aerobe (glucose-
oxidase) oxidation af B-D-glucose til D-gluconolacton i
nerverelse af catalase, der resulterer i en total stekio-
metri pad 2 mol B-D-fructose pr. mol oxygen (02). Sidst-
navnte reakfion males ved hjzlp af en biologisk oxygen-

maler, sasom en YVI Model 53.

H

0
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Forseget blev udfart som felger: I en reaktionscelle, der
var i ligevegt ved 25 °C, tilsattes 3 ml 0,01 molar phos-
phatpuffer, pH 8, og der omrertes med en indstilling pa 5
pd en Thomas-omrerer. Herefter tilsattes 30 pliter Sigma-
glucoseoxidase type V koncentreret 10 gange og 100 pliter
aldose-l-epimerase fremstillet i overensstemmelse med
Lepedes and Chasel. Herefter blev tilsat 10/uliter Sigma-
C-100 catalase (5 mg/ml koncentration) og ZD/uliter 72%

(4 moler) B-D-fructose. Efter at den fremkomne oplesning
var omrert i ialt 3 - 5 minutter, anbragtes en elektrode
af en model Model 53 YVI biological oxygen monitor for-
sigtigt i cellen, idet man sikrede sig, at ingen luftbob-
ler blev tilbageholdt. Skriveren af en Model 53 YVI, der
kerte med en hastighed p& ca. 1 am pr. minut, fik lov at
stabilisere, dvs. indtil der blev opnéet en ret basis-
linie. Na&r denne var etableret, tilsattes 100/uliter puf-
fer til reaktionscellen, og skriverlinien fik igen lov at
stabilisere sig. Forseget er line=zrt op til ID/umol 02 pr.
minut, selv om mindre hastigheder rutinemassigt anvendes,
idet der anvendes en ekspanderet skala pa maleinstrumentet.

Der forekom intet skift i skriverens optegning hvilket

indikerer, at der ikke findes aktivt enzym i pufferen.

En belastning p4 0,7 enheder glucoseisomerase pr. ml reak-
tormatrix blev beregnet baseret pa aktiviteten af protein-
oplesningen anvendt til immobilisering.

1 "Aldose-l-epimerase from Hog Kidney: Isomation and
Evidence of Purity, Chemical Studies and Inhibition
Kinetics", S.L. Lapedes og A.M. Chase, Biochem. &
Biophys. Res. Comm., 31 967 (1968).

EKSEMPEL 9

Sammenligning af en mikropores bazrer med kontrolleret
poreglas (CPG)
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Kontrollerede poreglaspartikler med en sterrelse pa 40 -

80 mesh indkebtes fra Electronucleonics Corporation og

blev kemisk modificeret ved standardmetoder som beskrevet

i "Immobilized Enzymes: A Prototype Device for the Analysis'
of Glucose in Biological Employing Immobilized Glucose
Oxidase", M.K. Weibel et al., Anal. Biochem., 52 502 (1973)
til indfering af kovalente bindinger, alifatiske aminofunk-
tioner pa de eksterne og interne overflader. Z gram amino-
modificeret CPG blev afluftet og suspenderet i 100 ml Hepes
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puffer i en halv time. Den ovenstdende vaske blev fjernet
fra partikellejet, og partiklerne resuspenderedes i 100 ml
10% vandig glutaraldehyd i en time. CPG-pariklerne vaske~
des grundigt ved suspensionen og dekanteredes, indtil
lugt af glutaraldehyd var vek. 10 ml enzymoplesning inde-
holdende 0,43 enheder/ml med pH 7,5 sattes til partik-
lerne og fik lov at reagere i en time. 1/2 ml af partik-
lerne anbragtes i en lille kolonne (0,6 cm i diameter)
til dannelse af en reaktor med et pakket leje og rensedes
med Hepes-puffer, indtil intet protein kunne afsleres i
den ovenstdende vaeske bestemt ved analyseteknikken i
eksempel 8. Baseret p& tab af aktivitet fra reaktions-
oplesningen bestemtes belastningen til 0,66 enheder/ml
(CPG har en vagqtfylde p& 0,36 g/ml), hvilket i det ve-
sentlige svarer til det immobiliserede enzym i eksempel
8. Det relative volumen af skiven (eksempel 8) og det
pakkede leje 14 inden for 20%, idet de var henholdsvis
1,0 og 1,2 ml. Reaktorerne vurderedes empirisk ved at
male omdannelsesgraden af 7,2% vegt/volumen fructoseop-
lesning (0,4 moler) pH 7,0 med adskillige gennemstrom-
ningshastigheder i Hepes-puffer. Glucose mdltes ved for-
tynding af reaktoreffluenten 100 gange med 0,1 molar
natriumacetat, pH 5,5, for -at male slutoxygenoptagelsen i
narverelse af enzymerne. Analyse af det immobiliserede
enzyms aktivitet blev udfert p& samme made som beskrevet

