
ide aus PdCI, in Salzsaure rnit Trinatriumcitrat hergestellt 
werden. Fugt man Tetrachlorogoldsaure zu der kolloidalen 
Losung und reduziert anschliel3end rnit Hydroxylamin, so 
wird die auDere Schale aus Gold gebildet. Die Stabilisierung 
eines so hergestellten Pd/Au-Sols mit P(m-C,H,SO,Na), er- 
gibt isolierbare Kolloide. Ihre Farbe entspricht der reiner 
ligandstabilisierter Goldkolloide. Mit diesen Methoden kon- 
nen Bimetall-Kolloide leicht hergestellt und stabilisiert wer- 
den. HRTEM und EDX sind zum Nachweis des schalenfor- 
migen Aufbaus dieser Kolloide geeignet. 

Experimentelles 
Gold-Platin-Kolloide: 1600mL vollentsalztes Wasser werden in einem 2 L-Be- 
cherglas zum Sieden erhitzt. 16mL einer lproz. Losung von HAuCI, (5.00g 
Au L-') und 80mL einer 1 proz. Losung von Trinatriumcitrat werden nach und 
nach unter heftigem Riihren zugegeben. AnschlieDend wird die Losung 1 h a m  
Sieden gehalten. Man erhalt ca. 1500mL eines rubinroten Goldsols, das Teil- 
chen von 18- 19 nm Durchmesser enthalt, wie elektronenmikroskopische Un- 
tersuchungen gezeigt haben. Diese Goldkolloid-Losung wird in eine Mischung 
aus 116mL einer 1 proz. Losung von H,PtCI, (5.00g Pt L-') und lOOmL einer 
1 proz. Losung von H,NOHCI in 8 L Wasser geriihrt und anschiieknd auf 
60°C erhitzt. Im Verlaufe von 3h wird das rote Goldsol dunkelbraun (Farbe 
des Platinkolloids). Um die Partikel zu stabilisieren, werden 50mg p -  
H,NC,H,SO,Na zugesetzt. Man engt im Wasserstrahlvakuum bis zur Koagu- 
lation ein (Entfirbung der Losung). Der Niederschlag wird durch Zentrifuga- 
tion abgetrennt (5000 Umdrehungen pro Minute) und im Vakuum getrocknet. 
Gold-Palladium-Kolloide: Das Goldsol, nach der obigen Methode hergestellt, 
wird in einem 10L-Becherglas auf 8L  verdiinnt. Im Verlauf von 8h  werden 
83mL einer 0.037 molaren Losung von H,PdCI, (6.6g PdCI, und 7.5mL In  
HCI in 1L  H,O) und lOOmL einer lproz. Losung von H,NOHCI gleich- 
zeitig zugetropft. Nach 48h Riihren bei Raumtemperatur werden 2g p -  
H,NC,H,SO,Na hinzugefugt, und anschlieknd wie oben isoliert. Das Pro- 
dukt besteht aus silbergrauen Palladiumkolloiden, welche in Wasser vollstandig 
loslich sind. 
Mikroana/yse und Mikroskopie: Die Kolloide werden in Methanol dispergiert 
und auf einen durchlijcherten Kohlenstoff-Film gebracht. Die methanolfeuchte 
Probe wird anschlieknd in das Mikroskop gebracht, wo das Hochvakuum 
innerhalb des Mikroskops benutzt wird, um das Losungsmittel zu entfernen. 
Die die Kolloide stabilisierenden Liganden konnen durch den auf die beobach- 
tete Flache auftreffenden Elektronenstrahl entfernt werden. Die hochauflosen- 
de Elektronenmikroskopie wurde mit einem JEM-4000 EX-Gerat durchge- 
fiihrt, das mit einer Beschleunigungsspannung von 400 kV betrieben wurde und 
das eine strukturelle Auflosung von O.16nm erreichte. Die EDX-Analyse er- 
folgte mit einem Link-AN-10000 System, das an ein JEM-2000-FX-STEM- 
Mikroskop mit einer Strahlfokussierung von 30nm gekoppelt war. Die 
EDX-Spektren wurden rnit einer Software fur Diinnschichtanalyse (Link RTS 
2/FLS) ausgewertet. 
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Enzymatische zweistufige Synthese von N-Acetyl- 
neuraminsaure im Enzym-Membranreaktor 
Von Udo Kragl, Daniel Gygax, Oreste Ghisalba 
und Christian Wandrey* 

