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EinfluB des Drucks auf immobilisierte Enzyme

Arnold Schmid und Gerhard Talsky

Institut fur Technische Chemie I, Lehrstuhl | der Technischen

Universitdat Miinchen, LichtenbergstraBe 4, 8046 Garching

Summary

Pressure shows a distinct effect on the activity and stability of enzymes in solution. We
observed for Trypsin an increase of activity of 39.8 % at 55 OC. The investigations were
made continously by using a tubular reactor. Enzymes, immobilized on Eupergit C®, which is
a water-insoluble carrier, behave in a similar manner but with smaller influence of pressu-
re. In opposite to Trypsin in solution, the carrierbound enzyme had a denaturation point of
60 OC (Trypsin in solution: 50 ©C). Also the stability rose with pressure. Similar results
were obtained using immobilized Penicillin-Acylase. At 40°C and 300 bar no decrease of
activity could be observed after an incubation time of 2 hours. This high stability leads to to

an increased lifetime of the catalyst which is promotive for technical use.

1. Einleitung

Die meisten der bisher bekannten Enzyme verhalten sich mesophil, d.h. ihre maximale kata-
lytische Wirksamkeit liegt wischen 30 und 40 °C, um pH 7, bei Atmosphérendruck und vor-
nehmlich in wiBriger L8sung. Es gibt aber auch Biokatalysatoren, die Leben unter extremen
Bedingungen ermdglichen. Solche extremophilen Enzyme bevorzugen z.B. hohe Substrat-
und Salzkonzentrationen (bis zu 50 %), hohen Druck (1 kbar und hoher) oder hohere Tempe-

raturen (bis ca. 110°C), um ihre gréBte Wirksamkeit zu entfalten.
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2. EinfluB des Drucks auf Enzymreaktionen

Der DruckeinfluB auf enzymkatalysierte Reaktionen kann auf der Ebene des Enzyms (Struk-
turanderungen). der Kinetik (Gleichgewichts- und Geschwindigkeitskonstante) sowie der

Solvatation (Anderung hydrophiler-hydrophober Bereiche, Dissoziation, pH u.a.) erfolgen.

Betrachtet man die Ebene des Enzyms. so stellt man fest, daB eine ganze Reihe von Enzy-
men durch Druck stabilisiert werden. Das Aminosduregeriist wird starrer; damit wird
gleichzeitig die Beweglichkeit der funktionellen Gruppen erniedrigt, verursacht durch steri-
sche Hinderung, d.h., fehlender Mdglichkeiten zur Rotation oder Schwingung dieser Grup-

pen. Aus diesen Griinden steigt unter Druck die thermische Stabilitit an.

Auf der Kinetikebene kommen andere Mechanismen zum Tragen. Nach der Theorie von

EYRING 71/ durchlduft eine Reaktion nach Gleichung 1 einen Ubergangszustand (AB¥).
+
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Aus der Druckabhéngigkeit der freien Gibb'schen Enthalpie G¥ fiir diesen Ubergangszustand
l&Bt sich nach Gleichung 2 das sogenannte Aktivierungsvolumen AV¥ berechnen, welches ein

MaB fiir die Druckabhéngigkeit der spezifischen Aktivitdt darstellt.
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Zur Untersuchung des Druckeinflusses auf Enzym-Substrat-Systeme benutzte man bisher
durchwegs statische Methoden. In eigenen Arbeiten /2//3//4/ wurde eine dynamische
Methode entwickelt und optimiert, ndmlich ein Rohrreaktor mit Impulsbetrieb. Damit wurde
es moglich, in wesentlich kiirzerer Zeit Enzymreaktionen unter verschiedenen Bedingungen
(Druck, Temperatur, lonenstarke u a.) durchzufiihren sowie die Aktivierungsvolumina und

andere kinetische Parameter zu ermitteln.

