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Verfahren zur Herstellung triigergebundener Acylasen.

@ Trigergebundene Acylasen werden durch Umsetzung

einer 16slichen Acylase mit chemisch gebundenen re-
aktiven Gruppen von Cellulosederivaten erhalten. Diese
Cellulosederivate sind soiche, die durch Reaktion von
Cellulose in deren Ldsungen in Polyoxymethylen ent-
haltendem Dimethylsulfoxid mit bi- oder mehrfunktionel-
len Reagentien erhalten worden sind.

Die Produkte eignen sich zur enzymatischen Race-
mattrennung von N-Acylaminosduren.
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PATENTANSPRUCH tionssdulen, angeordnet werden, eine fiir kontinuierliche
Verfahren zur Herstellung trdgergebundener Acylase, Durchfithrung der optischen Spaltung besonders giinstige
dadurch gekennzeichnet, dass eine 10sliche Acylase mit Anordnung. Hiufig sind ferner die an Tréger fixierten

chemisch gebundenen reaktiven Gruppen von Cellulosederi- ~ Enzyme thermisch bestiindiger als die 16slichen Formen,
vaten umgesetzt wird, welche durch Umsetzung von Cellu- 5 erlauben in einigen Fallen ein Arbeiten bei hoheren Tempe-

lose in deren Losungen in Polyoxymethylen enthaltendem raturen, wodurch die Raum-Zeit-Ausbeute des Prozesses
Dimethylsulfoxid mit bi- oder mehrfunktionellen Reagentien steigt, und sind gegen denaturierende Einfliisse oft weniger
hergestellt worden sind. empfindlich.

Es wurden daher bereits unldslich gemachte Enzyme durch
10 Aufbringen auf Trigermaterialien vorgeschlagen.
Die fiir eine Insolubilisierung spaltaktiver biogener Pro-
teine bereits vorgeschlagenen Triiger geniigen jedoch den

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Her-  Anforderungen, die ein industrieller Prozess an die Immobi-
stellung sogenannter Acylase-Immobilisate, d. h. trigerge- lisate stellen muss, nicht im gewiinschten Masse. Als Griinde
bundene Acylasen, auf der Basis chemisch funktionalisierter 15 dafiir sind anzufiihren:

Cellulosen.

Als Acylasen werden abgekiirzt N-Acyl-L-aminoséduren- Anorganische Triger mit iiberwiegend hydrophobem
amidohydrolasen bezeichnet. Es sind wasserldsliche Proteine  Charakter, wie z. B. porose Gliser, haben zwar bessere
verschiedener Provenienz. Bevorzugte Quellen fiir ihre mechanische Eigenschaften als viele hydrophyle organische

Gewinnung sind entweder tierische Organe, wie beispiels- 20 Triger. Die Bindungskapazitit anorganischer Tréager fiir die
weise Nieren von Schweinen und Bauchspeicheldriisen von bioaktiven Proteine ist jedoch sehr begrenzt. Im Kontakt mit
Rindern, oder spezielle Stimme von Mikroorganismen, wie den neutralen bis schwach alkalischen Substratldsungen

z. B. Aspergillus orycae. Je nach ihrer Herkunft weisen die nimmt die Enzymaktivitét so stark ab, dass diese Immobili-
Acylosen differenzierte Substratspezifikationen auf, indem sate fiir einen technischen Einsatz ungeeignet sind. Auch

eine bestimmte Spezies eine bestimmte Acylgruppe, beispiels- 25 weisen solche Trégermaterialien oft zu hohe Loslichkeiten in
weise die Acetylgruppe, besonders leicht abspaltet. Allen den Substratldsungen auf; schlechte Bestdndigkeit der Triger-
Acylasen gemeinsam ist jedoch ihre Fahigkeit, N-Acyl-L- enzyme und Verunreinigungen der Spaltldsungen sind die
aminosiuren selektiv zu entacylieren. Folge.