N-Acetylneuraminsaure (NeuSAc) 4 ist die bekannteste 
Verbindung unter den Sialinsauren, einer speziellen Klasse 

[*I Prof. Dr. C. Wandrey, Dipl.-Chem. U.Kragl 
Forschungszentrum Jiilich, Institut fur Biotechnologie 
Postfach 1913, W-5170 Jiilich 
Dr. D. Gygax, Dr. 0. Ghisalba 
Ciba Geigy AG, Zentrale Forschungslaboratorien 
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von Aminozuckern. Diese sind in endstandigen Positionen 
von Glycoproteinen und Glykolipiden zu finden, die eine 
wesentliche Rolle bei biologischen Erkennungsprozessen 
spielen", '1. Derivate von NeuSAc finden Verwendung als 
Inhibitoren von Sia l ida~en~~l .  Die mit Cytidin-5'-monophos- 
phat aktivierte Neu5Ac wird zur in-vitro-Synthese von 
Sialyloligosacchariden verwendet 14]. Da diese Substanzklas- 
sen wegen ihrer biologischen Funktion zunehmend an Inter- 
esse gewinnen, werden steigende Mengen an NeuSAc beno- 
tigt. Diese wird zur Zeit aus naturlichen Quellen isoliert, 
wodurch die Verfugbarkeit limitiert und der Preis relativ 
hoch ist. 

In den letzten Jahren wurden mehrere enzymatische Syn- 
thesen von Neu5Ac 4 ausgehend von N-Acetylmannosamin 
(ManNAc) 2 und Brenztraubensaure 3 beschrieben, wobei 
als Katalysator N-Acetylneuraminsaure-Aldolase (E.C. 
4.1.3.3) dient15]. Dabei wurde in der Regel ein sieben- bis 
zehnfacher UberschuD an 3 venvendet, um hohe Umsatze zu 
erzielen. 2 wurde durch basenkatalysierte Epimerisierung 
von N-Acetylglucosamin (GlcNAc) 1 chemisch herge- 
stelltr6]. Das Reaktionsprodukt enthalt die beiden Epimere 
im Verhaltnis von etwa 1 :l. 1 ist kein Substrat fur die Aldola- 
sei51. 

HO H 

H R o q  + =--=-= AcHN 

HO 
HOH,C NHAc 

Aldolose 

^. , H,C COOH 
UH OH 

IEpimerose 

2 3 4 

OH 
1 

Wir beschreiben hier ein Verfahren, bei dem die Epimeri- 
sierung ebenfalls enzymatisch mit N-Acylglucosamin-2-Epi- 
merase (E.C. 5.1.3.8) durchgefuhrt wird"]. Durch Kopplung 
dieser mit der oben genannten Enzymreaktion wird 2 ohne 
Isolierung direkt weiter zu 4 umgesetzt. Durch Einsatz der 
beiden Enzyme in geloster Form im Enzym-Membranreak- 
tor (EMR) gelingt die Synthese von NeuSAc 4 besonders 
okonomisch. 

Der EMR ist fur den Einsatz gereinigter Enzyme er- 
probt181. Das Prinzip des EMR-Verfahrens ist in Abbil- 
dung 1 dargestellt. Die Substrate werden mit konstantem 

1111.11111111 

Abb. 1. Prinzip des Enzym-Membranreaktors mit Pumpe und Sterilfilter. 

