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1 Einleitung

1.1 Synthesen mit Biokatalysatoren

Der Einsatz von Biokatalysatoren fiir pridparative Zwecke ist weltweit Gegenstand
aktueller Forschungsarbeiten. Inzwischen sind zahlreiche industrielle Verfahren eta-
bliert, wobei die Biokatalysatoren in Form ganzer Mikroorganismen oder aufgerei-
nigter Enzyme eingesetzt werden. Derartige Verfahren sind immer dann vorteilhaft,
wenn optisch aktive Substanzen hergestellt oder umgesetzt werden sollen, oder
aber sehr milde Reaktionsbedingungen erforderlich sind. Als Beispiele fiir den
ersten Fall sollen hier nur die fermentative Gewinnung von natiirlichen Amino-
sduren und die Racematspaltung von Aminosiurederivaten zur Gewinnung von
nicht-natiirlichen Aminosduren genannt werden (Elferink et al.,, 1991). Ein Beispiel
fiir die Ausnutzung der milden Reaktionsbedingungen ist die Hydrolyse von
Acrylnitril zu Acrylamid unter Verwendung ganzer Zellen von Rhodococcus rho-
dochrous. Nach diesem Verfahren werden inzwischen 30.000 Tonnen pro Jahr
Acrylamid hergestellt (Yamada, 1991).

Eine umfassende Ubersicht liber den Einsatz von Biokatalysatoren fiir priparative
Synthesen und in industriellen Prozessen ist in den folgenden, kiirzlich erschie-
nenen Arbeiten und der darin zitierten Literatur zu finden: Yamada et al, 1988;
Davies et al, 1989; Crout et al, 1989; Seebach, 1990; Gais et al, 1990;
Leuenberger, 1990; Gerhartz, 1990; Jones, 1986.

Von den iiber 2500 bekannten Enzymen sind etwa 15% kommerziell erhéltlich.
Die Aufteilung auf die einzelnen Enzymklassen ist in Tabelle 1.1-1 angegeben
(Davies et al., 1989).

E.C.-Klasse Enzymklasse bekannt kommerziell erhiltlich
1 Oxidoreduktasen 650 90
2 Transferasen 720 90
3 Hydrolasen 636 125
4 Lyasen 255 35
5 Isomerasen 120 6
6 Ligasen 80 5

Tab. 1.1-1: Anzahl bekannter und kommerziell erhiltlicher Enzyme

Fiir Biotransformationen mit isolierten Enzymen werden vor allem Hydrolasen
eingesetzt. Zu dieser Klasse gehoren die Lipasen und Esterasen sowie Proteasen
und Glucosidasen (Crout et al, 1989).

Die Gruppe der Lyasen wird bisher nur wenig flir Biotransformationen benutzt,
obwohl zu dieser Klasse Enzyme gehoren, die die enantioselektive C-C-Verknlip-
fung katalysieren (nur 2% der Verdffentlichungen (Crout et al, 1989)). Dieser
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Reaktionstyp ist nach wie vor eine der Herausforderungen in der organischen
Chemie (Morrison, 1983-1985; Seebach, 1990).

1.2 Aldolasen als Biokatalysatoren

Aldolasen, die zur Gruppe der C-C-Lyasen gehoren (E.C.-Klasse 4.1.), sind zur
de novo Synthese von Monosacchariden vielseitig verwendbar. Diese Synthesen
zeichnen sich durch einen hohen Grad an Regio- und Enantio- bzw. Diastereo-
selekiivitit aus, der selten mit klassischen Synthesemethoden erreicht werden kann
(Einsatz von Schutzgruppentechnik notwendig usw.).

Der FEinsatz von Enzymen in der Synthese von Kohlenhydraten ist in Ubersichts-
artikeln zusammengefaBt worden (Stiller et al., 1990; Toone et al, 1989,
Waldmann, 1991). Die Zahl neuer Aldolasen und neuer Anwendungen bereits be-
kannter Aldolasen erhsht sich jedoch stindig (Brockamp et al., 1990; Barbas et
al, 1990; Fessner et al., 1991; Beisswenger et al., 1991).

Aldolasen sind als ubiquitir vorkommende Enzyme bereits seit lingerem bekannt.
Thre Aktivitdit zur Umsetzung von Hexosen und den entsprechenden Cs-Bruch-
stiicken wurde zum ersten Mal von Meyerhof et al. 1936 beschrieben. Obwohl
inzwischen ca. 25 Aldolasen isoliert und teilweise auch charakterisiert sind, wurde
bisher nur fiir zwei Aldolasen ihr synthetisches Potential umfassend untersucht:

¢ TFructose-1,6-diphosphat-Aldolase (E.C. 4.1.2.13)

Diese Aldolase, die bisher aus Kaninchenmuskel gewonnen wurde, akzeptiert
eine Vielzahl von Aldehyden als Carbonylkomponente, wihrend als Methylen-
komponente nur Dihydroxyacetonphosphat umgesetzt wird.

Dieses Enzym kann u. a. zur Synthese von Vorstufen von Desoxynojirimycin
und Desoxymanngjirimycin verwendet werden, die als Glucosidase-Inhibitoren
von Interesse sind (Wong et al, 1983; Ziegler et al., 1988; Bednarski et al,
1987; Straub et al, 1990).

Inzwischen ist ein entsprechendes Enzym aus Staphylococcus carnosus
(Brockamp et al, 1990) sowie aus einem recombinanten Escherichia coli-
Stamm (von der Osten et al, 1989) isoliert worden, wobei die mikrobiellen
Enzyme stabiler sind als das Enzym aus Kaninchenmuskel.

® N-Acetylneuraminsiure-Aldolase (E.C. 4.1.3.3)
Die Aufreinigung des Enzyms aus Clostridium perfringens und der FEinsatz
zur Synthese von N-Acetylneuraminsiure (Neu5Ac) wurde zum erstenmal 1958
beschriecben (Comb et al, 1958). In vivo katalysiert die Aldolase die re-
versible Spaltung von Neu5Ac in N-Acetylmannosamin (ManNAc) und Brenz-
traubensdure (Pyr) (Abbildung 1.2-1). Ab 1984 erschienen in regelmiBiger
Folge Veroffentlichungen, die sich mit dem Substratspektrum dieses Enzyms
und seiner moglichen préparativen Anwendungen befassen (Augé et al, 1984;
Augé et al, 1990a (Zusammenfassung aller vorher erschienen Artikel);
Bednarski et al, 1987; Kim et al, 1988; Simon et al., 1988). Wihrend
Brenztraubensiure als Methylenkomponente nicht ersetzt werden kann, kénnen
zahlreiche Zucker als Carbonylkomponente dienen.

® Auch dieses Enzym wird inzwischen mit Hilfe eines recombinanten E coli-
Stammes hergestellt (Uchida et al., 1984; Aisaka et al., 1987, 1991).
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® Weitere Einzelheiten zu diesem auch in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Enzym sind in Kapitel 3.3 zu finden.

(EOOH (lJOOH
(': =0 ?: 0
CHy H-C-H
Cl?HO + H- (|: -0H
AcHN-(I:—H AcHN-(‘:—H
HO=C=H Aldolase HO~G-H
H~ (': -0H A——— H- ? -QOH
H- ?_ OH H- (I)—OH
CH,0H CH,0H
HOH,C  NHAc
0
" 9 Aldolase
+ A —
HsC” "COOH
OH
N—-Acetylmannosamin Brenziraubensdure N~-Acetylneuraminsdure
(ManNAc) (Pyr) ~ (NeuSAc)

Abb. [.2-1: Synthese und Spaltung von Neu5Ac durch NeuSAc-Aldolase
(Die neu gekniipfte Bindung ist markiert)

Neben der nativen Form wurden beide Aldolasen in trigerfixierter Form einge-
setzt, um eine mehrmalige Verwendung zu ermdéglichen. Bednarski et al. (1987)
schlieBen das Enzym in einen Dialyseschlauch ein und bringen diesen in das
ReaktionsgefdB ein. Durch diese Form der Immobilisierung kann das Enzym
ebenfalls mehrfach verwendet werden.

Fin kontinuierliches Verfahren wurde bisher nur fiir den Einsatz der Fructose-
1,6-diphosphat-Aldolase entwickelt (Bossow-Berke, 1989), obwohl derartige Ver-
fahren zumindest in Bezug auf die Enzymausnutzung gilinstiger sind. Oft kann
man jedoch auch Selektivititen giinstig beeinflussen, da Nebenreaktionen durch
eine kontrollierte Einstellung optimaler Betriebsbedingungen unterdriickt werden
kénnen (Kragl et al., 1990; Schwarz, 1991).

1.8 N-Acetylneuraminsiure, Vorkommen und Bedeutung

N-Acetylneuraminsdure (Neu5Ac), systematischer Name 5-Acetamido-3,5-didesoxy-
D-glycero-D-galacto-nonulopyranosonsdure, ist der bekannteste Vertreter der
Sialinsduren, einer speziellen Klasse von Aminozuckern. Abbildung 1.3-1 zeigt die
Struktur der Neu5Ac in den moglichen Schreibweisen. Freie Neuraminsdure, d. h.
ohne N-Acetylgruppe, ist nicht bestindig (Gielen, 1967). In wiBriger LOsung
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nimmt Neu5Ac die energetisch bevorzugte 2Cs-Konformation ein, wobei iiber
90% als B-Anomer vorliegen (Jaques et al, 1977).

(|JOOH
c=0

|
H=C-H CH;CONH 0 COOH

H=C-OH |<§ >|
CHyCONH - C ~H : oH
\
c
|

HO=C~H 0
H-C-oH H-C~OH
H~C—OH H-C-OH
|
CH,OH CH,OH
Fischer—Projektion Haworth—Formel 2Cs—Konformation

Abb. 1.3-1: Struktur von N-Acetylneuraminsiure (dargestellt ist das a-Anomer).
(2Cs-Konformation: Nomenklatur nach Reeves (Lehmann, 1976))

Die Biosynthese der Neu5Ac erfolgt aus ManNAc-6-Phosphat und Phosphoenol-
pyruvat (Schauer, 1982a). Die in Abb. 1.3.2 dargestelite Reaktion wird durch die
N-Acetylneuraminsdure-9-phosphat Synthetase (E.C. 4.1.3.20) Kkatalysiert.

™ o OH
0=P~" “cH, NHAc I on o ou GOOH
oH HO q 0/?=° Synthetase o=|'=/o H > OH
HO. + OH | AchN Q + HPO,
—7——D OH Cl
OH
ManNAc—-6-Phosphat  Phosphoenolpyruvat Neu5Ac—-9-Phosphat

Abb. 1.3-2: Biosynthese der Neu5Ac aus ManNAc-6-Phosphat und Phospho-

enolpyruvat; Enzym: N-Acetylneuraminsiure-9-phosphat Synthetase
(Die neu gekniipfte Bindung ist markiert)

Die Derivate der Neuraminsiure, die sich in ihrem Acylierungsgrad und -muster
unterscheiden, werden unter dem Oberbegriff Sialinsiuren zusammengefaBt. Die
beiden griechischen Wortstimme (sialon = Speichel, neuron = Nervenzelle) deuten
die Hauptvorkommen der Sialinsiuren an, von denen iiber 30 natiirlich vorkom-
mende bekannt sind (Reuter et al, 1988). Die ersten Sialinsiuren wurden 1936
von Blix aus "Submaxillarismucin”, dem Glycoprotein der Unterkieferspeicheldriise
vom Rind, und 1941 von Klenk aus Nervengewebe in Reinform isoliert.
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Uber das Vorkommen, die Isolierung und Strukturaufklirung, Nachweismethoden,
Biosynthese und die biologische Funktion gibt es zahlreiche ausgezeichnete Uber-
sichtsartikel, wobei hier nur auf die wichtigsten und aktuellsten verwiesen sei:
Schauer, 1982a,b; 1985; 1987; Schauer et al., 1988a; Schauer et al, 1988b;
Schaver et al, 1990, DeNinno, 1991.

Im folgenden soll daher nur kurz die Bedeutung der Neu5Ac auch im Hinblick
auf die vorliegende Arbeit beschrieben werden.

Sialinsduren kommen vor allem in hoheren Lebewesen vor, vereinzelt auch in
Bakterien; in Pflanzen wurden sie bisher nicht gefunden. Sie besetzen die end-
stindigen Positionen von Glycoproteinen und Glycolipiden, die eine wichtige
Rolle bei biologischen Erkennungsprozessen spielen. In Glycoproteinen sind die
Kohlenhydrateinheiten durch o-O-glycosidische Bindungen an Serin- oder Threo-
nineinheiten der Peptidkette gebunden oder durch B-N-glycosidische Bindungen
iiber die Amidgruppe von Asparagin (Paulsen, 1990). Bemerkenswert ist, daB
trotz der Vielzahl vorkommender Glycoproteine die Bindung an die Peptidkette
liber eine gemeinsame Core-Struktur erfolgt, wie sie in Abbildung 1.3-3 darge-
stellt ist.

Neu5Ac Neu5Ac
a2,6 | a2,6
Gal Gal
B1,4 | B1,4
GlcNAc GicNAc
——|—-al,2 — ———- |—-a1,2+
| Man Man
|a1,3 al,6 |
| Man |
| | B1,4 | Core~-Struktur
| GicNAc |
al,b ‘ B1,4 |
Fuc GlecNAc
]
- Asn —

Abb. 1.3-3: Basisstruktur des Glycosidanteils in Glycoproteinen, wie sie z. B.
auch in Interferon zu finden ist. GlcNAc ist durch B8-N-glyco-
sidische Bindung an die Amidgruppe von Asparagin gebunden

Neu5Ac ist in diesen natlirlich vorkommenden Verbindungen immer a-glycosidisch
liber C-2 verkniipft (vgl. Abb. 1.3-1). Eine B-glycosidische Verkniipfung findet
man nur in der mit Cytidin~-5'-monophosphat aktivierten Neu5Ac.

Die freie Carboxylgruppe ist maBgeblich bestimmend fiir die Eigenschaften der
Sialinsdure-haltigen Verbindungen. Sialinsduren gehodren als o-Ketosduren mit
pKa-Werten zwischen 1,8 und 2,6 zu den stidrksten physiologischen Siuren. Sie
liegen daher unter physiologischen Bedingungen als Anionen vor.
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Das endstindige Trisaccharid Neu5Ac-Gal-GlcNAc findet sich z. B. in Glyco-
phorin A, einem Glycoprotein auf der Oberfliche von Erythrocyten. Ein
Blutkorperchen besitzt auf seiner Oberfliche ca. 20*10° Sialinsduremolekiile, die
auf Grund ihrer negativen Ladung die Agglutination verhindern (Schauer, 1985).
Uber die Maskierung von Bindungsstellen durch die Sialinsdurereste wird der
Katabolismus von Glycoproteinen reguliert, Nach der Synthese werden mit zuneh-
mendem Alter durch Sialidasen, die z. B. auf der Wand der BlutgefiBe sitzen,
die terminalen Sialinsiurereste abgespalten. Die dann freiliegenden Zuckerreste (z.
B. Galactose) werden durch Asialoglycoproteinrezeptoren in der Plasmamembran
von Leberzellen und der Milz gebunden und abgebaut. Ein entsprechender Pro-
zeB fithrt auch zur Entfernung der gealterten Erythrocyten aus dem Blutstrom,
wobei diese durch Makrophagen gebunden und abgebaut werden.
Die Sialinsduren selbst dienen ebenfalls als Rezeptoren vor allem flir Viren (Higa
et al, 1985; Weis et al, 1988; Air et al, 1989).
Aus den vorhergehenden Ausfithrungen ergibt sich, daB die Sialinsduren und im
besonderen die N-Acetylneuraminsiure eine groBe Rolle in vivo spielen. Zur
Aufklirung der Wirkmechanismen und potentiellen Nutzung im medizinischen
Sinne wird dieses Gebiet weiterhin intensiv erforscht, wobei sich folgende
Schwerpunkte abzeichnen:
e Synthese von Neu5Ac-Derivaten, die als selektive Inhibitoren von Enzymen
(Sialidasen) und zur Blockierung von Bindungsstellen dienen konnen (Zbiral et
al.,, 1987; Meindl et al., 1974).
¢ Synthese von Oligosacchariden mit natiirlicher und nicht-natiirlicher Sequenz,
wobei als Substrat fiir Transferasen aktivierte NeuSAc bendétigt wird. In den
letzten Jahren sind zahlreiche Arbeiten iiber die Synthese von Oligosacchari-
den publiziert worden, wobei es sich meist um Trisaccharide handelt (Sabesan
et al, 1986; Thiem et al., 1986; Nilsson, 1988, 1989; Augé et al, 1990b;
Unverzagt et al, 1990; Thiem et al., 1990; Stiller et al.,, 1990). Die Synthese
von Oligosacchariden ist das Ziel eines durch die Europiische Gemeinschaft
geférderten Projektes (Ellwood et al., 1990).
¢ Nutzung von NeuSAc und Derivaten als Arzneimittel bei FErkrankungen im
Hals-Nasen-Ohren-Bereich (Ogasawara et al, 1988).

Fir alle diese Anwendungen wird Neu5Ac als Reinsubstanz benétigt, die nach
wie vor hauptsdchlich aus tierischen Quellen isoliert wird. Als Rohmaterialien
werden Kuhmilch (Fluka, 1991), Hiihnereier (Juneja et al, 1991) oder aber
chinesische Schwalbennester verwendet. Letztere haben einen besonders hohen
Gehalt an Sialinsiuren (Czarniecki et al., 1977b), sind aber nicht immer in aus-
reichender Menge verfligbar (z. B. auf Grund von Importbeschrinkungen, Zbiral,
1988). Vereinzelt wird inzwischen auch fermentativ hergestellte Neu5Ac angeboten,
da bestimmte E. coli-Stimme ein aus Neu5Ac bestehendes Homopolymer bilden,
das durch Sdure hydrolysiert werden kann (Uchida et al, 1973).
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Die in der Literatur beschriebene chemische Totalsynthese der Neu5Ac ist echer
nach methodischen Gesichtspunkten 2zu bewerten, da sie mit aufwendiger
Schutzgruppentechnik iiber 25 Stufen nur das racemische Produkt liefert
(Danishefsky et al, 1988). Sie kann jedoch als Zugangsmdoglichkeit fiir Derivate
dienen, die 2. B. durch die enzymatische Synthese nicht erhdlilich sind
(Baumberger et al., 1986).

Als weitere Methode bietet sich die enzymkatalysierte Synthese an (vgl. Abb.
1.2-1), da die erforderliche Aldolase mittlerweile preiswert und in ausreichenden
Mengen verfiigbar ist. Nachteilig bei diesem Verfahren ist der hohe Preis des als
Subsirat verwendeten ManNAc. Dennoch hat sich diese Methode zumindest im
Labormafistab etabliert (Lit. vgl. oben unter 1.2, NeuS5Ac-Aldolase). Insbesondere
konnen leicht NeuSAc-Derivate hergestelllt werden, indem entsprechende Substrate
eingesetzt werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird die Optimierung der enzymkatalysierten
Neu5Ac-Synthese beschrieben, wobei ein bisher in der Literatur vorgeschlagener
Zugang zum erforderlichen ManNAc aus GlcNAc (Kim et al, 1988) verwirklicht
werden konnte (Kragl et al, 1991a).

Einleitung 7



9 Problem, Ziel und Konzept fiir diese Arbeit

Als
len

Alternative zur bisher iiblichen Isolierung der Neu5Ac aus natiirlichen Quel-
ist die enzymatische Synthese im LabormaBstab inzwischen etabliert. Dabei

wurde sowohl l6sliche als auch durch kovalente Bindung auf einem Triger im-
mobilisierte Neu5Ac-Aldolase eingesetzt (Augé et al, 1984; Kim et al, 1988).
Die beschriebenen Verfahren weisen jedoch folgende Nachteile auf:

Bei

Die Aktivititsausbeute bei der Immobilisierung des Enzyms liegt bei etwa
50% (Augé et al, 1984; Pollak et al., 1980).

Bei trigerfixierten Enzymen kann es zu Stofftransportlimitierungen kommen;
diese treten auf, wenn das 18sliche Enzym durch EinschluB in einem Dialyse-
schlauch immobilisiert wird (Bednarski et al, 1987; Simon et al., 1988).

Auf Grund der eingesetzten geringen Enzymmengen dauerten  die
Umsetzungen bis zu 4 Tagen.

Neben Puffersalzen wurden auch antibakterielle Mittel eingesetzt, alle diese
Substanzen miissen bei der Produktisolierung abgetrennt werden.

Um einen modglichst hohen Umsatz des teuren ManNAc zu erzielen, wurde
ein 7- bis 10-facher UberschuB an Pyruvat verwendet. Das nicht umgesetzte
Pyruvat erschwert die Produktisolierung (vgl. Kap. 6).

einer Verbesserung des Verfahrens konnen die ersten vier der genannten

Nachteile durch den Einsatz des Enzym-Membran-Reaktors (EMR) umgangen
werden (Wandrey, 1977; Kula et al., 1987; Rompp, 1990; Kragl et al, 1991a):

Enzyme koénnen in homogen geloster Form eingesetzt werden; Immobili-
sierungsverluste und Stofftransportlimitierungen treten in der Regel nicht auf.
Im Reaktor kénnen hohe Enzymkonzentrationen vorgelegt werden, so daB im
kontinuierlichen ProzeB bei kurzen Verweilzeiten hohe Raum-Zeit-Ausbeuten
erzielt werden koOnnen.

Der EMR arbeitet als kontinuierlich betriebener Riihrkesselreaktor (CSTR)
unter Auslaufbedingungen. Durch geeignete pH-Einstellung der Substratlésung
kann im kontinuierlichen Betrieb auf Puffersubstanzen verzichtet werden.
Sterile ProzeBfithrung ist mdglich, indem der EMR mit einem vorgeschalteten
Sterilfilter betriecben wird und vor Benutzung sterilisiert wird; antibakterielle
Mittel sind nicht notwendig.

Voraussetzung fiir den Einsatz des EMR ist allerdings eine ausreichende Sta-
bilitdt der Enzyme unter Betriebsbedingungen. Hier bietet die kovalente

Kopplung von Enzymen an Triger manchmal Vorteile, wenn sie zu einer
Verbesserung der Stabilitdt fithrt (Hartmeier, 1986).

Die Elemente, die bei einer ProzeBentwicklung beriicksichtigt werden miissen, sind
schematisch in Abbildung 2.1-1 dargestellt. Unter einem ProzeB ist dabei im
weitesten Sinne jede chemische Reaktion zu verstchen, die entweder kontinuierlich
oder diskontinuierlich (batch) durchgefiihrt wird.
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‘ Bedingungen Verfahrenstechnik ]

{ pH, Temperatur } [ Reaktordesign |

Konzentrationen Produktisolierung
ProzefB l

[ Thermodynamik Kinetik 1
< >

K Haldane l \"J Ko, K J
l eq J Beziehung max " m?

Abb. 2.1-1: Zu beriicksichtigende Elemente bei einer ProzeSentwicklung

Durch die Thermodynamik wird die Gleichgewichtslage der Reaktion beschrieben,
wihrend die Kinetik die Geschwindigkeit, mit der z. B. der Gleichgewichtsumsatz
erreicht werden kann, beschreibt. Durch die Haldane-Beziehung (vgl. Kap. 3.3.2)
werden thermodynamische und kinetische Konstanten miteinander verkniipft.
Sowohl Thermodynamik als auch Kinetik werden durch die gewdhlten Bedingun-
gen (z. B. pH, Temperatur, Konzentrationen aller anwesenden Substanzen) beein-
fluBt. Durch die Verfahrenstechnik wird der fiir die betreffende Reaktion best
geeignete Reaktor (Satzreaktor, kontinuierliches Verfahren, spezielle Entwicklungen)
ausgewdhlt. Aber auch weitere Faktoren wie z. B. die Produktisolierung spielen
eine wichtige Rolle. Erst die gleichzeitige Betrachtung und gegenseitige Abstim-
mung aller prozeBrelevanten Parameter filhrt zu optimalen Bedingungen, um das
gewlinschte Produkt moglichst effektiv herstellen zu konnen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll gezeigt werden, wie durch die Bearbei-
tung der einzelnen Elemente ein Proze8 zur enzymatischen Synthese von N-Ace-
tylneuraminsdure entwickelt werden kann.

Ein wichtiger Punkt bei einer Verfahrensoptimierung ist durch die Gleichgewichts-
lage der Neu5SAc-Synthese in Verbindung mit dem relativ hohen Preis des
ManNAc (38,20 DM/g, Sigma 1991; vgl. auch Tab. 7.2.1) gegeben. Daraus leitet
sich die Forderung nach moglichst vollstindigem Umsatz dieses Substrates oder
aber nach alternativen Zugangswegen aus dem sehr viel preiswerteren N-Acetyl-
glucosamin (GlcNAc) (0,98 DM/g, Fluka 1991) ab. ManNAc und GlcNAc
unterscheiden sich durch die axiale oder &4quatoriale Stellung der Acetamido-
Gruppe an C-2. Bei einer Optimierung ergeben sich die folgenden Fragen:

e Welche Parameter beeinflussen den thermodynamisch moglichen Gleich-
gewichtsumsatz? (z. B. Temperatur, pH)

Problem, Ziel und Konzept 9



® st eine selektive Abtrennung der gebildeten Neu5Ac mdoglich, um das
Gleichgewicht auf die Produktseite zu verschieben?

e Ist eine Optimierung (Reduzierung) des Pyruvat-Uberschusses in Hinblick auf
die ZielgréoBen Umsatz und einfache Aufarbeitung moglich?

e Kann das bendtigte ManNAc aus GlcNAc durch basenkatalysierte oder
enzymatische Epimerisierung in situ erzeugt werden?

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Entwicklung eines kontinuierlichen Verfahrens
zur enzymkatalysierten Synthese von Neu5Ac, mit dem die effektive Gewinnung
von kg-Mengen mdglich sein soll. Unter diesem Aspekt sind bei der Festlegung
von Reaktionsbedingungen fiir die eigentliche Reaktion auch die Auswirkungen
auf die nachfolgende Produktisolierung zu beriicksichtigen.

Abbildung 2.1-2 =zeigt schematisch das Konzept zur enzymkatalysierten NeuSAc-
Synthese mit den Punkten, die bei der Verfahrensentwicklung zu berticksichtigen
sind.

IEnzymkineﬂsche Daten I Aufarbeitung
Mutarotation LGleichgewichislage l Mutarotation

Ho 1
eiPry . o K8 o
o Aldolase H o] ™
B—Anomer =——— + coon —— AcHN === f-Anomer
oH e oH
ManNAc Pyr NeuSAc
Epimerisierung u
HOH,G
QA
HO,
At
oH
GlecNAc

[Einflu cuf die Reaktion |

Abb. 2.1-2: Konzept zur enzymkatalysierten Synthese von NeuS5Ac

Im folgenden sind die Schwerpunkte dieser Arbeit, die sich aus den vorher-
gehenden Ausfiihrungen ergeben, noch einmal aufgelistet:

¢ Entwicklung leistungsfdhiger analytischer Methoden zur Untersuchung der an-
stehenden Aufgaben.

Gleichgewichtslage der beteiligten Reaktionen.

Kinetik der beteiligten Reaktionen.

Methoden zur Produktisolierung.

In situ-Erzeugung von ManNAc,
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® Untersuchung der Mutarotation der Zucker als vorgelagerte Gleichgewichts-
reaktion.

e Modellrechnungen zur Ermittlung optimaler Betriebsparameter.

e Durchfihrung kontinuierlicher Produktionsversuche; Ubertragung in einen
groBeren MaBstab.

Die Darstellung der zu diesen Punkten durchgefiihrten Untersuchungen und der
gefundenen Ergebnisse erfolgt in den nédchsten Kapiteln, wobei folgende Gliede-
rung gewdhlt wurde:

e Optimierung der Neu5Ac-Synthese mit Neu5Ac-Aldolase ausgehend von
ManNAec.

e In situ-Erzeugung von ManNAc, wofiir ebenfalls ein enzymatisches Verfahren
verwendet wird.

e Kopplung der beiden vorgenannten Reaktionen.

e Methoden zur Produktisolierung.

Problem, Ziel und Konzept 11



3 Synthese von NeubAc aus ManNAc und Brenztraubenséure

(ManNAc + Pyr —-> NeuSAc)

3.1 Einfiihrung

Die durch Neu5Ac-Aldolase katalysierte Addition von Brenztraubensdure an
ManNAc liefert das eigentliche Zielprodukt NeuS5Ac und steht daher im Mittel-
punkt der vorliegenden Arbeit. Daher wurde zunichst diese Reaktion beziiglich
jhrer thermodynamischen und kinetischen Eigenschaften eingehend untersucht. Auf
den Ergebnissen aufbauend wurde ein kontinuierliches Verfahren zur Synthese von
NeuSAc entwickelt, das auch zur Produktion im grBeren MaBstab dienen kann.
Die Untersuchungen sollten auch dazu beitragen, dieses enzymatische System
besser kennenzulernen, da es durch Variation des Substrates ManNAc zur
Synthese weiterer interessanter natiirlicher und nicht-natiirlicher Kohlenhydrate
dienen kann (vgl. Kap. 7).

Bei der Festlegung der Reaktionsbedingungen wurde gleichzeitig auf eine mog-
lichst einfache Produktisolierung geachtet (vgl. Kap. 6), worauf an den entspre-
chenden Stellen hingewiesen wird.

Im einzelnen wurden die folgenden Fragestellungen untersucht, deren Ergebnisse
in diesem Kapitel dargestellt sind:

Gleichgewichtslage - wie kann ein mdglichst hoher Umsatz erzielt werden?

Bestimmung der kinetischen Parameter der Aldolase.

Untersuchungen zur Stabilitit des Enzyms.

EinfluB der Mutarotation von ManNac und Neu5Ac als vorgelagerte Gleich-

gewichtsreaktion auf die enzymatische Umsetzung.

¢ Modellrechnungen zur Festlegung der optimalen Betriebsparameter der konti-
nuierlichen Versuche und experimenteller Beweis.

¢ Kontinuierliche Synthese von Neu5Ac im groBeren MaBstab.

3.2 Gleichgewichtslage der Reaktion

Die Gleichgewichiskonstante der Synthese von Neu5Ac ist definiert durch Glei-
chung 3.2-1. In der Literatur sind fiir Keq® Werte zwischen 10,4 L/mol und

15,6 L/mol bei 37 °C angegeben (Comb et al, 1960; Brunetti et al. 1962;
Uchida et al,, 1984).

[NeubAc]

Keq® =

(3.2-1)
[ManNAc] * [Pyr]

mit: Keq? L/mol  Gleichgewichtskonstante der Synthese von Neu5Ac

Nach Einsetzen der Gleichungen 3.2-2 bis 3.2-6 in 3.2-1 ergibt sich als Losung
einer quadratischen Gleichung die Bezichung 3.2-7, mit der man aus der
Gleichgewichiskonstanten und den Ausgangskonzentrationen der Substrate den

moglichen Umsatz im Gleichgewicht Ug berechnen kann. Da Ug < 1,0 gelten
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muB, liefert nur die Differenz ein physikalisch sinnvolles Ergebnis.

[ManNAc] = [ManNAclo * (1 - U) (3.2-2)

[Pyr] = [Pyr]o - [ManNAclo * U (3.2-3)

[Neu5Ac] = [ManNAclo * U (3.2-4)

X = [Pyrlo / [ManNAclo (3.2-5)

Z=1+X+ 1/([ManNAc]Jo * KeqA) (3.2-6)

Ugr = 0,5 %2 & [(-Z)2 / 4 - X]o»8 (3.2-7)
mit:  Ug1 - Gleichgewichtsumsatz

Mit Hilfe von Gleichung 3.2-7 14Bt sich auch erkldren, warum bei bisher in der
Literatur beschriebenen enzymatischen Synthesen von Neu5Ac ein 7- bis 10-fa-
cher UberschuB des billigeren Substrates Pyr verwendet wurde. Beispielsweise er-
rechnet sich der folgende Gleichgewichtsumsatz, bezogen auf ManNAc, bei gege-
benen Ausgangskonzentrationen:

Keq® = 15,6 L/mol (Uchida et al, 1984)
[ManNAclo = 0,1 mol/L & ([Pyrle = 0,1 mol/L
{ManNAclo = 0,1 mol/L & [Pyrlo = 0,7 mol/L

=> Ug1 = 0,46
=> Ugi

L1}
(=]
\0
fary

Ein hoher PyruvatiiberschuB ist somit eine Moglichkeit, das teure ManNAc még-
lichst vollstindig umzusetzen, erschwert aber die Produktisolierung durch Chro-
matographie auf Anionenaustauschern, da Neu5Ac und Brenztraubensdure als a-
Ketosduren etwa den gleichen pKe-Wert um 2 besitzen (vgl. Kap. 6.3).

Auf Grund dieser Eigenschaften ist die selektive Abtrennung von Neu5Ac durch
Ionenaustauschchromatographie oder Elektrodialyse nicht moglich, um dadurch
beispielsweise bei Substratverhiltnissen von 1:1 das Gleichgewicht auf die Pro-
duktseite zu verschieben. Die Elektirodialyse ist dariiber hinaus auf Grund der
groBen Molekulargewichte (Pyr 88 g/mol, NeuSAc 309 g/mol) als Trennmethode
ungeeignet (Korngold, 1984; Spohn, 1988). Bei beiden Verfahren wiirde eher
Brenztraubensdure als Neu5Ac aus dem Reaktionsmedium entfernt.

Drei weitere Moglichkeiten zur Verschiebung des Gleichgewichtes sollen im fol-
genden diskutiert werden:

¢ EinfluB der Temperatur.

e EinfluB der Gesamtkonzentration.

¢ Kopplung mit einer nachfolgenden Reaktion mit einer giinstigeren Gleichge-
wichtslage.

Einflu8 der Temperatur auf die Gleichgewichtslage
Abbildung 3.2-1 =zeigt die Temperaturabhingigkeit der Gleichgewichtskonstanten

Keq?, wobei die Untersuchung sowohl fiir die Spaltung als auch die Synthese
mit verdiinnten L&sungen erfolgte (Gesamtkonzentration < 60 mM).
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Y=0.12%10"Oxexp(5756+X)

100+
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5
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Abb. 3.2-1: Temperaturabhingigkeit der Gleichgewichtskonstanten Keq?
Bedingungen: pH 7,5

Gleichgewichtskonstante Kqu / L/mol

Die logarithmische Auftragung von Keq* gegen 1/T lefert eine Gerade, deren
Steigung proportional zu AHoeA ist. Der Zusammenhang ergibt sich durch die
Integration der van’t Hoffschen Reaktionsisobare (3.2-8) und ist in Gleichung
3.2-9 angegeben.

d (ln Keq") AHOA
= ( 3 - 2"" 8 )
dT R * Tz
mit: Keq® L/mol Gleichgewichtskonstante der Synthese von Neu5Ac
T K absolute Temperatur
R J/ (mol*K) allgemeine Gaskonstante (8,31 J/(mol*K))
A HoA J/mol Standardreaktionsenthalpie der Synthese von Neu5Ac
AHoA 1
1n Kqu = - * (3.2-9)
R T

Damit erhdlt man aus der in Abbildung 3.2-1 angegebenen Regressionsgleichung:
AHoA = - 47,8 kI/mol.

Mit AHo* < 0 handelt es sich um eine exotherme Reaktion, bei der das
Gleichgewicht durch eine Temperaturerniedrigung auf die Produktseite verschoben
werden kann. Dieser Ansatz wurde auch zunichst verfolgt, da ein entsprechender
Riickgang der Enzymaktivitdt prinzipiell durch hohere Konzentrationen ausgegli-
chen werden kann. Durch Vorversuche speziell im kontinuierlichen ProzeB (vgl.
Kap. 3.5) konnte jedoch gezeigt werden, daB dieser Ansatz nicht zum Erfolg
fihrt. Der prinzipiell hohere Gleichgewichtsumsatz bei 10 °C konnte trotz relativ
hoher Enzymkonzentration und langer Verweilzeit nicht erreicht werden. Mit
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steigender Enzymkonzentration besteht zudem die Gefahr, daB ein Teil des
Proteins in einer katalytisch unwirksamen Konformation vorliegt. Ebenso konnte
die Mutarotation der Zucker bei tieferen Temperaturen als vorgelagerte Gleichge-
wichtsreaktion geschwindigkeitsbestimmend werden.

Die weiteren Arbeiten wurden daher bei 25 °C und pH 7,5 durchgefiihrt. Diese
Bedingungen erweisen sich auch unter dem Aspekt der Enzymaktivitit und der
Enzymstabilitdt als giinstiger KompromiB. Bei dieser Temperatur ergibt sich fiir
die Gleichgewichtskonstante der Neu5Ac-Synthese:

Keq®* = 29,36 + 0,41 L/mol (25 °C; pH 17.5).

EinfluB der Gesamtkonzentration auf die Gleichgewichtslage

Bei Reaktionen des Typs A + B = C steigt der erreichbare Gleichgewichtsum-
satz mit zunehmendem Ausgangskonzentrationsniveau, da die Reaktion unter Mol-
zahlverminderung ablduft. Quantitativ wird der Zusammenhang durch die oben
angegebene Gleichung 3.2-7 beschrieben. In Abbildung 3.2-2 ist der erzielbare
Gleichgewichtsumsatz als Funktion der Konzentration des Zweitsubstrates, das im
UberschuB eingesetzt wird (hier Pyr), angegeben, wobei als Parameter die
ManNAc-Konzentration variiert wird.

| 1404 1.00 M ManNAc
> 'C»—”_— ~0.10 M ManNAc
o 0.8 Ve
:3‘ 1 // T
§ 0.6-/ ,,—-"’"'—_\0.01 M ManNAc
£ -
T 0.4- -~
9 i
% 1,77
° 024 ManNAc + Pyr - Neu5Ac
[&]
S
o 0.0 x T . T . . . .
1 3 5 7 9

Verhiltnis Pyr/ManNAc / —

Abb, 3.2-2: Gleichgewichtsumsatz als Funktion des Substratverhiltnisses und der
Substratkonzentration
Bedingungen: pH 7,5; 25 °C; KeqA = 29,4 L/mol

Man erkennt, daB bei einer ManNAc-Konzentration von 0,1 M bei einem zwei-
fachen Pyruvatiiberschu8 bereits knapp 80% Umsatz erreichbar sind. Steigert man
die ManNAc-Konzentration auf 1,0 M, so betrdgt der Umsatz 97%. In der Pra-
xis sind also bei hohen ManNAc-Konzentrationen bei nur doppeltem Uberschu
an Brenztraubensdure hohe Umsidtze erzielbar. Bei den spéter beschriebenen Be-
rechnungen und Experimenten stellt sich eine ManNAc-Ausgangskonzentration von
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etwa 0,3 M als giinstig heraus, wobei ein Gleichgewichtsumsatz von etwa 90%
erreicht werden kann.

pH—Abhingigkeit der Gleichgewichtskonstanten

Eine pH-Abhingigkeit der Gleichgewichtskonstanten wurde entgegen Literatur-
angaben (Baumann et al, 1989) nicht gefunden. Aus 10 MeBpunkten im pH-
Bereich zwischen 4,3 und 9,1 wurde als Mittelwert fiir Keq® ein Wert von
29,22 + 0,41 L/mol bestimmt. Dieser Wert stimmt im Rahmen der MeBgenauig-
keit mit dem oben aus der Temperaturabhingigkeit bestimmten Wert Uberein.
Eine pH-Abhingigkeit ist auch nicht zu erwarten, da Protonen nicht direkt an
der Reaktion beteiligt sind (vgl. Abb. 1.2-1), und die beiden a-Ketosduren
Brenztraubensiure und Neu5Ac dhnliche pKa-Werte um 2 besitzen.

Kopplung mit einer nachfolgenden Reaktion

Als weitere Methode zur Verschiebung des Gleichgewichts bietet sich die Kopp-
lung mit einer Folgereaktion an, durch die Neu5Ac stindig dem Gleichgewicht
entzogen wird. Diese Methode ist allerdings nur dann sinnvoll, wenn das entste-
hende Produkt selbst interessant ist oder aber NeuS5Ac leicht wieder freigesetat
werden kann. Ein Beispiel fiir den ersten Fall wire die Synthese von mit Cyti-
din-5'-monophosphat aktivierter Neu5Ac (CMP-Neu5Ac), die fiir die Synthese
von Sialyloligosacchariden benotigt wird. Da aber bereits die enzymatische Syn-
these von CMP-NeuS5Ac auf Grund auftretender Produktinhibierungen wund
bendtigter Effektoren sehr komplex und das Enzym bisher nicht in gréBeren
Mengen verfiigbar ist, erscheint dieser Ansatz wenig erfolgreich. Eine Methode,
bei der NeuSAc leicht wieder freigesetzt werden kann, ist die Komplexierung mit
zweiwertigen Kationen. Besonders Ca?* bildet mit Neu5Ac einen 1:1-Komplex,
wobei die Komplexierung durch den Ringsauerstoff sowie verschiedene OH-
Gruppen der Seitenkette und des Rings erfolgt (Behr et al, 1972; Jaques et al.,
1977; Czarniecki et al., 1977a). Nur das B-Anomer bildet diesen Komplex. Die
Komplexbildungskonstante Keq? wird in der Literatur angegeben zu:

Kes® = 121 + 5 L/mol (25 °C, pH 7,5).

Damit ist die Komplexbildung gegeniiber der Neu5Ac-Synthese thermodynamisch
beglinstigt und sollte geeignet sein, das Gleichgewicht in gewlinschter Weise auf
die Produktseite zu verschieben.

Abbildung 3.2-3 zeigt den experimentell bestimmten EinfluB verschiedener Erdal-
kalilonen bei verschiedenen Konzentrationen auf den erzielbaren Gleichge-
wichtsumsatz. In Tabelle 3.2-1 sind die genauen Versuchsbedingungen angegeben.
Der Zusatz von Ca?* bewirkt nur bei niedrigen Substratkonzentrationen eine Er-
hohung des moglichen Gleichgewichtsumsatzes, wihrend bei [ManNAcl = 251
mM eher eine Abnahme des mdglichen Umsatzes mit steigender Ca2*-Konzen-
tration beobachtet wird. Es ist jedoch anzumerken, daB die Genauigkeit der
‘Konzentrationsbestimmung mit HPLC bei sehr hohen Ca?*- und Pyruvatkonzen-
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trationen auf Grund starker Schwankungen der Basislinie abnimmt. Mit Magnesi-

um und Barium treten nur geringe Verinderungen auf, so daB

weiteren Messungen durchgefiihrt wurden.

hierflir keine

Gleichgewichtsumsatz / -

11
Ca

0,81

0,8 1 ‘ l
0,41
ManNAo/Pyr

0,21 261266 mM

EER 251510 mM

[ 507100 mM; 100 mM Ma

0 e - 2

1 2

Abb. 3.2-3: Gleichgewichtsumsatz bei Zusatz verschiedener Erdalkaliionen und
bei verschiedenen Substratkonzentrationen
Bedingungen: pH 7,5; 25 °C; bei 50 mM ManNAc/100 mM Pyr
je 100 mM MeClz; der erste Balken jeder Gruppe wurde ohne
Zusatz gemessen (Kontrolle); die Ziffern geben die in der Tabelle

aufgelistete Versuchsnummer an

Versuch [ManNAc]o [Pyrlo [Erdalkali] Ua

Nr. mM mM mM -
1 50 100 0 0,65
2 50 100 Ca2+ 100 0,82
3 50 100 Mgzt 100 0,60
4 50 100 Baz+ 100 0,68
5 251 255 0 0,70
6 251 255 Ca2+ 300 0,71
7 251 255 Ca2+ 600 0,62
8 251 510 0 0,89
9 251 510 Ca2+ 300 0,86
10 251 510 Caz+t 600 0,82

Tab. 3.2-1: Bedingungen der Messungen zum EinfluB von Erdalkaliionen auf
den Gleichgewichtsumsatz

Bedingungen: pH 7,5; 25 °C

Neben dem Gleichgewichtsumsatz wurde auch die Aktivitit der Aldolase beim
Zusatz von Ca2* untersucht. In Abbildung 3.2-4 sind die Ergebnisse dargestellt.
Wihrend der mogliche Umsatz um etwa 20 % steigt, sinkt die Enzymaktivitdt auf
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40 % bei 400 mM Caz* ab. Bei hoheren Substratkonzentrationen entféllt der
Umsatzzuwachs, so daB eine Zugabe von Calcium nur Nachteile bringt. Die zu-
gegebenen Calciumsalze miiBten zudem bei der Produktisolierung abgetrennt wer-
den. Daher wurde dieser Ansatz nicht weiter verfolgt.

|
~N O 9 A (9]
5 - >
9 Ty 0.8- g
2 o &<
£ g D N
z g 0-6" \\\A§\
£ 5 04- \A\-"*‘-A-
s E Aktivitat
1 Q o

2

S 0.2+

g 1 ManNAc + Pyr ——> NeuSAc

0.0 T

0 50 100 150 200 250 300 350 400
[Ca2*] / mM

Abb. 3.2-4: Gleichgewichtsumsatz und Aktivitit der Aldolase als Funktion der
Ca?*-Konzentration
Bedingungen: Aktivitit 200 mM ManNAc, 25 mM Pyr, 25 ug/mL

Aldolase; Umsatz 50 mM ManNAc, 93 mM Pyr, 1,08 mg/mL Al-
dolase; pH 17,5; 25 °C

Zusammenfassung

¢ Die Gleichgewichtskonstante der Neu5Ac-Synthese wurde zu KeqAr = 29,4
L/mol bestimmt.
¢ Die beste Mdoglichkeit zur Verschiebung des Gleichgewichts auf die Produkt-

seite ist die Verwendung moglichst hoher Konzentrationen; der Pyruvatiiber-
schuB kann dadurch auf den Faktor 2 begrenzt werden.

® Eine selektive Kontinuierliche Produktabtrennung durch Chromatographie und
Elektrodialyse ist nicht méglich.

¢ Die Komplexierung der NeuSAc mit Ca?* ist zwar thermodynamisch giinsti-
ger, der erzielbare Umsatzgewinn speziell bei hohen Konzentrationen rechtfer-
tigt aber im Hinblick auf die Produktisolierung nicht den zusitzlichen Auf-
wand. Zudem ist bei den erforderlichen hohen, beziiglich Neu5Ac #quimolaren
Ca?*-Konzentrationen eine starke Aktivititsabnahme der Aldolase festzustellen.
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3.3 Das Enzym N-Acetylneuraminsiure-—Aldolase

In diesem Kapitel wird nach einer Beschreibung des Vorkommens und der
Figenschaften des Enzyms die Bestimmung der Kinetischen Parameter dargelegt.
Im einzelnen werden die folgenden Punkte behandelt:

Vorkommen und Eigenschaften.

Mechanismus und kinetisches Modell.
Bestimmung der kinetischen Parameter.
Enzymstabilitit.

EinfluB der Viskositit des Reaktionsmediums.

3.3.1 Vorkommen und Eigenschaften

N-Acetylneuraminsiure-Aldolase, E.C. 4.1.3.3, N-acetylneuraminate pyruvate-lyase,
CAS-Nr. [9027-60-5), kommt in Bakterien und tierischen Geweben vor. In vivo
katalysiert das Enzym die Spaltung von Neu5Ac in ManNAc und Brenztrauben-
sdure bzw. Pyruvat. Das Gleichgewicht liegt auf Grund der geringen Neu5Ac-
Konzentration in den Geweben weitgehend auf der Seite der Spaltprodukte (vgl
Abb. 3.2-2). Die Aldolase wurde zuerst aus hochgradig pathogenen Mikroorga-
nismen isoliert: Vibrio cholerae (Choleraerreger) (Heimer et al, 1956) und
Clostridium perfringens (Gasbranderreger) (Comb et al, 1958). Oft produzieren
diese Bakterien auch Sialidasen (auch: Neuraminidasen), die in der Lage sind, die
endstindigen Sialinsdurereste der Glycoproteine abzuspalten.

