Immobilisierte Biomaterialien - Techniken und Anwendungen

Von Bhavender P. Sharma*, Lorraine F. Bailey und Ralph A. Messing

Die Immobilisierung von Enzymen, Cofaktoren und ganzen Zellen bietet die Moglichkeit,
die Aktivitit von Biomaterialien 6konomisch zu nutzen. Zur Immobilisierung haben sich
Adsorption und kovalente Bindung an hochmolekulare Triger sowie Einschlu@ in Poly-
mere und Mikroverkapselung bewéhrt. Will man Systeme mit immobilisierten Biomateria-
lien entwickeln, muf3 man sowohl biochemische und kinetische als auch apparative Aspekte
beriicksichtigen. Beispiele fiir groBtechnische Anwendungen sind die Gewinnung von Fruc-
tose-reichem Sirup aus Stdrke und die Herstellung von L-Aminosiduren durch selektive Hy-

drolyse von N-Acyl-DL-aminosduren.

1. Einleitung

In den vergangenen Jahren wurde immer deutlicher, daf3
dem wachsenden Bedarf an Rohstoffen, Energie und nicht
zuletzt an Nahrungsmitteln schwindende Ressourcen ge-
geniiberstehen. Ein weiteres Problem, das gerade die Indu-
strienationen zu bewiltigen haben, ist die Umweltbela-
stung. Das Bestreben, die Rohstoffvorrite zu schonen und
umweltfreundlichere Technologien einzufiihren, 146t die
Verwendung immobilisierter Biomaterialien attraktiv er-
scheinen.

Insbesondere der Abfall an organischen Produkten, der
mikrobiologisch abgebaut wird, trigt einerseits einen gro-
en Teil zur Umweltverschmutzung bei, andererseits wird
hier ein Reservoir an Rohstoffen verschenkt, das unter an-
derem folgende niitzliche Produkte liefern kénnte:

1) Treibstoffe (Methan oder Alkohole)

2) Glucose (Hauptrohstoff der Biotechnologie, z. B. fiir
die Produktion von Antibiotica)

3) Kohlenwasserstoffe (Ausgangsmaterialien fiir die Pro-
duktion von Kunststoffen)

4) Futtermittel und Futtermittelzusitze

S) Vitamine und Hormone

Unter Verwendung von Enzymen werden heute unter
anderem Nahrungsmittel und Pharmaka hergestellt. Da
Enzyme in der Regel 16slich sind, werden sie vor allem im
Chargenbetrieb umgesetzt und meist nur einmal verwen-
det: Entweder werden sie wihrend des Prozesses zerstért,
oder ihre Wiedergewinnung ist unrentabel. Die Immobili-
sierungstechnologie eroffnet die Moglichkeit, Enzyme wie-
derzuverwerten, und schont somit die kostbaren Ressour-
cen in zweierlei Hinsicht: Man bendtigt weniger Tiere,
Pflanzen und Mikroben - die ,,Rohstoffe** fiir die Enzyme
- und damit auch weniger Futtermittel, Nahrstoffe etc.

Als Energietrager der Zukunft wird Wasserstoff mit Si-
cherheit eine Rolle spielen. Er kénnte in Festphasen-Reak-
toren mit immobilisierten Zellen durch Wasserspaltung
(Biophotolyse) oder durch Abspaltung aus photosynthe-
tisch produzierten organischen Substanzen hergestellt wer-
den.

[*] Dr. B. P. Sharma, L. F. Bailey, R. A. Messing
Corning Glass Works
Corning, NY 14831 (USA)
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2. Immobilisierung!”!

Trotz der Fiille von Informationen iiber die Immobilisie-
rung von Enzymen und dem daraus erwachsenen Fort-
schritt der Enzymtechnologie verliuft die Einfiihrung der
immobilisierten Enzyme in die Technik unerwartet lang-
sam. Zu den vielen Griinden dafiir zihlen die Entwicklung
praktikablerer Immobilisierungstechniken, haufig mit
nicht-toxischen Chemikalien, Langzeitexperimente fiir die
Zulassung der fixierten Enzyme in der Lebensmitteltech-
nologie, die notwendige Beherrschung der mikrobiellen
Kontamination - und Enzyme mit ungiinstigen Eigen-
schaften. Im letztgenannten Fall kénnten Manipulationen
der Enzyme (,,engineering of enzymes**) Abhilfe schaffen.

2.1. Vorteile der Immobilisierung

Neben der moglichen Wiederverwendung biologisch
wirksamer Katalysatoren bringt die Immobilisierung zahl-
reiche Vorteile fiir den praktischen Umgang mit diesen
Materialien. Beispielsweise konnen normalerweise labile
Substanzen durch mehrere kovalente Bindungen oder
durch Einschluf} in einer schiitzenden Umgebung stabili-
siert werden (Fig. 1)(8. Auf diese Weise lassen sich chemi-
sche und physikalische Eigenschaften selektiv dem An-
wendungszweck anpassen. Die Co-Immobilisierung meh-
rerer Enzyme kann die Effizienz von vielstufigen Konseku-
tivreaktionen erhohen: Die lokale Konzentration an Zwi-
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Fig. 1. Beispiel fur die Erh8hung der thermischen Stabilitdt von Enzymen
durch Immobilisierung. Lésliches Papain (® — @) und an pordsem Glas im-
mobilisiertes Papain (O —O) wurden bei steigender Temperatur jeweils 30
min gelagert. Die verbleibende Aktivitit wurde bei 25 °C gemessen (nach

[8D.
[*] Detaillierte Ubersichten siehe z. B. [1-6).
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schenprodukten und damit auch die Reaktionsgeschwin-
digkeit ist sehr viel groBer als in freier Losung, weil das
Produkt des einen Enzyms das Substrat des nichsten ist.
Mit mehreren tragerfixierten Enzymen lassen sich die Ver-
héltnisse in der Zelle nachahmen, wo komplexe Enzymsy-
steme der Normalfall sind.

2.2. Immobilisierung von Mikroorganismen
oder von Enzymen?

Viele extrazellulire mikrobielle Enzyme werden in so
groBen Mengen hergestellt, dal man sie industriell ver-
wenden kann. Bei intrazelluliren Enzymen kénnen dage-
gen die Kosten fiir Isolierung und Reinigung eine rentable
Anwendung in Frage stellen. Isolierte, d. h. reinere En-
zyme bringen allerdings Vorteile, z. B. groere Umwand-
lungsgeschwindigkeiten und reinere Produkte. Wenn man
Mikroorganismen immobilisiert, die den interessierenden
Katalysator enthalten, so addieren sich die Vorteile von
immobilisierten Enzymen und die Vorteile von mikrobiel-
len Fermentationsprozessen.

Die Immobilisierung ganzer Zellen sollte erwogen wer-
den, wenn das extrahierte Enzym instabil ist, denn in sei-
ner natiirlichen Umgebung behilt es seine Aktivitat. Als
zusitzliche Aspekte bei der Zellimmobilisierung sind zu
beachten: Fehlen von Nebenreaktionen in der Zelle, die
mit der Enzymkatalyse konkurrieren (aber in den meisten
Fiallen schonend unterdriickt werden konnen); gréf3ere En-
zymaktivitdt als sie bei immobilisierten Enzymen méglich
wire; viel kleineres Reaktionsvolumen fiir die kontinuierli-
che Umsetzung mit immobilisierten Zellen als fiir den her-
kommlichen Fermentationsprozefl (bei gleicher Produk-
tion). Ein moglicher Nachteil wire, dall Zellwand und
-membran den Substrat- und Produkttransport behindern.

2.3. Wirkungen der Immobilisierung

Durch die Immobilisierung #ndern sich die Eigen-
schaften der Enzyme. Gibt man ein immobilisiertes Pripa-
rat in eine Losung aus Substrat, Aktivatoren oder anderen
Komponenten (pH und lonenstirke konstant), so ist nicht
sicher, daB die Bedingungen in der unmittelbaren Umge-
bung des Enzyms mit denen in der ufleren Losung iiber-
einstimmen’®. Dieses Phinomen (,,EinfluB des Mikromi-
lieus*) kann durch Ladungen oder die physikochemischen
Eigenschaften der Triagermatrix'® oder durch Diffusions-
behinderungen verursacht werden (Fig. 2 und 3).

Aufgrund dieses Einflusses sind kinetische Konstanten
und andere Enzymparameter, die an immobilisierten Pré-
paraten bestimmt worden sind, nur ,,scheinbare‘* und nicht
die wahren Werte, die sich in homogener Phase ergeben
wiirden. Die Aktivititen, mit denen man in praxi umgeht,
miissen natiirlich unter den Bedingungen des jeweiligen
Prozesses ermittelt werden.

Bei der Wahl von Methode und Material fiir die Immo-
bilisierung von ganzen Zellen muB man sich von ihrer ge-
planten Anwendung und dem Effekt der Immobilisierung
auf ihre Integritit leiten lassen. Die Auswahl der Metho-
den wird auch dadurch eingeschrinkt, ob das interessie-
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rende Enzym seine Aktivitit nur in lebensfihigen oder in
intakten Zellen beibehilt oder ob es auch in nichtwachsen-
den Zellen stabil ist. In Fillen wie der Regenerierung von

auflere
Losung

Partikel ?
Si-(CHp )3 -NH
'

Fig. 2. EinfluB des pH-Wertes auf das Mikromilieu eines Enzyms, das an ei-
nem porésen Glas mit primiren Aminogruppen immobilisiert ist (schema-
tisch). Durch die Anh&ufung von H * -lonen ist das Milieu an der Oberfliche
stirker sauer als in der dufleren Ldsung (nach [9)).

Cofaktoren ist das System nur brauchbar, so lange die Zel-
len lebensfahig sind. Manchmal kann es nétig sein, ein
Néhrmedium zuzusetzen, um Integritidt und Wachstum der
Zelle zu erhalten.

Aktivitat (%] ——=

0

pH ——=

Fig. 3. Anderung der Aktivitit von l3slichem Papain (O — O) und von immo-
bilisiertem Papain mit negativ (O---0O) und positiv geladener Oberfliche
(®—®) mit steigendem pH-Wert. Trigermaterial: derivatisiertes pordses
Glas, Substrat: hitzedenaturiertes Casein (nach [8]).

2.4. Methoden der Immobilisierung

Enzyme oder Zellen konnen dadurch immobilisiert wer-
den, daB} sie adsorptiv oder kovalent an einen Tréger ge-
bunden oder daB sie in eine Matrix oder Mikrokapsel ein-
gebettet werden (Fig. 4).

Die Immobilisierung eines Enzyms geht hiufig auf das
Zusammenwirken chemischer und physikalischer Faktoren
zuriick. Die Wahl des Trigers und der Immobilisierungs-
methode sind kaum voneinander zu trennen.
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2.4.1. Adsorption

Adsorption ist die Bindung eines Proteins an die Ober-
fliche eines Trigers, der keine speziellen funktionellen
Gruppen fiir eine kovalente Bindung enthilt. In der Theo-

Adsorption Einschlufl

Enzym Enzym

Trager Polymer

Mikroverkapselung Kovalente Bindung

Enzym _Enzym

Trager
Membran

Fig. 4. Schematische Darstellung der Immobilisierungstechniken.

rie solite die Adsorption reversibel sein, in der Praxis trifft
das nur teilweise zu. Das AusmaB von Adsorption und De-
sorption wird unter anderem von pH-Wert und lonen-
stirke des Mediums, Anwesenheit des Substrats, Protein-
Konzentration, Zeit und Temperatur sowie den Eigen-
schaften von Enzym und Tréger bestimmt. Eine reversible
Adsorption hat den Vorteil, daB man méglicherweise En-
zyme und Tréger zuriickgewinnen kann.

Fir die Praxis ist die Adsorption die einfachste und
wirtschaftlichste Immobilisierungsmethode.