Flu13 entsprechend einer konstanten Verweilzeit durch ein 
Sterilfilter in den Reaktor gepumpt. Die homogen gelosten 
Enzyme werden durch eine Ultrafiltrationsmembran im Re- 
aktor zuruckgehalten, die jedoch fur die Substrat- und Pro- 
duktmolekule durchlassig ist. Die Anordnung wird vor dem 
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Einsatz sterilisiert, so daD man wahrend der Synthese den 
Zusatz antibakterieller Mittel vermeidet, die spater vom Pro- 
dukt abgetrennt werden miiBten. 

Ausgehend von Batch-Experimenten und kinetischen Un- 
tersuchungen wurden die Bedingungen fur den kontinuierli- 
chen Einsatz der beiden Enzyme abgeleitet. Beide Enzyme 
konnen in einem pH-Bereich zwischen 7.0 und 8.0 ohne Ak- 
tivitats- und Stabilitatsverlust eingesetzt werden. Da der 
EMR als kontinuierlich betriebener Ruhrkesselreaktor un- 
ter Auslaufbedingungen arbeitet, kann iiber den pH-Wert 
der Substratlosung der pH-Wert im Reaktor konstant bei 7.5 
gehalten werden. Auf Puffersubstanzen kann vollstandig 
verzichtet werden, so daB die spatere Aufarbeitung verein- 
facht wird. Die Temperatur wurde aufgrund der 
Gleichgewichtslage der Reaktion von 2 und 3 zu 4 auf 25 "C 
festgelegt (K25 = 28.7Lmol-1)[91. Niedrigere Temperaturen 
verschieben die Gleichgewichtslage auf die Produktseite; fur 
10°C wurde Klo zu 83.1 Lmol-' bestimmt. Allerdings fallt 
bei dieser Temperatur die Aktivitat der Aldolase auf 20% 
derjenigen bei 25 "C ab, so daB der hohere Umsatz nur mit 
einer groBen Verweilzeit erzielt werden kann. Die Enzym- 
konzentration kann zum Ausgleich der niedrigeren Aktivitat 
nicht beliebig vergro5ert werden, da bei hohen Konzentra- 
tionen nur ein Teil des Proteins in der aktiven Konformation 
vorliegt. 

Die Epimerase benotigt zur Aktivierung ATP und Mg2@, 
so daB diese Substanzen der Substratlosung zugesetzt wer- 
den miis~en['~. Die Aldolase wird durch MgCI, und ATP 
nicht und durch 1 nur schwach inhibiert (29% Aktivitats- 
riickgang fur die Synthese bei Zusatz von 2 0 0 m ~  1). Da die 
Epimerase durch 3 inhibiert wird, kann kein mehrfacher 
UberschuD davon eingesetzt werden. Hohe Konzentrationen 
von 1 dagegen fuhren zu hoheren intermediaren Konzentra- 
tionen von 2, die das Gleichgewicht der zweiten Reaktion in 
Richtung auf Neu5Ac verschieben. Dies ist auch im Hinblick 
auf die chromatographische Produktisolierung mit Anio- 
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Abb. 2. Konzentrations-Zeit-Verlauf der kontinuierlichen Synthese von N-Ace- 
tylneuraminsaure 4 im Enzym-Membranreaktor. Ausgangskonzentrationen: 1 
2 0 0 m ~ ,  3 100mM, ATP 5 m ~ ,  MgCI, .6H,O 5 m ~ ,  pH7.5; 25°C; Epimerase 
11.9mgmL-'; Aldolase 4.0mgmL-'; Verweilzeit 17lmin. 

nenaustauschern giinstig, da 3 und 4 ahnliche pK,-Werte im 
Bereich um etwa 2.2 zeigen. 1 und 2 werden nicht gebunden 
und konnen leicht wiedergewonnen werden. In Abbildung 2 
ist der Konzentrations-Zeit-Verlauf fur die kontinuierliche 
Synthese von 4 dargestellt. Nach einer Anfangsphase stellen 
sich fur alle Komponenten konstante Konzentrationen ein. 