Die stereospezifische enzymatische Hydrolyse der Bin- Hydrophile Triger, z. B. modifizierte Polysaccharide oder
dung zwischen Aminogruppe und Acylrest kann zur Gewin- 30 Polyacrylamidgele, zeigen sehr ungiinstige, teilweise irrever-
nung von L-Aminoséuren in der Weise technisch genutzt sible Quellungserscheinungen und weisen oft Quellungsporo-
werden, dass die bei der asymmetrischen Hydrolyse in Frei- sitdt auf, wodurch ein rascher Umsatz der Substrate infolge
heit gesetzte L-Aminosédure abgeschieden, die intakt geblie- einer Behinderung der Diffusion nicht méglich ist. Besonders
bene N-Acyl-D-Form racemisiert, der N-Acyl-L-Anteil des nachteilig wirken sich die Quellungserscheinungen beim Ein-

Racemates erneut enzymatisch gespalten und der Prozess bis 35 satz der gelartigen Immobilisate in Festbett-Reaktoren aus.
zum Aufbrauch der N-Acyl-Form betrieben wird. Auf diese An DEAE-Sephadex, einen mit Didthylaminoéthylgruppen
Weise ist eine vollstindige Uberfiithrung des N-Acyl-Race- versehenen Dextran oder DEAE-Cellulose adsorptiv fixierte
mates der betreffenden Aminosiure in die gewiinschte Acylase haftet nicht fest genug, um voll ausreichende Halb-
L-Form mdglich. Die Spaltung vollzieht sich unter sehr scho-  wertszeiten der hydrolytischen Aktivitit zu erzielen. Der
nenden und hinsichtlich der aufzubringenden Energien unter 40 Anteil an polaren Bindungen, welcher bei der Bildung
wenig aufwendigen Bedingungen: so liegen die pH-Werte der ~ solcher Immobilisate zustande kommt, erreicht nicht die

zu spaltenden Substrate meist nahe dem Neutralpunkt. Die Festigkeit und Unempfindlichkeit gegen Milieu-Faktoren,
Spaltung vollzieht sich im Regelfall bei Temperaturen im z. B. Innenkonzentration und -ladung, wie sie kovalent
oder nahe dem physiologischen Bereich. Wegen dieser vor- gebundene Enzyme aufweisen.

teilhaften Eigenschaften der Acylasen ist der Anreiz,siezu 4 Der Verwendung von Cellulose bzw. Cellulosederivaten

einer besonders wirtschaftlichen und kostengiinstigen techni-  als Tréger stand die generelle Hinderung entgegen, dass Cel-

schen Trennung der optischen Antipoden von Aminosduren  lulose ohne chemische Verénderung unldslich ist und die

Zu nutzen, gross. durchgefithrten Reaktionen in suspendierter Phase drastische
Die Léslichkeit der Acylasen ist jedoch fiir eine technische ~ Reaktionsbedingungen erfordern und wegen der Knéuelung

Anwendung nachteilig. Die bereits in sehr geringen Konzen- s der Cellulose-Ketten nur zu Teilumsetzungen fithren.

trationen wirkenden Enzyme miissen aus grossen Substratvo- Chemisch modifizierte Cellulose, wie Alkalicellulosen
lumina moglichst quantitativ zuriickgewonnen werden, dasie ~ kénnen nur mit wenigen Reagentien funktionalisiert werden
teuer sind und deshalb so oft wieder verwendet werden und sind schwer von den schidlichen Alkalien zu befreien.
miissen, bis ihre enzymatische Aktivitét erschopft ist. Immobilisate auf Basis der bekannten modifizierten Cellu-
Die Entfernung der Acylasen aus den Spaltlésungen ist s5 losen sind zudem leicht oxydabel und miissen unter Luftaus-
auch deshalb notwendig, um diese von den Proteinen und schluss gehandhabt werden.
deren loslichen Neben- und Abbauprodukten zu befreien. Es bestand demnach die Aufgabe, Acylase-Immobilisate
Léslichkeit, hohe Verdiinnung und chemische Ahnlichkeit  herzustellen, in welchen das Enzym iiberwiegend kovalent
der Acylasen mit ihren Begleitstoffen sind jedoch Hinder- gebunden ist. Die Trigeracylasen solien geniigende Aktivitat
nisse einer wirtschaftlich tragbaren Wiedergewinnungund e und Besténdigkeit der Aktivitéit aufweisen, verbesserte
erschweren jede Handhabung der Acylasen erheblich. mechanische und hydrodynamische Eigenschaften haben
Von unléslich gemachten Acylasen konnten daher Vorteile  und ein leicht verfiigbares Ausgangsmaterial fiir den Trager
fiir eine Biotechnologie z. B. der enzymatischen Racemat- bendtigen.
trennung erwartet werden: die Immobilisate konnen durch Erfindungsgemiss wurde diese Aufgabe dadurch geldst,