2.4.2. Kovalente Bindung

Die kovalente Bindung ist die mit Abstand am meisten
untersuchte Immobilisierungsmethode (Fig. 5). Bei der Im-
mobilisierung von Enzymen muf3 darauf geachtet werden,
daBl die Anordnung der Gruppen im aktiven Zentrum er-
halten bleibt, d. h. daB sich Ladung und Mikromilieu dort
nicht dndern. Das aktive Zentrum kann wihrend der
Kupplung durch Substrat oder einen kompetitiven Inhibi-
tor geschiitzt werden. Es ist wenig wahrscheinlich, daB die
Bindung im aktiven Zentrum erfolgt, da es im Vergleich
zum ganzen Proteinmolekiil recht klein ist und sich oft
auch an einer schwer zuginglichen Stelle befindet. Manch-
mal vergroBert sich die Aktivitdt des immobilisierten En-
zyms nach einer Anfangsphase. Dies geht darauf zuriick,
daB sich zusitzliche aktive Zentren in Gegenwart von Sub-
strat 6ffnen, das vorher an den Trager oder an ein benach-
bartes Proteinmolekiil gebunden sein mag.

Die kovalente Bindung eines Enzyms an einen Trager
wird als dauerhafteste Moglichkeit zur Immobilisierung
angesehen.

2.4.3. Matrixeinschluf

Um ein Enzym einzuschlieBen, wird entweder ein quer-
vernetztes Polymer um das Enzymmolekiil gebildet, oder
das Enzym wird in ein Polymer eingebettet, dessen Ketten
anschlieBend vernetzt werden. Danach wird das Material
auf die gewiinschte Partikelgrofe zerkleinert. Am ge-
brauchlichsten ist ein System aus Polyacrylamidgel; Silica-
gel, Stirke und Silicongummi sind ebenfalls verwendet
worden.

Der MatrixeinschluB ist wahrscheinlich die beliebteste
Methode zur Immobilisierung von mikrobiellen Zellen.
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Dazu wurden z. B. Alginsdure und Carrageen verwendet,
die Gelperlen bilden, wenn man ihre Lésungen mit den
Zellen in Salzlgsungen (z. B. CaCl,-Lésungen) einpreft.
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Fig. 5. Am haufigsten verwendete Methoden zur Immobilisierung von Enzy-
men durch kovalente Bindung.

Der Vorteil dieser Stoffe ist ihre Ungiftigkeit; die Zellen
bleiben lebensfihig. - Alginsdure und Carrageen eignen
sich auch fiir den EinschluB3 von Enzymen.
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Im Endeffekt erhidlt man Zellen oder Enzyme im Gitter
von Gelen, die Substrat- und Produktmolekiile frei diffun-
dieren lassen, sofern deren GréBe nicht die Grenzen iiber-
steigt, die durch die PorengriBe festgelegt sind. Eine Be-
grenzung der Porengrofie nach oben ist nétig, da andern-
falls die Enzymmolekiile aus dem Gel diffundieren. Da
Gele eine PorengréBlenverteilung haben, kann allerdings
immer Enzym freigesetzt werden; dieses Problem 148t sich
durch Quervernetzung des Enzyms mit einem difunktio-
nellen Reagens, z. B. Glutaraldehyd, 16sen.

Die maximale Substratbeladung des Enzyms kann durch
seine Loslichkeit im EinschluBmedium begrenzt werden.
Die tatsdchliche spezifische Aktivitit des eingeschlossenen
Enzyms wird z. B. vom Einflu} des Mikromilieus auf den
lokalen pH-Wert oder die lokale Ionenstirke sowie die un-
gleiche Verteilung der Substrate oder Inhibitoren be-
stimmt. Theoretisch bleibt bei dieser Immobilisierungsme-
thode die Tertidrstruktur des Enzyms erhalten.

2.4.4. Mikroverkapselung

Mikroverkapselung ist nur bei Enzymen anwendbar, de-
ren Substrate und Produkte ein ziemlich niedriges Moleku-
largewicht haben. Es gibt zwei Methoden, Mikrokapseln
mit Membran zu bilden: Die eine basiert auf der Koazer-
vation (einem physikalischen Phinomen), die andere auf
der Grenzflichenpolymerisation (einem chemischen Pro-
zeB). Dicke und Durchlissigkeit der Membran werden von
der Zusammensetzung der organischen Lésungsmittel, den
Konzentrationen, den Membranbildnern und der Zeit fiir
die Kapselbildung bestimmt. Bei der Mikroverkapselung
wird das Enzym chemisch nicht modifiziert, so daf§ seine
typischen Eigenschaften erhalten bleiben sollten. Durch
Diffusionseffekte und das enzymatisch erzeugte Mikromi-
lieu konnen sie jedoch verindert werden.

Diese Immobilisierungsmethode ist vor allem auf medi-
zinische Anwendungen ausgerichtet, doch kénnte sie auch
bei industriellen Verfahren von Vorteil sein.

2.5. Auswahl des Triigers

Zur Erzeugung eines immobilisierten Enzyms braucht
man das Enzym, den Triger und die Verkniipfungsmetho-
de. Weitere Faktoren wie pH-Wert, Ionenstiarke, Druck,
Riihren, Cofaktor- und Substratzufuhr sowie Produktab-
trennung konnen die Wirksamkeit des immobilisierten En-
zyms beeinflussen. Bei der Auswahl eines Trigers miissen
Morphologie, Oberfliche, Zusammensetzung (Tabelle 1)

Tabelle 1. Triger fir Biomaterialien (Auswahl).

Glas sowie keramische Erzeugnisse (Aluminium-, Silicium- und Titanoxid)
mit eingestellten Porengrofien

Polystyrol

lonenaustauscher-Harze

Apgarose und Sephadex

Nylon

Kollagen

Polysaccharid-Triger (Cellulose, Dextrose, Starke, Agar)
Acrylcopolymere

Siliconkautschuk

Silicagel

Bentonit

Ton

Magnetische Triger
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und Regenerierbarkeit beriicksichtigt werden. Alle diese
Faktoren sollten unter Praxisbedingungen synergistisch
zur Enzymaktivitdt beitragen, um ein HochstmalB3 an Wirt-
schaftlichkeit zu erreichen.

Die Morphologie des Triagers (Oberfliche, Porenpara-
meter) ist duBerst wichtig. Diesen GroBen ubergeordnet
sind Konfiguration und Gestalt des Materials, sei es nun
Schlauch-, Partikel-, Kugel-, Film- und Folien-, Faser-
oder Membranform. Die Gesamtoberfliche des Trigers
und somit die Enzymbeladung hingen auflerordentlich
stark davon ab, ob der Triger pords ist oder nicht™ '
Nicht-porgse Triger haben nur eine geringe Gesamtober-
flache. Allerdings ist bei solchen Materialien die Diffusion
nur wenig behindert, da das Protein nur an die duBere
Oberflache gebunden ist. Pordse Triger haben eine viel
grofiere Gesamtoberfliche. Wenn auch ein erheblicher
Teil davon nicht zugénglich ist, so lassen sich doch nur mit
porosen Triagern sehr hohe Aktivititen erreichen. Zusitz-
lich bietet die innere Oberfliche einen Schutz vor der be-
wegten, manchmal auch aggressiven dufleren Umgebung
und vor mikrobiellem Angriff. Eine Vielzahl von Trigern
mit eingestellten Porengréfen (und enger PorengréBenver-
teilung) oder mit groBen Poren ist heute erhiltlich. Mit
diesen Trdgern 148t sich die Aktivitit von Biomaterialien
optimieren (Fig. 6-8).
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Fig. 6. Zusammenhang zwischen Porendurchmesser d und Porenvolumen V
bei Glasern mit eingesteliter PorengroBe. Der Mittelpunkt des vertikalen Ab-
schnitts in jeder Kurve gibt den Mittelwert fiir den Porendurchmesser an. Je
steiler der vertikale Abschnitt ansteigt, desto enger ist die PorengréBenvertei-
Tung (nach [10a]).
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Fig. 7. Zusammenhang zwischen Porendurchmesser d und Porenvolumen ¥

bei keramischen Materialien mit eingestellter PorengréBe, gemessen durch
Quecksilberaufnahme (nach [10b]).
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Bei der Triagerwahl miissen auch die besonderen Eigen-
arten von organischem oder anorganischem Material in
Betracht gezogen werden. Anorganische Triger sind hart

Aktivitat ———am

1 1 1 1 1 )
T5 200 300 400 S00 600 700 800

d {A) —=

Fig. 8. Aktivitt von Glucose-Oxidase (in Einheiten/g) in Abhingigkeit vom
Rorendurchmesser d, kumulative Auftragung (nach [7)).

und verformen sich nicht. Es mul} zwar befiirchtet werden,
daB sie in Riihrreaktoren mit kontinuierlichem Durchflul
durch Abrasion beschidigt werden, in Kolbenstromreakto-
ren sind sie jedoch gut verwendbar und verursachen kei-
nen groBeren Druckverlust. Organische Triger sind dage-
gen flexibler und elastischer, so daB sie in vielen Formen
angewendet werden konnen, z. B. als diinne Membranen.
Abrasion in Riihrreaktoren ist nicht zu befiirchten, doch
muB bei Anwendung in Kolbenstromreaktoren mit grofe-
ren Druckabfillen gerechnet werden.

Die Maoglichkeit, immobilisierte Enzyme zu regenerie-
ren, trigt wesentlich zu ihrer Wirtschaftlichkeit bei. Die
Regenerierung gelingt auf drei Wegen: 1) durch Auswa-
schen; hierbei wird das Material entfernt, das die Poren
schlieBt und dadurch das Enzym desaktiviert, 2) durch Zu-
gabe von frischem Enzym, 3) durch Regenerieren des Tré-
gers; hierbei wird das alte Enzym mit chemischen oder
physikalischen Methoden entfernt und danach wird erneut
immobilisiert.

3. Technische Anwendung von
immobilisierten Biomaterialien

3.1. Einleitung'™

Will man immobilisierte Biomaterialien zur Losung ei-
nes Problems anwenden, ist zu priifen, welche Kombina-
tion von Triger, Immobilisierungstechnik und Reaktorsy-
stem am besten geeignet ist. Im folgenden werden mehrere
Aspekte besprochen, die bei der Entwicklung von Syste-
men mit immobilisierten Biomaterialien beriicksichtigt
werden miissen.

[*] Detaillierte Ubersichten siehe [11-16].
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3.2. Kinetik der von immobilisierten Biomaterialien
katalysierten Reaktionen!™!

Immobilisierte Biomaterialien erhéhen die Reaktionsge-
schwindigkeit bei niedrigen Temperaturen oft stirker als
feste, nicht-biologische Katalysatoren, denen allerdings
zugestanden werden muf}, daBl sie bei hoheren Temperatu-
ren besser oder ebenso gut wie die meisten Biomaterialien
katalysieren; diese werden meist etwas oberhalb 60 °C de-
naturiert. Eine Ausnahme ist das Enzym a-Amylase (vgl.
Abschnitt 4.2.1).

Wenn man Geschwindigkeitsgleichungen aufstellen will,
muB man die Elementarreaktionen fiir das betrachtete Sy-
stem abschitzen. Mit der Reaktion, die als langsamste an-
gesehen wird, 14Bt sich ein brauchbarer Ansatz ableiten.
Fiir die Kinetik von immobilisierten Biomaterialien geht
man meistens von Gl. (1) aus, die von Henri, Michaelis und
Menten sowie Briggs und Haldane postuliert wurde.

ds kES

—_—=p =

o T K. +S M

Dieser Ausdruck entspricht einer hyperbolischen Funk-
tion, genauer: der Kinetik nach Langmuir-Hinshelwood
oder nach Houghton-Watson. Die Michaelis-Gleichung (1)
ist ein kinetischer Ausdruck fiir Reaktionsordnungen zwi-
schen 0 und 1. Bei niedrigen Konzentrationen an limitie-
rendem Substrat ist die Reaktion erster Ordnung. Wenn
die Substratkonzentration erhdht wird, sinkt die Reakti-
onsordnung allmihlich auf Null. Die Reaktionsgeschwin-
digkeit hingt ebenfalls direkt von der Gesamtkonzentra-
tion des Enzyms ab. Die Parameter in Gl. (1) kénnen leicht
erhalten werden, wenn man sie so umformt, da3 sich eine
lineare Auftragung ergibt:

2

Eine derartige Auftragung [Gl. (2)] wird als Lineweaver-
Burke-Diagramm gezeichnet. Figur 9 zeigt ein solches Dia-
gramm fiir eine freie und eine immobilisierte Protease.
DaB sich bei der immobilisierten Form keine Gerade er-
gibt, 14Bt eine Schlisselrolle des Stofftransports erkennen

[**] An Abkirzungen werden verwendet:

E Gesamtkonzentration an Biomaterial (Enzym), frei und gebun-
den

F Durchsatz

k Wechselzahl, eine Konstante mit der Dimension einer reziproken
Zeit

K; Inhibierungs-Konstante

K. Michaelis-Konstante mit der Dimension einer Konzentration.
Ihr Zahlenwert entspricht der Substratkonzentration bei halbma-
ximaler Reaktionsgeschwindigkeit

P Produktkonzentration

S Konzentration des zur Zeit 1 nicht gebundenen timitierenden Re-
aktanden (Substrats)

So Anfangskonzentration des Substrats

S, Gesamtkonzentration des Substrats, wenn das Produkt quantita-
tiv in Substrat umgewandelt wirde

4 Reaktionszeit

v Reaktionsgeschwindigkeit

Vmax maximale Reaktionsgeschwindigkeit (=kE)

X Umsatz des Substrats (S, —S)/S,

X. X, im Gleichgewicht

X; (8 —38u)/S,

X, (S5.—-8)/S,
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(siche Abschnitt 3.3). Brauchbar erweisen sich auch die li-
nearisierten Formen der Michaelis-Menten-Gleichung in
den Auftragungen nach Hanes-Woolf, Woolf-Augustins-
son-Hofsfee und Eadie-Scatchard.

