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Zusammenfassung

Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte eine Immaobilisierungsprozedur fur eine Hydantoinase und
eine L-N-Carbamoylase entwickelt werden. Ausgehend von den Wildtypenzymen aus
Arthrobacter aurescens DSM 3747 wurden dazu unterschiedlichste und im wesentlichen
kovalente Methoden zur Kopplung und Copolymerisierung untersucht. Um im Hinblick auf
eine industrielle Anwendung eine kostenintensive Aufreinigung der Enzyme zu vermeiden,
wurden diese nach dem ZellaufschluR dafir lediglich durch Ammoniumsulfat-Fallung
angereichert und nach Resuspendierung im geeigneten Reaktionssystem direkt
immobilisiert. Hierfur schien zunachst die Kopplung an die Acryl-Polymere Eupergit C und
C 250 L mittels der Oxiran-Methode geeignet. Allerdings konnten, insbesondere fir die
L-N-Carbamoylase (< 10%), damit nur geringe Aktivitatsausbeuten erzielt werden, die
sowohl fur die Hydantoinase als auch fir die L-N-Carbamoylase zu niedrig waren, um
industriellen Anforderungen gerecht zu werden. Positiver Effekt der Immobilisierung war
jedoch, daf3 die Stabilitdt beider Enzyme deutlich zunahm (siehe Paper 1 und 3).

Mit der Bereitstellung der rekombinanten Enzyme war es moglich diese getrennt
voneinander aufzureinigen und den Einflu3 unterschiedlicher Parameter wie Protein-Trager-
Verhaltnis, Kopplungsmethode und Art des Tragermaterials systematisch und ohne Einflul3
von Fremdprotein zu untersuchen. Es zeigte sich, daf3 fur die Immobilisierung der
L-N-Carbamoylase lediglich die Kopplung Uber die Carboxylgruppen des Enzyms maoglich ist,
wahrend die Oxiran-Methode zu einer Inaktivierung fihrte. Unter Verwendung eines
hydrophilen Tragermaterials wie EAH Sepharose 4B konnte die Aktivitdtsausbeute von 4 auf
100% gesteigert werden. Es wurden spezifische Aktivititen des Immobilisates von bis zu
11 UlQseuchem Trager (Siehe Paper 4) erzielt. Der Einsatz einer genetisch modifizierten
L-N-Carbamoylase mit einem C-terminalem Aspe-tag hatte keinen negativen Einflu3 auf die
Stabilitat der Bindung zwischen den primaren Aminogruppen des Tragers und den
Carboxylgruppen des Enzyms.

Die Immobilisierung der Hydantoinase war sowohl mittels der Oxiran- als auch der
Carbodiimid-Methode méglich. Fir das rekombinante Enzym konnten spezifische Aktivitaten
von bis zu 3 U/Qseucniem Trager €rhalten werden. Durch Lagerung in manganhaltigem Puffer war

dariiberhinaus eine Hyperaktivierung des Immobilisates um das 5-fache mdglich.
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Alternativ zur kovalenten Kopplung der Enzyme wurde die Metallaffinititschromatographie
auf ihre Eignung fir die spezifische Bindung rekombinanter Hise-tag Proteine direkt aus dem
Rohextrakt untersucht. Allerdings konnten so nur weniger als 10% der Hydantoinase und
L-N-Carbamoylase aktiv an die Affinitatsmatrix gebunden werden, wobei die verbleibende
Restaktivitat im Falle der L-N-Carbamoylase Uber einen Zeitraum von 15 Tagen erhalten
blieb.

Die Ermittelung der ProzeR3stabilitat (,Operational Stability*) und die biochemische
Charakterisierung der optimalen Immobilisate erbrachte zufriedenstellende Ergebnisse. Die
Halbwertszeiten lagen bei 14000 h (Hydantoinase) bzw. 1000 h (L-N-Carbamoylase). Die
pH- und Temperaturoptima waren fir die immobilisierte Hydantoinase und
L-N-Carbamoylase vergleichbar und lagen zwischen 8,5 - 10 bzw. bei pH 9,5 und zwischen
45 — 60°C bzw. 60°C, so dal’ ein Einsatz unter denselben Reaktionsbedingungen mdaglich

ist.
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1 Einleitung

1.1 Bedeutung und Herstellung von Aminoséauren

Neben ihrer Funktion als Bausteine von Proteinen haben Aminosauren auch wichtige
biologische Funktionen, z.B. als Neurotransmitter, Vorstufen davon oder als Bausteine von
Peptidantibiotika (z.B. Aktinomycin, Gramicidin) und -hormonen (z.B. Insulin, LHR Hormon).
Unnaturliche Aminosduren gewinnen zunehmend an Bedeutung als Intermediate fir neue
Pharmazeutika, Lebensmittelzusitze und Agrochemikalien. 1995 wurde der Anteil am
Weltmarkt auf 3 Milliarden US $ geschétzt [Leuchtenberger, 1996], die sich im wesentlichen
auf die Bereiche Lebensmittel (38%), Futtermittel (54%), Medizin und Kosmetik (8%)
verteilen (siehe Abbildung 1-1).

Lebensmittel 38%

Medizin, Kosmetika 8%

Futtermittel 54%

Abbildung 1-1: Bedeutung von Aminosauren in verschiedenen Bereichen

Die industrielle Herstellung von Aminosauren erfolgt auf unterschiedliche Weise, abhangig
von der Natur und dem Bedarf der jeweiligen Aminoséaure. Die Anwendung von Extraktions-
und Fermentationsverfahren beschréankt sich auf proteinogene Aminoséauren, wohingegen
chemische und enzymatische Synthesemethoden [Yamada et al., 1988] vor allem fir die
Bereitstellung unnatirlicher Aminosauren geeignet sind. In der Literatur sind eine Reihe von
chemo-enzymatischen Verfahren beschrieben [Schmidt-Kastner und Egerer, 1984,
Bommarius, 1996; Esaki et al., 1996].
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Hierbei kommen im wesentlichen Aminopeptidasen, Aminotransferasen, Aminoacylasen,
Lipasen und Hydantoinasen zum Einsatz. Eine Ubersicht iiber die industrielle Produktion von
Aminosauren findet sich in Tabelle 1-1.

Letztere sind aufgrund ihrer breiten Substratspezifitdit und der Mdoglichkeit, damit auch
unnatirliche D- und L-Aminosauren, z.B. als Bausteine von Antibiotika und pharmazeutisch

relevanten Peptiden herzustellen besonders attraktiv fur eine industrielle Anwendung.

1.2 Hydantoinase Verfahren-Prinzip, Vor- und Nachteile

Hydantoine sind stabile Verbindungen, die sich chemisch einfach herstellen lassen und
kénnen daher leichter eingesetzt werden als z.B. a-Aminonitrile, Intermediate der Strecker-
Aminoséauresynthese aus Aldehyden. Allerdings fiihrt diese groRRe Stabilitdt dazu, dalR die
chemische Hydrolyse zu a-Aminosauren drastische Reaktionsbedingungen, wie z.B. 60%ige
Schwefelsdure und Temperaturen von 120-130°C erfordert, was wiederum zu
Racemisierungen fuhrt. Das gesamte Potential der Hydantoine als Vorstufen fir die
Herstellung von Aminoséuren konnte daher erst mit der stereoselektiven mikrobiellen bzw.
enzymatischen Spaltung zu optisch aktiven Aminoséuren genutzt werden [Syldatk et al.,
1992; Syldatk et al., 1995]. Eine wichtige industrielle Anwendung findet dieses Verfahren
bereits in der Herstellung von D-p-Hydroxyphenylglycin, einem Intermediat bei der Synthese
semisynthetischer Antibiotika [Syldatk et al., 1999].

Ein groRRer Vorteil des Hydantoinase-Verfahrens im Vergleich zu anderen enzymatischen
Methoden ist die Mdoglichkeit, ausgehend von einem Racemat enantiomerenreine
Aminosauren mit einer Ausbeute von theoretisch bis zu 100% herzustellen.

Der Prozess gliedert sich dabei in drei Reaktionsschritte (siehe Abbildung 1-2):

1) Spaltung des Hydantoins zur Carbamoylaminoséure durch eine Hydantoinase

2) Hydrolyse der N-Carbamoylaminosaure zur korrespondierenden enantiomerenreinen
Aminoséaure durch die Carbamoylase

3) Chemische oder enzymatische Racemisierung des nicht umgesetzten

Hydantoinenantiomers
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Tabelle 1-1: Industrielle Produktion von Aminosauren — Verwendung und Herstellungs-
methode [Leuchtenberger, 1996]

Aminoséaure Verwendung Herstellung Marktanteil [t/Jahr]

L-Alanin Enterale und parenterale Erndhrung | Enzymkatalyse 100-1000

L-Asparagin Lebensmittelzusatz Extraktion 100-1000

L-Glutamin Lebensmittelzusatz Fermentation, 100-1000
Extraktion

L-Histidin Infusionslésungen Fermentation, 100-1000
Extraktion

L-Isoleucin Infusionslésungen Fermentation, 100-1000
Extraktion

L-Leucin Infusionslésungen, Feinchemikalien | Fermentation, 100-1000
Extraktion

L-Prolin ACE Inhibitoren, Infusionslésungen | Fermentation, 100-1000
Extraktion

L-Serin Infusionslésungen Fermentation, 100-1000
Extraktion

L-Tyrosin L-DOPA Extraktion 100-1000

L-Valin Infusionslésungen Enzymkatalyse, 100-1000
Fermentation

L-Arginin Infusionslésungen Fermentation, 1000-8000
Extraktion

L-Cystein Antioxidationsmittel Reduktion von Cystin | 1000-8000
(Extraktion)

L-Tryptophan Antidepressivum Fermentation 1000-8000

Glycin Lebensmittelzusatz, Antioxidans in|Chemische 8000-100 000

Emulgatoren, Bakteriostatikum Synthese

L-Aspartat SiuRstoff Aspartam Enzymkatalyse 8000-100 000

L-Phenylalanin SuRstoff Aspartam Fermentation 8000-100 000

L-Threonin Futtermittelzusatz Fermentation 8000-100 000

D,L-Methionin Futtermittelzusatz Chemische 100 000-800 000
Synthese

L-Glutamat Geschmacksverstarker Fermentation 100 000-800 000

L-Lysin Futtermittelzusatz Fermentation 100 000-800 000
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Abbildung 1-2: Schematische Darstellung des Hydantoinaseverfahrens zur Herstellung von
L-Aminoséauren

Die bisher in der Literatur beschriebenen Verfahren wurden mit freien ruhenden Zellen ohne
Wiederverwendung durchgefiihrt, da die Carbamoylasereaktion bereits nach wenigen Zyklen
durch einen hohen Aktivitdtsverlust zum limitierenden Schritt werden wirde. Die
D-Hydantoinasereaktion wird daher haufig nur als ,Einschrittverfahren® mit anschlie3ender

chemischer Decarbamoylierung des Zwischenproduktes zur D-Aminoséaure durchgefihrt.

