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Immobilisierte Proteine

M esoporose Silicate (MPS) haben eine geordnete Porenstruktur mit

Angewandte

Aus dem Inhalt

dhnlichen Abmessungen wie viele biologische Molekiile. Sie sind als

Trigermaterialien fiir Proteine und Enzyme in biokatalytischen An-
wendungen eingehend untersucht worden. Seit ihrer Entdeckung ist es

gelungen, durch neue Syntheseverfahren die Grofie und Struktur der

Poren, die Teilchengrifie und die chemische Zusammensetzung und
Stabilitit genau vorzugeben, sodass nun die Adsorption einer breiten
Vielfalt biologischer Makromolekiile, z. B. Himproteine, Lipasen,

Antikorperfragmente und Proteasen, in ihren Strukturen moglich ist.

In diesem Aufsatz wird die Anwendung geordneter funktionalisierter
mesoporoser Silicate zur Immobilisierung von Proteinen fiir die

Biokatalyse behandelt.

1. Einfiihrung

Fiir die Anwendung von biologischen Einheiten wie En-
zymen, Antikérpern oder sonstigen Proteinen sowie ganzer
Zellen in der Biotechnologie muss die biologische Kompo-
nente oft unter Erhaltung von Funktion und Aktivitét in einer
unnatiirlichen Umgebung stabilisiert werden. Eine solche
Stabilisierung, wie sie oft durch Einschluss oder Immobili-
sierung in organischen oder anorganischen Strukturen erzielt
wird, hat sich beim Abbau!l und Trennen von Proteinen, bei
Biosensoren,F! der Biokatalyse,! der Wirkstoffabgabe®” und
beim Gewebe-Engineering!® bewihrt.

Enzyme arbeiten im Allgemeinen unter milden Bedin-
gungen und mit weitaus hoheren Umsatzgeschwindigkeiten
als synthetische Katalysatoren, und sie sind hoch enantio-
spezifisch und selektiv. Allerdings sind sie fiir industrielle
Anwendungen nicht immer ideal geeignet.**! Viele Enzyme
sind instabil und zeigen in organischen Losungsmitteln oder
bei hohen Temperaturen nur eine geringe Aktivitdt. Organi-
sche Losungsmittel, Reagentien, niedrige oder hohe pH-
Werte, mechanische Beanspruchung und Wérme konnen die
Denaturierung des Enzyms auslosen und so seine katalytische
Aktivitdt aufheben. Auch das Extrahieren des Enzyms aus
einem Reaktionsgemisch kann zu Denaturierung und Akti-
vitdtsverlust fiihren. Dieses Problem lésst sich durch Immo-
bilisieren des Proteins auf festen Strukturen iiberwinden,
sodass eine Riickgewinnung moglich ist und die Stabilitét
verbessert wird.""""! Ein solcher Ansatz kann auch die Fi-
higkeit von Enzymen zur Katalyse spezifischer Reaktionen
unter milden Bedingungen verbessern. Ein gutes Beispiel ist
die Herstellung von 6-Aminopenicillansiure, einer Vorstufe
vieler halbsynthetischer Penicilline, durch immobilisierte
Penicillin-Acylase im wissrigen Medium unter milden Be-
dingungen. Die chemische Synthese von 6-Aminopenicillan-
sdure erfordert dagegen wasserfreie Bedingungen, tiefe
Temperaturen, organische Losungsmittel sowie den Um-
weltschadstoff Phosphorpentachlorid.[')

Durch Immobilisieren auf einem festen Tréager konnen die
Enzymstabilitédt verbessert und das Abtrennen und Riickge-
winnen zur Wiederverwendung vereinfacht werden, ohne
dabei Aktivitdt und Selektivitdt einzubiilen. Es sind ver-
schiedenartige Tréager fiir Proteine beschrieben worden, bei-
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spielsweise Sol-Gele,"*1  Hydroge-
1e,*?!  organische Mikropartikel®"

[22] [23]

sowie nichtporose und pordse
anorganische Feststoffe. Jeder dieser Trager hat bei der Ver-
wendung fiir die Protein-Biokatalyse seine Vor- und Nach-
teile. Sol-Gel-Matrizes sind por6s und wirmestabil und ver-
hindern durch wirkungsvollen Einschluss ein Auswaschen des
Enzyms. Ihre Strukturen sind jedoch sprode, und die Enzyme
werden bereits wihrend der Synthese des Sol-Gels einge-
kapselt, wobei sie denaturiert werden koénnen. Auflerdem
kann die Diffusion sperriger Substrate behindert sein,'®
wenn auch Sol-Gel-Matrizes kiirzlich durch den Zusatz von
Tensiden pords gemacht und erfolgreich zum Einschluss von
Lipase und Alkohol-Dehydrogenase verwendet werden
konnten.?*?! Auch bestimmte pordse Gliser (,,controlled
pore glass“, CPG) sind erfolgreich verwendet worden, ent-
sprechende Verfahren erwiesen sich aber als kostspielig.”!
Die spezifische Oberflache nichtporoser Trager ist typi-
scherweise klein, sodass nur wenig Protein angelagert wird.””!
Die spezifische Oberfldche anorganischer pordser Materiali-
en ist im Allgemeinen groBler als bei nichtporosen Materia-
lien. Uneinheitliche PorengroBen konnen allerdings zu
Schwierigkeiten bei der Ubertragung von Enzymen und ihren
Substraten fithren. Hydrogele und organische Mikropartikel,
z.B. aus Polymilchsiure-co-glycolsdure (PLGA) und Eudra-
git (ein kationischer Methacrylat-Polyester), sind bislang
kaum bei der Biokatalyse verwendet worden, da das Enzym
oft durch Aufquellen der Tragermatrix und/oder Abbau des
Tréagers freigesetzt wird. Auflerdem erschweren eine niedrige
Enzymaktivitdat durch Denaturierung und Probleme bei der
Ubertragung die Verwendung dieser Materialien 62126
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Mesoporose Silicate (MPS), die mit Tensiden als Temp-
laten hergestellt werden, haben Strukturen mit geordneten
Poren, einheitlichen Porengréfien und dicken Wénden mit
guter Stabilitdt. Die regelméiBigen mesopordsen Wiederho-
lungsstrukturen bieten die Moglichkeit zur Adsorption und
zum Einschluss groer Biomolekiile an der duBleren Ober-
fliche oder in den Poren. Die ausgepriagte Ordnung der
Kanéle und die Variierbarkeit von Porengrof3e und Struktur
sowie der Zusammensetzung der Wand bringen wesentliche
Vorteile gegeniiber Sol-Gel- und nichtporosen Formulierun-
gen. Die Enzyme werden iiblicherweise erst nach der Syn-
these adsorbiert. Die geordnete pordse Struktur bildet dann
eine geschiitzte Umgebung fiir Reaktionen mit ausgewéhlten
Substraten. Seit der ersten Veroffentlichung von Diaz und
Balkus™ im Jahr 1996 hat die Forschung auf diesem Gebiet
rapide zugenommen,'*”! MPS haben sich allerdings bei der
Biokatalyse noch nicht so niitzlich gezeigt wie urspriinglich
erhofft. Eines der Hauptprobleme ist das Auswaschen, das zu
einem Aktivitidtsverlust bei der Wiederverwendung fiihrt,
wihrend die Immobilisierung groler Enzyme durch die
kleinen Porenoffnungen vieler mesopordser Materialien er-
schwert ist. AuBerdem kann die Synthese der Materialien
zeitaufwindig und kostspielig sein.

