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E nzyme sind vielseitige Biokatalysato-
ren, die zunehmend Einsatz in vielen
Bereichen wie der organischen Synthese
finden. Wichtigste Vorziige von bioka-
talytischen Umsetzungen sind die Che-
mo-, Regio- und Stereoselektivitit so-
wie die milden Reaktionsbedingun-
gen.' Allerdings ist die industrielle An-
wendung eines Enzyms — falls es fiir eine
bestimmte Reaktion als geeignet identi-
fiziert wurde — oft durch eine mangel-
hafte Langzeitstabilitdt unter Verfah-
rensbedingungen und durch Schwierig-
keiten beim Recycling eingeschrénkt.
Diese Schwachstellen konnen durch
eine Immobilisierung umgangen wer-
den, die folgende Vorteile umfasst:

e gesteigerte Stabilitét,

e mehrfacher oder kontinuierlicher

Einsatz,

e cinfache Abtrennung vom Reakti-
onsgemisch,
e Moglichkeit zur Beeinflussung kata-

Iytischer Eigenschaften,

e Vermeidung einer Proteinkontami-
nation im Produkt,

e cinfachere Vermeidung von mikro-
biellen Verunreinigungen.

Seit den ersten Anwendungen von
Biokatalysatoren in der organischen
Synthese vor fast einem Jahrhundert
beschiftigt sich die Forschung mit Me-
thoden, um eine Verbindung zwischen
Enzym und Trager herzustellen. Eine
Vielzahl von Enzymen und Reaktions-
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systemen (sowohl wissrige Systeme als

auch organische Losungsmittel) ist in

der Literatur dokumentiert.”) Dies be-

legt einerseits die Bedeutung der Bio-

katalyse, macht aber auch deutlich, dass

die FEinfiihrung einer generellen, breit

anwendbaren Methode zur Enzymim-

mobilisierung noch aussteht. Die am

héufigsten eingesetzten Techniken las-

sen sich in vier Kategorien einteilen:

@ nichtkovalente Adsorption oder De-
position,

e kovalente Verkniipfung,

e Einschluss in einem polymeren Gel,
einer Membran oder Kapsel,

e Vernetzung mit einem polyfunktio-
nalen Reagens.

Jede dieser Strategien bildet einen
Kompromiss zwischen der Erhaltung
hoher katalytischer Aktivitdt und den
genannten Vorziigen einer Immobilisie-
rung. Zwei aktuelle Trends beruhen auf
1) der Anwendung neuer Reagentien
und/oder Trager und 2) Ansitzen, die
das zunehmende Datenmaterial zu En-
zymstrukturen und -mechanismen ein-
beziehen.

Bereits 1995 beschrieben Reetz und
Mitarbeiter, dass die Verwendung von
Sol-Gelen die Aktivitdt von Lipasen bis
zu 100fach steigern kann.®! Bei vernetz-
ten Enzymkristallen (cross-linked en-
zyme crystals, CLECs)¥ wurde sogar
tiber einen Anstieg der Enantioselek-
tivitdt im Vergleich zum nativen Enzym
berichtet,”! der aber hauptsichlich der
Entfernung eines weniger selektiven
Isoenzyms wihrend der CLEC-Herstel-
lung zugeschrieben wurde. Eine einfa-
che Alternative zur experimentell
schwierigen Kristallisation von Protei-
nen konnten die kiirzlich beschriebenen
vernetzten Enzymaggregate (cross-
linked enzyme aggregates, CLEAs) sein,
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die durch Fillung des Proteins und
nachfolgende Vernetzung mit Glutaral-
dehyd erhalten werden. Das CLEA
einer Penicillin-Acylase zeigte in der
Synthese von Ampicillin eine &hnliche
Aktivitdt wie ein CLEC und katalysierte
die Reaktion dariiber hinaus in einer
Reihe von organischen Losungsmit-
teln.!

Eine vielversprechende Kombinati-
on aus einfacher Abtrennung und hoher
Stabilitdt wurde fiir eine Lipase be-
schrieben, die auf magnetischen -
Fe,0;-Nanopartikeln immobilisiert
ist! Die Verwendung magnetischer
Partikel ist nicht neu,” allerdings gelang
Ulman und Mitarbeitern nun die Her-
stellung von Nanopartikeln mit einer
DurchschnittsgroBe  von 20410 nm
(statt der iiblichen 75-100 um), 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 hohere Stabilitit
(fast einen Monat stabil) gegeniiber
dem nativen Enzym aus. Zusitzlich
kann das immobilisierte Enzym leicht
durch Anlegen eines magnetischen Fel-
des, das entweder das Immobilisat fest-
hilt 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 fiir eine steuerbare Immobilisie-
rung anwendbar sein. Beispielsweise
wurde eine Lipase aus Pseudomonas
fluorescens auf vier unterschiedlichen
Tréigern immobilisiert.”) Zwei der tri-
gerfixierten Lipaseprédparationen zeig-
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Abbildung 1. Aktivitit einer Lipase aus Candida rugosa, immobilisiert auf magnetischen y-Fe,Os-
Nanopartikeln, in der Hydrolyse von p-Nitrophenylbutyrat.”! Die Konzentrations-Zeit-Verlzufe
(pPNP =p-Nitrophenol), die nach 1 () bis 27 Tagen (e, untere Kurve) aufgezeichnet wurden,
verdeutlichen die hohe Stabilitit der immobilisierten Lipase. Wiedergabe in veranderter Form
mit Genehmigung der American Chemical Society.

ten nahezu unveridnderte Aktivitdt und
Enantioselektivitit in der Hydrolyse
eines racemischen Carbonsdureethyl-
esters. Mit zwei weiteren Immobilisaten
konnten jedoch deutlich verdnderte Ei-
genschaften erreicht werden (Tabelle 1).

chenaktivierung verschoben und ermog-
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

Tabelle 1: Ansitze zur gesteuerten Immobilisierung einer Lipase aus Ps. fluorescens (PFL) am
Beispiel der Racematspaltung eines Carbonsiureesters.”

OH OH OH
PFL- . :
COOEt  |mmobilisat COOEt ©/\/\COOH

Trager Aktivitat [Umg '] Enantiomereniiberschuss [%]® Enantioselektivitat
— (nativ) 0.5 59 7
Dextran-Agarose 0.45 58 6.9
Glyoxyl-Agarose 0.35 74 20
IHA-Octyl-Agarose!® 3.5 92 79
IHA-Decaoctyl-Sepha- 3.4 92.5 86

rosel

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

Die spezifische Aktivitdt wurde versie-
benfacht, und die Enantioselektivitit
stieg von E=7 auf E=86 fiir 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 dndert. Ein
hydrophober ,,Deckel®, der in fast allen
Lipasen vorhanden ist, wird durch eine
durch den Tréger und die Immobilisie-
rungsmethode verursachte Grenzfla-

Angew. Chem. 2003, 115, 3458 —3459

unterschiedlichen =~ Organismen, die
ebenfalls ihre Konformation bei Bin-
dung des Acyldonorsubstrates &n-
dern.l”

Zukiinftig sollten Informationen zu
Proteinsequenzen, 3D-Strukturen und
Reaktionsmechanismen verstdrkt mit
den Eigenschaften des Trdgers (funk-
tionelle Gruppen, Hydrophobie, magne-
tische Eigenschaften) und physikalisch-
chemischen Methoden mit dem Ziel
einer gerichteten Immobilisierungsstra-
tegie verkniipft werden.
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