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{57) Sammendrag:

Perleformede biokatalysatorer med he¢j mekanisk styrke kan
fremstilles ved, at enzymatisk aktivt materiale blandes
med faldet kiselsyre i fast form, en vandig puffer-
oplgsning og en vandig oplgsning af en kationisk
polyelektrolyt, fortrinsvis chitosan, under undglelse af
skumdannelse til en suspension, som dradbevis indfg¢res i
et vandigt tvarbindingsbad indeholdende polyvalente
anioner, og de fremkomne biokatalysatorperler bringes til
at skrumpe ind og stivne i tvarbindingsbadet, hvorpd de
eventuelt skilles fra tvarbindingsbadet.

De perleformede biokatalysatorer kan anvendes til omszt-
ning af organiske stoffer, f.eks. til fremstilling af
a-hydroxycarboxylsyrer ud fra o-ketocarboxylsyrer, iszr
af 2-{R)-hydroxy-4-phenylsm¢rsyre ud fra 2-oxo-4-phenyl-

smprsyre.
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Opfindelsen angdr perleformede biokatalysatorer med he]
mekanisk styrke, en fremgangsmdde til fremstilling deraf
samt fremgangsméde til fremstilling af o-hydroxycarboxylsyrer
ved hjelp af biokatalysatorerne ifelge opfindelsen.

Begrebet biokatalyse omfatter 1 bredeste betydning alle
former for katalyse, ved hvilke det aktiverende stof er et
biologisk system, f.eks. hele celler, cellefragmenter
eller celleorganeller, eller stammer fra et biologisk
system, f.eks. enzymer. Enzymer er forbindelser, sadvan-
ligvis proteiner eller glycoproteiner, der specifikt
accelererer Dbiokemiske reaktioner, idet de nedsaztter
aktiveringsenergien. I det folgende betegner udtrykket
biokatalysator i1kke blot det aktiverende stof selv, men
kan eventuelt ogs& omfatte komponenter, der anvendes til
immobilisering, holdbarhed, regenerering osv. af det
aktiverende stof.

Immobiliserede, dvs. 1 deres bevagelighed indskrankede
bilokatalysatorer er iszr egnede til industrielle formal.
Ved immobiliseringen bliver det muligt at udfpre de
katalyserede processer kontinuerligt og gentaget, at skabe
og opretholde heje biokatalysatortztheder, at opnd heje
tids-rum~-udbytter og at s®nke omkostningerne for
udvinding af produktet fra reaktionsoplgsningen.

Det bickatalytiske materiale kan til immobilisering eksem-
pelvis indesluttes 1 polymere overtrazksstoffer (matrix),
i kapsler eller fibre af semipermeable membraner eller bag
ultrafiltreringsmembraner, tverbindes med bi- eller
multifunktionelle reagenser eller wved adsorption eller
ionisk eller covalent binding fikseres pé& barere af
uorganisk materiale eller naturlige eller syntetiske
polymere. 0gsd en kombination af disse metoder er mulig.

Ved immobiliseringen md& pd den ene side den ste¢rst mulige
bevaring af den biokatalytiske aktivitet og p& den anden
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side he¢j mekanisk styrke og kemisk stabilitet, men s:n

tidig ogsd god permeabilitet for biokatalysatoren sikred.

En gengs immobiliseringsmetode er eksempelvis indeslutnin
("entrapment”) af det biologisk aktive materiale i e
matrix af naturlige polymere, s&som cellulose, ag:q
gelatine og andre, eller af syntetiske polymere, si:d
polyacrylamid, polyurethaner, epoxyharpikser og and:d
Szrlig skanende er immobiliseringen ved ionotrop geld:n
nelse (ionisk tvarbinding af matricestofferne), hvori i

der som overtrazksmateriale eksempelvis egner sig naturlig

polyanioner, s&som alginat, pektin, carrageenan og and:«g.

Ved inddrypning eller indspr¢jtning af en suspension a
enzymatisk aktivt materiale og en vandig oplesning &
matricestoffet 1 en vandig tverbindingsoplgsning, (e

indeholder polyvalente modioner, f.eks. CaZ2*, Co2+, zn:¥,

Fe2+, Fe3+, a13+ og andre, opnds chelatisering og din
nelse af perleformede biokatalysatorer.

Ved den ionotrope geldannelse af organiske polymere &k

som regel kun relativt blede, mekanisk ustabile immobili

sater, der har tendens til kvaldning og deformaticn

sdledes at f.eks. deres anvendelse i fyldlegemereaktorar)

sdledes som de hyppigt anvendes industrielt til enzymati
ske reaktioner, giver vanskeligheder. Hardningsmetoder wvwe
efterbehandling af immobilisaterne eller ved forbehand
ling af det biologisk aktive materiale for tilsatnings
til geleringsmidiet, i hvert tilfzlde med multti
funktionelle tvarbindingsreagenser, sdsom polyaldehyder
f.eks. glutaraldehyd, eller isocyanater, f.eks. hexame
thylendiisocyanat, kan p& grund af deres celle- og/ella

enzymbeskadigende wirkning kun anvendes meget begraenset}
Et alternativ er anvendelsen af uorganiske stoffer, f.eksl|

den 1 tysk offentliggerelsesskrift nr. 3.520.001 beskreva
fremgangsmdde, der afslgprer immobiliceringen af enzymatis
materiale ved hjzlp af silikasol og alginat. 0gsd te¢rrin
og skrumpning af Dbiokatalysatorperlerne anvendes ti
hardning, da perlerne efter genbefugtning ikke atter ka
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indtage deres oprindelige fugtige rumfang og forbliver
hardere. Tysk offentliggerelsesskrift nr. 2.835.875
beskriver en fremgangsmdde til ionotrop geldannelse under
anvendelse af polyanioner, f.eks. natriumalginat, og
eksempelvis calciumioner som tverbindingsmiddel, ved
hvilken de med enzymatisk stof ladede biokatalysatorperler
torres ved en temperatur indtil 80°C. Sadanne terringstrin
kan dog ikke altid gennemfgres, nidr hopjfeplsomme enzymer
eller enzymsystemer, isar 1levende celler, skal immobili-
seres, da de hpje temperaturer ved te¢rringen eller den
torre tilstand inaktiverer cellerne eller enzymerne.

