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€9 Verfahren zur Herstellung von L-Alanin und Mittel zu dessen Durchf ithrung.

@ Zur Herstellung von L-Alanin aus L-Asparaginsiure

auf mikrobiologischem Weg werden Mikroorganis-
men, welche L-Asparaginsiure-beta-dekarboxylase zu bil-
den imstande sind, in speziellen Polyither/Polyurethan-
Schiumen immobilisiert.

Die Schdume enthalten, in den Polyithersegmenten
des Polyurethans, mindestens 50 Mol.-% der Alkylenoxid-
einheiten in Form von Athylenoxid.

Beispiele von geeigneten Mikroorganismen sind Al-
caligenes faecalis und Pseudomonas dacunhae.

Zur Herstellung des hydrophilen Polyither/Polyure-
than-Schaumes wird vorteilhafterweise die Kultur des
Mikroorganismus mit dem dazugehérigen Wasser mit ei-
nem hydrophilen Polyitherurethanpripolymer gemischt.
Das Pripolymer weist mindestens 50 Mol.-% der Alkylen-
oxide in Form von Athylenoxid auf. Das Priapolymer wird
dadurch geschiumt und schliesst dabei den Mikroorganis-
mus ein und immobilisiert ihn so. Der Schaum kann je
nach Vernetzungsgrad starr oder flexibel sein.
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1. Verfahren zur Herstellung von L-Alanin, gekenn-
zeichnet durch das Inkontaktbringen eines hydrophilen Po-
lyither-Polyurethanschaumes, in dem mindestens 50 Mol.-%
der Alkylenoxideinheiten in den Polyithersegmenten des
Polyurethans Athylenoxid sind und welcher Schaum einen
Mikroorganismus immobilisiert enthlt, welcher L-Aspara-
ginsaure-B-dekarboxylase zu bilden imstande ist, mit einem
L-Asparaginsiure enthaltenden Substrat.

2. Verfahren gemiss Patentanspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Substrat eine wissrige Losung mit
pH 3 bis 11 ist und dass es eine Temperatur von 15 bis
60°C hat.

3. Verfahren gemiss Patentanspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Mikroorganismus Pseudomonas da-
cunhae ist und dass das Substrat Pyridoxal-5-phosphat ent-
halt.

4. Verfahren gemiss Patentanspruch 1, dadurch ge-
kennzeichnet, dass der Mikroorganismus Alcaligenes fae-
calis ist.

5. Verfahren gemiss Patentanspruch 1, dadurch ge- -
kennzeichnet, dass es kontinuierlich oder diskontinuierlich
durchgefiihrt wird.

6. Hydrophiler Polyither-Polyurethanschaum als Mittel
zur Durchfithrung des Verfahrens gemiss Patentanspruch 1,
dadurch gekennzeichnet, dass er mindestens 50 Mol.-% der
Alkylenoxideinheiten in den Polyithersegmenten des Poly-
urethans Athylenoxid enthilt und einen Mikroorganismus
immobilisiert enthilt, welcher L-Asparaginsture-3-dekarb-
oxylase zu bilden imstande ist.

7. Schaum gemiss Patentanspruch 6, dadurch gekenn-
zeichnet, dass mindestens 90 Mol.-% der Alkylenoxidein-
heiten darin Athylenoxid sind. -

8. Schaum gemiiss Patentanspruch 6, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Schaum in starrer Ausformung vorliegt.

9. Schaum gemiss Patentanspruch 6, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Schaum in flexibler Ausformung vorliegt.

10. Schaum gemiiss Patentanspruch 6, dadurch gekenn-
zeichnet, dass in ihm das Verhiiltnis der Trockengewichte
von Polyurethanpolymer zum Mikroorganismus zwischen
10:1 und 1:10 Liegt.

11. Schaum gemiss Patentanspruch 6, dadurch gekenn-
zeichnet, dass in ihm als Mikroorganismus Pseudomonas
dacunhae oder Alcaligenes faecalis vorliegt.