Auf diese Weise gelang die Synthese und Isolierung 
von 15g Neu5Ac mit einer Raum-Zeit-Ausbeute von 
109g L-'d-'  (bezogen auf das Reaktorvolumen). Ein Um- 
satzriickgang, der auf eine Desaktivierung der Enzyme hin- 
deutet, wurde nicht beobachtet, und Nebenprodukte, die 
mangelnde Selektivitat der Enzyme anzeigen, wurden nicht 
gefunden. 1 wird dabei zu 28 YO und 3 zu 35 YO umgesetzt; 
intermediar entstehendes 2 wird zu 64 % umgesetzt. Fur den 
Einsatz des Epimerengemisches von 1 und 2 wurden Umsat- 
ze zwischen 80 und 90% in 4-5 Tagen beschrieben, wobei 4 
in bis zu 67 % Ausbeute isoliert wurdet5]. Zur Erzielung des 
hohen Umsatzes wurde ein achtfacher UberschuD an 3 ver- 
wendet. Das Verhaltnis von uberschussigem 3 zum entste- 
henden Produkt 4 hat jedoch einen groBen EinfluB auf die 
Produktisolierung. Bei uns betragt dieser Wert etwa 1.9, 
wahrend er bei friiheren Arbeiten bei etwa 8 liegtrS1. Je klei- 
ner dieser Wert ist, desto einfacher gelingt die chromatogra- 
phische Produktisolierung. Ebenso wird das notwendige 
Austauschervolumen reduziert, was zu einer Zeit- und Ko- 
stenersparnis fiihrt. 

Mit dem hier beschriebenen Verfahren, das in einen groBe- 
ren MaBstab ubertragen werden kann, ist es moglich, 
Neu5Ac 4 in groDeren Mengen direkt aus preiswertem 
GlcNac 1 herzustellen. 

Experimentelles 
Der EMR (Volumen 14.3mL) wird mit 0.lproz. Peressigsaure sterilisiert. Die 
Ultrafiltrationsmembran (YM-5, Amicon, Witten) wird mit 1 mgmL- ' Rin- 
derserumalbumin vorbelegt. Nach Einspiilen von 11.9mgmL-' Epimerase 
(O.1Umg-I) und 4.0mgmL-' Aldolase (8.5Umg-') (beide Enzyme Toyobo, 
Osaka, Japan) wird die Substratlosung (1400mL. 1 200 mM, 3 100mM, ATP 
5 m ~ ,  MgC1,.6H20 5 m ~ ,  pH7.5, kein Puffer) mit einer Venveilzeit von 
171 min duEh den Reaktor gepumpt. Durch Probenahme am Reaktorauslauf 
wird der pH-Wert kontrolliert und mit HPLC der Gehalt an den verschiedenen 
Komponenten bestimmt. HPLC-Bedingungen: Saule BioRad Aminex HPX- 
87H; Eluent 6 m ~  Schwefelsaure; Flow 0.9mLmin-' bei 65°C; Detektion 
photometrisch bei 205 nm. Die Produktisolierung erfolgt analog zu beschriebe- 
nen Verfahren durch Anionenaustauschchromatographie an Dowex 1X2,200- 
400 mesh, Formiat-Form, durch Gradientenelution mit Ameisensaure (0 bis 
0.5 M) [2]. Die Neuraminsaurefraktionen werden lyophilisiert. Ausbeute 15g 
(35%). Das 200 MHz-'H-NMR in D,O stimmt mit Literaturdaten fiberein [5, 
lo]; Reinheit gemaD HPLC > 99%; [a]:p, - 28.8" (c = 1 in H,O), identisch 
mit kommerziell erhaltlicher 4; korrekte Elementaranalyse. 
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