Endnu en ulempe ved de ved ionotrop geldannelse fremstil-
lede calciumalginat-immobilisater er foruden de darlige
mekaniske egenskaber ogsd indskraznkningen i mulige reak-
tionsmedier ved den videre forarbejdning. SAadanne immobi-
lisater er f.eks. kemisk ustabile i narver af ioner, som
de g=ngse pufferoplegsninger indeholder, sisom natrium
eller kalium. I sadanne elektrolytople¢sninger, isar nir de
er hgjkoncentreret, fortranges f.eks. de gelstyrkende
calciumioner 1 calciumalginat-geler, fordi natrium- og
kaliumioner konkurrerer om alginatanionen. Ogsd phosphat-
ioner fo¢rer efterhdnden til ople¢sning af calciumalginat-
biockatalysatorperler, da phosphater reagerer med calcium
og unddrager alginatet det strukturstyrkende middel.
Oplg¢sningen kan hindres, n3r der som matricestoffer
anvendes polykationer, f.eks. chitosan, der tvarbindes
med polyvalente anioner, sasom [Fe(CN)g]3~, [Fe(CN)gJl4-,
polyphosphater og 1lignende. De tyske patentskrifter nr.
3.005.632 og 3.005.633  ©beskriver fremstillingen af
biokatalysatorperler under anvendelse af chitosan og
K3[ Fe(CN)g ]. Fremgangsméden ifgplge tysk patentskrift nr.
3.005.632 indeholder til hardning af perlerne et tor-
ringstrin ved en temperatur indtil 80°C. For at muliggore
immobiliseringen af hejfelsomt enzymatisk stof, indeholder
fremgangsmdden ifeplge tysk patentskrift nr. 3.005.633
1kke dette terringstrin, hvilket dog forer til en ringere



10

15

20

25

30

35

DK 17

mekanisk styrke af biokatalysatorperlerne.

Det er den foreliggende opfindelses opgave af stills
perleformede bickatalysatorer til rad:ighed,
- der har hej mekanisk styrke,

- hvis stabilitet: ogsd er sikret wed anvendelse af ¢z

gangse biolecgiske oplegsninger og puffersystemer, og
- som endvidere sikrer hpjfglsomt enzymatisk aktivi
materiales enzymatiske aktivitet.

Endvidere er det opfindelsens opgave at papege egneds
fremgangsmadder +til fremstilling af sddanne biokatalysa-
torer.

Som s=rlig egnede til 1l¢sning af disse opgaver viser sig
perleformede biokatalysatorer, der indeholder enzymatisk
aktivt materiale, en kationisk polyelsktrolyt, fortrinsvis
chitosan, polyvalente anioner og kiselsyre. Sadanne bioka-
talysatorperler fremstilles 1 fast form ved en sk&nende
immobiliseringsfremgangsmdde ved ionotrop geldannelse oy
ved anvendelse af kiselsyre og fremstilles ud fra en
suspension af det enzymatisk aktive materiale, kiselsy-
ren, pufferoplgsning og polyelektrolytten, hvori slutkon-
centrationen af kiselsyre ligger i et interval mellem 2 03
15 vagt-%.

Opfindelsen angdr perleformede biokatalysatorer med hgj
mekanisk styrke omfattende enzymatisk aktivt materiale, a1
kationisk polyelekirolyt og polyvalente aniocner, som ar
ejendommelige ved, at biokatalysatorerne ifeplge opfindel-
sen indeholder kiselsyreog fremstilles ud fra en suspensi:n
af det enzymatisk aktive materiale, kiselsyren, pufferoples-
ning og polyelektrolytten, hvori slutkoncentraticnen af

kiselsyre ligger i et interval mellem 2 og 15 vagt-%.

3712 B1
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De perleformede biokatalysatorer ifplge opfindelsen er
karakteristiske ved hej mekanisk styrke, hvilket kan fores
tilbage til udviklingen af en Dual-gelmatrice-struktur. De
har derfor gode pakningsegenskaber, eksempelvis ved fyld-
ning af en reaktionsbeholder, og kan anvendes som fyld-
materiale til fastlejereaktorer. P& grund af de milde

immobiliseringsbetingelser, der ikke omfatter noget

torringstrin eller en behandling med skadelige stoffer, er
biokatalysatorerne i1fplge opfindelsen navnlig egnede til
heojfelsomt materiale, iszr til levende celler. Fremstil-

lingen af de perieformede biokatalysatorer ifgplge opfin- .

delsen ved anvendelse af kiselsyre 1 fast form har 1
forhold til1 de fra teknikkens standpunkt kendte fremgangs-
midder de fordele, at tids- og omkostningskravende frem-
gangsmdder til forberedelse af de ved herdningstrinnet
anvendte tverbindingsmidler undgas. Endvidere kan
biokatalysatorerne anvendes i puffersystemer, der
indeholder ioner, der forer til oplgsning af alginat-
geler. Sdledes kan bickatalysatorerne ifplge opfindelsen

eksempelvis anvendes i oplesninger, der indeholder.

phosphationer, f.eks. 1 den meget billige og derfor til,

industrielle form4l fordelagtige tripolyphosphatpuffer. De

perleformede biokatalysatorer ifglge opfindelsen egner sig;
til omsatning af organiske stoffer. Da de kan anvendes til

reaktioner, der kraver h¢je elektrolytkoncentrationer,

egner biokatalysatorperler ifplge opfindelsen, der’

indeholder en bakterie af slagten Proteus eller en
oxidoreduktase som enzymatisk aktivt materiale, sig
eksempelvis til fremstilling af o-hydroxycarboxylsyrer ud
fra o-kKetocarboxylsyrer, f.eks. af 2-(R)~-hydroxy-4-phenyl-
smgrsyre ud fra 2-oxo-4-phenylsm@rsyre.

De perleformede biokatalysatorer ifgplge opfindelsen har
h¢j mekanisk styrke. Ved hpj mekanisk styrke forstas
eksempelvis hoj trykstyrke, dvs. at bilokatalysatorperler
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ifplge opfindelsen med en gennemsnitlig sterrelse pad ca. 3

mm ved en belastning p& 0,01 ti1 0,03 N, isar 0,02 N,
efter et til fem minutter har en maksimal deformation pi

30 til 50 um, dis®r 40 um, og efter 10 til 20 minutter,
is2r 15 minutter ikke udviser yderligere deformations-
tilvakst.