Weitere Nachteile von Ganzzellverfahren sind:

1. Hohe Aufarbeitungskosten, da wahrend der Biotransformation auch Zellinhaltsstoffe
freigesetzt werden, die vor allem fur Anwendungen im Pharmabereich abgetrennt werden
mussen.

2. Transportprobleme, wodurch die Aufnahme der Substrate in die Zelle erschwert wird und
es zu einer Begrenzung der Produktivitat kommt.

3. Die Wiederverwendung der Zellen ist aufgrund der Stabilitats- und Aktivitatsprobleme vor
allem auf der Ebene der N-Carbamoylasen nicht mdglich.

4. Geringe Produktivitaten durch niedrige Enzymkonzentrationen in den Zellen.
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Arthrobacter aurescens DSM 3747 und DSM 3745 sind zwei der wenigen Organismen, die
isoliert werden konnten und in der Lage sind, 5-monosubstituierte Hydantoine zu
L-Aminoséduren umzusetzen [Syldatk et al., 1992]. Wahrend die D-Hydantoinasen strikt
D-spezifisch erscheinen, weist die Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 eine
substratabhéngige Enantioselektivitat auf [May et al., 1998; Waniek, 1999]. So wird z.B.
Benzylhydantoin durch die Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 L-selektiv
umgesetzt wohingegen der Einsatz von (Phenylethyl-)hydantoin oder (Methyl-
thioethyl-)hydantoin zu einer D-selektiven Spaltung fuhrt. Damit wird fir die Herstellung
enantiomerenreiner L-Aminosduren das nachfolgende Enzym, die L-N-Carbamoylase,

unerlasslich.
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Zielsetzungen der Arbeit

Aus den zuvor in Kapitel 1 dargelegten Griinden ergaben sich folgende Zielsetzungen der

vorliegenden Arbeit:

Es sollten zunéchst, ausgehend von aktuellen Vorarbeiten, die am Institut fir
Bioverfahrenstechnik im Rahmen von Studien- und Diplomarbeiten durchgefihrt wurden, die
Immobilisierung und Stabilisierung der hydantoinspaltenden Enzyme Hydantoinase und
L-N-Carbamoylase aus Arthrobacter aurescens DSM 3747 untersucht und optimiert werden.
Die Eigenschaften der Enzyme sollten dadurch so verbessert werden, dal3 diese fir ein
industrielles Verfahren prozef3tauglich werden. Voraussetzung fur die Experimente war die
Bereitstellung der Enzyme im groBen Malfistab im Bioreaktor, die Freisetzung mittels
Zellaufschlul3 und die Aufbereitung der Enzymlésung durch Fallungen und verschiedene
Chromatographieverfahren fir die sich anschlieBende Immobilisierung. Die Kopplung an
diverse Tragermaterialien unter Anwendung unterschiedlicher Immobilisierungsmethoden
und Tragermaterialien sollte mit moglichst hoher Ausbeute unter Erhalt der Aktivitat erfolgen.
Nach Bereitstellung der rekombinant exprimierten Wildtyp- und genetisch modifizierter
Enzyme (Asp-, His-tag) in parallel laufenden Arbeiten [Wiese, 2000; Wilms, 2000] sollten

diese ebenfalls in die Untersuchungen einbezogen werden.

Die in der Arbeit erzielten Ergebnisse sollten Eingang finden in das ZSP-Projekt
-Enzymkaskade* und dort sowohl die Simulation als auch den Betrieb einer Gesamtanlage
zur Herstellung  von enantiomerenreinen unnatirlichen  Aminoséuren aus
D,L-5-monosubstituierten Hydantoinderivaten im Mini-Plant-Mal3stab ermdoglichen [Teves,
2000].
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2 Bereitstellung und Anreicherung der Wildtyp-Hydantoinase und
L-N-Carbamoylase aus Arthrobacter aurescens DSM 3747

2.1 Fermentation
Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit war die Bereitstellung der Wildtypenzyme aus

Arthrobacter aurescens DSM 3747 im Bioreaktor. Zunéchst wurde eine Fermentation im
groBen Malfistab (300 I) zur Herstellung ausreichender Enzymmengen fir die Immobilisie-
rungsexperimente unter den in Tabelle 2-1 und 2-2 aufgefiihrten Bedingungen durchgefihrt.
Dadurch wurden ca. 11 kg Biomasse mit einer L-N-Carbamoylase-Aktivitdt von etwa
0,22 mmol/h-g Biotrockenmasse (3,7 U/g TS) und Hydantoinase-Aktivitdt von etwa 0,23
mmol/h-g Biotrockenmasse (3,8 U/g TS) erhalten, deren Aufarbeitung wie im folgenden

beschrieben erfolgte.

Tabelle 2-1: Medium fur Kultivierung von Arthrobacter aurescens DSM 3747

11 g/l (bzw. 22 g/l fur Bioreaktor) Glukose
3,40 g/l KH,PO,

4,42 g/l K,HPO,

0,62 g/l Citronensaure-H,O

0,04 g/l MnCl,-4 H,O

0,04 g/ILFeS0O,4-7 H,O

0,04 g/l CaCl,-2 H,0O

0,40 g/l MgSQ,4-7 H,0

6,50 g/l (NH,),SO,

0,30 g/l N3-Indolylmethylhydantoin
1,00 g/l Hefeextrakt

Tabelle 2-2: Kultivierungsbedingungen bei der Anzucht von Arthrobacter aurescens DSM
3747

Medium 200 |

Induktor Ns-Indolylmethylhydantoin
Animpfvolumen 51

Temperatur 30°C

Soll-pH-Wert 6,8

Beluftungsrate 40-50 NI/min

Drehzahl 150-400 rpm

Titration 25% NaOH; 10% HsPO,
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2.2 Zellaufschlufd
Zur Isolierung der Wildtypenzyme aus Arthrobacter aurescens DSM 3747 wurde ein

ZelllaufschluR mittels Ruhrwerkskugelmuihle des Typs Dyno-Mill KDL durchgefihrt. Aus
friheren Arbeiten war bekannt, dal sich vor allem die Hydantoinase durch ihre
Metallabhéngigkeit auszeichnet. Daher wurden fir den Zellaufschluf? zwei unterschiedliche
Puffersysteme in ihrer Wirkung auf die Enzymaktivitdten untersucht. Zusétzlich zu einem
Ublicherweise fur den Aufschlul3 von Arthrobacter aurescens DSM 3747 verwendeten
Phosphatpuffer wurde 0,2 M Tris-Puffer mit 1 mM Manganchlorid, pH 7,0 eingesetzt. Dem
Phosphatpuffer konnte kein Manganchlorid in entsprechender Menge zugesetzt werden, da
dieses sonst als unl6sliches Manganphosphat ausgefallen wére. Ein Vergleich der
Enzymaktivititen aus beiden Aufschlissen zeigte, dal3 bei Verwendung von Tris-Puffer
sowohl die Hydantoinase- als auch die L-N-Carbamoylase-Aktivitat deutlich gesteigert

werden konnten (Tabelle 2-3).

Tabelle 2-3: Einflu® des Puffersystems auf die Enzymaktivitaten

Puffersystem Hydantoinaseaktivitéat | L-N-Carbamoylaseaktivitat
[U/ml] [U/ml]
0,3 M Phosphatpuffer, pH 6,5 2,4 2,6
0,2 M Tris, pH 7,0 4.9 4,2

2.3 Anreicherung
In friheren Arbeiten wurden bereits diverse Methoden zur Anreicherung der Enzyme

Hydantoinase und L-N-Carbamoylase untersucht [Dombach, 1988; Kdlle, 1991; Wohlfahrt,
1991; Petrovska, 1995]. Dazu gehérten Fallung, Extraktion und Chromatographie. Alle
Methoden erwiesen sich jedoch als mehr oder weniger ungeeignet, um die beiden Enzyme
vollstandig voneinander zu trennen. Die besten Ergebnisse wurden diesbeziglich noch mit
einer Flussig-Flussig-Extraktion erzielt. In diesem Fall konnte sowohl eine Phase erhalten
werden, die fast ausschlielich Hydantoinase- als auch eine Phase, die eine wesentlich

hohere spezifische L-N-Carbamoylase- als Hydantoinase-Aktivitat enthielt [May, 1995].
Im Hinblick auf eine industrielle Anwendung stellt jedoch eine Fallung die einfachste

Methode zur Anreicherung von Enzymen dar. Daher wurden verschiedene Fallungen auf ihre

Eignung und Praktikabilitat untersucht und Optimierungen durchgefihrt.
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2.3.1 Polimin-Fallung
Die Polimin-Fallung ist vergleichbar mit einer Protaminsulfat-Féllung und dient vor allem der

Abtrennung von Zelltrimmern und Nukleinsduren. Dieser Effekt beruht auf der Féahigkeit von
Polykationen sich an negativ geladene Verbindungen zu binden und einen Grof3teil ihrer
Ladungen zu neutralisieren [Cooper, 1980]. Die Entfernung von Nucleinsauren ist in einem
frihen Stadium der Reinigung empfehlenswert, da sie groRere Mengen Proteine binden.

Mit dieser Fallung konnte eine Klarung des Zellextraktes ohne nennenswerten

Aktivitatsverlust der Enzyme erzielt werden.

2.3.2 Mangansulfat-Fallung
In Anlehnung an frihere Arbeiten [Muller, 1990] wurde fur die Fallung der Enzyme eine End-

konzentration an Mangansulfat von 20 mM gewahlt. Im Gegensatz zur Polimin-Fallung
konnte hierbei sowohl fir die Hydantoinase als auch fir die Carbamoylase eine Aktivitats-
steigerung erreicht werden (Tabelle 2-4). Auch fir diesen Fallungsschritt ergab sich, wie im

Falle der Polimin-Fallung, jedoch keine Anreicherung der Enzyme.