-20 5 2.0 40 60 80 100 120
1/s [10°/mal/L} —=

Fig. 9. Lineweaver-Burke-Diagramm fiir eine neutrale Protease aus B. subtilis
mit 1% Natriumcaseinat als Substrat. Trigermaterial: Quarzglas mit ZrO,-
Uberzug. Die Kriimmung in der Kurve des immobilisierten Enzyms weist auf
Stofftransport-Effekte hin. O —O: Immobilisiertes Enzym, K,=3.3x10"¢
mol/L; @ — @: natives Enzym, K., =6.2 x 10~* mol/L (nach {17)).

Haiufig ist der kinetische Ausdruck komplizierter als Gl.
(1). Oft wird eine Inhibierung oder Aktivierung durch das
Substrat oder Produkt beobachtet. Auch kénnen an der
Reaktion mehrere Substrate oder Produkte beteiligt sein,
oder es kann eine Aktivierung durch Cofaktoren auftreten.
Bei immobilisierten Biomaterialien miissen zusétzlich noch
Parameter des Mikromilieus wie pH, Temperatur und
Transportbehinderungen beriicksichtigt werden. Bei der
Hydrolyse von Lactose durch B-Galactosidase wirkt ein
Produkt, Galactose, als Inhibitor. Um die Inhibierung
durch ein Produkt P zu erfassen, wird Gl. (1) zu Gl. (3) mo-
difiziert:

kES
p=— 3
S+K (1+P/K)

Je niedriger der Wert der Inhibierungskonstante K ist, de-
sto stdrker ist die Inhibierung (bei gegebenen S und P). Die
kinetischen Parameter wie auch die kinetischen Zusam-
menhdnge erweisen sich als auBlerordentlich wertvoll,
wenn man das Verhalten von Systemen mit immobilisier-
ten Biomaterialien vorhersagen mochte (verfeinerte kineti-
sche Betrachtungsweisen vgl. !'8-23)),

3.3. Auswirkungen von Wirme und
Behinderungen des Stofftransports

Die meisten Reaktionen, die durch immobilisierte Bio-
materialien katalysiert werden, sind nur schwach exo-
therm, so daBl eher der Stofftransport als die Warmeablei-
tung diskutiert werden muB. Das Substrat mufl zum akti-
ven Zentrum des Enzyms transportiert und das Produkt
von dort entfernt werden. Das Gleiche gilt fiir Systeme mit
mehreren Substraten, aktiven Zentren und Produkten.
Diese Bewegungen werden durch die Diffusions- und
Konvektionsgesetze bestimmt. Bei den kinetischen Mes-
sungen sollte sichergestellt sein, daBl die Reaktion und
nicht die Diffusion geschwindigkeitsbestimmend ist. Wenn
Behinderungen des Stofftransports ausschlaggebend sein
konnten, wird die beobachtete Kinetik haufig als ,,schein-
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bare Kinetik*‘ bezeichnet. Die ,,scheinbare K** ist keine
echte KenngroBle, sondern wird vom Mikro- und Makro-
milieu bestimmt?*, Man sollte immer priifen, ob sich die
»eigentlichen® (,,intrinsic*) oder die realen kinetischen
GréBen in einem System mit Biomaterialien durch die Im-
mobilisierung gesindert haben. Dieser Befund kann fiir die
Ma@stabsvergroBerung und Auslegung industrieller Reak-
toren unentbehrlich sein.

Es ist iiblich, zwischen innerem und duBlerem Stofftrans-
port zu unterscheiden. Beim inneren Stofftransport hat
man sich mit der Transportbehinderung innerhalb der po-
rosen Partikel oder der Membran zu beschiftigen, an die
das Biomaterial gebunden ist. Zu den Problemen des dufle-
ren Stofftransports gehdren Transportbehinderungen im
Medium, das die Partikel oder Membran umgibt. Fiir sol-
che Untersuchungen sind Konzepte aus dem Chemie-Inge-
nieur-Wesen niitzlich!?%],

Selbst wenn sich die Kinetik eines Systems mit immobi-
lisiertem Biomaterial nach Michaelis-Menten beschreiben
1aBt, kann die Lineweaver-Burke-Auftragung nicht-linear
sein (vgl. Fig. 9). Dies!""-2%27 ist zwar kein sicheres Indiz
fiir Probleme beim Stofftransport, aber doch ein ernstzu-
nehmender Hinweis darauf. Nach mathematischen Analy-
sen!”-* kann die Nicht-Linearitdt auf einer Einschriin-
kung des inneren und/oder duBleren Stofftransports beru-
hen. Auch stark unterschiedliche K ,-Werte des l6slichen
und des immobilisierten Biomaterials legen Behinderun-
gen beim Stofftransport nahe!*2.

Die Bedeutung von Einfliissen des inneren Stofftrans-
ports wird oft durch den Wirkungsgrad 7 erfaf3t:

l:scheinbare oder beobachtete Reaktionsgeschwindig-:'

keit in einer pordsen Partikel oder einer Membran
n== @
|:Reaktionsgeschwindigkeit ohne Behinderung des]

inneren Stofftransports

Um die Einflisse des duleren Stofftransports zu erfassen,
kann die Damkohler-Zahl Da verwendet werden:

l:maximale reale oder ,,eigentliche** Reaktions-]

geschwindigkeit
Da = &)
|: maximale Geschwindigkeit, mit der sich das Sub- :l

strat vom dufleren Volumen zur Grenzfliche bewegt

Wenn 1 nahe eins und Da sehr viel kleiner als eins ist,
kann man den Stofftransport als nur wenig behindert be-
trachten. Im folgenden werden zuerst einige Techniken be-
handelt, mit denen man priifen kann, ob es beim duBleren
Stofftransport Schwierigkeiten gibt; anschlieBend werden
Moéglichkeiten aufgezeigt, mit denen sich die Diffusion in
den Poren untersuchen 1aBt.

Im allgemeinen beobachtet man bei einer Behinderung
des dufleren Stofftransports eine verringerte Aktivitit.
Wenn die scheinbare Reaktionsgeschwindigkeit auch
durch eine groBere Anderung der Strémungsgeschwindig-
keit nicht verdndert wird, kann der duBere Stofftransport
nicht geschwindigkeitsbestimmend sein. Bei Festbettreak-
toren kann man das dadurch priifen, dal man mit ver-
schiedenen Betthéhen, aber gleicher Verweilzeit arbeitet.
Ubticherweise miBt man jedoch die Reaktionsgeschwin-
digkeit in Abhingigkeit vom Durchsatz. Figur 10 zeigt das
fir immobilisierte Hefe-Invertase®®!.
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Bei solchen Untersuchungen sollte der innere Stofftrans-
port (oder Transport in den Poren) nur unbedeutend be-
hindert sein, wie es bei nicht-porosen Materialien der Fall

v [mg/mn] —=
@
T

ey
8 13 24 32

F [mL/min] —

Fig. 10. Priifung von Effekten des duBeren Stofftransports. Invertase aus C.
utilis wurde an pordsen Cellulosekdrnern immobilisiert; KorngréBen: O 28
mesh, O 35 mesh, A 48 mesh. Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit ¢
(Bildung von Invertzucker aus Saccharose) vom Durchsatz F (nach [33]).

ist. Die tatsichlichen Geschwindigkeiten des &uBeren
Stofftransports kénnen mit Formeln!'2'634 abgeschitzt
werden. Um die Bedeutung des duBeren Stofftransports zu
beurteilen, kann man seine Geschwindigkeit mit der der
biochemischen Reaktion vergleichen. Nach einer beque-
men Schnellmethode von Sarterfield™s*® 148t sich berech-
nen, wie dick ein Bett aus immobilisierten Biomaterialien
sein mufB3, um den beobachteten Substratumsatz zu errei-
chen. Hierbei wird der duflere Stofftransport (Filmdiffu-
sion) als geschwindigkeitsbestimmend angenommen.
Wenn die tatsichliche Betthéhe erheblich grofer ist als die
berechnete, dann wird der duBlere Stofftransport nur unbe-
deutend behindert.

Durch Diffusion in den Poren wird im allgemeinen auch
die beobachtete Aktivitit erniedrigt, was sich im Wir-
kungsgrad n [Gl. (4)] niederschldgt. Wie stark die Diffusion
in den Poren die Reaktionsgeschwindigkeit beeinflussen
kann, wird aus Figur 11 deutlich®”. ErwartungsgemiB
nimmt 77 mit steigender Substratkonzentration zu. Zu-
nahme und tatsdchlicher Wert von 7 hingen vom modifi-
zierten Thiele-Modul @, ab. In dieser dimensionslosen
Gréfle sind enthalten: Form, Wirkungsort und Diffusions-
verhalten der immobilisierten Biomaterialien sowie K,
und V... Mit der Partikelgré3e oder der Membrandicke
nimmt @, zu. Bei Substratkonzentrationen > 10 K und
@,~2 nimmt die beobachtete Reaktionsgeschwindigkeit
auf ungefihr die Hilfte ab.

Eine starke Behinderung der Porendiffusion 148t sich
durch die folgenden drei Methoden nachweisen'™! (vor-
ausgesetzt, daBl eine Behinderung des duBeren Stofftrans-
ports vernachlissigt werden kann):

1. Bestimmung des effektiven Diffusionskoeffizienten in-
nerhalb der enzymbeladenen Partikeln oder der Membran.
Man braucht unter anderem®® die beobachtete Geschwin-
digkeit, die Substratkonzentration, Maf3zahlen fiir den Tri-
ger sowie die Geschwindigkeitsgleichung. Kennt man den
effektiven Diffusionskoeffizienten, so kann man den Wir-
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kungsgrad 7 ermitteln!>'®*? Da sich der Diffusionskoef-
fizient jedoch nur umstdndlich bestimmen l4Bt, werden die
beiden folgenden Methoden wahrscheinlich haufiger ange-
wendet.

100~
\ o,
[o3)
7#
. 1
Z 5o
S
{ 2
!
25]> \x
10
| L 1
o1 1 10
K15 —>=

Fig. 11. Beziehung zwischen dem Wirkungsgrad 7. dem Thiele-Modul @,
und der dimensionslosen Substratkonzentration K../S (nach [37]).

2. Messung der Reaktionsgeschwindigkeit bei unter-
schiedlichen Partikelgréfien und Membrandicken. Nimmt
die beobachtete Reaktionsgeschwindigkeit nicht zu, wenn
die Membranen diinner oder die Partikeln kleiner werden,
diirfte die Diffusion in den Poren keine entscheidende
Rolle spielen®?.