Die hier beschriebene Erfindung betrifft ein Verfahren
zur Herstellung von L-Alanin unter Verwendung eines im-
mobilisierten, Asparaginsiuredekarboxylase produzierenden
Mikroorganismus, sowie ein Mittel zur Durchfiihrung dieses
Verfahrens.

In der folgenden Beschreibung steht Asparaginséure-
dekarboxylase fiir L-Asparaginsiure-3-dekarboxylase ge-
miss Enzymklassifikation Nr. 4-1-1-12).

Es sind verschiedene Verfahren bekannt, um L-Alanin
aus der L-Asparaginsiure oder ihren Salzen mittels enzy-
matischer Reaktion von Asparaginsduredekarboxylase auf
die genannten Ausgangsverbindungen. bekannt. Beispiels-
weise kann L-Alanin dadurch erhalten werden, dass ein
Mikroorganismus kultiviert wird, welcher Asparaginsiure-
karboxylase zu bilden imstande ist. Die Kultivierung ge-
schieht in einer Kulturbriihe, welche anschliessend mit der
L-Asparaginsiure umgesetzt wird (publizierte JP-Patentan-
meldung Nr. 7560/1971). Andererseits kann L-Alanin er-
halten werden, indem ganze Zellen, welche Asparaginde-
karboxylaseaktivitit aufweisen, mit L-Asparaginsiduresalze
oder Ester umgesetzt werden. Die Enzyme kénnen aber

auch vorerst extrahiert und erst dann mit den. Ausgangs-
verbindungen in Kontakt gebracht werden (Biochimica et
Biophisica Acta, volume 67, 1963). Das in den oben be-
schriecbenen Verfahren erhaltene L-Alanin enthélt jedoch
verfahrensinhirenterweise Enzyme, Enzymreste, Zellen,
Zellbestandteile, Bestandteile aus der Kulturbrithe und wei-
tere Verunreinigungen wie Proteine. Dementsprechend miis-
sen den obigen Herstellungsverfahrensschritte Reinigungs-
schritte angeschlossen werden, um ein L-Alanin von hoher
10 Reinheit zu erhalten. Ebenso kommt es bei den obengenann-
ten Umsetzungen oft vor dass die Reakiionslsung nach
Abschluss der Umsetzung aufgekocht oder angefeuert wer-
den muss, um das Enzym oder den Mikroorganismus aus-
zufillen. Der ausgefallene Feststoff wird dann abfiltriert.
15 Dies bedeutet, dass das Enzym oder der Mikroorganismus
dann nur einmal verwendet werden kann.
Um die genannten Nachteile auszuschalten, ist die Im-
mobilisierung von Mikroorganismen, welche L-Asparagin-
dekarboxylase zu bilden vermdgen, in polymeren Tréger-
stoffen vorgeschlagen worden. Die US-Patentschrift
3 989 128 zum Beispiel beschreibt diese Immobilisierung
in semipermeablen Polyacrylamidmembranen. Die US-Pa-
tentschrift 3 458 400 andererseits beschreibt die enzymati-
sche Umsetzung von L-Asparaginsiure zu L-Alanin unter
»s Einsatz von Pseudomonas dacunhae oder Achromobacter
pestifer als Mikroorganismen, welche Aparaginsiuredekar-
boxylase zu bilden imstande sind.
Auch die Immobilisierung von Mikroorganismen in hy-

drophilen Polyurethanschdumen ist schon vorgeschlagen

30 worden. Die US-Patentschrift 3 905 923 (Erfinder: Klug)
und die US-Patentanmeldung Serial Nr. 362 488 vom 21.
Mai 1973 (Erfinder Louis L. Wood et al) mit dem Titel
«Herstellung und Verwendung von an Polyurethan gebun-
denen Enzymen) ist ein Beispiel einer solchen Veroffentli-

35 chung. Die Immobilisierung von Enzymen an Polyure-
thanen wird auch in der US-Patentschrift 3 672 955 (Erfin-
der Stanley) speziell in Kolonne 5, Zeilen 27 bis 35, be-
schrieben. Hydrophile Polymere sind auch als Tréger fiir
andere Chemikalien, beispielsweise Bakteriostaten und Fun-