In tierischen Geweben gehort die Aldolase ebenfalls zum Katabolismus. Die
Biosynthese der Neu5Ac dagegen erfolgt aus ManNAc-6-Phosphat und Phospho-
enolpyruvat (Schauer, 1982a) (vgl. Kap. 1.3, Abb. 1.3-2).

Nach der ersten Beschreibung (Comb et al, 1960) wurde 1984 die NeuSAc-Al-
dolase aus Escherichia coli K 235 isoliert und umfassend charakterisiert (Uchida
et al., 1984). Inzwischen stehen genetisch modifizierte E. coli-Staimme zur Verfii-
gung, mit der die Aldolase preiswert in groBeren Mengen produziert werden
kann (Aisaka et al., 1987, 1991). Die in dieser Arbeit verwendete und vom eu-
ropidischen Vertreter der Firma TOYOBO, Osaka, Japan, bezogene Neu5Ac-Aldo-
lase kostete pro 1000 U etwa 35- DM (NeuSAc-Spaltung, 37 °C). Das indu-
striell hergestellte Enzym wird im wesentlichen fiir klinische Tests eingesetzt, da
bestimmte Krankheitszustinde am erhohten Sialinsdurespiegel im Serum und im
Urin erkannt werden konnen (Araki et al, 1984; Toyobo, 1991).

Alle Neu5Ac-Aldolasen aus den oben genannten Quellen gehéren zur Gruppe
der Klasse-I-Aldolasen, bei denen die Substratbindung iiber die Ausbildung einer
Schiff'schen Base erfolgt (vgl. folgendes Kapitel). Bei den Klasse-II-Aldolasen
sind zweiwertige Kationen an der Substratbindung beteiligt (Horecker et al,
1972).

Fiir die Aldolasen aus C. perfringens und E. coli werden im wesentlichen iden-
tische Eigenschaften berichtet. Ein Unterschied besteht lediglich in der Anzahl
der Subunits: die Aldolase aus C. perfringens besitzt 2 subunits mit einem Mol-
gewicht von ca. 50000 u, wihrend die E. coli-Aldolase 3 subunits mit ca. 35000
u besitzt.
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Eine Zusammenstellung der Daten ist in folgenden Stellen zu finden: Schauer,
1982a, fir C. perfringens; Uchida et al, 1984, Aisaka et al, 1991 fir E coli
Anhang Al dieser Arbeit, Datenblatt von Toyobo zur verwendeten Aldolase, die
ebenfalls aus E. coli stammt,

Enzymeigenschaften, die fiir diese Arbeit relevant sind, werden an den entspre-
chenden Stellen diskutiert.

3.3.2 Mechanismus und kinetisches Modell

Umfassende Untersuchungen zum Reaktionsmechanismus sind bisher nur fiir die
Aldolase aus C. perfringens durchgefilhrt worden. Die Bindung der Substrate im
aktiven Zentrum erfolgt wie bei zahlreichen anderen Aldolasen, die zur Klasse I
gehOren, Uber eine Schiff'sche Base (Hupe, 1987). Ein erster Reaktionsmecha-
nismus zur reversiblen Spaltung wurde von Nees et al. 1976 vorgeschiagen.
Durch !'H-NMR-Untersuchungen konnte die Stereochemie der daran beteiligten
Substrate ermittelt werden (Baumann et al, 1989). Der von dieser Arbeitsgruppe
vorgeschlagene Mechanismus ist in Abb. 3.3.2-1 dargestellt und soll im folgenden
erldutert werden. Uber die Xonformationsinderungen und Umlagerungen der
Kohlenhydratkette im aktiven Zentrum wihrend der Reaktion ist bis jetzt nichts
bekannt. Ebenso ist die Frage ungeklidrt, in welcher Form letztendlich die Koh-
lenhydrate (offenkettig oder Ringform) am Enzym gebunden werden.

® Pyruvat bildet mit der e-Aminogruppe eines Lysinrestes der Aldolase eine
Schiff’sche Base, die mit dem tautomeren Enamin (nicht dargestellt) im
Gleichgewicht steht.

¢ o-ManNAc wird im aktiven Zentrum gebunden, wobei das unprotonierte N-
Atom eines Imidazolrings von Histidin mit der axialstindigen OH-Gruppe am
C-1 des ManNAc wechselwirkt.

¢ unter Offnung des Pyranoserings wird eine Bindung zwischen C-1 des
ManNAc und C-3 des gebundenen Pyruvats gebildet.

¢ durch RingschluB bildet sich a-NeuS5Ac, die durch Hz0-Anlagerung freige-
setzt wird.
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Abb. 3.3.2-1: Mechanismus der reversiblen enzymatischen Synthese von Neu5Ac;
die im ersten Schritt erfolgende Anlagerung von Pyr ist nicht
gesondert dargestellt; (nach Baumann et al, 1989; der Rahme
soll das aktive Zentrum des Enzyms symbolisieren) '

Es ist wahrscheinlich, daB ein analoger Mechanismus auch fiir das Enzym aus E.
coli gilt, da auch hier zwischen Pyr bzw. Neu5Ac als Substrat eine Schiff’sche
Base gebildet wird (Aisaka et al., 1991).

Die einzelnen Reaktionen beschreiben in ihrer Gesamtheit einen “ordered bi-
uni”-Mechanismus, wie er auch fiir andere Enzyme der E.C.-Klasse 4.1.
beschrieben wird (Hupe, 1984, fiir FDP-Aldolase; Jorns, 1980, fiir (R)-Oxynitri-
lase). Bei diesem Mechanismus werden bei der Synthesereaktion die beiden Sub-
strate nacheinander in einer bestimmten Reihenfolge gebunden. Entsprechend wer-
den die bei der Spaltung entstchenden Produkte nacheinander freigesetzt
("ordered uni-bi"-Mechanismus). Fiir eine Gleichgewichtsreakiion ergibt sich damit
das in Abbildung 3.3.2-2 angegebene Reaktionsschema.
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+Pyr

E < . E(Pyr)
y -Pyr 4
-NeubAc +NeuSAc ~ManNAc +ManNAc
4 4
[ENeusAc)  — . E(Pyr)(ManNAc)]

Abb. 3.3.2-2: Reaktionsschema des “ordered bi-uni”~Mechanismus
E = Enzym

Bei der nun folgenden Beschreibung des kinetischen Modells wird vorausgesetzt,
daB der oben angegebene Mechanismus auch fiir die Aldolase aus E. coli gilt.
Urspriinglich war bei Beginn der Arbeiten davon ausgegangen worden, daB das
verwendete Enzym aus C. perfringens stammt (Herstellerangabe!). Eine eingehende
Untersuchung (Gelelektrophorese, Isoelektrische Fokussierung, Herstellerbefragung)
lieferte jedoch das Ergebnis, daB E. coli als Enzymquelle diente. Eigene Unter-
suchungen zur weiteren Aufkldrung des Mechanismus dieses Enzyms waren im
Rahmen dieser Arbeit nicht mdglich.

Das zur Beschreibung der Kinetik verwendete Modell muB8 folgenden Anforderun-
gen geniigen:

¢ Beschreibung aller wesentlichen EinfluBgroBen mit mdglichst wenigen, signifi-
kanten Parametern.

¢ Giiltigkeit fiir einen moglichst groBen Konzentrationsbereich der Reaktanden.

o Giiltigkeit iiber den gesamten Umsatzbereich bei Konzentrationen, wie sie fiir
die spitere Anwendung relevant sind.

e Korrekte Beschreibung der kinetischen und thermodynamischen Eigenschaften
des Reaktionssystems.

¢ Berlicksichtigung von Erkenntnissen iiber den Reaktionsmechanismus.

Das Modell dient letztlich zur Aufstellung von Stoffbilanzen von Reaktoren und
soll die Vorhersage von deren Betriebszustinden ermdglichen.

Im folgenden werden zwei Modelle mit unterschiedlicher Eignung fiir das hier
betrachtete Reaktionssystem vorgestellt.

Michaelis-Menten—-Doppelsubstratkinetik
Ein sehr einfacher formalkinetischer Ansatz zur Beschreibung einer enzymatischen
Reaktion mit zwei Substraten ist die multiplikative Verkniipfung zweier Michaelis-

Menten-Kinetiken fiir Ein-Substrat-Reaktionen, wie er in Gleichung 3.3.2-1 fiir
eine Reaktion A + B = P angegeben ist (sog. Michaelis-Menten-Doppelsubstrat—
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kinetik). Durch Erweiterungen kénnen z. B. Produktinhibierungen in das Modell
eingebaut werden.

[A] [B]
vi = [E] * Amax® % * (3.3.2-1)
KmA%* (1+[P]/KiP)+[A] KuB+[B]
mit: va kat/L Reaktionsgeschwindigkeit der Synthese

Amax¥ Kkat/g maximale massenspezifische Aktivitit der Synthese
Ken4'B mol/L.  Michaelis-Menten-Konstante der Komponente A, B
KiP mol/L Inhibierungskonstante der Komponente P, kompetitiv

Fiir die Spaltung ergibt sich unter Berlicksichtigung der moglichen Produktin-

hibierungen:
[P]
VR = [E] % AmaxR % (3.3.2-2)
KaP * (1+[A]/K1A) +[P]*(1+[B] /K1 ®)
mit:  vr kat/L Reaktionsgeschwindigkeit der Spaltung
Amax® Kkat/g maximale massenspezifische Aktivitit der Spaltung
Kn? mol/L Michaelis-Menten-Konstante der Komponente P
Kia mol/L  Inhibierungskonstante der Komponente A, kompetitiv

KiB mol/L Inhibierungskonstante der Komponente B, unkompetitiv

Dieser Ansatz weist einige Vor- und Nachteile auf, die im folgenden diskutiert
werden:

Mit diesem Modell sind Ergebnisse aus Messungen von Anfangsreaktionsge-
schwindigkeiten beschreibbar.

e Alle Parameter haben eine physikalisch chemische Bedeutung.
e Synthese und Hydrolyse werden véllig unabhédngig voneinander betrachtet, ob-

wohl beide Reaktionen am gleichen aktiven Zentrum ablaufen.

Fiir jede Komponente wird neben der Michaelis-Menten-Konstante noch eine
Inhibierungskonstante angenommen, obwohl die Konkurrenz z. B. des Sub-
strates A und des Produktes P um die Bindung bereits durch die beiden
Kn-Werte beschrieben wird.

Kenntnisse iiber den Mechanismus der Reaktion finden keine Beriick-
sichtigung.

Mit diesem Modell ist bei Gleichgewichtsreaktionen die Berechnung von Keq
aus den kinetischen Daten nicht mdoglich! Fiihrt man Simulationen fiir
Satzreaktorversuche durch, so findet man fiir die aus den Gleichgewichtskon-
zentrationen berechnete Gleichgewichtskonstante eine Abhingigkeit von der
Ausgangskonzentration, was im Widerspruch zur Thermodynamik steht (Biselli,
1991).

Gerade der letztgenannte Nachteil beschrinkt die Anwendbarkeit dieses Modells
auf Reaktionen, deren Gleichgewicht weit auf Seiten der Produkte liegt. Fir
Gleichgewichtsreaktionen wie auch im vorliegenden Fall sind komplexere Ansitze
notwendig. Nachfolgend wird das nach dem “steady-state Ansatz” erhaltene kine-
tische Modell beschrieben, das die oben genannten Nachteile vermeidet.
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Kinetisches Modell nach dem "steady-state Ansatz"
Zunichst soll der Unterschied zwischen dem “rapid equilibrium” und dem
"steady-state” Ansatz an Hand einer einfachen Reaktion beschrieben werden

(Segel, 1975; Cornish-Bowden, 1981).

k1 kn

E + S == ES >E + P (3.3.2-3)
k-1
mit: ki L/(mol*s) Geschwindigkeitskonstante der Bildung des ES-

Komplexes

k-1 1/s Geschwindigkeitskonstante des Zerfalls des ES-
Komplexes

kn 1/s Geschwindigkeitskonstante der enzymatischen
Umwandlung

Nach beiden Ansidtzen leitet sich eine #uBerlich gleiche Geschwindigkeitsgleichung
ab, wobei die Bedeutung der Konstanten K jedoch unterschiedlich ist:

Vmax * [S]
V = o (3.3.2-4)
K + [S]

mit: v kat/L Reaktionsgeschwindigkeit
Vmax  kat/L maximale Reaktionsgeschwindigkeit
K mol/L.  Konstante (Bedeutung siche unten)
[s] mol/L  Substratkonzentration

¢ "rapid equilibrium Ansatz”
Der Enzym-Substrat-Komplex ES wird in einer schnellen vorgelagerten
Gleichgewichtsreaktion gebildet. Der Zerfall des ES-Komplexes in Enzym und
Produkt ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Reaktion (k-1>>ka).
Die Konstante K aus Gleichung 3.3.2-4 ist die Dissoziationskonstante Ks
des ES-Komplexes, fiir die folgende Bezichung gilt:
k-1
Ks = —no (3.3.2-5)
k1

¢ "steady-state Ansatz”
Die Annahme der schnellen vorgelagerten Gleichgewichtsreaktion wird durch
die Annahme ersetzt, daB sich bald nach Beginn der Reaktion eine konstante
Konzentration des Enzym-Substrat-Komplexes einstellt (d[ES]/dt=0). Die Kon-
stante K aus Gleichung 3.3.2-4 ist eine Kkinetische Konstante und wird als
Michaelis-Menten-Konstante Kn bezeichnet. Es gilt die folgende Beziehung:

k-1 + kn

Km D commce—— (3.302—6)
ki1

Die Herleitung von Geschwindigkeitsgleichungen nach dem ‘“rapid equilibrium
Ansatz” ist auch fiir kompliziertere Reaktionssysteme moglich, allerdings muB die
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Reaktion nach einem “random”-Mechanismus erfolgen, d. h. die Bindung der
Substrate bei einer 2-Substratreaktion erfolgt in beliebiger Reihenfolge (Segel,
1975). Fir den hier vorliegenden Fall einer reversiblen sequentiellen Reaktion
("ordered”-Mechanismus) muB die Ableitung nach dem "steady-state Ansatz” er-
folgen (Segel, 1975). Prinzipiell kann mit diesem Ansatz auch die Geschwindig-
keitsgleichung fiir den “"random"”-Mechanismus abgeleitet werden. Da einzelne
Terme der erhaltenen Gleichung jedoch nicht signifikant sind, wird nach Verein-
fachung der gleiche Ausdruck wie bei der Ableitung nach dem "rapid equilibrium
Ansatz” erhalten (Cornish-Bowden, 1981).

Das Prinzip der Herleitung sowie die verwendeten Gleichungen werden im fol-
genden beschrieben. Es handelt sich dabei um einen entsprechend modifizierten
Auszug aus dem Buch von 1. H. Segel, 1975, Kapitel 9. Dabei werden zur
Vereinfachung der Schreibweise die Reaktionspartner mit den Buchstaben A, B
und P bezeichnet, wobei folgende Zuordnung besteht:

A = Pyr (Substrat, das als erstes gebunden wird)
B = ManNAc (Substrat, das als zweites gebunden wird)
P = Neu5Ac

H = Hinreaktion, Synthese von NeubAc

R = Riickreaktion, Spaltung von Neu5Ac.

Damit ergibt sich als Reaktionsschema des "ordered bi-uni"-Mechanismus mit
Angabe der Geschwindigkeitskonstanten:

ki (+A)

E < » EA (3.3.2-7)
1 k-1 (-A)
ka k-3 k-2 ke
(-P) || (+P) (-B) { (+B)

’

In diesem Schema treten 4 verschiedene Zustinde des Enzyms auf: E, EA, EAB
und EP. Beziiglich der Verteilung des verfligbaren Enzyms auf die einzelnen
Spezies sind EAB und EP gleichwertig (angedeutet durch die Klammer [ ]), wes-
halb nur noch 3 verschiedene Enzymzustinde fiir die Kkinetische Beschreibung
berticksichtigt werden miissen.

Fir die Ableitung der Geschwindigkeitsgleichung gibt es mehrere schematische
Methoden, wobei das weitere Vorgehen hier nur angedeutet werden kann (vgl.
hierzu Segel, 1975 und Cornish-Bowden, 1981):

¢ nach der Methode von King-Altman wird der Anteil der einzelnen Spezies
an der Gesamtenzymmenge mit Hilfe der Geschwindigkeitskonstanten und den
Konzentrationen der Reaktionskomponenten beschrieben, wie z. B. fiir den
Anteil an freiem Enzym in Gleichung 3.3.2-8. Die Angabe der Enzymkon-
zentration muB dabei in mol/L erfolgen, was durch "#" gekennzeichnet wird.
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[E]® k-2k-1 + kz2ks[B] + k-1k-3

i (3.3.2-8)
[El¥%eganmt Nenner

s _ -1k-3 [P
[EAB+EP] i kikz [A][B] + k-akz [B][P] + k-1k-3[P] (3.3.2-9)
[El¥gesamt Nenner

$ . ~-ak-2 [P kaki [A

[EA] i kik-2[A] + k-ak-2[P] + kaki[A] (3.3.2-10)

[E]%esamt Nenner

Nenner = Summe aller Zihler der Gl 3.3.2-8 bis 3.3.2-10

e Die Reaktionsgeschwindigkeit der NeuSAc-Synthese ist gegeben als die Diffe-
renz aus der Synthesegeschwindigkeit und der Spaltungsgeschwindigkeit:

v1 = ks *[EP+EAB]*¥ - k-3*[E]¥*[P] (3.3.2-11)

® durch Vereinfachung und Zusammenfassung koOnnen die Geschwindigkeits—
konstanten zu Termen zusammengefaBt werden, die mit kinetischen Xonstan-
ten (Vmex bzw. Amax, Kn etc.) gleichgesetzt werden konnen. Dabei haben
die zusammengefaBten Konstanten zum Teil keine mechanistische Bedeutung,
Lediglich Ki*# und KiP entsprechen Kklassischen Dissoziationskonstanten. Dies
zeigt sich auch daran, daB gemdB Gl 3.3.2-17 verschiedene Konstanten defi-
niert und in der endgliltigen Geschwindigkeitsgleichung verwendet werden

kénnen.
k—l*k-z*[E]igesamt
Vonax® = k3*[El%¥gesant Vmax®R = (3.3.2-12)
k-1+k-2
ks ka+k-2
Knd = KnB = ——— (3.3.2-13)
k1 k2
k-1 Kez+k-1
Kid = e KiB = (3.3.2-14)
ki1 k2
k-1%(k-2+k3) ka
Ka? = KiP = (3.3.2-15)
k-3 *(kez2+k-1) k-3

Damit ergibt sich Gleichung 3.3.2-16 fiir die Reaktionsgeschwindigkeit der
NeuSAc-Synthese, die sich aus der Hin- und Riickreaktion zusammensetzt. Die
Bedeutung der Konstanten sowie die Bedeutung der einzelnen Terme im Nenner
soll kurz diskutiert werden. Dazu wird ihr Anteil durch Betrachtung der Zahi-

werte bei unterschiedlichen Konzentrationen berechnet (Zahlwerte der kinetischen
Konstanten s. Tab. 3.3.3-3).
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AmaxE*[A]*[B] Amax®R*[P]
[Elara * ( - )
d[P] K1 A%*KnB Kw?
Vi = - (3.3.2-16)
dt Al KmA%*[B] [A]*[B] [P] [P]*[B]
1+ + + + +
K14 KiA%KnB K1 A*KnB KnP K1B *KnP

mit: kat/L  Reaktionsgeschwindigkeit der NeuS5Ac-Synthese
Amax® kat/g maximale massenspezifische Aktivitdt der Synthese
Amax® kat/g maximale massenspezifische Aktivitit der Spaltung

KmA mol/L Michaelis-Menten-Konstante der Komponente A = Pyr
KmB mol/L  Michaelis-Menten-Konstante der Komponente
B = ManNAc
Km? mol/L.  Michaelis-Menten-Konstante der Komponente
P = NeubSAc
Kia mol/L Inhibierungskonstante der Komponente A = Pyr
KiB mol/L Inhibierungskonstante der Komponente B = ManNAc

[A,B,P] mol/L Konzentration der Komponente A, B, P
[Elaw g/L Enzymkonzentration (Aldolase)

e Der "ordered”-Mechanismus ist beziiglich der Substrate A und B nicht
symmetrisch. Mit A ist immer das Substrat zu bezeichnen, das zuerst am
Enzym gebunden wird.

e Neben den rein mechanistischen Untersuchungen kann durch kinetische
Messungen zur Produktinhibierung bei verschiedenen Substratkonzentrationen
festgestellt werden, welches Substrat zuerst vom Enzym gebunden wird.
Ebenso kann durch diese Messungen zwischen einem “ordered”- und einem
vrandom”-Mechanismus unterschieden werden, da letzterer beziiglich - der
Substrate A und B keine Unterschiede zeigt. Derartige Messungen waren hier
jedoch nicht mit ausreichender Genauigkeit moglich, da bei Messungen der
Anfangsreaktionsgeschwindigkeit geringfiigige Zunahmen der Reaktionsprodukte
bestimmt werden miissen, was bei bereits vorhandenem Produkt schwierig ist
(vgl. auch Abb. 3.3.3-10 und -11, jeweils Kurve C mit der Darstellung von
Messungen zur Produktinhibierung mit relativ starker Streuung der MeBwerte).
Daher wurde auf eigene Untersuchungen zu diesem Komplex verzichtet und
die Modellentwicklung auf der Grundlage der Literaturdaten durchgefiihrt.

® Anmax ist die maximale massenspezifische Aktivitit. Das Produkt Amax*[E]
‘beschreibt die maximal erreichbare Reaktionsgeschwindigkeit, wenn die Sétti-
gungskonzentration der jeweiligen Substrate erreicht wird.

e Kn®, KoB und Ko sind die Michaelis-Menten-Konstanten der Substrate,
wobei im Fall der Hin-Reaktion fiir das zweite Substrat die Sattigungs-
konzentration vorliegt.

e KiA ist die Dissoziationskonstante des EA-Komplexes und spielt nur eine
Rolle, wenn die Konzentration von B gegen 0 geht.

e Ki® beschreibt den inhibierenden EinfluB von B auf die Riick-Reaktion
(Spaltung).

e K (vgl. Gl 3.3.2-15) kommt in der verwendeten Form von Gleichung
3.3.2-16 nicht vor, sie ist die Dissoziationskonstante des EP-Komplexes. Im
{ibrigen gilt folgende Beziechung 3.3.2-17:
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K1 A*KmB*Ki? = KwA*K1B®*KnPf (3.3.2-17)

e Die Form der einzelnen Terme ergibt sich aus dem formalistischen Ansatz
zur Ableitung der Geschwindigkeitsgleichung. Ein anschaulicher Grund flir das
Auftreten des Produktes [P]¥B] im Term 6 148t sich nicht angeben. Aus
den Zahlwerten ergibt sich, daB dieser Term die Produktinhibierung bei ho-
hen Substratkonzentrationen bei der Synthese sowie die Inhibierung der
Spaltung durch die Komponente B beschreibt.

e Bei niedrigen Substratkonzentrationen wirkt sich zugegebenes Produkt vor
allem in den Zahlwerten des Zihlers aus, da dann aufgrund der Gleichge-
wichtslage die Spaltung abléuft.

e Der Term 5 im Nenner ([AJ¥B]) spielt nur bei hohen Substratkonzentra-
tionen eine Rolle.

e Der Term 3 im Nenner (Km?*[B]) trigt unter allen denkbaren Bedingungen
nur einen vernachlissigbaren Teil zum Gesamtwert des Nenners bei. Dies ist
kein Anzeichen fiir ein fehlerhaftes kinetisches Modell, da derartiges Verhal-
ten auch bei einem “random”-Mechanismus auftritt, der den einfachsten Fall
fiir eine Zweisubstratreaktion darstellt (Biselli 1991). Moglicherweise spielt
hier die Art der Ermittlung der kinetischen Parameter eine entscheidende
Rolle, indem die kinetischen Messungen nicht bei allen méglichen Kombina-
tionen der Substrat- und Produktkonzentrationen durchgefiihrt wurden.

Die Haldane-Bezichung verkniipft die kinetischen Konstanten mit der Gleichge-
wichtskonstanten KeqA.  Sie ergibt sich aus der Gleichgewichtsbedingung
d[P})/dt = 0 und l4Bt sich aus Gleichung 3.3.2-16 herleiten:

Amax® * KnP
Keq? = (3.3.2-18)
AmaxR * K1A * KnB

mit: Keq?® L/mol Gleichgewichtskonstante der Neu5Ac-Synthese

Mit Hilfe der Haldane-Bezichung 14Bt sich Gleichung 3.3.2-16 umformen, wo-
durch an Stelle von Ki4 die mit guter Genauigkeit bestimmbare Gleichgewichts-
konstante in die Geschwindigkeitsgleichung eingeht. Bei der Bestimmung der

kinetischen Parameter aus den Messwerten reduziert sich dadurch die Zahl der
anzupassenden GroBen.

_ [Elara * (Amax®*AnmaxR*[A]*[B]*Keq® - AmaxB*AmaxR*[P])

Vi (3.3.2-19)
AmaxB*KnP + Amax®B*[P] + AmaxR*KaA*[B]*KeqhA +...
BAmax8*[P]*[B]
et AnaxR*KmB [A]%*Keq® + + AmaxR*[A]*[B]*KeqA
KiB

Das hier vorgestellte Modell (Gleichungen 3.3.2-16 bzw. 3.3.2-19) dient zur for-
malkinetischen Beschreibung der durch die Aldolase katalysierten Neu5Ac-Syn-
these. Der dabei gewdhlte Ansatz beriicksichtigt auch die Gleichgewichtslage der

Reaktion. Die Ermittlung der kinetischen Parameter wird im folgenden Kapitel
beschrieben.
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3.3.3 Bestimmung der kinetischen Parameter der NeuS5Ac-—Aldolase

In diesem Kapitel wird die Bestimmung der kinetischen Parameter der NeuSAc-
Aldolase beschrieben. Dabei werden nach einer Einfilhrung folgende Punkte be-
handelt:

Kurze Beschreibung der verwendeten Methoden.

e Untersuchungen zur Festlegung der Reaktionsbedingungen (pH, Temperatur).
Bestimmung der kinetischen Parameter aus Satzreaktorversuchen und Vergleich
mit Messungen der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit.

Einfiihrung und Methoden

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zum ersten Mal alle kinetischen
Daten zur vollstindigen Beschreibung der enzymatischen Neu5Ac-Synthese be-
stimmt. In der Literatur wird zur Charakterisierung des Enzyms in der Regel nur
der Ka-Wert fiir Neu5Ac angegeben. Vereinzelt finden sich auch Werte fiir die
Inhibierung durch Pyruvat (Uchida et al., 1984; Nees et al, 1976) sowie Kn-
Werte fiir ManNAc und Pyruvat (Kim et al, 1988). Als analytische Methode
wurde bei diesen Arbeiten die Menge des entstechenden oder verbrauchten Pyru-
vats durch Reduktion mit Lactatdehydrogenase unter Verbrauch von NADH
photometrisch bestimmt. Bei der Untersuchung der Neu5Ac-Spaltung koénnen die
Aldolase und die Dehydrogenase in einem gekoppelten Test verwendet werden
(Araki et al., 1984; Toyobo, 1991).

Fiir die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit wurde eine HPLC-Methode
entwickelt, die gleichzeitig die Quantifizierung aller (!) relevanten Substanzen er-
moglicht. Dabei gelingt neben der relativ einfachen Trennung von Neu5Ac, Pyr
und ManNAc auch die Trennung der beiden Epimere (= Diastereomere)
ManNAc und GlcNAc. Des weiteren kann Ameisensdure sowie als interner Stan-
dard Oxalsiure detektiert werden. Die genauen Einzelheiten hierzu sind in Kapi-
tel 9.1.1 zu finden.

Bei den experimentellen Arbeiten wurden folgende Punkte beachtet:

e Fine sichere Konzentrationsbestimmung der Komponenten ist im Bereich von
etwa 0,2 mM bis 5 mM bei einer Reproduzierbarkeit von +5% moglich.

e Bei Messungen der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit wurde das entstehende
Reaktionsprodukt (Neu5Ac bei der Synthese, Pyr und/oder ManNAc bei der
Spaltung) quantifiziert. Der Umsatz sollte bei diesen Messungen < 5% sein,
so daB trotz vorhandener Produktinhibierungen noch Bedingungen vorliegen,
unter denen annihernd Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten gemessen werden
(Cornish-Bowden, 1981).

e Die Inkubationszeit der Ansitze zur Messung von Anfangsreaktionsgeschwin-
digkeiten wurde, soweit erforderlich, angepaB8t, um immer bei gleichem
Umsatz zu messen (z. B. bei Messungen von Inhibierungen). Bei Messungen
der Temperaturabhingigkeit wurde auch die Enzymkonzentration verdndert.
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® Zum Abstoppen der enzymatischen Reaktion wurde mit 0,1 M HzSO4 ver-
diinnt (HPLC-Laufmittel war 6 mM H2SO4); bei Raumtemperatur war inner-
halb von 24 Stunden keine Verinderung der Konzentrationen der Kompo-
nenten feststellbar, obwohl bei hdheren Temperaturen und extremen pH-
Werten Zersetzungsprodukte der Neu5Ac entstehen (Saito et al, 1989).

e Zum Ansetzen der Losungen wurde verdiinnter Phosphatpuffer (10 mM - 20
mM KHzPOa, titriert auf pH 7,5) verwendet, um die Einstellung des pH-
Wertes zu erleichtern. Konzentrationen zwischen 0 und 200 mM Phosphat-
puffer beeinflussen die Reaktionsgeschwindigkeit der Aldolase nicht. Wie fiir
zahlreiche biologische Systeme wird auch fiir dieses Enzym eine Inhibierung
durch Tris-HCI-Puffer berichtet (Anonymus, 1991; Good et al.,1972; Uchida
et al, 1984). Nach der pH-Einstellung wurde die Konzentration der Kompo-
nenten mit HPLC bestimmt.

¢ Brenztraubensdure wurde in Form des Na-Salzes eingesetzt.

o Nach der Probenahme zur Konzentrationsbestimmung wurde der pH-Wert mit
einer Mikroelektrode iiberpriift.

e Die kinetischen Messungen wurden z. T. mit sehr geringen Enzymkonzentra-
tionen durchgefithrt, um zu vermeiden, daB vorgelagerte Reaktionen geschwin-
digkeitsbestimmend werden (z. B. Mutarotation).

¢ Enzymeinwaagen werden immer in g bzw. mg des verwendeten Lyophilisats
angegeben, das laut Angaben des Herstellers etwa 70% Protein und 30%
Stabilisatoren enthdlt (Toyobo 1991). Eigene Messungen ergaben einen Pro-
teingehalt von 58%. Der EinfluB der Stabilisatoren wird in Kap. 3.5.3 bei
den Ergebnissen der kontinuierlichen Experimente diskutiert.

e Mit Ausnahme der Neu5Ac-Produktion im 300-g-MaBstab wurden alle in
dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen mit einer einzigen Enzymcharge
durchgefiihrt, um die Ergebnisse vergleichen zu konnen. Bei Lagerung bei -
20 °C konnte {iber 2 Jahre hinweg keine Aktivititsabnahme festgestellt
werden. Weitere Chargen der Aldolase, die fiir andere Arbeiten verwendet

wurden (vgl. Kap. 3.5.4; Appel, 1990), =zeigten weitgehend identische
Eigenschaften.

Untersuchungen zur Festlegung der Reaktionsbedingungen

Wie Dbereits beschrieben (Kap. 3.2) beeinflussen die Reaktionsbedingungen nicht
nur die enzymatische Reaktion, sondern auch die Gleichgewichtslage der Reak-
tion. Da das Ziel ein kontinuierlicher ProzeB ist, bei dem eine hohe Raum-Zeit-
Ausbeute bei hohem Umsatz und moglichst geringem Enzymverbrauch erreicht
werden soll, miissen die Reaktionsbedingungen in dieser Hinsicht optimiert wer-
den. In Tabelle 3.3.3-1 sind qualitativ die Reaktionsbedingungen unter den
Aspekten Thermodynamik, Kinetik und Enzymstabilitit zusammenfassend ange-
geben, soweit sie bisher beschrieben wurden. Im folgenden wird die Ermittlung

der pH- und Temperaturabhdngigkeit der Aldolase dargestellt; Angaben zur Sta-
bilitdt finden sich in Kap. 3.3.4.
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Thermodynamik Kinetik Stabilitat

Temperatur tief hoch (?) niedrig (?)
pH - optimal optimal
Konzentration hoch ? ?

Tab. 3.3.3-1: Optimale Reaktionsbedingungen fiir die Neu5Ac-Synthese (1):
-: kein EinfluB, ?: noch unklar, (?): vermutlich

pPH-Abhédngigkeit der Aktivitidt der NeuS5Ac-Aldolase

In Abbildung 3.3.3-1 ist die pH-Abhingigkeit sowohl der Synthese als auch der
Spaltung von Neu5Ac dargestellt. Der pH-Wert wurde unmittelbar nach Probe-
nahme fiir die HPLC mit einer Mikroelekirode in den verwendeten Reaktions-
gefiBen bestimmt.

Sowoh! fiir die Synthese als auch fiir die Spaltung liegt ein breites und relativ
schwach ausgeprigtes Optimum zwischen pH 7 und 8, wie es auch in der Lite-
ratur beschrieben wird. Die weiteren Arbeiten wurden daher in diesem Bereich
durchgefiihrt, Losungen wurden in der Regel auf einen pH-Wert von 7,5 einge-
stellt.

0.4~

relative Aktivitdt / —

0.2+
° 0 Spaltung

® Synthese
0.0 T v 1 v 1 v 1 T T T 1
3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 8.0 10.0
pH / -
Abb. 3.3.3-1: pH-Abhingigkeit der Synthese und Spaltung von NeuSAc

Bedingungen: Synthese 51,7 mM ManNAc, 19,6 mM Pyr;
Spaltung 20 mM Neu5Ac; beide 26,5 pg/mL Aldolase; 25 °C

Synthese von Neu5Ac 31



Temperaturabhingigkeit der Aktivitdt der Neu5Ac—Aldolase

Sowohl fiir die Synthese als auch fiir die Spaltung steigt die Aktivitdt der
Aldolase mit steigender Temperatur an. In Abbildung 3.3.3-2 ist die massenspe-
zifische Aktivitit logarithmisch gegen 1/T aufgetragen. Durch die Linearisierung
ist die zunehmende thermische Desaktivierung bei héoheren Temperaturen durch
die stirkere Abweichung der MefBpunkte von der -eingezeichneten Regressions-
gerade gut zu erkennen.
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Abb. 3.3.3-2: Temperaturabhingigkeit der Synthese und Spaltung von Neu5Ac
Bedingungen: Synthese 45,5 mM ManNAc, 25,3 mM Pyr;
Spaltung 20,2 mM NeuSAc; 2-900 ng/mL Aldolase; pH 7,5

Aus den Daten lassen sich nach Arrhenius die Aktivierungsenergien der beiden
Reaktionen berechnen:

Synthese: EA® = 72,6 kI/mol
Spaltung: Ea® = 96,6 kJ/mol

Aisaka et al, 1991, geben fiir die Spaltung eine Aktivierungsenergie EaR von
51,9 kJ/mol an, wobei allerdings der Temperaturbereich zwischen 37 °C und 70
°C ausgewertet wurde. Allgemein werden fiir enzymkatalysierte Reaktionen
Aktivierungsenergien zwischen 20-60 kJ/mol angegeben (Segel, 1975); die hier
gefundenen Werte liegen zwar hoher, aber doch in der gleichen GréSenordnung.
Die Differenz der Aktivierungsenergien Ea® - Ea® entspricht der Standard-
reaktionsenthalpie AHo* (vgl. Gl. 3.2-8). Die Differenz der Aktivierungsenergien
ist mit -24 kJ/mol kleiner als der fiir AHo* gefundene Wert von -47,8 kJ/mol.
Vermutlich sind die Messungen zur Temperaturabhingigkeit der enzymatischen
Reaktion fehlerbehaftet. Bei niedrigen Temperaturen werden vorgelagerte Gleichge-
wichtsreaktionen wie z. B. die Mutarotation geschwindigkeitsbestimmend, so daB
zu Kleine Aktivitdten bestimmt werden. Dies fiihrt in der logarithmischen Auftra-
gung zu gréBeren Steigungen und damit zu scheinbar héheren Aktivierungs-
energien. Bei der Bestimmung von AHo* spielen derartige Effekte keine Rolle.
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In der Literatur wird in der Regel als Temperaturoptimum einer enzymkatalysier-
ten Reaktion die Temperatur angegeben, ab der auf Grund der iiberwiegenden
Desaktivierung die Aktivitit scheinbar abnimmt. Je nach Einsatzzweck des Enzyms
ergeben sich dabei verschiedene "optimale Temperaturen”:

® Bei der Verwendung in enzymatischen Tests, bei denen eine moglichst
geringe Enzymmenge nur einmal eingesetzt wird, ist eine hohe Temperatur
anzustreben, um eine moglichst hohe Aktivitdit (= minimaler Enzymverbrauch)
Zu erzielen.

e Fiir den Einsatz in Kontinuierlichen Prozessen - wie auch hier geplant - ist
eine moglichst gute Langzeitstabilitit flir den Katalysator gefordert, um so
die produktmengenspezifischen Enzymkosten zu reduzieren. In der Regel
nimmt die Stabilitit von Enzymen mit sinkender Temperatur zu.

Im vorliegenden Fall wurde flir die Festlegung der optimalen Temperatur vor al-
lem die Gleichgewichtslage der Synthese von Neu5Ac beriicksichtigt (vgl. Kap.
3.2). Die dadurch erforderlichen niedrigen Temperaturen sind jedoch auch im
Hinblick auf die Enzymstabilitit gilinstig (vgl. Kap. 3.3.4).

Aktivitdt der Aldolase als Funktion der Proteinkonzentration

Zwischen der Proteinkonzentration und der volumenspezifischen Aktivitit (= Reak-
tionsgeschwindigkeit) der Aldolase bei bestimmten Substratkonzentrationen besteht
nach Gl. 3.3.2-16 ein linearer Zusammenhang. Bei sehr hohen Proteinkonzentra-
tionen kann es jedoch zu Abweichungen vom linearen Verhalten kommen, da auf
Grund von Konformationsinderungen nur ein Teil des Enzyms in einer aktiven
Form vorliegt. Abbildung 3.3.3-3 zeigt die experimentelle Uberpriifung fiir die
Synthesereaktion. Der gewihlte Konzentrationsbereich deckt sich mit den bei allen
Experimenten verwendeten Enzymkonzentrationen.
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Aldolase / g/L

Abb. 3.3.3-3: Volumenspezifische Aktivitdit der Aldolase fiir die Synthese als
Funktion der Enzymkonzentration
Bedingungen: 100 mM ManNAc, 200 mM Pyr; pH 7,5; 25 °C

o
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Standardbedingungen

Auf Grund der vorstehend beschriebenen Ergebnisse wurden die kinetischen Kon-
stanten bei folgenden Standardbedingungen bestimmt:

e pH 7,5.
e 25 °C.
e Puffer 10 mM - 20 mM KHzPOs, titriert mit NaOH auf pH 7,5.

Bestimmung der kinetischen Parameter durch Messung der Anfangsreak-—
tionsgeschwindigkeiten und aus Satzreaktorversuchen

Die zur Beschreibung der Kinetik erforderlichen Konstanten lassen sich entweder
aus Messungen von Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten oder aus Satzreaktor-
versuchen ermitteln, wie es schematisch in Abbildung 3.3.3-4 dargestellt ist.

nfangsreaktionsgeschwindigkeit

graphische -
Ableitung I—P v = f(c)

fitting = 1

c = f(t)

!

(r—)
[Bdul Kinetisches
nicht-lineare E’ Modell -»> Vmax Km K,
LRegression
Satzreaktorversuch

numerische
c = f(t) —— Integration

Abb. 3.3.3-4: Emmittlung der kinetischen Parameter aus Messungen der An-
fangsreaktionsgeschwindigkeit oder aus Satzreaktorversuchen

In beiden Fillen ist ein kinetisches Modell erforderlich, das die Reaktionsge-
schwindigkeit bzw. massenspezifische Enzymaktivitdt als Funktion der Substrat-
konzentrationen beschreibt (hier Gleichung 3.3.2-16), Wihrend bei Messungen der
Anfangsreaktionsgeschwindigkeit die Konzentration nur einer Komponente verin-
dert wird und die der anderen Komponenten konstant gehalten werden, wird bei
Satzreaktorversuchen die Konzentrationsinderung aller (!) Komponenten als Funk-
tion der Zeit gemessen. Bei der Auswertung sind daher die Stoffbilanzen aller
Komponenten erforderlich, die ein gekoppeltes Differentialgleichungssystem erster
Ordnung bilden (vgl. Kap. 3.5.2). Bei beiden Verfahren werden zur Berechnung
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der Parameter Methoden zur nicht-linearen Regression verwendet, im Fall der
Satzreaktorversuche ergénzt durch numerische Integration der Geschwindigkeits-
gleichungen. Beide Methoden weisen Vor- und Nachteile auf, die im folgenden
kurz beleuchtet werden sollen:

e Anfangsreaktionsgeschwindigkeitsmessungen sind leicht durchzufiihren und ein-
fach auszuwerten; sie sind sehr gut geeignet, um einzelne Aspekte der Kine-
tik wie z. B. die Inhibierung durch Produkte oder Fremdsubstanzen zu
{iberpriifen. Prinzipiell kénnen die damit ermittelten Konstanten zur Model-
lierung von Satzreaktorversuchen dienen (Biselli, 1991).

e Satzreaktorversuche sind ebenfalls leicht durchzufiihren, die Berechnung der
Konstanten ist jedoch aufwendiger (spezielle Software erforderlich). Sie koénnen
dazu dienen, die Kinetik unter Bedingungen zu ermitteln, die auch fiir den
spateren ProzeB gewidhlt werden sollen (hohe Substratkonzentrationen,
Erfassung eines groBen Umsatzbereiches). Satzreaktorversuche sind dann
vorteilhaft, wenn z. B. entstechende Produkte nicht in Reinsubstanz fiir
kinetische Messungen zur Verfligung stehen.

Im vorliegenden Fall wurden die kinetischen Konstanten aus Satzreaktorversuchen
bestimmt. Messungen der Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten allein lieferten Para-
meter, die fiir die Modellierung von Satzreaktorversuchen und kontinuierlichen
Experimenten nur eingeschrinkt brauchbar waren. Diese Daten lieferten jedoch
erste  Anhaltswerte iiber die zu erwartenden GroBenordnungen der kinetischen
Parameter. Mit den aus den Satzreaktorversuchen bestimmten Konstanten gelang
jedoch problemlos die Beschreibung aller Anfangsreaktionsgeschwindigkeits-
messungen.

Bestimmung der kinetischen Parameter aus Satzreaktorversuchen

Zur Ermittlung der kinetischen Konstanten wurde sowohl die Synthese als auch
die Spaltung von Neu5Ac untersucht. Dabei wurden die Konzentrationen von
ManNAc, Pyr und Neu5Ac als Funktion der Zeit mittels HPLC bestimmt. In
Tabelle 3.3.3-2 sind die verwendeten Ausgangskonzentrationen der Substrate sowie
die eingewogene Enzymkonzentration angegeben.

Zur Parameteridentifikation wurde ein Programm zur simultanen Anpassung an
verschiedene Konzentrations-Zeit-Datensdtze durch numerische Integration der zu-
gehdrigen Geschwindigkeitsgleichungen verwendet (Programm OPTIPLUS; Joksch,
1987). Die Reaktionsgeschwindigkeit wurde durch Gleichung 3.3.2-19 beschrieben,
die an Stelle der zu bestimmenden Konstanten Kij* die mit guter Genauigkeit
bestimmbare Gleichgewichtskonstante KeqA enthdlt. Der Wert fiir KiA 18Bt sich
aus der Haldane-Beziehung 3.3.2-18 berechnen.

Die Abbildung 3.3.3-5 zeigt die experimentellen Daten und die mit Hilfe der
erhaltenen kinetischen Konstanten simulierten Konzentrations-Zeit-Kurven flir die
Synthesereaktion, Abbildung 3.3.3-6 =zeigt vergroBert zwei Kurven bei niedrigen
Konzentrationen. Die ermittelten kinetischen Konstanten finden sich am Ende
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dieses Abschnittes. Eine befriedigende Ubereinstimmung fiir den Gleichgewichts-
umsatz und die Anstiegsgeschwindigkeit findet man nur, wenn eine effektive
Enzymaktivitit angenommen wird, die mit steigender Konzentration abnimmt. Fiir
den Versuch Nr. 5 (305 mM ManNAc, 562 mM Pyr) ist gestrichelt der simu-
lierte Konzentrations-Zeit-Verlauf unter Annahme von 100% Enzymaktivitit einge-
zeichnet. Die beste Anpassung findet man fiir eine Restaktivitit von 65%. Rech-
nerisch wird die verminderte Enzymaktivitit durch eine entsprechend verringerte
Enzymkonzentration in der Geschwindigkeitsgleichung verwirklicht. Die ermittelten
effektiven Enzymkonzentrationen sind in Tabelle 3.3.3-2 in Klammern angegeben.

Versuch [ManNAc]o [Pyr]o [Neu5Ac]o [Aldolase]
Nr. mM mM mM mg/mL
1 57 104 0 0,9 (0,83)
2 112 107 0 0,9 (0,77)
3 110 211 0 0,9 (0,74)
4 210 387 0 1,8 (1,30)
5 305 562 0 1,8 (1,17)
6 0 0 50 0,9 (0,86)
7 0 0 104 0,9 (0,82)
8 0 0 191 1,8 (1,57)
9 0 0 295 1,8 (1,44)
10 110 211 0 0,9 (0,74)
11 110 211 0 1,8 (1,48)
12 110 211 0 2,1 (1,73)

Tab. 3.3.3-2: Substrat- und Enzymkonzentrationen der Satzreaktorversuche (in
Klammern effektive Enzymkonzentration, s. u.)
Bedingungen: 25 °C; pH 7,5; 20 mM Phosphat-Puffer
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Abb. 3.3.3-5: Gemessene und gerechnete Konzentrations-Zeit-Verldufe der

Synthese von Neu5Ac mit Angabe der ManNAc/Pyr-Konzentra-
tionen (Satzreaktorversuche)

100+ ManNAc + Pyr ——> NeuSAc
1 110/211 mM
= 804
£ 4
N 604
—
Q
v
a 404
Z ] ©co00O
= 57/104 mM
20+
0 T T d T T T T T
0 20 40 60 80 100
Zeit / min
Abb. 3.3.3-6: Konzentrations-Zeit-Verldufe der Synthese von NeuSAc
(Ausschnitt)

Die Abnahme der Enzymaktivitit mit steigenden Konzentrationen kann mit der
zunchmenden Viskositit der Losung begriindet werden. Die zunehmende Ionen-
stirke hat keinen EinfluB, wie durch Zusatz von inerten Elektrolyten, die die
Viskositdt nur wenig erhdhen, gezeigt werden kann. Eine ausfiihrliche Diskussion
hierzu ist in Kapitel 3.3.5 zu finden. Eine SubstratiiberschuBinhibierung kann auf
Grund der Ergebnisse der Messungen zur Anfangsreaktionsgeschwindigkeit ausge-
schlossen werden (sieche unten). Denkbar wire, daB die Konzentration der Form
des ManNAc, die letztendlich am Enzym gebunden wird (offenkettig, Ringform),
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durch die Gesamtkonzentration beeinfluBt wird. Fiir das quantitative Verstindnis
der Kinetik ist die FEinfilhrung einer effektiven Enzymkonzentration ausreichend,
zumal ein Zusammenhang zwischen der verringerten Enzymaktivitit (angegeben in
Prozent Restaktivitit) und der Substratkonzentration fiir die Synthesereaktion be-
steht (Abbildung 3.3.3-7). Mathematisch kann die Restaktivitit als Funktion der
Gesamtkonzentration mit Hilfe von Gleichung 3.3.3-1, die formal eine nicht-kom-
petitive Inhibierung angibt, beschriecben werden. In erster Niherung wird dabei
die Abnahme der Gesamtkonzentration auf Grund der Molzahlverminderung mit
zunehmendem Umsatz nicht berlicksichtigt. Die gleiche Beziehung beschreibt auch
die Inhibierung der Spaltreaktion mit steigender NeuS5SAc-Konzentration.