einfache physikalische Trennverfahren, wie Filtrationund 6 dass Acylasen mit chemisch gebundenen reaktiven Gruppen
Zentrifugieren, aus den Spaltldsungen abgeschieden und fiir ~ von solchen Cellulosederivaten umgesetzt werden, welche
einen Wiedereinsatz zuriickgewonnen werden. Sie kdnnenals  durch Umsetzung von Cellulose in deren Losungen in Poly-
feste stationire Phasen in Reaktoren, beispielsweise in Reak-  oxymethylen enthaltendem Dimethylsulfoxid mit bi- oder



mehrfunktionellen Reagentien hergestellt worden sind. Diese

Funktionalisierung der Cellulose ist in der DE-OS 26 44678
beschrieben.

Zum Unterscheid von der bekannten chemischen Modifi-
zierung der Cellulose durch Reaktionen in heterogener
Phase, z. B. nach Art einer Grenzflichenreaktion, gestattet
die Funktionalisierung der im inerten Losungsmittel
homogen geldsten Cellulosen nach der DE-OS 2644 678,
unter anhydrischen Bedingungen die Einfiihrung zahlreicher
und verschiedenartiger reaktiver Gruppen, die nach her-
kdmmlichen Verfahren nicht oder nur schwierig einzufiihren
sind und den Substitutionsgrad der Cellulose-Hydroxyl-
gruppen zu wihlen.

Dies sind zwei wichtige Voraussetzungen fiir die Herstel-
lung von Enzymtrigern auf Cellulosebasis mit optimalen
Eigenschaften: die reaktive Gruppe sollte zu einer Bindung
fiihren, die die Enzymaktivitéit nicht schidigt oder nur még-
lichst wenig mindert. Gleichzeitig bildet die bei der Funktio-

nalisierung zur Reaktion gebrachte mehrfunktionelie Gruppe

einen geeigneten Spacer, ndmlich eine den gewollten
Abstand zu den Celluloseketten haltende Atomgruppierung,
die eine ungehinderte enzymatische Aktivitit der daran
gebundenen Acylasen erlaubt. Sodann kann durch Wahl des
Molverhiltnisses der Reaktanden derjenige Substitutions-
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als auch technische Acylase-Konzentrate verschiedenen
Reiiheitsgrades eingesetzt werden. Die Bindung der Acy-
lasen an die reaktiven Gruppen der Cellulosederivate erfolgt
in wissrigen, pH-kontrollierten, vorzugsweise gepufferten

s Losungen im neutralen bis schwach alkalischen Bereich, im

allgemeinen bei pH 6,5 bis 9,0, bevorzugt bei pH 7,0 bis 8,5.
Die Temperaturen liegen bei der Kupplung im allgemeinen

zwischen 0°C und der durch die thermische Stabilitét des

betreffenden Enzyms vorgegebenen Grenze. Die Reaktions-

10 dauer kann Stunden bis einige Tage betragen.

Im Falle einer Monoaminoalkyl-alkoxysilylgruppe kann
die Bindung der Acylase iiber Bildung von Schiffschen Basen
oder nach Reaktion mit beispielsweise Thiophosgen zu Iso-
thiocyanit als Thioharnstoff-Derivat erfolgen.

Nach beendeter Kupplung werden die enzymaktiven Fest-
stoffe im allgemeinen zur Entfernung anhaftender oder nur
locker gebundenen Proteine griindlich mit Pufferlésungen
und/oder Substratldsungen ausgewaschen. Die Pufferls-
sungen haben im Regelfall pH-Werte zwischen 6,5 und 8,0.

20 Bis zur Verwendung werden die Immobilisate zweckmdssig

unter Pufferldsungen bei Temperaturen bevorzugt zwischen 0
und 10°C aufbewahrt.