2. Mesoporése Silicate
2.1. Hintergrund

1992 synthetisierten Kresge et al.”®! mesopordse Festkor-
per mit regelméBig angeordneten gleichformigen Kanilen,
die als MCM-X (,,Mobil Composition of Matter*) bezeichnet
wurden. Die Abmessungen der Kanéle konnten nach einem
hypothetischen Fliissigkristall-Templat-Mechanismus (liquid
crystal templating, LCT) durch die Wahl des verwendeten
Tensids, von Additiven und iiber die Reaktionsbedingungen
eingestellt werden.””! Der LCT-Mechanismus beruht auf der
Entstehung von Fliissigkristallen in dem Reaktionsgemisch.
Flissigkristalle bilden sich in Gemischen von polaren Lo-
sungsmitteln (wie Wasser) und Tensiden. Die hydrophoben
Schwanzgruppen der Tenside lagern sich aneinander, und die
hydrophilen Kopfgruppen weisen zur wissrigen Umgebung
hin. Solche Tensidmicellen entstehen jedoch nur oberhalb der
kritischen Micellenkonzentration einer bestimmten Tempe-
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Abbildung 1. Vermuteter Bildungsmechanismus mesoporéser Materia-
lien.

ratur. Es wurde vorgeschlagen, dass die Zugabe der anorga-
nischen Spezies das Zusammenlagern der Fliissigkristalle
vermittelt (Abbildung 1). Die Gesamtstruktur wird von der
Organisation der Tensidmolekiile zu micellaren Fliissigkris-
tallen bestimmt, die ihrerseits als Template fiir die Bildung
der mesoporosen Silicate dienen. Die Fliissigkristallstruktu-
ren sind jedoch sehr empfindlich gegen die Losungsbedin-
gungen. Struktur- und Phasenverhalten des anorganisch-or-
ganischen Komposits werden von der Beschaffenheit der
anorganischen Spezies und deren elektrostatischen und
rdaumlichen Wechselwirkungen mit den organischen Spezies
vorgegeben.” Kooperative Wechselwirkungen zwischen an-
organischen und organischen Spezies konnen zu einer Vielfalt
von Strukturen fithren, wie sie in einem grenzflichenaktiven
System oder einem anorganischen System allein nicht ge-
funden werden koénnte.” So konnen zahlreiche Tenside
(neutrale Blockcopolymere, kationische und Zwillingstensi-
de) und Additive (Trimethylbenzol, Alkohole, Salze) ver-
wendet werden, um etwa hexagonale, kubische oder lamel-
lare mesoporose Strukturen mit verschiedenen Porengrofien
zu erhalten.”® Die Adsorptionseigenschaften jedes Mate-
rials hdngen von der Kristallinitét, der spezifischen Oberfl4-
che, Porendurchmesser und -volumen, Teilchenform und
-grofle sowie den chemischen Eigenschaften der Oberfliachen
ab. Die physikalisch-chemischen Eigenschaften der einzelnen
Strukturen hdngen wiederum von dem verwendeten Tensid,
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den Synthesebedingungen (pH-Wert, Temperatur, Konzen-
trationsverhiltnisse, Rithren), dem Salzgehalt, den Losungs-
mitteln, den organischen Additiven und der Siliciumdioxid-
quelle ab.

Mesoporose anorganisch-organische Hybridmaterialien
bieten die Moglichkeit, die chemische Zusammensetzung der
Oberflache auf gewiinschte Eigenschaften hin einzustellen.
Es sind drei allgemeine Herstellungsverfahren fiir funktio-
nalisierte Materialien bekannt, namlich die direkte Funktio-
nalisierung, die Funktionalisierung nach der Synthese, und
der Einbau organischer Einheiten in Porenwidnde unter Ver-
wendung verbriickter Silesquioxane als Siliciumdioxidquel-
le.”” Mithilfe dieser Verfahren sind viele funktionelle Grup-
pen in mesopordse Materialien eingefiihrt worden, z. B. Thiol-,
Amino-, Chlor-, Carboxy- und Cyangruppen, Oxiranringe,
Alkyl- und Arylreste sowie N-(Trimethoxysilylpropyl)ethy-
lendiamintriessigsdure-Einheiten.””*“! Die Entwicklung
mesopordser Siliciumdioxidstrukturen,® anorganisch-orga-
nischer Hybridmaterialien® und mesoporoser diinner
FilmeP® seit der Entdeckung von MCM-41 im Jahr 1992 ist
bereits in Ubersichten ausfiihrlich behandelt worden und
wird daher hier nicht in Einzelheiten dargestellt. Zur Be-
stimmung der physikalisch-chemischen Eigenschaften eines
mesopordosen Materials muss dessen Struktur jedoch sorg-
faltig charakterisiert werden.

2.2. Charakterisierung mesoporaser Strukturen

Nach der Synthese eines MPS wird zur Aufklirung seiner
Eigenschaften eine Reihe von Analyseverfahren benotigt,
von denen wir hier einige herausheben.

1) Die Stickstoffadsorptionsanalyse!*’! liefert Informationen
iiber die spezifische Oberfldche, den Porendurchmesser,
die PorengroBenverteilung und das Porenvolumen. Die
Stickstoffadsorptionsanalyse ist zwar wichtig fiir die Be-
schreibung mesoporoser Materialien, die entsprechenden
Theorien (BET,™ BJH,*! NLDFT" t-Plots und o-
Plots®) haben jedoch alle ihre Nachteile, insbesondere
weil viele mesoporose Materialien Mikroporen, Makro-
poren und Mesoporen zugleich aufweisen. Einige Bei-
spiele dieser Beschriankungen sind: a) Nach der BET-
Theorie berechnete spezifische Oberflachen héngen stark
vom gewihlten Datenbereich ab.’? b) Die Werte der Po-
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rengrofen variieren abhingig davon, ob der Adsorptions-
oder der Desorptionszweig der Isotherme verwendet
wird; so unterschidtzen BJH-Rechnungen fiir den Des-
orptionszweig die GroBe der Porenoffnungen von Mate-
rialien wie SBA-15.°% ¢) Die NLDFT-Theorie kann bei
stark fehlgeordneten Materialien nicht verwendet
werden.P¥ d) t-Plots und a,-Plots liefern keine Werte fiir
die duBeren Oberflichen groBporiger Materialien, da die
Stickstoffadsorptionsisotherme bei hohen Drucken zu
unendlichen Werten hin strebt.

2) Die Kleinwinkelrontgenbeugung liefert Informationen
iber die dreidimensionale Struktur, die Ordnung und den
Parameter a, der Elementarzelle eines mesopordsen Ma-
terials. Im Allgemeinen sind mesopordse Materialien
amorph mit einer allenfalls geringen Fernordnung. Wenn
das Material jedoch ein geordnetes Netz von Kanilen
enthilt, zeigt die Kleinwinkelrontgenbeugung ein cha-
rakteristisches Rontgenbeugungsmuster, sodass auf eine
hexagonale, kubische, lamellare oder fehlgeordnete
Struktur geschlossen werden kann.” Durch Kombination
mit dem durch Stickstoffadsorptionsanalyse erhaltenen
Porendurchmesser kann die Wanddicke der Poren des
mesopordsen Materials abgeschitzt werden.

3) Die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) liefert
Informationen tiber die Nah- und Fernordnung von me-
soporgsen Materialien sowie Hinweise auf die Weite der
Kanile und der Porendffnungen; bei der Vermessung von
Porenkanidlen aus TEM-Bildern ist jedoch Vorsicht an-
gebracht, da d-Abstinde und nicht Porenweiten beob-
achtet werden. Direkte Vermessungen der Porenoffnun-
gen aus TEM-Bildern sind aufgrund unterschiedlicher
Orientierungen der Teilchenflichen inkonsistent. An
einem hexagonal geordneten mesopordsen Material
wurden d-Abstdnde zwischen den 100- und 110-Ebenen
gemessen, die bis auf 7% an die aus XRD abgeleiteten
Werte herankamen.®!

Mesoporodse Materialien mit Porengrof3en von 10 nm oder
weniger und charakteristischen Stickstoffsorptionsisother-
men (Hysteresen), Kleinwinkelrontgenbeugungsmustern und
TEM-Bildern wurden beschrieben (Abbildung 2). Es scheint
jedoch, dass mit grofleren Mesoporen ein solcher Ordnungs-
grad nur schwer zu erzielen ist. Um dieses Problem zu um-
gehen, sind kiirzlich bimodal porose Materialien hergestellt
worden. Diese Materialien bestehen aus makroporosen Kai-
figen mit einer mesopordsen Wandstruktur und kénnen mit
vielfiltigen Tensiden und Templaten erhalten werden.”

Weitere Charakterisierungsverfahren!'>! fiir mesopordse
Silicate umfassen die Rasterelektronenmikroskopie, Fourier-
Transformations-Infrarotspektroskopie (FTIR), Resonanz-
Raman-Spektroskopie, Festkorper-NMR-Spektroskopie,
Thermogravimetrie (TGA), temperaturprogrammierte Am-
moniakdesorption und C,H,N-Analyse. Diese Verfahren lie-
fern Informationen iiber die TeilchengrofSe und -morpholo-
gie, das Ausmaf3 der Beseitigung des Templats, die Anbin-
dung funktioneller Gruppen und die Dichte von Silanol- und
anderen Oberfldchengruppen.
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Abbildung 2. Typische Analyseergebnisse eines geordneten MPS-Materials. a) Stickstoffsorptionsisotherme, b) Rontgenpulverbeugungsspektrum,
) TEM-Bild eines mesoporésen Silicats mit hexagonaler Ordnung und 6 nm grofRen Poren.