Tabelle 2-4: Enzymaktivitaten und Proteinkonzentrationen nach Polimin- und Mangansulfat-
Fallung

Fallung Proteinkonzentration | Hydantoinaseaktivitat | Carbamoylaseaktivitéat
[a/l] [U/ml] [U/ml]
Zellaufschluf3 in 0,3 M 16 2,6 2,4
Phosphatpuffer, pH 6,5
Polimin-Féllung 17 2,2 2,4
Mangansulfat-Fallung 17 7,5 3,0

2.3.3 Ammoniumsulfat-Fallung

Unterschiedliche Angaben aus friheren Arbeiten bezilglich des Fallungsverhaltens der
Hydantoinase und der Carbamoylase lie3en darauf schlieRen, dal Art und Dauer der Salz-
zugabe das Fallungsverhalten der Enzyme und die Enzymaktivitdten beeinflussen. Die
Ammoniumsulfatzugabe erfolgte daher sowohl in Form eines kristallinen Salzes und als auch
als gesattigte Losung [Scopes, 1987], wodurch lokale Konzentrationsgradienten vermieden
werden sollten. Desweiteren wurde der EinfluR der Dauer der Salzzugabe untersucht.

Unabhéangig von der Vorbehandlung der Enzymlésung und der Art der Salzzugabe ergab
sich, daf} eine vollstandige Trennung der beiden Enzyme nicht moglich war. Sowohl die
Hydantoinase als auch die Carbamoylase wurden ab einer Ammoniumsulfat-Sattigung von
40% gefallt. Bis zu einer Sattigung von 50% - 60% lagen dann beide Enzyme vollstandig im

Pellet vor. Die besten Ergebnisse beziglich der Aktivitdtsausbeute konnten fir die fliissige
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Zudosierung des Salzes in Form einer 100% gesattigten Losung Uber einen Zeitraum von 5
Stunden erzielt werden. Hierbei wurden bei 60% Sattigung Ausbeuten von 96% fir die
Hydantoinase und von 91% fiur die Carbamoylase erhalten. Somit wurde die Ammonium-
sulfatfallung zu einem reproduzierbaren, scale-up fahigen Verfahren zur Probenvorbereitung
fur anschlielende Immobilisierungsexperimente etabliert. Je nach Erfordernissen konnten
die Enzyme dann in dem fir die jeweilige Methode entsprechenden Puffersystem resuspen-

diert werden.

2.4 Bereitstellung und Aufreinigung der rekombinanten Hydantoinase und L-
N-Carbamoylase

Mit der Klonierung der Gene der am Hydantoinabbau beteiligten Enzyme aus Arthrobacter
aurescens [Wiese, 2000; Wilms, 2000] war erstmals die Mdglichkeit gegeben, Hydantoinase
und L-N-Carbamoylase rekombinant in Escherichia coli zu exprimieren und getrennt vonein-
ander aufzureinigen. In Abbildung 2-1 ist exemplarisch der Verlauf einer absatzweisen
Fermentation von Escherichia coli zur Bereitstellung rekombinanter Carbamoylase darge-
stellt. Das Gen war in einem mit L-Rhamnose induzierbaren Expressionsvektor inseriert wor-
den [Wiese, 2000], damit konnte die L-N-Carbamoylase in einer Menge von bis zu 20% des

Gesamtzellproteins produziert werden.

3.0 4 12 r 4.0
—@— ODgoonm
[ spez. Akt [U/mg] L 35
—A— .
25 10 4 Rhamnose [g/] |
- 3.0
g 2.0 B e
= - 25 'g
N
5 E =
X o =
§ 15 4 E B e Nl ] - 20 5
£ ° &
g 15 &
x 1.0+ 4 5
- 1.0
Induktion
0.5 2
~ 05
0.0 - 04 = 0.0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Inkubationszeit [h]

Abbildung 2-1: Verlauf einer Batch-Kultivierung von Escherichia coli W3110 im Schiittel-
kolben ohne Schikanen
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Sowohl fir die rekombinanten Wildtypenzyme als auch fir die genetisch modifizierten
Hydantoinasen und L-N-Carbamoylasen wurden unterschiedliche Reinigungsstrategien ent-
wickelt (Verdffentlichung 2). Vor allem die Einfilhrung von sechs Histidinresten am C-Termi-
nus sollte eine einfache ,Einschritt“-Aufreinigung mittels Metallaffinitdtschromatographie er-
maoglichen. Fir die L-N-Carbamoylase konnte eine 11,3-fache Anreicherung aus dem Roh-
extrakt mit einer Ausbeute von 55% erreicht werden. Die entsprechend madifizierte Hydan-
toinase konnte ebenfalls effizient an die Affinitdtsmatrix gebunden werden. Allerdings flihrte
die Elution sowohl tber einen pH-Gradienten als auch in Gegenwart von Imidazol zur voll-
standigen Inaktivierung des Enzyms.

Im Falle der L-N-Carbamoylase sollte das Anfligen von sechs Asparaginsaureresten eine
integrierte Reinigungs- und Immobilisierungsprozedur erlauben, da eine Immobilisierung die-
ses Enzyms nur Uber Carboxylgruppen moglich ist (siehe Kapitel 3). Im Vergleich mit dem
Wildtypenzym zeigte die Aspgs-Carbamoylase aufgrund der zusatzlichen negativen Ladung
eine starkere Wechselwirkung mit dem Anionenaustauscher, so daf} eine Elution erst bei

hoherer Salzkonzentration (0,5-0,6 M gegenuber 0,3-0,4 M) erfolgte.

2.4.1 Hydantoinase
Die Aufreinigung der rekombinanten Hydantoinase erfolgte nach einem von O. May [1998]

entwickelten Reinigungsprotokoll. Die Ergebnisse sind exemplarisch in Form einer Reini-

gungstabelle (Tabelle 2-5) dargestellt.

Tabelle 2-5 : Aufreinigung der rekombinanten Hydantoinase aus Escherichia coli W3110
pBW 31

Reinigungs- Proteinmenge Spezifische Aktivitat Aktivitat Ausbeute Reinigungsfaktor

schritt
[mg] [U/mg] [U] [%]

ZellaufschlufR 2175 0,16 353 100 1,0
Streamline 534 0,27 129 37 1,7
QXL

Phenylsepha- 100 0,98 98 28 6,1
rose Highload

Mono Q 12 2,2 15 4 13,8
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2.4.2 Carbamoylase
Um fir die Immobilisierungsexperimente eine ausreichende Menge gereinigter

L-N-Carbamoylase zur Verfigung zu haben, wurde ein Reinigungsprotokoll bestehend aus
den zwei Schritten

Streamline DEAE Séaule (,capture®)

Mono Q (,polishing®)
durchgefiuhrt. Eine genaue Beschreibung der Aufreinigung sowohl fir das Wildtypenzym als

auch fur die genetisch modifizierte L-N-Carbamoylase findet sich in Veroffentlichung 2.
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3 Immobilisierung

Der Einsatz immobilisierter Enzyme hat aufgrund ihrer Wiederverwendbarkeit 6konomische
Vorteile gegenlber freien Enzymen [Kennedy and White, 1985; Kennedy and Cabral, 1987].
Bei der Immobilisierung kénnen vier grundsatzliche Methoden unterschieden werden. Dazu
gehoren Adsorption, kovalente Bindung, Kopolymerisierung und EinschluRverfahren [Fagain,
1997]. Eine betrachtliche Anzahl industrieller Prozesse machen sich bereits den Einsatz im-
mobilisierter Enzyme zunutze. Als wichtige Beispiele waren hier unter anderem die Umset-
zung von Glucose zu Fructose mit der Glucoseisomerase und die Hydrolyse von Penicillin
durch die Penicillinacylase zu nennen [Buchholz et al.,, 1987] zu nennen. Die vielverspre-
chendsten Anwendungen liegen allerdings in der Herstellung von Feinchemikalien, vor allem
in der Synthese von optisch aktiven und enantiomerenreinen Komponenten [Stinson, 1992;
Tischer et al., 1992]. In diesem Bereich haben vor allem die Wiederverwendbarkeit und die
Ruckhaltung der Enzyme im Hinblick auf die Enzymkosten und die Produktreinheit grof3e

Bedeutung.

Ein Hauptpunkt bei der Beurteilung der Machbarkeit eines biotechnologischen Prozesses ist
die Kombination von Effizienz und Stabilitdt des verwendeten Biokatalysators [Monsan et al.,
1988]. Eine Immobilisierung flihrt oftmals zu einer erhdhten Stabilitdt und Toleranz gegen-
Uber denaturierenden Faktoren wie z.B. extremen pH-Werten und Temperaturen, Losungs-
mitteln und Proteaseaktivitat. Allerdings kann durch die Immobilisierung die Aktivitat im Ver-
gleich zum freien Enzym abnehmen. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war daher die Sta-
bilitdt der Hydantoinase und L-N-Carbamoylase im Vergleich zu den freien Enzymen unter

Erhalt inrer Aktivitat zu verbessern.

Bei der Wahl der Immobilisierungsmethode und geeigneter Tragermaterialien spielen pro-
zesstechnische Gesichtspunkte eine Rolle, wie z.B. physikalische Eigenschaften der ver-
wendeten Matrices, die einen grof3en Einflul auf das Reaktionssystem haben. Der Einsatz in
Ruhrkesselreaktoren, Flie- oder Festbettreaktoren hangt im wesentlichen von der Partikel-
grofie und -verteilung, der mechanischen Festigkeit und der Druckbestandigkeit ab. So wird
z.B. der Druckabfall im Festbett und die Sedimentationsgeschwindigkeit im FlieRbett vom

Partikeldurchmesser bestimmt [Buchholz et al., 1987].

Bei adsorptiv gebundenen Enzymen durch hydrophobe, ionische Wechselwirkungen und
Wasserstoffbriicken ist die Bindungsstarke zwischen Protein und Matrix relativ schwach und
reagiert daher sensitiv auf Veranderungen in der Umgebung (pH-Wert, lonenstarke, Tempe-

ratur). Dies erfordert eine strenge Kontrolle der Prozessbedingungen, um ein ,Ausbluten®
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des Immobilisates zu verhindern. Vorteilhaft ist bedingt durch die Reversibilitat der Bindung

jedoch die einfache Regenerierbarkeit des Immobilisates im Falle einer Inaktivierung.