1
Arest = 100 * (3.3.3—1)
1+([ManNAc)o+[Pyr)o+[NeubAclo)/Kv
mit: Arest % Restaktivitat
Kv mol/L "Inhibierungskonstante” zur Beschreibung des Konzen-
trationseinflusses

Aus den in Abb. 3.3.3-7 gezeigten MeBwerten errechnet sich Kv zu 1556 mM.
Gleichung 3.3.3-1 wird auch zur Abschitzung der Enzymaktivitit beim Vergleich
von berechneten und experimentellen Betriebspunkten flir den Einsatz der Aldo-
lase im kontinuierlichen ProzeB benutzt.

3N
~N
§
2 J
X Y=100/(1+ )
2 /(1+%/1556)
0
Q
o
204
o ManNAc + Pyr ——> NeuSAc

—_— : .
0 200 400 600 800
Gesamtkonzentration / mM

Abb. 3.3.3-7: Restaktivitdt als Funktion der Gesamtsubstratkonzentration
(Synthese); die Zahlen geben die Versuchsnummer an

Abbildung 3.3.3-8 zeigt die Konzentrations-Zeit-Verldufe fiir die Spaltung von
Neu5Ac.
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Abb. 3.3.3-8: Konzentrations-Zeit-Verldufe der Spaltung von Neu5Ac mit An-
gabe der Neu5Ac-Konzentrationen (Satzreaktorversuche)

Um zu zeigen, daB keine vorgelagerten Reaktionen wie z. B. die Mutarotation
der Zucker geschwindigkeitsbestimmend sind, wurden die Versuche 10-12 bei un-
terschiedlichen Enzymkonzentrationen durchgefiihrt. Unter Berticksichtigung der
effektiven Enzymaktivitit von 82% ergibt sich auch hier eine gute Ubereinstim-
mung von experimentellen Daten und Simulation. Dies ist ein Indiz dafiir, daB
alle wesentlichen EinfluBgroB8en bei der Erstellung des Modells und der Parame-
terbestimmung berilicksichtigt worden sind.

80+

[NeuSAc] / mM
s
2

ManNAc + Pyr ——> Neu5Ac

204 o 1.73 g/L
] & 1.48 g/L
0 o 0.74 g/L
M U M | 4 1
0 20 40 60

Zeit / min

Abb. 3.3.3-9: Konzentrations~Zeit-Verldufe der Synthese von Neu5Ac bei unter-
schiedlichen Enzymkonzentrationen (angegeben sind die effektiven
Enzymkonzentrationen); 110 mM ManNAc, 211 mM Pyr
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Tabelle 3.3.3-3 zeigt die aus den Satzreaktorversuchen ermittelten kinetischen
Parameter der Neu5Ac-Aldolase unter den gewihlten Standardbedingungen (25 °C,
pH 7,5). Zur Orientierung ist die zugehorige Geschwindigkeitsgleichung ebenfalls
angegeben. Gleichung 3.3.3-2 setzt sich aus Gl. 3.3.2-16 zur Beschreibung der
Geschwindigkeit der Neu5Ac-Synthese und Gl 3.3.3-1 zur Beschreibung des
Konzentrationseinflusses auf die Enzymaktivitit zusammen.

Amax¥ 230,5 pkat/g

13,8 U/mg
Anax® 141,8 nkat/g
8,51 U/mg
KpA = KgP¥r 0,136 mmol/L
KnB = KgManNac 402,2 mmol/L
KmP = KpNeudac 9,44 mmol/L
KiA = KjPyr 1,301 mmol/L
KB = KjManNac 23,76 mmol/L
Ky 1556 mmol/L
Keq? 29,36 L/mol

Tab. 3.3.3-3: Kinetische Konstanten der Neu5Ac-Aldolase

\'21

AmaxB*[A]*[B] Amax®R*[P] 1
(Ela1a * ( - ) %
K1 A%Kn®B KnP 1+([AJo+[Blo+[PJo)/Kv
[A] KeA*[B]  [A]*[B] [P] [P]*[B]
1 + + + + +
KiA K1 A%KnB K1 A*KnB Kan? Ki1B*KnP (3.3.3-2)

Im folgenden sollen die ermittelten Werte kurz diskutiert werden:

® Die kinetischen Parameter beschreiben eine Formalkinetik, die auf Grund der

Art der Bestimmung geeignet ist, Reaktionsgeschwindigkeiten fiir den ge-
samten Umsatzbereich bei unterschiedlichen Substratkonzentrationen zu berech-

nen. Dies ist die erste vollstindige Beschreibung aller Substrat- und Produkt-
einflisse auf die Kinetik der Neu5Ac-Aldolase.

e FEin direkter Vergleich der ermittelten Konstanten mit Literaturwerten ist nicht

moglich, da dort Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten z. B. nur der Spaltung
untersucht wurden. So wird fiir die Spaltung ein Kn¥euAc  vyon etwa 3 mM
angegeben (Uchida et al, 1984; Toyobo, 1991; Aisaka, 1991).

¢ Bei Neu5Ac und ManNAc wurden die Gesamtkonzentrationen verwendet; eine

Unterscheidung zwischen Furanose- und Pyranoseform, a- und B-Anomer
und offenkettiger Form erfolgte nicht (weitere Angaben hierzu finden sich im
Kap. 3.4, Mutarotation). Moglicherweise ist der hohe Km~Wert fiir ManNAc
darauf zuriickzufiihren, daB die vom Enzym gebundene Form nur zu einem

geringen prozentualen Anteil in der Losung vorliegt (vgl. Kap. 3.3.2; Kim et
al.,, 1988).
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® Das Enzym zeigt die hochste Affinitit gegentiber Pyr; die Spaltung von
Neu5Ac wird durch Pyr sehr stark inhibiert. Dies zeigt sich auch in den
Messungen zur Anfangsreaktionsgeschwindigkeit (vgl. folgenden Abschnitt).

o Auf Grund des Modells wird keine Inhibierungskonstante des Produktes
Neu5Ac auf die Synthesereaktion bendtigt.

Beschreibung von Messungen der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit durch
das Modell

Durch die Satzreaktorversuche wurden kinetische Parameter ermittelt, die tiber
den gesamten Umsatzbereich giiltig sind. Sie konnen auch benutzt werden, um
Messungen der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit zu beschreiben, wie im folgenden
gezeigt wird.

Die Abbildungen 3.3.3-10 und 3.3.3-11 zeigen die massenspezifische Aktivitit der
Neu5Ac-Aldolase als Funktion der Substrat- bzw. inhibierenden Produktkonzentra-
tionen. Die jeweils unverinderten Konzentrationen sind in den Diagrammen ange-
geben. Zur Berechnung der Kurven wurden die in Tab. 3.3.3-3 angegebenen
kinetischen Parameter und die Geschwindigkeitsgleichung 3.3.2-16 verwendet. Die
Reaktionsgeschwindigkeit wird dabei auf die Enzymmenge normiert, um die mas-
senspezifische Aktivitdit zu erhalten.

Genau wie bei den Satzreaktorversuchen werden die experimentellen Daten sehr
gut durch das Modell beschrieben. Im folgenden sollen einige Beobachtungen
diskutiert werden:

e Da das Enzym Pyr und ManNAc oder Neu5Ac als Substrat binden kann
und entweder die Synthese oder Spaltung von Neu5Ac Kkatalysiert, treten fiir
beide Reaktionen im Verhalten gegeniiber den Substraten bzw. Reaktionspro-
dukten RegelmiBigkeiten auf. Eine groBe Affinitdit des Enzyms gegeniiber
Pyruvat als Substrat, erkennbar am kleinen Kn-Wert, bewirkt entsprechend
eine starke Inhibierung der Spaltung durch das Spaltprodukt Pyr (vgl. Abb.
3.3.3-10A und 3.3.3-11B). Das Enzym bindet Pyr sehr gut, so daB fiir die
Spaltungsreaktion bereits bei kleinen Pyr-Konzentrationen nur noch wenig
freiles Enzym zui Verfiigung steht. In gleicher Weise zeigt der groBe Ku-
Wert fiir ManNAc an, daB auch die Spaltung durch das entstehende Produkt
nur wenig inhibiert wird (vgl. Abb. 3.3.3-10B und 3.3.3-11C). Der im Ver-
gleich zu den Werten fiir Pyr relativ groBe Kn-Wert fiir Neu5Ac ist mit
einer deutlich schwicheren Inhibierung der Synthese durch die gebildete
Neu5Ac verbunden (vgl. Abb. 3.3.3-11A und 3.3.3-10C).

e Bei den Messungen zum EinfluB der Pyr-Konzentration kdnnte auf Grund
der hoheren beobachteten Aktivititen bei etwa 20 mM eine nur schwach
ausgeprigte SubstratliberschuBinhibierung diskutiert werden (Abb. 3.3.3-10A).
Da aber bei der Produktion von Neu5Ac mit Pyr-UberschuB gearbeitet wird,
lagen die Konzentrationen selbst bei hohem Umsatz iliber 50 mM. Fir
diesen Konzentrationsbereich werden die MeBwerte gut durch das Modell
beschrieben, so daB eine Erweiterung nicht nétig ist.
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® Es gibt keine Anzeichen flir eine SubstratiiberschuBinhibierung, durch die die
Abnahme der Enzymaktivitit in den Satzreaktorversuchen mit steigender Sub-
stratkonzentration begriindet werden kann.

e Die starke Streuung der MeBpunkte bei der Untersuchung der Produktinhi-
bierung der Synthese (Abb. 3.3.3-10C) ist durch die MeBmethode und die
Genauigkeit der HPLC-Messungen gegeben. Es wurde die geringe Zunahme
einer bereits recht hohen Konzentration bestimmt, was trotz Mehrfachbestim-
mungen zu der beobachteten Streuung filhrte. Neu5Ac bewirkt eine starke
Inhibierung der Synthesereaktion. Bei Neu5Ac-Konzentrationen bis 160 mM
erfolgt die Synthese von Neu5Ac. Bei hoheren Konzentrationen kommt es
auf Grund der Gleichgewichtslage zur Spaltung von Neu5Ac (vgl. auch Abb.
3.3.3-11C).

e In Abb. 3.3.3-11C ist die gleichzeitige Inhibierung der Spaltung durch
ManNAc und Pyr dargestellt. Bei ManNAc-Konzentrationen bis ca. 100 mM
erfolgt die Spaltung von Neu5Ac. Bei hoheren Konzentrationen kommt es
auf Grund - der Gleichgewichtslage zur Synthese von Neu5Ac, was durch
negative Aktivititswerte beschrieben wird. Die Streuung der MeBwerte wird
durch die notwendige Messung einer geringen Konzentrationszunahme der
Spaltprodukte, die z. T. in recht hohen Konzentrationen vorgelegt werden,
verursacht.

Schlusfolgerungen

Mit Hilfe der bestimmten kinetischen Parameter lassen sich die Reaktionsge-
schwindigkeiten der Synthese und Spaltung als Funktion des Umsatzes berechnen.
Das Ergebnis dieser Berechnungen ist in Abbildung 3.3.3-12 dargestellt. Aufgetra-
gen sind die beiden Terme aus Gleichung 3.3.2-16 fiir drei ausgewdhlte Start-
konzentrationen an ManNAc und Pyr; es wurde eine Enzymkonzentration von
1 g/L verwendet. Der oben diskutierte ViskosititseinfluB auf die Enzymaktivitit
wurde nicht beriicksichtigt.

Man erkennt, wie mit zunehmender Gesamtsubstratkonzentration der -erzielbare
Gleichgewichtsumsatz ansteigt (Schnittpunkt der Kurven von Synthese und Spal-
tung). Die Reaktionsgeschwindigkeit der Synthesereaktion steigt stark mit der
Substratkonzentration an. Dies ist auf den hohen Kp-Wert fiir ManNAc von
402 mM zurilickzufiihren, da erst bei Konzentrationen gréBer 800 mM fiir dieses
Substrat die maximale Reaktionsgeschwindigkeit erreicht wird. Durch die starke
Produktinhibierung nimmt die Reaktionsgeschwindigkeit der Synthese mit wachsen-
dem Umsatz stark ab. Auf Grund der zunehmenden Inhibierung durch Pyr und

ManNAc falit die Geschwindigkeit der Spaltung mit steigender Substratkonzentra-
tion leicht ab.
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Abb. 3.3.3-12: Berechnete Reaktionsgeschwindigkeit als Funktion des Umsatzes fiir
die Synthese von Neu5Ac; Substratkonzentrationen in der Zeich-
nung angegeben (ManNAc/Pyr); 1 g/L Aldolase

In Tab. 3.3.3-4 sind die Gleichgewichtsumsitze, die sich aus der thermodynami-
schen Gleichgewichtskonstanten KeqA nach Gl 3.2-7 berechnen lassen, denen
gegeniibergestellt, die sich unter Verwendung der Kkinetischen Parameter berechnen
lassen. Letztere entsprechen den Schnittpunkten der in Abb. 3.3.3-12 dargestellten
Kurven fiir die Synthese und die Spaltung. Fiir alle hier betrachteten Konzentra-
tionen findet man fiir den erzielbaren Gleichgewichtsumsatz eine sehr gute Uber-
einstimmung. Auch die aus dem Gleichgewichtsumsatz berechneten Werte fiir die
Gleichgewichtskonstante zeigen eine gute Ubereinstimmung mit dem experimentell
bestimmten Wert von 29,4 L/mol.

[ManNAc]o [Pyr]o Ua V U 2 Keqdp 2
mM mM - - L/mol
50 100 0,665 0,660 29,0
300 600 0,906 0,900 27,3
1000 2000 0,970 0,967 28,4

Tab. 3.3.3-4: Vergleich der aus thermodynamischen und Kkinetischen Parametern
berechneten Gleichgewichtsumsitze
1) berechnet aus der experimentell bestimmten Gleichgewichts-
konstanten Keq* = 29,4 L/mol
2) berechnet aus den in Abb. 3.3.3-12 dargestellten Kurven auf
der Basis der kinetischen Parameter
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Aus den vorgestellten Ergebnissen ergibt sich, daB neben der Thermodynamik
auch die Kinetik der NeuS5Ac-Synthese fiir die Durchfithrung der Reaktion bei
moglichst hohen Substratkonzentrationen spricht.

Mit Kenntnis der Kinetik ergeben sich fiir die optimalen Reaktionsbedingungen
die in Tabelle 3.3.3-5 aufgelisteten Aspekte:

Thermodynamik Kinetik Stabilitat
Temperatur 25 °C ¥V 25 °C v niedrig (?)
pH - 15 optimal
Konzentration hoch hoch ?

Tab. 3.3.3-5: Optimale Reaktionsbedingungen fiir die NeuS5Ac-Synthese (2):
-~: kein EinfluB, ?: noch unklar, (?): vermutlich; 1) giinstigster
KompromiB; neue Werte unterstrichen

Zusammenfassung

¢ Die volistindige Kinetik der NeuS5Ac-Aldolase wurde aus Satzreaktorversuchen
bestimmt. Dadurch ist sie tiber den gesamten Umsatzbereich und auch bei
hohen Ausgangskonzentrationen gultig. Messungen der Anfangsreaktionsge-
schwindigkeit dienten zur XKontrolle der Kkinetischen Parameter und lieferten
zusidtzliche Informationen.

¢ Das verwendete kinetische Modell beschreibt die Kinetik und die Gleichge-
wichtslage der Reaktion korrekt, wenn man Viskosititseinfliisse auf die
Enzymaktivitdt berticksichtigt.

¢ Die Ergebnisse der kinetischen Untersuchungen bestitigen die auf Grund der

Thermodynamik festgelegten Reaktionsbedingungen: 25 °C, mdglichst hohe
Substratkonzentrationen.
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3.8.4 Stabilitit der N-Acetylneuraminsiure-Aldolase

Fiir den Einsatz in kontinuierlichen Prozessen spielt die Enzymstabilitdit unter
Betriebsbedingungen eine entscheidende Rolle. Eine gute Langzeitstabilitit ermdg-
licht stabile Betriebszustinde iiber lingere Zeitriume hinweg und fiihrt zu niedri-
gen produktmengenspezifischen Enzymkosten. In diesem Kapitel soll aufgezeigt
werden, wie durch die Auswahl geeigneter Werkstoffe die Stabilitit der NeuSAc-
Aldolase auf einfache Weise erh6ht werden kann.

Bossow-Berke (1989) hatte fiir die Fructose-1,6-diphosphat-Aldolase aus Kanin-
chenmuskel gefunden, daB zahlreiche, zum Bau von Enzym-Membran-Reaktoren
im LabormaBstab verwendete Materialien das Enzym desaktivieren. Auf diesen
Arbeiten aufbauend wurde auch filir die NeuSAc-Aldolase der EinfluB dieser
Materialien untersucht. In Abbildung 3.3.4-1 ist die relative Aktivitit der
Neu5Ac-Aldolase bei Inkubation in einem Polypropylen-ReaktionsgefiB ("Eppen-
dorf-Cup”, Volumen. 1,5 mL), einem herkémmlichen EMR aus Edeistahl 1.4571
(gemeinhin als "V4A-Stahl” bezeichnet) und einem aus Polypropylen gefertigten
EMR als Funktion der Zeit aufgetragen.

Reaktionsgefdg; 1.5 %/d

Relative Aktivitét / —

0.4+ Polypropylen—
Reaktor; 5 %/d
0.2+
j Edelstahl—Reaktor; 20 %/d
0.0 T T T T T T T T T T
0 4 8 12 18 20
Zeit / d

Abb. 3.3.4-1: Aktivitdt der NeuSAc-Aldolase als Funktion der Zeit in Enzym-
Membran-Reaktoren aus verschiedenen Werkstoffen
Bedingungen: pH 7,5, 25 °C;, 50 mM KH2POq;
Aldolase ~ 30 pg/mL

Man sieht deutlich, daB im aus Polypropylen gefertigten EMR die Enzymdesakti-
vierung deutlich geringer ist als im EMR aus Edelstahl. Die Wahl von Polypro-
pylen (PP DWU der Firma Simova, Kirn) erfolgte auf Grund der guten Stabili-
tit des inkubierten Enzyms in den aus Zhnlichem Material bestehenden
ReaktionsgefiBen (Kragl et al, 1991b). In den kontinuierlichen Prozessen wurden
fiir den Polypropylen-EMR entsprechende Desaktivierungsraten gefunden (vgl.
Kap. 3.5.3).
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Neben dem "Komplettsystem” EMR wurde die Stabilitdt der Aldolase in Gegen-
wart verschiedener Materialien untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung
3.3.4-2 zusammengefaBt. Die Ermittlung der Desaktivierung erfolgte unter Stan-
dardbedingungen (pH 7,5; 25 °C, Puffer), indem etwa gleichgroBe Materialstiick-
chen zusammen mit der Enzymlosung in ReaktionsgefdBen (Volumen 1,5 mL) in-
kubiert wurden. Die Enzymaktivitdit wurde durch Probenahme in geeigneten Zeit-
intervallen bestimmt. Die angegebenen Schlauchmaterialien wurden untersucht, da
sie fiir den Aufbau eines Enzym-Membran-Reaktors mit 70 mL Volumen bend-
tigt wurden (vgl. Kap. 3.5.4; Appel, 1990).

ReaktionsgetiB
Reaktor Polypropylen
Reaktor Stahl

Werkstoffe
Polypropylen B8 0,
Glas
Teflon (PTFE)
Plexiglas (PMMA)
Edelstahl 1.4571

igh rigl)
Viton
Silikon
Perbunan E
Schlauchmaterialien
Polyethylen E
Mapren (Neopren) E
Teflon (PTFE) EZ2 2,

PVC E

Silikon E

] 10 20 30 40
Desaktivierung / %/d

Abb. 3.3.4-2: Desaktivierungskonstanten der Neu5Ac-Aldolase in Gegenwart ver-
schiedener Werkstoffe
Bedingungen wie in Abb. 3.3.4-1

Die hier vorgestellten Ergebnisse lassen keinen RiickschluB auf die Mechanismen
der Enzymdesaktivierung zu. Ebenso ist ein Vergleich der Zahlwerte nur be-
schrinkt moglich, da z. B. der EinfluB unterschiedlicher Oberflichenbeschaffen-
heiten (gesdgt, poliert, gebeizt usw.) nicht nidher untersucht werden konnte.
Trotzdem zeigen diese Ergebnisse, daB die Auswahl geeigneter Werkstoffe eine
wichtige Rolle spielt.

Ein groSer MaterialeinfluB auf die Enzymstabilitit wurde auch fiir die Alkoholde-
hydrogenase aus Thermoanaerobium brockii gefunden (Peters, 1990). Die Verwen-
dung von Polypropylen an Stelle von Edelstahl fir den EMR verringerte die
gefundene Desaktivierung von 47 %/d auf 32 %/d. Nach Ersatz des verwendeten
Dichtrings im EMR aus Perbunan durch einen aus Silikongummi (Fa. Seybold,
Diren) war ilber 5 Tage hinweg keine Aktivititsabnahme der TBADH mehr
feststellbar. Der desaktivierende FEinfluB von Perbunan wurde auch fiir die
Neu5Ac-Aldolase gefunden.

Alle kontinuierlichen Experimente mit Ausnahme der Synthese von NeuSAc im

groBeren MaBstab wurden daher im Polypropylen-EMR unter Verwendung von
Dichtringen aus Silikongummi durchgefiihrt.
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Der EinfluB verschiedener Temperaturen auf die Stabilitdit der Neu5Ac-Aldolase
wurde nur in beschrinktem Umfang untersucht, da durch die Gleichgewichtslage
eine moglichst niedrige Temperatur gefordert wird (vgl. Kap. 3.2). Messungen bei
15, 25 und 35 °C zeigten keinen signifikanten Unterschied in den Desaktivie-
rungsraten von 1-2 %/d. Ebenso brachte die Inkubation mit Substraten
(ManNAc, Pyr) bei diesen Temperaturen keine Verbesserung der Stabilitdt, ob-
wohl in der Literatur von einer Verbesserung der Thermostabilitit der NeuSAc-
Aldolase bei Anwesenheit der Substrate berichtet wird (Kolisis et al., 1980;
Aisaka et al, 1991). Allerdings wurden diese Effekte bei Temperaturen iiber
70 °C beobachtet. Wahrscheinlich wird durch die Bindung des Substrates die
Aktivierungsenergie der Enzymdesaktivierung heraufgesetzt, was aber bei den hier
untersuchten niedrigeren Temperaturen noch keine Rolle spielt.

Zusammenfassung

® Als wesentliche EinfluBgréBe auf die Stabilitit der NeuSAc-Aldolase wurden
die fiir den Enzym-Membran-Reaktor verwendeten Materialien identifiziert.

¢ Die im Polypropylen-EMR gefundene Desaktivierung von 5 %/d ist niedrig
genug, um das Enzym in l6slicher Form fiir die Produktion von Neu5Ac
einsetzten zu konnen. Der niedrige Preis der Aldolase (20000 U fiir 760,-
DM entsprechend ca. 10000 U fiir die Synthese unter den hier gewihlten
Bedingungen) macht weitere Untersuchungen zur Stabilisierung durch Tréigerfi-
xierung oder Zusitze nicht erforderlich.

¢ Die optimale Reaktionstemperatur wird durch die Gleichgewichtslage der Re-
aktion, nicht durch die Enzymstabilitit bestimmt.

¢ Der pH-EinfluB auf die Enzymstabilitit wurde nicht untersucht; alle Unter-
suchungen wurden bei pH 7,5 durchgefiihrt,

e FEin EinfluB der Substrate auf die Enzymstabilitit wurde nicht gefunden.

Damit 14Bt sich Tabelle 3.3.3-1 bzw. 3.3.3-4 mit den optimalen Reaktionsbedin-
gungen vervollstindigen:

Thermodynamik Kinetik Stabilitat
Temperatur 25 °C 25 °C 25 °C
pH - 7,5 7.5
Konzentration hoch hoch =

Tab. 3.3.4-1: Optimale Reaktionsbedingungen fiir die Neu5Ac-Synthese (3):
-: kein EinfluB; V) glinstigster KompromiB; neue Werte unter-
strichen

Die Festlegung der optimalen Konzentrationen mit Hilfe von Modellierungen wird
in Kap. 3.5.2 beschrieben.
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3.3.5 EinfluB der Viskositidt des Reaktionsmediums auf die Aktivitdt der
N-Acetylneuraminsaure—Aldolase

Die Aktivitit von Enzymen ist von zahlreichen Faktoren abhingig. Makroskopisch
148t sich die Enzymaktivitit z. B. als Funktion des pH-Wertes oder der Sub-
stratkonzentration beschreiben.

Wie sich bei der Ermittlung der kinetischen Parameter der Aldolase aus Satzre-
aktorversuchen gezeigt hat, spielen weitere Faktoren eine Rolle, die durch die
{ibliche formalkinetische Beschreibung nicht erfaBt werden konnen. Obwohl aus
Messungen der Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten keine SubstratiiberschuBinhibie-
rung gefunden wurde, mufite zur vollstindigen Anpassung des Modells an die
experimentellen Daten eine mit zunehmender Substratkonzentration abnehmende
Enzymaktivitit definiert werden (vgl. Kap. 3.3.3). Im folgenden soll gezeigt wer-
den, daB dieser Aktivitdtsriickgang durch die zunehmende Viskositit des Re-
aktionsmediums erklart werden kann.

Der EinfluB der Viskositdit des Reaktionsmediums wurde fiir verschiedene Enzyme
untersucht. Eine gute Ubersicht und Erklirung dieses Phinomens findet sich in
dem Buch "The Fluctuating Enzyme”, herausgegeben von G. R. Welch (1986)
und der darin zitierten Literatur. Die Grundidee soll hier kurz skizziert werden
(Gavish et al., 1979):

¢ Die Theorie des aktivierten Komplexes beschreibt als geschwindigkeits-
bestimmenden Schritt den Ubergang des Enzym-Substrat-Komplexes iiber die
Energiebarriere.

¢ Der Enzym-Substrat-Komplex wechselwirkt auf zwei Arten mit den Losungs-
mittelmolekiilen: zufdllige Kollisionen erhohen die kinetische Energie des
Komplexes, wihrend Scherkrifte zu einer Verringerung des Energieinhalts
filhren. Anschaulich nimmt die Mobilitdt der Partikel mit steigender Viskositit
ab.

¢ Eine quantitative Beschreibung des Prozesses liefert die Beziehung, daB die
Geschwindigkeitskonstante k umgekehrt proportional der dynamischen Viskosi~-

tat n ist:
k=£f (1/79)
nit: k 1/s Geschwindigkeitskonstante
7 Pa*s dynamische Viskositit

Die Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit mit steigender Viskositdt ist fiir eine
Reihe von Enzymen getestet und bestitigt worden (Welch, 1986). Es wurden je-
doch auch Ausnahmen beobachtet, bei denen es zu einer Aktivititszunahme kam
(Varga et al, 1978). Andere Autoren fanden, daB die Viskositit des Reaktions-
mediums allein nicht ausreicht, um die beobachteten Effekte zu erkliren (Damja-
novich et al, 1972; Jancsik et al, 1975/76). Je nach verwendetem Visko-
sitdtserh6her wurden unterschiedliche Aktivititsabnahmen gefunden, was mit einer
zusitzlichen Anderung der Konformation des Enzyms erklirt wurde.

Bei allen bisher beschriebenen Untersuchungen wurden inerte Alkohole oder Po-
lymere zugesetzt, um die Viskositit zu erhthen. Untersuchungen zum Einflu der
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Viskositdtserhbhung durch die Substrate sind bisher in der Literatur nicht be-
schrieben worden.

Fir die Neu5Ac-Aldolase wurde der EinfluB folgender Substanzen auf die Syn-
theseaktivitdt untersucht und mit der resultierenden Viskositit des Reaktionsmedi-
ums korreliert: Glycerin, Polyethylenglycol 400, NaCl, GlcNAc, Bernsteinsdure und
2-Methylbuttersdure. Die Auswahl ist willkiirlich, es wurden jedoch ionogene und
nicht-ionogene Substanzen untersucht. NaCl diente zur Untersuchung des Ein-
flusses hoher Ionenstirken. Die Untersuchungen wurden folgendermaBen durchge-
fuhrt:

e Fiir einen geeigneten Konzentrationsbereich (ca. 0 bis 500 mM) wurden
zundchst die Viskosititen der Losungen bestimmt. Es wurde ein Rheometer
Rotovisco RV 100 (Haake, Karlsruhe) verwendet, bei dem die laminare
Scherstromung zwischen einem rotierenden und einem koaxial feststehenden
Zylinder gemessen wird (Rompp, 1990). Jede Messung wurde mindestens
zweimal durchgefithrt und die erhaltenen dynamischen Viskosititen gemittelt.
MeBbedingungen: 3 mL Probenvolumen, 25 °C, pH 7,5, 50 mM KHz2POa.

e Fiir die gleichen Konzentrationen der gelosten Substanzen wurde die Aktivitdt
der Neu5SAc-Aldolase in Syntheserichtung bestimmt. MeBbedingungen: 100
mM ManNAec, 100 mM Pyr, 25 ng/mL Aldolase, 25 °C, pH 7,5, 50 mM
KH2PO4s.

Wie Abbildung 3.3.5-1 zeigt, steigt die Viskositit mit steigender NaCl-Konzentra-
tion nur geringfiigig an; ebenso nimmt die Enzymaktivitit nur wenig ab. Damit
beeinfluft die Ionenstirke der Losung die Enzymaktivitit nicht; die beobachtete
Abnahme bel den Satzreaktorversuchen mufB also auf andere Ursachen zuriickge-
fihrt werden. Fiir Bernsteinsdure ergibt sich ein #hnliches Bild; beide Effekte
sind etwas stirker ausgeprigt.

1Q.J B O

. o) —8— -] e |15
| ] o ° B8N\© 8
~ 0.8-1 Aktivitat
pt - 4
Pl . 1.05 ©
2 0.6+ o
X £
o O
> 04 Viskositdt i S
5 | 0.95

A — :

0!0 v ]7 L] ] ¥ l L] l L3 ‘ﬁ 0'85

0 100 200 300 400 500

[NaCl] / mM

Abb, 3.3.5-1: Dynamische Viskositit des Reaktionsmediums und Aktivitdt der
Neu5Ac-Aldolase als Funktion der NaCl-Konzentration
Bedingungen vgl. Text
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In Abbildung 3.3.5-2 ist die Enzymaktivitit als Funktion der Viskositdt fiir die
restlichen untersuchten Substanzen dargestelll. Man erkennt deutlich, daB neben
der Viskositit noch andere Faktoren eine Rolle spiclen miissen, da z. B. Glyce-
rin im Gegensatz zu Polyethylenglycol 400 bei geringen Viskosititen eine sehr
groBe Desaktivierung bewirkt. Anscheinend kommt es je nach Substanz zu spezi-
fischen Wechselwirkungen mit dem Enzym, die jedoch nicht weiter untersucht
wurden.

Die schraffierten Bereiche in Abbildung 3.3.5-2 markieren die Viskositdtsbereiche,
die bei Messung verschiedener Substratldsungen und der daraus erhaltenen Pro-
duktlosungen aus den Satzreaktorversuchen und kontinuierlichen Experimenten (vgl.
Kap. 3.5.3) gefunden wurden.

Die Viskositdt von Wasser bei 25 °C betrigt 0,912 mPa*s (Barrow, 1977).

1.0 o PEG 400 (25 Voi—2%)
! A GlcNAc (400 mM)
084 | A o 2—Methylbuttersdure (500 mM)
N 2 v Glycerin (12 Vol—2%)
[
w oA o
064 1 o o
\ &

Relative Aktivitdt / —

\\ D\
> u\
. -
0.2
- medn e Konz. hohe Konzentration

0.0 300/600 mM ManNAc/Pyr
“o.8 2.0 2.4 2.8
n / mPaxs

Abb. 3.3.5-2: Aktivitit der NeuS5Ac-Aldolase als Funktion der dynamischen Vis-
kositdt; die Zahlen in Klammern geben die griBte verwendete
Konzentration der Substanz an; Bedingungen vgl. Text

Die Ergebnisse zeigen, daB die Viskositit des Reaktionsmediums eine mégliche
Erklirung fiir die in den Satzreaktorversuchen und kontinuierlichen Experimenten
gefundene Abnahme der Enzymaktivitit mit zunchmender Substratkonzentration ist.
Mit Hilfe der Kkontinuierlichen Versuche konnte durch Wechsel der Substrat-
konzentrationen gezeigt werden, daB die Aktivititsabnahme reversibel ist! Unter
der Annahme, daB bei Zusatz von PEG 400 reine Viskosititseffekte zu einer
Aktivitdtsabnahme filhren, beschreibt diese Kurve in Abb. 3.3.5-2 recht gut die
ermittelten effektiven Enzymaktivititen (vgl. Kap. 3.3.3) als Funktion der Viskosi-
tat der Substratldsungen. Auf eine eingehende quantitative Beschreibung und Be-
rilcksichtigung in der Geschwindigkeitsgleichung fiir die enzymatische NeuS5Ac-
Synthese wurde verzichtet. Statt dessen wird, wenn ndtig, eine effektive Enzym-
konzentration verwendet, um Modellierungen an experimentelle Daten anzupassen.
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In Kap. 53.1 wird bei der Beschreibung des gekoppelten Systems aus Aldolase
und Epimerase gezeigt, daB der inhibierende EinfluB des GlcNAc ebenfalls mit
Gl. 3.3.3-1 beschrieben werden kann.

Zusammenfassung

® Die Aktivitit der Neu5Ac-Aldolase nimmt mit zunehmender Viskositdt des
Reaktionsmediums ab. Damit 148t sich auch die abnehmende Aktivitdt mit
steigender Substratkonzentration erkldren (reversibler Vorgang).

¢ Hohe Ionenstirken allein beeinflussen die Enzymaktivitdt nicht.

3.4 Mutarotation von ManNAc, GlcNAc und NeubSAc

WiBrige Losungen von Kohlenhydraten enthalten eine Mischung der folgenden
tautomeren Formen: a-~ und B-Pyranose, a- und B-Furanose sowie die offenket-
tige Form mit der freien Carbonylfunktion. Je nach Zucker variieren die Anteile
der verschiedenen Formen; der Anteil der offenkettigen Form betrigt in der Re-
gel weniger als 0,1% (Angyal, 1984). Bei Monosacchariden, deren Mutarotation
einem Zeitgesetz 1. Ordnung folgt, liegt der Anteil an Furanosen in der Gleich-
gewichtsmischung bei weniger als 1% (Lehmann, 1976). Da die Mutarotation von
ManNAc und GlcNAc nach einer Reaktion 1. Ordnung verlduft (Morgan et al.,
1974), sind in der Literatur entsprechend auch nur Anteile fiir die beiden pyra-
nosen Formen zu finden (vgl. Tab. 3.4-1).

Bei enzymatischen Reaktionen, in denen nur ein Anomer umgesetzt wird, ‘kann
die Mutarotation geschwindigkeitsbestimmend werden, wenn sie deutlich langsamer
verlduft als die enzymatische Umwandlung. Der EinfluB der Mutarotation bei-
spielsweise auf die Spaltung von Lactose mit einer B-Galactosidase wurde von
Flaschel beschrieben (Flaschel, 1982).

Um auszuschlieBen, daB im vorliegenden Fall die Mutarotation die enzymatische
Reaktion beeinfluBt, wurden ihre Geschwindigkeitskonstanten fiir die beteiligten
Monosaccharide bestimmt. Durch Modellrechnungen wurde der Einflu der Mu-
tarotation auf die enzymatische Reaktion ermittelt.

In Abbildung 3.4-1 ist stellvertretend die Mutarotation von ManNAc dargestellt.

HOH,C  NHAc HOH,C  NHAe HOH,C NHAc
0 OH 0
HO R HO e HO
HO s HO = HO OH
|
OH o
a=-Anomer Aldehyd~- B—Anomer
form

Abb. 3.4-1; Mutarotation von ManNAc¢
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Da der Anteil der offenkettigen Form nicht bestimmt werden kann, werden bei
der Aufstellung der Geschwindigkeitsgleichungen nur die Konzentrationen des o-
bzw. B-Anomers verwendet (Fletcher et al, 1972; Capon et al; 1974; Butenuth
et al, 1974). Es ergeben sich die folgenden Beziehungen:

k
a~Anomer ;_-:g f~-Anomer (3.4-1)
ks
mit:  Kas 1/s Geschwindigkeitskonstante der Mutarotation
d[o
L] = - ka * [0] + ks * [B] (3.4-2)
dt
a[s]
= ke * [a] - ks * [8] (3.4-3)
dt

Die Gleichgewichtslage der Mutarotation wird durch das Massenwirkungsgesetz
beschrieben:

(8] k
Keq“ut = = . (3.4"4)
[a] ks
mit: KegqMut - Gleichgewichtskonstante der Mutarotation

Die Kinetik der Mutarotation wurde folgendermaBen bestimmt (Butenuth et al,
1974):

¢ Fiir verschiedene Konzentrationen des Zuckers wurde der Drehwert-Zeit-Ver-
lauf mit Hilfe eines Polarimeters (Perkin Elmer 241) bestimmt.
MeBbedingungen: 25 °C, pH 7,5, 10 mM KH2zPO4, Wellenlinge 365 nm,
Schichtdicke 10 cm.

e Kiristallines ManNAc und Neu5Ac liegen als B-Anomer, GIcNAc als o~
Anomer VOr.

e Nach Bestimmung des Gleichgewichtsdrehwertes ceq Wwird log (aeq-0) gegen
die Zeit aufgetragen (im Falle des GlcNAc bei abnehmendem o wird log
(0-aeq) gegen t aufgetragen). Die erhaltenen Geraden besitzen die Steigung
m, wobei log e = 0,434 den dekadischen Logarithmus der Euler'schen Zahl
angibt;
m= (ka + ka) * log e (3.4-5)

Zur Ableitung der hier verwendeten Bezichung wird die Geschwindigkeits-
gleichung 3.4-2 einer reversiblen Reaktion 1. Ordnung unter vorgegebenen
Randbedingungen integriert. Die vollstindige Beschreibung der Ableitung
findet sich bei Butenuth et al.,, 1974.

e Zur Berechnung der Steigung wurden nur die MeBpunkte aus dem linearen
Bereich der Kurve verwendet; aus den bei unterschiedlichen Konzentrationen
ermiftelten Steigungen wurde der angegebene Mittelwert berechnet.

® Durch Einsetzen von Gleichung 3.4-5 in 3.4-4 kann ks berechnet werden.
ka ergibt sich danach aus Gleichung 3.4-5.
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m
ks = (3.4-6)

(Ke qMut +1) * log e

In Abbildung 3.4-2 ist die Mutarotation des ManNAc, in Abbildung 3.4-3 die
des GlcNAc dargestellt. Die zur Rechnung verwendeten Daten sowie die Ergeb-
nisse sind in Tabelle 3.4-1 zusammengefaBt.

o-\<= 0.2788 min~1
T

|

S o

i

g‘ v

1 o 200 mM ©
—2J v 100 mM oV o
u] 50 mM Dv
A 20 mM A+ +
+ 10mM R
-3 L IR e e N A A R WL WL oL
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Zeit / min
Abb. 3.4-2: Mutarotation von ManNAc; Bedingungen sind im Text angegeben

14
. /m = 0.0257 min—1
o4
o
X o
|1 v o
3 v
_8_‘ { o 200 mM A
v 100 mM + 4
-2 A
D 50 mM
A 20 mM
+ 10 mM o
-3 T T v T T T T T T T v T T T
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Abb. 3.4-3: Mutarotation von GlcNAc; Bedingungen sind im Text angegeben

Fiilr Neu5Ac ist die Mutarotation nicht meBbar, da sie bel pH 7,5 selbst bei
5 °C zu schnell verlduft (eigene Messungen; Deijl et al, 1983). Die in der Ta-
belle angegebenen Geschwindigkeitskonstanten filr die Mutarotation der NeuSAc
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wurden in D20 fiir einen pD von 5,4 bestimmt. Werte fiir das Anomerengleich-
gewicht wurden aus der Literatur entnommen bzw. mit NMR bestimmt (auBler
GlcNAc). Diese Werte sowie die in Tabelle 3.4-1 angegebenen Literaturwerte filr
die Geschwindigkeitskonstanten wurden fir 22 °C und D20 ermittelt. Aus
Messungen des Gleichgewichtsdrehwertes von ManNAc und GleNAc bei verschie-
denen Bedingungen (pH, Pufferkonzentrationen) konnte jedoch geschlossen wer-
den, daB das Anomerengleichgewicht in H20 und verdiinntem Phosphatpuffer
gleich ist und somit die fiir D20 ermittelten Werte zur Berechnung der
Geschwindigkeitskonstanten verwendet werden konnen. Die Geschwindigkeit der
Mutarotation steigt jedoch mit steigendem pH-Wert an (Morgan et al, 1973).

ManNAc GleNAc NeuSAc
kristallin B8-Anomer a-Anomer B-Anomer
a:B8 57:43 (a) 68:32 (a) 7:93 (b)
a:B (NMR) 54:46 nicht bestimmt 6:94
Steigung m 0,2788 min-! 0,0257 min-t nicht meBbar
ka 4,60%10-8 s-1 | 315,7%10-6 s-t -
(Literatur) 1,47*10-% s-t(b) - 380,0*10-¢ s-1(b)
ks 6,10*¥10-3 s~1 670,5%10-¢ s~ -~
(Literatur) 2,17*10-® s-1(b) - 31,0%10~¢ s-i(b)
Tab. 3.4-1: Daten und Ergebnisse zur Mutarotation

Literatur; (a) Angyal, 1984; (b) Deijl et al, 1983 (pD 5,4!)

Modellrechnungen zum Einfluf der Mutarotation

Um auszuschlieBen, daB die Mutarotation als vorgelagerte Gleichgewichtsreaktion
fir die enzymatische Synthese geschwindigkeitsbestimmend wird, wurden fiir Satz-
reaktorversuche Modellrechnungen mit und ohne Einbezichung der Mutarotation
durchgefilhrt. Bei der Synthese von Neu5Ac ausgehend von ManNAc und Pyr
ergaben sich bei hohen Enzymkonzentrationen geringfiigige Unterschiede in den
berechneten Konzentrations-Zeit-Kurven. Fiir die Epimerisierung von GlcNAc zu
ManNAc spielt die Mutarotation auf Grund der geringen in Ldsungen erreich-
baren Enzymaktivitit der Epimerase keine Rolle (vgl. Kap. 4.3.3). Die Durch-

fihrung und das Ergebnis der Modellrechnungen fiir die Aldolase-katalysierte
Neu5Ac-Synthese wird im folgenden beschrieben:

o Fir die Berlicksichtigung der Mutarotation wurde fiir a-ManNAc und B~

ManNAc je eine eigene Stoffbilanz erstellt (Gl 3.4-7 und 3.4-8) (zur Stoff-
bilanz vgl. Kap. 3.5.2).
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d[a-ManNAc]

= - v1 - ka * [a-ManNAc] + ks * [8-ManNAc] (3.4-7)
dt

mit: v kat/L Reaktionsgeschwindigkeit der Neu5Ac-Synthese
(vgl. Gl 3.3.2-16)

d[B-ManNAc]

= ke * [a-ManNAc] - ks * [8-ManNAc] (3.4-8)
dt

e In erster Nidherung wurden an Stelle der ermittelten kinetischen Konstanten
fiir KgpManNac und KjMenRac gemidB dem Anomerengleichgewicht korri-
gierte Werte in die Gleichung fiir vi eingesetzt; eine Inhibierung durch das
B-Anomer sowie die Mutarotation der NeuSAc wurden nicht beriicksichtigt.

Die Berechnungen wurden fiir verschiedene Substrat- und Enzymkonzentrationen
durchgefiihrt. In Abbildung 3.4-4 sind ausgewihlte Konzentrations-Zeit-Kurven fiir
die Neu5Ac-Synthese dargestellt:

e Die Mutarotation spielt erst bei hohen Enzymkonzentrationen eine gewisse
Rolle; bei Aldolasekonzentrationen kleiner 4 mg/mL ist ihr EinfluB zu ver-
nachléssigen.

¢ Die Abweichung zwischen den Kurven mit und ohne Mutarotation wird mit
zunehmender Substratkonzentration groBer.

e Wie der Vergleich mit den -eingetragenen experimentellen Daten aus den
Satzreaktorversuchen bei hdchster Konzentration (305 mM ManNAe, 562 mM
Pyr, 1,8 mg/mL Enzym) =zeigt, ist durch die Mutarotation die Abweichung
zwischen Simulation und experimentellen Daten nicht zu erkidren. Eine be-
friedigende Erklirung liefert nur die Annahme einer abnehmenden Enzymakti-
vitit mit zunehmender Viskositit des Reaktionsmediums (vgl. Kap. 3.3.5).

300+
305/562 mM 1.8 L
4.0 mg/mL A / nl__,_-/ mg/m
= 250-: ///o o o o
£ 200
g -
- .
150+
§ ManNAc + Pyr ——> NeuSAc
2 1004
] \100 200 mM
50+ \4_0 {ng/mL -— ohne Mutarotation
0' —-— mit Mutarotation
0 20 40 60 80 100
Zeit / min

Abb. 3.4-4: Modellrechnungen zum EinfluB der Mutarotation auf die Neu5Ac-
Synthese bei unterschiedlichen Substrat- und Enzymkonzentrationen;
experimentelle Daten vgl. Tab. 3.3.3-2
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Zusammenfassung

e Die Geschwindigkeitskonstanten der Mutarotation von ManNAc und GleNAc
bei 25 °C und pH 7,5 wurden bestimmt.

e Durch Modellrechnungen konnte gezeigt werden, daB die Mutarotation im
Vergleich zur enzymatischen Reaktion schnell verlauft und daher bei Model-
lierungen nicht berticksichtigt zu werden braucht.

3.5 Kontinuierliche Produktion von NeuS5Ac ausgehend von ManNAc

In diesem Kapitel wird nach einer kurzen Einfilhrung die Ermittlung der opti-
malen ProzeBbedingungen fiir die kontinuierliche NeuS5Ac-Produktion durch Mo-
dellrechnungen beschricben. Neben dem experimentellen Beweis der berechneten
Betriebspunkte wurde ein Experiment zur Produktion von Neu5Ac im 300-g-
MaBstab durchgefithrt. Damit sollte die mogliche MaBstabsvergroferung des ent-
wickelten Verfahrens gezeigt werden.