i eksempel 8, bortset fra at den feorste reaktion allerede
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var udfert, og man kun behsvede at analysere mangden af

a-D-glucose i effluentstremmen fra reaktoren. Reaktionen:
B-D-fructose ——-—El—9 a-D-glucose

var allerede sket i reaktoren og udfertes med en 7,2% fruc-
toseoplesning i Hepes puffer. Den analytiske sekvens af
reaktoreffluenten er den samme som ligningerne b, c og d

ovenfor.

Analyse af reaktoreffeluenten for den effektive omdannelse
af p-D-fructose til a-D-glucose er som felger: I reaktions-

cellen, der var i ligevagt ved 25 °C, afpipeteredes

3 ml natriumacetafpuffer ved pH 5,5, og der omrertes med
en omreringshastighed pd 5 p& Thomas-omrereren. Derefter
tilsattes 60/uliter glucoseoxidase, 200/ulitér aldose-1-
epimerase og lD/uliter catalase til cellen. Efter at den
fremkomne oplegsning var omrert i ialt 3 - 5 minutter, an-
bragtes elektroden fra oxygenméleren forsigtigt i cellen,
idet man sikrede sig, at ingen luftbobler blev tilbage-
holdt pé& overfladen af elektroden, pad cellen eller i sel-
ve oplesningen. Med den biologiske oxygenmaler og tilhe-
rende skriver, der kerte med en papirphastighed pé& ca. 1
cm pr. minut, fik kurven lov at stabilisere sig pa en kon-
stanf basislinie. Nar en ret basislinie var etableret,
injiceredes BD/uliter reaktoreffeluent i reaktionscellen,

og kurven fik igen lov at stabilisere sig.

Resultatet af de empiriske forseg er vist nedenfor. Béade
immobiliserings- og reaktorstudierne udfegrte parallelt pia
samme dag for at sikre, at en direkte sammenligning kunne
udferes. Driften af hver reaktor i en periode p& 6 timer
var uzndret, og dette bestemtes ved en konstant omdannel-
se af fructose til glucose, nér de to reaktorer kerte pé

en kinetisk made.
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Reaktor med pakket leje (volumen 1,2 ml)

Stremningshastighed % omdannelse Opholdstid
1,30 ml/min. : 0,38 0,92 min.
0,69 ml/min. 0,56 1,74 min.
0,20 ml/min. 1,50 6,00 min.

Skivereaktor (volumen 1,0 ml)

Stremningshastighed % omdannelse Opholdstid
0,75 ml/min. 0,81 1,33 min.
0,37 ml/min. 1,30 2,72 min.
0,18 ml/min. 2,45 5,50 min.

Som det ses af ovennavnte data, er effektiviteten af reak-
toren med pakket leje kun 60 - 70% af effektiviteten for
en reaktor med stablede skiver, nar opholdstiderne norma-
liseres. Dette er meget overraskende i betragtning af de
beregninger, der viser, at "bulk-koncentrationen" af en-
zym til praktiske formdl er identisk for begge reaktorer.
Skivereaktoren fik lov at blive ved stuetemperatur i nar-
verelse af substratoplesningen i 5 dage. Transportegen-
skaberne for reaktoren var uandret, og den procentvise om-

dannelse ved 0,37 ml/min. var lidt hejere, nemlig 1,50%.
EKSEMPEL 10

Mikropores berer med termohardet matrix

Der fremstilleédes en folie af mikroporest materiale ved grun-
digt at blande 100 vegtdele naturlig gummi 165,5 dele-silicahy-
drogel, 3,1 dele inert -fyldstof (qummistev), 39 dele svovl, 0,8
dele stearinsyre og 0,8 dele diphenylguanidin i en Banbury
mixer til opnédelse af en homogen blanding. Denne extrude-