Bei einer kovalenten Kopplung eines Proteins an einen festen Trager werden eine oder
mehrere Aminosaureseitenketten modifiziert. Die meisten Kopplungsreaktionen beruhen auf
nukleophilen Angriffen durch Amino-, Thiol-, Hydroxyl- und Phenolgruppen und kénnen einer

der folgenden Klassen zugeordnet werden

Peptidbindung
Alkylierung

Diazobindung

el A

Aldiminbindung

Die grole Vielfalt an Kopplungsreaktionen und die weite Verflgbarkeit von bereits funktiona-
lisierten Matrices wie z.B. Eupergit, CNBr Sepharose, EAH Sepharose etc. erleichtern die

Anwendbarkeit der kovalenten Immobilisierung.

Die intramolekulare Quervernetzung von Enzymen durch bi- oder multifunktionale Rea-
genzien (im allgemeinen Glutaraldehyd) stellt zwar eine verhaltnismassig einfache Methode
dar, kommt allerdings aufgrund der Schwierigkeiten bei der Kontrolle der Groflte und der me-
chanischen Eigenschaften der Aggregate nur selten zur Anwendung. Eine neuere Entwick-
lung bzw. Erweiterung dieser Immobilisierungsmethode stellen sogenannte ,Cross-Linked
Enzyme Crystals® (CLEC) dar [Margolin, 1996]. Hierbei werden die typischen Enzym-
Eigenschaften wie hohe Aktivitat und Selektivitat, Einsatz unter milden Reaktionsbedingun-
gen mit denen eines heterogenen Katalysators (Stabilitat in unterschiedlichen Umgebungen,

Wiederverwendbarkeit) kombiniert.

3.1 Immobilisierung mittels Oxiranmethode
Tragermaterialien, die Epoxid-Gruppen an ihrer Oberflache tragen, zeichnen sich durch eini-

ge Vorteile aus: einfache Kopplungsreaktionen, Stabilitat der Bindung und keine Ladungsbil-
dung an der Trageroberflache. AulRerdem kdnnen die Epoxid-Gruppen mit zahlreichen
Gruppen in Proteinen reagieren (Amino-, Carboxyl-, Sulfhydryl-, Hydroxyl-Gruppen) [Zema-
nova et al, 1981]. Das Reaktionsschema einer solchen Kopplung ist in Abbildung 3-1 darge-
stellt. In der neueren Literatur gibt es viele Hinweise darauf, dall eine Immobilisierung an

Eupergit zu einer Stabilisierung des gebundenen Enzyms fiihrt [Mateo et al., 2000; Hernaiz
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et al., 2000]. Dartiberhinaus wurden bereits diverse Anwendungen in der Biokatalyse fir un-
terschiedlichste immobilisierte Enzyme (Penicillin Amidase, Penicilin G Acylase, Protea-
sen/Hydrolasen, Esterasen/Lipasen, Oxidoreduktasen) beschrieben [Eupergit®, Réhm,
1994].

@]
TrégerM + HZN/\Enzym — Tréger/\(\”/\Enzym
OH

Abbildung 3-1: Reaktionsschema der Enzym-Immobilisierung mittels Oxiran-Methode

3.2 Immobilisierung mittels Carbodiimid-Methode
Da der Anteil von Asparaginsaure- und Glutaminsaureresten an der Oberflache von Protei-

nen im allgemeinen verhaltnismassig grol} ist, stellt eine Immobilisierung tber ihre Carboxyl-
gruppen an Tragermaterialien mit primadren Aminogruppen eine alternative Kopplungsmetho-
de zur Oxiran-Methode dar. Hierbei erfolgt unter leicht sauren Reaktionsbedingungen (pH 5-
6) eine Aktivierung der Carboxylgruppen durch ein Carbodiimid. Allerdings kann die Zugabe
von Carbodiimid auch zu einer Abnahme der Enzymaktivitat flhren, was hauptséachlich auf

Modifikationen des Proteins durch Uberschissiges Protein zurtickgefihrt werden kann.

—r= H
R—N=C=N—R
N
Tré'\ger/\NH2 + HOOC/\Enzym Trager ~~ \H/\Enzym
0]

Abbildung 3-2: Reaktionsschema der Enzym-Immobilisierung mittels Carbodiimid-Methode

3.3 Immobilisierung der Wildtyp Hydantoinase und L-N-Carbamoylase aus
Arthrobacter aurescens DSM 3747

Die Ergebnisse friherer Arbeiten zeigten, dal3 die Stabilitat der beiden genannten Enzyme
durch Immobilisierung deutlich gegenuber den freien Enzymen erhéht werden konnte. Aus-
gehend von den Wildtyp-Enzymen aus Arthrobacter aurescens DSM 3747 wurden in dieser
Arbeit zunachst adsorptive und kovalente Immobilisierungsmethoden untersucht und mitein-
ander verglichen. Wie bereits in Kapitel 3 zur Immobilisierung beschrieben, liegt der Vorteil
einer kovalenten Kopplung gegenuber einer ionischen Wechselwirkung in der Stabilitat der
Bindung, wohingegen die Adsorption an einen Trager reversibel ist und eine Regeneration

des Immobilisates ermdglicht.
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Fir die Immobilisierung der L-N-Carbamoylase wurden drei unterschiedliche Reaktionsme-

chanismen und Tragermaterialien gewahlt (Verdffentlichung 1):

1. Nukleophiler Angriff durch Hydroxyl-, Thiol- und Aminogruppen des Proteins an epoxid-
aktiviertes Tragermaterial (Eupergit C)

2. Ausbildung einer Amidbindung zwischen Aminogruppen des Tragers (EAH Sepharose
4B) und mittels Carbodiimid aktivierten Carboxylgruppen des Proteins

3. Adsorption aufgrund ionischer Wechselwirkungen an Q-Sepharose.

Ein Vergleich der resultierenden Immobilisate ergab in dieser Arbeit in allen drei Fallen eine
deutlich Stabilisierung unter Reaktionsbedingungen gegeniiber dem freien Enzym. Bei ab-
satzweisen Umsetzungen im Rlhrkesselreaktor trat flir das Eupergit-lmmobilisat jedoch ein
deutlicher Aktivitatsverlust innerhalb der ersten drei Reaktionszyklen auf. Dieser wurde auf
Konformationsanderungen oder auch eine Dissoziation der Enzymuntereinheiten aufgrund
abnehmender Salzkonzentration zurlickgeflihrt. Allerdings blieb die Restaktivitat tGber die
Dauer der folgenden Umsetzungen erhalten. Im Falle der Immobilisierung mittels Carbodii-
mid-Methode war der Aktivitatsverlust Gber die Dauer der Umsetzungen geringer. Parallel zu
absatzweisen Umsetzungen erfolgte die Ermittlung der ProzeRstabilitat (,Operational Stabi-
lity“) im kontinuierlichen Einsatz in Festbettreaktoren. Dabei ergaben sich die besten Werte
fir das Uber eine grofRere Anzahl an kovalenten Bindungen an Eupergit immobilisierte En-
zym.

Die spezifische Aktivitat der Immobilisate war fur alle drei Immobilisate sehr gering, so daf in
weitergehenden Untersuchungen die Immobilisierungsprozeduren hinsichtlich der Ausbeute
und der spezifischen Aktivitat optimiert werden sollten. Der Schwerpunkt der Untersuchun-
gen lag dabei auf den bereits beschriebenen kovalenten Kopplungsmethoden, wobei eine
Immobilisierung via Epoxid-Gruppen an Eupergit aufgrund der einfachen Durchflihrung und
wegen der chemischen und physikalischen Eigenschaften des Tragermaterials als Aus-
gangspunkt gewahlt wurde. Fir die Hydantoinase konnten bei Verwendung von Eupergit C
und C 250 L 20% beziehungsweise 90% der Aktivitat gekoppelt werden, wohingegen flr die
L-N-Carbamoylase lediglich geringe Aktivitatsausbeuten erzielt wurden.

Daher wurde alternativ die Carbodiimid-Methode eingesetzt, deren Vorteil gegenlber der
Oxiran-Methode unter anderem in der klirzeren Dauer und den fir die Enzyme glinstigeren
Bedingungen im leicht sauren pH-Bereich liegt. Die hierbei zu variierenden Parameter sind
die Proteinkonzentration in der Enzymlésung, die Konzentration von Carbodiimid und die
Anzahl der am jeweiligen Trager zur Verfigung stehenden reaktiven Gruppen. Fir die Im-

mobilisierung wurden drei unterschiedliche Tragertypen eingesetzt:
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EAH-Sepharose 4B
modifiziertes Eupergit C (-NH,) (erhalten durch Aminolyse mit NH;)
modifiziertes Eupergit C 250 L (-NH,) (erhalten durch Aminolyse mit NHj3).

In Vorversuchen wurde zunachst der Einfluld sowohl von unterschiedlichen Carbodiimid- als
auch Proteinkonzentrationen auf die Aktivitaten der freien Enzyme untersucht. Hierbei zeig-
ten sich zwei gegenlaufige Effekte, namlich (1) war fur die Hydantoinase mit zunehmender
Carbodiimid-Konzentration im Bereich von 1 bis 100 mM eine Aktivitatssteigerung zu beob-
achten wahrend (2) fur die L-N-Carbamoylase gleichzeitig eine deutliche Aktivitdtsabnahme
im selben Konzentrationsbereich verzeichnet werden konnte. Zum anderen nahm die L-N-
Carbamoylase-Aktivitat mit steigender Proteinkonzentration ab, wohingegen dies keinen Ein-
fluld auf die Hydantoinase hatte. Die Optimierung der Versuchsparameter erméglichte die
Immobilisierung der Hydantoinase an modifiziertes Eupergit C 250 L (-NH,) nach der Car-
bodiimid-Methode mit einer Aktivitdtsausbeute von 60%. Demgegenuber resultierten alle

Versuche zur Kopplung der L-N-Carbamoylase in geringen Ausbeuten.