3.5.1 Einfihrung

Mit Hilfe der in den vorhergehenden Kapiteln beschriecbenen Ergebnisse (z. B.
kinetische Konstanten, Enzymstabilitdt) lassen sich die optimalen Betriebs-
bedingungen fiir die enzymkatalysierte Synthese von NeuS5Ac im Kkontinuierlichen
ProzeB festlegen. Bei den Berechnungen und Experimenten standen folgende
Punkte im Mittelpunkt des Interesses:

¢ Als Ziel soll ein mdglichst hoher Umsatz des Substrates ManNAc bei hoher
Raum-Zeit-Ausbeute an NeuSAc erreicht werden.

¢ Der PyruvatibberschuB soll auf Grund der vereinfachten Produktisolierung
moglichst niedrig gehalten werden.

¢ Wenn wirklich die Viskositit des Reaktionsmediums die Enzymaktivitit beein-
fluBt, muB dieser Effekt auch in den Kkontinuierlichen Experimenten auftreten;
es sollte ein reversibler Vorgang sein, was durch den Wechsel der Substrat-
zulaufkonzentrationen einfach gezeigt werden kann.

¢ Neben der Raum-Zeit-Ausbeute sind Daten zum Enzymverbrauch bzw. zur
Enzymstabilitdit von besonderem Interesse fiir die Beurteilung der Wirt-
schaftlichkeit eines Verfahrens.

Aus folgenden Griinden wurde fiir die kontinuierliche ProzeBfithrung der Enzym-
Membran-Reaktor (EMR) mit dem homogen gelosten Enzym gewihit:

¢ Die Stabilitit der Aldolase ist ausreichend, so daB keine MaBnahmen zur
Stabilitdtserhhung durch Trigerfixierung notwendig sind.

® Gegeniiber einem Festbettreaktor mit triigerfixiertem Enzym ist der EMR auf
Grund seines Aufbaus steril zu betreiben, so daB keine antibakteriellen Mittel

erforderlich sind (z. B. NaNs), die spiter vom Produkt abgetrennt werden
miiBten.
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¢ Auf Grund der einfacheren Steriltechnik wurde am EMR festgehalten, obwohl
auf Grund der starken Produktinhibierung (vgl. Abb. 3.3.3-12) ein Rohr-
reaktor besser geeignet wire als ein Kontinuierlich betriebener Riihrkessel-
reaktor (CSTR), wie ihn der EMR darstellt. Bei Bedarf koOnnte man
Stromungsrohrverhalten durch eine aus EMRs aufgebaute Riihrkesselkaskade
anndhern, wenn die dadurch mogliche Einsparung an Enzym bzw. die etwas
groBere Raum-Zeit-Ausbeute bei gleicher Enzymmenge aus wirtschaftlichen
Griinden erforderlich wird. Im Rahmen dieser Arbeit wurde auf die Berech-
nung und praktische Verwirklichung verzichtet, da fiir die eigentliche Pro-
zeBentwicklung keine neuen Erkenntnisse zu erwarten waren. Stattdessen
wurde der weitere Schwerpunkt auf alternative Zugangswege zum ManNAc
gelegt, da dies der limitierende Faktor in der durch die Neu5Ac-Aldolase
katalysierten Reaktion ist.

¢ Der EMR ist auch in Hinblick auf die Erweiterung des Systems glinstig, da
mit Hilfe eines zweiten ebenfalls homogen gelosten Enzyms, der N-Acyl-
glucosamin 2-Epimerase, das ManNAc in situ erzeugt werden kann (vgl
Kap. 4 und 5). In homogener Losung wird der Stoffaustausch zwischen den
Enzymen nicht durch Stofftransportlimitierungen beeinfluBt, was bei trigerfi-
xierten Enzymen der Fall sein konnte.

3.5.2 Modellrechnungen zur Ermittlung optimaler ProzeSbedingungen

Stoffbilanzen der Reaktanden

Fiir die Modellierung ecines Reaktors sind die Stoffbilanzen fiir alle beteiligten
Reaktanden erforderlich. Die Stoffbilanzen sdmtlicher Edukte und Produkte bilden
dabei ein gekoppeltes System von Differentialgleichungen erster Ordnung. Die
Konzentrationsdnderung eines Stoffes pro Zeiteinheit und Volumenelement
(= "Akkumulation”) wird durch die Summe folgender Terme beschrieben:

Akkumulation = Konvektion + Diffusion + Reaktion (3.5.2-1)

o Konvektion: dieser Term beschreibt die Konzentrationsinderung durch kon-
vektiv zu- und abgefiihrte Reaktanden im Volumenelement; im Satzreaktor ist
dieser Term definitionsgemiB Null.

e Diffusion: dieser Term beschreibt die Konzentrationsinderung durch diffusiv
zu- und abgefiihrte Reaktanden im Volumenelement; im Riihrkesselreaktor
(batch oder kontinuierlich) ist dieser Term definitionsgemiB Null.

¢ Reaktion: dieser Term beschreibt die Konzentrationsdnderung der Reaktanden
im Volumenelement durch die chemische bzw. enzymatische Reaktion; er ent-
hilt die Geschwindigkeitsgleichung der Reaktion.

Die Bezeichnung "Satzreaktor” wird in dieser Arbeit zur Beschreibung eines
idealen Riihrkesselreaktors verwendet, bei dem Konvektion und Diffusion definiti-
onsgemidB Null sind. Fiir diesen Reaktor ist die Stoffbilanz identisch mit der
Geschwindigkeitsgleichung,.
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Der EMR verhilt sich wie ein kontinuierlich betriebener idealer Riihrkesselreaktor,
dessen Stoffbilanz den Konvektions- und Reaktionsterm enthdlt, Die folgenden
Gleichungen geben die Stoffbilanzen fiir die hier betrachteten Reaktanden
ManNAc, Pyr und Neu5Ac an. Die im Reaktionsterm enthaltene Geschwindig-
keitsgleichung (vgl. Gl. 3.3.2-16) wird dabel so modifiziert, daB das Produkt aus
Enzymkonzentration und der massenspezifischen Aktivitit verwendet wird. Dadurch
kann fiir den stationiren Zustand (Akkumulation gleich Null) das Produkt "E*t”
als Parameter, iUber den beispiclsweise der Umsatz aufgetragen wird, verwendet
werden. Zur Einstellung eines anderen Betriebspunktes kann entweder die Enzym-
konzentration oder in gleicher Weise die Verweilzeit verindert werden.

Da gezeigt werden konnte, daB die Mutarotation keinen signifikanten EinfluB auf
die enzymatische Reaktion hat, wird in den Stoffbilanzen nicht zwischen o- und
B-Anomeren unterschieden.

d{Pyr] [Pyr]o - [Pyr]
= - [Ela1a * A1 (3.5.2-2)
dt T
d{ManNAc] [ManNAcle - [ManNAc]
= ~ [Elaia * As (3.5.2-3)
dt T
d[NeubAc] [NeuSAc]o - [Neu5Ac]
= + [Elaia * As (3.5.2-4)
dt T
vi = [Elaiad * Ay (3.5.2-5)
mit: Index 0 Zulaufkonzentration der Komponente
T s Verweilzeit
[Elaia g/L Enzymkonzentration (Aldolase)
Ay kat/g massenspezifische Aktivitit der Neu5Ac-Synthese
Vi kat/L Reaktionsgeschwindigkeit der Neu5Ac-Synthese

(vel. Gl 3.3.2-16)

Durch Nullsetzen des Konvektionsterms sind die Stoffbilanzen auch fiir den
Satzreaktor verwendbar. Das Differentialgleichungssystem wurde sowohl fiir den
Satzreaktor als auch fiir den kontinuierlich betriebenen Reaktor mit Hilfe des
Runge-Kutta-Verfahrens gelost (Zurmiihl, 1965; Joksch, 1987).

Durchfithrung der Berechnungen

Ausgehend von den aufgestellten Stoffbilanzen und den ermittelten kinetischen
Parametern wurden die erreichbaren Konzentrationen fiir den stationdren Zustand

ermittelt und daraus der Umsatz und die Raum-Zeit-Ausbeute berechnet. Zu den
Berechnungen ist folgendes anzumerken:
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® Folgende Parameter wurden variiert:

- die Gesamtkonzentration der Substrate; Modellrechnungen wurden flir Zu-
laufkonzentrationen zwischen 10 mM und 3000 mM ManNAc durchge-
filhrt. Bei der Darstellung der Ergebnisse sind aus Griinden der Uber-
sichtlichkeit nur ausgewdhlte, charakteristische Kurvenverldufe dargestellt.

- das Verhdltnis ManNAc zu Pyr; in der Regel wurde ein zweifacher Uber-
schuB an Pyr verwendet.

- die Enzymkonzentration; auf Grund des "E*t”"-Konzeptes konnte analog
die Verweilzeit verindert werden.

® Der Umsatz wird auf das im UnterschuB eingesetzte Substrat, meist
ManNAec, bezogen.

e Der EinfluB der Viskositit des Reaktionsmediums auf die Enzymaktivitit
wurde bei der Modellierung zundchst nicht beriicksichtigt, da der Aktivitdts—
rickgang leicht durch eine erhéhte Enzymkonzentration ausgeglichen werden
kann. Nachteilig wirkt sich dieser Effekt erst bei sehr hohen Substratkonzen-
trationen aus (1 M ManNAc, 2 M NaPyr), da dann die Enzymaktivitit sehr
stark abfillt. Die Aussagekraft der Rechnungen fiir diese Bedingungen ist
daher gering. Da jedoch die Loslichkeit der Reaktanden (ManNAc 1,5 M,
NaPyr 3 M, NeuSAc > 1 M, ungefdhre Werte bei 25 °C, pH 7,5) prinzipi-
ell hohe Konzentrationen zuliBt, wurde ein entsprechender Versuch durchge-
filhrt, der in Kap. 3.5.3 beschricben ist. Technische Probleme, auch bei der
spiteren Aufarbeitung, sowie der sehr starke Abfall der Aktivitit auf ca. 10%
lassen die Verwendung derartig hoher Konzentrationen allerdings nicht sinnvoll
erscheinen.

e Als bester KompromiB fiir die kontinuierliche Neu5Ac-Produktion stelite sich
eine ManNAc-Konzentration von 300 mM bei einem zweifachen Pyr-Uber-
schu heraus, wie im folgenden gezeigt wird.

In Abb. 3.5.2-1 ist der im kontinuierlichen ProzeB erreichbare Umsatz als Funk-
tion des Uberschusses des zweiten Substrates aufgetragen. Als weiterer Parameter
dient die Gesamtkonzentration der Substrate. Die Enzymkonzentration bzw. Ver-
weilzeit wurde so gewdhlt, daB nahezu Gleichgewichtsumsatz erreicht wird (vgl.
Abb. 3.5.2-5). Genau wie bei der Betrachtung der Thermodynamik allein (vgl.
Abb. 3.2-2) ergibt sich auch hier, daB der Umsatz, der beim stationdren Zu-
stand des Reaktors erreicht wird, mit steigendem Konzentrationsniveau zunimmt.
Wihrend jedoch im vorhergehenden Fall lediglich die Gleichgewichtslage der Re-
aktion betrachtet wurde, verursacht hier die Kinetik der Reaktion ein &hnliches
Bild. Da auf Grund der Ku-Werte der Substrate unterschiedliches Verhalten zu
erwarten ist, wurde sowohl ein UberschuB von Pyruvat (rechte Seite) als auch
ein ManNAc-UberschuB (linke Seite) eingesetzt, wobei letzteres jedoch aus Ko-
stengrilnden nicht experimentell iiberpriift wurde. Im folgenden sollen einige
Aspekte von Abb. 3.5.2-1 diskutiert werden:
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® Die Kurve fir 50 mM Pyr (linke Seite) steigt stirker mit zunehmendem
ManNAc-UberschuB an als die Kurve fiir 50 mM ManNAc mit zunehmen-
dem Pyr-UberschuB (rechte Seite). Dies ist mit dem groBen Ka-Wert des
ManNAc (402,2 mM) zu begriinden, da auf der linken Seite mit zunehmen-
der ManNAc-Konzentration die Reaktionsgeschwindigkeit zunimmt. Dadurch
stellt sich im FlieBgleichgewicht, das im kontinuierlich betriebenen Rilhrkes-
selreaktor vorliegt, ein hoéherer Umsatz ein. Beziiglich des Pyr sind jedoch
bereits bei geringen Konzentrationen Vmax-Bedingungen fiir das Enzym er-
reicht, so daB eine weitere Erhohung des Uberschusses nur eine geringere
Wirkung zeigt (vgl. auch Abb. 3.3.3-10A).

e Der bei 300 mM Zulaufkonzeniration an Pyr erreichbare Umsatz ist geringer
als der bei entsprechender ManNAc-Konzentration. Dies 14Bt sich nur mit
Hilfe von Gl 3.3.2-16 bzw. 3.3.3-2 erkliren, Der dritte Term im Nenner,
der die ManNAc-Konzentration enthdlt, wird mit steigendem ManNAc-Uber-
schuB sehr groB und fithrt zu einer geringeren Reaktionsgeschwindigkeit.
Beim zweiten Term, der die Pyr-Konzentration enthdlt, ist die Zunahme nicht
SO ausgepragt.

e Die Kurve fiir eine Zulaufkonzentration von 1000 mM ManNAc verlduft nur
geringfligig oberhalb der Kurve fiir 300 mM und ist daher nicht dargestellt.

10 Umsatz / - 300 mM
—=""50 mM
—
//
- 10 mM
[McmNAc]O
\
J | ManNAc + Pyr ——> NeuSAc
: Ext = 43200 gs/L
s 7 5 3 1 3 & 7 3§
ManNAc/Pyr / — Pyr/ManNAc / —

Abb. 3.52-1: TUmsatz als Funktion des Substratverhiltnisses und der Substratzu-
laufkonzentration im kontinuierlichen ProzeB;
linke Seite: ManNAc-UberschuB, rechte Seite: Pyr-UberschuB;
Bedingungen: {EjJaia = 4 g/L, T = 10800 s

In Abb. 3.5.2-2 sind daher neben dem Umsatz auch die errechneten stationiren
Konzentrationen fiir Pyr und Neu5Ac aufgetragen. Ein zweifacher Pyruvatiiber-
schuf geniigt bei einer ManNAc-Konzentration von 300 mM bereits, um einen
Umsatz von knapp 90% zu erzielen. Eine weitere VergréBerung des Uberschusses
fihrt zwar zu einer weiteren Zunahme des Umsatzes, allerdings bleibt mehr nicht
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umgesetztes Pyr in LoOsung, das bei der Produktisolierung abgetrennt werden
muB. Auf die Werte fiir 50 mM ManNAc soll hier nicht n3her eingegangen
werden. Wiirde man nur die Aufarbeitung des Reaktorauslaufes als Kriterium fiir
die Wahl des Pyr-Uberschusses heranziehen, so wiren #quimolare Mengen aus-
reichend. Die Produktlésung enthidit dann 200 mM Neu5Ac, 100 mM Pyr und
100 mM ManNAc. Da jedoch der Umsatz nur bei etwa 68 % liegt, solite nicht
umgesetztes ManNAc zuriickgewonnen werden. Durch das verwendete Verfahren
zur Produktisolierung ist dies zwar moglich, erfordert aber einen zusitzlichen
Entsalzungsschritt (vgl. Kap. 6). Bei einem zweifachen molaren Uberschu an
Pyruvat liegt der Umsatz bei knapp 90%, so daB eine Riickgewinnung des
ManNAc unter Umstinden entfallen kann. Die Produktlésung enthdlt neben 260
mM NeuS5Ac etwa 340 mM Pyr. Dadurch ist zur Isolierung der NeuSAc zwar
ein groBeres Siulenvolumen des verwendeten Anionenaustauschers erforderlich, das
Verfahren bleibt aber prinzipiell gleich (nur ein chromatographischer Schritt erfor-
derlich). Ein dreifacher PyruvatiiberschuB an Stelle des zweifachen bringt keine
Vorteile (Umsatzsteigerung nur 4%).

0 Konzentration / mM Umsatz / - 1

600 -———l pyr I NeuSAc Umaatz

I~ 0.9

500 0.8

400 r 0,7

300 T 0.8

200 T 0,6

TR S\ T 0,4

zzzzzzzZzzz

0- -0,8

Verhéltnis Pyr/ManNAc / -

§0 300

N
ManNAc-Zulautkonzentration / mM

Abb. 3.5.2-2: Neu5Ac-, Pyr-Konzentrationen und Umsatz als Funktion des
Substratverhiltnisses und der Substratzulaufkonzentration;
Bedingungen: [E] = 4 g/L, T = 10800 s

In Abbildung 3.5.2-3 und 3.5.2-4 sind der Umsatz und die Raum-Zeit-Ausbeute
als Funktion der Substratkonzentration bei konstantem “E*1” und zweifachem
PyruvatiiberschuB aufgetragen. Die Raum-Zeit-Ausbeute (RZA) ergibt sich aus Gl
3.5.2-6.

U * [ManNAclo * 309

RZA = (3.5.2-6)
T
mit: RZA g/(L*d) Raum-Zeit-Ausbeute
U - Umsatz
[ManNAclo mol/L Zulaufkonzentration von ManNAc
309 g/mol Molekulargewicht von NeuS5Ac
T d Verweilzeit
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Die Berechnung der Daten fiir Abbildung 3.5.2-3 erfolgte ohne Beriicksichtigung
der Inhibierung der Aldolase mit steigender Substratkonzentration, wihrend sie
bei Abb. 3.5.2-4 in die Rechnung einbezogen wurde. Bei ManNAc-Konzentratio-
nen bis etwa 750 mM spielt die Inhibierung keine Rolle, so daB die Kurven fiir
den Umsatz und die Raum-~Zeit-Ausbeute fiir beide Fille deckungsgleich verlau-
fen.

Das gefundene Verhalten der Umsatzkurve (stetiger Anstieg und Erreichen eines
Maximums) ist auf den groBen Ka-Wert fiir ManNAc zurlickzufiihren. Wie auch
aus Abbildung 3.3.3-12, S. 45, hervorgeht, steigt mit zunehmender ManNAc-
Konzentration die Reaktionsgeschwindigkeit an, was dazu fiihrt, daB der Umsatz
bei etwa 300 mM ein Maximum erreicht. Unterhalb von 300 mM wird auf
Grund der gewidhlten Verweilzeit und Enzymkonzentration der Gleichgewichts-
umsatz fast erreicht, so daB hier der durch die Thermodynamik beschriebene
Umsatzzuwachs mit steigender Substratkonzentration zum Tragen kommt. Bei zu-
nehmender Substratkonzentration steigt damit die Raum-Zeit-Ausbeute ebenfalls
an.

Bei Vernachlissigung der Inhibierung sinkt der erzielbare Umsatz erst ab Sub-
stratkonzentrationen gréfer 2 M ManNAc und 4 M Pyr ab (nicht dargestellt),
da dann bei der gewihlten Enzymkonzentration die Verweilzeit zu kurz ist, um
den Umsatz konstant zu halten (Abb. 3.5.2-3). Bei Beriicksichtigung der zuneh-
menden Inhibierung der Aldolase mit steigender Substratkonzentration tritt der
Abfall des Umsatzes und eine Abflachung der Kurve fiir die Raum-Zeit-Aus-
beute bereits bei ManNAc-Zulaufkonzentrationen ab etwa 750 mM auf.

Auf Grund des dargestellten Verlaufes der Umsatzkurve ist eine Substrat-
konzentration von 300 mM ManNAc gut filr die Produktion von NeuSAc
geeignet, wenn ein zweifacher PyruvatiiberschuB gewidhlt wird. Bei diesen Bedin-
gungen sind hoher Umsatz (knapp 90%) und eine gute Raum-Zeit-Ausbeute (ca.
650 g/(L*d)) erreichbar. Die Raum-Zeit~-Ausbeute 138t sich noch steigern, wenn
bei gleichzeitiger Erhohung der Enzymkonzentration die Verweilzeit verkiirzt wird
(vgl. Gl 3.5.2-6).

Nach Abb. 3.5.2-4 wiren auch noch Substratkonzentrationen von 1 M ManNAc
und 2 M Pyr fiir die Synthese giinstig. Bei einem unter entsprechenden Bedin-
gungen durchgefiihrten Versuch wurde jedoch nur ein Umsatz von 41% erreicht
(vgl. Tab. 3.5.3-3). Anscheinend beeinflussen diese hohen Substratkonzentrationen
das Enzym stirker, als aus den Ergebnissen zu erwarten ist, die in Kap. 3.3.3
und 3.3.5 beschrieben sind (Viskosititsmodell). Méglicherweise fiihren hohe
Substratkonzentrationen zu einer Aussalzung und damit Desaktivierung des
Enzyms.
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In Abbildung 3.5.2-5 ist der erzielbare Umsatz als Funktion des Produktes aus
Enzymkonzentration und Verweilzeit ("E*t"”) aufgetragen. Als zusitzliche Angabe
ist auf einer zweiten x-Achse bei konstanter Verweilzeit die zugehodrige Enzym-
konzentration angegeben. Die bei den oben vorgestellten Berechnungen gewidhiten
Bedingungen (E*t = 43200 g*s/L, markiert durch Pfeil A) sind selbst bei hohen
Substratkonzentrationen ausreichend, um nahezu den moglichen Gleichge-
wichtsumsatz zu erreichen. Filhrt man die Kkontinuierliche Produktion unter ent-
sprechenden Bedingungen durch, so wirkt sich selbst die Verringerung der
Enzymaktivitit durch hohere Substratkonzentrationen auf den erreichbaren Umsatz
nur wenig aus. Durch Pfeil B ist der entsprechende 60%-Wert fiir die effektive
Enzymkonzentration markiert. Dieser Wert entspricht in etwa Punkt 5 in Abb.

3.3.3-7, in der die Restaktivitit als Funktion der Gesamtsubstratkonzentration
dargestellt ist.

1.0-
0.8- 4 300 mm
| A [quNAc]0
\ 0‘6 P e }_—50 mM
N 1
-.-‘ -
O
g 0.4+
D ManNAc + Pyr ——> NeuSAc
o2 Pyr/ManNAc = 2
0.0 — . _ | | |
0 20000 40000 60000
T

[Aldolase] / g/L (T = 10800 s)

Abb. 3.5.2-5: Umsatz als Funktion des Produktes aus Enzymkonzentration und
Verweilzeit bei 50 mM und 300 mM ManNAc¢ und 2-fachem
Pyr-UberschuB; die Pfeile markieren "E*1"=43200 g*s/L (A), wie

es bei den oben dargestellten Rechnungen verwendet wurde, bzw.
den 60%-Wert (B)
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Zusammenfassung

Mit Hilfe der Stoffbilanzen fiir den Kkontinuierlich betriebenen Rilhrkesselreaktor
konnen die optimalen Betricbsbedingungen fiir die Neu5Ac-Produktion durch
Modellrechnungen ermittelt werden:

e Beziiglich ManNAc ist eine Konzentration von 300 mM ein glinstiger
KompromiB, da bei hdheren Konzentrationen zwar die Raum-Zeit-Ausbeute
ansteigt, gleichzeitig aber auf Grund der Viskosititszunahme die Enzymaktivitdt
abnimmt,

e Um hohen Umsatz zu erreichen, ist ein zweifacher Pyr-UberschuB glinstig;
bei hoheren Konzentrationen steigt der Umsatz zwar noch geringfiigig an,
gleichzeitig wird aber die Produktisolierung aufwendiger.

e Eine Enzymkonzentration von etwa 4 g/L und eine Verweilzeit von 3 h er-
scheinen fiir die Produktion von Neu5Ac geeignet; eine Abnahme der
Enzymaktivitit durch Desaktivierung wirkt sich bel diesen Bedingungen nur
wenig auf den Umsatz aus, da mit einem "E*1-UberschuB” gearbeitet wird.
Zur Verringerung des produkimengenspezifischen Enzymverbrauchs kann auch
bei Kkleineren E*t-Werten gearbeitet werden, allerdings verringert sich dadurch
der erzielbare Umsatz.

8.5.3 Kontinuierliche Experimente zur Uberpriifung der Modellrechnungen

Die in diesem Kapitel beschriebenen Experimente wurden mit den folgenden
Zielen durchgefiihrt:

e Beweis der Eignung des enzymatischen Systems fiir den Einsatz in kontinu-
ierlichen Prozessen.

e Uberpriifung der Modellrechnungen.

e Ermittlung von Daten zur Enzymstabilitdit im kontinuierlichen Proze8 und zum
Enzymverbrauch.

e Bestitigung, daB die Abnahme der Enzymaktivitit mit steigender Viskositat
ein reversibler Vorgang ist.

Apparativer Aufbau

Der Enzym-Membran-Reaktor hat sich bereits bei einer Rethe von Prozessen als
geeignete Methode fiir den Einsatz von Enzymen in Kkontinuierlichen Verfahren
erwiesen (Wandrey, 1977; Kula et al, 1987; Roémpp, 1990; Schwarz, 1991). Das
homogen geléste Enzym wird von einer Ulirafiltrationsmembran im Reaktor zu-
riickgehalten, die fiir die Substrat- und Produkimolekiile durchldssig ist.

Das FlieBbild der verwendeten Anlage ist in Abbildung 3.5.3-1 dargestellt; die
einzelnen Anlagenteile werden im folgenden kurz erldutert. Bis auf den eigentli-
chen Reaktor entsprechen die Teile der 70-mL-Anlage, deren Photo in Abb.
3.5.4-1 gezeigt ist.
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Die Kithlung des SubstratgefiBies soll das Wachstum von Mikroorganismen
verhindern bzw. verlangsamen. Beim Finsatz von ManNAc wurde ein Bewuchs
der Substratlésung in keinem Fall beobachtet; bei Verwendung von GlcNAc
fir das gekoppelte System (vgl. Kap. 5) kam es vereinzelt zu Bewuchs. Das
Sterilfilter vor der Pumpe soll etwaige Kontaminationen, die eine Verstopfung
verursachen konnten, zuriickhalten.

e Dije Substratlosung wurde nach Einstellung des pH-Wertes durch fraktionierte
Mikrofiltration von Triibstoffen gereinigt (kleinste PorengroBe 0,1 nm) und
dabei gleichzeitig sterilfiltriert.

e Als Substratpumpe wird eine konstant fordernde Wechselkolbenpumpe verwen-
det.

e Der Druckabfall iiber die Ultrafiltrationsmembran wird durch einen piezoresi-
stiven Absolutdruckaufnehmer iiberwacht. Die vor dem Reaktor vorhandenen
Sterilfilter bewirken keinen Druckabfall, solange sie nicht verstopft sind.

e Die durch ein Septum verschlossene Blasenfalle dient zur Dosierung des En-
zyms in den Reaktor.

e Die beiden Sterilfilter (Mikrofilter, 0,1 pm Porengrife, Cellulosenitrat von

Sartorius) begrenzen zusammen mit der Ultrafiltrationsmembran den sterilen

Bereich. Durch die doppelte Auslegung kann die Membran im ersten Steril-

filter bei Verstopfung unter Erhaltung der Sterilgrenze ausgetauscht werden.

7
4
o 8
6
S e |
‘ &V o o ’% 25°%
S 77777 b |
3 5 = ®
2 - 2 2 1
25°C
1 .) k‘ —
E 4°C
E |-
1 Substratgefid 6 Enzym-—Membran—Recktor
2 Sterilfilter (0,1 um) & Enzym
3 Wechselkolbenpumpe »o Reaktanden
4 Druckaufnehmer 7 pH-DurchfluBelekirode
5 Blasenfalle mit Septum 8 Polarimeter mit DurchfluBklivette

9 Fraktlonssammier

Abb. 3.53-1: FlieBbild der verwendeten Anlage fiir kontinuierliche Experimente
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® Der eigentliche Reaktor ist ein zylindrisches GefdB aus Polypropylen (PP
DWU der Firma Simova, Kim), bestehend aus einem thermostatisierbaren
Bodenteil mit einer Bohrung filr die Zufilhrung der Substrate und einem
Deckel mit einer Bohrung fir den Produktauslauf. Abbildung 3.5.3-2 zeigt
ein Photo des verwendeten EMRs. In der seitlichen Reaktorwand befindet
sich eine mit einem Septum verschlossene Bohrung zur Probenahme aus dem
Reaktor. Die Ultrafiltrationsmembran (Firma Filtron, Typ Omega, AusschiuB-
grenze 5000 u) wird mit zwei Runddichtringen aus Silikongummi (Firma
Seybold, Diiren) zusammen mit einer Stiltzscheibe zwischen Deckel und Bo-
den eingespannt, wobei zur Verschraubung zwei Edelstahlplatten verwendet
werden. Zur Vermeidung einer Konzentrationspolarisation und zur gleich-
méBigen Verteilung der Reaktanden ist ein Magnetrithrkern vorhanden
(Drehzahl 400 Upm). Die Umhiillung des Rithrkerns sowie die Stiitzscheibe
bestehen ebenfalls aus Polypropylen.

® Das Reaktorvolumen betrdgt 14,3 mL.

Abb. 3.53-2: Photographie des Enzym-Membran-Reaktors aus Polypropylen mit
einem Sterilfilter
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® Durch die pH-Elektrode wird der pH-Wert des Reaktorauslaufes, der iden-
tisch mit dem im Reaktorinnern ist, kontrolliert (ein CSTR arbeitet unter
" Auslaufbedingungen”). Auf Puffersubstanzen wurde bei den kontinuierlichen
Experimenten verzichtet. Durch geeignete Einstellung der Substratldsung (ca.
pH 7,8 kann am Reaktorauslauf ein pH von 7,3-7,5 erzielt werden. Da
keine groBeren pH-Verschiebungen auftreten, kann auf eine Regelung dieses
Wertes verzichtet werden.

e Das Polarimeter dient zur ProzeBkontrolle, da sich nach Erreichen des statio-
niren Zustandes den konstanten Konzentrationen entsprechend ein konstanter
Drehwert einstellt.

e Der Gehalt der verschiedenen Komponenten in der mit einem Fraktions-
sammler gesammelten Produkilésung wird mittels HPLC bestimmt.

Durchfiihrung der Experimente und Ergebnisse

Fir ManNAc-Zulaufkonzentrationen von etwa 50 mM und 300 mM bei etwa
zweifachem Pyr-UberschuB wurden filir verschiedene Enzymkonzentrationen und
Verweilzeiten experimentelle und berechnete Betriebspunkte miteinander verglichen.

Bei allen Experimenten galten folgende Bedingungen:

¢ Es wurden keine Puffersubstanzen eingesetzt.

e Vor Benutzung wird der Reaktor fiir 12 h mit Peressigsdure sterilisiert (0,1
Vol-%), die mit Wasser und 50 mM KH2POq-Puffer ausgespiilt wird.

¢ Die Ultrafiltrationsmembran wird mit 1 mg/mL Rinderserumalbumin vorbelegt.

¢ Nach Einspiilen des Rinderserumalbumins wurde unter Verwendung von Puffer
die Aldolase eingespiilt, danach wurde die Substratlésung in den Reaktor
gepumpt.

® Am Ende jeder Versuchsreihe wurde die Substratlosung vollstindig mit Puffer
aus dem Reaktor gespiilt und anschlieBend eine Probe zur Bestimmung der
aktuellen Enzymkonzentration aus dem Reaktor entnommen. Dabei zeigte sich,

daB die insgesamt eingesetzte Enzymmenge homogen im Reaktor verteilt
vorliegt.

Aus der Aktivititsabnahme wurde die Desaktivierungskonstante nach einem Zeit-
gesetz erster Ordnung berechnet:

- bei [ManNAclo = 59 mM, [Pyrlo = 108 mM ergibt sich kaes = 3,6 %/d.
- bei [ManNAcje = 339 mM, [Pyrlo = 629 mM ergibt sich kaes = 2,0 %/d.

Damit liegen die fiir die kontinuierlichen Experimente gefundenen Desaktivie-
rungsraten in der gleichen GroSenordnung wie bei der Inkubation des Enzyms
ohne Substrate (vgl. Abb. 3.3.4-1). Hohere Substratkonzentrationen scheinen eine
Stabilitdtserh6hung zu bewirken. Der Verlust der wahrscheinlich niedermolekularen
Stabilisatoren, die in der Enzympriparation enthalten sind und beim Finsatz des

Enzyms im EMR ausgespiilt werden (vgl. Kap. 3.3.3; Toyobo, 1989, 1991), wirkt
sich nicht nachteilig auf die Stabilitit aus.
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Mit Hilfe der Desaktivierungskonstanten wurde die jeweils aktuelle Enzym-
konzentration interpoliert. In Tabelle 3.5.3-1 sind die jeweiligen EnzymKonzen-
trationen und Verweilzeiten, das Produkt "E*t” sowie der experimentelle Umsatz
angegeben. Abbildung 3.5.3-3 zeigt den Vergleich zwischen berechneten und ex-
perimentellen Betriebspunkten fiir die niedrigere Substratkonzentration, Abb. 3.5.3-
4 fir die hohere. Fiir jeden Betriebspunkt wurden ca. 20-25 Verweilzeiten abge-
wartet.

Versuch [Aldolase] T E*t Uexp
Nr. g/L ] g*s/L -
59 mM ManNAec, 108 mM Pyr
1 0,938 1080 1013 0,29
2 0,930 2700 2510 0,45
3 0,908 5418 4920 0,52
4 0,868 11016 9557 0,56
339 mM ManNAc, 629 mM Pyr
5 1,57 1080 1696 0,23
6 1,59 2700 4293 0,46
7 1,56 5418 8452 0,61
8 3,53 2202 7773 0,56
9 3,50 10728 37548 0,78

Tab. 3.5.3-1: Daten zu den Betriebspunkten im kontinuierlichen Proze8
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Aus den dargestellten Ergebnissen lassen sich folgenden Aussagen ableiten:

e Fiir beide Konzentrationsniveaus findet man eine sehr gute Ubereinstimmung
zwischen experimentellen und berechneten Betricbspunkten, wenn man bei der
Berechnung auch die Inhibierung des Enzyms durch die Viskositit der Lo-
sung beriicksichtigt (durchgezogene Linien). Es wird kein zusétzlicher Anpas-~
sungsparameter verwendet. Die errechneten Kurven unter Annahme von 100%
Aktivitit sind gestrichelt eingezeichnet. ErwartungsgemdB ist der Unterschied
bei 59 mM ManNAc zwischen den beiden berechneten Kurven zu vernach-
lassigen, wihrend bei 339 mM der Unterschied zwischen den berechneten
Kurven deutlich groBer ist. Durch die Einfiihrung der effektiven Enzymaktivi-
tit, die anschaulich und experimentell durch die Viskositit des Reaktions-
mediums begriindet werden kann, gelingt iiber den gesamten Umsatzbereich
sowohl fiir den Satzreaktor als auch fiir den Kkontinuierlich betriebenen Riihr~
kesselreaktor die exakte quantitative Vorhersage der Betriebspunkte.

e Zur Abschitzung der Restaktivitit wird wie in Abb. 3.3.3-7 auch hier die
Gesamtkonzentration der Substratlésung (Konzentration im Zulauf bzw. bei
Reaktionsbeginn) verwendet. In erster Niherung wird die Abhdngigkeit der
Gesamtkonzentration im Reaktor vom jeweiligen Umsatz vernachldssigt. Bei ei-
ner Zunahme des Umsatzes von 0 auf 80% steigi die Restaktivitit von 61%
auf 69% an, da die Neu5Ac-Synthese unter Molzahlverminderung abliduft. Da
andererseits bei hohem Umsatz dieser nur wenig von einer Anderung der
Enzymkonzentration bzw. -aktivitit beeinfluBt wird, ist die Vereinfachung zur
Ermittlung der Restaktivitdt statthaft.

e Die Versuche 7 und 8 wurden bei anndhernd gleichen "E*t”"-Werten, aber
unterschiedlichen Enzymkonzentrationen und Verweilzeiten durchgefiihrt. In
beiden Fillen stimmt der experimentelle Umsatz mit den erwarteten Werten
liberein. Damit ist bewiesen, daB das verwendete Modell zur Vorhersage aller
relevanten Betriebszustinde des Reaktors geeignet ist und keine vorgelagerte
geschwindigkeitsbestimmende Reaktion wie 2z. B. die Mutarotation des
ManNAc zusitzlich beriicksichtigt werden muB8. Andernfalls miiBte der Umsatz
bei der hoheren Enzymkonzentration niedriger sein als berechnet.

¢ Aus der bekannten Desaktivierung der Aldolase und dem experimentell er-
mittelten Umsatz 148t sich der produktmengenspezifische Enzymverbrauch be-
rechnen, wobei die ermittelte maximale massenspezifische Aktivitit Amax®? =
13,8 U/mg fiir die Synthesereaktion verwendet wurde. Fiir die Versuche Nr.
8 und 9 ergeben sich die in Tab. 3.5.3-2 angegebenen Werte.
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Abb. 3.5.3-3: Vergleich zwischen experimentellen und berechneten Betriebspunk-
ten bei [ManNAcle = 59 mM; die Restaktivitit von 90% ergibt
sich aus den Substratkonzentrationen nach Gl. 3.3.3-1
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Abb. 3.5.3-4 Vergleich zwischen experimentellen und berechneten Betriebspunk-
ten bei [ManNAc) = 339 mM; die Restaktivitit von 60% ergibt
sich aus den Substratkonzentrationen nach Gl. 3.3.3-1
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Versuch [Aldolase] Uexp RZA Enzymverbrauch
Nr. g/L - g/(L*d) U/kg

339 mM ManNAc, 629 mM Pyr
8 3,53 0,56 2300 420
9 3,50 0,78 657 1470

Tab. 3.5.3-2: Raum-Zeit-Ausbeute und produktmengenspezifischer Enzymver-
" brauch zur Aldolase-katalysierten Neu5SAc-Synthese

e Der produktmengenspezifische Enzymverbrauch ist auf Grund der hdheren
Raum-Zeit-Ausbeute, die durch die kiirzere Verweilzeit verursacht wird, bei
Versuch Nr. 8 geringer. Allerdings betrdigt der Umsatz an ManNAc nur 56%.
Bei Versuch Nr. 9 liegt der Enzymverbrauch bei 1470 U/kg NeuSAc, was
etwa 104,- DM/Kg Enzymkosten entspricht; hier wird ein Umsatz von knapp
80% erreicht. Trotz der hdheren Enzymkosten sind diese Bedingungen fiir die
kontinuierliche Produktion von Neu5Ac¢ auf Grund des hoheren Umsatzes
sowie einer besseren ProzeBstabilitit bei Kkleineren Schwankungen der
Enzymkonzentration zu empfehlen.

Zur Bestitigung, daB die durch Viskosititserhohung verursachte Verringerung der
Enzymaktivitit reversibel ist, wurden nacheinander niedrige und hohe Substrat-
konzentrationen verwendet, wie in Abb. 3.5.3-5 dargestellt ist. Beim Wechsel von
hoher zu niedriger Substratkonzentration wird wieder der urspriingliche Umsatz
erreicht, so daB die beobachtete Desaktivierung durch hohe Konzentrationen re-
versibel ist. Mit diesem Versuch sollte gleichzeitig gekldrt werden, ob das bei der
Produktisolierung zuriickgewonnene ManNAc, das ca. 40 Gew.-% Natriumformiat
enthilt, ohne weitere Entsalzung eingesetzt werden kann. Eine Abschidtzung zeigt,
daB die Enzymaktivitit bei der hoéheren ManNAc-Konzentration durch das For-
miat um ca. 30% verringert wird. Damit ist eine Riickfilhrung des ManNAc nur

moglich, wenn in einem Reinigungsschritt das stérende Natriumformiat weitgehend
entfernt wird.
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Abb. 3.5.3-5 Beweis der Reversibilitit der Inhibierung durch hohe Substrat-
konzentration im kontinuierlichen Proze8;
Bedingungen: 1,50 g/L Aldolase

Die hohen Konzentrationen, die auf Grund der guten Loslichkeit der Substrate
moglich sind, konnen fiir die Produktion von Neu5Ac nicht eingesetzt werden.
Die hohe Viskositdt der Losung verringert die Aktivitit der Aldolase so stark,
daB8 nur geringe Umsidtze erzielt werden. In Tab. 3.5.3-3 sind die Daten eines
entsprechenden Versuches aufgelistet. Durch Anpassung der Modellierung wurde
eine Restaktivitit von ca. 10% abgeschitzt. Aus der Konzentrationsabhingigkeit
der Aldolaseaktivitit wiirde sich eine Restaktivitit von 38% errechnen. Anschei-
nend beeinflussen derartig hohe Konzentrationen das Enzym stdrker, als nach
den Ergebnissen zum EinfluB der Viskositdt zu erwarten ist (vgl. auch Diskussion
zu Abb. 3.5.2-4). Die erhaltene Produkilosung kann nur nach Verdiinnung (!)
auf den zur Isolierung der Neu5Ac verwendeten Anionenaustauscher aufgegeben
werden, da es sonst zu sehr starken Volumen#dnderungen des Gels kommt.

[ManNAc]o 1,083 M
[Pyr]o 1,898 M
[Aldolase] 5,47 g/L

T 14300 s

Uexp 0,41 -
Raum-Zeit-Ausbeute 832 g/(L*d)
Ugleichgewicht 0,97 -

Tab. 3.5.3-3: Experimentelle Daten zur Neu5Ac-Produktion bei sehr hoher
Substratkonzentration
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Somit stellen die ans den Berechnungen abgeleiteten und experimentell bestitigten
Konzentrationen von 300 mM ManNAc und 600 mM Pyr den besten Kompro-
miB in Hinblick auf Umsatz, Raum-Zeit-Ausbeute und Aufarbeitung dar. Ent-
sprechende Bedingungen wurden auch bei der kontinuierlichen Produktion von
Neu5Ac im gréBeren MaBstab benutzt, die im folgenden Kapitel beschrieben
wird.

Zusammenfassung

e Die Neu5Ac-Aldolase kann mit sehr guter Stabilitdit im Enzym-Membran-
Reaktor eingesetzt werden, wenn desaktivierende Materialien vermieden werden.
Die Desaktivierungsrate liegt zwischen 2 und 5 %/d.

e Berechnete und experimentelle Betriebspunkte stimmen sehr gut miteinander
iiberein, wenn die durch die Viskositdt verursachte Aktivititsabnahme beriick-
sichtigt wird.

¢ Die durch hohe Substratkonzentrationen verursachte Aktivititsabnahme ist re-
versibel.

e Bei Substratkonzentrationen von 339 mM ManNAc und 629 mM Pyr bei ei~
ner Enzymkonzentration von 3,5 g/L und einer Verweilzeit von 3 Stunden
wurde bei 78% Umsatz eine Raum-Zeit~Ausbeute von 657 g/(L*d) erreicht.
Der Enzymverbrauch betrug 1470 U/kg Produkt.

3.5.4 Kontinuierliche Produktion von NeuS5Ac im 300-g-Magstab

In diesem Kapitel wird die Durchfithrung der kontinuierlichen Produktion von
Neu5Ac im 300-g-MaBstab beschrieben. Diese Untersuchungen sowie die Aufar-
beitung der Produktlésung wurden im Rahmen einer Fachhochschul-Diplomarbeit
durchgefiihrt (Appel, 1990), so daB hier nur die wesentlichen Ergebnisse zusam-
mengefaBt dargestellt werden. Fiir die Festlegung der Reaktionsbedingungen wird
dabei auf die Erfahrungen der im vorhergehenden Kapitel beschricbenen Experi-
mente zur Uberpriifung der Modellrechnungen zuriickgegriffen.

Apparativer Aufbau

® Der apparative Aufbau entspricht im wesentlichen der schon beschriebenen
Anlage (FlieBbild vgl. Abb. 3.5.3-1, Seite 68). An Stelle des Flachmembran-
reaktors wird jedoch ein Umlaufreaktor verwendet. Abbildung 3.5.4-1 zeigt
eine Photographie der verwendeten Anlage.

¢ Der Umlaufreaktor besteht aus einer Kreislaufpumpe (Schlauchpumpe Watson-
Marlow Typ 501U), einem Wirmetauscher aus Glas mit verschiedenen An-
schiuBstutzen und einem Ultrafiltrationsmodul (Firma Filtron, Minisette) mit
einem Flachmembranpaket (Typ Omega, AusschluBgrenze 5000 u).
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® Das Reaktorvolumen wurde mit Hilfe eines polymervergréBerten Farbstoffes
{Dex70, Ciba F36A) zu 70 ml bestimmt. Aus der Extinktionsabnahme wird
die Verdiinnung berechnet, die eine LoOsung bestimmter Konzentration beim
Einspritzen in den mit Wasser gefiliten Reaktor erfihrt.

» ’ SRBLCHN

L A4
»
» L

Abb. 3.5.4-1: Photographie des 70 ml Enzym-Membran-Reaktors

¢ Bei ausreichend hohem Volumenstrom im Umlauf (565 mL/h) im Vergleich
zum Volumenstrom der Substratisung (22,6 mL/h) verhdlt sich der Umlauf-
reaktor wie ein kontinuierlich betriebener Rihrkesselreaktor.

* Die verwendeten Materialien wurden, sofern mbglich, unter dem Aspekt einer
moglichst geringen Enzymdesaktivierung ausgewdhlt (vgl. Kap. 3.3.4). Innerhalb
des Umlaufreaktors bestanden alle Verbindungen aus Verderpren-Pumpen-
schiauch (Firma Verder, Disseldorf).

¢ Bei Inkubation der Aldolase im Reaktor ohne Substrate wurde eine Desakti-
vierung von 11,3 %/d gefunden.

Durchfithrung des Versuchs und Ergebnisse

Im Sinne einer gleichbleibend hohen Raum-Zeit-Ausbeute und einer gleichblei-
benden Zusammensetzung der Produktiésung, um das Verfahren zur Produktiso-
lierung standardisieren und eventuell automatisieren zu konnen, sollte moglichst
hoher Umsatz angestrebt werden. Anderungen der Enzymkonzentration wirken sich
dann nur geringfiigig auf den Umsatz aus (vgl. Abb. 3.5.2-5), so daB eine gute
Prozefstabilitit gewihrleistet ist. Die in Tabelle 3.5.4-1 aufgelisteten Bedingungen
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wurden daher unter Beriicksichtigung der im vorhergehenden Kapitel gefundenen
Ergebnisse festgelegt. In der Tabelle sind ebenfalls die experimentell ermittelten
Daten angegeben. Der zeitliche Verlauf des Umsatzes ist in Abb. 3.5.4-2 gezeigt.

[ManNAc]o 343 mM
[Pyrlo 651 mM
pH 7.5 - (keine Puffersubstanzen!)
Temperatur 25 °C
[Aldolase] 4,0 g/L
T 11150 8

185 min
Kreislaufpumpe 565 mL/h
Substratpumpe 22,6 mL/h
Uexp 0,78 -
Raum-Zeit-Ausbeute 655 g/(L*d)
Enzymverbrauch 5830 U/kg

Tab. 3.5.4-1: Experimentelle Daten zur NeuS5Ac-Produktion im 300-g-MaBstab

Umsatz / —

ManNAc + Pyr ——> NeuS5Ac

o
0-0$-t'|'l'l'|'l'l'|'|
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Zeit / h
Abb. 3.54-2: Umsatz als Funktion der Zeit bei der Neu5Ac-Produktion im

300-g-MaBstab; die Pfeile kennzeichnen die Nachdosierung von je
30 mg Enzym
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Die Versuchsdurchfilhrung erfolgte analog zu den Experimenten zur Uberpriifung
der Modellrechnungen.

Innerhalb von 7 Tagen gelang die Produktion von 250 g NeuS5Ac mit einer
Raum-Zeit-Ausbeute von 655 g/(L*d) bei einem Umsatz von ca. 78 %.