Beim Einsatz zur Racemattrennung von N-Acyl-D,L-ami-
nosiuren pflegt nur anfinglich die Aktivitét der geméss der

grad der Hydroxylgruppe an den Cellulosestruktureinheiten 25 Erfindung hergestellten Acylase-Immobilisate um einen

erzielt werden, welcher den giinstigsten Gehalt der Immobili-
sate an spaltaktivem Protein bewirkt. Die Moglichkeit, durch
die Synthese des Cellulosetrigers den fiir die betreffende
Acylase unterschiedlicher Herkunft giinstigsten Tréger her-

. geringen Bruchteil - bis zu einigen Prozenten der Ausgangs-

aktivitit - abzunehmen. Danach sind die Acylase-Préiparate
in ihrer Aktivitét praktisch konstant.
Es ist ein besonderer Vorteil der hergestellten trédgergebun-

stellen zu konnen, ist von ausschlaggebender Bedeutung fiir 30 denen Acylasen neben der vereinfachten Herstellbarkeit und

eine dkonomische Nutzung: enthélt der Tréger einerseits nur
wenige zur Proteinbildung befdhigte Gruppen, so ist die spe-
zifische Aktivitdt der Immobilisate gering. Andererseits
bleiben bei Proteingehalten iiber das Wirkungsoptimum
hinaus aktive Zentren des Biokatalysators aus sterischen und
anderen Griinden inaktiv.

Die zur Bindung beféhigten Gruppen der nach der DE-OS
2644 678 hergestellten funktionalisierten Cellulosen, bei-
spielsweise Carboalkoxy-, wie Carbomethoxy-, Carbo-
dthoxy-, p-Nitroaryl- oder y-Aminopropylgruppen, kdnnen
nach bekannten Reaktionen mit Acylasen gekuppelt werden.
Eine Zusammenstellung solcher enzymfreundlichen Umset-
zungsmethoden gibt H. H. Weetall unter dem Titel «Immobi-
lized Enzymes» in Analytical Chemistry, Vol. 46, No. 7,

S. 602 A ff. (1974). Enthilt beispielsweise die funktionali-
sierte Cellulose Carbomethoxy-Gruppen, so kann die Fixie-
rung der Acylase mittels des entsprechenden Azids, welches
aus dem Hydrazid durch Umsetzung mit salpetriger Séure
erhiltlich ist, erfolgen. Ausgehend von Nitroarylgruppen-
haltigen Cellulosetrigern kdnnen Acylasen in unldsliche
Form gebracht werden, indem nach Reduktion der aromati-
schen Nitro- zu Aminogruppen diese diazotiert werden,
worauf die Diazoniomsalze mit dem Protein zur Reaktion
gebracht werden kénnen. Aminoarylcellulose kann ferner
mittels Phosgen in [socyanat- oder mittels Thiophosgen in
Isothiocyanat-Derivate iiberfiihrt werden. Beide Cellulose-
Derivate kdnnen mit Acylase kovalente enzymaktive Verbin-
dungen eingehen. y-Aminopropylgruppen am Cellulose-
triger konnen u. a. mit Glutardialdehyd umgesetzt oder mit
beispielsweise Thiophosgen zum Isothiocyanat acyliert
werden, wonach diese Derivate zur Reaktion mit Acylase
befdhigt sind.

Die chemische Reaktion der Acylasen mit der funktionali-
sierten Cellulose hat demnach unter den fiir die Reaktion ge-
eigneten bekannten Bedingungen stattzufinden, welche die
Acylase nicht schddigen.

Die Reaktion kann in suspendierter Phase ausgefiihrt
werden. Zur Kupplung kénnen sowohl gereinigte Acylasen

vorteilhaften Abtrennbarkeit von den jeweiligen Substraten,
dass der Verlust der Enzymaktivitit durch Zersetzung gering
ist. Nach Durchfithrung der Spaltreaktion bleibt daher die
Aktivitit sehr weitgehend erhalten, so dass eine hiufige

35 Wiederholung der Spaltung mit derselben trigergebundenen

Acylase moglich ist.

Beispiel 1
10 g durch Reaktion von Linters-Cellulose, die in Dime-
thylsulfoxid/Paraformaldehyd gel6st war, mit p-Chlorme-
thylbenzoesiuremethylester bei 50°C nach der DE-OS
26 44 678 entsprechend Beispiel 1 hergestellte funktionali-