3. Immobilisierung von Proteinen in mesoporésen
Silicaten

Die Immobilisierung von Proteinen wurde erstmals 1916
beschrieben, als Invertase auf Kohle verankert wurde und
dabei die Aktivitit des nativen Enzyms behielt.®® Das Ziel
der Immobilisierung ist es, die Stabilitdt zu verbessern und die
Riickgewinnung und Wiederverwendung des Enzyms bei
gleichbleibender katalytischer Aktivitdt zu vereinfachen. So
wurden etliche Verfahren zur Immobilisierung von Enzymen
auf zahlreichen Trigern untersucht.*'! In Tabelle 1 sind
einige Eigenschaften von Proteinen und mesopordsen
Strukturen zusammengefasst, die zur Herstellung von Bio-
katalysatoren verwendet worden sind. Ein logischer Ansatz
bei der Wahl eines mesopordsen Tragermaterials fiir ein be-
stimmtes Protein umfasst das Abgleichen der physikalisch-
chemischen Eigenschaften des Trigers mit jenen der Protein-
oberfliche (Abbildung 3).”” Bei einem giinstigen Immobili-
sierungsprozess wird das Protein derart adsorbiert, dass das
aktive Zentrum von der mesopordsen Oberfliche weg ori-
entiert ist. Das Auswaschen soll gering gehalten werden, und
die Beweglichkeit muss dennoch grof genug sein, um die
katalytische Aktivitdt aufrechtzuerhalten. In den folgenden
Abschnitten wird die Bedeutung der in Abbildung 3 gezeig-
ten Faktoren anhand von Veroffentlichungen iiber Proteine,
die in MPS immobilisiert wurden, erldutert. Dabei werden die
Schliisseleigenschaften aufgezeigt, die bei der Suche nach
einem mesoporosen Tréiger fiir ein bestimmtes Protein be-
riicksichtigt werden sollten.

3.1. Relative Gréfie der Mesoporen und des Proteins

Wenn ein Protein kleiner als die Porenoffnung ist, hat es
Zugang zu der groBen inneren Oberfliche des mesopordsen
Tréagers. Andernfalls wird es ohne den Schutz der Mesoporen
an der AuBlenseite des Materials adsorbiert. So konnten Diaz
et al.?! nachweisen, dass Meerrettich-Peroxidase (mittlerer
Kugeldurchmesser ca. 4.6 nm) von MCM-41 (Porendurch-
messer ca. 4 nm) nicht erfolgreich immobilisiert wird, da sie
zu grof} ist, um in die Poren des Materials einzudringen.
Ahnlich wurde auf MCM-41 bei 4.5 nm groBen Poren 8 pmol
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Cytochrom ¢ pro Gramm Trédger adsorbiert, bei kleineren
Poren (2.8 nm) und sonst gleichen Adsorptionsbedingungen
jedoch weniger als 1 pmolg™".[*"! Dies zeigt, dass der hydro-
dynamische Durchmesser des Proteins und der Porendurch-
messer iibereinstimmen miissen, um grof3e Beladungen zu
erzielen. Die Beladung wird jedoch auch von dem verfiigba-
ren Porenvolumen und der spezifischen Oberfldche beein-
flusst. Die Verwendung von MPS zur Immobilisierung von
Antikorpern fiir Biosensoren wird durch die Porengrofie
eingeschrinkt, wenn auch Hu et al.”) ein Antikorperfrag-
ment, das gute Bindungseigenschaften fiir ein starkes Mu-
scheltoxin zeigte, in einem MPS immobilisieren konnten. Der
direkte Beweis fiir das Eintreten von Proteinmolekiilen in die
mesopordsen Strukturen muss noch erbracht werden, bei-
spielsweise durch unzweifelhafte Abbildungen von Enzymen
oder Proteinen im Inneren der Poren.!! Das Eintreten von
Proteinen in ausreichend grof3e Poren ist jedoch aus erhohten
Beladungen und einer verbesserten Stabilitdt und Aktivitat
abgeleitet worden.

Zur Frage, ob die Porenweite wesentlich groer als das
Protein sein sollte, um die Diffusion von Protein und Substrat
entlang der Pore zu ermdglichen, oder von einer dhnlichen
GroBe, um die Stabilitdt des Proteins zu verbessern und es vor
der duBeren Umgebung zu schiitzen, gibt es widerspriichliche
Antworten. So berichteten Takahashi et al.,[” dass fiir eine
verbesserte Aktivitdt in organischen Losungsmitteln und eine
verbesserte hydrothermale Stabilitdit von immobilisierter
Meerrettich-Peroxidase die Poren gerade grof3 genug sein
sollten, um das Protein aufzunehmen — die GroB3en sollten
also iibereinstimmen. Dagegen wurde angenommen, dass das
Enzym in zu groen Poren weniger gut geschiitzt wire. Der
Standpunkt, dass ein enges Einpassen in die Poren wiin-
schenswert ist, wurde auch von anderen vertreten.[*% Au-
Berdem konnen kleine Porenoffnungen durch geringes Aus-
waschen die katalytische Gesamtaktivitit verbessern. Ein
Beispiel hierfiir ist ein Antikorper, dessen Immobilisierung in
MCF-Materialien mit kleinen Porenoffnungen zu einer bes-
seren Stabilitdt, Aktivitdit und Wiedergewinnung in organi-
schen Losungsmitteln fiihrt als in solchen mit groBen Off-
nungen.””) Es muss jedoch geniigend Raum zur Verfiigung
stehen, um den Zugang des Substrats zum Protein zu ge-
wihrleisten, da Beschriankungen der Diffusionsgeschwindig-
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Tabelle 1: Immobilisierung von Proteinen in mesoporésen Materialien.

Angewandte

Protein pl Gréfe [nm] mesopordse Trager Porengré@en[bl [nm]
Cytochrom c>647%1231 10.7 2.6x3.2x3.3 MCM-41, COS, CNS, MPS-F127, MAS-9, 2.5-13
Al-MCM-41, Al-MCM-48, PMO
Mikroperoxidase-'|'|[”8] 4.7 3.3x1.75 PMO, MCM-41, SBA-15 2.7-5.5
LysozymU70.7174.84,89,124,123] 1.3 1.5%2.5x4.3 SBA-15, CMK, CKT, Al-MCM-41, 3.2-9.1, 24
Al-SBA-15, MCM-48, MCM-41, PMO
Trypsinlh 89,112 114.126,127] 8-10.5 ca. 3.8 CNS, COS, MCM-41, MCM-48, SBA-15, 2.8-18, (100-1000)
FDU-12, MCF, (bimodale MPS)
Organophosphorhydrolase!***"#4 8.3 9.2x5.6x4.0 MPS, FMS 30
a-Chymotrypsinl’-¢11¢l 8.6 4.0x4.0x5.0 MCM-41, (bimodale HMMS) 4, (13,37)
Meerrettich-Peroxidase”¢>”’! ca. 7.2 40x4.4x6.8 MCM-41, SBA-15, FSM-16, CNS 2.7-13
Chlorperoxidase!®:?%%9410¢l 4.0 ca. 6.5 SBA-16, MCF, SBA-15, MCM-48, PMO-PA 3-14
Manganperoxidase!® - - FSM-16 3-9
Papain’’1"! 8.75 3.7x3.7x5.0 MCM-41, MCM-48 4,62
Pepsinl”! <1 33 kDal! CNS 13
Rinderserumalbumin!®7" 7l 4.9 5.0x7.0x7.0 CNS, MCM-41, SBA-15, Al-MCM-41 2.5-24
Subtilisinl®> 7! 10.4 30 kDa® FSM-16, CNS 2.7-13
Myoglobinl"'21 7.1 ca. 17.6 SBA-15, FDU-12, MCF 3.8-24
Metmyoglobin(?®! - ca. 17.6 FSM-16, FSM-22 27,4
Hiamoglobinl'% 1% 6.8-7.0 5.3%x5.4x6.5 SBA-15,FSM 3-10
Conalbuminf>'?71 6.0 5.0x5.6x9.5 SBA-15, MCF, FDU-12 5.9-18
Ovalbumin® 4.9 4.0%x5.0x7.0 SBA-15, MCF 59,16
Trypsininhibitor-Protein® 5.2 14 kDal! SBA-15, MCF 59,16
a-Amylasel'! - ca. 7-10 MCM-41, SBA-15, MCF 2.6-33.5
Cytochrom P450 CYP2C9%" - ca. 9.0 MCM-41, AI-MCM-41 4-5
Cytochrom P450 CYP2B4%" - ca. 5.2 MCM-41, A-MCM-41 4-5
Penicillinacylase® %1919 7.0 7.0%5.0x5.5 MCM-41, Al-MCM-41, SBA-15, KIT-6 3.3,6-9
Glucoseoxidasel®*%1% 4.6 7.0%5.5x8.0 MCF, CMK, MSCF, FMS, (bimodales MSU-F-C) 17-34,3.9, (5.6,21)
Candida-antarctica-Lipase BP9 6.0 3.0x4.0x5.0 HMS, MS-3030, MCF, FDU-12 3.6, 20-50, 10-15
Schweinepankreaslipase!®"”*#2 - 4.6x2.6x1.1 MCM-41, SBA-15 4.5-6.6
Mucor-javanicus-Lipasel’® ' ca. 6.2 - SBA-15, (bimodale HMMS) 6.7, (13,37)
Pseudomonas-cepacia-Lipase!'™ - ca. 5 MCM-41, MCM-48, SBA-15 1.6-6.2
Newlase F-Lipase'® - - SBA-15 7.5
a-L-Arabinofuranosidase®’! 3.5 3.9x9.7x14.4 (bimodales UCM-7) (3.6, 28)
Fumarasel'?®! - ca. 7.8 SBA-15, (bimodale MPS) (100,1000)
Schweineleberesterase!' - ca. 7.3 SBA-15, (bimodale MPS) (100,1000)
Glucoseisomerasel®®'%! 4.0 173 kDa! SBA-Typ, FMS 30
Acetylcholinesterasel™*” - 4645 MCM-41,FSM-16 4-7
Invertasel'®] - - MCF 12-14
Glucoamylase!®! - - MCF 12-14
Polyphenoloxidase!™" - - mesopordse Kohle 2-3.5
Thermolysin!'*4 4.5 34.6 kDal SBA-15,MSU, MCF 9-32
Aldolase-I-Antiksrper 84G3”! - 8 MCF 15-20
scFv-Antikérperfragment® 8.73 5.0x4.0x4.0 SBA-15, CNS, MSE, MCM-41 6-24