3. Messung der Reaktionsgeschwindigkeit bei mehreren
Temperaturen. Reaktionsgeschwindigkeiten hidngen sehr
viel stirker als Diffusionsgeschwindigkeiten von der Tem-
peratur ab. Aus derartigen Daten kann man die Aktivie-
rungsenergie mit einer Arrhenius-Auftragung ermittein
(siehe Fig. 12).

Erhdlt man im Arrhenius-Diagramm keine Gerade, so
spielt die Diffusion in den Poren hochstwahrscheinlich
eine Rolle; eine Gerade ist allerdings kein schliissiger Be-
weis fiir uneingeschrinkte Porendiffusion. Zum Beispiel

v [pmol/{min gJ]

23 30 31 32 33
/7 (K —

Fig. 12. Arrhenius-Auftragung fiir B-Amylase aus Gerste, immobilisiert an
pordsen Silicagelpartikeln. Abhingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit v
(Bildung von Maltose (umol) bezogen auf immobilisiertes Enzym (g) und
Zeit (min)) von der Temperatur (nach [40]).

ergibt sich fiir B-Amylase, die an pordsem Silicagel immo-
bilisiert ist, eine lineare Arrhenius-Bezichung (Fig. 12)1°.
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Trotzdem betrigt der Wirkungsgrad bei diesem System nur
0.2. Dies bedeutet langsame intrapartikulire Diffusion.
Aus den Aktivierungsenergien des loslichen und des im-
mobilisierten Biomaterials erhilt man ebenfalls Hinweise,
ob die Porendiffusion geschwindigkeitsbestimmend ist!*'l.
Fiir ein System mit immobilisiertem Biomaterial und stark
behinderter Porendiffusion ist die beobachtete Aktivie-
rungsenergie etwa halb so groB wie die echte oder ,.eigent-
liche** Aktivierungsenergie!””) die man erhilt, wenn die
Reaktion mit nativem Biomaterial katalysiert wird.

Auch mit dem ,,e-Test* von Yamane!®? lassen sich die
Bedingungen festlegen, unter denen die Porendiffusion
nicht bedeutend ist. Nach diesem von anderen Autoren be-
reits frilher angewendeten Konzept werden Reaktionsge-
schwindigkeiten in Abhingigkeit von der Beladung der
Trager mit Biomaterial bestimmt. Diese Werte sollten zu
einer Hyperbel fiihren (Fig. 13). Im Bereich mit linearem
Geschwindigkeitsanstieg ist der Wirkungsgrad n hoch.

A {pmot/g])

|
'
!
1
1
!
1
1

£ (mg/ml) ——

Fig. 13. Bestimmung des Bereichs einer Enzymreaktion, in dem der Wir-
kungsgrad =1 ist. Hierbei wird vorausgesetzt, daB zwischen der Konzentra-
tion an Biomaterial und dem Aktivitdtsverlust bei der Immobilisierung kein
Zusammenhang besteht. Abhingigkeit von A (umol Substrat, das pro g im-
mobilisiertes Enzym umgesetzt wird) von der Enzymbeladung £ (mg Protein
pro mL Ldsung) (nach [42]).

Fir den EinfluB der Porendiffusion auf die Wirkungs-
weise immobilisierter Biomaterialien sind noch weitere
Punkte wichtig, denn bei einem Biomaterial, das sehr emp-
findlich gegeniiber Substratinhibierung ist, konnte die Be-
hinderung des Porentransports die Reaktion sogar férdern.
Dies wurde bei immobilisierter Xanthin-Oxidase!** und
immobilisierter Invertase™ beobachtet. Es ist auch disku-
tiert worden, daB die Porendiffusion lediglich die Tempe-
ratur- und pH-Stabilitit eines immobilisierten Biomateri-
als vergroBert. Das wiirde bedeuten, daB die Aktivitits-/
Temperatur- und Aktivitits-/pH-Kurven durch den Diffu-
sionseinfluB verbreitert werden!**. Wenn die Substratmole-
kille oder der Triger fiir das Biomaterial geladen sind,
konnen erhebliche elektrostatische Krifte auftreten; die
pH-Stabilitit wird dann nicht mehr erhéht, und das pH-
Optimum kann sich verschieben (vgl. Fig. 3).

3.4. Reaktoren fiir Systeme mit
immobilisiertem Biomaterial

Ehe wir die Auswahl des Reaktortyps diskutieren, ist
eine kurze Ubersicht der ,,idealisierten* Typen angebracht.
Fiir drei Typen ,,idealer* Reaktoren - fiir Chargenbetrieb,
mit idealer Durchmischung (z. B. Rithrreaktor mit kontinu-
ierlichem DurchfluB) und mit idealer Strémung (Kolben-
stromreaktor, z. B. Festbettreaktor fiir kontinuierlichen Be-
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trieb) (Fig. 14)**! - sind Gleichungen entwickelt worden,
die das Verhalten wiedergeben.

Ausgangs-
stoffe

Produkt

I
t
1
|
|

! immobilisiertes

o | Biomaterial

|
f
|
Ausgangs- }
stoffe pu—

Fig. 14. Idealisierte Reaktoren: a) Rihrreaktor fiir Chargenbetrieb, b) Riihr-
reaktor mit kontinuierlichem Durchflu8, ¢) Festbettreaktor.

Ein vierter Typ, der allgemein als Hybrid der beiden
letztgenannten Typen angesehen wird, ist der Fliefbettre-
aktor (Fig. 15a). Die Strdmungsverhiltnisse lassen sich al-
lerdings nicht leicht beschreiben.

immobilisiertes
Biomaterial

o

b)

Fig. 15. a) FlieBbettreaktor, A: expandierte Schicht, B: nicht fluidisierte
Schicht; b) Differential-Schlaufenreaktor.

Fiir die ersten Experimente™*~**! wurde ein wirkungsvol-
ler?! Differential-Schlaufenreaktor benutzt (Fig. 15b), in
welchem ein Festbett aus immobilisiertem Biomaterial mit
einem gut durchmischten Reservoir der Ausgangsstoffe
und des Produkts kombiniert ist.

Wenn man vereinfachend voraussetzt, daB ein spezieller
Reaktor mit immobilisiertem Biomaterial dhnlich wie ein
idealer Reaktor arbeitet, kann man anhand der Stoffbilanz
und der Kinetik des Systems Gleichungen fiir diesen Reak-
tor aufstellen. Das FlieBverhalten eines realen Reaktors
1aBt sich analysieren, indem eine nicht reagierende Sub-
stanz in den Reaktor injiziert und deren Konzentration
nach Verlassen des Reaktors als Funktion der Zeit gemes-
sen wirdP% 1,

Reaktor-Gleichungen!’-'¢52 die sich auf reale Systeme
mit immobilisiertem Biomaterial anwenden lassen, gehd-
ren zu den wichtigsten Informationen. Diese Gleichungen
ermdglichen es unter anderem, die Aktivitdt des Biomateri-
als im Reaktor zu jedem gewiinschten Zeitpunkt abzu-
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schitzen. Gl. (6) gilt z. B. fiir ein System mit idealer Stro-
mung und Produktinhibition, wie sie bei der Hydrolyse
von Lactose durch immobilisierte Lactose beobachtet
wird:

kE

Fo So(l =Ko/ K)X — X)) = (Kin+ K SUK ) In[(1 - X )/(1 - X))} (6)

3.4.1. Auswahl des Reaktortyps

Von einem Reaktor mit immobilisiertem Biomaterial
moéchte man nattirlich die héchste Aktivitdt pro Volumenein-
heit des Reaktors (und damit die niedrigsten Kosten) fiir
die ldngstmaégliche Zeit haben. Zu den Hauptvorteilen des
immobilisierten Biomaterials gehort die Wiederverwend-
barkeit. Demnach ist im Prinzip jedes ,,geschlossene*!'”
System ,,akzeptabel*, in welchem das Biomaterial wieder-
verwendet werden kann, und zwar mit ,akzeptablem*
Ausmaf} an Substratumwandlung iiber eine ,,akzeptable‘
Zeit. Die Auswahl des Reaktortyps wird unter anderem
von folgenden Faktoren beeinflufit:

1) Art des Trigers

2) Art des Substrats

3) Kinetik der Reaktion

4) Konstruktions- und Betriebskosten des Reaktors

5) Leichtigkeit der MafBstabsvergré8erung

6) Methode zur Regenerierung oder zum Ersatz des immo-
bilisierten Biomaterials

7) Stabilitdt im Betrieb und verfahrenstechnische Anforde-
rungen

8) Aktivitit pro Volumeneinheit oder erforderliche Pro-
duktivitit

Verfahrenstechnische Aspekte sollten natiirlich die Aus-
wahl des Reaktors beeinflussen. Wenn der pH-Wert oder
die Konzentration von geldstem Sauerstoff eingestellt wer-
den miissen, ist ein Reaktor mit guter Durchmischung vor-
zuziehen, denn es ist dort méglich, Sduren oder Basen bzw.
Gase direkt einzufithren. Bei einem Schlaufenreaktor mit
Festbett konnen Sidure-, Base- und Gasgehalt extern kon-
trolliert werden. Bei Festbettreaktoren ist eine Kompres-
sion der Fiillung bei hohem Durchsatz zu befiirchten. Phy-
sikalische Zerstorung oder Auflésung des Trigers und/
oder des Biomaterials konnen bei allen Reaktortypen auf-
treten.

Sehr wesentlich bei allen Reaktorsystemen mit immobi-
lisiertem Biomaterial ist die Verhiitung von mikrobieller
Kontamination. Steriles Arbeiten erfordert nicht nur viele
Vorsichtsmafinahmen wihrend des Betriebs, sondern auch
die Sterilisierung samtlicher Systeme. Will man im Auto-
klaven sterilisieren, miissen alle Komponenten des Sy-
stems 15 min bis mehrere Stunden gegen Dampf von
121 °C bestidndig sein. Wenn steriles Arbeiten nicht prakti-
kabel erscheint, muBl man versuchen, die mikrobielle Kon-
tamination moglichst zu unterdriicken.

Auch wenn Verallgemeinerungen gefihrlich sein kon-
nen, sollen die Eigenschaften einiger Reaktortypen (Ta-
belle 2) kommentiert werden. Die (gegebenenfalls modifi-
zierte) Michaelis-Menten-Gleichung ermoglicht es zusam-
men mit der Stoffbilanz, das Volumen eines Festbettreak-
tors fiir das gewiinschte Ausmaf} an Substratumwandlung
abzuschitzen. Die Michaelis-Menten-Gleichung legt nahe,
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Tabelle 2. Reaktortypen und -eigenschaften [11-16, 53].

Typ Eigenschaften

Rihrreaktor fur
Chargenbetrieb
(Fig. 14a)

Bequem aufzustellen und leicht zu handhaben. Wir-
kungsvoller als ein Rihrreaktor mit kontinuierlichem
DurchfluB (Fig. 14b), wenn die Reaktionsordnung
groBer als Null ist.

Festbettereaktor fir Leicht zu handhaben und bei Systemen mit Reaktions-
kontinuierlichen ordnungen groBer als Null bei Produktinhibierung
Betrieb vorzuzichen. Das Triagermaterial sollte mechanisch
(Fig. 14c) bestindig sein. GroBe Trigerpartikeln kdnnen Pro-
bleme beim Stofftransport verursachen. bei kleinen
kann der Druck abfallen.

Eingespeistes Material darf grobere Teilchen enthal-
ten; gut durchmischte Systeme sind bei Produktinhi-
bierung vorzuziehen. Probleme beim Stofftransport
lassen sich umgehen. Das Trigermaterial sollte abrieb-
fest sein; MaBstabsvergréferung wurde nur wenig un-
tersucht.

Festbett- oder Verhdlt sich bei langsamem oder ohne Kreislauf wie
FlieBbettreaktor mit ein Kolbenstrom- und bei schnellem Kreislauf wie ein
Schiaufenbetrieb Riihrreaktor mit kontinuierlichem DurchfluB.