40 giziden, vorgeschlagen; siehe dazu die US-Patentschrift
3 975 350 (Erfinder: Hudgin). Es ist ebenfalls bekannt,
Bakterienzellen in hydrophoben Polyurethanen zu immobi-
lisieren; siche das Beispiel 4 der GB-Patentschrift 953 414.
Die Immobilisierung einer grossen Zahl von. Enzymen in

45 hydrophilen Polyurethanen wird auch in der US-Patent-
anmeldung Serial Nr. 849 999 (Erfinder Hartdegen et al)
vom 9. November 1977 mit dem Titel «<Immobilisiertes bio-
logisches Materials gelehrt.

Weitere einschligige Referenzen umfassen:

50 Sonomoto et al; Agric. Biol. Chem., 44 (5), Seiten 11 19
bis 1126, 1980. In dieser Arbeit werden Steroidkonversio-
nen ausgefiihrt unter Einsatz von Bakterienzellen, die in
Polyurethanen eingeschlossen sind. Polyurethane werden
aus Urethanpripolymeren erhalten.

53 Fukui et al, Biochimie, 1980, 62, Seiten 381 bis 386.
In dieser Arbeit wird die Verwendung von Enzymen be-
schrieben, welche in photo-vernetzbaren Prapolymeren und
Urethanpripolymeren immobilisiert sind und zur Herstel-
lung von L-Aminosiuren geeignet sind. Auch die Immobi-
0 lisierung von Bakterienzellen unter Verwendung von Ure-
thanpripolymeren wird beschrieben.
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In einer unlingst abgehaltenen «Gordon Research Con-
ference» vom August 1980 ist iiber die Immobilisierung von
65 ganzen Zellen unter Verwendung von Urethanprépolyme-
ren diskutiert worden. Beispiele solcher Zellen sind gene-
tisch manipulierte E. coli, die grosse Mengen von Penicil-
linamidase enthalten. An der gleichen Konferenz wurde



auch berichtet von Biotransformationssystemen fiir die Her-
stellung von L-Serin und L-Tryptophan.

Das erfindungsgemiisse Verfahren zur Herstellung von
L-Alanin ist im vorangehenden Patentanspruch 1 charak-
terisiert.

Bevorzugterweise enthalten die Polyithersegmente des
Polymethans mindestens 90 Mol.-% an Athylenoxideinhei-
ten. Je nach Menge des eingesetzten Vernetzungsmittels
kann der Schaum als starrer Korper oder als flexibles Mit-
tel vorliegen. Bezogen auf das Trockengewicht des einge-
setzten Mikroorganismus liegt das Gewichtsverhlinis des
Polyurethanpolymeren zum Mikroorganismus im Schaum
normalerweise zwischen 1:10 und 10:1, bevorzugterweise
zwischen 2:1 und 4:1. Vor der Zugabe der Kultur zum
Pripolymeren kann das Trockengewicht des Mikroorganis-
mus in der Kultur durch Abdampfen der fliissigen Phase
der Kultur bestimmt werden. Dieses Abdampfen geschieht
bei einer geeigneten Temperatur, beispielsweise bei 50°C.
Anschliessend wird, wenn eine derartige Kultur mit dem
Pripolymer geschdumt wird, 10 bis 90% des Mikroorga-
nismus im Schaum eingeschlossen und immobilisiert.

In frisch zubereiteten derartigen Schiumen sind Aus-
waschraten von Enzymzellen von normalerweise unter 25
Gew.-% der eingesetzten Kultur beobachtet worden. Im
aligemeinen nimmt diese Auswaschrate mit dem Beladungs-
grad des Schaums zu. Auch wenn wéhrend der Zumischung
in der Masse Klumpen verbleiben, d.h. wenn der Mi-
schungsgrad ungeniigend ist, steigt der anschliessende Aus-
waschgrad. Unter dem Ausdruck «Immobilisierungs wird
in dieser Schrift die Tatsache verstanden, dass die Mikroor-
ganismen im Schaum zuriickbehalten werden und nicht
beim Kontaktieren des Schaumes mit einem wissrigen Me-
dium daraus herausgespiilt werden. Es wird angenommen,
dass die Mikroorganismen so im Schaum eingeschlossen
werden, dass sie dort praktisch immobilisiert werden. Es ist
auch anzunehmen, dass wihrend des Schiumungsprozesses
zwischen den Isocyanatgruppen des Pripolymeren und zwi-
schen Gruppen auf der Oberfliche des Mikroorganismus,
zum Beispiel Aminogruppen, Verbindungen hergestellt wer-
den.