[a] Keine geometrischen Abmessungen angegeben. [b] Zahlen in Klammern geben die PorengrofRe von bimodalen Materialien.

keit des Substrats die Gesamtaktivitdt des immobilisierten
Enzyms verringern.**®! Die hydrophobe oder hydrophile
Beschaffenheit und die Grofle des Substrats haben einen
grof3en Einfluss auf die katalytische Aktivitédt eines immobi-
lisierten Enzyms.“*%%! Wenn das Substrat hydrophob ist,
kann die Diffusion durch die Kanile einer hydrophilen me-
sopordsen Silicatstruktur verlangsamt sein. Dies kann durch
groflere Poren ausgeglichen werden, in denen die Diffusi-
onsgeschwindigkeiten grofler sind als in kleinen Poren. An-
dererseits konnte ein hydrophiles Substrat leicht durch die
Poren diffundieren, wihrend kleinere Poren die spezifische
Aktivitdt des immobilisierten Enzyms besser schiitzen.

Auch die duBlere Oberfliche kann die Proteinbeladung
stark beeinflussen.*"" Deere et al.’ leiteten aus diinn-
schichtellipsometrischen Untersuchungen ab, dass sich auf
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der &duBeren Oberfliche mesopordser Materialien 6-10
Schichten Cytochrom c abscheiden konnen. Die Analyse des
Porenvolumens vor und nach der Enzymadsorption liefert
keinen sicheren Beleg fiir das Eintreten in die Poren, da auch
ein Blockieren der Mesoporendffnungen das Porenvolumen
und die Porenoberfliche verringert, ohne dass die Protein-
molekiile vollstindig in die Pore eindringen miissen.>”" Auf
eine Adsorption ausschlieBlich an der duBleren Oberfliche
des mesopordsen Materials kann man jedoch dann schliefen,
wenn es zu keiner Verringerung des Mesoporenvolumens
kommt.”** Eine XRD-Analyse vor und nach der Adsorp-
tion eines Proteins kann iiber die Intensitédtsverringerung der
Reflexionsmaxima einen Einschluss des Proteins in den
Mesoporen nachweisen.7+778:81-83]
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Abbildung 3. Wichtige Faktoren bei der Herstellung neuer Biokatalysatoren mit
immobilisierten Proteinen.®

Trager

3.2. Teilchengrifle und -morphologie

Das Porenvolumen mesoporoser Triger ist nach der
Proteinimmobilisierung aufgrund blockierter Poren oft viel
starker verringert als es dem geschétzten Volumen an im-
mobilisiertem Protein entspricht.>" Materialien mit kiirze-
ren mesoporosen Kanilen (kleinere Teilchen) konnen bei
gleichem Gesamtvolumen der Mesoporen eine groflere Be-
ladungskapazitit haben (ca. 37 gegeniiber ca. 5 umol Lyso-
zym pro Gramm SBA-15), weil ein geringeres Porenvolumen
blockiert wird.®™™ Beim Vergleich der Adsorption in meso-
porosen Materialien sollten daher die Teilchengréenvertei-
lung und die Morphologie beriicksichtigt werden, die einen
starken Finfluss auf die Eigenschaften der Adsorptionsiso-
therme, die Adsorptionskinetik und die spezifische Aktivitét
von Proteinen auf mesoporésen Materialien ausiiben. [

3.3. Stabilitit des mesoporésen Materials

Zur Wiederverwendung eines auf einem mesopordsen
Tréager immobilisierten Enzyms muss das Trdgermaterial
unter den Arbeitsbedingungen stabil sein, denn eine Zerset-
zung wiirde das Enzym freisetzen und so zu einem Aktivi-
tdtsverlust bei der Wiederverwendung fithren. Wenn das
Material zum Binden und Freigeben eingesetzt werden soll,
muss es seine Struktur beibehalten.® Es wurde berichtet,
dass SBA-Materialien aufgrund ihrer dickeren Wénde hy-
drothermal stabiler sind als MCM-Materialien.”7* Aller-
dings kamen andere Studien, die sich in erster Linie in Bezug
auf die Synthesebedingungen unterschieden, zu wider-
spriichlichen Ergebnissen. So fanden Ji et al.*! in Einklang
mit Beobachtungen von Katiyar et al.,” dass Al-MCM-41
nur bei pH-Werten iiber 9 instabil ist. Hernandez et al.®"
beobachteten dagegen die Zersetzung von MCM-41 bei
einem pH-Wert von 7.4. Einige Arbeitsgruppen verwendeten
besondere Synthesestrategien, um die hydrothermale Stabi-
litdit von MCM-41-Materialien zu verbessern; beispielsweise
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wurden zeolithische Cluster als Siliciumdioxidquelle mit
zahlreichen Tensiden kombiniert.¥! Ein periodisches meso-
poroses Organosilicat mit verbriickenden Aminogruppen
(PMO-PA) war fiir sich bei pH 4-10 instabil, durch Variation
des Tensids und der Synthesebedingungen wurden aus den
gleichen Organosilicat-Vorstufen jedoch stabilere PMO-PA-
Materialien hergestellt, mit deren Hilfe Chlorperoxidase im-
mobilisiert und ohne Aktivitdtsverlust zuriickgewonnen
werden konnte.*”

3.4. Isoelektrische Punkte von MPS und Protein

Der isoelektrische Punkt eines Teilchens oder Enzyms
bezeichnet den pH-Wert, bei dem die Gesamtladung ver-
schwindet. Ober- oder unterhalb dieses pH-Werts tridgt das
Protein eine negative bzw. positive Gesamtladung, wobei die
Ladungen vorzugsweise an der Molekiiloberflache angeord-
net sind. Die Bedeutung des isoelektrischen Punkts (pI) von
Enzymen ist oft betont worden, denn man ging davon aus,
dass die Adsorption auf einen Trager stattfinden wird, wenn
der pH-Wert des Immobilisierungspuffers unter dem pl des
Enzyms und iiber jenem des Trigers liegt.”” Bei einem pH-
Wert der Losung unter dem pl des Enzyms weist das Enzym
eine positive Netto-Oberfldchenladung auf, deren Wechsel-
wirkung mit einem Silicattrager, dessen Oberfldche bei pH >
3 negative Ladungen trigt, giinstig ist.**”* Cytochrom c und
Trypsin haben é&hnliche isoelektrische Punkte und zeigen
dennoch bei pH 7 sehr verschiedene Oberfldchenpotentiale
(Abbildung 4).