Da aus Griinden der Verfligbarkeit fiir diesen Versuch eine andere Enzym-
charge als fiir die kinetischen Untersuchungen verwendet wurde, weichen der
berechnete und der experimentelle Umsatz um ca. 5% voneinander ab.

Die Dauer des Versuches war durch die zur Verfiigung stehende Substrat-
menge begrenzt; aus diesem Grund war eine Wiederholung des Versuches
ebenfalls nicht méglich. Um den kontinuierlichen Betricb iliber mindestens 50
Verweilzeiten aufrechtzuerhalten, wurde das Reaktorvolumen auf 70 mL be-
grenzt.

Die zum Ende hin ‘zunehmende Nachdosierung des Enzyms (je 30 mg) war
notwendig, da auf Grund einer Kontamination mit Mikroorganismen, die auch
mikroskopisch nachweisbar waren, ein Umsatzriickgang beobachtet wurde. Fiir
weitere Arbeiten mit dem verwendeten Reaktor ist eine Uberarbeitung der
technischen Ausfitlhrung notwendig, um einen sicheren Sterilbetriecb zu ge-
wihrleisten.

Trotz der Kontamination war der Enzymverbrauch mit 5830 U/kg Produkt
niedriger als auf Grund der in Vorversuchen gefundenen Desaktivierung von
11,3 %/d erwartet wurde. Dies koénnte auf einen stabilisierenden EinfluB der
Substrate hinweisen, der jedoch in anderen Versuchen nicht beobachtet wurde
(vgl. Kap. 3.34).

Schwankungen im pH-Wert traten nicht auf, so daB der Verzicht auf Puf-
fersubstanzen auch im groBeren MafBstab moglich ist.

Die erhaltene Produkilosung wurde eingefroren und in kleineren Portionen
mittels Anionenaustauschchromatographie aufgearbeitet (vgl. Kap. 6).

Mit den hier gezeigten Ergebnissen konnte bestitigt werden, daB das entwickelte
Verfahren zur kontinuierlichen Synthese von Neu5Ac im Enzym-Membran-Reaktor
auch filr eine MaBstabsvergroBerung geeignet ist.
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3.6 Zusammenfassung

e Fiir ein kontinuierliches Verfahren zur Neu5Ac-Synthese ausgehend von
ManNAc wurden die optimalen Bedingungen ermittelt.

e Auf Grund der thermodynamischen Eigenschaften des Systems sind moglichst
hohe Substratkonzentrationen giinstig, wobei der PyruvatiiberschuB klein ge-
halten werden kann, um die Produktisolierung zu vereinfachen.

e Fiir die enzymatische NeuSAc-Synthese wurde zum ersten Mal ein vollstindi-
ger Satz an kinetischen Parametern ermittelt, die den EinfluB aller Reaktan-
den beschreiben. Die Viskositit des Reaktionsmediums und die Mutarotation
der Kohlenhydrate wurden als weitere EinfluBgréBen untersucht.

e Das verwendete kinetische Modell beschreibt sowohl die Kinetik als auch die
Gleichgewichtslage der Reaktion mit guter Genauigkeit.

e Die Stabilitdit der Aldolase wird stark durch verschiedene Materialien beein-
fluBt. Im kontinuierlichen Betriecb wurden Desaktivierungsraten zwischen 2 und
10 %/d gefunden, was einem produkimengenspezifischen Enzymverbrauch zwi-
schen 1500 und 6000 U/kg entspricht.

¢ Modellrechnungen zur Ermittlung der optimalen Betriebsbedingungen konnten
experimentell bestitigt werden.

e Als giinstige Bedingungen fiir die Produktion von Neu5Ac wurden Substrat-
konzentrationen von 300 mM ManNAc und 600 mM Pyr ermittelt; bei En-
zymkonzentrationen von 4 g/L und Verweilzeiten von 3 h lassen sich dabei
Raum-Zeit-Ausbeuten von 650 g/(L*d) bei 80% Umsatz erreichen.

¢ In einem Enzym-Membran-Reakior mit einem Volumen von 70 mL wurden
innerhalb von 7 Tagen 250 g Neu5Ac produziert.
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4 Epimerisierung von GleNAc zu ManNAc

(GleNAc —-> ManNAc)

4.1 Einfiithrung

N-Acetylmannosamin (ManNAc) ist durch basenkatalysierte Epimerisierung von N-
Acetylglucosamin (GlcNAc) zuginglich (Abb. 4.1-1). GlcNAc kommt in der Natur
in groBen Mengen als Hauptbestandteil des Chitins vor, das das Stiitzskelett der
Insekten und Krustentiere sowie die Zellwinde zahlreicher Pilzgruppen bildet. Im
Chitin sind die GlcNAc-Einheiten B8-1,4-glycosidisch miteinander verknlipft.

HOHzc HOHzc NHAc
0 0
Ho HO
OH OH
AcHN
N—~Acetylglucosamin N-Acetylmannosamin
(GlcNAc) (ManNAc)

Abb. 4.1-1: Epimerisierung von GlcNAc zu ManNAc

Das Gleichgewicht der Epimerisierung liegt auf der Seite des GlecNAc
(GlcNAc:ManNAc = 4:1). Durch Zusatz von Metallionen kann der Gleichge-
wichtsumsatz erh6ht werden (Yoshimura et al., 1972), zur Gewinnung von reinem
ManNAc sind aber weiterhin zahlreiche Reinigungsschritte erforderlich. Als Alter-
native bietet sich die Synthese von Derivaten an, die leichter voneinander ge-
trennt werden konnen (Mack et al, 1988; Giannis et al., 1991). Diese aufwen-
dige Trennung der beiden Epimere verursacht den hohen Preis von kommerziell
erhiltlichem ManNAc.

Fiir die enzymkatalysierte Synthese von Neu5Ac¢ kann ein Gemisch aus ManNAc
und GlcNAc eingesetzt werden, da GlcNAc fiir die Neu5SAc-Aldolase kein Sub-
strat ist und diese nur geringfiigig inhibiert (Comb et al, 1958; Augé et al.,
1984; Kim et al, 1988; sowie weitere in Kap. 3.3 zitierte Literatur). Eigene
Messungen zur exakten Quantifizierung der Inhibierung sind in Kap. 5.3.1 be-
schrieben. Das durch die basenkatalysierte Epimerisierung und fraktionierte Kri-
stallisation gewonnene Gemisch der beiden Epimeren enthidlt ca. 75% ManNAc
und 25% GlcNAc. Es kann ohne weiteres als Substrat in Satzreaktorversuchen
oder in dem in Kap. 3 beschriecbenen kontinuierlichen Verfahren zur Synthese
von Neu5Ac eingesetzt werden.

Besonders einfach und elegant gelingt die Epimerisierung mit Hilfe von Acylglu-
cosamin 2-Epimerase. Durch Kopplung der beiden enzymatischen Reaktionen im
Enzym-Membran-Reaktor wird das erzeugte ManNAc direkt zu NeuSAc umge-
setzt, Dieser bisher in der Literatur nur vorgeschlagene Weg zur Synthese von
Neu5Ac wurde im Rahmen dieser Arbeit zum ersten Mal verwirklicht (Kim et
al., 1988; Kragl et al, 1991a).
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In diesem Kapitel wird die Ermittlung von Daten zur enzymatischen Epimerisie-
rung beschrieben, die zur Optimierung des gekoppelten System benétigt werden
(vgl. Kap. 5). Unter anderem werden folgende Punkte behandelt:

¢ Mechanismus der Epimerisierung

e Eigenschaften der Acylglucosamin 2-Epimerase und Bestimmung der Kkineti-
schen Parameter

e FEinsatz der Epimerase im Kkontinuierlichen Proze8 und experimenteller Beweis
der Modellrechnungen.

4.2 Mechanismus der Epimerisierung und Gleichgewichtslage

Spivak et al. beschricben 1959 die basenkatalysierte Epimerisierung von GlcNAc
fir die Synthese von ManNAc. Durch !H- und 13C-NMR-Untersuchungen
konnte der in Abbildung 4.2-1 dargestellte Mechanismus bestitigt werden (Salo
et al.,, 1976; Hanchak et al, 1976). Es handelt sich dabei um die Lobry de
Bruyn-van Ekenstein-Reaktion (Binkley, 1988), die die basenkatalysierte Epimeri-
sierung und Isomerisierung von Kohlenhydraten beschreibt. Fiir die N-Acylgluco-
samin 2-Epimerase wird ebenfalls ein Mechanismus unter Ausbildung eines Enols
vorgeschlagen, der aber experimentell bisher nicht bewiesen wurde (Ghosh et al,
1965a).

¢ Nach der Ringéffnung kommt es zur Bildung eines Enols, wobei in einem
ersten Schritt das Proton an C-2 abgespalten wird.

e Als Base kann entweder ein OH--Ion oder eine basische Gruppe im aktiven
Zentrum der Epimerase die Abspaltung des Protons Kkatalysieren. Hiufig
tibernimmt der Imidazolring des Histidins diese Rolle (vgl. auch Abb. 3.3.2-1,
Mechanismus der Neu5Ac-Aldolase; Noltmann, 1972)

CH,OH CH,0H CH,0H
OH H OH H OH H
HO "\ OH H HO \ OH HO '\ OH NHAc
NHA
€ NHAC H
| Enol—-Form l
CH,OH CH,OH
0 O
OH OH
HO \ OH HO '\ OH NHAc
NHAc
N —Acetylglucosamin N~-Acetylmannosamin

Abb. 4.2-1: Mechanismus der Epimerisierung von GlcNAc zu ManNAc (nach
Salo et al.,, 1976)
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® Durch die Acetamidogruppe mit einem negativen induktiven Effekt wird die
Abspaltung des Protons beschleunigt.

e GlcNAc ist energetisch giinstiger, da die Acetamidogruppe &quatorial steht
(vgl. Abb. 4.1-1), so daB es im thermodynamisch Kkontrollierten Gleichgewicht
iiberwiegt. :

Gleichgewichtslage der Epimerisierung

Die Gleichgewichtskonstante der Epimerisierung von GlcNAc zu ManNAc st
durch Gleichung 4.2-1 definiert.

[ManNAc]
KeqB = —m oo (4.2-1)
[G1lcNAc]
mit:  Keq® - Gleichgewichtskonstante der Epimerisierung

Im Gleichgewicht liegen etwa 20% ManNAc und 80% GlcNAc vor; der Wert der
Gleichgewichtskonstanten wird vom pH-Wert und von der Temperatur nur wenig
beeinfluBt, wie die folgenden Werte zeigen:

® KeqB = 0,235 bei Raumtemperatur und pH 11 (Hanchak et al, 1976)
® Keq® = 0,256 bei 37 °C und pH 7,6 (Ghosh et al, 1965b)
® Keq® = 0,201 + 0,011 bei 25 °C und pH 7,5 (diese Arbeit).

Die beobachteten Unterschiede im Zahiwert fiir Keq® werden bereits durch
Schwankungen von #3% in den experimentell bestimmten Gleichgewichtskonzen-
trationen verursacht.

Die Wahl der in dieser Arbeit benutzten Bedingungen ist in Kap. 4.3.3 be-
schrieben; die Gleichgewichtskonzentrationen der enzymatisch durchgefiihrten Epi-
merisierung wurden mit HPLC bestimmt.
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4.3 Das Enzym N-Acylglucosamin 2-Epimerase

In diesem Kapitel wird nach eciner Beschreibung des Vorkommens und der
Eigenschaften des Enzyms die Bestimmung der kinetischen Daten beschrieben. Im
einzelnen werden die folgenden Punkte behandelt:

e Vorkommen und Eigenschaften.

e Kinetisches Modell.

e Bestimmung der kinetischen Parameter.
[ ]

Enzymstabilitit.

4.3.1 Vorkommen und Eigenschaften

N-Acylglucosamin 2-Epimerase, E.C. 5.1.3.8, CAS-Nr. [37318-34-6] wurde zuerst
aus Schweinenieren isoliert (Ghosh et al,, 1965b). Ihre Rolle im tierischen Stoff-
wechsel ist noch weitgehend ungekldrt. Moglicherweise spielt sie eine Rolle bei
der Synthese von Neu5Ac, wenn der normale Weg iiber GlcNAc-6-Phosphat und
UDP-GlcNAc zum ManNAc-6-Phosphat blockiert ist (Schauer, 1982a). In Bakte-
rien und Hefen ist die Epimerase als katabolisches Enzym induzierbar, allerdings
werden nur geringe Aktivititen erzielt (Biswas et al, 1982).

ATP wirkt als allosterischer Aktivator der Epimerase, d. h. es vergrofert die Ak~
tivitdit und die Substrataffinitdt des Enzyms (Datta, 1970, 1975).

Die N-Acylglucosamin 2-Epimerase gehort zu den Isomerasen, die die Enzym-
klasse 5 bilden. Der Mechanismus lduft wahrscheinlich ebenso wie der der ba-
senkatalysierten Epimerisierung tiiber ein Enol als Zwischenstufe (vgl. Abb. 4.2-1)
(Ghosh et al., 1965a; Glaser, 1972). Adenosintriphosphat (ATP) nimmt an der
Reaktion nicht teil. Phosphorylierte Zucker als Zwischenstufen wurden nicht be-
obachtet (Ghosh et al., 1965b). '

Das Molgewicht der Epimerase betrigt etwa 100000 u (Toyobo, 1989); in der
Gelelektrophorese zeigen sich 2 TUntereinheiten mit ca. 43000 u (eigene Mes-
sung).

Eine Zusammenstellung der Eigenschaften der Epimerase findet sich in folgenden
Stellen: Ghosh et al, 1965b; Datta, 1970; Anhang A2 dieser Arbeit, Datenblatt
von Toyobo zur verwendeten Epimerase, die ebenfalls aus Schweinenieren stammt,

Zusammen mit Neu5Ac-Aldolase und N-Acetylhexosaminoxidase kann die Epime-
rase zur enzymatischen Bestimmung von Neu5Ac z. B. in Kklinischen Tests ver-
wendet werden (Toyobo, 1985, 1989; Teshima et al, 1988).
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4.3.2 Kinetisches Modell

Da der genaue Reaktionsmechanismus der Epimerase nicht bekannt ist, wird in
einem rein formalkinetischen Ansatz ein Modell verwendet, das folgenden Anfor-
derungen geniigt:

e Beschreibung aller wesentlichen EinfluBgréBen mit moglichst wenigen, signifi-
kanten Parametern.

¢ Giiltigkeit fiir einen mdglichst groBen Konzentrationsbereich der Reaktanden.

e Giiltigkeit iiber den gesamten Umsatzbereich bei Konzentrationen, wie sie fiir
die spitere Anwendung relevant sind.

e Korrekte Beschreibung der kinetischen und thermodynamischen Eigenschaften
des Reaktionssystems.

Wie im folgenden Kapitel gezeigt werden wird, erfiillt das hier vorgestelite Mo-
dell obige Forderungen, wobei lediglich 4 Parameter zur Beschreibung der Kine-
tik der Hin- und Riickreaktion des in Gleichung 4.3.2-1 angegebenen Reakti-
onssystems geniigen.

ka ks ke
E + C g > EC == EB & >»E +B (4.3.2-1)
k-4 k-3 k-6

Genau wie bei der Beschreibung des kinetischen Modells der Neu5Ac-Aldolase
werden zur Vereinfachung der Schreibweise die Reaktanden mit den Buchstaben
B und C bezeichnet, wobei folgende Zuordnung besteht:

B = ManNAc
¢ = GlcNAc

Die gleichen Buchstaben werden auch zur Bezeichnung der zugehdrigen Ku-
Werte und der massen- bzw. volumenspezifischen Aktivitit verwendet.

Das prinzipielle Verfahren zur Herleitung der Geschwindigkeitsgleichung nach dem
"steady-state Ansatz” ist bereits bei der Beschreibung des kinetischen Modells
der Neu5Ac-Aldolase erliutert worden (vgl. Kap. 3.3.2). Hier wird daher nur die
erhaltene Geschwindigkeitsgleichung angegeben; fiir die Ableitung sei auf die
entsprechende Literatur verwiesen (Segel, 1975; Cornish-Bowden, 1981).

Die Reaktionsgeschwindigkeit der ManNAc-Bildung unter Beriicksichtigung der
Riickreaktion wird durch Gleichung 4.3.2-2 beschrieben:

e Der EinfluB der ATP-Konzentration wird im Modell nicht beriicksichtigt. Bei
allen kinetischen Messungen und Kkontinuierlichen Experimenten wurde ATP in
geniigend hohen Konzentrationen (2 bis 5 mM) zugegeben, um die maximale
Reaktionsgeschwindigkeit zu erreichen.

e FEs wird nicht zwischen Furanose- und Pyranoseform sowie a-,8-Anomer und
offenkettiger Form der Zucker unterschieden. Welche Form vom Enzym ge-
bunden wird, ist nicht bekannt.

e Bei Betrachtung der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit, d. h. die Konzentration
eines der Reaktanden ist gleich Null, geht Gleichung 4.3.2-2 in eine normale
Michaelis—-Menten-Gleichung {iber.
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® Das Modell kommt ohne zusitzliche Konstanten zur Beschreibung der Pro-
duktinhibierung aus. Die Konkurrenz der beiden Reaktanden um das aktive
Zentrum des Enzyms wird allein durch die beiden Km-Werte beschrieben.

Amax©*[C] AmaxB*[B]
[Eleps * ( -
d[B] Kn® KB §
vz = = (4.3.2-2)
dt [c] [B]
1+ +
Kn€® KnBS$
mit: vz kat/I. Reaktionsgeschwindigkeit der ManNAc-Synthese
Apax© kat/g maximale massenspezifische Aktivitdit der Epimerisierung
von GlcNAc
AmaxB kat/g maximale massenspezifische Aktivitit der Epimerisierung
von ManNAc
Kn© mol/L  Michaelis-Menten-Konstante der Komponente
C = GleNAc
KBS mol/L Michaelis-Menten-Konstante der Komponente

B = ManNAc; das "$"-Zeichen dient zur Unterschei-
dung von KmB aus der Kinetik der Aldolase

[B,C] mol/L. Konzentration der Komponente B, C

[ElJep1 g/L Enzymkonzentration (Epimerase)

Die Haldane-Bezichung verknlipft die kinetischen Parameter mit der Gleich-

gewichtskonstanten Keq®. Sie ergibt sich aus der Gleichgewichtsbedingung
d[B}/dt = 0 und 148t sich aus Gleichung 4.3.2-2 herleiten:

Amax® * KnBS

KeqB = (4.3.2-3)
AmaxB * Kn©

mit: Keq® - Gleichgewichtskonstante der Epimerisierung

Im folgenden XKapitel wird die Ermittlung der kinetischen Parameter der Epime-
rase beschrieben. Die daraus nach Gl. 4.3.2-3 berechnete Gleichgewichtskonstante
wird mit der experimentell ermittelten verglichen.
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4.3.3 Bestimmung der Kkinetischen Parameter der Epimerase

In diesem Kapitel wird die Bestimmung der Kkinetischen Parameter der N-Acyl-
glucosamin 2-Epimerase beschrieben. Dabei werden nach einer kurzen Einfiihrung
folgende Punkte behandelt:

® Beschreibung der verwendeten ‘Methoden.

e TUntersuchungen zur Festlegung der Reaktionsbedingungen (pH, Temperatur,
ATP- und Mg2*-Konzentration).

e Bestimmung der Kkinetischen Parameter aus Messungen der Anfangsreaktions-
geschwindigkeit.

e Experimentelle Uberpriifung von Modellrechnungen fiir Satzreaktorversuche.

Einfiihrung und Methoden

Nach Gl 4.3.2-2 geniigen die massenspezifischen Aktivititen und Kn-Werte fiir
eine vollstindige Beschreibung der Kinetik der Epimerase. Die in der Literatur
angegebenen Werte wurden jedoch unter anderen Bedingungen ermittelt als sie
fiir den kontinuierlichen ProzeB giinstig sind. Daher wurde im Rahmen der vor-
liegenden Arbeit die Kinetik der N-Acylglucosamin 2-Epimerase in Bezug auf die
Reaktanden GlcNAc und ManNAc untersucht. Untersuchungen zum EinfluB von
ATP und Mg2* auf die Enzymaktivitit wurden nur begrenzt durchgefithrt, um
sicherzustellen, daB die weiteren Experimente unter optimalen Bedingungen durch-
gefiihrt werden. Fiir die kinetischen Messungen und die kontinuierlichen Versuche
stand nur eine begrenzte Enzymmenge zur Verfiigung, so daB die Untersuchun-
gen nicht im gleichen Umfang wie bei der Neu5Ac-Aldolase durchgefiihrt werden
konnten.

Die Quantifizierung von GlcNAc und ManNAc erfolgte wie bei den Messungen
zur Kinetik der Aldolase durch HPLC, wobei fiir die beiden Epimeren Basislini-
entrennung erreicht wird (vgl. Kap. 9.1.1). Enthélt die Probe nur wenig des
einen Epimeren neben einer groBen Menge des anderen, streuen die gefundenen
Flichen sehr stark. Durch Mehrfachbestimmungen kann die Qualitit der Daten
verbessert werden, doch speziell bei den Messungen der Anfangsreaktionsge-
schwindigkeit kommt es zu einer etwas stirkeren Streuung der MeBwerte.

Die Experimente wurden in gleicher Weise wie die zur Untersuchung der Aldo-
lase durchgefithrt (vgl. Kap. 3.3.3); auf Unterschiede wird im folgenden eingegan-
gen:

e Bei Messungen der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit wurde das entstehende
Reaktionsprodukt (ManNAc bzw. GlcNAc) quantifiziert. Die Produktinhibierung
konnte mit diesen Messungen nicht untersucht werden, da die geringe Kon-
zentrationszunahme bei zugesetzter groBerer Produktmenge nicht exakt be-
stimmt werden kann, Zur Uberpriifung der Produktinhibierung wurden daher
Satzreaktorversuche durchgefithrt und mit berechneten Konzentrations-Zeit-
Verldufen verglichen.
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® Wie auch bei der Neu5Ac-Aldolase wurde fiir die kinetischen Messungen
verdiinnter Phosphatpuffer (10 mM - 20 mM KHz2POs, titriert auf pH 7,5)
verwendet, der die Aktivitit der Epimerase nicht beeinfluBt.

¢ Enzymeinwaagen werden in g bzw. mg des verwendeten Lyophilisats angege-
ben, das laut Herstellerangaben  etwa 50% Protein und 50% Stabilisatoren
enthilt (Toyobo, 1989). Eigene Messung ergaben einen Proteingehalt von
38%. Konzentrationen bis zu 100 mM des als Stabilisator verwendeten
Kaliumgluconat beeinflussen die Aktivitit der Epimerase nicht. Bel dieser
Messung wie auch bei den unten beschriebenen Messungen zum EinfluB des
ATP und Mg?* wurde das Protein durch ein einfaches sdulenchromatogra-
phisches Verfahren entsalzt (Siule PD 10 der Firma Pharmacia, Freiburg).

Untersuchungen zur Festlegung der Reaktionsbedingungen

Da die Epimerase zur in situ-Erzeugung von ManNAc zusammen mit der
Neu5Ac-Aldolase eingesetzt werden soll, miissen die Enzyme unter #hnlichen Be-
dingungen einsetzbar sein. In erster Linie bedeutet das, daB sie &hnliche Tem-
peratur- und pH-Optima fiir die Aktivitit und Stabilitit besitzen. Ebenso darf
die Beeinflussung durch die Substrate und Produkte des anderen Enzyms nicht
zu stark sein; die Ergebnisse hierzu finden sich in Kap. 5.3.

Im folgenden werden die Emmittlung der pH- und Temperaturabhingigkeit der
Epimerase sowie Messungen zum EinfluB von ATP und Mg?* auf die Aktivitit
beschrieben; Angaben zur Stabilitit finden sich in Kap. 4.3.4.

Bis auf die Messungen zum FEinsatz von polymervergroBertem ATP wurde die
Aktivitit der Epimerase bei unterschiedlichen Bedingungen durch Messungen von
Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten bestimmt.

pH-Abhingigkeit der Aktivitit der N-Acylglucosamin 2-Epimerase

In Abbildung 4.3.3-1 ist die pH-Abhiingigkeit der Epimerisierung ausgehend
sowohl von GlcNAc als auch von ManNAc dargestellt. Fiir beiden Richiungen
der Reaktion ist die Abhingigkeit vom pH-Wert nur schwach ausgeprigt. Auffdl-
lig sind die beiden hoéheren Aktivititswerte bei pH 7,9. Fiir dieses reproduzier-
bare Verhalten, das sich auch bei Literaturangaben findet (Datta, 1970), konnte
keine Erkldrung gefunden werden.

Aldolase und Epimerase zeigen somit eine #hnliche pH-Abhédngigkeit der Aktivi-

tit. Die weiteren Untersuchungen zur Epimerase wurden bei pH 7,5 durchge-
fiihrt.
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Abb. 4.3.3-1: pH-Abhingigkeit der enzymatischen Epimerisierung

Bedingungen: 44,7 mM ManNAc, 0,25 mg/mL Epimerase;
100 mM GleNAc, 0,41 mg/mL Epimerase; 25 °C

Temperaturabhingigkeit der Aktivitit der N-Acylglucosamin 2-Epimerase

Die Temperaturabhingigkeit der Epimerase, die in Abb. 4.3.3-2 dargestellt ist,
wurde nur flir die Umsetzung von GlcNAc untersucht.
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Abb. 4.3.3-2: Temperaturabhédngigkeit der enzymatischen Epimerisierung von

GleNAc
Bedingungen: 103 mM GlcNAc, 0,23 mg/ml Epimerase; pH 7,5
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Die giinstigste Temperatur fiir die Verwendung des gekoppelten Systems ist durch
die Gleichgewichtslage der NeuSAc-Synthese gegeben. Bei der Epimerase wurde
daher vor allem der TemperatureinfluB auf die Stabilitdt untersucht (vgl. Kap.
4.3.4).

Aus den Daten 148t sich die Aktmerungsenergxe der enzymatischen Epimerisie-
rung des GlcNAc berechnen:

Ea¢ = 69,5 kJ/mol

Dieser Wert liegt in der GréBenordnung, die fiir enzymkatalysierte Reaktionen im
allgemeinen angegeben wird (20-60 kI/mol, Segel, 1975).

Einflu8 von ATP und Mg2* auf die Aktivitdt der Epimerase

Die Epimerase benétigt ATP als allosterischen Effektor (Datta, 1970, 1975), der
die Aktivitit um den Faktor 20 erhoht sowie die Substrataffinitdt vergrdBert. Die
maximale Reaktionsgeschwindigkeit wird nach Literaturangaben bei etwa 5 mM
ATP erreicht (Ghosh et al, 1965b; Datta, 1970, 1975). Reaktionen, an denen
ATP beteiligt ist, erfordern in der Regel Mg?* oder andere zweiwertige Katio-
nen, die durch Komplexbildung die negative Ladungsdichte am ATP reduzieren
(Page, 1984). Fiir die Epimerase ist die genaue Funktion der Mg2*-Ionen bisher
nicht geklart.

Die im folgenden beschricbenen Untersuchungen dienen dazu, in begrenztem
Umfang den EinfluB des ATP und des Mg?* aufzukliren, um Limitierungen

oder Inhibierungen durch zu gennge oder zu hohe Konzentrationen vermeiden zu
kénnen.

Zunichst wurde der Gehalt an ATP und Mg?* in der Enzympriparation be-
stimmt, da beide Komponenten laut Herstellerangaben als Stabilisatoren zugesetzt
werden (Toyobo, 1989). Die Bestimmung von Magnesium und Phosphor erfolgte
durch Atom-Emissions-Spektrometrie (Zentralabteilung fiir Chemische Analysen,
Forschungszentrum Jiillich GmbH). Diese Methode erfaBt den Gesamtgehalt der
beiden Elemente. Bei der Berechnung des ATP-Gehaltes wird in erster Niherung
davon ausgegangen, daBl dies die einzige vorhandene phosphorhaltige Verbindung
ist. Die Ergebnisse sind in Tab. 4.3.3-1 zusammengestellt.

1,21 £ 0,10 Z P ===) 0,130 £ 0,011 mmol ATP/g Lyophilisat
0,091 ¢+ 0,005 T Mg ===> 0,037 + 0,002 mmol Mg2*/g Lyophilisat

Tab. 4.3.3-1: Gemessene Mg- und P-Gehalte der Epimerasepriparation und
daraus berechnete Werte

Zur Messung des ATP- und Mg?*-Einflusses wurde die kommerzielle Enzympri-
paration entsalzt (Vorschrift s. Kap. 9.2) und die Kinetik beziiglich ATP ge-
messen. Da aus Stabilititsgriinden immer nur kleine Enzymmengen entsalzt wur-
den, sind die Absolutwerte flir die massenspezifischen Aktivititen nur in ihrer

90 Epimerisierung von GlcNAc



GréBenordnung vergleichbar. Die Konzentrationsabhingigkeit der Aktivitit sollte
dadurch jedoch nicht beeinfluBt werden. In Abb. 4.3.3-3 ist die massenspezifische
Aktivitit der Epimerase als Funktion der ATP-Konzentration dargestellt. Mg?*
wird in Form von MgClz in &#quimolarer Menge zugegeben. Die Aktivitdit wird
hierbei auf die eingesetzte Menge Protein, nicht auf die Menge Lyophilisat be-
zogen! Daher ist die maximal erreichbare Aktivitit gegeniiber den unten be-
schriebenen Messungen zum SubstrateinfluB etwa um den Fakior 3 groBer. Die
Aktivitit steigt mit steigender ATP-Konzentration zunichst sehr stark an; ab ca.
0,5 mM ATP ist die maximale Reaktionsgeschwindigkeit erreicht. Die beobachtete
massenspezifische Aktivitit von 0,5 ukat/g ohne Zusatz von ATP kann auf zwei
Ursachen zuriickgefithrt werden:

e die Epimerase besitzt eine ATP-unabhingige Aktivitdit (Datta, 1975)

e das in der Enzymprdparation vorhandene ATP wird durch dieses einfache
und leicht durchzufithrende Reinigungsverfahren nicht volistindig entfernt.
Moglicherweise ist das ATP sehr fest an die Epimerase gebunden.

Aus der dargestellten Kurve ergibt sich, daB ATP-Konzentrationen gréBer 0,5
mM ausreichen, um die maximale Reaktionsgeschwindigkeit der Epimerase zu
bewirken. Dieser Wert als minimal erforderliche ATP-Konzentration wurde auch
im kontinuierlichen Versuch bestdtigt (vgl. Kap. 4.4.2).
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Abb. 4.3.3-3: EinfluB von ATP und Mg?* auf die Aktivitit der Epimerase; die
Aktivitat ist hier auf g Protein, nicht g Lyophilisat bezogen
Bedingungen: 86 mM GlcNAc, 0,104 mg/mlL Epimerase (entsalzt);
25 °C, pH 7,5
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Da ATP nur in Kkatalytischen Mengen zur Aufrechterhaltung der Aktivitit der
Epimerase benotigt wird, wére es vorteilhaft, wenn es zusammen mit dem Enzym
im Enzym-Membran-Reakior zuriickgehalten werden kann. Dies gelingt, wenn der
Cofaktor durch Kopplung an ein ldsliches Polymer molekulargewichtsvergroBert
wird. Dieses Konzept wurde fiir den Einsatz von Oxidoredukiasen in Kkontinuier-
lichen Prozessen entwickelt, wobei das erforderliche NADH an Polyethylenglycol
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mit einem Molekulargewicht von 20000 u gekoppelt wird. Durch eine zweite
enzymatische Reaktion kann der Cofaktor Kkontinuierlich regeneriert werden (Kula
et al, 1987). Bei der Synthese von Glucose-6-phosphat mit Hexokinase im En-
zym-Membran-Reaktor wurde polymervergroBertes ATP verwendet (Berke, 1984;
Berke et al.,, 1988), das auch fiir den Einsatz mit der Epimerase getestet wurde.
In Abb. 4.3.3-4 sind die Konzentrations-Zeit~Verldufe der Epimerisierung von
GlcNAc ohne Zusatz von ATP und beim Zusatz nativem und an Polyethylen-
glycol 20000 gebundenem ATP (PEG-ATP) dargestellt, Die Struktur des
verwendeten PEG-ATP ist in Kap. 9.3 beschrieben. Die Epimerase ist auch mit
PEG-ATP aktiv, die Aktivitit ist aber deutlich geringer als bei Verwendung von
nativem ATP. Weitergehende Untersuchungen konnte wegen der begrenzten
Menge an verfligharem PEG-ATP nicht durchgefiihrt werden. Dieser Ansatz ist
insofern interessant, da durch die Riickhaltung im Reaktor das ATP nicht bei
der Produktaufarbeitung abgetrennt werden miiBte.

GleNAc ——> ManNAc

natives ATP

PEG—ATP
o

A

O/
A A ohhe ATP

0 ' 100 ' 200 ' 300

Zeit / min

Abb. 4.3.3-4: Konzentrations-Zeit-Verlauf ‘der Epimerisierung von GlecNAc bei
Zusatz von PEG-ATP und nativem ATP

Bedingungen: 100 mM GlcNAc, 5 mM Mg?t, 2 mM ATP bzw.
PEG-ATP, 1,5 mg/mL Epimerase (entsalzt); 25 °C, pH 7,5

[ManNAc] / mM

Der EinfluB der Mg?*-Konzentration auf die Aktivitit der Epimerase bei zwei
unterschiedlichen ATP-Konzentrationen ist in Abb. 4.3.3-5 dargestellt. Aus diesen
Messungen mit dem entsalzten Enzym ergibt sich, daB Mg2*-Ionen fiir die Ak-
tivitdt der Epimerase nicht unbedingt erforderlich sind, obwohl mit zunchmender
Konzentration ein leichter Aktivititsanstieg zu beobachten ist. Die gefundene
massenspezifische Aktivitdit ist geringer als in die in Abb. 4.3.3-3, da hier die
Konzentrationsbestimmung zur Akftivititsberechnung bei hoherem Umsatz erfolgte
und dadurch keine echten Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten gemessen wurden.
Mit zunehmender Produktkonzentration (= ManNAc) sinkt die Reaktionsge-
schwindigkeit ab, da beide Substrate (GlcNAc und ManNAc) um die Bindung
am aktiven Zentrum Kkonkurrieren. Innerhalb der MeBreihe sind die Werte aller-
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dings miteinander vergleichbar. Bei weiteren Untersuchungen zeigte sich jedoch,
daB die Stabilitit der Epimerase bei Anwesenheit von Mg?* und ATP um den
Fakitor 3 verbessert wird. Daher werden beide Substanzen insbesondere beim
Einsatz der Epimerase im Enzym-Membran-Reaktor der Reaktionsldsung zugege-
ben (Konzentration 5 mM).

o 0.8
g ° __a 3
XX A__.A A o
‘l° 0.64 ©
o
~
o 04-
z GlcNAc ——> ManNAc
2 0.2
>
%—’ A 4 mM ATP
o 2 mM ATP
O'o T T T L ] 'm ] *
0 1 2 3 4 5
[Mg2*] / mM

Abb. 4.3.3-5: EinfluB von Mg?* auf die Aktivitit der Epimerase; die Aktivitit
ist hier auf g Protein, nicht g Lyophilisat bezogen
Bedingungen: 100 mM GlcNAc, 2 mM ATP, 1,5 mg/ml Epime-
rase (entsalzt); 25 °C, pH 7,5

Aktivitit der Epimerase als Funktion der Proteinkonzentration

Zwischen der Proteinkonzentration und der volumenspezifischen Aktivitit (= Reak-
tionsgeschwindigkeit) der Epimerase bei gegebener Substratkonzentration besteht
nach Gl. 4.3.2-2 ein linearer Zusammenhang, dessen experimentelle Uberpriifung

in Abb. 4.3.3-6 dargestellt ist.
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Abb. 4.3.3-6: Volumenspezifische Aktivitdt der Epimerase als Funktion der

Enzymkonzentration
Bedingungen: 100 mM GlcNAc; 25 °C, pH 7,5

o
-

Standardbedingungen

Auf Grund der vorstehend beschricbenen Ergebnisse wurden die kinetischen Para-
meter der Epimerase bei folgenden Standardbedingungen bestimmt:

pH 17,5.

25 °C.

Puffer 10 mM - 20 mM KHzPOs, titriert mit NaOH auf pH 7,5.

ATP und Mg?* sind in ausreichender Menge in der Enzympriparation ent-
halten, so daB eine Zugabe in der Regel nicht nétig ist. Im Zweifelsfall
wurde die Messung unter Zusatz von 2 mM ATP und Mg2* wiederholt.
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Bestimmung der kinetischen Parameter aus Messungen der Anfangsreak-—
tionsgeschwindigkeit

Die volistindige Kinetik der N-Acylglucosamin 2-Epimerase wird nach Gl. 4.3.2-2
allein durch die massenspezifischen Aktivititen und die Kn-Werte beschrieben,
die sich aus Messungen der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit bestimmen lassen.
Bei Abwesenheit des inhibierenden Produktes geht die Geschwindigkeitsgleichung
in eine einfache Michaelis-Menten-Kinetik iiber (vgl. Gl. 3.3.2-4).

Abbildung 4.3.3-7 zeigt die massenspezifische Aktivitdt der Epimerase als Funk-
tion der GleNAc-Konzentration, Abb. 4.3.3-8 als Funktion der ManNAc-Kon-
zentration. Die kinetischen Parameter wurden mit Hilfe nicht-linearer Regression
nach dem Algorithmus von GauB-Newton ermittelt (Programm Opti, Giesecke
1987) und sind in Tabelle 4.3.3-2 zusammengefaBt. Zur Orientierung ist die
zugehodrige Geschwindigkeitsgleichung 4.3.3-2 ebenfalls angegeben. In der Tabelle
ist neben der experimentell bestimmten Gleichgewichtskonstanten auch die mit
Hilfe der Haldane-Bezichung (Gl. 4.3.2-3) aus den kinetischen Parametern
berechnete angegeben, die eine gute Ubereinstimmung zeigen. Bezogen auf die
Zusammensetzung einer Lésung im Gleichgewicht entspricht Keq® = 0,201 17%
ManNAc und 83% GlcNAc, wihrend Keq® = 0,237 19% ManNAc und 81%
GlcNAc entspricht.

Amax® 1,301 nkat/g
0,0780 U/mg
AnmnaxB 13,81 pkat/g
0,829 U/mg
Kn€ = KpGleNac 14,01 mmol/L
KnBS = KgManNacs 35,19 mmol/L
KeqB 0,201 - (gemessen)
KeqP 0,237 - (berechnet)

Tab. 4.3.3-2: Kinetische Parameter der N-Acylglucosamin 2-Epimerase

AmaxS*[C) AmaxB¥*[B]
[Blept * ( -
d[B] Kn® KnB§
Ve = = {4.3.2-2)
dt [cl [B]
1+ +
Ku® KmBS§
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Abb. 4.3.3-7: Massenspezifische Aktivitit der Epimerisierung von GlcNAc
Bedingungen: 0,46 mg/mL Epimerase, 25 °C, pH 7,5
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Abb. 4.3.3-8: Massenspezifische Aktivitdt der Epimerisierung von ManNAc
Bedingungen: 0,26 mg/mlL Epimerase, 25 °C, pH 7,5

Die massenspezifische Aktivitdit der N-Acylglucosamin 2-Epimerase ist insgesamt
geringer als die der Neu5Ac-Aldolase. Beim Einsatz des gekoppelten Enzymsy-
stems im kontinuierlichen Verfahren konnte somit die verfiigbare Aktivitdt der
Epimerase die limitierende GroBe sein (vgl. Kap. 5.4.2). Wie auch bei der
Neu5Ac-Aldolase wird fiir ManNAc und GlcNAc immer die Gesamtkonzentration
verwendet; eine Unterscheidung zwischen Furanose- und Pyranoseform, a- und
B8-Anomer und offenkettiger Form erfolgt nicht.
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Bei der Diskussion der Ergebnisse zum Einsatz des gekoppelten Systems wird die
Reaktionsgeschwindigkeit der enzymatischen Epimerisierung mit der der basenkata-
lysierten verglichen (vgl. Kap. 7.1).

Durchfiihrung von Satzreaktorversuchen zur Uberpriifung des kinetischen
Modells

Die Produktinhibierung konnte durch Messungen der Anfangsreaktionsgeschwindig-
keit nicht bestimmt werden, da bei Anwesenheit gréBerer Produktmengen die ge-
ringe Konzentrationszunahme nicht genau genug bestimmt werden kann. Statt
dessen wurden Satzreaktorversuche durchgefilhrt und die gemessenen und berech-
neten Konzentrations-Zeit-Kurven miteinander verglichen. Die Berechnung erfolgt
analog zum Verfahren, wie es bei der Neu5Ac-Aldolase beschriecben wurde (vgl.
Kap. 3.5.2). Die Stoffbilanzen fiir den Satzreaktor koénnen durch Nullsetzen des
Konvektionsterms aus den Stoffbilanzen fiir den kontinuierlich betriebenen Reak-
tor, die sich fiir die Epimerase in Kap. 4.4.1 finden, abgeleitet werden.

Die Ergebnisse der Satzreaktorversuche sind in den Abbildungen 4.3.3-9 und
4.3.3-10 dargestellt. In Tabelle 4.3.3-3 sind die Ausgangskonzentrationen der
Substrate sowie die eingesetzten Enzymkonzentrationen angegeben.

Versuch [GleNAc)o [ManNAc]o [Epimerase]
Nr. mM mM mg/mL
1 45 0 3,0
2 91 0 5,0
3 200 0 7,0
4 300 0 10,0
5 0 47 2,96
6 0 93 4,94
7 0 186 7,05
8 0 280 7,05

Tab. 4.3.3-3: Substrat- und Enzymkonzentrationen der Satzreaktorversuche
Bedingungen: 25 °C; pH 7,5; 20 mM Phosphat-Puffer

Fiir beide Richtungen der Epimerisierung findet man eine sehr gute Uberein-
stimmung der experimentellen und berechneten Konzentrations-Zeit-Kurven tiber
den gesamten Umsatzbereich bei allen relevanten Substratkonzentrationen. Die
schlechtere Ubereinstimmung der Konzentrations-Zeit-Verldufe bei der Epimerisie-
rung von 297 mM GlcNAc wird durch die oben beschriebenen analytischen
Schwierigkeiten verursacht. Eine Abnahme der Enzymaktivitit mit zunehmender
Substratkonzentration wie bei der Neu5Ac-Aldolase wurde nicht beobachtet.
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Abb. 4.3.3-9: Konzentrations-Zeit-Verldufe der Epimerisierung von GlcNAc mit
Angabe der Ausgangskonzentrationen (Satzreaktorversuche)
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Abb. 4.3.3-10: Konzentrations-Zeit-Verldufe der Epimerisieruhg von ManNAc mit
Angabe der Ausgangskonzentrationen (Satzreaktorversuche)

Das hier verwendete einfachste formalkinetische Modell zur Beschreibung einer
reversiblen enzymkatalysierten Reaktion geniigt somit, um die Kinetik der Epi-
merase vollstindig iiber einen groBen Konzentrationsbereich und den gesamten
Umsatzbereich zu beschreiben. Der mdgliche Gleichgewichtsumsatz wird ebenfalls
richtig vorhergesagt. Zusitzliche Parameter zur Beschreibung der Produktinhibie-
rung sind nicht notwendig.
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Einfluf der Mutarotation

Bereits bei der Neu5Ac-Aldolase spielte die Mutarotation des ManNAc nur bei
sehr hohen Enzymkonzentrationen eine Rolle (vgl. Kap. 3.4). Die Mutarotation
des GIcNAc ist um den Faktor 10 bis 20 langsamer als die des ManNAc (vgl
Tab., 3.4-1 und Abb. 3.4-3), die massenspezifische Aktivitit der Epimerase ist je-
doch um den Faktor 200 Kkleiner als die der Aldolase. Daher ist nicht zu er-
warten, daB eine Limitierung der enzymatischen Reaktion durch die vorgelagerte
Mutarotation erfolgt. Diese hitte sich auch in den oben beschriebenen Satz-
reaktorversuchen zeigen miissen.

Betrachtung der Reaktionsgeschwindigkeit als Funktion des Umsatzes

Mit Hilfe der bestimmten Kkinetischen Parameter lassen sich die Reaktionsge-
schwindigkeiten der Hin- und Riickreaktion der Epimerisierung von GlcNAc als
Funktion des Umsatzes berechnen. Das Ergebnis dieser Berechnungen ist in den
folgenden Abbildungen dargestellt. In Abb. 4.3.3-11 sind die beiden Terme aus
Gleichung 4.3.2-2 sowie die Differenz iiber den gesamten Umsatzbereich fiir eine
Substratkonzentration von 100 mM aufgetragen; filr die Rechnungen wurde eine
EnzymKkonzentration von 1 g/L verwendet. Die Abbildungen 4.3.3-12 und 4.3.3-13
zeigen ausgehend von GlcNAc die Abhiéingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit nur
bis zum Gleichgewichtsumsatz. Rechnungen flir Substratkonzentrationen gréBer 100
mM sind nicht dargestellt, da die Kurvenverliufe ab 100 mM nahezu deckungs-
gleich verlaufen.
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An Hand von Abb. 4.3.3-11 1aBt sich der EinfluB des jeweiligen Produktes auf
die Reaktionsgeschwindigkeit der Epimerisierung erkldren. Die Reaktionsgeschwin-
digkeit vc der Umsetzung von GlcNAc sinkt bis zum Erreichen des Gleichge-
wichtsumsatzes nur geringfligig ab, da die Anderung der GlcNAc-Konzentration
sehr klein ist und die Produktinhibierung nur schwach ausgeprigt ist (vgl. auch
Abb. 4.3.3-12). Fiir die Umsetzung "ausgechend vom ManNAc sinkt die Reakti-
onsgeschwindigkeit vs auf Grund einer starken Produktinhibierung schnell mit zu-
nehmendem Umsatz ab.