Die Schiume konnen dadurch erhalten werden, dass
die Kulturen mit den Mikroorganismen, welche L-Aspara-
ginsduredekarboxylase zu bilden imstande sind, direkt mit
einem Urethanpripolymer in Anwesenheit von geniigend
Wasser unter Bedingungen, die zu Schiumen fiihren, ge-
mischt werden. Normalerweise ist das Wasser der Organis-
muskultur geniigend; dies ist zum Beispiel der Fall, wenn
die genannten Kulturen 10 bis 90 Gew.-% Wasser enthal-
ten. Bedingt durch die Anwesenheit von Wasser wird das
Pripolymer schiumen und gleichzeitig den Mikroorga-
nismus im Schaum einschliessen und immobilisieren. Um
die Immobilisierung zu optimieren, sollte der pH der wiss-
rigen Phase der Kultur zwischen 3 und 11 liegen, bevor-
zugterweise liegt er tiber 7. Wihrend der Immobilisierung
betrigt das Gewichtsverhiltnis zwischen Pripolymer und
Wasser im allgemeinen 2:1 bis 1:2, bevorzugterweise 3:2
bis 2:3. Wenn das Wasser der Kultur nicht geniigt, wird vor
oder wihrend der Vermischung Wasser zugegeben.

Nach der Zumischung der Kultur lduft die Schiumungs-
reaktion im allgemeinen innerhalb von 5 bis 10 Minuten
ab. Der Schaum wird dann ausgehiirtet zu seiner Schluss-
ausformung, die sowohl starr wie flexibel sein kann. Diese
Aushirtung dauert nochmals 5 bis 10 Minuten. Wenn die
hergestellten Schaummassen sehr gross dimensioniert sind,
konnen sowohl Schiumungszeiten wie auch Aushértungs-
zeiten wesentlich grésser sein.

Diejenigen Mikroorganismen, welche Asparaginsiurede-
karboxylase zu bilden imstande sind und daher im erfin-
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dungsgemassen Verfahren eingesetzt' werden kénnen, um-
fassen Stimme von:

Alcaligenes faecalis
Pseudomonas dacunhae
Clostridium perfrigines
Nocaradia globurela
Desulfovibrio desulfuricans
Achormobacter pestifer.

Die Liste stellt Beispiele der erfindungsgemissen einzu-
setzenden Mikroorganismen dar.

Alle die in der obigen Liste aufgefiihrten Mikroorganis-
men sind von Kulturkollektionsstellen frei erhiltlich. Die
Stdmme daraus, welche L-Asparaginsiduredecarboxylase zu
bilden imstande sind, konnen bestimmt werden durch Kon-
sultierung der entsprechenden Beschreibungen der Samm-
lungen; beispielsweise dem ATCC Katalog. Es muss jedoch
darauf hingewiesen werden, dass die vorliegend beschriebe-
ne Erfindung nicht auf die obigen spezifischen Mikroorga-
nismen beschrinkt ist; die Erfindung umfasst vielmehr alle
L-Asparagindekarboxylase produzierenden Mikroorga-
nismen.

L-Alanin kann nun erfindungsgemiss dadurch erhalten
werden, dass der priparierte Schaum mit L-Asparaginsdu-
re kontaktiert wird. Normalerweise wird die L-Asparaginsiu-
re in Form einer 0,1 bis 1,5 molaren, wissrigen Lésung mit
einem pH zwischen 3 und 7 eingesetzt. Zur Einstellung
des geeigneten pH-Wertes kénnen Ammoniumhydroxid,
Phosphorsiure und andere Verbindungen verwendet wer-
den.