3.4 Immobilisierung der rekombinanten Hydantoinase und L-N-Carbamoylase
Mit der Bereitstellung der rekombinant in Escherichia coli exprimierten Enzyme war es mog-

lich, Hydantoinase und L-N-Carbamoylase getrennt voneinander zu untersuchen [Wilms et
al.,1999]. Beide Enzyme konnten Uber einfache Reinigungsprotokolle in reiner Form erhalten
werden [May et al., 1998; Pietzsch et al., 2000].

Zusatzlich zu den bereits zur Immobilisierung der Wildtyp-Enzyme aus Arthrobacter au-
rescens eingesetzten Methoden wurden fir die gereinigten Enzyme folgende Techniken un-

tersucht:

Wildtyp-L-N-Carbamoylase:
Reaktion von Tragern nach vorheriger Modifizierung durch Glutaraldehyd bzw. Divinyl-
sulfon mit Amino-, Carboxyl-, Sulfhydryl-, Hydroxyl-Gruppen des Enzyms

Kopolymerisierung mit Polyethylenimin und Glutaraldehyd

Hexahistidin-Hydantoinase (Hise-tag):

Spezifische Kopplung Uber Histidinreste an Metallaffinitatsmatrix
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3.4.1 Immobilisierung der L-N-Carbamoylase mittels Glutardialdehyd bzw. Divinylsul-
fon

Kolarz et al. [1992, 1993] konnten diverse Kopolymere herstellen, die fiir eine Kopplung nach
der Glutaraldehyd-Methode geeignet sind. Dabei hatte das Quellverhalten der untersuchten
Acryl-Polymere einen Einflu auf das Immobilisierungsverhalten von Enzymen [Kolarz et al.,
1995]. Bryjak et al. [1993] fanden einen Zusammenhang zwischen dem Grad der Querver-
netzung und Menge bzw. Aktivitdt des gebundenen Proteins.

Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde die rekombinante L-N-Carbamoylase sowohl an
unterschiedlichen Polyacryl-Tragern, die sich in ihren monomeren Bestandteilen, der Menge
an Amino- bzw. Carboxylgruppen und der Porositat unterschieden (Tabelle 3-1), als auch an
einem Trager auf Cellulose-Basis immobilisiert. Zur Aktivierung der Trager wurden sowohl
Glutardialdehyd als auch Divinylsulfon [Pepper, 1992] eingesetzt. Die Reaktionen sind in
Abbildung 3-3 und 3-4 schematisch dargestellt.

Die Immobilisierung flihrte zu grofden Aktivitatsverlusten der L-N-Carbamoylase, so dal} die
Kopplungsausbeute lediglich zwischen 0,2 und 5% lag, wohingegen die Ausbeute fur das

gekoppelte Protein 6 bis 88% betrug.

Tabelle 3-1: Charakterisierung der fir die Immobilisierung mittels Glutaraldehyd und Divinyl-
sulfon verwendeten Tragermaterialien (PENTA — Pentaerithritoltriacrylat, BA — Butylacrylat,
TMPMA - Trimethylolpropantrimethacrylat, EDMGA — Ethylenodimethacrylat)

Trager | Monomere Wassergehalt NH>-Gruppen | COOH-Gruppen | Porositat
[o/g] [mmol/g] [mmelig]

12 PENTA 1,9 2,7 20 0,6
BA

28 TMPMA 1,7 0,56 1,35 0,63
BA

818 EDMGA 1,4 0,67 n. d. 0,39
BA
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Trager—NH, + OHC —(CH,),—CHO

l Aktivierung

Trager—N :(H: —(CH,), —CHO + HN-—Enzym
l Immobilisierung

Trager—N :CH) —(CH,); —CH —Enzym

Abbildung 3-3: Aktivierung von Tragern mittels Glutaraldehyd und anschlieRende Immobili-

sierung

I
Trager —OH + H,C=C—S—C=CH,
H g H

l Aktivierung

@

) I
Trager —o—c:—cH:—ﬁ—lc_I::CH2 + H,N— Enzym

H2 20

L Immobilisierung

O

I
Trager —O—C—C—S—C—C—N— Enzym
H, H, I H, H, H
O

Abbildung 3-4: Aktivierung von Tragern mittels Divinylsulfon und anschlielRende Immobilisie-

rung

21



Immobilisierung

3.4.2 Copolymerisierung

Zur Copolymerisierung der L-N-Carbamoylase wurde Polyethylenimin (PEI) als Polymer und
Glutardialdehyd als Quervernetzer eingesetzt. Konsistenz und Volumen des Kopolymerisa-
tes waren hierbei von Menge und Verhaltnis an Polyethylenimin, Glutardialdehyd bzw. der
Proteinkonzentration abhangig. Je héher der Anteil an PEI, desto fester wird das Kopolyme-
risat, wohingegen die Erhéhung von Glutaraldehyd zu einer Reduzierung des Volumens
fuhrt. Es wurden daher bei gleicher Proteinkonzentration PEI und Glutardialdehyd in unter-
schiedlichen Mengen und Verhaltnissen den Reaktionsansatzen zugesetzt (Tabelle 3-1). Als
Puffersystem wurde 1 ml 0,1 M Phosphat, pH 7,0 vorgelegt, das mit 1 ml der entsprechen-
den PEI-Lésung versetzt wurde. Nach Zugabe von 1 ml der Enzymlésung erfolgte die Kopo-
lymerisierung mittels entsprechender Glutardialdehyd-Lésung unter Rihren. Sobald keine
Farbanderung (Schiff' sche Base) mehr eintrat wurde die Reaktion mit 0,5 M Tris, pH 8 abge-
stoppt. Zur Ermittlung der Aktivitaten bzw. Stabilitdten wurden Batch-Umsetzungen mit den
Kopolymerisaten durchgeflihrt, deren Ergebnisse in Tabelle 3-3 aufgeflihrt sind. Unabhangig
von den variierten Versuchsparametern lag die Aktivitdtsausbeute unter 1%, so dal} diese

Methode als ungeeignet fur die Immobilisierung der Carbamoylase bewertet wurde.

Tabelle 3-2: Bedingungen flir die Copolymerisierung der L-N-Carbamoylase mit PEI

Ansatz | Proteinkonzentration | Verwendete Verwendete
[mg/ml] PEI-Lésung | Glutardialdehyd-Ldsung
A 2,9 20% 12,5%
B 2,9 20% 5%
C 2,9 6,7% 12,5%
D 2,9 6,7% 5%

Tabelle 3-3: Ergebnisse flr die Copolymerisierung der L-N-Carbamoylase mit PEI

Probe Ausbeute [%]
Copolymer A 0,5
Copolymer B 0,5
Copolymer C 0,7
Copolymer D 0,5
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3.4.3 Immobilisierung der L-N-Carbamoylase mittels Carbodiimid
Die Ergebnisse aus den bis dahin durchgeflhrten Experimenten deuteten darauf hin, daf}

eine Immobilisierung insbesondere der L-N-Carbamoylase nur mit der Carbodiimid-Methode
moglich war. In Vorversuchen war bereits der EinfluR von unterschiedlichen Carbodiimid-
und Proteinkonzentrationen auf die Enzymaktivitat untersucht worden (siehe Abschnitt 3.3).
Allerdings waren diese Versuche mit dem freien Enzym ohne Trager durchgefiihrt worden,
so dal eine eindeutige Interpretation der Ergebnisse nicht einfach war.

Es wurde daher in weiteren Experimenten mit der rekombinanten L-N-Carbamoylase noch-
mals der Einflu® der Carbodiimid-Konzentration im Bereich zwischen 1 und 100 mM unter
Immobilisierungsbedingungen, d.h. in Anwesenheit von Tragermaterial, untersucht. In Abbil-
dung 3-5 ist die Aktivitatsausbeute in Abhangigkeit von der EDC-Konzentration bei konstan-
ter Proteinkonzentration dargestellt. Daraus wird ersichtlich, dal® bis zu einer EDC-
Konzentration bis 50 mM die Aktivitdtsausbeute am Trager zunimmt. Ein vergleichbares Er-
gebnis wurde auch von Fernandez-Lafuente et al. [1993] beschrieben und damit erklart, da®
bis zu einer bestimmten Konzentration die Aktivierungskapazitat nicht fur alle Enzymmole-
kile ausreicht, so daf} ein Teil des Proteins nur adsorptiv gebunden wird und daher in den an

die Immobilisierung anschlielienden Waschschritten wieder ausgewaschen wird.
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Abbildung 3-5: Einflu der EDC-Konzentration auf die Aktivitatsausbeute der L-N-
Carbamoylase an Eupergit C 250 L (-NH,)

Die Aktivitatsausbeute am Trager konnte ferner durch Variation des Protein-Trager-
Verhaltnisses gesteigert werden. Eine systematische Untersuchung dieser EinfluligroRe er-

gab, dafy mit steigender Proteinkonzentration die spezifische Aktivitat des Immobilisates
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zwar erhoht werden konnte, dabei allerdings die Aktivitatsausbeute sank, ohne daf} die Bin-
dungskapazitat des Tragers Uberschritten wurde. Ursache hierfir kénnte die Bildung von
sogenannten ,Multilayers® sein, die ab einer bestimmten Proteinkonzentration zu dem beob-

achteten Aktivitatsverlust fihren kénnten (Verdéffentlichung 4).

Tabelle 3-4: Einflul von Tragermaterialien auf die Kopplungsausbeute der L-N-Carbamoy-
lase

Tragermaterial Aktivitatssausbeute Kopplungsausbeute
Eupergit C (-NH,) 8-18% 99%
Eupergit C 250 L (-NHy) 18-54% 98%
Deloxan 13-44% 99%
EAH-Sepharose 4B 80-100% 99%
Eupergit C (Spacer-NHy) 34% 79%
Eupergit C 250 L (Spacer-NH,) 15% 81%
Fractogel (Spacer-NH) 11% 98%

In Tabelle 3-4 sind die Ergebnisse der Immobilisierung an unterschiedliche Tragermateriali-
en, die primare Aminogruppen an ihrer Oberflache tragen, zusammengefasst. Daraus geht
deutlich hervor, dall EAH Sepharose 4B der am besten geeignete Trager ist und damit eine
Aktivitatsausbeute von bis zu 100% erzielt werden kann. Die Hypothese, dal fur den Erhalt
der Aktivitdt und die hohen Aktivitatsausbeuten in diesem Fall ein ,Spacer® auf der Tra-
geroberflache verantwortlich ist, konnte durch die Ergebnisse bei Verwendung von Spacer-
modifiziertem Eupergit C, Eupergit C 250 L und Fractogel, einem kommerziell erhaltlichen,
voraktivierten Trager, nicht bestatigt werden.