redes til folie og kalandreredes til en tykkelse pad 1,2

mm. Den kalandrerede folie blev viklet op pa en spole og
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vulkaniseret i en autoklav i 35 minutter ved 172 °C og 11
kg/cmz. Den vulkaniserede folie luftterredes i en ovn for
at fjerne alle spor af fugtighed. Det fremkomne mikropo-
rese materiale er ekstremt porest med mikroporer af en
storrelse fra O,S/U til 5/u, og en middelporediameter pa
ca. 1,5/u bestemt ved kvikselvintrusionsmetoden. Desuden
er den totale porssitet af dette materiale ca. 56 volumen-
%, og det dispergerede fyldstofindhold (dvs. silicadioxid)
var ca. 26 vaegt-%. prever af dette barestof med en diame-
ter p& 1,3 cm blev udstanset af den ferdige mikroporese
folie og blev anvendt til at lave en enkelt reaktor som

folger:

1. Reaktor nr. 1 - kun inkuberet i enzym

2. Reaktor nr. 2 - inkuberet i polyethylenimin, glutar-

aldehyd og enzym.

For sammenligningsformdl fremstilledes en tredie reaktor
med skive (reaktor nr. 3) ved at lave en skive af mate-
rialet i eksempel 1 med en diameter pa 1,3 cm og inkubere
denne i polyethylenimin, glutaraldehyd og enzym. Hver mi-
kropores reaktorskive (reaktorer nr. 2 og 3) blev, efter
de var skaret i den rigtige sterrelse, neddyppet i 20 ml
% polyethylenimin i 30 minutter og omrert hyppigt for at
fjerne luftbobler. Stykkerne vaskedes i 30 minutter i en
1 molaer oplesning af natriumchlorid for at fiksere poly-
ethyleniminen og vaskedes derefter grundigt med destille-
ret vand for at fjerne natriumchlorid fra reaktorpladerne.
Dette krzvede fire omgange, idet der anvendtes 50 ml og
10 minutter hver gang. Reaktorpladerne udbledtes herefter
i 50 ml 10% vandig oplesning af glutaraldehyd ved pH 9
og omrertes hyppigt for at sikre ensartet gennemtrangning
af pladen med glutaraldehyd. Efter inkubering i glutar-
aldehyd vaskedes pladen grundigt i destiiieret vand, idet
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der anvendtes 50 ﬁl vaskevaeske i en tid pa 10 minutter.
Glucoseoxidase (1 270 enheder/ml) fortyndedes 50/50 med
phosphatpuffer (0,1 molar pH 6). Den fremkomne oplesning
(50 ml) indstilledes til pH 6 med fortyndet natriumhy-
droxid, og pladereaktorerne nr. 1, 2 og 3 inkuberedes 1
denne oplesning i 30 minutter. Efter 30 minutters inkube-
ring fjernedes reaktorpladerne og vaskedes grundigt med
destilleret vand for at fjerne det frie enzym fra det po-
rese materiale, hvorefter der kun var det immobiliserede

enzym tilbage.

Hver af de ovennavnte tre reaktorer afprevedes for omdan-

nelse af B-D-glucose til D-gluconlacton, og der maltes hydrogen-
peroxidkoncentrationen i effluenten fra reaktoren. Sub-
stratoplesningen (B-D-glucose, 0,15 millimol i 0,1 moler
kaliumphosphatpuffer ved pH 6) pumpedes igennem reaktorer-

ne med forskellig stremningshastighed, og effluentstremmen
opsamledes og analyseredes for hydrogenperoxid, der ud-

vikledes efter ligningen:

Glucose Oxidase

HZDZ

1/2[]2 + H,0 + B-D-glucose
+ D-gluconolacton

1 analysatorkuvetten sattes 25/uliter af peroxidaseoples-
ningen (10 mg/5 ml i kaliumphosphatpuffer ved pH 6) og 50
/uliter reduceret O-dianisiduboplesning (2% i methanol).
Kuvetten fyldtes med reaktoreffluenten, omrertes, og ana-
lyseredes i en Bausch & Lomb Spectronic 20 ved 460 milli-
/Y for den optiske densitet over for en blank standard.

De observerede resultater summeres som felger:

Reaktor nr. 1

Den mindste enzymaktivitet udvistes af denne reaktor. Den

aktivitet, der fandtes, blev nemt vasket ud, "efterhénden
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som glucoseoplesningen pumpedes igennem reaktoren, hvilket
tyder p&, at enzymet ikke er bundet til mediet, men sna-

rére indesluttet i porerne.