Der Schaum mit dem immobilisierten Mikroorganismus
wird mit der Substratlosung in Kontakt gebracht und die
Mischung wird bei Temperaturen zwischen 15 und 60°C
unter Riihren. solange inkubiert, bis die Umsetzung abge-
schlossen ist. Nach Abschluss der Umsetzung wird der
Schaum abgetrennt und kann unter Kiihlen bis zur néchsten
Verwendung gelagert werden. Das L-Alanin wird aus dem
Substrat mittels konventioneller Methoden gewonnen. Al-
ternativ kann die enzymatische Reaktion in einer Kolonne
ausgefiihrt werden, d.h. das Verfahren geschieht kontinuier-
lich. Beispielsweise wird der Schaum in eine Kolonne ge-
packt und zwar in einer derartigen Raumdichte, um das
Durchfliessen des Substrates zu erméglichen. Die Sub-
stratlosung, wiederum mt einem pH zwischen 3 und 7 und
die L-Asparaginséure enthaltend, wird bei einer Tempera-
tur von 15 bis 60°C und unter einer geeigneten Durchfluss-
geschwindigkeit i{iber die Kolonne gegeben. Als Ausfluss
wird eine L-alaninhaltige Losung erhalten. Diese Losung
kann, falls notig, umgepumpt werden. Das L-Alanin kann
daraus entsprechend der Methode des weiter unten. folgen-
den Beispiels 4 gewonnen werden.

Die zur Herstellung des Polyurethanschaums zu verwen-
denden Urethanpripolymere werden beispielsweise folgender-
massen erhalten: ein Polyoxyalkylenpolyol wird mit einem
Uberschuss von Polyisocyanat, beispielsweise Toluoldiiso-
cyanat, umgesetzt. Vor der Umsetzung sollte das Polyol ein
mittleres Zahlenmolekulargewicht zwischen 200 und 20 000,
bevorzugterweise zwischen 600 und 6 000 aufweisen. Die
Hydroxylfunktionalitit des Polyols und die entsprechende
TIsocyanatfunktionalitit nach der Umsetzung liegt zwischen
2 und 8. Falls Schiume aus Prépolymeren mit einer Iso-
cyanatfunktionalitit von ungefihr 2 gebildet werden, ist
das erhaltene Produkt im wesentlichen linear und hat nicht
die Zugfestigkeit eines entsprechenden vernetzten Materials.
Daher wird ein Hydroxygruppengehalt von mehr als 2 pro
Molekel angestrebt. Dies kann dadurch erreicht werden, dass
Mischungen von Diolen und Triolen oder héher funktio-
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neller Polyole mit Di- oder Polyisocyanaten umgesetzt wer-
den.

Beispiele von einsetzbaren. Polyolen (fiir die Umsetzung
mit den Polyisocyanaten) umfassen: (A) im wesentlichen
lineare Polyole, beispielsweise erhalten durch Umsetzung
von Athylenoxid mit Athylenglykol als Initiator. Mischun-
gen von Athylenoxid mit anderen Alkylenoxiden kdnnen
ebenfalls verwendet werden; der Molanteil von Athylen-
oxid muss jedoch mindestens 50 Mol.-% betragen. Wenn
die linearen Polyither Mischungen von Athylenoxiden mit
beispielsweise Propylenoxid sind, kann das Polymer so-
wohl ein Random- oder ein Blockpolymer sein. Die End-
gruppen konnen dann entweder Oxyéthylen oder Oxypro-
pylen sein.

Eine zweite Gruppe von Polyolen (B) umfassen dieje-
nigen mit einer Hydroxyfunktionalitit von 3 oder mehr.
Solche Polyole werden normalerweise durch Umsetzung
von Alkylenoxiden mit polyfunktionalen Initiatoren wie
Trimethylolpropan, Pentaerythritol, usw. erhalten. Bei der
Gewinnung der Polyole der Gruppe B sind die eingesetzten
Alkylenoxide entweder Athylenoxid oder Mischungen von
Athylenoxid mit anderen Alkylenoxiden.