Bei Verwendung des modifizierten Eupergit C (-NH,) und C 250 L (-NH;) war ebenfalls eine
signifikante Steigerung moglich: Fur das Wildtyp-Enzym lag die Ausbeute bisher bei etwa 4-
8%. Hier konnte eine Erhéhung in Abhangigkeit des verwendeten Tragermaterials auf bis zu
20 bis 50% verzeichnet werden. Da das rekombinante Enzym mit einer hoheren spezifischen
Aktivitdt im Vergleich zum Wildtyp-Enzym vorlag, konnte auch die spezifische Aktivitat auf

dem Trager erhoht werden.
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3.4.4 Immobilisierung der rekombinanten Hexahistidin-Hydantoinase mittels Metallaf-
finitatschromatographie

A B

Abbildung 3-6: Schematische Darstellung der Wechselwirkung einer TALON® S&ule mit den
Histidinresten eines rekombinanten Hexahistidin-Proteins

Die Fusion von 6 Histidincodons an das Hydantoinase-Gen sollte wie in Abschnitt 2.4 be-
schrieben eine einfache Aufreinigung mittels Metallaffinitdtschromatographie ermoéglichen
[Clemnit et al., 2000]. Dieses Prinzip der Wechselwirkung von Trager und Enzym (siehe Ab-
bildung 3-3) sollte dariberhinaus direkt flr eine Immobilisierung eingesetzt werden.

Allerdings fuhrte dieses Verfahren zu einem Aktivitatsverlust von Uber 80% und spezifischen

Aktivitaten von lediglich 0,2 U/grager-

3.5 Immobilisierung der Hydantoinase in Anwesenheit von Inhibitoren
Ein stabilisierender Effekt von Substraten oder Inhibitoren auf die dreidimensionale Struktur

von Proteinen [Blanco, 1988; Alvaro, 1991] und ihr Einsatz als ,Schutzschild“ des Enzym-
molekils wahrend des Immobilisierungsprozesses wurde mehrfach beschrieben [Rosell et
al., 1995]. Aufgrund friiherer Arbeiten gab es Hinweise, dal® die Hydantoinase sowohl durch
PEG [May, 1995] als auch durch Benzylbernsteinsaurehalbamid (BnBHa; Inhibitionskon-
stante Ki=0,35 mM) [Waniek, 1999] gehemmt wird. Es wurden daher vergleichsweise Stan-
dardimmobilisierungen mit und ohne Zugabe dieser Inhibitoren durchgefihrt, um den Einflul
auf die Menge an aktiv gebundenem Protein zu untersuchen. In Abbildung 3-5 sind die Ver-

suchsergebnisse graphisch dargestellt.

25



Immobilisierung

Der Zusatz von PEG flhrte gegenuber dem Kontrollansatz ohne PEG zu geringeren Aktivi-
tatsausbeuten, was maoglicherweise auf eine Denaturierung durch das Detergens zurtickzu-
fihren ist. Demgegeniber hatte die Anwesenheit von Benzylbernsteinsaurehalbamid wah-

rend der Immobilisierung einen leicht positiven Effekt auf die Menge an aktiv gekoppeltem
Enzym.
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Abbildung 3-7: Immobilisierung der Hydantoinase in Anwesenheit von verschiedenen Inhi-
bitoren (10% PEG bzw. 1,3 mg/ml BnBHA) — EinfluR® auf die Aktivitatsausbeute

3.6 Bewertung der Immobilisierung — Charakterisierung der Inmobilisate
Zur Beurteilung der Gute der Immobilisierung dienten zunachst die Parameter Aktivitatsaus-

beute, d.h. die Menge an aktiv am Trager gebundenem Protein in Relation zur Ausgangsak-
tivitat, und spezifische Aktivitdt des Immobilisates. Fir die ProzeRtauglichkeit ist die Prozel3-
stabilitat, d.h. die Stabilitat des Immobilisates unter Reaktionsbedingungen, von grolier Be-
deutung. Eine erhOhte Stabilitdt reduziert nicht nur die durch das Enzym verursachten
ProzlRkosten, sondern auch die Betriebskosten. Die Prozesstabilitdt wird in der Regel als

Halbwertszeit, d.h. die Zeit, innerhalb derer ein Aktivitatsverlust von 50% der Ausgangsakti-
vitat auftritt, ausgedrickt [Brodelius, 1978]. Diese wurde in dieser Arbeit sowohl im Rihrkes-

selreaktor als auch im Festbettreaktor im kontinuierlichen Betrieb ermittelt (siehe Veroffentli-
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chung 4). Hierbei ergaben sich fiir beide Reaktortypen Werte von etwa 1000 h fir die L-N-
Carbamoylase und 14000 h fir die Hydantoinase. Die immobilisierte Hydantoinase erwies
sich dabei selbst in einem ungepufferten System als stabil.

Sobald das Immobilisat nur zeitweise eingesetzt oder Uber einen langeren Zeitraum nicht
bendtigt wird, ist die Lagerstabilitat von Bedeutung. Im Falle einer guten Lagerstabilitat kon-
nen namlich gro3e Chargen an immobilisierten Enzym hergestellt und so die Produktionsko-
sten gesenkt werden. Fur die immobilisierte Hydantoinase ergaben sich bei Lagerung bei
4°C in Mangan-haltigem Puffer Gber einen Zeitraum von bis zu 3 Monaten keine Aktivitats-
verluste (siehe 3.6.1). Die Aktivitat der immobilisierten L-N-Carbamoylase, sowohl lyophili-
siert als auch nicht, erwies sich bei Lagerung bei 4°C und bei 20°C Uber einen Zeitraum von
180 bis zu 850 h als stabil. Lagerung bei Raumtemperatur fihrte bereits nach 10 h zu einem
Aktivitatsverlust von 10% nach 180 h von 60%.

3.6.1 Einfluss von MnCl, auf die Hydantoinase-Aktivitat
Die Metallabhangigkeit der Hydantoinase aus Arthrobacter aurescens DSM 3745 ist in der

Literatur detailliert beschrieben [May et al., 1998]. Eine durch Metallchelatoren hervorgerufe-
ne Inaktivierung des Enzyms begleitet von einer Dissoziation in dessen Untereinheiten kann
durch die Zugabe von Kobalt-, Mangan-oder Zink-lonen riickgéngig gemacht werden. Dieser
positive Einflul® einiger zweiwertiger Metallionen auf die Stabilitat und Aktivitat der Hydanto-
inase sollte in dieser Arbeit fir das immobilisierte Enzym untersucht werden. Daher wurden
verschiedene Immobilisate Uber einen langeren Zeitraum in manganhaltigem Puffer gelagert.
Als Referenz dienten die entsprechenden Ansatze ohne Mangan.

Aus ist ein signifikanter Anstieg der Enzymaktivitat in den Ansatzen mit Man-
ganchlorid gegeniber den Referenzen zu erkennen. Allerdings ist dieser Effekt bei den Im-
mobilisaten, die nach der Carbodiimid-Methode hergestellt wurden, starker als bei denen, die
mittels der Oxiran-Methode gekoppelt wurden. Dieser Effekt kdnnte auf die flr die beiden
Methoden unterschiedlichen an der Kopplungsreaktion beteiligten Gruppen bzw. Regionen
zurtckzufuhren sein. Falls die an der Kopplungsreaktion beteiligte Region auch die ist, die
mit dem Mangan wechselwirkt, ware es denkbar, dass die Zuganglichkeit fir Mangan er-

schwert ist und es so zu einer geringeren Aktivitatssteigerung kommt.
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Abbildung 3-8: Einfluss von Manganchlorid auf die Hydantoinase; links: immobilisiert mit

Carbodiimid-Methode; rechts: immobilisiert nach Oxiran-Methode
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4 Einsatz von Losungsvermittlern zur Erhéhung der Substratlos-
lichkeit

Ein nicht zu vernachlassigender Aspekt des Hydantoinaseverfahrens ist die schlechte LOs-
lichkeit vieler Hydantoin-Substrate, wodurch die Enzyme nicht unter Substratsattigung und
damit nicht mit maximaler Reaktionsgeschwindigkeit arbeiten konnen. Der Einsatz von L6-
sungsvermittlern sollte daher die absolut geléste Menge Substrat erhéhen und somit zu einer
erhohten Aktivitat des Immobilisates flhren. Allerdings ist dabei eine Beeintrachtigung der
enzymatischen Aktivitat durch die verwendeten Substanzen méglich.

Es wurden in dieser Arbeit verschiedene Polymere und Polymerlésungen im Hinblick auf ihre
Fahigkeit zur Erhéhung der Ldslichkeit des Modellsubstrates Indolylmethylhydantoin (IMH)

und ihren Einflul auf die Hydantoinaseaktivitat untersucht (Tabelle 4-1).

Tabelle 4-1: EinfluR von Lésungsvermittlern auf die Hydantoinase-Aktivitat

Polymer Max. Loéslichkeit Substratkonz. Spez. Aktivitat Relative Aktivitat
(IMH) Aktivitatstest (IMH)

[9/1] [9/1] [U/grager] [%]
Standardtest 0,4 0,4 0,34 100
90% Tween 80 30 0,4 0 0
90% Tween 80 30 30 0 0
10 % Brij 35 4,0 0,4 0,16 47
10 % Brij 35 4,0 4,0 0,71 209
1% Serdox n.b. 0,4 0,35 103
33%Serdox 12,0 12,0 0,77 226
13% P 1,2-B-G- 2,5 0,4 0,15 44
allylether
;ﬁ’;/l"e;;r’z'B'G' 2,5 2,5 0,74 218
Standardtest 0,4 0,4 0,21 100
Dex 10 PPO 1,5 0,4 0,34 162
Dex 10 PPO 1,5 1,5 0,86 410
Dex 70 PPO 1,3 0,4 0,43 205
Dex 70 PPO 1,3 1,3 0,68 324
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Aus Tabelle 4-1 wird ersichtlich, daf} alle untersuchten Polymerldsungen eine Erhéhung der
Loslichkeit des Modellsubstrates IMH bewirkten. Die hochsten Werte mit 30 g/l konnten
beim Einsatz von Tween 80 in einer Konzentration von 90% erzielt werden, allerdings auf
Kosten der Aktivitat des Immobilisates. In diesem Fall hatte die hohe Konzentration des De-
tergens vermutlich eine Denaturierung des Enzyms zu Folge. Allerdings wurden andere
Konzentrationen nicht untersucht, was jedoch von Interesse sein konnte. Alle weiteren Poly-
mere ermoglichten eine Ldslichkeit des IMH zwischen 1,3 und 12 g/I. Allerdings erreichte die
Enzymaktivitdt unabhangig von der Substratkonzentration und dem L&ésungsvermittler maxi-

mal einen Wert von etwa 0,7 - 0,8 U/grrager-
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5 SchluBwort und Ausblick

Wie bereits in der Einleitung dargestellt, erfolgten die Arbeiten zur Immobilisierung der bei-
den Enzyme Hydantoinase und Carbamoylase im Rahmen eines Projekts, dessen Ziel die
Entwicklung eines Prozesses zur Synthese enantiomerenreiner Aminosauren ist. Durch Op-
timierung verschiedener Versuchsparameter konnte ein scale-up-fahiges Verfahren, ein-
schlieBlich der Aufreinigung, etabliert werden, das zu einer Stabilisierung der beiden Enzyme

gegenuber den freien fihrt.

