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Katalysator, som i ét og samme reaktionomr3de kan anvendes tit
kontinuerlig og samtidig udfgrelse af to eller flere trin af en biokemisk
omdannelsesreaktion, som er af den type, der til visse reaktionstrin
kraever tilstedevarelsen af et enzym og til andre reaktionstrin kraver
tilstedevarelsen af en mikroorganisme. Katalysatoren omfatter faste
legemer af én eller flere polymerer, hvoraf mindst én er en tvarbunden
polymer. Mindst ét enzym bindes til de faste legemers polymermateriale
ved covalente bindinger, og mindst én mikroorganisme indesluttes
fysisk i den tvarbundne polymers tredimensionale struktur i de faste
legemer.
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Den foreliggende opfindelse angdr en Katalysator til biokemiske
omdannelsesreaktioner af den slags, som forigber i to eller flere trin
fra et substrat eller en substratblanding til et gnsket slutprodukt via
én eller flere mellemprodukter, hvor der ved visse af omdannelses-
trinnene kraves tilstedeveerelse af ét eller flere enzymer, medens andre
af trinnene kraever tilstedevaereise af én eller flere mikroorganismer,

Opfindelsen angdr ogsd en fremgangsmide til fremstilling af en
sddan katalysator.

Der kendes et meget stort antal forskellige biokemiske omdannelses-
reaktioner, som i princippet forigber i form af en kade af en flerhed
af sekventielle reaktionstrin, og som kraver tilstedevareisen af enzy-
mer i visse af disse reaktionstrin og tilstedevarelsen af mikroorganis-
mer i andre trin. Disse biokemiske omdannelsesreaktioner er sdledes i
princippet fgigende

> Produkt 1 M__»  produkt 2, eller
E

Substrat

Substrat > Produkt 1 > Produkt 2,

hvor E betegner ét eller flere enzymer, og M betegner én eller flere
mikroorganismer. Som det vil forstds, vil reaktionskaden ofte omfatte
mere end to trin.

Eksempler pa omdannelsesreaktioner af den fgrste slags indbefatter:

Cellulose >  oligosaccharider —E cellobiose

E N M -
B-glucosidase ’ glucose bagegar > ethanol;

cellulose > oligosaccharider E > cellobiose
E N M N .
B-glucosidase ’ glucose bakterier butanol;
stivelse E > glucose M > ethanol;
amylase bageger !
E N galactose >
lactose (valle) g-glucosidase” glucose
M - .
Bagegar ethanol;
xylose — xXylulose — M ethanol
xyloseisomerase bagegaer :
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Et eksempel p& den anden type omdannelsesreaktion er

>

substrat M > benzylpenicillin E

Penicillium sp acylase
> 6-aminopenicillansyre (6-APA).

Disse er kun nogle f@ eksempler pd det store antal kendte bio-
kemiske amdannelsesreaktioner.