Abbildung 4. Mit GRASPP® berechnete elektrostatische Oberflachen-
potentiale (rot negativ, blau positiv) fiir a) Cytochrom ¢ (PDB-Nummer
THRC, pl =10.7%%) und b) Trypsin (PDB-Nummer 150Q, pl=10.5).

Zur Enzymimmobilisierung scheinen also vereinbare
GroBen und isoelektrische Punkte notwendig zu sein.[>%*?
Diese Merkmale stellen die Adsorption aber nicht immer
sicher: Beispielsweise ist Subtilisin klein genug, um in die
Poren eines cyanmodifizierten MPS (CNS) zu passen, und die
Wechselwirkung ist bei einem pH-Wert von 6.5 elektrosta-
tisch giinstig — und dennoch konnten nur geringe Beladungen
erzielt werden.

Die Wechselwirkungen zwischen den beiden Oberfldchen
werden von der Dichte und Verteilung der Oberfldchenla-
dungen auf dem Enzym beeinflusst. Diese Groflen werden
durch den isoelektrischen Punkt allein nicht angemessen be-
schrieben und sollten genauer ermittelt werden, um die
Oberflacheneigenschaften des Tragermaterials besser zu
verstehen. Fiir den isoelektrischen Punkt von mesopordsem
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Siliciumdioxid wird oft ein Wert von 2 angenommen,®-%*%4

wie er auch fiir amorphes Siliciumdioxid gefunden wird.”
Isoelektrische Punkte mesoporoser Materialien wurden
erstmals von Deere et al.l””! gemessen, die fiir MCM-41 und
CNS Werte von 3.6 bzw. 3.7 fanden. Die Werte fiir handels-
iibliches Kieselgel und ein mit F127 hergestelltes mesoporo-
ses Material waren etwas niedriger, ndmlich 2.9 bzw. 2.8. Die
Funktionalisierung von reinem mesopordsem Siliciumdioxid
mit organischen funktionellen Gruppen wird den pl verén-
dern und damit auch die elektrostatischen Wechselwirkungen
mit Proteinen beeinflussen.

3.5. Funktionelle Gruppen an den Oberflichen von MPS und
Protein

Bei Betrachtung der funktionellen Gruppen an der
Oberflache eines Enzymmolekiils konnte eine komplemen-
tdre funktionelle Gruppe an der Oberfliche des Tragers eine
starke Wechselwirkung zur Immobilisierung ermoglichen.
Mesoporose Silicate sind mit zahlreichen Gruppen funktio-
nalisiert worden.’”! Das Verfahren und das AusmaB der
Funktionalisierung konnen die letztlich erzielte Beladung
und Aktivitit des immobilisierten Proteins beeinflussen.”*!)
Allerdings konnen verbleibende Losungsmittelmolekiile aus
einem Funktionalisierungsschritt nach der Synthese die Pro-
teinaktivitdt verringern. Zudem kann eine weitgehende
Funktionalisierung die Poren blockieren oder verengen.
Funktionalisierungschritte nach der Immobilisierung des
Proteins konnen die Hydrophobie und/oder die Amphiphilie
des Tragers erhohen, um fiir eine wirkungsvolle Substratdif-
fusion durch die Poren zu sorgen.’>*’l Das bei dieser Reak-
tion verwendete Losungsmittel kann allerdings die Aktivitat
des immobilisierten Proteins beeintrichtigen.[*!!

Die kovalente Verkniipfung von Aminogruppen an der
Oberflache des Tréigers iiber Glutaraldehyd mit Aminogrup-
pen des Enzyms kann die Stabilitdt des immobilisierten
Enzyms verbessern, das Ausmaf des Auswaschens wesentlich
verringern und eine Wiederverwendung ermoglichen. Auf
diese Weise sind verschiedenartige Enzyme wie Penicillin-G-
Acylase,”™ ) Glucoseoxidase,'™! a-Amylase,"™ Mucor-ja-
vaniscus-Lipase,'™ Glucoseisomerase,'™ Trypsin,*! Inver-
tasel'™ und Glucoamylase!'™ kovalent an MPS immobilisiert
worden. Aminopropylethylcarbodiimid wurde verwendet, um
Chlorperoxidase!®*!®! und o-L-Arabinofuranosidase®” durch
Verkniipfung von Aminogruppen des Tragers mit Carbon-
sduregruppen des Enzyms kovalent zu binden. Penicillinacy-
lase wurde auch iiber Epoxygruppen des Trigers, die mit
Aminogruppen des Enzyms reagieren konnen, kovalent an
MPS immobilisiert.'™ Die erhohte Steifigkeit des Enzyms,
die durch das kovalente Anbinden bedingt wird, kann aller-
dings die Aktivitit verringern, z.B. bei Penicillinacylase®®"!
und Glucoseisomerase.['"””

Die Auswirkungen der Einfithrung von Metallionen in
MPS auf das Adsorptionsvermogen fiir Proteine und Enzyme
sind ebenfalls untersucht worden. So sind aluminiumsubsti-
tuierte mesoporose Silicate verwendet worden, um Enzyme
wie Cytochrom c,*! Rinderserumalbumin,®! Lysozym!™ und
Cytochrom P450¥! zu adsorbieren. Aburto et al.l! imprig-
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nierten ein SBA-16-Material mit Cs™ und verbesserten so die
Beladung an Chlorperoxidase. Xue et al.'*”! funktionalisier-
ten MCM-48-Materialien mit Co®>* und erhohten so die Zahl
schwach saurer Zentren an der Materialoberfldche und damit
die Beladung mit Penicillin-G-Acylase.

3.6. Optimale Bedingungen der Immobilisierung

Unter optimalen Bedingungen fithren Immobilisierungen
zu den grofiten Beladungen und den hochsten spezifischen
Aktivitaten. Die Auswirkung des pH-Werts und der An-
fangskonzentration auf die Proteinbeladung wurde von
mehreren Arbeitsgruppen untersucht.”%1%! Ohne vollstin-
dige Isotherme konnen allerdings nur schwer Schliisse auf die
Beladungskapazitit gezogen werden, da die Beladungen von
der Anfangskonzentration und dem pH-Wert bei der Immo-
bilisierung beeinflusst werden. Die allgemeinen Kapazi-
tiatsbereiche mesoporoser Silicate fiir Proteine sind in Tabel-
le 2 anhand von Beispielen veranschaulicht.

Tabelle 2: Ausgewihlte Beladungskapazititen von MPS fiir Proteine.

Protein MPS Beladung [umolg™]
Cytochrom c”® SBA-15 41.5
Schweinepankreaslipase!®'! SBA-15 3.7
Pseudomonas-cepacia-Lipase!''"! MCM-41 0.14
Chlorperoxidase!™ PMO 0.95
Lysozym®®! SBA-15 37
Glucoseoxidase!"™ MCF 6.36

Es muss darauf hingewiesen werden, dass ein bestimmter
Tréger fiir ein bestimmtes Enzym auch nur deshalb keine
hohe Beladungskapazitit bieten konnte, weil die Immobili-
sierungsfaktoren nicht optimiert worden sind. Beispielsweise
erhielten Liu et al.'® eine Beladung von 3.9 pmolg™' Hi-
moglobin auf SBA-15 mit einer Porengrofle von 10.6 nm,
withrend Urabe et al."'”! eine etwas geringere Beladung von
3.3 umolg™ fiir MPS mit einer PorengroBe von 7.5 nm er-
hielten. Zunichst scheint es, dass das Material mit den gro-
Beren Poren mehr Protein aufnehmen kann. Die Beladungen
sind jedoch nicht vergleichbar, da verschiedene Hdmoglobin-
Anfangskonzentrationen (0.258 mgmL™! bei pH 7.20%! bzw.
SmgmL~" bei pH 6.8"%) bei verschiedenen MPS-Konzen-
trationen ( 5 mgmL~" bzw. 10 mgmL~") verwendet wurden.
Auf der Grundlage der veroffentlichten Daten kann daher
nicht sicher beurteilt werden, ob SBA-15 tatsidchlich mehr
Hémoglobin adsorbiert.