3. Ergebnisse und Diskussion

Uber den EinfluB des Drucks auf trdgergebundene Enzyme haben wir in letzter Zeit mehr-
mals berichtet /5//6//7/. Als Tragermaterial wurde Eupergit C® (Fa. Rohm Pharma), ein
Copolymerisat aus Methacrylamid, Methylen-bis-methacrylamid und Allyl-glycidylether, ver-
wendet. Die Kopplung der Enzyme erfolgte kovalent iiber die Aminogruppen des Proteins

durch Reaktion mit den Oxirangruppen des Tragermaterials unter Bildung eine
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CH,-NH-Bindung (Abb. 1).
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Abb. 1: Kopplungsmechanismus bei der Immobilisierung von Enzymen an Eupergit.
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Bei Bindung von Trypsin an die Matrix und Verwendung von N%*-Benzoyl-L-arginin-4-ni-

troanilid (L-BAPA) als Substrat nahm zwar wie bei den meisten Immobilisierungen die spe-

zifische Aktivitat(SA) ab, betrug aber immer noch ca. 35 % von der des nativen Enzyms.

Wihrend in homogener Losung bei 300 bar und 50 °C die Reaktionsgeschwindkgkeit um

39.8 % iiber der bei Normaldruck lag, betrug die Steigerung bei Verwendung des trédgerfi-

xierten Enzyms etwas weniger, namlich 38.5 % (Abb. 2). AuBerdem nahm durch die Immobi-

lisierung die thermische Stabilitdt stark zu. So war bei einer Temperatur von 35 OC inne-

rhalb von 2 Stunden bei einem Druck von 300 bar kein Aktivitdtsverlust feststellbar.
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Abb.2: Druck- und Temperaturabhingigkeit der Eupergit C/Trypsin-katalysierten Hydro-

lyse von N“—BenzoyI—L—phenvla|anin—A—nitroanilid.
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Bindet man Penicillin-Acylase an Eupergit C (Eupergit PcA), so zeigt sich ein Zhnliches
Verhalten. Sie weist in fixiertem Zustand eine Denaturierungstemperatur von 55 °C auf

(Abb.3), wahrend natives Enzym in Losung bereits bei Raumtemperatur deutlich denatu-

riert /9/.
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Abb. 3 : Druck- und Temperaturabh&ngigkeit der Hydrolyse von Penicillin G, katalysiert durch

Eupergit PcA.
Die Aktivitdtszunahme durch Druck betrégt bei 25 °C 5.8 %. sie steigt jedoch mit hdheren
Temperaturen bis auf Werte von 93.4 % bei 60 °C an, was sich auch aus den ermittelten
Aktvierungsvolumina ablesen 1aBt (Tab.1).

Tab. 1: Aktivierungsvolumina fiir die Eupergit PcA-katalysierte Hydrolyse von Penicillin G.

TuLle] 25 30 g5 40 45 50 55 60

Av*[m%'ﬂ] Sags ey 6,2 sBd .t ol0EL D4 2488 617

Eine technische Anwendung des Systems Eupergit PcA/Penicillin G bietet sich bei einer
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Temperatur von 40 °C und einem Druck von 300 bar an, da unter diesen Bedingungen das

Enzym innerhalb von 2 Stunden keine Denaturierungserscheinungen zeigte.

Als Reaktor fiir einen technischen Einsatz erscheint ein Kreislaufreaktor am giinstigsten.
Zum einen entspricht er bei geniigend hohem DurchfluB einem Riihrkessel. Zum anderen
besitzt er den Vorteil, daB nicht das gesamte Reaktorvolumen unter Druck gesetzt werden
muB. sondern nur der Teil zwischen Umwalzpumpe und Druckventil. Die Energie zum Druck-
aufbau und die Dimensionierung des Druckbereiches kann dadurch minimiert werden. Auf
diese Weise sollte eine technische Anwendung des Verfahrens, besonders wegen des En-

zymstabilisierungseffektes, mdglich und auch wirtschaftlich interessant sein.

Wir danken der Max-Buchner-Stiftung sowie dem Bund der Freunde der Technischen Uni-
versitit e.V. fir die Forderung der Arbeiten, der Fa. Réhm Pharma fiir das Uberlassen des

Trager- und Enzymmaterials.
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