10.04 P
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Abb. 4.3.3-11: Berechnete Reaktionsgeschwindigkeit als Funktion des Umsatzes fiir
die Epimerisierung; 100 mM Substrat, 1 g/L Epimerase

Der Gleichgewichtsumsatz, der durch den Schnittpunkt der Kurven von Hin- und
Riickreaktion bestimmt wird, ist fiir alle drei in Abb. 4.3.3-12 betrachteten Sub-
stratkonzentrationen gleich und entspricht dem mit Hilfe der Haldane-Bezichung
berechneten Wert (vgl. Tab. 4.3.3-2). Bis zu Substratkonzentrationen von 50 mM
steigt die Reaktionsgeschwindigkeit der Epimerisierung stark an. Bei Konzentratio-
nen zwischen 50 und 100 mM ist der Anstieg deutlich langsamer, da annihernd
die maximale Aktivitit der Epimerase erreicht ist (vgl. Abb. 4.3.3.7). Die
Gesamtreaktionsgeschwindigkeit (die Differenz der beiden Terme) nimmt jedoch
mit zunechmendem Umsatz stark ab, wie in Abb. 4.3.3-13 dargestellt ist, da die
Riickreaktion (ManNAc --> GlcNAc) zunehmend schneller verliuft.
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Abb. 4.3.3-12: Berechnete Reaktionsgeschwindigkeit als Funktion des Umsatzes fiir
die Epimerisierung von GlcNAc; 1 g/L Epimerase
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Abb. 4.3.3-13: Berechnete Gesamtreaktionsgeschwindigkeit als Funktion des Um-
satzes fiir die Epimerisierung von GlcNAc; 1 g/L Epimerase

Durch die hier vorgestellien Rechnungen werden einige Eigenschaften des Reakti-
onssystems deutlich, die aus dem kinetischen Modell nicht direkt ersichtlich sind,
wie z. B. der unterschiedliche ProdukteinfluB fiir die beiden Reaktionsrichtungen.
Auf die stark abfallende Reaktionsgeschwindigkeit bei Anndherung an den Gleich-
gewichtsumsatz (Abb. 4.3.3-13) wird bei der Berechnung von Betriebspunkten der
kontinuierlichen Experimente noch einmal eingegangen (vgl. Kap. 4.4.2).
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Zusammenfassung

“Alles sollte so einfach wie moglich gemacht werden, aber nicht einfacher.”
<A. Einstein>

e Die Kinetik der N-Acylglucosamin 2-Epimerase beziiglich GlcNAc und
ManNAc 148t sich mit dem einfachsten Modell fiir eine reversible enzymka-
talysierte Reaktion vollstindig Uiber einen grofSen Konzentrationsbereich und
den gesamien Umsatzbereich beschreiben.

e Diec kinetischen Parameter wurden aus Messungen der Anfangsreaktionsge-
schwindigkeit bestimmt und mit Hilfe von Satzreaktorversuchen {iiberpriift.

e Das verwendete kinetische Modell beschreibt die Kinetik und die Gleichge-
wichtslage der Reaktion korrekt.

e Der Einflud von ATP und Mg?* auf die Epimerase wurde untersucht; die
erforderlichen Mindestkonzentrationen fiir die maximale Aktivitit wurden be-
stimmt.

e Diec pH- und Temperaturabhingigkeit der Epimerase ist ghnlich der der
NeuSAc-Aldolase und ermdglicht somit den Einsatz des gekoppelten En-
zymsystems flir die Synthese von NeuSAc.

4.3.4 Stabilitdt der N-Acylglucosamin 2—Epimerase

Wie bereits bei der NeuSAc-Aldolase ausgefithrt wurde, ist eine gute Langzeit-
stabilitit notwendig, um ein Enzym erfolgreich in kontinuierlichen Prozessen ein-
getzen zu konnen. Fir die Epimerase wurden Stabilititsmessungen nur in be-
schrinktem Umfang durchgefiihrt, da bei Vorversuchen speziell im Kontinuierlichen
ProzeB im Rahmen der MeBgenauigkeit kein Umsatzriickgang zu beobachten war,
der durch einen Abfall der Gesamtaktivitit im Reaktor verursacht wird. Der Ein-
fluB verschiedener Materialien auf die Stabilitit der Epimerase wurde nicht un-
tersucht. Fiir die kontinuierlichen Experimente wurde ebenfalls der aus Polypro-
pylen gefertigte Enzym-Membran-Reaktor verwendet.

Abbildung 4.3.4-1 zeigt die Stabilitit der Epimerase bei verschiedenen Tempera-
turen. Wihrend die fiir 4, 15 und 25 °C gefundenen Desaktivierungskonstanten
zuverlissig sind, legt der fiir 37 °C gefundene Wert zu hoch. Bei dieser Tem-
peratur trat immer wieder mikrobieller Bewuchs der Probe auf, der auch durch
Zusatz antibakteriell wirksamer Mittel (NaNs) nicht verhindert werden konnte.
Niherungsweise wurde aus der Temperaturabhéngigkeit der Desaktivierungskon-

stanten ein Wert von etwa 25 %/d abgeschitzt (Auftragung von In Kdes gegen
1/T).
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Abb. 4.3.4-1: Stabilitit der Epimerase bei verschiedenen Temperaturen; inkubiert
wurden jeweils 30 mg/mL Lyophilisat in Puffer, pH 7,5

Testbedingungen: 100 mM GicNAc, 5 mM ATP, 5 mM Mg?*,
1,5 mg/mL Epimerase; 25 °C, pH 7,5

Die fiir die N-Acylglucosamin 2-Epimerase gefundene Desaktivierung bei 25 °C
liegt in der gleichen GroBenordnung wie die der Neu5Ac-Aldolase, so daB ein
Einsatz im Enzym-Membran-Reaktor moglich ist. Genau wie bei der Aldolase
scheint auch die Stabilitit der Epimerase bei Anwesenheit der Substrate im EMR
besser zu sein als bei den Inkubationsversuchen, was allerdings nur fiir die Al-
dolase durch direkte Aktivititsmessungen nachgewiesen wurde. Fiir die Epimérase
ergibt sich diese SchluBfolgerung nur aus der Stabilitit des gemessenen Umsatzes
in kontinuierlichen Versuchen.
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4.4 Einsatz der N-Acylglucosamin 2-Epimerase im Enzym-—Membran-
Reaktor

In diesem Kapitel wird der alleinige Einsatz der N-Acylglucosamin 2-Epimerase
im Enzym-Membran-Reaktor beschrieben. Durch die Versuche sollte vor allem
festgestellt werden, ob die Stabilitit der Epimerase im kontinuierlichen ProzeB
ausreichend ist, um zusammen mit der Aldolase eingesetzt werden zu konnen.
Gleichzeitig wurde iberpriift, ob das kinetische Modell auch fiir die Beschreibung
des kontinuierlichen Prozesses geeignet ist.

4.4.1 Einfithrung und Stoffbilanzen

Die Beschreibung des Enzym-Membran-Reaktors und der verwendeten Anlage
findet sich in Kap. 3.5, in dem die kontinuierliche Produktion von Neu5Ac aus-
gehend von ManNAc behandelt wird.

Fiir die Epimerase allein wurden keine Modellrechnungen zur Ermittlung der op-
timalen ProzeSbedingungen durchgefiihrt. Sie dienten lediglich zur Uberpriifung,
ob mit dem verwendeten Kkinetischen Modell auch kontinuierliche Prozesse be-
schreibbar sind oder ob zusitzliche Einfliisse auf die Enzymaktivitit beriicksichtigt
werden miissen. Gleichung 4.4.1-1 und 4.4.1-2 geben die Stoffbilanzen fiir die
Reaktanden ManNAc und GIlcNAc an. Genau wie bei der Aldolase wird die im
Reaktionsterm enthaltene Geschwindigkeitsgleichung (vgl. Gl. 4.3.2-2) so modifi-
ziert, daB das Produkt aus der Enzymkonzentration und der massenspezifischen
Aktivitit verwendet wird. So kann fiir den stationiren Zustand das Produkt E*t
als Parameter verwendet werden. Zwischen o- und B-Anomeren wird nicht
unterschieden.

d{GlcNAc] [GleNAclo - [GlcNAc]
= ~ [Elepi * Az (4.4.1-1)
dt T
d[ManNAc] [ManNAc]o ~ [ManNAc]
= + [Blep: * Az (4.4.1-2)
dt T
vz = [Elep1 * Az (4.4.1-3)
mit: Index O Zulaufkonzentration der Komponente
T s Verweilzeit
[Elept g/L Enzymkonzentration (Epimerase)
Az kat/g massenspezifische Aktivitit der ManNAc-Synthese
V2 kat/L Reaktionsgeschwindigkeit der ManNAc-Synthese

(vel. GL 4.3.2-2)

Durch Nullsetzen des Konvektionsterms sind die Stoffbilanzen auch fiir den
Satzreaktor verwendbar. Das Differentialgleichungssystem wurde sowohl fiir den
Satzreaktor als auch fiir den kontinuierlich betricbenen Reaktor mit Hilfe des
Runge-Kutta-Verfahrens gelost (Zurmiihl, 1965; Joksch, 1987).
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4.4.2 Durchfiihrung und Ergebnisse der kontinuierlichen Versuche

Die Versuchsdurchfilhrung erfolgte analog den in Xap. 3.5.3 beschriebenen Ver-
suchen zum Einsatz der Aldolase. Alle Experimente wurden im Polypropylen-
EMR mit einem Volumen von 14,3 ml durchgefithrt. Puffersubstanzen wurden
auch hier nicht verwendet.

Zunichst wurde der EinfluB verschiedener ATP- und Mg?*-Konzentrationen auf
die Aktivitit der Aldolase untersucht. In Abb. 4.4.2-1 ist der Umsatz-Zeit-Ver-
lauf bei Verwendung verschiedener Substrat- und Effektorkonzentrationen darge-
stellt. Man erkennt, daB selbst bei 0,5 mM ATP und Mg?* kein Umsatzriick-
gang zu verzeichnen ist, der auf eine Abnahme der Enzymaktivitit hindeuten
wiirde. Dieser Wert deckt sich mit dem Ergebnis aus den Kkinetischen Untersu-
chungen zur Epimerase. Trotzdem wird bei allen weiteren Experimenten eine Ef-
fektorkonzentration von 2 bzw. 5 mM verwendet. Die Ausspillung der in der
Enzympriparation enthaltenen Stabilisatoren (Gluconat, EDTA; Toyobo 1989) im
kontinuierlichen ProzeB wirkt sich nicht nachteilig aus. Die unten diskutierte ge-
ringere Enzymaktivitit wird dadurch nicht verursacht, wie sich bei kinetischen
Untersuchungen mit dem enisalzten Enzym zeigte.

0.15-
! . berechnet
~ 0.10
N
O
n
£
D  0.054
5 2 2 0.5 2 mM ATP
5 5 2 {05 2 mM Mg2+
0.00-¢ T T v T T T T T v
0 20 40 60 80

Zeit / h

Abb. 4.4.2-1: EinfluB der ATP- und Mg2*-Konzentration auf den Umsatz im
kontinuierlichen ProzeB; Berechnungen nur fiir den statiohiren
Zustand unter Annahme von 80% Restaktivitdt; der mogliche
Gleichgewichtsumsatz betrigt 17%
Bedingungen: T = 3600 s (1 h), 2,69 g/L Epimerase;

Die Modellrechnungen stimmen sehr gut mit den experimentellen Werten {iberein,
wenn man fiir die Rechnungen eine effektive Enzymkonzentration von 80% des
eingewogenen Wertes annimmt (vgl. auch Abb. 4.4.2-2). Die beobachtete gerin-
gere Enzymaktivitit im EMR kann z. B. durch Adsorption des Enzyms auf der
verwendeten Ultrafilirationsmembran verursacht werden. Ihr AusmaB kann nur als
empirisch abgeschitzter Faktor berlicksichtigt werden., Ein solches Vorgehen er-
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scheint statthaft, da die gute Beschreibung der Satzreaktorversuche bei gleichen
Bedingungen die Giite des verwendeten Modells beweist.

Abbildung 4.4.2-2 zeigt den Vergleich zwischen experimentellen und berechneten
Betriebspunkten der Epimerisierung von GlcNAc fiir eine Substratkonzentration
von 100 mM. Auch hier findet man unter Annahme einer effektiven Enzymkon-
zentration von 80% eine sehr gute Ubereinstimmung von experimentellen und
berechneten Betriebspunkten.

_________________ Gleichgewicht ___ . ._._.__
054 e
| 100 % Aktivittt__——="73
~ /z’
5 010 s 80 % Aktivitdt
n //
= Y [GlcNAG], = 100 mM
0.054 v,
/
— gerechnet
® gemessen
0.00 v T ? T T T T T T ) T
0 10000 20000 30000 40000 50000

[E]«r / g*s/L

Abb. 4.4.2-2: Vergleich von experimentellen und berechneten Betriebspunkten der
Epimerisierung von GlcNAc

Bedingungen: 4,07 g/L Epimerase, T variabel; 2 mM ATP, 2 mM
Mg2+

Aus Abb, 4.4.2-2 ist ersichtlich, daB der Umsatz nur langsam mit steigenden
E*t-Werten zunimmt. Dies ist auf die mit steigendem Umsatz stark abfallende
Reaktionsgeschwindigkeit zurlickzufiihren (vgl Abb. 4.3.3-13). In Abb. 4.4.2-3 sind
neben dem Reaktionsterm die Konvektionsterme fiir unterschiedliche E*t-Werte
aufgetragen. Aus dem Schnittpunkt der beiden Kurven ergibt sich der Betriebs-
punkt des Reaktors. Erst bei E*1 = 144400 g*s/L wird ein Umsatz von 17,5%
erreicht; dies entspricht z. B. 13 g/L Epimerase bei einer Verweilzeit von 3 h.
Die mit dieser graphischen Methode und die aus der Losung des Differential-
gleichungssystem erhaltenen Betriebspunkte stimmen erwartungsgem#B iiberein.
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Abb. 4.42-3: Reaktions- und Konvektionsterm fiir die Epimerisierung von
GleNAc; [GlecNAch 100 mM
Zusammenfassung

e Die N-Acylglucosamin 2-Epimerase kann mit guter Stabilitit im Enzym-Mem-
bran-Reaktor eingesetzt werden.
e Berechnete und experimentelle Betriebspunkte stimmen sehr gut miteinander
iiberein, wenn eine Restaktivitit von 80% zugrunde gelegt wird. Eine derartige
Verringerung der tatséchlich eingesetzten Enzymaktivitit kann durch die Ad-
sorption eines Teils der Enzymmenge an der Ultrafiltrationsmembran verur-

sacht werden.

e Die aus kinetischen Untersuchungen abgeleiteten minimalen Effektorkonzentra-
tionen konnten im Kkontinuierlichen ProzeB8 bestidtigt werden.
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4.5 Zusammenfassung

e Die Kinetik der N-Acylglucosamin 2-Epimerase wurde vollstindig untersucht.
Beziiglich der Reaktanden GlcNAc und ManNAc geniligt das einfachste denk-
bare Modell zur Beschreibung einer reversiblen Reaktion, um die thermo-
dynamischen und kinetischen Eigenschaften des Reaktionssystem Kkorrekt zu
beschreiben.

e Uber den Reaktionsmechanismus 148t das Modell keine Aussage zu.

e Der ATP- und Mg?*-EinfluB wurde soweit untersucht, daB Limitierungen
oder Inhibierungen ausgeschlossen werden konnen. ATP ist als allosterischer
Aktivator unbedingt erforderlich, wihrend Mg?t-Ionen nicht unbedingt not-
wendig sind.

e An Polyethylenglycol 20000 gebundenes ATP wirkt ebenfalls als Aktivator,
allerdings schlechter als natives ATP.

e Die Epimerase zeigt ein &dhnliches pH- und Temperaturprofil der Aktivitat
wie die NeuSAc-Aldolase. Die Desaktivierungskonstante liegt ebenfalls in
gleicher GroBenordnung.

e Die N-Acylglucosamin 2-Epimerase kann mit guter Stabilitit im Enzym-Mem-
bran-Reaktior eingesetzt werden. Betriebszustinde des EMRs lassen sich mit
dem verwendeten Modell mit guter Genauigkeit beschreiben.
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5 Einsatz des gekoppelten Enzymsystems zur Synthese von NeudAc aus
GlcNAc und Brenztraubensdure

6.1 Einfihrung

Der Einsatz der Neu5Ac-Aldolase zusammen mit der N-Acylglucosamin 2-Epi-
merase ergibt einen besonders eleganten und zweckmiBigen Weg zur enzymkata-
lysierten Synthese von Neu5Ac. Das Reaktionsschema fiir dieses gekoppelte En-
zymsystem ist in Abb. 5.1-1 dargestellt. Das durch die Epimerase gebildete
ManNAc wird ohne Isolierung direkt weiter zu NeuSAc umgesetzt.

HOH,C  NHAc
0
HOo 0 Aldolase
+ T
HyC" COOH
OH
N-Acetylmannosamin  Brenztrauben— N~Acetylneuraminsdure
(ManNAc) sdure (NeuSAc)
EEpimerase
HOH,C Enzyme:
0
H?.lo N-—Acetylneuraminsdure—Aldolase
(EoCc 4!1.3.3)
AcHN
OH
N-Acylglucosamin 2—Epimerase
N-Acetylglucosamin (E.C. 5.1.3.8)
(GlcNAc)

Abb. 5.1-1: Reaktionsschema zur enzymkatalysierten Neu5Ac-Synthese ausge-
hend von GleNAc

Gekoppelte Enzymsysteme konnen vorteilhaft im Enzym-Membran-Reaktor einge-
setzt werden, da bei homogener Katalyse keine Stofftransportlimitierungen auftre-
ten konnen. Bei unterschiedlichen Enzymstabilititen kann durch Nachdosierung
verschiedener Enzymmengen ein konstanter Umsatz aufrechterhalten werden. Dies
ist bei auf Trigern koimmobilisierten Enzymen nicht mdglich.

Um zwei oder mehrere Enzyme zusammen im Enzym-Membran-Reaktor einsetzen
zu konnen, mufl beziiglich der Reaktionsbedingungen ein moglichst giinstiger
Kompromi8 gefunden werden. Dabei miissen neben dem pH- und Temperatur-
einfluB auch mogliche Querinhibierungen oder -aktivierungen durch die Substrate
und Produkte beriicksichtigt werden.
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Die thermodynamischen und kinetischen Eigenschaften der beiden Einzelreaktionen
(Neu5Ac-Synthese und Epimerisierung) sind in den Kapiteln 3 und 4 behandelt
worden. Fir den gemeinsamen Einsatz der beiden Enzyme ist dabei von
Bedeutung:

e Beide Enzyme besitzen ein breites pH-Optimum zwischen pH 6 und 8 (vgl
Abb. 3.3.3-1 und 4.3.3-1).

e Die Temperaturabhiingigkeit der Aktivitit ist fiir beide Enzyme d#hnlich (vgl
Abb. 3.3.3-2 und 4.3.3-2).

e Der bei der Neu5Ac gefundene Temperatureinflud auf den Gleichge-
wichtsumsatz gilt auch fiir das gekoppelte System. Die fiir den alleinigen
Finsatz der Aldolase gewihlten 25 °C wurden als glinstiger KompromiB fiir
das gekoppelte System {ibernommen (vgl. Kap. 5.2). Bei dieser Temperatur
zeigen beide Enzyme eine ausreichende Stabilitit (vgl. Kap. 3.3.4 und 4.3.4).

e Weder die Epimerase noch die Aldolase setzen die Substrate des jeweils
anderen Enzyms zu unerwiinschten detektierbaren Nebenprodukten um (Comb
et al., 1958; Augé et al, 1984; Kim et al, 1988; eigene Messungen).

Weitere Punkte, die fiir den Einsatz des gekoppelten Systems von Bedeutung
sind, werden in diesem Kapitel beschrieben:

e Gleichgewichtslage des Gesamtreaktion.
e Kinetische Untersuchungen zum EinfluB von GlcNAc, ATP und Mg?* auf
die Aldolase sowie von Pyr und Neu5Ac auf die Epimerase.

¢ Modellrechnungen zur Ermittlung glinstiger ProzeBbedingungen und experi-
mentelle Uberpritfung.

5.2 Gleichgewichtslage der Gesamtreaktion

Die Gleichgewichtskonstante Keq® fiir die Neu5Ac-Synthese ausgehend von
GlcNAc ist durch Gleichung 5.2-1 definiert. Durch einfaches Einsetzen von Gl
42-1 in Gl 3.2-1 148t sich zeigen, daB sich die Gleichgewichtskonstante der
Gesamtreaktion multiplikativ aus denen der Einzelreaktionen zusammensetzt.

[NeubAc]
Keq€ = = Keq? * KeqB (5.2-1)
[G1cNAc] * [Pyr]

mit: Keq® L/mol  Gleichgewichtskonstante der Gesamtreaktion
Keq* L/mol  Gleichgewichtskonstante der Neu5Ac-Synthese
Keq® - Gleichgewichtskonstante der Epimerisierung

Aus den experimentell bestimmten Gleichgewichtskonstanten der Einzelreaktionen
ergibt sich fiir die Gleichgewichtskonstante der Gesamtreaktion:

Kes® = 590 L/mol (25 °C; pH 17,5).

Verwendet man fiir Keq® an Stelle des experimentell bestimmten Wertes den mit
Hilfe der Haldane-Beziehung aus den kinetischen Konstanten berechneten, so er-
hélt man fiir Keq® einen Wert von 6,96 L/mol. Dieser Wert ergibt sich auch
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aus den Gleichgewichtskonzentrationen, die mit Hilfe der unten beschriebenen
Modellrechnungen ermittelt werden. Dies ist ein Anhaltspunkt dafiir, daB das
verwendete Gesamtmodell das System vollstindig beschreibt.

Die Temperaturabhingigkeit der Gleichgewichtskonstanten der NeuS5Ac-Synthese
fuhrt dazu, daB auch die Gleichgewichtskonstante der Gesamtreaktion von der
Temperatur beeinfluBt wird. Weitere Untersuchungen hierzu wurden nicht durch-
gefiihrt, da bereits bei der Festlegung der Reaktionsbedingungen der NeuS5Ac-
Synthese 25 °C als glinstiger KompromiB zwischen moglichem Gleichgewichtsum-
satz und der Enzymakiivitit ermittelt wurde. Fiir die Epimerase sind 25 °C aus
Stabilitdtsgriinden gilinstig.

In Abbildung 5.2-1 ist der erzielbare Gleichgewichtsumsatz als Funktion der
Konzentration des Zweitsubstrates, das im UberschuB eingesetzt wird (hier
GlcNAc), angegeben, wobei als Parameter die Pyr-Konzentration varilert wird.
Analog koénnte auch Pyr im UberschuB eingesetzt werden, ohne daB sich der
thermodynamisch méogliche Gleichgewichtsumsatz #ndert. Mit steigendem Konzen-
trationsniveau  steigt der mogliche Gleichgewichtsumsatz bei konstantem
GlcNAc/Pyr-Verhiltnis an. Bei einer Konzentration von 500 mM Pyr sind bei
zweifachem GlecNAc-UberschuB etwa 80% Umsatz moglich. Aus den unten
beschriecbenen Modellrechnungen ergibt sich, da8 fiir den kontinuierlichen ProzeB
Pyr-Konzentrationen von 100 bis 200 mM bei einem GlcNAc/Pyr-Verhiltnis von
1 bis 3 giinstig sind.

;104 0.50 M Pyr
~ 0.20 M Pyr
S 0.8 0.10 M Pyr
> 0.05 M Pyr
@ 0.6-
E
3J
B
£ 0.4+
g
%
g o2y’ GleNAc + Pyr = Neu5Ac
'§ r
O

0.0 T T v T v ) d ]

1 3 5 7 9

Verhdltnis GlcNAc/Pyr / —

Abb. 5.2-1: Gleichgewichtsumsatz als Funktion des Substratverhdltnisses und
der Substratkonzentration
Bedingungen: pH 7,5; 25 °C; Keq® = 5,90 L/mol
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5.3 Kinetische Untersuchungen

Durch Messungen der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit wurde der EinfluB von
Mgz*, ATP und GIcNAc auf die Aldolase und der Einflu8 von Pyr und
Neu5Ac auf die Epimerase untersucht.

5.3.1 Inhibierung der Neu5Ac—Aldolase durch Mg2?*, ATP und GlcNAc

Stellvertretend ist in Abb. 5.3.1-1 der FEinfluB der ATP-Konzentration auf die
Aktivitit der Spaltung von NeuSAc dargestelit. Die Inhibierung der Aktivitdt der
Neu5Ac-Aldolase durch Mg2* und ATP bei Konzentrationen von 5 mM, wie sie
maximal bei den kontinuierlichen Experimenten verwendet werden, kann vernach-
lassigt werden.

S |
o
2 .
© 100+
!D 80-
-
S
o 60
=
< o
& 40+
s ]
2 2o
< ] NeuSAc ——> ManNAc + Pyr
0 1 * 1 ' ) M Y 4 i
0 10 20 30 40 50
[ATP] / mM

Abb. 5.3.1-1: Inhibierung der Spaltung von Neu5Ac durch ATP
Standardbedingungen; 56,7 mM Neu5Ac; 30 pg/mL Aldolase

In Abbildung 5.3.1-2 ist der EinfluB des GlcNAc auf die Aktivitit der NeuSAc-
Aldolase sowohl fiir die Synthese als auch fiir die Spaltung von Neu5Ac darge-
stellt. Der Aktivitdtsriickgang 14Bt sich filr beide Reaktionsrichtungen mit Hilfe
von Gl 5.3.1-1 beschreiben, die eine Erweiterung von Gleichung 3.3.3-1 zur
Berlicksichtigung der Aktivititsabnahme mit steigender Substratkonzentration dar-
stellt (ViskosititseinfluB). Die in Abb. 5.3.1-2 dargestellien Kurven wurde mit
Hilfe der in Kap. 3.3.3 ermittelten Konstanten Kv = 1556 mM berechnet! Da-
mit kann die Inhibierung der Spalt- und Synthesereaktion durch hohe Substrat-
oder GlcNAc-Konzentrationen formal als eine nicht-kompetitive Inhibierung mit
nur einer Konstanten beschrieben werden!
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1
Araest = 100 * (5.3.1"1)

1+ ([ManNAc]lo+[Pyr]o+ [NeuSAc]o+ [G1cNAc]o) /Kv

mit: Arest % Restaktivitit
Kv mol/L "Inhibierungskonstante” zur Beschreibung des
Konzentrationseinflusses

o A
1404 A

% ] o /NeuSAc ——> ManNAc + Pyr
X 120- |
('D o
o 100~ A
~. 80+ o

1 o
< 60- o o

o o
£ \ o
5 40 ManNAc + Pyr ——> Neu5Ac
-+t
é 20—-
0 1 ' 1 M ) 4 i
0 100 200 300 400

[GIcNAc] / mM

Abb. 5.3.1-2: Inhibierung der Neu5Ac-Aldolase durch GlcNAc; Standard-
bedingungen; Spaltung 71,7 mM Neu5Ac, 29 ng/mL Aldolase;
Synthese 210 mM ManNAc, 25 mM Pyr, 27 ng/mL Aldolase

5.3.2 Inhibierung der N-Acylglucosamin 2-Epimerase durch Pyr und
NeubAc

Die Inhibierung der N-Acylglucosamin 2-Epimerase durch Pyr und NeuS5Ac l48t
sich als kompetitive Inhibierung durch zusétzliche Terme [I]J/Ky* im Nenner von
Gl. 5.3.2-1 beschreiben, die aus Gl. 4.3.2-2 erhalten wird.

AmaxC*[C] AmaxB*[B]
[Eleps * ( -
d[B] Kn® KnB§
v = = (5.3.2-1)
dt (] [B] fA] [P]
1+ + + +
Ku€ KnB$ KiAS KiP§
mit: vs kat/L.  Reaktionsgeschwindigkeit der ManNAc-Synthese unter

Beriicksichtigung der Pyr- und NeuSAc-Inhibierung
K1 AS§ mol/L Inhibierungskonstante der Komponente A = Pyr;
KiP$§ mol/L Inhibierungskonstante der Komponente P = NeuSAc;
das "§"-Zeichen dient zur Unterscheidung von Kil
aus der Kinetik der Aldolase
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In den folgenden Abbildungen ist die Inhibierung der Epimerase durch Pyr und
Neu5Ac bei Messungen der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit dargestellt:

e Abbildung 5.3.2-1 zeigt den EinfluB von Pyr und NeuSAc allein bei der
Epimerisierung von ManNAc. Bei der Verwendung von GlcNAc als Substrat
ergeben sich entsprechende Kurvenverldufe, die hier nicht dargestellt sind.

e Abbildung 5.3.2-2 zeigt die Inhibierung der Epimerase mit GlcNAc als Sub-
strat durch Pyr bei gleichzeitiger Anwesenheit von Neu5Ac. Es ergibt sich
eindeutig ein additiver Effekt der beiden Inhibierungen.
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Abb. 5.3.2-1: Inhibierung der Epimerisierung von ManNAc¢ durch Pyr und
Neu5Ac; Standardbedingungen; Pyr-EinfluB 100 mM ManNAc;
Neu5Ac-EinfluB 45 mM ManNAc; beide 0,24 mg/mL Epimerase
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Abb. 5.3.2-2: Inhibierung der Epimerisierung von GlcNAc durch Pyr und
Neu5Ac; Standardbedingungen; 90 mM GlcNAc, 0,53 mg/mL
Epimerase
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Die Werte fiir Ki*S und KiPS werden durch Anpassung an alle Konzentrations-
Aktivitits-Kurven gleichzeitig mittels nicht-linearer Regression ermittelt (Programm
Opti, Giesecke 1987):

KiA% = 41,5 mmol/L
Ki?§ = 30,6 mmol/L

Obwohl die Werte in der gleichen GroBenordnung wie der Kwn-Wert fiir
ManNAc (352 mM) liegen, sind sie fiir die Modellrechnungen zum gekoppelten
System nur von untergeordneter Bedeutung, wie in Kap. 5.4.3 gezeigt wird.

5.4 Kontinuierliche Produktion von NeuS5Ac ausgehend von GlecNAc

In diesem Kapitel wird der Einsatz des gekoppelten Enzymsystems im Enzym-
Membran-Reaktor behandelt. Bei den beschricbenen Experimenten und Modell-
rechnungen stehen folgende Aspekte im Mittelpunkt:

® Nachweis der Eignung des gekoppelten Enzymsystems zur Kontinuierlichen
Synthese von Neu5Ac im Enzym-Membran-Reaktor.

® Modellrechnungen zur Ermittlung glinstiger ProzeBbedingungen und experi-
menteller Beweis. '

¢ Diskussion des gekoppelten Enzymsystems unter reaktionstechnischen Aspekten.

6.4.1 Einfithrung und Stoffbilanzen

Die Beschreibung des Enzym-Membran-Reaktors und der verwendeten Anlage
findet sich in Kap. 3.5, in dem die kontinuierliche Produktion von Neu5Ac aus-
gehend von ManNAc behandelt wird.

Die Stoffbilanzen fiir die vier Reaktanden GlcNAc, ManNAc, Pyr und NeuS5Ac
sind in den Gleichungen 5.4.1-1 bis 5.4.1-4 angegeben. Sie entsprechen im we-
sentlichen den Stoffbilanzen, die bei den Modelirechnungen zu den isolierten
Enzymen eingeftihrt wurden. Folgende Verinderungen wurden vorgenommen:

e Fiir ManNAc muB die Konzentrationsdnderung durch die Epimerisierung und
die NeuSAc-Synthese beriicksichtigt werden.

e Die Inhibierung der Epimerase durch Pyr und Neu5Ac wird nicht be-
rilcksichtigt. Bei Rechnungen mit Beriicksichtigung der Inhibierung lieferte das
Modell deutlich niedrigere Umsidtze als experimentell gefunden. Mdglicherweise
vermitteln die Messungen der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit ein falsches
Bild, da diese Inhibierungen bei gleichzeitig anwesenden Substraten und Pro-
dukten anscheinend nicht auftreten.

e Die Aktivititsabnahme der Aldolase mit zunehmenden Substratkonzentrationen
wird durch Gl. 5.4.1-5 im Modell beriicksichtigt. In erster Niherung werden
wie bei der Behandlung der Aldolase allein die Substratzulaufkonzentrationen
verwendet. Die Anderung der Gesamtkonzentration durch die Reaktion wird

vernachldssigt.
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® Wie bei den einzelnen Enzymen, wird an Stelle der Reaktionsgeschwindigkeit
v das Produkt aus Enzymkonzentration und massenspezifischer Aktivitit ange-

geben, wobei gilt: v

= [EJ*A.

e Die Geschwindigkeitsgleichungen mit Erkldrung der Konstanten finden sich in
den Kapiteln 3.3 und 4.3 unter den Nummern 3.3.2-16 und 4.3.2-2.

1cNA GlcNA - [GlcNAc
d[GlcNAc] ) [GlcNAcle - [ ] - (5.4.1-1)
dt T
ManNA - [ManNAc
d[ManNAc] _ [ManNAc]o [ManNAc] + [Elept*Az - [E]ara*As#F (5.4.1-2)
dt T
dfp Pyr - [Pyr
LByr] = [Byz]o LPyr] - [E}ar1a*A1*F (5.4.1-3)
dt T
NeubA -~ [NeubA
d[Neu5Ac] i} [Neu5Ac]o [Neub5Ac] ¢ [Ela1a*hs*F (5.4.1-4)
dt T
1
F = (5-4. 1"5)
1 + ([GlcNAclo + [Pyrlo)/Kv
mit: Index 0 Zulaufkonzentration der Komponente
T s Verweilzeit
[E]} g/L Enzymkonzentration
A kat/g massenspezifische Aktivitdt
F - Faktor zur Beschreibung der Aktivititsabnahme der

Aldolase als Funktion der Substratkonzentration

Das Differentialgleichungssystem wurde mit Hilfe des Runge-Kutta-Verfahrens
gelost (Zurmithl, 1965; Joksch, 1987).

Die Neu5Ac-Synthese ausgehend von GlcNAc ist eine Folgereaktion, bei der nur
ein Teil des gebildeten ManNAc zu Neu5Ac weiterreagiert. Neben dem Substrat-
umsatz miissen daher die Selektivitit und die Produktausbeute betrachtet werden,
die durch GL 54.1-6 bis 5.4.1-9 definiert sind. Die Selektivitdit beschreibt den
Anteil des GlcNAc, der zu Neu5Ac umgesetzt wird. Die Produktausbeute, die
nur fir Neu5Ac als dem eigentlichen Zielprodukt angegeben wird, ist fiir Pyr
gleich dem Umsatz, da die Selektivitit gleich eins ist. Umsatz bzw. Produktaus-
beute werden in der Regel filr das im UnterschuB eingesetzte Substrat angege-

ben.
[Neu5Ac]
Upyr = e
[Pyr]e
Opyr = 1

[Neu5Ac] + [ManNAc]
[6GlecNAc]e

Uclenac

(6.4.1-6)

[Neu5Ac]

OcleNAc

(5.4.1-7)
[Neu5Ac] + [ManNAc]
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Yeyr = Opyr * Upyr = Upyr (5.4.1-8)

[NeubAc]
YaicNac = OglcNac * UgleNae = —0 (5.4.1-9)
[G1leNAc]o
mit: Upyr,clcNac -  Umsatz fiir Pyr, GlcNAc
OPyr,GlcNAcC -~ Selektivitdt fiir Pyr, GlcNAc
Yryr,clchac - Ausbeute fiir Pyr, GlcNAc

5.4.2 Modellrechnungen zur Ermittlung giinstiger ProzeSbedingungen

Mit Hilfe von Modellrechnungen soll versucht werden, kinetische Eigenschaften
des Gesamtsystems zu verdeutlichen. Damit kann eine giinstige Kombination der
filnf Parameter, die den Betricbszustand des Reaktors beeinflussen, ermittelt
werden:

e Substratkonzentrationen GlcNAc und Pyr.
¢ Enzymkonzentrationen Epimerase und Aldolase.
® Verweilzeit T.

Die Giite des verwendeten Modells wurde an Hand der in Kap. 5.4.3 beschrie-
benen Experimente tiberpriift. Auf Grund der dort gefundenen guten Uberein-
stimmung zwischen experimentellen und berechneten Werten und den Untersu-
chungsergebnissen zu den Einzelenzymen scheint das Modell geeignet, um Be-
tricbszustinde des Enzym-Membran-Reaktors vorauszuberechnen. Allerdings muf
beriicksichtigt werden, daB die experimentelle Uberpriiffung nur fiir einen be-
grenzten Konzentrationsbereich erfolgte. Extrapolationen {iber diesen Bereich hin-
aus erscheinen aber zulissig, da bei der Bestimmung der kinetischen Parameter
der beiden Enzyme ein groBerer Konzentrationsbereich einbezogen wurde.

Im folgenden sind die Ergebnisse der Modellrechnungen fiir ausgewihlte Para-
meterkombinationen (Enzym- und Substratkonzentrationen, Verweilzeit) dargestellt,
wobei nacheinander der EinfluB der Substratkonzentrationen, der Enzymkonzentra-
tionen und der Verweilzeit behandelt wird.

Einflu8 der Substratkonzentrationen

In Abb. 5.4.2-1 ist die im kontinuierlichen ProzeB erreichbare NeuSAc-Ausbeute
als Funktion des Uberschusses des zweiten Substrates aufgetragen. Als weiterer
Parameter dient die Konzentration des Erstsubstrates. Die Ausbeute ist jeweils
auf das im UnterschuB eingesetzte Substrat bezogen. Die Begriindung fiir die
gewdhlten Enzymkonzentrationen und die Verweilzeit ergibt sich aus den unten
gezeigten Abbildungen 5.4.2-4 und 5.4.2-6.
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Einige Aspekte von Abb. 5.4.2-1 sollen kurz diskutiert werden:

e Mit zunehmender Konzentration des Erstsubstrats und mit steigendem Uber-
schuB des Zweitsubstrats steigt die erzielbare Neu5SAc-Ausbeute an. In der
Praxis ist die Verwendung eines GlcNAc-Uberschusses vorteilhaft, da dadurch
der Pyr-Gehalt der Produktldsung gering gehalten werden kann.

e Der flache Verlauf der Kurve fiir [GleNAcl = 200 mM und [Aldolase] = 4
g/L liegt an der geringen stationiren ManNAc-Konzentration (ca. 10 mM),
die weit unter dem Kuo-Wert der Aldolase liegt. Durch Erhéhung der Aldo-
lase-Konzentration wird die Geschwindigkeit der Neu5Ac-Synthese insgesamt
erhoht, so daB eine hohere Ausbeute erzielt wird.

e Bei GlcNAc-UberschuB ist die verfiigbare Aktivitit der Epimerase limitierend,
so daB eine hohere Aldolase-Konzentration nur zu einer geringen Steigerung
der Ausbeute fiihrt.

[Pyr]o YPyr / = | YcieNAc / — [GICNAC]O

30/10~__ ————77200 mM

/
e t—100 mM

5 3 3 5 7
GlcNAc/Pyr / — Pyr/GlcNAc / —

~ -

Abb. 5.4.2-1: NeuSAc-Ausbeute als Funktion des Substratverhiltnisses und der
Substratzulaufkonzentration sowie der Enzymkonzentration im kon-
tinuierlichen Proze8 ausgehend von GlcNAc;
linke Seite: GleNAc-UberschuB, rechte Seite: Pyr-Uberschus;
Bedingungen: [Epimerase] = 30 g/L; [Aldolase] = 4 und 10 g/L;
T = 10800 s
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® Hohere Substratkonzentrationen, die aus Griinden der Ubersichtlichkeit hier
nicht dargestellt sind, filhren bei den gewihlten Enzymkonzentrationen zu ge-
ringeren Ausbeuten. Als limitierender Faktor erweist sich die geringe mas-
senspezifische Aktivitit der Epimerase, deren Konzentration nicht beliebig er-
hoht werden kann. Bei hoheren Konzentrationen besteht die Gefahr, daB nur
ein Tell des Proteins in katalytisch aktiver Form vorliegt. AuBerdem fithrt die
zunehmende Viskositit der Losung zu einem Druckanstieg im EMR. Fin ge-
ringerer Umsatz bzw. eine geringere Ausbeute bedeutet auch, daB das Ver-
hdltnis von nicht umgesetztem Pyr zu gebildeter Neu5Ac groBer wird, was
sich unglinstig auf die Produktisolierung auswirkt (vgl. auch Diskussion zu
Abb. 3.5.2-2).

Einflu8 der Enzymkonzentrationen

Der EinfluB der Enzymkonzentrationen auf die erzielbare Produktausbeute wird
nur fiir Substratkonzentrationen von 200 mM GleNAc und 200 mM Pyr darge-
stellt. Fir andere Konzenirationen und Xonzentrationsverhiltnisse ergeben sich
dhnliche Kurven. Bei d#quimolaren Substratkonzentrationen sind die Produktaus-
beuten Yeyr und Yeicnac  sowie der Umsatz Upyr identisch, was die Darstel-
lung vereinfacht. Der erzielbare Gleichgewichtsumsatz bei diesen Konzentrationen
liegt bei Ypyr = Yaicnac = Upyr = 041,

In Abbildung 5.4.2-2 ist die NeuSAc-Ausbeute als Funktion der Epimerase- und
Aldolasekonzentration dargestellt. ErwartungsgemidB nimmt mit steigenden Enzym-
konzentrationen die Menge an gebildeter NeuSAc zu.

Abb. 5.4.2-2: Neu5Ac-Ausbeute (= Pyr-Umsatz) als Funktion der Epimerase-
und Aldolasekonzentration; zur Bedeutung von A und B vgl. Abb.
5.4.2-4; Bedingungen: [GlcNAclo = [Pyr]o = 200 mM Pyr,

T =~ 10800 s
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Obwohl die Epimerase im Vergleich zur Aldolase eine geringere Aktivitit aufweist,
sind bei relativ geringen Konzentrationen dieses Enzyms hohe Produktausbeuten
erzielbar, Deutlicher konnen diese Zusammenhinge dargestellt werden, wenn die
Ausbeute bzw. der Umsatz als Funktion des Aktivititsmolenbruchs aufgetragen
wird. Der Aktivititsmolenbruch Xg der Epimerase ist definiert als:

[Elep1 *Amax®
Xe = Epl TR (5.4.2-1)
[E}a1a*Amax® + [E]epi*Amax®
mit: Xe - Aktivititsmolenbruch der Epimerase
AmaxC¢ kat/g  maximale massenspezifische Akitivitit der Epimerisierung
von GleNAc

Assx®  kat/g  maximale massenspezifische Aktivitit der
Neu5Ac-Synthese

Der Aktivititsmolenbruch als Abszisse entspricht den Geraden in der durch die
Konzentrations-Achsen aufgespannten Ebene in Abb. 5.4.2-2, Abbildung 5.4.2-3
veranschaulicht die Lage dieser Geraden im Koordinatensystem. Mit steigender
Gesamtenzymmenge entsprechend einer steigenden Gesamtaktivitdt wird ihr Ab-
stand zum Ursprung groBer. Ihre Steigung entspricht dem negativen Wert des
Quotienten aus den maximalen massenspezifischen Aktivititen Amax®/Amax® =
177. Die in Abb. 5.4.2-4 angegebene Abszissenwerte fiir Xeg liegen fiir die an-
gegebenen Gesamtaktivititen auf den in Abb. 5.4.2-3 gezeigten Geraden.

[Aldolase] / g/L

51

steigende
Gesamtaktivitat

XE = 0.5

959 pkat/L

400 600 800
|Epimerase} / g/L

Abb. 5.4.2-3: Veranschaulichung des Aktivitdtsmolenbruches als Funktion der
Epimerase- und Aldolasekonzentration; die Schraffierung kennzeich-
net den in Abb. 5.4.2-2 dargestellten Bereich

In Abbildung 5.4.2-4 ist der Pyr-Umsatz als Funktion des Aktivititsmolenbruchs
bei verschiedenen Gesamtaktivititen dargestelll, Der Umsatz zeigt iiber groBe Be-
reiche hinweg eine nur schwach ausgeprigte Abhingigkeit vom Aktivititsmolen-
bruch und damit vom Enzymverhiltnis, Mit steigender Gesamtenzymaktivitit wird
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der erziclbare Umsatz groBer. Zur Erhohung der Gesamtaktivitit gibt es zwei
Maoglichkeiten:

® Das Enzymverhdltnis und damit der Aktivititsmolenbruch wird konstant ge-
halten (Ubergang von Punkt A nach C in Abb. 5.4.2-4). Dies fithrt ausge-
hend von 30 g/L Epimerase und 0,67 g/L Aldolase zu Konzentrationen von
148 g/L bzw. 3,3 g/L. Derartig hohe Konzentrationen sind fiir den prakti-
schen FEinsatz nicht brauchbar.

¢ Die Gesamtaktivitit im Reaktor wird durch VergréBerung nur der Aldolase-
konzentration erhoht. Dies filhrt zu einer Verinderung des Aktivititsmolen-
bruches hin zu kieineren Werten (Ubergang von Punkt A nach B in Abb.
5.4.2-4), bei denen trotzdem der gleiche Umsatz wie bei der Konzentrations-
erhdhung beider Enzyme erzielt wird. Dieser Ubergang ist auch in Abb.
5.4.2-2 eingetragen.

Damit zeigt sich, daB nicht allein die geringe massenspezifische Aktivitit der
Epimerase fiir die Umsetzung des GlcNAc der limitierende Faktor ist, sondem je
nach Bedingungen die geringe Aktivitit der Aldolase bei den niedrigen statio-
niren ManNAc-Konzentrationen. Diese liegen flir Xe-Werte zwischen 0,01 und
0,8 bei etwa 20 mM und damit weit unter dem Kn-Wert von 402,2 mM. Da
andererseits bel diesen Konzentrationen der Gleichgewichtsumsatz bezliglich der
Neu5Ac-Synthese aus ManNAc und Pyr noch nicht erreicht ist, fiilhrt eine Erh6-
hung der Aldolasekonzentration zu einer verstirkt ablaufenden NeuS5Ac-Synthese.

B C 959 ukat/L

|
N 0.3-
}
a J
- —— 192 pkat/L
N 0.2 \4\ pkat/
g I ~
: 1/ o
5 o4 / //,., ———————— ~<7\8\£,kqt/L N
/ T~
0.0+ v T T T v 1 Y T : 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Xge / —

Abb. 5.4.2-4: Pyr-Umsatz als Funktion des Aktivitdtsmolenbruches bei verschie~
denen Gesamtaktivititen; die Punkte entsprechen einer Epimerase-
/Aldolasekonzentration von 30/0,67 g/L (A), 30/4 g/L (B) und
148/3,3 g/L (C)

Bedingungen: [GlcNAclo = [Pyrlo = 200 mM Pyr, T = 10800 s

Gekoppeltes Enzymsystem 121



Die Selektivitdt ocicnac als Funktion des Aktivititsmolenbruchs ist in Abb.
5.4.2-5 dargestellt. Aus den bereits oben diskutierten Grilnden steigt die Selekti-
vitit mit steigender Gesamtakiivitit an, da auf Grund der groBeren Geschwindig-
keit der NeuSAc-Synthese ein groBerer Anteil des gebildeten ManNAc umgesetzt
wird. Bei zunchmenden Xg-Werten entsprechend abnehmender Aldolasekonzentra-
tion verbleibt ein steigender Anteil an nicht umgesetztem ManNAc in der
Losung, so daB die Selektivitdt abfillt.

Auf Grund der vorgestellten Zusammenhinge ergibt sich, daB eine Epimerasekon-
zentration von etwa 30 g/L und eine Aldolasekonzentration von etwa 4 g/L fiir
die kontinuierliche Synthese von Neu5Ac ausgehend von GlcNAc glinstig ist
(entsprechend Punkt B in Abb. 5.4.2-4).