Die Zeit, die ein System zum Erreichen des Gleichge-
wichts benétigt, variiert fiir jedes Protein und jeden Tréger,
wobei die Adsorptionsgeschwindigkeit von der relativen
GroBe der Poren und der Proteine,''” der Kanallinge und der
Neuanordnung des adsorbierten Proteins nach der Adsorp-
tion abhingt."""**! Bei langen Adsorptionszeiten sollte si-
chergestellt werden, dass eine Abnahme der freien Konzen-
tration tatsdchlich durch die Adsorption des Proteins und
nicht durch Denaturierung oder Ausfallen des Proteins aus
der Losung verursacht ist.
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Fiir die grotmogliche Beladung und Aktivitét ist der pH-
Wert bei der Adsorption sehr bedeutsam,[7#76.78.93:94.98.102.112.113]
Die groBtmogliche Beladung und spezifische Aktivitét fallen
nicht immer zusammen (siche Abschnitt 3.8). Der pH-Wert
kann die Konformation beeinflussen, in der das Protein ad-
sorbiert wird, sowie die Stiarke der Wechselwirkung zwischen
dem Protein und der Oberfliche, die sich ihrerseits stark auf
die Aktivitidt auswirkt.”>"? Vinu et al.’* stellten fest, dass
der Puffer und pH-Wert (insbesondere bei hohen pH-
Werten), die bei der Adsorption verwendet werden, eine
Proteinaggregation verursachen konnen, was sich auf die
Adsorbatbeladung auswirken kann. Durch Anpassung von L-
oder S-Kurven an die Adsorptionskurven konnen die Mo-
noschichtkapazitit (d.h. die Menge an Protein, die zum Be-
decken der gesamten verfiigbaren Teilchenoberfliche mit
einer Schicht von Proteinmolekiilen notwendig ist) und die
Stiirke der Wechselwirkung abgeschitzt werden."**! In den
meisten Fillen wird allerdings nicht diskutiert, ob die Ver-
wendung des Langmuir-Modells fiir Protein-Trager-Isother-
men auch wirklich angemessen ist. Die mit diesem Modell
verbundenen Annahmen sind fiir viele Proteinimmobilisie-
rungsprozesse jedoch nicht zutreffend. Beispielsweise unter-
scheiden sich die Bindungsenergien fiir Adsorptionsstellen im
Inneren der Mesoporen und auflerhalb, es kann zu einer
Mehrschichtadsorption kommen, bevor die Monoschicht
vollstdndig ist, und die adsorbierten Proteinmolekiile konnen
miteinander wechselwirken.

Die Auswirkungen der Temperatur, des Drucks und der
Enzymreinheit auf die Adsorbatbeladung wurden von ande-
ren Arbeitsgruppen untersucht. So berichteten Lei et al.
dass die Adsorptionsgeschwindigkeit fiir Lysozym von der
Anfangskonzentration unabhéngig war, eine Temperaturer-
hohung jedoch zu einer schnelleren Adsorption und héheren
Beladungen fiihrte. Einer der Schritte, von denen ein Einfluss
auf die Adsorptionsgeschwindigkeit eines Proteins in ein
mesopordses Material angenommen wird, ist die Bewegung
von adsorbierten Proteinmolekiilen entlang der Kanile
(Neuanordnung). Dadurch werden die Poren in geringerem
AusmaB in der Nidhe der Eingdnge blockiert, sodass mehr
Proteinmolekiile in die Kanile eintreten konnen. Dies er-
fordert den Bruch der ersten Wechselwirkung zwischen dem
Protein und der Trageroberfliche, einen endothermen Vor-
gang, der bei hoheren Temperaturen leichter stattfindet.
Kiirzlich fanden Han et al.,’”"! dass die Beladung groBpori-
ger, hydrophob funktionalisierter Materialien mit hydrophi-
len CALB-Molekiilen durch hohe Driicke erhdht wird, wobei
hohere Beladungen mit geringerem Auswaschen erzeugt
werden als durch Immobilisieren unter herkdmmlichem
Riihren. Die Autoren merkten an, dass die Lipase CALB
zwar bei solchen hohen Driicken stabil ist, andere Proteine
jedoch moglicherweise nicht. Auch die Reinheit kann die
Proteinbeladung beeinflussen. Adsorptionsisothermen fiir
reines und verunreinigtes Trypsin auf MCM-41 zeigten, dass
bei der Verwendung von reinem Trypsin typischerweise
fiinfmal mehr Protein adsorbiert wurde (ca. 5 umolg™).
Ahnliche Ergebnisse wurden auch mit CNS erhalten.[''11]
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3.7. Wechselwirkungen zwischen Protein und Triger

Es ist schwierig, aus einer unter bestimmten Bedingungen
beobachteten Beladung die genaue Beschaffenheit der
Wechselwirkungen zwischen dem Protein und dem Trager zu
ermitteln. Meist ist jedoch klar, ob kovalente Bindungen oder
physikalische Adsorption zugrundeliegen. Um zu ermitteln,
ob die Wechselwirkung eines physikalisch adsorbierten Pro-
teins mit einem Triger hydrophil, hydrophob oder elektro-
statisch ist, konnen verschiedene Experimente durchgefiihrt
werden. Solche Experimente umfassen die Verwendung von
Desorptionsmitteln wie Polyethylenglycol (PEG), Methanol
und Ammoniumsulfat oder eine Verdnderung der Ionenstér-
ke des Immobilisierungspuffers.” >4 Beispielsweise scheint
Cytochrom c an unterschiedliche Materialien nicht immer auf
die gleiche Weise zu adsorbieren. Balkus et al.?”) zogen den
Schluss, dass zwischen Cytochrom ¢ und MCM-41 hydrophile
Wechselwirkungen vorliegen. Untersuchungen von Deere
et al.™ mit Desorptionsmitteln und verschiedenen Ionen-
starken zeigten, dass zwischen Cytochrom c und CNS elek-
trostatische Wechselwirkungen iiberwiegen, mit Kieselgel
dagegen hydrophobe Wechselwirkungen. In einer anderen
Untersuchung wurde gefunden, dass Cytochrom c mit SBA-
15 elektrostatisch wechselwirkt, mit einem PMO mit Ethy-
lenbriicken (MSE) dagegen hydrophob/hydrophil.*’

Sowohl fiir SBA-15 als auch fiir MSE wurden bei pH-
Werten nahe dem pl des Proteins hohere Beladungen mit
Cytochrom c erhalten. Nahe dem pl ist die Nettoladung jedes
Proteins beinahe Null, sodass die AbstoBung zwischen Cy-
tochrom-c-Molekiilen gering ist und daher hohere Beladun-
gen erhalten werden.” Bei pH-Werten weit unter dem pl ist
die AbstoBung zwischen den Proteinmolekiilen starker als die
elektrostatische Anziehung an die Oberfliche des mesopo-
rosen Trigers, was die Beladung verringert. Ahnliche Beob-
achtungen wurden bei der Adsorption von Lysozym auf
MCM-41 und SBA-15 gemacht.”"™7! Bei der Immobilisie-
rung von Lysozym auf ein ethylenverbriicktes PMO wurden
die hochsten Beladungen nahe des pI des Enzyms beobachtet,
bei dem hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den un-
polaren Seitenketten des Enzyms und den hydrophoben
Ethylengruppen des Triigers {iberwiegen.* BSA und Myo-
globin zeigten bei der Adsorption auf SBA-15 ein dhnliches
Verhalten.”! Goradia et al."™ konnten bei Desorptions-
untersuchungen zeigen, dass bei der Immobilisierung von
Trypsin auf CNS hydrophobe/hydrophile Wechselwirkungen
iiberwiegen.