Eine weitere, beispielshafte Gruppe der einzusetzenden
Polyole (C) umfasst die linearen, verzweigten polyfunktio-
nalen Polyole wie in den Gruppen R und B weiter oben,
zusammen mit einem Initiator oder Verzweigungsagens.
Ein spezifisches Beispiel aus der Gruppe C ist eine Mi-
schung von Polyithyenglykol mit einem. mittleren Moleku-
largewicht von. 1 000 mit Trimethylolpropan, Trimethylol-
ithan oder Glycerin. Diese Mischung kann anschliessend
mit einem Uberschuss an Polyisocyanat umgesetzt werden,
um so ein Pripolymer zu erhalten, welches erfindungsge-
miiss eingesetzt werden kann. Andererseits kénnen auch
lineare oder Verzweigt-Polyole (z.B. Polyéthylenglykol)
separat mit einem Uberschuss an Polyisocyanat reagiert wer-
den. Der Initiator, beispielsweise das Trimethylolpropan,
kann auch getrennt davon mit dem Polyisocyanat umge-
setzt werden. Die beiden vorbehandelten Materialien kon-
nen anschliessend dann kombiniert werden, um so das Pra-
polymere zu bilden.

Geeignete Polyisocyanate und Initiatoren sind zum Bei-
spiel diejenigen, die in der US-Patentschrift 3 903 232 be-
schrieben sind. Die Initiatoren sind normalerweise wasser-
18sliche oder Wasser dispergierbare Vernetzungsmittel, wie
sie in der gleichen US-Patentschrift beschrieben sind.

Zur Herstellung des Priapolymers A werden zwei Mol-
dquivalente Polyithylenglykol mit einem mittleren Zahlen-
molekulargewicht von 1000 und 0,66 Moléquivalente von
Trimethylolpropan gemischt. De Mischung wird nun bei
100 bis 110°C und bei einem Druck von 5 bis 15 Torr ge-
trocknet, um das Wasser zu entfernen. Die erhaltene, ge-
trocknete Mischung wird langsam, wihrend ungefihr 1 Stun-
de, in einen Riihrbehilter gegeben, welcher 5,52 Molidqui-
valente Toluoldiisocyanat enthilt. Die Temperatur wird
withrend der Zugabe bei 60°C gehalten; nach Beendigung
der Zugabe wird 3 Stunden lang weiter geriihrt. Nun wer-
den nochmals 0,78 Molédquivalente Toluoldiisocyanat zugege-
ben, wobei wiederum geriihrt wird. Auch nach dieser Zugabe
wird noch 1 Stunde lang bei 60°C weiter geriihrt. Die Reak-
tionsmischung enthilt nun einen 5%igen molaren Uber-
schuss an Toluoldiisocyanat. Alle Hydroxylgruppen reagie-
ren mit Isocyanat und es erfolgen Kettenverlangerungen
wegen der Vernetzung der Polyole mit dem Toluoldiisocya-
nat.

Beispiel 1
Zellen von Alcaligenes faecalis (ATCC Nr. 25 094) wur-
den mit 5 g Pripolymer A, dessen Herstellung weiter oben

beschrieben. ist, gemischt. 8 g Zellenkultur wurden dabei
eingesetzt. Das Trockengewicht der Zellen in der Kultur
betrug 1 g. Durch das Wasser in der Kultur entstand ein
flexibler, hydrophiler Polyurethanschaum, welcher in unge-

5 fahr 15 Minuten aushirtete. Die Kulturzellen waren im
Schaum selber oder auf der Oberfléche davon ein- bzw. an-
geschlossen.