(vgl. Fig. 15b)

FlieBbettreaktor,
gut durchmischt
(Fig. 15a)

fiir nicht all zu stark abweichende Systeme bei so hohen
Substratkonzentrationen zu arbeiten, wie es mit X, verein-
bar ist. Dies ist bei idealer Stromung (Kolbenstromung)
der Fall. In gut durchmischten Reaktoren wird die Sub-
stratkonzentration dagegen wegen des Riihrens verringert.
Nach quantitativen Untersuchungen ist das Arbeiten unter
idealer Stromung besser als das unter guter Durchmi-
schung, wenn hohe Substratumwandlung angestrebt
wird!''-'34 Bei Produktinhibierung ist der Kolbenstrom-
reaktor sogar noch erfolgversprechender. Bei gegebener
Substratkonzentration sollte er mit h6herem Wirkungsgrad
arbeiten als ein Riihrreaktor. Bei starker Substratinhibie-
rung ist jedoch der Riithrreaktor vorzuziehen, da die Sub-
stratkonzentration durch das Vermischen erniedrigt wird.

Im Prinzip lassen sich mit dem Fliefibettreaktor einige
der Probleme losen, die bei den obengenannten Reaktoren
auftreten. Es kénnen kleinere Partikeln und Triger mit ho-
hem Anteil an Biomaterial verwendet werden. Ein Flief3-
bettreaktor 148t sich mit ,idealer Strdmung* betreiben.
Der Druckabfall bei dhnlicher DurchfluBgeschwindigkeit
kann im FlieBbettreaktor wesentlich kleiner als im Festbett-
reaktor sein!®*35,

Friher wurde immobilisiertes Biomaterial kaum in
FlieBbettreaktoren umgesetzt. Unsicherheiten bei der
MafBstabsvergroflerung und die Schwierigkeit, brauchbare
Gleichungen fiir das Reaktorverhalten zu entwickeln!®,
mogen zu dieser Abneigung beigetragen haben. Untersu-
chungen an FlieBbettreaktoren im halbtechnischen MaB-
stab sind vor einiger Zeit von Coughlin et al. fir die Hy-
drolyse von Lactose”” und Stirke®®, von Tsao et al. fiir
die Isomerisierung von Glucose!*® und von Emery und
Cardos fiir die Hydrolyse loslicher Starke'®'! durchgefiihrt
worden.

Zu den bekannten Anwendungen von Festbettsystemen
mit idealer Stromung zdhlt die Herstellung von ,High
Fructose Corn Syrup* oder Isoglucose (HFCS bzw. IGS)
bei der Clinton Corn Processing und den Corn Products
International in den USA und bei Novo Industri A/S in
Dinemark sowie die Aminosidureproduktion bei Tanabe
Seiyaku Co. in Japan. Vor allem wegen betrieblicher Erfor-
dernisse wie genauer pH-Kontrolle wurden gut durch-
mischte Reaktoren bei Beecham Pharmaceuticals, Squibb
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und Astra fiir die kommerzielle Acylierung von Benzylpe-
nicillin durch immobilisierte Penicillin-Acylase genutzt®,
Bei Snamprogetti (Italien) werden Lactase und Penicillin-
Acylase, in Cellulosetriacetat-Fasern eingeschlossen, so-
wohl in gut durchmischten als auch in ideal durchstromten
Reaktoren verwendet!®®. Die kommerziellen Festbettreak-
toren diirften 1-9 m® Inhalt und Bettdurchmesser unter 1.5
m haben!®®; der Durchmesser des Trigermaterials solite
0.2 bis 4 mm betragen (siehe dazu Fig. 7 und 8).

Zu anderen interessanten Reaktortypen, die noch nicht
kommerziell angewendet werden, zihlen Reaktoren mit
schlauchformigen oder zusammengerollten Membra-
nen!'*®", anorganische Triger in Einkristallform(®? sowie
magnetisierbare Trigerteilchen!®*%%, Spiralférmig zusam-
mengerollte Membranen bieten hohe Oberflichen pro Vo-
lumeneinheit und damit guten Kontakt zwischen Substrat
und Biomaterial. Bei magnetisierbaren Partikeln lassen
sich Biomaterialverluste im FlieBbett weitgehend unter-
driicken. Vielversprechend ist auch eine Entwicklung in
Japan'®: Auf Polyvinylalkohol-Fasern immobilisiertes
Biomaterial hat eine sehr hohe Oberfliche pro Volumen-
einheit.

3.5. Stabilitit unter Betriebsbedingungen

Einer der kritischen Parameter bei der Entwicklung von
Systemen mit immobilisiertem Biomaterial ist dessen Sta-
bilitdt unter Betriebsbedingungen (Fig. 16); davon zu un-
terscheiden ist die Lagerungsbestiandigkeit. Die Stabilitat
unter Betriebsbedingungen wird gewohnlich als Halb-
wertszeit angegeben. Die héufigsten Griinde fiir die Ab-
nahme der Aktivitit sind in Tabelle 3 zusammengestellt.
Zu Vergleichszwecken kann man den Befund nutzen, daB
immobilisiertes Biomaterial hiufig nach einem Exponenti-
algesetz zerfillt. Oft wird zu Anfang ein Abfall der Aktivi-

Aktivitat {%] —=

Fig. 16. Stabilitdt von immobilisierter Aminoacylase im Betrieb bei relativ
hoher Substratkonzentration (0.6 mol/L Acetyl-DL-methionin) als Funktion
der Zeit. @ — @ : Tannin-aminohexylcellulose-Triager; O —O: DEAE-Se-
phadex-Triger (nach [94)).

Tabelle 3. Faktoren, die den stabilen Betrieb von Systemen mit immobilisier-
tem Biomaterial maglicherweise beeintrichtigen.

Mikrobielles Wachstum

Resorption oder Auslaugen

Inaktivierung durch Metallspuren oder inhibierend wirkende Stoffe im Aus-
gangsmaterial

Beschichtung der Partikeln oder Membranen mit Proteinen oder anderen
Fremdsubstanzen

Thermische Denaturierung

Mangeinde physikalische Stabilitit des Tragermaterials

Temperatur- und pH-Anderungen

tat aufgrund des Auswaschens von schwach gebundenem
Biomaterial oder ein Anstieg aufgrund einer Aktivierung
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durch einen Bestandteil des Ausgangsmaterials beobach-
tet.

Pitcher'®® hob hervor, daB der stabile Betrieb immer un-
ter moglichst praxisnahen Bedingungen untersucht werden
muB. Die Halbwertszeiten liegen zwischen zwei und iber
100 Tagen (immobilisierte Lactase!®®),

3.6. Produktionskosten und -strategien

In der Industrie interessieren vor allem die Kosten pro
Einheit des Produkts, wenn die wesentlichen technischen
Fragen beantwortet sind. Tabelle 4 gibt einen Anhalts-
punkt zur vorldufigen Abschitzung der Kosten. Bisher
wurden nur wenige Kostenberechnungen veroffentlicht,
z. B. fiir Lactase'®”), Glucoamylase!®®°* und Penicillin-
Amidase!"®". Aus Berechnungen fiir die Aminosédurepro-
duktion bei der Tanabe Seiyaku Co.*” gehen betrichtliche
Einsparungen durch den Gebrauch immobilisierter Bioma-
terialien hervor.

Tabelle 4. Zur Abschitzung der Kosten von Systemen mit immobilisiertem
Biomaterial.

Rohstoffe einschlieBlich des Ausgangsmaterials

Vorbehandlung des Ausgangsmaterials, falls nétig

Immobilisiertes Biomaterial
Triger
Erforderliche Menge an Biomaterial je nach Effektivitdt des Immobilisie-
rungsschritts
Material fiir den Immobilisierungsschritt
Ersatz oder Regeneration von Biomaterial je nach Stabilit4t der Betriebs-
weise

Herstellung des Produkts

Personal- und Instandhaltungskosten

Abschreibung, Steuern, Versicherungen

Bei der Entwicklung von Systemen mit immobilisierten
Biomaterialien erkennt man moglicherweise, daB das Sy-
stem unterhalb einer gewissen Halbwertszeit nicht attraktiv
ist. Man sollte die Produktivitat pro Halbwertszeit abschit-
zen und dabei die tatsichliche Aktivitit des Biomaterials
beriicksichtigen. Wenn man die Anfangsaktivitit pro Volu-
meneinheit des Reaktors nennenswert erhéhen kann, ist
eine kiirzere Halbwertszeit moglicherweise tragbar. Eine
Verdoppelung der Anfangsaktivitit fithrt nicht notwendi-
gerweise zu doppelter Produktivitit des Reaktors”’®* und
kann sogar das Problem des Druckabfalls vergréBern!'l,

Die Kosten kénnen durch Maximierung der Produkti-
onsgeschwindigkeit minimiert werden, selbstverstdndlich
innerhalb der Grenzen, die durch Temperatur, pH-Wert,
Qualitdt des Endprodukts, der Zahl von Halbwertszeiten,
die ein Reaktor betrieben werden kann, und der Zahl der
vorhandenen Reaktoren gegeben sind. Pitcher hat sich mit
Produktionsstrategien befaB3t!'>'>% die sich entwickeln
lassen, wenn man z. B. die Auswirkungen der Temperatur
und des Durchsatzes auf die Aktivitat und die Halbwerts-
zeit kennt (Fig. 17). Um die Qualitit des Produkts auch bei
nachlassender Aktivitit des immobilisierten Biomaterials
zu erhalten, kann man die Temperatur erh6hen und/oder
die Zufuhr des Ausgangsmaterials drosseln'®®’. Beabsich-
tigt man eine kommerzielle Anwendung eines Systems, so
muf die Verfiigbarkeit des Trdgers und des Biomaterials in
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ausreichender Menge und Qualitdt und zu akzeptablen
Preisen sichergestellt sein.

-—T1°0
55 50 45 40 35 30
T T ] T 1
|ooL
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0T K —

Fig. 17. Stabilitdt von Schweinenieren-Mutarotase, die an pordsen SiQ.-Par-
tikeln immobilisiert ist, im Betrieb als Funktion der Temperatur. In diesem
Beispiel dndert sich der Mechanismus der Aktivititsabnahme bei ca. 45 °C
(nach [70b]).

3.7. Arbeitsmedizinische Aspekte

Enzyme sind Proteine und kénnen somit Allergien her-
vorrufen. Einige Enzyme, besonders Proteasen, kdnnen
dariiber hinaus stark schiadlich wirken. Bei einem Hauttest
mit nur 0.3 ng Papain beobachtete Flinds'"* an einem aller-
gischen Patienten eine Strieme von 1 cm und eine Schwel-
lung von 3 cm Durchmesser. Ein tédlicher Asthmaanfall
ereignete sich beim Umfiillen von 1 kg Papain; das Opfer
hatte sich etwa 10 m entfernt aufgehalten!™,

Das Trigermaterial und die Chemikalien fiir die Immo-
bilisierung miissen auf Unschidlichkeit gepriift werden,
falls sie nicht schon gesetzlich zugelassen sind. Wenn eine
Anwendung im Lebensmittel- oder Arzneibereich beab-
sichtigt ist, kann diese Priifung recht aufwendig sein; unter
Umstdnden miissen Tierfiitterungsversuche durchgefiihrt
werden. In dieser Hinsicht haben Biomaterialien einen
Vorteil, die an ,,allgemein als sicher betrachteten* (,,gene-
rally recognized as safe*‘, GRAS) Substanzen adsorbiert
und dadurch immobilisiert sind. Solange ein Enzym nicht
als unschidlich angesehen werden kann"*’*, muf3 nachge-
wiesen werden, daB es nicht im Produkt enthalten ist. Ahn-
lich ist es bei mikrobieller Verunreinigung: Falls sie ein
Problem ist - und das ist fast immer der Fall - sollten nur
Biocide verwendet werden, die gesetzlich als unschidlich
fiir Menschen eingestuft sind. Es ist auch versucht worden,
das Wachstum von Mikroorganismen durch Desinfek-
tionsmittel zu unterdriicken!’®-’®, Dabei kann jedoch das
Enzym desaktiviert oder der Triger zerstort werden.

4. Anwendungen von Systemen mit
immobilisierten Biomaterialien

4.1. Einleitung

Die Anwendungen lassen sich in die folgenden drei Ge-
biete unterteilen:

1) Anwendungen, die zu Handelsprodukten gefiihrt haben
oder kurz vor der Markteinfiihrung stehen,
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2) Anwendungen, die bereits im halbtechnischen Mafistab
untersucht worden sind,

3) Anwendungen, die sich noch im Laboratoriumsstadium
befinden sowie potentielle Anwendungen.