Arten af det enzymatisk aktive mater:ale, som biokataly- .
satorerne ifglge opfindelsen omfatter, er bestemt af der
reaktion, hvortil biokatalysatorerne skal anvendes. Det:
bestdr fortrinsvis af hele celler, cellefragmenter eller
celleorganeller af en mikroorganisme, af enzymer eller af
en vilkarlig kombination af disse arter enzymatisk aktivi
materiale.

Mikroorganismen kan vere af prokaryot eller eukaryot

natur. Egnede mikroorganismer er eksempelvis

~ en bakterie, f.eks. en mzlkesyrebakterie {Leuconostoc,
Streptococcus, Lactobacillus), Corynebacterium,
Streptomyces, Pseudomonas, Xanthomonas, Bacillus,
Clostridium, Escherichia, Proteus osv.,

- en svamp, f.eks. Mucor, Aspergillus, Penicillium, isar
gaerarter, sasom Saccharomyces, Candida osv.,

- en alge, f.eks. Chlorella, Curvularia osv., eller

- en plantecelle, f.eks. Catharanthus roseus, Daucus
carota, Digitalis lanata, Morinda citrifolia osv..

Anvendelsen af hele celler, cellefragmenter eller celle-
organeller, dvs. med membraner overtrukne eller af mem-
bransystemer bestdende celleunderenheder (chloroplaster,
thylakoider, mitochondrier osv.), som enzymatisk aktivi
materiale er fordelagtig, nar den reaktion, der skal
katalyseres, kraver et multienzymsystem, f.eks. nar
cofaktorer (pyridin- eller flavinnukleotider osv.) er
npdvendige, eller ndr der i stedet for et katabolsk

3712 B1
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produkt af en biosyntese f.eks. skal fremstilles et sekun-
dert produkt, hvortil komplicerede stofskiftekader er
ne¢dvendigs.

Som enzymatisk aktivt materiale er ogsid isolerede enzymer
egnede. Typiske eksempler pad sidanne enzymer er oxidore-
duktaser (laktatdehydrogenase, alkoholdehydrogenase, glu-
coseoxidase og andre), transferaser (hexokinase, glutamin-
transaminase og andre), 1lyaser (fumarase, aspartase og.
andre), isomeraser (glucoselsomerase, mannoseisomerase og'
andre), 1ligaser {(glutathionsyntetase, NAD-syntetase og

andre) osv.

Som enzymatisk aktivt materiale kan biokatalysatorerne
ifplge opfindelsen ogs3d omfatte en wvilkarlig kombination
af de beskrevne arter enzymatisk materiale, eksempelvis en
kombination af hele celler af to ellexr flere arter eller
stammer af mikroorganismer eller en kombination af hele
celler og enzymer. Grundtanken er kompletteringen af en
celles biockatalytiske egenskaber med yderligere enzymer,
der i1ikke eller kun i ringe mengde er til rédighed 1
cellen.

Som enzymatisk materiale foretrzkkes iszr hele celler af
en bakterie eller en garart, fortrinsvis en bakterie af.
slagten Proteus, 1szr en bakterie af arten Proteus vulga-5
ris og/eller arten Proteus mirabilis. Isear foretrakkes‘
arten Proteus wvulgaris, f.eks. Proteus vulgaris ATCC 9484.
Ligeledes foretrzkkes iszr et enzymatisk aktivt materiale,
der indeholder en oxidoreduktase eller er en oxidoreduk-

tase.
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Den kationiske polyelektrolyt er en naturlig eller synte-
tisk polymer eller en naturlig polymer efter kemisk
modifikation, eksempelvis en polymer med protoniserede
aminogrupper, fortrinsvis chitosan ({ 2~amino-2-deoxy-
1-4)-8-D~glucopyranan; pcly-(1,4~6-D-glucopyranosamin]).
Chitesan er en linear polymer med he¢j nolvagt af glucos-
amin-underenheder, der f£f&s ud fra chitin ved delvis
deacetylering ved hjalp af koncentreret base og varme.
Chitin er vidt udbredt 1 naturen, <f.eks. 1 marine
invertebrater, insekter og svampe. Til produktion af:
chitosan anvendes sadvanligvis chitin fra krabber, rejer/i
hummere osv.. De perleformede biokatalysatorer 1felge
opfindelsen omfatter fortrinsvis chitosan med en molvagt
fra ca. 50.000 til ca. 3.000.000.

Som polyvalente anioner er polyvalente uorganiske eller
polyvalente organiske anioner egnede. De uorganiske
anicner er fortrinsvis orthophosphat, metaphosphater,

f.eks. hexametaphosphat, pyrophosphater, polyphosphater,
f.eks. tri-, tetra- eller octapolyphosphat, eller cyano-
ferrater, f.eks. [Fe(CN)g ]~ eller [Fe(CN)g ]3~. Isar fore-
traekkes tripolyphosphat. De organiske anioner er fortrins-:
vis polymere organiske carboxylater, sulfonater eller,
hydroxyforbindelser.

Som kiselsyre egner sig fortrinsvis en faldet kiselsyre,
isar en faldet kiselsyre med en Jgennemsnitlig kornster-
relse i omraddet fra 5 til 50 um og en gennemsnitlig rum-
vagt 1 omradet fra 5 til 100 g pr. 100 ml, iszr fra ca. 20
til SO0 g pr. 100 ml.

Endvidere angar opfindelsen en fremgangsmide til fremstilling
af de perleformede biokatalysatorer ifelge opfindelsen med
hej mekanisk styrke, som er ejendommelig ved, at enzymatisk
aktivt materiale blardes til en suspensicon med fzldet kisel-
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syre i fast form, en vandig pufferoplesning og en vandig
oplesning af en kationisk polyelektrolyt, idet skumdannelse

undgds, suspensionen dribevis indferes i et vandigt tvarbin-
dingsbad, indeholdende polyvalente anioner, og de fremkomne

5biokatalysatorperler bringes til at skrumpe ind og stivne
ved at forblive i tvarbindingsbadet i mindst ca. 1 time,
hvorpd de eventuelt skilles fra tverbindingsbadet.