Et kendetegn for disse biokemiske reaktioner er, at reaktions-
hastigheden ved tilstedeveerelsen af det dannede produkt pavirkes p8 en
sddan midde, at reaktionen forlgber gradvis langsommere og tilsidst
stopper helt, nar indholdet af det dannede produkt stiger. Nar de
forskellige reaktiontrin i processen udfgres batchvis, vil reaktionen s&-
ledes automatisk stoppe ved et relativt lavt udbytte, hvorefter det er
ngdvendigt at separere det dannede produkt fra substratet og den an-
vendte katalysator, dvs. det anvendte enzym eller den anvendte mikro-
organisme, sdledes at Kkatalysatoren, som ofte er dyr, kan anvendes
igen. Katalysatoren bgr e] heller vare tilstede i ‘det fjernede slut-
produkt, eftersom en sd3dan tilstedevarelse ogs8 er ugnsket. Disse
' séparationsoperationer er imidlertid ofte komblicerede og dyre at udfgre.
Som fglge heraf er det gnskeligt, at de forskellige trin i en sidan
fremgangsmade kan udfgres ved hjzlp af en Kkontinuert metode, |
~ hvilken reaktionsprodukterne Kkontinuerligt fjernes fra reaktionsstedet,
sdledes at reaktionen f3r lov til at forlgbe uden forhindring, hvorved
der tilvejebringes et hgjt udbytte. En s3dan kontinuert proces kreever
imidlertid, at den anvendte katalysator, dvs. det anvendte enzym eller
den anvendte mikroorganisme, - skal immobiliseres pd en eller anden
méde, sdledes at katalysatoren ikke fglger den kontinuerte strgm af
reéktionsprodukter fra reaktionsstedet, men forbliver pd samme sted.
Ydermere vil det vaere en stor fordel, bade gkonomisk og praktisk, hvis
det var muligt at udfgre to eller flere trin i en biokemisk omdannel-
sesreaktion af den pageldende slags | ét og samme reaktionskammer,
f.eks. i én bg samme sgjle. Dette Kraver imidlertid, at de til de
forskellige trin ngdvendige enzymer og mikroorganismer er tilstede
samtidig i reaktionskammeret, og at enzymerne og mikroorganismerne er
i en immobiliseret tilstand i reaktionskammeret. Der har varet foresliet
forskellige processer, i hvilke b3de et enzym og en mikroorganisme er
tilstede i reaktionskammeretrpﬁ samme tid til samtidig udfgrelse af to
indbyrdes forskellige trin i en biokemisk omdannelsesreaktion. Eftersom
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man i disse tilfelde kun har beskaftiget sig med batch-processer, er
der kun opndet et lavt udbytte, og det har efter afslutning af
reaktionen varet ngdvendigt at prgve at separere det anvendte enzym
og den anvendte mikroorganisme fra reaktionsprodukterne. Til udfgrelse
af de forskellige reaktionstrin pd kontinuert mide har metoder til
immobilisering af hver af enzymerne og mikroorganismerne per se i
indbyrdes forskellige barertyper ogsd vearet foresl@et. Et alvorligt
problem man stgder p&, ndr enzymer immobiliseres, er, at enzymerne
har en relativ lille molekylstgrrelse, og de kan derfor ikke let immobi-
liseres ved ren fysisk adsorption eller indeslutning i en bzerer. Dette
resulterer i et betragteligt tab eller "udsivning" af enzymet fra
bareren, hvorved aktiviteten hurtigt falder, og enzymkatalysatoren
taber sin effekt, hvorefter katalysatoren m3 udskiftes. For at ad-
skillige, indbyrdes forskellige reaktionstrin i en biokemisk omdan=-
nelsesproces ydermere kan udfgres effektivt pd samme tid i ét og samme
reaktionsrum, er det ngdvendigt, at det produkt, der dannes i et
forudgdende reaktionstrin, f.eks. under indvirkning af et enzym, sé
hurtigt og s8 effektivt som muligt bringes i kontakt med det enzym eller
den mikroorganisme, der kraves til det efterfglgende reaktionstrin.
Dette synes vanskeligt at opnd, hvis de kravede enzymer og mikro-
organismer immobiliseres per se i indbyrdes forskellige barere.

Formdlet med opfindelsen er derfor at tilvejebringe en ny og effek-
tiv katalysator, som i ét og samme reaktionrum kan anvendes til konti-
nuert udfgrelse af to eller flere forskellige trin i en biokemisk omdan-
nelsesreaktion, som til visse reaktionstrin krever tilstedeveerelsen af
mindst ét enzym og for andre reaktionstrin tilstedevarelsen af mindst
én mikroorganisme.

Dette form8l opnds med katalysatoren ifglge opfindelsen, der

er ejendommelig ved, at katalysatoren omfatter faste barer-
legemer af én eller flere polymerer, hvoraf mindst én er en tvarbunden
polymer, hvor mindst ét enzym er bundet til barerlegemets polymer-
materiale med covalente bindinger, og mindst én mikroorganisme fysisk
er indesluttet i legemets tredimensionale rumnetvark.