3.8. Aufrechterhaltung der enzymatischen Aktivitdt nach der
Immobilisierung

Die Aktivitidt des immobilisierten Enzyms kann durch die
Wechselwirkung mit der mesopordsen Oberfldche beein-
triachtigt werden.*"”) Es ist schwer, eine ausgewogene
Wechselwirkung zu erzielen, die stark genug ist, um ein
Auswaschen zu verhindern, und dabei schwach genug, um
dem Enzym noch ausreichend Flexibilitdt zu gewdihren,
sodass es seine katalytische Aktivitédt behélt. Wenn ein Enzym
wihrend der Untersuchung vom Tréger gewaschen wird, ist es

Angew. Chem. 2008, 120, 8710 - 8723


http://www.angewandte.de

Immobilisierte Proteine

schwer zu beurteilen, ob das immobilisierte Enzym seine
Aktivitidt behalten hat oder ob es das ausgewaschene Enzym
ist, das die Reaktion katalysiert. Wenn die Reaktion auch
nach Entfernen eines immobilisierten Enzyms ablduft, ist das
Enzym wahrscheinlich vom Triger gewaschen worden.
Ahnlich wie durch Vernetzen des Enzyms oder Proteins mit
dem Trager kann das Auswaschen verringert werden, indem
die Enzymmolekiile nach der Adsorption auf einer mesopo-
rosen Oberfldche oder im Inneren einer Mesopore ihrerseits
zu Enzymaggregaten vernetzt werden (cross-linked enzyme
aggregates, CLEAs). Bei a-Chymotrypsin und Mucor-java-
niscus-Lipase fiihrte das Vernetzen zu einem Material, bei
dem die Aktivitdt erhalten blieb und eine verbesserte Stabi-
litdat gegen Schiitteln und Trypsinabbau beobachtet
wurde.” 1) Ahnlich wurde Papain nach der Adsorption auf
MCM-48 mit Glutaraldehyd vernetzt, was die Aktivitit um
30% gegeniiber dem freien Protein verringerte. Es zeigte
aber eine verbesserte Temperatur- und pH-Stabilitdt und
konnte ohne weiteren Aktivititsverlust iiber einen Zeitraum
von 12 Tagen zuriickgewonnen werden.!''”! Ein solches Ver-
netzen kann jedoch die spezifischen Proteinaktivitdten
senken.[’]

Deere et al.”®!%! berichteten, dass Cytochrom c nach dem
Immobilisieren auf mesopordosen Materialien eine hohere
Aktivitét zeigt als das freie Enzym in Losung; dies ist wohl
darauf zuriickzufiihren, dass im immobilisierten Zustand
High-spin-Fe**-Zentren vorhanden sind. Die héchste Akti-
vitdt wurde bei geringen Cytochrom-c-Beladungen beobach-
tet, vermutlich weil bei hoheren Beladungen der Zugang zu
den Proteinmolekiilen durch blockierte Poren oder Mehr-
schichtadsorption erschwert war. Eine hohere Aktivitéit bei
niedrigen Beladungen wurde auch fiir immobilisierte Gluco-
seoxidase,®*?) Mikroperoxidase-111"% und Candida-antarcti-
ca-Lipase (CALB) beobachtet.' Im Ganzen variiert die
Aktivitit des immobilisierten Proteins mit dem speziellen
Protein, dem mesopordsen Tréger, dem Substrat und dem
Immobilisierungsverfahren. Beispielsweise war Organophos-
phorhydrolase (OPH) nach der Immobilisierung in einem
carboxyfunktionalisierten mesopordsen Silicat zweimal so
aktiv wie das freie Enzym.”"”! Auf MCF immobilisierte
Chlorperoxidase war nur halb so aktiv wie das freie Enzym,”!
wihrend auf SBA-16 kovalent immobilisiertes CPO aktiver
war als das physikalisch adsorbierte Enzym.*! Chong et al.*!
fanden, dass die meisten der zum Immobilisieren von Peni-
cillinacylase (PA) verwendeten funktionalisierten SBA-15-
Materialien die Aktivitdt des Enzyms verringerten; nur PA
auf vinylfunktionalisiertem SBA-15 war doppelt so aktiv wie
freie PA. Auf SBA-15 immobilisierte Schweinepankreaslipase
zeigte eine mehr als doppelt so hohe Aktivitit wie die freie
Lipase, wenn nach der Immobilisierung des Enzyms silaniert
wurde, um den Zugang von unloslichen Substraten zu der
Lipase zu erleichtern.®”

Bei einigen Proteinen und Antikorpern, z.B. a-Chymo-
trypsin®! und Aldolase-I-Antikorper,®” wurde die Enantio-
selektivitdt durch die Immobilisierung auf mesopordsen Ma-
terialien nicht beeintrachtigt. Jedes System aus Protein und
mesoporosem Trager verhélt sich also unterschiedlich, sodass
die relative Aktivitidt des Biokatalysators jeweils neu ermit-
telt werden muss.
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3.9. Aktivitit immobilisierter Proteine in organischen Medien

Native Proteine zeigen in organischen Losungsmitteln oft
eine nur geringe Aktivitit,"” die jedoch durch Immobilisie-
ren auf anorganischen Trégern verbessert werden kann. Dies
kann zu ungewohnlichen Anwendungen bei der organischen
Synthese fiihren.[**!2!1 Als Vorteil der Verwendung von im-
mobilisierten Enzymen in organischen Losungsmitteln kann
das Auswaschen verringert sein, vorausgesetzt, die Wechsel-
wirkung zwischen dem Enzym und dem Tréger ist hydrophil
oder elektrostatisch.'®® Takahashi et al.l’! konnten zeigen,
dass in mesopordosen MCM- und FSM-Materialien immobi-
lisierte Meerrettich-Peroxidase in organischen Losungsmit-
teln eine erhohte Aktivitit aufweist. Deere et al.l*®l berich-
teten, dass in mesopordsen Materialien immobilisiertes Cy-
tochrom c in organischen Losungsmitteln peroxidierend wirkt
und dass in den Poren von MCM-41 immobilisiertes Cyto-
chrom c in wissrigen und nichtwissrigen Losungsmitteln iiber
einen breiten Temperaturbereich aktiver war, als wenn das
Enzym an der duBleren Oberfldche eines MCM-41-Materials
mit kleineren Poren immobilisiert wurde. Goradia et al."?
berichteten, dass auf verschiedenen MPS immobilisiertes
Trypsin in vielen organischen Losungsmitteln aktiver und
stabiler war als lyophilisiertes Trypsin. Weitere Beispiele sind
in Tabelle 3 gesammelt. So blieb die Enantioselektivitdt von
Lipasen bei der Acetylierung sekundirer”” und primirer™™
Alkohole nach der Adsorption auf mesopordsen Materialien
erhalten, wobei die Aktivitéit fiir immobilisierte Lipasen in
manchen Fillen sogar hoher war als fiir das freie Enzym.['"
Dies zeigt, dass der begrenzte Raum in mesopordsen Tragern
den eingeschlossenen Proteinen die notwendige Stabilitét
verleihen kann, damit sie ihre Aktivitdt und Selektivitit in
organischen Losungsmitteln behalten konnen.

3.10. Wiederverwendbarkeit und verbesserte Stabilitdt des
immobilisierten Proteins

Bei der Biokatalyse ist die dauerhafte Immobilisierung
des Enzyms auf dem Trager sehr wichtig. Wenn das Enzym zu
leicht vom Triager abgewaschen wird, kann es aus dem Re-
aktionsgemisch nur schwer zuriickgewonnen werden. Fiir
eine erfolgreiche Immobilisierung ist es entscheidend, dass
der Trager das Enzym wiahrend des Aktivitétstests festhalt
und so eine Wiederverwendung bei nur geringem Aktivi-
tiatsverlust ermoglicht. Die Immobilisierung in den Mesopo-
ren kann auch die Stabilitdt des Proteins gegen Wérme, ex-
treme pH-Werte, Denaturierungsmittel und organische Lo-
sungsmittel verbessern. So berichteten Zheng et al.'?! {iber
eine erhohte Warmestabilitdt immobilisierter Pseudomonas-
cepacia-Lipase unter den optimalen Bedingungen ihres Tests
(bei pH 8 in Gegenwart des Tensids CTAB). Die immobili-
sierte Lipase wurde achtmal wiederverwendet, und der Ak-
tivitdtsverlust um 50% wurde dem Auswaschen und/oder
mechanischen Verlusten bei der Reaktion und der Riickge-
winnung zugeschrieben. In MCM-41 immobilisiertes a-Chy-
motrypsin wurde innerhalb einer Woche iiber 100-mal wie-
derverwendet.!”! Auf Octatriethoxysilan-funktionalisiertem
mesopordsem Siliciumdioxid immobilisiertes CALB zeigte
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Tabelle 3: Eigenschaften ausgewihlter Proteine nach der Adsorption auf MPS.

S. Hudson, E. Magner, und J. Cooney

nach fiinfmaliger Wiederverwen-
dung keinen Aktivititsverlust.””!