1.04
|
08B C 959 ukat/L
< N
= ——
S 06- T\\\ 192 pkat/L
——
-} \\
B 04 S
>
3
] 0.2
w0
oty
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

XE/—

Abb. 5.4.2-5: Selektivitit des GlcNAc-Umsatzes als Funktion des Aktivititsmo-
lenbruches bei verschiedenen Gesamtaktivititen; zur Bedeutung von
A, B und C vgl. Abb. 5.4.2-4
Bedingungen: [GIcNAcl = [Pyrjo = 200 mM Pyr, T =~ 10800 s

Einflu8 der Verweilzeit

In den Abbildungen 5.4.2-6 und 5.4.2-7 ist der FinfluB der Verweilzeit auf den
Umsatz Ueyr und die Raum-Zeit-Ausbeute bei verschiedenen Substratkonzentra-
tionen dargestellt. Mit steigender Verweilzeit nimmt der erreichbare Umsatz zu,
ebenso mit steigender Substratkonzentration. Der Wendepunkt der Kurven wird
durch die Uberlagerung zweier Effekte verursacht. Mit zunehmender Verweilzeit
wird von der Epimerase mehr ManNAc gebildet, was ebenfalls zur Zunahme der
Reaktionsgeschwindigkeit der Neu5Ac-Synthese fithrt. Bei Anniherung an den
Gleichgewichtsumsatz der Epimerisierung nimmt die Geschwindigkeit dieser Teil-
reaktion stark ab (vgl. auch Kap. 4.3.3). Aus dem gleichen Grund steigt die
Raum-Zeit-Ausbeute mit zunehmender Verweilzeit zundichst an und weist ein aus-
geprdgtes Maximum zwischen 1200 s und 2400 s (20 bzw. 40 min) auf.
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Ausschlaggebendes Kiriterium fiir die Wahl der Verweilzeit ist jedoch ein mog-
lichst hoher Umsatz, da er die Produktisolierung vereinfacht. Somit stellen Ver-
weilzeiten von 10800 s (= 3 h) einen giinstigen KompromiB dar, da bei nahezu
Gleichgewichtsumsatz noch Raum-Zeit-Ausbeuten zwischen 100 und 250 g/(L*d)
erzielt werden konnen. Entsprechende Bereiche sind in Abb. 5.4.2-6 und 5.4.2-7
schraffiert. :

400/200 mM
I o.4- —~ 200/100 mM
> e 200/200 mM
7
2 7
N /S
S 0.2 // / [GleNAc]o/[Pyrlo
E / /
Y/
7
/
y
0.0 ———
0 3600 7200 10800

Verweilzeit 7 / s

Abb. 5.4.2-6: Umsatz im gekoppelten System als Funktion der Verweilzeit bei
verschiedenen Substratkonzentrationen
Bedingungen: 30 g/L Epimerase, 4 g/L Aldolase
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Abb. 5.4.2-7: Raum-Zeit-Ausbeute im gekoppelten System als Funktion der
Verweilzeit bei verschiedenen Substratkonzentrationen
Bedingungen: 30 g/I. Epimerase, 4 g/L Aldolase
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Zusammenfassung

e Mit Hilfe der dargestellien Modellrechnungen konnen kinetische Eigenschaften
des gekoppelten Enzymsystems fiir die Neu5Ac-Synthese ausgehend von
GlecNAc unter Verwendung des gekoppelten Enzymsystems verdeutlicht werden.

e Fiir das gekoppelte Enzymsystem zur Neu5Ac-Synthese sind Pyr-Konzentra-
tionen von 100 bis 200 mM bei GlcNAc-Konzentrationen von 200 bis 400
mM giinstig.

e Mit Hilfe von Modellrechnungen unter Verwendung des Aktivitdtsmolenbruchs
148t sich ein geeignetes Enzymverhiiltnis ermitteln, bei dem hohe Umsitze
erzielt werden koénnen. Fiir den erzielbaren Umsatz im kontinuierlichen ProzeB
ist in vielen Fillen nicht die geringe massenspezifische Aktivitit der Epime-
rase limitierend, sondern die Aktivitit der Aldolase. Diese ist bei niedrigen
stationiren ManNAc-Konzentrationen, die weit unter dem Ka-Wert fiir
dieses Substrat liegen, sehr Kklein.

¢ Um hohe Umsitze bei in der Praxis anwendbaren Enzymkonzentrationen zu
erzielen, sind Verweilzeiten um 3 h notwendig. Die erziclbaren Raum-Zeit-
Ausbeuten liegen - abhidngig von den Substratkonzentrationen - bei 100 bis
250 g/(L*d).

e Durch die Kopplung mit der nachfolgenden NeuS5Ac-Synthese wird die
Gleichgewichtslage der Epimerisierung auf die Produkiseite verschoben. Der
Gleichgewichtsumsatz wird etwa um den Faktor 2 bei Verwendung &4quimola-
rer Substratmengen erhoht.

6.4.3 Kontinuierliche Experimente mit dem gekoppelten Enzymsystem

In diesem XKapitel wird der gemeinsame Einsatz der N-Acylglucosamin 2-Epime-
rase und der Neu5Ac-Aldolase im Enzym-Membran-Reaktor beschricben. Die
Experimente sollen die Eignung des gekoppelten Systems zur Neu5Ac-Synthese
ausgehend von GlcNAc sowie das aufgestellte kinetische Modell bestitigen.

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte analog den in Kap. 3.5.3 beschriebenen Expe-
rimenten zum Einsatz der Aldolase:

e Alle Versuche wurden im 14,3 mL EMR aus Polypropylen durchgefiihrt.

¢ Die ermittelten Konzentrationen im Reaktorein- wund auslauf ergaben im
Rahmen der MeBgenauigkeit eine geschlossene Bilanz.

¢ Puffersubstanzen wurden nicht eingesetzt.

® Bei allen Experimenten wurden der Substratldsung 5 mM ATP und 5 mM
MgClz zugesetzt.

¢ In einigen Fillen (speziell bei niedrigeren Konzentrationen) kam es zu mi-
krobiellem Bewuchs der Substratlésung. Dies kénnte durch eine verbesserte
Steriltechnik, wie sie beispielsweise in der Fermentationstechnik verwendet
wird, vermieden werden.

e Als Substratkonzentrationen wurden etwa 200 mM GleNAc und 100 oder 200
mM Pyr verwendet. Im folgenden wird neben den erzielten Absolutkonzentra-
tionen nur der Umsatz fiir Pyr angegeben. Es gilt: Upyr = Ypyr =
YalcNac.
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Tabelle 5.4.3-1 enthilt die Bedingungen fiir alle mit dem gekoppelten Enzym-
system durchgefithrten Experimente sowie den experimentell bestimmten Umsatz.
In Tab. 5.4.3-2 sind neben den gemessenen Konzentrationen und der daraus
berechneten Raum-Zeit-Ausbeute (RZA) auch die Konzentrationen und Raum-
Zeit-Ausbeuten, die sich aus den Modellrechnungen ergeben, aufgefithrt. Die

Raum-Zeit-Ausbeute wird mit Hilfe der modifizierten Gl. 3.5.2-6 berechnet.

[Ald]

Versuch [Epi} T [GleNAc)o [Pyrlo Upyr
Nr. g/L g/L ] mM mM -
1 21,0 3,90 1800 223 96 0,15
2 21,0 3,90 3600 223 96 0,27
3 21,0 3,90 1800 202 201 0,10
4 21,0 3,90 3600 202 201 0,20
5 21,0 3,90 10800 221 202 0,33
6 11,9 4,00 10260 200 100 0,41
Tab. 5.4.3-1: Bedingungen der kontinuierlichen Experimente mit dem gekoppel-
ten Enzymsystem
Versuch [Neu5Ac] [ManNAc] [Pyr] [GlcNAC] RZA
Nr. mM mM mM mM g/(L*d)
1 14,7 10,9 82,1 170,6 218
17,8 13,5 78,2 191,7 264
2 26,3 15,0 69,8 154,0 195
283 19,1 67,7 175,6 210
3 19,8 5,3 179,0 178,9 294
21,3 11,0 179,8 169,8 316
4 41,2 14,2 164,0 130,0 306
37,8 14,2 163,2 150,0 281
5 66,6 15,5 131,7 125,2 165
66,5 20,7 135,5 133,8 165
6 41,1 20,0 65,0 145,2 107
35,0 20,4 65,0 144,6 91
Tab. 5.4.3-2: Vergleich der experimentellen und berechneten Konzentrationen

(jeweils zweite Zeile, kursiv) und Angabe der Raum-Zeit-Ausbeute
(RZA) fiir kontinuierliche Experimente mit dem gekoppelten

Enzymsystem
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Wie bereits bei der Vorstellung der Modellrechnungen zur Diskussion der kineti-
schen FEigenschaften des Gesamisystems ausgefithrt, findet man eine gute
Ubereinstimmung zwischen experimentellen und berechneten Daten. Lediglich bei
Versuch Nr. 3 weicht die berechnete ManNAc-Konzentration deutlich von der
experimentell gefundenen ab. Insgesamt gesehen gelingt es jedoch mit ausrei-
chender Genauigkeit, die erzielbaren Neu5Ac-Ausbeuten vorherzusagen.

Die gemessenen Raum-Zeit-Ausbeuten zeigen das nach Abb. 5.4.2-7 erwartete
Verhalten. Speziell die Versuche 3 und 4 zeigen, daB die Raum-Zeit-Ausbeute
bei Verweilzeiten zwischen 1200 s und 3600 s ein Maximum durchléuft.

In Abb. 5.4.3-1 ist der Umsatz Upyr als Funktion der Zeit fiir die Experimente
1 bis 5 dargestellt. Die zeitliche Abfolge der verschiedenen Betriebszustinde des
Reaktors entspricht dabei nicht der Reihenfolge der Numerierung. Neben dem
experimentellen Umsatz ist auch der mogliche Gleichgewichtsumsatz angegeben.
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Abb. 5.4.3-1: TUmsatz Upyr als Funktion der Zeit bei verschiedenen Substrat-
konzentrationen und Verweilzeiten; Bedingungen vgl. Tab. 5.4.3-1;
(3)-(5) 200 mM GleNAe, 200 mM Pyr; (1)-(2) 200 mM
GleNAc, 100 mM Pyr; 21,0 g/L Epimerase, 3,90 g/L Aldolase

In Abb. 5.4.3-2 ist der Konzentrations-Zeit-Verlauf aller Substrate und Produkte
fiir Versuch Nr. 6 dargestellt. Dieser Versuch solite aufzeigen, daB die NeuSAc-
Synthese ausgehend von GlcNAc auch ilber lidngere Zeitriume hinweg mdglich
ist. Daten zur Enzymdesaktivierung der Aldolase wurden bereits bei der NeuSAc-
Synthese ausgehend von ManNAc bestimmt. Um die Stabilitit der Epimerase
beim FEinsatz des gekoppelten Enzyms iiberpriifen zu konnen, wurden die Enzym-
konzentrationen so gewihlt, daB ein kleiner Wert fiir den Aktivititsmolenbruch
Xe erhalten wird. Bei den gewihlten Bedingungen ergibt sich flr Xe ein Wert
von 0,019 bei einer Gesamtaktivitit von 935 pkat/L. Dies entspricht einer Lage
auf der Umsatz-Xe-Kurve #hnlich wie Punkt B in Abb. 5.4.2-4. Die nicht
dargestellte Kurve fiir [GlcNAc]o = 200 mM und [Pyrjo = 100 mM zeigt einen
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sehr ihnlichen Verlauf. Eine - Desaktivierung der Epimerase wiirde den
Aktivititsmolenbruch zu kleineren Werten hin verschieben, was sich durch einen
starken Umsatzriickgang bemerkbar machen wiirde. Da tiiber den Versuchszeitraum
hinweg nur ein geringfilgiger Riickgang des Umsatzes beobachtet wird, besitzt die
Epimerase eine gute Stabilitit beim Einsatz des gekoppelten Enzymsystems im
Enzym-Membran-Reaktor. Aus dem Umsatzriickgang kann mit Hilfe der Modell-
rechnungen eine Desaktivierung von < 1%/d abgeschitzt werden. Damit wird die
Fpimerase genau wie die Aldolase auch durch die Anwesenheit von Substraten
und Produkten stabilisiert (vgl. auch Abb. 4.3.4-1).

o
oo oo p m Fll o
150+ M 0 . tgath
gl RS,
f o GlcNAc
100- berechnet

Konzentration / mM

Abb. 5.4.3-2: Konzentrationen als Funktion der Zeit fiir das gekoppelte En-
zymsystem im Kontinuierlichen ProzeB; der mogliche Gleichge-
wichtsumsatz liegt bei 47%.
Bedingungen: [GlcNAcje = 200 mM, [Pyrle = 100 mM; [Epi] =
11,9 g/L, [Ald] = 4 g/L; T = 10260 s
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Wie bereits bei der Neu5Ac-Synthese ausgehend von ManNAc diskutiert wurde,
muB bei der Wahl geeigneter Betricbspunkie auch die Produktisolierung beriick-
sichtigt werden. In Abb. 5.4.3-3 sind zusammenfassend die erreichten Konzentra-
tionen der durchgefiihrten Versuche dargestelit.

Zulaufkonzentrationen GlcNAc/Pyr
200/100 mM 200/200 mM

Konz. / mM
2004
1764 "
104" .~
1254 Lo
1004+

R L. P GIcNAc
254 . NeuSAc
o T T L T T T ManNAC
1800 3600 10260 1800 3600 10800

Verweilzeit / s

Abb. 5.4.3-3: Vergleichende Darstellung der erzielten Konzentrationen bei Ver-
wendung des gekoppelten Enzymsystems im kontinuierlichen ProzeB

Fir die Produktisolierung entscheidend ist vor allem das Verhiltnis von NeuS5Ac
zu nicht umgesetztem Pyr, das moglichst gro8 sein sollte. Wie aus Abb. 5.4.3-3
ersichtlich, sind zur Erziclung eines moéglichst hohen Umsatzes lange Verweilzeiten
erforderlich. Mit stéigendem GlcNAc-UberschuB steigt das Verhiltnis NeuSAc zu
Pyr an (vgl. Abb.  5.4.2-1). Da gleichzeitig der Anteil an nicht umgesetztem
GlcNAc in der Produktlosung steigt, ist unter ©konomischen Gesichtspunkten
eine Riickgewinnung dieses Substrates sinnvoll. Hohere Substratkonzentrationen
filhren zu entsprechend hoheren Produktkonzentrationen und damit zu hdoheren
Raum-Zeit-Ausbeuten schon bei iquimolaren Substratkonzentrationen.
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6.6 Zusammenfassung

Erstmalig wurde Neu5Ac ausgehend von GIlcNAc mit Hilfe des gekoppelten
Enzymsystems aus N-Acylglucosamin 2-Epimerase und Neu5Ac-Aldolase im
kontinuierlichen ProzeB8 hergestellt.

Bei Pyr-Umsidtzen von 41 und 33% wurden bei unterschiedlichen Substrat-
konzentrationen Raum-Zeit-Ausbeuten von 107 und 165 g/(L*d) erzielt.

Querinhibierungen durch die Substrate und Produkte der jeweils anderen
Reaktion wurden mit Messungen der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit unter-
sucht. Die Inhibierung der Aldolase durch GlcNAc 148t sich ebenfalls durch
den schon frither verwendeten EinfluB hoher Substratkonzentrationen auf die
Enzymaktivitit beschreiben.

Durch Kombination der Modelle fiir die beiden Einzelreaktionen wurde ein
Modell fiir die Gesamtreaktion aufgestellt und experimentell bestitigt.

An Hand von Modellrechnungen wurde der EinfluB der Substrat- und
Enzymkonzentrationen sowie der Verweilzeit auf erzielbare Umsidtze und
Raum-Zeit-Ausbeuten diskutiert.

Zur Erzielung hoher Umsitze sind relativ hohe Gesamtaktivititen im Reaktor
notwendig. An Stelle hoher Epimerasekonzentrationen - verursacht durch die
geringe massenspezifische Aktivitit - kann eine entsprechend héhere Aldolase-
konzentration eingesetzt werden. Die geringe massenspezifische Aktivitit der
Epimerase, die z. Z. noch nicht in den Mengen wie die Aldolase verfligbar
ist, kann anschaulich "durch Verwendung einer groSeren Menge der billigeren
Aldolase kompensiert werden”.

Gekoppeltes Enzymsystem 129



6 Methoden zur Isolierung der gebildeten NeudAc

Bei einer ProzeBentwicklung muB zusitzlich die Produktisolierung beriicksichtigt
werden, wie bereits in Abb. 2.1-1 gezeigt wurde. Bei den in den vorhergehenden
Kapiteln beschriebenen Untersuchungen zur Festlegung der Reaktionsbedingungen
fiir die kontinuierlichen ' Prozesse wurde dieser Aspekt bereits an den entspre-
chenden Stellen diskutiert. In diesem Kapitel werden nach einer Einfiihrung die
verwendeten Methoden zur Isolierung der synthetisierten Neu5Ac beschrieben.

6.1 Einfithrung

Zur Isolierung und Reinigung von Sialinséuren ist die Ionenaustauschchroma-
tographie unter Verwendung stark basischer Anionenaustauscher eine etablierte
Methode (Schauer, 1982a). Sie wurde auch im Rahmen dieser Arbeit benutzt, da
Neu5Ac als anionogene Verbindung von ungeladenen Substanzen (ManNAc,
GlcNAc) und Brenztraubensiure als weiterer anionogener Komponente abgetrennt
werden muB. Dieses Verfahren wurde aus folgenden Griinden gewihit:

e Die bendtigten Ionenaustauscherharze werden bei industriellen Prozessen ver-
wendet und sind somit preiswert verfiigbar.

e Bei der Verwendung von im Vakuum fliichtigen Elutionsmitteln (z. B. Amei-
sensdure) ist die Gewinnung des reinen Produktes einfach durch Gefriertrock-
nung ohne zusitzliche Schritte moglich.

e Die Adsorption organischer Siuren nimmt mit steigendem pH-Wert zu. Aus
diesem Grund sind schwach basische Ionenaustauscher, deren Kapazitit bei
pH-Werten iiber 5 stark abfillt, fiir diese Trennung nicht geeignet.

e Mit Metallionen beladene Kationenaustauscher (Barker et al, 1969) konnen
auf Grund der hohen Konzentration an Na*, das aus Na-Pyr stammt, nicht
verwendet werden.

e Lectine, die als Proteine selektiv bestimmte Kohlenhydrate binden konnen,
sind bisher nur in kleinen Mengen zu analytischen Zwecken verfiigbar (Fluka,
1991).

¢ Die hiufig zur Trennung von Kohlenhydraten benutzten Borat-Komplexe er-
fordern zusitzliche Schritte zur Reindarstellung des Produkts (Jandera et al,
1974).

¢ Elektrodialyse ist zur selektiven Produktabtrennung nicht geeignet, wie bereits
in Kap. 3.1 diskutiert wurde.

Eine umfassende Ubersicht zur Theorie und Anwendung der Ionenaustausch-
chromatographie ist in der folgenden Literatur zu finden: Helfferich, 1962,
Helfferich et al.,, 1974; De Dardel, 1990; Jandera et ai., 1973, 1974; Cooper,
1981; Bio-Rad, 1982. Bei der folgenden Beschreibung der Methodenentwicklung
wird, wo notwendig, auf Grundlagen eingegangen.
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6.2 Trennung von ManNAec¢, NeuS5Ac und Pyruvat

Die bei der Neu5Ac-Synthese ausgehend von ManNAc anfallende Produkildsung
enthdlt die Komponenten in etwa folgenden Konzentrationen (vgl. Produktion im
300-g-MaBstab, Kap. 3.5.4):

o NeuSAc 270 mM
¢ ManNAc 70 mM
® Pyr 380 mM.

Die Aufarbeitung dieser Losung erfolgte gemidB der in Tab. 6.2-1 angegebenen
Bedingungen (Appel, 1990). Das AnlagenflieBbild mit weiteren Einzelheiten findet
sich in Kap. 9.4.

Austauscher Dowex 1X2, Formiat-Form
KorngrofBe 200 - 400 mesh, entspricht 37 - 74 ym
Kapazitit 900 mval/L Gel
Siulenvolumen 981 mL
Sdulenabmessungen Linge 50 cm, ¢ 5 cm

Probenvolumen ca. 400 mL

FluBrate Probenaufgabe 75 mL/h

FluBrate Hz0 75 mL/h

FluBrate HCOOH 250 mL/h

[HCOOH] 1 mol/L (isokratisch)

Tab. 6.2-1: Bedingungen zur Trennung von Neu5Ac, ManNAc und Pyr mit-
tels Anionenaustauschchromatographie

Dic einzelnen Verfahrensschritte werden im folgenden beschrieben. Abbildung
6.2-1 zeigt das Chromatogramm eines typischen Siulenlaufes.

e Als Eluenten werden nur Hz0 und Ameisensiure (HCOOH) verwendet.

e Der Anionenaustauscher wird mit 1 M Ameisensiure in die Formiatform
iberfiihrt,

e Mit Hz0 wird die Ameisensdure ausgespiilt (Priifung des pH-Wertes am
Auslauf).

e Die Probe wird langsam aufgepumpt. NeuSAc und Pyr liegen bei pH 7,5
auf Grund ihrer pke-Werte (vgl. Tab. 6.3-1) als Anionen vor und werden an
den quarterniren Ammoniumgruppen des Austauschers gebunden. ManNAc als
ungeladene Verbindung wird nicht gebunden und zusammen mit Na*- und
freigesetzten Formiationen eluiert.

e Die Konzentration an Anionen in dem aufgegebenen Probenvolumen ent-
spricht ca. 30% der Austauscherkapazitit; die Nutzkapazitit des Ionenaustau-
schers liegt bei 40 - 50% (Dow, 1989).
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® Die Siule wird mit Hz0 gespiilt, bis das Eluat ManNAc-frei ist.

e Durch Flution mit 1 M Ameisensiure wird zundchst Neu5Ac, etwas spiter
Pyr eluiert. Gleichzeitig erfolgt die Regenerierung der Sdule fiir den néchsten
Lauf.

e Pro Siulenlauf koénnen ca. 25 - 30 g Neu5Ac isoliert werden (981 mL Gel-
volumen).

e Beim Aufpumpen der Probe kommt es zu reversiblen Volumenverinderungen
des Gelbetts auf Grund osmotischer Effekte durch die konzentrierte Pro-
duktlosung. Das Trennverhalten der S#ule wird dadurch nicht nachteilig be-
einfluit.

e Die Konzentrationsbestimmung in den gesammelten Fraktionen erfolgt mittels
HPLC. Neu5Ac- und ManNAc-haltige Fraktionen werden jeweils vereinigt
und gefriergetrocknet.

e Die vollstindige Entfernung der Ameisensiure, die selbst in Spuren am Ge-
ruch feststellbar ist, erfolgt durch Trocknung im Olpumpenvakuum bei 10-3
mbar,

e Ausbeuteverluste treten nur auf, wenn Neu5SAc beim Aufpumpen der Probe
nicht volistindig gebunden wird.

120 ®—Ho0—sk—————— 1 M HCOOH ———
2 o
€ 100-
~ ] .
5 80 . /r\\/Pyr
o I /
"E 60 k/MGﬂNAC / \\
S o]0 / \
N \
N 40-
\ / \
§ I | NeuSAc / \\
204 | |
I N / \\
0 . T T I T T T \‘-
0 2000 4000 6000 8000

Elutionsvolumen / mL

Abb. 6.2-1: Chromatogramm zur Trennung von Neu5Ac, ManNAc und Pyr
mittels Anionenaustauschchromatographie; SHulenvolumen 981 mL

Die Ermmittlung geeigneter Trennbedingungen erfolgte unter Verwendung von Pro-
duktlésung aus den Kkontinuierlichen Versuchen zur Neu5Ac-Synthese in thermo-
statisierten Glassjulen mit einem Gelvolumen von etwa 14 mL. Die dabei gefun-
denen Parameter konnen linear auf die verwendeten groBeren Siulen (110 mlL,
981 mL Gelvolumen) iibertragen werden. Lediglich die FluBrate der Elution mit
HCOOH muBite beim Ubergang von 110 mL auf 981 mL um den Faktor 2
reduziert werden (Appel, 1990).
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Einige wesentliche Aspekte bei der Ermittlung gilinstiger Trennbedingungen sollen
im folgenden diskutiert werden:

e Mit zunehmendem Vernetzungsgrad der Ionenaustauschermatrix nimmt die
PorengréBe ab, die den Zugang groBSerer Ionen in das Korninnere bestimmt.
Fiir den niedriger vernetzten Typ Dowex 1X2 wird eine AusschluBgrenze von
2700 u angegeben, fiir den hoher vernetzten Typ Dowex 1X8 von 1000 u.
Die Kapazitit des Ionenaustauschers steigt mit zunehmender Vernetzung von
900 mval/L. Gel auf 1400 mval/L. an, ebenso die Selektivitit (Bio-Rad, 1982;
Ullmann, 1974). Bei Trennversuchen mit dem Typ 1X8 wurden trotz ausrei-
chender Kapazitit und Kleinen FluBraten bis zu 20% der aufgegeben
Neu5Ac-Menge nicht gebunden, wihrend im UberschuB vorliegendes Pyr
vollstindig absorbiert wurde. Bei Verwendung des Typs 1X2 wurde bei iden-
tischen Bedingungen die NeuSAc ebenfalls volistindig gebunden.

e Die Ionen werden langsamer am Austauscher adsorbiert als desorbiert
(Cooper, 1981). Zur Erzielung vollstindiger Adsorption der NeuSAc muBite
die FluBrate unter den vom Hersteller empfohlenen Wert von etwa 20 bis
50% des Bettvolumens pro Stunde gesenkt werden (Dow, 1989).

o Neu5Ac kann vollstindig und selektiv durch Verwendung niedriger Ameisen-
sdurekonzentrationen eluiert werden, bei denen Pyr nur sehr langsam freige-
setzt wird. Vermutlich wird Neu5Ac auf Grund des oben diskutierten Siebef-
fektes nur in den Randbereichen des Korns gebunden, wihrend die kleineren
Pyruvat-Ionen vornehmlich im Korninnern gebunden werden. Bei niedrigen
Elektrolytkonzentrationen ist dessen Konzentration auf Grund des "Donnan-
Ausschlusses” im Korminnern noch weiter herabgesetzt (Ullmann, 1974). Die
positive Ladung der quarterniren Ammoniumgruppen wird aufgrund ihrer
Hydrathiille erst in einem gewissen Abstand durch die Gegenionen kompen-
siert. Dadurch entsteht eine partiell positiv geladene Membran, die fiir Elek-
trolyte aufgrund der positiven Ladung eines der beiden Ionen undurchlissig
ist. Bei hoheren Elektrolytkonzentrationen verliert der ”"Donnan-AusschluB8” an
Wirksamkeit, so daB Formiat-Ionen in das Korninnere eindringen konnen und
Pyruvat ebenfalls freigesetzt wird. Die gewidhlte Ameisensdurekonzentration von
1 M stellt einen geeigneten KompromiB dar, um das Verfahren moglichst
einfach und effektiv zu gestalten.

e Im Bereich zwischen 15 °C und 40 °C wurde kein Temperatureinfluf auf
die Trennung gefunden.

e Der FinfluB der KorngréBe und des pH-Wertes der aufgegebenen Probe und
des Fluenten wurden nicht n#her untersucht. Prinzipiell wird die Trennung
bei chromatographischen Verfahren mit abnehmender KorngréBe besser.

Etwa 100 g der nach dem in Kap. 3.5.3 beschriebenen Verfahren enzymatisch

hergestellten und nach dem oben beschriebenen Verfahren aufgereinigten NeuSAc
sind auf dem Photo in Abb. 6.2-2 abgebildet.
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Abb. 6.2-2: Enzymatisch hergestellte und durch Anionenaustauschchromato-
graphie isolierte NeuSAc

Das Produkt wurde folgendermaBen charakterisiert:

Die Reinheit gemdB HPLC liegt bei > 99%.
'H- und **C-NMR-Spektren stimmen mit Literaturangaben und den Spek-
tren einer Referenzprobe liberein (Behr et al., 1973; Brown et al, 1975;
Bhattacharjee et al., 1975; Friebolin, 1988; Prytulla et al., 1990). Zusdtzliche
Signale treten nicht auf.

¢ Die Elementaranalyse liefert:

C H N 0
11 19 1 9 {berechnet)
11,0 19,4 1,0 9,1  (gefunden)

® Fir die spezifischen bzw. molaren Drehwerte wurde bei den angegebenen
Bedingungen gefunden (25 °C, 589 nm, 10 g/L in H:0):

Referenz (Fluka) ~-28,8 grd*mL/(g*dm)
-89,0 grd*L/(mol*m)
NeuSAc-Chargen -29,0 bis -31,3 grd*mL/(g*dm)

~-89,6 bis -96,7 grd*L/(mol*m)

Prinzipiell konnte mit Hilfe des hier vorgestellten Verfahrens eine quasi-konti-
nuierliche Chromatographie an den Enzym-Membran-Reaktor angekoppelt werden.
Die hier verwendete 981 mL-Sdule ist von der Kapazitit her in der Lage, den
Reaktorauslauf von einem Tag aufzunehmen, wie er bei der Synthese im 300-g-
MaBstab erhalten wurde (vgl. Kap. 3.5.3). Durch die Parallelschaltung mehrerer
Sdulen konnte zyklisch die Beladung, FElution und Regenerierung erfolgen. Derar-
tige quasi-kontinuierliche chromatographische Verfahren wurden erfolgreich  bei

kontinuierlichen enzymatischen Synthesen zur Produktisolierung eingesetzt (Schwarz,
1991; Biselli, 1991).
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6.3 Trennung von GlcNAc, ManNAc, NeuS5Ac, Pyruvat, Mg?t und ATP

Die Produktisolierung bei der Neu5Ac-Synthese ausgehend von GlcNAc ist auf-
wendiger, da die anfallende Produktlésung noch ATP und Mg?+ enthilt.
Wiéhrend die Mg2?*-Ionen genau wie die Na*-Ionen auf Anionenaustauschern
nicht gebunden und zusammen mit den ungeladenen Substanzen direkt wieder
eluiert werden, erfordert die Abtrennung des ATP eine Modifizierung des oben
beschriebenen Verfahrens. ATP ist eine vierbasige Sdure, wobei die pKa-Werte
fir drei Protonen zwischen 2 und 3 liegen und fiir das vierte bei 6,5. In
Tabelle 6.3-1 sind die pKa-Werte der zu trennenden Verbindungen aufgelistet.

NeuSAc ca. 2 Schauer, 1985

Brenztraubensiure 2,39 Beilstein, 1979

ATP 3 Protonen 2 bis 3 Jaworek et al.,, 1985
4. Proton 6,5

Ameisensiure 3,75

Tab. 6.3-1: pKa-Werte von NeuSAc, Pyr, ATP und Ameisensiure

Das in Kap. 6.2 beschricbene Verfahren kann bei Anwesenheit von ATP in der
aufzureinigenden Losung nicht verwendet werden, da unter diesen Bedingungen
ATP und Neu5Ac nicht getrennt werden. Eine Trennung von ATP und NeuSAc
148t sich auf zwei Wegen erreichen:

e Verwendung eines nicht-linearen Ameisensiuregradienten.
e Verwendung von Nat*- oder NHe¢*-Formiat als Eluent.

Beide Methoden besitzen Vor- und Nachteile. So wird bei Verwendung des
Ameisensiuregradienten zwar keine vollstindige Basislinientrennung fiir ATP und
NeuSAc erreicht, dafiir 14Bt sich aber das verwendete Elutionsmittel leicht im
Vakuum entfernen. Bei der Elution mit Ameisensduresalzen wird eine sehr gute
Basislinientrennung der beiden Verbindungen erreicht. Nachteilig ist, daB die
Neu5Ac in einem weiteren Schritt in die freie Sdure Uberfilhrt werden mu8.

Im folgenden werden die beiden Methoden vorgestellt. Zusétzlich zu den bereits
in Kap. 6.2 aufgezihlten Punkten gili:

o ATP wird durch Aufnahme des UV-Spektrums photometrisch nachgewiesen.
Die Konzentrationsbestimmung erfolgt durch Messung der Extinktion bei 258
nm und Vergleich mit einer Eichkurve.

e Mg2* wird nach Umsetzung mit Eriochromschwarz T photometrisch bei 530
nm bestimmt. Bei Anwesenheit von Mg2*t tritt ein Farbwechsel von blau
nach lila auf. (Vorschrift vgl. Kap. 9.1.3).

e Die gesamte Magnesiummenge wird zusammen mit den ungeladenen Verbin-
dungen (GlcNAc, ManNAc) eluiert. Aus Darstellungsgrinden wird bei den
folgenden Chromatogrammen auf die Angabe von Mg?* verzichtet.
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® Tin Teil des ATP wird ebenfalls zusammen mit den ungeladenen Ver-
bindungen und den Kationen eluiert. Moglicherweise bildet es mit Mpg2+
einen Komplex, der trotz seiner negativen Ladung nicht gebunden wird.

Elution mit einem nicht-linearen Ameisensiuregradienten

Die Trennung von ATP und NeuS5Ac mit Ameisensdure als Eluent gelingt nur,
wenn ein nicht-linearer Gradient verwendet wird. In Abb. 6.3-1 ist der entspre-
chende Teil eines Chromatogramms mit Angabe des Gradienten dargestellt. Da
das Siulenvolumen nur 110 mL betrigt, wurden gegeniiber den Bedingungen in
Tab. 6.2-1 die FluBraten um den Faktor 10 verringert. Die aufgegebene Probe,
die aus Versuch 6 zum Einsatz des gekoppelten Enzymsystems im kontinuierli-
chen Proze8 stammt, enthielt insgesamt 12,5 mmol Anionen (Neu5Ac und Pyr)
sowie 0,63 mmol ATP. Neu5Ac wurde unter diesen Bedingungen vollstindig ge-
bunden.
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Abb. 6.3-1: Chromatogramm zur Trennung von Neu5Ac und ATP mit einem
Ameisensduregradienten; Bedingungen: Dowex 1X2, Sidulenvolumen
110 mL; FluBrate Probenaufgabe und Hz0-Elution: 7,5 mL/h,
FluBrate Ameisensdure 50 mL/h

Fiir die beobachtete Reihenfolge der Elution ist wahrscheinlich der bereits im
vorhergehenden Kapitel diskutierte Siebeffekt verantwortlich. ATP ist mit einem
Molekulargewicht von 507 g/mol deutlich gréBer als Neu5Ac und wird nur in
den Randbereichen des Koms gebunden.

Die Trennung 148t sich nur durch eine gréB8ere Siulenldnge verbessern. Ein fla-
cherer Gradient fiihrt nur zu einer Verbreiterung der Peaks, die Trennung wird
nicht verbessert.

136 Methoden zur Produktisolierung



In den Fraktionen mit dem hochsten NeuS5Ac-Gehalt ist nach der Gefriertrock-
nung selbst bei hochkonzentrierten Losungen kein ATP mehr nachweisbar. Die
isolierte Neu5Ac stimmt in ihren Eigenschaften mit der aus der Synthese im
300-g-MaBstab erhaltenen und mit kommerziellen Proben iberein (vgl. oben).
Aus der Produktlosung der Versuche zum kombinierten Einsatz der beiden
Enzyme wurden mit Hilfe dieses Verfahrens 15 g NeuSAc isoliert.

Auf Grund des niedrigen Vernetzungsgrades des Harzes kommt es bei der Ver-
wendung eines Gradienten zu starken Volumenidnderungen des Gelbettes. Diese
wirken sich nachteilig auf die Stabilitit der Siule und die Reproduzierbarkeit der
Trennungen aus, so daB die Sdule nach 2 bis 3 Laufen neu gepackt werden
muB. Bei Verwendung des fiir Gradientenelution besser geeigneten Typs Dowex
IX8 (Scott, 1971) gelingt die Trennung nur mit sehr geringen Ameisensdure-
konzentrationen, so daB die Neu5Ac in einem sehr groBen Volumen anfillt. ATP
und NeuS5Ac werden auch hierbei sehr dicht nacheinander eluiert.

Eine Basislinientrennung der beiden Verbindungen wird erreicht, wenn an Stelle
von Ameisensiure ihre Salze zur Elution verwendet werden, wie im folgenden be-
schrieben wird.

Elution mit Na*- oder NH¢*-Formiat

Am besten gelingt die Trennung von ATP und NeuSAc, wenn mit Na*- oder
NHq*-Formiat eluiert wird. In Tab. 6.3-2 sind die Trennbedingungen aufgelistet;
Abbildung 6.3-2 zeigt ein entsprechendes Chromatogramm.

Austauscher Dowex 1X8, Formiat-Form

Korngroe 200 - 400 mesh, entspricht 37 - 74 um
Kapazitiit 1400 mval/L Gel
Siulenvolumen 17,8 mL
Saulenabmessungen Linge 28 cm, ¢ 0,9 cm

Probenvolumen 15,5 mL

FluBrate Probenaufgabe 3,24 mL/h

FluBrate H20 12 mL/h

FluBrate NH4sHCOO 12 mL/h

[NH4HCOO] 1,5 M (pH 6,0)

Tab. 6.3-2: Bedingungen zur Trennung von GIcNAc, ManNAc, Neu5Ac, Pyr
und ATP mittels Anionenaustauschchromatographie
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Wie auch bei der oben beschricbenen Trennung wird ein Teill des ATP
zusammen mit den ungeladenen Verbindungen bzw. beim Spillen mit H20 eluiert.
Zur eindeutigen Identifizierung des ATP wurden neben der Kkontinuierlich
gemessenen Extinktion bei 258 nm UV-Spektren der Fraktionen angefertigt. ATP
wird nur beim Spillen mit Wasser sowie bei der Elution mit 1,5 M NH4*-
Formiat freigesetzt; die anderen Peaks in der Extinktionskurve werden durch die
hohen Konzentrationen der gelosten Substanzen verursacht.

' !
2,00 >
. 0 %
ATP — R o
/ -1.00 S
L. E
M -0.50 -g:‘_
- =]
Lo.00 %
NH4HCOO
H-50 0.09 M 0.75M . 1.5 M
2004 kt okt okt >
=
£ l\\
~ 150 N :\
Pyr
-§ h “/GlcNAc y‘} \‘
2 10041} i
e ! |
[ 1 | | |
N ‘ '
5 ' \
x 90 : “/ManAc } {
) \
-4l NeuSAc |
0 J' /‘é‘( T ! T ' 1 d L T \\' | O
0 50 100 150 200 250 300 350

Elutionsvolumen / mL

Abb. 6.3-2: Chrorﬁatogramm zur Produktisolierung mit einem stufenférmigen
Ammoniumformiatgradienten; Siulenvolumen 17,8 mL

Zu diesem Verfahren ist folgendes anzumerken:

e Zur Elution kann entweder Nat*- oder NH4*-Formiat eingesetzt werden. Die
Trennung ist in beiden Fillen gleich. NH4*-Formiat hat den Vorteil, daB es
im Vakuum fliichtig ist und so leicht entfernt werden kann.

® Das erhaltene Ammoniumsalz der Neu5Ac kann, sofern notwendig, durch Be-
handlung mit einem Kationenaustauscher in der H*-Form und anschlieBende
Gefriertrocknung in die freie SAure tiberfliihrt werden.

e Aufgrund der guten Stabilitdt der Sdulenfiillung des hoéher vernetzten Anio-
nenaustauschers Dowex 1X8 und der guten Trennung der Substanzen ist eine

Ubertragung der Trennung in den grioBeren MaBstab (Gelvolumina z.B. 100
mL oder 1 L) problemios moglich.
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6.4 Zusammenfassung

e Fir die mit Hilfe der beschricbenen enzymatischen Verfahren hergestelite
Neu5Ac (Einsatz der Neu5Ac-Aldolase allein und zusammen mit der N-Acyl-
glucosamin 2-Epimerase) wurden leistungsfihige Methoden zur Produktisolie-
rung mittels Anionenaustauschchromatographie entwickelt.

e Die ausgechend von ManNAc produzierten 250 g NeuSAc wurden mit diesen
Verfahren isoliert.

e Das isolierte Produkt stimmt in seinen FEigenschafien mit Literaturdaten und
Referenzproben iiberein.

e Durch die Verwendung von fliichtigen Elutionsmitteln (L&sungen von Amei-
sensiure oder NHe*-Formiat) fillt die Neu5Ac nach Gefriertrocknung in
Reinform an.

e Durch die Verwendung von handelsiiblichen, preiswerten Anionenaustauscher-
harzen sind die Verfahren auch im groBeren MaBstab durchfithrbar.

e Da die Produktlosung aus dem Reaktor ohne weitere Vorbehandlung direkt
auf die Siulen aufgegeben wird, ist eine quasi-kontinuierliche Produktaufreini-
gung moglich. Durch die Parallelschaltung mehrerer Sdulen konnte zyklisch
die Beladung, Elution und Regenerierung erfolgen. Als Regelkriterium fiir die
Schaltung kann die Extinktion im UV-Bereich zusammen mit dem pH-Wert
am Siulenauslauf verwendet werden.
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7 Diskussion und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein enzymatisches Verfahren zur Synthese von
N-Acetylneuraminsiure entwickelt. Das erforderliche Substrat ManNAc kann ent-
weder in vorgelagerten Arbeitsschritten hergestellt und isoliert werden (basen-
katalysierte Epimerisierung) oder vorteilhaft in situ durch enzymatische Synthese
erzeugt werden. Die durchgefiihrten reaktionstechnischen Untersuchungen und ihre
Ergebnisse haben zur Entwicklung Kkontinuierlicher Verfahren gefiihrt, mit denen
die Verfiigbarkeit von N-Acetylneuraminsiure verbessert werden kann (Kragl et
al., 1989). Durch Modellrechnungen konnen giinstige ProzeBbedingungen ermittelt
werden, die aufgrund der komplexen Zusammenhinge auf rein experimentellem
Wege nur in aufwendigen Versuchsreihen zu ermitteln wiren.

Die Ergebnisse wurden im einzelnen bereits bei ihrer Darstellung diskutiert. In

diesem Kapitel soll eine abschlieBende Bewertung unter folgenden Aspekten
erfolgen:

e Vergleich der enzymatischen und basenkatalysierten Epimerisierung.
e Kostenbetrachtung.
® Anwendbarkeit der Ergebnisse auf weiterfiihrende Arbeiten.

7.1 Vergleich der enzymatischen und basenkatalysierten Epimerisierung

Der Einsatz der Neu5Ac-Aldolase zusammen mit der N-Acylglucosamin 2-Epi-
merase ergibt einen besonders eleganten und zweckmiBigen Weg zur enzym-
katalysierten Synthese von Neu5Ac. Das durch die Epimerase gebildete ManNAc
wird ohne Isolierung direkt weiter zu NeuSAc umgesetzt. Alternativ kann zur
Gewinnung eines Gemisches der beiden Epimeren die basenkatalysierte Epimeri-
sierung von GlcNAc verwendet werden (Spivak et al, 1959; Simon et al., 1988).
Eine entsprechende Arbeitsvorschrift ist in Kap. 9.5 angegeben. Mit Hilfe der
bekannten kinetischen Parameter der beiden Reaktionen soll versucht werden, ihre
Leistungsfdhigkeit zu bewerten. Fir die Geschwindigkeit der ManNAc-Bildung
durch die basenkatalysierte Epimerisierung (Gl 7.1-1) wird ein Zeitgesetz erster
Ordnung angenommen (Gl 7.1-2).

ke
GlcNAC @e=e—3 ManNAc (7.1-1)
ks
d[ManNAc]
V4 & e = k¢ * [GlcNAc] - ke * [ManNAc] (7.1-2)
dt
mit: v kat/L Reaktionsgeschwindigkeit der ManNAc-Bildung durch
basenkatalysierte Epimerisierung
ke 1/s Geschwindigkeitskonstante der GleNAc-Epimerisierung
ks 1/s Geschwindigkeitskonstante der ManNAc-Epimerisierung

Die Geschwindigkeit der Epimerisierung wichst mit steigendem pH (Lee, 1990).
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Bei pH-Werten iiber 11 entstehen jedoch in zunehmendem MaB braungefédrbte
Zersetzungsprodukte. Fiir pH 12,3 (Lee, 1990) und pH 11 (eigene Messungen)
wurden aus Konzentrations-Zeit-Kurven folgende Werte filr k¢ und ks bestimmt:

e pH 11; 25 °C
ke = 4,27 * 106 st
ke = 21,2 * 106 s-1
e pH 12,3; 25 °C
ke = 56,8 * 10-6 st
ke = 165 * 106 g-1

Mit Hilfe dieser Werte wird fiir GlcNAc-Konzentrationen von 100 mM, 200 mM
und 1 M nach Gl 7.1-2 die Anfangsreaktionssgeschwindigkeit der Epimerisierung
berechnet. Nach Gl. 4.3.2-2 werden die entsprechenden Werte fiir die enzymati-
sche Epimerisierung berechnet. Abb. 7.1-1 stellt die erhaltenen Werte gegeniiber:

57 T  Ro— woas o sbusa sase. - » .
vo/ ukat/L .-
15 - ) araptarne s iatris b1 4 .
104"
‘ / 10M
57 02M
0 T T T T Z T 0'1 M
pH 12,3 pH 11 0g/t 1g/L [GlcNAc] |
|[Epimerase]

Abb. 7.1-1: Vergleich von Anfangsreaktionsgeschwindigkeiten der basen- und
enzymkatalysierten Epimerisierung von GlcNAc bei verschiedenen
Substrat- und Enzymkonzentrationen bzw. pH-Werten

e Fiir die basenkatalysierte Epimerisierung steigt die Anfangsreaktionsge-
schwindigkeit mit steigender GlcNAc-Konzentration an, wihrend fiir die en-
zymkatalysierte Reaktion bereits bei 100 mM die maximale Reaktionsge-
schwindigkeit erreicht ist.

e Durch Erhdhung der Enzymkonzentration kann die Geschwindigkeit der enzy-
matischen Reaktion weiter vergroBert werden. Aus Darstellungsgriinden wurde
nur eine Epimerasekonzentration von 10 g/L verwendet. Bereits bei diesen
Bedingungen ist die enzymatische Epimerisierung deutlich schneller als die
basenkatalysierte bei pH 1l
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Der Geschwindigkeitsvorteil der enzymatischen Reaktion besteht iliber den
gesamten Umsatzbereich hinweg, wie aus Abb. 7.1-2 ersichtlich ist.

e Fiir die enzymatische Epimerisierung ist die Reaktionsgeschwindigkeit bei 100
mM GlecNAc und 1 g/I. sowie 10 g/L Epimerase gezeigt. Kwven filr ho-
here Substratkonzentrationen verlaufen nahezu deckungsgleich mit den dar-
gestellten. '

e Fiir die basenkatalysierte Epimerisierung ist der Verlauf der Reaktionsge-
schwindigkeit fiir 100 mM und 1 M GIcNAc bei pH 11 dargestelit.

o Die Reaktionsgeschwindigkeit der enzymatischen Epimerisierung ist bei 10 g/L
Enzym um den Faktor 3 gréBer als die der basenkatalysierten Reaktion.

J GlcNAc ——> ManNAc
10.0] .
iy 4 enzymatisch
% 8.0 — —-basenkatalysiert
X
¢ 6.0-
(@]
N 404
> ﬂ
2.04 1 g/L
0.0 —— =
0.00 0.04 0.08 0.12 0.16 0.20

Umsatz / —

Abdb. 7.1-2: Reaktionsgeschwindigkeiten der basen- und enzymkatalysierten
Epimerisierung von GlecNAc bei verschiedenen Substrat- und
Enzymkonzentrationen

Eine hohere Reaktionsgeschwindigkeit bedeutet, daB pro Zeiteinheit mehr Produkt
gebildet wird. Dies soll an Hand von einigen Zahlen gezeigt werden. Wiirde man
beide Reaktionen in einem kontinuierlich betricbenen Riihrkesselreaktor durchfiih-
ren, so ergdbe sich bei 12% Umsatz fiir 10 g/L Epimerase und 1 M GlcNAc
bei T = 4 h eine Raum-Zeit-Ausbeute von 172 g/(L*d). Fiir die basenkataly-
sierte Reaktion ergdbe sich bei gleichen Bedingungen eine Raum-Zeit-Ausbeute
von 6,4 g/(L*d), da zur Erzielung des gleichen Umsatzes eine sehr viel lingere
Verweilzeit notwendig ist.