Undgldelse af skumdannelse ved fremstilling af suspensionen

10 gf enzymatisk aktivt materiale, faldet kiselsyre 1 fast
form, vandig pufferoplgsning og en vandig oplgsning af en
kationisk polyelektrolyt er af afgorende betydning, da der
ellers som fplge opstdr katalysatorperler med darligere
mekaniske egenskaber. Fortrinsvis undgds skumdannelse vedz

15 3t blandingen af de forskellige komponenter sker 4 nerﬂ
verelse af kiselsyren. Ellers er den rzkkefoplge, 1 hvilﬂ
ken stofferne bringes sammen, ligegyldig. Fortrinsvis
blandes det enz§%atiske materiale fg¢rst med kiselsyren i
fast form, ferst derpd optages 1 wvandig pufferoplesning,

2C og derefter blandes med opl¢sningen af den kationiske
polyelektrolyt.

Ved fremstillingen if¢lge opfindelsen af biokatalysator-
25 perler anvendes enzymatisk materiale som beskrevet oven-
for, dvs. hele celler, cellefragmenter eller celleorga-
neller af en mikroorganisme eller enzymer eller en kombi-
nation deraf. Hele celler kan derved foreligge levende,
dgode eller eksempelvis lyofiliserede eller dehydrerede.
30 Dyrkningen af celler i et naringsmedium, der indeholder
alle til opretholdelse af cellestofskiftet og til forme-
ringen ngdvendige organiske og wuorganiske bestanddele
(C-kilde, N-kilde, sporelementer, vakststoffer osv.), og’
cellefragmenteringen til fremstilling af cellefragmenter
35 eller isolering af celleorganellerne sker ved i og for sig
kendte metoder. Enzymer, der skal immobiliseres, forelig-
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ger eksempelvis ople¢st, dispergeret, suspenderet, emul-
geret eller tgrret. Det navnte og i det foregdende nz:-
mere definerede enzymatisk aktive materiale anvend:g
eksempelvis til fremgangsmdden ifplge opfindelsen scn
celle-, cellefragment- eller celleorganelsediment, -£fi]-
trat eller -suspension eller som ernzym 1 vandig ople:-

ning. I sammenhang med den foreliggende beskrivels el
betyder udtrykket "i vandig oplesning”, at ople¢sningen
yderligere kan indeholde uorganiske eller organiske salfef
og lignende. Det lan eksempelvis dreje sig om en gmngs'

biologisk puffer, =dsom acetat-, phosphat-, tris-puffer (g
lignende.

i

Som wvandig pufferoplegsning egner sig eksempelvis biolc
giske puffere 1 et pH-interval fra pH 3 til 7, fortrin:
vis ca. 5, f.eks. phosphat-, citrat- eller acetatpuffer.

Qs

De kationiske polyelektrolytter, der kan anvendes v

ot

fremgangsmdden 1ifplge opfindelsen, er beskrevet 1 d«
foregdende. Chitosan foretrakkes. Chitosan ma til ar

vendelse til fremstilling af biokatalysatorperlerne for:

4
bringes 1 wvandig ople¢sning for at udgere integrerendd
bestanddel af immobilisatet. Dertil optages chitosan, denx

|

i ikke-protoniseret: form er wvanduople¢selig, i1 fortynded
vandige, isar organiske, syrer, eksempelvis 1 myresyr:,

eddikesyre, pyrocdruesyre, e&blesyre, citronsyre e B

lignende, fortrinsvis i eddikesyre, wved en pH-vardi < 9,
fortrinsvis pH 4 til 5,5, og opvarmes eventuelt til c:.
60°C for at steptte opleosningsprocessen. Chitosanoploes-

ningen filtreres derefter til fjernelse af uoplegselicdq

bestanddele. Til fremstilling af biokatalysatorperler:id
ifplge opfindelsen anvendes fortrinsvis en wvandig ople:
ning af chitosan med en viskositet 1 omrédet fra 1000 t:

20.00C0 ¢P 1 en koncentration i1 omrddet fra 0,5 tii 51
35*vagtprocent. Is®r foretrazkkes anvendelsen af en vandiqg

oplesning af hejviskest chitosan med en viskositet pad ca.
10.000 cP 1 en koncentration pid ca. 1,4 vagtprocent.
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De anvendte stoffer anvendes fortrinsvis sdledes, at
vegtforholdt mellem kiselsyre og kationisk polyelektrolyt
ligger i et omrade fra 1,5-50:1, iszr ved ca. 15:1. Slut-
koncentrationen af kiselsyre i den ovenfor beskrevne
suspension ligger i et omrdde fra 2 til 15 vagtprocent,
f.eks. 10%. Foretrukne slutkoncentrationer af kationisk
polyelektrolyt i den ovenfor beskevne suspen- sion er 0,3
tii 1,5 vagtprocent, isar ca. 0,7%.

Den kiselsyre, der anvendes til fremstilling af biokata-.
lysatorperlerne ifgldge opfindelsen, er beskevet ovenfor.
Den anvendes 1 fast form.

Ved tvarbindingsbadet drejer det sig om en vandig oples-
ning af en polyvalent anion. De mulige anioner er be-
skrevet 1 det foregdende. Dé anvendes til tvarbindings-
badet i1 form af syrer eller som salte, f.eks. som alkali-

metalsalte, eksempelvis natrium- eller kaliumsalte, end-
videre ogsd som ammoniumsalte. En vandig oplg¢sning fore-

trekkes, til hvilken tripolyphosphorsyre eller et salt
deraf, f.eks. natrium- eller kaliumtripolyphosphat, an-
vendes. I tverbindingsbadet foreligger de navnte for-
bindelser eksempelvis i en koncentration 1 omradet fra
0,5 ti1 10% (v/r), fortrinsvis fra 1,5 til 3% (v/r).
Tverbindingsoplgsningens pH-verdi ligger 1 et omrade f£fra
pH 5 til 10, fortrinsvis p3 ca. pH 8.

Suspensiocnen af enzymatisk aktivt materiale, kiselsyre,
pufferoplesning og polykation dryppes under omr¢ring til
tvarbindingsople¢sningen, hensigtsmaessigt siledes, at
tvarbindingsbadets rumfang udger mindst det tredobbelte
af suspensionens rumfang. Den drdbevise tilsatning sker
under anvendelse af en dyse med en 1lille &bning, eksem-
pelvis en injektionsspr¢jte, en sprojtelignende injek-
tionsindretning, en porgs plade eller et lignende egnet

middel. Drdberne blases eventuelt af dysens spids under
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anvendelse af komprimeret luft, komprimeret nitrogen ell:y

lignende. Suspensionen kan ogsd indsprpjtes 1 tvarbiiid
dingsople¢sningen, eksempelvis under anvendelse af
atomiseringsapparat:, fortrinsvis et trykatomisering::-
apparat.

