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Enzyme sind vielseitige Biokatalysato-
ren, die zunehmend Einsatz in vielen
Bereichen wie der organischen Synthese
finden. Wichtigste Vorz�ge von bioka-
talytischen Umsetzungen sind die Che-
mo-, Regio- und Stereoselektivit#t so-
wie die milden Reaktionsbedingun-
gen.[1] Allerdings ist die industrielle An-
wendung eines Enzyms – falls es f�r eine
bestimmte Reaktion als geeignet identi-
fiziert wurde – oft durch eine mangel-
hafte Langzeitstabilit#t unter Verfah-
rensbedingungen und durch Schwierig-
keiten beim Recycling eingeschr#nkt.
Diese Schwachstellen k+nnen durch
eine Immobilisierung umgangen wer-
den, die folgende Vorteile umfasst:
* gesteigerte Stabilit#t,
* mehrfacher oder kontinuierlicher
Einsatz,

* einfache Abtrennung vom Reakti-
onsgemisch,

* M+glichkeit zur Beeinflussung kata-
lytischer Eigenschaften,

* Vermeidung einer Proteinkontami-
nation im Produkt,

* einfachere Vermeidung von mikro-
biellen Verunreinigungen.
Seit den ersten Anwendungen von

Biokatalysatoren in der organischen
Synthese vor fast einem Jahrhundert
besch#ftigt sich die Forschung mit Me-
thoden, um eine Verbindung zwischen
Enzym und Tr#ger herzustellen. Eine
Vielzahl von Enzymen und Reaktions-

systemen (sowohl w#ssrige Systeme als
auch organische L+sungsmittel) ist in
der Literatur dokumentiert.[2] Dies be-
legt einerseits die Bedeutung der Bio-
katalyse, macht aber auch deutlich, dass
die Einf�hrung einer generellen, breit
anwendbaren Methode zur Enzymim-
mobilisierung noch aussteht. Die am
h#ufigsten eingesetzten Techniken las-
sen sich in vier Kategorien einteilen:
* nichtkovalente Adsorption oder De-
position,

* kovalente Verkn�pfung,
* Einschluss in einem polymeren Gel,
einer Membran oder Kapsel,

* Vernetzung mit einem polyfunktio-
nalen Reagens.
Jede dieser Strategien bildet einen

Kompromiss zwischen der Erhaltung
hoher katalytischer Aktivit#t und den
genannten Vorz�gen einer Immobilisie-
rung. Zwei aktuelle Trends beruhen auf
1) der Anwendung neuer Reagentien
und/oder Tr#ger und 2) Ans#tzen, die
das zunehmende Datenmaterial zu En-
zymstrukturen und -mechanismen ein-
beziehen.
Bereits 1995 beschrieben Reetz und

Mitarbeiter, dass die Verwendung von
Sol-Gelen die Aktivit#t von Lipasen bis
zu 100fach steigern kann.[3] Bei vernetz-
ten Enzymkristallen (cross-linked en-
zyme crystals, CLECs)[4] wurde sogar
�ber einen Anstieg der Enantioselek-
tivit#t im Vergleich zum nativen Enzym
berichtet,[5] der aber haupts#chlich der
Entfernung eines weniger selektiven
Isoenzyms w#hrend der CLEC-Herstel-
lung zugeschrieben wurde. Eine einfa-
che Alternative zur experimentell
schwierigen Kristallisation von Protei-
nen k+nnten die k�rzlich beschriebenen
vernetzten Enzymaggregate (cross-
linked enzyme aggregates, CLEAs) sein,

die durch F#llung des Proteins und
nachfolgende Vernetzung mit Glutaral-
dehyd erhalten werden. Das CLEA
einer Penicillin-Acylase zeigte in der
Synthese von Ampicillin eine #hnliche
Aktivit#t wie ein CLEC und katalysierte
die Reaktion dar�ber hinaus in einer
Reihe von organischen L+sungsmit-
teln.[6]