Tabelle 5. Zusammenstellung von Firmen, die immobilisiertes Biomnaterial im
technischen MaBstab anwenden. Abkiirzungen: Pen. = Penicillin, G1=Glu-
cose-Isomerase; Gal = Galactosidase.

A. B. Astra (Pen.-Acylase)

A. E. Stanley Manufacturing Co. (GI) [a]

American Maize (Gl) [a]

Amstar Corporation (GI) [a]

Beecham (Pen.-Acylase)

CarMi (G) [a]

Zentralmolkerei Mailand (8-Gal) fa)

Clinton Corn Processing, Tochterfirma von Standard Brands (GI)
Corn Products Interhational (GI) [b]

Gist Brocades NV (Gl) {a}

Great Western Sugar Co. (a-Gal) (a, ]

H. J. Heinz Co. (GI) [a]

Imperial Chemical Industries (GI) [a]

Kyowa Hakko Co. (Fumarase)

Novo Industri, A/S (GI)

Squibb (Steroid-Dehydrogenase)

Snamprogetti (B-Gal, Pen.-Amidase, Hydantoinase)

Tanabe Seiyaku Co. (Aminoacylase, Aspartase, Fumarase, Pen.-Amidase)
Toyo Jozo Co., Ltd. (Pen.-Amidase)

[a] Mit Lizenz einer anderen Firma produziert. [b] Mit Lizenz von Corning
Glass Works produziert. [c] Mycelartige Triager mit a-Galactosidase-(Meli-
biase-)Aktivitat.

In Tabelle 5 sind die Firmen zusammengestellt, die im-
mobilisierte Biomaterialien im technischen MaBstab nut-
zen.

4.2. Produkte, die schon im Handel sind oder
vor der Markteinfiihrung stehen

4.2.1. Getreidesirup mit hohem Fructosegehali!’®7!.79-3¢l

Die hohen Zuckerpreise zu Beginn und in der Mitte der
siebziger Jahre haben die Technologie zur Herstellung von
Sirupen mit hohem Gehalt an Fructose und Glucose (,,Iso-
glucose*’, ,,High Fructose Corn Syrup* (HFCS) oder
,,High Fructose Glucose Syrup‘‘) aus Starke kraftig voran-
getrieben. Zwischenzeitlich sind diese Entwicklungen we-
gen der gesunkenen Zuckerpreise wieder zuriickgestellt
worden. Hierbei handelt es sich vielleicht um das iiberzeu-
gendste Beispiel fiir die Technologie mit immobilisierten
Biomaterialien: Das Enzym Glucose-Isomerase wandelt,
weit spezifischer als die ,,chemische* Alternative, die Al-
dose in ihr Ketoisomer um.

immobibisicrie

D-Glucose D-Fructose

Glucose-lsomerase

D-Fructose kann je nach Konzentration bis zu 1.75mal sii-
Ber als Saccharose schmecken. Die Siikraft von HFCS
1aBt sich durch Verinderung des Fructose/Glucose-Ver-
hiltnisses variieren, ohne daB der Nihrstoffgehalt beein-
fluBt wird. In Obstkonserven und Limonaden hemmt
HFCS aufgrund seines hohen osmotischen Druckes das
Wachstum von Mikroorganismen. Sirupe, die bis zu 90%
aus Fructose bestehen (bezogen auf das Trockengewicht),
sind in den USA im Handel.

Wie die zahlreichen Patentanmeldungen zeigen, bestand
an der HFCS-Technologie ein auBlerordentlich starkes in-
dustrielles Interesse®!. Die Entwicklungsarbeiten waren
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nicht nur darauf ausgerichtet, das mit Enzymen arbeitende
Verfahren zu verbessern, sondern auch intakte Zellen an-
zuwenden, die das Enzym enthalten®®. Eine andere Ver-
besserung war eine bei Novo Industri erhiltliche a-Amyla-
se. Dieses Enzym vertragt Temperaturen bis zu 105 °C, die
wihrend der ersten 5-6 min bei der Stirkeverfliissigung
herrschen.

Die 1979 in den USA produzierte HFCS-Menge wird
auf 1.6 Millionen Tonnen geschitzt'®?. In Europa wurden
1976 etwa 70000 Tonnen produziert (vgl. auch #%),

Die Immobilisierung von Glucose-Isomerase hat die
Produktionskosten fiir SiiBBstoffe aus Stirke erheblich ver-
ringert und dadurch den SiiBstoffmarkt véllig verindert.
Vorteile wie vermindertes Reaktorvolumen sowie niedri-
gere Kosten fiir die Marktanpassung der Produkte und der
Ausgangsmaterialien haben ebenso eine Rolle gespielt wie
natiirlich auch die niedrigeren Enzymkosten.

4.2.2. L-Aminosauren!®-'%

Weil L-Aminosiuren in der Medizin und als Nahrungs-
mittelzusatz verwendet werden, befaBBt sich weltweit die
GrofBindustrie mit ihrer Herstellung. In Japan allein sind
1976 L-Aminosduren fiir ungefdhr 300 Millionen Dollar
produziert worden®® 3%, Aminosiuren kénnen durch Iso-
lierung aus Proteinhydrolysaten, durch Fermentation oder
durch chemische Synthese gewonnen werden. Die Techno-
logie mit immobilisierten Biomaterialien hat die chemische
Synthese zu einem gangbaren Alternativweg gemacht. Aus
dem ,,chemisch* erhaltenen Gemisch von L- und D-Ami-
nosiduren mull die L-Form isoliert werden, da nur sie vom
Korper verwertet werden kann. Die Tanabe Seiyaku Co.
verwendet seit 1969 immobilisierte Aminoacylase fiir die-
sen Schritt. Vermutlich war dies die erste industrielle An-
wendung von immobilisierten Enzymen iiberhaupt. In ei-
nem kontinuierlichen, automatisch gesteuerten ProzeB
wird die Mischung von L- und D-Aminosiure acyliert und
danach mit einer immobilisierten Aminoacylase behandelt.
Man erhilt die gewiinschte L-Aminosiure und unverén-
derte N-Acyl-D-aminosdure, die aufgrund von Lgslich-
keitsunterschieden voneinander getrennt werden kénnen.
Die acylierte D-Form wird racemisiert und wiederverwen-
det.

Die Tanabe Seiyaku Co. hat Aminosiuren wie Methio-
nin, Phenylalanin, Alanin, Tryptophan und Valin im tech-
nischen MabBstab produziert. Die Herstellung anderer
Aminosduren wie L-Dopa, Phenylglycin und Hydroxyphe-
nylglycin soll geplant sein. Die Ergebnisse groB3 angelegter
Entwicklungsarbeiten am System mit immobilisierter Ami-
noacylase sind von Chibata et al.”*** zysammengestellt
worden.

Bei diesem System wird eine Aminoacylase aus Aspergil-
lus oryzae in einem Festbettreaktor verwendet, die durch
Ionenbindung an DEAE-Sephadexgel immobilisiert ist.
DEAE-Sephadex erwies sich als mindestens sieben Jahre
stabil.

Die Anwendung von immobilisierter Aminoacylase
kann noch zusitzliche wirtschaftliche Vorteile bringen'™?,
Studien im LaboratoriumsmaBstab bei Tanabe Seiyaku ha-
ben gezeigt, dal man mit einer dreimal héheren Substanz-
konzentration arbeiten kann, wenn man das Enzym durch
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Adsorption an Tannin, das kovalent an Aminohexylcellu-
lose gebunden ist, immobilisiert (vgl. Fig. 16).

Der Snamprogetti S.P.A. ist es gelungen, mit immobili-
sierter Aminoacylase L-Tryptophan in einer halbtechni-
schen Anlage zu produzieren®, In ihrem Schlaufenreak-
tor fiir Chargenbetrieb wird ein Enzym verwendet, das in
Cellulosetriacetat-Fasern eingeschlossen ist. Snamprogetti
hat mit einem dhnlich eingeschlossenen Enzym aus Kalbs-
leber auch D-Aminosduren aus Hydantoinen herge-
stellt®]

Fiir die Produktion von L-Asparaginsdure ist es nach Ta-
nabe Seiyaku vorteilhafter, intakte Zellen in immobilisier-
ter Form anzuwenden als isolierte Aspartase. In dem seit
1973 kommerziell genutzten Prozef3 katalysiert die Aspar-
tase-Aktivitit von Escherichia-coli-Zellen, die in ein Poly-
acrylamidgel eingeschlossen sind, die Bilduhg von L-Aspa-
raginsiure aus Ammoniumfumarat®®’,

Aspartase in immobi-

Fumarsdure + Ammoniak L-Asparaginsiure

lisierten E.-coli-Zellen

Es ist eine spezielle Eigenschaft der Technologie mit im-
mobilisierten Biomaterialien, daB die Aktivitit des Bioma-
terials stark erhéht und erniedrigt werden kann. Bei den
eingeschlossenen Zellen nimmt die Aktivitat um eine Gro-
lenordnung zu, und zwar von 130-180 auf 1200-1700 mol
pro h und mL Gel, wenn die Zellen 24-28 h bei 37 °C mit
dem Substrat und Magnesium-Ionen inkubiert werden.
Dieses System ist bei Verwendung eines 1000-L-Festbettre-
aktors sehr stabil, und zwar 120 d bei 37 °C. Die Produkt-
ausbeute liegt bei 90-95%. Die Reaktion ist exotherm, so
daB eine Vorrichtung zur Wiarmeabfuhr erforderlich ist.

Bei einem verbesserten Verfahren fiir die L-Asparagin-
sdure-Produktion mit immobilisierten E.-coli-Zellen dient
Carrageen als Triger®. Dieses Polysaccharid wird
manchmal als gelbildendes Additiv in Nahrungsmitteln
verwendet. Die Zellen werden zunichst im Gel einge-
schlossen und dann mit Glutaraldehyd und Hexamethy-
lendiamin vernetzt. Fiir eine Sdule im LaboratoriumsmaB-
stab war eine Halbwertszeit von 686 Tagen vorgesehen; die
Stabilitit nach MafBstabsvergréBerung bleibt noch zu un-
tersuchen.

Die Herstellung von zwei Aminos4ure-Derivaten, L-Ci-
trullin®® und Glutathion!'*”, wurde auch bei Tanabe Sei-
yaku untersucht. Fir die Glutathion-Produktion werden
eingeschlossene Saccharomyces-cerevisiae-Zellen verwen-
det, der Cofaktor ATP wird kontinuierlich regeneriert. Zur
kontinuierlichen Gewinnung von L-Citrullin aus L-Arginin
werden in Polyacrylamidgel eingeschlossene Pseudomonas-
putida-Zellen in einem Festbettreaktor benutzt. Im Labo-
ratoriumsreaktor hatte L-Arginin-Desaminase eine Halb-
wertszeit von 140 d bei 37 °C. Das Temperaturoptimum
soll sich von 37 nach 55°C verschieben; dieser Befund
kann indessen auch auf die Bedingungen der Aktivitats-
prifung zurickgehen.

4.2.3. 6-Aminopenicillansédure

Ein anderes Anwendungsgebiet fiir immobilisierte Bio-
materialien ist die Produktion von halbsynthetischen Peni-
cillinen. Eine wichtige Zwischenstufe, 6-Aminopenicillan-
sdure (6-APA), wurde technisch oder wenigstens im halb-
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technischen MaBstab in Italien!'"", Japan!'">'"% Schwe-
den!"® England und in den USA hergestellt.

immobilisierte

Benzylpenicillin 6-APA + Phenylessigsdure

Penicillin-Acylase

Die Stabilitit des Enzyms Penicillin-Acylase oder
-Amidase wird durch die Immobilisierung bedeutend er-
hoht. Das industrielle Interesse an dieser Technologie ist
in diesem Fall auch durch die gr6Bere Reinheit des Pro-
dukts zu erkliren.