Protein Auswaschen Aktivitat® Stabilitat®! Wieder- : Al
verwendung  Bei der Immobilisierung von PPL
Cytochrom cl&4 72108 nein hoher verbessert - auéSB::l-lS, ;iaslgroﬁeredPorzn als
Mikroperoxidase-111""® nein geringer - - M M_ autwest, wurden ag?—
Lysozym!®2 nein _ _ _ gen die Porenoffnungen durch die
Trypsinl*112114126.127] nein hsher verbessert ja Silanierung nicht ausreichend ge-
hsher!d verbessert!” schlossen, sodass ein Auswaschen
Organophosphorhydrolase!***"-%4 nein hoher verbessert - moglich war. Dieses Problem
a-Chymotrypsinf” & 11¢l nein weniger verbessert ja wurde erst kiirzlich iiberwunden
Meerrettich-Peroxidase®>”! - hsher verbessert - . o ’
- [65,90,93,94,106] - 0 indem nach dem Silanieren Me-
Chlorperoxidase nein weniger verbessert ja .
Manganperoxidase!® - aktiv verbessert ja thacrylat.g.ruppen auf dem SIIICat
Papain®”'"7! nein weniger verbessert ja polymerisiert wurden, um die Po-
Pepsin”! - - - - reneingdnge weiter zu verklei-
Rinderserumalbumint"”*! - - - - nern.l61:821
Subtilisin® " - haher'? verbessert - Wie in Abschnitt 3.8 bereits fiir
(71,127 _ _ _ _ :
my‘:gbb':‘ bin2 hherld vernetzte Enzymaggregate er-
etmyoglobin - her - - . e
Hamoglobin!® 19 _ hoherld verbessert jatd wahnt,.kann durch. Immoblllsleren
Conalbumin 1271 ja _ _ _ auch die Lagerfdhigkeit verbessert
Ovalbumin® ja - - - werden. So war auf MCM-41 im-
Trypsininhibitorprotein® ja - - - mobilisiertes Trypsin auch nach
a-Amylasel™®! o) nein weniger verbessert - einer Woche bei 25 °C stabil, wih-
Cytochrom P450 CYP2C9M - weniger - - rend freies Trypsin vollstidndig in-
Cytochrom P450 CYP2B4B" - weniger - - aktiviert war2” und auf CNS im-
Penicillinacylasel®® %1% nein héher verbessert ja bilisi > T - .
Glucoseoxidasel**#1% nein hoher verbessert ja mobilisiertes rypsm Zelg"te .Ver-
Candida-antarctica-Lipase B 11> nein hsher verbessert ja besserte Stabilitdt in waéssrigen
Schweinepankreaslipase!”*? nein hsher - ja und organischen Losungen.[''114
Mucor-javanicus-Lipasel'® "¢l nein aktiv verbessert - Auf  carboxyfunktionalisiertem
Pseudomonas-cepacia-Lipasel'? ja hsher verbessert ja mesopordsem  Siliciumdioxid im-
-F-Li [129] - s - - e
Newlase-F-Lipase ™ o hoher mobilisierte Organophosphorhy-
a-L-Arabinofuranosidase®”! - weniger verbessert -
F [126] . . drolase  (OPH) war nach
umarase nein weniger verbessert ja .
Schweineleberesterase!' nein weniger verbessert ja 145. Tagen [(}If]agerun.g aktiver al.S
Glucoseisomerase'®! - hsher verbessert - freie OPH."" Fiir Biosensoren mit
Acetylcholinesterase!™ ja weniger - - immobilisierten Proteinen ist die
Invertase!'®! - aktiv - - Lagerungsstabilitit von groRer
105 B
G'Tc‘fmyllas‘?[ : - - weniger - - Bedeutung. Hu et al.”! berichte-
ﬁgﬁq;nz:?gase - \:ki nIger gut - ten, dass die Antigen-Bindungsfi-
ysi - iv - - . .. . e
Aldolase-Antiksrper 84G3®”! nein hoher! verbessert! jald h.1g.l'<elt eines immobilisierten An-
scFV-Antikérperfragment®! nein - gut - tikorperfragments  auch  nach

[a] Im Vergleich zu freiem Enzym in Lésung. [b] Hydrothermal, gegeniiber Denaturierungsmittel oder bei
Lagerung. [c] In organischen Lésungsmitteln. [d] Elektroaktivitat. —: nicht bestimmt.

bei 15 Zyklen in einem organischen Medium keinen Aktivi-
titsverlust.'""”) Chlorperoxidase wurde durch Immobilisierung
in den Poren von SBA-15 stabiler gegen Wasserstoffper-
oxid,® und nach Immobilisierung auf einem aminfunktio-
nalisierten PMO (PMO-PA) wurde sie mit nur geringem
Aktivititsverlust 20-mal wiederverwendet.”"!

Eine Moglichkeit zum Verringern des Auswaschens be-
steht im Verkleinern der Porenoffnungen durch Silanieren
nach der Proteinadsorption.””™ Dieses Vorgehen kann
jedoch auch zur Desaktivierung des Proteins fiithren. Als auf
MCM-41 immobilisierte Schweinepankreaslipase (PPL) nach
der Adsorption mit Vinyltrimethoxysilan silaniert wurde,
verringerte sich zwar die Aktivitdt auf ungefihr 40% im
Vergleich zu freier PPL, der fertige Biokatalysator zeigte aber
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42 Tagen Lagerung unveridndert
war.

Wenn das immobilisierte
Enzym nicht vom mesopordsen
Trager gewaschen wird, kann es
zuriickgewonnen werden. Selbst
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wenn es eine geringere Aktivitit als das freie Enzym zeigt,
kann es wegen seiner einfachen Riickgewinnung aus dem
Reaktionsgemisch und seiner Wiederverwendbarkeit der
insgesamt bessere Katalysator sein und zahlreiche Anwen-
dungen finden. In Tabelle 3 sind einige Eigenschaften meso-
poroser Biokatalysatoren zusammengefasst. Dabei ist zu be-
achten, dass sich nur durch eine erfolgreiche Riickgewinnung
sicherstellen ldsst, ob das Enzym wéhrend des Aktivitétstests
immobilisiert bleibt. Von den in mesopordosen Materialien
immobilisierten Enzymen ist nur etwa ein Drittel auf seine
Riickgewinnbarkeit untersucht worden, und in vielen dieser
Fille treten bei jedem Zyklus Aktivitdtsverluste auf.
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4. Zusammenfassung und Ausblick

Enzyme sind komplexe biologische Molekiile, die unter
Verwendung von elektrostatischen, hydrophoben/hydrophi-
len und kovalenten Wechselwirkungen mit verschiedenen
Graden an Stabilitdt, Aktivitit und Wiederverwendbarkeit
auf mesopordsen Materialien immobilisiert werden konnen.
Die maximale Enzymmenge, die ein mesopordses Material
adsorbieren kann, variiert mit dem pH-Wert, der Ionenstérke,
dem Porendurchmesser und -volumen, den Oberflichenei-
genschaften, dem isoelektrischen Punkt, der Morphologie,
der Teilchengrofe und den Adsorptionsbedingungen. Bei
vielen Enzymen kann die Immobilisierung die Lagerfahigkeit
verbessern, die Oberfliche des Trigers muss jedoch derart
funktionalisiert sein, dass sie eine ausreichende Beladung mit
Protein in der richtigen Orientierung zulésst. Fiir Anwen-
dungen bei der Biokatalyse muss das immobilisierte Enzym
aullerdem wiederverwendbar sein, d.h. der Trager muss das
Enzym nicht nur beim Waschen mit Wasser oder Immobili-
sierungspuffern festhalten, sondern auch beim Waschen mit
Arbeitslosungen. Fiir den Entwurf eines erfolgreichen Bio-
katalysators aus mesoporosem Tridger und immobilisiertem
Protein ist ein genaues Verstidndnis der Konformation und des
aktiven Zentrums des Proteins notwendig. Aktuelle Arbeiten
waren mit der Entwicklung funktionalisierter mesoporoser
Silicatstrukturen® als Triger befasst, deren geordnete Po-
renstrukturen grofl genug sind, um Proteine mit interessanten
katalytischen Eigenschaften in ihre Kanile aufzunehmen.
Diese Arbeiten zeigen die Notwendigkeit, von Modellpro-
teinen wie Lysozym und Cytochromc auf komplexere
Enzyme iiberzugehen, die fiir Synthesen niitzlich sein konnen
(Tabelle 3). In Anbetracht der in Abbildung 3 dargestellten
Faktoren und der Verfiigbarkeit von MPS mit einstellbaren
Oberflachenfunktionalititen kann die Entwicklung stabiler
und aktiver Biokatalysatoren aus einem grof3en Potenzial
schopfen.
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