Beispiel 2
Der Schaum aus dem Beispiel 1 wurde in eine Kolon-
ne gegeben und oben und unten je mit einem Millipore-

Filter abgedeckt. Am unteren Ende der Kolonne wurde ein

Behilter mit 50 g L-Asparaginsiure in Kontakt mit der Ko-

lonne befestigt. Nun wurden von unten her 4 It einer Lo-

15 sung mit 40 ml NH,OH und 10 ml Tween 80 mit einem
pH von 10 (eingestellt mit 50%iger HyPO,) durch die
11-Asparaginsiure und dann durch die Kolonne gepresst. Die
Losungstemperatur lag bei ungefihr 25°C und die Durch-
flussgeschwindigkeit bei ungefihr 0,67 ml pro Minute. Wih-

20 rend der ersten 40 Durchflussstunden ergaben sich 0,90
mg/ml L-Alanin im Ausfluss, dies entspricht einer Pro-
duktionsmenge von 0,60 mg/Min. Anschliessend wurde die
Durchflussgeschwindigkeit auf 0,34 ml/Min. reduziert, wo-
durch die Konversionsgeschwindigkeit auf 1,62 mg/ml stieg.

»s Bei einer Durchflussgeschwindigkeit von 0,17 ml pro Mi-
nute stieg die Umsetzung auf 2,66 mg/ml.

Die Gehaltsbestimmung an L-Alanin wurde mittels des
Technicon-Autoanalysers unter Einsatz von L-Aminosiure-
oxidase ausgefiihrt. Das L-Alanin wird dabei zur entspre-

30 chenden a-Ketosiure, Ammoniak und H,0, umgesetzt. Das
entstandene Peroxid wird mit 2,4-Dichlorphenol und 4-Ami-
noantipyren umgesetzt, in Anwesenheit der entsprechenden
Peroxidase. Das resultierende Reaktionsprodukt, ein Chi-
noneimin-Farbstoff, wurde colorimetrisch bei 505 nm be-

35 stimmt.

i0

Beispiel 3

Schaum, wie er im Beispiel 1 hergestellt worden ist,
wurde zerkleinert und dann in eine Kolonne gepackt. Die
Kolonne wies einen Doppelmantel auf. Die Temperatur
wurde durch Durchleiten von Wasser im genannten Dop-
pelmantel eingestellt. Das Substrat wurde mit einer Durch-
flussgeschwindigkeit von 0,67 ml pro Minute durchgelei-
tet. Es bestand aus 500 ml entionisiertem Wasser, welches
10 m] einer konzentrierten NH,OH-Losung und 2,5 mi
Tween 80 enthielt. Das Substrat trat, vor Eintritt in die ge-
packte Kolonne, durch einen Behilter, der 53 g feste
L-Asparaginsiure bei Raumtemperatur enthielt. Beim Durch-
tritt durch die Kolonne wurde das Substrat auf 27°C auf-
gewirmt und anschliessend, vor Riickkehr in den Substrat-
behilter, wieder auf Raumtemperatur abgekiihlt. Im ge-
nannten Behilter lag die feste L-Asparaginsiure vor. Durch
den Kontakt der beiden Substanzen bildete sich ein L6-
sungsgewicht in der Vorlage aus. Das Substrat wurde kon-
tinuierlich durch die Kolonne gegeben. Das Verfahren wur-
de bei Temperaturen von 37 und 50°C wiederholt. Der Lauf
bei 27°C dauerte 20 Stunden, derjenige bei 37°C 72 und
der letzte bei 50°C etwa 24 Stunden. Die Umsetzungsge-
schwindigkeit fiir die Bildung von L-Alanin wurde gleich
bestimmt wie im Beispiel 2; sie betrug bei 27°C 112,5 mg/h,
bei 37°C 334 mg/h und bei 50°C 0 mg/h.
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Beispiel 4
26 g Zellen von Pseudomonas dacunhae (ATCC Num-
mer 21 192) wurden mit 20 g Pripolymer A gemiss Bei-
spiel 1 gemischt; die Mischung wurde anschliessend ge-
schiumt und ausgehirtet. Der Schaum wurde nun in Wiir-
fel von ungefihr 1 cm?® Grésse geschnitten und in eine
100 cm? Kolonne gegeben. Ein Substrat von ungefihr 0,5 m
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L-Asparaginsdure wurde durch die Kolonne gegeben. Der
pH des Substrates wurde durch Zugabe von H,SO, auf