An Sephadex G-200 kovalent gebundene Penicillin-Acy-
lase wird seit 1973 bei A.B. Astra (Schweden) benutzt. Ko-
valente Bindung an Amberlite-Perlen verwendet der
Beecham-ProzeB. Diese beiden Firmen sowie Squibb ar-
beiten mit Riihrkesseln im Chargenbetrieb, hauptsichlich
weil Alkali fiir die pH-Einstellung hinzugegeben werden
mufl. Wenn die Zugabe nicht sorgfiltig gesteuert wird,
kann das Enzym durch das Alkali denaturiert werden!'%%.

4.2.4. Andere organische Verbindungen

Fiir die Herstellung organischer Verbindungen wie L-
Apfelsaure und Urocaninsiure (Imidazolacrylsiure) hat
man sich in Japan die Technologie der immobilisierten
Biomaterialien zunutze gemacht!®1°%-1% | _Apfelsiure
wird fiir intravenose Infusionen und zur Behandlung von
Leberleiden wie Hyperammondmie gebracht, Urocanin-
sdure ist ein Sonnenschutzmittel.

Fumarase in immobilisiertem

-+ L-Apfelsdure

Fumarsiure

h

rerivm

L-Histidin-Ammoniak-Lyase in

L-Histidin

tem Ach bacter liquid

Urocaninsiure + Ammoniak

Die Untersuchungen bei Tanabe Seiyaku zeigen ein Pro-
blem auf, das nur ganze Zellen, nicht aber das isolierte
Biomaterial betrifft. Immobilisierte ganze Zellen haben oft
eine andere Bioaktivitit als gewiinscht. So bildeten die im-
mobilisierten B.-ammoniagenes-Zellen neben Apfelsiure
auch Bernsteinsdure. Gliicklicherweise wurde entdeckt,
daB man nicht nur die Entstehung von Bernsteinsdure un-
terbinden, sondern die Fumarase-Aktivitit um den Faktor
6-7 steigern kann, wenn man die in Polyacrylamidgel ein-
geschlossenen Zellen in einer Substratlosung suspendiert,
die oberflichenaktive Stoffe wie Desoxycholsdure oder
Gallensdure enthilt.

Ahnliches gilt auch fiir die Herstellung von Urocanin-
sdure: Die A.-liquidum-Zellen hatten auch eine uner-
wiinschte Urocanase-Aktivitit, welche die gebildete Uro-
caninsiure zur Oxoimidazolpropionsidure umsetzte. In die-
sem Fall konnte man durch 30 min Erhitzen der Zellen auf
70 °C die Urocanase-Aktivitdt zerstoren.

Auch Metallionen beeinflussen die Stabilitit immobili-
sierter Biomaterialien (siche auch Abschnitt 4.2.2). Wird
Mg?* (1 mmol/L) mit eingeschlossen, so verbessert sich
die Halbwertszeit beim A.-liquidum-System auf schat-
zungsweise 6 Monate - ohne Mg?* betrigt sie nur 15
Tage!'*.

4.2.5. Hydrolyse von Molke- und Milchlactose

Die Technologie der immobilisierten Biomaterialien
weist der Molkereiindustrie moglicherweise einen Weg,
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das Problem der Molkeverwertung zu lésen. Nach Schit-
zungen werden weltweit jahrlich nahezu 35 Millionen Ton-
nen Molke produziert. Von der siiBen Molke, die der Hart-
kédse-Herstellung entstammt, wird gegenwirtig ein grofer
Teil getrocknet und Futter- oder Lebensmitteln zugesetzt.
Die Verwertung von saurer Molke, einem Nebenprodukt
bei der Herstellung von Weichkise wie Hiittenkise, ist da-
gegen wegen des S#uregehalts ein Problem. Die Moilke
wird in den USA und Kanada zu ca. 60%, in Frankreich
und der UdSSR zu ca. 75%, in Danemark und Holland zu
ca. 95% verwendet!''®). Der Rest muf} getrocknet oder kon-
zentriert werden, da Molke wegen des hohen biochemi-
schen Sauerstoffbedarfs (BSB) nicht direkt in die Fliisse
geleitet werden darf. Die steigenden Energiekosten geben
einen Anreiz, nach profitableren Moglichkeiten fiir die
Veredelung der Molke zu suchen.

Molke enthilt 4.5-5% Lactose, 0.5-0.8% Protein und
etwa 0.7% Salze. Wie Tabelle 6 zeigt, wire das bei der Ul-
trafiltration erhaltene Permeat erheblich siiBer, wenn die
Lactose hydrolysiert werden kénnte. Dazu eignen sich im-
mobilisiertes Biomaterial sowie ein katalytisch wirkendes
Harz!"'?, Andere Alternativen sind die Vergarung zu Alko-
hol und Methan!''%! und die Kristallisation der Lactose

vor der Proteingewinnung!''°",

Tabelle 6. Vergleich der SiiBkraft einiger Zucker in 10% wifiriger Losung
[11).

Zucker Relative SiiBlkraft
Saccharose 100
Lactose 40
Glucose 75
Galactose 70

Immobilisierte Lactase (B-Galactosidase) hydrolysiert
Lactose zu Glucose und Galactose; hierdurch werden Los-
lichkeit und SiiBBkraft verbessert. Die hydrolysierte Molke
kann wegen ihrer siiBenden Eigenschaften und ihres Nahr-
wertes fiir Molkereiprodukte sowie als Substrat zur Her-
stellung von Bickerhefe!''°? verwendet werden. Figur 18
zeigt schematisch ein Verfahren, das von den Corning
Glass Works angeboten wird.

Protein-
konzentrat

t

Permeat Entmine - Lactose—| Glucose und
ralisierung Hydrolyse [ Galactose

Molke —=

Ultrafiltration

Fig. 18. Schema fiir die Molke-Verwertung. Das Protein wird durch Ultrafil-
tration gewonnen, und durch Hydrolyse des entmineralisierten Filtrats mit
immobilisierter B-Galactosidase wird ein SiiBstoff hergestellt.

Die Entmineralisierung des Permeats iiber Ionenaustau-
scher oder Elektrodialyse vermindert den ,,Salz*‘-Charak-
ter des hydrolysierten Sirups. Zum System gehért ein Fest-
bettreaktor mit Fliefrichtung von oben nach unten. Die
verwendete Pilz-Lactase wird an 30/45-mesh-SiO,-Perlen
mit eingestellter PorengréBe gebunden (Silan-Glutaralde-
hyd-Technik in waBriger Losung). Die Entwicklung eines
FlieBbettreaktors fiir den halbtechnischen MaBstab gelang
Coughlin et al.l'""'" (Lehigh University). Die Entwick-
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lungsarbeiten von Corning Glass Works und anderen
Gruppen iber die Hydrolyse von Molke-Lactose sind in
167.77.113-119] yerpffentlicht.

Ein verwandtes Problem ist die Hydrolyse von Milch-
Lactose fiir Menschen mit Lactase-Mangel. Die Zentral-
molkerei von Mailand betreibt eine Anlage fir die Hydro-
lyse von Lactose in Magermilch nach dem Snamprogetti-
Verfahren mit einer Tageskapazitit von 10 Ton-
nen!’® 1201211 Dag Enzym, eine Hefe-Lactase, ist in Cellulo-
setriacetat-Stapelfasern eingeschlossen, die sich in einer
ummantelten Sdule befinden. Die Fasern werden zuerst
mit sterilem Puffer gewaschen. Danach wird sterile Mager-
milch chargenweise umgewilzt, um die Lactose zu hydro-
lysieren. Das Produkt ,latte accadi*‘ soll angenehm siif3
schmecken.

4.2.6. Analytische Anwendungen

Es gibt viele analytische Anwendungen fiir immobili-
sierte Biomaterialien!'?*'?%, Hier sollen nur die Beispiele
erwihnt werden, die sich mit Erfolg kommerzialisieren lie-
Ben. Glucose-Analysatoren, die mit immobilisierten Bio-
materialien arbeiten, werden von Yellow Springs Instru-
ments (YSI), Technicon Instruments, Leeds and Northrup
Co. sowie von Radiometer Instruments auf den Markt ge-
bracht. Ein Gerit fiir die Analyse von Harnstoff-Stickstoff
im Blut, das mit immobilisierter Urease arbeitet, wurde
von Owens-Illinois entwickelt!*"l,

Das YSI-Gerit!'**'?" kann je nach Enzym fiir eine Fiille
von Analysen benutzt werden. Zur Bestimmung von Glu-
cose beispielsweise wird H,0, mit Glucose-Oxidase er-
zeugt, die durch Reaktion mit Glutaraldehyd immobilisiert
wurde.

immobilisierie

B-D-Glucose + O, H,0, + D-Glucono-A-lacton

Glucose-Oxidise

Der Stromfluf} ist der H,0,-Konzentration proportional.
Saccharose kann mit Invertase, Mutarotase und Glucose-
Oxidase bestimmt werden, die an einer Membran immobi-
lisiert sind und gemeinsam H,0, aus Saccharose produzie-
ren. Fiir Lactose wird an einer Membran immobilisierte
Galactose-Oxidase benutzt.

Die Membran mit dem Enzym oder den Enzymen ist
zwischen einer Celluloseacetat-Membran und einer Poly-
carbonat-Membran angeordnet. Die Celluloseacetat-Mem-
bran 146t H,0, passieren, hilt aber alle Reduktionsmittel
zuriick; die Polycarbonat-Membran schlieBt unerwiinschte
Zellen oder Enzyme aus (Fig. 19).

= _ C

Prabe + Puffer
tpH 7.3)

Fig. 19. Schema eines Gerits zur Bestimmung von Zuckern mit immobilisier-
ten Enzymen (Yellow Spring Instruments). A: Celluloseacetatmembran, mo-
lekulare Ausschlufigrenze 100; B: Membran mit immobilisiertem(n) En-
zym(en); C: Polycarbonatmembran, 5 um stark, Porendurchmesser 0.03
um.
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4.3, Herstellung von Glucose aus verfliissigter Stiirke

Eine Herausforderung fiir die Technologie der immobi-
lisierten Biomaterialien ist die Verzuckerung von Stirke.
Theoretisch kénnte immobilisierte Glucoamylase (Amylo-
Glucosidase) im HFCS-ProzeB zur Produktion von Getrei-
desirup (vgl. Abschnitt 4.2.1) oder zur Herstellung alkoho-
lischer Getrinke verwendet werden. In der Praxis wird /és-
liche Glucoamylase fiir diese Prozesse benutzt. lhr Absatz
belduft sich in den USA!'?®! auf ca. 14 Millionen Dollar, in
Japan auf ca. 4 Millionen Dollar. Die erste halbtechnische
Anlage!'?® mit immobilisierter Glucoamylase ging von ei-
nem Festbettverfahren aus, die anderen beiden!®'-** arbei-
teten nach der FlieBbettmethode. Dies ist insofern begrii-
Benswert, als Kinetik und Verhalten eines FlieBbettsystems
mit immobilisierten Biomaterialien im halbtechnischen
MafBstab untersucht wurden. Im folgenden sind einige der
Hauptgriinde angefiihrt, die der kommerziellen Entwick-
lung dieser Technologie entgegenstehen:

1) Stabilitdt im Betrieb: Das Wachstum von Mikroorga-
nismen ist in Systemen mit immobilisierter Glucoamylase
ein grofles Problem, denn im Temperaturbereich der stabi-
len enzymatischen Aktivitit (40-45 °C) werden auch kon-
taminierende Mikroorganismen begiinstigt. Kontinuierli-
ches und steriles Arbeiten ist im BetriebsmafBstab recht
schwierig aufrechtzuerhalten. Eine thermophile Gluco-
amylase konnte das Problem losen.

2) Kosten: Die Kosten pro Gewichtseinheit immobili-
sierter Glucoamylase miiBten unrealistisch niedrig sein,
wenn sie das derzeit verwendete, preisgiinstige 16sliche En-
zym ersetzen sollte!*®,

3) Qualitdt: Ein kommerziell angewendetes System mit
immobilisierter Glucoamylase miiBte ein ebenso gutes Pro-
dukt wie das Verfahren mit dem l6slichen Enzym liefern.
Die dafiir wiinschenswerte Gréflenordnung der Betriebs-
anlage ist jedoch beim kontinuierlichen Arbeiten mit im-
mobilisierten Biomaterialien schwierig zu erreichen.