Eine vielversprechende Kombinati-
on aus einfacher Abtrennung und hoher
Stabilit#t wurde f�r eine Lipase be-
schrieben, die auf magnetischen g-
Fe2O3-Nanopartikeln immobilisiert
ist.[7] Die Verwendung magnetischer
Partikel ist nicht neu,[8] allerdings gelang
Ulman und Mitarbeitern nun die Her-
stellung von Nanopartikeln mit einer
Durchschnittsgr+ße von 20� 10 nm
(statt der �blichen 75–100 mm), die nach
Thiophen-Funktionalisierung kovalent
mit einer Lipase aus Candida rugosa
verbunden wurden. Der so erhaltene
Biokatalysator, der in der Hydrolyse
von p-Nitrophenylbutyrat eingesetzt
wurde (Abbildung 1), zeichnet sich
durch eine deutlich h+here Stabilit#t
(fast einen Monat stabil) gegen�ber
dem nativen Enzym aus. Zus#tzlich
kann das immobilisierte Enzym leicht
durch Anlegen eines magnetischen Fel-
des, das entweder das Immobilisat fest-
h#lt oder es entfernt, vom Reaktions-
gemisch abgetrennt werden, da die Na-
nopartikel sehr hohe Magnetisierungs-
werte aufweisen.
Das zunehmende Datenmaterial zu

Enzymstrukturen und -mechanismen
sollte f�r eine steuerbare Immobilisie-
rung anwendbar sein. Beispielsweise
wurde eine Lipase aus Pseudomonas
fluorescens auf vier unterschiedlichen
Tr#gern immobilisiert.[9] Zwei der tr#-
gerfixierten Lipasepr#parationen zeig-
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ten nahezu unver#nderte Aktivit#t und
Enantioselektivit#t in der Hydrolyse
eines racemischen Carbons#ureethyl-
esters. Mit zwei weiteren Immobilisaten
konnten jedoch deutlich ver#nderte Ei-
genschaften erreicht werden (Tabelle 1).

Die spezifische Aktivit#t wurde versie-
benfacht, und die Enantioselektivit#t
stieg von E= 7 auf E= 86 f�r die
Decaoctyl-Sepharose-immobilisierte Li-
pase. Die Autoren nehmen an, das die
Lipase bei dieser (zudem sehr viel
schnelleren) Immobilisierungsmethode
ihre Konformation von der geschlosse-
nen hin zur offenen Struktur #ndert. Ein
hydrophober „Deckel“, der in fast allen
Lipasen vorhanden ist, wird durch eine
durch den Tr#ger und die Immobilisie-
rungsmethode verursachte Grenzfl#-

chenaktivierung verschoben und erm+g-
licht den Zugang des Substrates zum
aktiven Zentrum. Mit einer #hnlichen
Strategie gelang der gleichen Arbeits-
gruppe die Modulierung der Eigen-
schaften von Penicillinacylasen aus drei

unterschiedlichen Organismen, die
ebenfalls ihre Konformation bei Bin-
dung des Acyldonorsubstrates #n-
dern.[10]

Zuk�nftig sollten Informationen zu
Proteinsequenzen, 3D-Strukturen und
Reaktionsmechanismen verst#rkt mit
den Eigenschaften des Tr#gers (funk-
tionelle Gruppen, Hydrophobie, magne-
tische Eigenschaften) und physikalisch-
chemischen Methoden mit dem Ziel
einer gerichteten Immobilisierungsstra-
tegie verkn�pft werden.
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Abbildung 1. Aktivit+t einer Lipase aus Candida rugosa, immobilisiert auf magnetischen g-Fe2O3-
Nanopartikeln, in der Hydrolyse von p-Nitrophenylbutyrat.[7] Die Konzentrations-Zeit-Verl+ufe
(pNP=p-Nitrophenol), die nach 1 (&) bis 27 Tagen (^, untere Kurve) aufgezeichnet wurden,
verdeutlichen die hohe Stabilit+t der immobilisierten Lipase. Wiedergabe in ver+nderter Form
mit Genehmigung der American Chemical Society.

Tabelle 1: Ans+tze zur gesteuerten Immobilisierung einer Lipase aus Ps. fluorescens (PFL) am
Beispiel der Racematspaltung eines Carbons+ureesters.[9]

Tr+ger Aktivit+t [Umg�1][a] Enantiomeren$berschuss [%][b] Enantioselektivit+t

– (nativ) 0.5 59 7
Dextran-Agarose 0.45 58 6.9
Glyoxyl-Agarose 0.35 74 20
IHA-Octyl-Agarose[c] 3.5 92 79
IHA-Decaoctyl-Sepha-
rose[c]

3.4 92.5 86

[a] mmol Substrat, hydrolysiert pro Minute pro mg immobilisiertes Protein. [b] Enantiomeren$ber-
schuss des nichtumgesetzten (R)-Esters. [c] IHA= interfacial hydrophobic adsorption.
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