Die verfahrenstechnische Seite der Prozel3entwicklung [Teves, 2000] soll die reaktionstech-
nische Untersuchung der Enzyme, die Auswahl und detaillierte mathematische Beschreibung
geeigneter Reaktoren und den Betrieb des Prozesses in einer Miniplant umfassen. Dabei
beinhaltet die reaktionstechnische Untersuchung neben den in der vorliegenden Arbeit be-
stimmten GrélRen wie Temperatur- und pH-Optimum insbesondere eine kinetische Modellie-
rung der immobilisierten Enzyme. Vorab muld dazu die Frage gekart werden, ob die beob-
achteten Umsetzungen diffusions- oder reaktionskontrolliert sind. Der nachste Schritt besteht
in der Formulierung eines kinetischen Modells und der Identifizierung der kinetischen Para-
meter mit Hilfe experimentell bestimmter Konzentrations-Zeit-Verlaufe. Auf Grundlage dieser
Analyse kdnnen Prozelparameter wie Temperatur und pH-Wert, die Anzahl und der Typ der
Reaktoren (Ruhrkessel, Festbettreaktor) und die optimale Konzentrationsfihrung unter Be-
rucksichtigung eventuell bestehender Inaktivierungen oder Inhibierungen festgelegt werden.
Aullerdem bildet sie einen Teil des Gesamtmodells, das eine Simulation des vollstandigen

Prozesses ermoglichen soll.
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Summary

Different coupling methods were tested for the immobilization of the N-carbamoyl-L-
aminoacid amidohydrolase (L-N-carbamoylase) partially purified from Arthrobacter au-
rescens DSM 3747. The operational stability of the immobilized biocatalyst was measured
using both consecutive batch reactions and continuously operated fixed bed reactors. The
stability of the free L-N-Carbamoylase was investigated using an enzyme membrane reactor.
The long term stability of the enzyme was markedly enhanced by all immobilization methods
and carriers tested. While consecutive batch reactions revealed no significant differences in
biocatalysts stability, there were significant differences when the biotransformation was car-
ried out using fixed bed reactors. Covalent coupling to Eupergit C via oxirane groups resulted
in an half life time of about 3000 hours while the biocatalyst obained by covalent coupling to
EAH-Sepharose via watersoluble carbodiimide was less stable by a factor of 40. Adsorption

to ion-exchangers as Q-Sepharose resulted in an medium half life time of about 570 hours.

KEYWORDS L-N-carbamoylase, immobilization, oxirane, carbodiimide, ionic interactions,

stabilization
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Introduction
Optically pure D- and L-amino acids can be produced with a theoretical yield of 100% and

with high enantioselectivities using the ,hydantoinase method“ [Pietzsch and Syldatk, 1995].
The instability of most of the enzymes involved in the hydrolysis of D,L-5-monosubstituted
hydantoins and N-carbamoylamino acids is the major hindrance for an economical industrial
process. Even in resting cell biotransformations the L-hydantoinase and especially N-
carbamoylase are inactivated under reaction conditions and the biocatalysts are therefore
not reusable.

L-Hydantoinase and L-N-carbamoylase from Arthrobacter aurescens have been already pu-
rified to homogenity by chromatographic methods and further characterized [Syldatk et al.,
1992]. The free enzymes are inactivated significantly faster than the whole cells. On the
other hand it is not possible to use only the L-hydantoinase in combination with a chemical
decarbamoylation step as reported for the D-hydantoinase-process [Takahashi et al., 1979],
because the L-hydantoinase is not absolutely stereospecific for a range of interesting pro-
ducts. Therefore the L-N-carbamoylase is essential for the production of enantiomerically
pure L-amino acids.

In previous experiments we reported on a stabilization of both enzymes by immobilization
[Wohlfahrt et al., 1992], but with respect to the L-N-carbamoylase the immobilization yield
remained relatively low. Here we report on new results on the covalent immobilization of the
.bottle-neck-enzyme* L-N-carbamoylase using watersoluble carbodiimide [Verhoeven et al.,
1994] and on investigations on the long term stability of the immobilized biocatalyst in a fixed
bed reactor with both covalently and adsorptively bound enzyme.

Because consecutive batch reactions are often used for a first characterization of an immobi-
lized biocatalyst we compare the half life time obtained by these batch reactions with these of

continuously operated fixed bed reactors.

Materials and Methods
Chemicals

All chemicals were of analytical grade and were purchased from Fluka Chemie AG, Buchs,
Switzerland. Immobilization media were purchased from Réhm GmbH, Darmstadt, FRG (Eu-
pergit C) and Pharmacia Biotech, Freiburg, FRG (Q-Sepharose FF, EAH-Sepharose).

Enzyme Preparation

Arthrobacter aurescens DSM 3747 was cultivated in a 300-L-bioreactor under conditions as
reported previously using 0.3 g/l N-3-methylene-D,L-indolylmethylenehydantoin as inducer
[Syldatk et al., 1990].
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Cell disruption was carried out continuously under optimized conditions according to the re-
sults presented elsewhere [Bunge et al., 1992] using a cooled (-20°C) 600 ml cell and the
Dyno-Mill KDL (Willy A. Bachofen, Basel, Switzerland). Unleaded glass beads (480 ml, dia-
meter 0.3 mm) were agitated at an agitator speed of 2500 rpm. An icecooled suspension of
738 g bio-wet-mass (BWM) suspended in 1722 ml of 0.3 M phosphate-buffer, containing 2.5
mM MnCl,, pH 6.5 (30% BWM (w/v)) was pumped four times through the cell with a flow rate
of 80 ml/min.

The enzyme fraction used for the immobilization experiments was obtained by expanded bed
chromatography of the crude extract. For that the crude extract (2320 ml) was diluted with
6000 ml 0.05 M K,HPO4-solution, 960 ml of 0.05 M phosphate buffer, and finally the pH was
adjusted to pH 8.0 by adding carefully about 80 ml 12% NaOH. The diluted crude extract
(8600 ml) was pumped through an Streamline 50 column containing 600 ml of Streamline-
DEAE in the expanded bed modus (100 ml/min, Biopilot-System, Pharmacia, Freiburg,
FRG), previously equilibrated with 0.05 M phosphate buffer, pH 8.0 (buffer A). The column
was washed with 4000 ml buffer A in the expanded bed modus and subsequently in the fixed
bed modus with additionally 3000 ml until the baseline was constant. The protein was eluted
by applying a linear gradient between buffer A and buffer B (0.05 M phosphate-buffer, 1.0 M
NaCl, pH 8.0) within 6000 ml.

50% (6000U) of the initial L-N-carbamoylase- and 87% (3800 U) of the initial L-hydantoinase-
activity were bound to and eluted from the column. 31% of the L-N-carbamoylase- and 7% of
the L-hydantoinase-activity were not bound, but found in the washing buffer. 19% of the L-N-
carbamoylase- and 6% of the L-hydantoinase-activity were lost. The purification factors were
1.3 and 2.1, respectively. The specific activity of the L-N-carbamoylase was 0.5 U/mg protein
and the protein concentration was 3.5 mg/ml The active fractions (1900 ml) were collected

and stored at -20°C (50 ml portions, Streamline-fraction).

Immobilization of the L-N-Carbamoylase to Eupergit C
3.45 g solid phosphate buffer (lyophilized 0.05 M phosphate buffer, pH 8.5) were added to 20

ml of the thawed streamline fraction under stirring and the pH was adjusted to pH 8.5 by ad-

ding 5 ml of a 1.0 M K,HPO4-solution. Precipitated protein was removed by centrifugation (15
min) at 15.000 rpm. 5 g of dry Eupergit C were suspended in the supernatant and the sus-

pension was gently shaken for 24 h at 4°C.

The immobilized L-N-carbamoylase was filtered off and washed with 250 ml of 0,1 M Tris-

Puffer, pH 8.5, using a glas funnel, before using it for bioconversion experiments.
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Immobilization of the L-N-Carbamoylase to EAH-Sepharose 4B

14 ml 0,05 M Tris-buffer, pH 6,0, (buffer C) were added to 1 ml of the thawed streamline
fraction and the pH was adjusted to pH 6.0 by carefully adding 1% HCI. 11 ml of EAH-
Sepharose 4B were washed with buffer C and added to the diluted enzyme solution. A solu-
tion of 0.3076 g EDC in 1 ml distilled water (1.6 M, pH 6.0, adjusted with 1% HCI) was added
to this suspension and shaken at 4°C for 4 h. To hydrolyze excess activated esters, the im-
mobilisate was filtered off and washed with 100 ml 0,2 M Tris-buffer, pH 8.5.

Immobilization of the L-N-Carbamoylase to Q-Sepharose Fast Flow
80 ml of the thawed streamline fraction were diluted with 160 ml 0,05 M Tris-buffer, pH 8.5.

After addition of 16 ml Q-Sepharose FF (equilibrated with the same buffer), this suspension

was shaken for 20 min at 4°C. The immobilisate was filtered off and whashed with 200 ml of
0.05 M Tris-buffer, pH 8.5. The immobilisate was stored in buffer at 4°C.