De ved den ovenfor beskrevne fremgangsmdde fremstilleils
biockatalysatorperler forbliver mindst ca. en time, f£f.ek:.

natten over i tvarbindingsbadet til indskrumpning og hard |

ning. Eventuelt skilles de fra tvarbindingsbadet viqd
gengse, til adskillelse af faste og flydende faser egnels
metoder, sasom dekantering, filtrering osv., og underka:-
tes for den yderligere anvendelse en fysiologisk vaskepro-
ces, eksempelvis med fysioclogisk natriumchloridoplgsning.

Perleformede biokatalysatorer med hej mekanisk styrke, duij

fremstilles ved fremgangsmaden ifglge opfindelsen, 7
ligeledes genstand for opfindelsen.

Opfindelsen angdr desuden fremgangsmader til fremstilliig

af «-hydroxycarboxylsyrer ud fra o-ketocarboxylsyrer, somh

er ejendommelige ved, at der til omsatningen anvendes perl:-
formede biokatalysatorer ifelge den foreliggende opfindels.:,

Alt efter arten af det immobiliserede enzymatisk aktiva

materiale er produktionen af et bredt spektrum af produk-

ter mulig, der opstdr ved fermenteringsprocesser, 1 pri-

merstofskiftet, ved mikrobiel transfermation osv., eksem-

pelvis af

- kemikalier, f.eks. citronsyre ved Aspergillus nigerx,
ethanol ved Zynomonas mobilis, L-zblesyre wved fuma-
rase, Hp ved Chlorella-Clostridie-coimmobilisater,

- neringsmidler, f.eks. sojasauce ved Pediococcus halc-|

philus,
- enzymer, f.eks. amylaser ved Aspergillus niger,

- medikamenter, f.eks. penicillirer ved Peniciliiiim

chrosogenum, eller
- aminosyrer, f.sks. L-asparaginsyre ved L-aspartase.

[ -
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Fremgangsmader til fremstilling af o~hydroxycarboxylsyrer
ud fra o-ketocarboxylsyrer ved hjzlp af biokatalysatorer
ifplge opfindelsen, hvis enzymatisk aktive materiale
indeholder en oxidoreduktase, er en oxidoreduktase eller
bestadr af hele celler af en bakterie af slagten Proteus,
iszr arterne Proteus vulgaris og/eller Proteus mirabilis,
fortrinsvis Proteus wvulgaris, foretrzkkes. Reduktionen af
substratet sker derved med den sikaldte finale reduktase,
f.eks. en substratspecifik dehydrogenase. Sadvanligvis
leveres de reduktionszkvivalenter, som den finale reduk-
tase behgver, af et coenzym, f.eks. af pyridinnukleoti-
der, sdsom nikotinamidadenindinukleotid(phosphat) (NADH,
NADPH) eller af flavinnukleotider, sdsom flavinmononukleo-
tid (FMNH) eller flavinadenindinukleotid (FADH). De redu-
cerede nukleotider opstdr atter f.eks. ved elektronover-
forsel over naturlige eller syntetiske elektronmediatorer
med egnet redoxpotentiale, sasom ferredoxin eller bipyri-
dyliumderivater, f.eks. 4,4'-bipyridyliumderivater (Violo-
gen) eller 2,2'-bipyridyliumderivater (eksempelvis diguat-
kationer, sisom diquat-dibromid eller diquat-dichlorid).
Der kendes ogsd finale reduktaser, der kan optage elek-
tronerne direkte fra mediatorerne.

Iser foretrakkes en fremgangsmadde til fremstilling af
2-hydroxy-4-phenylsmgrsyre, fortrinsvis af 2;(R)-hydroxy-
4~phenylsmprsyre, ud fra 2—oxo-4‘phenylsm®r§yre ved hj=lp
af biokatalysatorerne ifglge opfindelsen, hvis enzymatisk
aktive materiale indeholder en oxidoreduktase eller er en
oxidoreduktase eller bestdr af hele celler af en bakterie
af slzgten Proteus, iszr af arterne Proteus vulgaris og/-
eller Proteus mirabilis, fortrinsvis Proteus wulgaris.
2-{R)-hydroxy-4-phenylsmprsyre er et vardifuldt mellem-
produkt ved fremstillingen af ACE, angiotensinomdannende
enzym-( "angiotensin converting enzyme")-inhibitorer eller
deres forstadier. Dennes klasse aktive stoffer har i de
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forlebne Ar fundet voksende interesse. Den udvider de t:.}
radighed stdende antihypertensivas potentiale og dermed t(ld
terapeutiske muligheder ved bekzmpelsen af hejt blodtryl:l
Af sarlig interesse er derved fremstillingen af ACE-haua
meren 3-{[ 1-ethoxycarbonyl-3~phenyl-(18)-propyl Jamino -
2,3,4,5-tetrahydro-2-oxo0-1H-1-(3S)-benzazepin-l-eddike-
syre~-mcnohydrochlorid (= Benazepril).

Opfindelsen angdr Iisar en fremgangsmdde til fremstilling
af 2-(R)-hydroxy-4-phenylsmgrsyre ud fra 2-oxo-4-pheny .4
smgrsyre, som er ejendommelig ved, at perleformedg

biokatalysatorer I1fplge opfindelsen, hvis enzymati sk:

aktive materiale bestdr af hele celler af en bakterie if

slagten Proteus, iszr af arterne Proteus wvulgaris og/ell:¥:

Proteus mirabilis, fortrinsvis Proteus wvulgarils, anvend:
i en fastleje~ eller hvirvellagsreaktor, fortrinsvis i :
fastlejereaktor, gennem hvilken der kontinuerligt ledes :

AL

vandig oplegsning af substratet 2-oxo-4-phenylsmersyr
eksempelvis 1 en koncentration i omrddet fra 50 til1 2)0
mM, af formiat, eksempelvis et alkalimetalformiat, sds.n
kalium- eller natriumformiat, eksempelvis 1 en koncer:
tration i omrd&det fra 100 til 500 mM, og en elektronme
diator, f.eks. et 4,4'-bipyridyliumderivat, sasom
methylviologen, carbamoylmethylviologen eller benzylvio-
logen, eller et 2,2'-bipyridyliumderivat, sdsom diquatd:
kation, eksempelvis i en koncentration i omrddet fra C,§
til 10 mM. Reduktlonen af substratet katalyseres ekseriS
pelvis af den i Proteus vulgaris indeholdte 2-oxocarboxy: 4
syrereduktase (2-hydroxycarboxylat-viologen-oxidoredul A
tase). Da dette enzym har en hej enantiomerselektivite-:,
og produktet opstar med et enantiomeroverskud pid mere end
99,8% ligger der en sarlig fordel ved anvendelse af dof
ved fremgangsmdden ifglge opfindelsen fremstillede produl:t
i, at der ved syntesen af ACE-hzmmere, som forlgber oveq
talrige trin, allerede 1 et relativt tidligt stadium i

i
i
i
.

|
?
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syntesen kan anvendes en enantiomerren syntese. Den oven-'

for beskrevne fremgangsmide muligger heje omsaztninger pa
mere end 99%.

