Immobilisierung einer B-Galactosidase auf monolithischen Disks

zur Produktion von Galacto-Oligosacchariden
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Einleitung

Wachsendes Gesundheitsbewusstsein moderner Konsumenten fihrt zu einem
signifikanten Bedarf an funktionellen Lebensmitteln und Zusatzen, wie den
Prabiotika. Prabiotisch wirksame Galacto-Oligosaccharide (GOS) haben einen
positiven Effekt auf das Wachstum und die Aktivitdt von nitzlichen Darmbakterien
und sind entscheidend fur den bifidogenen Effekt [1]. Auf Grund der steigenden
Nachfrage ist die Entwicklung von effizienten GOS-Produktionsstrategien essentiell.
GOS werden im industriellen Maf3stab u.a. mit Hilfe des preisintensiven Enzyms [3-
Galactosidase aus Lactose gewonnen, wobei insbesondere Lactose aus Molke als
preiswertes Substrat fir eine Wertschopfung genutzt werden sollte. Die Anwendung
des Enzyms in immobilisierter Form eroffnet neue Moglichkeiten. Der signifikante
Vorteil immobilisierter Enzyme im Vergleich zu freien Enzymen ist die Erh6hung der
Langzeitstabilitat, geringerer Enzymverbrauch und die Mdglichkeit kontinuierlich Gber
einen langen Zeitraum zu produzieren. Dabei ist die Art des Tragers, auf dem
Enzyme gebunden werden, entscheidend fir die Immobilisierungseffizienz und den
Stofftransport  [2].  Monolithische  makroporése  Trager mit geeigneten
hydrodynamischen Eigenschaften basieren auf der Co-Polymerisation von
Glycidylmethacrylat und Ethylenglycol-dimethacrylat und sind u.a. als CIM®
(Convective Interaction Media) erhéaltlich. Die Monolithen zeichnen sich durch hohe
mechanische und chemische Stabilitat sowie einen effizienten Stofftransport durch
konvektiven Porendurchfluss aus, da der konvektive Transport der Molekile in den
Poren zum aktiven Zentrum der Enzyme dominiert und nicht durch Diffusion limitiert
ist [3].

GOS-Synthese im Porendurchflussreaktor

Bisher gibt es nur wenige wissenschaftliche Arbeiten zur Produktion von
Oligosacchariden mit auf Monolithen immobilisierten Enzymen [4, 5]. Es zeigte sich,
dass Bioreaktoren in Form monolithischer Disks beladen mit Glycosidasen hohe
Raum-Zeit-Ausbeuten generieren kbnnen. Im Beitrag werden verschieden aktivierte
CIM® Monolithe als Tréager einer B-Galactosidase aus B.circulans getestet. Ziel der

Arbeit ist zunachst ein Screening des Tragers in Bezug auf die Enzymbindung und



darauf aufbauend im Porendurchflussreaktor GOS in einem kontinuierlichen System
herzustellen. Zu den auf dem Monolithen gebundenen Liganden gehéren
Carbonyldiimidazol (CDI), ein Aldehydrest (ALD) und Ethylendiamin (EDA) (Abb.1).
Mit Hilfe von CDI-, ALD- und mit Glutaraldehyd derivatisierten EDA-Disks kann das
Zielenzym irreversibel Uber kovalente Wechselwirkungen gebunden werden. EDA
wirkt ohne Derivatisierung auch als schwacher Anionentauscher, so dass ein negativ
geladenes Enzym Uber ionische Wechselwirkungen reversibel immobilisiert werden
kann.
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Abb. 1: CIM® Disks aktiviert mit (A) Abb. 2:GOS-Ausbeute, produziert mit: freiem (o) und
EDA, (B) CDI und (C) ALD auf CDI (A) bzw. ALD (m) Disk immobilisiertem

Enzym

Charakterisierung und Bewertung der Immobilisierung

Im Beitrag wird gezeigt, dass eine erfolgreiche Enzymimmobilisierung auf CIM Disks
aktiviert mit EDA, CDI bzw. ALD realisierbar ist und die Durchfihrung einer
kontinuierlichen GOS-Synthese im Porendurchflussreaktor im Labormal3stab
ermdglicht. Alle drei Disks mit unterschiedlicher Aktivierung wurden hinsichtlich ihrer
Beladungseffizienz, der Enzymaktivitat, Langzeitstabilitat und GOS-Ausbeute (Abb.
2) untersucht, um fir einen Scale-up die effizienteste CIM®-Aktivierung fiir einen

Porendurchflussreaktor zu identifizieren.
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