Reaktor nr. 2

Denne reaktor viste god virkning p& den forste dag, idet
den nasten var lige s& aktiv som kontrollen (reaktor nr.
3), nadr man normaliserede for silicaindholdet af materia-
let. Ved en stremningshastighed pa 0,5 ml/min. igennem et
areal pa 1 em? viste pladen en aktivitet p& 9,65 enh./g

materiale. Aktiviteten synes at falde en smule den anden

~ dag, men maltes ikke.

Reaktor nr. 3

Denne reaktor viste god virkning og forblev konstant beg-
ge dage. Ved en stremningshastighed péd 0,5 ml/min. igen-
nem 1 cmz, viste skiven en aktivitet p& 1,8 enh./g mate-

riale.

Det bemazrkes, at aktiviteten af reaktor nr. 2 var ca.

halvdelen af reaktor nr. 3 og ogsd materialet i reaktor
nr. 2 indeholdt ca. halvdelen af siliciumoxidfyldstoffet
i reaktor nr. 3. Dette indikerer, at fyldstoffet (sili-
ciumoxid) i det mikroporsse materiale udger den primare
binder for det immobiliserede enzym og ikke s& meget den

omliggende matrix af hard gummi eller. polyvinylchlorid.

Selv om de foregiende eksempler illustrerer det immobili-
serede enzymsystem ifelge opfindelsen i form af en sakaldt
gennemstremningsreaktor, er det klart, at andre former
for reaktorer kan anvendes. For eksempel kan det mikro-

porgse udgangsmateriale formes til et hult rer og behand-

~les pd samme m&de som ovenfor for herved at binde det ka-
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talytisk aktive enzym til bazreren. Substratet kan saledes
ledes igennem reret i den ene ende, hvorved det enzyma-

tisk reagerer, nar det stremmer igennem og kommer i kon-
takt med den indre del af reret, og det fremkomne produkt

strommer ud af den anden ende af reret.

I andre tilfalde, hvor substratet har en relativ hej vi-
skositet, eller hvor det p& anden méde er enskvardigt at
anvende et pakket leje, fluidiseret leje eller en omrert
reaktor, kan plader af mikroporsst udgangsmateriale med
enzym bundet dertil udskares eller deles i smd dele til

i praksis enhver snskverdig sterrelse (dvs. store stykker
granulater, kugler, pulvere osv.). De fremkomne neddelte
immobiliserede enzymparikler kan anvendes af fagmanden til
de formal, der krever en saddan anvendelse af immobilisere-

de enzymbarestoffer.
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Patentkrav:

1. Immobiliseret proteinagtigt praparat, k e n d e -
t egnet ved, at det bestdr af en mikropores barer
omfattende en binder af polyvinylchlorid eller hérd
gummi og en mezngde findelte siliciumdioxidholdige
partikler dispergeret i binderen og en proteinagtig
forbindelse bundet til i det mindste nogle af de
siliciumdioxidholdige partikler dispergeret i binde-
ren, hvorhos den mikroporese barer omfatter et net-
verk af i det vesentlige forbundne mikroporer, hvis
sterrelsesfordeling ligger fra 0,01 p til 100 p be-

stemt ved kvikselvintrusionsmetoden.

2. Preparat ifslge krav 1, kendetegnet
ved, at den proteinagtige forbindelse er et kata-

lytisk aktivt enzym.

3
[0
or

3. Preparat ifelge krav 2, kendeteg

ved, at enzymet er glucoseoxidase.

=
[v]
-+

4. Preparat ifelge krav 2, kendeteg

ved, at enzymet er aldose-l-epimerase.

3
[}
-+

5. Praeparat ifelge krav 2, kendeteg
ved, at enzymet er o-D-fructofuranosidase.

3
o
o+

6. Preparat ifelge krav 2, kendeteg

ved, at enzymet er alkocholdehydrogenase.

2
(]
-

7. Preparat ifplge krav 2, kendeteg

ved, at enzymet er glucoseisomerase.