Die Einfiithrung eines solchen Systems in die Technik
lieBe sich somit nur in Ausnahmefillen rechtfertigen, z. B.
wenn das losliche Enzym nach Gebrauch (aus Produkten
wie Diitbier) entfernt werden muB.

5. Zusammenfassung und Ausblick

Der anfdngliche Enthusiasmus fir die immobilisierten
Biomaterialien in den sechziger Jahren war vielleicht etwas
iibertrieben. Wenn man allerdings die vielen Anwendungs-
moglichkeiten betrachtet, die im Laboratorium erforscht
wurden, und das anhaltende Interesse an dieser Technolo-
gie beriicksichtigt, kann man fiir die praktische Verwen-
dung ein langsames, aber stetes Wachstum vorhersagen.
Diese Moglichkeiten fassen wir im folgenden sehr kurz zu-
sammen.

Zunichst sei das enorme Potential erwdhnt, das diese
Technologie fiir die Nutzung der sich erneuernden Res-
sourcen bietet (Tabelle 7). Die enzymatische Hydrolyse
von Cellulose wurde eingehend bearbeitet. Cellulose kann
sowohl als Trager als auch als Substrat fiir die Cellulasen
angesehen werden, weil sie mit den Enzymen einen festen
Komplex bildet. Zusitzliche Arbeiten auf dem Gebiet nih-
ren die Hoffnung, Kraftstoffe und Chemikalien aus Holz-
abfillen gewinnen zu konnen.
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In zukiinftigen Systemen wird man héchstwahrschein-
lich die Vorteile der Co-Immobilisierung nutzen kénnen.

Tabelle 7. Potentielle Anwendungsgebiete immobilisierter Biomaterialien.

Nutzung sich erneuernder Ressourcen
Cofaktor-Regenerierung und -Synthese

Produktion von Maltose aus Stirke

Desinfektion von strémenden Gasen

Zerstorung von H,0, bei der Kaltsterilisation von Milch
Produktion von L-Lysin aus €-Aminocaprolactam
Koagulierung von Milch

Produktion von Cyclodextrin aus Stirke
Aromaverbesserung von ultrahocherhitzter (UHT-)Milch
Umwandlungen von Steroiden

Miillverwertung

Die Co-Immobilisierung von zwei oder mehr Biomateria-
lien ist wegen der moglichen synergistischen Effekte au-
Berordentlich vielversprechend. Diese Synergie kann sich
vielfiltig bemerkbar machen, z. B. durch Konsekutivreak-
tionen, Schutz vor Inhibitoren, h6here Reaktionsgeschwin-
digkeiten sowie verbesserte Sdure-, Base- und Wirmestabi-
litat.

Ein spezielles Beispiel ist der gemeinsame Einschluf3
von B-Glucosidase und Saccharomyces cerevisiae in Algi-
nat; mit dieser Kombination lassen sich Cellobiose und
Glucose im FlieBbettreaktor in Ethanol umwandelin!'*%.

Verbesserte thermische Stabilitit von Alkohol-Dehydro-
genase wurde bei der Co-Immobilisierung des Enzyms mit
dem Coenzym NAD(H) in Agarose gefunden''*'. Die
Halbwertszeit verbesserte sich von einigen Minuten auf
fast 2 h!'32),

Die gemeinsame Anwendung von immobilisierter p-
Amylase und Pullulanase hat Vorteile bei der Hydrolyse
von Stirke!??, B-Amylase baut die suBeren Ketten ab, Pul-
lulanase spaltet an den Verzweigungen, so daB jedes En-
zym die Voraussetzungen fiir das Weiterwirken des ande-
ren schafft.

Biomaterialien, die fiir Synthesen verwendet werden, be-
nétigen oft Cofaktoren wie ATP, FMN und NADP. Ehe
sich die ,,gebrauchten* teuren Cofaktoren nicht regenerie-
ren lassen, kann eine wirtschaftliche Durchfiihrung der
Synthesen nicht erwartet werden. Beispielsweise kosten 1
mol ATP bzw. NADP 1500 bis 2900 bzw. 57000 Dollar.
Mit Biomaterialien sollte es moglich sein, diese Cofakto-
ren billiger herzustellen und zu regenerieren.

Ein System mit immobilisierten Coenzymen ist nur dann
von praktischem Interesse, wenn es mehr als 1000 Redox-
cyclen iberdauert!**'?*, Im Hinblick darauf sei auf eine
neuere Arbeit!'* {iber die Immobilisierung von NADH
mit wasserloslichen Copolymeren verwiesen. Das System
unter Verwendung der Monomere 3-[4-(2,3-Epoxyprop-
oxy)butoxy]-2-hydroxypropylacrylat und N-(Methacrylyl)-
2-glucosamin tiberstand 1000 bis 2500 Cyclen. Immobili-
sierte Coenzyme und Multienzyme sind zusammenfassend
beschrieben worden!!35137.138],

L-Alanin 148t sich mit zwei Enzymen und einem Coen-
zym synthetisieren!>?, die gemeinsam in Cellulosetriace-
tat-Fasern eingeschlossen sind. Es handelt sich um Lactat-
Dehydrogenase (LDH), Alanin-Dehydrogenase (AlaDH)
und 4-(NAD *-N°®)-3-hydroxybutyryl-polyethylenimin
(NAD*-Pol). Die Ubertragung in den technischen MaR-
stab wurde nicht fiir sinnvoll gehalten.
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H

CH,CHOHCOOH + NAD®-Pol —22,
CH,COCOOH + NADH-Pol + H®

AlaDH

CH;COCOOH + NADH-Pol + NH?
CH;CH(NH,)COOH + NAD®-Pol + H,0O

CH;CHOHCOOH + NH; - CH;CH(NH,)COOH + H,0

Fermentationssysteme sind im Prinzip das AuBerste an
Co-Immobilisierung. Viele Enzyme und Coenzyme kombi-
nieren innerhalb der Zelle ihre Wirkungen, damit die Zelle
wichst oder Stoffwechselaufgaben erfiillt. Die Immobili-
sierung von Zellen ist somit ein logischer Schritt iiber die
Multienzym-Coenzym-Immobilisierung hinaus.

Die weltweit zunehmend interessierende Gentechnolo-
gie eroffnet zusiatzliche Moglichkeiten fiir die Technologie
mit immobilisierten Biomaterialien, ist aber auch eine
Konkurrenz. Auch in Zukunft sollte diese Technologie zu
analytischen und medizinischen Anwendungen fiihren, die
hier nicht abgehandelt wurden. Ein Beispiel: Mit immobi-
lisierten Biomaterialien lassen sich toxische Substanzen im
Blut entgiften und weiter umsetzen!"*® '],

Die Technologie mit immobilisierten Biomaterialien hat
ihre Kinderkrankheiten iiberwunden, wie die weltweite
kommerzielle Anwendung beweist. Zusitzliche Anwen-
dungsgebiete werden wahrscheinlich hinzukommen, doch
wird die Entwicklung vielleicht langsamer voranschreiten
als bisher.

Wir danken Dr. W. H. Pitcher, Jr., fiir seine Ermutigung
und Hilfe bei der Abfassung dieses Manuskriptes. Ms. S. A.
Harrau, Ms. F. J. Osekoski und Ms. N. L. Foster sind wir
ebenfalls fiir ihre Unterstiitzung zu Dank verpflichter.
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Grenzorbitale - ihre Bedeutung bei chemischen Reaktionen

(Nobel-Vortrag)**

Von Kenichi Fukui*

Einfiihrung

Mehr als ein Jahrtausend galt die Chemie als eine kom-
plizierte und schwer in den Griff zu bekommende Wissen-
schaft, in der Voraussagen kaum mdglich schienen. Die
Bemiihungen um wenigstens partielle Vorhersagbarkeit
brachten mit dem Erfolg der ,,Elektronen-Theorie‘* erst-
mals ein positives Ergebnis. Diese Theorie wurde haupt-
sdchlich von Erforschern der Organischen Chemie begriin-
det, genannt seien Fry, Stieglitz, Lucas, Lapworth und Sidg-
wick. Von Robinson und Ingold weiterentwickelt, wurde sie
spiterhin durch Beitrige vieler anderer Chemiker ausge-
baut!"! In der Elektronen-Theorie wird die Art der Elektro-
nenverschiebung in Molekiilen betrachtet und unter ver-
schiedenen Aspekten erortert. Hierzu bedarf es eines Kri-
teriums beziiglich der Anzahl der Elektronen, die einem
Atom oder einer Bindung in einem Molekiil prinzipiell zu-
zuordnen ist. Es war das Lewissche Konzept der gemeinsa-
men Elektronenpaare, das die Elektronen-Theorie auf eine
feste Basis gestellt hat'],

In der organisch-chemischen Theorie werden konzeptio-
nelle Begriffe wie Sdure/Base und Oxidation/Reduktion
seit langem nutzbringend verwendet. Des weiteren gibt es
Begriffe, die sich enger an das Elektronenkonzept anleh-
nen, z. B. Elektrophilie/Nucleophilie und Donor/Accep-
tor.

Es sei darauf hingewiesen, daB3 diese korrespondieren-
den Begriffspaare qualitativ in Beziehung mit der Abstu-
fung der Elektronendichte oder Elektronenladung ge-
bracht werden kénnen. In der Elektronen-Theorie werden
das statische und das dynamische Verhalten von Molekii-
len durch elektronische Effekte erklirt, die ausschlieBlich
auf der Elektronenverteilung im Molekiil beruhen.

{*} Prof. Dr. K. Fukui
Department of Hydrocarbon Chemistry, Kyoto University
Sakyo-ku, Kyoto 606 (Japan)
[**] Copyright © The Nobel Foundation 1982. - Wir danken der Nobel-Stif-
tung, Stockholm, fiir die Genehmigung zum Druck dieser Uberset-
zung.
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Die Ladungsverteilung in einem Molekiil 148t sich bis zu
einem gewissen Grad anhand des Konzepts der Elektrone-
gativitdt von Atomen und chemischer Erfahrung abschit-
zen. Begriindet, quantifiziert und abgesichert wird sie
durch physikalische Messungen sowie durch quantentheo-
retische Berechnungen.

Die Verteilung von Elektronen oder elektrischer Ladung
in einem Molekiil - das Ergebnis ist von der Betrachtungs-
weise unabhingig - wird tiblicherweise durch die Gesamt-
zahl (im allgemeinen keine ganze Zahl) der Elektronen ei-
nes jeden Atoms und jeder Bindung wiedergegeben. Dies
war infolge der realistischen Bedeutung auch fiir experi-
mentell arbeitende Chemiker akzeptabel, und sie verwen-
deten die Elektronendichte als ein fundamentales Konzept
zur Deutung verschiedener Phinomene. Besonders bei der
Planung neuer chemischer Reaktionen benutzen Forscher
hiufig Analogieschliisse, wobei sich die Elektronen-Theo-
rie als sehr fruchtbar und weitreichend erwiesen hat.

Wenn man die GroBe der Elektronendichte als Krite-
rium heranzieht, wird die elektrostatische Anziehung und
AbstoBung als Folge der Elektronenverteilung mitberiick-
sichtigt. Es erscheint daher plausibel, da8 ein elektrophiles
Reagens bei einem Substratmolekiill das Zentrum hoher
Elektronendichte angreifen wird, ein nucleophiles Reagens
hingegen das Zentrum geringer Elektronendichte. So er-
kldrten Wheland und Pauling™ die Orientierung bei der
Substitution von Benzol und seinen Verbindungen entspre-
chend diesen Vorstellungen. Analoge Interpretationen vie-
ler anderer Reaktionen folgten.

Die Frage jedoch, warum eine der einfachen, seit lan-
gem bekannten Reaktionen, namlich die elektrophile Sub-
stitution von Naphthalin, z. B. die Nitrierung, iiberwie-
gend l-substituierte Derivate ergibt, war nicht so leicht zu
beantworten. Die Tatsache, daf3 bei vielen unsubstituierten
aromatischen Kohlenwasserstoffen sowoh! das Elektrophil
als auch das Nucleophil am gleichen Zentrum reagieren,
lieB an einer Theorie der Reaktivitdt organischer Verbin-
dungen, bei der allein die Elektronendichte der ausschlag-
gebende Faktor ist, einige Zweifel aufkommen.
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