Determination of the Protein Concentration

The protein concentration was determined according to the method of Bradford [Bradford,
1976]. The test-kit was purchased from Biorad, Munich, FRG.

Determination of Substrate- and Product Concentration

The concentrations of indolylmethylenehydantoin, N-carbamoyl-L-tryptophan and tryptophan
were determined using an HPLC-system (Thermoseparation Products, Darmstadt, FRG)
equipped with a Gromsil ODS 1 PE column (5 ym, 250x4,6 mm, Grom, Herrenberg, FRG).
UV-Absorption was measured at 280 nm. The mobile phase (0.3% phosphoric acid (80%)
and methanol (20%) (v/v) was pumped with a flow rate of 1.0 ml/min.

Retention times: Tryptophan 17.77 min, indolylmethylenehydantoin 20.69 min, N-carbamoyl-
L-tryptophan 23.11 min.

Determination of the Activity of free Enzymes

50 pL of the enzyme solution were added to 800 uL of the preincubated (37°C) substrate
solution (0.4 g/L N-carbamoyl-L-tryptophan or 0.4 g/L D,L-indolylmethylenehydantoin in 0.05
M Tris-buffer, pH 8.5). The reactions were stopped by adding of 450 pL trichloroacetic acid
(TCA, 12%), and analyzed by HPLC after centrifugation.
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Determination of the Stability of the free Enzyme using an Enzyme Membrane Reactor

13 ml of prewarmed substrate solution were filled into an ultrafiltration cell (Omegacell, Fil-
tron, Northborough, MA, USA) equipped with an 30 kDa ultrafiltration membrane. and 350 pl
(0.61 U) of the thawed streamline fraction were added. The ultrafiltration cell was fixed in a
water bath (37°C). Using an hose pump the substrate solution was pumped through the stir-
red cell with a flow rate of 1.64 ml/min equivalent to a mean residence time of 8.5 min.

Samples were taken and directly analyzed by HPLC.

Dermination of the Activity of Immobilized Enzymes in Batch Experiments

800 pL of the preincubated substrate solution (see above) were added to 100 mg of wet im-
mobilisate and shaken for 10 min at 37°C. The reaction was stopped by adding of 400 uL
TCA and analyzed by HPLC after centrifugation.

Determination of Operational Stability

The operational stability of the immobilized L-N-carbamoylase-fractions was determined by
repeated batch experiments as well as continuous reactions in fixed bed reactors. For re-
peated batch experiments approximately 2.5 g of the wet immobilisate were added to 40 ml
substrate solution (see above) and shaken for 90 min at 37°C. The immobilisate was filtered
off, washed with 50 ml 0,05 M Tris-buffer, pH 8.5, and reused after weighting.

For continuous reactions the immobilized L-N-carbamoylase-fractions were packed into XK
16/10 columns (Pharmacia, Freiburg, FRG). Substrate solution (see above) was pumped
through the column at 37°C at different flow rates (see results). Samples were taken and

directly analyzed by HPLC.

Results and Discussion
For the immobilization of proteins different adsorptive, covalent and inclusion techniques

have already been investigated and published [Tischer, 1995]. The covalent immobilization is
of major interest because the bonds obtained between the protein and the carrier are much
more stable than ionic interactions. On the other hand adsorptive immobilization, e. g. to ion
exchangers, sometimes is favourable even if the half life time of the biocatalyst is lower, be-
cause the support can be reused after regeneration [Ruttloff, 1994].

Depending on the nature of the amino acid side chains accessible for a reaction, covalent
bonding is theoretically possible to hydroxyl-, amino-, thiol-, and carboxyl groups of proteins.
If a side chain of a protein is involved in enzyme stabilization or even in the catalytic mecha-

nism, a modification will cause partial or total inactivation.
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Coupling to oxirane-activated supports (e. g. Eupergit C) is done via nucleophilic attack at an
activated carbon atom. Therefore only three of the residues mentioned before, i. e. hydroxyl-,
amino-, and thiol-groups, may be involved in the coupling reaction. Coupling via carboxyl-
groups is possible after activation of these with watersoluble carbodiimide. Using a support
material carrying amino groups (e.g. EAH-Sepharose) coupling via stable amide bonds is
possible.

For a rapid comparison of two covalent (oxirane, carbodiimide) and one electrostatic immobi-
lization procedures consecutive batch reactions have been carried out with the immobilisa-
tes. Figures 1 and 3 show the specific activity of the L-N-carbamoylase of Arthrobacter au-
rescens DSM 3747 covalently bound to Eupergit C via oxirane coupling and to EAH-
Sepharose by watersoluble carbodiimide respectively. The last batch was run until complete
conversion of the substrate (see figures 2 and 4).
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1 2 3 4 5 6 7
batch N°

Figure 1: Operational stability of L-N-carbamoylase after immobilization to Eupergit C (repeated batch
conversions with reusage of the biocatalyst, initial activity was calculated from concentrations deter-
mined after 15 min)
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Figure 2: Conversion of IMH (Eupergit C immobilized L-N-carbamoylase of batch No. 7, 0.1 M
Tris/HCI, pH 8.5)
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Figure 3: Operational stability of L-N-carbamoylase immobilized on EAH-Sepharose using carbodiimi-
de (repeated batch conversions with reusage of the biocatalyst, initial activity was calculated from
concentrations determined after 15 min)
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Figure 4: Conversion of IMH (Eupergit C immobilized L-N-carbamoylase of batch No. 6, 0.1 M
Tris/HCI, pH 8.5)

The immobilization via oxirane coupling resulted in a dramatic loss of activity in the first 3
cycles when reusing the biocatalyst (see figure 1: Batch 1 to 4), whereas the remaining acti-
vity was almost maintained (figure 1: Batch 5 to 7). The reason for the decrease may be a
slow conformational change or even a dissociation of the covalently bound subunits of the L-
N-carbamoylase due to the decrease of salt concentration (no protein could be determined in
the supernatant; the immobilization to Eupergit C was done in 1.0 M phosphate buffer, while
the reaction was carried out in 0.1 M Tris/HCI-buffer). A strong hint for this hypothesis is the
observation that the free L-N-carbamoylase is stabilized by high salt concentrations during
purification and is immediately inactivated, if the salt concentration is reduced (results not
shown).

The initial activity obtained after immobilization via carbodiimide (figure 3) was reduced at
almost the same rate as obtained for adsorption via electrostatic interactions (see table 1).

The operational stability was only slightly higher than in the coupling via oxirane groups.

Table 1: Half Life Times of Free and Immobilized L-N-Carbamoylase

Biocatalyst Immobilization method Half life time [h] Half life time [h]
batch continuous

Free Enzyme 0.5 279

Q-Sepharose FF electrostatic interactions 14.7 9 570"

EAH-Sepharose carbodiimide coupling 1459 73°

Eupergit C oxirane coupling 9.4° 3000 ?

2 Enzyme membrane re- ° (batch 2-5) ® (batch 4-7)

actor

9 (batch 2-6)
®) Fixed bed reactor
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Figure 5: Operational stability of L-N-carbamoylase after immobilization to different supports (conti-
nuous operation in a fixed bed reactor, 0.4 g/l L-N-carbamoyltryptophan in 0.1 M Tris/HCL, pH 8.5).

The operational stabilities of the L-N-carbamoylase immobilized to different supports were
also determined in continuous processes using fixed bed reactors. For a comparison elec-
trostatic (Q-Sepharose) and covalently bound enzyme (Eupergit C, EAH-Sepharose) were
run for several hundred hours in fixed bed reactors. As can be seen from figure 6 and table 1
the operational stability of the oxirane immobilized enzyme is significantly higher than the
carbodiimide coupled enzyme. Eupergit C contains about 160 umol oxirane groups per g wet
carrier while EAH-Sepharose contains only 17 umol/g. The higher stability of the oxirane
coupled enzyme therefore may be explained by a higher extent of covalent bonds formed

between the carrier and the enzyme.

The differences in the stability observed using consecutive batch reactions and fixed bed
reactors may be explained by the different handling of the biocatalysts. In consecutive batch
reactions the immobilisate is filtered of from the substrate solution after each batch and
washed with buffer without substrate. Afterwards the weight was measured and the humid
biocatalyst was reused. In contrast the catalyst in fixed bed reactions was neither in contact
to air nor to substrateless buffer. From the characterization of the enzyme it is known that the
enzyme is sensitive against oxidation and requires metal ions, which can be removed by ad-
dition of EDTA [Syldatk et al., 1992]. On the other hand the free enzyme was stabilized by

the substrate when the reaction was carried out using an enzyme membrane reactor as can
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be seen from table 1. Therefore it is not astonishing that the operational stability measured in
fixed bed reactors is higher than in batch experiments. On the other hand there is a fast de-
activation followed by a slower deactivation kinetic as can be seen in figure 6 for the oxirane
coupling method. This behaviour is the result of different deactivation reactions with different
rate constants and can be explained as done for the batch reactions (see above). It is ob-
vious, that the interpretation of the results of the batch reactions is highly dependent on the
number of batch reactions after which the half life time is calculated and is therefore not suf-

ficient for a comparison of different coupling methods and supports.

Conclusions
It was shown that the immobilization of the L-N-carbamoylase from Arthrobacter aurescens

DSM 3747 resulted in an significant increase of operational stability. Although the absolute
specific activities obtained so far are too low to fulfill the requirements of an industrial bioca-
talyst, it could be shown that covalent coupling by oxirane groups resulted in a highly stable
biocatalyst. For economical reasons an adsorptive binding to an reusable anion exchange
support may be favorable and has therefore to be calculated with respect of the lower opera-

tional stability.

The operational stability measured in continuous operation using fixed bed reactors was
markedly higher than in batch reactions which can be explained by the sensitivity of the en-
zyme against oxidation. For instable enzymes as the L-N-carbamoylase used in these inve-
stigations batch reactions are not sufficient for a comparison of different coupling methods. If
batch reactions have to be used for the characterization one should avoid washing with sub-
strateless buffers and exposition to air (e. g. by nitrogen atmosphere).

Because of the relatively low activity of the immobilized L-N-carbamoylase further experi-
ments have to be carried out with the enriched enzyme and the influence of the density of the

coupling groups of the support as well as the protein concentration has to be investigated.
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