Bei beiden Reaktionen 1dBt sich der GlcNAc-Umsatz iiber den thermodynami-
schen Gleichgewichtsumsatz hinaus steigern, indem das gebildete ManNAc ent-
fent wird. Im Fall der enzymatischen Epimerisierung erfolgt dies durch Umset-
zung zu NeuSAc unter Verwendung des gekoppelten Systems. Bei der basenkata-
lysierten Epimerisierung wird das ManNAc mit EtOH extrahiert und zuriickge-
wonnenes GlcNAc emeut eingesetzt. Vergleicht man unter Berilcksichtigung dieser
beiden Aspekte experimentell gefundene Raum-Zeit-Ausbeuten, so ergibt sich:
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Bei Einsatz des gekoppelten Enzymsystems im Enzym-Membran-Reaktor
wurde bei Substratkonzentrationen von 200 mM bei einer Verweilzeit von 3
h eine Raum-Zeit-Ausbeute 145,2 g/(L*d) ManNAc erhalten (vgl. Versuch
Nr. 4 in Tab. 5.4.3-1 und 5.4.3-2). Beriicksichtigt man nur das ManNAc,
das weiter zu NeuSAc reagiert ist, so liegt die Raum-Zeit-Ausbeute bei 118
g/(L*d).

Fiir die basenkatalysierte Reaktion betrigt die Raum-Zeit-Ausbeute auf Grund
der zahlreichen Aufarbeitungsschritte (vgl. Kap. 9.5) etwa 6 g/(L*d) (Simon
et al., 1988; eigene Messungen).

In beiden Fillen liegt der erreichbare Umsatz beziiglich des gebildeten
ManNAc bei etwa 40%.

Die Raum-Zeit-Ausbeute der basenkatalysierten Epimerisierung 148t sich leicht
um den Faktor zwei bis drei steigern, wenn die Reaktion bei ca. 95% des
erreichbaren Gleichgewichtsumsatzes abgebrochen wird. In Abb. 7.1-3 ist eine
mit Hilfe der oben angegeben kinetischen Daten berechnete Konzentrations-
Zeit-Kurve fiir die basenkatalysierte Epimerisierung dargestellt. 95% des mog-
lichen Gleichgewichtsumsatzes sind bereits nach 33 Stunden erreicht, was un-
gefihr der Hilfte der in der Literatur angegebenen Reaktionsdauer von drei
Tagen entspricht (vgl. Kap. 9.5).

isod T !
2 ]
E E
~ H
r? 1004 :
< ! [GleNAc], = 1000 mM
s |
?_: 50 :
1
{  GlcNAc ——> ManNAc
]
0 T ] T : J J T
0 20 40 80

Zeit / h

Abb. 7.1-3: Berechneter Konzentrations-Zeit-Verlauf der basenkatalysierten

Epimerisierung von GlcNAc; die gestrichelte Linie kennzeichnet
95% des moglichen Gleichgewichisumsatzes
Bedingungen: [GlcNAcle = 1000 mM, pH 11, 25 °C

Damit erweist sich die enzymatische Epimerisierung als die leistungsfahigere
Methode. Ihr Hauptvorteil liegt in der moglichen Kopplung der Epimerisierung
mit der NeuS5Ac-Synthese, so daB das gebildete ManNAc ohne Isolierung direkt
umgesetzt wird. Einige zusidtzliche Aspekte sollen abschlieBend behandelt werden:
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® Entscheidend fiir die Anwendbarkeit des Verfahrens ist die Verfiigbarkeit
ausreichender Mengen N-Acylglucosamin 2-Epimerase, die bisher aus Schwei-
nenieren isoliert wird (Toyobo, 1989). Durch ein gezieltes Screeningprogramm
miiSten alternative (mikrobielle) Enzymquellen gefunden werden, aus denen
ausreichende Mengen Epimerase isoliert werden konnen. Giinstig wire eine
hohere massenspezifische Aktivitit sowie der Verzicht auf Cofaktoren.

e Die Produktisolierung konnte durch die Verwendung von polymervergréfertem
ATP vereinfacht werden, da es zusammen mit den Enzymen im Reaktor
zuriickgehalten werden kann.

Obwohl die enzymatische Epimerisierung giinstiger ist, wurden in einem weiteren
Produktionsversuch auf Grund der limitierten Enzymverfiigbarkeit mit Hilfe der
basenkatalysierten Epimerisierung von GlcNAc zu ManNAc etwa 680 g NeuSAc
hergestellt. Da dieser Versuch nach Fertigstellung der vorliegenden Arbeit er-
folgte, wird darauf nicht weiter eingegangen, zumal die hier beschriebenen Ergeb-
nisse im Wesentlichen bestitigt wurden. EinschlieBlich der Substratvorbereitung
(ca. 2 Wochen; vgl. auch Kap 7.1) wurden fir die Synthese der angegebenen
Menge 4 Wochen bendtigt (Reaktorvolumen 300 mL). Bei der Gewinnung der
gleichen Menge aus natiirlichen Quellen hitten dazu 10 kg chinesische
Schwalbennester mit 300 L Sdure hydrolysiert werden miissen (Czarniecki et al.,
1977b) oder 1600 kg Hiihnereiabfille aufgearbeitet werden miissen (Juneja et al.,
1991). Bei dem hier verwendeten Verfahren erfolgte die Epimerisierung im 10-L-
MaBstab. Aus dem Enzym-Membran-Reaktor wurden 10 L Produktlosung mit ei-
nem Gehalt von etwa 0,2 M Neu5Ac erhalten. Auf Grund der Kleineren Volu-
mina sind die experimentellen Arbeiten wesentlich einfacher durchzufiihren.

7.2 Kostenbetrachtung

An Hand von Katalog- und Bezugspreisen soll in Tab. 7.2-1 eine grobe Uber-
sicht der Material- und Enzymkosten der enzymatischen NeuSAc-Synthese ge-
geben werden. Zur Berechnung werden folgende Daten verwendet:

e Die experimentellen Daten stammen von Versuch Nr. 5 zum Einsatz des
gekoppelten Enzymsystems. Die Raum-Zeit-Ausbeute betrigt 165 g/(L*d).

o Der jeweilige Enzymverbrauch wird unter Annahme einer Enzymdesaktivierung
von 2%/d berechnet.

e Die Kosten flir MgClz sind vernachldssigbar.
o Bei der Berechnung der Substratkosten wird die Ausbeute von 33% beriick-

sichtigt. Diese Kosten lassen sich durch eine Rilckfilhrung nicht umgesetzter
Substrate reduzieren.

e Durch eine Konzentrationsverminderung lassen sich die ATP-Kosten um den
Faktor 3 bis 5 vermindern.

e Die Gesamtkosten setzen sich aus den produkimengenspezifischen Enzym-
und Cofaktorkosten und den molaren Substratkosten zusammen.
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Substanz DM/g DM/mol bzw. DM/U

Materialpreise
Neu5Ac (Fluka) 422,40 130 398
GleNAc (Fluka) 0,977 215,92
(ManNAc (Sigma) 38,20 9129,80)
Na-Pyr (Fluka) 0,66 72,60
ATP (Fluka) 3070 2039,44
Aldolase (Seppim) 864,35 0,063 DM/U
Epimerase (Toyobo) 323,08 4,14 DM/U

Enzym- und Cofaktorkosten pro g bzw. mol gebildetes Produkt

Aldolase 4,11 1270

(6,5 U/g) @

Epimerase 8,22 2540

0,2 U/g) »

ATP 0,47 145,20
Summe 12,80 3955,20

Gesamtkosten der
Neu5Ac-Synthese 15,60 4821,00

Tab. 7.2-1: Aufstellung zur Kosteniibersicht der enzymatischen Neu5Ac-Syn-
these nach dem in dieser Arbeit beschriebenen Verfahren.
1) ManNAc-Kosten gehen in die Berechnung nicht mit ein; der
Preis ist nur der Vollstindigkeit halber angegeben. » In
Klammemn der berechnete produktmengenspezifische Enzymver-
brauch.
Bedingungen: [GlcNAclh = 221 mM; [Pyro = 202 mM; [Epi] =
21 g/L; [Ald] = 3,9 g/L; [ATP] = 5 mM; Ueyr = 0,33; Raum-
Zeit-Ausbeute = 165 g/(L*d);

Die Material- und Enzymkosten der enzymatischen Neu5Ac-Synthese ausgehend
von GlcNAc nach dem in dieser Arbeit beschricbenen Verfahren betragen etwa
4% des Katalogpreises filr NeuSAc,

Durch die basenkatalysierte Epimerisierung lassen sich die Enzymkosten fiir die
Epimerase einsparen. Da sie jedoch batchweise durchgefiihrt wird, ist stattdessen
ein groBerer Arbeitsaufwand erforderlich.

In Abb. 7.2-1 sind die prozentualen Anteile der einzelnen Posten an den
Gesamtkosten dargestelit.

e Den groBten Anteil mit 53% hat die N-Acylglucosamin 2-Epimerase, gefolgt
von der Neu5Ac-Aldolase mit 27%.
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® Die Substratkosten machen insgesamt 20% aus, wobei mdgliche
Rezyklierungen noch nicht beriicksichtigt sind.

Anteil / %
7 4821
100
80
60 2540
40
1270
20 648
218 145
0
Summe Ept Ald GlcNAc Na-Pyr  ATP

Abb. 7.2-1: Aufteilung der Kosten pro mol produzierter Neu5Ac auf die
Enzym- und Substratkosten; die Zahlen auf den Balken geben die
absoluten Kosten in DM an (vgl. Tab. 7.2-1)

7.3 Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde ein Verfahren zur Neu5Ac-Synthese
ausgehend von GlcNAc unter Verwendung des gekoppelten Enzymsystems aus N-
Acylglucosamin 2-Epimerase und NeuS5Ac-Aldolase entwickelt. Durch eine umfas-
sende Untersuchung der thermodynamischen und Kkinetischen Eigenschaften der
Einzelsysteme und des Gesamtsystems konnten optimale Reaktionsbedingungen fiir
die Neu5Ac-Synthese ermittelt werden. In ihrer Gesamtheit gelten die Daten na-
tlirlich nur fiir dieses untersuchte System.

Fiir andere Reaktionen konnen jedoch relativ einfach in analoger Weise kineti-
sche und thermodynamische Daten gewonnen werden. Dies ist besonders fiir die
Neu5Ac-Aldolase von Interesse, die auf Grund der méglichen Variation der
Carbonylkomponente ein breites synthetisches Potential besitzt (Augé et al,
1990a; Bednarski et al, 1987; Kim et al, 1988; Simon et al., 1988).

Als ein Beispiel sei hier die Umsetzung von D-Arabinose mit Brenztraubensiure
zu 2-Keto-3-deoxy-D-manno-octulosonsdure (KDO) genannt. Bei dieser Reaktion
wurde zum erstenmal eine Diastereoselektivitit von unter eins fiir die NeuS5Ac-
Aldolase beobachtet (Augé et al, 1989), da ein Gemisch der beiden Epimeren
erhalten wird (Abb. 7.3-1). KDO ist ein wesentlicher Bestandteil der Core-
Region von Lipopolysacchariden in der Zellwand gram-negativer Bakterien

(Schlegel, 1985). KDO-Derivate kdnnten als Inhibitoren der Lipopolysaccharid-
synthese Anwendung als Antibiotika finden.
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Abb. 7.3-1: Enzymatische Synthese von 2-Keto-3-deoxy-D-manno-octuloson-
siure (KDO) mittels Neu5Ac-Aldolase; die gebildete Bindung ist
fett gedruckt

Durch kinetische Untersuchungen gelang es, die Selektivitit der KDO-Synthese
von 0,44 (Augé et al., 1989) auf iiber 0,8 zu steigemn (Godde, 1990). Die Aus-
beute an KDO kann vor allem durch folgende MaBnahmen gesteigert werden:

e Verwendung eines Arabinose-Uberschusses an Stelle eines Pyr-Uberschusses.

e TFEinsatz hoher Enzymkonzentrationen von bis zu 10 g/L; hier erweist sich die
Verwendung des nativen Enzyms im Enzym-Membran-Reaktor als vorteilhaft,
da damit hohere volumenspezifische Aktivititen als mit dem trégerfixierten
Enzym erreicht werden konnen.

"I ‘imagination est plus importante que le savoir.”

<A. Einstein>
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8 Zusammenfassung

e Erstmalig wurde im Rahmen dieser Arbeit N-Acetylneuraminsiure (NeuSAc)
ausgehend von N-Acetylglucosamin (GlcNAc) mit Hilfe des gekoppelten
Enzymsystems aus N-Acylglucosamin 2-Epimerase und N-Acetylneuraminsdure-
Aldolase im kontinuierlichen ProzeB hergestellt. Das durch die Epimerase ge-
bildete N-Acetylmannosamin wird ohne Isolierung direkt weiter zu NeuSAc
umgesetzt.

e Aufgrund #hnlicher pH- und Temperaturoptima lassen sich beide Enzyme
zusammen im Enzym-Membran-Reaktor einsetzen.

e Fir beide Enzyme wurden zum ersten Mal alle kinetischen Parameter zur
Beschreibung des Einflusses aller Reaktanden ermittelt. Die Viskositit des
Reaktionsmediums und die Mutarotation der Kohlenhydrate wurden als
weitere EinfluBgr68en untersucht.

e Die verwendeten kinetischen Modelle beschreiben sowohl die Kinetik als auch
die Gleichgewichtslage der Einzelreaktionen und der Gesamtreaktion mit guter
Genauigkeit.

e Durch Modellrechnungen konnten gilinstige Betriebsbedingungen fiir die
Neu5SAc-Synthese ausgehend von ManNAc und unter Verwendung des gekop-

pelten Enzymsystems ausgehend von GlcNAc ermittelt werden. Die Modell-
rechnungen wurden experimentell bestitigt.

e Ausgehend von ManNAc wurden 250 g Neu5Ac mit einer Raum-Zeit-Aus-
beute von 650 g/(L*d) produziert. Das im UnterschuB eingesetzte ManNAc
wurde zu 80% umgesetzt.

¢ In einem weiteren Produktionsversuch wurden ca. 680 g NeuS5Ac hergestellt
(vgl. Kap. 7). Als Substratlosung wurde eine aus der basenkatalysierten
Epimerisierung erhaltene LOsung von ManNAc und GlcNAc verwendet, Das
im UnterschuB8 eingesetzte ManNAc wurde zu 80% umgesetzt.

® Ausgehend von GIcNAc wurden bei Einsatz des gekoppelten Enzymsystems
bei &dquimolaren Substratkonzentrationen Raum-Zeit-Ausbeuten bis zu 165
g/(L*d) bei einem Umsatz von 33% erzielt.

® Bei der Festlegung der Reaktionsbedingungen wurde auf eine moglichst ein-
fache Produktisoerung geachtet. Auf den Einsatz von Puffersubstanzen
konnte volistindig verzichtet werden. Fiir beide Verfahrensalternativen wurden

geeignete Methoden zur Produktisolierung mittels Anionenaustauschchromato-
graphie entwickelt.

¢ Die geringe massenspezifische Aktivitit der Epimerase kann bei Verwendung
des gekoppelten Enzymsystems durch hohere Aldolasekonzentrationen ausge-

glichen werden, da der Umsatz nur in geringem MaBe vom Aktivititsmolen-—
bruch abhingt.

¢ Durch Vergleich der Reaktionsgeschwindigkeiten und der erzielbaren Raum-
Zeit-Ausbeuten wurden die Vorteile der enzymkatalysierten gegeniiber der
basenkatalysierten Epimerisierung zur ManNAc-Synthese aufgezeigt.
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0 Material und Methoden

Wichtige Aspekte zur Durchfilhrung der Experimente wurden bereits bei der
Darstellung der Ergebnisse behandelt. In diesem Kapitel werden neben den ana-
lytischen Methoden detaillierte Vorschriften zur Entsalzung der Epimerase und zur
basenkatalysierten Epimerisierung gegeben.

9.1 Analytische Methoden

9.1.1 Fliissigkeitschromatographie (HPLC)

Bei der Durchfithrung von kinetischen Messungen und zur Uberwachung konti-
nuierlicher Prozesse muB eine groBe Anzahl Proben innerhalb kurzer Zeit unter-
sucht werden. Hierzu bieten sich HPLC-Methoden an, da sie ohne aufwendige
Probenvorbereitung auskommen. Wihrend friher vornehmlich Farbtests zur
Quantifizierung von Sialinsjuren benutzt wurden (Araki et al, 1984; Schauer,
1982b, 1987), finden sich in der Literatur inzwischen zahlreiche Arbeiten tber
den Einsatz der HPLC zur Bestimmung von Sialinsduren und Kohlenhydraten.
Dabei werden entweder Aminophasen (Bergh et al, 1981), Anionenaustauscher
(Shukla et al., 1986; Holzhauser et al, 1988; Lee, 1990) oder XKationenaus-
tauscher (Silver et al, 1981; Honda et al, 1984; Bio-Rad, 1991) verwendet. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde eine Kationenaustauschersiule des Typs Aminex
HPX-87H der Firma Bio-Rad verwendet. Die Auswahl der Siule erfolgte im
Hinblick auf die mogliche Trennung der beiden Epimeren ManNAc und GlcNAc,
die z. B. auf Aminophasen nicht erreicht werden konnte. Abbildung 9.1.1-1 zeigt
ein typisches Chromatogramm. In Tab. 9.1.1-1 sind die Bedingungen aufgelistet.
Die Basislinientrennung von ManNAc und GlcNAc wird  durch die
Hintereinanderschaltung von zwei Saulen erreicht. Oxalsdure dient als interner
Standard.

] Py Oxs NeubAc Pyr ManNAc GicNAc
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Abb. 9.1.1-1: HPLC-Chromatogramm zur Trennung von Neu5Ac, Pyr, ManNAc
und GlcNAc; Oxs = Oxalsiure; Bedingungen vgl. Tab. 9.1.1-1
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Saule Aminex HPX-87H, 2 * 300%7,8 mm
Vorsiule Cation H* Cartridge, 30 * 4,6 mm

Eluent 0,006 M Hz804
FluBrate 0,8 mL/min
Temperatur 65 °C
Detektion (UV) 205 nm

Tab. 9.1.1-1: Bedingungen zur Konzentrationsbestimmung mittels HPLC

e Mit dieser Methode konnen Konzentrationen im Bereich von 0,2 bis 5§ mM

bestimmt werden.

Die enzymatische Reaktion wird durch Verdiinnen mit 0,1 M HzSO4 abge-

stoppt, der als interner Standard Oxalsiure zugesetzt ist.

® Eine gesonderte Proteinentfernung wurde nicht durchgefithrt. Etwa alle drei
Monate muBte die Vorsdule ersetzt werden, was sich durch Druckanstieg und
nachlassende Trennleistung (Peaktailing) bemerkbar machte.

® Bei der Chromatographie von Verbindungen auf derartigen Kationenaus-
tauschersdulen kommt es zu einer Uberlagerung mehrerer Mechanismen, von
denen die zwei wichtigsten kurz diskutiert werden sollen (Bio-Rad, 1991).
Die Trennung von Neu5Ac und Pyr beruht auf einem Siebeffekt wie bereits
bei der Produktaufarbeitung beschriecben wurde. Die kleinere Brenztrauben-
sdure kann in das Innere der Ionenaustauschermatrix eindringen und wird
daher spdter eluiert als Neu5Ac. Ahnliches gilt fiir die Oxalsiure. Die un-
geladenen Zucker kénnen auf Grund des “Donnan”-Ausschlusses (vgl. Kap.

6.2) leichter in das Korninnere diffundieren als geladene Teilchen und
werden daher als letztes eluiert.

Weitere Komponenten, die sich mit Hilfe der benutzten Siule trennen lassen,

sind in Tab. 9.1.1-2 mit Angabe der Retentionszeiten aufgelistet. Teilweise erfolgt
die Detektion mit einem RI-Detektor.

HCOOH 19,7 min
Milchsiure 18,8 min
D-Arabinose 15 min (RI)
KDO 11,0 min (RI)
4-epi-KDO 11,4 min (RI)

Tab. 9.1.1-2:  Retentionszeiten weiterer auf der HPLC getrennter Substanzen
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9.1.2 Gaschromatographie

Gaschromatographische Methoden wurden nur zur Uberpriifung der Reinheit von
Substraten und Produkten benutzt. Da Zucker nicht fliichtig sind, miissen sie
durch Derivatisierung in GC-giingige Verbindungen {iberfithrt werden. Dazu wer-
den in der Regel Silylverbindungen benutzt. Eine Ubersicht findet sich in folgen-
den Stellen: Sweeley et al., 1963; Leibnitz, 1984; Schauer, 1987.

Als bestes Reagenz fiir die Silylierung hat sich ein Gemisch aus Hexamethyldi-
silazan (HMDS) und Trimethyichlorsilan (TMCS) in Pyridin erwiesen. Stirkere
Silylierungsmittel wie z.B. N-Methyl- N-trimethylsilyltriftuoracetamid (MSTFA) rea-
gieren nicht nur mit den OH-Gruppen, sondern teilweise auch mit der Acet-
amidogruppe, wodurch keine einheitlichen Reaktionsprodukte entstehen.

Die Derivatisierung von Proben wurde folgendermaBen durchgefithrt (Reuter et
al.,, 1986):

* 1 mg  Substanz (Feststoff)
700 pL Pyridin
150 ulL Hexamethyldisilazan
150 uL Trimethylchlorsilan
e Reaktionszeit ca. 2 Stunden

Die Trennbedingungen sind in Tab. 9.1.2-1 angegeben, in Tab. 9.1.2-2 finden
sich die Retentionszeiten.

Siule: OV-1 Permabond, 25 m * 0,25 mm (Macherey & Nagel)
Tragergas He 30 cm/s

Split 1:50

Injektor 250 °C

Detektor (FID) 250 °C

Temperaturprogramm zur Trennung von
Neu5Ac, ManNAc 150 - 250 °C, 4 °C/min
GleNAce 140 - 180 °C, 1 °C/min

Tab. 9.1.2-1: Trennbedingungen fiir die GC-Analytik

NeuSAc 22 min
a-GleNAc 43,1 min
B-GlcNAc 43,5 min
a-ManNAc 11,7 min
B-ManNAc 13,3 min

Tab. 9.1.2-2: Retentionszeiten zur GC-Analytik
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9.1.3 Mg2*—Bestimmung

Eriochromschwarz T bildet mit Mg?* Komplexe, deren Zusammensetzung pH-

Wert abhingig ist. Dabei erfolgt ein Farbwechsel von blau nach lila, der photo-
metrisch bei 530 nm verfolgt werden kann. Die Nachweisgrenze liegt bei etwa

0,02 mM Mg2*,

Die Bestimmung wird in leichter Abandemng der in der Literatur gegebenen

Vorschrift (Onishi, 1989) folgendermaBen durchgefiihrt:

e Als Pufferlssung wird eine Losung von 1 g NH«Cl in 50 mL 25%igem
Ammoniakwasser und 50 mL H20 verwendet.

e Die Reagenzlosung besteht aus 100 mg Eriochromschwarz T gelost in 100
mL Methanol. Eine entsprechende Menge dieser Losung wird téglich frisch
1:10 mit Methanol verdiinnt.

® Ansatz:

1,50 mL Probe

0,25 mL Pufferlsung

0,50 mL verdiinnte Reagenzlosung
0,25 mL H=20

e Die Messung der Extinktion erfolgt bei 530 nm in 1 cm Kiivetten. Das
Farbmaximum wird nach 30 min erreicht und bleibt etwa 60 min stabil. Die
Konzentrationsermittlung erfolgt mit Hilfe einer Eichkurve.

9.1.4 Verschiedenes

e 1H- und '3C-NMR-Spektren wurden in der Zentralanalytik des Institutes fiir
Organische Chemie und Biochemie der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Uni-
versitit Bonn angefertigt.

¢ FElementaranalysen wurden in der Zentralabteilung fiir Chemische Analysen des
Forschungszentrums Jiilich angefertigt.

¢ Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgt nach Bradford (1976) mit
Hilfe des Farbstoffs Coomassie Brilliantblau G 250, dessen Absorptions-
maximum sich durch Bindung an ein Protein von 465 nach 595 nm ver-
schiebt. Als Reagenz dient eine Losung von 100 mg des Farbstoffes in 50
mL EtOH, die mit 100 mL 85%iger HsPOs4 und H20 auf 1 L aufgefiillt
wird. Zur Messung werden 100 pL Probe und 900 pL des Reagenzes zu-
sammengegeben. Nach 10 min wird die Extinktion bestimmt und aus einer
mit Rinderserumalbumin erstellten Eichkurve die Proteinkonzentration ermittelt.
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9.2 Entsalzung der N-Acylglucosamin 2-Epimerase

Fiir die Entsalzung wurden fertig gepackte Einmalsiulen des Typs PD-10 der
Firma Pharmacia benutzt (Gelvolumen 9,1 mL). Die Trennung von Protein und
Begleitmaterialien erfolgt dabei durch Gelfiltration, wobei das verwendete Material
eine AusschluBgrenze von 5000 u  besitzt.

Die Entsalzung wird folgendermaBen durchgefiihrt:

¢ Die SHule wird mit 25 mL des gewiinschten Puffers #quilibriert. Hier wurde
Phosphatpuffer, hergestellt durch Titration von 20 mM KHzPOs4 auf pH 7,5,
verwendet,

® 25 mg der Epimerasepriparation werden in 2,5 mL Puffer gel6st und auf die
Sdule gegeben.

¢ Die Epimerase wird durch Aufgabe von 3,5 mlL Puffer eluiert und direkt fiir
kinetische Messungen verwendet.

9.3 Struktur des verwendeten PEG-ATP

In Abbildung 9.3-1 ist die Struktur des verwendeten PEG-ATP dargestellt. Es ist
das gleiche Derivat, das beim Einsatz zusammen mit einer Hexokinase zur
Synthese von Glucose-6-phosphat die beste Aktivitit zeigte (Berke, 1984; Berke
et al, 1988).

HN = (CH,)g— NHCO — (CH,),— CONH — (CH,CH,0) H
7 N
LD
N
N N o

HO OH

Abb. 9.3-1: Struktur des mit der Epimerase verwendeten PEG-ATP

Die Synthese des PEG-ATP erfolgt &hnlich der Synthese von PEG-NADH und
ist in folgenden Literaturstellen berschrieben: Berke, 1984; Bilickmann et al, 1981.
Das hier verwendete polymervergroBerte ATP stammt aus der Arbeit von Berke
und sollte auf Grund der zur Verfligung stehenden Menge nur dazu dienen, den
moglichen Einsatz des polymervergroBerten Cofaktors aufzuzeigen.
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9.4 Anlage zur Produktisolierung

Abbildung 9.4-1 zeigt das FlieBbild der Anlage zur Produktaufreinigung, die fiir
alle verwendeten SiulengréBen (Gelvolumen 14 mL bis 981 mL) identisch ist.
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1 Pumpe
2 Sdule mit stark basischem
Anionenaustauscher
Probe . '
Eluent 3 Photometer mit DurchfluBkiivette

4 Fraktionssammiler

Abb. 9.4-1:  FlieBbild der Anlage zur Produktaufreinigung

e Zur Probenaufgabe wurde eine totvolumenarme Schlauchpumpe verwendet.

e Die isokratische Elution erfolgte mit einer Wechselkolbenpumpe.

¢ Bei den Gradientenverfahren wurde eine Anlage zur Mitteldruckchromato-
graphie der Firma Pharmacia verwendet, die aus einem Controller, zwei
Wechselkolbenpumpen und einer Mischkammer besteht.

e Mit Hilfe des Photometers kann durch Messung der Extinktion bei 205 nm
der Verlauf der einzelnen Schritte (Aufpumpen, Spiilen mit Wasser, Elution)
verfolgt werden. Die Konzentrationsbestimmung in den gesammelten Proben
erfolgte mittels HPLC,

¢ Bei Versuchen zur Abtrennung von ATP wurde mit einem 2zweiten Photo-
meter oder einem Dioden-Array-Detektor die Extinktion bei 258 nm aufge-
zeichnet, die einen Hinweis auf den Zeitpunkt der Elution von ATP gibt.
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Vorbereiten des Anionenaustauschers

Handelstibliche Anionenaustauscher werden meistens in der Chlorid-Form geliefert
und miissen vor der Anwendung in die gewiinschte Form iberfithrt werden.
Dazu wird das Harz nach dem Vorquellen in Wasser in mehreren Schritten mit
ca. dem fiinffachen Volumen 1 M Ameisensiure behandelt (Cooper, 1981).

Nach dem Filllen der Siule wird mit Wasser die Ameisensiure ausgewaschen
(pH-Kontrolle). Mit Silbernitratldsung wird auf Chloridionen gepriift. Der in der
Literatur empfohlene Zwischenschritt zur Uberfithrung des Austauschers in die
OH--Form mit 1 M NaOH wurde nicht durchgefiihrt, da es zu einer Dunkel-
firbung des Harzes und der Freisetzung von Aminen kam. Die Freisetzung von
Aminen trat bei Anionenaustauschern anderer Hersteller bereits beim Stehen mit
Wasser auf,

9.5 Basenkatalysierte Epimerisierung von GleNAc zu ManNAc

Die basenkatalysierte Epimerisierung von GIcNAc zur ManNAc wurde nach der
von Simon et al., 1988, gegebenen Vorschrift durchgefiihrt, die folgende Arbeits-
schritte enthélt:

¢ 1 kg GlcNAc (4,5 mol) in 4,5 L H20 ldsen.

e Mit 10 M NaOH auf pH 11 einstellen und 3 Tage bei Raumtemperatur
rithren.

® Die erhaltene gelbe Losung mit konz. HCl neutralisieren und im Vakuum zur
Trockne einrotieren.

® Den Riickstand mit 4 L siedendem EtOH behandeln, in dem sich GleNAc
schlechter als ManNAc lost.

® Die ethanolische LoOsung abkiihlen und vom Niederschlag abfiltrieren; EtOH
im Vakuum abziehen.

e FEs werden 143 g des Epimerengemisches mit 88% ManNAc erhalten.

¢ Das zuriickgewonnene GicNAc wird erneut eingesetzt.

e In 3 Ansidtzen wurden insgesamt 462 g mit einem ManNAc-Gehalt von 88%
erhalten.

e Zur Entfernung von EtOH wird zweimal in H20 gelost und lyophilisiert.

e Aus der Reaktionszeit von je 3 Tagen und einem geschitzten Zeitbedarf fiir
die Aufarbeitung von je 1 Tag errechnet sich eine Raum-Zejt-Ausbeute von
6 g/(L*d). Die Gesamtausbeute an ManNAc betrigt 41%.

Die Ergebnisse konnten bei eigenen Ansdtzen sowohl im Kkleineren wie auch im
groBeren MaBstab bestitigt werden. Die Reaktionszeiten wurden ebenfalls iber-
nommen, obwohl deutlich kiirzere Zeiten ausreichend sind, um nahezu den
Gleichgewichtsumsatz zu erreichen. Eigene Ausbeuten lagen bei 39%, die be-
rechnete Raum-Zeit-Ausbeute liegt bei 5,2 g/(L*d). Gegeniiber der Literaturvor-
schrift wurde am Ende zusidtzlich mit Aktivkohle entfdrbt, da bei der Epimeri-
sierung braun gefirbte Substanzen entstehen, die jedoch unter der Nachweis-

grenze der HPLC liegen.
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9.6 Liste der verwendeten Geridte und

Analytik

Differential-Refraktometer, Nr.98.00,
Heizofen fiir HPLC-Sdule, Nr. 89.00
760 Series Interface, Integrations-
software

2150 HPLC-Pumpe, 2151 UV-variable
wavelength monitor, 2152 LC-
Controller, 2157 Autosampler, pH-
DurchfluBelektrode

HPLC-Sdule Aminex HPX-87H mit
Vorsiule

Entgaser Degasser ERC-3310
Rechner IBM ATO02
Gaschromatograph 438 A
Polarimeter 241 MC
Spectrophotometer UV 150-02,

UV 160

Rheometer Rotovisco RV 100
pH-MeBgerite (pH-Meter 632)
pH-Elektroden

Chemikalien

Knauer, Berlin
Nelson Analytical, Wuppertal

Pharmacia LKB GmbH, Freiburg

Bio-Rad, Miinchen

ERC, Altglofsheim

IBM Corp. USA

Chrompack, Middelburg, NL
Perkin-Elmer, Uberlingen

Shimadzu Europa GmbH, Duisburg

Haake GmbH, Karlsruhe
Metrohm, Filderstadt
Ingold MeBtechnik GmbH, Steinbach

Kontinuierliche Produktionsanlage und Produktaufarbeitung

Ultrafiltrationsflachmembran Minisette
OMEGA 5K
Schlauchpumpe Minipuls 2

Piezoresistiver Absolutdruckaufnehmer
4043A10 mit Verstirker 4610 A
Teflonschlduche, Anschliisse, Chroma-
tographiesdulen mit Thermostatisier-
mantel

2-Kanalflachschreiber LS-52-2
Compactthermostat CS 6

Fraktionssammler FRAC-100,
Fraktionssammler 2070 Ultrorac II,
LC-Controller 500, Wechselkolben-
pumpe P-500, LC-Leersdule XK
50/60

Wechselkolbenpumpe LDP-21
Glas-Vakuumfiltrationsgerit, Sterilfilter~
halter

Schlauchpumpe 501 U
Ultrafiltrationsmembran YM 5
Verderpren-Pumpenschlauch
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Filtron GmbH, Karlstein

Gilson Medical Electronics, Villiers-le-
Bel, France

Kistler Instruments GmbH, Ostfildern-
Nellingen

Latek, Heidelberg

Linseis GmbH, Selb

MGW Lauda Wobster KG,
Konigshofen

Pharmacia LKB GmbH, Freiburg

Reichelt Chemietechnik, Heidelberg
Sartorius, Gottingen

Watson-Marlow Ltd., Falmouth, GB
Amicon GmbH, Witten
Verder-GmbH, Diisseldorf



Blasenfalle, Druckaufnehmerhalter,
Glasteile fiir den Reaktor, Enzym-~
Membran-Reaktoren

Lyophilisator Lyovac GT 2, GT 20

Werkstidtten des Forschungszentums,
Jilich

Leybold Haereus AG, Hanau

Liste der verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Peressigsidure

Na-Pyruvat, NeuSAc, ATP, Kalium-
gluconat, Bernsteinsdureanhydrid, 2-
Methylbuttersdure, Ammoniumformiat,
Trimethylchlorsilan, Coomassie
Brilliantblau G 250

PEG-ATP

PEG 400

HMDS, MSTFA

Titrisol Oxalsdureldsung, Titrisol
Schwefelsdure, Aktivkohle, Rinder-
serumalbumin, Glycerin, EtOH,
Pyridin, HsPOs, KH2POs,
CaClz-2H20, NaOH, Na(Cl,
MgClz:6H20, NaNs

PD 10-Sdule zur Entsalzung
Ameisensiure
N-Acetyl-D-Mannosamin, N-Acetyl-
D-Glucosamin

Anionenaustauscher Dowex 1x2, 1x8
N-Acetylneuraminsdure-Aldolase

N-Acylglucosamin 2-epimerase

Aldrich-Chemie GmbH, Steinheim
Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz

GBF, Braunschweig-Stéckheim
Hiils, Marl

Macherey-Nagel, Diiren
Merck, Darmstadt

Pharmacia LKB GmbH, Freiburg
Riedel~de-Haen, Seelze
Riitgers-BioTech, Mannheim

Serva, Heidelberg

Toyobo, Osaka, Japan, Bezug iiber
Seppim, Sées, France

Toyobo, Osaka, Japan
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& TOYOBO ENZYMES&:
(Diagnostic Reagent Grade)

N-ACETYLNEURAMINIC ACID ALDOLASE

from Microorganism

! N-Acetylneuraminate pyruvate-lyase (EC 4.1.3.3)*~4

N-Acetylneuraminate =—= N-Acetyl-D-mannosamine + Pyruvate

B PREPARATION and SPECIFICATION

Appearance : Light yellow amorphous powder, 'Lyophilized ,
Activity : Grade Il 15 U/mg-solid or more (30 U/mg-protein or more)
(containing approx. 30% of stabilizers)
Contaminants : Catalase < 1.0%
NADH oxidase < 1.0x1073%
Stability : Stable at —20°C for at least 6 months (Fig. 1)
Stabilizers : Mannitol, EDTA

B PROPERTIES

Molecular weight : approx. 98,000
Isoelectric point : 46+0.1
Michaelis constant : 2.5 x 1073M {N-Acetylneuraminic acid)

" Structure : 3 subunits {(approx. 35,000) per mol of enzyme
Inhibitors : p-Chloromercuribenzoate, sodium dodecyl sulfate, Hg**, Ag*
Optimum pH : '7.5 -8.0 (Fig. 2)
Optimum temperature : 70°C (Fig. 3)
pH Stability : pH6.0—-9.0(10°C, 25 hr) (Fig. 4)
Thermal stability : below 65°C (pH 7.5, 30 min) (Fig. 5)

Effect of various chemicals : (Table 1)

= APPLICATIONS®™7)
The enzyme is useful for enzymatic determination of N-acetylneuraminic acid and sialic acid by coupl-

ing with the related enzymes in clinical analysis.
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i ASSAY
Principle:
N-Acetylneuraminate N-acetylneuraminic acid aldolase , pyryvate + N-Acetyl-D-mannosamine
Pyruvate + NADH + H* lactate dehydrogenase L-Lactate + NAD*
The disappearance of NADH is measured at 340 nm by spectrophotometry.

Unit definition: .
One unit causes the oxidation of one micromole of NADH per minute under the conditions described below.
Method:
Reagents
A. NANAsolution : 50 mM [Dissolve 309 mg of N-acetylneuraminic acid (MW=309) in ca. 15 ml of 50 mM

K-phosphate buffer, pH 7.5 and, after adjusting the pH to 7.5 with 1N KOH, fill up to
20 ml with the same buffer.] (Stable for at least one week if stored at 0 — 5°C)

B. LDH solution - ca. 50 U/ml [Dilute pig heart lactate dehydrogenase {Toyobo Grade 1, ammonium suifate
suspension) to a concentration of ca. 50 U/ml with ice-cold 50 mM K-phosphate buffer,
pH 7.5} (Prepare freshly)

C. NADH solution : 1.0 mM [Dissolve 7.6 mg of NADH-Naz-3H20 {MW=763) in 10 ml of 50 mM K-phosphate
buffer, pH 7.5] (Prepare freshly)
D. Buffer solution : 50 mM K-phosphate buffer, pH7.5
P"OC‘:"U’; he foll (d=1.0 cm) Concentration in assay mixture
. Prepare the following reaction mixture in a cuvette (d=1.0 cm
and equilibrate at 37°C for about 5 minutes. K-Phosphate buffer 50 mM
10ml Substrate solution (A) NANA 20 mM
0.5 mi LDH solution (B) NADH 0.2mM
0.5 ml . NADH solution {C) LDH ca. 10 U/mi
04 ml Buffer solution (D)

2. Add 0.1 ml of the enzyme solution* and mix by gentle inversion.
3. Record the decrease of optical density at 340 nm against water for 3 to 4 minutes in spectrophotometer thermo-
stated at 37°C, and calculate the AOD per minute from the initial linear portion of the curve (AOD test).
At the same time, measure the blank rate {AOD blank) by the same method as test except that the enzyme
diluent (D) is added instead of the enzyme solution.

*  Dissolve the enzyme preparation in ice-cold buffer solution (D) and dilute to 0.1 —0.3 U/m! with the same buffer,
immediately before assay.

Calculation
Activity can be calculated by using the following formula:

AOD/min (AOD test — AOD blank) x Vt x df

Volume activity (U/ml) =

6.22x10x Vs
= AOD/min x 4.02 x df
Weight activity (U/mg) = (U/ml) x 1/C
Vt : Total volume (2.5 mi)
Vs : Sample volume (0.1 mi)

6.22 : Millimolar extinction coefficient of NADH (cm?/micromole)
1.0 : Light path length (cm) ’

df : Dilution factor
C . Enzyme concentration in dissolution (c mg/ml)
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Table 1. Effect of Various Chemicals on N-Acetylneuraminic Acid Aldolase

[The enzyme dissolved in 0.1 M Tris-HCI buffer, pH 7.5 (5 U/ml) was incubated at 30°C

for 1 hr.]

Chemical Concen. (mM) Zii;ggi' Chemical Concn. {mM) 22::333'
None - 100% PCMB 20 0%
Metal salt 20 NEM 20 103

MgCl, 107 NaF 20 100

CaCl, 87 NaNj 20 100

BaAc, 95 EDTA 5.0 95

FeCls 89 o-Phenanthroline 20 100

CoCl, 93 a, o/-Dipyridyl 2.0 101

MnCl, 98 Borate 50 86

ZnS0, 92 Triton X-100 0.10% 109

NiCly 99 Na-cholate 0.10% 95

CuSO, 64 SDS 0.10% 0

PbAc, 87 Tween 40 0.10% 96

AgNO, 0 Span 85 0.10% 93

HgCl, 0

Ac, CH3COO; PCMB, p-Chloromercuribenzoate; NEM, N-Ethylmaleimide; EDTA, Ethylenediamin-
tetraacetate; SDS, Sodium dodecyl sulfate.
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Fig. 2. pH-Activity

37°C., Smin-reaction in 50mM buffer
solution: pH 5.0-6.0, acetate; pH6.0~
9.0, K-phosphate;

The enzyme activity was assayed by the
2.4-dinitrophenyl-hydradine method.

Relative Activity

Pk, SN DV DU SR |
V=5 50 70

Temparature, T

Fig. 3. Temperature activity

6 min-reaction-in 50mM K-phosphate
buffer pH7.5. The enzyme activity was
assayed by the 2.4-dinitrophenyl-
hydradine method.

Residual Aotivity, %

pH

Fig. 4. pH-Stability

10C, 25he-treatmant with 50mM
buffer solution: pH4.0-6.0, acetats;
pH6.0-9.0, K-phosphate; pH9.0-10.0,
borate.

wol- ’

Residual Activity, %

S T N S W—
1 % % & 1o

Temperature, T

Fig. 5. Thermal stability
30min-treatment with 50mM K-phosphate
buffer, pH 2.5. enzyme concentration :
20U/ml
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@€TOYOBO ENZYMES®
(Diagnostic Reagent Grade)

ACYLGLUCOSAMINE 2—EPIMERASE

fron Hog Kidney

2- Acylanido-2-deoxy D-glucose 2-epimerase (EC 5.1.3.8) !-%?

—

N-Acetyl~D-glucosamine ' N-Acetyl-D-nannosanine

B PREPARATION and SPECIFICATION

Appearance : I;ight yellov amorphous powder,lyophilized
Activity ¢ Grade ¥ 0.3 U/xg-s0lid or more
(containing approx, 50% of stabilizers)
Contarinants ! Catalase S 5.0 Xx10tg
Stability ¢ Stable at -20°C for at least 6 months
Stabilizers + ATP, Mg't, EDTA, potassiun gluconate

B PROPERTIES

Molecular weight
Isoelectric point
Michaelis constant
Inhibitors

Optimun pH
Optimun temperature
pH Stability
Thernal stability

APPLICATIONS

ee oo oo se

approx. 100,000

§5.0+0.1

3.0X10°°M (N-Acetyl-D-mannosamine)
p-Chlororercuribenzoate, Sodium dodecyl sulfate,
N-Ethylmaleiride, Hgtt, Ag?

7.0—17.%

45—-50°C

pH 5.5-~7.,5 (25°C, 16hr)

below 35C (pH 7.5, 10 nin)

The enzyme is useful for enzymatic determination of sialic acid by coupling with
neuraminidase and n-acetylneuraminate lyase in clinical analysis.
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RASSAY
Principlle:
N-Acetyl-D-nannosaaine N-Acetyl-D-glucosanine

g-Acetyl-D-xlucosaline PP N-Acetyl-D-glucosaninic acid V+ H,0.
Hi0: + 4 - AA 4+ DAPS —=", Quinoneinine dye + 4H,0,

The appearance of quinoneinine dye is measured at 580 nr by spectrophotometry,

Unit definition:
One unit causes the formation of micromole of hydrogen peroxide (half a micromol of quinoneimine dye) per

ninute under the conditions described below,
Method:

Reagents
A. PIPES buffer,
pH 7.5

acv¥ivfvcosenlae 2~ePiserace

n'ltllﬂ"'vc;lllllc Qlllll;1

1 M (Dissolye 30,24g of piperazine-N,N’'-bis(2-eth 1fonic acid z

2,35 Dissolye 30,21 of plperazinetl, ' bla (L ethanesultondc acid) (MW
NaOH, fill up to 1,000 ul with H.0)

0% sl.O: 4-aminoantipyrine/100 ul of Hy0) (Store at 4 C in & brovnish

.
(13
.

B. 4-AA solution

-

C. DAPS solution ¢ 0,15 § (150 ng Sodiua N-ethyl-N-sulfopropyl~3,5-dimethoxyaniline/100 xl of
. H;0) (Store at 4 T in a brovnish Eot‘t){e.g' ’
D, ATP solution s 0.1 N} 0.6 ¢ adenosine §'-triphosphate:Naz.3H:0 (MW=605,2/10 al of
. H:lO Prepare freshly
E. MéClz solution : 0, }«{ 2.0 ¢ MgCl:* 6H.0 (MW=203.2)/100 u) of H,0)
F. POD solution ¢ 0.1 %(100 Ij eroxidase (100 purpurogallin units/xg)/100 xl of H,O)
(Store at 4 C in a brovnish bottle.f :
G. NGO solution : ca,25 U/ml j?llute n-acetylglucosanine oxidase &anonluu sulfate suspension
from Seisin) to a concentration of ca, 25 U/al vith H,0 gPro are -freshly)
H, NAM solution $ 0.3 M (718 ng N-acetyl-D-mannosamine Mopnohydrate (MW=238,23)/10 nl of H(
. . §Stab_le for one .veek if stored at 0 — $¥)
1. Enzyne diluent ¢ 20a{'PIPES buffer,pH 7.5
Procedure
1, Prepare the folloving vorking solution (20 tests) in a brownish Concentration in assay mixture
bottle and stor on ice. 5S "
PIP buffer aM
30,0 ml PIPES buffer , pH 7.5 A N AM (Subustrate) 10 oM
3.0 ml 4-AA solution B 4- Aminoantipyrine 2.3 aM
. 6,0 nl DAPS solution C DAPS 0.43sM
6.0 ul ATP solution D ATP 8,3 M
6.0 ul M6C1: solution E MgClz 9.3 xM
6.0 =l POD solution F POD ca, 8.30/unl
3.0l NGO solution G NGO ca, 1.20/x1

2,Pipette 2,8 xl of vorking solution and 0,1 w1 NAM Substrate solution (H) in a cuvette (d = 1.0 cx)
and equilibrate at 37C for about § minutes.

3,Add 0,1 sl of the enzyme solution® and mix by gentle inversion, . .

4,Record the increase of optical density at 590 nx against vater for 3 to 4 minutes in a spectrophotometer
thernostated at 37°C, and calculate the AOD per minute from the initical linear portion of the curve

0D test). )
At the same time, measure the blank rate (AOD blank) by the same method at test expect that the

enzyme diluent (1) is added instead of enzyme solution.

Dissolve the enzyme preparation in ice-cold enzyme diluent (I) and dilute to 0,05 — 0,25 U/al with the
sane buffer immediately before assay.

Calcuiation

Activity can be calculated by using the folloving formula:
Volume sctivity (U/xl) = i 79 % X 1.0 X Vs X - X

AOD/nin X 3.352X df
(UM x 1/C

Weight activity (U/xg)

gt : 'gota} volgne (%601111)
-Vs .4 Sample volume {0.21-20) - . .
9 ¢ i inct] fficient of quinoneimine dye under the assay condition (cd/micromole)
”29 : )F}!:ég:oﬁl;e? t:: ctﬁ:nfgﬁ t}falte non loge of H,O; produces half a mole of quinoneinine dyse
0 Bifht pat}t lenght {cn)
: 1lution Iactor )
C :  Enzyme concentration in dissolution (c ng/nl)
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