Da enzymet er bundet til barerlegemernes polymermateriale ved
covalente bindinger er tabet eller "udsivningen" af enzymet fra lege-
merne under reaktionsforigbet meget lille, hvorved katalysatoren far en
lang brugbar funktionstid. Mikroorganismerne har en sadan mole-
kylstgrrelse, at det ggr dem i stand til at blive holdt effektivt til
barerlegemerne uden vanskelighed pa grund af, at de er fysisk
indesluttet i det tredimensionale gitter, der dannes af bererlegemernes
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tvarbundne polymer. Da bade enzymet og mikroorganismen bindes i ét
og samme bzreriegeme, vil enzymet og mikroorganismen vare meget taet
ved hinanden rumligt, hviiket ggr det muligt, at de forskellige trin i
omdannelsesreaktionsprocessen forlgber meget hurtigt, den ene efter
den anden, hvilket er konstateret at give et hgjt udbytte.

Fremgangsmiden ifglge opfindelsen er ejendommelig ved, at der til
en polymer eller en monomer | oplgsning eller suspension tilsettes
mindst ét enzym efter tidligere aktivering af egnede molekylgrupper i
enzymet eller pa3 polymeren eller monomeren, sSledes, at nir polymeren
eller monomeren og enzymet bringes sammen, bindes enzymet til
polymerens eller monomerens molekyler ved covalente bindinger,
hvorefter polymeren eller monomeren med det covalent bundne enzym
blandes i opigsning eller suspension med mindst én mikroorganisme og
~en polymer eller monomer, der er i stand til at blive tvarbundet,
hvorefter den sdledes opnfede blanding udsattes for en tvarbindings-
polymeriseringsproces.

To muligheder er tenkelige ved en s3dan fremstilling af en kata-
lysator ifgige opfihdelsen. En mulighed er, at enzymets “tilsyneladende"
molekylstgrrelse, som et resultat af at veare bundet til den fgrste poly-

mer med covalente bindinger, er "forstgrret! sdledes, at disse polymer-

'enzymaggreg:ater let kan indfanges og holdes i det tredimentionelle
net\)aerk af den dernast dannede tvarbundne polymer p3 samme mide
som mikroorganismen. Den anden mulighed er, at polymeren eller mono-
meren med enzymet covalent bundet dertil inkorporeres som en inte-~
greret del af strukturen af den dernast fremstillede tvaerbundne poly-
mer.

Der kan anvendes adskillige forskellige kemiske grupper i enzymets
eller polymerens eller monomerens molekyler til at etablere de colavente
bindinger mellem enzymet og polymeren eller monomeren. Disse grupper
indbefatter f.eks. hydroxylgrupper, carboxylgrupper, phenylgrupper,
tyrosingrupper, aminogrupper og thiolgrupper. Alle disse grupper, der
kan 'aktiver‘es, findes normalt i enzymet, medens polymeren eller mono-
meren normalt har én eller to molekylgrupper, der kan aktiveres. Akti~
veringen af de anvendte bindingsgrupper k'a.n enten finde sted pd en-
zymet eller pa polymeren eller mbnomeren. Fortrinsvis er det polymeren
elier mohomeren, som aktiveres, eftersom enzymet i mange tilfalde er af
en slags, som kan pdvirkes pd skadelig vis af aktiveringsreaktionen. De
covalente bindinger mellem enzymet og polymeren eller monomeren kan
_ vaere reversible eller irreversible. '
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Der kan anvendes adskillige forskellige aktiveringsreaktioner til
aktivering af de fgrnavnte grupper, der kan aktiveres. Eksempler pa
sddanne reaktioner indbefatter acylering, arylering, alkylering, cyano-
genbromidaktivering, carbamylering, thiocarbamylering, amidinering,
reaktioner med polyvalente aldehyder, glutaraldehydreaktioner, diazo~
tisering, thioldisulphidudvekslingsreaktioner og 4-komponent kondense-
ringsreaktioner. S3danne aktiveringsreaktioner til frembringelse af co-
valente bindinger mellem forskellige molekyler er velkendte.