5,3 eingestellt; derselbe enthielt auch 10 mg/1t Pyridoxal-
-5-phosphat und 2,5 g/It Tween 80. Die Durchflussge-
schwindigkeit betrug 0,65 ml/min, was zu einer Umsetzung
von L-Asparaginsdure zu L-Alanin (analysiert wie im Bei-
spiel 2) von 14 bis 17 mg/ml ergab. Das Substrat wurde
nicht umgewilzt, d.h. es floss nur einmal durch die Kolon-
ne. Nachdem 700 cm?® durch die Kolonne geflossen waren,
wurde das L-Alanin aus der Austrittsldsung isoliert. Dazu
wurde das Substrat auf 85°C erwirmt, der pH desselben auf
5,5 gebracht und schliesslich die Lsung auf 15°C abge-
kiihlt. Dabei fielen sowohl die L-Asparaginsiure wie auch
das L-Alanin aus. Die abgetrennten Feststoffe wurden in
entionisiertem Wasser aufgenommen, wobei L-Alanin in
Losung ging. Die nicht aufgeldste L-Asparaginsiure wurde
abfiltriert. Unter Vakuum wurde nun das Wasser aus der
Lésung abgedampft und man erhielt Kristalle von L-Alanin.
Die Ausbeute an Rohprodukt betrug 151,4 g.

Beispiel 5
Das Verfahren gemiss Beispiel 4 wurde ungefahr 2 Wo-
chen lang betrieben. Anschliessend wurde mit der gleichen
Kolonne ein anderes Substrat umgesetzt. Dieses neue Sub-
strat war 1 Molar beziiglich L-Asparaginsiure und enthielt
zusdtzlich 125 cm® NH,OH/It. Der pH des neuen Sub-
strates wurde durch Zugabe von 60%iger H,SO, auf 5,3
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eingestellt. Die Durchflussgeschwindigkeit betrug 0,65 ml
pro Minute. Die anfingliche Umsetzungsgeschwindigkeit
betrug ungefihr 14 mg/ml. Nun wurde ein drittes Substrat
eingesetzt und zwar eins, welches nur 0,05 Molar war in be-

5 zug auf L-Asparaginsdure pro It. Die Konversionsgeschwin-
digkeit erniedrigte sich zu 4 bis 5 mg/ml.

Andere, neue Ansitze mit Substraten, die 1 Molar wa-
ren beziiglich L-Asparaginsiure ergaben Umsetzungsge-
schwindigkeiten von 27 bis 32 mg/ml. Bei Umwilzen der

1o Fliissigkeit wurden Umsetzungen. von 45 bis 50 mg/ml er-
reicht. Durch Zugabe von Pyridoxal-5-Phosphat (12,5
mg/1t) wurden durchschnittliche Umsetzungen von unge-
fahr 36 mg/ml erhalten. Anschliessende Ansétze ohne Pyrid-
oxal-5-phosphat aber mit Umwilzungen ergaben 45 mg/ml

15 L-Alanin. Nachdem die gleiche Kolonne ungefihr 45 Tage
lang in Betrieb gewesen war, fiel der Umsetzungsgrad auf
ungefdhr 16 ml/ml. In dieser Zeit wurde jedoch haupt-
sidchlich ohne die Zugabe von Pyridoxal-5-phosphat gear-
beitet, und, bei neuerlicher Zugabe der genannten Ver-

20 bindung (12,5 mg/ml) stieg die Umsetzungsgeschwindig-
keit wiederum auf 40 mg/ml. Bei Umwélzungen dieses
neuen Substrates wihrend 24 Tagen erhohte sich zum einen
der pH des Substrates auf ungefihr 8,7, was einer Kon-
versionsrate von iiber 90% entspricht. Der Gehalt an L-Ala-

25 nin in der Losung wurde gemiss dem Verfahren aus dem
Beispiel 2 festgestellt. Am Schluss stand eine Umsetzung
von L-Asparaginsiure zu L-Alanin von 94% fest.
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