De fplgende eksempler skal forklare opfindelsen, -

Forkortelser

ee enantiomeroverskud ("enantiomeric excess")
HPLC high pressure liquid chromatography

rpm omdrejninger ("revolutions") pr. minut
Eksempler

Eksempel 1

Fremstilling af perleformede bickatalysatorer med Proteus
vulgaris.

Proteus vulgaris (ATCC 9484) dyrkes 1 et fuldstandigt me-
dium (garekstrakt 5 g/l, glucose-~monchydrat 5 g/1, KpHPO4
5 g/1, pepton fra ked 20 g/1, pH 7,0) i 24 timer ved 37°C
under let gasning med nitrogen. De sdledes fremkomne cel-
ler hpstes ved 12°C 1 en CEPA-centrifuge type Z 41 G (gen-
nemlgb 300 1/time) under skyldning med nitrogen ved et om-
drejningstal pd& 20.000 rpm (16.950 g). Ud fra 400 1 kul-
turveske fas 580 g bakteriesediment med et fugtigheds-
indhold pd ca. B80%. 1 Vagtdel fugtig bakteriemasse op-
slzmmes sammen med 1 vagtdel kiselsyre (Baker produkt nr.
254, kornsterrelse ca. 20 pm, 95% >3 um, 95% <60 pm, rum-
vagt ca. 50 g/100 ml) i 3 vagtdele 50 mM natriumacetat-,
puffer med pH 5,0 og blandes derefter under kraftig omra-'
ring med 5 vagtdele af en 1,4 vagtprocents hejviskes van-
dig chitosan-~acetat-oplesning (viskositet ca. 10.000 cP
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ved 20°C og 10 rpm; pH 4,5 indstillet megd eddikesyre; uop-

l¢selige bestanddele siet fra). Denne suspension {(visko-
sitet ca. 2000 cP) dryppes under let omr¢ring til en
1,5%'s (v/r) natriumtripolyphosphatoplegsning (mindst tre-
dobbelt suspensionsrumfang; pH 8,1 incdstillet med phos-
phorsyre). Dertil anvendes en sprojte med en kanyledb-
ning med diameter 1,4 mm og med et gennemlpb pd 1 ml/min. -
Drdberne blases af kanylen med komprimeret nitrogen (fald-:
lazngde 10-15 cm). Der opstdr perleformede partikler medf
en diameter pd 2-3 mm, der forbliver i natriumtripoly—f
phosphat-tvarbindingsbadet 1 2 timer ti1l indskrumpning og'
herdning. Ud fra 100 g suspension f&s ca. 40 g perleri
(rysterumfang ca. 80 ml) med en cellekoncentration pé:
0,25 g fugtig bakteriemasse, henholdsvis 0,05 g t¢rrei
celler pr. g perler, som i det felgende med henvisning ti1
kiselsyrekoncentrationenV i den sprojtede suspension

betegnes "10%'s kiselsyre-biokatalysatorperler”.

Til sammenligning fremstilles "kontrel-biokatalysator-
perler" uden tils®tning af kiselsyre. Dertil opslammes 1

vegtdel fugtig bakteriemasse i 4 vagtdele natriumacetat-.
puffer med pH 5,0 og blandes derpd med 5 vagtdele af den;
ovenfor beskrevne chitosan-acetat-oplgsning. Suspensionen;
dryppes til en natriumtripolyphosphatopi¢sning som angivet:

ovenfor til fremstilling af perleformede partikiler.

Ved fremstillingen af "kontrol-biokatalysatorperlerne"

sker der ved opslzmningen en vasentlig skumdannelse, der
udebliver ved fremsitillingen af de “10%'s kiselsyre-bio-
katalysatorperier", da kiselsyren virker som antiskummid-
del. Ved skumdannelsen bliver “kontrol»biokatalysatorper~
lerne" lettere end perlerne med kiselsyretilsztning og har
tendens til at stige til overfladen i tvarbindingsbadet.

3712 B1
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Eksempel 2

Bestemmelse af biokatalysatorperlernes trykstyrke

Biokatalysatorperlernes trykstyrke bestemmes med et mile-
system til termomekaniske analyser (TA 3000-system med
milecelle TMA 40, Mettler Instrumente AG, Greifensee,
Schwelz) efter en dags 1lagring ved 4°C i natriumtripoly-
phosphatoplgsning med pH 8,1. Hver tre biokatalysator-'
perler (diameter 3 mm) i fugtig tilstand lazgges pad prove-
bordet grznsende op til hinanden i trekantorden og dzkkes
centralt med en med natriumtripolyphosphatopl¢sningf
gennemvaedet keramikskive (diameter 6 mm, tykkelse 0,7 mmi
tervaegt 70 mg), pd hvilken mdlefgleren er anbragt. Pr¢vens;
deformation (perlernes nedgang i tykkelse 1 pm) miles ved:
nedtrykning af keramikskiven under en belastning pia 0,02
N isotermt ved 30°C som funktion af tiden. Resultaterne erE
sammenfattet i tabel 1. i

Tabel 1

Bestemmelse af biokatalysatorperlernes trykstyrke

Deformation af 3 mm-biokatalysator-

perlerne [ um]

Kontrol-bio- 10%'s kiselsyre-
Tid [min. ] katalysator- biokatalysator-
perler perler
0,5 40 10
1 80 20
2 130 30
4 200 40
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Tabel 1 viser klart, at de "10%'s kiselsyre-biockataly:d
torperler"” har en vasentlig hejere trykstyrke end "kary
trol-bickatalysatorperlerne”. Efter 15 minutter udvi:g

de "10%'s kiselsyre-biokatalysatorperler" nasten incen

yderligere deformationstilvekst.