Fremgangsmaden ifglge opfindelsen kan udfgres under anvendelse
af mange forskellige polymerer. Eksempler p3 anvendelige polymerer,
indbefatter polysaccharider, s3som cellulose, stivelse, agarose, dextran
(oplgselig eller uoplgselig), carrageenin, alginat og chitin, vinylpoly-
merer, polyaminer, proteiner, polyamider og polyurethan.

Den tvarbindingspolymeriseringsproces, der kraves til indeslut-
ning af det fgrst fremstillede enzym-polymer-kompleks eller enzym-
monomer-kompleks og mikroorganismen, kan udfgres pd forskellige mider
‘athangig af den anvendte polymer, f.eks. ved temperatursendringer
(f.eks. med hensyn til carrageenin), ved at endre ionsammensatningen
i mediet (f.eks. i tilfalde med alginat), ved fotometriske processer
(f.eks. i tilfeldet med urethan) og ved at tilsmtte en egnet poly-
meringskatalysator (f.eks. i tilfeeldet med polyacrylamid). De frem-
stillede polymerlegemer med det covalent bundne enzym og den fysisk
indesluttede mikroorganisme har hensigtsmeessigt form af smd perler med
en diameter fra nogle tiendedele millimeter til nogle f& millimeter. Det vil
forstds, at selvfgigelig kan legemer med andre forme og/eller stgrrelser
anvendes.

Praktisk taget alle typer mikroorganismer kan anvendes ifdlge op-
findelsen, s3som alger, bakterier, bakteriofager, svampe, virus,
protozoer og g®r. Eksempler p&8 s3danne mikroorganismer findes i
fglgende publikationer: The American Type Culture Collection, Cata-
loque of Strains |, 1978, Stainer, R.Y., Adelberg, E.A. og ingraham,
J.L. og "General Microbiology", 4. udg., 1979, The Macmillan Press
Ltd. ’

Opfindelsen kan ogsd udfgres med praktisk talt alle typer enzymer,
s8som oxidoreduktaser, transferaser, hydrolaser, lyaser, isomeraser og
ligaser. Enzymer tilhgrende disse 6 grupper findes anfgrt i publika-
tionen med navnet Enzyme Nomenclature, Recommendations (1978) af The
Nomenclature Committee of the International Union of Biochemistry,
publiceret for ‘tnternational Union of Biochemistry af Academic Press
(AP), Inc.
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Opfindeisen er primart blevet afprgvet for fremstillingen af kata-
lysatorer til omdannelsen af cellobiose til ethanol via glucose i overens-
stemmelse med de reaktionssekvenser, der gives i indledningen, i hvil-
ken katalysator det covalent bundne enzym var f-glucosidase, og den
fysisk indesluttede mikroorganisme var bagegzr (Saccharomyces ceri-
visiae), og polymermaterialet var alginat.

Denne afprgvning vil nu blive beskrevet ved hjelp af et efterfgl-
gende arbejdseksempel.