8. Fremgangsmade til fremstilling af et immobiliseret
proteinagtigt preparat ifelge et vilkarligt af de foregé-

ende krav, ke ndetegnet ved, at den protein-
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agtige forbindelse kemisk bindes til i det mindste

nogle af de dispergerede siliciumdioxidholdige par-

tikler i en mikropores barer omfattende en binder af
polyvinylchlorid eller hard gummi og en mengde fin-

delte siliciumdioxidholdige partikler dispergeret i bindé-
ren, hvorhos den mikroporese bazrer omfatter et net-

verk af i det vesentlige forbundne mikroporer, hvis
storrelsesfordeling ligger fra U,Ol/u til lUU/U be-

stemt ved kviksglvintrusionsmetoden.

9. Fremgangsmade ifelge krav'8, k e n detegnet
ved, at den proteinagtige forbindelse kovalent bindes
eller tverbindes til et mellemkoblingsmiddel, der er

kovalent bundet til de siliciumdioxidholdige partikler

10. Fremgangsmade ifelge krav 9, k e n d e teg-

net ved, at den proteinagtige forbindelse er et
katalytisk aktivt enzym, 'der kovalent bindes eller
tverbindes til overfladen af de siliciumdioxidholdige
partikler ved, at behandle bazreren, der er behandlet med

et mellem-koblingsmiddel til dannelse af organiske
funktionelle grupper, der kovalent er bundet til over-
fladen, behandles med en oplesning indeholdende enzymet

for kovalent at binde enzymet til de organiske funktionelle

grupper pa de siliciumdioxidholdige partikler.

11. Fremgangsmade ifelge krav 10, k e nde t e g -
net ved, at den behandlede barer behandles med et

tverbindingsmiddel inden behandling med enzymoples-

ningen.

12. Fremgangsmade ifelge krav 10, k e n de t eg -
net ved, at den behandlede berer samtidig behandles

med enzymoplesningen og et tvarbindingsmiddel.
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13. Fremgangsmade ifslge et vilkarligt af kravene
10-12, kendetegnet ved, at mellem-koblings-

midlet er en organosilan.

14. Fremgangsmade ifelge krav 13, k ende teg -

net ved, at organosilanen er gamma-aminopropyltri-

ethoxysilan.

15. Fremgangsmade ifelge krav 14, kendeteg -
net ved, at tverbindingsmidlet er glutaraldehyd.

16. Fremgangsmade ifelge krav 8, kendeteg -
net ved, at den proteinagtige forbindelse kovalent
bindes eller tvarbindes til et mellem-koblingsmiddel,
der er kemisk adsorberet til overfladen af i det mind-
ste nogle af de findelte dispergerede siliciumdioxid-

holdige partikler.

17. Fremgangsmade ifelge krav 16, kende teg-

net ved, at den proteinagtige forbindelse er et

katalytisk aktivt enzym, der kovalent bindes eller

tverbindes til overfladen af de siliciumdioxidholdige

partikler ved, at bareren, der er.behandlet med

et mellem-koblingsmiddel til dannelse af organiske funk-
tionelle grupper kemisk adsorberet til overfladen, behand-

les med en oplesning indeholdende enzymet for kovalent at binde
enzymet til de organiske funktionelle grupper péd de sili-

ciumdioxidholdige partiklers overflade.

18. Fremgangsmade ifelge krav 17, kende teg -
n et ved, at den behandlede bazrer behandles med et
tverbindingsmiddel inden behandlingen med enzymoples-

ningen.
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19. Fremgangsmédé ifelge krav 17, kendeteg-

net ved, at den behandlede bzrer samtidigt behandles

med enzymoplesningen og et tverbindingsmiddel.

20. Fremgangsmade ifelge et vilkdrligt af kravene
17-19, kendetegnet ved, at mellem-koblings-

midlet er en polyelektrolyt.

21. Fremgangsméde ifplge krav 20, ke nde t e g-
net ved, at polyelektrolytten er polyethylenimin.

22. Fremgangsmade ifelge krav 21, kendeteg -
net ved, at tverbindingsmidlet er glutaraldehyd.

23. Anvendelse af praparatet ifelge et vilkarligt af
kravene 2-7, kendetegnet ved, at prazparatet,
der har form af en folie med i det mindste et par mod-
staende overflader, der strazkker sig i det vasentlige pa-
rallelt med hinanden,behandles med et substrat, der skal
omdannes enzymatisk, ved at substratet ledes gennem fo-

lien i en retning i det vasentlige vinkelret pad de paral-

lelle overflader.

Fremdragne publikationer:
US patent nr. 3766013.
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