Eksempel 3

Fremstilling af 2-(R)-hydroxy-4-phenylsmgrsyre ved hijslp

af perleformede biokatalysatorer i laboratoriemalestok

48 ml (rysterumfang) "10%'s kiselsyre-biokatalysat:x
perler", der fremgtilles ifeplge eksempel 1 af 60 g si.5
pension, skilles fra natriumtripolyphosphat-tvaerbindings
badet og szttes til 200 ml af en med nitrogen forud gis
behandlet oplgsning af 50 mM (1,84% v/r) natriumtripo!y

3712 B1

a

phosphatpuffer med pH 7,0, 100 mM kaliumformiat og 1 nM

carbamoylmethylviologen (1,1'-dicarpamoylmethyl-4,4"' -3

pyridiniumdikation). I denne reduktionsoplesning fon-

bliver perlerne under wvakuum til afgasning indtil fuld
stendig vicletfarvning, der beror p& reduktion af caij
amoylmethylviclogenet ved den 1 Proteus wvulgaris in<d
holdte formiatdehydrogenase. Derefter anbringes perlernc
en enzymfastlejereaktor, dvs. 1 en med kappe forsyi.d
glassgjle (indvendig diameter 1,6 cm, 1lejehpjde 24
25°C). Den med nitrogen forud gasbehandlede substrat
oplgsning (50 mM natriumtripolyphosphatpuffer pH 6,7, 1(

mM 2-oxo-4-phenylsmersyre, 300 mM kaliumformiat, 3 nM

carbamoylmethylviologen) 1ledes kontinuerligt gennem s j
len ved hjalp af en doseringspumpe med overtryk 2,0-0,
bar med et gennemigb pad ferst 120 ml/time, derpd med 3
ml/time. Forlgbet af reduktionen af 2-oxo-4-phenylsmersiy
til 2-(R)-hydroxy-4-phenylsme¢rsyre, der katalyseres af tlg
i Proteus wvulgarils iIindeholdte 2-oxocarboxylsyrereduktiig
(2-hydroxycarboxylat-viologen-oxidoreduktase), males 176
HPLC-analyse (sojle: Nucleosil Cl18, partikkelstorrelss

-

-

o+ =
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um, langde 12,5 cm, indvendig diameter 4,6 mm; gennemlgb
1,0 ml/min.; 1l¢bemiddel: 3 rumfangsdele acetonitril/8
rumfangsdele 100 mM kaliumphosphatpuffer pH 3,0).

P4 tilsvarende made anvendes "kontrol-biockatalysator-
perlerne” (rysterumfang 49 ml ud fra 60 g suspension
ifplge eksempel 1) +til1 reduktion af 2—oxo—4—phenylsm¢r—_
syre. Derved er det n¢dvendigt at indskraznke perlelejetf
med s¢jleadapteren, fordi perlerne overvejende sv¢mmer§
ovenpa, og der derfor dannes tomme zoner i spjlen.

Resultaterne af produktivitetsbestemmelsen er sammenfattet
1 tabel 2.

Tabel 2

Fremstilling af 2-(R)-hydroxy-4-phenylsmgrsyre i fastleje-
reaktor ved hjzlp af perleformede biokatalysatorer i labo-
rietoriemilestok (omsatning)

Omsatning i fastlejereaktor ved 25°C

Gennemlgb Kontrol-bio- 10%'s kiselsyre-bio-
[ml/time ] katalysatorperler katalysatorperler
120 60% 70%
24 96% >99,5%

Af tabel 2 fremgldr, at "kontrol-biokatalysatorperlen” har
en klart ringere produktivitet end de "10%'s kiselsyre-
biokatalysatorpexier".
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Pa grund af den tiltagende komprimering af perlerne er ¢mn
varig drift af kontrol-enzymreaktoren ikke mulig, da s¢: -
len allerede er tilstoppet efter en dag ved et gennemlgh
péd 24 ml/time. Med "10%'s kiselsyre-biokatalysatorpe:-
lerne” er varig drift under de samme betingelser derim:d
problemloes.

Eksempel 4

Fremstilling af 2-(R)-hydroxy-4-phenylsmersyre ved hja!q
af perleformede biokatalysatorer i pilotmdlestok og isolt-
ring af produktet

Fremstillingen af de "10%'s kiselsyre-biokatalysato:d.

perler" sker ud fra 573 g bakteriesediment ifglge ekse:r S
pel 1, i1det der dog 1 stedet for sprgjten anvendes in
Indretning bestdende af en tandhjulspumpe (gennemleb 1,4
l/time; tryk ca. 0,5 bar) og en 7-strélet douche med O,
mm kapillarer til drdbedannelsen. Til forggelse af afdryp-
ningsfrekvensen eller til pdvirkning af drdbestgrrelsern
har hvert kapillar en separat luftudstrgmningskanal. Eftex
indskrumpning og hzrdning i en 3%'s (v/r) natriumtripoly-
phosphatoplesning fas ud fra 573 g bakteriesedikent c:.
4 1 (rysterumfang) perler.

2-(R)-hydroxy~4-phenylsmorsyre fremstilles pd& tilsvaren:e
méde som angivet 1 eksempel 3. De 4 1 (rysterumfang)
"10%'s kiselsyre-biokatalysatorperler" skilles fra natr: -
umtripolyphosphat-tverbindingsbadet g sattes til 6 1 :f
en med nitrogen forud gasbehandlet oplegsning af 100 M
(3,68% v/r) natriumtripolyphosphat pH 7,0, 100 mM kaliu: -

formiat og 1 mM carbamoylmethylviologen. I denne redu} -

tionsoplgsning forbliver perlerne under vakuum til afgas-
ning indtil fuldstandig violet farvning. Derefter anbri:
ges perlerns 1 en Kkromatografisegjle {(indvendig diamet:nq
11,3 cm, grundarezl 100 cm2, lengde 60 cm, lejehgpjde :(

3712 B1
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cm). Den med nitrogen forud gasbehandlede substratop-
l¢sning (100 mM natriumtripolyphosphatpuffer pH 6,7, 112,2
mM  2-oxo-4-phenylsmgrsyre, 300 mM kaliumformiat, 1 mM
carbamoylmethylviologen) sterilfiltreres og ledes kontinu-
erligt gennem s¢jlen ved hj=zlp af en doseringspumpe med
overtryk 2,0-3,0 bar med et gennemligb pd forst 2,5 1l/time.
Den ved HPLC malte omsatning er >99,5%. S¢jlen drives dag,
og nat uden afbrydelse ved stuetemperatur, dvs. ved ca. 23;
til 26,5°C.