» EKSEMPEL 1

100 mg natriumalginat suspenderedes i 2 ml destilleret vand. 32 mg
N-hydroxysuccinimid og 28 mg EDC [1-ethyi-3(3-dimethylaminopropyl)-
carbondiimid-HCI] opigst i 1 ml destilleret vand tilsattes til aktivering af
alginatet. Aktiveringen af alginatet fandt sted i 15 minutter ved
stuetemperatur. 15 mg B-glucosidase oplgst i 1 ml vand tilsattes
derefter. Kobling mellem alginat og enzym fik lov til at fortsatte natten
over i et koldt miljg. P3 den efterfglgende dag blandedes en suspension
af yderligere 200 mg alginat i 6 ml destilleret vand med det opnede
alginat-p-glucosidase-kompleks til opndelse af et slutvolumen pd 10 mi.
500 mg bagegzr suspenderet i 5 ml 0,1 M acetatbuffer, pH = 4,9, .
tilsattes derefter til oplgsningen, sdledes at der opndedes et suspen-
sionsvolumen pd ca. 15 mi. Ved hjzlp af denne suspension fremstilledes
en’ calciumalginatgel ved, at suspensionen langsomt dryppedes ned i en
oplgsning af 0,1 M CaCi2 i en 0,1 M acetatbuffer, pH = 4,9, hvorved
‘der opn3edes sm$ perler af alginatgel med en gennemsnitsdiameter pa
ca. 2 mm. Gelperlerne blev holdt i calciumchloridoplgsningen i mindst 3
timer, i hvilket tidsrum tverbindingen af alginatgelen fandt sted,
hvorefter perlerne fjernedes og opbevaredes i en acetatbuffer inde-
holdende 0,01 M CaCl,. Der opnéedes ca. 7,4 g (vadvegt) gel ud fra
en suspension af ca. 15 ml alginatsol.

Alginatperier frembragt pd denne mi3de og indeholdende covalent
_bundet B-glucésida_se og fysisk indesluttet bageger anvendtes til frem-
stillingen af ethanol med 5% cellobiose som udgangsmateriale. Alginat-
perlerne anbragtes i‘en sgjle. Sgjlens volumen var 7,5 ml, og sgjlen
indeholdt 5,25 g (vBdvagt) alginatperler og fungerede ved en tempera-
tur pd 22°C. -Omdannelsen af cellobiose til ethanol narmede sig teet til
den teoretiske vardi efter 3 dage, hvorefter ethanolproduktionen ndede
en ligevaegtstilstand pd 1,5% (vagt/volumen) svarende til ca. 60% af det
teoretiske udbytte. Aktiviteten af alginatperierne fandtes at veare stabil
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i mindst 4 uger ved driftstemperaturen. Processens forlgb illustreres
ved den nedre kurve p3 den tilhgrende tegning.

Alginatperler, der er fremstillet pd den beskrevne méde, men som
indeholder 3 gange s3 meget enzym, undersggtes pé lignende made, idet
det opndede resultat illustreres ved den gvre kurve p& tegningen. Med
alginatperlerne med hgjere enzymaktivitet havedes udbyttet sdledes fra
603 til 80% af den teoretiske veardi. Katalysatoraktiviteten, der frem-
bringes af alginatperlerne, blev ogsd i -dette tilfelde fundet at vare
stabil i mindst 4 uger. ,

P§ en lignende m3de som i eksempel 1 fremstilledes ogsé katalysa-
torer omfattende perler af calciumalginatgel, i hvilke det covalent
bundne enzym var B-galactosidase, amylase, en blanding af hver og
exoglucanaser henholdsvis B-glucosidase. B-Galactosidase nedbryder
lactosen i f.eks. valle til glucose, og sdledes kan de alginatperler, der
indeholder dette enzym, anvendes til fremstilling af ethanol fra valle.
Enzymet amylase nedbryder stivelse til glucose, og alginatperler, der
indeholder dette enzym, kan derfor anvendes til fremstillingen ethanol
ud fra stivelse. De cellulolytiske enzymer endoglucanaser, exoglucanaser
og B-glucosidaser nedbryder tilsammen cellulose til glucose i overens-
stemmelse med de i indledningen anfgrte reaktionsprocesser, og alginat- '
perler, der indeholder en blanding af disse enzymer, kan derfor
anvendes til fremstillingen af ethanol ud fra cellulosehydrolysat.

N3r det enzym, der er bundet til alginatperlerne fremstillet pé den
i eksempel 1 beskrevne made, er xyloseisomerase, opnds en katalysator,
som kan anvendes til fremstillingen af ethanol ud fra xylose, via xylu-
lose som et mellemprodukt.

Ved at anvende Penicillium sp. som mikroorganisme og acylase som
enzym er det muligt ved den i eksempel 1 beskrevne made at fremstille
en katalysator, som kan anvendes til fremstilling af 6-APA i overens-
stemmelse med den i indiedningen angivne reaktionsformel.
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Patentkrauv.