4s sierte Cellulose, welche jedoch einen Gehalt von 4,0 Gew.-%

Carbomethoxygruppen hatte, wurden in einer Losung von

14 g Hydrazinhydrat in 300 ml Methanol 2 Tage bei 30°C
unter Rithren suspendiert. Nach Abzentrifugieren des Hydra-
zids und griindlichem Auswaschen mit Methanol und

s0 anschliessend mit Wasser wurde das feuchte Produkt mit

einer Losung aus 10 g Natriumnitrit und 100 cm?® 2 n HCI
unter Eiskithlung in der iiblichen Weise in das Azid iiber-
fithrt, dieses nach beendeter Umsetzung séurefrei gewaschen
und-abzentrifugiert. Der feuchte Feststoff wurde in eine

ss Losung von 1,0 g 16slicher Acylase aus Aspergillus orycae

(spez. Aktivitit 10 U/mg; Substrat: N-Acetyl-D,L-me-
thionin) in 20 ml 0,1 m Phosphatpuffer (NaH2PO4 und
Na:HPOs von pH 7, bei 4°C im Kiihlschrank gelagert. Nach
3 Tagen wurde der Bodenkorper abzentrifugiert. (Die nach

60 dem Abzentrifugieren der enzymaktiven Feststoffe vorlie-

gende gepufferte Acylaselosung kann mit frischem reaktiven
Triger bis zum Verbrauch der Aktivitit erneut umgesetzt
werden.) Das Immobilisat wurde mit 0,1 m Phosphatpuffer
bei pH 7 so lange gewaschen, bis im Eluat keine Enzymakti-

65 vitit mehr messbar war, und bis zum Einsatz zur Spaltung

unter Phosphatpufferldsung bei 4°C aufbewahrt. Enzymakti-
vitit des Immobilisats (37°C; N-Acetyl-D,L-phenylalanin als
Substrat): 80 U/g feuchtes Material.
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_ Beispiel 2 ) Beispiel 3
10 g p-Nitrobenzoyl-Cellulose, hergestellt durch Acylie- 10 g durch y-Aminopropylsilylgruppen funktionalisierte
rung von in Dimethylsulfoxid/Paraformaldehyd geloster Linters-Cellulose, hergestellt durch Umsetzen von in Dime-
Cellulose mit p-Nitrobenzoylchlorid bei 70°C nach der thylsulfoxid/Paraformaldehyd geloster Cellulose mit y-Ami-
DE-OS 26 44 678 entsprechend Beispiel 3, mit einem Stick- 5 nopropyltridithoxysilan bei 80°C nach der genannten DE-OS
stoffgehalt von 1,5 Gew.-% wurde mit iiberschiissiger wéss- 2644678 mit einem Stickstoffgehalt von 1,4 Gew.-% wurden

riger 1 Gew.-%iger Natriumdithionit-Losung bei deren Siede-  mit einer am Riickfluss siedenden Losung von 2 g p-Nitro-
temperatur | Stunde erhitzt. Das abgesaugte, reduzierte Pro-  benzylchlorid in 100 ml Chloroform unter Zugabe von 1,5 g
dukt wurde griindlich mit destilliertem Wasser ausgewaschen  Tristhylamin acyliert. Das Reaktionsprodukt wurde in der in
und ohne Trocknung mit wissriger 10%iger Natriumnitritld- 1 Beispiel 2 beschriebenen Weise nach griindlichem Auswa-

sung von 2 n HCl unter Eiskithlung in der iiblichen Weise schen mit Chloroform, Methanol und Wasser mittels Natri-
diazotiert. Die sdurefreie feuchte Diazoniumverbindung umdithionit reduziert und anschliessend diazotiert. Das
wurde in eine Losung von 1,0 g I6slicher Acylase aus Asper-  feuchte, saurefreie Produkt wurde mit der gleichen Menge
gillus orycae (spez. Aktivitdt 15 U/mg; Substrat: N-Acetyl- Acylaseldsung gleicher Konzentration nach dem im Beispiel

D,L-methionin) in 50 ml 1,0 m Phosphatpuffer vompH7 15 2 angegebenen Verfahren umgesetzt. Die Enzymaktivitit des

gegeben und 3 Tage bei 4°C aufbewahrt. Nach Auswaschen  feuchten Préiparats betrug 76 U/g (37°C; N-Acetyl-D,L-phen-
aller I6slichen Anteile betrug die Enzymaktivitét des feuchten ylalanin als Substrat).
Immobilisats 102 U/G (37°C; N-Acetyl-D,L-phenylalanin Die Aktivitit U in den Beispielen wird in 10-6 mol

als Substrat). _ (micromol) gespaltene Substanz pro Minute gemessen.
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