Omsztningen kontrolleres wved daglige HPLC-analyser og'
holdes ved omsatningsvardier >99,5% ved regulering af
pumpehastigheden. Efter 25 dage er 1 alt ca. 800 1 reak-;
tionsople¢sning omsat (gennemsnitlig omsztning 99,6%), ogi
gennemlgbet udger endnu 1 1/time.

1160 1 omsat reaktionsopl¢sning blandes med 250 1 ethyl-
acetat og indstilles pd pH 2,6 med 114 1 42,5%'s ortho-
phosphorsyre. 2-(R)-~hydroxy-4-phenylsmgrsyren ekstraheres

i ethylacetat med et udbytte pd 94%. Den 1 vandfasen re-

sterende 2-(R)-hydroxy-4-phenylsm¢rsyre ekstraheres endnu

to gange med hver 120 1 ethylacetat. Efter de tre ekstrak-

tionstrin er ekstraktionen af 2-(R)-hydroxy-4-phenylsmer-

syre fuldstendig (99,8%). Efter samling af de tre ethyl-

acetatfaser (samlet rumfang 450 1), tilsatning af 250 1

ethylacetat og afdestillering af 470 1 af oplgsningsmidlet

klarfiltreres oplgsningen gennem et enpladefilter. 50 1

ethylacetat anvendes til skyldning af filteret og sattes
til den klare oplgsning. Efter afdestillering af 200 1 af
oplosningsmidlet udge¢r oplesningens slutrumfang 80 1. Til.
denne oplegsning sattes 400 1 cyclohexan, og 200 1 af
oplepsningsmidlet afdestilleres. Efter centrifugering af
det udkrystalliserede produkt og te¢rring i1 wvakuum ved
20-25°C 1indtil konstant vagt fas 23,4 kg krystallinsk

2-(R)-hydroxy~-4~phenylsmgrsyre.
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Til kontrol af enantiomerrenheden oplgses en prgve af den
krystallinske syre i absolut ethanol og bringes til omsat -
ning med hydrogenchloridgas i 24 timer ved stuetempera-
tur. Efter afdestillering af alkoholen og kort afgasning 1
hgjvakuum resterer en 1lysegul olie, der analyseres vai
HPLC ved 25°C/32 var pd& en chiral s¢jle (250 x 4,6 mn
1.d4., gennemlgb 1 ml/min., stationar fase chiralcel 03]
[ Stehelin, Basel] type OD-5-15-20925, mobil fase: 90%|
hexan/10% isopropanol/0,1% diethylamin). De stoffer, den:j:
skal analyseres, foreligger i en koncentration pa 1 mg/mi
1 le¢bemidlet (indsprgjtet mangde 10 pl1). Scanningen sker
ved en bglgelangde pad 210 nm, bedpmmelsen ved arealsam-
menligning med ekstern standard. Den bestemte ee-vardi ar
>99,8%.




10

15

20

25

30

35

DK 173712 B1

23

PATENTE KRAV

1. Perleformet bickatalysator med hg¢j mekanisk styr-
ke omfattende enzymatisk aktivt materiale, en kationisk
polyelektrolyt og polyvalente anioner, kendetegnet ved, at
biokatalysatoren indeholder kiselsyre og fremstilles

ud fra en suspension af det enzymatisk aktive materiale,

kiselsyren, pufferoplesning og polyelektrolytten, hvori
slutkoncentrationen af kiselsyre 1ligger 1 et interval
mellem 2 og 15 vagt-%.

2, Perleformet biokatalysator ifplge krav 1, kende-
tegnet ved, at det enzymatisk aktive materiale bestar af
hele celler af en bakterie eller af en garart.

3. Perleformet biokatalysator ifgplge krav 2, kende-
tegnet ved, at bakterien he¢rer til arten Proteus vulgaris :

og/eller til arten Proteus mirabilis.

4, Perleformet biokatalysator ifplge krav 1, kende—f
tegnet ved, at det enzymatisk aktive materiale indeholder :
en oxidoreduktase eller er en oxidoreduktase. :

5. Perleformet biokatalysator ifplge et af kravene 1
til 4, kendetegnet ved, at den kationiske polyelektrolyt

er chitosan.

6. Perleformet biokatalysator ifplge et af kravene 1
til 5, kendetegnet ved, at de polyvalente anioner er tri-

polyphosphat.

7. Perleformet biokatalysator ifelge et af kravene 1
til 6, kendetegnet ved, at kiselsyren exr en fzldet kisel-

syre.

8. Fremgangsmade til fremstilling af perleformede
biokatalysatorer ifglge et af kravene 1 til 7, kende-
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tegnet ved, at enzymatisk aktivt materiale blandes med
faldet kiselsyre i fast form, en vandig pufferoplesning og
en vandig oplesning af en kationisk polyelektrolyt, under
undgdelse af skumdannelse, til en suspension, som dribevis
indfores 1 et vandigt tvarbindingsbad indeholdende polyva-
lente anioner, og de fremkomne biokatalysatorperler brin-

ges til at skrumpe ind og stivne ved at: forblive i tvarbin-
dingsbadet i mindst ca. 1 time, hvorpd de eventuelt skille: |

fra tverbindingsbadet.

9. Fremgangsmade til fremstilling af a~hydroxy-
carboxylsyrer ud fra a-ketocarboxylsyrer, kendetegnet ved,

at der ti1 omsatningen anvendes en perleformet bio-
katalysator ifplge krav 3 eller 4.

10. Fremgangsméde ifplge krav 9 til fremstilling af
2—(R)-hydroxy—4-phenylsm®rsyre ud fra 2-oxo-4-phenylsm@r-
syre, kendetegnet ved, at de perleformede biockatalysato-

rer anvendes 1 en fastlejereaktor, gennem hvilken der
kontinuerligt 1ledes en vandig oplgsning af substratet

2-oxo-4-phenylsmorsyre, af formiat o¢ en elektronmedia-

tor.
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