1. Katalysator til biokemiske omdannelsesreaktioner, som kraever til-
stedevarelsen af mindst &t enzym og mindst én mikroorganisme,
kendetegnet ved, at katalysatoren omfatter faste legemer af
én eller flere polymerer, hvoraf mindst én er en tvarbunden polymer,
- hvorhos mindst ét enzym er bundet til legemernes polymermateriale med
_covalente bindinger, og mindst én mikroorganisme er fysisk indesluttet i
den tvarbundne polymers tredimensionale struktur.

2. Katalysator ifglge krav 1, kendetegnet ved, at enzymet
er covalent bundet ved hjelp af polymerens eller enzymets carboxyi-
grupper, hydroxylgrupper, phenyligrupper, tyrosingrupper, amino=-
grupper eller thiolgrupper.

3. Katalysator ifglge krav 1 eller 2, kendetegnet ved, at
de faste legemer har form af perler med en diameter i stgrrelsesordenen
- fra nogle tiendedele millimeter til nogle fa millimeter.

- 4, Katalysator ifgige et hvilket som helst af kravene 1 til 3, ke n -
‘detegnet ved, at polymermaterialet i de faste legemer er et
polysaccharid, eller en vinylpolymer, en polyaminosyre, et protein, et
polyamid eller polyurethan.

5. Katalysator ifgige et hvilket som helst af kravene 1 til 4, ke n -
detegnet ved, at enzymet er en oxidoreduktase, en transferase,
hydrolase, lyase, isomerase eller ligase.

6. Katalysatar ifgige et hvilket som helst af kravene 1 til 5, ke n ~
detegnet ved, at mikroorganismen omfatter alger, bakterier,
bakteriofager, svampe, virus, protozoer eller gzr.

7. Katalysator ifglge krav 1 til fremstilling af ethanol, kende -
tegnet ved, at den udggres af perler af tvarbundet calcium-
alginat indeholdende fysisk indesluttet bageger og €t eller flere
covalent bundne enzymer bestSende af B-glucosidase eller B-galacto-
sidase eller amylase eller en blanding af endoglucanaser, exoglucanaser
og B-glucosidase eller Xyloseisomerase.
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8. Fremgangsmade til fremstilling af en katalysator ifglge krav 1,
kendetegnet ved, at der til en polymer eller en monomer i
opigsning eller suspension tilsettes mindst ét enzym efter tidligere
aktivering af egnede molekylgrupper i enzymet eller pﬁypolymereh eller
monomeren, sdledes, at nar polymeren eller monomeren og enzymet
bringes sammen, bindes enzymet til polymerens eiler monomerens
molekyler ved covalente bindinger, hvorefter polymeren eller monomeren
med det covalent bundne enzym blandes i oplgsning eller suspension
med mindst én mikroorganisme og en polymer eller monomer, der er i
stand til at blive tvarbundet, hvorefter den sdledes opndede blanding
udsaties for en tveaerbindingspolymeriseringsproces.

9. Fremgangsmade ifgige krav 8, kendetegnet ved, at der
til etablering af de covalente bindinger mellem enzymet og polymeren
eltler monomeren anvendes hydroxylgrupper, carboxylgrupper, phenyl-
grupper, tyrosingrupper, aminogrupper eller thiolgrupper p3 enzymet
eller pa polymeren eller monomeren.

10. Fremgangsmide ifglge krav 8 eller 9, kendetegnet ved,
at de covalente bindinger etableres ved at aktivere udvalgte molekyi-
grupper pé polymeren eller monomeren.

11. Fremgangsmade ifglge et hvilket som helst af kravene 8 til 10,
kendetegnet ved, at den polymer eller monomer, der
anvendes til opndelse af den endelige tvarbundne polymeriserede
tredimensionale struktur, er af den samme type, som den polymer eller
monomer, der anvendes til den covalente binding af enzymet,

Fremdragne publikationer:
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